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WYKAZ SKROTOW

A431 - linia ludzkich komorek raka skory

ATP - adenozynotrifosforan

Balb 3T3 - linia mysich fibroblastow

HaCaT - linia ludzkich keratynocytéw

LLLT - promieniowanie laserowe niskiej mocy (Low Level Laser Therapy)

MZ - Ministerstwo Zdrowia

NFZ - Narodowy Fundusz Zdrowia

NHDF - ludzkie prawidtowe fibroblasty skorne (ang. normal human dermal
fibroblast)

RZS - Reumatoidalne zapalenie stawow

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)



I WSTEP

I 1. Wprowadzenie

Fizjoterapia to wazna dziedzina w systemie ochrony zdrowia. Swiadczenia
fizjoterapeutyczne finansowane ze srodkéw publicznych realizowane sa w warunkach
dziennych, stacjonarnych, domowych i ambulatoryjnych. Réwnocze$nie, preznie
rozwija si¢ sektor prywatnych ustug w tym zakresie, ktére nie podlegaja
sprawozdawczosci  statystycznej w taki sposob jak zabiegi wykonywane
w placowkach panstwowych. Wedlug danych Ministerstwa Zdrowia $wiadczenia
ambulatoryjne stanowia najwigkszg ich czes¢. W 2019 roku korzystato z nich 3 min
0s6b (blisko 90% wszystkich rehabilitowanych pacjentow), ktorym wykonano 125,5
mln zabiegdw fizjoterapeutycznych (Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia - Mapa
potrzeb zdrowotnych, MZ 2021).

Fizykoterapia to jeden z dzialdow szeroko pojetej fizjoterapii, ktory jest
wykorzystywany w lecznictwie od wielu lat. Jak wskazuja dane w latach 2016 - 2019
fizykoterapia stanowila okoto 70% wykonywanych zabiegéw z zakresu fizjoterapii
ambulatoryjnej (ryc.1).
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Zrédfo: opracowanie MZ na podstawie danych z NFZ

Ryc. 1. Struktura §wiadczen w fizjoterapii ambulatoryjnej w latach 2016 - 2019
(zrédto - Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia, poz. 69, Mapa Potrzeb Zdrowotnych).



W roku 2019 zawod fizjoterapeutow poddano prawnej regulacji i wprowadzono
do ich zakresu uprawnien programowanie przebiegu procesoéw terapeutycznych,
co mialo na celu migdzy innymi usprawni¢ system. Porownujgc liczbe wizyt
fizjoterapeutycznych w latach 2018 i 2019, wzrosta ona z okoto 37 tys. do 2,2 min
(ryc. 2). Pomimo takich zmian, proporcje w liczbie wykonywanych zabiegdéw
praktycznie si¢ nie zmienity. Nadal wickszos¢ wykonywanych zabiegow
w panstwowym systemie ochrony zdrowia stanowig zabiegi fizykoterapeutyczne
(68,3%), a kinezyterapia, ktorej skuteczno$¢ jest znacznie bardziej udokumentowana
stanowi 23,4% wykonywanych zabiegdw, natomiast masaz zajmuje zaledwie 8,29%
wszystkich zabiegdw fizjoterapii (Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia - Mapa
potrzeb zdrowotnych, MZ 2021).
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Ryc. 2. Poréwnanie liczby wizyt fizjoterapeutycznych w latach 2018 1 2019
(zrodto - Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia, poz. 69, Mapa Potrzeb Zdrowotnych).

Waznym 1 wartym poruszenia aspektem spotecznym jest to, ze wedlug danych
statystycznych zapotrzebowanie na zabiegi fizjoterapeutyczne wzrasta ze wzgledu na
starzejace si¢ spoteczenstwo. Wedlug danych Ministerstwa Zdrowia w 2019 r.
z rehabilitacji w ramach NFZ skorzystato:

- 6,3% ludnosci w wieku produkcyjnym (1,44 min osob),

- 18,6% ludnosci w wieku poprodukcyjnym (1,56 mln osob).



“Wsrod wszystkich rehabilitowanych, osoby w wieku produkcyjnym stanowity
43,2%, a osoby w wieku poprodukcyjnym 46,8%” (Dziennik Urzedowy Ministra
Zdrowia - Mapa potrzeb zdrowotnych, MZ 2021).

Prognozuje sig, ze biorgc pod uwage zmiang samej struktury demograficzne;j,
liczba korzystajacych z fizjoterapii wzgledem 2019 roku wzrosnie o:

- 4,5% do 2025 roku,

- 6,4% do 2030 roku,

- 7,1% do 2040 roku.

W zwiagzku z tym wydluza si¢ czas oczekiwania na zalecane zabiegi (Dziennik
Urzedowy Ministra Zdrowia - Mapa potrzeb zdrowotnych, MZ 2021).

Wyzej wspomniane aspekty (wzrost zapotrzebowania na  zabiegi
fizjoterapeutyczne oraz wydtuzony czas oczekiwania) wywieraja negatywny wptyw
zardwno na stan zdrowotny pacjentdw jak i na kwestie gospodarcze oraz budzetowe
panstwa. Im dhluzej pacjenci oczekuja na terapi¢, tym czas powrotu do zdrowia jest
dtuzszy, spada produktywnos¢, ale rdwniez generowane sa bardziej zaawansowane
problemy zdrowotne oraz powiklania. Te z kolei generuja wicksze koszty
pozniejszego leczenia.

Najczestszymi powodami rehabilitacji sg:

- choroby uktadu migsniowo-szkieletowego (78%),

- choroby uktadu nerwowego (15,3%),

- choroby uktadu krazenia (1,5%),

- inne choroby niezakazne (0,9%),

- nowotwory (0,7%),

- przewlekle choroby uktadu oddechowego (0,6%).

Wedlug rekomendacji “Mapy potrzeb zdrowotnych” waznym 1 koniecznym
aspektem jest migdzy innymi rehabilitacja pacjentow w dziedzinie onkologii. W 2018
roku bylo rehabilitowanych tylko okoto 3% pacjentow z grupy objetej leczeniem
onkologicznym (Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia - Mapa potrzeb zdrowotnych,
MZ 2021). Pomimo klinicznych wytycznych, ktore wskazuja rehabilitacje jako
nieodzowny element terapii, pacjenci nadal nie sg adekwatnie zaopiekowani w tym

zakresie.



Mozliwe, ze wynika to m. in. witasnie z braku klarownych wytycznych
postepowania z dang grupa chorych 1 ostroznosci specjalistow kierujacych pacjentow
onkologicznych na fizjoterapi¢, ktorzy chorobe nowotworowa traktuja jako
bezwzgledne przeciwwskazanie do fizjoterapii.

Ponizej przedstawiono dane dotyczace liczby zgondéw (ryc. 3) i zachorowan
(ryc. 4) na nowotwory w Polsce w latach 2015 - 2020 oraz prognozy do 2024 roku
(ryc. 51 ryc. 6) w celu zobrazowania skali potencjalnego zapotrzebowania na objecie

wsparciem fizjoterapeutycznym pacjentéw onkologicznych.
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Ryc. 3. Liczba zgonéw w wyniku choroby nowotworowej w latach 2015 - 2020
(zrodto: Krajowy Rejestr Nowotworow https://onkologia.org.pl/pl/raporty)
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Ryc. 4. Liczba zachorowan na choroby nowotworowe w latach 2015 - 2020
(zrodto: Krajowy Rejestr Nowotworow https://onkologia.org.pl/pl/raporty)
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Ryc. 5. Prognozy liczby zgonow w wyniku choroby nowotworowej w roku 2024 (zrodto:
Krajowy Rejestr Nowotworow https://onkologia.org.pl/pl/raporty)
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Ryc. 6. Prognozy zachorowalno$ci w wyniku choroby nowotworowej w roku 2024 (zrodto:
Krajowy Rejestr Nowotworow https://onkologia.org.pl/pl/raporty)

Jednoczesnie skutki uboczne, czesto towarzyszace leczeniu onkologicznemu,

moglyby by¢ minimalizowane poprzez zastosowanie metod fizykoterapeutycznych.
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W zaleznosci od rodzaju nowotworu, przebiegu i rodzaju leczenia pojawia si¢
wiele roznorodnych dolegliwos$ci. Sg to miedzy innymi zaburzenia immunologiczne
(Volker, 2018) czy obrzgki limfatyczne (Werner, 2001). Jednym z przyktadow
wykorzystania zabiegéw fizykoterapeutycznych w onkologii sg obrzeki limfatyczne
z powodu raka sutka, w ktorych stosowane jest promieniowanie laserowe w celu ich
niwelowania (Baxter i wsp. 2017; Farhan 1 wsp. 2023). Bol jest powszechnym
zjawiskiem u pacjentow chorujacych na nowotwory, szczegdlnie w zaawansowanym
stadium choroby. Czesto$¢ wystepowania bolu podawana jest przez réznych autorow
i miesci si¢ w przedziale od 50% do 70% chorych (Portenoy i wsp. 2011). W literaturze
mozna spotka¢ zalecenia, ktore podkreslajg konieczno$é poszukiwania skutecznych
metod usmierzajacych bol, czesto wskazujagc na zabiegi fizjoterapii jako jedng z nich
(Goodwin i wsp. 2014; Kalinowski i Krawulska, 2012).

Przydatno$¢ metod z zakresu fizykoterapii wskazuje si¢ mi¢dzy innymi przy
uszkodzeniach nerwoéw obwodowych, ktére moga by¢ nastgpstwem stosowania
radioterapii czy chemioterapii. Czynnikami stosowanymi w przypadku takich
uszkodzen sa migdzy innymi promieniowanie laserowe 1 pole magnetyczne (Suszynski
i wsp. 2015). Podobnie sytuacja prezentuje si¢ w przypadku zaburzen procesoOw
gojenia ran, ktore moga pojawiac si¢ w trakcie leczenia nowotworow (Caetano 1 wsp.
2009; Henry 1 wsp. 2008). Istnieja réwniez pojedyncze badania poruszajace powyzszy
problem na poziomie komoérkowym, ktoére wskazuja, zZe stosowanie pola
magnetycznego moze znacznie wplywaé na proces regeneracji tkanek. Przykladem
jest doswiadczenie przeprowadzone na mysich fibroblastach (Balb 3T3), gdzie po
zaaplikowaniu zmiennego pola magnetycznego o niskiej czgstotliwosci odnotowano
zwigkszong jak 1 zmniejszong przezywalno$¢ komorek w stosunku do kontroli.
Tendencje te r6znily si¢ w zaleznosci od liczby ekspozycji 1 czasu stosowania pola
magnetycznego (Rusak i Rybak, 2013).

Kolejnymi problemami dotyczacymi pacjentéw onkologicznych sg uszkodzenia
tkanki mie$niowej (Pin 1 wsp. 2018; Sturgeon 1 wsp. 2019) oraz zwiekszone ryzyko
osteoporozy (Drake, 2013), a co za tym idzie réwniez podatnos¢ na uszkodzenia
stawow, przykurcze, a w konsekwencji na powstawanie wad postawy ciata. Do tego

typu powiktan, zwigzanych czgsto z bolem dochodzi aspekt zmniejszonej aktywnos$ci
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fizycznej 0s6b chorych (Szpunar, 2018; Avancini i wsp. 2020; Misiag i wsp. 2022).
Z kolei aktywnos$¢ fizyczna jest czynnikiem wptywajacym korzystnie na dziatanie
uktadu odpornosciowego (Forte i wsp. 2022), ktory zostaje ostabiony przez sam proces
leczenia. To rowniez wptywa na pogorszenie ogdlnej wydolnosci organizmu poprzez
ostabienie uktadu krazenia oraz oddechowego, ktorych sprawno$¢ zalezy od
intensywnos$ci podejmowanych zaje¢ ruchowych (Nystoriak i Bhatnagar, 2018; Jing
wsp. 2023; Yang i wsp. 2023; Zhu i wsp. 2022).

