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I WSTEP

I 1. Wprowadzenie

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

Fizykoterapia to jeden z dzialow szeroko pojetej fizjoterapii, ktory jest
wykorzystywany w lecznictwie od wielu lat. Jak wskazuja dane w latach 2016 - 2019
fizykoterapia stanowita okoto 70% wykonywanych zabiegéw z zakresu fizjoterapii
ambulatoryjnej. W roku 2019 zawod fizjoterapeutow poddano prawnej regulacji i
wprowadzono do ich zakresu uprawnien programowanie przebiegu procesow
terapeutycznych, co miato na celu migedzy innymi usprawni¢ system. Poroéwnujac
liczbe wizyt fizjoterapeutycznych w latach 2018 1 2019, wzrosta ona z okoto 37 tys.
do 2,2 mln. Pomimo takich zmian, proporcje w liczbie wykonywanych zabiegéw
praktycznie si¢ nie zmienity. Nadal wigkszos¢ wykonywanych zabiegow w
panstwowym systemie ochrony zdrowia stanowig zabiegi fizykoterapeutyczne
(68,3%), a kinezyterapia, ktorej skuteczno$¢ jest znacznie bardziej udokumentowana
stanowi 23,4% wykonywanych zabiegéw, natomiast masaz zajmuje zaledwie 8,29%
wszystkich zabiegéw fizjoterapii (Dziennik Urzedowy Ministra Zdrowia - Mapa
potrzeb zdrowotnych, MZ 2021).

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

- 6,3% ludno$ci w wieku produkcyjnym (1,44 mln os6b),

- 18,6% ludnosci w wieku poprodukcyjnym (1,56 miln oséb).
Wyzej  wspomniane aspekty (wzrost zapotrzebowania na  zabiegi

fizjoterapeutyczne oraz wydtuzony czas oczekiwania) wywieraja negatywny wplyw
zardwno na stan zdrowotny pacjentéw jak 1 na kwestie gospodarcze oraz budzetowe

panstwa. Im dluzej pacjenci oczekujg na terapig, tym czas powrotu do zdrowia jest



dtuzszy, spada produktywnos$¢, ale rowniez generowane sg bardziej zaawansowane
problemy zdrowotne oraz powiktania. Te z kolei generuja wigksze koszty
pézniejszego leczenia.

Najczgstszymi powodami rehabilitacji sa:

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 i koniecznym
aspektem jest migdzy innymi rehabilitacja pacjentow w dziedzinie onkologii. W 2018
roku bylo rehabilitowanych tylko okolo 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. wilasnie z braku klarownych wytycznych
postepowania z dang grupa chorych 1 ostroznosci specjalistow kierujgcych pacjentow
onkologicznych na fizjoterapig, ktoérzy chorobe nowotworowa traktuja jako
bezwzgledne przeciwwskazanie do fizjoterapii.

Jednoczesnie skutki uboczne, czesto towarzyszace leczeniu onkologicznemu,

moglyby by¢ minimalizowane poprzez zastosowanie metod fizykoterapeutycznych.

W zalezno$ci od rodzaju nowotworu, przebiegu i rodzaju leczenia pojawia si¢
wiele roznorodnych dolegliwos$ci. Sg to miedzy innymi zaburzenia immunologiczne
(Volker, 2018) czy obrzgki limfatyczne (Werner, 2001). Jednym z przyktadow
wykorzystania zabiegdw fizykoterapeutycznych w onkologii sg obrzeki limfatyczne z
powodu raka sutka, w ktoérych stosowane jest promieniowanie laserowe w celu ich
niwelowania (Baxter i wsp. 2017; Farhan 1 wsp. 2023). Bdl jest powszechnym
zjawiskiem u pacjentéw chorujacych na nowotwory, szczegdlnie w zaawansowanym
stadium choroby. Czgsto$¢ wystgpowania bolu podawana jest przez réznych autorow
1 mie$ci si¢ w przedziale od 50% do 70% chorych (Portenoy i wsp. 2011). W literaturze
mozna spotka¢ zalecenia, ktére podkreslajag konieczno$¢ poszukiwania skutecznych
metod usmierzajacych bol, czesto wskazujac na zabiegi fizjoterapii jako jedng z nich

(Goodwin 1 wsp. 2014; Kalinowski 1 Krawulska, 2012).



