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1. Wstep

1.1. Laser-wiadom@i ogolne

Po raz pierwszy ugzlzenie laserowe zostato skonstruowane w 1960 ezpfheodora
Maimana w Malibu w USA. Laser wytwarza promieniowanie elektromagnetyqzoestajce
dzigki zjawisku tzw. emisji wymuszonej. Zdi na atom bdacy w stanie wzbudzenia padnie
kwant promieniowania, nagii samoistne przéfie atomu do stanu podstawowego
z jednoczasowspontaniczg emisp kwantu promieniowania, a zatem w procesie tym ddeh
do wypromieniania fotondw wskutek oddziatywaniawaktemswiatta inicjujgcym caty proces.
Cechy charakterystyczntego zjawiska jest faktz ifoton inicjujacy proces nie jest pochtaniany,
a otrzymany kwant promieniowania jest identyczrgwantem inicjujcym proces - to znaczy,
ze ma talf samy czestotliwosé, faz, kierunek i zwrot pydkosci. Dzieki takim wiasciwosciom
mozliwe jest wzmocnienie okéonych wizek promieniowania. Aby zjawisko to byto wliave
konieczna jest tak zwana ,inwersja obsadzenergetycznych atomu. Oznacza tb,wbrew
naturalnemu poggkowi, dzeki energii dostarczonej z zewtnz w danym érodku znajduje si
wigcej atomow w stanie wzbudzeniaznv stanie podstawowym. W wdzeniu laserowym
dodatkowo znajduje sitak zwany rezonator optyczny. Twergo dwa ustawione do siebie
rownolegle zwierciadta, dgki ktorym swiatlo laserowe mze wielokrotnie przechodiprzez
osrodek aktywny urgdzenia. Nalgy zaznacz§, iz zazwyczaj jedno ze zwierciadet jest
catkowicie odbijagce, drugie natomiast eiowo transmisyjne, co unabwia wyprowadzenie
promieniowania laserowego poza adzenie. Dztki temu, poprzez sp¢zenie zwrotne dodatnie,
nastpuje wzmacnianie fal elektromagnetycznych tylko gbrvanej diugéci i kierunku, co
umazliwia powstanie akcji laserowej. Schemat laseraoemhy jest na rycinie 1. Sama nazwa
laser wz¢ta sk od wspomnianego wcgeie] zjawiska emisji wymuszonej i jest akronimem
angielskich stéwLight Amplification by Stimulated Emission of Rdigia. Nieomal od pocatku

sSwojego istnienia ugdzenie to znalazto zastosowanie w medycynie.
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Rycina 1. Schemat wdzenia laserowego.

Istnieje wiele sposobow klasyfikacji laserow, ediy innymi ze wzgjdu na widmo
emitowanego promieniowania,srodek czynny (np. lasery: potprzewodnikowe, gazowa,
cieczy i na ciele statym), charakter pracy (impwulgobadz ciagly), czy zakres mocy
emitowanych przez ugdzenie. Ostatni sgodd wymienionych sposob podziatu wydaje B¢
najodpowiedniejszy bigc pod uwag klasyfikacg zastosowd medycznych promieniowania
laserowego. W codziennej praktyce klinicznej stessi laser, ktory emituje promieniowanie
z zakresu diugmi fal charakterystycznych dlswiatta widzialnego. Ze wzgtlu na wartéci
wypromieniowanej energii promieniowanie laserowe ielilmy na: nisko-, srednio-

i wysokoenergetyczne. W praktyce klinicznej, jaBiamedycznych badaniach dawki: energii i
mocy najcgsciej podawane $ zindeksowane na jednostkpowierzchni. | tak najeZciej
wykorzystywan w przypadku energii jednosiest J/m2 (opcjonalnie w zaleosci od ilosci
przenoszonej energii J/Jcm?2), ktora tak naprayedt miag ekspozycji promieniowania zwanej
tez fluencp (z ang. Radiant Exposure albo Fluence). W przypadkcy najczsciej stosowan
jednostly jest W/m2 lub mW/cm?, ktéra definiuje irradiagcjPraktyka ta podyktowana jest
kilkoma wzgkdami: obszary r@avietlanych obiektow gbardzo réne i najprostszym sposobem
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ujednolicenia ich jest okékenie ich pola powierzchni. W efci eksperymentow wykorzystuje
sie rozproszongwiatto laserowe, ktérego parametry mogdbiegag od wiaciwosci skupionej
wigzki laser wobec powyszego indeksowanie wzglem pola powierzchni d@ietlanych
obiektéw utatwia pordwnywanie i interpretacje pasgolnych bada