Ponadto w literaturze mozna rowniez spotka¢ opisy nietypowych objawow
nowotwordéw, na przyktad zapalenia stawoéw, wskazujacych na reumatoidalne
zapalenie stawoéw (RZS), jednak bedacych wczesnym objawem utajonego nowotworu
zto§liwego. Jednoczesnie czgsto w przypadku RZS stosuje si¢ zardwno
promieniowanie laserowe i pole magnetyczne, ktore stanowig przeciwwskazanie
u pacjentow onkologicznych (Hossein-Khannazer i wsp. 2022; Zwolinska i wsp.
2016). Tego typu doniesienia wskazuja na potrzebe doktadniejszego badania wptywu
wyzej wymienionych czynnikow na komorki ludzkie kierujac sie zasada “przede
wszystkim nie szkodzi¢”.

Z kolei wyzej wymienione aspekty maja rowniez powigzanie z tym, ze wiele
0s0b chorujacych na nowotwory ma problemy ze snem i zmaga si¢ z bezsennoscia,
ktora czgsto leczy si¢ lekami, ktore dodatkowo obcigzaja organizm (Pinucci 1 wsp.
2023). W kontekscie mozliwosci wykorzystania fizjoterapii w leczeniu bezsennosci
istniejg doniesienia o korzystnym oddziatywaniu pola magnetycznego na jakos¢ snu
(Liao 1 wsp. 2023) jednak nie ma jednoznacznych doniesien 1 wskazanh jego stosowania
w tym zakresie.

Podobnie jest w przypadku blizn, ktore u pacjentdow onkologicznych bardzo
czesto powstaja w wyniku licznych interwencji chirurgicznych i1 majg one znaczny
wptyw na ich codzienne funkcjonowanie (Philips 1 wsp. 2020). W tym aspekcie warto
zwroci¢ uwage na to, ze coraz czg¢sciej w terapii blizn uzywany jest laser, jednak takze
jego stosowanie nie jest poparte jednoznacznymi dowodami naukowymi. W literaturze
podkresla si¢ istote kontynuowania 1 rozszerzania badan na ten temat (Ohshiro 1 wsp.

2013).
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Wszystkie wyzej wymienione czynniki lacza si¢ rowniez z bardzo waznym
kontekstem w calym procesie wspierania 0sob leczacych si¢ z powodu nowotworu,
a mianowicie chodzi o szeroko pojety aspekt psychiczny. Juz sama diagnoza jest dla
pacjentow duzym obcigzeniem. Dodatkowo dochodzi kwestia wczesniej
wspomnianego zmniejszenia poziomu aktywnos$ci fizycznej, ktora odgrywa wazna
role w utrzymaniu zdrowia psychicznego. W profilaktyce 1 skutecznym leczeniu
roznego rodzaju zaburzen psychicznych, ktére czgsto towarzysza pacjentom
onkologicznym (Wang 1 wsp. 2020; Bolekova i wsp. 2023) moze ona znaczaco
wplyngé na rokowanie choroby nowotworowej (Zyzniewska-Banaszak i wsp. 2021).
Zastosowanie fizykoterapii jako $rodka wplywajacego na niwelowanie skutkow
ubocznych procesu leczenia onkologicznego (m. in. oslabienie sity mig$niowe;,
dolegliwosci bolowe) jest potencjalnym narzedziem ulatwiajacym pacjentom
podejmowanie odpowiednio dobranej aktywnos$ci fizycznej. Stad wynika potrzeba
wnikliwego poznawania mechanizméw zachodzacych w organizmie cztowieka,
w trakcie jej stosowania.

Ponadto, czesto wskazywanymi S$rodkami w celu niwelowania skutkow
ubocznych leczenia onkologicznego (czgsto spowodowanych ingerencja substancji
trujacych réwniez na komoérki zdrowe) jest farmakoterapia (Fallon 1 wsp. 2018), ktéra
rowniez wigzg si¢ z rdznymi skutkami niepozadanymi. W literaturze jednak wiecej
jest doniesien odnos$nie terapii ruchem, pracy manualnej w celu niwelowania skutkéw
ubocznych leczenia onkologicznego, a stosunkowo malo wskazujacej na role
fizykoterapii jako formy wspomagajacej te procesy (Pyszora, 2010). Rowniez
w raportach WHO (Stewart i Wild, 2014) brakuje wskazan i analiz odnosnie
stosowania fizykoterapii w tym aspekcie.

Pole magnetyczne 1 promieniowanie laserowe to jedne z najczescie)
stosowanych zabiegow terapeutycznych w fizykoterapii. Jednoczesnie sg to metody,
ktére nie angazuja tak bardzo czasowo terapeutdow, jak kinezyterapia czy masaz
leczniczy. Umozliwiaja wiec realizacje wigkszej ilosci procedur terapeutycznych
jednoczesnie. Opublikowane dotychczas doniesienia naukowe nie wskazujg jednak
jednoznacznego oddzialywania wyzej wymienionych czynnikéw fizykalnych

na procesy zachodzace na poziomie komorkowym, a takze nie wyjasniaja dostatecznie
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ich mechanizmoéw dziatania. Dodatkowo nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze stosowane
w roznych eksperymentach parametry obu wyzej wymienionych czynnikow
fizykalnych sg zréznicowane ze wzglegdu na rdéznorodnos¢ grup badanych,
wykorzystywane aparaty oraz stosowane dawki. Istnieje stosunkowo mato badan
podstawowych nad procesami zachodzacymi na poziomie komorkowym,
pod wplywem oddziatywania promieniowania laserowego i pola magnetycznego.
Konsekwencja tego jest brak klarownych, opartych na badaniach naukowych
wytycznych dotyczacych ich dawkowania umozliwiajagcego osigganie lepszych
efektow terapeutycznych, jak rowniez ewentualnych przeciwwskazan do ich
stosowania. Dotyczy to zaré6wno oddziatywania tych czynnikow na komorki
prawidtowe jak i komorki nowotworowe. W praktyce czgsto przyjmuje si¢, ze choroba
nowotworowa jest bezwzglednym przeciwwskazaniem do stosowania zabiegow
fizykoterapeutycznych, jednak nie jest to poparte obiektywnymi badaniami,
a dostepne doniesienia nie sg jednoznaczne (Kasprzak i Mika, 347-348, 2006).

Jednym z badan poruszajacych ten problem jest badanie, ktérego wyniki
wykazaly, ze zastosowanie lasera impulsowego =z emisjag promieniowania
podczerwonego powoduje wzmozenie procesu apoptozy komoérek nowotworowych,
przy jednoczesnym braku oddzialywania na komorki prawidtowe. Pomimo to,
stosowanie go w obszarach, gdzie stwierdzono zmiany pierwotne lub wtdérne
0 charakterze nowotworowym, jest odradzane. Naswietlanie laserem zalecane jest
wytacznie w terminalnych stadiach choroby, po uzyskaniu zgody lekarza specjalisty
oraz pacjenta, na przyktad w celu tagodzenia bolu (Van Coevorden, 2009). Tego typu
doniesienia sugerujace odmienne wnioski w stosunku do innych badan, gdzie
promieniowanie laserowe jest wskazywane jako metoda do niwelowania obrzekow
limfatycznych (Baxter i wsp. 2017; Farhan 1 wsp. 2023) uniemozliwiajg podjecie
jednoznacznego stanowiska w kwestii stosowania promieniowania laserowego
w przypadku pacjentéw chorych onkologicznie

Poznanie mechanizméw dzialania i wptywu na komorki pola magnetycznego
i promieniowania laserowego stanowi podstawe do prowadzenia dalszych badan
klinicznych majacych na celu jednoznaczne okreslenie bezpiecznych dawek oraz

ustalenie ewentualnych ograniczen do ich stosowania w okre§lonych stanach



13

klinicznych pacjentow. Weryfikacja taka umozliwitaby dostosowywanie procesow
terapeutycznych do  poszczegdlnych jednostek  chorobowych, w celu
zoptymalizowania i udoskonalenia procesu leczenia, powrotu pacjentow
do sprawno$ci psychofizycznej oraz funkcjonowania w spoteczenstwie. Datoby
to mozliwo$¢ dziatania zgodnie z zasadami fizjoterapii, czyli jak najszybszego
stymulowania organizmu w celu zapobiegania efektom ubocznym leczenia,
a nie leczeniu samych efektow. Mozliwe, ze jeszcze bardziej doglebne poznanie
mechanizméw oddzialywania czynnikéw fizykalnych na organizm ludzki
umozliwiloby zastosowanie ich w celu niwelowania skutkéw ubocznych leczenia
farmakologicznego i chirurgicznego w przypadku choréb nowotworowych. Ponadto
poprzez dokladniejsze poznawanie mechanizméw dzialajacych w trakcie stosowania
tego typu czynnikéw fizykalnych, mozna skuteczniej wykorzystywaé je w przypadku
wielu chordb, prewencji urazéw oraz ogoélnie pojetej profilaktyce zdrowotnej. Dotyczy
to praktycznie wszystkich dziatbw medycyny, w ktorych fizjoterapia ma swoje

zastosowanie.

| 2. Pole magnetyczne w fizjoterapii
| 2.1. Podstawy teoretyczne
Mechanizm oddziatywania pola magnetycznego na ustroj jest bardzo ztozony

I nie do konca wyjasniony. To co charakteryzuje pole magnetyczne to przenikanie
przez wszystkie struktury ciata ludzkiego. To odréznia je od pozostatych postaci
energii, ktore ulegajg pochtonieciu tylko do okreslonej glebokosci tkanek.

Magnetoterapia to forma stosowania pola magnetycznego o wysokich
warto$ciach  indukcji  oraz niskich warto$ciach czestotliwosci w  celach
terapeutycznych. Mozna wyr6zni€ stale 1 zmienne (impulsowe) pole magnetyczne.

Parametrami, ktore dobiera si¢ do celu zabiegu s3:

- czas trwania zabiegu (min),

- czestotliwos¢ 1 charakter zmian pola magnetycznego (Hz),

- natezenie pola magnetycznego (mT).

W zaleznosci od jednostki chorobowej zalecane sg rozne dawki. Brakuje jednak

naukowych, precyzyjnych uzasadnien stosowania takiego wlasnie dawkowania,
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a co za tym idzie weryfikacji najskuteczniejszych sposoboéw jego doboru (Kasprzak

i Mika, 2006).

| 2.2. Efekty biologiczne

Wplyw pola magnetycznego na poziomie komorkowym jest przedstawiany
w literaturze medycznej w roézny sposob. Wskazuje sie, ze pole magnetyczne na
poziomie komoérkowym 1 tkankowym korzystnie wptywa miedzy innymi na krazenie
krwi (Kuryliszyn-Moskal i wsp. 2012), jednak istniejg rOwniez doniesienia o zwe¢zeniu
naczyn, zmniejszeniu perfuzji lub braku efektu (Mayrovitz i wsp. 2022). Odnotowano
réwniez pozytywny wplyw na wzrost zywych komorek fibroblastow wraz
z zmniejszeniem si¢ liczby martwych, co tlumaczy si¢ intensyfikacja procesow
oddychania komoérkowego (Afinogenov 1 wsp. 2009). Jednoczes$nie inne badania
wskazuja na brak zmian w przezywalnos$ci komorek, a wrecz na znaczne zmniejszenie
proliferacji w ciggu 24 godzin po napromieniowaniu (Pasi i wsp. 2016). Istnieja
doniesienia, ze pole magnetyczne nie powoduje stresu oksydacyjnego, ale stymuluje
niewielka aktywnos$¢ antyoksydacyjng (Glinka 1 wsp. 2018).