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

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

typu powiktan, zwigzanych czesto z bélem dochodzi aspekt zmniejszonej aktywnosci

fizycznej osob chorych (Szpunar, 2018; Avancini 1 wsp. 2020; Misigg 1 wsp. 2022). Z
kolei aktywno$¢ fizyczna jest czynnikiem wplywajacym korzystnie na dziatanie
uktadu odpornosciowego (Forte 1 wsp. 2022), ktéry zostaje ostabiony przez sam proces
leczenia. To rowniez wptywa na pogorszenie ogdlnej wydolnosci organizmu poprzez
ostabienie uktadu krazenia oraz oddechowego, ktorych sprawnos¢ zalezy od
intensywnosci podejmowanych zaje¢ ruchowych (Nystoriak i Bhatnagar, 2018; Jing
wsp. 2023; Yang i wsp. 2023; Zhu i wsp. 2022).

Ponadto w literaturze mozna réwniez spotkaé opisy nietypowych objawow
nowotworow, na przykltad zapalenia stawdw, wskazujacych na reumatoidalne
zapalenie stawow (RZS), jednak bedacych wczesnym objawem utajonego nowotworu
zto§liwego. Jednoczesnie czgsto w przypadku RZS stosuje si¢ zaréwno
promieniowanie laserowe i pole magnetyczne, ktdre stanowig przeciwwskazanie u
pacjentow onkologicznych (Hossein-Khannazer 1 wsp. 2022; Zwolifiska i wsp. 2016).
Tego typu doniesienia wskazuja na potrzebe doktadniejszego badania wptywu wyzej
wymienionych czynnikow na komoérki ludzkie kierujac si¢ zasadg “przede wszystkim

nie szkodzi¢”.



Z kolei wyzej wymienione aspekty maja rowniez powigzanie z tym, ze wiele
0s6b chorujacych na nowotwory ma problemy ze snem i zmaga si¢ z bezsennoscia,
ktora czesto leczy si¢ lekami, ktére dodatkowo obcigzaja organizm (Pinucci i wsp.
2023). W kontekscie mozliwosci wykorzystania fizjoterapii w leczeniu bezsennos$ci
istnieja doniesienia o korzystnym oddzialywaniu pola magnetycznego na jakos$¢ snu
(Liao i wsp. 2023) jednak nie ma jednoznacznych doniesien i wskazan jego stosowania
w tym zakresie.

Podobnie jest w przypadku blizn, ktore u pacjentow onkologicznych bardzo
czesto powstaja w wyniku licznych interwencji chirurgicznych i maja one znaczny
wplyw na ich codzienne funkcjonowanie (Philips i wsp. 2020). W tym aspekcie warto
zwroci¢ uwage na to, ze coraz czesciej w terapii blizn uzywany jest laser, jednak takze
jego stosowanie nie jest poparte jednoznacznymi dowodami naukowymi. W literaturze
podkresla si¢ istote kontynuowania i rozszerzania badan na ten temat (Ohshiro 1 wsp.
2013).

Wszystkie wyzej wymienione czynniki laczg si¢ rowniez z bardzo waznym
kontekstem w calym procesie wspierania osob 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 aktywnosci fizycznej, ktora odgrywa wazng
role w utrzymaniu zdrowia psychicznego. W profilaktyce i skutecznym leczeniu
roznego rodzaju zaburzen psychicznych, ktére czesto towarzysza pacjentom
onkologicznym (Wang i wsp. 2020; Bolekova i wsp. 2023) moze ona znaczaco
wptynac na rokowanie choroby nowotworowej (Zyzniewska-Banaszak i wsp. 2021).
Zastosowanie fizykoterapii jako $rodka wplywajacego na niwelowanie skutkow
ubocznych procesu leczenia onkologicznego (m. in. oslabienie sity mig¢éniowe;,
dolegliwosci bolowe) jest potencjalnym narzedziem utatwiajacym pacjentom
podejmowanie odpowiednio dobranej aktywnos$ci fizycznej. Stad wynika potrzeba
wnikliwego poznawania mechanizméw zachodzacych w organizmie cztowieka, w
trakcie jej stosowania.