Dlatego te w niniejszej rozprawie, zgodnie z najéziej wykorzystywan w badaniach
biomedycznych prakty energé promieniowania, ktora pochitaniat dwdetlany obiekt
okreslana lzdzie w jednostce J/cm?, mocsaa mW/cm?2. Jak ji wczeniej zostato wspomniane
rozr&niamy promieniowanie: niskoenergetyczne ktére zgodnprzygta nomenklatug miesci
sie z zakresem energii do kilkudziesiu J/cm?,srednioenergetyczne o energii w zakresie od
kilkudzieskciu do kilkuset J/cm2 oraz promieniowania wysokogag/czne z wielkgciami

rzedu kilkuset J/cm? i wgicej.

1.2. Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe

Do réznych celéw medycznych wykorzystywane jest petnéispen energii laserowej
Szczegollnie interesagy | stosunkowo mato poznany wydaje ¢ siby¢  wplyw
niskoenergetycznego promieniowania na organizmkiud2o klinicznej praktyki jako metagd
lecznicz niskoenergetyczne promieniowanie laserowe (LLLPyawadzit E. Master w drugiej

potowie lat sz&tdzieshtych XX wieku 3

. Wykorzystuje ona efekt fotobiostymudoy

i fotobiomodulugcy na organizm ludzki. Tak szeroko g definicje proceséw zachagz/ch
pod wptywem niskoenergetycznego promieniowania datyaréwno zmian zachoglzych na
poziomie komérkowym, jak i obserwowanych kasay klinicznych tych dziala. Zaréwno
zmiany w metabolizmie komorkowych (wzrost syntez§PA DNA, RNA) jak i kliniczne ich
zastosowanie (np. przyspieszone gojenie owrzogkérnych)* ° zostato oméwione w dalszej
czesci rozprawy. Do osigniccia wczéniej wspominanego korzystnego oddziatywania
biomedycznego stosowana jest difigdal mieszczca s¢ w zakresie: 500 — 1000 nm.
Najmocniejszy biologiczny efekt oddziatywania olhwaje st przy diugdci fali z zakresu 620 —

680 nm oraz 812 — 870 nhr.
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1.3. Wptyw promieniowania laserowego na procesyadzce w komorce
Wplyw promieniowania laserowego na funkcje komopst wielokierunkowy i nie
w petni poznany. Najwaniejsze i mace najweksze zastosowanie w medycynie modyfikacje

aktywnasci zyciowej komorki omowiono poie;.

1.3.1. Zwgkszenie potencjatu proliferacyjnego

Promieniowanie laserowe dziata na podstawowe mideke funkcje komorkizywego
organizmu. Glownym, jednak nie jedynym, efektem ote@ddzialywania jest tzw.
fotobiostymulacja objawiaga s¢ miedzy innymi zwikszory proliferach komérek. Doktadny
mechanizm tego zjawiska nie zostat doad® poznany®. U jego podstaw lg aktywacja
tancucha oddechowego poprzez niskoenergetyczne pramwienie laserowe. Zostato
udowodnione, 7 nawietlanie niskoenergetycznym promieniowaniem lasgra wyzwala
zwiekszory produkcg reaktywnych form tlenu (ROS), okazuje,siz efekt ten jest zalmy od
dawki promieniowanid. Za gtéwny punkt uchwytu tego zjawiska ussast obecnie oksydaz
cytochromu & ° *°. Absorpcja fotonéw przez oksydaezytochromu C prowadzi do zykszenia
poziomu nie tylko ROS, ale réwriavzrost syntezy adenozyno tréjfosforanu (ATP)*? 3
(miedzy innymi poprzez przyspieszenie transportu ebeidw), jak i zweékszenia btonowego
potencjatu mitochondrialnego A¥m). Konsekweng tych zjawisk jest zwikszenie
komorkowego poziomu energii @ki nasileniu proces@ syntezy ATP zachodezych
w mitochondriach, jak réwnienasilenie wewstrzkomérkowego szlaku przekazu sygnatow,
skutkiem czego jest aktywacja polimeraz DRAWiadomo,ze elementy wstecznej sygnalizacji
mitochondriéw (ROS, ATPAYm , pH, tlenek azotu - NO}jscisle powhzane z aktywagjbadz
zahamowaniem kinaz znajdaych s¢ w cytoplazmie, co powoduje dalsze zmiany kaskad
sygnatowych, czego bezfpednim skutkiem jest synteza DNA, RNA, produkcjaaték
i enzymow zarownogprowych, jak i cytoplazmatycznych lub zmiany w dipivych btonach
komorki *°. Zostato udowodnionez imechanizm ten jest odpowiedzialny za pro-prolifgjae
dziatanie niskoenergetycznego promieniowania lagego. Niskoenergetyczne promieniowanie
laserowe najprawdopodobniej wskutek wgEej wspomnianych zmian we wstecznej