Zauwaza si¢ rowniez wplyw statycznego pola magnetycznego na transport
jondéw wapniowych, sodowych i potasowych (Wu 1 wsp. 2022; Krylov i Osipova,
2023), co moze tez oddziatywa¢ na synapsy nerwowe, a w konsekwencji na szybko$¢
przeplywu bodzcow eferentnych i1 aferentnych. Réwniez dotyczy to procesow
na poziomie komorkowym biorgcych udziat w regeneracji m. in. uktadu krwionosnego
czy migsniowo-szkieletowego w korelacji z innymi metodami leczniczymi. Badania
przeprowadzone zaréwno na komorkach zwierzecych jak i1 ludzkich wskazuja, Ze state
pole magnetyczne zwigksza zardwno przezywalno$¢ komorek jak, ich wlasciwosci
osteogenne (Margdziak 1 wsp. 2014; Margdziak 1 wsp. 2015). Ponadto stosowanie pola
magnetycznego w potaczeniu z terapig komorkami macierzystymi poprawia przekaz
bodzcow migdzy komodrkami oraz wykazuje nasilenie oddziatywania specyficznych
czynnikdw wzrostu, co moze by¢ potencjalnie stosowane w leczeniu urazéw i chorob
uktadu migsniowo-szkieletowego (Maredziak 1 wsp. 2014).

Wskazuje si¢ roéwniez przyspieszenie procesOw angiogenezy, procesy

anaboliczne ATP i zwigkszenie wydzielania endorfin (Selvam i wsp. 2007; Gworys
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1 wsp. 2014; Zwolinska 1 wsp. 2016), z czego wynika dziatanie przeciwbolowe,
przeciwobrzekowe oraz przeciwzapalne. Chociaz dzialanie przeciwbolowe
poddawane jest w watpliwo$¢ (Arabloo 1 wsp. 2017). Rownoczesnie w innych
badaniach wskazuje si¢ na mozliwo$¢ odwrotnego wplywu na angiogeneze,
mianowicie poprzez jej zmniejszenie, a w rezultacie hamujace oddziatywanie na
rozrost komoérek nowotworowych u myszy (Tatarov i wsp. 2011).

Aktualnie dostepne doniesienia dotyczace dzialania magnetycznego pola
zmiennego oraz statego nie sg spojne. Przeprowadzone badania roéznig si¢ m. in.
rodzajami zastosowanych parametrow urzadzen, zakresem dawek, ktore nierzadko
odbiegaja od tych stosowanych w praktyce fizjoterapeutycznej oraz rodzajami

badanych linii komérkowych.

I 3. Promieniowanie laserowe w fizjoterapii

| 3.1. Podstawy teoretyczne

Promieniowanie laserowe ma swoje podstawy w oddzialywaniu na tkanki
poprzez emisj¢ $wiatta | jest jednym z podtypoéw S$wiatloterapii. Stosowane lasery
(wzmocnione $wiatto przez stymulowang emisj¢ promieniowania) sg urzadzeniami,
ktore zazwyczaj generujg promieniowanie elektromagnetyczne. Pierwotnie zostaly
one opisane przez Theodore'a Maimana w 1960 roku. Doniesienia haukowe w tym
obszarze rozpoczely si¢ od pracy Mester i wspotautorow w 1967 roku, gdzie
odnotowano nietermiczny wptyw laserow na porost wtosow u myszy (Farivar i wsp.
2014). Laser jest opisany jako zrodlo $wiatta lub energii promieniowania (Verma
1 wsp. 2012). Laser niskiego poziomu (LLLT) jest rodzajem lasera, ktory oddziatuje
na systemy biologiczne za pomocg srodkéw nietermicznych (Lin i wsp. 2010).

Terapia laserowa niskiego poziomu (LLLT) to zastosowanie swiatta do uktadu
biologicznego w celu promowania regeneracji tkanek, zmniejszenia stanu zapalnego
1 ztagodzenia bolu. W przeciwienstwie do innych medycznych procedur laserowych,
LLLT nie ma mechanizmu ablacyjnego ani termicznego, ale raczej efekt
fotochemiczny, co oznacza, ze S$wiatlo jest absorbowane i1 powoduje zmiane
chemiczng (Huang 1 wsp. 2009). Powodem, dla ktoérego technika ta jest okreslana jako

niski poziom, jest to, ze optymalne poziomy dostarczanej gestosci energii s3 niskie
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1 nie mozna jej porownywaé¢ z innymi formami terapii laserowej stosowanymi
do ablacji, cigcia 1 koagulacji termicznej tkanek (Hamblin i Demidova, 2006).

Lasery o malej mocy znajdujg zastosowanie w biostymulacji (do 400 mW,
do kilkunastu J/cm?). W terapii stosuje sie lasery emitujace promieniowanie o dlugosci
fal przewaznie w zakresie od 633 do 1063 nm. Wazna cechg promieniowania
laserowego jest to, ze w zaleznos$ci od dtugosci fali oraz ustawionej dawki przenika
ono na okreslong gtebokos¢ tkanek. Istniejg rozne opinie dotyczace skutecznosci
terapeutycznej promieniowania laserowego. Przyjeto si¢, ze w stanach ostrych stosuje
si¢ mniejsze czestotliwosci 1 krotsze czasy napromieniowania, a w stanach
przewlektych wigksze czestotliwosei 1 dhuzsze czasy napromieniowania. Stosuje si¢
labilny 1 stabilny sposdb poruszania gtowicg laserowa (Kasprzak i Mika, 137-148,
2006).

| 3.2. Efekty biologiczne

Dziatanie biologiczne laserow zalezy od dlugosci fali emitowanego
promieniowania. Glownie wskazuje si¢ na dziatanie przeciwbolowe, regeneracyjne,
przeciwzapalne, przeciwobrzekowe, a takze udziat w przyspieszeniu gojenia si¢ ran,
poprawe przewodnictwa nerwowego, zwigkszenie odpornosci organizmu oraz
poprawe krazenia (Bugajski i wsp. 2010, Zwolinska i wsp. 2007).

Zachodzace wyzej opisane efekty ttumaczy si¢ wptywem lasera na korzystne
zmiany w potencjale blony komoérkowej (Hamblin 1 Demidova, 2006), zwigkszeniem
syntezy ATP, zwigkszeniem proliferacji komoérek (Fernandes i wsp. 2016; Ginani
1 wsp. 2015), zwigkszeniem unaczynienia - usprawnieniem angiogenezy (Zwolinska
i wsp. 2007; Cury i wsp. 2013).

Stymulacja komoérek za pomocg LLLT zostala zbadana w wielu kontekstach.
LLLT stymuluje gojenie si¢ ran, syntez¢ kolagenu, regeneracj¢ nerwéw, zwiekszong
przebudowe 1 odbudowe kosci, przywrdcenie prawidtowej funkcji nerwowej
po urazie, normalizacj¢ nieprawidlowych funkcji hormonalnych, tagodzenie bolu,
stymulacje uwalniania endorfin 1 modulacje¢ uktadu odpornosciowego (Merigo 1 wsp.
2015; Hussein i wsp. 2011; Mansouri i wsp. 2020). Wptyw LLLT na kultury

komorkowe byt badany szeroko przez Karu. Wykazano, Ze napromieniowanie
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komorek moze aktywowac specyficzne reakcje biochemiczne i zmieni¢ metabolizm
komorkowy (Karu, 1990). W kilku badaniach, w modelu in vitro ludzkich fibroblastow
zaobserwowano rowniez zwigkszong synteze DNA (Lovschall i Renholt-Bindslev,
1994) oraz wzrost produkcji kolagenu (Avci i wsp. 2013, Tatmatsu-Rocha i wsp.
2016).

Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe od wielu lat byto wykorzystywane
z pozytywnym skutkiem zaréwno w reumatologii, jak i w szeroko pojetej fizjoterapii,
a korzystne dziatanie LLLT potwierdzono w licznych badaniach (Bugajski i wsp.
2010, Zwolinska i wsp. 2007). Natomiast ich rozbiezne rezultaty, odlegly czas
wykonywania (wigkszo$¢ przywolywanych pochodzi z lat 90-tych) i brak wickszej
ilo$ci randomizowanych badan wymaga przeprowadzenia eksperymentéw bioracych
pod uwage usystematyzowanie metodyki aplikacji promieniowania laserowego
(Pyszora i Adamczyk, 2005, Kwolek i wsp. 2011). Ponadto czesto bazuje si¢ na wiedzy
sprzed 20 lat i brakuje badan przyblizajacych mechanizmy dzialania promieniowania
laserowego na poziomie komoérkowym (Zwoliniska i wsp. 2007). Aby lepiej zrozumied
przydatno$¢ LLLT w gojeniu si¢ ran skornych, potrzebne sa dobre badania kliniczne,
ktore koreluja efekty komorkowe i procesy biologiczne. Przyszte badania powinny by¢
dobrze kontrolowanymi badaniami z racjonalnym doborem laseréw i parametroéw
leczenia. Wobec braku takich badan, dostgpna literatura nie wydaje si¢ popierac
powszechnego stosowania LLLT w gojeniu si¢ ran. Chociaz zastosowanie laserow
wysokoenergetycznych (10-100 W) jest dobrze ugruntowane ze znaczng literaturg
pomocniczg 1 powszechnym zastosowaniem, sprzeczne badania w literaturze
ograniczaja stosowanie promieniowania laserowego (LLLT) tylko do zastosowan
badawczych. Pomimo tego LLLT jest stosowany klinicznie w wielu innych obszarach,
w tym w Kanadzie, Europie 1 Azji, w leczeniu réznych zaburzen neurologicznych,
chiropraktycznych, stomatologicznych i dermatologicznych. Aby zrozumieé
te rozbiezno$¢, warto zapozna¢ si¢ z badaniami nad LLLT, ktore do tej pory
wykluczaly zatwierdzenie wielu takich technologii przez Agencje ds. Zywnosci
1 Lekéw w Stanach Zjednoczonych. Zasadniczg kwestig jest to, czy istniejg

wystarczajace dowody na poparcie stosowania LLLT Do podobnych wnioskow



18

(systematyzacji stosowanych dawek) dochodza réwniez inni autorzy wykonujacy
przeglad przeprowadzonych do tej pory badan (AlGhamdi 1 wsp. 2012).

Podsumowujac, powyzej opisane badania i zebrane do tej pory informacje
wykazaty brak jednoznacznych danych dotyczacych mozliwosci wykorzystania pola
magnetycznego i promieniowania laserowego u chorych onkologicznie. Pomimo tego,
ze istniejg doniesienia wskazujgce na pozytywne oddziatywanie wyzej wymienionych
czynnikéw fizykalnych nie sg one potwierdzone i nadal, w praktyce, choroba
nowotworowa jest traktowana jako przeciwwskazanie bezwzglgdne do wykonywania
tego typu terapii.

