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STRESZCZENIE

Wstep: Fluor wptywa na wiele proceséw zachodzacych w organizmie. Kontrowersje dotyczace oceny dziatania zwiazkéw fluoru
na ustréj wynikaja gtéwnie z waskiego zakresu stezen pomigdzy dawkami tolerowang i toksyczna. W jednym z mechanizméw
toksycznego dziatania fluoru znaczaca role odgrywa jego zdolnos¢ do wywolywania stresu oksydacyjnego poprzez generowanie
wolnych rodnikéw i zmniejszenie wydajnosci enzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego. Istotnym kierunkiem badan jest poszu-
kiwanie interakeji fluoru z innymi substancjami, ktére moga zaréwno zwieksza¢, jak i zmniejsza¢ efekty jego dzialania. Material
i metody: Eksperyment trwal 35 dni. Poddane badaniom 24 szczury podzielono na 4 grupy: kontrolng, z dietg z dodatkiem fluorku
sodu (NaF), z dieta z dodatkiem fluorku sodu, metioniny i witaminy E (NaF+M+E) oraz z dieta z dodatkiem fluorku sodu i witami-
ny E (NaF+E). W homogenatach watroby zwierzat oznaczono: aktywnos¢ catkowitej dysmutazy ponadtlenkowej (total superoxide
dismutase — t-SOD), izoenzymu cytoplazmatycznego (superoxide dismutase with copper and zinc - CuZnSOD), izoenzymu mi-
tochondrialnego (superoxide dismutase with manganese - MnSOD), peroksydazy glutationowej (glutathione peroxidase - GPX),
katalazy (catalase — CAT), reduktazy glutationowej (glutathione reductase — GR), transferazy S-glutationowej (glutathione S-trans-
ferase — GST) oraz stezenie dialdehydu malonowego (malondialdehyde - MDA). Wyniki: Zaobserwowano statystycznie istot-
nie zmiany w aktywnoéci CuZnSOD, GPX i CAT oraz stezenia MDA. Dla t-SOD, MnSOD, GR i GST nie stwierdzono zmian
statystycznie istotnych. Wnioski: W warunkach eksperymentu doszlo do wyczerpania enzymatycznej ochrony antyoksydacyjnej
organizmu w obrebie komérek watrobowych, obserwowanej poprzez obnizenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych (CAT
i GPX) i wzrost stezenia MDA w grupie NaF. Dodatek witaminy E i metioniny nie stymuluje istotnie enzymatycznego uktadu anty-
oksydacyjnego, wplywa jednak korzystnie na obnizenie stezenia MDA w komérkach watrobowych. Med. Pr. 2018;69(4):403-412

Stowa kluczowe: szczury, witamina E, enzymy antyoksydacyjne, NaF, metionina, MDA

ABSTRACT

Background: Fluorine influences many processes occurring in the organism. Controversies over the evaluation of the biolog-
ical effects of this substance are due to a small difference between tolerable and toxic fluorine doses. One of the main mech-
anisms of the fluorine toxic action is its ability to induce oxidative stress via reactive oxygen species generation and antiox-
idant defense system impairment. It is important to evaluate possible interactions between fluorine and other substances
that may increase or decrease its toxicity. Material and Methods: The study lasted for 35 days. Twenty-four rats were divided
into 4 groups: the control, with sodium fluoride (NaF) in the diet, with sodium fluoride, methionine and vitamin E (NaF+M+E)
in the diet, with sodium fluoride and vitamin E (NaF+E) in the diet. The biochemical analysis conducted in animal liver ho-
mogenates included determination of activities of: total superoxide dismutase (t-SOD), superoxide dismutase with copper and
zinc (CuZnSOD), superoxide dismutase with manganese (MnSOD), glutathione peroxidase (GPX), catalase (CAT), glutathione
reductase (GR), glutathione S-transferase (GST) and the malondialdehyde (MDA) concentration. Results: The activities of CuZn-
SOD, GPX, CAT and MDA concentration were changed significantly. There were no differences in the activities of t-SOD,
MnSOD, GR and GST among the experiment. Conclusions: In the conducted experiment, the run-out of enzymatic protection of
liver by decreasing of the activities of antioxidant enzymes (CAT and GPX) and increasing the MDA concentration in NaF group
was observed. The addition of vitamin E and methionine does not significantly stimulate the enzymatic antioxidant system, how-
ever, it causes of MDA concentration decreases. Med Pr 2018;69(4):403-412
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WSTEP

Przeciwprochnicze wlasciwosci fluorkéw, majace ko-
rzystny wplyw na organizm czlowieka, s3 powszech-
nie znane. Dlugotrwale narazenie na zwigzki fluoru
moze jednak prowadzi¢ do zaburzenia funkcjonowania
ustroju. Badania nad wplywem fluorkéw na organizmy
zywe wykazaly, ze fluor - jako pierwiastek o duzej ak-
tywnosci biologicznej — oddzialuje na wiele zachodza-
cych w nich proceséw. Mate rozmiary i duza aktyw-
no$¢ jonu fluorkowego powoduja jego przenikanie do
réznych komorek, tkanek i narzadéw.

