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STRESZCZENIE Za molekularny mechanizm regulacji st¢zenia nukleotydow w erytrocytach odpowiedzialne sa enzymy procesu glikolizy, cyklu
pentozowego i uktadéw oksydoredukcyjnych. Zwrécono uwage na konsekwencje posredniego wplywu fluoru na zawartos¢ ATP, ADP, AMP, pulg
nukleotydéw, tadunek energetyczny oraz 2,3 DPG. Wykazano takze wplyw dziatania fluoru na aktywnos¢ ATP-azy. Med. Pr. 2001; 52; 2; 135—138
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ABSTRACT The molecular mechanism for regulating nucleotide contents depends on the activity of numerous enzymes during glycolysis, pentose cycle and
oxidation-reduction system. Special attention was paid to the consequences of indirect effects of fluorine on ATP, ADP and AMP contents, nucleotide
pool, energetic charge and the amount of 2,3 DPG. The effects of fluorine on ATP-ase activity are also described. Med Pr 2001; 52; 2; 135—138
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Poziom nukleotydéw adeninowych rzuca pewne swiatlo nie
tylko na przemiany tych zwigzkéw i ich wzajemne regulacje
w samych erytrocytach, w warunkach fizjologicznych i pato-
logicznych, ale takze jest pomocny w kontroli wptywu réz-
nych substancji toksycznych w monitorowaniu srodowiska
(1). Krwinki czerwone charakteryzuja sig¢ prosta budowa, ta-
twoscia pozyskania i znacznym stopniem poznania i dlatego
wykorzystuje si¢ je jako komoérki modelowe w réznych bada-
niach fizjologicznych, patologicznych i toksykologicznych
(2-9).

Mtode krwinki posiadaja rézne szlaki metaboliczne, ale
wraz z dojrzewaniem tracg wszystkie organella, a w zwigzku
z tym zanika w nich aktywnos¢ enzyméw tancucha oddecho-
wego, przemiany lipidéw, syntezy biatka, kwaséw nukleino-
wych, hemu i niektérych z cyklu Krebsa (10,11). Jedynym
zrédlem energii dla zapewnienia prawidlowego ksztattu
i funkcji erytrocytéw sa nukleotydy adeninowe (ATP, ADP,
AMP), 2,3-DPG, NADH i NADPH, ktore to powstaja w pro-
cesie glikolizy i cyklu pentozowym (11,12). Za regulacjg me-
tabolizmu komérkowego odpowiedzialne sa 3 uktady trans-
portujace energie: fosforany adenozyny, NAD i NADP (12).

NAD w tym uktadzie decyduje o tadunku redukcji kata-
bolicznej, ktéra definiuje si¢ jako NADH/NADH + NAD,
natomiast tadunek redukcji anabolicznej wyraza sie stosun-
kiem NADPH/NADPH+ NADP* (11,12). Zmiany w obrebie
wymienionych uktadéw sa zalezne od aktywnosci wielu en-
zymo6w (13). System regulacji enzymatycznej zapewnia ery-
trocytom odnawianie rezerw energetycznych i utrzymanie
réwnowagi oksydoredukcyjnej dla: 1) zachowania struktury
erytrocytow; 2) utrzymania w stanie zredukowanym Fe
w pierscieniach hemowych Hb; 3) utrzymania statosci skta-
du wewnatrzkomoérkowego; 4) zachowania réznic w steze-
niach kationéw pomiedzy osoczem a krwinka (13). Za mole-
kularny mechanizm regulacji poziomu nukleotydéw
w krwinkach czerwonych odpowiedzialne wigc sa enzymy
procesu glikolizy, cyklu pentozowego i uktadéw oksydore-

dukcyjnych. Wigkszos¢ tych enzyméw, to enzymy magnezo-
zalezne, ktérych inhibitorem sg m. in. jony fluorkowe.

