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STRESZCZENIE

Wstep. Zawartos$¢ fluoru w zywnosci zalezy od obec-
nosci jego zwiazkdéw w wodzie, glebie i powietrzu. Duza
aktywnos$¢ jonu fluorkowego i znaczne powinowactwo
do metali dwuwartosciowych, bedacych kofaktorami wie-
lu enzymoéw, moze powodowac zmiany aktywnosci tych
enzymow skutkujace m.in. zmianami stezenia ATP oraz
powstawaniem wolnych rodnikéw w komoérce. Celem pra-
cy byta ocena wptywu fluoru na wzrost hodowli oraz ho-
meostaze komorek.

Materiat i metody. Badania prowadzono na fibroblas-
tach izolowanych metodg eksplantow tkanki ze skory po-
branej z ogona i brzucha myszy, szczepu BALB/c. Fibrob-
lasty hodowano z dodatkiem fluorku sodu o stezeniu kon-
cowym: 0,03 mmol/l; 0,06 mmol/l i 0,12 mmol/l. Czas
hodowli wynosit: 1, 3 i 6 dni. Wyznaczano wskaznik
wzrostu hodowli (N/Nj) oraz oznaczano stezenia: ATP
i uwolnionego do pozywki, tlenku azotu. Wyniki przeli-
czano na 1 x 10° komorek.

Wyniki. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecnos¢ jo-
néw fluorkowych powoduje inhibicje wzrostu hodowli
fibroblastow, obnizenie syntezy ATP oraz zmniejszenie
wytwarzania tlenku azotu(Il). Zmiany sg zalezne od ste-
zenia fluorku i czasu trwania hodowli.

Whioski. Dlugotrwata ekspozycja nawet na niskie ste-
zenia fluoru zaburza homeostaze komorek.

Stowa kluczowe: fluor, adenozynotrifosforan (ATP),
tlenek azotu, wskaznik 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/N,) 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 1 x 10° 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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WSTEP

Fluor nalezy do substancji, ktérych toksycznos¢
poddawana jest licznym badaniom, poniewaz r6z-
nica pomiedzy dawka toksyczng a terapeutyczna
jest niewielka [1]. Fluor jest wszechobecny, gdyz sta-
nowi zanieczyszczenie srodowiskowe, a takze wy-
stepuje w pozywieniu, wodach wysoko mineralizo-
wanych i preparatach stomatologicznych; jest row-
niez skfadnikiem lekéw. W pastach do mycia zgbow
i ptynach do ptukania jamy ustnej zawartosc fluoru
wynosi od 1000 do 15000 ppm [2]. Normy spozycia
fluoru zostaly ustalone na poziomie wystarczajacego
spozycia (Al — Adequate Intake) dla wszystkich grup
ludnosci. Zgodnie z obowiazujacymi normami dla
populacji polskiej Al na dobe dla fluoru wynosi: 3
mg dla kobiet i 4 mg dla mezczyzn od 19 r.z., oraz
nie przekracza 2 mg dla dzieci do 12 r.z. [3]. Sposrod
produktow spozywczych dobrym Zrédtem fluoru sa:
herbata, produkty zbozowe, sery podpuszczkowe
i ryby morskie. Zawartos¢ fluoru w zywnosci zalezy
od obecnosci jego zwiazkow w wodzie, glebie i po-
wietrzu [4]. I tak zawartos¢ fluoru w herbacie jest
bardzo r6zna, zalezna od miejsca uprawy, gatunku
herbaty oraz sposobu jej parzenia [5]. W niektérych
regionach Indii i Chin, gdzie uprawiany jest krzew
herbaciany obserwuje sie naturalna wysoka zawar-
tos¢ fluorkéw w wodach podziemnych i gruntowych
[6]. Fluor niewatpliwie petni istotng role w profi-
laktyce préchnicy zebow lecz z uwagi na waski mar-
gines bezpieczenstwa powinien by¢ stosowany z roz-
waga, gdyz jego nadmiar skutkuje wystgpieniem
fluorozy kosci i zebow. Wiele badan potwierdzito
udziat fluoru w procesach wolnorodnikowych [7].
Z uwagi na duza aktywnos$¢ jonu fluorkowego
i znaczne powinowactwo do metali dwuwartoscio-
wych, ktore sg kofaktorami wielu enzymow, mozli-
wa jest zmiana aktywnosci tych enzymoéw skutku-
jaca m.in. zmianami stezenia ATP oraz powstawa-
niem wolnych rodnikéw. Celem pracy byto prze-
prowadzenie badan polegajacych na ocenie wptywu
jonow fluorkowych w stezeniach nie przekraczaja-
cych wartosci uznanych za szkodliwe dla zdrowia,
na wzrost hodowli fibroblastéw, ich stan metabo-
liczny oraz zdolnos¢ do wytwarzania tlenku azotu.