W badaniach wykazano, ze intoksykacja zwierzat
zwigzkami fluoru moze zaburza¢ metabolizm w watro-
bie i prowadzi¢ do jej uszkodzenia. Liczne kontrowersje
dotyczace dziatania zwigzkéw fluoru wynikajg gtéwnie
z waskiego marginesu miedzy stezeniami tolerowany-
mi przez organizm a dzialajacymi toksycznie [1]. Fluor
jako prooksydant indukuje wzmozone procesy wolno-
rodnikowe i w zaleznosci od dawki oraz czasu ekspozy-
cji moze obniza¢ aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyj-
nych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza
i peroksydaza glutationowa.

W ostatnich latach opublikowano wiele prac opisu-
jacych wptyw fluorkéw na proces oddychania komérko-
wego i powigzane z nim reakcje wolnorodnikowe. Wy-
kazano stymulujacy wptyw jonu fluorkowego na synte-
ze rodnika ponadtlenkowego. Mechanizm tego dziala-
nia polega prawdopodobnie na zainicjowaniu tzw. wy-
buchu tlenowego [2].

Istotnym kierunkiem badan nad wplywem fluoru
na funkcjonowanie organizmdéw zywych jest poszu-
kiwanie jego interakcji z innymi substancjami, ktére
moga zaréwno zwigksza¢, jak i zmniejszac efekty jego
dzialania. Z uwagi na liczne doniesienia dotyczace ko-
rzystnego wplywu witaminy E i metioniny na organi-
zmy Zywe istotne wydaje sie przeprowadzanie badan
oceniajacych wplyw tych substancji na stres oksydacyj-
ny w watrobie szczuréw narazonych na fluorek sodu.

Witamina E jest aktywnym lipofilnym przeciwutle-
niaczem przerywajacym reakcje fancuchowe generujace
wolne rodniki. Najwazniejsza jej rola jest zapobieganie
utlenianiu wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
w btonach komdrkowych. Wiasciwosci antyoksydacyjne

witaminy E zaleza od grupy hydroksylowej znajdujacej
sie w pozycji 6. ukladu chromanowego. Atom wodoru
w tej grupie uczestniczy w wygaszaniu tlenu singletowego
i hamowaniu tworzenia rodnikéw nadtlenkowych. Wi-
tamina E, oddajac wodor, przeksztalca si¢ w nieaktyw-
ny rodnik tokoferylowy, ktéry moze by¢ regenerowany
przede wszystkim przez witaming C i glutation, ale réw-
niez przez metioning. Jest to szczegélnie wazne, poniewaz
metionina jako zwigzek hydrofobowy wystepuje w blo-
nach komdrkowych. Bierze ona udzial w syntezie gluta-
tionu oraz w wiazaniu i transporcie selenu, ktéry wcho-
dzi w sklad peroksydazy glutationowej oraz reduktazy
sulfotlenku metioniny i reduktazy tioredoksyny. Synteza
i czynno$¢ tych enzyméw wymagaja obecnosci selenu,
co jest istotne podczas zwiekszonej podazy fluorkéw, po-
niewaz fluor powoduje nasilone wydalanie selenu z mo-
czem i niedobory tego pierwiastka w organizmie [3,4].
Celem pracy byla ocena wptywu lacznego podawa-
nia fluorku sodu, metioniny i witaminy E na stan oksy-
dacyjny watroby szczura poprzez zbadanie aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych oraz stezenia dialdehydu
malonowego w homogenatach watroby szczura.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na 24 szczurach, samcach

szczepu Wistar FL w wieku 4 miesigcy o wadze poczat-

kowej 300+5 g i wadze koncowej 350+5 g. Zwierzeta
pochodzily z hodowli Centralnej Zwierzetarni Slaskie-
go Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Na bada-
nia uzyskano zgode Uczelnianej Komisji Bioetycznej
do Badan na Zwierzetach nr NN-6503-29/06.

Po 2-tygodniowym okresie adaptacyjnym szczury
podzielono na 4 grupy (N = 6) wedlug schematu:

1. Grupa kontrolna (K) - otrzymywata wode destylo-
wang i pasze standardows.

2. Grupa badana (NaF) - otrzymywala roztwor fluor-
ku sodu w wodzie destylowanej (NaF, prod. POCH,
Gliwice) w dawce 10 mg F/kg masy ciata (mc.)/
/24 godz. w objetosci 10 ml.

3. Grupa badana (NaF+M+E) - otrzymywata roztwor
fluorku sodu jak wyzej z dodatkiem metioniny w daw-
ce 2 mg/szczura/24 godz. i witaminy E w dawce
3 mg/szczura/24 godz.
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4. Grupa badana (NaF+E) - otrzymywala roztwor flu-

orku sodu w dawce jak wyzej facznie z witaming E

w dawce jak wyzej.

Badanie mialo na celu gléwnie okreslenie roli me-
tioniny jako substancji wspotdziatajacej z witaming E,
dlatego nie badano grupy zwierzat narazonych na flu-
orki i metionine.