Ponadto, biorac pod uwage coraz wigksze zapotrzebowanie na wyzej
wymienione zabiegi 1 mozliwos$¢ nabycia sprzetu do uzytku prywatnego, koniecznym
jest doktadne poznanie mechanizméw dziatania wymienionych czynnikow
fizykalnych oraz ich oddzialywania na organizm czlowieka. W celu weryfikacji
dotychczas stosowanych modeli postgpowania w fizykoterapii, konieczna jest ocena
wptywu réznego dawkowania promieniowania laserowego oraz pola magnetycznego
zardbwno na komorki prawidtowe jak i nowotworowe. Mozliwe, ze szczegdtowe
poznanie mechanizmoéw dziatania wskazanych czynnikéw fizykalnych umozliwitoby
celowane stosowanie ich w r6znego rodzaju chorobach, w bezpieczny dla pacjentow

Sposob.
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Il CEL PRACY

Celem pracy byta ocena wptywu wybranych terapii czynnikéw fizykalnych na
proliferacje i przezycie ludzkich komorek prawidtowych oraz nowotworowych. Celem
szczegblowym byta analiza wplywu pola magnetycznego (zmiennego i statego pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci) oraz  promieniowania laserowego

na proliferacje oraz przezywalno$¢ komoérek w modelu in vitro.
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111 PYTANIA BADAWCZE

Postawiono nastepujace pytania badawcze:

1. Czy promieniowanie laserowe wplywa na przezywalno$s¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytoéw (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

2. Czy zmienne pole magnetyczne wplywa na przezywalno$s¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

3. Czy stale pole magnetyczne wplywa na przezywalnos¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytéw (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

4. Czy promieniowanie laserowe wplywa na proliferacje komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytéw (HaCaT), komodrek
skory - fibroblastow (NHDF)?

5. Czy zmienne pole magnetyczne wplywa na proliferacj¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytéw (HaCaT), komodrek
skory - fibroblastow (NHDF)?

6. Czy stale pole magnetyczne wpltywa na proliferaci¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?
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IV MATERIAL I METODY BADAWCZE

IV 1. Material badany

Badania przeprowadzono na liniach komérkowych:

- A431 (ludzkie komorki ptaskonabtonkowego raka skory),

- NHDF (prawidtowe komorki ludzkich fibroblastéw),

- HaCaT (prawidtowe komorki ludzkich keratynocytow, unie§miertelnione).

Wszystkie linie komérkowe uzyte w badaniach znajdujg si¢ w repozytorium
Pracowni Hodowli Komoérkowych Zaktadu Histologii i Embriologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Linia komorek A-431 zostata zakupiona w ATCC (ang.
American Type Culture Colection, Cell Culture Collection), komoérki NHDF w firmie
Lonza, natomiast komorki HaCaT w DKFZ (niem. Deutche Krebsforchungszentrum;
Heidelberg, Niemcy) (Boukamp, 1988).

Hodowle komoérek A431 oraz HaCaT prowadzono w medium DMEM (Lonza,
Bazylea, Szwajcaria) z dodatkiem roztworu 1% L-glutaminy ze streptomycyna
1 penicyling oraz 10% FBS (Sigma). Do prowadzenia hodowli komérek NHDF
stosowano zestaw medium z suplementami FGM-2 Bullet Kit (Lonza).

Pasazowanie komorek przeprowadzano z uzyciem roztworu 0,25% trypsyny
w EDTA (Sigma), gdy konfluencja komorek wynosita ok. 70%. Media zmieniano
dwa razy w tygodniu. Hodowle komoérkowe prowadzono w sterylnych warunkach
w inkubatorze Steri Cycle 381 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) w 37°C,
w atmosferze 5% COs..

Na potrzeby przeprowadzenia badan za pomocg testu MTT komorki zawieszano
w 100 pl pelnego medium hodowlanego wysiewano na ptytkach 96-dotkowych
(Falcon), w ilosci 1 x 10* komérek/dotek. W przypadku komoérek przeznaczonych
do analizy cyklu komorkowego za pomocg cytometrii przeplywowe;j
(FACSCantoll™, Becton Dickinson, Eysins, Szwajcaria) wysiewano na plytki 6-

dotkowe w ilo$ci 1 x 10° komérek/dotek.
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IV 2. Metody badawcze

W celu przeanalizowania przezywalnosci komorek stosowano test MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide). W tescie tym zotta sol tetrazolowa zostaje
przeprowadzona do fioletowej pochodnej formazanu w mitochondriach zywych
komoérek w wyniku reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez oksydoreduktazy.
Test ten jest testem kolorymetrycznym, ktory pozwala przeprowadzi¢ oceng
przezywalnosci na podstawie absorbancji (Mossmann 1983; Krzyszton-Russjan i wsp.
2009).

MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) rozpuszczono w medium DMEM
bez suplementéw w ilosci Smg/ml. Po zlaniu medium do kazdego dotka dodano
po 100 ul roztworu MTT po czym ptytki umieszczono w inkubatorze na 2 godziny.
Po czasie inkubacji zlano medium, dodano do kazdego dotka 100 pl alkoholu
izopropylowego (cz.d.a) (P.P.H. Stanlab, Lublin, Polska). Ptytki umieszczono na 0,5
godziny w inkubatorze, po czym zmierzono absorbancj¢ na spektrofotometrze Epoch
(Biotek, Winooski, VT, USA) przy dtugosci fali 570 nm (dlugos¢ referencyjna 650
nm).

Przezywalno$¢ komorek obliczono w stosunku do kontroli, ktéra przyjeto|
za 100%, zgodnie ze wzorem:

V(%) = (pB-pM/pK-pM) x 100, (1)

gdzie:

V - przezywalno$¢ w procentach,

pB - $rednie wartosci absorbancji dla proby badanej,

pK - $rednie warto$ci absorbancji dla kontroli.

pM - absorbancja medium

W celu weryfikacji oddziatywania wybranych czynnikow fizykalnych
na poszczegolne fazy cyklu komérkowego wykonano analiz¢ przy wykorzystaniu
aparatu do cytometrii przeptywowej. Jest to technika badawcza, w ktorej ocenie
poddawane sg pojedyncze komorki, przeptywajace przez wiazki §wiatta laserowego.
Zazwyczaj bada si¢ 50 000-500 000 komoérek i1 poddaje si¢ analizie na cytogramach

(Pigtosa 1 Klaudel-Dreszler, 2012). Pozwala ona dokona¢ szybkiego pomiaru
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rozproszonego $wiatla lub sygnalow fluorescencji, ktore pochodza z naswietlonej
komorki. Stwarza to mozliwos$¢ oceny jakosciowej 1 illosciowej komoérek (Fabijanska-
Mitek 1 Stachurska, 2017). Znajduje ona szerokie zastosowanie w wielu dziataniach
diagnostycznych, migdzy innymi w analizie cyklu komoérkowego, co umozliwia
weryfikacje jaki odsetek komoérek znajduje si¢ w danej fazie.

Cykl komoérkowy obejmuje cztery nastepujace po sobie fazy: G1, S, G2 oraz M,
z ktorych trzy pierwsze stanowig interfaze. W fazie cyklu S nastepuje replikacja
materiatu genetycznego, natomiast fazy G1 oraz G2, wystepujace przed fazg S oraz
M, to cze¢s¢ cyklu komoérkowego, w ktorych zachodzi synteza biatek, lipidow oraz
enzymow. Podziat catej komorki, w tym jej genomu, nastepuje w fazie M. Liczne
zaburzenia cyklu komodrkowego, przede wszystkim nieprawidtowa, nadmierna
proliferacja komorek, sa typowe dla procesu kancerogenezy. Liczne regulatory cyklu
komodrkowego, jak cykliny i kinazy cyklinozalezne odgrywaja kluczowa rolg
w punktach kontrolnych cyklu komérkowego i reguluja przej$cia komorki w kolejne
fazy podziatu (Dziggiel i Marszaltek, 134-140, 2021).

Po 3 dniach naswietlania wykonywano pasaz komorek, trzykrotne ptukanie
w ptynie PBS, utrwalanie w zimnym (-20 st C) 70% alkoholu etylowym na czas 48 h.
Nastepnie wykonywano analiz¢ cyklu komoérkowego, gdzie uzyskano informacje
o ilosci komorek znajdujacych sie¢ w poszczegélnych fazach cyklu komorkowego
(fazy: G1, S oraz G2), co umozliwilo oceng wpltywu pola magnetycznego
1 promieniowania laserowego na komorki.

Badania przeprowadzono po 24 godzinach od wysiania hodowli. Ze wzgledu na
opisane w literaturze rdéznorodne zakresy dawek zalecanych w terapii,
w eksperymencie zastosowano najnizsze, $rednie 1 najwyzsze rekomendowane
wartosci (Kasprzak i Mika, 151-188; 336-349, 2006).

W  przyblizeniu stanowito to odzwierciedlenie zalecanego w praktyce
dawkowania stosowanego w fizykoterapii. Ekspozycje na promieniowanie laserowe
oraz pole magnetyczne state i zmienne przeprowadzano przez trzy kolejne dni, w tych
samych przedzialach czasowych. Eksperyment na wszystkich wyzej wskazanych
liniach komérkowych (A431, NHDF, HaCaT) wykonano w przypadku komorek

przeznaczonych do testu MTT w trzech powtarzalnych cyklach, a w przypadku
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komorek przeznaczonych do cytometrii przeplywowej w dwoch. Przez jeden cykl
rozumie si¢ zatozenie i wysianie hodowli, trzy dni ekspozycji na czynniki fizykalne
1 wykonanie testu MTT lub cytometrii przeptywowej (ryc. 7). Nastepnie analizie
poddane byly usrednione wyniki ze wszystkich trzech powtorzen testu MTT oraz

dwoéch powtdrzen cytometrii przeplywowe;.

/ LINIE KOMORKOWE: \

A431
NHDF

\ HaCaT /

I
/ DZIEN | )

Zakiadanie hodowli

\ komérlkowych /

DZIEN II-IV
Ekspozycja na czynniki
fizykalne

pole magnetyczné pole magnetyczn
( zmienne ) @S@ ( state 5

DZIENV - test MTT
DZIEN VII - cytometria
przeptywowa

Ryc 7. Schemat przeprowadzonych badan.
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W przypadku promieniowania laserowego komorki poddawano ekspozycji
wedtug zastosowanej dawki trzy razy dziennie przez 3 kolejne dni. Przerwy miedzy
kolejnymi naswietlaniami wynosity czterdziesci minut. Zastosowano dawki: 1 J/cm?,
8 Jlcm? i 15 J/cm?, wypehienie: 100%, pole zabiegowe: w ptytkach 96-dotkowych,
przeznaczonych do testu MTT 30,912 cm? a w plytkach 6-dotkowych,
przeznaczonych do analizy cyklu komérkowego: 54 cm?, tryb emisji: ciagly. Czas
trwania pojedynczej ekspozycji wynosit kazdorazowo 3 minuty.

W przypadku pola magnetycznego statego 1 zmiennego komorki byty
eksponowane réwniez wedtug zastosowanej dawki dwa razy dziennie przez 3 kolejne
dni. Przerwy miedzy ekspozycjami wynosily sze$édziesigt minut. Komorki
traktowano dawkami: warto$ci indukcji znamionowej przy $ciance aplikatora 2,5 mT,
6 mT 1 12 mT natomiast w geometrycznym $rodku aplikatora 0,5 mT, 4 mT 1 10 mT
oraz analogicznie o czgstotliwosci 2 Hz, 60 Hz 1 120 Hz. Zastosowano zmienne oraz
statle pole magnetyczne. W przypadku ekspozycji na pole magnetyczne zmienne
spectrum wynosito 10 Hz, czas trwania impulsu 1 s i przerwy 0,8 s, ksztalt pola
sinusoidalny ze wzgledu na jego uniwersalne zastosowanie. Czas oddzialywania pola
magnetycznego  wynosit  kazdorazowo 10 minut. Plytki umieszczano
w geometrycznym $rodku aplikatora.

