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Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie ukazuja si¢ od 1951 roku.
Sa wydawnictwem naukowym, ciggtym, recenzowanym i cytowanym m.in. w Index Medicus (Medline), Biological Abstract,
Chemical Abstract. Dostepne w ponad 150 bibliotekach krajowych i zagranicznych.

Do druku przyjmowane sg prace oryginalne i pogladowe oraz prezentujace wazng kazuistyke z zakresu nauk podstawowych, kli-
nicznych oraz humanistyki medycznej autorow z Pomorskiej Akademii Medycznej oraz z innych osrodkow w kraju i za granica.

Zamieszczony material publikowany jest 1 bedzie wedtug przyjetego schematu wydawniczego, w jezyku polskim lub angiel-
skim, z krotkimi streszczeniami odpowiednio dla jezyka polskiego — po angielsku, a dla jezyka angielskiego — po polsku. Kazdy
tom obejmuje 3 czgsci state: oryginalne prace naukowe o objetosci 1-1,5 arkusza wydawniczego, w tym skondensowane rozprawy
doktorskie, doniesienia naukowe itp.; kronike PAM za poprzedni rok wraz z przemowieniem rektora na inauguracji roku akade-
mickiego 1 spis jednostek naukowo-dydaktycznych oraz bibliografi¢ dorobku pi$mienniczego uczelni.

Od tomu 50 Rocznikow PAM zostalty wprowadzone zmiany w edycji, ktore omowiono w regulaminie publikowania prac.

REGULAMIN PUBLIKOWANIA PRAC*
W Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej

Redakcja Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej przyjmuje oryginalne prace
naukowe, w trybie ciggltym. Mozna publikowaé materiaty ze wszystkich dziedzin nauk medycznych, rowniez te, ktore sg zbyt
obszerne na zamieszczenie w czasopismach specjalistycznych.

Materiat powinien mie¢ nie wigcej niz 20-25 stron maszynopisu formatu A-4, facznie z rycinami, tabelami, podpisami i pi-
$miennictwem tylko cytowanym w tym dziele (ograniczonymi do minimum) oraz streszczeniami.

Manuskrypt napisany w jezyku polskim i angielskim, na biatym papierze, bez wyrdznien. Zadrukowana moze by¢ tylko pierw-
sza strona kartki, druga pozostaje niezadrukowana (czysta). Uzywac¢ nalezy 12-punktowej czcionki, z zachowaniem podwdjnego
odstgpu miedzy wierszami. Strony numerowac kolejno, zaczynajgc od tytutowej. Numery stron umieszcza¢ w dolnym, prawym
rogu kazdej strony. Zachowac kolejno$¢ uktadu: strona tytutowa, tekst podstawowy, materiat ilustracyjny, pismiennictwo.

Strona tytulowa

Imig i nazwisko autora (autoréw); tytul pracy w dwoéch jezykach; miejsce uzyskania stopnia naukowego (dotyczy doktoratow)
lub pracy autora (nazwa i adres placowki naukowej, tytut i stopien naukowy jej kierownika); stowa kluczowe w dwoch jezykach
wymienianych w katalogu MeSH; miejsce i nazwa instytucji, gdzie wykonano pracg; szczegétowe dane dotyczace dysertacji (do-
tyczy prac doktorskich — promotor, liczba: stron, rycin, tabel i piSmiennictwa).

Tekst podstawowy

Summary: streszczenie pracy w jezyku angielskim i/lub innym. Powinno si¢ w nim znaleZ¢: cel badania lub proby, podsta-
wowe procedury (wybor badanych w do§wiadczeniu, metody obserwacji lub analizy), gtdowne wyniki (istotne dane i ich statystyczne
znaczenie) oraz wnioski. Nalezy podkresli¢ nowe i istotne aspekty pracy. W st ¢ p: podac cel artykutu i podsumowac uzasadnienie
wykonanego badania lub obserwacji z mozliwo$cig przywotania pi§miennictwa. M et o dy: opisaé w sposob tatwo zrozumiaty
dobodr materialu badawczego oraz zastosowanych metod i statystyki. Wy n ik i: przedstawi¢ w tekscie w logicznej kolejno$ci. Nie
powtarzaé danych z tabel i rycin, podkresli¢ i podsumowac tylko wazne obserwacje. D y s k u s j a: podkresli¢ nalezy nowe oraz
wazne aspekty badania i wynikajace z nich wnioski, nie powtarza¢ szczegdétowo danych przedstawionych w rozdziatach Wstep
i Wyniki. Porownaé¢ wlasne obserwacje z innymi autorami, ktorzy wykonali zblizone badania. Wnio sk i: powigzaé z celami
badania i przedstawi¢ w sposob zwigzly. Streszczenie strukturalne (wstgp, materiat i metody, wyniki, konkluzje): w je-
zyku podstawowym pracy, zawierajace kwintesencj¢ tego, co jest w tekscie, od 200 do 250 stow. Skroty uzyte w tekscie po raz
pierwszy nalezy poda¢ w petnym brzmieniu. Nie nalezy rozpoczyna¢ zdania od skrétu. Liczbowe wartoéci i symbole
wszystkich wielko$ci winny by¢ podane wg migdzynarodowego uktadu jednostek SI. Stowa kluczowe: 3—6 termindw, nie
powinny powtarza¢ stow zawartych w tytule pracy, wymienianych w katalogu MeSH.

Material ilustracyjny

Obejmuje ryciny (kreski — wykresy, diagramy oraz siatki — zdjecia), tabele, tablice, opatrzone tytutami (pod rycinami, nad tabe-
lami). Powinny by¢ dostarczone na oddzielnych kartkach, z oznaczeniem gora—dot i kolejno$ci numeracji wg cytowania w tekscie.
Osobna numeracje posiadaja ryciny i osobng tabele. Fotografie mikroskopowe powinny posiada¢ wewnetrzna skale, a stosowane
symbole, strzalki lub litery — wyraznie uwidocznione na tle. Kolorow uzywac tylko wtedy, jesli barwa czarno-biata nie odda isto-
ty przekazu. Tytuly oraz inne informacje wewnetrzne na rycinach i w tabelach nalezy poda¢ w jezyku polskim i angielskim. Na
marginesie maszynopisu zaznaczy¢ numery tabel i rycin w miejscu, gdzie majg by¢ wstawione.
PiSmiennictwo

Numerujac, nalezy podawaé w kolejnosci cytowania. Kazdy numer pismiennictwa nalezy zapisywac od nowej linii. Pozycji nie
nalezy dublowaé. Cytowane w teksécie piSmiennictwo poda¢ w nawiasach kwadratowych, ze spacja migdzy numerami. Podajemy
nazwisko autora/-ow z pierwszymi literami imion. Przytaczamy wszystkich autorow, jesli jest ich sze$ciu. Powyzej tej liczby — sze-
$ciu z dopiskiem ez al. Tytuty periodykéow powinny by¢ skracane zgodnie ze sposobem przyjetym w Index Medicus (Medline).

Redakcja wymaga przedtozenia pracy w dwoch egzemplarzach wraz z wersjg elektroniczng (dyskietka lub CD-ROM) z za-
znaczeniem programu zapisu. Tekst powinien by¢ zapisany w programie Word.

* Opracowany na podstawie wytycznych Migdzynarodowego Komitetu Wydawcow Czasopism Medycznych, opublikowanych w Problemach Medycyny
Nuklearnej 1997, 11 (21), 67-87.
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PRZEDMOWA

Szanowni Panstwo,

Szczecin po raz dwunasty gosci uczestnikow sympozjum fluorowego. Jako organizatorzy, mamy ogromna przy-
jemnos¢ i zaszezyt powitaé Panstwa w stolicy Pomorza Zachodniego. Nie ukrywamy przy tym satysfakcji z faktu, iz na
przestrzeni ostatniego ¢wieré¢wiecza udato si¢ nam zorganizowac 11 ogoélnopolskich spotkan, z ktorych kazde cieszyto
si¢ nieprzeci¢tnym zainteresowaniem. Mamy nadzieje, ze tak bedzie i tym razem.

Dzigki integrujacej roli szczecinskich sympozjow powstato w Polsce prezne, liczace si¢ w §wiecie Srodowisko
naukowe zajmujace si¢ badaniami nad fluorem we wszystkich niemal aspektach jego oddziatywania na organizmy
zywe. Potwierdzeniem tego sa nie tylko liczne publikacje ukazujgce si¢ stale w czasopismach umieszczonych na tzw.
liscie filadelfijskiej, ale takze udziat naszych przedstawicieli we wtadzach International Society for Fluoride Research
(ISFR).

Nie zorganizowali$my sig, co prawda, w towarzystwie posiadajgcym osobowo$¢ prawnag, ale wielu z nas aktywnie
uczestniczy w §wiatowych konferencjach ISFR. Biezacy rok przynidst tej organizacji niepowetowang strate. Odeszia
na zawsze prof. Niloufer J. Chinoy, prezydent ISFR wybrana na te funkcje podczas ubieglorocznej, XX VII Swiatowej
Konferencji towarzystwa w niemieckim Wiesbaden. Byta znakomitym naukowcem, wybitnym znawca tematyki fluoro-
wej, a zarazem skromng, petng ciepta, serdecznie usmiechnigtg kobieta. Na prosbe prof. Zygmunta Machoya uczynita
zado$¢ naszej tradycji piszac wprowadzenie do obecnego — XII Sympozjum. Zdazyta tuz przed $miercia, ktoéra odebrata
Ja nam 8 maja 2006 roku. Jej pamigci pragniemy poswieci¢ nasze spotkanie i jego owoce.

prof. dr hab. n. med. Dariusz Chlubek
prof. dr hab. n. med. Zygmunt Machoy
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ANNALS OF THE POMERANIAN MEDICAL UNIVERSITY
20006, 52, SUPPL. 1, 7

NILOUFER J. CHINOY

INTRODUCTION TO THE XII FLUORINE SYMPOSIUM IN SZCZECIN, POLAND

Department of Zoology, Gujarat University, Ahmedabad, India
President of the Interantional Society for Fluoride Research

It is a great honour for me to write an Introduction on the occasion of the XII National Fluoride Symposium to be
held in October, 2006 at Biochemistry Department, Szczecin, Poland.

At this juncture, I would like to extend my heartiest congratulations to Professor Zygmunt Machoy and his very
active and dedicated coworkers who over the years have produced some excellent data on fluoride effects in animals and
humans. They have been also successful in arranging National level symposia regularly. Some of their findings have
far reaching consequences and will help to solve some of the problems regarding fluoride toxicity which are hitherto
unknown.

I wish to send my greetings to the organizers and all the participants to make the symposium a grand success.
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EWA DABROWSKA, MARIA BALUNOWSKA, RAFAL LETKO

BADANIA HISTOENZYMATYCZNE WATROBY I SLINIANKI PODZUCHWOWEJ
SZCZUROW EKSPONOWANYCH NA FLUOREK SODU W WODZIE DO PICIA

HISTOENZYMATIC STUDY OF THE LIVER AND SUBMANDIBULAR GLAND
OF RATS EXPOSED TO SODIUM FLUORIDE IN DRINKING WATER

Zaktad Stomatologii Spotecznej i Profilaktyki Akademii Medycznej w Biatymstoku
ul. Akademicka 3, 15-089 Biatystok
Kierownik: dr n. med. Ewa Dgbrowska

Summary

Purpose: Universal use of fluorine compounds in den-
tistry, as well as industrial and civilization-related exposures
may produce undesirable effects of fluorine action. The
effects of fluoride ions depend on the dose and exposure
time. Some may be positive, e.g. in caries prevention, while
others are harmful when optimal prophylactic or therapeutic
doses have been surpassed. The literature is replete with
reports on interactions of fluoride ions with the activity of
many enzymes and indirectly with cellular metabolism.

Material and methods: The paper presents the results
of a histoenzymatic study of the liver and submandibular
gland of young rats exposed to NaF administered in drinking
water. The intensity of staining for lactate dehydrogenase,
succinate dehydrogenase, acid and alkaline phosphatase
was evaluated.

Results: The reaction to succinate dehydrogenase in the
submandibular gland and lactate dehydrogenase in hepato-
cytes was attenuated, while the reaction to acid phosphatase
was enhanced in the liver when rats were exposed to 32.0
mg NaF/dm?® of drinking water.

Key words: natrium fluoride — histoenzymatic studies
— liver — submandibular gland — rats.
Streszczenie

Wstep: Powszechne stosowanie zwigzkow fluoru w sto-
matologii, ekspozycje przemystowe i cywilizacyjne, moga

by¢ przyczyng powstawania niekorzystnych skutkow nad-
miernego narazenia na fluor. Efekty dziatania jonu fluor-
kowego sa zalezne od dawki i czasu ekspozycji. Mogg one
by¢ pozytywne, np. w profilaktyce prochnicy lub szkodliwe,
w przypadku przekroczenia optymalnej dawki profilak-
tycznej lub terapeutycznej. W literaturze mozna odnalez¢
liczne publikacje na temat wptywu jonéw fluoru na aktyw-
no$¢ bardzo wielu enzymdéw i posrednio — na metabolizm
komorkowy.

Material i metody: W pracy przedstawiono wyniki ba-
dan histoenzymatycznych watroby i §linianki podzuchwowej
mtodych szczurdéw narazonych na NaF podawany w wodzie
pitnej. Oceniano nasilenie odczynéw na dehydrogenaze
mleczanowa, dehydrogenaze bursztynianowa, fosfataze
kwasng i zasadows.

Wyniki: Na podstawie badan zauwazono ostabienie
odczynu na dehydrogenaze¢ bursztynianowg w $liniance
podzuchwowej, ostabienie odczynu na dehydrogenaze mle-
czanowa w komorkach watroby oraz zwigkszenie odczynu
na fosfataze kwasng w watrobie szczurdw, przy narazeniu
na stezenie 32,0 mg NaF/dm? w wodzie do picia.

H a st a: fluorek sodu — badania histoenzymatyczne — wa-
troba — $linianka podzuchwowa — szczury.
Wstep
Wyrazny spadek prochnicy obserwowany w Swiecie

przypisuje si¢ miejscowemu stosowaniu zwigzkéw fluoru,
gtéwnie w pastach do zgbow. Zwigzki fluoru hamuja de-



10 EWA DABROWSKA, MARIA BALUNOWSKA, RAFAY LETKO

mineralizacje i zwigkszajg remineralizacje poczatkowych
uszkodzen szkliwa oraz ograniczajg metabolizm bakterii
ptytki nazg¢bnej, poprzez inhibicje enzymatyczne, np. eno-
lazy, enzymu istotnego w przemianie weglowodanow.

Fluor, obok ustalonego efektu kariostatycznego, moze
stanowi¢ pewne ryzyko dla organizmow, jesli narazone sa
one na duze dawki w sposob ostry lub mniejsze stosowane
przewlekle. Poznanie mechanizmoéw przemian fluoru w orga-
nizmie pozwala na okre$lenie mozliwego ryzyka nadmiernej
ekspozycji na jego zwiazki. Fluor w przewlektym zatruciu
moze uposledza¢ funkcje metaboliczne komorek i tkanek.
Wplywa on na aktywno$¢ okoto 72 enzymoéw, glownie
oksydoreduktaz, transferaz i hydrolaz, zaburza cykl Krebsa,
wytwarzanie ATP, hamuje synteze biatek i DNA [1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12]. Wigkszo$¢ badaczy zajmuje si¢
przewlekta toksycznoscig zwigzkow fluoru w odniesieniu do
zmian w obrebie zebow 1 kosci, wskazuje na gromadzenie si¢
go w tkankach zwapniatych. Oddzialywanie jonow fluoru
na tkanki migkkie budzi wiele kontrowersji. Wigkszo$¢
autorow stwierdza, ze fluor po wchtonigciu do krwiobie-
gu dyfunduje do tkanek migkkich, powodujgc przejsciowy
wzrost jego zawartosci. Poziom jonow fluoru w tych tkan-
kach maleje, gdyz tkanki te nie wigzg go [13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20]. Jednak przy czestym lub statym doptywie moga
by¢ nimi nasycane [3, 21, 22, 23, 24]. Zaworonkow [24] na
podstawie przegladu pismiennictwa omawia zaburzenia
metaboliczne, czynnos$ciowe i morfologiczne w wielu tkan-
kach i organach, np. w watrobie, nerkach, OUN, mig$niach.
Zmiany te faczono z zaburzeniami metabolizmu zwigza-
nymi z oddzialywaniem jonow fluoru na wiele enzymow.
Wptyw zwigzkéw fluoru na metabolizm tkanek miekkich
jest oceniany najczesciej w nerkach oraz w watrobie [1, 13,
21, 25, 26, 27, 28, 29, 30].

Celem pracy byta ocena wptywu podawanego z wodg
do picia fluorku sodu na obraz histoenzymatyczny watroby
i §linianki podzuchwowej szczurdw.

Material i metody

Do$wiadczenie przeprowadzono na szczurach szczepu
Wistar. Samice szczura podzielono na 3 grupy: kontrolng i 2
grupy badane. Samice grup badanych otrzymywaty w wo-
dzie pitnej fluorek sodu w stezeniu 10,6 mg NaF/L (grupa I)
oraz 32 mg NaF/L (grupa II). Grupa kontrolna otrzymywala
do picia wod¢ wodociggowa o minimalnej zawartosci fluoru.
Po okresie 2 tygodni nastapito pokrycie samic, ktdre przez
okres cigzy oraz karmienia otrzymywaty NaF w dawce
zaleznej od grupy. Potomstwo po odstawieniu od matek
takze otrzymywato fluorek sodu w dwodch w/w stgzeniach.
Zwierzeta karmione byly standardowa pasza granulowanag
i przebywaty w standardowych warunkach srodowiskowych.
Watrobg i $linianke podzuchwowa pobierano do badan od
potomstwa w 14., 30., 60. 1 90. dniu Zzycia zwierzat oraz po
30 dniach od zaprzestania podawania NaF, czyli w 120. dniu
zycia. Do badan uzyto 75 szczuréw: po 5 w kazdej grupie.

Materiat do oznaczen histoenzymatycznych natychmiast po
pobraniu zamrazano przy uzyciu Tissue-Tek OCT i krojono
w kriostacie. Wykonano odczyny na aktywno$¢ dehydro-
genazy mleczanowej wedtug Jacobsa (w watrobie), dehy-
drogenazy bursztynianowej wedtug Nachlasa i Seligmana
(w $liniance podzuchwowej) oraz na aktywnosc¢ fosfatazy
kwasnej 1 zasadowej wedtug Gomoriego. Nasilenie odczy-
néw reakeji histochemicznych okreslano wedtug skali:

(-) odczyn ujemny, (+) odczyn stabo dodatni, (++) odczyn
dodatni, (+++) odczyn silnie dodatni.

Wyniki

Badania histoenzymatycze watroby
(dehydrogenaza mleczanowa, fosfataza kwasna)

Dehydrogenaza mleczanowa

Grupa kontrolna

Odczyn na aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej
w watrobach szczurow grupy kontrolnej we wszystkich
przedziatach wiekowych byt widoczny w postaci drobnych,
zlewajacych si¢ dodatnich ziarnistosci w strefie sSrodkowej
i posredniej zrazika (++), a silnie dodani (+++) w strefie
obwodowej

Grupa I (10,6mgNaF/dm?)

W grupie I, 0o mniejszym narazeniu na NaF, u zwierzat
14-dniowych odczyn na aktywno$¢ dehydrogenazy mle-
czanowej byl podobny, jak u zwierzat grupy kontrolne;.
U zwierzat tej grupy, w 30. 1 60. dniu zycia, cze$¢ komorek
strefy srodkowej zrazika wykazywata odczyn silnie dodatni
(+++), strefy posredniej dodatni (++), a obwodowej dodat-
ni i silnie dodatni (++/+++). Po zaprzestaniu podawania
NaF, nasilenie reakcji histoenzymatycznej byto podobne
jak w grupie kontrolne;.

Grupa IT (32,0mg NaF/dm?)

W grupie 11, o wigkszym narazeniu na NaF, w watro-
bach zwierzat 14-dniowych zaznaczat si¢ wzrost nasilenia
odczynu w strefie srodkowej do silnie dodatniego (+++)
i cze$ciowo posredniej (odczyn dodatni i silnie dodatni)
(++/+++). Po 30 dniach w strefie sSrodkowej 1 posredniej
zrazika byt dodatni i stabo dodatni (++/+), w strefie obwo-
dowej silnie dodatni (+++). Po 60 1 90 dniach nastepowat
wyrazny spadek nasilenia odczynu na dehydrogenaze mle-
czanowg we wszystkich strefach zrazika watroby. W 120.
dniu, czyli 30 dni po zaprzestaniu podawania NaF, odczyn
byt nierownomierny.

Fosfataza kwasna
Grupa kontrolna

Reakcja na fosfataze kwasng w grupie kontrolnej
zwierzat 14-dniowych byta dodatnia (++) w watrobach
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wszystkich zwierzat, jednakowo nasilona we wszystkich
strefach zrazika. W komorkach Browicza—Kupffera reakcja
ta miala najwigksze nasilenie. Ziarnistosci matej i §redniej
wielkosci byty zlokalizowane w cytoplazmie hepatocytow
najcze¢sciej przy blonie komorkowej. Podobny obraz obser-
wowano w preparatach watréb 30-, 60-, 90- 1 120-dniowych
zwierzat (ryc. 1).

Grupa I (10,6mg NaF/dm?)

W grupie I, podobnie jak u zwierzat kontrolnych,
u szczurow 14-dniowych odczyn na fosfataze kwasng byt
dodatni (++), a u zwierzat 30-dniowych w kilku polach
widzenia silnie dodatni (+++) (ryc. 2). Nasilenie reakcji
utrzymywato si¢ réwniez w watrobach szczurow 60- 1 90-
-dniowych tej grupy. Po zaprzestaniu podawania NaF, czyli
w 120. dniu zycia nasilenie odczynu w watrobach badanych
zwierzat nieco ostabto.

Grupa IT (32,0 mgNaF/dm?)

Reakcja na fosfatazg kwasna, podobnie jak w grupie [
wykazywata tendencje do nasilenia. W 30. dniu zycia odczyn
na fosfataz¢ kwasng byt silnie dodatni (+++) we wszystkich
czesciach zrazikéw (ryc. 3). Rozmieszczenie ziarnistosci byto
chaotyczne, takie jak w uszkodzonej strukturze watroby.
Konglomeraty tych ziarnisto$ci obserwowano w watrobach
zwierzat 60- 1 90-dniowych tej grupy. Pomimo odstawienia
NaF, w watrobach 120-dniowych zwierzat nasilenie reakcji
na fosfataze kwasng si¢ utrzymywato.

Odczyn histoenzymatyczny na fosfataze zasadowa
w komorkach watroby byt ujemny Iub §ladowy we wszyst-
kich grupach badanych i w grupie kontrolnej, dlatego nie
uwzgledniono tego badania w analizie wynikéw przepro-
wadzonego do$wiadczenia.

Badania histoenzymatyczne $linianki podzuchwowe;j
(dehydrogenaza bursztynianowa, fosfataza alkaliczna)

Grupa kontrolna

Odczyn histoenzymatyczny na dehydrogenazg burszty-
nianowa w poszczegdlnych elementach strukturalnych §li-
nianki podzuchwowej szczura byt zréznicowany. W grupach
kontrolnych, niezaleznie od wieku zwierzgcia, odczyn ten
ujawniat si¢ jako ziarnisty, a jego nasilenie oceniono jako
dodatnie (++) w komorkach pgcherzykowych i komoérkach
kanalikéw ziarnistych oraz silnie dodatnie (+++) w komor-
kach kanalikéw prazkowanych.

Grupa I (10,6mgNaF/dm?)

Odczyn na dehydrogenaze bursztynianowa w I grupie
badanej wygladal podobnie jak w grupie kontrolnej. Doty-
czylo to §linianek pobieranych od zwierzat we wszystkich
grupach wiekowych (ryc. 4, 5).

Grupa II (32,0mgNaF/dm?)
Analizujac nasilenie reakcji histoenzymatycznej na de-
hydrogenaze bursztynianowa w grupie zwierzat otrzymu-

Ryc. 1. Wycinek watroby 30-dniowego szczura z grupy kontrolnej. Odczyn
na fosfataz¢ kwasna dodatni. Powigkszenie X400

Fig. 1. Liver section of a 30-day-old rat from the control group. Reactiion
to acid phosphatase positive. Magn. 400x

Ryc. 2. Wycinek watroby 30-dniowego szczura z [ grupy badanej. Odczyn
na fosfataz¢ kwasna dodatni, miejscowo silnie dodatni. Powigkszenie x400

Fig. 2. Liver section of a 30-day-old rat from study group I. Reaction to
acid phosphatase positive, locally intense. Magn. 400%

Ryc. 3. Wycinek watroby 30-dniowego szczura z II grupy badanej. Odczyn
na fosfataz¢ kwasna silnie dodatni we wszystkich czgsciach zrazikow.
Powigkszenie x400

Fig. 3. Liver section of a 30-day-old rat from study group II. Reaction to
acid phosphatase intense in all parts of the lobules. Magn. 400x

jacych wieksza dawke NaF (II grupa badana) stwierdzono,
ze w podgrupach wiekowych 14- 1 30- dniowych obraz nie
roznit si¢ zasadniczo w stosunku do grupy kontrolne;j. Pre-
paraty histoenzymatyczne wykonane ze $linianek zwierzat
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Ryc. 4. Odczyn histoenzymatyczny na dehydrogenazg bursztynianowa Ryc. 7. Nierownomiernie oslabiony odczyn histoenzymatyczny na
$linianki podzuchwowej: dodatni w komoérkach wydzielniczych i silnie dehydrogenaze bursztynianowa $linianki podzuchwowej. Grupa II, 30 dni
dodatni w kanalikach prazkowanych. Grupa kontrolna, 30 dni, X250 po odstawieniu NaF, %400
Fig. 4. Histoenzymatic reaction to succinate dehydrogenase in the Fig. 7. Varying reduction in the histoenzymatic reaction to succinate
submandibular gland. Moderate staining in secretory cells and intense in dehydrogenase in the submandibular gland. Group II, 30 days after
striated ducts. Control group, 30 days, 250% withdrawal of NaF, 400x
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Ryc. 5. Odczyn histoenzymatyczny na dehydrogenazg bursztynianowa Ryc. 8. Dodatni odczyn histoenzymatyczny na fosfataze zasadowa

$linianki podzuchwowej: dodatni w komorkach wydzielniczych i silnie w komorkach mioepitelialnych, ujemny w obrebie przewodow $linianki
dodatni w kanalikach prazkowanych. Grupa kontrolna, 90 dni, x400 podzuchwowej. Grupa kontrolna, 30 dni, X250
Fig. 5. Histoenzymatic reaction to succinate dehydrogenase in the Fig. 8. Positive histoenzymatic reaction to alkaline phosphatase in
submandibular gland. Moderate staining in secretory cells and intense in myoepithelial cells, negative in ducts of the submandibular gland. Control
striated ducts. Control group, 90 days, 400x group, 30 days, 250%

Ryc. 6. Znacznie ostabiony odczyn histoenzymatyczny na dehydrogenaze Ryc. 9. Dodatni odczyn histoenzymatyczny na fosfataz¢ zasadowa
bursztynianowa $linianki podzuchwowej. Grupa II, 60 dni, X250 w komorkach mioepitelialnych i $cianach naczyn krwionosnych $linianki
podzuchwowej, ujemny w obrgbie przewodow. Grupa 11, 90 dni, x250

Fig. 6. Markedly reduced histoenzymatic reaction to succinate
dehydrogenase in the submandibular gland. Group II, 60 days, 250% Fig. 9. Positive histoenzymatic reaction to alkaline phosphatase in
myoepithelial cells and vascular wall, negative reaction in ducts of the
submandibular gland. Group II, 90 days, 250%
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II grupy otrzymujacych NaF do 60. i 90. dnia zycia wy-
kazaty ostabienie odczynu na dehydrogenazg bursztynia-
nowa. Dotyczyto to zaréwno pecherzykéw, gdzie odczyn
byt stabo dodatni (+) oraz przewodow, gdzie byt on dodatni
(++) (ryc. 6). Podobny obraz odczynu histoenzymatyczne-
go otrzymano w grupach zwierzat 120-dniowych, ktorym
zaprzestano podawania fluorku sodu (ryc. 7).

Odczyn histoenzymatyczny na fosfatazg zasadowg byt
zlokalizowany w miejscach wystgpowania komorek mio-
epitelialnych oraz komorek naczyn krwiono$nych i okre-
$lono go jako dodatni (++). Nie zauwazono istotnych r6z-
nic w nasileniu odczynu zaréowno w grupach kontrolnych
oraz badanych. Wygladatl on takze podobnie w preparatach
w $linianki podzuchwowej, w poszczegolnych podgrupach
wiekowych (ryc. 8, 9).

Odczyn histoenzymatyczny na fosfataze kwasng byt
ujemny we wszystkich grupach badanych i w grupie kon-
trolnej.

Dyskusja

Migdzynarodowa Agenda Badawcza ds. Fluoryzacji na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdza, ze toksycz-
nos$¢ zwigzkow fluoru czgsto nie jest brana pod uwagge przez
lekarzy medycyny i stomatologow. Wskazuje rowniez na ko-
nieczno$¢ postepowania, ktore przyczynitoby sie do uzyska-
nia niezaprzeczalnych korzysci wynikajacych ze stosowania
zwiazkow fluoru w profilaktyce prochnicy, przy jednoczesnej
minimalizacji skutkow ubocznych [12, 31, 32, 33].

Niektorzy autorzy sugeruja, ze wptyw fluoru na rézne
tkanki odbywa si¢ na poziomie molekularnym. Pierwiastek
ten dziata hamujaco na wiele enzymow, gléwnie na enzymy
aktywowane jonami Mg, zwigzane z tworzeniem energii
na drodze tlenowej 1 beztlenowej [3, 4, 5]. Hamuje on nie-
ktore enzymy cyklu Krebsa, a takze pirofosfatazy, enolazg,
kinazg pirogronianowa i inne enzymy [7, 11]. Na poziomie
subkomorkowym fluorki wplywajg hamujgco na aktywnos$¢
oksydazy cytochromowej, dehydrogenazy bursztynianowe;j,
oksydazy askorbinianowej [6, 34]. Wynikiem hamowania
pirofosfataz moze by¢ uposledzone przyswajanie i katabo-
lizm thuszczow jako efekt biochemicznych zaburzen pod
wpltywem jonéw fluoru. Fluorki hamuja fosfoglukozomutaze,
fosfogliceromutazg, kinaze trojfosfoglicerynianu w watro-
bie. Niektorzy autorzy [35, 36, 37] wskazujg rowniez, ze
fluor aktywuje cyklaze adenylowg kilka razy silniej niz
hormony.

Uwzgledniajac watrobe jako narzad, w ktorym spodzie-
wano si¢ zmian w badaniach histoenzymatycznych spo-
wodowanych przez NaF, wzigto pod uwagg, ze bierze ona
udzial w metabolizmie zwigzkow toksycznych powstajacych
W czasie przemian ustrojowych oraz toksyn egzogennych
dostajacych sie do organizmu ze $rodowiska. Fluorek sodu
jako terapeutyk lub jako $rodek toksyczny (zalezy to od
dawki) moze uposledza¢ czynnos¢ watroby i wywotywacé
w niej zmiany morfologiczne. W badaniach Sheaera [38]

ostra dawka NaF wywotala zmiany w watrobowych pozio-
mach 9 metabolitow glikolizy i cyklu kwasu cytrynowego.
Natomiast w nerkach metabolity te nie ulegly istotnym zmia-
nom. Dziatanie hepatotoksyczne réznych toksyn przejawia
si¢ zaburzeniami oddychania komdrkowego, prowadzac do
zaburzenia mechanizmow utleniania i redukeji, upo$ledze-
niem przemiany biatkowej, weglowodanowej, lipidowej oraz
transportu wewnatrz- i zewnatrzkomérkowego. W konse-
kwencji uszkodzeniu moze ulec cata komoérka lub poszcze-
golne organelle cytoplazmatyczne. Najczesciej wyraza si¢ to
w postaci zwyrodnienia migzszowego, wodniczkowego az
do martwicy komorek watroby lub zaburzen w aktywnosci
enzymow metabolicznych [39, 40].

Machoy 1 Ogonski w swoich pracach stwierdzaja, ze
fluor tatwo wnika do mitochondrium zawierajacego szereg
uktadéw enzymatycznych zaburzajac procesy energetyczne
[7, 41]. Wplyw na zmniejszenie aktywnoS$ci energetycznej
mitochondrium pod wptywem fluoru potwierdzajg rowniez
inni badacze [4, 5]. Cittanowa i wsp. uwazaja, ze mitochon-
dria sg glownym obiektem toksycznego dziatania jonow
fluoru w komorkach kanalikow zbiorczych nerek [42].

Nieznaczny wzrost odczynu na dehydrogenaze mle-
czanowa uzyskany w do§wiadczeniu moze odzwierciedlaé
zaburzenia proceséw zachodzacych w mitochondriach ko-
morek watroby.

Podwyzszony odczyn na fosfataze kwasng w watro-
bach zwierzat grupy 11, szczego6lnie widoczny w komor-
kach Browicza—Kupffera, waznego elementu w diagnosty-
ce naczyn krwiono$nych mégt §wiadczy¢ o zaburzeniach
w metabolizmie watroby, w ktorej obserwowano rowniez
poszerzenie naczyn. Nasilenie reakcji zwigkszalo si¢ wraz
ze wzrostem stezenia NaF 1 czasem jego podawania. Po-
dobna zalezno$¢ w badaniach do$wiadczalnych na szczu-
rach uzyskat Dominczak i wsp. [43]. Wzrost aktywnosci
fosfatazy kwasnej, szczegdlnie w watrobach zwierzat 30-
-dniowych z II grupy sugeruje wzrost aktywnosci enzymow
lizosomalnych. Powyzszy obraz korelowat z pobudzeniem
aparatu Golgiego w hepatocytach tej grupy, w badaniach
ultrastrukturalnych.

Slinianki jako narzad wydzielniczy aktywnie reaguja
na rézne bodzce i ksenobiotyki. Wptyw fluorkéw na proces
wydzielania i aktywno$¢ enzymow $linianki stwierdzili
Hara i Yu [37]. Wykazali oni hamujacy wptyw fluorku sodu
na aktywnos¢ ludzkiej amylazy slinowej. Allman i Shahed
[36] sugeruja, ze niskie stgzenia NaF moze zmienia¢ funk-
cje gruczotow slinowych. NaF w dawce 0,5-2 mg/kg m.c.
aktywuje cyklazg adenylowa, zwieksza poziom cAMP oraz
uwalnianie amylazy z gruczotow przyusznych. Towarzyszy
temu spadek aktywnosci amylazy w §liniance przyuszne;.
Tojyo i wsp. [44] obserwowali wzrost wydzielania amylazy
przez komorki $linianki przyusznej szczuréw pod wptywem
NaF, lecz nie zauwazyli znacznego wzrostu poziomu cAMP
w tych komoérkach po 20 min inkubacji z r6znymi st¢ze-
niami fluorku sodu. Mika i wsp. [8] stwierdzili stymulujacy
wplyw NaF w stezeniu 10 1 30 ppm na aktywno$¢ a-amylazy
homogenatow $linianki, trzustki, watroby i nerki.
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Aktywnos$¢ jonow fluorkowych powoduje spadek ak-
tywnosci dehydrogenazy bursztynianowej innego enzymu
mitochondrialnego, ktéry zostat potwierdzony w badaniach
dotyczacych wptywu zwigzkow fluoru na watrobe 1 inne
tkanki [45]. Odczyn na dehydrogenazg bursztynianowg $li-
nianki podzuchwowej w przeprowadzonym doswiadczeniu
byl stabszy w grupie zwierzat otrzymujacych wieksza dawke
fluorku sodu, co moglo mie¢ zwigzek ze stwierdzanym ba-
daniem ultrastrukturalnym uszkodzeniem mitochondriéw
[46]. Spadek aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowe;j
u szczuréw narazonych na dziatanie fluorku sodu stwierdzali
w nerkach Takagi 1 Shiraki [47], a w watrobie pod wptywem
NH,F Czerny [48] oraz Humiczewska [45]. Chinoy i wsp.
[21] oraz Humiczewska i wsp. [45] zaobserwowali spadek
aktywnosci tego enzymu takze w mig¢$niach. W badaniach
Niwelinskiego 1 Zamorskiej [9] dehydrogenaza bursztyniano-
wa tozysk ludzkich z okregow skazonych zwigzkami fluoru
nie wykazywata prawie aktywnosci, a reakcja oksydazy
cytochromowej byta takze ostabiona.

Istnieja sprzeczne doniesienia mowiace o aktywacji
lub hamowaniu fosfatazy alkalicznej w réznych tkankach
organizmu w wyniku dziatania jonéw fluoru. Spotyka si¢ za-
réwno opracowania mowigce o hamowaniu tego enzymu, np.
w mig$niach, watrobie, jak rowniez o wzro$cie aktywnosci
np. w nerkach, surowicy [1, 22, 28]. Odczyn histoenzyma-
tyczny na fosfataz¢ zasadowg w §liniance podzuchwowej
byt dodatni, nie zauwazono istotnych réznic mi¢dzy gru-
pami badanymi i kontrolng. Badania histoenzymatyczne
nie wykazaty aktywnosci fosfatazy kwasnej w $liniance
podzuchwowej u szczuréw otrzymujacych fluorek sodu, jak
rowniez w grupach kontrolnych. Wigzalo si¢ to prawdopo-
dobnie z faktem niskiej dojrzatosci uktadu lizosomalnego
w §$liniance mtodych zwierzat. Jednak badania innych au-
torow: Dominiczak i wsp. [43), Takagi i Shiraki [47], Sohan
1 Manocha [29], wskazuja na znaczne zmiany w aktywnos$ci
tego enzymu w watrobie 1 w nerkach zwierzat pod wpty-
wem stosowania zwiazkow fluoru. Natomiast w badaniach
Zytki-Wioszczyk i wsp. [49] odczyny histoenzymatyczne
na fosfataz¢ kwasna w nerkach kroélikow narazonych na
dziatanie NaF nie wykazywaty zmian.

Sohan i Manocha [29] oceniali cytochemiczng odpo-
wiedz nerek, watroby i systemu nerwowego na jon fluorkowy
podany matpom wiewiorkowatym w dawkach 0, 11 5 ppm.
W watrobie przy stosowaniu takich matych dawek nie wy-
kazano istotnych zmian. Natomiast w nerkach ujawniono
wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej, enzymow cyklu kwa-
su cytrynowego i cyklu pentozowego w kanalikach kretych
blizszych. Zdaniem autoréw, aktywno$¢ enzymoéw lizoso-
malnych w ktebkach nerkowych tych malp odzwierciedla
wzrost metabolizmu wewnagtrzkomorkowego 1 zwigkszong
filtracj¢ ktebuszkowg nadmiaru fluoru, a wysokie poziomy
enzymow lizosomalnych w dystalnych kanalikach wskazujg
na wzrost katabolizmu komorek w tych miejscach. Badacze
ci sugeruja, ze niektore efekty cytochemiczne mozna zin-
terpretowac jako szkodliwe wptywy metaboliczne fluoru
na nerki.

Ich zdaniem zwigzki fluoru podane w matych daw-
kach, lecz przez dtuzszy czas nie moga by¢ catkowicie
nieszkodliwe [26, 29].

Whioski

Wyniki badan wlasnych oraz innych autoréw sugeruja
ostrozno$¢ przy suplementacji endogennej zwigzkami flu-
oru oraz wskazujg na konieczno$¢ monitorowania dawki
fluoru podczas realizowania programéw profilaktyki flu-
orkowej, szczegdlnie endogennej. Najnowsze badania nad
kariostatycznymi mechanizmami zwiazkow fluoru zalecaja
stosowanie ich miejscowo, egzogennie.
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Summary

Introduction: Enamel exhibits the highest degree of
mineralization and is the hardest among tissues. Its non-
organic material content is 96—98%, out of which 90% is
in the form of hydroxyapatite crystals. Exchange of ions is
an important property of hydroxyapatite with the hydroxyl
ion (OH") exchanging particularly easily for the fluoride
ion (F"). F- ions are capable of stabilizing the structure of
hydroxyapatite by reducing its solubility and in consequence
increasing enamel resistance to caries. The aim of this work
was to compare the content of fluoride in superficial layers
of enamel obtained from permanent and deciduous teeth.

Material and methods: We collected 55 human perma-
nent and 11 deciduous teeth without any evident damage
to or discoloration of the enamel. Microsamples of enamel
from the paragingival part on the buccal surface of the tooth
were obtained using acid biopsy. Fluoride content was de-
termined using an ion-selective electrode. Calcium content
was measured with atomic absorption spectrometry.

Conclusions: We found that enamel of deciduous teeth
is more susceptible to acid digestion than in the case of
permanent teeth, although the difference was not statisti-
cally significant. The content of fluoride decreased with
increasing depth of digestion. Deciduous teeth contained
significantly less fluoride in every layer studied in com-
parison with permanent teeth.

Key words: permanentteeth—deciduous teeth — enamel
— fluoride.

Streszczenie

Wstep: Szkliwo zgbow jest najsilniej zmineralizowana
i najtwardsza tkanka ustroju. W 96-98% sklada si¢ ono
z materiatu nieorganicznego, ktory w 90% stanowig kryszta-
ty hydroksyapatytow. Wazng whasciwoscig hydroksyapatytu
jest jego zdolno$¢ do wymiany jonowej. Jon hydroksylowy
OH: szczegdlnie tatwo ulega wymianie na jon fluorkowy
F-. Jony F- s3 w stanie stabilizowac¢ strukture hydroksyapa-
tytu, powodujac zmniejszenie jego rozpuszczalnosci i tym
samym zwiekszenie odporno$ci na prochnice. Celem pracy
byto poréwnanie zawartosci fluorkéw w powierzchniowych
warstwach szkliwa z¢gbow statych i mlecznych.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowito 55 ludz-
kich zgbow statych i 11 mlecznych bez jakichkolwiek wi-
docznych uszkodzen i przebarwien szkliwa. Mikroproby
szkliwa pobierano metoda biopsji kwasowej z przydzigstowej
czescei powierzchni policzkowej zgbow. Zawartos¢ fluorkow
oznaczano metodg potencjometryczna, przy uzyciu elektro-
dy jonoselektywnej, a zawarto$¢ wapnia metodg atomowej
spektrometrii absorpcyjne;j.

Whnioski: Uzyskane wyniki wskazujg, ze szkliwo zebow
mlecznych jest bardziej podatne na trawienie w poréwnaniu
ze szkliwem zebow statych, jednak réznice te nie wykazuja
znamienno$ci statystycznej. Zawarto$¢ fluorkéw maleje
wraz z glebokoS$cig trawienia, przy czym szkliwo zebow
mlecznych zawiera istotnie mniej fluorkéw w kazdej war-
stwie w poréwnaniu z z¢gbami stalymi.

Hasta: zeby stale — zgby mleczne — szkliwo — fluorki.
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Wstep

Szkliwo ze¢bow jest najsilniej zmineralizowana
1 najtwardszg tkanka ustroju, a jego grubos¢ wynosi od
1,0-2,5 mm. W 96-98% sktada si¢ ono z materiatu nie-
organicznego, ktory w 90% stanowig krysztaty hydrok-
syapatytow, a prawie w 10% nieorganiczna substancja
bezpostaciowa (zwigzki wapnia, magnezu i fluoru) [1].
Hydroksyapatyt jest fosforanem wapniowym o stosunku
wapnia do fosforu = 1,67 i odpowiadajagcym mu wzorze
chemicznym: Ca, (PO,),(OH),. Jest on podstawowym sktad-
nikiem dojrzatego 1 prawidtowo wyksztatconego szkliwa
[2]. W sieci krystalicznej hydroksyapatytu niektore z miejsc
zajmowanych przez atomy wapnia, grupy hydroksylowe lub
fosforanowe moga by¢ podstawiane przez atomy innych
pierwiastkow, wsrod ktorych szczegolng role odgrywa jon
fluorkowy. Posiada on szczeg6lng zdolnos¢ do wbudowy-
wania si¢ w sie¢ krystaliczng hydroksyapatytu, zastgpujac
grupe hydroksylowa, i tworzenia fluorohydroksyapatytu [3,
4]. Wiadomo, ze jony F- sg w stanie stabilizowa¢ strukture
hydroksyapatytu, co powoduje zmniejszenie jego rozpusz-
czalno$ci [5, 6] 1 tym samym zwiekszenie odpornosci na
préchnice [7, 8]. Jednak zbyt duza podaz fluorkow moze
by¢ czynnikiem wywotujacym zaburzenia mineralizacji
szkliwa [9].

Celem pracy bylo porownanie zawartosci fluorkéw
w powierzchniowych warstwach szkliwa zgbow statych
i mlecznych.

Material i metody

Materiat badawczy stanowity ludzkie z¢by state i mlecz-
ne, usuwane z powodow ortodontycznych, protetycznych,
w nastepstwie urazow lub w wyniku choréb przyzebia w kil-
ku przychodniach stomatologicznych Szczecina. W sumie
zakwalifikowano do badan 55 z¢bow statych i 11 mlecznych,
bez widocznych uszkodzen i przebarwien szkliwa, ktore
przechowywano w temp. 4°C do momentu wykonania ozna-
czen. Zgby oczyszczano, osuszano i odthuszczano acetonem.
Mikroproby szkliwa pobierano metoda biopsji kwasowej
z przydziastowej czesci policzkowej powierzchni zebow,
z miejsca o rozmiarach 2,404 mm? w czasie 30, przy uzy-
ciu 3 pL kwasu nadchlorowego o st¢zeniu 0,5 mol/L [10].
Z jednego miejsca pobierano kolejno 3 proby, a uzyskane
bioptaty umieszczano w oddzielnych, ponumerowanych
probowkach typu Eppendorf. We wszystkich bioptatach
badano nastgpnie zawarto$¢ wapnia i fluorkow. Przy zatoze-
niu statej, 37,4% (ww.) zawartos$ci wapnia, obliczano mase
szkliwa wytrawionego w kazdej badanej warstwie.

Zawarto$¢ fluorkow oznaczano metodg potencjome-
tryczng, z wykorzystaniem elektrody jonoselektywnej firmy
Orion, natomiast zawarto$¢ wapnia przy uzyciu atomowej
spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja w ptomieniu ace-
tylenowo-tlenowym (F-AAS), przy dtugosci fali 422,7 nm.
Oznaczenia wykonano w srodowisku 1% roztworu La(NO,),

stosujac aparat PU 9100X firmy Philips. Analize statystyczna
uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu progra-
mu Statistica StatSoft. W celu wykazania roznic w zawar-
tosci fluorkéw miedzy zebami stalymi 1 mlecznymi oraz
pomiedzy badanymi warstwami szkliwa przeprowadzono
test U Manna—Whitneya, a takze analiz¢ korelacji porzadku
rang Spearmana. Za poziom istotnos$ci przyjeto p < 0,05.

Wyniki

Wyniki przeprowadzonych oznaczen przedstawiono
w tabelach 11 2.