15, 16

sygnalizacji mitochondriow powoduje fosforylagj receptorow kinaz tyrozynowych

(TPKR), wyptywapc pobudzajco na szlak kinaz MAPK/ERK, ktorego zkszona aktywn&
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prowadzi z kolei do wzmamnej proliferacji komorkowej. ROS produkowane pre@ochondria

w odpowiedzi na ekspozychiskoenergetycznego promieniowania laserowegovaktykinaz
tyrozynows Src odpowiedzialn miedzy innymi za proliferagj komoérek ’. Wiadomo,
aktywacja komorek, jak i wzrost aktyw§w enzyméw tacucha oddechowego nie odbywa si
wytacznie poprzez mechanizmy zabe od mitochondridw. W komorkach fagocytarnych
niskoenergetyczne promieniowanie laserowe inicpgea-mitochondrialne procesy oddechowe
(konsekwengj czego jest wzrost syntezy ROS). Zvane jest to z aktywacpksydazy NADPH

zlokalizowanej na btonie komérkow¥}

1.3.2. Wptyw na kwasy nukleinowe

Zaobserwowano réwniewzrost syntezy DNA i RNA pod wptywem fwietlania™® **.
Efekt ten jest oggany miedzy innymi poprzez aktywacjsyntezy ATP i zwikszenie
wewmgtrzkomaérkowego poziomu wapnia. Zjawiska te inigjggereg biologicznych proceséw,
ktérych konsekwengj jest zwikszona synteza DNAC. Niskoenergetyczne promieniowanie
laserowe wptywa rowniena aktywné¢ komaorek poprzez transkrypcyjn post-transkrypcyijs
regulacg ekspresji genéw. Zjawisko to zachodzi wskutek niacju ekspresji mikro RNA?
(miRNA) pod wptywem promieniowania laserowego. g§teczki miRNA g krotkimi,

niekodujcymi caisteczkami RNA, ktdre regulaekspresj znacznej iléci genow?.

1.3.2. Wptyw na apoptez

Nalezy zaznaczy, iz niskoenergetyczne promieniowanie laserowe nieotyiwicksza
metabolizm i proliferagj komérek, ale rowniew wyzszych dawkach ni@ indukowé apoptoz
20. 21 Doktadny mechanizm, w jakim niskoenergetycznenpemiowanie laserowe indukuje
apoptoz nie zostat do keca poznany. Wydaje @ijednak, ¥ jest on silnie povgzany
z produkcja reaktywnych form tlenu ROS (ang. reatxygen species)” %2 Sugeruje §j iz
promieniowanie laserowe aktywuje kigagyntazy glikogenu B(GSK3B) %, ktéra bierze udziat
w wyzwalaniu apoptozy* **. Dodatkowo poprzez wspomniany wéaiej mechanizm ROS -
zalezny nastpuje zahamowanie szlaku Akt/GSK3!, ktéry wpltywa hamujco na aktywnét
samej GSKB ' ?* Ponadto niskoenergetyczne promieniowanie laseravaze zaréwno

indukowa: proliferacp (mate dawki energii - 0,8 J/énjak i apoptoz (wicksze dawki energii--