Szczegdtowe poznanie patomechanizmu zatrucia flu-
orem bylo przedmiotem wielu prac, zwlaszcza w ostatnich
latach (2,4,5,7,14—19). W miar¢ rozwoju badan poznano
wiasciwosci biofizykochemiczne tego pierwiastka, jego po-
winowactwo do wapnia i magnezu, a takze zelaza, miedzi,
cynku, molibdenu, manganu i glinu (19).

Fluor, jako halogen o najmniejszej masie i najmniejszym
promieniu jonowym, wykazuje duza reaktywnos¢ (19) i bar-
dzo duza elektroujemnosé, ktéra moze modyfikowaé roz-
mieszczenie elektronéw w czasteczce, wplywajac na absorp-
cje, dystrybucje i metabolizm (20). Do krwi zostaje wchto-
nigty z przewodu pokarmowego i z ptuc. Osocze krwi zawie-
ra fluorki zaréwno w postaci jonowej jak i niejonowej
(19,21). Na ogét poziom fluorkéw we krwi jest niski, ponie-
waz sa one sprawnie wydalane przez nerki i wychwytywane
przez uktad kostny. Jednak, gdy ich zawarto$¢ zaczyna prze-
kraczaé podwdjna ilo§¢ w moczu i we krwi w odniesieniu do
0s6b kontrolnych, wtedy zauwaza si¢ oddzialtywanie jego na
liczne metaloenzymy, zaréwno w plynach ustrojowych, jak
i w narzadach i w tkankach (19).

Fluor ma duza zdolno$¢ do przenikania przez btony ko-
morkowe, lecz jego rozmieszczenie w osoczu i w erytrocy-
tach nie jest réwnomierne. Guminska (5) podaje, ze okoto
75% fluoru wystepuje w osoczu, a tylko 25% w erytrocytach.
Erytrocyty zatem posiadajg specjalny mechanizm chronigcy
je przed wnikaniem fluorkéw lub pozwalajacy na ich elimi-
nacje.

Mechanizm transportu fluoru nie jest doktadnie pozna-
ny. Stwierdzono, ze w blonie komérkowej erytrocytéw za
transport anionéw odpowiedzialne jest biatko pasma 3, a jo-
ny CaZ* i Mg2* moduluja ten transport (22). Przypuszcza sie,
ze pasmo 3 jest zespotem biatek o podobnej masie czastecz-
kowej, potozeniu i orientacji, spetniajacym rézne specyficz-
ne funkcje zwiazane z transportem przez btong (22). Biatko
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pasma 3 jest biatkiem integralnym, zanurzonym w dwuwar-
stwie lipidowej, a utozenie jego jest asymetryczne i ma kon-
takt z zewnetrzng jak i wewnetrzng strong btony. Bierze ono
takze udziat w transporcie wody do erytrocytéw (22) i byé
moze takze w przenikaniu anionu fluorkowego z osocza do
krwinek czerwonych.

Guminska (23) uwaza, ze jony fluorkowe usuwane sg
z erytrocytéw na zasadzie aktywnego transportu wbhrew gra-
dientowi stezen z uzyciem ATP. Jej zdaniem, fluorki ulegaja
fosforylacji do fluorofosforanu przez ATP w obecnosci
Mg2*. Fluorofosforan bylby zatem aktywna forma fluorku,
stuzaca do jego eliminacji z erytrocytow.

W btonach krwinek odpowiedzialne za transport aktyw-
ny sa trzy ATP-azy: K*, Na* ATP-aza, Mg?* ATP-aza, Mg2*,
Ca?* ATP-aza (24). Sg to tioenzymy, wymagajace dla swej ak-
tywnosci obecnosci jonéw magnezu. W ostatnim czasie po-
jawily si¢ prace wskazujace na mozliwo$¢ hamowania tych
enzymdw przez roézne substancje toksyczne, a takze przez
fluorki (14,25,26,27). W doswiadczeniach in vitro (15), pro-
wadzonych na ludzkich erytrocytach, traktowanych fluor-
kiem sodu o réznych stezeniach, stwierdzono wyrazne ha-
mowanie aktywnosci K*, Na* ATP-azy wrazliwej na oubaine,
natomiast nieznacznie obnizyta sie aktywnos$¢ Mg?* ATP-azy.
Hamowanie K*, Na™ ATP-azy bylo proporcjonalne do steze-
nia fluorkéw. Przy stezeniu F 1,9 mg/l, czyli przy stezeniu
odpowiadajacym poziomowi we krwi w ostrych toksycznych
ekspozycjach srodowiskowych, aktywnos¢ ATP-azy osiagata
okoto 50% aktywnosci kontrolnej (15). Podobng zaleznosé
wykazano w badaniach in vivo, dla aktywnosci K*, Na* AT-
P-azy z bton erytrocytéw ludzi, zyjacych w zanieczyszczonym
srodowisku, zatruwanym przez Zaktady Azotowe, Hute Sta-
li i Zaktady Migsne (28).