Kontrole w badaniach stanowily komorki wyjmowane z inkubatora na czas
potrzebny do ekspozycji komorek badanych, nie byty one jednak poddawane dziataniu
pola magnetycznego ani promieniowania laserowego.

Eksperyment zrealizowano z wykorzystaniem aparatu do promieniowania
laserowego PhysioGo Lite Laser z aplikatorem prysznicowym CL-1800 (R 5 x 40 mW
- dhugos¢ fali 660 nm i IR 4 x 400 mW - dtugos¢ fali 808 nm) (ryc. 8), oraz aparatu do
pola magnetycznego Physio MG827 z aplikatorem CS35, z aplikatorem ptaskim CPEP
(ryc. 9), wyprodukowanymi przez firme¢ Astar. Badania zostaty przeprowadzone w
okresie od wrzesnia 2021 roku do czerwca 2022 roku, w Pracowni Hodowli
Komorkowej Zaktadu Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow

Slaskich we Wroctawiu.


https://sklep.astar.pl/aparaty-do-laseroterapii/800-aplikator-prysznicowy.html
https://sklep.astar.pl/aparaty-do-laseroterapii/800-aplikator-prysznicowy.html

Ryc. 8. PhysioGo Lite Laser z aplikatorem prysznicowym CL-1800.

Ryc. 9. Physio MG827 z aplikatorem CS35.
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IV 3. Metody statystyczne

Normalno$¢ rozkladu zmiennych przeprowadzono z zastosowaniem testu
Shapiro-Wilka. Dla sprawdzenia istotno$ci réznic w analizie liczby komorek
w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego oraz przezywalno$ci, pomiedzy
grupami, zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji — jednoczynnikowa
ANOVA (one-way ANOVA) z analiza post-hoc za pomoca testu Bonferroniego.
Poziom istotnosci przyjeto na poziomie p<0.05. Analize statystyczng wykonano przy

uzyciu programu Statistica 13 (TIBCO Software Inc.)



28

V. WYNIKI

V 1. Wyniki testu MTT na liniach komérkowych A431, NHDF i HaCaT
po ekspozycji na wybrane czynniki fizykalne w zaleznosci od zastosowanego

dawkowania.

V 1.1. Wyniki testu MTT na liniach komérkowych A431, NHDF i HaCaT
po ekspozycji na promieniowanie laserowe.

Na rycinie 10 przedstawiono wyniki testu MTT przeprowadzonego
po naswietlaniu laserem linii komorkowych A431, NHDF i HaCaT trzema dawkami
(1 J/cm?, 8 J/lcm?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).

Wykazano istotng roéznice w przypadku naswietlania liniit NHDF, gdzie przy
dawce promieniowania 8 J/cm? zaobhserwowano mniejsza przezywalnosé komorek

w stosunku do grupy kontrolnej.
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B Kontrola B1[J/cm?®] 08 [J/em?] E15 [J/lcm?]

Ryc. 10. Wyniki testu MTT A431, NHDF, HaCaT po ekspozycji na promieniowanie
laserowe, w zaleznos$ci od dawki naswietlania.



29

V 1.2.Wyniki testu MTT na liniach komérkowych A431, NHDF i HaCaT
po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 11 przedstawiono wyniki testu MTT przeprowadzonego
po ekspozycji linii komorkowych A431, NHDF i HaCaT na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

110
100
<
90
80
A431 NHDF HaCaT
H Kontrola B 0.5 [ImT], 2 [HZz]
04 [mT],60[Hz] m10[mT], 120 [HZ]

Ryc. 11. Wyniki testu MTT A431, NHDF, HaCaT po ekspozycji na pole
magnetyczne zmienne, w zaleznosci od dawki promieniowania.
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V 1.3. Wyniki testu MTT na liniach komérkowych A431, NHDF i HaCaT
po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 12 przedstawiono wyniki testu MTT przeprowadzonego
po ekspozycji linii komorkowych A431, NHDF i HaCaT na pole magnetyczne state
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120 Hz)
w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.
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100
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20
80
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Ryc. 12. Wyniki testu MTT A431, NHDF, HaCaT po ekspozycji na pole
magnetyczne stale, w zaleznos$ci od dawki promieniowania.
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V 2. Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komoérkowych A431, NHDF
i HaCaT po ekspozycji na wybrane czynniki fizykalne w zaleznoSci
od zastosowanego dawkowania.

V 2.1. Wyniki analizy cyklu komoérkowego linii komorkowej A431

V 2.1.1. Wyniki analizy cyklu komodrkowego linii komorkowej A431
po ekspozycji na promieniowanie laserowe.

Na rycinie 13 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po naswietlaniu laserem linii komoérkowej A431 trzema dawkami
(1 J/em?, 8 J/lcm?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).
Nie zaobserwowano istotnych réznic mi¢edzy badanymi grupami. Najwyzszy odsetek
komorek (powyze; 50%) we wszystkich grupach badanych oraz kontroli
zaobserwowano w fazie G1, natomiast najnizszy (ponize] 5%) w fazie cyklu
komodrkowego G2. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktorej replikowany jest
material genetyczny wynosil blisko 45%. Wyniki analizy cyklu komodrkowego
wskazuja, ze promieniowanie laserowe nie wplyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek raka skory linii A431.
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Ryc. 13. Odsetek komorek linii komorkowej A431 w poszczegolnych fazach cyklu
komodrkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zalezno$ci od dawki
naswietlania.
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V 2.1.2. Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komorkowej A431
po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 14 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komérkowej A431 na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

Zaobserwowano porownywalny odsetek komorek (miedzy 45% a 50%)
we wszystkich grupach badanych oraz kontroli w fazie G1 oraz S, natomiast najnizszy
(ponizej 5%) w fazie cyklu komoérkowego G2. Wyniki analizy cyklu komérkowego
wskazuja, ze pole magnetyczne zmienne nie wplyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek raka skory linii A431.
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Ryc. 14. Odsetek komorek linii komorkowej A431 w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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V 2.1.3. Wyniki analizy cyklu komodrkowego linii komorkowej A431
po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 15 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komorkowej A431 na pole magnetyczne stale
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120 Hz)
w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komoérek (okoto 50%) we wszystkich grupach badanych
oraz kontroli zaobserwowano w fazie S, w ktorej replikowany jest materiat
genetyczny. Najnizszy (okoto 5%) w fazie cyklu komérkowego G2. Z kolei odsetek
komorek w fazie G1, wynosit okoto 40%. Wyniki analizy cyklu komoérkowego
wskazuja, ze pole magnetyczne state nie wptyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek raka skory linii A431.
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Ryc. 15. Odsetek komorek linii komorkowej A431 w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego po ekspozycji na pole magnetyczne stale, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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V 2.2. Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komorkowej NHDF.

V 2.2.1 Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komorkowej NHDF
po ekspozycji na promieniowanie laserowe.

Na rycinie 16 przedstawiono wyniki analizy cyklu komodrkowego
przeprowadzonego po naswietlaniu laserem linii komérkowej NHDF trzema dawkami
(1 J/cm?, 8 J/cm?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (powyzej 80%) we wszystkich grupach badanych
oraz kontroli zaobserwowano w fazie G1, natomiast najnizszy (ponizej 5%) w fazie
cyklu komorkowego G2. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktorej replikowany
jest material genetyczny wynosit okoto 10%. Wyniki analizy cyklu komoérkowego
wskazuja, ze promieniowanie laserowe nie wplyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek skory linii NHDF.
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Ryc. 16. Odsetek komorek linii komorkowej NHDF w poszczegoélnych fazach
cyklu komorkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zaleznosci
od dawki naswietlania.
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V 2.2.2. Wyniki analizy cyklu komérkowego linii komorkowej NHDF
po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 17 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komorkowej NHDF na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5mT 12 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (miedzy 70% a 80%) we wszystkich grupach
badanych oraz kontroli zaobserwowano w fazie G1, natomiast w fazie cyklu
komoérkowego G2 wynosit on od 10% do 15%. Z kolei odsetek komorek w fazie S,
w ktorej replikowany jest materiat genetyczny wynosit okoto 10%. Wyniki analizy
cyklu komérkowego wskazuja, ze pole magnetyczne zmienne nie wptyngto na zmiany

cyklu komorkowego komorek skory liniit NHDF.
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Ryc. 17. Odsetek komorek linii komorkowej NHDF w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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V 2.2.3. Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komorkowej NHDF
po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 18 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komérkowej NHDF na pole magnetyczne state
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120 Hz)
w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

We wszystkich grupach badanych oraz kontroli w fazie G1 zaobserwowano
odsetek komorek w przedziale od 35% do 45%. W fazie cyklu komodrkowego G2
wynosit okoto 5%. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktorej replikowany jest
material genetyczny wynosit okoto 50%. Wyniki analizy cyklu komorkowego
wskazuja, ze pole magnetyczne state nie wptyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek skory linii NHDF.
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Ryc. 18. Odsetek komorek linii komorkowej NHDF w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na pole magnetyczne state, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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V 2.3. Wyniki analizy cyklu komoérkowego linii komorkowej HaCaT.

V 2.3.1. Wyniki analizy cyklu komoérkowego linii komérkowej HaCaT
po ekspozycji na promieniowanie laserowe.

Na rycinie 19 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po naswietlaniu laserem linii komoérkowej HaCaT trzema dawkami
(1 J/cm?, 8 J/cm?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (okoto 60%) we wszystkich grupach badanych
oraz kontroli zaobserwowano w fazie G1, natomiast w fazie cyklu komérkowego G2
miescit si¢ ponizej 10%. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktérej replikowany jest
material genetyczny wynosit okoto 30%. Wyniki analizy cyklu komorkowego
wskazuja, ze promieniowanie laserowe nie wplyne¢to na zmiany cyklu komorkowego

komorek skory linii HaCaT.
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Ryc. 19. Odsetek komorek linii komorkowej HaCaT w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zaleznosci od dawki
naswietlania.
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V 2.3.2. Wyniki analizy cyklu komoérkowego linii komorkowej HaCaT
po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 20 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komoérkowej HaCaT na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (okoto 60%) we wszystkich grupach badanych
oraz kontroli zaobserwowano w fazie G1, natomiast w fazie cyklu komérkowego G2
miescit si¢ ponizej 10%. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktérej replikowany jest
material genetyczny wynosit okoto 30%. Wyniki analizy cyklu komorkowego
wskazuja, ze pole magnetyczne zmienne nie wplyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek skory linii HaCaT.
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Ryc. 20. Odsetek komorek linii komorkowej HaCaT w poszczegdlnych fazach cyklu
komodrkowego po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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V 2.3.3. Wyniki analizy cyklu komoérkowego linii komorkowej HaCaT
po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 21 przedstawiono wyniki analizy cyklu komorkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komérkowej HaCaT na pole magnetyczne state
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT i 120 Hz)
w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek w fazie S, w ktorej replikowany jest materiat
genetyczny wynosit okoto 50%. Odsetek komodrek okoto 40% we wszystkich grupach
badanych oraz kontroli zaobserwowano w fazie G1, natomiast w fazie cyklu
komodrkowego G2 wynosit okoto 5%. Wyniki analizy cyklu komoérkowego wskazuja,
ze pole magnetyczne stale nie wplyngto na zmiany cyklu komdrkowego komorek

skory linii HaCaT.
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Ryc. 21. Odsetek komorek linii komorkowej HaCaT w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na pole magnetyczne stale, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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VI DYSKUSJA

Badania wlasne przedstawione w prezentowanej pracy wykazaty, ze ekspozycja
na pole magnetyczne zmienne i state nie wpltywa na przezywalnos$¢ oraz cykl
komorkowy linii komorkowych A431, NHDF i HaCaT w modelu in vitro. Dotyczy to
wszystkich zastosowanych w eksperymencie parametrow.