12



60,0 J/crf), poprzez zmianaktywndici tych samych kinaz, jak chiby kinazy C*°. Wskazywa

to maze na bardziej iléciowy niz jakosciowy charakter zmian pogdzy procesami
proliferacja/apoptoza komorki pod wptywem niskoegetycznego promieniowania. Una sk,

iz bezpdrednim ,efektorem”, poprzez ktéry odbywage sindukowana niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym apoptoza jest Kaspaz&®.3Proteaza ta jest kluczowym
mediatorem programowangnierci komorki i bierze udziat w rozktadzie wielgj jkluczowych
bialek ?’. Pomimo nie do kéca poznanego mechanizmu apoptozy indukowane;
niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym,ckeZza¢ autoréw jest zgodna,zi
czynnikiem ra@nicujgcym pomédzy dziataniem pro-proliferacyjnym a apoptotycznyest
gestas¢ energii dostarczona przez lad&r” 222°. Jdli jest ona odpowiednio wysoka - domiauj
procesy apoptozy. Co ciekawe, szlaki dzigdaj przeciw temu zjawisku (anty-apoptotycznie)
dalej g aktywowane nawet w przypadku promieniowania 0 Wigjogestasci energii tzw.
wysoko gstasciowego promieniowania laserowego o matej mocy r{g. ehigh fluence low-
power laser irradiation). Przykladem tego zjawiskgst szlak promieniowanie
laserowe/ROS/Src/Stat3, ktéry hamuje apoptozNalezy zaznaczy, iz w przypadku rénych
typéw komorek granica, w ktérej dochodzi do przewpgpceséw apoptotycznych nad pro-

proliferacyjnymi jest zmienna i swoista dla daneii komérkowe;j.

1.3.3. Zmiany w &teniach jonow

Aktywacja i zwkkszanie potencjatu proliferacyjnego komorek niet jgsdynym
oddziatywaniem niskoenergetycznego promieniowasarowego na funkcpg/ciowe komorek.
Zwicksza ono réwnie aktywndi¢ pompy sodowo-potasowé]’ **, doktadny mechanizm tego
zjawiska nie zostal do kea poznany, wnioskuje ¢sinatomiast, 4 moze mie on wptyw na
dziatanie przeciwbolowe promieni laserowych o régkinergii®.

Udowodniono ponadto, zi niskoenergetyczne promieniowanie laserowe podnosi
przepuszczalrnigé blony komérkowej dla wapnia, co skutkuje zlszeniem jego
wewnatrzkomérkowego poziomd® 3%, Efekt ten jest zauwalny dla rénego typu komoérek,
zaréwno pobudliwych np. miocytow jak i niepobudliwych np. mastocyt6¥; fibroblastow?®,
plemnikéw® i innych. W eksperymencie przeprowadzonym przed Lasp. *® okazalo sj, ze

wzrost poziomu wapnia jest w pewnym zakresie wpmsiporcjonalny do wzrostu energii
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promieniowania mierzonej w J/cm?, jak i proporcjlmyado wzrostu generacji reaktywnych form
tlenu, ROS. Autorzy wykazali réwnie bezpdredni zwihzek medzy poziomem wapnia
wewngtrzkomorkowego, a poziomem ROS, przez co wniagkag mechanizm aktywacji
kanatéw wapniowych wize st bezpdrednio z produkej ROS pod wptywem widzialnego
promieniowanie elektromagnetycznego. Promieniowaniaserowe zwiksza poziom
wewngtrzkomorkowego wapnia nie tylko poprzez mechanizl®SR zaleny. Jak zostato
wczesniej wspomniane pod wptywem niskoenergetycznego mgniowania laserowego
zachodzi zwikszona produkcja ATP, ktéra to pobudza wiele podiyp receptoréw

nukleotydowych P2, zwkszajc tym samym poziom wevgtrzkomérkowego wapnia” “C.

1.3.4. Zmiany w &teniu tlenku azotu

Pod wptywem niskoenergetycznego promieniowaniatagego nasila giprodukcja NO

41, 42, 43 44, 45

zarowno w badawczych modelaithvitro , jak iin vivo , W tym take w modelach
ludzkich “°. Doktadny mechanizm tego zjawiska nie zostat pongn&ugeruje si jednak,ze
w efekt ten zaangawanych jest kilka rinych proceséw. Jak zostato wéarj wspomniane,
LLLT ma silne wigciwosci aktywupgce enzymy mitochondrialnegoneucha oddechowego.
Okazuje sj, ze pod wptywem LLLT naspuje zwtkszenie produkcji przez oksydaz
cytochromu C". U podiaa tego zjawiska by najprawdopodobniej fakt konkurenciji pamiiy
0., a NO o centrum aktywne w enzymach mitochondrigoniencucha oddechowedt. LLLT
stymulupc aktywnad¢ kompleksu oksydazy cytochromu C, zisza uwalnianie NO z miejsc
aktywnych enzymu. Zjawisko to okiane jest jako hipoteza NO dziatania LLES Kolejnym