W czasie trwania eksperymentu zwierzeta przeby-
waly w standardowych warunkach laboratoryjnych,
w pomieszczeniach o stalej temperaturze pokojowej
(21+2°C) i stalej wilgotnosci powietrza (50-70%), po-
jedynczo w klatkach, z zachowaniem o$wietleniowych
cykli 12-godzinnych (faza jasna - 7:00-19:00, faza
ciemna - 19:00-7:00). Szczury pojono woda destylowa-
na w ilosci 40 ml (w grupach badanych podawano 10 ml
wody z NaF i uzupelniano 30 ml w celu zapewnienia
zapotrzebowanie dziennego). Zwierzeta wazono co ty-
dzien. Pasze podawano raz dziennie. Dzienne racjono-
wanie paszy przeliczano na kilogram masy ciala zwie-
rzat i wynosifo ono 100 g paszy/kg mc./24 godz. Spozy-
cie paszy kontrolowano, oceniajac pozostawione resztki
pokarmowe. Iloé¢ stosowanych dodatkéw przeliczano
na mase zwierzecia i modyfikowano z czasem trwania
eksperymentu. Wszystkie szczury otrzymywaly pasze
standardowa wyprodukowang w Zakladzie Zywienia
Zwierzat Instytutu Zootechnicznego w Brzezinach.

Eksperyment trwatl 35 dni [1]. Po tym czasie zwie-
rzeta usypiano, stosujac iniekcje dootrzewnows z uzy-
ciem 1% roztworu heksobarbitalu w dawce 0,5 ml
na 100 g mc. szczura. Zastosowany srodek usypiajacy
nie wptywa na wyniki przeprowadzanych badan.

Oznaczenia biochemiczne wszystkich analizowanych
parametréw przeprowadzono w homogenatach watro-
by. Stezenie biatka oznaczano metodg Lowry’ego [5].

Pozyskiwanie homogenatéw watroby

do badan biochemicznych

Podczas sekeji od kazdego zwierzgcia pobierano wyci-
nek z dolnego odcinka prawego plata watroby uprzednio
perfundowanej, po czym sporzadzano 10% homogenat
z uzyciem 0,9% NaCl. Uzyskane w ten sposéb homoge-
naty stuzyly do dalszych oznaczen biochemicznych.

Oznaczanie aktywnosci dysmutazy

ponadtlenkowej calkowitej (t-SOD)

oraz jej izoenzymow mitochondrialnego (MnSOD)

i cytoplazmatycznego (CuZnSOD) (EC 1.15.1.1)
Aktywno$é¢ enzymu i jego izoenzymoéw oznaczono we-
dlug Oyanagui [6]. Anionorodnik ponadtlenkowy wy-
twarzany przy udziale oksydazy ksantynowej reaguje

z hydroksylaming, wytwarzajac jon nitrozowy, ktéry
po polaczeniu z naftylenodiaming i kwasem sulfo-
anilinowym daje barwne potaczenie. Do 50 ul probki
dodawano 0,1 ml roztworu hipoksantyny i 0,1 ml mie-
szaniny chlorowodorku hydroksylaminy oraz hydrok-
sylaminy. Po inkubacji (37°C, 5 min) dodawano 0,2 ml
roztworu enzymatycznego oksydazy ksantynowej i po
kolejnej inkubacji (37°C, 30 min) - reagent barwny
zawierajacy kwas octowy, naftylenodiamine i kwas
sulfoanilinowy. Rownolegle do kazdej proby badanej
wykonywano prébe kontrolng z cyjankiem potasu
(KCN) jako inhibitorem. Pozwolilo to na wyznaczenie
aktywnosci izoenzymu mitochondrialnego (superoxi-
de dismutase with manganese - MnSOD). Aktywnos¢
izoenzymu cytoplazmatycznego (superoxide dismutase
with copper and zinc - CuZnSOD) wyznaczano z rdz-
nicy aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej calko-
witej (total superoxide dismutase — t-SOD) i MnSOD.
Odczytéow dokonywano wzgledem préby zwierajacej
zamiast badanej probki wode bidestylowang przy diu-
gosci fali 560 nm z wykorzystaniem czytnika Victor X3
(prod. PerkinElmer, USA).

Metoda jest w pelni swoista dla dysmutazy ponad-
wyrazono w jednostkach nitrowych (NU)/mg biatka.
Jedna jednostka nitrowa oznacza zdolnos¢ do zmniej-
szenia powstawania jonu nitrowego o 50% wzgledem
warto$ci wyjsciowych przy obecnosci dysmutazy po-
nadtlenkowej (superoxide dismutase - SOD).

Oznaczanie aktywnosci

peroksydazy glutationowej (GPX) (EC 1.11.1.9)
Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (glutathione per-
oxidase — GPX) oznaczono wedlug zasady metody Paglia
i Valentine na podstawie reakcji zredukowanego glu-
tationu (reduced glutathione - GSH) z ponadtlenkiem
t-butylu [7]. Utleniony w tej reakeji glutation (disulfide
glutathione - GSSG) jest nast¢pnie regenerowany
w obecnosci reduktazy glutationowej i NADPH (reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate). Do 10 pl
homogenatu watroby rozcienczonego w stosunku 1:12
dodawano mieszanine reagujaca (zawierajacg NADPH,
GSH i reduktaze glutationowg). Po ustabilizowaniu sie
reakcji wstepnej dodawano 25 ul roztworu t-butylu,
odczytywano absorbancje przy diugosci fali 355 nm
i $ledzono kinetyke zmian absorbancji co 60 s przez
3 min. Oznaczenia wykonywano z wykorzystaniem
czytnika Victor X3. Aktywnos¢ GPX wyrazono w IU/g
biatka. Metoda jest swoista dla peroksydazy gluta-
tionowe;j.
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Oznaczanie aktywnosci