Ponadto, czgsto wskazywanymi $rodkami w celu niwelowania skutkéw
ubocznych leczenia onkologicznego (czgsto spowodowanych ingerencja substancji
trujacych rowniez na komorki zdrowe) jest farmakoterapia (Fallon 1 wsp. 2018), ktora
rowniez wiaze si¢ z réznymi skutkami niepozadanymi. W literaturze jednak wiecej jest
doniesien odnosnie terapii ruchem, pracy manualnej w celu niwelowania skutkow

ubocznych leczenia onkologicznego, a stosunkowo mato wskazujacej na role



fizykoterapii jako formy wspomagajacej te procesy (Pyszora, 2010). Réwniez w
raportach WHO (Stewart 1 Wild, 2014) brakuje wskazan i analiz odno$nie stosowania
fizykoterapii w tym aspekcie.

Pole magnetyczne i promieniowanie laserowe to jedne z najczescie]
stosowanych zabiegow terapeutycznych w fizykoterapii. Jednoczesnie sg to metody,
ktére nie angazuja tak bardzo czasowo terapeutow, jak kinezyterapia czy masaz
leczniczy. Umozliwiaja wiec realizacje wigkszej ilosci procedur terapeutycznych
jednoczes$nie. Opublikowane dotychczas doniesienia naukowe nie wskazuja jednak
jednoznacznego oddziatywania wyzej wymienionych czynnikow fizykalnych na

procesy zachodzace na poziomie komorkowym, a takze nie wyjasniaja dostatecznie

ich mechanizmow dzialania. Dodatkowo nalezy zwroci¢ uwage na fakt, Zze stosowane
w roznych eksperymentach parametry obu wyze] wymienionych czynnikow
fizykalnych sa zréznicowane ze wzgledu na rdéznorodnos¢ grup badanych,
wykorzystywane aparaty oraz stosowane dawki. Istnieje stosunkowo mato badan
podstawowych nad procesami zachodzacymi na poziomie komodrkowym, pod
wpltywem oddzialywania promieniowania laserowego 1 pola magnetycznego.
Konsekwencja tego jest brak klarownych, opartych na badaniach naukowych
wytycznych dotyczacych ich dawkowania umozliwiajacego osiagganie lepszych
efektow terapeutycznych, jak rowniez ewentualnych przeciwwskazan do ich
stosowania. Dotyczy to zaro6wno oddzialywania tych czynnikdéw 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, ktorego wyniki
wykazaly, ze zastosowanie lasera impulsowego z emisja promieniowania
podczerwonego powoduje wzmozenie procesu apoptozy komoérek nowotworowych,
przy jednoczesnym braku oddzialywania na komorki prawidlowe. Pomimo to,
stosowanie go w obszarach, gdzie stwierdzono zmiany pierwotne lub wtorne o
charakterze nowotworowym, jest odradzane. Naswietlanie laserem zalecane jest
wylacznie w terminalnych stadiach choroby, po uzyskaniu zgody lekarza specjalisty
oraz pacjenta, na przyktad w celu tagodzenia bolu (Van Coevorden, 2009). Tego typu
doniesienia sugerujagce 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 podjgcie



jednoznacznego stanowiska w kwestii stosowania promieniowania laserowego w
przypadku pacjentow chorych onkologicznie

Poznanie mechanizméw dziatania 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 okreslonych stanach

klinicznych pacjentow. Weryfikacja taka umozliwitaby dostosowywanie procesow
terapeutycznych  do  poszczegélnych  jednostek  chorobowych, w  celu
zoptymalizowania 1 udoskonalenia procesu leczenia, powrotu pacjentow do
sprawno$ci psychofizycznej oraz funkcjonowania w spoteczenstwie. Datoby to
mozliwo$¢ dzialania 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
mechanizmow oddzialywania czynnikéw fizykalnych na organizm ludzki
umozliwitoby zastosowanie ich w celu niwelowania skutkéw ubocznych leczenia
farmakologicznego 1 chirurgicznego w przypadku choréb nowotworowych. Ponadto
poprzez doktadniejsze poznawanie mechanizméw dziatajacych w trakcie stosowania
tego typu czynnikow fizykalnych, mozna skuteczniej wykorzystywac je w przypadku
wielu chorob, prewencji urazow oraz ogolnie pojetej profilaktyce zdrowotnej. Dotyczy
to praktycznie wszystkich dzialéw medycyny, w ktorych fizjoterapia ma swoje

zastosowanie.