z potencjalnych mechanizméw nasilenia produkcji W@d wptywem niskoenergetycznego
promieniowania laserowego jest indukcja ekspresjiaktywacja syntaz tlenku azotu.
W pismiennictwie mana odnalé¢ badania sugergge, iz zjawisko to zachodzi zaréwno dla
izoformy iNOS, jak i eNOS. W przypadku syntazy eN®®jeruje si, iz u podstawy tego
procesu ley aktywacja szlaku kinazy PI3K/eNOS. Nalezy jednak zaznaczy iz w czsci
eksperymentow autorzy nie odnotowali wzrostu akiydgn syntaz (pomimo tego
zaobserwowano wzrost poziomu NOawic to zjawisko z uwalnianiem jego komorkowych
zapasow bez nagiczej aktywaciji)*®, badz wrecz rejestrowano ob#énie ekspresji INOS pod

wplywem LLLT w przypadku obserwaciji dtugoterminowdj Innym, szczegdlnie ciekawym ze
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wzgledu maliwosci bezpdredniego wplywu na aktywdé piytek krwi mechanizmem
zwigkszania poziomu NO w organizmie jest jego uwalm@annitrozo-hemoglobiny (NO-HBY.

1.4. Niskoenergetyczne promieniowania laserowe ma&toda lecznicza

Niejako naturalp konsekweng dziatania niskoenergetycznego promieniowania
laserowego naywe organizmy jest faktziaktualnie w literaturze naukowej v odnale¢
liczne doniesienia o skuteczwd niskoenergetycznego promieniowania w praktyaeidinej,

jak i w eksperymentach leczniczych wykonywanychmmalelach ludzkich lub zwiegzych.

1.4.1. Modyfikacja wzrostu kostnego

LLLT jest wykorzystywane miedzy innymi do przyspiesia wzrostu kostnegd °% >3,
Efekt ten potwierdzity zarowno badanravitro na liniach komérkowych jak i badani@mvivo na
modelach zwiergych. W badaniu przeprowadzonym na ludzkich komduKeostniakomisaka
(MG-63) >* w modeluin vitro zanotowano zwkszon, skorelowan z dawk uzytej energii,
proliferacg komorek néwietlanych wzgtdem kontrolnej, nie rfavietlanej grupy (dtuggci fali
940 nm; mocy 0,5 W - 2 W: energia 1 J - 5 Je&&badaczy” zjawisko to wize ze zwekszon
syntez czynnikOw wzrostu przez osteoblasty pod wptywenLTL{dtugaosci fali 685 nm, mocy
25 mW, (3 mW/crf) oraz energii: 2 J/cti 4 J/icnf) miedzy innymi zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastéw (bFGF), insulinopodobnego c¢ria wzrostu | (IGF-1) oraz zwkszonej
ekspresji biatka wizacego insulinopodobny czynnik wzrostu | (IGFBP3). Mky otrzymywane
w badaniach na modelaclin vitro przektadaj sie na rezultaty stosowania LLLT
w eksperymentach na modelach zweszh. Ribeiro i wsp>® poddali ocenie gojenie kai pod
wplywem przezskornej LLLT. Sugerpjpolepszenie gojeniagsubytkéw kostnych w grupach
poddanych LLLT, co wjzg z nasileniem ekspresji cyklooksygenazy 2 (COX-2)yszkodzonej
strukturze kostnej. Inny mechanizm przyspieszonggenia ubytkéw kostnych postulowany
jest przez J. Nissana i wsp’ oraz Liu X i wsp.>. Zjawisko to wiza z zwickszonym

transportem wapnia do miejsca tworzengzsostu kostnego.
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1.4.2. Wptyw na owrzodzenia