reduktazy glutationowej (GR) (EC 1.6.4.2)
Aktywnos¢ reduktazy glutationowej (glutathione re-
ductase — GR) oznaczono wedlug Richtericha [7] zmo-
dyfikowang metoda poétautomatyczng. Metoda ta
bazuje na oznaczeniu zmian stezenia zredukowane-
go NADPH, ktory ulega reakgji z utlenionym glutatio-
nem. Do 25 ul homogenatu rozcieniczonego 1:10 doda-
wano 125 ul 6 mmol/l roztworu NADPH. Po ustabili-
zowaniu sie reakcji wstepnej dodawano 25 pl roztwo-
ru 75 mmol/l utlenionego glutationu, odczytywano ab-
sorbancje przy diugosci fali 355 nm i §ledzono kinetyke
zmian absorbancji co 60 s przez 3 min z wykorzystaniem
czytnika Victor X3. Aktywnos$¢ wyrazono w IU/g bial-
ka. Metoda jest swoista dla reduktazy glutationowe;.

Oznaczanie aktywnosci

transferazy-S-glutationowej (GST) (EC 2.5.1.18)
Aktywnos¢ transferazy-S-glutationowej (glutathione
S-transferase — GST) oznaczono metoda kinetyczna
wedlug Habiga i Jakobego [8]. Do 10 pl probki dodawa-
no 184 pl mieszaniny reagujacej zawierajacej zreduko-
wany glutation. Po ustabilizowaniu si¢ reakcji wstepnej
dodawano 6 ul roztworu 1-chloro-2,3-dinitrobenzenu
w alkoholu etylowym, odczytywano absorbancje przy
dlugosci fali 355 nm i §ledzono kinetyke zmian absor-
bancji co 60 s przez 3 min z wykorzystaniem czytnika
Victor X3. Aktywnos$¢ GST wyrazono w IU/g bialka.
Metoda jest swoista dla transferazy-S-glutationowe;j.

Oznaczanie aktywnosci

katalazy (CAT) (EC 1.11.1.6)

Katalaze (catalase — CAT) oznaczano metoda kinetycz-
na wedlug Aebi [9]. Homogenat przed oznaczeniem
katalazy rozcienczono 100-krotnie buforem TRIS/HCI
(Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride)
o pH 7,4. Oznaczenia kinetyczne prowadzono w kuwe-
cie kwarcowej. Zmieszano 2,5 ml substratu skfadajace-
go si¢ z 50 mmol/l buforu TRIS/HCI o pH 7,4 i perhy-
drolu z 50 pl prébki. Po 10 s odczytywano absorbancje
przy dlugosci fali 240 nm i §ledzono kinetyke zmian
absorbancji co 15 s przez 3 min z wykorzystaniem
spektrofotometru UV-1700 (prod. Shimadzu, Japonia).
Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazono w kIU/g biatka.
Metoda jest swoista dla katalazy.

Oznaczenie st¢zenia

dialdehydu malonowego (MDA)

Stezenie dialdehydu malonowego (malondialdehyde -
MDA) oznaczano wedlug Ohkawy i wsp. [10], wyko-

rzystujac jego reakcje z kwasem tiobarbiturowym.
Do odczytu wykorzystano spektrofluorymetr LS45
(prod. PerkinElmer, USA) przy dlugosci fali 515 nm
(wzbudzenie) i 522 nm (emisja). Odczyt spektrofluory-
metryczny jest bardziej swoisty od spektrofotometrycz-
nego (przy dlugosci fali 532 nm), poniewaz nie prze-
szkadzajg interferencje ze strony hemoglobiny i barw-
nikéw zoélciowych. Metoda zostata zmodyfikowana
poprzez dodanie siarczanu(VI) sodu i BHT (butylowa-
ny hydroksytoluen), co dodatkowo podniosto jej swo-
istos¢. Stezenia MDA odczytano z krzywej standardo-
wej, stosujac jako standard 1,1,3,3-tetraetoksypropan,
i wyrazono w pumol/g biatka.

Ocena histopatologiczna

Podczas sekeji szczuréw pobrano watroby tych zwierzat
do oceny histopatologicznej, dalej poddano je ocenie ma-
kroskopowej, a nastepnie utrwalono w formalinie. Ocene
histopatologiczng przeprowadzono z wykorzystaniem
preparatéw wykonanych zwykla technika parafinows,
zabarwionych metoda przegladowa przy uzyciu hema-
toksyliny i eozyny (H-E) [11]. Zmiany morfologiczne oce-
niono w mikroskopie §wietlnym (prod. Olympus, Niem-
cy) przy powiekszeniu 50%, 100x, 200x, 400x i 600x.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu programu
statystycznego Statistica 10.0. Dane przedstawiono jako
warto$¢ srednig (mean — M) * odchylenie standardowe
(standard deviation — SD). Normalno$¢ rozkladu otrzy-
manych wynikéw oceniono testem Shapiro-Wilka.
Wyniki poréwnan analizowanych wskaznikéw miedzy
grupami zobrazowano na rycinach, prezentujac war-
tosci $rednie z przedzialami ufnodci w kazdej z grup
zwierzat. Za istotne statystycznie przyjeto wyniki, dla
ktérych p < 0,05.