Tabela I.Srednia masa wytrawionego szkliwa trzech
powierzchniowych warstw szkliwa badanych zebéw statych
i mlecznych

Table 1. Mean mass of enamel biopsied from three superficial
enamel layers of permanent and deciduous teeth

Masa wytrawionego szkliwa (pg) + SD
Badana .
Mass of enamel biopsied (ng) £ SD
warstwa
Layer zgby state zgby mleczne
permanent teeth deciduous teeth
I 19,41 +£391 21,56 £ 3,31
I 20,89 + 3,69 22,20+2,18
I 22,03 £ 3,65 22,21 +3,18

Zestawione w tabeli 1 wyniki wskazuja, ze masa wy-
trawionego szkliwa zwigkszata si¢ wraz z glebokoscig wy-
trawiania. Ponadto, szkliwo zgbow mlecznych byto bardziej
podatne na trawienie w porownaniu ze szkliwem zebow
stalych, jednak réznice te nie wykazywaty znamiennosci
statystycznej. Hydroksyapatyt tkanek twardych zawiera
weglany i cytryniany. Zawarto$¢ weglanéw stanowi o stop-
niu dojrzatosci szkliwa. Im jest ich wigcej, tym szkliwo
jest mtodsze. Najwickszg ilos¢ weglanow posiada szkliwo
$wiezo wyrznietego zeba. [lo$¢ weglanow wzrasta w gleb-
szych warstwach tkanki 1 jest znacznie wicksza w zebach
mlecznych. Poza tym, grupy weglanowe s stabiej zwigzane
1 fatwiej ulegaja wymianie na jon fluorkowy [6]. Ttumaczy
to uzyskane przez autorow wyniki zawartosci fluorkow
w kolejnych warstwach szkliwa z¢bow statych i mlecznych,
ktorych $rednie przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Srednia zawarto$é fluorkéw w trzech powierzchniowych
warstwach szkliwa badanych zebow stalych i mlecznych

Table 2. Mean content of fluoride in three superficial enamel
layers of permanent and deciduous teeth

Zawarto$¢ fluorkow (mmol/kg szkliwa) + SD
Badana Fluoride content (mmol/kg enamel) + SD
warstwa
Layer zgby stale zgby mleczne
permanent teeth deciduous teeth
I 318,26 £ 233,07 180,17 + 119,92
I 300,24 + 217,13 157,88 £ 126,99
I 272,45 + 183,09 155,90 £ 127,55
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Zawarto$¢ jonow fluorkowych w szkliwie maleje wraz
z glebokoscig wytrawiania, a zalezno$¢ ta dotyczy zarowno
zebow stalych [5, 11, 12,], jak i mlecznych [6]. Obserwacje
te potwierdzity si¢ w badaniach whasnych. Warstwa pierw-
sza, zewngtrzna, majaca kontakt ze §rodowiskiem jamy
ustnej, zawierata najwiecej fluorkow. W zgbach mlecznych
ich zawarto$¢ wyniosta 180,17 mmol/kg szkliwa, natomiast
w zebach stalych 318,26 mmol/kg szkliwa. Réznica wy-
kazata znamienno$¢ statystyczng (p < 0,02). W kolejnych
warstwach réznice w zawartosci fluorkow pomigdzy zebami
stalymi i mlecznymi byty takze istotne, ale na poziomie
p<0,01.

Duzo wigksza zawarto$¢ jonow fluorkowych w ze-
wngtrznej warstwie szkliwa w porownaniu do warstwy 2.
i 3. mozna thumaczy¢ intensywna wymiang grup wegla-
nowych na jony fluorkowe, ktore zostajg trwale wtaczone
w sie¢ krystaliczng szkliwa w postaci fluorohydroksyapatytu,
a takze tworzeniem si¢ fluorku wapnia, nietrwale zwigza-
nego na powierzchni szkliwa. Mniejsza zawarto$¢ fluorkow
w warstwach potozonych glebiej odpowiada prawdopodob-
nie wylacznie ich ilo$ci zwigzanej z hydroksyapatytem,
podstawowym sktadnikiem budulcowym zeba [3, 10].

Przeprowadzenie analizy korelacji porzadku rang
Spearmana nie wykazato wystepowania zaleznosci istot-
nych statystycznie pomi¢dzy masa wytrawionego szkliwa
a zawartoscig fluorkéw w zadnej z badanych warstw, tak
w zgbach mlecznych, jak i statych.

Na szczegdlng uwage wsrod wlasciwoscei hydroksyapa-
tytu zastuguje jego heksagonalna struktura krystaliczna.
Utlozenie przestrzenne atoméw w krysztale warunkuje jego
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne. Wazng wlasciwoscia
hydroksyapatytu jest jego zdolno$¢ do wymiany jonowe;.
Jon hydroksylowy OH- szczegolnie tatwo ulega wymianie
na jon fluorkowy F-. Jony fluorkowe wprowadzone do sie-
ci krystalicznej zajmuja pozycje grup OH". Powoduje to
kurczenie si¢ siatki apatytu, a mineral ulega zageszczeniu
przestrzennemu. W $lad za tym wzmacnia si¢ jego trwa-
1os¢ chemiczna [13]. Hydroksyapatyt umozliwia depozycje
zwigzkow mineralnych z powierzchniowych warstw szkliwa
do glebiej potozonych. Zachodzi to prawdopodobnie na
drodze dyfuzji [13]. Fluorki wbudowane w siatke hydrok-
syapatytu powoduja powstanie fluoroapatytu lub fluorohy-
droksyapatytu, czyli form bardziej odpornych na rozpusz-
czanie [6, 14]. Wedtug Jakubowskiej i wsp., jon fluorkowy
dzigki swoim rozmiarom i wtasciwos$ciom pasuje lepiej do
przestrzennej struktury apatytu niz jon hydroksylowy [5].
Powoduje to zageszczenie mineratu, przez co zwigksza si¢
jego twardos$¢. Jon fluorkowy jest bardzo reaktywny. Prawie
zawsze wystepuje w formie zwigzkow, rzadko w formie
zjonizowanej. Podczas remineralizacji szybko wbudowu-
je si¢ w struktury rosnacych krysztatéw i wypiera jony
hydroksylowe. Na powierzchni szkliwa tworzy ochronng
warstwe fluorku wapnia, utatwiajaca szybka i sprawng jego
odbudowg [15]. Pomimo intensywnych badan zmierzajacych
do ustalenia optymalnych warunkéw stosowania fluorkow
w profilaktyce prochnicy zeboéw, nie wypracowano dotad

modelu jednolitego i zawsze skutecznego. Stad istnieje
ciggta koniecznos$¢ prowadzenia prac eksperymentalnych
skupiajacych si¢ na badaniu procesow fizykochemicznych
zachodzacych w warstwie powierzchniowej szkliwa oraz
na granicy szkliwa i srodowiska jamy ustnej.

Whioski

1. Szkliwo zebéw mlecznych jest bardziej podatne na
trawienie w poréwnaniu ze szkliwem zgbow statych.

2. Zawarto$¢ fluorkow maleje wraz z glgboko$ciag wy-
trawiania, przy czym szkliwo z¢gbow mlecznych zawiera
znamiennie mniej fluorkow w kazdej warstwie w porow-
naniu ze szkliwem zebow statych.

3. Jon fluorkowy odgrywa znaczaca role w ochronie
szkliwa zebow przed niszczacym wplywem niskiego pH.
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Summary

Introduction: The sodium-proton exchanger (NHE) is
a transmembrane protein present in cell membranes of all
species studied so far. It operates as an antiporter removing
protons from the cell in exchange for sodium ions. Various
factors are known to affect the activity of NHE.

The aim of this work was to study the effect of fluoride
on the activity of NHE in human platelets.

Material and methods: Platelets obtained from healthy
volunteers were incubated for 5, 10, 15, or 20 minutes in
sodium fluoride (NaF) at a concentration of 2.5, 5.0, 7.5,
or 10 mmol/L. NHE activity in platelets exposed to NaF
was measured with a spectrophotometric method and was
compared with activity in control platelets unexposed to
NaF.

Conclusions: Mean NHE activity in control platelets
was 5.22 + 1.84 /PLTC/min. NaF at 2.5 mmol/L reduced
NHE activity producing a minimum after 10 min of incu-
bation whereupon activity increased reaching 5.44 + 3.97/
PLTC/min after 20 min of incubation. NaF was inhibitory
at higher concentrations and the following NHE activities
were noted: 4.37 £ 1.66 /PLTC/min (p = 0.006235) at 5.0
mmol/L, 4.05 = 1.15 /PLTC/min (p = 0.000253) for 7.5
mmol/L and 4.25 £+ 1.40 /PLTC/min (p = 0.008891) for
10 mmol/L.

Key words: Sodium-proton exchanger — platelets — so-
dium fluoride.

Streszczenie

Wstep: Wymieniacz sodowo-protonowy (NHE) jest
biatkiem transblonowym, obecnym w btonach komarko-
wych wszystkich poznanych organizméw zywych. Dziala
na zasadzie antyportu, eliminujac z wng¢trza komorki pro-
ton z jednoczesnym wprowadzeniem na jego miejsce jonu
sodowego. Jego aktywnos$¢ moze by¢ modyfikowana przez
roznorodne czynniki.

Celem niniejszej pracy byta analiza wptywu jonu flu-
orkowego na dziatanie NHE w ludzkich ptytkach krwi.

Material i metody: Material badawczy stanowity trom-
bocyty pozyskane z krwi zdrowych wolontariuszy, ktore
inkubowano w roztworach fluorku sodu (NaF) o stg¢zeniu
2,5;5,0; 7,5 1 10 mmol/L przez 5, 10, 15 i 20 minut. Ak-
tywnos$¢ NHE w ptytkach inkubowanych z NaF oznaczano
metoda spektrofotometryczng i poréwnywano z aktywnoscig
odnotowang w ptytkach niepoddanych dziataniu fluorku
sodowego.

Whioski: Srednia aktywno$é NHE w niestymulowanych
ptytkach krwi wynosita 5,22 + 1,84/liczba ptytek (PLTC)/
min. Fluorek sodu o stg¢zeniu 2,5 mmol/L powodowat
zmniejszenie aktywnosci NHE, ktora osiagnela minimum
po 10 min inkubacji. W miar¢ wydtuzania czasu inkuba-
cji aktywno$¢ wymieniacza powracata do wartosci sprzed
stymulacji, osiagajac po 20 min 5,44 + 3,97/PLTC/min.
Traktowanie ptytek roztworami NaF o st¢zeniach wyzszych
od 2,5 mmol/L powodowato spadek aktywnosci biatka do
wartosci 4,37 + 1,66/PLTC/min (p = 0,006235) dla stezenia
5,0 mmol/L, 4,05 £ 1,15/PLTC/min (p = 0,000253) dla stg-



22 MAGDALENA GASSOWSKA, BARBARA DOLEGOWSKA, DARIUSZ CHLUBEK

zenia 7,5 mmol/L 1 4,25 + 1,40/PLTC/min (p = 0,008891)
dla stgzenia 10 mmol/L.

Hasta: wymieniacz sodowo-protonowy — ptytki krwi
— fluorek sodu.

Wstep

Wymieniacz sodowo-protonowy (NHE) jest biatkiem
transblonowym, obecnym w blonach komorkowych wszyst-
kich poznanych organizméw zywych. Dziala na zasadzie
antyportu, eliminujgc z wnetrza komorki proton z jedno-
czesnym wprowadzeniem na jego miejsce jonu sodowego
[1, 2, 3, 4]. Powszechno$¢ wystepowania tego biatka oraz
réznorodnos$¢ czynnikow wptywajacych na jego aktywnosé
(hormony, czynniki wzrostu, zmiany wewnatrzkomorko-
wego stezenia jonéw wodorowych i wapniowych, zmiany
objetosci komorki) sugeruja, iz odgrywa ono bardzo istotng
role w regulacji kluczowych procesow wewnatrzkomorko-
wych [2,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14]. Wymieniacz sodowo-
-protonowy uczestniczy w regulacji wewnatrzkomorkowego
pH [2, 15], co w zasadniczy sposob wplywa na regulacje
procesow inicjacji proliferacji i wzrostu wielu komorek oraz
transdukcje sygnatu od receptora do wnetrza komorki [16,
17]. Wymieniacz bierze takze udzial w regulacji objetosci
komorek oraz w transporcie jondéw i niektdrych metabolitow
przez btony komorek nabtonkowych. W kanalikach prok-
symalnych nerek biatko NHE jest niezb¢dne w procesie
resorpcji zwrotnej jonow HCO;, natomiast w jelicie cienkim
odgrywa istotng role w procesie wchianiania aminokwasow,
dwupeptydow i niektorych lekow [2, 4, 17, 18].

W $wietle dostepne;j literatury brak jest dostatecznych
danych opisujacych w wyczerpujacy sposob wplyw jonu
fluorkowego na aktywno$¢ ptytkowego NHE. Jon fluorkowy
moze dziata¢ hamujaco lub aktywujaco na rézne funkcje
elementow morfotycznych krwi. Na przyktad w cieniach
erytrocytow ludzi narazonych na dziatanie zwigzkow fluoru,
zaobserwowano zaburzenia pracy pomp kationowych. Jest
to spowodowane bezposrednim hamowaniem przez fluorki
ATP-azy sodowo-potasowej. In vivo jon fluorkowy powoduje
obnizenie poziomu ATP w erytrocytach. Z kolei dziatajac
na granulocyty, monocyty i ptytki krwi powoduje wzrost
iloéci produktow metabolizmu kwasu arachidonowego, ktore
moga aktywowa¢ NHE [17].

Celem niniejszej pracy byta analiza wptywu jonu flu-
orkowego na dziatanie ptytkowego wymieniacza sodowo-
-protonowego.

Material i metody

Materiat badawczy stanowity trombocyty pozyskane
z krwi zdrowych wolontariuszy pochodzacej z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Szczecinie.
Zawieszano je w buforze Tyroda o pH = 7,4 w celu uzyskania

zawiesiny ptytkowej o odpowiedniej gestosci (liczba plytek,
PLTC: 1-2 x 10%/mL). Ptytki inkubowano przez 5, 10, 15120
min w roztworach fluorku sodowego (NaF) o stezeniach:
2,5;5,0; 7,51 10 mmol/L w tazni wodnej w temp. 37°C.

Aktywno$¢ ptytkowego NHE oznaczano posrednio me-
toda spektrofotometryczng, poprzez pomiar zmian objetosci
komorek zawieszonych w roztworze zawierajagcym wysokie
stezenie propionianu sodu. Wolny anion propionianowy
pozostaje w rownowadze z niezdysocjonowanym kwasem
propionowym, ktory jest lipofilny i tatwo penetruje btone
plazmatyczng ptytek krwi. W cytozolu kwas propioniowy
dysocjuje, wywotujac obnizenie pH, co z kolei powodu-
je aktywacje NHE. Wymiana cytozolowych jonow H' na
zewnatrzkomorkowe jony Na*™ powoduje nagromadzenie
si¢ propionianu sodu w komorce, czego konsekwencja jest
naplyw wody do komorki, jej pgcznienie z towarzyszaca
zmiang gestosci optycznej zawiesiny plytkowej, ktoéra mie-
rzono przy dtugosci fali A-800 nm.

Aktywno$¢ NHE w ptytkach inkubowanych z NaF po-
réwnano z aktywnoscig wymieniacza oznaczong w ptytkach
niepoddanych dziataniu fluorku sodowego.

Wyniki opracowano statystyczne przy uzyciu programu
Statistica PL v 6.1 (StatSoft, Krakow). Zastosowano test
t-Studenta dla zmiennych zaleznych. Istotnosc¢ statystyczng
przyjeto na poziomie mniejszym od 0,05 (p < 0,05).

Wyniki

Srednie warto$ci aktywnosci NHE w phytkach podda-
nych dzialaniu r6znych stezen NaF, dzialajacego na plytki
w réznym czasie inkubacji, przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Srednie warto§ci aktywnosci wymieniacza sodowo-
-protonowego w plytkach krwi poddanych dzialaniu fluorku sodu

Table 1. Mean activity of the platelet sodium-proton exchanger

exposed to NaF
Stezenie NaF (mmol/L)
Czas NaF concentration
(min) 25 | 50 | 715 | 100
Time Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe
(min) Mean + standard deviation
(Agoo/PLTC/mln)
5 | 493+2,17 | 6,11 3,45 | 5,73+2,55 | 5,78+2,08
10 | 481£2,10 | 5,08+2,41 | 505+1,65 | 422+1,30
15 | 489+£1,55 | 444+1,67 | 424+141 | 403+1,40
20 | 544+£397 | 437+1,66 | 405+1,15 | 425+ 1,40

Srednia aktywnos¢ NHE w niestymulowanych ptyt-
kach krwi wynosita 5,22 + 1,84/liczba ptytek (PLTC)/min.
Fluorek sodu o st¢zeniu 2,5 mmol/L, dodany do zawiesiny
ptytkowej spowodowatl zmniejszenie aktywnosci NHE, ktora
osiggneta minimum po 10 min inkubacji. Dalsze wydtuzenie
czasu inkubacji spowodowato stopniowy wzrost aktywnosci
NHE, osiggajac w 20 min traktowania zawiesiny ptytkowe;j
fluorkiem sodu warto$¢ 5,44 + 3,97/PLTC/min. Inkubacja
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zawiesiny ptytkowej z fluorkiem sodu o stezeniu 5 mmol/L
w pierwszych 5 min inkubacji spowodowata wzrost aktywno-
$ci wymieniacza, osiggajac wartos¢ 6,11 + 3,45/PLTC/min, po
ktorej w miare uptywu czasu inkubacji nastgpowat stopnio-
wy spadek aktywnosci NHE, osiggajac w 10 min inkubac;ji
5,08 + 2,41/PLTC/min, w 15 min 4,44 + 1,67/PLTC/min
(p = 0,011504), az do wartosci réwnej 4,37 £ 1,66/PLTC/
min, ktérg obserwowano po uptywie 20 min (p = 0,006235).
Traktowanie zawiesiny ptytkowej fluorkiem sodu o st¢Zeniu
7,5 mmol/L powodowato wzrost aktywnosci NHE, ktory
nastepowat po 5 min inkubacji, osiggajac warto$¢ maksy-
malng rowng 5,73 + 2,55/PLTC/min, po czym obserwowany
byt spadek aktywno$ci biatka w miar¢ uptywu czasu, osia-
gajac 5,05 £ 1,65/PLTC/min po 10 min; 4,24 + 1,41/PLTC/
min po 15 min (p = 0,002794) i warto$¢ minimalng 4,05 +
1,15/PLTC/min po 20 min inkubacji (p = 0,000253). Ana-
logiczne zmiany aktywno$ci NHE do obserwowanych pod
wptywem fluorku sodu o stezeniach 5 1 7,5 mmol/L notowa-
no, traktujac zawiesing ptytkowa fluorkiem sodu o st¢zeniu
10 mmol/L. W pierwszych 5 min inkubacji zauwazalny byt
ewidentny wzrost aktywno$ci wymieniacza osiggajacy war-
to$¢ maksymalng réwng 5,78 + 2,08/PLTC/min, po czym
nast¢powat spadek do wartosci 4,25 + 1,40/PLTC/min po
20 min inkubacji (p = 0,008891). Dodatkowo, celem zobra-
zowania zachowania plytkowego wymieniacza NHE pod
wptywem roznych stezen NaF w roznych czasach inkubacji,
uzyskane wyniki przedstawiono w formie graficznej. Na
rycinie 1 przedstawiono wptyw NaF w stezeniach 2,5; 5;
7,5 1 10 mmol/L na zmiany aktywnosci NHE w ludzkich
ptytkach krwi, po uptywie czasu inkubacji, odpowiednio:
0,5, 10, 151 20 minut.

5,00

|[D25mmol._ O5mmolil. E7,5mmolL M 10 mmoliL |

4,00

3,00

2,00

1,00
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Ryc. 1. Wptyw fluorku sodu na zmiany aktywnosci ptytkowego
wymieniacza sodowo-protonowego

Fig.1. The effect of NaF on the activity of the platelet sodium-proton
exchanger

Z ryciny ewidentnie wynika, iz o ile NaF w stezeniu
2,5 mmol/L (mimo obserwowanego po uptywie 5, 101 15
min inkubacji obnizenia aktywno$ci NHE) wywotywat po
20 min zwigkszenie aktywno$ci NHE do wartoéci 5,44 +
3,97/PLTC/min, to wzrost stezenia NaF do 5; 7,5 1 10 mmol/L
prowadzit do spadku aktywno$ci NHE obserwowanego juz
od 10 min inkubacji i pogltebiajacego si¢ w miar¢ wydtuzania
jej czasu, osiggajac wartosci minimalne po 20 minutach.
Dokonujac analizy statystycznej, polegajacej na porownaniu

aktywno$ci NHE inkubowanego z NaF z proba kontrolna,
zaobserwowano istotne statystycznie nastgpujace roznice:
przy stezeniu NaF 5; 7,5 1 10 mmol/L w czasie 15120 min
(kontrola — 5 mmol/L F, t = 15) p = 0,011504; (kontrola
— 5 mmol/L F, t=20) p =0,006235; (kontrola — 7,5 mmol/L
F, t=15) p = 0,002794; (kontrola — 7,5 mmol/L F, t = 20)
p = 0,000253; (kontrola— 10 mmol/L F, t=15) p =0,007776;
(kontrola — 10 mmol/L F, t = 20) p = 0,008891. Wskazuje to
na istotny wplyw wydtuzania czasu inkubacji zawiesiny
ptytkowej z jonami F™ na aktywnos$¢ biatka NHE.

Dyskusja

Na podstawie badan wiasnych wykazano, ze zwigkszanie
stezenia NaF 1 wydtuzanie czasu inkubacji powodujg spadek
aktywno$ci NHE w niestymulowanych plytkach krwi.

Mechanizm dziatania NaF na aktywno$¢ NHE w ptyt-
kach krwi nie zostat jeszcze doktadnie poznany. Ozaki i wsp.,
Murer i wsp., Lazarowski i Lapetina, Kienast i wsp., Poll
i wsp. oraz Pfliegler i wsp. opisali efekty dziatania fluorku
sodu i fluorku glinu na ptytki krwi stymulowane ré6znymi
agonistami [19, 20, 21, 22, 23, 24].

Istnieja przypuszczenia, ze NaF moze nasladowac agoni-
stow indukujgcych reakcje ptytkowe poprzez oddziatywanie
z biatkami G (biorgcymi udziat w przeptywie informacji
od receptorow zlokalizowanych na powierzchni btony do
roznych efektoréw, takich jak: fosfolipaza C, fosfolipaza
A, cyklaza adenylanowa) lub z kanatami wapniowymi [19,
21,22, 25]. Ozaki i wsp. sugeruja mozliwos$¢ interakcji jonu
fluorkowego ze specyficznym biatkiem G , potaczonym
z receptorem aktywujacym fosfolipaze C [19, 23].

Pfliegler i wsp. uwazaja, ze NaF w niestymulowanych
ptytkach krwi aktywuje fosfolipazg C w sposob niezalezny
od sekrecji ADP, endogennego PAF czy eikozanoidow [24].
Zaktadajac stuszno$¢ hipotezy o stymulujacym wptywie
fluorkéw na fosfolipaze C, a takze biorac pod uwage model
aktywacji ptytek krwi, mozna wysuna¢ wniosek, ze jony
fluorkowe, aktywujac fosfolipaze C 1 powodujac dalej hy-
drolizg PIP,do IP, i DAG, mobilizacj¢ wapnia, synteze TxA,
oraz aktywacj¢ kinazy C, powinny stymulowa¢ wrazliwy
na dziatanie amilorydu antyport Na*/H"[26, 27].

Dane te sa jednak w sprzeczno$ci z wynikami badan
Sifferta, ktore wskazuja, ze o ile z jednej strony NaF powo-
dowat mobilizacje wapnia z wewnatrzkomoérkowych maga-
zynow, to z drugiej skutecznie hamowat wzrost wewnatrz-
komérkowego pH (pHi). Swiadczy to raczej o hamujacym
dziataniu jonu fluorkowego na NHE [28].

Siffert i wsp. stwierdzili, ze NaF o stg¢zeniu 2,5 mmol/L,
dodany do ptytek stymulowanych trombing powoduje zmniej-
szenie aktywnosci NHE, ktora podczas dtuzszej inkubacji
powraca do wartosci sprzed stymulacji [29]. W badaniach
wiasnych potwierdzono te obserwacje w odniesieniu do ptytek
niestymulowanych zadnym agonista. Mozna zatem stwier-
dzi¢, ze mechanizm dzialania fluorku sodu na ptytki krwi
jest niezalezny od ich aktywacji agonistami. Z drugiej strony



24 MAGDALENA GASSOWSKA, BARBARA DOLEGOWSKA, DARIUSZ CHLUBEK

jednak, preinkubacja ptytek z 2,5 mmol/L NaF zapobiega
poézniejszej aktywacji wymieniacza przez trombing [29].

Dtuzsza inkubacja niestymulowanych ptytek krwi z NaF
o stezeniach wickszych od 2,5 mmol/L wywotuje silny efekt
hamujacy aktywno$¢ NHE, ktory nie ulega zmianie w miarg
wydtuzania si¢ czasu inkubacji. Pewng probg wytlumacze-
nia mechanizmu hamujacego dzialania jonu fluorkowego
na antyport sodowo-protonowy byta hipoteza, zaktadajaca
zwigzek pomiedzy inhibicjg biatka NHE i zmniejszeniem
ilosci ATP, spowodowanym przez NaF. Jednak wyniki
badan, w ktorych zastosowano wysokie stezenia NaF,
wywotujace spadek ATP, analogiczny do powodowanego
przez trombing, nie potwierdzity tych przypuszczen [29,
30]. Siffert i wsp. postulujg mechanizm hamowania NHE za
posrednictwem biatka G, ktore aktywowane przez fluorki
dziata jak ujemny regulator wymieniacza [29].

Whiosek

Roztwor fluorku sodu o stezeniu 2,5 mmol/L powo-
duje krotkotrwate i odwracalne hamowanie aktywnosci
plytkowego wymieniacza sodowo-protonowego. Fluorek
sodu o stezeniach wigkszych od 5 mmol/L powoduje nie-
odwracalne zahamowanie aktywno$ci ptytkowego NHE,
ktore nasila si¢ wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji.
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Summary

Purpose: The study was designed to evaluate the influ-
ence of tooth-brushing, milk consumption, hormone therapy,
allergy, and cigarette smoking on the content of fluoride,
calcium, magnesium and phosphorus in saliva.

Material and methods: Unstimulated saliva samples were
collected from 100 women aged 48—70 years. Biochemical
analysis was done to measure ion content. A questionnaire
was used to determine hygiene and health habits. Correlation
analysis was done to determine the relationships between
parameters.

Conclusions: A significant correlation was observed

between ion content in saliva and frequency of tooth-brush-
ing, smoking, and use of oral contraceptives. More fre-
quent tooth-brushing was associated with reduced salivary
content of calcium and phosphorus. Significantly higher
salivary calcium levels were observed in smokers than
non-smokers. Oral contraceptives produced significantly
higher concentrations of fluoride ions in saliva. No cor-
relation was noted between ion content in saliva and milk
consumption, hormone replacement therapy (HRT), or
allergy.
Key words: saliva—fluoride, calcium, magnesium and
phosphorus ions — oral hygiene — milk
consumption — hormone preparations
— cigarette smoking.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy bylo zbadanie wplywu czestosci
oczyszczania z¢gbow, konsumpcji mleka, stosowania pre-
paratow hormonalnych, wystepowania alergii i palenia
papierosow na zawarto$¢ jonow fluoru, wapnia, magnezu
i fosforu w $linie.

Material i metody: Niestymulowang §ling mieszang 100
kobiet w wieku 48—70 lat poddano analizie biochemicznej
1 okreslono w niej stezenie powyzszych jondw. Na podsta-
wie badania ankietowego pacjentek uzyskano informacje
na temat ich nawykow higieniczno-zdrowotnych. W celu
okreslenia zaleznosci pomi¢dzy badanymi parametrami
wykonano analiz¢ korelacji.

Whioski: Stwierdzono, ze na stezenie badanych jonow
w $linie miata wplyw czgsto$¢ szczotkowania zgbow, pa-
lenie papierosdéw i stosowanie hormonalnych $rodkéw
antykoncepcyjnych. Czestsze szczotkowanie zebow po-
wodowalo spadek zawarto$ci wapnia i fosforanéw w §linie.
U pacjentek palacych papierosy stwierdzono w §linie staty-
stycznie wyzsze stg¢zenie jonOW wapnia niz u niepalacych.
W élinie pacjentek stosujacych wezesniej antykoncepcyjne
srodki hormonalne stwierdzono istotnie wyzszy poziom
fluorkow w poréwnaniu do kobiet nieuzywajacych tego
rodzaju preparatow. Nie zaobserwowano zwigzku pomie-
dzy konsumpcjg mleka, stosowaniem hormonalnej terapii
zastepczej 1 wystepowaniem alergii a stezeniem badanych
jonow w $linie.
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Hasta: §lina — jony fluoru, wapnia, magnezu i fosforu
— higiena jamy ustnej — konsumpcja mleka — pre-

paraty hormonalne — palenie papierosow.

Wstep

Slina jest wydzielina wytwarzana przez trzy pary du-
zych gruczotdéw Slinowych: przyuszne, podjezykowe i pod-
zuchwowe oraz liczne mniejsze gruczoty rozsiane w btonie
sluzowej warg, podniebienia migkkiego, jezyka i policzkow.
Wydzielanie $liny odbywa si¢ ustawicznie i dobowo wynosi
1-2 litréw, a jej objetos¢ i sktad zaleza od piei i wieku. Slina
zawiera zarowno zwigzki wytwarzane wewnatrz gruczotow
slinowych, jak i substancje zewnatrzgruczotowe, transpor-
towane z osocza. W ostatnich latach coraz czesciej wyko-
rzystuje sie $line jako podstawowy material w diagnostyce
laboratoryjnej, szczeg6lnie z powodu prostego, nicinwa-
zyjnego i ekonomicznego sposobu jej pobierania. Mozliwe
jest juz oznaczanie w $linie lekow, narkotykow, alkoholu,
hormondéw, mocznika, metali, niektérych immunoglobulin
icytokin [1, 2, 3, 4, 5]. Analityka diagnostyczna $liny jest
nowa, ale bardzo szybko rozwijajaca si¢ technologia.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu czestosci oczysz-
czania zebow, konsumpcji mleka, stosowania preparatow
hormonalnych i palenia papierosé6w na zawarto$¢ jonéw
fluoru, wapnia, magnezu i fosforu w §linie kobiet.

Material i metody

Do badan zakwalifikowano 100 kobiet w wieku 48—70
lat, §rednia 54,98. Zebranie informacji na temat nawykow
higieniczno-zdrowotnych pacjentek przeprowadzono na
podstawie badania ankietowego. Pytania dotyczyty czgsto-
$ci oczyszczania zgbow w ciggu dnia, konsumpcji mleka
1jego przetworow, stosowania hormonalnych $rodkéw an-
tykoncepcyjnych 1 hormonalnej terapii zastepczej (HTZ),
wystepowania alergii oraz palenia papierosow.

W celu okreslenia zawartosci jonow fluorkowych, wap-
niowych, fosforu i magnezu w $linie od kazdej pacjentki
pobrano ok. 2 mL mieszanej $liny spoczynkowej, okoto
2 godziny po spozyciu $niadania. Sline catkowita, nie-
stymulowang zbierano metodg odpluwania do sterylnych
plastikowych probowek i szczelnie zamykano.

W celu przeprowadzenia analizy biochemicznej $ling
odwirowywano przy 4000 obr./min przez 15 minut, a na-
stepnie rozcienczano buforem TISAB II w stosunku 1:1
i woda destylowang w stosunku 0,5 mL $liny : 5 mL wody.
Tak rozcienczone proby postuzyty do oznaczania wapnia
i magnezu. Oznaczen tych pierwiastkow dokonano metoda
spektrometrii atomowej przy uzyciu spektrometru absorpcji
atomowej PU 9100X marki Philips. Fosfor oznaczono spek-
trofotometrycznie za pomocg testu do oznaczania fosforu
nieorganicznego firmy Randox Laboratories LTD (United
Kingdom), opierajacego si¢ na reakcji tworzenia barwne-

go kompleksu fosforo-molibdenowego z wykorzystaniem
aparatu Lambda 40 Perkin Elmer. Zawarto$¢ fluorkéw
oznaczano metoda potencjometryczng przy uzyciu elektrody
jonoselektywnej firmy Orion.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wyko-
rzystujac pakiet statystyczny Statistica 6.0. Zastosowano
nastepujace parametry: Srednig warto$¢ arytmetyczng, me-
diane, warto$¢ minimalng i maksymalng, btad standardowy
wartoS$ci §rednich. W celu okreslenia zalezno$ci pomiedzy
dwoma badanymi parametrami wykonano analiz¢ korela-
cji 1 obliczano wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona.
Analize korelacji przeprowadzono pomigdzy wszystkimi
badanymi parametrami. Do okres$lenia istotno$ci réznic
mi¢dzy warto$ciami Srednimi pomiaréw zastosowano test
t-Studenta, a w razie niespelnienia warunkoéw normalnosci
rozktadu test U Manna—Whitneya. Jako istotne statystycznie
przyjeto réznice na poziomie p < 0,05.

Wyniki

W tabelach 1 i 2 przedstawiono informacje uzyskane
w wyniku badania ankietowego. Wigkszo$¢ kobiet wyka-
zywala si¢ dos¢ wysoka dbatoscia o stan narzadu zucia, co
mialo wyraz w czgstym szczotkowaniu zgbow. Dwukrotne
szczotkowanie zgbodw w ciggu dnia podato 82% badanych.
Wszystkie pacjentki stosowaty do mycia zebow pasty flu-
orkowane. Konsumpcja mleka i jego przetwordw, ktore sg
podstawowym zrodlem wapnia w naszej diecie, w subiek-
tywnej ocenie tylko 9% kobiet, byla na poziomie wysokim.
Wigkszos¢ pacjentek zglosita §redni poziom konsumpcji
mleka.

Tabela 1. Czestos¢ szczotkowania zebow i konsumpcja mleka
w badanej grupie

Table 1. Frequency of tooth-brushing and milk consumption

Parametr Opis parametru Razem
Parameter Parameter value " Total
Szczotkowanie zgbow 1 2
(dziennie) 2 82 100
Tooth brushing 3 14
(per day) >3 2
Konsumpcja mleka , ms.ka / IOW 40
Milk consumption $rednia / mec.hum 51 100
wysoka / high 9

n — liczba badanych / number of subjects

Niewielka grupa pacjentek (16) uzywata hormonalnych
srodkow antykoncepcyjnych, natomiast ponad potowa sto-
sowata HTZ. Na alergi¢ uskarzata si¢ prawie jedna trzecia
obserwowanych. Do$¢ duza grupa kobiet (33) natlogowo
palita papierosy.

Wyniki biochemicznej analizy $liny przedstawiono
w tabeli 3. Stezenia wszystkich badanych jonow w §linie
wykazywaty duze wahania pomigdzy poziomem minimal-
nym i maksymalnym.

Pomigdzy poziomem ocenianych jondw w §linie za-
obserwowano wzajemne zaleznosci, ktére przedstawiono



JONY W SLINIE KOBIET PO MENOPAUZIE

27

Tabela 2. Rozklad kobiet stosujacych antykoncepcyjne §rodki
hormonalne, hormonalng terapie¢ zastepcza (HTZ), palacych
papierosy i zglaszajacych alergie

Table 2. Characteristics of the group regarding oral
contraceptives, hormone replacement therapy (HRT), smoking
cigarettes and allergy

Parametr Tak Nie Razem
Parameter Yes No Total
Stosowanie antykoncepcji
hormonalnej 16 84 100
Use of oral contraceptives
HTZ / HRT 58 42 100
Papierosy / Smoking 33 67 100
Alergia / Allergy 32 68 100

Tabela 3. Zawarto$é jonéw fluoru (F), wapnia (Ca), magnezu
(Mg) i fosforu (P) w §linie

Table 3. Content of fluoride (F), calcium (Ca), magnesium (Mg)
and phosphorus (P) in saliva

Parametr Srednia | Mediana| . . . .

Parameter n Mean | Median Minimum | Maximum | - SD
F

(mg/kg= |100| 0,34 0,17 0,05 2,95 0,52
ppm)

Ca 100 | 53,59 29,85 15,69 280,63 |53,09
(mg/L)

Mg 100 | 5,60 4,40 0,99 36,08 5,07
(mg/L)

P 100 | 135,38 | 129,38 74,21 399,93 |41,86
(mg/L)

n — liczba badanych / number of subjects; SD — odchylenie standardowe
/ standard deviation

Tabela 4. Wzajemne zalezno$ci pomiedzy zawartoscia ocenianych
jonéw w §linie

Table 4. Relationships between the content of ions in saliva

Tabela 5. Zawarto$¢ wapnia (Ca) i fosforu (P) w $linie
w zaleznoSci od czestotliwos$ci szczotkowania zebéw

Table 5. Content of calcium (Ca) and phosphorus (P) in saliva in
relationship to the frequency of tooth-brushing

Parametr si\ﬁ%;hnl\z{ s;isvlényF
Parameter Iy Ve 5 ry 5
T p r r p r
Ca sliny 024 [0,0429] 0,06 | P13k
Salivary Ca none
P sliny 0,44 10,0001 0,19 | -0,26 |0,0268| 0,07
Salivary P

p — poziom istotnos$ci réznic / level of significance; r — wspotczynnik
korelacji / correlation coefficient; r2 — wspotczynnik determinacji (%)
/ determination coefficient (%)

w tabeli 4. Stgzenie jonéw wapnia i fosforu rosto wraz ze
wzrostem stgzenia jondw magnezu, natomiast wzrostowi
poziomu jondéw fluorkowych towarzyszyt spadek zawartosci
jondéw fosforu. Na stezenie badanych jonéw w §linie miata
wplyw czgstos¢ szczotkowania zgbow, palenie papierosow
1 stosowanie hormonalnych §rodkéw antykoncepcyjnych.

Czestsze szczotkowanie zgbow powodowato spadek
zawarto$ci wapnia i fosforanow w §linie, co zilustrowano
w tabeli 5. Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy czesto-
$cia szczotkowania a st¢zeniem fluorkdéw 1 jondw magnezu
w $linie.

Badanie wykazato, Ze palenie papierosow wptyneto na
zawarto$¢ jonow wapnia w §linie. W §linie pacjentek pala-

Szczotkowanie zgbow (dziennie)
Tooth-brushing (per day)
Parametr
Parameter 2 3
(n=282) (n=14)
X SD X SD
Ca w $linie 57,43 54,64 38,13 4821
(mg/L) -~
Salivary Ca p=10,0263
(mg/L)
P w $linie 138,97 43,38 109,19 15,27
(mg/L) ~~
Salivary P p=0,0013
(mg/L)

n — liczba badanych / number of subjects; p — poziom istotnos$ci
roznic / level of significance; SD — odchylenie standardowe / standard
deviation; X— $rednia arytmetyczna / arithmetic mean

Tabela 6. Wplyw palenia papieroséw na zawarto$¢ jonow wapnia
(Ca) w $linie

Table 6. Cigarette smoking and calcium (Ca) content in saliva

Palenie papieroséw
Smoking
Parametr palace niepalace
Parameter smokers non-smokers
(n=133) (n=67)
X SD X SD

Ca w §linie 63,41 63,67 48,75 47,06
(mg/L) S~ -
Salivary Ca p=0,0203
(mg/L)

n — liczba badanych / number of subjects; p — poziom istotno$ci
roznic / level of significance; SD — odchylenie standardowe / standard
deviation; X— $rednia arytmetyczna / arithmetic mean

Tabela 7. Wplyw stosowania antykoncepcyjnych $rodkow
hormonalnych na zawarto$¢ fluorkéw (F) w §linie

Table 7. Use of oral contraceptives and content of fluoride (F) in

saliva
Stosowanie antykoncepcji hormonalnej
Use of oral contraceptives
Parametr -
Parameter tak / yes nie / no
(n=16) (n=284)
X SD X SD
F w $linie 0,461 0,43 0,328 0,54
(mg/kg) Nt
Salivary F p=0,0234
(mg/kg)

n — liczba badanych / number of subjects; p — poziom istotnosci
roznic / level of significance; SD — odchylenie standardowe / standard
deviation; X— $rednia arytmetyczna / arithmetic mean

cych papierosy stwierdzono statystycznie wyzsze stezenie
powyzszych jonow. Zilustrowano to w tabeli 6.

U pacjentek stosujacych wezesniej antykoncepcyjne
srodki hormonalne stwierdzono istotnie wyzszy poziom
fluorkéw w §linie w poréwnaniu do kobiet nie uzywaja-
cych tego rodzaju preparatow (tab. 7). Nie zaobserwowa-



28 KATARZYNA GROCHOLEWICZ, IWONA NOCEN, IZABELA GUTOWSKA

no zwigzku pomiedzy konsumpcjg mleka, stosowaniem
HTZ i wystepowaniem alergii a stgzeniem badanych jonow
w §linie.

Dyskusja

W §linie mieszanej utrzymuje si¢ okreslone minimalne
stezenie fluorkow w granicach 0,01-0,05 ppm. Koncen-
tracja fluorkow w $linie zalezy od ilo$ci zwigzkow fluoru
wprowadzonych do jamy ustnej z woda pitna, ZywnoS$cia
1 napojami oraz profilaktycznymi preparatami fluoru [6,
7]. Yao i Gron [8], badajac zawarto$¢ fluorkow w $linie
mieszanej 1 przyuszniczej, zauwazyli, ze ich poziom zalezy
od stezenia fluorkow w wodzie pitnej. Przy optymalnym
stezeniu fluorkow w wodzie, wynoszacym 1,0 ppm, ich
zawartos¢ w §linie mieszanej wynosi 0,33 ppm. Kuczynska
jako $redni poziom fluorkéw w §linie podaje 0,08—0,62
ppm [9]. Taka samg zawarto$¢ fluorkéw zaobserwowali
Chmielnik i wsp. [10] u dzieci eksponowanych na oddzia-
tywanie zwiazkoéw fluoru pochodzenia przemystowego.
Sjogren 1 Melin [11] oceniali wptyw nawykoéw ptukania
po szczotkowaniu zebdw na retencje fluorkow. Wyjsciowe
stezenia fluorkéw okreslone przez tych autoréw w §linie
spoczynkowej wahaty si¢ do$¢ znacznie 0,03—0,21 mmol/
L (0,57-3,99 ppm). Zanotowany w badaniach wlasnych
$redni poziom fluorkéw (0,35 ppm) jest zatem zblizony do
obserwowanego przez innych autoréw, a jego rozpigtosci
moga wynikac z okresu czasu, jaki uptynat od szczotkowa-
nia zebow, rodzaju stosowanej pasty czy wahan pH §liny.
Ciekawy, lecz zarazem trudny do wyjasnienia jest wyzszy
poziom fluorkéw w §linie kobiet stosujacych doustne srodki
antykoncepcyjne.

W procesach buforowych §liny spoczynkowej duza
role odgrywaja fosforany. W badanej grupie odnotowano
nieco nizszg srednig zawarto$¢ fosforu catkowitego (135,38
mg/L =4,37mmol/L) od stwierdzonej przez Ashleya i wsp.
4,99 mmol/L [12] oraz podang przez Holda i wsp. 5,514
mmol/L [13]. Z badan niektérych autorow wynika, ze wraz
ze spadkiem pH §liny istotnie obniza si¢ zawarto$¢ fosfo-
ranow nieorganicznych oraz wzrasta podatno$¢ zgbow na
prochnice [14, 15].

Stezenie magnezu w $linie badanych pacjentek (5,6
mg/L = 0,23 mmol/L) byto zblizone do zaobserwowanego
przez innych autorow [16, 17, 18].

Wapn jest jonem wydzielanym razem z biatkami §li-
nowymi do $wiatta gruczolow $linowych, a jego catkowi-
te stezenie w §linie mieszanej waha si¢ 1,5-2,0 mmol/L
[13]. W badanej grupie zawarto$¢ wapnia w $linie wynosita
$rednio 53,59 mg/L = 1,34 mmol/L. Zaobserwowano, ze
u starszych kobiet na sktad jonowy §liny duzy wplyw ma
palenie papierosow, ktore podnosi zawarto$é jonow wap-
nia, magnezu i potasu [19]. W badaniach wtasnych réwniez
stwierdzono wyzsze st¢zenie jonéw wapnia w §linie kobiet
palacych papierosy w poréwnaniu do niepalacych. Wzrosto-
wi stezenia wapnia w §linie towarzyszyt wzrost zawartosci

magnezu, o czym $wiadczy dodatnia korelacja pomigdzy
tymi parametrami. Sktadniki dymu papierosowego hamuja
dziatanie estrogenow naturalnych i HTZ [20, 21], a takze
osi parathormon (PTH) — witamina D, [22], obnizajgc przez
to absorpcj¢ wapnia w jelicie. Kadm, ktory jest jednym
ze sktadnikéw dymu nikotynowego zwigksza wydalanie
wapnia z moczem, zmniejsza syntez¢ aktywnego metabolitu
witaminy D w nerkach i zaburza wbudowywanie wapnia
do uktadu kostnego [23].

W ostatnich latach obserwuje si¢ spadek spozycia po-
karmoéw roslinnych i nabiatu, zawierajacych wapn, na ko-
rzy$¢ biatka pochodzenia zwierzecego, ktore intensyfikuje
wydalanie wapnia. Spadek stezenia estrogenow we krwi
kobiet po 50. r.z. oraz niska podaz wapnia prowadzg do
zmniejszenia zawarto$ci wapnia w surowicy krwi. Stanowi
to bodziec do wydzielania PTH, ktory powoduje zwigkszo-
ng resorpcje kosci dgzac do wyrdwnania stezenia wapnia
w surowicy. Obnizone stezenie wapnia we krwi powoduje
rowniez wzrost wytwarzania witaminy D, wspotdziataja-
cej z PTH w intensyfikacji powstawania osteoklastow, co
poteguje utrate masy kostnej. W przewlektych niedobo-
rach wapnia st¢zenie parahormonu w surowicy jest ciggle
zwiekszone i stale odbywaja si¢ procesy niszczenia kos$ci.
Przewaga procesow resorpcyjnych w kosci spotggowana
dziataniem sktadnikéw dymu papierosowego jest praw-
dopodobng przyczyng wzrostu st¢zenia wapnia w $linie.
Rapuri i wsp. [24], badajac populacje kobiet w wieku 65—77
lat, zaobserwowali u palacych papierosy znacznie nizsza
gesto$¢ mineralng koS$ci, absorpcj¢ wapnia i stezenie wi-
taminy D w surowicy w stosunku do niepalgcych. U pa-
cjentek palacych stwierdzono w surowicy wzrost st¢zenia
PTH, markerow przybudowy kos$ci i osteokalcyny. Autorzy
wysuwaja wniosek, ze palenie papieroséw wplywa na ob-
nizenie gestosci mineralnej kosci, ktorej przyczyng jest
spadek absorpcji wapnia zwigzany z wtérng nadczynno$cia
przytarczyc i nasilenie proceséw resorpcyjnych. Inne moz-
liwe wyja$nienie podwyzszonego poziomu jondw wapnia
w $linie palaczy podajg Khan i wsp. [25]. Sugeruja oni,
ze palenie papieroséw powoduje obnizenie pH $liny, co
uruchamia procesy buforowe i prowadzi do dyfuzji czesci
wapnia z kamienia nazgbnego, a nawet szkliwa zgbdw do
$liny. Jony wapnia w szkliwie z¢gbow 1 kamieniu nazebnym
sa zwigzane z jonami fosforanowymi w postaci hydroksy-
apatytu, fluorohydroksyapatytu i fosforanu wapnia. Wzro-
stowi stezenia jondw wapnia w §linie powinien zatem to-
warzyszy¢ wzrost zawartosci jonow fosforanowych, jednak
w badaniach wlasnych bezposrednio nie zaobserwowano
takiej korelacji. Mozna natomiast zaobserwowac, ze st¢zenie
jonow wapnia korelowato ze stezeniem jondw magnezu
a to z kolei z zawartoscig jonow fosforu. Pomigdzy steze-
niem fosforanéw i fluorkéw wystgpita ujemna korelacja,
co potwierdza wicksza odpornos¢ fluorohydroksypatytu
szkliwa na dziatanie kwasnego srodowiska w poréwnaniu
do fosforanu wapnia i hydroksyapatytu.

Wplyw czestszego szczotkowania zgbdw na spadek
zawarto$ci joné6w wapnia i fosforu mozna wythumaczy¢
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eliminacja tych jonéw ze §rodowiska jamy ustnej w wyni-
ku tej czynnosci, szczegblnie ze powszechne jest koncowe
ptukanie woda. Badania wykazaty, ze ptukanie jamy ustnej
wodg po szczotkowaniu zebow znacznie obniza zawarto$¢
fluorkéw w slinie [11, 26].

Whioski

1. Na stezenie badanych jonow w §linie wplyw ma czg-
sto$¢ szczotkowania z¢bow, palenie papieroséw i stosowanie
hormonalnych $§rodkow antykoncepcyjnych.