Kolejnym z zastosown leczniczych LLLT wykorzystujcym zwikszenie potencjatu
proliferacyjnego komorek jest leczenie owrzatlzginych °% 9 %% ®1 7 racji wielotorowego
dziatania LLLT na komoérki, postulowane $6zne mechanizmy odpowiedzialne za ten efekt
kliniczny. Silviera i wsp.®? sugeruj, obnizenie stresu oksydacyjnego mierzonego produktami
peroksydacji lipidébw pod wptywem LLLT (laser: o djosci fali 660 nm, mocy 30 mW, oraz
energii 1 J/crhoraz 3 J/c) oraz drugi o diugei fali 904 nm, mocy 0,4 Wi/cfroraz energii 1
Jient i 3 Jlend). Z kolei Usmez i wsp®® zanotowali zwikszone wydzielanie czynnikéw
wzrostowych (bFGF oraz ptytkowo-pochodnego czynnikaostu - PDGF) podczas terapii z
uzyciem LLLT (uzyto laserow o rénych dtugdciach fal: 660 nm, 810 nm, 980 nm, 1064 nm i
energii 8 J/crf). Lacjakova i wsp® uznali,ze przyspieszenie gojenia wrzodéw pod wptywem
niskoenergetycznego promieniowaniagi@ st z przyspieszeniem proliferacji fibroblastow,
zwiekszonym formowaniem nowych naczykrwionosnych oraz zwikszonym odktadaniem

widkien kolagenowych w zmianie chorobowe.

1.4.3. Widciwasci przeciwbolowe LLLT

Jedny z najczsciej wykorzystywanych aplikacji LLLT w codziennejgktyce klinicznej
jest zmniejszanie natenia zespotéw bélowyct ¢’ Doktadny mechanizm przeciwbélowego
dziatania niskoenergetycznego promieniowania lagego nie zostat w petni poznany. Bjordal
i wsp. ®® dokonali meta-analizy baflaodnosacych sié do potencjalnego mechanizmu
przeciwbolowego dziatania LLLT. Okazate siz ten rodzaj terapii obsaa poziom wyktadnikow
stanu zapalnego gdzy innymi interleukiny 1 (IL-1), prostaglandyny @GEZ2), czynnika
martwicy nowotworowa (TNFa) oraz aktywatora plazminogenu i COX-2, co wyddje &
w opozycji do bada przeprowadzonych przez Ribeiro i wsp. Za potencjalny mechanizm
dziatania autorzy uwajg rowniez zmniejszenie: obeku, wielkasci formowanego krwiaka
pourazowego, naptywu neutrofildw, a tak ostabienie apoptozy oraz poprtaw lokalnym
mikrokrazeniu. Zakres schorde w ktorych g wykorzystywane analgetyczne \ddawosci
promieniowania jest bardzo szeroki i obejmujedry innymi reumatoidalne zapalenie stawow,

zapalenie kéxi, béle stawow, bole plecow, chokobwyrodnieniovg. W terapii stosowane jest
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szerokie spektrum parametréw promieniowania (zaldhegasci fal: od 632,8 nm do 904 nm;
energii od: 0,9 J/cfrdo 105 J/crfy mocy od 9,8 mW do 500 mWH.

1.4.4. LLLT w kardiologii
LLLT z powodzeniem wykorzystywane jest wadaniach eksperymentalnych
W prewencji nawrotu zgzenia po zabiegach angioplastyktric wieicowych " . Derkacz

i wsp. "

opracowali metogl wewmtrznaczyniowego rfavietlanie ttnic wiencowych podczas
zabiegbw angioplastyki. Wykazanoz iw grupie pacjentéw poddanyckrod-zabiegowej
procedurze LLLT zanotowano zmniejszony odsetek bpawrzwzenia w obserwacji
6 miesgcznej. Badacze efekt ten aiy ze zmniejszom aktywndcia cytokin zapalnych (IL-f,
IL-6) oraz z wzrostem przeciwzapalnej IL-10. Kaldgia interwencyjna nie jest jedyn
dziedziry, w ktérej podejmowanegproby wykorzystania niskoenergetycznego promieniva
laserowego. W modelach zwietxch udato si udowodné skutecznéé LLLT (dtugos¢ fali 803
nm, energia 1,08 J/&n moc mierzona na powierzchni serca wynosita 6 nmiyc
w zmniejszaniu rozlegkei blizny po zawale mgknia sercowegd™. Co ciekawe, efekt ten
uzyskano nie tylko poprzez $wietlanie mesnia sercowego. Tuby i wspg’, po sztucznie
wywotanym zawale serca u szczurowswgetlali szpik kostny zwiergt, stwierdzili znacaca
redukcg rozlegtaci blizny pod wplywem tego zabiegu. Badacze efekt Wiz z aktywacy
autologicznych mezenchymalnych komérek szpiku legn Z kolei Yaakob i wsp.?
skutecznéc¢ terapii LLLT przypisuj zwigkszonej angiogenezie oraz nasilonej syntezie biatek
szoku cieplnego (w szczegokud HSP70i).