WYNIKI

Podczas badan zwierzeta wszystkich grup podobnie
przybieraly na wadze. Nie zaobserwowano niekorzyst-
nych zmian w ich wygladzie i zachowaniu (pojenie
i skarmianie). Przezywalno$¢ wyniosta 100%.

Dla parametréw wykazujacych istotnos¢ statystycz-
ng (CuZnSOD, GPX, CAT, MDA) wyniki przedstawio-
no na rycinach 1-4. W tabeli 1. zaprezentowano wy-
niki pozostatych oznaczanych parametréw (MnSOD,
t-SOD, GR, GST), dla ktérych nie stwierdzono istot-
nych statystycznie réznic miedzy grupami badanymi
i wzgledem grupy kontrolne;j.
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Tabela 1. Aktywno$¢ catkowitej dysmutazy ponadtlenkowej (t-SOD), izoenzymu mitochondrialnego (MnSOD),
reduktazy glutationowej (GR) i transferazy S-glutationowej (GST) w homogenatach watroby szczura

Table 1. The activity of superoxide dismutase (t-SOD), mitochondrial isoenzyme (MnSOD), glutathione reductase (GR)
and glutathione S-transferase (GST) in the rat’s liver homogenates

t-SOD MnSOD GR GST
Grupa [NU/mg biatka / of protein] [NU/mg biatka / of protein] [IU/g bialka / of protein] [IU/g biatka / of protein]
Group X SD X SD X SD X SD
K 209,15 33,31 107,48 23,62 62,18 15,29 81,25 15,34
NaF 234,34 50,07 79,47 24,94 78,11 14,52 67,63 14,09
NaF+M+E 214,67 33,56 81,17 25,60 74,37 13,07 70,94 13,17
NaF+E 249,87 46,27 83,67 25,41 85,97 16,11 75,22 7,12

K - grupa kontrolna / control group, NaF - dieta z fluorkiem sodu / diet with sodium fluoride, NaF+M+E - dieta z fluorkiem sodu + metioning + witaming E / diet with

sodium fluoride + methionine + vitamin E, NaF+E - dieta z fluorkiem sodu + witamina E / diet with sodium fluoride + vitamin E.

X - érednia wazona / weighted mean.
SD - odchylenie standardowe / standard deviation.

Na rycinie 1. przedstawiono aktywnos¢ izoenzy-
mu cytoplazmatycznego dysmutazy ponadtlenkowej
CuZnSOD w homogenatach watrobowych we wszyst-
kich badanych grupach zwierzat. Zaobserwowano sta-
tystycznie istotny wzrost aktywnosci CuZnSOD w gru-
pie NaF+M+E o0 46% i w grupie NaF+E o 74% w porow-
naniu z grupg kontrolng.

Na rycinie 2. przedstawiono aktywno$¢ peroksyda-
zy glutationowej GPX w homogenatach watrobowych
we wszystkich badanych grupach zwierzat. Wykazano
istotne statystycznie obnizenie aktywno$ci GPX 0 49%,
poréwnywalne we wszystkich badanych grupach w sto-
sunku do grupy kontrolnej. Nie stwierdzono statysty-
cznie istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Na rycinie 3. przedstawiono aktywno$¢ katalazy CAT
w homogenatach watrobowych we wszystkich grupach
zwierzat. Wykazano statystycznie istotne obnizenie ak-
tywnosci CAT o 38%, poréwnywalne we wszystkich
grupach badanych zwierzat w stosunku do grupy kon-
trolnej. Nie stwierdzono istotnych réznic migdzy bada-
nymi grupami.

Na rycinie 4. przedstawiono stezenie MDA w homo-
genatach watrobowych we wszystkich grupach zwierzat.
Wykazano statystycznie istotny wzrost stezenia MDA
w grupie zwierzat otrzymujacych fluorki (NaF) w sto-
sunku do grupy kontrolnej. W grupie NaF+M+E oraz
NaF+E zaobserwowano natomiast istotne statystycz-
nie obnizenie stezenia MDA o 62% w poréwnaniu
z grupa NaF.

Ocena histopatologiczna

Ocena makroskopowa

Nie zaobserwowano zadnych zmian w zakresie ksztal-
tu, wielkosci, barwy i konsystencji watroby w grupach

otrzymujacych fluor oraz fluor z antyoksydantami
w stosunku watroby szczuréw z grupy kontrolne;j.