2. Czestsze szczotkowanie zgbdw powoduje spadek
zawartosci jonow wapnia i fosforu w §linie.

3. W slinie pacjentek palacych papierosy wystepuje
statystycznie wyzsze stezenie jondéw wapnia.

4. Stosowanie antykoncepcyjnych srodkéw hormonal-
nych ma zwigzek ze wzrostem poziomu fluorkow w §li-
nie.
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Summary

Purpose: The study was designed to evaluate the rela-
tionship between the content of fluoride, magnesium and
phosphorus in enamel, depth of biopsy, and dentition status
in postmenopausal women.

Material and methods: Dentition status in 81 postmeno-
pausal women aged 48—70 years (mean 54.98 years) was
determined using the Decayed, Missing and Filled Surfaces
(DMES) index. Double-layer superimposed acid biopsies
were used for sampling labial enamel of upper permanent
central incisor. Biochemical analysis was performed to de-
termine the content of fluoride, magnesium, and phosphorus.
Assuming that enamel contains 37% calcium, enamel mass,
layer thickness, biopsy depth and concentrations of ions in
the surface and subsurface layer were calculated. Correla-
tion analysis was done to disclose relationships between
the parameters studied.

Conclusions: It was observed that the concentration of
ions decreased with growing depth of biopsy. Decreasing
depth of biopsy correlated with increasing concentration of
fluorides and magnesium in surface and subsurface layer of
enamel. The total depth of biopsy correlated more exactly
with the concentration of fluorides and magnesium in sub-
surface layer than in surface layer. Increasing concentration
of fluoride was associated with increasing concentration of
magnesium. No correlation was observed between DMFS
and the depth of enamel biopsy.

Key words: dental enamel — acid biopsy — fluoride,
magnesium and phosphorus ions — denti-
tion status.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena wptywu sktadu mineral-
nego szkliwa zebow na gleboko$¢ biopsji i stanu uzgbienia
u kobiet po menopauzie.

Materiat i metody: U 81 kobiet w wieku 48-70 lat
(Srednia 54,98) oceniono stan zebow za pomoca liczb Pp,
Up, Wp i PUWp oraz okreslono stgzenie jonow fosforu,
magnezu 1 fluorkow w szkliwie zgbow. W tym celu od
kazdej z pacjentek pobrano mikroprébki szkliwa sie-
kacza centralnego z dwoch warstw, powierzchniowej
i podpowierzchniowej, metoda biopsji kwasowej i pod-
dano analizie biochemicznej. Przy zatozeniu statej, 37%
zawarto$ci wapnia, obliczono mase, a nastepnie grubos¢
kolejnych warstw szkliwa oraz glebokos$¢ biops;ji i stezenie
badanych jonéw w kazdej warstwie. W celu okreslenia
zalezno$ci pomiedzy badanymi parametrami wykonano
analize korelacji.

Wnioski: Wyniki badan wykazaty, ze wysycenie szkliwa
obserwowanymi jonami malato wraz z glebokoscig biops;ji.
Spadek glebokosci biopsji powierzchniowej i podpowierzch-
niowej warstwy szkliwa korelowal ze wzrostem stgzenia
jonéw fluorkowych i magnezu. Na catkowitg glebokosé
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biopsji wigkszy wplyw miata zawarto§¢ powyzszych jonow
w warstwie podpowierzchniowej szkliwa niz w warstwie
powierzchniowej. Wzrostowi st¢zenia fluorkow w szkli-
wie towarzyszyta wysoka koncentracja jonow magnezu.
Nie stwierdzono korelacji pomiedzy PUWp a glebokoscia
biops;ji.

Hasta: szkliwo zgbow — biopsja kwasowa — jony fluoru,
magnezu i fosforu — stan zgbow.

Wstep

W szkliwie zebodw wyrdznia sie cze$¢ organiczng i mi-
neralng, ktéra stanowi 96% jego masy. Gtownie wystgpu-
ja tu hydroksyapatyty, czyli sole wapniowo-fosforanowe.
W sieci krystalicznej hydroksyapatytu moga wystepowad
grupy hydroksylowe, fosforanowe lub jony fluoru, magnezu,
sodu, cynku i inne. Jony te mogg by¢ wbudowane w szkli-
wo w wyniku dziatan profilaktycznych lub jako wynik
zanieczyszczen srodowiska [1, 2]. Ich obecno$¢ wptywa
na zmiang¢ wlasciwosci fizykochemicznych szkliwa, takich
jak mikrotwardo$¢, gestos¢ czy podatno$¢ na rozpuszcza-
nie w kwasach [3, 4, 5]. Rdzne sg doniesienia na temat
zwigzkow powyzszych zmian z podatno$cig na prochnice
[6, 7, 8].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu sktadu mine-
ralnego szkliwa u kobiet w wieku pomenopauzalnym na
glebokos¢ jego biopsji 1 stan uzgbienia.

Material i metody

Badaniu poddano 81 kobiet w wieku 48-70 lat, $red-
nia 54,98. W klinicznym badaniu stomatologicznym, przy
uzyciu lusterka i zglebnika, oceniono stan zeboéw zgodnie
z kryteriami Swiatowej Organizacji Zdrowia, okreslajac
liczbg powierzchni z prochnicg (Pp), usunigtych (Up) 1 wy-
petnionych (Wp) [9].

Do oceny zawartosci jonow fosforu, magnezu i flu-
orkéw w szkliwie zebow od kazdej z pacjentek pobrano
mikroprobki szkliwa siekacza centralnego z dwoch warstw,
powierzchniowej i podpowierzchniowej, metoda biopsji
kwasowej, opisang przez Schamschula i wsp. [10]. Przed
pobraniem probki powierzchnia z¢ba byta oczyszczana
za pomocg recznych narzedzi stomatologicznych, prze-
mywana i osuszana powietrzem. Na tak przygotowanej
1 odizolowanej powierzchni wargowej zeba, w odleglosci
okoto 5mm od brzegu siecznego, centralnie umieszczano
tasme przylegajaca z otworem o $rednicy 2,5 mm, ktory
ograniczat pole biopsji o powierzchni 4,9 mm?. Z tego
samego pola pobierano dwa bioptaty. Probka powierzch-
niowa (warstwa I) byla pobierana przez umieszczenie 5 pL
0,125 molowego HNO, na polu biopsji i nastgpnie po 30
sekundach sptukana 1 mL buforu TISAB (Orion cat. Ne
940909), rozcienczonego woda podwojnie destylowana

w stosunku 1:2. Po osuszeniu i kontroli szczelnosci ta-
$my pobierano podpowierzchniowg mikroprobke szkliwa
(warstwa II). Biopsji dokonywano w ten sam sposob, ale
z uzyciem 0,500 molowego HNO,. Probki szkliwa zbie-
rane byty do probowek firmy Eppendorf typu Safe-Lock
i szczelnie zamykane.

Wapn i magnez w bioptatach oznaczano bezposrednio
z dostarczonej proby, bez rozcienczania, metoda spektrome-
trii atomowej, przy uzyciu spektrometru absorpcji atomowej
PU 9100X marki Philips. Fosfor oznaczono spektrofotome-
trycznie za pomoca testu do oznaczania fosforu nieorga-
nicznego firmy Randox Laboratories LTD United Kingdom,
opierajacego si¢ na reakcji tworzenia barwnego kompleksu
fosforo-molibdenowego z wykorzystaniem aparatu Lambda
40 Perkin Elmer. Zawarto$¢ fluorkéw oznaczano po roz-
cienczeniu probki bioptatu 0,5 mL wody destylowanej i 0,5
mL roztworu TISAB II, i w tak przygotowanych roztwo-
rach oznaczano fluorki metodg potencjometryczng, przy
uzyciu elektrody jonoselektywnej firmy Orion. Pomiaru
dokonywano po 5 minutach, a nastepnie dodawano odpo-
wiedni roztwor wzorcowy NaF w iloéci 0,1 mL i powtérnie
dokonywano pomiaru po 5 minutach. Roznica potencjalow
przed i po dodaniu wzorca stanowita podstawe do obliczef
ilosci fluorkéw. Analizy biochemiczne $liny i szkliwa zgbow
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Medycznej Pomorskiej
Akademii Medyczne;.

Przy zatozeniu stalej, 37% zawarto$ci wapnia, obliczo-
no mase, a nastepnie grubosé kolejnych warstw szkliwa,
przyjmujac ze przestrzen biopsji ma ksztalt cylindryczny,
a gestos¢ szkliwa w obszarze badania jest stala i wynosi
2,95 g/em?, wg wzoru:

masa szkliwa w probce

grubose warstwy (um) = pole biopsji (mm?) x 2,95 (g/em?)

Na podstawie uzyskanych wartosci grubosci poszcze-
g6lnych warstw obliczono gtgbokos$ci biopsji szkliwa.
Centralna gtebokos$¢ biopsji powierzchniowej warstwy
szkliwa (warstwa I) jest potowa jej catkowitej grubo-
$ci, natomiast gleboko$¢ warstwy podpowierzchniowe;j
(warstwa II) jest sumg potowy jej grubosci i catkowitej
grubos$ci warstwy powierzchniowej. Gtebokos¢ catko-
witg uzyskano przez dodanie catkowitych grubosci obu
warstw szkliwa.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wyko-
rzystujac pakiet statystyczny Statistica 6.0. Zastosowano
nastepujace parametry: srednig warto$¢ arytmetyczng, me-
diane, warto$¢ minimalng i maksymalna, btad standardowy
wartosci Srednich. W celu okreslenia zalezno$ci pomigdzy
dwoma badanymi parametrami wykonano analiz¢ korela-
cji 1 obliczano wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona.
Analize korelacji przeprowadzono pomig¢dzy wszystkimi
badanymi parametrami. Do okre$lenia istotnosci réznic
migdzy warto$ciami srednimi pomiaréw zastosowano test
t-Studenta, a w razie niespetnienia warunkéw normalnos$ci
rozktadu test U Manna—Whitneya. Jako istotne statystycznie
przyjeto réoznice na poziomie p < 0,05.
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Wyniki

Na podstawie zawarto$ci wapnia w bioptatach obliczo-
no mas¢ szkliwa w pobranej probce, a nastepnie zawar-
to$¢ jonow fluoru, fosforu i magnezu w powierzchniowej
1 podpowierzchniowej warstwie szkliwa. Wyniki tej analizy
zebrano w tabeli 1. Wysycenie szkliwa obserwowanymi
jonami malatlo wraz z glebokos$cig biopsji.

Tabela 1. Zawarto$é fluorkow (F), fosforu (P) i magnezu (Mg)

w powierzchniowej (I) i podpowierzchniowej (II) warstwie szkliwa

Table 1. Content of fluoride (F), phosphorus (P) and magnesium
(Mg) in the surface (I) and subsurface (II) layer of enamel

Tabela 2. Wzajemne zalezno$ci pomiedzy zawartoscia badanych
jonow w podpowierzchniowej warstwie szkliwa

Table 2. Relationships between ion content in subsurface layer of

enamel
Parametr F Mg
Parameter " p 2 r P 2
Mg 0,78 |0,0000| 0,61
P 0,30 |0,0105| 0,09 0,31 | 0,0078 | 0,098

p — poziom istotnosci roznic / level of significance; r — wspotczynnik
korelacji / correlation coefficient; r> — wspotczynnik determinacji
(%) / determination coefficient (%)

n — liczba badanych / number of subjects; SD — odchylenie standardowe
/ standard deviation

W podpowierzchniowej warstwie szkliwa zauwazono
wzajemne korelacje pomig¢dzy jonami fluoru, magnezu i fosfo-
ru, co zilustrowano w tabeli 2. Stezenie fluorkow byto bardzo
silnie skorelowane z zawartos$cig jonéw magnezu i srednio
skorelowane z poziomem jonéw fosforu. Srednia korelacja
wystapita rowniez pomigdzy zawartoscig jondw fosforu i ma-
gnezu w tej warstwie szkliwa. Nie stwierdzono podobnych
korelacji w powierzchniowej warstwie szkliwa.

Glebokosci biopsji powierzchniowej (I warstwa) i pod-
powierzchniowej (Il warstwa) warstwy szkliwa oraz glebo-
ko$¢ catkowita zilustrowano w tabeli 3. Srednia glebokosé
catkowita biopsji jest odzwierciedleniem $redniej glebokosci
warstwy podpowierzchniowe;.

W tabeli 4 przedstawiono zalezno$ci, jakie zaobserwo-
wano pomigdzy stezeniem badanych jonow w szkliwie a gle-
bokoscig biopsji. Glgbokos¢ biopsji szkliwa zalezata gldwnie
od zawarto$ci w nim jonow magnezu i fluorkowych. Spadek
stezenia tych jonéw w obu warstwach szkliwa wiazat si¢ ze
wzrostem glebokosci biopsji, przy czym na glebokos¢ catko-
wita trawienia wigkszy wptyw mialo wysycenie powyzszymi
jonami warstwy podpowierzchniowej. Koncentracja jonow
fosforu wykazata niewielki wplyw na gleboko$¢ biopsji tylko
w powierzchniowej warstwie szkliwa.

Parametr Srednia | Mediana | .. . . S Tabela 3. Glgboko$é biopsji powierzchniowej (T)
Parameter | " Mean Median Minimum Maximum D i podpowierzchniowej (IT) warstwy szkliwa
F (mg/kg = Table 3. Depth of surface (I) and subsurface (II) layer of enamel
ppm) 81 | 11419,81| 10804,91 | 1439,72 | 33 061,78 | 7453 42 o :
I warstwa Parametr n Srednia| Mediana MinimumMaximum| SD
Layer [ Parameter Mean | Median u
F (m)g/kg - Glebokosé biopsji (um)
ppm

81 6452,60 4775,80 | 937,00 | 45 125,00 | 6604,00 I warstwa

II warstwa Depth of biopsy (um) 81| 0,42 0,41 0,07 0,97 0,20
Layer I1 Layer I
P(gkg) Glebokos¢ biopsji (wm)
I warstwa 81 345,26 307,76 | 148,39 878,50 | 151,78 11 warstwa
Layer I Depth of biosy (um) 81| 1,90 1,81 0,36 3,86 0,79
P (g/kg) Layer I
Il warstwa | 81 335,35 330,24 | 38,66 580,10 | 95,34 Glebokos¢ biopsji
Layer II catkowita (um) 81| 295 | 276 | 045 | 701 139
Mg (g/kg) Total depth of biosy (jum)
I warstwa 81 10,84 8,84 3,07 31,18 6,53 K R i
Layer I n — liczba badanych / number of subjects; SD — odchylenie standardowe
Mg (/kg) / standard deviation
11 t 81 6,05 4,02 1,48 46,78 6,27 . . . , . .
La‘;:rrsnw ' W tabeli 5 przedstawiono wyniki oceny zgbow liczbami

Pp, Up, Wp i PUWp. Zaobserwowano duze wahania okre-
$lanych liczb. Srednia liczba powierzchni zaatakowanych
prochnica byta dos¢ niska, chociaz osiggneta maksymalng
wartos¢ 6,00.

W tabeli 6 ukazano korelacje, jakie wystapity pomig-
dzy stanem uzgbienia a stezeniem jonow magnezu i fosforu
w szkliwie. Liczba PUWp rosta, gdy wzrastata koncentra-
cja jondw magnezu w powierzchniowej warstwie szkliwa
i fosforu w warstwie podpowierzchniowe;.

Dyskusja

Jony fosforu zwigzane sa w szkliwie z jonami wapnia
w hydroksyapatycie lub jego amorficznej postaci, fosforanie
wapnia i stanowig wg Lindha 1 Tveita [11] ok. 17,7% jego
frakeji nieorganicznej. W badanej grupie $rednia zawarto$¢
tych jonéw w szkliwie byta wyzsza i wynosita 340 g/kg, co
stanowi 32,64% frakcji nieorganicznej. Wysycenie szkli-
wa jonami magnezu malato wraz z glebokos$cig i §rednio
stanowito 0,81% substancji nieorganicznych. Byto zatem
dwukrotnie wyzsze od podanego przez Lindha i Tveita [11].
Podobng zawarto$¢ jondéw magnezu w powierzchniowej
warstwie szkliwa (366 mmol/kg = 8,89 g/kg) stwierdzili
Lagocka i wsp. [12], ale stezenie tych jondw rosto wraz
z glebokoscig biopsji. Jakubowska [13] natomiast, podobnie
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Tabela 4. Zaleznos¢ glebokosci biopsji szkliwa od zawartosci jonéw fluoru (F), fosforu (P) i magnezu (Mg)

Table 4. Relationship of depth of enamel biopsy to the content of fluorides (F), phosphorus (P) and magnesium (Mg)

Glebokos¢ biopsji warstwa [ Glegbokos¢ biopsji warstwa 1 Glegbokos¢ biopsji catkowita
Parametr Depth of biopsy layer I Depth of biopsy layer 1T Total depth
Parameter
r p r P r r P r

F warstwa [ -0,54 0,0000 0,29 -0,30 0,0089 0,09
F layer [
F warstwa II -0,51 0,0000 0,32 -0,57 0,0000 0,32
F layer II
P warstwa | 022 00431 0,05 brak
Player | none
P warstwa 1 brak brak
P layer 1T none none
Mg warstwa I -0,71 0,0000 0,50 023 | 00337 0.06
Mg layer I
Mg warstwa II -0,57 0,0000 0,32 -0,58 0,0000 0,34
Mg layer I1

p — poziom istotnosci roznic / level of significance; r — wspotczynnik korelacji / correlation coefficient; r* — wspotczynnik determinacii (%)

/ determination coefficient (%)

Tabela 5. Liczby Pp, Up, Wp i PUWp w badanej grupie
Table 5. Mean DS, MS, FS and DMFS in observed group

Parametr Srednia | Mediana| . . . .
Parameter n Mean | Median Minimum | Maximum | - SD
Pp 81 0,79 0,00 0,00 6,00 1,40
DS bl 9 9 9 9
Up

81 44,88 | 40,00 0,00 90,00 |21,36
MS
;VSP 81 32,68 | 33,00 5,00 81,00 [15,31
PUWp
DMFS 81 78,35 | 80,00 24,00 136,00 |22.21

n — liczba badanych / number of subjects; SD — odchylenie standardowe
/ standard deviation

Tabela 6.Zalezno$¢ pomiedzy PUWp a stezeniem jonow magnezu
(Mg) i fosforu (F) w szkliwie

Table 6. Relationship between DMFS and the concentration of
magnesium (Mg) and phosphorus (F) in enamel

p . PUWp
arametr DMEFS
Parameter 5
r p r
Mg szkliwa warstwa I
Enamel Mg layer I 0,30 0,0188 0,09
P szkliwa warstwa II
Enamel P layer II 0,26 0,0426 0,07

p — poziom istotnos$ci rdznic / level of significance; r — wspotczynnik
korelacji / correlation coefficient; 1> — wspotczynnik determinacji
(%) / determination coefficient (%)

do obserwacji whasnych, rowniez stwierdzita spadek zawar-
tosci tych jonow w miar¢ wzrostu gltgbokosci trawienia.
Zarowno Jakubowska [13], jak 1 Sendur [14], wykazaty
wigkszg zawartos$¢ tego pierwiastka w szkliwie zgbow 0sob
starszych, co mogtoby wskazywac¢ na kumulacje magnezu
w szkliwie w ciggu zycia. W badanej grupie pacjentek za-
obserwowano stosunkowo wysokie stezenie jonow fluorko-
wych w szkliwie. Wysycenie szkliwa tymi jonami zalezy
w gtéwnej mierze od ekspozycji rozwijajacych si¢ zebow
na fluor 1 wzrasta z wiekiem [4, 10]. Wykazano znaczny

wzrost stezenia jonow fluorkowych w szkliwie w wyniku
stosowania kontaktowego jego preparatow profilaktycznych
1 wigkszej koncentracji w wodzie pitnej [15, 16, 17]. Do
niedawna obserwowane bylo w Szczecinie 1 okolicach duze
zanieczyszczenie fluorkami wszystkich komponentoéw $ro-
dowiska. Zaktady Chemiczne ,,Police”, potozone na pdinoc
od Szczecina, w latach 1977-1996 emitowaty do atmos-
fery 12,7-97 ton ($rednia 46,5) zwigzkéw fluoru rocznie
[18, 19, 20]. Dodatkowo w ramach profilaktyki prochnicy
w Szczecinie fluorkowana byta woda pitna od roku 1968 do
drugiej potowy lat 80. ubieglego wieku. Zwiazki te, dziatajac
endo- i egzogennie, prawdopodobnie wptynety na znacznie
wyzsze stezenie jonéw fluoru w szkliwie badanych kobiet
w porownaniu do badan innych autoréw. Najczesciej tez
badania zawarto$ci fluorkéw w szkliwie prowadzone sg
u dzieci lub nieco innymi metodami, co utrudnia poréwnanie
wynikow. Ponadto, na gleboko$¢ biopsji i na stezenie fluor-
kéw w pobieranych probkach mogg mie¢ wptyw: rdznice
w porowatosci szkliwa, zawarto$§¢ sktadnikow mineralnych
1 ich podatnos¢ na rozpuszczanie.

Wysoka zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych w bada-
nych probkach spowodowata, ze uzyskane w wyniku tra-
wienia szkliwa, grubos$ci warstw 1 gltebokos$ci biopsji sa
bardzo niewielkie. Podobnie do obserwacji Jakubowskiej
[13] 1 Buczkowskiej-Radlinskiej [21], rbwniez najtrudniej
trawieniu poddawata si¢ powierzchniowa warstwa szkli-
wa. Grobler i wsp. [22] sugeruja, ze jednym z czynnikow
odpowiedzialnych za rozpuszczanie w kwasach jest fluorek
zwigzany strukturalnie w postaci fluorohydroksyapatytow
i fluoroapatytow, a nie fluorek wapnia. Silne ujemne kore-
lacje pomiedzy glebokos$cig biopsji szkliwa a koncentracja
jonow magnezu i fluoru potwierdzaja odpornos¢ na dziatanie
kwasow. Jakubowska réwniez uzyskata ujemne korelacje
pomigdzy tymi parametrami [13]. Odnoszac wykazane za-
leznosci do sugestii Groblera i wsp. [22], mozna przypusz-
czac, ze w badanych probkach szkliwa fluor wystepowat
gtéwnie w postaci fluorohydroksyapatytow i fluoroapaty-
tow. Powierzchniowa warstwa szkliwa trudniej ulegata
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trawieniu, a catkowita gleboko$¢ biopsji silnie korelowata
z zawarto$cig jonéw magnezu i fluorkowych warstwy pod-
powierzchniowej. Glebokos¢ trawienia tej warstwy byla
nieco stabiej skorelowana z koncentracjg tych jonéw niz
glebokos¢ biopsji warstwy powierzchniowej. Na podatno$é
szkliwa na rozpuszczanie w kwasach ma rowniez wptyw
jego mikrotwardos¢ 1 gestosé, ktore ulegaja stopniowe-
mu obnizeniu w kierunku od powierzchni do potaczenia
szkliwno-zgbinowego, co moze by¢ przyczyng wigkszej
odpornosci warstwy powierzchniowej na dziatanie kwasow.
Jednoczesnie w podpowierzchniowej warstwie szkliwa od-
notowano bardzo silng korelacj¢ pomiedzy zawartoscia jo-
néw magnezu i fluoru. Stwierdzono, ze wysokiej zawartosci
fluorkéw w szkliwie zgbow dzieci, mieszkajacych w strefie
skazenia atmosfery zwigzkami fluoru, towarzyszy wzrost
stezenia jonow wapnia, magnezu i fosforu [23]. Dtugolet-
nim narazeniem na dzialanie zwigzkéw fluoru w wyniku
zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego mozna by wiec
wyttumaczy¢ nie tylko podwyzszony poziom fluorkow
w szkliwie, ale rowniez wigksze stezenie jonow magnezu
i fosforu u badanych kobiet. Zblizone wyniki biopsji szkliwa
uzyskali Schamschula i wsp. [10], ktorzy badajac szkliwo
dzieci 7-9-letnich réwniez zaobserwowali zwigzek pomie-
dzy stezeniem fluorkoéw w szkliwie a glgbokoscia trawie-
nia. Szkliwo dzieci ma wigksza podatnos¢ na trawienie niz
szkliwo dorostych, co jest zwigzane z jego posteruptywnym
dojrzewaniem, stad wynikaja niewielkie roznice pomiedzy
wynikami badan wtasnych oraz Schamschula i wsp. [10].

Gorszy stan uzebienia, wyrazony wyzszg liczbg PUWp,
korelowat z wickszg zawarto$cig joné6w magnezu w po-
wierzchniowej warstwie szkliwa i jonéw fosforu w war-
stwie podpowierzchniowej. Nie zaobserwowano zaleznosci
pomiedzy wysyceniem szkliwa fluorkami a stanem zgbow.
Niektore badania rowniez nie potwierdzity istnienia kore-
lacji migdzy zawarto$cig fluorkéw w szkliwie a prochnica
zebow [24, 25]. Probki szkliwa do analizy biochemicznej
pobierane sg ze zdrowych powierzchni siekaczy i zawar-
tos¢ fluorkéw w tych proébkach moze nie odzwierciedlaé
stezenia fluorkow w szkliwie zebéw podatnych na proch-
nice. W zwiazku z wieloczynnikowa etiologia prochnicy,
trudno jest wykazaé bezposredni zwiazek pomig¢dzy skta-
dem mineralnym szkliwa a stanem zebow. Nie stwierdzono
rowniez korelacji pomiedzy PUWp a glebokos$cig biopsji.
Brown i wsp. [7] uwazaja, ze szkliwo, ktore szybciej sie
rozpuszcza, nie zawsze jest bardziej podatne na prochnice,
zwlaszcza w badaniach in vivo.

‘Whioski

1. Glegbokos$¢ biopsji powierzchniowej i podpowierzch-
niowej warstwy szkliwa maleje ze wzrostem stezenia jonow
fluorkowych i magnezu.

2. Na calkowitg gltebokos¢ biopsji wickszy wptyw ma
zawarto$¢ powyzszych jonow w warstwie podpowierzch-
niowej szkliwa niz w warstwie powierzchniowe;.

3. Wzrostowi stezenia fluorkow w szkliwie towarzyszy
wysoka koncentracja jondéw magnezu.

4. Brak jest jednoznacznego zwigzku pomiedzy skta-
dem mineralnym szkliwa a prochnicg zgbow.
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Summary

Purpose: The aim of this work was to determine the ef-
fect of sodium fluoride at a dose of 4.9 mg/kg b.w./24 h and
caffeine at a dose of 3 mg/kg b:w./24 h on the concentration of
fluoride in serum and its content in teeth and bones of rats.

Material and methods: The study was done in 18 male
Sprague—Dawley rats.

Conclusions: A negative effect of caffeine administered
concurrently with sodium fluoride on teeth and bones of
rats was demonstrated as reflected by a tendency to in-
creased content of fluoride in bones and decreased content
in teeth.

Key words: fluoride — caffeine — serum — teeth — bones
— rats.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byto zbadanie wplywu fluorku
sodu w dawce 4,9 mg/kg m.c./dobe 1 kofeiny w dawce 3
mg/kg m.c./dobg na stezenie fluorkow w surowicy krwi
iich zawarto$¢ w zebach i ko$ciach szczurdw.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono na 18
samcach rasy Sprague—Dawley.

Whioski: Wykazano niekorzystny wplyw kofeiny po-
dawanej tacznie z fluorkiem sodu na kosci i zgby badanych
zwierzat, wyrazajacy si¢ tendencja do nasilania kumulacji
fluorkoéw w kosciach i zmniejszania ich zawartosci w ze-
bach.

Hasta: fluorki — kofeina — surowica — zgby — kos$ci
— szczury.

Wstep

U ludzi i zwierzat laboratoryjnych ok. 99% catkowi-
tej puli fluoru ulega zdeponowaniu w tkankach twardych:
kosciach i1 zgbach. Pozostala czg$¢ wystepuje w osoczu
i tkankach miekkich.

Zawartos¢ fluorkow w kosciach, bedaca odzwiercie-
dleniem indywidualnej ekspozycji na fluorki, jest zmienna
1 zalezna od wieku, pici i typu kosci [1]. Wystepuje takze
zroéznicowanie zwigzane z niejednorodng strukturg samej
kosci (ko$¢ zbita 1 beleczkowa). Zwigkszone wchtanianie
fluorkéw przez dtuzszy czas (ekspozycja przewlekta) moze
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prowadzi¢ do fluorozy szkieletu, tj. patologicznego for-
mowania kos$ci. Jej poczatki bywaja bezobjawowe 1 mogg
by¢ wykrywane jedynie w badaniach radiologicznych, jako
zwigkszenie gestosci kosci, najczesciej kregostupa i mied-
nicy. Badania bioptatow tkanki kostnej ujawnity zmiany
histopatologiczne juz ponizej 2 g F/kg kosci. Zmiany ta-
kie, zwiazane z relatywnie niskimi zawarto$ciami fluorkow
w kosciach, moga by¢ spowodowane dlugotrwata ekspozycja
na zwiazki fluoru [2].

Innym przejawem toksycznego dziatania fluorkow na
ludzi i zwierzeta jest fluoroza zgbowa [3]. Obserwowane
w tym przypadku zmiany na powierzchni szkliwa wyste-
puja czesciej w wyniku dtugotrwatej ekspozycji na fluor.
Istnieje klika koncepcji na temat przyczyn powstawania
fluorozy uzgbienia. Jedna z nich moéwi o uszkodzeniu przez
fluorki komorek szkliwotworczych (ameloblastow), inna
o0 opdznieniu ksztaltowania si¢ szkliwa, jego mineralizacji
1 zaktdceniu wzrostu krysztalow. Poza tym, uszkodzeniu
ulega¢ moze mechanizm regulujacy rownowage wapnio-
wa [2].

Dotychczas ukazaty si¢ liczne publikacje dotyczace ba-
dan zawartosci fluorkéw w kosciach i zgbach w warunkach
narazenia na zwigzki fluoru. Wiadomo jednak, iz ekspozycja
izolowana, tatwa do przeprowadzenia w warunkach ekspe-
rymentalnych, ma miejsce rzadko w warunkach narazenia
srodowiskowego. Dlatego niezmiernie waznym nurtem ba-
dan nad wptywem fluoru na funkcjonowanie organizméw
jest poszukiwanie ewentualnych interakcji z innymi sub-
stancjami. Mogg one bowiem zaroéwno zwigksza¢ (syner-
gizm), jak 1 zmniejszaé (antagonizm) efekty oddzialywania
fluoru, co oczywiscie nie pozostaje bez konsekwencji, tak
korzystnych, jak i niekorzystnych.

Celem badan bylo zbadanie wptywu kofeiny, istotnego
sktadnika diety, podawanej szczurom w wodzie pitnej jed-
noczesnie z roztworem fluorku sodu, na stezenie fluorkow
w surowicy krwi 1 ich zawarto$¢ w zebach 1 koSciach.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 18 szczurach, 4,5-mie-
sigcznych samcach rasy Sprague—Dawley, pochodzacych
z Centralnej Zwierzetarni Do$wiadczalnej Slaskiej Akade-
mii Medycznej w Katowicach. Zwierzeta podzielono na 3
rowne grupy. Podczas eksperymentu miaty one swobodny
dostep do standardowej paszy i wody. Zachowano im na-
turalny cykl dzienno-nocny.

Szczury w grupie I (kontrolnej) spozywaty wodg de-
stylowana. Grupa II otrzymywata w wodzie pitnej fluorek
sodu w dawce 4,9 mg F/kg m.c./dobe. Grupa III pojona
byta wodg z takg samg dawka fluorkéw oraz 3 mg kofeiny/
kg m.c./dobe. Do$wiadczenie kontynuowano przez 50 dni.
Nastepnie zwierzeta usypiano tiopentalem w dawce 30 mg/
szczura. W celu przeprowadzenia pomiaréw pobierano krew,
kos$ci udowe i siekacze. W badanym materiale oznaczano
zawarto$¢ fluorkow metoda potencjometryczng, przy uzyciu

jonoselektywnej elektrody fluorkowej Orion 96-09 (USA).
Wyniki badan wyrazono w postaci $rednich arytmetycz-
nych i odchylen standardowych. W celu poréwnania réznic
pomigdzy grupami zastosowano test U Manna—Whitneya.
Za znamienne statystycznie przyj¢to rdznice na poziomie
p < 0,05. Analize statystyczng przeprowadzono przy wy-
korzystaniu programu Statistica PL.

Wyniki

Wyniki badan przedstawiono w tabelach 1-3.
Stezenie fluorkow w surowicy zwierzat pojonych woda
z NaF lub NaF i kofeing byto 1,5 razy wigksze (p < 0,004)
w poréwnaniu z kontrolg (tab. 1). Nie stwierdzono znamien-
nych réznic pomigdzy obiema grupami badanymi.
Tabelal. Stezenie fluorkéw w surowicy krwi szczurow

Table 1. Fluoride concentrations in rat serum

Stezenie fluorkow (ppm)
Fluoride concentration (ppm)
Znamienno$¢
G ) . réznicy
rupa Srednia Odchylenie w stosunku do
Group standardowe .
arytmetyczna kontroli
. : Standard -
Arithmetic mean . Significance of
deviation ;
difference vs
control
I 0,14 +0,02 -
I 0,21 + 0,04 p <0,004
I 0,21 +0,03 p < 0,004

Zawartos¢ fluorkow w zgbach szczurow grupy 11 wzro-
sta 9 razy (p < 0,004), a w grupie III 8,4 razy (p < 0,004)
w stosunku do kontroli (tab. 2). Takze w tym przypadku
roéznice pomig¢dzy grupami badanymi nie wykazaty zna-

miennosci statystyczne;.

Tabela?2. Zawartos¢ fluorkow w zebach szczurow

Table?2. Fluoride content in rat teeth

Zawarto$¢ fluorkow (ppm)
Fluoride content (ppm)
Znamienno$¢
G ] . . roznicy
rupa Srednia Odchylenie w stosunku do
Group standardowe .
arytmetyczna kontroli
. : Standard .
Arithmetic mean . Significance of
deviation ;
difference vs
control
I 115,3 + 18,34 -
11 1043,5 + 136,58 p <0,004
11 970,4 + 130,99 p <0,004

Zawarto$¢ fluorkow w kosciach szczuréw z grupy
otrzymujacej wylacznie NaF wzrosta 5,4 razy w stosunku
do kontroli (p < 0,004). Identyczng znamiennos$¢ staty-
styczng rdznicy zawarto$ci fluorkéw w kosciach wykazano
pomiedzy grupa otrzymujaca tacznie NaF i kofeing a grupg
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kontrolng (wzrost 5,6 razy). Obie grupy badane (II i III) nie
roznity si¢ miedzy sobg istotnie (tab. 3).

Tabela3. Zawartosé fluorkéow w kosciach szczurow

Table 3. Fluoride content in rat bones

Zawarto$¢ fluorkow (ppm)
Fluoride content (ppm)
Znamienno$¢
. roznicy
Grupa Srednia Odchylenie w stosunku do
Group standardowe .
arytmetyczna kontroli
. : Standard .
Arithmetic mean .. Significance of
deviation ;
difference vs
control
1 184,3 + 22,20 —
11 995,3 + 96,18 p < 0,004
111 1032,2 + 119,79 p <0,004
Dyskusja

W 1994 1. Chen 1 Whitford wykazali, iz kofeina zwigksza
stezenie jonow fluorkowych w osoczu krwi szczuréw [4].
Badania wtasne nie potwierdzity tej obserwacji, bowiem
grupy eksponowane wytacznie na fluorki lub na fluorki
i kofeine jednoczesénie charakteryzowaty si¢ identycznymi
stezeniami F- w surowicy. W zwiazku z tym, iz kofeina ma
wlasciwosci moczopedne, nalezatoby si¢ spodziewac raczej
spadku stezenia fluorkéw w surowicy niz jego wzrostu. Jed-
nak ze wzgledu na to, iz eksperyment trwat 50 dni mogty sie
W tym czasie wytworzy¢ mechanizmy, ktére ustabilizowaty
poziom fluorkow w krazeniu badanych zwierzat. Jednym
z nich byta niewatpliwie inkorporacja jonow fluorkowych
do struktur tkanek twardych i znaczny wzrost ich zawarto-
$ci, odnotowany zaro6wno w zebach (tab. 2), jak i kosciach
(tab. 3). Nalezy przy tym pamigtaé, iz jakkolwiek fluorki
pobierane z krwi ulegajg znaczacej kumulacji w tkankach
twardych, to jednak nie wyklucza to ich uwalniania do
osocza, zwlaszcza ze struktur kostnych. W warunkach eks-
pozycji przewaza oczywiscie ten pierwszy proces, ale oba
odpowiadajg za stabilizacje stezenia fluorkdw w osoczu.

Ilich i Kerstetter donosza, iz takie sktadniki diety, jak
biatko, magnez, cynk, miedz, zelazo, fluorki czy witaminy
D, A, C i K sprzyjajg prawidtowemu metabolizmowi ko-
$ci, podczas gdy inne, np. kofeina, alkohol i fitoestrogeny,
zaburzajg ten metabolizm [5]. Podobng opini¢ wyrazaja
Miggiano i Gagliardi, zalecajac ograniczenie spozywania
etanolu i kofeiny [6].

Chen 1 Whitford, w badaniach nad wplywem kofeiny na
metabolizm fluorkéw, wapnia i fosforu u szczuréw, wykazali
jego brak w odniesieniu do wielkosci diurezy 1 homeostazy
fluorkéw w szkliwie [7]. Jedynie przy zastosowaniu naj-
wigkszej dawki kofeiny (100 mg/kg m.c./dob¢) odnotowano
jej destrukcyjne dziatanie na kosci. Wiadomo od dawna,
iz ekspozycja na zbyt wysokie dawki fluorkow wywotuje
wzrost ich zawartos$ci w kosciach 1 zebach [3, 8, 9, 10, 11].

Dlatego przyjmowanie duzych ilo$ci kofeiny w warunkach
nadmiernej podazy fluorkéw moze potegowac efekt ich
kumulacji i sprzyja¢ rozwojowi fluorozy.

W badaniach whasnych zastosowano optymalne dawki
kofeiny, ktore dla ludzi mieszczg si¢ w granicach 3—6 mg/kg
m.c./dobe [12]. Zapewne dlatego nie zaobserwowano zna-
miennego efektu potencjalizacji dzialania kofeiny wobec
fluorkdow w badanych tkankach twardych. Dato si¢ jednak
zauwazy¢ pewng tendencj¢ do obnizania zawarto$ci flu-
orkéw w zebach 1 ich podwyzszania w kosciach w grupie
zwierzat otrzymujacych kofeing i fluorki facznie (tab. 2 1 3).
Obserwacja ta wydaje si¢ potwierdza¢ wyniki badan innych
autoréw, ktorzy zwroécili uwage na niekorzystny wptyw
kofeiny majacej sprzyja¢ wzbogacaniu we fluorki struktur
kostnych kosztem ich zawarto$ci w uzgbieniu [5, 6]. Oba
kierunki dziatania sg niekorzystne. Jony fluorkowe, ktore
docierajg do tkanki kostnej podstawiajg grupy hydroksylowe
w strukturze hydroksyapatytow. Powstaty w ten sposob
fluorohydroksyapatyt, a tym bardziej fluoroapatyt charak-
teryzuje si¢ zmniejszong aktywnoscig metaboliczng [13].
Stad ewentualne nasilanie tego procesu przez kofeing moze
skutkowac poglebionymi zaburzeniami metabolizmu kosci.
Z drugiej strony, dojrzewanie szkliwa i jego mineralizacja
zalezy od prawidtowego bilansu magnezowo-fluorkowego
1 oddziatywania obu pierwiastkow na aktywno$¢ fosfataz
zasadowych, katalizujacych z kolei reakcje powstawania
prawidtowych krysztalow hydroksyapatytow [14]. Nie moz-
na wykluczy¢, iz poprzez obnizanie zawartosci fluorkow
kofeina zaburza bilans magnezowo-fluorkowy w szkliwie.
Wykazywataby wtedy jednoznacznie destrukcyjne dziatanie
w odniesieniu do tej tkanki.

Kofeina jest nie tylko sktadnikiem tak popularnych
i powszechnie uzywanych napojow jak kawa, herbata czy
coca-cola. Wystepuje takze w istotnych ilo§ciach w modnych
obecnie ptynach energetyzujacych. W tej sytuacji celowe
jest zwrdcenie uwagi na jej niekorzystne oddzialywanie
wobec tkanek twardych, odpowiedzialnych w duzej mierze
za jakos$¢ naszego zycia.

‘Whioski

1. Kofeina nie wywiera wptywu na stezenie fluorkow
w surowicy krwi szczuréw eksponowanych na fluorek sodu
w wodzie pitne;.

2. Kofeina sprzyja wzbogacaniu kosci we fluorki przy
jednoczesnym ograniczaniu ich kumulacji w tkankach z¢ba
SZczurow.

3. Wobec wptywu kofeiny na tkanki twarde, celowym
wydaje si¢ ograniczanie jej spozycia.
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Summary

Purpose: Studies were carried out in 1995-2005 in the
Warta oxbow lake at Lubon on the accumulation of fluorine
by abiotic and biotic elements of this water ecosystem.

Material: The reservoir had been polluted for several
decades with fluorine compounds as by-products from a plant
producing phosphate fertilizers. We present the results on
the accumulation of fluorine by filiform algae (Chlorophyta)
agglomerations. Fluorine content ranged on the average
from 433 to 608 mgF/kg dry mass.

Result: Studies carried out so far demonstrate that the
greatest amount of fluorine accumulated in phytoplank-
ton.

Key words: Warta oxbow lake — filiform alge (Chlo-
rophyta) — fluorine accumulation.

Streszczenie

Wstep: W latach 1995-2005 w starorzeczu w Luboniu
prowadzono badania nad kumulacja fluoru w abiotycznych
1 biotycznych elementach tego ekosystemu wodnego.

Materiat: Badany zbiornik od kilkudziesigciu lat za-
nieczyszczany jest zwigzkami fluoru, jako substancjami
ubocznymi z produkcji nawozéw fosforowych. Praca przed-
stawia wyniki badan nad kumulacja fluoru w matach glonow

nitkowatych. Zawarto$¢ fluoru wahata si¢ $rednio od 433
do 608 mgF/kg suchej masy.

Wynik: Jak wynika z dotychczasowych badan najwigk-
sza ilo$¢ fluoru skumulowana zostata w fitoplanktonie.

Hasta: starorzecze — zielenice nitkowate — kumulacja
fluoru.

Wstep

Gwaltowny rozwoj przemystu w XX wieku spowodo-
wat, ze st¢zenie fluoru w naturalnym srodowisku znacznie
przekroczylto jego naturalng koncentracje. Szczegolnie na-
razone sg obszary potozone blisko zaktadéw emitujacych
zwiazki fluoru, z takich gatezi przemystu jak: huty alumi-
nium, huty metali kolorowych i zelaza, fabryki nawozow
fosforowych 1 wyrobow ceramicznych.

Bioindykatory kumulacji fluoru w poszczegoélnych ele-
mentach tancucha troficznego sg jednym z waznych para-
metrow obrazujacych zmiany biogeochemiczne zachodzace
w srodowisku przyrodniczym. Fluor poprzez swojg wysoka
aktywno$¢ chemiczng moze stanowi¢ zagrozenie dla bioce-
noz zarowno ekosystemow ladowych, jak i wodnych.

W Akademii Rolniczej w Poznaniu prowadzone sa od
dziesigciu lat badania w starorzeczu rzeki Warty, ktore pod-
lega od dtuzszego czasu wptywowi Zaktadow Chemicznych
w Luboniu, produkujacych nawozy fosforowe. Dotychczaso-
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we badania wykazaty znacznie podwyzszone stezenia fluoru
w wodzie i osadach dennych starorzecza [1, 2, 3]. Badany
zbiornik stat si¢ studium eksperymentalnym, w ktérym
przesledzono zawarto$¢ fluoru nie tylko w abiotycznych
elementach tego ekosystemu, ale takze w ro$linno$ci oraz
w rybach [4, 5].

Celem prezentowanych w pracy badan byto okreslenie
kumulacji fluoru w matach glonow nitkowatych, rozwijaja-
cych si¢ masowo w poszczegdlnych czesciach zbiornika.

Material i metody

Starorzecze Warty w Luboniu jest zbiornikiem nieprze-
ptywowym, a potaczenie z rzeka nastepuje tylko wtedy, gdy
wystapi w niej wielka woda, co zdarza si¢ raz na kilkadzie-
sigt lat. Dlatego tez zgodnie z nomenklaturg hydrologiczna
nalezy zaliczy¢ ten zbiornik do tzw. jezior rzecznych [6].
Szczegotowa charakterystyke morfometryczno-hydrologicz-
ng zbiornika przedstawiono we wczesniejszych publikacjach
[1, 2]. Starorzecze ma ksztalt wydtuzony (dt. maks. 900 m,
szer. maks. 120 m), o glebokosci $redniej 2,5 m 1 kubaturze
150 000 m? (ryc. 1).
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Ryc. 1. Usytuowanie starorzecza rzeki Warty w Luboniu

Fig. 1. Location of the Warta oxbow lake at Lubon

Proby glonow nitkowatych pobierano wzdtuz zachod-
niego i wschodniego brzegu oraz ze srodkowej cze¢sci zbior-
nika, nastepnie przewozono do laboratorium i suszono na
powietrzu oraz rownolegle w suszarce do absolutnie suchej
masy w 105°C. Z kazdej probki pobierano 10 g powietrznie
suchego materiatu biologicznego, ktéry homogenizowano
1 mineralizowano z dodatkiem CaO w piecu muflowym,
zgodnie z metoda Halla [7]. Spopielony materiat przeno-
szono ilo§ciowo do kolby destylacyjnej i w obecnosci 57%
H,SO,i Ag,SO, poddawano wielokrotnej destylacji z parg
wodng. Zawartos$¢ fluorkéw mierzono potencjometrycznie

przy zastosowaniu fluorkowej elektrody jonoselektywnej
na aparacie Orion 720.

Dyskusja i wyniki

Uzyskane wyniki badan przedstawiono na rycinie 2.
Najmniejszg kumulacje¢ fluoru zanotowano w matach glonow
nitkowatych pobranych ze Srodkowej czgéci, a najwyzsza
— z zachodniego brzegu zbiornika. Maty glonoéw nitkowatych
w catym okresie badawczym kumulowaly w zbiorniku od
329 mgF/kg do 710 mgF/kg w przeliczeniu na suchg masg
materiatu biologicznego.
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Ryc. 2. Zawarto$¢ fluoru w matach glonow nitkowatych (Chlorophyta)
w starorzeczu Warty w Luboniu w mg F/kg s.m.

Fig. 2. Fluorine content in filiform algae (Chlorophyta) agglomerations
(mg F/kg d.w.) in the Warta oxbow lake at Lubon

W literaturze $wiatowej brak szczegotowych badan nad
kumulacjg fluoru w ro$linnosci i planktonie przy tak wy-
sokich stezeniach fluorkow w wodzie. Zawartos¢ fluorkéw
w starorzeczu w latach 1978—1984 wahata si¢ od 16,7 do 75,0
mgF/L [8, 9]. Prowadzone od 1995 r. systematyczne badania
wykazaty, Ze st¢zenie fluorkow w wodzie wzrasta w okresie
letnim nawet do warto$ci powyzej 6 mgF/L [10]. Jak wynika
z dotychczasowych badan, najwyzsza kumulacje fluoru stwier-
dzono w fitoplanktonie — $rednio 2263 mgF/kg s.m., natomiast
w hydromakrofitach od 778 do 1166 mgF/kg s.m. [4].
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Summary

Purpose: The aim of the study was to determine salivary
fluoride concentrations after tooth-brushing with fluoride
toothpastes with and without rinsing of oral cavity.

Material and methods: Fluoride levels in the super-
natant of unstimulated mixed saliva were measured after
tooth-brushing with Elmex (amine fluoride, 0.125% F) and
Meridol (amine fluoride, stannous(1I) fluoride, 0.14% F)
toothpaste with and without rinsing. Fluoride concentration
was measured using a fluoride ion-specific electrode (Orion
96 09BN) connected to a CPI-551 computer. The study was
done in 120 subjects from whom salivary samples were
taken before and after 15 and 30 min. from tooth-brushing
with and without rinsing.

Results: Fluoride levels in saliva correlated with time
from tooth-brushing and with oral cavity rinsing. Tooth-
brushing with rinsing led to similar increase/decrease in
fluoride level in saliva for both toothpastes. The use of
toothpaste without rinsing vs rinsing produced a two-fold
increase in the level of salivary fluoride in the case of Elmex
and a three-fold increase in the case of Meridol toothpaste.
Fluoride content in saliva 30 minutes after brushing was
higher than baseline.

