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STRESZCZENIE Za molekularny mechanizm regulacji stężenia nukleotydów w erytrocytach odpowiedzialne są enzymy procesu glikolizy, cyklu
pentozowego i układów oksydoredukcyjnych. Zwrócono uwagę na konsekwencje pośredniego wpływu fluoru na zawartość ATP, ADP, AMP, pulę
nukleotydów, ładunek energetyczny oraz 2,3 DPG. Wykazano także wpływ działania fluoru na aktywność 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 nukleotydów adeninowych rzuca pewne światło nie
tylko na przemiany tych związków i ich wzajemne regulacje
w samych erytrocytach, w warunkach fizjologicznych i pato-
logicznych, ale także jest pomocny w kontroli wpływu róż-
nych substancji toksycznych w monitorowaniu środowiska
(1). Krwinki czerwone charakteryzują się prostą budową, ła-
twością pozyskania i znacznym stopniem poznania i dlatego
wykorzystuje się je jako komórki modelowe w różnych bada-
niach fizjologicznych, patologicznych i toksykologicznych
(2—9). 

Młode krwinki posiadają różne szlaki metaboliczne, ale
wraz z dojrzewaniem tracą wszystkie organella, a w związku
z tym zanika w nich aktywność enzymów łańcucha oddecho-
wego, przemiany lipidów, syntezy białka, kwasów nukleino-
wych, hemu i niektórych z cyklu Krebsa (10,11). Jedynym
źródłem energii dla zapewnienia prawidłowego kształtu
i funkcji erytrocytów są nukleotydy adeninowe (ATP, ADP,
AMP), 2,3-DPG, NADH i NADPH, które to powstają w pro-
cesie glikolizy i cyklu pentozowym (11,12). Za regulację me-
tabolizmu komórkowego odpowiedzialne są 3 układy trans-
portujące energię: fosforany adenozyny, NAD i NADP (12). 

NAD w tym układzie decyduje o ładunku redukcji kata-
bolicznej, którą definiuje się jako NADH/NADH + NAD+,
natomiast ładunek redukcji anabolicznej wyraża się stosun-
kiem NADPH/NADPH+ NADP+ (11,12). Zmiany w obrębie
wymienionych układów są zależne od aktywności wielu en-
zymów (13). System regulacji enzymatycznej zapewnia ery-
trocytom odnawianie rezerw energetycznych i utrzymanie
równowagi oksydoredukcyjnej dla: 1) zachowania struktury
erytrocytów; 2) utrzymania w stanie zredukowanym Fe
w pierścieniach hemowych Hb; 3) utrzymania stałości skła-
du wewnątrzkomórkowego; 4) zachowania różnic w stęże-
niach kationów pomiędzy osoczem a krwinką (13). Za mole-
kularny mechanizm regulacji poziomu nukleotydów
w krwinkach czerwonych odpowiedzialne więc są enzymy
procesu glikolizy, cyklu pentozowego i układów oksydore-

dukcyjnych. Większość tych enzymów, to enzymy magnezo-
zależne, których inhibitorem są m. in. jony fluorkowe. 

Szczegółowe poznanie patomechanizmu zatrucia flu-
orem było przedmiotem wielu prac, zwłaszcza w ostatnich
latach (2,4,5,7,14—19). W miarę rozwoju badań poznano
właściwości biofizykochemiczne tego pierwiastka, jego po-
winowactwo do wapnia i magnezu, a także żelaza, miedzi,
cynku, molibdenu, manganu i glinu (19). 

Fluor, jako halogen o najmniejszej masie i najmniejszym
promieniu jonowym, wykazuje dużą reaktywność (19) i bar-
dzo dużą elektroujemność, która może modyfikować roz-
mieszczenie elektronów w cząsteczce, wpływając na absorp-
cję, dystrybucję i metabolizm (20). Do krwi zostaje wchło-
nięty z przewodu pokarmowego i z płuc. Osocze krwi zawie-
ra fluorki zarówno w postaci jonowej jak i niejonowej
(19,21). Na ogół poziom fluorków we krwi jest niski, ponie-
waż są one sprawnie wydalane przez nerki i wychwytywane
przez układ kostny. Jednak, gdy ich zawartość zaczyna prze-
kraczać podwójną ilość w moczu i we krwi w odniesieniu do
osób kontrolnych, wtedy zauważa się oddziaływanie jego na
liczne metaloenzymy, zarówno w płynach ustrojowych, jak
i w narządach i w tkankach (19). 

Fluor ma dużą zdolność do przenikania przez błony ko-
mórkowe, lecz jego rozmieszczenie w osoczu i w erytrocy-
tach nie jest równomierne. Gumińska (5) podaje, że około
75% fluoru występuje w osoczu, a tylko 25% w erytrocytach.
Erytrocyty zatem posiadają specjalny mechanizm chroniący
je przed wnikaniem fluorków lub pozwalający na ich elimi-
nację. 