Ocena mikroskopowa
W ocenie stopnia uszkodzenia watroby u szczuréw
obcigzonych dieta zawierajacg fluorek sodu lub NaF
i antyoksydanty zastosowano nastepujace kryteria: oce-
ne zmian morfologicznych w hepatocytach, tkanki
facznej zrebowej i przestrzeni bramno-zéiciowych. Nie
wykazano zadnych zmian w obrazie mikroskopowym
watroby szczuréw w grupie kontrolnej. W watrobach
szczur6w w grupie narazonej na NaF stwierdzono nato-
miast rézne zmiany patomorfologiczne. Przede wszyst-
kim zaobserwowano przekrwienie w zrazikach, mikro-
nacieki zlozone z komoérek jednojadrzastych miedzy
hepatocytami, ale takze w okolicy triad watrobowych.
Powyzszym zmianom towarzyszyly zmiany wstecz-
ne w hepatocytach, takie jak zwyrodnienie wodnicz-
kowe i martwica, zaréwno rozsiana, jak i obejmujaca
wieksze fragmenty migzszu (zrazikéw). Podanie wi-
taminy E szczurom z grupy badanej NaF+E wykazalo
dzialanie protekcyjne na watrobe. Obserwowane wyzej
zmiany pojawily si¢ w watrobie, przy czym nie doty-
czyly one wszystkich zwierzat. Wystapity u 4 szczuréw,
a ich nasilenie bylo nieco stabsze w stosunku do zmian
obserwowanych po narazeniu na fluorek. Z kolei w wa-
trobach szczuréw w grupie badanej NaF+M+E zaobser-
wowano jedynie nieliczne nacieki miedzy hepatocyta-
mi, wystepujace u 3 zwierzat.

OMOWIENIE

Narazenie na zwiazki fluoru jest rozne, zalezne od po-
tozenia geograficznego i stopnia urbanizacji terenu.
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Ryc. 1. Aktywnos¢ izoenzymu cytoplazmatycznego dysmutazy
ponadtlenkowej (CuZnSOD) w homogenatach watrobowych
szczur6w w 4 badanych grupach

Fig. 1. The activity of cytosolic superoxide dismutase (CuZnSOD)
in the liver homogenates of rats in 4 examined groups
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Objasnienia jak w tabeli 1 / Explanations as in Table 1.

Ryc. 2. Aktywnoé¢ peroksydazy glutationowej (GPX)

w homogenatach watrobowych szczuréw w 4 badanych grupach
Fig. 2. The activity of glutathione peroxidase (GPX) in the liver
homogenates of rats in 4 examined groups
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Ryc. 3. Aktywno$é¢ katalazy (CAT) w homogenatach
watrobowych szczuréw w 4 badanych grupach

Fig. 3. The activity of catalase (CAT) in the liver homogenates
of rats in 4 examined groups
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Ryc. 4. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach
watrobowych szczuréw w 4 badanych grupach

Fig. 4. Malondialdehyde (MDA) concentration in the liver
homogenates of rats in 4 examined groups
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Wplyw metioniny i witaminy E na stres oksydacyjny u szczuréw narazonych na NaF 409

Ilo$¢ fluorkéw pobierana z pozywieniem wynosi 1,7-
-4,75 mg/dobe, a zwoda pitng - ok. 1 mg/dobe. Zawartos¢
fluorkéw w zywnosci zalezy od wielu czynnikéw $rodo-
wiskowych i sposobu jej produkgiji. Stale sktadniki diety,
ktére moga stanowic istotne zrédlo narazenia na fluor-
ki, to gléwnie owoce morza i ryby (6-27 mg/dobe) [12].
Z kolei narazenie na fluor stanowi jeden z czynnikow
indukujacych stres oksydacyjny organizmu.

Zgodnie z wolnorodnikowy teorig patogenezy za-
palenia watroby przewlekly proces zapalny jest kon-
sekwencjg utrzymujacego si¢ stresu oksydacyjnego,
a postepujaca destrukcja i wyniszczenie tkanek moga
wynikac z poglebiajacego si¢ deficytu ukladu antyok-
sydacyjnego w komorkach watroby [13]. Stad bada sie
zwigzki zaréwno wykazujace dzialanie prooksydacyj-
ne, do ktérych nalezy m.in. fluor, jak i o potencjalnym
dzialaniu antyoksydacyjnym, np. witamina E i me-
tionina.

Zjawisko interakcji miedzy wolnymi rodnikami czy
reaktywnymi formami tlenu (RFT) a skladnikami lipi-
dowymi blon biologicznych mozna ocenia¢ na podsta-
wie wynikoéw oznaczen stezenia dialdehydu malonowe-
go (MDA), jednego z gléwnych koncowych produktow
procesu peroksydacji lipidow.

Obserwowane w niniejszym badaniu zwigkszone
stezenie MDA w grupie otrzymujacej wylacznie fluor-
ki pozwala wnioskowa¢, ze fluorek sodu zastosowany
w dawce 10 mg/kg mc./24 godz. indukowal wzmozo-
ne procesy wolnorodnikowe w watrobie. Podobne wy-
niki uzyskali dla takiej samej dawki autorzy innych
prac [14,15].

Zastosowane w badaniu witamina E i metionina, jako
substancje o potencjalnym charakterze antyoksydacyj-
nym, znosily efekt wywolany przez fluorki. Zaobser-
wowano statystycznie istotne obnizenie stezenia MDA
do wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej. W gru-
pach otrzymujacych witamine E - zaréwno samg, jak
i podawanag facznie z metioning - zaobserwowano po-
dobne, wynoszace ok. 60%, obnizenie stezenia MDA
w poréwnaniu z grupa otrzymujaca wylacznie NaF.
Wydaje sie¢ jednak, ze wynika to raczej z obecnosci wi-
taminy E niz metioniny.