Conclusion: Significantly higher fluoride levels in sa-
liva after tooth-brushing with fluoride toothpastes were
noted when tooth-brushing was not followed by oral cavi-
ty rinsing.

Key words: fluoride toothpaste — tooth-brushing — fluo-
ride — saliva.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byto porownanie st¢zenia fluoru
w §linie po szczotkowaniu z¢bow pastami fluorkowymi
z ptukaniem i bez ptukania jamy ustnej wodg.

Materiat i metody: Oceniono poziom fluoru w superna-
tancie niestymulowanej §liny mieszanej po szczotkowaniu
zebow pastami Elmex (aminofluorek, 0,125% F) 1 Meridol
(aminofluorek, fluorek cyny(Il), 0,14% F) z ptukaniem i bez
ptukania jamy ustnej woda. Stgzenie fluoru oznaczano za
pomoca jonowoselektywnej elektrody (Orion 96 09BN)
polaczonej z mikrokomputerem CPI-551. Badaniem obje-
to 120 o0sdb, u ktorych probki $liny pobierano trzykrotnie
(przed oraz po uptywie 15 1 30 minut od szczotkowania
zebow dang pastg z nastgpowym plukaniem jamy ustnej
woda lub bez ptukania.

Wyniki: Wykazano istotny statystycznie zwigzek
miedzy poziomem fluoru w §linie a uplywem czasu od
szczotkowania zebow oraz ptukaniem jamy ustnej. Szczot-
kowanie z¢bdw z ptukaniem obydwiema pastami powo-
dowato podobne wzrosty/spadki poziomu fluoru w $linie
w poszczegdlnych pomiarach. Natomiast uzycie pasty bez
ptukania, w odniesieniu do ptukania jamy ustnej woda,
powodowato w przypadku pasty Elmex okoto dwukrotny,
a w przypadku pasty Meridol okoto trzykrotny wzrost ste-
zenia fluoru w §linie. Po uptywie 30 minut od szczotkowa-
nia stezenie fluoru w $linie przewyzszato poziom stgzenia
wyj$ciowego.

Whniosek: Istotnie wyzsze poziomy fluoru w §linie wyste-
puja po szczotkowaniu zgbow pasta fluorkowa bez ptukania
jamy ustnej woda.
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Hasta: fluorkowe pasty do zgboéw — szczotkowanie zebow
— fluorki — $lina.

Wstep

Ochronng role fluoru wobec prochnicy zgbow, bedacej
chorobg spoteczng, odkryto w latach 30. XX wieku w zwigz-
ku z naturalng zawarto$cia fluoru w wodzie pitne;j [1, 2]. Od
tego czasu rozpoczeto badania nad efektywnoscig kariosta-
tycznego oddziatywania fluoru dostarczanego do organizmu
systemowo za posrednictwem sztucznie fluorkowanej wody,
tabletek/kropli, mleka lub soli albo miejscowo poprzez flu-
orkowane pasty do zebow, ptukanki, roztwory, zele, lakiery,
nici dentystyczne, wykataczki oraz materiaty do wypehien,
uwalniajace jony fluorkowe. Znaczaca rolg w wystepujacej
w wielu krajach redukcji choroby prochnicowej przypisuje
si¢ powszechnie i systematycznie stosowanym pastom do
z¢bow zawierajacym fluorki. Stosowanie ich jest najprostsza
formg kontroli prochnicy u os6b w kazdym wieku i zapewnia
faczny efekt utatwiania mechanicznego usuwania prochni-
cotworczej ptytki nazgbnej z dostarczaniem fluorkéw do
interfazy §lina/ptytka/twarde tkanki zeba. Efektywnos¢
dziatania past fluorkowych jest dobrze udokumentowana
[1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11]. W $rodowisku jamy ustnej
jony fluorkowe kontrolujg rozwoj prochnicy poprzez trzy
mechanizmy: hamowanie demineralizacji, wzmozenie re-
mineralizacji oraz obnizanie wzrostu i metabolizmu bakterii
prochnicotworczych. Dostarczane do srodowiska jamy ustnej
poprzez pasty do zebow niskie stezenia jonow fluorkowych
wywierajg dzialanie za posrednictwem dwoch pierwszych
mechanizméw. Ich dziatanie kariostatyczne wynika z reten-
cji w plytce 1 $linie powodujacej modyfikacje rownowagi
procesow demineralizacji i remineralizacji [12, 13]. Badacze
sugeruja, ze w §linie juz st¢zenie fluoru powyzej wartosci
0,03 ppm przyspiesza proces remineralizacji [14].

Do past dodawane sg zwigzki fluoru nieorganiczne (flu-
orek sodu — NaF, fluorek cyny(II) — SnF, monofluorofosfo-
ran sodu — Na,PO F) i organiczne (aminofluorki). Wedtug
zalecen Komisji Europejskiej z 1977 r. [3] zawartos¢ fluoru
w pastach do z¢béw do codziennego uzytku nie powinna
przekraczaé 1500 ppm. Dodawany do pasty fluorek sodu ta-
two ulega dysocjacji i powstaje aktywna, zjonizowana postaé
fluoru (F). Natomiast zwigzany kowalencyjnie w czasteczce
monofluorofosforanu sodu jon fluorkowy uwalniany jest
w wyniku hydrolizy przez bakteryjng niespecyficzng fos-
fatazg, co nastepuje przy kontakcie z ptynami jamy ustnej,
przed dyfuzja do plytki. Fluorek cyny(II), oprocz uwalniania
jonéw fluorkowych, dziata dodatkowo bakteriostatycznie ze
wzgledu na jony cyny, ale przebarwiajg one zeby w wyniku
tworzenia tlenku tego metalu oraz powoduja odczucie $cia-
gania tkanek miekkich [12, 15]. Aminofluorki facza dziatanie
przeciwprochnicowe fluoru z surfaktacyjnymi wiasciwoscia-
mi dtugich tancuchow alifatycznych amin i tworzac rezer-
wuar fluoru na szkliwie utatwiaja jego wnikanie. Wykazuja
takze dziatanie antybakteryjne [16].

W wielu badaniach oceniano retencj¢ fluoru w jamie
ustnej po miejscowym zastosowaniu preparatow fluorko-
wych (pasty, zele, ptukanki). Wykazano zwigzek migdzy
poziomem fluoru w jamie ustnej a jego zawartoscig w pa-
scie do zebow [17], a takze wzrost stezenia w §linie wraz
ze wzrostem stezenia fluoru w preparacie [18]. Oceniajac
poziomy fluoru w wydzielinie z przewodow gruczotowych
Slinianek, $linie catkowitej i ptytce, zauwazono, ze metoda
1 czas aplikacji oraz st¢zenie fluoru w preparacie znamiennie
wplywaja na poziom fluoru w jamie ustnej [10].

Celem pracy byto poréwnanie poziomu fluoru w $linie
po szczotkowaniu zeboéw wybranymi pastami fluorkowymi
z ptukaniem i bez ptukania jamy ustnej wodg po oczysz-
czaniu.

Material i metody

Badania przeprowadzono u 120 osdb, ochotnikéw obojga
ptci, w wieku 21-35 lat, o podobnych nawykach higienicz-
nych i zywieniowych. Szczotkowali oni z¢by pod nadzo-
rem dwiema pastami do zebow: Elmex (grupa 1, n = 60)
i Meridol (grupa 2, n = 60) przez okres | minuty z uzyciem
pasma pasty dtugosci 1 cm, a po zabiegu ptukali jame ustng
40 mL wody destylowanej (podgrupy la i 2a, liczace po
30 0s6b) Iub nie ptukali, a tylko wypluwali resztki pasty
(podgrupy 1b i 2b po 30 0séb). Zrédtem fluoru w pascie do
z¢bow Elmex jest aminofluorek o nazwie handlowe;j olaflur
— bis(hydroksyetylo)-aminopropylo-N-hydroksyetylo-okta-
decylamino-dwuhydrofluorek sodu w ilosci odpowiadajacej
0,125% F (1250 ppm). Natomiast pasta Meridol, oprocz
aminofluorku (olaflur), zawiera fluorek cyny(II) w ilosciach
odpowiadajacych 0,14% F (1400 ppm). Dane o zawartos$ci
fluorkéw w pastach pochodzg od producenta.

Niestymulowang $ling¢ mieszang (deponowanie $liny
do probowki) pobierano trzykrotnie: przed szczotkowa-
niem — badanie 0, po uptywie 15 min — badanie I i 30 min
od szczotkowania — badanie II. Pacjenci w czasie trwania
badania nie spozywali zadnych pokarméw ani napojow,
a przed oceng byli proszeni o pozostanie na czczo i nie
szczotkowanie zgbow w domu. Pobrane probki §liny mie-
szanej wirowano przez 15 min przy 3900 obr./min i w otrzy-
manym supernatancie oznaczano poziom fluoru za pomoca
jonowoselektywnej elektrody (Orion 9609 BN) potaczonej
z mikrokomputerem CPI-551. Ogétem oznaczenia fluoru
wykonano w 460 probkach $liny.

W analizie statystycznej danych zastosowano test Wil-
coxona lub test par U Manna—Whitneya. Za istotne staty-
stycznie przyjeto roznice na poziomie p < 0,05.

Wyniki

W analizie danych nie uwzgledniano pici badanych,
gdyz nie wykazano roéznic w poziomie fluoru w §linie po-
mig¢dzy kobietami i m¢zczyznami. Sredni wyj$ciowy po-
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Tabelal. Poziom fluoru w $linie po szczotkowaniu zebow
badanymi pastami

Table 1. Level of fluoride in saliva following tooth-brushing

Parametry Badanie 0 Badanie [ Badanie I1
Parameters Measurement 0 | Measurement I | Measurement I1
x+ SD x+ SD x+ SD

Grupa 1 / Group 1
Podgrupa la 0,25+0,15 0,59+ 0,33 3 0,36 +0,19
Subgroup la Z ~ —
Podgrupa 1b 0,26 +0,11 1,01 £0,46 _ 0,48 £ 0,26
Subgroup 1b < =
Grupa 2 / Group 2
Podgrupa 2a 0,27 0,11 0,58 £0,26 0,38 +0,15
Subgroup 2a = = = 1
Podgrupa2b | 0,19+0,08 7| 1,27+065J| 0,50+0,25]
Subgroup 2b < ~ = ~

Istotnos$¢ roznic / Statistical significance:
) p<0,05 —p<0,0l; “—p<0,001
Podgrupy la i 2a — ptukanie jamy ustnej woda po szczotkowaniu

Subgroup 1a and 2a — tooth-brushing with rinsing
Podgrupy 1b i 2b — brak ptukania jamy ustnej woda po szczotkowaniu

Subgroup 1b and 2b — tooth-brushing without rinsing

Tabela 2. Przyrosty/spadki stezenia fluoru w $linie miedzy
pomiarami

Table 2. Increase/decrease in salivary fluoride concentration
between measurements

Badanie I vs 0 | Badanie Il vs I | Badanie II vs 0
Parametry | Measurement | Measurement | Measurement
Parameters IvsO IMvsl Mvs0
x £+ SD x+ SD x £+ SD
Grupa 1 / Group 1
Podgrupala g3, 0257 023020 |0,11+0,11)
Subgroup la
Podgrupa 11 75, 045 JN 0532033~ |022+022)
Subgroup 1b
Grupa 2 / Group 2
Podgrupa2a 1o 5, . o197 | 0,11+ 0,10 0,10+ 0,107
Subgroup 2a
Podgrupa 2b J
Subgroup 2b 1,08 0,64 | ) 10,77 0,53 0,31+0,24 |

Istotno$¢ réznic / Statistical significance: —p <0,05; «p <0,01
Podgrupy la i 2a — ptukanie jamy ustnej woda po szczotkowaniu
Subgroup la and 2a — tooth-brushing with rinsing

Podgrupy 1b i 2b — brak ptukania jamy ustnej woda po szczotkowaniu
Subgroup 1b and 2b — tooth-brushing without rinsing

ziom fluoru w §linie dla wszystkich grup badanych wahat
si¢ 0,19-0,27 ppm. Roznit si¢ on istotnie (p < 0,05) tylko
pomigdzy podgrupami grupy 2a i 2b, stosujacymi paste
Meridol. W tabeli 1 i narycinie 1 zestawiono dane uzyska-
ne dla wszystkich podgrup badanych. Po uptywie 15 min
od szczotkowania zeboéw obydwiema pastami, niezaleznie
od ptukania jamy ustnej, zanotowano istotny (p < 0,001)
wzrost stezenia fluoru w §linie w poréwnaniu z poziomem
wyjsciowym (badanie 0 vs I). Poziom ten po uptywie dal-
szych 15 min ulegat znamiennemu obnizeniu (p < 0,001),
ale nadal przewyzszat warto$¢ wyjsciowg (badanie I1 vs 0).
Po uptywie 30 min od szczotkowania w podgrupie la po-

ppm F
1,4

0,50
0,48

0,38
0,36

podgrupa 1a ————podgrupa 1b
0,2 4'0 19 subgroup 1a subgroup 1b
- = = =podgrupa2a —--—- podgrupa 2b
subgroup 2a subgroup 2b
0,0
Badanie 0 Badanie | Badanie Il
Measurement 0 Measurement | Measurement Il

Ryc. 1. Porownanie poziomu fluoru w $linie po szczotkowaniu zgbow
pastami z plukaniem i bez ptukania jamy ustnej woda po szczotkowaniu

Fig. 1. Concentrations of fluorine in saliva after tooth-brushing with or
without rinsing after tooth-brushing

ppm F
1,2

badanie 0 vs | badanie | vs Il badanie Il vs 0
measurement 0 vs | measurement | vs I measurement Il vs 0
& podgrupa 1a [ podgrupa 1b B podgrupa 2a B podgrupa 2b

subgroup 1a subgroup 1b subgroup 2a subgroup 2b

Ryc. 2. Srednie przyrosty/spadki stezenia fluoru w $linie miedzy kolejnymi
pomiarami

Fig. 2. Mean increase/decrease in fluorine concentration in saliva between
measurements

ziom fluoru w $linie byt wyzszy od wyjsciowego o 44%,
w podgrupie 1b o 85%, w podgrupie 2a o0 40%, a w pod-
grupie 2b o 163%.

Po szczotkowaniu z¢bow zarowno pasta Elmex, jak
1 Meridol z nastgpowym ptukaniem jamy ustnej wodg za-
uwazono podobne przyrosty/spadki poziomu fluoru w §li-
nie. Wynosity one w badaniu I vs 0 odpowiednio 0,34 ppm
10,31 ppm, w badaniu II vs I - 0,23 ppm i 0,20 ppm, a w ba-
daniu Il vs 0 — 0,11 ppm i 0,10 ppm (tab. 2, ryc. 2). Natomiast
przy braku ptukania jamy ustnej po szczotkowaniu, wyzsze
przyrosty/spadki poziomu fluoru zaobserwowano po zasto-
sowaniu pasty Meridol. Warto$ci te wynosity odpowiednio
w badaniu I vs 0 — 1,08 ppm i 0,75 ppm (r6znica istotna na
poziomie p < 0,01), w badaniu Il vs I - 0,53 ppm 1 0,77 ppm
(réznica o 31%), a w badaniu II vs 0 — 0,22 ppm i 0,31 ppm
(r6znica o0 29%). Szczotkowanie zgbow obydwiema pasta-
mi bez ptukania jamy ustnej powodowalo istotny wzrost
stezenia fluoru w §linie w poréwnaniu z ptukaniem jamy
ustnej woda po oczyszczeniu.
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Dyskusja

Jak wynika z literatury, determinantg efektu przeciw-
préchnicowego jest zawarto$¢ fluoru w pascie 1 jego bio-
dostepnos¢, uwarunkowana powstawaniem w §rodowisku
jamy ustnej jonu fluorkowego [2, 15]. Stwierdzono, ze przy
stezeniu w przedziale 1000—-1500 ppm, na kazdy wzrost
stezenia o 500 ppm zwigksza si¢ skutecznos¢ pasty o 6%.
W badaniu wlasnym zastosowanie past o zblizonym stgzeniu
fluoru (Elmex — 0,125% F i Meridol — 0,14% F) spowodowato
uzyskanie podobnych wzrostow/spadkow poziomu fluoru
w §linie po uptywie 15 1 30 min od szczotkowania zebow
jednakowsq ilo$cig pasty, przez taki sam okres czasu, z na-
stepowym ptukaniem jamy ustnej wodg (tab. 2). Ptukanie
okreslong iloscig wody polecano badanym ze wzglgdu na
powszechnie wystepujacy nawyk ptukania jamy ustnej wodg
po szczotkowaniu.

Jak oczekiwano, poziomy fluoru w $linie u 0s6b nie phu-
czacych jamy ustnej wodg po szczotkowaniu zgbow pasta
fluorkowa byty istotnie wyzsze niz u pluczacych. W przy-
padku uzycia pasty Elmex zaobserwowano okoto dwukrot-
nie, a przy uzyciu pasty Meridol okoto trzykrotnie wyzsze
przyrosty stgzenia fluoru w $linie migdzy poszczegdlnymi
okresami pomiarowymi (tab. 2). Wynika z tego, iz sposrod
parametrow charakteryzujacych sposob oczyszczania zebow
—iloé¢ uzywanej pasty, czas kontaktu pasty z zgbami podczas
oczyszczania — istotny jest sposob zakonczenia zabiegu (ptu-
kanie jamy ustnej woda, wypluwanie pasty bez ptukania).
Wykazano takze, iz ok. 22% uzytej pasty jest zatrzymywane
na szczotce [10]. Jame ustng plucze si¢ w sposob zrozni-
cowany — wodg z kubka lub naniesiong do garsci reki albo
szczoteczka zwilzong wodg. Stosowanie wickszej ilosci wody
(korzystanie z kubka) przyczynia si¢ do usuwania znaczniej-
szych ilosci fluorkow z rezerwuardéw jamy ustnej ze wzgledu
na gradient st¢zef, co zmniejsza dziatanie kariostatyczne.
Natomiast, gdy po zakonczeniu szczotkowania do jamy ustnej,
zawierajacej mieszaning nieusunigtej pasty fluorkowej ze
$ling, wprowadza si¢ niewielkg ilo§ci wody 1 przetrzymuje
przez pewien czas, wowczas uzyskuje si¢ efekt dziatania
ptukanki i zwigkszenie redukcji prochnicy. Duckworth i wsp.
[19] wykazali, ze ptukanie odgrywa istotng rolg¢ w retencji
fluoru w jamie ustnej, dostarczanego za posrednictwem past
do zebdw, ale — jak wynika z badania Sjogrena i Melina
[13] — czas trwania ptukania nie wptywa istotnie na retencje
fluoru w $linie catkowitej i ptytce. Machiulskiene i wsp. [20]
w trzyletnim badaniu klinicznym nie zanotowali znamiennych
rdznic w przyroscie prochnicy u dzieci ptuczacych i nieptu-
czacych jame ustng po szczotkowaniu zgbow.

Wazrost stezenia fluoru w §linie, obserwowany w danym
okresie czasu po zastosowaniu preparatu fluorkowego, jest
nastepstwem ztozonej interakcji miedzy czynnikami wpty-
wajacymi na usuwanie a czynnikami oddziatujacymi na re-
tencje fluoru. Usuwanie fluoru z jamy ustnej (oral clearance)
przyspiesza ptukanie jamy ustnej wodg po szczotkowaniu
poprzez efekt rozcieficzania. Sprzyja temu takze wypluwanie
pasty po zabiegu szczotkowania, jak rowniez fizjologiczne

wydzielanie $liny i odruchowe jej potykanie lub spozywanie
pokarméw ptynnych oraz statych [16, 21].

Z badan przeprowadzonych przez Campusa i wsp. [16]
oraz Issa 1 Tumba [21] wynika szybkie (po uptywie 30 min)
zmniejszanie si¢ st¢zenia fluoru po uzyciu past do zebow.
Sugeruje si¢ dwufazowe obnizanie si¢ poziomu fluoru do-
starczonego przy uzyciu pasty — szybkie usuwanie w po-
czatkowej fazie trwajacej 40—80 min i powolna eliminacja
fluoru z rezerwuardw jamy ustnej (powierzchnie zebow,
tkanki migkkie) w fazie drugiej, trwajacej kilka godzin [17].
Natomiast dane wtasne, uzyskane zar6wno w prezentowa-
nym badaniu, jak i we wcze$niej opublikowanych wynikach
[22], wskazuja na obnizanie si¢ stezenia fluoru w $linie juz
po upltywie 15 min od szczotkowania zebow.

Poziom fluoru w §linie jest indykatorem jego retencji
w jamie ustnej. Jak dotad nie w pelni rozstrzygnieto kwestie
dotyczaca minimalnej ilosci fluorkéw w $linie, warunku-
jaca przesunigcie rownowagi z demineralizacji w kierun-
ku remineralizacji. W aspekcie ochrony przed prochnica
takie stgzenie powinno by¢ utrzymane przez caty dzien,
a zwlaszcza w okresie fermentacji weglowodandw w ptytce.
Przeprowadzone ostatnio badania przez ten Cate i wsp. [23]
nad efektywnoscig fluorkowych past do zebow w warunkach
cyklicznych zmian pH in vitro, symulujacych przebiegajace
naprzemiennie procesy demineralizacji i remineralizacji
in vivo, przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia sposobu
dziatania niskich st¢zen fluoru. Autorzy wykazali, m.in.
przy st¢zeniu fluoru wynoszacym 3 ppm, 70% redukcje
utraty wapnia ze szkliwa podczas demineralizacji i wzrost
wchtaniania wapnia podczas okresu remineralizacji oraz
odwrotng korelacje utraty substancji mineralnej ze ste-
zeniem fluoru w §rodowisku. Uzyskane przez nich dane
wskazuja na dziatanie fluoru jako sily napgdowej procesu
remineralizacji.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, iz uzyskane dane
potwierdzajg istotny statystycznie zwigzek poziomu fluoru
w §$linie z upltywem czasu od szczotkowania zgbow pasta
fluorkowg oraz z ptukaniem jamy ustnej wodg po szczot-
kowaniu.
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Summary

Purpose: Due to industrialization, the content of fluorine
in the environment increases leading to many adverse ef-
fects in living organisms. Uptake of fluoride by organisms
differs, but almost 100% uptake from water is observed.

Material and metods: This study presents a simple
method for removing an excess of fluorides from water down
to levels considered not harmful by using animal bone as
a sorbent. Sodium fluoride was dissolved in distilled water
at 2 and 4 mg-dm. Bovine femoral bone slices or 3-8 mm
bone particles were used as sorbent. The temperature was
10°C and 20°C.

Results: Bone not only lowered the fluoride content in
the aqueous solution but increased that of Na, Ca, and Mg
and eliminated some harmful heavy metals (Zn, Cu). Bone
appears to be effective as a sorbent to reduce supraoptimal
content of fluoride in drinking water.

Key words: defluoridation — water — sorption — bone.

Streszczenie

Wstep: Na skutek industrializacji zwigksza si¢ zawarto$¢
fluoru w $rodowisku naturalnym, a tym samym w organi-
zmach zywych dochodzi do wielu niekorzystnych zmian.
Bioprzyswajalnos$¢ fluorkéw jest r6zna, ale prawie w 100%
sg one pobierane przez organizmy z wody.

Materiat i metody: W pracy przedstawiono prosty
sposob usuwania nadmiernych ilo$ci fluorku z wody do

warto$ci uznawanych za nieszkodliwe przy wykorzysta-
niu naturalnego sorbentu, jakim jest kos¢. Eksperyment
dotyczylt roztworéw fluorku sodu, o stezeniu 2 i 4 mg-dm?,
przygotowanych na wodzie destylowanej. Do§wiadczenie
przeprowadzono w temperaturze 10 i 20°C. Jako sorbent
zastosowano ko$¢ udowg krowy w postaci plastrow oraz
w postaci rozdrobnionej o $rednicy 3—8 mm.

Wyniki: Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzic,
ze kos$¢ nie tylko obniza zawarto$¢ fluorku w badanym
roztworze wodnym, ale wzbogaca go takze w niektére ma-
kroelementy, takie jak Na, Ca, Mg. Jednoczes$nie eliminuje
szkodliwe dla zdrowia metale cigzkie (Zn, Cu). Istnieje
mozliwos$¢ praktycznego wykorzystania kosci jako sorbentu
do obnizenia ponadoptymalnych stezen fluorkéw w wodzie
pitnej.

Hasta: defluoryzacja — woda — sorpcja — ko$¢.

Wstep

Gléwnymi Zrédtami fluoru w organizmach zywych sg:
woda, powietrze 1 zywno$¢. Wody pitne w Polsce zawieraja
stosunkowo niewielkie ilo$ci tego pierwiastka, w granicach
0d 0,1 do 0,2 mg F-dm?[1]. Zawarto$¢ fluorkow w wodzie
do picia na terenie Pomorza Zachodniego waha si¢ w za-
kresie od 0,08 do 0,28 mg F-dm?[2], a zawartos¢ fluoru
w powietrzu w poblizu Zakladow Chemicznych ,,Police”,
we wschodnich rejonach wojewodztwa zachodniopomor-
skiego, ksztattuje si¢ na poziomie 0,4 pg-m= [3]. Jednak
coraz wicksze nagromadzenie zwiazkow fluoru w glebie



52

DARIUSZ KLODKA, HELENA ZAKRZEWSKA

powoduje, ze rozpuszczalne fluorki sodu lub potasu prze-
chodza w nierozpuszczalne fluorki magnezu i wapnia [4].
W ten sposob maleje biodostgpnos¢é magnezu. Niedobor
magnezu prowadzi do zahamowania waznych reakcji en-
zymatycznych w organizmach zywych. Z kolei dlugolet-
nie narazenie na zawarto$¢ tego pierwiastka organizmow
wyzszych powoduje jego kumulacje w tkankach twardych
[5]. Dzieje si¢ tak dlatego, gdyz gtéwnym mineratem tkan-
ki twardej jest hydroksyapatyt o wzorze Ca, (PO,),(OH),,
ktory wiagze jony fluorkowe na drodze wymiany z grupa
hydroksylowa.

Autoréw pracy zainteresowata kos¢ ze wzgledu na
jej wielorakie funkcje: podporowa, buforowa, sorpcyjna.
Krysztaty hydroksyapatytu w kosci maja rozmiary okoto
200x30%70 nm. Czasteczka sktada si¢ z centralnego jonu
wapnia i z trzech zwigzanych kompleksowo czasteczek troj-
zasadowego fosforanu wapnia. Krysztaly hydroksyapatytu
utozone sg w piramidki réwnolegle przebiegajacych blaszek
[6]. Taka budowa i rozdrobnienie powoduje, ze 1 g ko$ci
ma ogromng powierzchni¢ wynoszaca 100200 m?. Wta-
$ciwosci te warunkujg sprawng wymiane jonowa. Niektore
sktadniki hydroksyapatytu moga by¢ wymieniane na jony
0 podobnym tadunku i o podobnej §rednicy. Wapn moze
by¢ zastepowany olowiem, manganem, magnezem, sodem
oraz strontem. Weglany moga by¢ zastgpowane fosforanami
Iub grupa hydroksylowa, natomiast grupa hydroksylowa
— fluorkami, cytrynianami, szczawianami lub weglanami.
Funkcje sorpcyjna kosci postanowiono wykorzysta¢ do
oczyszczania wody z nadmiernej ilo$ci fluorkow, znajdu-
jacych sie w oczkach wodnych lub do obnizania zawartosci
fluorkéw na tych terenach, gdzie zawarto$¢ fluorku w wodzie
pitnej przewyzsza dopuszczalne normy. Zamierzony cel
realizowano poprzez:

— wstepne ustalenie proporcji powierzchni miedzy istota
zbitg 1 istotg gabczasta kosci,

— sprawdzenie wlasciwosci sorpcyjnych fragmentéw
kostnych zawierajacych obie warstwy budulcowe w procesie
wymiany jondéw fluorkowych z roztworow wodnych,

— sporzadzenie kolumny ze sproszkowanej kosci jako
sorbentu w celu obnizenia ponadoptymalnych zawartosci
fluorkow do zawarto$ci uwazanych za bezpieczne (ok. 0,5
mg-dm),

— zbadanie, jak zmienia si¢ pH wody po pasazu przez
kolumng¢ wypetniong sorbentem kostnym.

Material i metody

Materiatem do badan byty kosci udowe krowy. Wstepnie
kos$¢ oczyszczono mechanicznie, nastepnie przez gotowanie
usunigto pozostate resztki, na koniec odttuszczono przez
zanurzenie w acetonie. Po wysuszeniu w temperaturze po-
kojowej ko$¢ pocigto brzeszczotem na poprzeczne plastry
o grubosci okoto 0,3-0,5 cm. W tak pocietych plastrach
okreslono stosunek powierzchni istoty zbitej do istoty gab-
czastej. Przygotowano roztwory NaF o st¢zeniu 2 1 4 mg

F-dm~na wodzie destylowanej. Nastepnie przygotowano
dwie kolumny o $rednicy 3 cm. W pierwszej umieszczono
3 g rozdrobnionych kosci o $rednicy 3—8 mm (na wyso-
ko$¢ 3,5 cm). Dodano 100 cm?® roztworu NaF o stezeniu
4 mgF-dm przygotowanego na wodzie destylowane;j.
Roztwor sgczono przez kolumne przez 2 h. Po tym czasie
oznaczono w przesgczu: stezenie jonow F-, pH, zawartos¢
wybranych metali oraz zawartos¢ fosforanow i weglanow.
W drugiej kolumnie umieszczono 6 g rozdrobnionych ka-
watkow kosci o §rednicy 3—8 mm (na wysokos¢ 8 cm). Po-
zostale czynno$ci wykonano podobnie, jak przy kolumnie
pierwsze;.

Zawarto$¢ fluorkoOw oznaczano metodg potencjome-
tryczng przy uzyciu miernika firmy Radelkis, zgodnie
z metodg podang przez Durde i wsp. [7]. Okreslenie za-
warto$ci wybranych metali w ko$ciach i roztworach wod-
nych dokonano przy uzyciu spektrofotometru absorpcji
atomowej Carl Zeiss Jena AASIN [8]. Zawarto$¢ weglanow
oznaczono metoda acydymetryczna przy uzyciu 0,1 M HCI,
miareczkujac wobec fenoftaleiny. Zawarto$¢ fosforanow
oznaczono metodg kolorymetryczng [8], a okres$lenie sto-
sunku warstwy korowej do warstwy beleczkowej — metoda
planimetryczna.

Wyniki

W pocietych poprzecznie kawatkach kostnych okreslono
stosunek powierzchni istoty zbitej do istoty gabczastej. War-
to$¢ Srednia tego stosunku wyniosta 1:1,70 + 0,55. Oznaczone
zawartos$ci wybranych makro- i mikroelementow w kosci
udowej krowy podano w tabeli 1.

W celu okre$lenia wtasciwosci sorpeyjnych kosci
przygotowano roztwory NaF w wodzie destylowanej
o stezeniu 2 i 4 mg-dm=i wlano po 100 cm® do poliety-
lenowych kubeczkow o pojemnosci 500 cm?® — pH ww.
roztwordw wynosito odpowiednio 5,79 i 5,88. Nastep-
nie w roztworach tych zanurzono kawatki ko$ci o masie
0,25 g 1 badano zdolnos$¢ sorpeyjna kosci po 1, 2, 3, 24,
48, 72 godzinach.

Zalezno$¢ zmian stezenia jondw fluorkowych w roz-
tworach o stezeniu 2 i 4 mg-dm w temperaturze 20°C
przedstawiono na rycinach 1 i 2. Zalezno$¢ zmian ste-
zenia jonow fluorkowych w roztworach, o stezeniu 2 i 4
mg-dm? w temperaturze 10°C przedstawiono na rycinach
31 4. Zaleznos¢ stgzenia fluorku w kosciach (po sorpcji
fluorku z roztworow wodych NaF o stezeniu 2 i 4 mg-dm™)
i czasu inkubacji w temperaturze 20 i 10°C przedstawiono
narycinach 51 6.

W tabeli 2 zestawiono zmiany w badanych parame-
trach przed elucja (przed wprowadzeniem roztworu flu-
orku sodu do kolumny wypelnionej rozdrobniong koscia)
1 po elucji. Stezenie fluorku sodu w roztworze po przejsciu
przez kolumne wypetniong bardziej rozdrobniong ko$cig
byto mniejsze, a zatem drobniejsze ziarna kosci wykazaly
wieksze zdolnosci sorpcyjne (tab. 3).
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Fig. 3. Correlation between sodium fluoride content in the solution
(2 mg-dm™) and incubation time at 10°C

Dyskusja

Istnieje wiele sposobdéw na uzdatnianie wody pitne;j:
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Fig. 4. Correlation between sodium fluoride content in the solution
(4 mg-dm™) and incubation time at 10°C
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Ryc. 5. Stgzenia F- w kosciach po defluoryzacji w temperaturze 20°C

Fig. 5. F- content in bone after defluoridation at 20°C
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Fig. 6. F- content in bone after defluoridation at 10°C

elektrodialize i adsorpcje [9, 10, 11]. W doswiadczeniu wy-
korzystano wtasciwosci sorpcyjne kosci do defluorkowania
wod o podwyzszonej zawartosci fluorkow — zaréwno wod
pitnych, jak i wod powierzchniowych oraz wod ze strumy-
kéw 1 oczek wodnych.
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Tabela 1. Charakterystyka kosci udowych krowy uzytych do
badan

Table 1.Characteristics of bovine femoral bones

Zawarto$¢ niektorych makro- i mikroelementow

Concentration of some macro- and microelements (mg/kg)

E Ca* Mg Tt Fer Cu™

5558 295,1 6,99 0,299 0,120 0,014

5352 299,0 7,03 0,303 0,112 0,016

5510 2933 6,68 0,295 0,124 0,032

X, | 5473 295,8 6,9 0,299 0,118 0,02
SD | £854 | £291 | £0,19 | £0,004 | £ 0,006 | = 0,009

X, — warto$¢ $rednia / mean; SD — odchylenie standardowe / standard
deviation

Tabela 2. Zmiany badanych parametréw przed doSwiadczeniem
oraz po elucji

Table 2. Changes in the study parameters before and after elution

Zmiany badanych parametréw

Parametry / Parameters Changes- in the study parameters

przed elucja . .

before elution | P° elucji / after elution
Masa kosci 3 3 6
Mass of bone (g)
Czas inkubacji 3 ) )
Incubation time (h)
Wielko$¢ ziarna / Size
of bone particles (mm) 3-8 3-8 3-8
pH 6,05 7,031 7,151
NaF (mg-dm?) 4,0 1,7) 0,78]
PO,” (mg-dm™) — 0,326 0,6761
CO,? (mg-dm™) — — —
Ca” (mg-dm?) 0,309 0,7541 1,1691
Mg* (mg-dm™) 0,014 0,0521 0,2861
Na* (mg-dm™) 1,31 6,291 18,771
Zn*? (mg-dm™) 0,063 0,016} 0,037]
Cu? (mg-dm?) 0,02 0,011} —

Tabela 3. Zalezno$¢ pomiedzy stopniem rozdrobnienia kosci
a zdolno$cia sorpcyjna

Table 3. Correlation between size of bone particles and sorption

capacity
Srednica 43 pH roztworu
ziaren kosci F (mg-dm) pH of solution
Size of bone po2h po2h
particles (mm) start after2h start after2h
3 5,9 2,95 5,88 7,15
3-8 5,9 3,27 5,88 7,00

W literaturze przedmiotu spotykamy réznego rodzaju
materialy wystepuje jako sorbenty zawierajace wegiel, takie
jak: wegiel drzewny [12, 13], spopielone skorupy orzecha
kokosowego [14], popidt z much [15] oraz popidt kostny
[16, 17].

Ko$¢ stanowi wyjatkowo tani sorbent o ogromnej po-
jemnosci sorpeyjnej. Teoretycznie w fluoroapatycie o wzorze
Ca (PO, F,, w ktorym obie grupy hydroksylowe zostaty
podstawione jonem fluorkowym, zawarto$¢ fluoru wy-
nosi 3,766%, co stanowi 37 669 mgF kg fluoroapatytu.

W przeprowadzonych badaniach ko$¢ zawierajaca okoto
50% hydroksyapatytu po inkubacji zawierata 7007 1 13 252
mg fluoru w temp. 20°C oraz 6892 1 8211 mg fluoru w temp.
10°C (ryc. 5, 6), co stanowi 20% wysycenia fluorkiem.
Zatem ko$¢ te mozna nadal wykorzystywacé do wigzania
nowych jonow fluorkowych, gdyz jej pojemnos$¢ sorpcyjna
zostata wysycona tylko w 20%. Dla przyktadu pojemnos¢
sorpcyjna popiotu kostnego ksztattuje si¢ migdzy 1,8-2,2
mg fluorku na 1 g popiotu [12].

Dla kazdego procesu sorpcyjnego istotne jest zacho-
wanie rownowagi termicznej i pH [9]. Zastosowane war-
tosci temperatury, wynoszace 20 i 10°C, w badaniach sg
pewna wypadkowa temperatur wody wodociggowej i wody
ze zbiornikow otwartych wod powierzchniowych. Zauwa-
zono, iz w wyzszej temperaturze sorpcja fluorkéw przez
kos¢ jest efektywniejsza, co moze wskazywac na udziat
chemisorpcji w tych ukladach — jest to zgodne z wynikami
badan Abe i wsp. [13]. Zauwazono istotng ujemna korelacjg,
potwierdzong statystycznie, pomi¢dzy zawarto$cia fluorkow
w roztworze a czasem inkubacji we wszystkich zastoso-
wanych uktadach (ryc. 1-4). Na kinetyke sorpcji fluorkow
przez ko$¢ moze mie¢ rowniez wptyw pH (wodociggowa
woda alkaliczna, destylowana woda kwasna).

Zestawienie badanych parametrow roztworu przepusz-
czonego przez kolumny wypelnione rozdrobniong ko$cig
na poczatku elucji oraz na koncu pasazu przedstawiono
w tabeli 2. Zauwazono wzrost pH roztworu, pojawity si¢
uwalniane przez ko$¢ pierwiastki (Na, Ca, Mg oraz PO,).
Natomiast ko$¢ wychwytuje z roztworu wodnego jony cynku
1 miedzi. Woda staje si¢ bogatsza w korzystne makroele-
menty, a ubytek metali poprawia jej klase czystosci.

Whioski

1. Ko$¢ mozna uwazac za tatwo dostepny sorbent usu-
wajacy z roztworu wodnego nie tylko fluorki, ale takze
niektore metale cigzkie.

2. Poprzecznie pocieta ko§¢ dtuga, nawleczona na linke,
moze stuzy¢ do defluorkowania powierzchniowych wod lub
wod z ptynacych strumykow.

3. Kolumna adsorpcyjna, wypetniona sproszkowang
koscia, stanowi prosty model urzadzenia do odfluorkowania
wody. Moze on by¢ podstawa do opatentowania urzadze-
nia.

4. Ko$¢ doskonale nadaje si¢ do wychwytywania z wo-
dy szkodliwych dla zdrowia metali cigzkich i wzbogacania
jej w takie pierwiastki, jak wapn, magnez i sod.
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Summary

Introduction: Conventional and resin modified glass-
-ilonomer cements according to their physico-chemical
properties are widely used in dental treatment. The main
advantages of these materials are chemical bonding to hard
dental tissues and high level of fluoride release.

The aim of this study was to compare the fluoride release
of selected glass-ionomer cements in vitro conditions.

Material and methods: Conventional glass-ionomer ce-
ment [onofil Molar and resin modified glass ionomer cement
— Vitremer were examined. Samples of the materials were
placed in saline and deionised water. Fluoride concentra-
tion measurements were carried out using ORION 9609
electrode, after 1, 3, 24, 48, 72, 168 hours and next every
168 hours (7 days) until 2352 hour (98 days).

Results: Significantly higher concentration level of fluo-
ride released from resin modified cement (Vitremer) was
obtained for saline and deionized water than conventional
cement lonofil Molar. Cumulative fluoride release in saline
after 14 weeks for Vitremer was 256.87 + 15.77 pg F/mm?
and for Ionofil Molar 206.61 + 20.01 pug F/mm?. For both
materials the dynamics of fluoride release was the highest
within the first 24 hours, and sharply decreased in next
intervals.

Conclusions: Resin modified glass-ionomer cement
Vitremer released highest amount of fluoride than conven-
tional glass-ionomer cement lonofil Molar. Similar level
of fluoride emission into deionised water and saline was
observed.

Key words: glass-ionomer cements — fluoride release
— extraction media.

Streszczenie

Wstep: Cementy szklo-jonomerowe konwencjonalne
1 modyfikowane zywica ze wzgledu na wlasciwosci fizy-
kochemiczne znalazly szerokie zastosowanie w leczeniu
stomatologicznym. Gtownymi ich zaletami jest chemiczne
Taczenie si¢ z tkankami zgba i wysoki poziom uwalniania
jonow fluorkowych.

Materiat i metody: Celem pracy byto pordwnanie poziomu
uwalniania fluorkow z wybranych cementow szkto-jonomero-
wych w warunkach in vitro. Badaniom poddano konwencjo-
nalny cement szkto-jonomerowy lonofil Molar modyfikowany
zywica Vitremer. Probki materiatow umieszczano w roztworze
soli fizjologicznej 1 wodzie dejonizowanej. Pomiary stezen jo-
now fluorkowych wykonywano przy uzyciu elektrody ORION
9609 po uptywie: 1, 3, 24, 48, 72, 168 godzin i kolejno, co
168 godzin (7 dni) do 2352 godzin (98 dni).

Wyniki: Wykazano istotnie wyzszy poziom uwalniania
fluorkéw z materiatu Vitremer do soli fizjologicznej i wody
dejonizowanej. Maksymalna skumulowana ilo$¢ uwolnionych
fluorkow po okresie 14 tygodni dla tego materiatu w roztwo-
rze soli fizjologicznej wynosita 256,87 + 15,77 ug F/mm?, na-
tomiast dla materiatu Tonofil Molar 206,61 + 20,01 pug F/mm?.
Najwicksza dynamike uwalniania fluorkéw w przypadku obu
materiatow zaobserwowano w pierwszych 24 godzinach,
natomiast w kolejnych okresach znaczgco malala.
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Whnioski: Modyfikowany zywicg cement szklo-jono-
merowy Vitremer uwalnia wiecej jonow fluorkowych niz
konwencjonalny cement szklo-jonomerowy Ionofil Molar.
Stwierdzono zblizony poziom emisji fluorkow do wody
i soli fizjologiczne;j.

Hasta: cementy szklo-jonomerowe — uwalnianie fluoru
— Srodowiska ekstrakcyjne.

Wstep

Cementy szklo-jonomerowe sa jedng z podstawowych
grup materiatdw stosowanych w leczeniu stomatologicznym.
Przez ostatnie kilkana$cie lat poddawano ich sktad licznym
modyfikacjom, aby wyeliminowaé wady oraz poszerzy¢
mozliwos$ci ich stosowania. Na bazie konwencjonalnych
cementoéw szklo-jonomerowych powstaty: cementy szkto-
-jonomerowe wzmocnione dodatkiem metalu (tzw. cermety),
cementy szklo-jonomerowe modyfikowane zywicg oraz nowe
materiaty taczace w pewnej mierze wlasciwosci szklo-jono-
merow 1 kompozytow — kompomery i giomery. Niewatpliwg
zaletg wszystkich rodzajow cementow szkto-jonomerowych
jest wysoki 1 dtugotrwaty poziom uwalniania fluorkow oraz
mozliwos$¢ pobierania fluorkéw ze Srodowiska.

Celem pracy byo poréwnanie uwalniania jonow fluor-
kowych z wybranych materialow szkto-jonomerowych.

Material i metody

Badaniom poddano konwencjonalny cement szkto-jono-
merowy lonofil Molar oraz modyfikowany zywica cement
szkto-jonomerowy Vitremer.

Z materialéw sporzadzono probki w ksztatcie walca
wykonane w matrycy polietylenowej. Obliczono ich po-
wierzchni¢ kontaktowa, a nastepnie zanurzono w roztworach
0,1 mol/L NacCl (sl fizjologiczna) i w wodzie dejonizowanej
w zamkni¢tych pojemnikach i przechowywano w tempe-
raturze 37°C.

Do oznaczania jonéw fluorkowych uwalnianych z ma-
terialow zastosowano jonowoselektywng elektrode ORION
model 9609 w potaczeniu z mikrokomputerem pH/jonometr
CPI- 551 Elmetron. System kalibrowano przed kazdym ko-
lejnym oznaczeniem. Oznaczenia wykonywano dla 3 probek
materialdow umieszczanych w obu srodowiskach i obliczano
warto$ci $rednie trzykrotnych ich pomiardw. Czas obserwacji
wynosit 14 tygodni (2352 godziny), a pomiary wykonywano
po uptywie 1, 3,24, 48, 72, 168 godzin i kolejno w odstepach
tygodniowych (co 168 godz.). Uzyskane dane przedstawiono
jako skumulowane uwalnianie jonéw fluorkowych, obliczone
na powierzchni¢ materiatu (ug F/mm?).

W analizie statystycznej otrzymanych danych obliczo-
no wartos$¢ $rednig, odchylenie standardowe, wspotczyn-
nik korelacji liniowej przy uzyciu testu t-Studenta i testu
Friedmana.

Wyniki

Istotnie wyzsza (p < 0,001) skumulowang emisje flu-
orkow do wody dejonizowanej wykazywal modyfikowany
zywicg cement szklo-jonomerowy Vitremer (244,52 + 1,56
ng F/mm?) w poré6wnaniu z konwencjonalnym cementem
Tonofil Molar (180,73 + 13,89 pg F/mm?). Oba materiaty
najwicksza emisje fluorkow ujawnity miedzy 1. a 3. godzi-
ng zanurzenia w wodzie (Vitremer 2,32 pg F/mm?/godz.,
Ionofil Molar 2,63 pg F/mm?*/godz.) — tabela 1. W kolej-
nym okresie. obejmujacym 21 godzin (tj. migdzy 3. a 24.
godzing) uwalnianie fluorkoéw z obu materialéw obliczone
w odniesieniu do jednostki czasu — godziny obnizato si¢
o ponad 60%.

W roztworze soli fizjologicznej, podobnie jak w wodzie
dejonizowanej, znamiennie wyzszg (p < 0,000002) emisje
wykazal modyfikowany Zywica cement szklo-jonomerowy
Vitremer (256,87 + 15,77 pg F/mm?) w poré6wnaniu z ce-
mentem konwencjonalnym Ionofil Molar (206,61 + 20,01
ng F/mm?). Uwalnianie jonéw fluorkowych wzrastato wraz
z czasem przebywania probek w roztworze soli. Wyzsza
emisj¢ fluorkow wykazat po uptywie 1 godziny od zanurze-
nia w roztworze Vitremer (5,83 pg F/mm?/godz.) niz Iono-
fil Molar (1,92 ug F/mm?*/godz.). Po dalszych 2 godzinach
zauwazono spadek emisji o 88% dla materialu Vitremer,
a tylko o 7% dla materiatu lonofil Molar. W ciagu nastep-
nych 21 godzin nastapito dalsze obnizenie tempa uwalniania
jonoéw dla materiatu Vitremer o 3%, a dla lonofil Molar
0 47% (tab. 2).

Dyskusja

Dotychczas przeprowadzone badania [1, 2] wskazuja,
ze cementy szklto-jonomerowe konwencjonalne i modyfiko-
wane zywicg w porownaniu z innymi materialami cechujg
si¢ wysokim poziomem uwalniania jondéw fluorkowych.
Zwigzane jest to w duzej mierze z tym, ze zrodtem fluoru
w cementach szkto-jonomerowych jest, stanowigce podsta-
wowy ich sktadnik, szkto fluoro-barowo-glinowo-krzemowe.
Uwalnianie fluorkéw z konwencjonalnych cementow przy-
pisywane jest utwardzaniu opartym na reakcji kwas-zasada
szkta zawierajacego fluor i ptynu bedacego polikwasem.
W cementach modyfikowanych obecnos$¢ zywicy aktywo-
wanej $wiatlem nie utrudnia emisji jondw i stad wykazuja
one potencjalng zdolno$¢ uwalniania fluorkéw rowna kon-
wencjonalnym cementom [3, 4]. Wysokie stgzenie fluorkow,
obserwowane w pierwszych dniach, nazywane jest efektem
wybuchu (burst effect), co prawdopodobnie wywolane jest
uwalnianiem jonow z czasteczek szkta po ich rozpuszcze-
niu w kwasie polialkenowym podczas reakeji twardnienia.
Dalsze, powolne uwalnianie jest wynikiem rozpuszczania
szkta w zakwaszonej wodzie zywicy hydrozelowej [5, 6].
Dane wlasne potwierdzaja podobny schemat uwalniania.