MATERIAL | METODY

Badania prowadzono na fibroblastach izolowa-
nych metoda eksplantow tkanki ze skéry pobranej
z ogona i brzucha myszy, szczepu BALB/c. Zwierzeta
pochodzity z hodowli prowadzonej przez Centrum
Medycyny Doswiadczalnej Slaskiego Uniwersytetu

Medycznego (zgoda Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach SUM).
Fibroblasty hodowano w pozywce Dulbecco’a
DMEM z dodatkiem fluorku sodu o stezeniu kon-
cowym: 0,03 mmol/l; 0,06 mmol/l i 0,12 mmol/l.
Stezenia zostaty dobrane tak, aby nie powodowac
wytrgcenia trudno rozpuszczalnych fluorkéw wap-
nia i magnezu, oraz aby obserwowane zmiany wy-
nikaty jedynie z obecnosci jonéw fluorkowych. Ho-
dowle fibroblastow kontrolnych zawieszono w sa-
mej pozywce. Hodowle prowadzono przez 1, 31 6
dni, w inkubatorze firmy Heraeus, w temp. 37°C,
atmosferze zawierajgcej 5% CO,. Komoérki wybar-
wiano 0,4% btekitem trypanu [8], zliczano przy po-
mocy licznika komoérek CoutnessTM firmy Invitro-
gen. Wskaznik wzrostu hodowli (N/N,) wyznaczono
jako iloraz liczby fibroblastow w 1 ml pozywki
w dniu zakonczenia (N) i w dniu zatozenia (N,) ho-
dowli. Stezenie ATP oznaczano w komorkach
przy pomocy zestawu testow firmy Perkin-Elmer.
Zasada oznaczenia polega na reakcji ATP z D-lucy-
feryng w obecnosci lucyferazy, ktorej towarzyszy
emisja Swiatta [9]. Wytwarzanie tlenku azotu(II)
oznaczano poprzez spektrofotometryczny pomiar
azotanow(IIl), powstatych z NO i uwolnionych
do medium hodowlanego. Oznaczenie wykonano
z zastosowaniem odczynnika Griessa. Uzyskane wy-
niki przeliczano na 1x10° komoérek i poddano opra-
cowaniu statystycznemu. Obliczono wartosci pod-
stawowych parametréw opisowych: srednig arytme-
tyczng i odchylenie standardowe. Wartosci tych pa-
rametréw przedstawiono w tabelach. Nastepnie
przy pomocy programu komputerowego STATISTI-
CA 10.0 sprawdzono normalno$¢ uzyskanych wy-
nikow testem Shapiro-Wilka. Wyniki dotyczace grup
kontrolnych i badanych poréwnano testem t-Stu-
denta dla préb zaleznych.

WYNIKI

Liczba komoérek martwych wybarwiajacych sie
biekitem trypanu w zadnej z badanych hodowli
fibroblastow nie przekroczyta 10%.

Obliczone wartosci wskaznika wzrostu komoérek
(N/Ny) przedstawiono w tabeli I. Jego wartos¢ byta
odwrotnie proporcjonalna do stezenia NaF w po-
zywce; najwieksze wartosci stwierdzono w hodow-
lach kontrolnych. Po 1 i 3 dobie hodowli dla steze-
nia F1 stwierdzono nieistotny statystycznie (p>0,05)
spadek wartosci wskaznika wzrostu odpowiednio
0 3,6% i 10,9% w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
W 6 dniu hodowli zmiana wskaznika wzrostu dla
tego stezenia wynosita 11,1%, przy p<0,05. Dla



14 Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2015, Vol. 18, No. 3

Ewa Kurzeja i wsp.: Wptyw czasu ekspozycji i stezenia fluoru na homeostaze komoérek

stezenia F2 wskaznik wzrostu hodowli zmniejszat
sic od 14,2% do 18, 4% w odniesieniu do grupy
kontrolnej i we wszystkich przypadkach zmiany te
byty istotne statystycznie (p<0,05). Podobna zalez-
nos¢ stwierdzono dla najwyzszego stezenia F3, dla
ktorego spadek wartosci wskaznika wzrostu byt jesz-
cze bardziej nasilony i wynosit od 18,6% do 36,2%,
przy p<0,05.