Biorac pod uwage powszechne zastosowanie pola magnetycznego w procesach
leczniczych, stosunkowo niewiele badan naukowych podejmuje tematyke weryfikacji
oddzialywania tego czynnika na komorki organizmu cztowieka. Jednoczesnie warto$¢
rocznej sprzedazy urzadzen do terapii polem magnetycznym szacuje si¢ na ponad
miliard dolar6w na calym S$wiecie. Natomiast faktem jest, ze wpltyw pola
magnetycznego na organizm czlowicka nie jest rzetelnie sprawdzony naukowo.
Istnieje wiele doniesien zwracajacych uwage na to, ze dawkowanie, wskazania,
przeciwwskazania oraz efekty stosowania pola magnetycznego sa formutowane
na watpliwych podstawach (Valentinuzzi, 2008).

Istniejg doniesienia sugerujace, ze pole magnetyczne jest bezpieczne dla tkanek
prawidtowych 1 nieprawidtowych, a dodatkowo potencjalnie moze by¢ stosowane jako
terapia przeciwnowotworowa (Vadala i wsp. 2016). Wymaga to jednak dalszych
badan klinicznych, w celu precyzyjnego okreslenia mechanizmoéw dzialania.
Z przeprowadzonych przegladéw dostgpne;j literatury odnoszacej si¢ do mozliwosci
potencjalnego wykorzystania pola magnetycznego w onkologii, zar6wno u zwierzat
jak 1 ludzi, wynika, ze przy stosowaniu r6znego dawkowania, pole magnetyczne
hamuje rozwdj komodrek nowotworowych. Ttumaczy si¢ to modulacjg ekspresji genow
1 syntezy biatek oraz hamowaniem angiogenezy w tkankach nowotworowych (Tatarov
1 wsp. 2011, Mayrovitz i wsp. 2022). Potwierdzeniem tej hipotezy moga by¢ wyniki
uzyskane w doswiadczeniu in vivo przeprowadzonych na modelu mysim. Myszom
zostaty zaszczepione komorki nowotworowe raka gruczotu piersiowego, po czym
podzielono je na cztery grupy. Trzy grupy, przez cztery tygodnie, wystawiano na
ekspozycje pola magnetycznego. Réznity si¢ one czasem ekspozycji. Czwarta grupa -
kontrolna nie byla poddawana promieniowaniu. Wyniki eksperymentu pokazaly,
ze u myszy w grupie kontrolnej odnotowano najwigkszy rozrost nowotworu,

a w przypadku grupy badanej poddanej ekspozycji na pole magnetyczne najdtuzej
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wykazano jego zmniejszenie si¢ (Tatarov i wsp. 2011). Wyniki badan wtasnych zdaja
si¢ potwierdza¢, ze pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych jest
bezpieczne w aspekcie bezposredniego oddziatywania na komorki prawidtowe
I nowotworowe, bowiem nie powoduje zmian proliferacji i przezywalno$ci komorek.
W przeprowadzonych przez Afinogenov badaniach odnotowano korzystny wptyw
pola magnetycznego na fibroblasty z ludzkich phluc. Komorki te poddawano
oddzialywaniu pola magnetycznego przez czas dwoch godzin, stosujac czgstotliwose
50 Hz 1 indukcj¢ o wartosci 0,1 mT. Wykazaty one wzmozong aktywnos$¢ proliferacji
i jednoczes$nie zmniejszenie liczby martwych komoérek (Afinogenov i wsp. 2009).
Ponadto weryfikowano wptyw pola magnetycznego na mysie fibroblasty (Balb/3T3).
Byly one poddawane ekspozycji na pole magnetyczne zmienne w szesciu grupach
o roznych dawkach i1 porownywane do kontroli. Przy zastosowaniu rdéznych
parametréw pola magnetycznego, komorki byty poddane jednokrotnej lub dwukrotnej
magnetostymulacji. Te poddawane dwukrotnej byly eksponowane na pole
magnetyczne co godzing, trzy razy dziennie. Eksperyment przeprowadzano od trzech
do pigciu razy, w ciggu dwoch dni. Wykazano wzrost przezywalnosci komorek
w przeciwienstwie do uzyskanych wynikéw w badaniach wiasnych, gdzie nie
odnotowano znaczacych zmian w tym zakresie. (Rusak 1 Rybak, 2013)

W celu weryfikacji wptywu pola magnetycznego na proliferacj¢ ludzkich
naskorkowych komorek macierzystych przeprowadzono badania, w ktorych komorki
te poddano przez 30 minut dziennie ekspozycji na dziatanie pola magnetycznego
o wartosci indukcji 5 mT przy czestotliwosciach: 1, 10, 1 50 Hz przez 3, 5 lub 7 dni.
Najwyzszy wskaznik proliferacji komorek wykazano przy zastosowaniu
czestotliwosci 50 Hz. Ekspozycja na pole magnetyczne o niskiej czgstotliwosci
znaczgco zwiekszyta odsetek komoérek w fazie S cyklu komérkowego, w potaczeniu
ze spadkiem liczby komorek w fazie G1, ale efekt ten nie byt zalezny od czestotliwosci
(Zhang 1 wsp. 2012). Badania wlasne nie wykazaty analogicznych, istotnych zmian
proliferacji komorek A431, HaCaT i NHDF w fazie S i G1. R6znica ta moze wynikaé
m.in. z odmienno$ci zastosowanych parametrow oraz rodzaju linii komérkowych

poddanych ekspozycji.
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Z kolei w badaniu przeprowadzonym przez Pasi i wspotpracownikow
zweryfikowano biologiczne skutki pottoragodzinnej ekspozycji ludzkich fibroblastow
skory na pole magnetyczne o czestotliwosci 5 Hz 1 wartosciach indukcji: 0.25 mT, 0.5
mT i 0.8 mT oraz czgstotliwosci 50 Hz i warto$ciach indukcji: 0.5 mT, 0.8 mT
oraz 1.6 mT. Wykazano, ze ekspozycja na pole magnetyczne nie spowodowata zmian
w przezywalno$ci komorek ludzkich fibroblastow, ale spowodowata znaczny spadek
proliferacji po 24 godzinach niezaleznie od zastosowanych parametrow (Pasi 1 wsp.
2016). Podobny brak zmian w przezywalnosci komorek na ekspozycje pola
magnetycznego wykazaty réwniez przeprowadzone badania wlasne. Nalezy jednak
nadmienié, ze wyzej opisane eksperymenty zostalty wykonane na odmiennych liniach
komorkowych, przy zastosowaniu innego dawkowania niz te w badaniach wtasnych.

Interesujagcym aspektem jest zroznicowanie stosowanych parametréw pola
magnetycznego pomigdzy przeprowadzonymi eksperymentami, jednocze$nie
znacznie roznigcych si¢ od tych stosowanych w praktyce terapeutycznej, co z Koleli
zostalo zastosowane w badaniach wlasnych. Wydaje si¢, ze duzy wplyw
na zréznicowanie efektow stosowania pola magnetycznego ma czas oddziatywania
na material badany oraz modulowanie pozostalych parametrow. Réwniez waznym
aspektem, ktory utrudnia porownywanie przeprowadzanych badan, a co za tym idzie,
jednoznaczne okreslenie wptywu pola magnetycznego na organizm czlowieka jest
brak rozgraniczania pola magnetycznego zmiennego 1 stalego, rozrdzniania
magnetoterapii i magnetostymulacji oraz precyzyjnej specyfikacji uzywanych
urzadzen. Zauwazalny jest rownocze$nie deficyt badah jednoznacznie weryfikujacych
mechanizmy dziatania pola magnetycznego na organizm czlowieka oraz okreslajacych
w sposob jednoznaczny wytyczne do jego stosowania. Szczegélnie istotne jest
poznanie mechanizmoéw dzialania pola magnetycznego na poziomie komorkowym,
co moze stanowi¢ punkt wyjscia do rozwazan dotyczacych jego dziatania w tkankach
1 w calym organizmie. Przeprowadzony w prezentowanej pracy eksperyment zdaje si¢
by¢ potwierdzeniem potrzeby weryfikacji standardow dawkowania i zalecen do jego
stosowania. Dalsze badania wydaja si¢ konieczne dla oceny skutecznos$ci
1 bezpieczenstwa wykorzystania tej metody w fizjoterapii. Waznym jest jednoczesne

badanie wptywu pola magnetycznego zardwno na linie komoérkowe prawidlowe jak
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1 nowotworowe ze wzgledu na ich potencjalne odmienne reakcje na czynniki
zewngetrzne.

Badania wtasne wykazatly takze, podobnie jak miato to miejsce po ekspozycji
na pole magnetyczne, ze rdéwniez promieniowanie laserowe nie wplywa
na przezywalno$¢ oraz cykl komoérkowy linii komérkowych A431, NHDF i HaCaT
w modelu in vitro. Dotyczy to wszystkich zastosowanych parametrow w
eksperymencie. Bioragc pod uwage powszechne zastosowanie lasera w procesach
leczniczych, stosunkowo niewiele badan naukowych podejmuje tematyke weryfikacji
oddziatywania tego czynnika na komorki organizmu czlowieka. Naukowcy
podejmujacy te tematyke wiele lat temu doszli do wnioskéw wskazujacych,
ze stymulacja proliferacji komorek zalezy od dawki promieniowania laserowego,
gdzie nizsze dawki zwickszaja szybko$¢ proliferacji komoérek 1 inne funkcje
komorkowe, podczas gdy wyzsze dawki zmniejszajg je (Karu, 1990).

Z analizy dostgpnych badan naukowych nad wplywem promieniowania
laserowego na réznego typu komorki wnioskuje sig, ze w zakresie od 0,5 do 4,0 J/cm?
1 widmie od 600 do 700 nm zwigksza ono proliferacj¢ roznych linii komoérkowych
ludzkich i zwierzecych (AlGhamdi i wsp. 2012). Tlumaczone jest to wplywem
promieniowania laserowego na DNA 1 RNA, syntez¢ i produkcje kolagenu, a ponadto
na mitoze¢ w hodowanych komorkach (Lovschall i Renholt-Bindslev, 1994). LLLT
stymuluje receptory obecne na btonach mitochondrialnych i1 komorkowych
do przeksztatcania energii §wietlnej w energie chemiczng w postaci ATP w komorce,
ktora wzmacnia funkcje komorkowe i tempo proliferacji. Wedlug AlGhamdi
1 wspotautorow LLLT ma wptyw na proliferacj¢ kultur komérkowych w zaleznosci
od gestosci zastosowanej energii, Srednicy wigzki lub obszaru napromieniowanego,
typu lasera oraz typu komorek. Istniejg raporty wskazujace, ze promieniowanie
laserowe powoduje wzrost proliferacji w hodowlach komorek, podczas gdy inne
donosza 0 odwrotnych skutkach (AlGhamdi i wsp. 2012). Wyniki badan wtasnych
natomiast wykazaly, ze promieniowanie laserowe nie wplywa na przezywalnosé
i proliferacje komorek w hodowli in vitro.