Hamowanie procesu peroksydacji lipidow pod wply-
wem suplementacji metioning w narazeniu na fluorki
obserwowali autorzy innych prac. Blaszczyk i wsp. za-
obserwowali dla tej samej dawki statystycznie istotne
obnizenie st¢zenia MDA w nerkach i krwi szczuréw
po podaniu metioniny [4,16]. Korzystny wptyw taczne-
go podawania witaminy E i metioniny potwierdzono
takze w innych badaniach u szczuréw narazonych na

fluorki [17]. Autorzy tych prac wskazuja, ze taki efekt
mogt spowodowaé wplyw metioniny na zwigkszenie
stezen innych nieenzymatycznych antyoksydantow,
np. liponianu czy koenzymu Q, lub posrednio podczas
redukcji sulfotlenku metioniny do metioniny w reakgji
katalizowanej przez reduktaze sulfotlenku metioniny
zalezng od NADPH i tioredoksyny.

W niniejszym badaniu nie zaobserwowano takiego
efektu. Wydaje sig, ze podawanie taczne witaminy E
z metioning skutkuje udzialem metioniny w regenera-
cji rodnika tokoferylowego, ktéry odgrywa w tym sy-
nergistycznym ukladzie role zmiatacza RFT, hamujac
tym samym proces peroksydacji lipidow.

Poniewaz MDA jest miernikiem stresu oksydacyj-
nego, wzrost jego stezenia wptywa na zmiane enzyma-
tycznego ukladu antyoksydacyjnego organizmu.

W niniejszym badaniu narazenie szczuréw na fluor
w stezeniu 10 mg/kg mc./24 godz. przez 35 dni mimo
braku zmian aktywnosci catkowitej dysmutazy ponad-
tlenkowej t-SOD spowodowalo zmiany w aktywnosci
jej izoenzymodw. Zaobserwowano statystycznie nie-
istotne obnizenie aktywnosci izoenzymu mitochon-
drialnego MnSOD (tab. 1) z réwnoczesnym statystycz-
nie istotnym wzrostem aktywnosci CuZnSOD (ryc. 1)
w grupach NaF+M+E i NaF+E. Uzyskane wyniki wska-
zuja, ze wywolany przez fluorki stres oksydacyjny moze
prowadzi¢ do uszkodzenia mitochondriéw, co moze si¢
przyczynia¢ do obnizenia aktywnosci izoenzymu mi-
tochondrialnego. Wzrost aktywnosci izoenzymu cyto-
plazmatycznego pod wplywem zastosowanych sub-
stancji $wiadczy o ich korzystnej roli antyoksydacyjne;.

Aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPX) i ka-
talazy (CAT) byly statystycznie istotnie nizsze we
wszystkich badanych grupach wzgledem grupy kon-
trolnej (ryc. 2 i 3). Nie zaobserwowano takze réznic
miedzy grupami otrzymujacymi fluorki z metioning
i witaming E lub samg witaming E a grupg NaF.

Peroksydaza glutationowa wspdlnie z katalazg kon-
trolujg szybko$¢ peroksydacji lipidow i chronig btony ko-
morkowe przed uszkodzeniem peroksydacyjnym spowo-
dowanym powstajacymi RFT. Obserwowane w niniej-
szym badaniu zmiany §wiadczg o braku ochrony bton
komérkowych przed uszkodzeniem peroksydacyjnym
w warunkach eksperymentu. Sugeruje to, ze zastoso-
wany czas i dawka moga w konsekwencji doprowadzi¢
do zaburzenia aktywnosci SOD i poprzez nagromadze-
nie nadtlenku wodoru - do uszkodzen oksydacyjnych
organizmu. Réwnoczes$nie obserwowany brak zmian
aktywnosci transferazy glutationowej (GST) i redukta-
zy glutationowej (GR) (tab. 1) potwierdza zaburzenie
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enzymatycznego ukladu antyoksydacyjnego lub wy-
czerpanie jego potencjatu.

Podobne wyniki uzyskali Birkner i wsp. [14]. Zaob-
serwowali oni wzrost stezenia MDA w homogenatach
watroby szczura z jednoczesnym obnizeniem aktywno-
$ci GPX i brakiem zmian aktywnosci t-SOD, MnSOD,
CuZnSOD i CAT podczas ekspozycji na fluor w daw-
ce 4,9 mg F/kg mc./24 godz. przez 50 dni. Row-
niez Birkner i wsp. w pracy oceniajacej wplyw fluoru
w dawce 3 mg F/kg mc./24 godz. przez 12 tygodni nie
stwierdzili statystycznie istotnego wzrostu aktywnosci
w homogenatach watroby kroélika t-SOD, CuZnSOD
i GPX w grupie zwierzat otrzymujacych NaF wzgledem
grupy kontrolnej. Réwnoczesnie zaobserwowali wzrost
stezenia MDA w grupie otrzymujacej NaF [15]. Chlub-
ka i wsp. takze stwierdzili obnizenie aktywnosci GPX
w homogenatach watroby w grupach narazonych na
fluorek sodu [18].