Poréwnujac uwalnianie jondéw fluorkowych z materiatu
Vitremer i lonofil Molar do soli fizjologicznej, po uptywie
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Tabela 1. Skumulowane uwalnianie jonow fluorkowych

z materialow szklo-jonomerowych do wody dejonizowanej (ug F/mm?)

Table 1. Cumulative release of fluoride ions from glass-ionomer

cements into deionized water (ng F/mm?)

Tabela 2. Skumulowane uwalnianie jonow fluorkowych z materialow
szklo-jonomerowych do roztworu soli fizjologicznej (ng F/mm?)

Table 2. Cumulative release of fluoride ions from glass-ionomer

cements into saline (pg F/mm?)

Czas / Time Vitremer Tonofil Molar Czas / Time Vitremer Tonofil Molar
(godz. / h) pg F/mm? (+ SD) pg F/mm? (+ SD) (godz.) pg F/mm? (+ SD) pg F/mm? (+ SD)
1 1,42 (= 0,14) 1,83 (= 0,16) 1 5,83 (£0,87) 1,92 (£ 0,22)
3 6,07 (£0,31) 7,10 (£ 0,41) 3 7,18 (+1,03) 5,47 (£0,58)
24 21,98 (+ 1,11) 26,00 (£ 0,30) 24 25,55 (£2,96) 23,42 (+2,53)
48 34,88 (£ 1,04) 36,57 (£ 0,98) 48 40,78 (+4,79) 29,32 (+2,82)
72 45,33 (£ 0,84) 43,84 (+1,25) 72 54,86 (+7,04) 33,25 (+3,14)
168 69,98 (+3,90) 61,60 (+3,54) 168 70,43 (= 10,46) 40,89 (+2,89)
336 95,65 (+ 4,65) 81,24 (+ 5,00) 336 100,14 (+ 8,98) 48,68 (+4,28)
504 119,22 (+ 3,66) 99,69 (+ 6,41) 504 120,61 (£ 5,57) 54,32 (£ 4,68)
672 133,25 (£ 3,14) 113,55 (+ 6,86) 672 135,05 (£ 9,26) 66,52 (+ 11,40)
840 144,73 (+ 3,54) 122,10 (+7,01) 840 152,84 (£9,23) 70,94 (£ 9,09)
1008 156,94 (+ 3,34) 130,06 (+ 8,66) 1008 171,01 (£9,10) 74,76 (£ 7,37)
1176 170,71 (+2,51) 140,07 (+ 10,77) 1176 186,35 (+9,07) 85,22 (£ 7,43)
1344 184,50 (+2,07) 146,45 (+11,18) 1344 199,41 (+9,63) 95,06 (+8,31)
1512 198,61 (= 1,52) 153,04 (= 11,89) 1512 210,91 (+12,22) 106,34 (= 10,48)
1680 213,19 (= 1,03) 160,26 (+ 12,55) 1680 219,81 (= 13,15) 117,71 (£ 10,56)
1848 224,49 (+2,32) 167,98 (+ 14,20) 1848 232,38 (= 13,99) 126,18 (+ 14,06)
2016 229,47 (+2,21) 171,15 (+ 14,50) 2016 240,15 (+ 14,61) 148,40 (+ 13,87)
2184 238,19 (= 1,61) 175,28 (+13,93) 2184 249,05 (= 15,61) 183,07 (+23,99)
2352 244,52 (+1,56) 180,73 (+ 13,89) 2352 256,87 (= 15,77) 206,61 (+20,01)
Wspolczynnik Wspolczynnik
korelacji 0,968 0,9453 korelacji 0,9688 0,9729
Correlation Correlation
coefficient coefficient

Chi> ANOVA (n= 19, df 1) = 6,368421 p 001162
Wspolezynnik zgodnosci = 0,33518 r $red. rang = 0,29825
Chi? ANOVA (n= 19, df 1) = 6.368421 p 0.001162
Concordance coefficient = 0.33518 r mean rank = 0.29825
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ANOVA Friedmana i wspotczynnik zgodnosci Kendalla ANOVA
Chi> ANOVA (n =19, df 1) = 19,00000 p 0,0001
Wspotezynnik zgodnosci = 1,0000 r $red. rang = 1,0000
Friedman’s ANOVA and Kendall’s concordance coefficient
Chi? ANOVA (n =19, df 1) = 19.00000 p 0.0001
Concordance coefficient = 1.0000 r mean rank = 1.0000
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24 godzin zauwazono prawie takie same poziomy. W kolej-
nych godzinach z prébek lonofilu uwalnianych byto coraz
mniej fluorkow, ale po uptywie 1848 godz. (10 tygodni)
zanotowano niewielki wzrost uwalniania (ryc. 1). Takich
zmian tempa emisji fluorkéw nie zaobserwowano w wodzie
dejonizowanej (ryc. 2). Wystepujace réznice w poziomach
1 dynamice uwalniania fluorkéw do wody dejonizowanej oraz
soli fizjologicznej moga wynikac¢ z odmiennej sity jonowej
tych §rodowisk. Chan i wsp. [7] w swoich badaniach uzyskali
podobny do wynikéw wiasnych poziom uwalniania fluorkow
z materialu Vitremer do wody dejonizowanej. Badany przez
nich konwencjonalny cement szkto-jonomerowy ChemFil
wykazywatl jednak mniej wigcej dwukrotnie wyzszy poziom
uwalniania niz Vitremer. Na dtugoczasowe uwalnianie flu-
orkow z cementow szklo-jonomerowych, utrzymujace si¢
na stosunkowo wysokim poziomie, wptywa ich zdolnosé¢
pochlaniania fluorkéw dostarczanych do §rodowiska jamy
ustnej (fluorkowane pasty do zebdw, ptukanki, miejscowe
aplikacje preparatami fluorkowymi sa w stanie je takze
pochtaniac). Zjawisko to okreslane jest jako powtorne na-
tadowanie (recharge) i przypomina tadowanie baterii [8, 9,
10, 11, 12, 13]. Dzigki tej wlasciwosci materiaty te petnig
funkcje rezerwuaru fluoru i mogg powodowaé wzrost flu-
oru w §linie, ptytce i twardych tkankach z¢ba, wywierajac
dziatanie kariostatyczne.

Whioski

Modyfikowany zywica cement szkto-jonomerowy Vitre-
mer uwalnia wigcej jonow fluorkowych niz konwencjonalny
cement szkto-jonomerowy lonofil Molar. Stwierdzono zblizo-
ny poziom emisji fluorkéw do wody i soli fizjologiczne;.

10.

12.

13.
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Summary

Introduction: Low fluoride concentrations constantly
maintained in the oral cavity are important for caries pre-
vention. Application of fissure sealants containing fluoride
improves protection and reinforces caries prophylaxis.

The aim of this study was to assess the level of fluoride
release from Conseal F fissure sealant in different media.

Material and methods: Sealant samples were placed
in (a) artificial saliva without calcium ions (Ca™) at pH of
4.5,5.5,6.0,7.0, and 7.5, (b) artificial saliva with calcium
ions (Ca'")at pH 4.5, and 5.5, (c) saline, and (d) deionized
water. Fluoride concentration in solution was measured
after 1, 3, 24, 48, 72, and 168 hours from the start of the
experiment.

Results: The highest cumulative fluoride concentration
was found in saline (9.39 £ 2.17 pg F/mm?), the lowest in
artificial saliva at pH of 7.0 (0.45 + 0.14 pg F/mm?). The
highest fluoride emission was observed during the first
three hours which then decreased to a low but relatively
stable level.

Conclusion: The level of fluoride release from Conseal
F fissure sealant depends on composition and pH of the
medium. Decrease in pH increased fluoride release. This
property is essential for patients with low salivary pH and
high risk of caries.

Key words: fissure sealant —fluoride release — extrac-
tion media.

Streszczenie

Wstep: Szczegolne znaczenie dla profilaktyki prochnicy
ma stale utrzymujace si¢, niewielkie stezenie jonéw fluor-
kowych obecnych w §rodowisku jamy ustnej. Stosowanie
lakow szczelinowych z dodatkiem fluoru ma na celu zwigk-
szenie ochronnego i1 zapobiegawczego dzialania przeciw
prochnicy.

Celem pracy byto okreslenie poziomu uwalniania jonow
fluorkowych z laku szczelinowego Conseal F do réznych
srodowisk.

Materiat i metody: Probki materialu umieszczano
w roztworach sztucznej $liny o pH 4,5; 5,5; 6,0; 7,0; 7,5
bez jonéw Ca'" oraz o pH 4,5; 5,5 z zawartoscig jonéw Ca'™”,
a takze w roztworze soli fizjologicznej i wodzie dejonizo-
wanej. Poziom jonéw fluorkowych w roztworach mierzono
po upltywie 1, 3, 24, 48, 72, 168 godzin.

Wyniki: Najwyzsze skumulowane st¢zenie uwolnionych
jonow fluorkowych wystepowato w srodowisku soli fizjo-
logicznej (9,39 + 2,17 pg F/mm?), a najnizsze w sztucznej
$linie o pH 7,0 (0,45 £ 0,14 pg F/mm?). Najwyzsza emisj¢
fluorkdéw odnotowano w pierwszych trzech godzinach, na-
stepnie uwalnianie utrzymywato si¢ na niskim i stosunkowo
staltym poziomie.

Wniosek: Uwalnianie jonow fluorkowych z laku Con-
seal F zalezy od skfadu i pH $rodowiska. Obnizenie pH
powoduje wzrost uwalniania jonéw fluorkowych, co jest
istotne u pacjentéw z niskim pH $liny i wysokim ryzykiem
prochnicy.
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H asta: lak szczelinowy — uwalnianie fluoru — §rodowiska
ekstrakcyjne.

Wstep

Podstawowym celem stosowania lakow szczelinowych
(fissure sealants) jest ochrona ztozonej morfologicznie
powierzchni zujacej zeba przed kariogennym oddziaty-
waniem $rodowiska jamy ustnej (bakterie kwasotworcze
umiejscowione w ptytce nazgbnej i weglowodany ulegaja-
ce fermentacji). Ponadto, uwalnianie jonow fluorkowych
z dodawanych do tych materiatow zwigzkow fluoru hamu-
je demineralizacj¢ i wspomaga procesy remineralizacyjne
w otaczajacych tkankach zgba. Poziom uwalniania jonow
fluorkowych z réznych materiatow stomatologicznych
zwigzany jest z ich matryca, mechanizmem twardnienia,
zawartoscig fluoru oraz zmiennoscig srodowiska jamy ustnej
[1]. W badaniach in vitro wykazano, ze sktad chemiczny
roztworow ekstrakcyjnych wplywa istotnie na ilos¢ 1 dy-
namike uwalniania jondéw fluorkowych [2, 3]. Pojawiajacy
si¢ cyklicznie w §rodowisku jamy ustnej spadek pH $liny
po kazdym spozyciu weglowodanow wplywa rowniez na
zmiany w ilo$ci uwalniania fluorkow z materiatow [4, 5].

Material i metody

Ocenie poddano lak szczelinowy Conseal F, ktdry jest
materiatem ztozonym, o ptynnej konsystencji, zawierajacym
dodatek zwigzkow fluoru w postaci fluorku sodu. Probki laku
wykonano w matrycy polietylenowej w ksztalcie walcow. Po
polimeryzacji probki polerowano i klimatyzowano oraz obli-
czono ich powierzchni¢ kontaktowg w mm?. Nastepnie zanu-
rzano je w dwodch roztworach ekstrakcyjnych i pozostawiano
bez mieszania w zamknigtych pojemnikach, w temperaturze
37°C przez wybrany okres, do czasu pomiaru uwolnionych
z materiatu fluorkow. Probki umieszczano w roztworze soli
fizjologicznej, wodzie dejonizowanej oraz roztworach sztucz-
nej $liny o pH 4,5; 5,5; 6,0; 7,0; 7,5 bez dodatku jonow wapnia
iz ich zawarto$cig w zakresach pH 4,5 1 5,5. Sktad sztucznej
$liny byt nastepujacy: NaCl (0,4 g), KCI (4,0 g), mocznik (1 g),
Na,S - 9H,0 (0,005 g), NaH,PO, - 2H,O oraz jony wapnia
w postaci CaCl, - 2H,0 (0,795 g). Wszystkie roztwory sporzg-
dzono na bazie wody dejonizowanej. Dla kazdego $rodowiska
zostaly sporzadzone trzy probki materiatu.

Do oznaczania jonow fluorkowych zastosowano jonowo-
-selektywng elektrode¢ ORION model 9609 w potaczeniu
z mikrokomputerem pH/jonometr CPI-551 Elmetron. Sys-
tem kalibrowano przed kazdym kolejnym oznaczeniem.
Oznaczenia powtarzano trzykrotnie i obliczano wartos¢
$rednig. Pomiary wykonywano po uplywie 1, 3, 24, 48, 72,
168 godzin, tj. w okresie 7 dni. Do oznaczen pobierano 5 mL
eluatu, probke osuszano i przenoszono do nowego roztwo-
ru. Stezenia uwolnionych fluorkéw wyrazono w pmol/L
oraz w odniesieniu do powierzchni materiatu. Okreslono

skumulowany — sumaryczny poziom uwalniania jonow flu-
orkowych (tj. taczny w catym danym okresie obserwacji)
oraz przyrosty uwalniania w okresie 1 godziny. Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej, obliczajac warto$é
$rednia, odchylenie standardowe, wspdtczynnik korelacji
liniowej przy uzyciu testu t-Studenta i testu Friedmana.

Wyniki

Najwyzsze, skumulowane uwalnianie jonéw fluorkowych
wystepowato w srodowisku soli fizjologicznej; po uptywie
168 godzin wynosito ono 9,39 + 2,17 ug F/mm?. Nieco nizsze
byto uwalnianie do wody dejonizowanej (7,71 = 1,08 pg
F/mm?). Material zanurzony w roztworach sztucznej §liny
uwalniat wigcej fluorkow przy pH kwasnym, a mniej przy
pH obojetnym i zasadowym. Przy obecnosci jonow Ca**
w roztworze uwalnianie fluorkow z materiatu byto nizsze,
wynosito odpowiednio przy pH 4,5 — 3,11 £ 0,26 pg F/mm?,
aprzy pH 5,5 — 4,48 + 1,24 pg F/mm? Niewielkie uwalnianie
jondéw fluorkowych stwierdzono w Srodowisku sztuczne;j $liny
o pH 7,0 (0,45 + 0,14 pg F/mm?) —tabela 1, 2, rycina 1.

Dynamika uwalniania fluorkéw do wszystkich srodowisk
ekstrakcyjnych byta podobna, czyli najwyzsza emisja wyste-
powata w pierwszych trzech godzinach, potem nastgpowat jej
spadek i ustalenie uwalniania na niskim, stosunkowo statym
poziomie. Maksymalny przyrost stgzen uwolnionych fluorkéw
do wody dejonizowanej stwierdzono po pierwszej godzinie
badania i wynosit on 1,86 pg F/mm? (tab. 3, ryc. 2).

Dyskusja

W pracy przeprowadzono ocen¢ uwalniania jonéw
fluorkowych do réznych $rodowisk ekstrakcyjnych. Z pi-
$miennictwa wynika, zZe najczesciej uzywanym roztworem
jest woda dejonizowana [6, 7, 8, 9], a znacznie rzadziej
sztuczna §lina 1 sol fizjologiczna [10, 11]. Uzywanie roz-
twordw sztucznej $liny jako Srodowiska ekstrakcyjnego ma
na celu symulacje¢ warunkow zblizonych do naturalnych,
panujacych w jamie ustnej.

Stwierdzono, ze spadek pH $rodowiska (przy niezmienio-
nym jego skladzie) zwickszat uwalnianie jonéw fluorkowych.
Skumulowane uwalnianie jonoéw fluorkowych byto 13-krotnie
nizsze w sztucznej $linie o pH obojetnym w poréwnaniu
ze §ling o pH 5,5 (0,45 £+ 0,14 pug F/mm? vs 5,90 + 4,36
pg F/mm?) (tab. 1). Dalsze obnizenie pH $liny do poziomu
4,5 powodowato spadek emisji o ok. 38%. Wzrost pH $liny
z obojetnego w kierunku zasadowym [5, 7] zwigkszal ok.
6-krotnie emisje fluorkow. Suplementacja jonami wapnia
roztworu sztucznej $liny o pH 4,5 obnizata uwalnianie jondéw
fluorkowych o 14%, a przy pH 5,5 0 24% (tab. 1, ryc. 1)

Uzyskane poziomy uwalniania jonow fluorkowych z la-
ku Conseal F sa podobne do innych tego typu materiatow
stomatologicznych [10, 12, 13]. Jodkowska 1 Wagner [10,
11] okreslajac uwalnianie fluorkoéw do roztworu soli z lakow
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Tabela 1. Skumulowane uwalnianie jonow fluorkowych do réznych $rodowisk (ng F/mm?)

Table 1. Cumulative release of fluoride ions into different media (pg F/mm?)

Sz.$. Sz.$. Woda
Czas (godz.) Sz.§. pH 4,5|Sz.$. pH 5,5|Sz.§. pH 6,0 | Sz.§. pH 7,0 | Sz.§. pH 7,5 | z/ from Ca | z/ from Ca Water NaCl
Time (houré) (ng F/mm?) | (pg F/mm?) | (ug F/mm?) | (ug F/mm?) | (ug F/mm?) pH 4,5 pH 5,5 (ug F/mm?) (ug F/mm?)
(*SD) (*SD) (*SD) (*SD) (*SD) | (ug F/mm??) | (ug F/mm?) ( SD) (*SD)
(+ SD) (+ SD)
| 0,94 1,43 0,18 0,16 0,29 0,51 0,78 1,86 1,25
(+0,32) (+0,73) (+0,03) (+0,02) (+0,06) (+0,08) (+0,39) (=0,11) (+0,04)
3 1,68 2,92 0,20 0,18 0,55 0,70 1,61 2,86 2,98
(+0,65) (+2,12) (+0,03) (+0,02) (+£0,11) (+0,08) (+0,68) (+0,12) (+0,90)
24 2,05 3,72 0,27 0,25 1,07 1,33 2,36 4,03 5,31
(+£0,94) (+£2,77) (+0,10) (+0,08) (+0,44) (+0,08) (+0,77) (£0,23) (+ 1,46)
48 2,56 4,13 0,44 0,43 1,88 1,50 3,12 4,89 6,58
(*1,17) (+2,97) (+0,11) (+0,12) (+0,65) (+0,16) (+0,87) (+0,45) (+1,94)
7 3,30 5,20 0,46 0,46 2,47 2,53 3,73 5,68 7,74
(£1,43) (+3,94) (x0,11) (£0,11) (+0,67) (+0,35) (+0,93) (+0,67) (£2,14)
168 3,64 5,90 0,48 0,45 2,64 3,11 4,48 7,71 9,39
(+1,50) (+4,36) (=0,11) (+0,14) (+0,71) (+0,26) (+1,24) (+1,08) (*2,17)
Wsp.
korelacji 0,884 0,868 0,819 0,781 0,869 0,940 0,899 0,953 0,883
Corr. coeff.

ANOVA Friedmana i wspotczynnik zgodnosci Kendalla / Friedman’s ANOVA and Kedall’s cocordance coefficient
Chi? ANOVA (n= 6, df 8 ) =46,47566 p <0001 / Chi? ANOVA (n= 6, df 8 ) = 46.47566 p <0001
Wspotezynnik zgodnosci = 0,96824 r $red. rang = 0,96189 / Cocordance coefficient = 0.96824 r mean rank = 0.96189

Sz.§. — sztuczna $lina / arifical saliva

Tabela 2. Skumulowane uwalnianie jonow fluorkowych do réznych srodowisk (ng F/mm?) — test T dla dwoch zmiennych — istotnos$¢ réznic

Table 2. Cumulative release of fluoride ions into artifical saliva, water, and saline (ug F/mm?) — T test for two variables — significance of

differences
Parametry Sz.8. Sz.8.
Sz.§.pH 4,5 |Sz.§. pH 5,5 | Sz.§. pH 6,0 | Sz.§. pH 7,0 | Sz.§. pH 7,5 | z/ from Ca | z/ from Ca Woda NaCl

Parameters pH 4,5 pH 5,5
NaCl 0,105251 0,814353 0,124686 0,125789 0,138050 0,129720 0,111896 0,844038 XXX
Woda/Water | 0,261407 0,692823 0,213822 0,215176 0,246326 0,225930 0,303955 XXX
Sz.8.
z / from Ca 0,645926 0,198745 0,141034 0,143585 0,182158 0,165065 XXX
pH 5,5
Sz.8.
z / from Ca 0,197788 0,175406 0,171996 0,180077 0,459117 XXX
pH 4,5

Sz§.pH7,5| 0234319 0,191103 0,058714 0,064880 XXX

Sz§.pH7,0| 0,181195 0,168736 0,377344 XXX

Sz.§.pH 6,0 | 0,178566 0,167412 XXX

Sz.8. pH 5,5 | 0,159473 XXX

Sz.8. pH 4,5 XXX

Sz.§. — sztuczna $lina / artifical saliva

Delton F i Fissurit F, otrzymali takze podobne poziomy
uwalniania jonow fluorkowych.

Szybkos$¢ uwalniania fluorkéw materiatoéw stomato-
logicznych nie jest stala i cechuje si¢ szybka poczatko-
w3a emisja, ktora obniza si¢ wraz z upltywem czasu [14].
Garcia-Godoy i wsp. [6] zbadali 5 lakow szczelinowych,
wykazujac najwigksze uwalnianie z nich fluorkéw do wody
destylowanej w czasie pierwszych 24 godzin, ktére obni-
zalo si¢ gwaltownie na drugi dzien i stopniowo w ciggu
kolejnych dni utrzymujac poziom mierzalny w okresie 30
dni. Dane wtasne potwierdzaja podobng dynamike uwal-

niania jonow fluorkowych z ocenianego laku Conseal F.
Od materiatéw stomatologicznych zawierajacych fluorki
oczekiwane jest ich uwalnianie na poziomie zapewniajacym
hamowanie rozwoju prochnicy wtornej. Takie dziatanie
lakow szczelinowych sugerujg wyniki badan in vitro. Lobo
i wsp. [15] w warunkach do$wiadczalnych, symulujacych
srodowisko jamy ustnej (cykliczne zmiany pH, abrazja
powierzchni laku) wykazali w szkliwie sgsiadujagcym
z lakiem wzrost fluoru i zmniejszenie demineralizacji.
Podobne wyniki uzyskali Hicks i wsp. [16], stwierdzajac,
ze laki zawierajgce fluorki hamuja indukowang deminerali-
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Tabela 3. Przyrosty uwalniania jonéw fluorkowych na godzine do réznych srodowisk (ng F/mm?)

Table 3. Incremental release of fluoride ions per hour into artificial saliva, water, and saline (pg F/mm?)

Sz$8.z/ Sz$8.z/ Woda
Czas (godz.) | Sz.§. pH 4,5 | Sz.§. pH 5,5 | Sz.§. pH 6,0 | Sz.§. pH 7,0 | Sz.§. pH 7,5 | from Ca from Ca Water NaCl
Time (hours) | (ngF/mm?) |(pgF/mm?) | (pgF/mm?) | (ngF/mm?) | (ugF/mm?) pH 4,5 pHS.5 (ugF/mm?) (ngF/mm?)
(ugF/mm?) | (ugF/mm?) | M€
1 0,940 1,430 0,180 0,160 0,290 0,510 0,780 1,860 1,250
3 0,370 0,745 0,010 0,010 0,130 0,095 0,415 0,500 0,865
24 0,018 0,038 0,003 0,003 0,025 0,030 0,036 0,056 0,111
48 0,021 0,017 0,007 0,008 0,034 0,007 0,032 0,036 0,053
7 0,031 0,045 0,001 0,001 0,025 0,043 0,025 0,033 0,048
168 0,004 0,007 0,000 0,000 0,002 0,006 0,008 0,021 0,017
ijgi’:‘a 0,231 0,380 0,034 0,030 0,084 0,115 0,216 0,418 0,391
gSCh' st. 0,375 0,589 0,072 0,064 0,110 0,196 0,317 0,731 0,531
Wsp.
korelacji -0,566 -0,597 0,439 -0,445 -0,625 -0,495 0,610 0,522 -0,649
Correlation
coeff.

Sz.§.— sztuczna $lina / artificial saliva

(ug F/mm2)
10,0

9,0
8,0
7.0
6,0
5,0
4,0

3,0

5/? {‘l f‘)

0,0° o ‘ |
1 3 24 48 72 168
czas (godziny) / time (h)
——sz.$.pH4,5 —+—sz$8.pH55 —x-sz2.$.pH 6,0
—o0—sz.$.pH7,0 —eo—5sz8.pH7,5 ——sz$.zCapH4,5
——sz.$.zCapH5,5 —m— woda / water —a— NaCl

Ryc. 1. Skumulowane uwalnianie jonow fluorkowych do réznych §rodowisk

(LF/mm?)

Fig. 1. Cumulative release of fluoride ions into artificial saliva, water, and
saline (WF/mm?)

zacje zarowno w tkankach zgba otaczajacych material, jak
rowniez na $cianie bruzdy. Wyniki Rajtboriraksa i wsp.
sugeruja, iz w warunkach klinicznych istnieje mozliwos¢
kariostatycznego dzialania uwalnianych z lakoéw szcze-
linowych jonow fluorkowych [17]. Autorzy stwierdzili
istotny wzrost fluoru w plytce po uptywie 24 godzin od
zastosowania laku Helioseal F, zawierajacego — jako zrodto
fluoru — szklto fluorokrzemowe. Mozna si¢ spodziewac, ze
wraz z czasem przebywania laku w jamie ustnej i emis;ji
jonow fluorkowych wyczerpie si¢ Zrodto fluoru w materiale.
Zatem istotng cechg jest mozliwo$¢ wchtaniania fluoru
dostarczanego do §rodowiska jamy ustnej (fluorkowane
pasty do zebow, ptukanki, miejscowe aplikacje prepara-

1 3 24 48 72
czas (godziny) / time (h)

168

—e—sz.s. pH4,5 —a—sz.s. pH 5,5 —x—sz.s. pH 6,0
——sz.s. pH7,0 ——s5z.5.pH 7,5 —e—sz.s.zCapH4,5
—o—sz.s.zCapH5,5 —=— woda / water —a— NaCl

Ryc. 2. Przyrosty uwalniania jonow fluorkowych do réznych srodowisk
(LF/mm?)

Fig. 2. Incremental release of fluoride ions per hour in into artificial saliva,
water, and saline (uF/mm?)

tow fluorkowych). Jednakze, jak wynika z badan Koga
i wsp. [18], laki szczelinowe oparte za zywicy (Helioseal
F, Teethmate F) nie pochtaniajg fluoru z aplikowanych
preparatow fluorkowych, co sugeruje ich ograniczone
w czasie dziatanie kariostatyczne.

‘Whioski

Uwalnianie jonow fluorkowych z laku Conseal F zalezy
od sktadu i pH $rodowiska. Obnizenie pH powoduje wzrost
uwalniania jonéw fluorkowych, co jest istotne u pacjentow
z niskim pH i wysokim ryzykiem préchnicy.
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Summary

Introduction: Fluorine and aluminum remain a very
interesting research topic due to equivocal and relatively
unknown toxic action, role in the etiology of various diseases,
and interactions of both elements. Fluorine and aluminum
compounds are absorbed by organisms through the gastric
and respiratory systems, although the latter route operates
only at very high concentrations in air. Chronic exposure to
fluorine and aluminum leads to accumulation of both ele-
ments, especially in bones and teeth, but also in lung, brain,
kidney, and liver. Organisms excrete these elements with
urine, faeces, and to a minor extent with sweat and bile.

Material and methods: In the light of reports suggesting
that aluminum has protective properties against fluorine
toxicity during exposure to both elements, we decided to
examine the effect of alternating doses of aluminum fluoride
and sodium fluoride in drinking water on rats. Four female
groups received: I — 100 ppm fluorine ions during one month;
IT - 100 ppm fluorine ions alternating every two days with
300 ppm aluminum ions during one month; I1I — 100 ppm
fluoride ions during four months; IV — 100 ppm fluorine ions
alternating every two days with 300 ppm aluminum ions

during four months. The respective male groups called 1A,
ITA, IITA, and IVA were treated identically. Subsequently, the
animals were anesthetized and sacrificed. Blood was sampled
from the heart and the right femur was removed for fluorine
determination. Fluorine content in the femur and serum
was determined with an ion-selective electrode (Orion). The
results were analyzed statistically (Statistica 6).

Conclusions: We observed higher fluoride concentra-
tions in serum as compared with control values in all groups
of female and male rats exposed to sodium fluoride only.
Longer exposure time (4 months) did not result in further
increase in serum fluoride concentration. However, longer
exposure increased fluoride accumulation in the femur
(p <0.001). All groups exposed to NaF had significantly
higher fluoride concentration in the femur as compared with
control animals. Groups receiving NaF and AICI, showed
lower fluoride concentration in serum and femur compared
with those exposed to NaF only and higher in comparison
with controls. Fluorine content in the femur of rats exposed
to NaF and AICI, for four months was similar to the results
obtained after one month of exposure.

Key words: fluorine — aluminum — rats.
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Streszczenie

Wstep: Fluor 1 glin wcigz budza zainteresowanie ze
wzgledu na niejednoznaczny i nie w petni poznany cha-
rakter ich toksycznosci, udzial w etiopatogenezie wielu
schorzen, a takze z powodu mozliwos$ci wystgpowania
oddziatywan pomig¢dzy nimi. Zwiazki chemiczne two-
rzone przez oba te pierwiastki przyswajane sg przez
organizmy droga pokarmowg lub wziewng, cho¢ przez
ptuca przedostajg si¢ gtownie w przypadkach znacznych
stezen w powietrzu, zwigzanych z narazeniem zawodo-
wym. Dtugotrwate narazenie na fluor i glin prowadzi do
ich kumulacji, gtéwnie w kosciach i zgbach, ale takze
w phucach, mozgu, nerkach i watrobie. Procesowi temu
przeciwdziata wzglednie sprawne wydalanie z moczem,
a takze z katem i potem.

Material i metody: W zwiazku z doniesieniami o moz-
liwos$ci protekcyjnego dziatania glinu wobec toksycznosci
fluoru w przypadku jednoczesnej ekspozycji na oba te
pierwiastki, podjeto badania, ktorych celem byta ocena
wplywu naprzemiennego podawania szczurom w wo-
dzie pitnej chlorku glinu (AICL,) i fluorku sodu (NaF)
wg nastepujacego schematu: grupa I — samice: 100 ppm
jonu fluorkowego przez 1 miesigc; grupa Il — samice: na-
przemiennie, co dwa dni fluorek w dawce 100 ppm i glin
w dawce 300 ppm przez 1 miesigc; grupa III — samice:
100 ppm jonu fluorkowego przez 4 miesiace; grupa IV
— samice: naprzemiennie, co dwa dni fluorek w dawce 100
ppm i glin w dawce 300 ppm przez 4 miesiace. Grupy 1A,
IIA, IITA i IVA stanowity samce otrzymujace fluorek lub
naprzemiennie fluorek i glin w dawkach podanych wyze;j.
Odpowiednie grupy kontrolne pojone byty woda destylowa-
ng ad libitum. Po uptywie zatozonego czasu do§wiadczenia
zwierzeta u§miercano w znieczuleniu ogélnym, pobiera-
no krew bezposrednio z serca i wypreparowywano kos$ci
udowe prawe. W pozyskanej surowicy krwi i w kosciach
oznaczano stgzenie fluorkdw metoda potencjometryczna,
przy uzyciu fluorkowej elektrody jonoselektywnej firmy
Orion. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej
(program Statistica 6).

Whnioski: We wszystkich grupach samic i samcow, eks-
ponowanych wytacznie na NaF (I, IA, 111 i II1A), stwier-
dzono wigksze stezenia fluorkow w surowicy w poréwna-
niu z kontrola, przy czym wydtuzanie ekspozycji z 1 do 4
miesigcy nie powodowalo statystycznie istotnego wzrostu
stezenia fluorkéw w badanych surowicach. Podawanie
zwierz¢tom wylacznie NaF przez 4 miesiace skutkowalo
natomiast statystycznie istotnym zwickszeniem kumulacji
fluorkow w kosciach udowych w poréwnaniu do grup eks-
ponowanych przez 1 miesiac (p < 0,001). Wszystkie grupy
eksponowane wytacznie na NaF wykazywaty istotnie wigk-
sze stezenia fluorkéw w kosciach w poréwnaniu z kontrolg.
W grupach, ktérym podawano NaF i AICI, naprzemiennie,
stezenia fluorkow w surowicy i kosciach byly istotnie mniej-
sze w porownaniu z eksponowanymi wytacznie na NaF,
ale wicksze w porownaniu z kontrola. Stgzenia fluorkow

w kosciach po 4-miesigcznym narazeniu na oba pierwiastki
byty zblizone do warto$ci obserwowanych po miesi¢cznej
ekspozycji wylacznie na NaF.

Hasta: fluor — glin — szczury.

Wstep

Badania nad metabolizmem fluoru i jego oddziatywa-
niem na organizmy zywe sa zaawansowane i prowadzone
w roznych aspektach. Potwierdzone w literaturze niebez-
pieczenstwo, jakie niesie ze sobg przedtuzajaca si¢ ekspozy-
cja na fluor przyswajany drogg pokarmowsg i wziewna, jest
$cisle wigzane z jego wptywem na aktywno$¢ enzymow,
prowadzacym do zaburzen procesow glikolizy, cyklu Kreb-
sa, wytwarzania ATP oraz syntezy biatek i DNA. Bada-
nia dotyczace udziatu jonow fluorkowych w metabolizmie
komorki wskazuja na ich duze znaczenie w odniesieniu
do procesow oksydoredukcyjnych i aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych, niektérych enzymow tancucha odde-
chowego, a takze procesow peroksydacji lipidow [1, 2].
Cho¢ fluor bywa zaliczany do pierwiastkéw §ladowych,
niezbednych do prawidtowego funkcjonowania niektorych
tkanek i narzagdow, to pamietac nalezy, iz charakteryzuje
si¢ bardzo waskim marginesem bezpieczenstwa pomiedzy
dawka pozadang i toksyczna [3, 4].

Niezmiernie waznym nurtem badan nad fluorem jest
poszukiwanie jego ewentualnych interakcji z ksenobioty-
kami. Jak wiadomo biodost¢pnosé, przyswajanie, a tak-
ze toksycznos¢ pierwiastkow zalezy od wielu czynnikéw
zwigzanych z ich ilo$cig i formg chemiczna w jakiej wy-
stepuja w Srodowisku naturalnym, dietg i indywidualnymi
cechami organizméw. Nie mozna jednak w pelni ocenié
znaczenia i funkcji poszczegoélnych pierwiastkéw bez
znajomosci ich wzajemnych oddziatywan, wynikajgcych
z podobienstwa w budowie, sgsiedztwa w uktadzie okre-
sowym lub powinowactwa do tych samych przenosnikéw
czy tkanek [5].

Interakcje fluoru i glinu budza ostatnio coraz wigksze
zainteresowanie 1 wywotuja kontrowersje m.in. w zwigz-
ku z doniesieniami na temat ich roli w etiologii choroby
Alzheimera [6, 7, 8, 9]. Jednocze$nie warto zaznaczy¢, ze
oba te pierwiastki uwazane byly kiedy$ za nietoksyczne.
W srodowisku biologicznym glin tworzy gtéwnie trwale
zwiazki kompleksowe, wykazujac silny tadunek dodatni
1 whasciwosci elektronoakceptorowe. Wiadomo obecnie,
ze jony Al**sg czynnikiem kompleksujagcym ligandy we-
wnatrzkomorkowe [10, 11]. Pojawienie si¢ w diecie zwigz-
kéw obnizajacych pH wptywa dodatnio na biodostgpno$é
glinu przez powstanie rozpuszczalnych zwiazkow glinu lub
tez przez bezposredni wptyw na proces absorpcji [12].

Celem podjetych badan byta ocena wptywu naprzemien-
nego podawania szczurom w wodzie pitnej chlorku glinu
i fluorku sodu przez 1 Iub 4 miesigce na stezenie fluorkow
w surowicy krwi i1 kosciach udowych.
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Material i metody

Badania przeprowadzono na 97 szczurach obu plci rasy
Wistar, o poczatkowe] masie ciala réwnej 205-305¢g (X =
255g)1245-425g (X =335g), odpowiednio dla samic i sam-
cow. Przed rozpoczeciem eksperymentu szczury poddano
miesigcznej adaptacji. Zwierzeta zywiono standardowa pasza
LSM (granulowana mieszanka dla myszy i szczuréw ze $lado-
wa zawarto$cia fluoru i glinu). Poszczegolne grupy zwierzat
otrzymywaly w wodzie pitnej: grupa [ —samice: 100 ppm jonu
fluorkowego przez 1 miesigc; grupa I — samice: naprzemien-
nie, co dwa dni fluorek w dawce 100 ppm i glin w dawce 300
ppm przez 1 miesigc; grupa I11 — samice: 100 ppm jonu fluor-
kowego przez 4 miesigce; grupa [V — samice: naprzemiennie,
co dwa dni fluorek w dawce 100 ppm i glin w dawce 300 ppm
przez 4 miesigce. Grupy IA, IIA, IIIA 1 IVA stanowily samce
otrzymujace fluorek lub naprzemiennie fluorek i glin w daw-
kach podanych wyzej. Zwierzgta kontrolne (K, K,, K, 1K)
pojono woda destylowang ad libitum. Po uptywie zalozonego
czasu eksperymentu zwierzeta uSmiercano w znieczuleniu
0gdlnym z zastosowaniem chlorowodorku ketaminy. W celu
oznaczenia stezen fluorkéw pobierano krew bezposrednio
Z serca oraz wypreparowywano kosci udowe prawe. Poprzez
odwirowanie krwi przez 10 min w temp. 4°C, przy 2800 g
pozyskiwano surowice, ktorag zamrazano do czasu wykonania
analiz. Bezposrednio przed wykonaniem oznaczen surowice
rozcienczano buforem TISAB II1. Ko$ci udowe oczyszczano
z tkanek migkkich, trzykrotnie wygotowywano w wodzie
destylowanej, suszono w temperaturze 105°C i rozdrabniano
mechanicznie w mozdzierzu agatowym. Jednorodny proszek
odttuszczano acetonem i suszono ponownie. Probki do pomiaru
stezen fluorkow w kosciach, w ilosci ok. 20 mg zalewano 1 mL
kwasu nadchlorowego o stezeniu 2 mol/L. Po rozpuszczeniu
do probki dodawano cytrynianu trisodowego 1 buforu TISAB
II. W tak przygotowanym materiale oznaczano zawarto$¢
fluorkdéw metoda potencjometryczng przy uzyciu fluorkowej
elektrody jonoselektywnej firmy Orion. Otrzymane wyniki
poddano analizie statystycznej (program Statistica 6).

Wyniki

W tabelach 1 i 2 przedstawiono wartosci §rednie, od-
chylenia standardowe, warto$ci minimalne i maksymalne
oraz istotnosci roznic stezen fluorkow w surowicy i kosciach
udowych zwierzat w poszczegolnych grupach. We wszyst-
kich grupach samic i samcow, eksponowanych wytgcznie na
fluorek sodu — NaF (I, IA, 11 1 IITA), stwierdzono wigksze
stezenia fluorkdow w surowicy w pordwnaniu z kontrola, przy
czym wydtuzanie ekspozycji z 1 do 4 miesi¢ecy nie powo-
dowato statystycznie istotnego wzrostu stezenia fluorkow
w badanych surowicach. Swiadczyé to moze o uruchamianiu
przez organizm mechanizmow adaptacyjnych i obronnych,
przeciwstawiajacych si¢ niekontrolowanemu wzrostowi ste-
zenia fluorkow we krwi, a wraz z nig ich niebezpieczne;j
dystrybucji do tkanek. Jednym z tych mechanizmow moze

Tabela I.Srednie stezenia fluorkéw w surowicy badanych
SZCZUrow

Table 1. Mean fluoride concentration in rat serum

Stezenie fluorkow w surowicy (pg/mL)

gﬁgﬁg n Serum fluoride concentratioTl (ng/mL)
X SD min. max
I 10 **12135**11 0,10 0,24 0,52
IA 10 *K(::Z"?IIA 0,15 0,16 0,56
I 9 **12:,15**1 0,02 0,13 0,19
A 10 (,),;II/Z 0,06 0,11 0,29
K, 5 *?k’ll’ IH 0,01 0,08 0,13
K, 5 2’11: 0,08 0,08 0,29
I 10 **K?,,ii*IV 0,09 0,22 0,50
1A 10 **Kffz* A | ol 0,23 0,58
v 9 *(’)k’*lﬁl 0,03 0,11 0,21
IVA 11 **Ki’ {"7**111 0,05 0,12 0,30
K, 5 *K?: {‘iIII 0,02 0,11 0,17
K, 5 *Kz,*”?I’IOI?X, VA 0,02 0,05 0,13

n — liczba badanych zwierzat / number of animals; X — $rednia
arytmetyczna / arithmetic mean; SD — odchylenie standardowe /
standard deviation

* rdznice istotne na poziomie p < 0,05 / significance of differences
atp <0.05

** roznice istotne na poziomie p < 0,01 / significance of differences
atp<0.01

*** roznice istotne na poziomie p < 0,001 / significance of differences
atp <0.001

by¢ pobieranie nadmiaru fluorkow z krwi przez szkielet 1 ku-
mulowanie ich w formie fluorohydroksyapatytu, fluoroapa-
tytu i fluorku magnezu [3]. Potwierdzajg to badania wlasne.
Wydtuzenie do 4 miesiecy czasu ekspozycji wylacznie na
NaF (grupy III i IITA) spowodowato statystycznie istotne
zwigkszenie stgzenia fluorkow w kosciach udowych w po-
réwnaniu z grupami eksponowanymi przez 1 miesiac (grupy
[1IA) (p £0,001). Zgodnie z oczekiwaniami, wszystkie
eksponowane grupy wykazywaly istotnie wicksze stezenia
fluorkow w kosciach w poréwnaniu do kontroli.

Nieco inaczej przedstawiata si¢ dystrybucja fluorkéw
do kosci i ich stgzenia w surowicy zwierzat, ktorym NaF
podawano naprzemiennie z chlorkiem glinu — AICL,. We
wszystkich tych grupach (11, IIA, IV 1 IVA) stezenia flu-
orkdéw w surowicy 1 ko$ciach byly statystycznie istotnie
mniejsze w poréwnaniu do grup eksponowanych wylacznie
na NaF, ale wieksze w pordwnaniu z kontrolg. Stezenia flu-
orkow w kosciach, po ekspozycji na oba pierwiastki trwaja-
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Tabela 2. Srednie stezenia fluorkéw w kosciach udowych
badanych szczuréw

Table 2. Mean fluoride concentration in rat femur

Stezenie fluorkow w kosciach udowych (pg/g)
Grupa n Concentration of fluoride in femur (pg/g)
Group — -
X SD min. max
1308,10
I 10 ’ 175,99 | 975,45 | 1540,21
*K,, **11, 111
1309,20
IA 10 HIIA, *K,, **I1IA 175,42 | 1046,83 | 1655,21
838,58
I 10 ; 82,15 732,11 | 981,18
*K,, **1, 1V
A 10 *113513\’;] K 195,63 | 774,32 | 1440,20
) , K
K, 5 2312’%4 14,50 270,56 | 306,14
K, 5 *212313& 18,64 235,53 | 282,87
2525,44
I 7 . 331,13 | 2137,50 | 3224,54
*K3, *V, |
2444,52
1A 10 #K,, VA, 1A 482,24 | 1823,23 | 3209,12
v 9 ii(l)lzl’sé 106,83 | 1127,37 | 1410,78
1270,82
IVA 11 HITA, *K,, **I1IA 140,64 | 997,40 | 1512,53
K, 5 3%%;7 30,86 286,94 | 371,86
303,84
K, 5 *ITIA. IVA 13,69 289,09 | 318,41

n — liczba badanych zwierzat / number of animals; X — $rednia
arytmetyczna / arithmetic mean; SD — odchylenie standardowe /
standard deviation;

* rodznice istotne na poziomie p < 0,01 / significance of differences
atp<0.01

** roznice istotne na poziomie p < 0,001 / significance of differences
at p<0.001

cej 4 miesigce, byty zblizone do wartosci obserwowanych
w grupach eksponowanych przez 1 miesigc wylacznie na
NaF. Nalezy zaznaczy¢, iz w zwigzku z naprzemiennym po-
dawaniem NaF i AICI, czas ekspozycji tych grup wydtuzono
do momentu przyjecia przez zwierzgta porownywalnych
dawek fluoru z grupami otrzymujacymi wytacznie NaF.
Wyniki wskazuja wigc na to, iz podawanie glinu wptynegto
ograniczajgco na przyswajalnos¢ i dystrybucje fluorkow
do kosci.

Prace na temat interakc;ji fluoru 1 glinu na etapie wchta-
niania w przewodzie pokarmowym, ktére prowadza do
modyfikacji efektéw toksycznych i dziatan pozadanych,
pojawity si¢ m.in. w zwigzku z badaniami etiologii choroby
Alzheimera [13, 14, 15, 16]. Biodostepno$¢ pierwiastkow
uzalezniona jest w znacznym stopniu od formy chemicz-
nej, w jakiej wystepuja w przewodzie pokarmowym, co
wigze si¢ z kolei z natura ligandéw tworzacych z tymi
pierwiastkami polaczenia w soku zotadkowym lub jeli-
towym. Pojawienie si¢ w diecie zwigzkdéw obnizajacych
pH wptywa dodatnio na biodostepnos¢ glinu w dwojaki

Sposob: poprzez powstawanie rozpuszczalnych zwigzkoéw
glinu lub bezposrednio przez wplyw na proces absorpcji
[17]. Glynn i wsp., oceniajac wptyw cytrynianu, fluorku
1 krzemianu na absorpcje glinu u szczurow, stwierdzili, ze
cytrynian i fluorek umozliwiaja tworzenie rozpuszczalnych
kompleksow cytrynianu glinu (97%) i fluorku glinu (60%),
przy czym jedynie cytrynian mial wptyw na absorpcje
glinu [18]. Wczesniejsze badania Allaina i wsp. [19] oraz
Spencera i wsp. [20] wykazaty, ze fluor podawany rowno-
czesnie z glinem powoduje wzrost stezenia glinu w 0so-
czu, stymulujgc jego absorpcje w stopniu poréwnywalnym
z cytrynianem. Jednoczes$nie stwierdzono, ze glin hamuje
wchtanianie fluoru. Obecno$¢ w przewodzie pokarmowym
zwigzkow tworzacych kompleksy z glinem powoduje rozpad
form polimerycznych i gwattowny wzrost przyswajania
glinu przez komorki §luzowki przewodu pokarmowego
[10]. Przeprowadzone przez Varnera i wsp. doswiadczenia,
w ktorych szczury otrzymywaty w wodzie pitnej 0,5 ppm,
5 ppm i 50 ppm AlF, przez 45 tygodni, zwrocily uwagg na
wieksza zachorowalnos$¢ i Smiertelno$¢ zwierzat w grupie
eksponowanej na najmniejsze stgzenie AlF, [21]. Przypusz-
czalnym powodem takiej sytuacji mogto by¢ to, iz fluor byt
gléwnym czynnikiem toksycznym, a efekty przez niego
wywotane zostaty zredukowane przez oddziatywanie glinu
w grupach otrzymujacych wigksze dawki AlF,. Opiera-
jac sie na doniesieniach epidemiologicznych o ochronnym
wptywie fluoru wobec biotoksycznos¢i glinu, mozliwe jest
takze, ze ilo$¢ fluoru zwigzanego w kompleks z glinem
w grupie otrzymujgcej najnizsze dawki AlF, byta niedo-
stateczna dla ujawnienia dziatania protekcyjnego wobec
glinu w poréwnaniu z grupg otrzymujaca wigksza dawke
AlF,.