Przykladem badan dotyczacych wplywu promieniowania laserowego

na komorki mig§niowe myszy jest eksperyment Ferraresiego i wspotautorow. Celem
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tego badania byto zbadanie potencjatu btony mitochondrialnej i syntezy ATP komoérek
mig$niowych myszy poddanych ekspozycji na promieniowanie laserowe. Komorki
byly poddawane ekspozycji na promieniowanie laserowe o nastepujagcych
parametrach: 20 diod LED ze $wiatlem czerwonym (630 + 10 nm, 25 mW) i 20 diod
Z podczerwienig (850 + 10 nm, 50 mW) o mocy 2,5 J/cm?. Czas ekspozycji wynosil
90 sekund. Analize przeprowadzano po 5 minutach oraz 3, 6 i 24 godzinach
od momentu ekspozycji na komorki. Wyniki wykazaty najwiekszy potencjat btony
mitochondrialnej 1 najwickszg intensywnos¢ syntezy ATP 6 godzin po aplikacji
promieniowania, a nastgpnie w kolejnosci 3 i 24 godziny oraz 5 minut
po napromieniowaniu. Na tej podstawie autorzy eksperymentu doszli do wniosku,
ze optymalne okno czasowe dla stymulacji komorek migsniowych promieniowaniem
laserowym wynosi 3-6 godzin (Ferraresi i wsp. 2015). Badania wlasne wskazujg
natomiast, ze promieniowanie laserowe w dawkach terapeutycznych nie oddziatuje
bezposrednio na proliferacje komorek NHDF, HaCaT i A431, co nie potwierdza
przedstawionej hipotezy.

Do odmiennych wnioskow doszli badacze wptywu promieniowania laserowego
na komorki z ludzkich zluszczonych zebow mlecznych. Oddziatywaniu
promieniowania bylo poddawane komorki podzielone na pig¢ grup. Grupy roznily si¢
zastosowanymi  dawkami  promieniowania laserowego. Reakcje komorek
we wszystkich grupach byly porownywane z grupa kontrolna, ktéra nie byta poddana
ekspozycji na promieniowanie. Zastosowano nastepujace dawkowanie: 1.2 J/cm?2 - 0.5
mW —10s; 2.5 J/cm2 — 10 mW - 10s; 3.7 J/cm2 — 15 mW - 10 s; 5.0 J/cm2 — 20 mW
—-10s;6.2J/cm2 —-25 mW —10s.

Wyniki pokazaty, ze dawki promieniowania laserowego, stosowane
w tym badaniu, nie powodowaly spadku przezywalnos$ci komorek zebow ludzkich,
a co wigcej stymulowaty ich proliferacje w grupach poddanych ekspozycji (Fernandes
1 wsp. 2016). Podobnych zmian nie wykazaly natomiast prezentowane w pracy
badania wlasne. Roznica ta moze wynika¢ m.in. z odmiennosci zastosowanych
parametrow oraz rodzaju linii komdérkowych poddanych ekspozycji.

Waznym aspektem rozwazan dotyczacych wptywu promieniowania laserowego

na organizm ludzki jest mozliwos¢ jego stosowania u chorych onkologicznie.
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W dostepnej literaturze mozna znalez¢ przeglady badan naukowych wskazujace
na skuteczno$¢ stosowania promieniowania laserowego w leczeniu obrzekow
limfatycznych powstatych w wyniku choréb nowotworowych (Baxter i wsp. 2017;
Farhan i wsp. 2023; Yilmaz i wsp. 2023). Pomimo badan wskazujacych na mozliwosci
wykorzystania promieniowania laserowego w terapii u pacjentéw z chorobami
nowotworowymi poprzez wykorzystanie nasilenia apoptozy w komorkach
nowotworowych, przy jednoczesnym korzystnym wptywie na komorki prawidtowe,
to jego zastosowanie nadal wzbudza watpliwosci w aspekcie bezpieczenstwa (Van
Coevorden, 2009). W badaniach wtasnych nie stwierdzono jakichkolwiek reakcji
komorek prawidtowych jak 1 nowotworowych na promieniowanie laserowe
w proliferacji 1 przezywalno$ci. Daje to przestanki do potencjalnej mozliwosci
stosowania zabiegbw z uzyciem promieniowania laserowego u chorych
onkologicznie, co obecnie nie jest zalecane, przy czym otrzymane w badaniach wyniki
maja charakter badan wstepnych i wymagaja kontynuacji w celu doprecyzowania
bezpiecznego poziomu ekspozycji na wymienione czynniki fizykalne pacjentow
onkologicznych. Sytuacja ta stanowi problem zaréwno dla lekarzy jak i terapeutow,
ktérzy nie maja jednoznacznych wytycznych dotyczacych zlecania tego typu
zabiegdw u pacjentow onkologicznych.

Do podobnych wnioskow doszli badacze analizujacy, dostepne dane
literaturowe, gdzie réznorodno$¢ stosowanych dawek w réznych eksperymentach
wykluczata mozliwos¢ uzyskania wiedzy pozwalajacej na jednoznaczng oceng
wpltywu promieniowania laserowego na procesy zachodzace w komodrkach. Autorzy
prowadzonych w tym kierunku badan zwracaja uwage na to, Ze niezbgdne jest
zweryfikowanie wilasciwego doboru dawek w celu uzasadnionego naukowo
stosowania promieniowania laserowego do dziatania przeciwzapalnego,
biostymulacyjnego lub redukujacego dolegliwosci boélowe (Taylor 1 wsp. 2020).

Istniejg rowniez opinie zwracajace uwage¢ na to, ze pomimo stosowania
promieniowania laserowego w praktyce klinicznej przez dziesigciolecia, mechanizmy
jego oddziatywania sg nadal watpliwe. Brak jest standardowych protokotow opartych
na rzetelnych badaniach naukowych. Mimo to nadal wskazywana jest potencjalna

zdolno$¢ LLLT do indukowania produkcji czynnika wzrostu, hamowania stanu
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zapalnego, stymulacji angiogenezy i bezposredniego wptywu na komorki, co sugeruje
pilng potrzeb¢ doktadnej analizy oraz poznania mechanizméw zachodzacych pod
wplywem promieniowania laserowego na poziomie komérkowym w przypadku
komorek macierzystych (Lin i wsp. 2010). We wszystkich wyzej wymienionych
badaniach poddawane analizie parametry stosowanych czynnikdw roznig si¢
1 wykazuja czg¢sto odmienne rezultaty w porownaniu do wynikow uzyskanych
w badaniach wiasnych. Otrzymane wyniki wskazuja na potrzebe dalszego
analizowania problemu badawczego dotyczacego promieniowanie laserowego na
poziomie komoérkowym.

Prezentowane w pracy badania wlasne pozwalajg stwierdzi¢, ze zastosowanie
lasera, pola magnetycznego zmiennego i statego w dawkach terapeutycznych nie
oddziatuje na przezywalno$¢ oraz cykl komorkowy komorek linii A431, NHDF,
HaCaT w hodowli in vitro. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze sa to zabiegi
bezpieczne w aspekcie bezposredniego i1 miejscowego oddziatywania na komorki
prawidlowe 1  nowotworowe w zakresie zaaplikowanych w eksperymencie
parametrow i rodzaju badanych komorek. Jednak uzyskane wyniki, jednocze$nie nie
wyjasniajg wystarczajaco mechanizmow oddziatywania lasera i pola magnetycznego
na organizm czlowieka, poddajac w watpliwo$¢ powszechnie przyjete opinie,
wskazujace na ich oddzialtywanie na zmiany w cyklu komorkowym, np. poprzez
wplyw na replikacje¢ DNA czy mRNA. Nalezy jednak pamigtaé, Zze prezentowany
w pracy eksperyment byt przeprowadzony w warunkach in vitro, ktore r6znig si¢ od
tych wystepujacych w zywym organizmie. Do weryfikacji hipotezy dotyczacej
bezpieczenstwa stosowania w fizjoterapii pola magnetycznego i promieniowania
laserowego szczegblnie u pacjentow z chorobg nowotworows, nalezy w pierwszej
kolejnosci wyjasni¢ mechanizmy ich dzialania na komorki, tkanki, narzady
1 w konsekwencji na caly organizm, co wymaga prowadzenia dalszych badan w tym
zakresie. Nalezy takze wzia¢ pod uwage fakt, Zze u czesci pacjentow poddanych
fizykoterapii moga wystgpowa¢ niezdiagnozowane zmiany nowotworowe
np. w obrebie skory. W zwigzku z tym badania te nalezaloby rozszerza¢ i bra¢ pod

uwage roznego rodzaju linie komoérkowe.
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VII WNIOSKI
Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wplywa
na przezywalno$¢ prawidlowych i nowotworowych komorek skoéry w warunkach
in vitro.
Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wplywa na
proliferacje prawidlowych i nowotworowych komorek skory w warunkach in vitro.
State 1 zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa
na przezywalno$¢ prawidlowych i nowotworowych komorek skory w warunkach
in vitro.
Stale i zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa
na proliferacj¢ prawidtowych i1 nowotworowych komorek skéry w warunkach
in vitro.

Przeprowadzone badania pokazaly, ze ekspozycja na state oraz zmienne pole
magnetyczne, a takze promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie
wplywa na proliferacje oraz zmiany w cyklu komérkowym ludzkich komorek raka
skory (A431), a takze prawidlowych komorek skory keratynocytow (HaCaT) oraz
fibroblastow (NHDF). Na podstawie przeprowadzonych badan wysnu¢ nalezy
wnioski, ze ekspozycja na ww. czynniki fizykalne moze przynosi¢ pozytywne
stymulacje prozdrowotne u pacjentéw na drodze innych mechanizmow
molekularnych, niz zmiany badane w niniejszej pracy. Dodatkowo, otrzymane wyniki
moga sugerowac takze, ze terapia fizykalna jest stosunkowo bezpieczna dla pacjentow,
poniewaz nie stymuluje miejscowo komorek skory do niekontrolowanych podziatow,
co mogloby by¢ poczatkiem indukowania procesu kancerogenezy. Z drugiej strony,
wyniki badan zaprezentowanych w niniejszej monografii maja charakter wstgpny,
1 nalezy zaznaczy¢, ze na ich podstawie nie mozna potwierdzi¢ bezpieczenstwa
stosowania terapii fizykalnych u pacjentow onkologicznych.

Kontynuacja 1 rozszerzenie badan dotyczacych wpltywu promieniowania
laserowego oraz pola magnetycznego na komorki zdrowe i nieprawidtowe jest

niezb¢dne w celu ustalenia ewentualnych przeciwwskazan do ich stosowania.
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STRESZCZENIE

Wplyw wybranych terapii czynnikow fizykalnych na przezywalnosé

i proliferacje komorek w modelu in vitro.

Stowa kluczowe: promieniowanie laserowe, pole magnetyczne, MTT,

cytometria przeptywowa, in vitro.

Celem pracy byla ocena wpltywu wybranych czynnikow fizykalnych
na proliferacj¢ i przezycie ludzkich komorek prawidlowych oraz nowotworowych.
Celem szczeg6lowym byta analiza wplywu pola magnetycznego (zmiennego 1 statego
pola magnetycznego niskiej czestotliwosci) oraz promieniowania laserowego
na proliferacje oraz przezywalno$¢ komoérek w hodowli in vitro.