Mechanizm transportu fluoru nie jest dokładnie pozna-
ny. Stwierdzono, że w błonie komórkowej erytrocytów za
transport anionów odpowiedzialne jest białko pasma 3, a jo-
ny Ca2+ i Mg2+ modulują ten transport (22). Przypuszcza się,
że pasmo 3 jest zespołem białek o podobnej masie cząstecz-
kowej, położeniu i orientacji, spełniającym różne specyficz-
ne funkcje związane z transportem przez błonę (22). Białko
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pasma 3 jest białkiem integralnym, zanurzonym w dwuwar-
stwie lipidowej, a ułożenie jego jest asymetryczne i ma kon-
takt z zewnętrzną jak i wewnętrzną stroną błony. Bierze ono
także udział w transporcie wody do erytrocytów (22) i być
może także w przenikaniu anionu fluorkowego z osocza do
krwinek czerwonych. 

Gumińska (23) uważa, że jony fluorkowe usuwane są
z erytrocytów na zasadzie aktywnego transportu wbrew gra-
dientowi stężeń z użyciem ATP. Jej zdaniem, fluorki ulegają
fosforylacji do fluorofosforanu przez ATP w obecności
Mg2+. Fluorofosforan byłby zatem aktywną formą fluorku,
służącą do jego eliminacji z erytrocytów. 

W błonach krwinek odpowiedzialne za transport aktyw-
ny są trzy ATP-azy: K+, Na+ ATP-aza, Mg2+ ATP-aza, Mg2+,
Ca2+ ATP-aza (24). Są to tioenzymy, wymagające dla swej ak-
tywności obecności jonów magnezu. W ostatnim czasie po-
jawiły się prace wskazujące na możliwość hamowania tych
enzymów przez różne substancje toksyczne, a także przez
fluorki (14,25,26,27). W doświadczeniach in vitro (15), pro-
wadzonych na ludzkich erytrocytach, traktowanych fluor-
kiem sodu o różnych stężeniach, stwierdzono wyraźne ha-
mowanie aktywności K+, Na+ ATP-azy wrażliwej na oubainę,
natomiast nieznacznie obniżyła się aktywność Mg2+ ATP-azy.
Hamowanie K+, Na+ ATP-azy było proporcjonalne do stęże-
nia fluorków. Przy stężeniu F- 1,9 mg/l, czyli przy stężeniu
odpowiadającym poziomowi we krwi w ostrych toksycznych
ekspozycjach środowiskowych, aktywność ATP-azy osiągała
około 50% aktywności kontrolnej (15). Podobną zależność
wykazano w badaniach in vivo, dla aktywności K+, Na+ AT-
P-azy z błon erytrocytów ludzi, żyjących w zanieczyszczonym
środowisku, zatruwanym przez Zakłady Azotowe, Hutę Sta-
li i Zakłady Mięsne (28). 

W przebadanej populacji zaobserwowano przekroczenie
2—4-krotnie normy poziomu fluorków w moczu (29). Stwier-
dzono także korelację pomiędzy zmniejszeniem aktywności
K+, Na+ ATP-azy a wzrostem wydalania fluorków z moczem.
Zahamowanie aktywności tego enzymu w erytrocytach pod
wpływem fluoru można odnieść do błon innych komórek,
a szczególnie do tkanki mięśniowej i nerwowej (4,28). Spa-
dek aktywności K+, Na+ ATP-azy przyczynia się do obniżenia
potencjałów błonowych spoczynkowych i czynnościowych
(30). Podobne zmiany mogą być wywołane przez inne czyn-
niki toksyczne, jak np. ołów (31). Inhibicyjny wpływ jonów
fluorkowych dotyczy wielu enzymów biorących udział w róż-
nych szlakach metabolicznych (4,18,19). Fluorek może dzia-
łać bezpośrednio na białko enzymatyczne, zmieniając jego
strukturę, przez rozerwanie wiązań wodorowych, albo po-
średnio, poprzez wychwytywanie kationów aktywujących
poszczególne enzymy. Zdaniem Machoya (19), istnieją trzy
możliwości hamującego działania fluorków na enzymy: 1)
konkurencja fluorku z anionem o miejsce katalityczne enzy-
mu; 2) wiązanie się fluorku z enzymem w miejscu nie kata-
litycznym, co nie przeszkadza w tworzeniu się kompleksu
ES, lecz kompleks ten nie może zdysocjować; 3) fluorek

wbudowuje się do enzymu już po związaniu substratu i wte-
dy kompleks ES także nie dysocjuje. 

Badania nad mechanizmem działania fluorków na aktyw-
ność różnych enzymów są zawsze otwarte i z roku na rok zo-
stają wzbogacone o nowe fakty. Dotychczasowe doniesienia
o wpływie fluorków na enzymy magnezozależne utrwaliły
pogląd, że jony te hamują aktywność enzymów regulatoro-
wych procesu glikolizy i cyklu pentozowego, co ma bezpo-
średni związek z poziomem nukleotydów adeninowych
i 2,3-DPG w erytrocytach. 