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 wskazujace na pozytywne oddziatywanie wyzej wymienionych
czynnikdw fizykalnych nie sa one potwierdzone i nadal, w praktyce, choroba
nowotworowa jest traktowana jako przeciwwskazanie bezwzgledne do wykonywania
tego typu terapii.

Ponadto, biorac pod uwage coraz wicksze zapotrzebowanie na wyzej
wymienione zabiegi 1 mozliwo$¢ nabycia sprz¢tu 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
wplywu réznego dawkowania promieniowania laserowego oraz pola magnetycznego

zarobwno na komorki prawidlowe jak i nowotworowe. Mozliwe, ze szczegdtowe



poznanie mechanizméw dziatania wskazanych czynnikéw fizykalnych umozliwitoby
celowane stosowanie ich w réznego rodzaju chorobach, w bezpieczny dla pacjentéw

Sposob.
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II. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena wptywu wybranych terapii czynnikéw fizykalnych na
proliferacje i przezycie ludzkich komorek prawidlowych oraz nowotworowych. Celem
szczegdtowym byta analiza wplywu pola magnetycznego (zmiennego i stalego pola
magnetycznego niskiej czestotliwo$ci) oraz promieniowania laserowego na

proliferacje oraz przezywalno$¢ komorek w modelu in vitro.

III. PYTANIA BADAWCZE

Postawiono nastepujace pytania badawcze:

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

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

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

4. Czy promieniowanie laserowe wpltywa na proliferacje komorek
nowotworowych skory (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

5. Czy zmienne pole magnetyczne wplywa na proliferacje komorek
nowotworowych skéry (A431), komorek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?

6. Czy stale pole magnetyczne wplywa na proliferacje komorek
nowotworowych skory (A431), komoérek skory - keratynocytow (HaCaT), komorek
skory - fibroblastow (NHDF)?
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IV. MATERIAL 1 METODY BADAWCZE
IV 1. Material badany

Badania przeprowadzono na liniach komérkowych:

- A431 (ludzkie komorki ptaskonabtonkowego raka skory),

- NHDF (prawidtowe komorki ludzkich fibroblastow),

- HaCaT (prawidtowe komorki ludzkich keratynocytow, uniesmiertelnione).

Wszystkie linie komorkowe uzyte w badaniach znajduja si¢ w repozytorium
Pracowni Hodowli Komoérkowych Zaktadu Histologii i Embriologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Linia komoérek 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 komorek A431 oraz HaCaT prowadzono w medium DMEM (Lonza,
Bazylea, Szwajcaria) z dodatkiem roztworu 1% L-glutaminy ze streptomycyna i
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 komoérek wynosita ok. 70%. Media zmieniano dwa
razy w tygodniu. Hodowle komorkowe prowadzono w sterylnych warunkach w
inkubatorze Steri Cycle 381 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) w 37°C, w
atmosferze 5% COa.

Na potrzeby przeprowadzenia badan za pomoca testu MTT komorki zawieszano
w 100 pl pelnego medium hodowlanego wysiewano na plytkach 96-dotkowych
(Falcon), w ilo$ci 1 x 10* komérek/dotek. W przypadku komoérek przeznaczonych do
analizy cyklu komérkowego za pomoca cytometrii przeptywowej (FACSCantoll™,
Becton Dickinson, Eysins, Szwajcaria) wysiewano na plytki 6- dotkowe w ilosci 1 x

10° komorek/dotek.
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IV 2. Metody badawcze

W celu przeanalizowania przezywalno$ci komorek stosowano test MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide). W tescie tym zotta sol tetrazolowa zostaje
przeprowadzona do fioletowej pochodnej formazanu w mitochondriach zywych
komorek w wyniku reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez oksydoreduktazy.
Test ten jest testem kolorymetrycznym, ktéry 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 pl roztworu MTT po czym plytki 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, ktérg przyjeto| za
100%, zgodnie ze wzorem:

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

gdzie:

v - przezywalno$¢ w procentach,

pB - $rednie warto$ci absorbancji dla proby badanej,

pK - $rednie wartosci absorbancji dla kontroli.