Postawiono nastepujace pytania badawcze:

Czy promieniowanie laserowe wptywa na przezywalno$¢ komoérek nowotworowych
skory (A431), komoérek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek skory -
fibroblastow (NHDF)?

Czy zmienne pole magnetyczne wplywa na przezywalno$¢ komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

Czy state pole magnetyczne wptywa na przezywalnos¢ komorek nowotworowych
skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek skory -
fibroblastow (NHDF)?

Czy promieniowanie laserowe wplywa na proliferacj¢ komorek nowotworowych
skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek skory -
fibroblastow (NHDF)?

Czy zmienne pole magnetyczne wptywa na proliferacje komoérek nowotworowych
skory (A431), komorek skory - keratynocytéw (HaCaT), komodrek skory -
fibroblastow (NHDF)?

Czy state pole magnetyczne wptywa na proliferacje komorek nowotworowych skory
(A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek skory - fibroblastow
(NHDF)?
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Metoda 1 materiat badawczy: Badania przeprowadzono na liniach
komorkowych: A431 (ludzkie komorki ptaskonablonkowego raka skéry), NHDF
(prawidtowe komorki ludzkich fibroblastow), HaCaT (prawidlowe komorki ludzkich
keratynocytow). Ekspozycj¢ na promieniowanie laserowe oraz pole magnetyczne state
1 zmienne przeprowadzano przez trzy kolejne dni, w tych samych przedzialach
czasowych. Eksperyment na wszystkich wyzej wskazanych liniach komérkowych
(A431, NHDF, HaCaT), przeznaczonych do testu MTT powtarzano w trzech cyklach,
a do cytometrii przeptywowej w dwoch. Nastepnie analizie poddane byty usrednione
wyniki ze wszystkich trzech powtoérzen testu MTT oraz dwoch powtorzen cytometrii
przeptywowej. W przypadku promieniowania laserowego komorki poddawano
ekspozycji wedtug zastosowanej dawki trzy razy dziennie przez 3 kolejne dni. Przerwy
migdzy kolejnymi na§wietlaniami wynosity czterdziesci minut. Zastosowano dawki:
1 Jlem?, 8 Jlcm? i 15 J/cm?, wypetnienie: 100%, pole zabiegowe: w plytkach 96-
dotkowych, przeznaczonych do testu MTT 30,912 cm?, a w ptytkach 6-dotkowych,
przeznaczonych do analizy cyklu komérkowego: 54 cm?, tryb emisji: ciagty. Czas
trwania pojedynczej ekspozycji wynosit kazdorazowo 3 minuty.

W przypadku pola magnetycznego statlego i zmiennego komorki byly
eksponowane rowniez wedlug zastosowanej dawki dwa razy dziennie przez 3 kolejne
dni. Przerwy migdzy ekspozycjami wynosily sze$¢dziesigt minut. Komorki
traktowano dawkami: warto$ci indukcji znamionowej przy $ciance aplikatora 2,5 mT,
6 mT 1 12 mT natomiast w geometrycznym srodku aplikatora 0,5 mT, 4 mT 1 10 mT
oraz analogicznie o czestotliwosci 2 Hz, 60 Hz 1 120 Hz. Zastosowano zmienne
oraz state pole magnetyczne. W przypadku ekspozycji na pole magnetyczne zmienne
spectrum wynosito 10 Hz, czas trwania impulsu 1 s i przerwy 0,8 s, ksztalt pola
sinusoidalny ze wzgledu na jego uniwersalne zastosowanie. Czas oddzialywania pola
magnetycznego  wynosi  kazdorazowo 10  minut.  Plytki  umieszczano
w geometrycznym $rodku aplikatora.

Kontrole w badaniach stanowily komorki wyjmowane z inkubatora na czas
potrzebny do ekspozycji komorek badanych, nie byly one jednak poddawane dziataniu

pola magnetycznego ani promieniowania laserowego.
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Normalno$¢ rozktadu zmiennych przeprowadzono z zastosowaniem testu
Shapiro-Wilka. Dla sprawdzenia istotno$ci r6znic w analizie cyklu komoérkowego
oraz przezywalnosci pomiedzy grupami zastosowano jednoczynnikowa analize
wariancji — jednoczynnikowa ANOVA (one-way ANOVA). Analizg post-hoc
wykonano za pomoca testu Bonferroniego. Poziom istotnosci przyjeto na poziomie
p<0.05. Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu programu Statistica 13(TIBCO
Software Inc.)

Wyniki: Wykazano brak zmian w proliferacji 1 przezywalnosci ocenianych
komorek pod wptywem promieniowania laserowego i pola magnetycznego zmiennego
oraz statego.

Whioski:

Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wplywa
na przezywalno$¢ prawidtowych i nowotworowych komorek skéry w warunkach
in vitro.

Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wplywa na
proliferacj¢ prawidtowych i nowotworowych komorek skory w warunkach in vitro.
Stale 1 zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa
na przezywalno$¢ prawidtowych i nowotworowych komorek skory w warunkach
in vitro.

Stale 1 zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa
na proliferacj¢ prawidtowych 1 nowotworowych komorek skory w warunkach
in vitro.

Przeprowadzone badania pokazaly, Ze ekspozycja na state oraz zmienne pole
magnetyczne, a takze promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych
nie wplywa na proliferacj¢ oraz zmiany w cyklu komérkowym ludzkich komoérek
raka skory (A431), a takze prawidlowych komoérek skory keratynocytéw (HaCaT)
oraz fibroblastow (NHDF). Na podstawie przeprowadzonych badah wysnué nalezy
wnioski, ze ekspozycja na ww. czynniki fizykalne moze przynosi¢ pozytywne
stymulacje prozdrowotne u pacjentow na drodze innych mechanizméow
molekularnych, niz zmiany badane w niniejszej pracy. Dodatkowo, otrzymane

wyniki mogg sugerowaé takze, ze terapia fizykalna jest stosunkowo bezpieczna
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dla pacjentéw, poniewaz nie stymuluje miejscowo komorek  skory
do niekontrolowanych podziatoéw, co mogtoby by¢ poczatkiem indukowania procesu
kancerogenezy. Z drugiej strony, wyniki badan zaprezentowanych w niniejszej
monografii maja charakter wstepny, i nalezy zaznaczy¢, ze na ich podstawie nie
mozna potwierdzi¢ bezpieczenstwa stosowania terapii fizykalnych u pacjentow
onkologicznych.

Kontynuacja i1 rozszerzenie badan dotyczacych wpltywu promieniowania
laserowego oraz pola magnetycznego na komorki zdrowe i nieprawidlowe jest

niezbedne w celu ustalenia ewentualnych przeciwwskazan do ich stosowania.
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ABSTRACT
Influence of selected therapies of physical factors on cell survival and
proliferation in vitro model.

Key words: laser radiation, magnetic field, MTT test, flow cytometry, in vitro.

The aim of the study was to evaluate the influence of selected physical factors
on the proliferation and viability of healthy and cancerous human cells. The specific
objective was to analyse the effects of magnetic fields (variable and constant low
frequency magnetic fields) and laser radiation on cell proliferation and viability in vitro
culture.

The following research questions were asked:

Does laser radiation affect the viability of skin cancer cells (A431), skin cells -
keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Does the variable magnetic field affect the viability of skin cancer cells (A431), skin
cells - keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Does the permanent magnetic field affect the viability skin cancer cells (A431), skin
cells - keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Does laser radiation affect the proliferation of skin cancer cells (A431), skin cells -
keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Does the variable magnetic field affect the proliferation of skin cancer cells (A431),
skin cells - keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Does the permanent magnetic field affect the proliferation of skin cancer cells
(A431), skin cells - keratinocytes (HaCaT), skin cells - fibroblasts (NHDF)?

Research Method and Material: The studies were conducted on cell lines: A431
(human squamous cell skin cancer), NHDF (normal cells of human fibroblasts),
HaCaT (normal cells of human keratinocytes). Exposure to laser radiation and constant
and variable magnetic fields was carried out for three consecutive days at the same
time intervals. The experiment on all the above indicated cell lines (A431, NHDF,
HaCaT) intended for the MTT assay was repeated in three cycles and for flow
cytometry in two cycles. The mean results of all three replicates of the MTT test

and two replicates of flow cytometry were then analysed. In the case of laser radiation,
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the cells were exposed at the applied dose three times a day for 3 consecutive days.
Intervals between successive exposures were forty minutes. Doses: 1 J/cm2, 8 J/cm2
and 15 J/cm2, filling: 100%, treatment area: 96-hole plates, intended for MTT test
30,912 cm2, and 6-hole plates, intended for cell cycle analysis: 54 cm2, emission
mode: continuous. The duration of a single exposure was 3 minutes each time.

For constant and variable magnetic fields, the cells were also exposed at the
applied dose twice daily for 3 consecutive days. The intervals between exposures were
sixty minutes. Cells were treated at doses of: nominal induction values at the applicator
wall of 2. 5mT, 6 mT and 12 mT and at the geometric centre of the applicator of 0. 5
mT, 4 mT and 10 mT and analogously at frequencies of 2 Hz, 60 Hz and 120 Hz.
Variable and permanent magnetic fields were used. For magnetic field exposure,
the variable spectrum was 10 Hz, the pulse duration of 1 s and the interval of 0. 8 s,
the shape of the sinusoidal field due to its universal application. The duration
of the magnetic field is 10 minutes each time. The plates were placed in the geometric
center of the applicator.

Controls in the studies were cells removed from the incubator for the time needed
to expose the test cells, but were not exposed to magnetic fields or laser radiation.

To test the significance of differences in cell cycle analysis and viability between
groups, one-way ANOVA (one-way ANOVA) was used. The post-hoc analysis was
performed using the Bonferroni test. The level of significance was taken at p<0. 05.
Statistical analysis was performed using the program: TIBCO Software Inc. (2017).
Statistica (data analysis software system), version 13. https://www. tibco. com/ .

Results: There were no changes in proliferation and survival of the evaluated
cells under the influence of laser radiation and variable and constant magnetic fields.

Conclusions:

Laser radiation in the therapeutic dose range does not affect the survival of normal
and cancerous skin cells in vitro.

Laser radiation in the therapeutic dose range does not affect the proliferation
of normal and cancerous skin cells in vitro.

The constant and variable magnetic field within the therapeutic dose range does not

affect the survival of normal and cancerous skin cells in vitro.
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4. The constant and variable magnetic field within the therapeutic dose range does not

affect the proliferation of normal and cancerous skin cells in vitro.

Studies have shown that exposure to permanent and variable magnetic fields
as well as laser radiation in the therapeutic dose range does not affect proliferation
and cell cycle changes of human skin cancer cells (A431) as well as normal skin
keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts (NHDF). Based on the conducted studies,
it should be concluded that exposure to the above-mentioned physical factors may
bring positive pro-health stimuli in patients through different molecular mechanisms
than the changes studied in this paper. In addition, the results obtained may also
suggest that physical therapy is relatively safe for patients, as it does not locally
stimulate skin cells to divide uncontrolledly, which could be the beginning of inducing
the process of carcinogenesis. On the other hand, the results of the studies presented
in this monograph are preliminary, and it should be noted that on their basis it is not
possible to confirm the safety of the use of physical therapies in cancer patients.

Continuation and extension of studies on the effects of laser radiation
and magnetic field on healthy and abnormal cells is necessary in order to establish
possible contraindications to their use.
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