Wplyw fluorkéw na organizm jest jednak rézny dla
réznych tkanek.

Aydin i wsp. zaobserwowali wzrost aktywnosci t-SOD
w surowicy szczurdéw otrzymujacych 10 mg NaF/l wody
pitnej przez 21 dni. Ci sami autorzy obserwowali row-
noczes$nie obnizenie aktywnosci peroksydazy glutatio-
nowej (GPX) w homogetanach ptuc [19]. Chinoy i Pa-
tel wykazali obnizenie aktywnosci t-SOD, GPX i CAT
w tkance mdzgowej zwierzat narazanych przez 30 dni
na fluorek sodu w dawce 10 mg/kg mc./24 godz. Wy-
niki te korelowaly z wysokim stezeniem produktéw
peroksydacji lipidow. Dodatek witamin C i E do diety
odwracal te niekorzystne zmiany [20]. Réwniez Vani
i Reddy w badaniach prowadzonych na myszach otrzy-
mujacych NaF w dawce 20 mg/kg mc. przez 14 dni za-
obserwowali obnizenie aktywnosci SOD, CAT i GST
w modzgu oraz mies$niu brzuchatym z réwnoczesna ku-
mulacjg fluoru w tych tkankach [21].

Wyniki badania histopatologicznego potwierdzaja
dziatanie ochronne zastosowanych antyoksydantéw na
watrobe szczuréw. Wyraza sie ono przeciwdzialaniem
zmianom morfologicznym powstajagcym przy naraze-
niu na fluorek sodu. Wyniki te wykazuja korelacje
z wynikami badan biochemicznych, w ktorych stwier-
dzono korzystny wplyw witaminy E i metioniny na
stres oksydacyjny.

Podobny do przedstawionego w niniejszej pracy
efekt dzialania nieenzymatycznych antyoksydantéw na
stres oksydacyjny wywotany narazeniem na fluorki wy-
kazali inni autorzy.

Grucka-Mamczar i wsp. opisali korzystny wptyw diety
suplementowanej witaminami A, C, E oraz koenzymem Q

i liponianem w réznych kombinacjach na st¢zenie MDA
w surowicy szczuréw narazanych na fluorek sodu w daw-
ce 10 mg/kg mc. przez 24 godz. Najsilniejsze dziatanie
ochronne zaobserwowano po wzbogaceniu diety o ko-
enzym Q oraz witaminy A i E [22].

Stawiarska-Pieta i wsp. wykazali korzystny wplyw
witamin A i E podawanych facznie z koenzymem Q
w zapobieganiu zmianom morfologicznym ptuc i trzust-
ki szczuréw narazonych na fluorek sodu [23]. W innych
badaniach prowadzonych na szczurach ci sami autorzy
wykazali korzystny wplyw witaminy E i metioniny
na aktywnos$¢ enzymoéw przemian weglowodanowych
oraz enzymow zwigzanych z przemianami glutationu.
Zaobserwowali takze ustgpienie zmian patomorfolo-
gicznych widocznych w watrobie przy narazeniu zwie-
rzat na jony fluorkowe [24].

W niniejszym badaniu po 35-dniowym narazeniu
zwierzat na fluorki wysokiemu stezeniu MDA w gru-
pie NaF odpowiadala niska aktywno$¢ t-SOD, CAT
i GPX. Swiadczy to o braku réwnowagi miedzy ukta-
dem pro- i antyoksydacyjnym w warunkach przepro-
wadzonego eksperymentu.

Uwzgledniajac badania innych autoréw, mozna
stwierdzi¢, ze efekt dzialania fluorkéw na organizm
zalezy od zastosowanej dawki, czasu trwania ekspery-
mentu i badanych narzadéw, jak réwniez zastosowa-
nia réznych substancji antyoksydacyjnych.

WNIOSKI

Narazenie zwierzat na fluorki w dawce 10 mg F/kg mc./
/24 godz. przez 35 dni prowadzi do wyczerpania enzy-
matycznej ochrony antyoksydacyjnej w watrobie, ob-
serwowanej poprzez obnizenie aktywnosci CAT i GPX
z jednoczesnym wzrostem stezenia MDA. Dodatek wi-
taminy E i metioniny nie indukuje wzrostu aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych za wyjatkiem CuZnSOD,
co moze $swiadczy¢ o znacznym uszkodzeniu mito-
chondriéw watroby na skutek wzmozonej syntezy RFT.
Zastosowane substancje wplywaja jednak korzystnie
na obnizenie stezenia MDA w komoérkach watro-
bowych.

Biorac pod uwage wyniki niniejszego badania, jak
réwniez prace innych autoréw, wydaje sig, ze bardzo
waznym mechanizmem toksycznego dziatania fluor-
kow jest uszkodzenie bariery antyoksydacyjnej orga-
nizmu, zaburzenie homeostazy i jego wptyw na po-
wstanie stresu oksydacyjnego prowadzacego do upo-
$ledzenia czynnosci roznych tkanek, w szczegdlnosci
watroby.
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