Podejmowane gsproby zastosowania niskoenergetycznego promiemi@mmMaserowego
w diagnostyce zmian midzycowych naczi, ze szczegOlnym uwzglnieniem tzw
"niestabilnej blaszki miadzycowej”, ktorej obecn& jest trudna do wychwycenia
w klasycznych metodach obrazowanignic. W tym celu wykorzystywana jest czasowo-

rozdzielcza spektroskopia fluorescencyjna (TR-LIES)’. Bazuje ona na zdoléé indukcji
fluorescencji wlasnej poszczegolnych struktur nagzy przez niskoenergetyczne

promieniowania laserowe.
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1.4.5. Zastosowanie w pozostatych dziedzinach cyagly

Wiadomo, # LLLT powoduje przyspieszenie regeneracji tkafi&kNiskoenergetyczne
promieniowanie laserowe polepsza gojeniee dilizn formupcych s¢ po zabiegach
chirurgicznych. Poprawia rownieodlegty efekt kosmetyczny ostatecznie uformowaniytiin
8.7 Dzicki promociji angiogenezy, LLLT poprawigwotncs¢ przeszczepow skornyEéi Efekt
ten hczony jest ze zwkszorny ekspresj: indukowalnego czynnika niedokrwiennego (Hlé&)l
czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF) oraz zmniejsgoraktywnaGcia
metaloproteinazy macierzy (MMP-2). Ponadto wykazamwingé¢ LLLT do zmniejszania
obrzku limfatycznego wyspujacego u pacjentek poddanych mastektomii, w ramardpiie
raka sutka®. Badania Hirschl'a i wsp® potwierdzily jego skuteczrsé w zmniejszaniu
dolegliwasci u pacjentow z chorgbRaynauda.

LLLT wykorzystywane jest rOwnie w tagodzeniu jatrogennych zapalgamy ustnej
zwigzanych z terapiprzeciwnowotworow ®* #. Przeprowadzone dotychczas badania pozwolity
na wykonanie meta-analf2 ®*, ktérych efektemasrekomendacje dotygze zastosowanie LLLT
w tej grupie pacjentow. Co wae, wzadnym z badawtaczonych do wspomnianych wargej
meta-analiz nie zaobserwowano efektow ubocznyclo tggu terapii. Nie jest to jedyne
zastosowanie niskoenergetycznego promieniowaniardaggo w stomatologii. Obiecige
efekty kliniczne zauw#no u pacjentow z przewlektym, zaawansowanym zajgteprzyzbia
8 jak réwniez z tak zwanym syndromem pigdej jamy ustnej (burning mouth syndronté)
Liczne badanid® 8 °° potwierdzaj skuteczné¢ LLLT w przyspieszaniu gojenia implantéw
zebowych. Efekt ten wyspuje réwnie w przypadku implantéw kostnych innych okolic cidta

92

1.5. Plytki krwi

1.5.1. Morfologia i funkcja

Trombocyty § morfotycznymi sktadnikami krwi pozbawionymadra komdérkowego.
Powstaj one w szpiku kostnym i produkowaneg grzez megakariocyty. Orientacyjny czas
przezycia tych komorek (ktoree factoss fragmentami cytoplazmy megakariocytéw) wynosi 6 -
8 dni. Posiadaj one dyskoidalny ksztait, a ich rozmiar stanowitokl: rozmiaru dojrzatego