W przebadanej populacji zaobserwowano przekroczenie
2—4-krotnie normy poziomu fluorkdéw w moczu (29). Stwier-
dzono takze korelacj¢ pomigdzy zmniejszeniem aktywnosci
K*, Na* ATP-azy a wzrostem wydalania fluorkéw z moczem.
Zahamowanie aktywnosci tego enzymu w erytrocytach pod
wplywem fluoru mozna odnie$é do bton innych komérek,
a szczegdblnie do tkanki mig$niowej i nerwowej (4,28). Spa-
dek aktywnosci K*, Na* ATP-azy przyczynia sie do obnizenia
potencjatéw btonowych spoczynkowych i czynnosciowych
(30). Podobne zmiany moga by¢é wywotane przez inne czyn-
niki toksyczne, jak np. otéw (31). Inhibicyjny wplyw jonéw
fluorkowych dotyczy wielu enzymdw bioracych udziat w r6z-
nych szlakach metabolicznych (4,18,19). Fluorek moze dzia-
ta¢ bezposrednio na biatko enzymatyczne, zmieniajac jego
strukture, przez rozerwanie wigzan wodorowych, albo po-
§rednio, poprzez wychwytywanie kationdéw aktywujacych
poszczegdlne enzymy. Zdaniem Machoya (19), istnieja trzy
mozliwosci hamujacego dziatania fluorkéw na enzymy: 1)
konkurencja fluorku z anionem o miejsce katalityczne enzy-
mu; 2) wiazanie si¢ fluorku z enzymem w miejscu nie kata-
litycznym, co nie przeszkadza w tworzeniu si¢ kompleksu
ES, lecz kompleks ten nie moze zdysocjowacd; 3) fluorek

wbudowuje si¢ do enzymu juz po zwiazaniu substratu i wte-
dy kompleks ES takze nie dysocjuje.

Badania nad mechanizmem dziatania fluorkéw na aktyw-
no$é réznych enzymow sa zawsze otwarte i z roku na rok zo-
stajg wzbogacone o nowe fakty. Dotychczasowe doniesienia
o wplywie fluorkéw na enzymy magnezozalezne utrwalily
poglad, ze jony te hamuja aktywno$¢é enzymdw regulatoro-
wych procesu glikolizy i cyklu pentozowego, co ma bezpo-
§redni zwigzek z poziomem nukleotydéw adeninowych
i 2,3-DPG w erytrocytach.

Fluorki przez wigzanie magnezu i tworzenie komplek-
séw magnezofluorofosforanowych (4), blokuja regulatorowe
enzymy w szlaku utylizacji glukozy, takie jak: heksokinaze
(E. C. 2.7.1.1) i fosfofruktokinaze (E. C. 2.7.1.11) (2), hydra-
taze fosfopirogronianowa (enolaze) (E. C. 2.7.1.40) (4, 28)
oraz fosfoglukomutaze (E. C. 2.7.5.1) i fosfogliceromutaze
(E. C. 2.7.5.3) (33,34,35).

Badania in vitro wykazaly, ze najwicksze zahamowanie
glikolizy przez fluorki zaznacza sie przy najmniejszym steze-
niu magnezu w $rodowisku (36). W obecnosci fluorkéw
ilo$¢ tworzonego ATP i mleczanu zmniejsza sig, ale efekt ten
mozna czg$ciowo zneutralizowad poprzez podwyzszenie po-
ziomu magnezu. Podobny efekt wptywu magnezu na poziom
ATP w erytrocytach, glukozy i mleczanu we krwi, byt obser-
wowany w warunkach in vivo u ludzi narazonych na ekspo-
zycje fluorkéw (7).