pM - absorbancja medium

W celu weryfikacji oddziatywania wybranych czynnikow fizykalnych na
poszczegodlne fazy cyklu komorkowego wykonano analizg przy wykorzystaniu aparatu
do cytometrii przeptywowe;j. Jest to technika badawcza, w ktérej ocenie poddawane
sa pojedyncze komorki, przeplywajace przez wigzki $wiatla laserowego. Zazwyczaj
bada si¢ 50 000-500 000 komorek i poddaje si¢ analizie na cytogramach (Piatosa i

Klaudel-Dreszler, 2012). Pozwala ona dokona¢ szybkiego pomiaru



13

rozproszonego $wiatta lub sygnatow fluorescencji, ktére pochodza z naswietlonej
komorki. Stwarza to mozliwo$¢ oceny jakosciowej i ilosciowej komorek (Fabijanska-
Mitek i Stachurska, 2017). Znajduje ona szerokie zastosowanie w wielu dziataniach
diagnostycznych, migedzy innymi w analizie cyklu komorkowego, co umozliwia
weryfikacje jaki odsetek komorek znajduje si¢ w danej fazie.

Cykl komoérkowy obejmuje cztery nastepujace po sobie fazy: G1, S, G2 oraz M,
z ktorych trzy pierwsze stanowig interfazg. W fazie cyklu S nastgpuje replikacja
materiatu genetycznego, natomiast fazy G1 oraz G2, wystgpujace przed faza S oraz
M, to czgé¢ cyklu komodrkowego, w ktdrych zachodzi synteza bialek, lipidow oraz
enzyméw. Podziat catej komorki, w tym jej genomu, nastgpuje w fazie M. Liczne
zaburzenia cyklu komoérkowego, przede wszystkim nieprawidtowa, nadmierna
proliferacja komorek, sa typowe dla procesu kancerogenezy. Liczne regulatory cyklu
komoérkowego, jak cykliny i kinazy cyklinozalezne odgrywaja kluczowa role w
punktach kontrolnych cyklu komoérkowego i reguluja przejscia komorki w kolejne fazy
podziatu (Dziegiel i Marszatek, 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 analize¢ cyklu komoérkowego, gdzie uzyskano informacje o
ilosci komorek znajdujacych sie w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego (fazy:
Gl1, S oraz G2), co umozliwito ocen¢ wptywu pola magnetycznego i 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, srednie i najwyzsze rekomendowane warto$ci
(Kasprzak i Mika, 151-188; 336-349, 2006).

W  przyblizeniu stanowilo 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 komoérkowych (A431, NHDF, HaCaT) wykonano w przypadku komodrek
przeznaczonych do testu MTT w trzech powtarzalnych cyklach, a w przypadku
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komorek przeznaczonych do cytometrii przeplywowej w dwodch. Przez jeden cykl
rozumie si¢ zatozenie i wysianie hodowli, trzy dni ekspozycji na czynniki fizykalne i
wykonanie testu MTT lub cytometrii przeptywowej (ryc. 7). Nastgpnie analizie
poddane byly usrednione wyniki ze wszystkich trzech powtorzen testu MTT oraz

dwoch powtdrzen cytometrii przeptywowe;.

Ryc 7. Schemat przeprowadzonych badan.
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W przypadku promieniowania laserowego komorki poddawano ekspozycji
wedlug zastosowanej dawki trzy razy dziennie przez 3 kolejne dni. Przerwy miedzy
kolejnymi nas$wietlaniami wynosity czterdziesci minut. Zastosowano dawki: 1 J/cm?,
8 J/em? i 15 J/em?, wypehienie: 100%, pole zabiegowe: w plytkach 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 stalego 1 zmiennego komorki byly
eksponowane rowniez wedtug zastosowanej dawki dwa razy dziennie przez 3 kolejne
dni. Przerwy migdzy ekspozycjami wynosily sze$¢dziesigt minut. Komorki
traktowano dawkami: wartosci indukcji znamionowej przy $Sciance aplikatora 2,5 mT,
6 mT i 12 mT natomiast w geometrycznym $rodku aplikatora 0,5 mT, 4 mT i 10 mT
oraz analogicznie o czestotliwosci 2 Hz, 60 Hz i 120 Hz. Zastosowano zmienne oraz
stale pole magnetyczne. W przypadku ekspozycji na pole magnetyczne zmienne
spectrum wynosito 10 Hz, czas trwania impulsu 1 s 1 przerwy 0,8 s, ksztatt pola
sinusoidalny ze wzgledu na jego uniwersalne zastosowanie. Czas oddziatywania pola
magnetycznego wynosit kazdorazowo 10 minut. Plytki umieszczano w
geometrycznym srodku aplikatora.