Ahn i wsp. oceniali wptyw podawania réznych dawek
glinu i fluoru w wodzie pitnej, osobno i w kombinacjach, na
ich przyswajanie i kumulacj¢ w siekaczach, kosci piszcze-
lowej 1 mostku krolikow. Na podstawie uzyskanych przez
nich wynikéw potwierdzono ujemny wptyw glinu na ab-
sorpcje fluoru oraz wykazano, ze podawanie krolikom 20
ppm fluoru przez okres 10 tygodni sprzyja kumulacji glinu
w tkance kostnej [22].

‘Whioski

1. Ekspozycja szczurow na fluor w wodzie pitnej po-
woduje wzrost stezenia tego pierwiastka w surowicy 1 ku-
mulacj¢ w koS$ciach zalezna od czasu trwania narazenia.

2. Glin podawany naprzemiennie z fluorem ogranicza
prawdopodobnie jego przyswajalnos$é, zmniejszajac tym
samym stgzenia fluorkow zarowno w surowicy, jak i ko-
$ciach.
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Summary

Purpose: Current topics in fluorine research are pre-
sented with emphasis on findings by researchers in Szczecin
and Poland, as well as in the world. Reports are cited on
the distribution of fluorine compounds in the environment,
routes of penetration into living organisms, and analyti-
cal methods for the quantitative determinations of fluorine
content in air, water, soil, and foods.

Important contributions have been made by Polish re-
searchers on the role and patterns of fluorides in body fluids,
soft and hard tissues, which remain in direct relationship
to accumulation and elimination of fluorine. So far, com-
prehensive studies on mutagenic effects of fluorine and its
potential role in bone neoplasms, Down syndrome, and
other genetic disorders have not been carried out in Poland.
Worthy of mention are reports on mechanisms of action of
fluorine compounds on the cellular and subcellular level.

Conclusions: Finally, two achievements of recent years
in the field of fluorine research are discussed briefly. The first
is concerned with the use in dentistry of chemical analysis
for studying mineral reconstruction of teeth throughout
the lifetime of an individual. The second is in the field of
medicine where molecular modeling has been applied to
explain the mechanism of action of aluminofluoride com-
plexes (AlF,) as a messenger of false information during
protein biosynthesis and their apparent role in the etiology
of Alzheimer’s disease.

Key words: fluoride — dentistry — molecular mode-
ling.

Streszczenie

Wstep: W pracy przedstawiono aktualne kierunki ba-
dan nad fluorem, z podkresleniem wynikow uzyskanych
w Szczecinie i w Polsce na tle osiggni¢¢ $wiatowych.
Cytowano kolejno wybrane publikacje na temat obecno-
$ci zwigzkow fluoru w §rodowisku przyrodniczym, drog
wnikania do organizméw zywych i metod analitycznych,
pozwalajacych na iloSciowe oznaczanie zawartosci fluoru
w powietrzu, wodzie, glebie 1 Zywno§ci.

Znaczacy jest udziat polskich badaczy w ocenie roli
i zachowania si¢ fluorkow w ptynach ustrojowych, tkankach
migkkich i twardych, co ma bezposredni zwigzek z moz-
liwoscig ich kumulacji 1 eliminacji. Do chwili obecnej nie
podjeto w Polsce kompleksowych badan zwigzanych z dzia-
faniem mutagennym fluoru, jego potencjalnym zwigzkiem
z nowotworami ko$ci, z wystepowaniem zespotu Downa
czy innych zaburzen na tle genetycznym. Na podkres$lenie
zastuguja doniesienia naukowe dotyczace mechanizmow
dziatania zwigzkéw fluoru na poziomie komorkowym i sub-
komérkowym.

Whioski: Zasygnalizowano dwa osiggnig¢cia ostatnich
lat zwigzane z problematykg fluorowa. Jednym z nich
jest wykorzystanie w stomatologii analizy chemiczne;j
do oceny przebudowy mineralnej zgbéw w ciggu zycia
osobniczego. Drugim — z zakresu medycyny — mozliwo$¢
zastosowania modelowania molekularnego do wyjasnienia
mechanizmu wptywu komplekséw glinowo-fluorkowych
(AIF,) na przekazywanie falszywych informacji w bio-
syntezie biatka, co moze mie¢ zwigzek np. z etiologia
choroby Alzheimera.
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Hasta: fluorki — stomatologia — modelowanie moleku-
larne.
k

Od momentu stwierdzenia, ze fluor jest biopierwiastkiem
nastgpita intensyfikacja badan nad jego rolg biologiczna,
mozliwoscia zastosowania w praktyce oraz toksycznoscig.
Poczatkowo analizowano zrodta fluoru w §rodowisku (po-
wietrze, woda, gleba) oraz drogi jego wnikania do orga-
nizmow: u roslin z atmosfery oraz poprzez przyswajanie
stosowanych fluorowanych pestycydéw i1 herbicydow,
a u zwierzat i ludzi przez uklad oddechowy, uktad pokar-
mowy oraz przez skore i jej przydatki [1].

Problematyce tej poswiecono cykl dwunastu krajowych
sympozjow fluorowych i jednej konferencji §wiatowej, ktore
organizowano w Szczecinie od lat 80. ubieglego stulecia.
Woéwcezas podstawowym problemem okazaty si¢ zagadnie-
nia analityczne zwigzane z oznaczaniem zwigzkow fluoru
[2]. Pierwsza czynnoscig jest przygotowanie materiatu do
analitycznego oznaczenia zawarto$ci fluorkow [3]. Sposrod
stosowanych réznych metod najdogodniejsza okazata si¢
chromatografia gazowa [4] oraz metoda potencjometryczna
z wykorzystaniem elektrody jonoselektywnej [S], rzadziej
metody kolorymetryczne, jako mniej doktadne. Minimalna
ilo$¢ badanego materiatu i wysoka czutos¢ elektrody flu-
orkowej pozwolity Zagockiej na opracowanie w roku 2000
metody tzw. biopsji kwasowej, ktora data nowe mozliwos$ci
oznaczania fluorkdw w stomatologii w badaniach in vitro
11in vivo [6]. Jest to wazne uzupelnienie systematycznie
publikowanych od 1980 roku w kwartalniku ,,Fluoride”
doniesien Wang C.Y. 1 Xu J. na temat rozwoju analizy flu-
orkow [7].

Prowadzac badania nad praktycznym zastosowaniem
fluorkéw, pamigtac nalezy, ze sa one substancjami toksycz-
nymi. Miller, jeden z liderow Swiatowego Towarzystwa
Badan nad Fluorkami (International Socjety for Fluoride
Research — ISFR) stwierdzil, ze wérod lekarzy i stoma-
tologdw czesto ignorowany jest fakt, ze fluorki wykazuja
rowniez dziatanie toksyczne [8]. Wielu polskich badaczy
podjeto ten problem, analizujac go w licznych publikacjach
dotyczacych toksycznosci prenatalnej fluorkéw [9], jego
bioprzyswajalnosci (zwlaszcza z zywnosci) [10, 11], spo-
sobow redukcji zawarto$ci fluorkdw w organizmie przez
dobdr odpowiedniej diety [12] oraz przypadkow ostrych
$miertelnych zatru¢ zwigzkami fluoru [13], w tym takze
w celach samobdjczych [14]. Opisano zwiazki tagodzace
skutki nietolerancji wobec fluorkéw [15] oraz mechanizmy
ich eliminacji 1 mozliwosci detoksykacji w organizmach
zywych [16, 17, 18]. Ocena pobierania fluorkow, ich kumu-
lacji 1 wydalania pozwolita na ustalenie bilansu fluorkowego
organizmu.

Do chwili obecnej ukazaty si¢ tysigce prac na temat
oddziatywania 1 zawartosci fluoru w ptynach ustrojowych
(krew [19, 20], mocz [21, 22], $lina [23], ptyn mdzgowo-
-rdzeniowy), w tkankach migkkich [24] (nerki, watroba,
mozg, tozysko [25]), w tkankach twardych (ko$¢, zeby [26],
paznokcie [27, 28], wlosy [29], siers¢, racice [30], poroza

[31], kamienie moczowe [32], muszle [33], skorupy jaj [34]).
Tkanki twarde, przez wigzanie fluorkow, stanowig wazny
czynnik detoksykacyjny w ustroju zwierzat i ludzi [17].
Prowadzac badania, szukano odpowiedzi na pytanie, kiedy
fluorki wykazujg oddziatywanie pozytywne. Nalezg do nich
fluorowane leki [35], profilaktyka fluorkowa w stomatologii
[26], aktywacja wybranych enzymow [36], stymulacja roz-
woju niektérych roslin [37]. Okazato si¢ rownoczesnie, ze
wigcej jest wptywow negatywnych fluorkow. Sa to m.in.:
hamowanie wegetacji roslin [38], ostra i przewlekta tok-
sycznos¢ [13], mozliwo$¢ powstawania fluorozy zebowej
[39] i szkieletowej [40] oraz liczne zaburzenia metabolicz-
ne, takie jak cukrzyca fluorowa [41], osteoporoza [42] czy
zaburzenia syntezy kolagenu [43]. Fluorki mogg rowniez
hamowac¢ aktywnos$¢ niektorych enzymow [36], wptywaé
na procesy bioenergetyczne [44] oraz oddychanie tkankowe
[45], przyspieszaé procesy starzenia [46] 1 oddziatywaé na
reprodukcje zwierzat hodowlanych [47]. Podane przyktady
nie wyczerpujg mozliwosci negatywnego oddziatywania
zwigzkoéw fluoru. Moga to by¢ rowniez zagadnienia zwig-
zane z dziataniem mutagennym, zwiazkiem z nowotworami
kosci, wystepowaniem zespotu Downa czy aberracji chro-
mosomalnych [48]. Te ostatnie problemy nie byty badane
w Polsce.

W ksigzce pt. ,,Pierwiastki sladowe w §rodowisku bio-
logicznym” Kabata-Pendias 1 Pendias zwracajag uwage na
udziat wielu pierwiastkéw w budowie substancji biologicz-
nych, w cyklach i procesach biogeochemicznych oraz wpty-
wie na rownowage chemiczna w §rodowisku biologicznym,
a takze roli fizjologicznej pierwiastkéw w organizmach ro-
$linnych 1 zwierzecych [49]. Podczas sympozjow fluorowych
w Szczecinie najczesciej przedstawianym problemem byty
interakcje pomiedzy fluorem a metalami [50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58], w szczegdlnosci metalami cigzkimi [59,
60, 61], wystepujacymi w osoczu, moczu i innych ptynach
i tkankach.

Przedstawiono roéwniez zagadnienia o znaczeniu ogol-
nym, analizujace biochemiczne mechanizmy dziatania
zwigzkéw fluoru. Nalezg do nich opisane m.in. odmien-
ne mechanizmy wigzania fluorkow przez kosc¢ i zab [62],
mechanizm powstawania fluorozy zgbowej [39], wptyw
fluorkéw na gospodarke energetyczng [44], na wybrane en-
zymy [36] — zwlaszcza oddechowe [63] — oraz na aktywno$¢
enzymoéw w badaniach in vivo 1 in vitro [64]. Przedstawienie
przebiegu krazenia fluoru w jamie ustnej jest szczegdlnie
ciekawe, gdyz §lina jest dostarczycielem wielu innych sub-
stancji, nie tylko fluorkdw, odgrywajacych rolge w procesach
mineralizacji zebow [65]. Dla medycyny praktycznej wazne
sa tez opracowania kompleksowe, oceniajgce stan zdrowia
1 rozwdj dzieci z rejondw o podwyzszonej obecnosci fluoru
w poréwnaniu z terenami kontrolnymi [66].

Na tle przedstawionych zagadnien zbyt mato jeszcze wie-
my o roli i znaczeniu fluoru w chemii lekéw [67]. Od dawna
znane s3 wiadomosci na temat roli biologicznej fluorowanych
nukleotydow i nukleozydow. Wykorzystywane sa fluorowane
pochodne zwigzkéw o znaczeniu terapeutycznym [35, 68],
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np. lekow przeciwbakteryjnych (chinolony), przeciwgrzy-
bicznych (azole), preparatéw o silnym dziataniu przeciwza-
palnym (syntetyczne kortykosteroidy) czy antymetabolitow
o dziataniu cytostatycznym (fluorouracyl) [69, 70].

Z nowszych kierunkoéw badan kompleksowych warto
wspomnie¢ o zagadnieniach prezentowanych na obecnie
rozpoczynajacym si¢ XII Sympozjum Fluorowym.

Zagadnienie z zakresu stomatologii dotyczy wyko-
rzystania analizy chemicznej biopierwiastkéw do oceny
przebudowy mineralnej z¢gbow w ciggu zycia osobniczego
[71]. Przebudowa mineralna zeboéw trwa przez caty okres
zycia, jednak najwigksze zmiany iloSciowe majg miejsce
w najwczesniejszych okresach, czyli od 6. tygodnia zycia
ptodowego [72]. Badania przebudowy mineralnej w zawigz-
kach zgbowych sg jednak utrudnione ze wzglgdu na mala
mas¢ zawigzka oraz trudnosci z zebraniem odpowiedniej
ilo$ci materiatu badawczego. Jedng z pierwszych takich
prac byly badania wykonane przez Gedalia i wsp. w 1zraelu
w latach 70. ubieglego wieku [73]. Wtedy jednak metody
analityczne byly mniej precyzyjne, co miato wpltyw na
uzyskane wyniki i ich interpretacje [74]. Znaczny postep
odnotowano po opublikowaniu badan wykonanych przez
Pawlusa i wsp. dotyczacych oceny przebudowy zebow
w tym 61 zawigzkéw zgbowych, w ktorych dynamika tych
procesow jest najwigksza [75]. Zbadano zawarto$¢ kilku
pierwiastkow, ale szczegodlng uwage zwrocono na fluorki.
Ich ilo$ci w zawigzkach sa tak wysokie, jak w Zadnej innej
powstajacej tkance w organizmie cztowieka. Na drodze
interpolacji mozna byto oszacowaé zawarto$¢ fluorkoéw
w chwili tworzenia si¢ zawiazka. Wyniki Pawlusa i wsp.
r6znig si¢ od danych Gedalia i wsp. 1 stanowig ciekawy
materiat w dyskusji na temat preferowanego przez niekto-
rych badaczy prenatalnego podawania fluorkow, ktore jak
wiadomo sg toksyczne [76].

Drugim waznym tematem z zakresu medycyny jest
przedstawienie roli dwoch pierwiastkow: fluoru i glinu,
wystepujacych w kompleksie AlF; i ich fagcznego oddziaty-
wania na organizm ludzki [77]. Znaczna zawarto$¢ fluorkow
w wodzie przeznaczonej do spozycia na niektorych terenach
endemicznych zapoczatkowata nowy zakres badan u ludzi,
ktore dotyczyly oddziatywania zwigzkoéw fluoru na uktad
nerwowy. Pierwsze doniesienie przedstawili Mullenix i wsp.
[78] w 1995 1. 1 dotyczylo ono neurotoksyczno$ci fluorku
sodu, a rok pozniej Zhao i wsp. wypowiedzieli si¢ na temat
zwigzku wysokich stezen fluorkow zawartych w wodzie
z ilorazem inteligencji u dzieci w Chinach [79]. W roku 2000
Spittle z Nowej Zelandii podsumowat prace kilku autorow
z ostatnich 5 lat na temat wptywu fluoru na funkcje intelek-
tualne u ludzi [80]. Byta o tym zagadnieniu rowniez mowa
w czasie Sympozjum Fluorowego w Szczecinie w 2002 .
[81]. Jeszcze wieksze znaczenie w tym zakresie przypisuje
si¢ kompleksowi AlF,, ktory zdaniem Struneckiej jest od-
powiedzialny za przekaz fatszywych informacji, ktore sa
nastepnie powielane podczas przeksztatcania ich w odpo-
wiedz komoérkows [82]. Kompleks AlF, moze nasladowad
dziatanie wielu neuroprzekaznikow i hormon6w. Badania

Lubkowskiej potwierdzity, ze podawanie AlF, powoduje
wzrost zawarto$ci glinu w wybranych strukturach osrod-
kowego uktadu nerwowego szczurdéw [83]. Nie wykazano
sposobow eliminacji glinu z mozgu i dlatego przy dtugo-
trwatej ekspozycji moze doj$¢ do kumulacji pierwiastka, co
moze mie¢ zwigzek z etiologig choroby Alzheimera [84].
Kompleksy fluorku glinu (AIF,) powstaja w sposob spon-
taniczny w wodnych roztworach, ktore zawierajg fluorki
i $ladowe ilo$ci glinu. Istnieja przestanki pozwalajace sadzic,
ze kompleksy AlF, zachowuja si¢ jak analogi fosforanow
[85]. Przenoszenie grup fosforanowych jest podstawowym
mechanizmem kontroli przemian biochemicznych u zwie-
rzat iroslin, a fosforylacje i defosforylacje przebiegaja przy
udziale enzyméw: kinaz i fosfataz. Podobienstwo atomow
Al do P, jako pierwiastkéw o podobnej budowie atomowej ze
wzgledu na powtoki elektronowe, odnosi si¢ do powstawania
réznych co do trwalos$ci wiazan chemicznych migdzy tymi
pierwiastkami. Procesy metaboliczne stanowig zwykle cykl
przemian nast¢pujacych po sobie reakcji, ktére sa trudne
do badania w warunkach laboratoryjnych. Nowoscig jest
zastosowanie do takich badan modelowania molekularnego
[86]. Za pomocg programu Gaussian udalo si¢ przesledzi¢
niektore etapy przemian molekularnych mi¢dzy zwigzkami
wysokoenergetycznymi nukleotydéw adeninowych i guani-
nowych, a kompleksami AlF, [47]. Badania te przyblizaja
poznanie mechanizmow przemian na poziomie molekular-
nym i pozwalajg pozna¢ kazdy fragment wieloetapowych
proceséw biochemicznych, co w warunkach laboratoryjnych
jest prawie nieosiggalne [87].

Fluor jest pierwiastkiem o duzej aktywnosci chemicznej,
dlatego pamigtac nalezy o mozliwo$ciach wywotywania
pozytywnych i negatywnych skutkéw biologicznych, z kto-
rych nie wszystkie udalo si¢ do tej pory poznad.
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Summary

Purpose: Sparse reports on the composition of mineral-
ized deposits forming in the child’s oral cavity generally
reveal their lower degree of mineralization. As reports on
the formation of dental calculus in children are incomplete,
we decided to study some conditions in which this process
takes place.

The aim of the study was to determine whether fluorine
is present in supragingival dental calculus. We enrolled 12-
year-old children (17 girls, 11 boys) living in a large city.

Results: X-ray microanalysis of dental calculus revealed
the presence of carbon, oxygen, calcium, phosphorus, sodium,
magnesium, potassium, sulphur, chlorine, silicon, and fluo-
rine. Chemical analysis of 10 sites on each specimen showed
large variations as to the number of elements found and their
content. Fluorine was present in one specimen only (3.6%)
at a very high concentration of 10.27% + 1.27 (w/w).

Chemical composition of mineralized dental deposits
shows marked individual variability and the presence of
fluorine is not a constant finding.

Key words: EDS - SEM - children.

Streszczenie

Wstep: Nieliczne doniesienia dotyczace sktadu ztogu mo-
wig ogolnie 0 mniejszym stopniu zmineralizowania u 0s6b

w wieku rozwojowym. Skapa liczba doniesien dotyczacych
powstawania kamienia nazebnego u dzieci byta podstawa
do podjecia badan zmierzajacych do wyjasnienia pewnych
uwarunkowan tego procesu.

Celem pracy byta ocena wystgpowania fluoru w nad-
dzigstowym kamieniu naz¢gbnym pobranym od 12-letnich
dzieci zamieszkujacych srodowisko wielkomiejskie.

Wyniki: Wyniki badan przeprowadzonych metoda mi-
kroanalizy rentgenowskiej wykazaty w kamieniu nazebnym
obecno$¢: wegla, tlenu, wapnia, fosforu, sodu, magnezu,
potasu, siarki, chloru, krzemu oraz fluoru. Wyniki mikro-
analizy rentgenowskiej przeprowadzonej w 10 losowo wy-
branych punktach r6znity si¢ znacznie, zarébwno co do liczby
wykrytych pierwiastkow jak i ich stezenia. Tylko w jednej
(3,6%) probee stwierdzono obecnos$¢ fluoru. Jego stgzenie
byto wysokie i wynosito 10,27% wag. + 1,27.

Sktad chemiczny kamienia nazgbnego tworzacego si¢
u dzieci jest osobniczo zréznicowany, a fluor nie jest statym
sktadnikiem tego ztogu.

Hasta: EDS -~ SEM — dzieci.

Wstep

Kamien nazebny powstaje w wyniku mineralizacji
bakteryjnej ptytki nazebnej. Proces mineralizacji polega
na wytracaniu soli wapniowo-fosforanowych w macierzy
organicznej ptytki. Przebieg procesu zalezy od ztozonych
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bio- oraz fizykochemicznych reakcji zachodzacych w §rodo-
wisku jamy ustnej oraz od licznych czynnikow wewnatrz-
i zewnatrzpochodnych, do ktérych naleza m.in. sktad $liny,
ptynu dzigstowego, flory mikrobiologicznej jamy ustnej,
higieny oraz diety.

Z badan epidemiologicznych wynika, ze kamien nazebny
wystepuje u ludzi stosunkowo czesto. Jego ilos¢ i lokalizacja
jest rozna w zaleznos$ci od nawykoéw higienicznych, diety,
wieku osobniczego, pochodzenia etnicznego, sprawnosci
fizycznej i umystowej, wystepujacych chordb ogdlnoustro-
jowych lub systemowych oraz stosowanych lekéw. Udowod-
niono, ze odsetek 0os6b w populacji, u ktérych wystepuje
kamien nazgbny wzrasta wraz z wiekiem badanych [1, 2, 3, 4,
5, 6, 7]. U dzieci rzadziej niz u oso6b dorostych obserwowane
jest tworzenie zmineralizowanych zlogdéw nazgbnych. W tej
grupie odktadanie jest mniejsze pomimo tworzenia czesto
duzych ilo$ci ptytki nazebnej. Obserwacja ta dotychczas nie
uzyskata swego wyjasnienia. Stoner 1 Mazdyasna przypusz-
czaja, ze zalezy to m.in. od rdznej zawartoS$ci inhibitoréw
precypitacji fosforanéw wapnia w $linie dzieci i 0s6b do-
rostych. Przyczyng moze by¢ réwniez roznica w sktadzie
flory bakteryjnej zasiedlajacej jamg ustng. Mikroorganizmy
jamy ustnej dziecka moga nie zawiera¢ lub nie produkowac
soli mineralnych, a niektore z nich wytwarza¢ inhibitory
procesu mineralizacji [8]. Zaobserwowano, ze szybko$¢ od-
ktadania kamienia nazgbnego jest osobniczo zréznicowana
ijest szybsza u chtopcow niz u dziewczat [5, 6].

Biorac pod uwage umiejscowienie kamienia nazgbne-
go w stosunku do brzegu dzigstowego rozrdznia si¢ ziog
naddzigstowy — widoczny na koronach klinicznych zebow
ponad brzegiem dzigstowym oraz z16g poddzigstowy — od-
ktadajacy sie w kierunku wierzchotka korzenia w kieszonce
przyzebnej. Wyodrebnia si¢ réwniez forme posrednia, tzn.
ztog umiejscowiony przy brzegu dzigsta [5, 6].

Sklad chemiczny kamienia nazgbnego jest osobniczo
zroznicowany. Zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych zale-
zy gtéwnie od wieku ztogu, rodzaju i jego umiejscowienia
w jamie ustnej. Dojrzaty kamien nazebny jest substancja
wysoce mineralizowana, o iloéci sktadnikéw nieorganicz-
nych podobnej do kosci, z¢biny i cementu, tj. ok. 70—85%
s.m. Faza nieorganiczna kamienia naze¢bnego to przede
wszystkim sole wapnia i fosforanow. Zbadano, ze wapn
stanowi do 40%, a fosforany do 20% suchej masy substancji
nieorganicznej kamienia [2, 5, 6]. Poza tym zidentyfikowane
zostaty takze inne pierwiastki, jak: magnez, sod, cynk,
fluor, chrom, stront, brom, miedz, mangan, wolfram, ztoto,
glina, krzem, zelazo, srebro, wegiel. Fluor zwigzany jest
przede wszystkim z fazg organiczng kamienia, cho¢ moze
rowniez wystgpowac w polaczeniu z fosforanem wapnia
[1,2,9, 10, 11, 12, 13].

Badania kamienia nazgbnego utworzonego w jamie ust-
nej dziecka byty prowadzone rzadko i dotyczyly gtownie
oceny epidemiologicznej. Nieliczne dane z piSmiennictwa,
mowigce ogolnie o mniejszym zmineralizowaniu ztogu
u dzieci, sg zgodne z wynikami prowadzonych wczesniej
badan wtasnych, ktore wykazaty, ze ztog naddzigstowy

powstajacy w jamie ustnej dziecka zawiera mniej zwigzkow
nieorganicznych [14].

Celem pracy bylo podjecie badan zmierzajacych do
wyjasnienia pewnych uwarunkowan procesu powstawa-
nia kamienia nazebnego u 0s6b w wieku rozwojowym oraz
ocena wystegpowania fluoru w naddzigstowym kamieniu
naz¢bnym pobranym od 12-letnich dzieci, zamieszkujacych
srodowisko wielkomiejskie.

Material i metody

Do analizy zostat pobrany kamien nazebny naddzigsto-
wy z powierzchni jezykowych dolnych zebow siecznych 28
dzieci (17 dziewczat i 11 chtopcdw). Probki ztogu przecho-
wywano w specjalnych pojemnikach. Nastepnie przykleja-
no je do stolika elektronowego mikroskopu skaningowego
1 umieszczano w komorze obserwacyjnej. Przed badaniem
probki napylano warstwa wegla. Spektra kamienia groma-
dzono z obszaru 80 um x 120 um pokazanego na obrazach
uzyskanych za pomoca elektronowego mikroskopu ska-
ningowego JEOL-JSM35C przy napigciu 15 kV. Poniewaz
kamien nazebny ma strukture niejednorodnag, konieczne
byto przeprowadzenie analizy sktadu chemicznego w kilku
punktach (ryc. 1). Stezenie pierwiastkdéw w probece z 10
losowo wybranych punktéow badano metoda mikroanalizy
rentgenowskiej EDS za pomocg detektora Si (Li) PRISM fir-
my PGT. Oceniano wystepowanie wszystkich pierwiastkow
obecnych w probee i wykrywanych stosowang technika.

Do bezwzorcowej analizy iloSciowej uwzgledniajacej
pierwiastki lekkie uzyto programu korekcji ZAF.

Analize kamienia nazebnego przeprowadzono w Labora-
torie Mecanique IUT “A” Uniwersytetu Lille we Francji.

Wyniki

Wyniki badan przeprowadzonych metoda mikroanalizy
rentgenowskiej wykazaty w kamieniu naz¢gbnym, pocho-
dzacym od dzieci w wieku 12 lat, obecnos¢ nastepujacych
pierwiastkow: wegla, tlenu, wapnia, fosforu, sodu, magnezu,
potasu, siarki, chloru, krzemu oraz fluoru (ryc. 2). Wyniki
mikroanalizy rentgenowskiej poszczegdlnych punktow tej
samej probki roznity si¢ znacznie, zaréwno co do liczby
wykrytych pierwiastkow, jak i ich stezenia. Roznice doty-
czyly wszystkich sposrod badanych pierwiastkow.

Obecnos$¢ fluoru stwierdzono tylko w jednej (3,6%),
pochodzacej od chtopca, z poddanych badaniu probek. Jego
stezenie byto wysokie i wynosito 10,27% wag. + 1,27.

Dyskusja
Z}6g naddzigslowy jest mniej zmineralizowany niz

poddzigstowy. Odsetek sktadnikéw mineralnych w kamie-
niu naddzigstowym waha si¢ od 16% do 80%, a w zlogu
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Ryc. 1. Spektra EDS naddzigstowego kamienia nazgbnego
Fig. 1. EDS of supragingival dental calculus

5 microns

Ryc. 2. SEM naddziastowego kamienia nazgbnego
Fig. 2. SEM of supragingival dental calculus

poddzigstowym od 46% do 83%. Kamien poddzigstowy
zawiera zazwyczaj nieco wigcej wapnia, magnezu i fluoru.
Zawarto$¢ wapnia w kamieniu naddzigstowym wynosi ok.
35%, fosforandéw ok. 20%. W kamieniu poddziastowym,
zlokalizowanym w poblizu dziasta, odpowiednio: ok. 39%
121% a w zlogu umieszczonym gleboko w kieszonce: 39,5%
121% [2, 5, 6]. W zawarto$ci fluoru Okumura i wsp. nie
zaobserwowali istotnej roznicy w ztogu nad- i poddziasto-
wym. Stwierdzili jednak, ze w kamieniu poddzigstowym
jego poziom jest wyraznie nizszy w ztogu gromadzgcym
sie w kierunku wierzchotka korzenia, natomiast w naddzig-
stowym nie zmienia si¢ w zalezno$ci od umiejscowienia
na koronie z¢ba [4].

Celem badan Ji i wsp. byta ocena zawarto$ci magnezu
i fluoru w kamieniu naz¢gbnym u osobnikéw narodowosci
chinskiej i japonskiej. Stwierdzili wyzsza zawarto$¢ tych
pierwiastkow u Japonczykow. Fakt ten ttumaczyli rodzajem
spozywanych pokarméw (dieta bogataj w owoce morza) oraz
stosowaniem past do zebow zawierajacych fluor [15].

Okumura i wsp. stwierdzili wyzsze stezenie fluoru na
zewngtrznej powierzchni kamienia, ktore obnizato si¢ w kie-
runku do wewnatrz, tj. w kierunku powierzchni zeba [4].

Wykazano, ze niektdre pierwiastki wystgpujace w nie-
wielkiej iloéci Iub nawet jako pierwiastki sladowe moga
wptywaé na przebieg procesu mineralizacji. Fluor sta-
nowi niewielki odsetek w sktadzie kamienia, ale jednak
jego obecnos¢ odgrywa istotng rolg w nukleacji i hydrolizie
krysztatéw. Rowniez krzem bierze udziat w formowaniu
i mineralizacji zlogu — dziata jako promotor nukleacji. Jak
wynika z badan, kazdy z etapoéw procesu moze zostaé za-
burzony obecnoscia nawet niewielkiej ilosci ,,obcych jo-
néw” (tzw. trucizn krysztatow), ktore taczg sie z miejscami
wysokoenergetycznymi w krysztatach i blokujg adsorpcje
jonow prawidtowych [2, 4, 5, 10, 13, 15, 16, 17].

Na podstawie pismiennictwa i wynikow badan wiasnych
mozna stwierdzi¢, iz kamien naz¢bny pobrany od dzieci
w wieku 12 lat w poréwnaniu ze ztogiem uzyskanym od
osoby dorostej zawiera mniej sktadnikéw nieorganicznych
(nizszy jest poziom wapnia oraz fosforu), natomiast wyzsza
jest zawarto$¢ wegla. Wyniki mikroanalizy rentgenowskiej
wskazuja ogolnie na nizszy stopien zmineralizowania ztogu.
Natomiast obecno$¢ miejsc o wysokiej zawartosci sktad-
nikoéw nieorganicznych oraz takich, w ktorych ich st¢zenie
jest bardzo niskie, potwierdza doniesienia z piSmiennictwa
o heterogennej budowie ztogu, o r6znym stopniu uwapnie-
nia w poszczegolnych miejscach. Sktad chemiczny kamie-
nia nazgbnego utworzonego w jamie ustnej osob w wieku
rozwojowym jest rézny u poszczegdlnych jednostek, jak
rowniez r6zni si¢ w zalezno$ci od analizowanego punktu
tej samej probki ztogu [14].

We weze$niejszych badaniach wlasnych porownywano
sktad naddzigstowego kamienia nazgbnego pochodzacego
od osoby dorostej 1 od dziecka. Na podstawie analizy ztogu
pobranego od osoby dorostej stwierdzono, ze wapn stanowit
27,65% wag., fosfor 14,00% wag., a magnez 0,56% wag.
Uzyskane wyniki dotyczace tych pierwiastkow byly wiec
poréwnywalne z danymi z pi§miennictwa. Bezwzorcowa
analiza ilosciowa EDS badanych probek wykazala istnienie
réznic w sktadzie kamienia nazgbnego pobranego od dziecka
i od osoby dorostej, poniewaz w tej pierwszej % wag. wapnia
wynosit 5,67, fosforu 6,02, magnezu 0,29. Warto$ci te byly
wiec nizsze niz podaje piSmiennictwo. W ztogu pobranym
od dziecka odnotowano natomiast wyzszy poziom wegla
i azotu. Réznice dotyczyty rowniez zawarto$ci innych,
wystepujacych w mniejszym odsetku, pierwiastkow, jak
sod, potas, magnez i siarka. Jedynie zawarto$¢ tlenu byta
porownywalna w obu probkach. Rowniez warto$¢ stosunku
Ca/P w probce pochodzacej od osoby dorostej byta wyz-
sza (1,98) w poréwnaniu z warto$cig Ca/P w ztogu dziecka
(0,94) [18].

‘Whioski

Badania potwierdzaja, iz sktad chemiczny kamienia
nazgbnego tworzacego si¢ w jamie ustnej dzieci jest osob-
niczo zréznicowany, a fluor nie jest statym skladnikiem
tego ztogu.
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Summary

Purpose: This study was undertaken to compare cal-
cium, magnesium, fluoride, and phosphorus content in
antlers and skull bones of roe deer in relation to their age
and habitat.

Material and methods: The study was done in 22 samples
originating from two Forestry Districts of West Pomerania.
The study population was divided into two age groups: young
animals (aged 1-2 years) and mature animals (aged 4—8 years).
Calcium and magnesium was measured with atomic absorp-
tion spectrometry, phosphorus with a spectrophotometric
method, and fluoride with an ion-selective electrode.

Conclusions: Statistical analysis demonstrated differ-
ences in the content of the elements depending on age and
environmental pollution. Correlations between the content
of elements in skull bones and antlers were found.

Key words: roedeer—mineralization — antlers — skull
bones — physiological osteoporosis — en-
vironmental biomonitoring.

Streszczenie

Wstep: Celem niniejszej pracy byto poréwnanie zawar-
tosci wapnia, magnezu, fluorkéw i fosforu w porozach i ko-
$ciach czaszek saren w zaleznosci od ich wieku i miejsca
bytowania.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono na 22
probkach, pochodzacych z dwdch nadlesnictw Pomorza
Zachodniego. Materiat podzielono ponadto na 2 grupy ze
wzgledu na wiek: mtode (1-2 lata) i stare (4—8 lat). Wapn
1 magnez oznaczono metoda absorpcyjnej spektrometrii
atomowej, fosfor metoda spektrofotometryczng, a fluorki
za pomocg elektrody jonoselektywnej.

Whnioski: Analiza statystyczna wynikoéw wykazata roz-
nice w zawartosci poszczeg6lnych pierwiastkéw zalezne od
wieku zwierzecia a takze stopnia zanieczyszczenia $rodo-
wiska naturalnego. Przedstawiono korelacje migdzy anali-
zowanymi pierwiastkami w kosciach czaszek i porozach.

Hasta: sarna — mineralizacja — poroza — koS$ci czaszki
— fizjologiczna osteoporoza — biomonitoring
srodowiska.

Wstep

Poroza sa strukturg charakterystyczng dla rodziny
jeleniowatych (Cervidae). Rozwijaja si¢ na trwale wy-
stepujacych wyniostosciach, zwanych mozdzeniami. Te
ostatnie rozwijaja si¢ z ko$ci czolowej czaszki [1]. Razem
z z¢bami stanowig przyktady struktur kosciopodobnych,
wystajacych na zewnatrz [2]. Z powodu ich corocznego
zrzucania i nadzwyczaj szybkiej regeneracji (do 2cm na
dobg), od dawna fascynuja one naukowcow i ludzi o za-
interesowaniach przyrodniczych [3]. Sg obiektem wielu
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badan, m.in. wykorzystuje si¢ je jako bioindykatory zanie-
czyszcezen srodowiska zwigzkami chemicznymi [4] albo
jako modele do studiowania metabolizmu i chor6b kosci
[5]. W wielu kulturach medycyna wykorzystuje ekstrakty
z porozy jako §rodki wzmacniajace w leczeniu niedokrwi-
stosci 1 anoreksji, w czasie chemioterapii czy radioterapii
onkologicznej [6, 7].

Poroze saren zbudowane jest w ok. 56% z substancji
nieorganicznej, na ktore sktada si¢ 48% fosforanu wapnia,
5% weglanu wapnia, 2% weglanu magnezu i 1% innych
zwiazkoéw mineralnych [1]. Intensywny wzrost poroza
u zwierzat byt powodem opisania zjawiska tzw. oprdznia-
nia kosci szkieletu podczas wzrostu, czyli odwracalnej,
fizjologicznej osteoporozy kosci [5].

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie zmian dotycza-
cych zawartosci czterech gtownych sktadnikow mineralnych
poroza i kosci czaszki: wapnia, magnezu, fluoru i fosforu
w zaleznosci od wieku i miejsca bytowania zwierzat, od
ktorych pobrano probki.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 22 probkach porozy i kosci
czaszek saren (Capreolus capreolus), ktore pochodzity
z planowanych odstrzaléow mysliwskich na terenie wo-
jewddztwa zachodniopomorskiego. Material badawczy
podzielono na dwie grupy ze wzgledu na wiek: mtode
(12 lata) i stare (4—8 lat) oraz wyodrgbniono dwie grupy
ze wzgledu na pochodzenie zwierzat: Szczecin i Draw-
sko Pomorskie. Poroza, w poblizu ich réz (u podstawy),
a kosci czaszki przy mozdzeniach, nawiercano wiertarkg
stomatologiczng. W celu oznaczenia wapnia i magnezu
nawazki w ilo$ci ok. 750 mg rozpuszczano w 9 mL 65%
kwasu azotowego. Po 3 dniach probki mineralizowano
za pomoca mineralizatora BM-1S/11, a nastepnie zawar-
to$¢ ww. pierwiastkdw oznaczano metoda absorpcyjnej
spektrometrii atomowej uzywajac spektrometru Unicam
969-Solar. Aby oznaczy¢ zawarto$¢ fluorkow, nawazki
10 mg mineralizowano w 1 mL kwasu nadchlorowego
o stezeniu 2 mol/L. Probki wytrzasano w termomikserze
przez 1 godz., w temperaturze 85°C, studzono i oznaczano
stezenia fluorkow za pomoca elektrody jonoselektywnej
Orion. W celu oznaczenia w probkach fosforu nawazki 10
mg mineralizowano w 1 mL 65% kwasu azotowego i po
24 godz. oznaczano st¢zenia fosforu metoda spektrofo-
tometryczng (UV/VIS Spectrometer Lambda 40 Perkin
Elmer), stosujac zestaw firmyRandox. Wyniki poddano
analizie statystycznej, postugujac si¢ testem kolejnosci par
Wilcoxona i testem U Manna—Whitneya.

Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono $rednie st¢zenia wapnia, fos-
foru, magnezu i fluorkéw w porozach i kosciach czaszek

saren. W kosciach czaszek stwierdzono wigksze stezenia
wapnia niz w porozach, natomiast st¢zenia magnezu byly
wieksze w porozach niz w ko$ciach saren z okolicy Szcze-
cina i Drawska Pomorskiego (ryc. 1 i 2). Srednia zawar-
to$¢ wapnia, fosforu (ryc. 3) i magnezu w porozach malata
u zwierzat pochodzgcych z okolic Szczecina, a wzrastala
u saren z okolic Drawska Pomorskiego. Podobne zaleznosci
stwierdzono w przypadku magnezu w kosciach czaszek,
natomiast poziom fosforu w czaszkach rdst u zwierzat ze
Szczecina, a malat u saren z Drawska Pomorskiego. Za-
wartos$¢ fluorkéw (ryc. 4) u zwierzat z okolic Szczecina ro-
sta wraz z wiekiem, zardbwno w porozach, jak i kosciach,
a u saren z terenow Drawska Pomorskiego wykazywata
wzrost tylko w porozach, natomiast spadek w kosciach. Na
rycinach 1, 2 1 4 zaznaczono réznice istotne statystycznie
w odniesieniu do stezenia poszczegdlnych pierwiastkow
w badanych strukturach, z uwzglednieniem podziatu na
wiek i miejsce bytowania zwierzecia. Tylko w przypadku
fosforu nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie
roéznic w jego zawarto$ci (ryc. 3). Wykonano takze oblicze-
nia, ktére miaty na celu wykazanie ewentualnych réznic
statystycznych w zawartosci poszczegolnych pierwiastkow
pomiedzy porozami i ko§émi czaszek badanych saren, bez
uwzgledniania ich wieku i miejsca bytowania. Ksztalto-
waty si¢ one nast¢pujgco: dla wapnia p = 0,003665, dla
fosforu p = 0,139626 i dla fluorkéw p = 0,485171. W tabe-
li 3 przedstawiono zestawienie wspotczynnikdéw Sredniej
zawartos$ci poszczegolnych pierwiastkow w porozach i ko-
$ciach czaszek.

Dyskusja

Kazdego roku jeleniowate zrzucaja, a nastepnie odbu-
dowuja imponujace organy kostne, jakimi sg poroza. Ze
wzgledu na ich podobienstwo do kosci i ogromne mozli-
wosci regeneracyjne stanowig one fenomen biologiczny.
Mechanizm regulujacy cykl regeneracji poroza, jego mine-
ralizacje i zrzucanie, oparty jest na sezonowych zmianach
poziomoéw hormonow we krwi [8]. W porozach zidentyfiko-
wano dotychczas wiele molekut, m.in. czynnikoéw wzrostu,
ktore wptywaja na ich regeneracje [9]. Niekiedy rownowaga
hormonalna zostaje jednak zaburzona pod wptywem innych
czynnikoéw np. w niskich temperaturach rozwijaja si¢ guzo-
wate naros$la przypominajace nowotworowy rozrost kosci,
tzw. antleromas [10]. Z powodu szybkiego wzrostu tkanek
budujacych poroza, nawet 2 cm na dobe, jeleniowate nie
sa w stanie zapewni¢ w tak krotkim czasie odpowiedniej
iloéci substancji mineralnych, potrzebnych do regeneracji.
Wtedy poroze czerpie sktadniki mineralne ze szkieletu
kostnego. Dostarczane sa one naczyniami krwiono$nymi
poprzez mozdzenie (nasady) osadzone na kosciach czoto-
wych czaszki [1]. Badajac biochemiczne markery zmian
w kosciach — stezenie hydroksyproliny i osteokalcyny
— wykazano odwrotng korelacje pomiedzy porowatoscia
w porozach a porowato$cig w kosciach srédrecza [11] czy
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Tabela 1. Zawarto$¢ wapnia (Ca), fosforu (P), magnezu (Mg) i fluorkow (F) w porozach (a) i kosciach czaszek (b) saren

Table 1. Calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg), and fluoride (F) content in (a) antlers and (b) skull bones of roe deer

Mtode / Young Stare / Old
Szczecin Drawsko Pom. Szczecin Drawsko Pom.
Pierwiastek / Element n 6 6 6 4
214,24840 178,91210 190,01670 183,70730
Cala SD 10,18918 34,13173 14,83010 19,08660
X 224,16260 198,65240 245,15340 215,63570
Calb SD 48,22799 31,78848 71,82510 7,75486
X 100,33680 96,67700 84,42850 101,97630
Pla SD 18,54931 23,70659 18,17544 16,61401
P/b X 96,72870 112,36080 111,56460 104,09750
SD 19,33286 14,17027 6,07622 22,73174
X 4,50230 4,05180 4,06770 4,59060
Mg/a SD 0,28246 0,96657 0,37820 0,21201
X 4,34280 3,64950 4,04390 4,56020
Mg/ SD 0,90443 0,51563 0,29076 0,23301
X 0,35090 0,29360 0,43130 0,36250
Fa SD 0,09936 0,09017 0,13096 0,05170
X 0,39820 0,33290 0,50350 0,29350
Fb SD 0,10772 0,16153 0,15256 0,10388

zeber [12]. Dla mineralizacji porozy wapn jest mobilizowa-
ny z kosci [11]. Ta fizjologiczna, odwracalna osteoporoza
ko$ci zanika jeszcze, gdy poroze przyrasta [12], natomiast
poOzniejsze zrzucanie porozy moze by¢ skutkiem spadku
porowatos$ci porozy [11].

Porownujac zawartosci wapnia, magnezu i fosforu w ko-
$ciach czaszek i porozach jeleni oraz saren, zauwazono,
ze poziomy tych pierwiastkow sg bardzo zréznicowane.
Srednie stgzenie wapnia w porozach jeleni byto wicksze
niz w kos$ciach czaszek [13], podczas gdy w badaniach
wiasnych u saren warto$ci te ksztattowaly si¢ odwrotnie
(tab. 1). Nalezy jednak pamigtaé, ze sg to dwa rézne gatunki,
a material badawczy pochodzit od zwierzat selekcyjnych,
tzn. przeznaczonych do odstrzatu, a wigc chorych lub wy-
kazujacych wrodzone wady genetyczne. Do osobnikdw sta-
rych Nowicka zakwalifikowata jelenie w wieku 6-8 lat,
podczas gdy gatunek ten dozywa na wolnosci 20 lat [14].
Sarny natomiast zyja od 12—14 lat [15], a wiec 8 lat jest dla
nich wiekiem bardziej zaawansowanym niz dla jeleni, dla
ktorych szczyt rozwoju przypada na 12 lat [16].

Oprocz pobierania zwigzkow mineralnych bezposred-
nio ze szkieletu, poroza sg tez w stanie akumulowac sub-
stancje obce. Dzigki tej wiasciwo$ci moga by¢ uwazane za
bioindykatory zanieczyszczenia srodowiska. Przyktadowo
oznaczanie st¢zenia fluorkow w porozu jest wygodna forma
monitoringu czasowych zmian poziomu fluorkéw w oto-
czeniu, w szczegdlnoS$ci na terenach uprzemystowionych
[17]. Poroza saren pochodzacych z okolic Szczecina, a wige
zrejonu silniej skazonego niz obszar Drawska Pomorskiego,
zaabsorbowaty wigcej fluorkow (ryc. 4).

Tabela 2. Zestawienie korelacji miedzy wapniem (Ca), magnezem (Mg),
fosforem (P) i fluorkami (F) w porozach (a) i ko$ciach czaszek (b) (p < 0,05)

Table 2. Correlations between calcium (Ca), magnesium (Mg),
phosphorus (P), and fluoride (F) in antlers (a) and skull bones (b)

(p <0.05)

Pierwiastek / Element n R Spearman p
Ca/b & Mg/b 22 0,658950 0,000853
Ca/a & Mg/a 22 0,605872 0,002803
Mg/b & Mg/b 22 0,451158 0,035076

Tabela 3. Zestawienie wspolczynnikéw kos¢ (a)/poroze (b) dla wapnia (Ca), magnezu (Mg), fluorkow (F) i fosforu (P) oraz wspétczynnikow
Ca/a/P/aiCal/b/P/b

Table 3. Antler (a)/bone (b) content ratios for calcium (Ca), magnesium (Mg), fluoride (F) and phosphorus (P) together with Ca/a / P/a and
Ca/b / P/b ratios

Pierwiastek Sarny mtode / Roe deer-young Sarny stare / Roe deer-old Sarny / Roe deer
Element Szczecin Drawsko Pom. Szczecin Drawsko Pom. mtode / young stare / old
Ca/a/ Ca/b 0,96 0,90 0,78 0,85 0,93 0,80
Mg/a / Mg/b 1,04 1,11 1,01 1,01 1,07 1,01
F/a/F/b 0,88 0,88 0,86 1,24 0,88 0,96
P/a/P/b 1,04 0,86 0,76 0,98 0,94 0,84
Ca/a/P/a 2,14 1,85 2,25 1,80 2,00 2,05
Ca/b/P/b 2,32 1,77 2,20 2,07 2,02 2,15
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Fig. 1. Mean calcium content in antlers and skull bones of roe deer.
Statistically significant differences between groups: Ca Sz (1-2) (antler)
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Fig. 2. Mean magnesium (Mg) content in antlers and skull bones of roe
deer. Statistically significant differences between groups: Mg Sz (4-8)
(bone) & Mg Dr (4-8) (bone), p =0.019048; Mg Dr (1-2) & Mg Dr (4-8)
(bone), p = 0.009524

U ludzi magnez utatwia wbudowywanie wapnia do
kosc¢ca. Petni on takze rol¢ aktywatora ok. 300 uktadow
enzymatycznych, szczegdlnie tych, zwiazanych z przeno-
szeniem grup fosforanowych i przemianami energetycznymi
w komorce [18]. U saren mozna zauwazy¢ podobne inter-
akcje magnezu i wapnia. Potwierdzaja to dodatnie, istotne
statystycznie korelacje migdzy tymi dwoma pierwiastkami
(tab. 2).