Skutki dziatania fluorku na zawarto$¢ ATP, ADP, AMP
i 2,3-DPG w zaleznosci od czasu ekspozycji jak i wielkosci
dawki byt stwierdzony w badaniach eksperymentalnych na
szczurach (9). Juz po pierwszym miesigcu ekspozycji zarow-
no po dawce 4 ppm i 16 ppm zaznaczyt si¢ istotny spadek
stezenia ATP i ADP oraz wzrost zawartosci AMP w erytro-
cytach, przy jednoczesnym wzroscie stezenia fluorkéw w su-
rowicy. Znamienny spadek zawarto$ci ATP i ADP miat
wplyw na wysoko istotne obnizenie si¢ puli nukleotyddéw
oraz potencjalu energetycznego erytrocytéw. Nalezy tu jed-
nak zaznaczy¢, ze wzrostowi stezenia AMP w erytrocytach
towarzyszyt istotny wzrost st¢zenia 2,3-DPG, gléwnego me-
tabolitu regulujacego uwalnianie tlenu do tkanek. Askari
i Roa (37) dowiedli, ze 2,3-DPG w krwinkach czerwonych
jest inhibitorem deaminazy AMP. Obecna w erytrocytach de-
aminaza AMP, moze by¢ hamowana z jednaj strony przez jo-
ny fluorkowe (38), a z drugiej przez 2,3-DPG (37). Ponie-
waz stezenie AMP i ATP w normalnych komérkach jest od-
wrotnie proporcjonalne, zatem AMP jest efektorem dodat-
nim, a ATP efektorem ujemnym proceséw metabolicznych
(39). Miarg réwnowagi migdzy zuzyciem energii zawartej
w ATP poprzez hydrolizg a produkeja tego zwiazku jest po-
tencjat energetyczny ECP (energy charge potential) (39).
Analizujac zmiany ECP u badanych szczuréw po 4-tygodni-
owej ekspozycji na NaF, stwierdza sig istotny jego spadek, co
ma $cisty zwiazek z obnizeniem puli nukleotydéw (9).

Badania nad metabolizmem energetycznym krwinek
czerwonych, prowadzone w réznych warunkach in vitro i in
vivo potwierdzaja, ze fluorki hamujac bezposrednio aktyw-
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nos$¢ enzyméw magnezozaleznych procesu glikolizy, posred-
nio wplywaja na poziom nukleotydéw adeninowych, poten-
cjat energetyczny, pulg nukleotydéw oraz 2,3-DPG w erytro-
cytach. Przy niskim stezeniu ATP erytrocyty traca wode, jo-
ny potasu, zniszczeniu ulega sie¢ spektrynowo-aktynowa bto-
ny komérkowej, co powoduje zmiang stosunku powierzchni
zewngtrzne] do wewngtrznej w dwuwarstwie lipidowej
i zmiane ksztalttu erytrocytu z dwuwklestego dysku na echi-
nocyt (40).

Krwinki czerwone, jako komérki modelowe, sa wykorzy-
stywane do badan nad wplywem réznych czynnikéw egzo-
i endogennych na metabolizm komérkowy. Zmiany jakie za-
chodza w bioenergetyce, wlasciwosciach fizykochemicznych
i w strukturze komérek pod wplywem czynnikéw toksycz-
nych mozna odnie$¢ do komérek innych tkanek (5,23). A za-
tem stwierdzony w warunkach in vitro inhibicyjny wptyw flu-
orku sodu na aktywno$¢ enzymoéw przemiany glukozy za-
réwno w erytrocytach, jak i w oczyszczonych preparatach
watroby, migséni szkieletowych, a takze w komorkach raka
Erlicha (4), moze §wiadczy¢ o przydatnosci tych badan.
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