Kontrole w badaniach stanowity komoérki wyjmowane z inkubatora na czas
potrzebny do ekspozycji komorek badanych, nie byly 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
- dtugo$¢ 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 zostaly przeprowadzone w
okresie od wrzesnia 2021 roku do czerwca 2022 roku, w Pracowni Hodowli
Komoérkowej Zaktadu Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow

Slaskich we Wroctawiu.



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$¢ rozktadu zmiennych przeprowadzono z zastosowaniem testu
Shapiro-Wilka. Dla sprawdzenia istotnosci réznic w analizie liczby komorek w
poszczeg6lnych fazach cyklu komoérkowego oraz przezywalnos$ci, pomigdzy grupami,
zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji — jednoczynnikowa ANOVA (one-
way ANOVA) z analizg post-hoc za pomoca testu Bonferroniego. Poziom istotnosci
przyjeto na poziomie p<0.05. Analiz¢ statystyczng wykonano przy uzyciu programu

Statistica 13 (TIBCO Software Inc.)
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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 komorkowych 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
Jiem?, 8 J/em?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).

Wykazano istotng réznice w przypadku naswietlania linii NHDF, gdzie przy
dawce promieniowania 8 J/cm? zaobserwowano mniejsza przezywalnos¢ komorek w

stosunku do grupy kontrolne;j.

Ryc. 10. Wyniki testu MTT A431, NHDF, HaCaT po ekspozycji na promieniowanie
laserowe, w zaleznosci od dawki naswietlania.
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V 1.2.Wyniki testu MTT na liniach komorkowych A431,
NHDF i HaCaT po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 11 przedstawiono wyniki testu MTT przeprowadzonego po
ekspozycji linii komérkowych A431, NHDF i HaCaT na pole magnetyczne zmienne
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT 1 60 Hz; 10 mT i 120 Hz) w
odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

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 komorkowych A431,
NHDF i HaCaT po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 12 przedstawiono wyniki testu MTT przeprowadzonego po
ekspozycji linii komoérkowych A431, NHDF i HaCaT na pole magnetyczne state przy
zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT 1 2 Hz; 4 mT i1 60 Hz; 10 mT i 120 Hz) w
odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych r6éznic miedzy badanymi grupami.

Ryc. 12. Wyniki testu MTT A431, NHDF, HaCaT po ekspozycji na pole
magnetyczne stale, w zaleznosci od dawki promieniowania.



21

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 komorkowego linii komorkowej
A431

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

Na rycinie 13 przedstawiono wyniki analizy cyklu komoérkowego
przeprowadzonego po naswietlaniu laserem linii komorkowej A431 trzema dawkami
(1 J/em?, 8 J/em?, 15 J/em?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania). Nie
zaobserwowano istotnych roznic miedzy badanymi grupami. Najwyzszy odsetek
komorek (powyzej 50%) we wszystkich grupach badanych oraz kontroli
zaobserwowano w fazie GIl, natomiast najnizszy (ponize] 5%) w fazie cyklu
komoérkowego G2. Z kolei odsetek komorek w fazie S, w ktorej replikowany jest
material genetyczny wynosit blisko 45%. Wyniki analizy cyklu komodrkowego
wskazujg, ze promieniowanie laserowe nie wptyneto na zmiany cyklu komorkowego

komorek raka skory linii A431.

Ryc. 13. Odsetek komorek linii komorkowej A431 w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zaleznosci 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 komoérkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komérkowej A431 na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT 1 60 Hz; 10 mT 1 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi grupami.

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

komorek raka skory linii A431.

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

A431 po ekspozycji na pole magnetyczne stale.

Na rycinie 15 przedstawiono wyniki analizy cyklu komoérkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komorkowej A431 na pole magnetyczne state
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT i 60 Hz; 10 mT 1 120 Hz) w
odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (okoto 50%) we wszystkich grupach badanych oraz
kontroli zaobserwowano w fazie S, w ktorej replikowany jest material genetyczny.
Najnizszy (okoto 5%) w fazie cyklu komérkowego G2. Z kolei odsetek komorek w
fazie G1, wynosit okoto 40%. Wyniki analizy cyklu komérkowego wskazuja, Zze pole

magnetyczne state nie wptyneto na zmiany cyklu komérkowego komorek raka skory

linii A431.