Tabela I. Wartosci wskaznika wzrostu komoérek (N/Ng) w ho-
dowlach fibroblastéw z NaF i hodowli kontrolnej

Table I. Cell growth index (N/Ny) 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 wzgledem kontroli (p<0,05 against the control)

W tabeli II zostaty przedstawione Srednie warto-
Sci stezenia ATP oznaczone w badanych hodowlach
z dodatkiem NaF oraz hodowli kontrolnej. Dodatek
jonow fluorkowych we wszystkich analizowanych
uktadach spowodowat obnizenie stezenia ATP. Dla
najnizszego stezenia F1, w 1 i 3 dniu hodowli zmia-
ny wynosity od 5,7% do 6,4% i nie byly istotne
statystycznie (p>0,05). Natomiast w 6 dniu trwania
hodowli stezenie ATP, zmalato w odniesieniu
do kontroli 0 7,4% (p<0,05). Istotny statystycznie
(p<0,05) spadek stezenia ATP stwierdzono réwniez
w hodowlach o wyzszym stezeniu fluoru (F2 i F3).
W hodowlach tych stezenie malato odpowiednio:
8,7% 1 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 Il. Stezenie ATP [umol/10® komorek] w hodowlach fib-
roblastow z NaF i hodowli kontrolnej

Table Il. ATP concentration [umol/108 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/I] (cultures with NaF
[F1=0,03 mmol/l; F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l])

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

W tabeli III przedstawiono Srednie stezenia azo-
tanow(Ill) oznaczone w medium fibroblastow pro-
wadzonych z dodatkiem NaF i w hodowlach kon-
trolnych. Obecnos¢ NaF, bez wzgladu na zastoso-
wane stezenie, spowodowata istotne statystycznie
zmniejszenie wytwarzania NO. Zmiany te byly pro-
porcjonalne do wzrostu stezenia jonéw F~ w me-
dium hodowlanym. W 1 dniu hodowli zmiany ste-
zenia tlenku azotu w odniesieniu do hodowli kon-
trolnej, byly najmniejsze i wynosity: 4,2%, 5,8%
i 14,2%, odpowiednio dla: F1, F2 i F3 (p<0,05).
W 3 dniu hodowli zmiany wynosity od 4,5% dla
najnizszego stezenia fluorku (F1) do 15,4% dla ste-
zenia najwyzszego (F3), przy p<0,05. Najwieksze
zmiany stwierdzono w 6 dobie trwania hodowli:
10,1% dla F1, 14,0% dla F2 i 23,6% dla F3
(p<0,05).

Tabela lll.Stezenie azotandéw (lll) [umol/10% komorek] w ho-
dowlach fibroblastéw z NaF i hodowli kontrolnej

Table llI. Nitrate (Ill) concentration [umol/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/I] (cultures with NaF
[F1=0,03 mmol/l; F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l])

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

DYSKUSJA

Badania toksykologiczne czesto prowadzi sie
w oparciu o modele in vivo lub in vitro. W pracach
badawczych dotyczacych oddziatywania jonow
fluorkowych in vitro najczesciej wykorzystywano
hodowle komorek tkanki tacznej, takie jak: osteob-
lasty, odontoblasty i fibroblasty [10, 11]. Wybér fib-
roblastow jako modelu badawczego wynika z ta-
twosci ich izolacji, mozliwosci pozyskania duzej
liczby komoérek, a ponadto hodowle te charaktery-
zuje duza jednorodnos$¢, co korzystnie wplywa
na powtarzalnos¢ wynikow.
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Istotnym problemem zwigzanym z badaniami
dotyczacymi oddziatywania jonéw fluorkowych in
vitro jest mozliwo$¢ powstawania trudno rozpusz-
czalnych fluorkdéw wapnia i magnezu oraz tworzenia
jonow kompleksowych z metalami dwu- i trojwar-
toSciowymi (Al*3, Fe*3, Ca*?, Mg*?). Fakt ten umoz-
liwia przytaczenie jonoéw F- do centrow aktywnych
enzymow, zawierajacych te metale lub stwarza moz-
liwos¢ kompleksowania przez jony fluorkowe ka-
tiono6w metali obecnych w cytoplazmie komorki
[12]. Z uwagi na bardzo niska wartos¢ iloczynu roz-
puszczalnosci dla CaF, i MgF,, aby unikng¢ kon-
sekwencji niedoboru wapnia i magnezu w pozywce
hodowlanej, w przeprowadzonym eksperymencie
zastosowano takie stezenia jonoéw fluorkowych
(po uwzglednieniu stezenia jonéw wapnia i mag-
nezu obecnych w pozywce), aby uzyskane wyniki
umozliwity ocene oddzialywania jonéw fluorko-
wych w warunkach niezmienionego st¢zenia jonow
wapnia i magnezu. Zastosowane w pracy stezenia
fluorkéw nie powodowaty wyzszej niz w hodowlach
kontrolnych Smiertelnosci komorek.