Analizujgc zawarto$ci badanych pierwiastkéw mozna
stwierdzié¢, ze poroza zawierajg wigcej magnezu w porow-
naniu do kosci czolowych, natomiast ilorazy zawartos$ci
wapnia i fosforu (Ca/P) dla czaszek i porozy wynosza ok. 2
(tab. 3). Sg one nieco wyzsze dla osobnikow starszych, co
odnotowano takze w porozach jeleniowatych [2]. Poza flu-
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Ryc. 3. Zestawienie $redniej zawartosci fosforu (P) w porozach i kosciach
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Fig. 3. Mean phosphorus (P) content in antlers and skull bones of roe deer
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Fig. 4. Mean fluoride content in antlers and skull bones of roe deer.
Statistically significant differences between groups: F Sz (1-2) (bone) & F
Dr (4-8) (bone), p = 0.038095

orkami, ktorych zawarto$§¢ u saren zalezala w duzej mierze
od stopnia skazenia nimi srodowiska naturalnego, osobniki
miode charakteryzowaty si¢ nieco wyzszym poziomem
wapnia, magnezu i fosforu niz osobniki starsze. Przyczyna
tego stanu rzeczy mogt by¢ wiek zwierzat (najmocniejsze
poroze ma koziot 6—7-letni) [15]. Kosci czaszki byly nieco
bardziej zmineralizowane niz wyrastajace z nich poroza.
Poczynione obserwacje sugerujg jednak, ze istnieje mie-
dzy nimi réznica w budowie strukturalnej. Zauwazono to
podczas histologicznej dekalcyfikacji obu struktur. W przy-
padku kosci dekalcyfikacja trwata kilka dni, a usuwanie
wapnia z porozy zajeto kilka miesigey [13].

‘Whioski

1. Stopien zmineralizowania porozy zalezy od wieku
zwierzecia 1 terenu jego bytowania.

2. Mimo podobnej budowy kosci 1 porozy pierwiastki
sa inaczej usytuowane w obu strukturach, wptywajac na
ich wlasciwosci fizykochemiczne.
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3. Poroza moga odgrywac role biomarkeréw skazenia

srodowiska fluorkami.

PiSmiennictwo

Pielowski Z.: Sarna. Wyd. Swiat, Warszawa 1999.

Jaczewski Z.: Poroze jeleniowatych. Panstw. Wyd. Rolnicze i Lesne,
Warszawa 1981.

Price J., Allen S.: Exploring the mechanism regulating regeneration
of deer antler. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 2004, 359,
809-822.

Kierdorf U., Kierdorf H.: Temporal variation of fluoride concentration
in antlers of roe deer (Capreolus capreolus) living in an area exposed
to emissions from iron and steel industry, 1948-2000. Chemosphere,
2003, 52, 1677-1681.

van der Eems K.L., Brown R.D., Gundberg C.M.: Circulating levels of
1,25 dihydroxyvitamin D, alkaline phosphatase, hydroxyproline, and
osteocalcin associated with antler growth in white-tailed deer. Acta
Endocrinol. (Copenh.) 1988, 118, 407-414.

Huo Y., Schirf V.R., Winters W.D.: The differentia expression of NGFS-
-like substance from fresh pilone antler of Cervus nippon Temminck.
Biomed. Sci. Instrum. 1997, 33, 541-543.

Yang H.O., Park J.S., Cho S.H., Yoon J.Y., Kim M.G., Jhon G.J. et al.:
Stimulatory effects of monoacetyldiglycerides on hematopoiesis. Biol.
Pharm. Bull. 2004, 27, 1121-1125.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

Kierdorf U., Kierdorf H., Schultz M., Rolf H.J.: Histological structure
of antler in castrated male fallow deer (Dama dama). Anat. Rec. A.
Discov. Moll. Cell. Evol. Biol. 2004, 281, 1352-1362.

Piotrowska S.: Zrzucanie i odbudowa poroza zwierzyny ptowej cieka-
wym zjawiskiem biologicznym. Wszechswiat, 2005, 106, 144-148.
Goss R.J.: Tumor-like growth of antler in castrated fallow deer: an
electron microscopic study. Scanning Microsc. 1990, 4, 715-720.
Brockstedt Rasmussen H., Sorensen P.L., Ewald H., Melsen F.: The
rhythmic relation between antler and bone porosity in Danish deer.
Bone, 1987, 8, 19-22.

Baxter B.J., Andrews R.N., Barrell G.K.: Bone turnover associated
with antler growth in red deer (Cervus elaphus). Anat. Rec. 1999, 256,
14-19.

Nowicka W., Machoy Z., Gutowska I., Nocen L., Piotrowska S., Chlubek D.:
Contents of calcium, magnesium, and phosphorus in antlers and cranial
bones of the European red deer (Cervus elaphus) from different regions
in western Poland. Pol. J. Environ. Stud. 2006, 15, 297-301.
http:/www.lowiecki.pl/gdansk/wybrzeze/images/zwierzyna/jelen/jelen.
html
http://www.lowiecki.pl/gdansk/wybrzeze/images/zwierzyna/sarna/
sarna.html
http://www.wolinpn.pl/html/przyroda/fauna/ssaki/monografie/jelen/
zycie.html

Samujto D., Machoy-Mokrzynska A., Dgbkowska E., Nowicka W., Pa-
terkowski W.: Fluoride accumulation in European deer antlers. Environ.
Sci. 1994, 2, 189-194.

Odrowqz-Sypniewska G., Pater A., Gruszka M.: Rola magnezu w ustroju.
In vitro Explorer, 2005, 1, 8-10.






ANNALES ACADEMIAE MEDICAE STETINENSIS

ROCZNIKI

POMORSKIEJ AKADEMII

MEDYCZNEJ W SZCZECINIE

ANNALS OF THE POMERANIAN MEDICAL UNIVERSITY
2006, 52, SUPPL. 1, 89-95

WIESLAW SALICKI, ELZBIETA KALISINSKA

STEZENIA FLUORU I WAPNIA W KOSCIACH GRZYWACZA
7. OKOLIC SZCZECINA W LATACH 2002-2004*

FLUORINE AND CALCIUM CONCENTRATIONS IN BONES OF THE WOOD
PIGEON FROM THE ENVIRONS OF SZCZECIN: A 2002-2004 STUDY*

Katedra Zoologii Akademii Rolniczej w Szczecinie
ul. Doktora Judyma 20, 71-466 Szczecin
Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta Kalisinska

Summary

Material and methods: This study was done in 176
wood pigeons (Columba palumbus). In 2002, assays were
performed on 24 immature (imm) and 66 adult (ad) indi-
viduals. In 2003, 15 immature birds could be assayed, while
the 2004 sample consisted of a total of 71 individuals (12
imm and 59 ad). Pigeons were caught near the villages of
Skarbimierzyce and Dotuje situated west of Szczecin.

Fluorine and calcium content in ash and dry mass of
the wood pigeon’s tarsometatarsus bones was determined.
Fluorine content in ash and dry mass increased with age of
the bird. It was only in 2002 samples that significant dif-
ferences between immature and adult pigeons in calcium
ash content were detected. Analysis of variance (ANOVA)
failed to reveal significant differences between 2002 and
2004 samples in calcium content of adult bone ash. The
remaining parameters in this group of birds differed signifi-
cantly. The immature group showed no significant differ-
ences between 2002 and 2004 samples in fluorine content
of bone ash and dry mass. Significant differences (p <0.01)
in fluorine content were revealed between 2002 and 2003
as well as between 2003 and 2004 samples. Ash calcium
content showed no differences for immature birds of 2002
and 2003; however, significant differences (p < 0.001) were
revealed between 2002 and 2004 as well as between 2003
and 2004. No significant differences were revealed between
the immature bone dry mass calcium contents in 2002 and
2003 as well as in 2002 and 2004; on the other hand, the

difference between the 2003 and 2004 data proved signifi-
cant (p < 0.05).

Results: The present study demonstrated a number of
differences in fluorine and calcium content in bones of the
plant-eating wood pigeon. In addition, fluorine was found
to undergo an intense age-related accumulation in bones.
Fluorine content showed marked year-to-year variability.

Conclusions: It is highly probable that fluorine content in
wood pigeon bone reflects environmental fluorine contami-
nation from industrial plants in Szczecin and its environs
which are the major source of fluorine emissions.

Key words: fluorine — calcium — bones — birds — wood
pigeon — biomonitoring.

Streszczenie

Materiat i metody: Do badan wykorzystano 176 gotebi
z gatunku grzywacz Columba palumbus. W roku 2002 upo-
lowano 24 mtode osobniki (im) i 66 dorostych osobnikow
(ad). W nastepnym roku — 2003 zgromadzono 15 mlodych
osobnikow, a w roku 2004 — tacznie 71 grzywaczy (12 im
159 ad). Ptaki pochodzilty z okolic dwoch miejscowosci
Skarbimierzyce i Dotuje, potozonych po zachodniej stronie
Szczecina.

Zbadano st¢zenie fluoru i wapnia w odniesieniu do
popiotu i1 suchej masy kosci ndg (tarsometatarsus) grzy-
wacza. Zaobserwowano wzrost zawartosci fluoru w popiele

* Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego nr 2P04G02027 finansowanego przez Komitet Badan Naukowych.
* Supported by a grant Ne 2P04G02027 from the State Committee for Scientific research, Poland.
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1 w suchej masie ko$ci wraz z ich wiekiem. Tylko w roku
2002 istotnie r6znity si¢ stgzenia wapnia w popiele mie-
dzy osobnikami mtodymi i dorostymi. Analiza wariancji
(ANOVA) nie wykazata istnienia roznic w zakresie zawarto-
$ci wapnia w popiele u dorostych grzywaczy, pochodzacych
z lat 2002 1 2004. Pozostate badane parametry w tej grupie
ptakow réznity sie istotnie. W grupie miodych ptakow nie
stwierdzono istotnych réznic w zawartosci fluoru w po-
piele i suchej masie ko$ci pomigdzy latami 2002 i 2004,
natomiast pomiedzy latami 2002 1 2003 oraz 2003 i 2004
r6znity si¢ one istotnie (p < 0,01). W odniesieniu do wapnia
w popiele nie zaobserwowano réznic u mtodych osobni-
kéw jedynie w latach 2002 1 2003. Pomiedzy latami 2002
12004 oraz 2003 i 2004 réznity sie pod tym wzgledem
istotnie (p < 0,001). Zawarto$ciag wapnia w suchej masie
kosci mtode gotebie nie roznity si¢ w latach 2002 i 2003
oraz 2002 1 2004, jedynie w latach 2003 i 2004 wykryto
istotng roznice (p < 0,05) w zakresie tego parametru.

Wyniki: Niniejsze badania wykazaty istnienie wielu 16z-
nic w stezeniach fluoru 1 wapnia w ko$ciach roslinozernych
grzywaczy, przy czym wykazano intensywna kumulacje
fluoru wraz z wiekiem tych ptakéw w ich kosciach i duzg
zmiennos$¢ jego zawartos$ci w poszczeg6lnych latach.

Whioski: Jest wysoce prawdopodobne, ze zawarto$¢
fluoru w kos$ciach grzywaczy odzwierciedla stan zanie-
czyszczenia srodowiska tym pierwiastkiem, a jego zasad-
niczym zroédlem sg zaktady przemyslowe w Szczecinie
1w jego okolicy.

Hasta: fluor — wapn — ko$ci — ptaki — grzywacz — bio-
monitoring.

Wstep

Charakterystyczng cechg biomonitoringu z uzyciem
roslin jest to, ze mozna przy ich pomocy okresli¢ wptyw
substancji zanieczyszczajacych w czasie, natomiast przy
uzyciu zwierzat w czasie i przestrzeni [1].

Uwaza sig, ze zwierzeta wykorzystywane jako biomo-
nitory powinny charakteryzowac si¢: reprezentatywnoscia
przestrzenng (gatunek powinien by¢ mozliwie najbardziej
rozpowszechniony, liczny, przywigzany do badanego $ro-
dowiska), powinny cechowa¢ si¢ réwniez dostepnoscia,
czyli mozliwoscig pozyskiwania do badan okazéw odpo-
wiednich jako$ciowo (potwierdzonych eksperymentalnie
w kontrolowanych warunkach testami dawka — odpowiedz),
musza wystarczac ilo§ciowo do opracowan statystycznych,
zwierzeta te muszg by¢ dtugowieczne, aby zmiany w cza-
sie badanych parametrow mogty by¢ powtarzane na tych
samych osobnikach, a takze powinny charakteryzowac si¢
reprezentatywnoscia ekologiczng (dobrze znang fizjologia,
mozliwie podobna do ludzkiej, mozliwo$cia rozpoznawania
wieku i pfci, wrazliwoscig i odpornosciag na badane zanie-
czyszczenia), a takze rozpoznawalnym miejscem w poziomie
troficznym i rolg w ekosystemie, powtarzalno$cig procedur

kolekcjonowania probek [1]. W wigkszosci takimi cechami
charakteryzuja sie ptaki, a ich dodatkowymi zaletami sg:
fatwos$¢ identyfikacji i klasyfikacji, dobrze poznana biologia
1 ekologia, zajmowanie przez okres§lone gatunki roznych
pozycji w tancuchu troficznym, mozliwos$¢ pobierania pro-
bek metodami, ktore nie wymagaja zabijania (skorupy jaj,
pidra), dtugowieczno$¢, obecnos¢ wielu gatunkéw w rdz-
nych ekosystemach, krajach, a nawet na wielu kontynentach,
mobilno$¢, ktéra pozwala na oceng zmian przestrzennych
srodowiska, duze spoteczne zainteresowanie ptakami, po-
zwalajace na zebranie przez obserwatoréw wielu danych
o ich liczebnosci i stanie populacji. Jednoczes$nie zwraca si¢
uwagge na ograniczenia w zastosowaniu ptakow jako biomo-
nitoréw. Ich dtugowiecznos¢ moze powodowaé trudnosci
w ocenie krotkoterminowych zmian §rodowiska. Charakte-
rystyczne dla wielu gatunkéw migracje na duzych obszarach
moga komplikowa¢ obraz zmian w badanym $§rodowisku,
utrudniajgc wlasciwg interpretacje otrzymanych wynikow.
Zbyt wiele czynnikdéw powoduje zmiennos¢ w wielkosci
populacji i jej strukturze wiekowej, aby moc ocenia¢ wptyw
badanego czynnika. Eksperymentalne badania wptywu
substancji zanieczyszczajacej na badany gatunek dziko
zyjacego ptaka jest ograniczony. Wprowadzona w wielu
krajach $wiata $cista ochrona znacznej liczby gatunkéw
ptakow, a takze ich siedlisk, mocno ogranicza pozyskiwanie
ich do celow badawczych [2, 3].

Obszerne, przegladowe publikacje podejmujace temat
biomonitoringu z wykorzystaniem ptakow okreslajag moz-
liwosci obserwacji wielu zmian w §rodowisku [2, 3]. Po-
wstaty liczne prace, w ktorych badano rézne ksenobiotyki
w tkankach i narzadach, obserwowano zmiany w strukturze
populacji ptakow bytujacych w rozmaitych ekosystemach,
a ich celem byta ocena skazenia §rodowiska.

Eksperymentalnie udowodniono przydatno$¢ kosci
i skorup jaj ptasich do celow monitoringu zanieczyszczenia
srodowiska fluorem [4, 5, 6, 7, 8]. Jednak podjeto jedynie
tylko nieliczne préby, oparte na badaniach terenowych.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie réznic w stgze-
niach fluoru i wapnia w kosciach grzywaczy pochodzacych
z polowan, ktore odbyty si¢ na tym samym terenie w trzech
kolejnych latach oraz oceny przydatnos$ci tych ptakow do
celow biomonitoringowych w zakresie zanieczyszczenia
srodowiska zwigzkami fluoru.

Material i metody

Materiatem badawczym byl grzywacz Columba pa-
lumbus (rzad gotebiowe Colubiformes, gromada ptaki
Aves), pochodzacy z polowan, ktore odbywaty si¢ w dru-
giej potowie sierpnia, w latach 2002, 2003 1 2004. Tere-
nem fowieckim byty okolice miejscowosci Skarbimierzyce
i Doluje, potozone po zachodniej stronie Szczecina (ryc. 1).
W 2002 r. upolowano 90 gotebi w tym 24 osobniki mtode
1 66 dorostych. W 2003 r. pozyskano jedynie 15 mtodych
osobnikéw, a w 2004 r. tacznie 71 grzywaczy (12 mtodych
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1 59 dorostych). Na podstawie stanu upierzenia i rozwoju
gonad wszystkie badane ptaki podzielono na dwie grupy
wiekowe: miode (w pierwszym roku zycia) i doroste (majace
wiecej niz jeden rok).

Upolowane przez mysliwych ptaki byty przechowywane
do czasu wykonania sekcji w zamrazarce (W temperaturze
ponizej -20°C). Podczas sekcji wypreparowano kosci sko-
kowe (tarsometatarsus) obu nog ptakéw i po doktadnym
ich oczyszczeniu z tkanek migkkich przeznaczono je do
dalszej obrobki laboratoryjne;.

Brak ogolnie przyjetych metod przygotowania pro-
bek materiatu biologicznego do badan zawartosci fluoru,
jako etapu w duzej mierze decydujacego o warto$ciach
bezwzglednych wynikow analiz, zadecydowat o przyje-
ciu metod najczesciej stosowanych przez innych autoréw,
zajmujacych si¢ oznaczaniem fluoru w kosciach ptakéw
[8,9, 10, 11, 12].
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Ryc. 1. Miejsce pozyskania materiatu badawczego

Fig. 1. Area of wood pigeon hunting

Zawarto$¢ suchej masy w kosciach oznaczono metoda
wagowa. Rozmrozone kos$ci suszono w temperaturze 105°C
do statej masy. Nastepnie kosci spalano w piecu elektrycz-
nym w temperaturze 700°C w czasie § godzin.

Z kazdej spopielonej i doktadnie zmielonej kosci od-
wazono dwie probki (kazda po 100 mg), ktére rozpusz-
czono w 5 mL roztworu kwasu nadchlorowego o stezeniu
1,13 mol/L [8], a nastepnie dodano 50 mL 0,2 mol/L roz-
tworu cytrynianu sodowego i uzupetniono do 100 mL po-
dwdjnie destylowang woda. Przed kazdym oznaczeniem
korygowano warto$¢ pH roztworem kwasu nadchlorowego

lub wodorotlenku sodowego do 5,50. Oznaczenie stezenia
fluoru w probee kosci wykonywano przy uzyciu fluorko-
wej elektrody jonoselektywnej (Detektor) oraz jonometru
CX-731 (Elmetron). Jako elektrod¢ odniesienia do pomiaru
réznicy potencjatu zastosowano elektrod¢ chlorosrebrowa
z plaszczem zewnetrznym zawierajacym 1 mol/L roztwor
KNO,. Za wynik przyjmowano $rednig z dwoch prob pocho-
dzacych z tej samej kosci 1 przedstawiono ja jako zawarto$é
fluoru wyrazong w miligramach na kilogram popiotu lub,
po przeliczeniu, na kilogram suchej masy.

Oznaczanie wapnia w popiele z kosci wykonano stosujac
metod¢ ICP EAS na aparacie Perkin-Elmer Optima 2000
DV. W tym celu rozpuszczano w 1 mol/L roztworze kwasu
azotowego nawazki popiotu kostnego i metoda rozcienczen
dopasowywano stezenie wapnia do czuto$ci aparatu.

Wszystkie badane okazy ptakow podzielono pod wzgle-
dem wieku oraz lat pozyskania. Dla kazdego badanego
parametru i dla wszystkich grup badanych ptakow zastoso-
wano nastgpujace charakterystyki statystyk podstawowych:
$rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe, wartos$¢
minimalng i maksymalng oraz mediang.

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy pro-
gramu Statistica 6.0. Do oceny zgodnosci rozktadu otrzy-
manych wynikéw z oczekiwanym rozktadem normalnym
zastosowano test W Shapiro—Wilka. Poniewaz wigkszo$¢
rozktadéw badanych zmiennych réznita si¢ od rozktadu
normalnego, do poréwnan §rednich zastosowano nieparame-
tryczny test U Manna—Whitneya. W obrebie poszczegolnych
lat pozyskania ptakéw dokonano poréwnan oznaczonych
parametrow oddzielnie w odniesieniu do mtodych i doro-
stych osobnikow.

Sprawdzono istotnos¢ korelacji rang Spearmana (r)
pomiedzy stezeniem fluoru i wapnia w popiele oraz w suchej
masie kos$ci, a takze pomigdzy wiekiem 1 badanymi para-
metrami kosci. Do badania, czy istniejg roznice pomigdzy
wielkos$ciami analizowanych parametréw ustalonymi dla
gotebi z roznych lat, zastosowano analizg wariancji ANOVA
oraz post hoc test Tukeya. Analiz¢ wariancji przeprowadzo-
no osobno dla osobnikéw mtodych i dorostych [13].

Wyniki

Uzyskane wyniki, dotyczace stg¢zen fluoru i wapnia
w popiele 1 suchej masie ko$ci zestawiono w tabeli 1.

Wyliczone $rednie warto$ci stezen fluoru w popiele
kosci badanych osobnikéw mtodych, dorostych i wszyst-
kich grzywaczy (bez podziatu na grupy wiekowe) wyniosty
odpowiednio 748, 1800 i 1495 mg F/kg.

Zarowno w odniesieniu do popiotu, jak i do suchej masy
kosci najwigksze Srednie st¢zenia fluoru stwierdzono u doro-
stych grzywaczy w 2002 r., a najmniejsze u mtodych osob-
nikéw pochodzacych z 2003 r. Najwigksze Srednie stgzenie
wapnia w popiele i suchej masie kosci wystapito u dorostych
grzywaczy upolowanych w 2004 r., a najmniejsze u mtodych
ptakow z roku 2003.
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Tabela I.Srednie stezenia (A), odchylenia standardowe (SD), zakresy zmienno$ci (min.—max.) fluoru i wapnia w ko$ciach grzywaczy
pochodzacych z réznych lat oraz wartosci testow U Manna-Whitneya i odpowiednie korelacje Spearmana (r)

Table 1. Mean concentrations (A), standard deviation (SD), min.-max. ranges for fluoride and calcium in bones of the wood pigeon from
2002-2004; results of Mann—Whitney U-test and Spearman’s rank correlation (r)

Stezenia w popiele Korelacjar, Stezenia w suchej masie Korelacjar,
Concentration in ash F-Ca Concentration in dry mass F-Ca
Rok | Wiek n fluor / fluorine wapn / calcium w popiele fluor / fluorine wapn / calcium | w suchej masie
Year | Age mgF/kg gCa/kg Correlation r, mgF/kg gCa/kg Correlation r,
A+£SD A+SD F-Ca A+SD AxSD F—Ca in dry
(min.—max.) (min.—max.) in ash (min.—max.) (min.—max.) mass
844 +333 372,6 £6,9 381+ 156 168,7 £ 15,7
24 e N oY N
2002 i (309-1644) (357,8-387,0) S (148-759) (139,4-195,1) S
ad | 66 1925 £ 631 381,8+ 12,3 NS 882 +316 173,7+£ 17,6 0,54
(803-4855) (358,5-425,3) (350-2218) (138,1-208,5) p<0,01
. 6,66 3,52 6,54
Test Uim-ad p<0,0001 p<0,001 p<0,0001 NS
. 478 £213 371,9+£78 198 + 86 155,6 £ 10,3
2003 | im |15 (101-717) (359,6-384,1) NS (41-313) (138,6-174,9) NS
im 12 893 +417 398,5t 14,4 0,66 391 £176 174,1 £25,7 0,28
2004 (65-1611) (374,3-436,3) p<0,05 (23-625) (130,2-225.5) p <0,05
1660 + 830 400,6 £ 8,1 733 £372 176,7 £ 15,7
S (415-4343) (392,7-443 4) NS (159-1994) (142,7-210) NS
. 3,21 3,27
Test U im—ad p<0,01 NS p <001 NS

ad — doroste / adult; im — mlode / immature; n — liczba przypadkoéw / number of birds; NS — rdznice nieistotne / not significant

Tabela 2. Warto$ci wspélczynnikéw (r) i istotnosci korelacji
(p) rang Spearmana pomi¢dzy wiekiem grzywacza i badanymi
parametrami ich kosci w poszczegélnych latach

Table 2. Spearman’s rank correlation coefficients (r) and their
significance levels (p) for wood pigeon age vs. bone parameters
analysed in 2002 and 2004

NS — warto$¢ nieistotna / non-significant correlation

W latach 2002 12004, kiedy uzyto do badan mtode i do-
roste osobniki grzywacza zaobserwowano wzrost zawartosci
fluoru w popiele i suchej masie ko$ci wraz z ich wiekiem.
Srednie stezenia fluoru w kosciach dorostych osobnikow
byty 2,3 oraz 1,9 razy wigksze (odpowiednio w roku 2002
12004) w porownaniu do mtodych grzywaczy. Spostrzezenie
to zostato potwierdzone badaniem korelacji rang Spearma-
na, ktore przedstawiono w tabeli 2. Stwierdzono istotng
korelacj¢ pomigedzy wiekiem ptakéw a stezeniami fluoru
w popiele 1 w suchej masie kosci.

Najmniejsze $rednie stezenie wapnia zar6wno w odnie-
sieniu do popiotu, jak i do suchej masy kosci stwierdzono
w przypadku mtodych grzywaczy w 2003 r., a najwigk-
sze u osobnikow dorostych z roku 2004. St¢zenia wapnia
w popiele miedzy osobnikami mtodymi i dorostymi istotnie
roznity si¢ jedynie w 2002 roku (tab. 1).

Tylko w jednym roku (2002) w popiele z kosci grzy-
waczy odnotowano istotng korelacje pomiedzy wiekiem
i stezeniem wapnia (tab. 2).

Silng, dodatnig korelacj¢ pomiedzy srednim stgzeniem
fluoru i wapnia w odniesieniu do suchej masy kosci stwier-

) 2002 2004 dzono u dorostych grzywaczy w roku 2002. Stabsza, ale
Badana korelacja . ie7 istotna korelaci krvt iedzv bad .
Correlation ; b |t ) rowniez istotng korelacje wykryto pomigdzy badanymi
: : pierwiastkami (w odniesieniu do popiotu i suchej masy)
Wiek — F w popiele / Age vs F in ash 0,71 (0,01 0,38 10,01 | mlodych ptakéw w 2004 r. (tab. 1).
Wiek — Ca w popiele / Age vs Cainash | 0,37 | 0,01 NS Analiza wariancji wykazala istnienie réznic pomigdzy
Wiek — F w suchej masie / Age vs F in zawarto$cig fluoru w popiele i suchej masie oraz wapnia
0,6910,01{0,39]0,01 . .. . .
dry mass w popiele z kosci, w przypadku osobnikéw dorostych, mig-
Wiek — Ca w suchej masie / Age vs Ca dzy latami 2002 a 2004 (tab. 3).
. NS NS . , .
in dry mass Test Tukeya zastosowany do poréwnan st¢zen poszcze-

golnych parametrow kosci mtodych osobnikow grzywacza,
analizowanych na przestrzeni trzech lat, wykazat istnienie
roznic miedzy stezeniami fluoru w popiele 1 w suchej ma-
sie kosci pomiedzy osobnikami pochodzacymi z lat 2002
12003 oraz 2003 1 2004. Stezeniem wapnia w popiele kosci
roznity sie mtode grzywacze w latach 2002 1 2004 oraz
2003 12004, a jedyna roznice w zawarto$ci wapnia w suchej
masie ko$ci badanych ptakéw stwierdzono migedzy latami
2003 1 2004 (tab. 4).

Dyskusja

Grzywacze nalezg do grupy ptakow na Pomorzu Za-
chodnim, ktore sa najbardziej przywiazane do swych siedlisk
[14]. Ich egzystencja w bliskim sgsiedztwie terenow uprze-
mystowionych wiaze si¢ z narazeniem na antropogeniczne
zanieczyszczenia, w tym réwniez fluorem.
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Tabela 3. Poréwnania (metoda ANOVA) badanych parametréow
kosci mlodych i dorostych grzywaczy pochodzacych z réznych lat

Table 3. Comparisons (ANOVA testing) of bone parameters
studied in immature and adult wood pigeons in 2002-2004

Mtode (z 3 lat) Doroste (z 2 lat)
Badany parametr Immature Adult
Bone parameters studied | (from 3 years) (from 2 years)
F p F p

Fluor w popicle 736 | 001 | 409 | 005
fluorine in ash
Wapii w popicle 3566 | 0,0001 | 98,03 | 0,0001
calcium in ash
Fluor w suchej masie 880 | 0001 | 58 | 005
fluorine in dry mass
Wapn w .suchej masie 428 0,05 NS NS
calcium in dry mass

F — warto$¢ statystyki / test statistic; NS — réznica nieistotna / non-
significant difference; p — poziom istotnos$ci / significance level

Tabela 4. Istotno$¢ réznic, wedlug testu Tukeya, poréwnan
miedzy mlodymi osobnikami grzywaczy pochodzacych z réznych lat
w zakresie badanych parametréw ich kosci

Table 4. Results of Tukey’s test for significance of differences in
bone parameters studied in the immature wood pigeons in 2002-2004

Badany parametr Lata / Years
B t
One PACIES 1 002-2003 | 2002-2004 | 2003-2004
studied

Fluor w popiele 0,01 NS 0,01
fluorine in ash
Wapfi w popicle NS 0,001 0,001
calcium in ash
Fluor w suchej masie
fluorine in dry mass 0,01 NS 0,01
Wapp w .suchej masie NS NS 0.05
calcium in dry mass

NS — réznica nieistotna / non-significant difference

Badania wplywu zanieczyszczenia srodowiska zwigz-
kami fluoru, pochodzacymi ze zrédet naturalnych i antro-
pogenicznych, dowodza silnej kumulacji tego pierwiastka
w kosciach statocieplnych kregowcow [15, 16, 17, 18, 19,
20, 21]. Nieliczne badania dotyczace narazenia ptakow na
zwiekszone dawki fluoru pochodzace ze zrodet antropo-
genicznych wykazaly bardzo silng kumulacje tego pier-
wiastka w ich ko$¢cu. Podobne zjawisko zaobserwowano
w przypadku badanych w niniejszej pracy grzywaczy.
Henny 1 Burke [10] wykazali istotne réznice pomiedzy
stezeniami fluoru u §lepowrondéw Nycticorax nycticorax
reprezentujacych rézne grupy wiekowe. Wedtug nich,
zawarto$¢ fluoru w ko$ciach ptakéw wyraznie wzrasta
wraz z wiekiem. Badane przez Stewarta i wsp. [22] cza-
ple bialolice pochodzace z niezanieczyszczonych terenow
Nowej Zelandii oraz opisywane w niniejszej pracy grzy-
wacze, w kazdej z grup wiekowych, charakteryzowaty sie
stezeniem fluoru w ko$ciach, ktory nie przekraczat 2200
mg F/kg popiotu. Ponizej tej warto$ci Henny 1 Burke [10]
odnotowali st¢zenie fluoru jedynie w najmtodszej gru-
pie samcow Slepowrona. Mozna wigc przypuszczaé, ze
osrodki przemystowe emitujace fluor powoduja gwattowny

wzrost zawarto$ci fluoru w kosciach ptakow bytujacych
w ich poblizu.

Badaniem zalezno$ci pomiedzy stgzeniem fluoru w ko-
Sciach ptakow a zanieczyszczeniem $rodowiska przez jego
zwigzki, emitowanymi z hut aluminium w Norwegii, zajmo-
wali si¢ Vikoren 1 Stuve [11, 12]. Analizowali oni zawarto$¢
fluoru w kosciach bernikli kanadyjskiej Branta canadensis
upolowanej w okolicach dwoch hut aluminium i na terenie
niezanieczyszczonym [11]. Jednakze nie okreslili oni wieku
badanych przez siebie bernikli (rzad blaszkodziobe, gesi).
Ponad dwukrotnie wigksze, istotnie roznigce si¢ st¢zenia
fluoru stwierdzono w kos$ciach gesi pochodzgcych z terenu
zanieczyszczonego A w stosunku do bernikli pochodzg-
cych z terenu zanieczyszczonego B 1 niezanieczyszczonego.
Vikeren 1 Stuve [11] konkluduja, Ze bernikla kanadyjska nie
jest dobrym bioindykatorem skazenia srodowiska fluorem.
Wnhniosek ten powinien by¢ zrewidowany, poniewaz bada-
nia pozostatych, weczedniej cytowanych autorow i badania
wlasne, wskazuja na wyrazny zwigzek pomigdzy wiekiem
a stezeniem fluoru w kosciach ptakow. Porownujac $red-
nie stezenie fluoru w ko$ciach wszystkich, bez podziatu na
wiek badanych grzywaczy w niniejszej pracy, ze srednim
stezeniem fluoru w kosciach bernikli pochodzacych z te-
renu niezanieczyszczonego, ktore byty analizowane przez
Vikorena 1 Stuvego [11], uzyskuje si¢ niemal identyczne
wartosci. Wartosci srednich stezen fluoru w popiele z kosci
grzywaczy, bernikli pochodzacej z terenu zanieczyszczone-
go B i niezanieczyszczonego, wynosza odpowiednio — 1495,
1344 1 1450 mg F/kg. Nalezy doda¢, ze oba porownywane
gatunki sg roslinozerne.

W pracy Tunera i wsp. [9], w ktérej nie okreslono wie-
ku i plei ptakow, biorge pod uwage jedynie przynalezno$é
gatunkowa, zbadano zalezno$¢ wplywu miejsca bytowania
ptakow na wielkos$¢ stezenia fluoru w ich kosciach. Po-
rownano stezenia fluoru w ko$ciach ptakow pochodzacych
z trzech terenéw uprzemystowionych i czterech nieuprze-
mystowionych, umiejscowionych w Nowej Zelandii, przy
ujsciach rzek do morza. Zbadano pig¢ gatunkoéw ptakow.
Jedyna statystycznie istotng ré6znic¢ odnotowano pomiedzy
$rednimi zawartosciami fluoru w koéciach mewy czerwo-
nodziobej Larus novaehollandiae scopulinus i modrzyka
ciemnego Porphyrio melanotus (p < 0,01). Rdznica ta, jak
sugeruja Tuner i wsp. [9], spowodowana jest r6zng dietg tych
gatunkéw. Mewa czerwonodzioba odzywia si¢ drobnymi
rybami, makroplanktonem, odpadkami z plaz, owadami
1 $limakami z pol uprawnych, a modrzyk ciemny odzywia
si¢ roslinami, owadami i ptasimi jajami. Podobne r6znice
odnotowali w swojej pracy Stewart i wsp. [22]. Tuner i wsp.
[9] nie stwierdzili zadnych istotnych réznic pomig¢dzy zawar-
toscig fluoru w kosciach osobnikow tych samych gatunkow
egzystujacych w warunkach terenéw uprzemystowionych
i nieuprzemystowionych. Cytowana juz praca Turnera i wsp.
[9] jest jedyna dostgpna publikacja, w ktdrej materiat uzy-
skany od ptakow wykorzystano do celow bioindykacyjnych
zanieczyszczenia Srodowiska fluorem w tak szerokim aspek-
cie. Autorzy ci wskazujg jednak na koniecznos$¢ okreslania
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wieku badanych ptakéw ze wzgledu na znaczne réznice
w stezeniach fluoru, ktore wystepuja pomiedzy osobnikami
tego samego gatunku w roznym wieku.

Rola wapnia w fizjologii ptakow jest nie do przecenienia.
Zmienno$¢ zawarto$ci tego pierwiastka w kosciach samic
zwigzana jest przede wszystkim z reprodukcja. Podczas okre-
séw niesnosci moze dochodzi¢ do powaznego ubytku zawar-
tosci tego pierwiastka w kosciach samic. State dostarczanie
ptakom wapnia w pokarmie moze je uchronic¢ przed jego
utratg z tkanki kostnej [23, 24]. Doroste osobniki grzywacza
(w wieku reprodukcyjnym), ktore sa przedmiotem badan ni-
niejszej pracy mogty w sierpniu wyprowadzac jeszcze ostat-
nie legi. Jest wigc wysoce prawdopodobne, Ze zmniejszenie
uwapnienia kosci, ktore mogto by¢ spowodowane okresem
reprodukecyjnym, juz mingto i nastapit istotny (p < 0,001)
wzrost zawarto$ci tego pierwiastka w kosciach dorostych
osobnikéw — tak byto w roku 2002. Zaobserwowano podobny,
ale niepotwierdzony statystycznie wzrost zawarto$ci wapnia
u dorostych ptakéw rowniez w roku 2004.

Zaleznosci pomigdzy ilo$cig przyjmowanego z pokar-
mem fluoru a mineralnym sktadem kosci badali Chan i wsp.
[25], Fleming i wsp. [6] oraz Bird i wsp. [8]. Eksperyment
Chana i wsp. [25] polegat na podawaniu przepioérkom japon-
skim Coturnix japonica, przez 11 dni po wylegu, pokarmu
zawierajacego 1,2% Ca, 1,2% Ca + 0,075% F, 0,4% Ca i 0,4%
Ca + 0,075% F. Male stezenie wapnia (0,4%) w pokarmie
spowodowato 23% redukcje masy ciala 1 38% obnizenie
zawarto$ci popiotu w koéciach w poréwnaniu do przepiorek
karmionych dietg zawierajaca trzykrotnie wigcej wapnia
(1,2%). Dodatek fluoru do niskowapniowej diety spowodo-
wal wzrost wigzania wapnia w kosciach ptakow, powodujac
zwickszenie zawartos$ci popiotu w kosSciach i szybsze tempo
wzrostu przepiorek. W pracy Salickiego 1 Kalisinskiej [26]
wykazano w przypadku grzywaczy istnienie silnej korelacji
(r=0,95; p £0,0001; n = 90) pomiedzy zawarto$cig popiotu
1 wapnia w suchej masie kosci.

Drugi eksperyment [25] polegal na karmieniu przez
kolejne 35 dni dietami, opisanymi w pierwszym ekspe-
rymencie, grupy przepiorek, ktorej podawano wczesniej
pokarm niskowapniowy. Nie zauwazono istotnych réznic
w zawartosci popiotu w ko$ciach osobnikdow karmionych
pasza bez dodatku fluoru. Przy zastosowaniu diet zawieraja-
cych 1,21 0,4% Ca, zawarto$¢ popiotu wyniosta odpowied-
nio 57 1 58%. Wigksze zawartos$ci popiotu zaobserwowano
stosujac diety o takiej samej zawarto$ci wapnia, ale z do-
datkiem fluoru, odpowiednio dla diet 1,2% Ca + F 1 0,4%
Ca + F zawartos$¢ popiotu wyniosta 62 1 61%. Stwierdzono
istotne réznice (p < 0,05) pomigdzy zawartosciami popio-
Tu w koS$ciach przepiorek karmionych pasza o zawarto$ci
1,2% Ca i zawierajaca 1,2% Ca + F. Podobnie istotng roznice
(p <0,05) odnotowano pomigdzy zawarto$ciami popiotu
w kosciach przepiorek, ktorym podawano paszg o zawartosci
0,4% Cai0,4% Ca+F.

Badania radiologiczne, przeprowadzone przez tych sa-
mych badaczy [25], wykazaty znaczny przyrost osteonow
w kosciach przepiorek karmionych pasza z dodatkiem fluoru,

co spowodowato zmniejszenie sprezystosci kosci 1 zwigkszong
0 30% podatno$¢ na ztamania. Eksperyment ten dowiodt, ze
w okresie rozwojowym ptakdw istotng rolg w budowie kosci
odgrywa ilo§¢ dostarczanego w pokarmie wapnia. Zwigkszone
dawki wapnia i dodatek fluoru w podawanej paszy powo-
duja wzrost gestosci kosci, ale jednocze$nie pogarszajg ich
wlasciwosci mechaniczne. Zjawisko czgstych ztaman kosci
ustrzelonych ptakow, spadajacych z wysokosci, obserwowano
u badanych w tej pracy grzywaczy. Moze to sugerowac zbyt
duza zawarto$¢ fluoru w pokarmie mtodych osobnikow, lub
wyjatkowo mata podaz wapnia w czasie ich rozwoju.

Wieloletnie monitorowanie srodowiska wojewodztw
potnocno-zachodnich, za pomoca zwierzyny ptowej wykazu-
je duza zawarto$¢ fluoru w tkance kostnej badanych ssakow
[27, 28, 29], relatywnie wigksze niz w innych regionach
Polski, na przyktad z rejonu Biategostoku [30]. Wykazano
réwniez, ze odlegto$¢ od Zrodta emisji fluoru ma istotny
wplyw na jego zawarto$¢ w kosciach zwierzyny ptowej,
na terenie wojewodztw zachodniopomorskiego i lubuskie-
go, przy czym bardziej narazone na wplyw fluoru okazaty
si¢ zwierzeta pochodzace z wojewoddztwa lubuskiego [31,
32]. Pierwsze proby monitorowania zanieczyszczenia oko-
lic Szczecina fluorem z wykorzystaniem dzikich ptakéw
zostaty podjete w Katedrze Zoologii Akademii Rolniczej
w Szczecinie [26, 33], a ich kontynuacja moze dostarczy¢
wielu cennych informacji z tego zakresu.

‘Whioski

1. Ste¢zenia fluoru w ko$ciach badanych grzywaczy
istotnie r6znig si¢ pomi¢dzy osobnikami mtodymi i doro-
stymi. Spostrzezenie to potwierdzaja wyniki badan innych
autorow.

2. Statystycznie istotne rdznice zawarto$ci fluoru
w ko$ciach badanych ptakow, w poszczegodlnych latach
$wiadcza o duzej zmiennosci zawartosci tego pierwiastka
w srodowisku Szczecina i jego okolic.

3. Najcenniejsze wydajg si¢ spostrzezenia dotyczace
mtodych grzywaczy, poniewaz osobniki te w okresie roz-
wojowym s3 $cisle zwigzane z badanym obszarem.

4. Duza zawartos$¢ fluoru w kosciach mtodych ptakéow,
powigkszajaca si¢ okoto dwukrotnie w ciaggu pierwszych
miesigcy zycia oraz mala zawarto$¢ wapnia w ros§linnym
pokarmie, moga powodowac zwigkszong tamliwo$¢ kosci
grzywaczy.

5. Zmienno$¢ przestrzenna i czasowa obecnosci fluoru
w roznych elementach $rodowiska terenow potnocno-za-
chodniej Polski wymaga statej obserwacji, opartej rowniez
na bioindykacji.
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Summary

Purpose: The aim of this study was to examine the ef-
fect of sodium fluoride and caffeine on concentrations of
calcium, phosphorus, and magnesium in rat serum.

Material and methods: The experiment was carried
out in adult male Sprague—Dawley rats. Rats were divided
into three groups of six rats. In the control group, animals
received distilled water. In study group I, water was sup-
plemented with sodium fluoride (4.9 mg F-/kg b.m./24 h),
while study group Il received sodium fluoride (4.9 mg F/kg
b.m./24 h) and caffeine (3 mg/kg b.m./24 h).

Results: Significantly higher calcium concentrations
in serum were noted after exposure to NaF and caffeine.
There was a tendency to higher levels of calcium in group
I. Biochemical analysis of rat serum showed unchanged
concentrations of magnesium and phosphorus vs. control.
In conclusion, the dose of caffeine used by us had no
effect on serum markers of mineral metabolism in hard
tissues.

Key words: NaF — caffeine — rats — serum — calcium
— phosphorus — magnesium.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byto zbadanie wptywu fluorku sodu
i kofeiny na st¢zenie wapnia, fosforu i magnezu w surowicy
krwi.

Material i metody: Zwierzgta podzielono na trzy grupy:
grupg kontrolng i 2 grupy badane. Grupa badana I otrzymy-
wata fluor w dawce 4,9 mg F/ kg m.c./dobe, grupa badana
II takg samg dawke F- podawang z 3 mg kofeiny / kg m.c./
dobe. Parametry te oznaczano w surowicy kKrwi szczurow,
samcow rasy Sprague—Dowley.

Whioski: Zaobserwowano jedynie znamiennie staty-
styczny wzrost stezenia wapnia w porownaniu z grupg kon-
trolng w grupie badanej II, po podaniu skojarzonej dawki
NaF z kofeing oraz tendencje wzrostowe w grupie I (F). Nie
wykazano zmian w stezeniu magnezu i fosforu w obydwu
badanych grupach. Reasumujac, kofeina w zastosowanej
dawce nie ma znaczacego wpltywu na parametry meta-
bolizmu mineralnego zwiazanego z tkankami twardymi
W surowicy krwi.

Hasta: NaF — kofeina — szczury — surowica — wapn —
fosfor — magnez.



98 BARBARA STAWIARSKA-PIETA, EWA GRUCKA-MAMCZAR, RAFAL STOJKO I WSP.

Wstep

Zaréwno fluor, jak i kofeina wykazuja szerokie
spektrum dzialania na organizmy zwierzat i cztowie-
ka. Oddziatywanie zwigzkow fluoru i kofeiny na orga-
nizmy zywe mozna rozpatrywaé¢ w dwoch aspektach.
Pierwszy — zwiazany jest z ich korzystnym dziataniem

1 mozliwo$cig wykorzystania w leczeniu niektdrych scho-
rzen, drugi — wigze si¢ z negatywnym dzialaniem tych sub-
stancji po przekroczeniu dawek dopuszczalnych. Korzystne
lub niekorzystne efekty dziatania tych substancji uzalez-
nione sg od dawki, czasu stosowania oraz specyficznego
oddziatywania na rozne komorki i tkanki.

Fluor, jako pierwiastek sladowy jest niezbedny do prawi-
dlowego funkcjonowania i rozwoju tkanek twardych. Wyka-
zano, ze posiada on dziatanie przeciwpréchnicze 1 ochronne
na szkliwo 1 zgbing. Dzialanie to polega na tworzeniu przez
fluor z hydroksyapatytami szkliwa zwiazkoéw opornych na
dziatanie kwasow (fluoroapatytow). Zwiazki te charaktery-
zuja sie duzg wytrzymatoscig i mniejszg rozpuszczalnoscig
w wodzie od apatytéw wapniowych, co powoduje, ze dzia-
taja ochronnie na zeby. Wykazano, ze fluor jest niezbedny
do prawidtowej mineralizacji ko$ci 1 zebow (pobudza on
proces tworzenia kosci i prowadzi do zwickszenia masy
kostnej). Jego odpowiedni poziom zapewnia prawidtowy
wzrost kosci w okresie dojrzewania. Fluor znalazt takze
zastosowanie w leczeniu wrodzonej tamliwosci kosci. Po-
nadto wykazano, ze posiada on wlasciwosci zapobiegajace
rozwojowi osteoporozy u kobiet [1, 2, 3].

W wielu badaniach epidemiologicznych, eksperymen-
talnych i klinicznych wykazano wptyw fluoru na st¢zenie
wapnia, fosforanéw i magnezu, naturalnych elementéw
szkieletu i1 tkanek migkkich, a takze na czynniki regulu-
jace wiele funkcji fizjologicznych, np. krzepnigcie krwi,
transport tlenu czy aktywacje enzymow [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11]. Jon fluorkowy przenikajac z krwi do komodrek wchodzi
w interakcje z wieloma metalami, ktore bedac sktadnikami
enzymow odpowiadajg za ich sprawne funkcjonowanie.
Fluorek latwo reaguje z jonami magnezowymi, czego kon-
sekwencja jest spadek zawarto$ci tych jonow w komorkach
1 zaburzenie funkcji enzymow zaleznych od magnezu. Przez
duze powinowactwo do innych kationow, takich jak Mn?*,
Ca?" zaburza podstawowe szlaki metaboliczne komorek,
w ktorych te enzymy uczestniczg [12].