Ryc. 15. Odsetek komorek linii komdorkowej 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 komoérkowego 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 komoérkowego
przeprowadzonego po naswietlaniu laserem linii komérkowej NHDF trzema dawkami
(1 J/em?, 8 J/cm?, 15 J/cm?) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez naswietlania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

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

komorek skory linii NHDF.

Ryc. 16. Odsetek komorek linii komoérkowej NHDF w poszczegolnych fazach
cyklu komorkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zaleznosci od
dawki naswietlania.
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V 2.2.2. Wyniki analizy cyklu komorkowego 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 (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT 1 60 Hz; 10 mT 1 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

Najwyzszy odsetek komorek (miedzy 70% a 80%) we wszystkich grupach
badanych oraz kontroli zaobserwowano w fazie GI, natomiast w fazie cyklu
komorkowego 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
komorkowego wskazuja, ze pole magnetyczne zmienne nie wplyneto na zmiany cyklu

komoérkowego komorek skory linii NHDF.

Ryc. 17. Odsetek komorek linii komérkowej NHDF w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego 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 komoérkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komérkowej NHDF na pole magnetyczne state
przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT 1 60 Hz; 10 mT i 120 Hz) w
odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

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

komorek skory linii NHDF.

Ryc. 18. Odsetek komorek linii komérkowej NHDF w poszczegolnych 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 komorkowego linii komorkowej
HaCaT po ekspozycji na promieniowanie laserowe.

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

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

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

komorek skory linii HaCaT.

Ryc. 19. Odsetek komorek linii komdrkowej HaCaT w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na promieniowanie laserowe, w zaleznosci od dawki
naswietlania.



28

V 2.3.2. Wyniki analizy cyklu komorkowego linii komorkowej
HaCaT po ekspozycji na pole magnetyczne zmienne.

Na rycinie 20 przedstawiono wyniki analizy cyklu komodrkowego
przeprowadzonego po ekspozycji linii komorkowej HaCaT na pole magnetyczne
zmienne przy zastosowaniu trzech dawek (0,5 mT i 2 Hz; 4 mT 1 60 Hz; 10 mT 1 120
Hz) w odniesieniu do grupy kontrolnej (bez promieniowania).

Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy badanymi grupami.

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

komorek skory linii HaCaT.

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

Na rycinie 21 przedstawiono wyniki analizy cyklu komoérkowego
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 material
genetyczny wynosit okoto 50%. Odsetek komorek okoto 40% we wszystkich grupach
badanych oraz kontroli zaobserwowano w fazie Gl, natomiast w fazie cyklu
komoérkowego G2 wynosit okoto 5%. Wyniki analizy cyklu komorkowego wskazuja,
ze pole magnetyczne stale nie wptyneto na zmiany cyklu komoérkowego komoérek

skory linii HaCaT.

Ryc. 21. Odsetek komorek linii komdrkowej HaCaT w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego po ekspozycji na pole magnetyczne state, w zaleznosci od dawki
promieniowania.
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VI WNIOSKI
Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa na
przezywalnos¢ prawidlowych i nowotworowych komoérek skory w warunkach in
vitro.
Promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie wpltywa na
proliferacj¢ prawidlowych i nowotworowych komorek skory w warunkach in vitro.
Stale i zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa na
przezywalnos¢ prawidlowych 1 nowotworowych komoérek skory w warunkach in
VItro.
Stale i zmienne pole magnetyczne w zakresie dawek terapeutycznych nie wptywa na
proliferacj¢ prawidlowych i nowotworowych komorek skory w warunkach in vitro.
Przeprowadzone badania pokazaty, ze ekspozycja na stale oraz zmienne pole
magnetyczne, a takze promieniowanie laserowe w zakresie dawek terapeutycznych nie
wptywa na proliferacj¢ oraz zmiany w cyklu komérkowym ludzkich komérek 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 pacjentbw 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 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 pacjentdw onkologicznych.
Kontynuacja 1 rozszerzenie badan dotyczacych wpltywu promieniowania
laserowego oraz pola magnetycznego na komorki zdrowe i nieprawidlowe jest

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