Fluorki przez wiązanie magnezu i tworzenie komplek-
sów magnezofluorofosforanowych (4), blokują regulatorowe
enzymy w szlaku utylizacji glukozy, takie jak: heksokinazę
(E. C. 2.7.1.1) i fosfofruktokinazę (E. C. 2.7.1.11) (2), hydra-
tazę fosfopirogronianową (enolazę) (E. C. 2.7.1.40) (4, 28)
oraz fosfoglukomutazę (E. C. 2.7.5.1) i fosfogliceromutazę
(E. C. 2.7.5.3) (33,34,35). 

Badania in vitro wykazały, że największe zahamowanie
glikolizy przez fluorki zaznacza się przy najmniejszym stęże-
niu magnezu w środowisku (36). W obecności fluorków
ilość tworzonego ATP i mleczanu zmniejsza się, ale efekt ten
można częściowo zneutralizować poprzez podwyższenie po-
ziomu magnezu. Podobny efekt wpływu magnezu na poziom
ATP w erytrocytach, glukozy i mleczanu we krwi, był obser-
wowany w warunkach in vivo u ludzi narażonych na ekspo-
zycję fluorków (7). 

Skutki działania fluorku na zawartość ATP, ADP, AMP
i 2,3-DPG w zależności od czasu ekspozycji jak i wielkości
dawki był stwierdzony w badaniach eksperymentalnych na
szczurach (9). Już po pierwszym miesiącu ekspozycji zarów-
no po dawce 4 ppm i 16 ppm zaznaczył się istotny spadek
stężenia ATP i ADP oraz wzrost zawartości AMP w erytro-
cytach, przy jednoczesnym wzroście stężenia fluorków w su-
rowicy. Znamienny spadek zawartości ATP i ADP miał
wpływ na wysoko istotne obniżenie się puli nukleotydów
oraz potencjału energetycznego erytrocytów. Należy tu jed-
nak zaznaczyć, że wzrostowi stężenia AMP w erytrocytach
towarzyszył istotny wzrost stężenia 2,3-DPG, głównego me-
tabolitu regulującego uwalnianie tlenu do tkanek. Askari
i Roa (37) dowiedli, że 2,3-DPG w krwinkach czerwonych
jest inhibitorem deaminazy AMP. Obecna w erytrocytach de-
aminaza AMP, może być hamowana z jednaj strony przez jo-
ny fluorkowe (38), a z drugiej przez 2,3-DPG (37). Ponie-
waż stężenie AMP i ATP w normalnych komórkach jest od-
wrotnie proporcjonalne, zatem AMP jest efektorem dodat-
nim, a ATP efektorem ujemnym procesów metabolicznych
(39). Miarą równowagi między zużyciem energii zawartej
w ATP poprzez hydrolizę a produkcją tego związku jest po-
tencjał energetyczny ECP (energy charge potential) (39).
Analizując zmiany ECP u badanych szczurów po 4-tygodni-
owej ekspozycji na NaF, stwierdza się istotny jego spadek, co
ma ścisły związek z obniżeniem puli nukleotydów (9). 

Badania nad metabolizmem energetycznym krwinek
czerwonych, prowadzone w różnych warunkach in vitro i in
vivo potwierdzają, że fluorki hamując bezpośrednio aktyw-
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ność enzymów magnezozależnych procesu glikolizy, pośred-
nio wpływają na poziom nukleotydów adeninowych, poten-
cjał energetyczny, pulę nukleotydów oraz 2,3-DPG w erytro-
cytach. Przy niskim stężeniu ATP erytrocyty tracą wodę, jo-
ny potasu, zniszczeniu ulega sieć spektrynowo-aktynowa bło-
ny komórkowej, co powoduje zmianę stosunku powierzchni
zewnętrznej do wewnętrznej w dwuwarstwie lipidowej
i zmianę kształtu erytrocytu z dwuwklęsłego dysku na echi-
nocyt (40). 

Krwinki czerwone, jako komórki modelowe, są wykorzy-
stywane do badań nad wpływem różnych czynników egzo-
i endogennych na metabolizm komórkowy. Zmiany jakie za-
chodzą w bioenergetyce, właściwościach fizykochemicznych
i w strukturze komórek pod wpływem czynników toksycz-
nych można odnieść do komórek innych tkanek (5,23). A za-
tem stwierdzony w warunkach in vitro inhibicyjny wpływ flu-
orku sodu na aktywność enzymów przemiany glukozy za-
równo w erytrocytach, jak i w oczyszczonych preparatach
wątroby, mięśni szkieletowych, a także w komórkach raka
Erlicha (4), może świadczyć o przydatności tych badań. 
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