Jony fluorkowe wptywajg na aktywnos¢ wielu
enzymow zwigzanych z procesami tworzenia energii
m.in. enzyméw biorgcych udziat w metabolizmie
weglowodanéw oraz cyklu Krebsa [13].

W badaniach prowadzonych in vitro, uzyskane
wyniki zalezg od wielu czynnikéw, m.in. od typu
komorek przeznaczonych do badan, zastosowanego
stezenia jonow fluorkowych oraz czasu trwania eks-
perymentu. Dogan i wsp. [14] wykazali brak efek-
tow cytotoksycznych w odniesieniu do wszystkich
rodzajow badanych komorek i przy stezeniu fluoru
nizszym niz 0,31 mmol/l. W badaniach na ludzkich
fibroblastach Jeng i wsp. [15] wykazali, Ze stezenie
F~ mniejsze od 2 mmol/l nie byto toksyczne dla ba-
danych komoérek, natomiast wydtuzenie czasu in-
kubacji, powodowato obnizenie stezenia ATP w ko-
morkach i spadek syntezy biatka. W przytoczonych
pracach nie rozpatrywano jednak aspektu zmian
stezen jon6w wapnia czy magnezu spowodowanych
dodatkiem jonéw fluorkowych w wysokich steze-
niach.

W przeprowadzonych przez nas badaniach zasto-
sowano niskie stezenia fluoru (0,57 mg/l i 1,14
mg/l), ktore nie przekraczajg wartosci 1,5 mg F~/l,
uznanej za najwyzsze dopuszczalne stezenie fluoru
w wodzie przeznaczonej do spozycia lub celow gos-
podarczych [16]. Trzecie wybrane stezenie wyno-
szace 2,28 mg F~/1 jest wyzsze od tej wartosci, ale
nie przekracza 5 mg/l, tj. wartosci, ktorej przekro-
czenie moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia pub-
licznego [17]. W wyniku przeprowadzonych badan
stwierdzono, iz dodatek do pozywki fluorku sodu

ostabia wzrost komoérek. Zmiany dotycza gtdwnie
dwoch wyzszych stezen F~. Jednak przy najdtuz-
szym czasie inkubacji, rOwniez najmniejsze stezenie
fluoru powoduje ostabienie wzrostu fibroblastow.
Istniejg doniesienia méwigce o hamujacym wptywie
fluoru na wzrost i zywotnos$¢ komoérek. Jony fluor-
kowe powoduja rowniez uszkodzenie materiatu ge-
netycznego, indukujg stres oksydacyjny i aktywuja
mediatory apoptozy prowadzac do samobodjczej
Smierci komorki [18]. Zaobserwowany w naszych
badaniach spadek syntezy ATP jest zalezny od ste-
zenia i czasu prowadzenia hodowli. Nawet najnizsze
stezenie fluoru, przy najdtuzszym czasie inkubacji
obniza synteze ATP. Podobne wyniki uzyskali Gu-
towska i wsp. [19] badajac ludzkie monocyty TH1.
Tlenek azotu, bedac czasteczky sygnatowq petni role
w wielu procesach, zaréwno fizjologicznych, jak
i patologicznych. Wyniki badan przeprowadzonych
in vivo wskazuja na wzrost stezenia NO w narza-
dach szczuréw, po podaniu im duzych dawek fluor-
ku sodu (np. 10,3 mg NaF/kg m.c., 20 mg NaF/kg
m.c., 25 mg F~/1) przez okres 4 lub 5 tygodni
[20-22]. Uzyskane przez nas wyniki wykazaty
zmniejszenie uwalniania NO przez fibroblasty,
w miare wzrostu stezenia F~ w pozywece i wydtuze-
niem czasu inkubacji do 6 dni. Mechanizm oddzia-
tywania jonéw fluorkowych na wytwarzanie NO
nie jest znany, a obserwowane obnizenie uwalniania
tlenku azotu przypuszczalnie zwigzane jest z inhi-
bicjg syntazy tlenku azotu (NOS) przez jony F~.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ jonéow
fluorkowych w stezeniach nie przekraczajgcych war-
tosci stanowigcych zagrozenie dla zdrowia powoduje
inhibicje wzrostu hodowli, obniZenie syntezy ATP
oraz zmniejszenie wytwarzania tlenku azotu(Il)
w badanych hodowlach fibroblastow. Zmiany te s3
istotnie zalezne od stezenia jonéw fluorkowych
i czasu trwania hodowli. Dtugotrwata ekspozycja
na fluor, nawet przy najnizszych jego stezeniach
zmienia homeostaze komorek.

Zrédto finansowania: praca zostata sfinansowana ze srod-
kow przeznaczonych na dziatalnos¢ statutowg Slgskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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