Nadmiar fluoru powoduje wiele powaznych zaburzen
w organizmie cztowieka. Wykazano jego szkodliwe od-
dzialywanie na wiele narzadéw: watrobe, nerki, serce, cen-
tralny uktad nerwowy, uktad oddechowy, tarczyce, uktad
sercowo-naczyniowy, uktad pokarmowy, jajniki, jadra [I,
2,3,5,11, 13, 14].

Kofeina, podobnie jak tworzace si¢ z niej metabolity,
nie nalezy do zwigzkéw obojetnych dla organizmu. Jest
substancja silnie pobudzajacg osrodkowy uktad nerwowy,
w wyniku czego usuwa objawy zmgczenia, sennosci, uta-
twia koncentracj¢ uwagi oraz poprawia sprawno$¢ myslenia
[15, 16].

Kofeina jako alkaloid nalezacy do naturalnych metylok-
santyn jest dobrze rozpuszczalna w wodzie. Wchiania si¢
dosy¢ szybko i catkowicie z przewodu pokarmowego. W po-
szczegblnych tkankach rozmieszcza si¢ proporcjonalnie do ich
uwodnienia. Podlega ona prawie catkowitej biotransformacji
w watrobie (98%), gdzie jest metabolizowana przy udziale
cytochromu P450 1A (CYP450 1A). Glownym metabolitem
u ludzi jest paraksantyna, ktora nastepnie ulega przeksztat-
ceniu do: 1-metyloksantyny, kwasu 1-metylomoczowego,
5-acetyloamino-1-metylouracylu oraz 5-acetylo-6-amino-3-
-metylouracylu. Wszystkie 4 metabolity powstale z paraksan-
tyny przechodzg do moczu w wyniku aktywnego transportu
kanalikowego. Kofeina nie ulega kumulacji [17, 18, 19].

Wigkszos$¢ dziatan farmakologicznych kofeiny jest wy-
nikiem jej hamujacego wplywu na fosfodiesteraze. Jest to
enzym rozktadajacy cykliczny AMP (cAMP). W efekcie
jej dziatania nastgpuje nagromadzenie cAMP w komorce,
co wzmaga aktywno$¢ kofeiny. Z kolei zwigkszone ste-
zenie cAMP w komorce aktywuje procesy metaboliczne.
W ostatnich latach wykazano, ze zahamowanie tego enzymu
wystepuje przy stezeniach kofeiny 5—-10 razy wigkszych od
stezen terapeutycznych [15].

Wykazano, ze kofeina w dawkach znacznie mniejszych
od dawek hamujacych fosfodiesterazg, blokuje receptory
adenozynowe Al 1 A2 znajdujace si¢ w zakonczeniach ner-
wowych neuronoéw (presynaptycznie) oraz w mig$niach
gtadkich naczyn mozgowych (postsynaptycznie). Zablo-
kowanie receptorow postsynaptycznych Al pobudza pro-
cesy przekaznictwa w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Zablokowanie postsynaptycznych receptorow A2 kurczy
miegsnie gladkie naczyn krwiono$nych rozszerzonych przez
adenozyng [16].

Kofeina spozyta w dawce 1000 mg dziennie wywotuje
objawy zatrucia ostrego. U 0s6b naduzywajacych napojow
kofeinowych przez dtuzszy czas stosunkowo czgsto roz-
wija si¢ zatrucie przewlekte [20]. Kofeina, oprocz wielu
dziatan ubocznych powoduje takze wzmozone wyplukiwanie
wapnia 1 magnezu z uktadu kostnego, co sprzyja rozwojowi
osteoporozy. Wykazano, ze kofeina wptywa na prace nerek.
Nasila przesgczanie kigbuszkowe oraz zwicksza ukrwienie
nerek, powodujac zwigkszenie diurezy. Spozywanie kofeiny
w nadmiarze powoduje tagodny wzrost objetosci moczu. Pod
wplywem kofeiny zwigksza si¢ wydalanie sodu i wapnia
z moczem [21, 22].

W wielu pracach przedstawiono toksyczne oddzia-
tywanie kofeiny na ptody zwierzat, ktore czgsto dotyczy
wad szkieletu [23, 24]. Z powyzszego wynika, Ze te dwie
substancje — fluor i kofeing taczy niekorzystny wplyw na
sktadniki szkieletu, przy czym fluor wykazuje negatywne
dziatanie zaréwno przy niskich, jak i przy wysokich daw-
kach. Natomiast prawidtowe warto$ci fluoru sg niezbedne
w utrzymaniu prawidtowego uzebienia i szkieletu. Kofeina
tylko przy przewleklym narazeniu na duze dawki prowa-
dzi do zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej. Fluor
stosuje si¢ w leczeniu osteoporozy, podczas gdy kofeina
ja nasila.
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Zainteresowanie badaczy wzajemnym oddziatywaniem
tych substancji zwigzane jest z ze znacznym spozyciem ko-
feiny i wzrostem narazenia na fluorki obecne w §rodowisku
zycia cztowieka. Pierwsze obserwacje dotyczace wplywu
kofeiny na toksycznos¢ fluoru poczyniono w 70. latach ubie-
glego wieku. Zaobserwowano, ze kofeina zawarta w kawie
moze zmniejszac toksycznos$¢ fluoru przez tworzenie z nim
zwigzkow kompleksowych, co hamuje wchtanianie fluoru
1 zmniejsza objawy zatrucia [25].

Nastepne obserwacje poczyniono w 1979 roku [26].
Wynika z nich, ze do zatrucia fluorem o wigkszym nasi-
leniu dochodzito u 0s6b pijacych kawe, niz u tych ktorzy
spozywali inne napoje.

Celem pracy bylo zbadanie wptywu fluorku sodu oraz
kofeiny na stezenie wapnia, fosforu i magnezu w surowicy
krwi.

Material i metody

Badania przeprowadzono na osiemnastu szczurach,
samcach rasy Sprague—Dowley o poczatkowej masie ciata
202 +/-2g. Zwierzeta pochodzity z Centralnej Zwierzetarni
Doswiadczalnej Slaskiej Akademii Medycznej w Katowi-
cach. Po trzech tygodniach adaptacji (wszystkie byty pojone
woda destylowang) szczury podzielono na trzy grupy li-
czgce po sze$¢ zwierzat. Zwierzeta w grupie kontrolnej (K)
otrzymywaty wode destylowang. Pierwszej grupie szczurow
(F) podano fluor w dawce 4,9 mg F/kg m.c./dobe, grupa
badana II (F + kofeina) otrzymata taka samg dawke F- po-
dawang z 3 mg kofeiny/kg m.c./dobe. Eksperyment trwat
pigc¢dziesigt dni. Zwierzeta wszystkich grup byly pojone
woda destylowang ad libidum i karmione standardowg pasza
Altromin (Niemcy), zawierajacg 0,7 mg (F). Szczury usy-
piano dootrzewnowo tiopentalem w dawce 30 mg/szczura.
Do badan biochemicznych pobrano od nich krew z serca.
W surowicy krwi szczurdw oznaczano stezenie wapnia
(biochemtest — POCH Gliwice) nr kat. 178280145, st¢zenie
fosforu (biochemtest — POCH Gliwice) nr kat. 17815641
1 stezenie magnezu (biochemtest — POCH Gliwice) nr kat.
178220148.

Analiza statystyczna

Wykorzystujac program Statistica PL obliczono wskaz-
niki statystyki opisowej: $rednig i odchylenie standardowe.
Do poréwnania réznic migdzy poszczegodlnymi grupami
uzyto test U Manna—Whitneya. Za znamienne statystycznie
przyjeto zmiany przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki

Wyniki przeprowadzonych badafh przedstawiono w ta-
belach 1-3. Zaobserwowano jedynie statystyczny wzrost

stezenia wapnia w poroOwnaniu z grupg kontrolng w grupie
badanej 11, po podaniu skojarzonej dawki NaF z kofeing
(tab. 1). Wzrosto ono o 36,53% w stosunku do kontroli
10 29,34% w stosunku do grupy badanej I (F).

Tabela 1. Stezenie wapnia w surowicy krwi szczuréow

Table 1. Concentrations of calcium in rat serum

Stezenie Ca (ppm)
Ca concentration (ppm)
Grupa . -
Group % zmian
X +SD change p
(%)
Kontrolna / Control 1,67 0,84 - -
Badana I (F")
Study group I 1,79 0,93 17,19 0,575
(F)
Badana II
(F + kofeina) *
Study group 1T 2,28 0,10 136,53 | 0,016
(F- + caffeine)

X — $rednia arytmetyczna / arithmetic mean; SD — odchylenie
standardowe / standard deviation; * rdznice istotne na poziomie
p < 0,05 / statistically significant difference at p < 0.05

Tabela 2. Stezenie fosforu w surowicy krwi szczurow

Table 2. Concentrations of phosphorus in rat serum

Stezenie P (ppm) / P concentration (ppm)
Grupa % zmian
Group X +SD change p
(%)

Kontrolna / Control 1,57 0,45 - -
Badana I (F")
Study group I 2,46 2,15 156,69 0,470
(F)
Badana II
(F- + kofeina)
Study group IT 1,83 0,24 116,56 0,150
(F- + caffeine)

Tabela 3. Stezenie magnezu w surowicy krwi szczuréow

Table 3. Concentrations of magnesium in rat serum

Stezenie Mg (ppm)
Mg concentration (ppm)
Grupa / Group % zmian
X +SD | change P
(%)

Kontrolna / Control 0,44 | 0,09 — —
Badana I (F)

Study group I 0,39 | 0,08 111,37 | 0,262
()
Badana II

F- + kofeina

(Study aroup }I 0,40 | 0,07 19,09 | 0,261
(F- + caffeine)

Nie wykazano zmian w stezeniu magnezu (tab. 2) i fos-
foru (tab. 3) w obydwu badanych grupach.
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Dyskusja

Dotychczasowe badania dowodza, ze nadmierne spo-
zycie kofeiny (pomimo tego, ze nie kumuluje si¢ ona w or-
ganizmie) wptywa niekorzystnie na organizm, wywotujac
wiele objawow ubocznych [15, 16, 22, 27]. Badania doswiad-
czalne wykazaty rowniez, ze kawa lub kofeina podawana
wraz z fluorem podwyzsza jego stezenie w 0S0czu, CO moze
prowadzi¢ do powstawania w narzadach zmian zwigzanych
z jego toksycznos$cia. Kofeina wptywa takze na metabo-
lizm oraz modyfikuje dziatanie fluoru w organizmie [25,
26, 28, 29].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach Grucka-
-Mamczar i wsp. [30] wykazali, ze podanie szczurom sko-
jarzonej dawki fluorku sodu i kofeiny powoduje zaburzenia
funkcji watroby wyrazone spadkiem aktywnosci enzymow —
cholinesterazy (CHE) 1 dehydrogenazy sorbitolowej (SDH).
Odnotowano takze tendencje spadkowe enzymow wskaz-
nikowych aminotransferaz: asparaginianowej i alaninowej
(AspAT i AIAT) oraz stezenia cholesterolu i triglicerydow
w surowicy krwi. Birkner i wsp. [31] na modelu zwierzgcym
zbadali wptyw fluoru i kofeiny na funkcj¢ nerek i proce-
sy wolnorodnikowe. Nie zaobserwowali istotnych zmian
w oznaczanych markerach (stezeniu mocznika i kreatyniny
w surowicy krwi), natomiast zauwazono wzrost stezenia
biatka.

Biorgc pod uwage istotng rol¢ wapnia, fosforu i magnezu
w organizmie cztowieka podjeto si¢ oznaczenia ich stg¢zenia
w surowicy krwi szczuréw po podaniu im fluorku sodu
1 kofeiny. Badania te wynikaty z dotychczas uzyskanych
informacji wskazujacych na oddziatywania zaré6wno fluor-
kéw, jak i kofeiny na tkanki twarde [1, 2, 3, 5, 16, 21, 22,
23, 24]. Mialy one wyjasni¢, czy rownoczesne obcigzanie
organizmu zwierzat tymi substancjami bedzie w znacza-
cy sposob wptywato na gospodarke fosforowo-wapniowa
1 poziom magnezu w surowicy krwi.

Uzyskane w przeprowadzonym eksperymencie wyniki
$wiadczg o zaburzeniu gospodarki mineralnej tylko w za-
kresie stezenia wapnia przy tacznym obcigzeniu fluorkiem
sodu i kofeing. Zaobserwowany wzrost biatka po podaniu
kofeiny i fluoru przez Gruckg-Mamczar i wsp. [30] koreluje
ze wzrostem wapnia obserwowanym w badaniach autorow
niniejszej pracy. Jak wiadomo, wysokie st¢zenie biatka jest
jedng z przyczyn wzrostu poziomu wapnia w surowicy krwi
[32]. Homeostaza wapnia w osoczu jest wynikiem rownowa-
gi procesow wchlaniania wapnia w jelicie, obrotu kostnego
1 jego wydalania przez nerki. Wapn w osoczu wystepuje
W postaci zjonizowanej i w postaci zwigzanej (gtoéwnie
z albuminami). Jak twierdzg autorzy, wzrost ten moze by¢
zwigzany ze zwigkszong diurezg obserwowang po spozyciu
kofeiny. Wydaje si¢, Ze statystycznie znamienny wzrost
wapnia po podaniu fluorku sodu z kofeing w stosunku do
grupy kontrolnej moze by¢ takze zwigzany z uwalnianiem
wapnia z ko$ci pod wptywem kofeiny [21, 22].

Wigkszos¢ wapnia i fosforu wystepuje razem w kosciach
1w zebach w postaci fosforanow wapnia [1]. Istotnym wa-

runkiem prawidtowej gospodarki fosforanowo-wapniowej
jest odpowiedni stosunek wapnia do fosforu w pozywieniu.
U os6b dorostych Ca:P powinien wynosi¢ 1:1, jedynie w po-
zywieniu dzieci iloraz ten powinien mie¢ wartos¢ 1,3:1 do
6 m.z.i1,2:1 w6-12 m.z. [32, 33].

Zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej po po-
daniu samego fluorku sodu zaobserwowali liczni badacze [6,
11, 12, 17]. W badaniach na zwierzetach Grucka-Mamczar
i wsp. [34] wykazali, Ze istnieje mozliwo$¢ pojawienia si¢
zaburzen gospodarki fosforanowo-wapniowej pod wpty-
wem fluorku sodowego obecnego we fluorkowanej wodzie.
W poézniejszym okresie Grucka-Mamczar i wsp. [6] po za-
truciu ostrym i przewlektym fluorkiem sodu zaobserwowali
statystycznie znamienny spadek wapnia w surowicy krwi
i niezmienione st¢zenie fosforu i magnezu w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Po intoksykacji przewlektej zaobserwo-
wali zmiany statystycznie znamienne w st¢zeniu magnezu
i wapnia po dawce 100 mgF-/dm?, a fosforu po dawce 50 mg
F/dm?. Podobne wyniki uzyskat Tus/ i Slesinger [8]. Po 11
tygodniach zaobserwowali hipokalcemie w surowicy krwi
bykow. Spadkowi stezenia wapnia towarzyszyl wzrost ste-
zenia fosforanow w surowicy krwi. Powyzsze obserwacje
autorzy thumacza wzrostem absorbcji wapnia we wtosach
i spadkiem wychwytu fosforu przez tkanki u zwierzat.

Takie zmiany w st¢zeniach tych dwoch parametréw
(wzrost fosforu i spadek wapnia) sg charakterystyczne dla
niewydolnosci nerek lub uszkodzenia przytarczyc [32].
Biorac pod uwage, ze najwigksze ilosci fluoru kumulujg
si¢ w nerkach, oraz ze fluor wptywa na wszystkie tkanki
ustroju (powoduje zmiany wsteczne w nerkach, w gruczo-
fach dokrewnych regulujacych poziom wapnia i fosforanow
— tarczyca, przytarczyce) [1, 34], nalezy uwzglednia¢ udziat
tych narzadéw w obserwowanych zmianach st¢zenia bada-
nych parametrow. Rowniez Appleton [7] uzyskat podobne
wyniki, oznaczajac te parametry u szczuréw. Natomiast
Bennis i wsp. [6] zaobserwowali u kéz z fluoroza ende-
miczng wzrost zawartos$ci fosforanoéw w surowicy krwi
1 niezmienione stezenia wapnia. Wzrost fosforanéw w su-
rowicy szczurdw wykazata takze Grucka-Mamczar i wsp.
[6]. W przeprowadzonych badaniach nie wykazano zmian
zawartoS$ci fosforu w surowicy krwi zwierzat badanych. Nie
zaobserwowano tez zmian w stezeniu magnezu zarowno po
podaniu fluorku sodu, jak i po facznym obcigzeniu szczu-
row fluorkiem i kofeing. Dotychczasowe badania wykazaty,
ze fluorki zmniejszaja pule wolnych jonéw magnezowych
w plynach ustrojowych i w ten sposob hamujg wiele prze-
mian zaleznych od magnezu [35].

Zatem uzyskane wyniki wskazuja, ze podanie tych
dwoch substancji jednoczesnie jest wypadkowa, ktora nie
pokrywa si¢ z dzialaniem samego fluoru na parametry go-
spodarki wapniowo-fosforanowe;.

Ciekawe wyniki uzyskali Chan i Whitford [29], badajac
wplyw réznych dawek samej kofeiny (3, 25, 100 mg/kg/dobe)
przez okres 6 tygodni na rownowage metaboliczng i stezenie
fluoru, wapnia i fosforu w tkankach szczurow. Wykazali
oni, ze podawanie kofeiny nie wptywato na wchtanianie,
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wydzielanie z moczem i rownowage fluorkowg oraz na jego
stezenie w osoczu, w szkliwie 1 w kosci. Podanie kofeiny
nie wptyneto takze na metabolizm wapnia i fosforu. Zaob-
serwowano jedynie wzrost wydalania wapnia z moczem.
To dzialanie nie miato znaczacego wptywu na zachwianie
gospodarki wapniowej. Oznaczenia sktadnikoéw mineral-
nych w kosciach byly znaczaco obnizone tylko w grupie
narazonej na najwyzszg dawke kofeiny. Ten wptyw na kosci
nie naruszal rowniez rownowagi wapniowe;j 1 fosforanowe;.
Reasumujac, badacze stwierdzili, ze podanie kofeiny nie ma
znaczacego wpltywu na rownowage metaboliczng i st¢zenie
fluoru, wapnia i fosforu w tkankach.

Kofeina moze okaza¢ si¢ waznym czynnikiem wpty-
wajacym na gospodarke wapniowg przy narazeniu na fluor.
Szczegbdlng ostrozno$¢ powinny zachowaé osoby stosujace
fluor w leczeniu osteoporozy, poniewaz efekt leczniczy zalezy
od poziomu fluoru, a przekroczenie tego stezenia jest uzalez-
nione od ilosci spozywanej kofeiny zawartej w kawie [26].

‘Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja na brak znaczacego wply-
wu jonu fluorkowego podawanego z kofeing na gospodarke
fosforowo-wapniowq i stezenie magnezu w SUrowicy.
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Summary

Introduction: Aluminofluoride complexes (AIF ) are
toxic substances at the cellular and subcellular level, ap-
parently implicated in degeneration of the nervous system.
The present study focused on direct interactions with AIF
of two common adenine nucleotides: adenosine diphos-
phate and adenosine triphosphate, both of which play an
important role in many biochemical processes.

The aim was to search for interactions between ADP-
AlF_and ATP-AIF_complexes depending on the environ-
ment of the reaction.

Material and methods: Modern HyperChem computer
software was used allowing for the computation of heat of
formation and bond energy.

Results: The strongest bonds in vacuum were calculated

for ADP-AIF 4“, ADP-AIF, and ATP-AIF,. In water, the
strongest bonds were found for ADP-AIF, and ATP-AIF ..
Due to inhibition of metabolic processes, stable bonds be-
tween those molecules are less advantageous than labile
ones. Nevertheless, strong bonds seem to be associated
with reduced toxicity of AIF_complexes.
Key words: Aluminofluoride complexes (AIF ) — high-
-energy molecules (ATP, ADP) — AIF -
-ATP, AIF -ADP interactions — fluorine
and aluminum toxicology — molecular
modeling.

Streszczenie

Wstep: Kompleksy glinowo-fluorkowe (AIF ) wykazu-
ja wlasciwosci toksyczne na poziomie komorkowym i sg
uwazane za jeden z mozliwych czynnikow uszkadzajacych
centralny uktad nerwowy. Badania przeprowadzone zostaty
na dwoch powszechnie wystepujacych w organizmie nukle-
otydach adeninowych: adenozynodifosforanie (ADP) oraz
adenozynotrifosforanie (ATP), odgrywajacych wazng role
w przemianach biochemicznych, ktére poddano bezposred-
niemu oddziatywaniu z kompleksami AIF .

Celem pracy bylo stwierdzenie, czy wystepuja wzajemne
interakcje migdzy ukfadami: ADP-AIF oraz ATP-AIF ,
w zaleznosci od srodowiska reakcji.

Materiat i metody: W badaniach wykorzystano no-
woczesne oprogramowanie komputerowe HyperChem,
ktére umozliwia m.in. analize¢ parametrow energetycz-
nych czasteczek, takich jak ciepto tworzenia i energia
wigzan.

Wyniki: Stwierdzono, ze najtrwalsze potaczenia w proz-
ni formujg si¢ migdzy ADP-AIF,", ADP-AIF, i ATP-AIF..
Natomiast w srodowisku wodnym najtrwalsze potaczenia
wystepowaty miedzy ADP-AIF, i ATP-AIF,. Trwate pota-
czenia migdzy wymienionymi uktadami sag mniej korzystne
niz potaczenia labilne, gdyz utrudniajg przebieg procesow
metabolicznych, a trwate polgczenia z badanymi zwigzka-
mi wysokoenergetycznymi (ATP, ADP) moga zmniejszaé
stopien toksyczno$ci kompleksow AlF ..
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Hasta: kompleksy glinowo-fluorkowe (AIF)) — zwigzki
wysokoenergetyczne (ATP, ADP) — interakcje
AIF -ATP, AIF -ADP — toksykologia fluoru i glinu
— modelowanie molekularne.

Wstep

Kompleksy fluorku glinu (AIF ) powstajg w sposob
spontaniczny w wodnych roztworach, ktére zawierajg flu-
or i $ladowe ilo$ci jonow glinu [1]. Stwierdzono, ze fluor-
ki zwigkszajg jelitowa absorpcje glinu, podczas gdy glin
zmniejsza wchtanianie fluoru [2]. W przewodzie pokarmo-
wym kompleksy glinowo-fluorkowe podlegaja rozpadowi do
form polimerycznych [3]. Wzrasta wowczas przyswajalnosé
glinu przez komorki §luzéwki przewodu pokarmowego.
Istnieja takze dowody wskazujace, iz fluorek przyczynia si¢
do uszkodzen centralnego uktadu nerwowego m.in. poprzez
indukowanie powstawania wolnych rodnikéw i peroksydacje
lipidéw w mozgu (z wyszczegolnieniem obszaru hippo-
kampa) oraz zwigksza wchtanianie glinu poprzez bariere
krew—mozg [4]. Glin natomiast uznawany jest za czynnik
etiopatogenetyczny w chorobie Alzheimera. Przewlekte
narazenie na jednoczesne oddzialywanie glinu oraz fluoru
wywotuje zaburzenia behawioralne, zmiany degeneracyjne
1 upo$ledzenie metabolizmu tlenowego neuronéw [5].

Przypuszcza sig, ze kompleksy AlF dziafajg jako sygnat
poczatkowy stymulujacy zaburzenie homeostazy, degeneracje
1 $mier¢ komorek [6]. Istnieje hipoteza, ze kompleksy glino-
wo-fluorkowe pod wzgledem budowy przestrzennej przypo-
minaja analogi fosforanu w nukleotydach adeninowych (ATP,
ADP) i guaninowych (GDP, GTP) [1, 7]. Strunecka w swoich
badaniach wykazala, ze kompleksy AlF zachowujg si¢ jak
przekazniki fatszywych informacji, ktore sg nastgpnie powie-
lane podczas przeksztalcania ich w odpowiedZ komdrkowa
[1, 7]. Analogie pomiedzy grupg fosforanowa, wystepujaca
w nukleotydach, i kompleksem fluorku glinu opieraja si¢ na
ich atomowym i molekularnym podobienstwie. Kompleks
AlF _moze si¢ zatem wigza¢ jonowo z czgsteczkg ADP lub
GDP i w konsekwencji tworzy¢ kompleksy, ktore nasladujg
ATP lub GTP w ich oddziatywaniu na konformacje bialek.
Mozliwo$¢ powstania kompleksow GDP lub ADP zwigza-
nych z AIF niesie ze sobg niewgtpliwie wiele negatywnych
zmian i oddziatywan na organizm zywy, m.in. falszowanie
szeregu przemian biochemicznych.

Obecnie znanych jest wiele enzyméw wrazliwych na
dziatanie fluorkéw [8]. Liczng grupg¢ reprezentuja enzy-
my bioragce udzial w procesie glikolizy oraz utleniania
tkankowego jako zrodla zaopatrywania w energie ery-
trocytow [9], m.in. kinaza pirogronianowa (EC.2.7.1.40.)
bioraca bezposredni udzial w tworzeniu czasteczek ATP.
Guminska w swoich badaniach in vitro wykazata, ze NaF
hamuje aktywnos¢ kinazy pirogronianowej w hemolizatach
erytrocytow ludzkich, prowadzac do zmniejszenia w nich
poziomu ATP. Mniejsza ilo$¢ wytwarzanego ATP oznacza
w ogolnosci obnizenie podazy energii, co w konsekwencji

prowadzi do ostabienia ogdlnej sprawnosci fizycznej i psy-
chicznej cztowieka.

Material i metody

Modelowanie molekularne polega na komputerowym
tworzeniu modeli czasteczek chemicznych, za pomoca ktorych
przewidywa¢ mozna ich rzeczywiste wlasnosci fizykoche-
miczne. Jest to mozliwe przy uwzglgdnieniu podstawowych
praw obowigzujacych w $wiecie molekut [10]. Metody kom-
puterowe w badaniach naukowych 1 pracach inzynierskich
zyskaty niekwestionowang pozycje i wydaje si¢, ze praw-
dziwy ich rozkwit dopiero nastgpi. Niepodwazalng zaletg
programow do modelowania molekularnego jest mozliwo$¢
$ledzenia w dowolnym momencie parametréw uktadu i prze-
prowadzania eksperymentow niemozliwych do wykonania
w praktyce. Symulacje komputerowe przyczynity sie, lub
wrecz umozliwity, rozwigzywanie powaznych problemow
stawianych naukom podstawowym [11]. Jednym z pakietow
programowych, wykorzystujacych nowoczesne metody kom-
puterowe, stosowanych do obliczen w chemii teoretycznej
i eksperymentalnej jest program HyperChem. Pozwala on na
obserwacje zachowania si¢ danej molekuty przy uwzgled-
nieniu znanych praw fizycznych [12]. Tworzone sa specjalne
systemy (tzw. algorytmy pol sitowych) opisujace oddziaty-
wania rozmaitych typoéw atomoéw wystepujacych w §wiecie
ozywionym (mechanika molekularna) [13]. Za pomocg ww.
programu mozna okres$li¢ najtrwalsza strukture danej cza-
steczki (zasada tzw. minimalizacji energii) lub symulowac
jej drgania w danej temperaturze (dynamika molekularna)
[14, 15, 16]. Modelowanie molekularne pozwala przewidy-
wac ulozenie czasteczek wzgledem siebie w kompleksach,
co zostalo wykorzystane w badaniach wtasnych.

Wyniki

W eksperymencie, jako dawce fluorku, wykorzystano
kompleks glinowo-fluorkowy. Moze on, w r6znych srodowi-
skach, np. w zaleznosci od pH $rodowiska, uwalnia¢ kolejne
jony fluorkowe i cze$ciowo zdysocjowane kompleksy glino-
wo-fluorkowe, bedace takze zwiazkami neurotoksycznymi.
Dla oceny przebiegu wymienionych interakcji postuzono
si¢ metodg modelowania molekularnego w oparciu o opro-
gramowanie komputerowe HyperChem. Rozpatrywano
nastepujace zdysocjowane formy kompleksu AIF,, AIF,",
AIF*, AIF "

Poczatkowym etapem badan bylo przeprowadzenie
wizualizacji danych molekut (czgsteczek ADP i ATP
poddanych reakcjom z AIF ) w prozni oraz w Srodowisku
wodnym, a nastepnie, po zoptymalizowaniu geometrycz-
nym i uzyskaniu minimum globalnego energii czasteczki,
oceniono nastepujace fizyczne parametry: ciepto tworze-
nia (kcal/mol), energie catkowita (a.u.), energi¢ wigzania
(kcal/mol) i moment dipolowy (D).
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Po przeanalizowaniu stechiometrii poszczegolnych mo-
lekut wykluczono potgczenia ATP-AIF," przy pierwszym
1 drugim wigzaniu fosforanowym oraz w kompleksach ATP
-AlF," przy drugim wigzaniu fosforanowym (w prozni oraz
w $rodowisku wodnym), ze wzgledu na tworzenie si¢ bardzo
dtugich wigzan (rzedu 10 A). Tak dtugie wigzania wskazuja
na niemozno$¢ formowania si¢ ww. potaczen. Kolejnymi
etapami analizy modelowanych molekut byty:

1. Zestawienie obliczonych parametréw energetycznych
w postaci tabelarycznej (tab. 1, 2, 3, 4).

2. Analiza diagramdéw energetycznych badanych mole-
kut. Przyktadem, ktory obrazuje wptyw kompleksow AlF,
na poziomy energetyczne czasteczek moze by¢ polaczenie
ADP i ADP-AIF, w prozni (ryc. 1).

3. Waznym elementem badan za pomoca programu Hy-
perChem byta wizualizacja orbitali granicznych czasteczek.
Pozwala to na wskazanie, ktére orbitale biorg bezposredni
udziat w tworzeniu wigzan chemicznych.

4. Przedstawienie rozktadu potencjatow elektrosta-
tycznych, co pozwala przewidzie¢ gdzie nastgpi przyla-
czenie podstawnika nukleofilowego lub elektrofilowego. Za
przyktad moze postuzy¢ czasteczka ADP oraz polaczenie
ADP-AIF, (ryc. 2).

Dyskusja

Od kilkunastu lat zainteresowanie budzg kompleksy
AlF , gdyz mogg si¢ one zachowywac jak przekazniki fat-
szywych informacji, ktore sg nast¢pnie powielane podczas
przeksztatcania ich w odpowiedz komorkowa [1]. Dlate-
go podjeto badania umozliwiajgce ocene zachowania si¢
kompleksow glinowo-fluorkowych w roznych srodowiskach
reakcji i oceng ich oddzialywania ze zwigzkami wysoko-
energetycznymi [17]. W pracy, jako dawca atomu fluoru,
postuzyt kompleks glinowo-fluorkowy, majacy posredni
wplyw na metabolizm i morfologi¢ ré6znych organow we-
wnetrznych cztowieka, migdzy innymi na zmiany metabo-
lizmu energetycznego. Wczedniejsze doniesienia sugeruja

a)

[6], Ze rdbwnoczesna obecno$¢ glinu i fluoru w wodzie pitnej
wzmaga ich dziatanie toksyczne.

Modelowanie molekularne pozwala wirtualnie §ledzi¢
kazdy etap reagujacych ze sobg czasteczek. Wezesniejsze
badania dowiodty, ze fluor Iaczac si¢ z glinem w specyficzne
kompleksy zmienia wiele ich parametrow energetycznych
[18]. W materiale wlasnym byly to: ciepto tworzenia, energia
catkowita 1 energia wigzan. Stwierdzono, ze powstawanie
wigzania: zwiazek wysokoenergetyczny (ADP, ATP)-kom-
pleks glinowo-fluorkowy, moze mie¢ wptyw na jego funkcje.
Geometria uktadu: zwigzek wysokoenergetyczny-AlF, zalezy
od rodzaju podstawnika (w materiale wtasnym byt to kom-
pleks AlF,). Omawiany kompleks ma wplyw na potozenie
pier§cienia guaniny, adeniny oraz rybozy w nukleotydach
adeninowych (ATP, ADP) w uktadzie wspotrzednych 0XY,
jak tez na zmiang potozenia atomow zaangazowanych w two-
rzenie wigzan z innymi biologicznie czynnymi molekutami.
Jak wiadomo budowa przestrzenna molekut warunkuje ich
wlasciwosci fizykochemiczne. Analiza rozktadu potencjatu
elektrostatycznego wskazala obszary najwiekszego skupie-
nia fadunkéw ujemnych i dodatnich dla uktadow ADP-AIF
1 ATP-AIF , co pozwala przewidzie¢, gdzie moze nastgpi¢
atak nukleofilowy badz elektrofilowy (ryc. 2). Byly to: ato-
my tlenu i azotu w pier§cieniu adeniny i guaniny; atomy
fluoru pochodzace z kompleksow AIF ; atom tlenu w reszcie
fosforanowej (ryc. 2). Ponadto odnotowano, ze kompleksy
AlF_majag wplyw na tworzenie wigzah z innymi moleku-
fami wysokoenergetycznymi. U podstaw tych mozliwych
interakcji leza ich fizykochemiczne wlasciwosci (cieplo two-
rzenia, energia catkowita, energia wigzan), ktore decyduja
o trwatosci danych potaczen miedzyczasteczkowych. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze najbardziej
trwatymi potgczeniami w prozni sg: ADP-AIF,", ADP-AIF,,
ATP-AIF,, natomiast w srodowisku wodnym byty: ADP-AIF,
1 ATP-AIF, (tab. 1, 2). Najstabszymi okazaty si¢ potgcze-
nia pomi¢dzy ADP i ATP z AIF*, zar6wno w prézni jak
i w $rodowisku wodnym (tab. 3, 4). Nietrwate formowanie
si¢ kompleksu AIF*" z nukleotydami (ADP, ATP) z punktu
widzenia przemian biochemicznych jest zjawiskiem korzyst-

b)

Il

Ryc. 1. Diagramy energetyczne czasteczek: a) ADP; b) ADP-AIF,
Fig. I. Energy diagrams for: a) ADP; b) ADP-AIF,
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Tabela 1.Zestawienie wartosci ciepla tworzenia (kcal/mol) czasteczki ADP z kompleksami AIF_

Table 1. Heat of formation (kcal/mol) for AIF -ADP complexes

Usytuowanie AIF . - . Srodowisko
Position of AIF ADP-AIF, ADP-AIF, ADP-AlF ADP-AIF, Environment
! tlen -843 738 634 860 proznia
Oxygen No 1 vacuum
I tlen woda
Oxygen Ne | -837 -717 -602 -688 water
II tlen proznia
Oxygen Ne 2 -823 733 -643 854 vacuum
II tlen woda
Oxygen Ne 2 -821 - -632 B vater
Tabela 2. Zestawienie wartosci ciepla tworzenia (kcal/mol) czgsteczki ATP z kompleksami AIF
Table 2. Heat of formation (kcal/mol) for AIF -ATP complexes
Usytuowanie AlF, ATP-AIF ATP-AIF,* ATP-AIF>* ATP-AIF,- Srodowisko
Position of AIF 3 2 4 Environment
I tlen proznia
Oxygen Ne 1 -1055 965 -861 B vacuum
[ tlen woda
Oxygen No 1 -1030 047 833 B water
II tlen proznia
Oxygen No 2 -1046 B -843 B vacuum
II tlen woda
Oxygen No 2 -1043 - -849 - water
I tlen -1057 -960 -860 -1069 proziia
Oxygen No 3 vacuum
I tlen woda
Oxygen Ne 3 B 938 B -1060 water
Tabela 3. Zestawienie wartosci energii calkowitych (kcal/mol) czasteczki ADP z kompleksami AIF_
Table 3. Total energy (kcal/mol) for AIF -ADP complexes
Usytuowanie AIF " - L Srodowisko
Position of AIF ADP-AIF, ADP-AIF, ADP-AIF ADP-AIF, Environment
I tlen -156643 -146429 -136218 -166768 prozia
Oxygen Ne 1 vacuum
I tlen -156637 -146409 -136185 -166596 woda
Oxygen No 1 water
Il tlen -156623 -146426 -136226 -166761 proziia
Oxygen No 2 vacuum
II tlen woda
Oxygen No 2 -156622 - -136215 - water
Tabela 4. Zestawienie wartosci energii calkowitych (kcal/mol) czasteczki ATP z kompleksami AIF_
Table 4. Total energy (kcal/mol) for AIF -ATP complexes
Usytuowanie AIF_ = - N Srodowisko
Position of AIF ATP-AlF, ATP-AlF, ATP-AlF ATP-AlF, Environment
I tlen -180200 -170002 -159789 - proza
Oxygen Ne 1 vacuum
I tlen woda
Oxygen Ne | -180195 -169984 -159764 - Nt
II tlen proznia
Oxygen Ne 2 -180192 B -159771 B vacuum
II tlen woda
Oxygen No 2 -180188 B -159777 B water
[ tlen -180202 -169997 -159789 -190323 prozia
Oxygen No 3 vacuum
111 tlen woda
Oxygen Ne 3 - -169995 - -190314 water
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Kolor fioletowy okresla obszar kumulacji fadunkow ujemnych, a zielony — tadunkow dodatnich / Sites of accumulation of negative and positive charges are
shown in violet and green, respectively

Ryc. 2. Rozktad potencjatu elektrostatycznego czasteczek: a) ADP; b) ADP-AIF,
Fig. 2. Distribution of electrostatic potential in: a) ADP; b) ADP-AIF,

nym, gdyz polaczenia o niskiej warto$ci energii catkowitej
sa latwiejsze do rozerwania, czyli sa mniej trwate. Taki
uktad (AIF?*-ADP, ATP) bedzie niestabilny i w mniejszym
stopniu moze hamowa¢ wytwarzanie ATP. Potagczenie ADP
z AlF, stanowi najwigksze zagrozenie dla gospodarki ener-
getycznej komorki ze wzgledu na mozliwos¢ dtugotrwate-
go hamowania syntezy ATP, jak rowniez imitowania przez
zwigzany kompleks AlF, grupy fosforanowej, co skutko-
wa¢ moze przekazem falszywych informacji i odpowiedzi
komorkowych, miedzy innymi przez zaburzanie funkcji
przekaznikow nerwowych.

‘Whioski

Za pomoca programu komputerowego HyperChem wy-
kazano, ze formuja si¢ nierownocenne mi¢dzyczasteczkowe
potaczenia zwiazkow wysokoenergetycznych z kompleksami
glinowo-fluorkowymi, ktére zalezg takze od Srodowiska reak-
cji (proznia i srodowisko wodne). Modelowanie molekularne
pozwolito wykazaé r6zng trwato$¢ polaczen kompleksow
AlF ze zwigzkami wysokoenergetycznymi, biorgcych udziat
w wytwarzaniu energii w organizmach zywych. Przeprowa-
dzone symulacje i obliczenia komputerowe stanowia wktad
w lepsze zrozumienie mechanizmu przekazywania falszy-
wych informacji na poziomie molekularnym przesytanych
do komérki poprzez centralny uktad nerwowy.
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Summary

Introduction: The motility of spermatozoa results from
formation of chemical energy and its transformation into me-
chanical energy. The quality of spermatozoa is determined
primarily by their ability to move. Spermatozoa viability
depends on two factors: generation of an adequate supply of
ATP and effective use of ATP stores. Biochemical methods
are useful for an objective assessment of semen quality.
Among them is the measurement of ATP content.

The aim of this work was to determine the effect of
sodium fluoride at concentrations of 20, 100, 200, and 10°
umol/L on ATP content in ram semen.

Material and methods: Altogether, 19 ejaculates into
an artificial vagina were collected from rams kept at the
University of Agriculture and at the Glinna farm. Parame-
ters of the semen were within limits acceptable for this
animal species. The content of ATP was measured with
a bioluminometric method and Lumat LB 9807 Berthohold
luminometer.

Results: The semen was diluted in 0.9% NaCl and was
found to contain 12.4 pmol ATP-10~ spermatozoa. ATP content
was reduced with rising concentrations of NaF: by 74.6% at 20
umol/L; by 75.5% at 100 umol/L; by 90.8% at 200 umol/L; and
by 99.9% at 10° umol/L. The correlation between ATP content
and sperm motility was significant (r = 0.4990). There was no
correlation between ATP content and sperm density.

Key words: fluoride — ATP —ram — semen.

Streszczenie

Wstep: Ruch plemnikow jest efektem tworzenia
energii chemicznej i przeksztatcania jej w energi¢
mechaniczng. Ruchliwo$¢ plemnikow jest jednym
z wazniejszych parametréw w ocenie ich wartosci.
Zywotno$¢ plemnikéw zalezy od dwoch czynnikow:
1) zdolnosci do generowania dostatecznej ilosci ATP
oraz 2) do zdolnosci efektywnego jej wykorzystania.
Biochemiczne metody moga dostarczy¢ obiektywnych
parametrow oceny jakosci nasienia. Jedna z nich jest
ocena zawarto$ci ATP.

Celem badan byta ocena wpltywu fluorku sodu o stezeniu
20, 100, 200, 10° umol/L, na zawartos¢ ATP w nasieniu
tryka.

Materiat i metody: Pobrano 19 ejakulatéw na sztuczna
pochwe od trykow utrzymywanych w zwierzetarni Akademii
Rolniczej w Szczecinie i w ZZD Kotbacz — farma Glinna.
Nasienie do badan odpowiadato parametrom przyjetym dla
tego gatunku zwierzat. Zawarto§¢ ATP oznaczono metoda
bioluminometryczng przy uzyciu systemu Lumat LB 9807
Berthohold luminometr.

Wyniki: Nasienie po rozrzedzeniu 0,9% NaCl zawierato
12,4 pmol ATP-10? plemnikow. Zawarto$¢ ATP w zlezno$ci
od zastosowanego st¢zenia fluorku sodu, zmniejszata sie:
przy 20 pmol/L o 74,6%, przy 100 pmol/L o 75,5%, przy
200 pmol/L 0 90,8%, a przy 10° pmol/L o 99,9%. Wyli-
czona korelacja pomiedzy zawartoscig ATP i ruchliwo$cia
byta istotna i wynosita r = 0,4990. Nie zaobserwowano
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istotnej korelacji pomiedzy zawartosciag ATP 1 gestoScia
nasienia.

Hasta: fluorki — ATP — tryk — nasienie.

Wstep

Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy ruchliwo$cig plemnika
a cAMP. Zwiazek ten poprzedza sekwencja nastepujacych
po sobie zdarzen: synteza cAMP z ATP katalizowana przez
cyklaze adenylanowa, fosforylacja przez ATP specyficznych
endogennych biatek aksonemy, transfosforylacja pomigedzy
wolnym ATP a tubuling zwigzang z GDP i defosforylacja
ATP do ADP, katalizowana przez ATPaze dynejny [1]. Ruch
plemnika jest efektem tworzenia energii chemicznej (ATP)
1jej przeksztalcenia w energi¢ mechaniczna.

Wiele osrodkow naukowych na $§wiecie w celu opraco-
wania nowych obiektywnych kryteridw oceny nasienia za-
stosowato oznaczanie zawarto$ci ATP [2] oraz inne metody
biochemiczne, jak aktywnos$¢ wybranych enzymow nasienia
[3]. Ruchliwos¢ plemnikdow jest jednym z wazniejszych pa-
rametrow w ocenie ich wartosci, dlatego w pisémiennictwie
mozna spotka¢ wiele sprzecznych wynikow dotyczacych
korelacji pomiedzy zawartoscig ATP i ruchliwoscia oraz
pomigdzy zawartoscia ATP i gestoscig nasienia [4, 5, 6].

Material i metody

Nasienie pobrano od 19 trykéw pochodzacych ze
zwierzgtarni Akademii Rolniczej Wydziatu Biotechnolo-
gii i Hodowli Zwierzat w Szczecinie oraz z ZZD Kotbacz,
z farmy Glinna.

Nasienie po pobraniu poddawano ocenie jako$ciowej,
po czym rozrzedzano je roztworem fizjologicznym 0,9%
roztworem NaCl w stosunku 1:5, po czym dzielono je na
5 czgsci, do ktorych dodawano roztwor zawierajacy fluorek
sodu o odpowiednich stgzeniach 20, 100, 200 oraz 10° pmol/L
w stosunku 1:1. Probe kontrolng stanowito nasienie rozrzedzo-
ne samym roztworem 0,9% NaCl. Zawarto$¢ ATP oznaczono
wedlug metody 1 podanej przez Gotlieba i wsp. [7].

Wyniki

Wyniki badan przedstawiono na rycinach 1-3. We
wszystkich probkach oznaczono zawartos¢ ATP w pmol
ATP-10” plemnikow.

We wszystkich zastosowanych st¢zeniach fluorku sodu
w badaniach in vitro zaobserwowano zmniejszenie zawar-
tosci ATP w nasieniu trykow (ryc. 1).

Stwierdzono istotng statystycznie przy p < 0,05 dodatnia
korelacje pomiedzy zawartoscig ATP w nasieniu i ruchliwo-
scia plemnikow tryka (ryc. 2) oraz brak korelacji pomi¢dzy
gestoscig nasienia tryka i zawarto$cig ATP (ryc. 3).
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Ryc. 1. Wplyw fluorku sodu na zawartos¢ ATP w nasieniu tryka
w badaniach in vitro

Fig. 1. In vitro influence of NaF on ATP content in ram semen
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Ryc. 2. Korelacja pomigdzy zawarto$cia ATP w nasieniu i ruchliwo$cia
plemnikoéw tryka

Fig. 2. Correlation between ATP content in ram semen and spermatozoa
motility
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Ryc. 3. Korelacja pomiedzy gestoscia nasienia tryka i zawarto$cia ATP

Fig. 3. Correlation between sperm density and ATP content in ram semen
Dyskusja

Fizjologiczne stezenie nukleotydow adeninowych
w nasieniu wykazuje duzg zmienno$¢ gatunkowsy [4, §,
9]. Wyniki badan sa czg¢sto nieporéwnywalne ze wzgle-
du na stosowanie roznych jednostek, na przyktad u bydla
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18,7 + 5,6 nmol/plemnikow x 10; 1,7 £ 0,4 png/mL [8, 9],
u ludzi 36,0 nmol/mL [4]. Zdania na temat istnienia sta-
tystycznie istotnej korelacji pomiedzy zawartos$cig ATP
1 zdolnoscig do zaptadniania sg podzielone. Soderquist
1 Stalhammar [10] wykazali istotna statystycznie korela-
cje pomiedzy zawartoscig ATP a ruchliwo$cia plemnikow
u bydla zarowno w nasieniu §wiezym, jak i po rozmrozeniu
[10]. Wspotczynnik korelacji byt zblizony do wspotczynnika
uzyskanego w badaniach wtasnych i wynosit 0,55. Odmienne
zdanie maja Levin i wsp. oraz Chan i Wang [5, 11]. Nie ma
zgodnosci co do istnienia korelacji pomigdzy zawarto$cia
ATP i gestoscig nasienia [4, 5, 6]. Roznice mogg wynikad
z roznych ilo$ci branych do wyliczen plemnikoéw zywych
[ub martwych. W pismiennictwie brakuje informacji na
temat wptywu fluoru na metabolizm energetyczny plem-
nika. Zaobserwowano natomiast spadek zawarto$ci ATP
w erytrocytach oraz we krwi jagniat eksponowanych na
fluor przez 12 miesiecy [12].

‘Whioski

1. Fluorek sodu o stezeniu 20, 100, 200 i 10° umol/L
obniza istotnie zawarto$§¢ ATP w nasieniu tryka, co moze
prowadzi¢ do niekorzystnych zmian w metabolizmie ener-
getycznym plemnika.

2. Niewielkie stgzenia fluorku (rzedu mikromoli) wpty-
waja uposledzajaco na funkcje plemnika, wyrazajace si¢
zmniejszeniem jego ruchliwosci.

10.

12.
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