erytrocyta (2-3um) %3, Za prawidtowe utrzymanie ksztattu ptytek krwi (piono oddziatywania
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na nie znacznych sit podczas przemieszczanga wsi krwioobiegu) odpowiedzialny jest
cytoszkielet. Zbudowany jest on z trzech podstawghwystruktur: bton szkieletowych,
flamentow aktynowych oraz mikrotubuli. Nale zaznacz§, iz struktury te nie $
odpowiedzialne jedynie za statykych komorek, uczestnigztakze aktywnie w zmianach
ksztattu trombocytow. Ponadto komorki te posiadajoing¢ do zmiany swojej morfologii oraz
zwigkszania rozmiaréw, co jest wykorzystywane do odehyaktywndci. Phytki krwi posiadaj
rowniez organelle komérkowe. W ich cytoplazmie fna odnalec¢: peroksysomy (uczestnigze
w gospodarce lipidami), mitochondria (odpowiedzgalma tlenowy metabolizm), lizosomy
(struktury wytwarzane z endosomalnych bton odpowiede za transport wewtrizkomorkowy

i egzocytoz) jak rowniez ziarnist@ci geste orazo (biorace udziat w hemostazie). Btona
komoérkowa ptytek krwi jest klasycanfosfolipidowg struktug, w skfad, ktorej dodatkowo
wchodz glikoproteiny oraz mukopolisacharydy. Bierze orldyany udziat w podstawowej
fizjologicznej funkcji ptytek krwi tj. utrzymaniu rawidtowej hemostazy. W wyniku interakcji
btony komdrkowej trombocytow oraz poszczegoélnyghsgeuktur z rGnymi rozpuszczalnymi
agonistami (noradrenalina lub ADP), biatkami maxyekomorkowej (mgdzy innymi laminir
czy kolagenem) jak réwnieciatami obcymi (np. biomateriatami stosowanymi vedycynie)
inicijowane § zmiany w poszczegolnych wewtrzkomorkowych efektorowych enzymach.
Wzbudza to aktywacje trombocytéw i przyczynia do powstawania skrzepow. Ponadto ptytki
krwi uczestnicz w modyfikacji funkcji uktadu odporriciowego. Odpowiedzialnggsowniez za
dostarczanie niektorych czynnikbw wzrostu. Mglezaznaczy, iz s3 rOwniez istotnymi
czynnikami uczestnigzymi w etiopatogenezie licznych schaiZé.

Trombocyty odgrywaj szczegllp role w patogenezie schonzeuktadu sercowo-
naczyniowego, ktore ags gtdwng przyczyry zgondw w Polsce i na@wiecie. Modyfikacja
aktywnasci ptytek krwi pod wptywem niskoenergetycznego premowania laserowego me
nies¢ za sob istotne implikacje kliniczne. Potencjalnie #tiove jest otwarcie nowych
pozafarmakologicznych opcji terapeutycznych w zsikrewspomnianych schorze(miedzy
innymi: zawatldbw mgsnia sercowego, udarow mobzgu). W przypadku niekaneys
(z klinicznego punktu widzenia) modyfikacji zmiaaktywnaci ptytek przeprowadzone badania
in vitro pozwoh na bezpieczne i nieol¢hjace dla pacjenta zamkmie tego rodzaju préb

klinicznych.
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1.5.2. Mierniki funkcji ptytek krwi

W zwigzku z udanymi probami wykorzystania niskoenergeiggn promieniowania
laserowego u pacjentéw z chorobami uktadu sercoaszyniowegd ™ ° °® istotnym wydaje si
jego wptyw na funkcje ptytek krwi. Niestety wg¢i pozostaje on niejasny. Na wgie naley
zaznaczy, iz ocena funkcji ptytek krwi nasicza pewnych trudrici. Do dnia dzisiejszego nie
udato s¢ stworzy jednego uniwersalnego skriningowego testu pozaedgjo mierzy
funkcjonalng¢ trombocytow. W praktyce klinicznej powszechnie wikystuje s trzy sposoby
okreslania funkgji ptytek krwi®’. Jest to badanie tzw. ,czasu krwawienia” (ta matagydaje sj
mie¢ znaczenie historyczne), testy agregacyjne w klasych agregometrach oraz badanie czasu
okluzji w krwi petnej (np. PFA-100 albo analizatélultiplate). Spérod wymienionych testéw
diagnostycznych jedynie dwa ostatnie badania zapgyvmalezyta standaryzaej metody.
W testach tych metadoptyczrmy badz impedancyjn, badana jest zdoldé agregacji ptytek
w krwi peinej lub pod postagiosocza bogatoptytkowego - PRP (z ang. platelét piasma)
w odpowiedzi na zadanych agonistow (np. kolagenPAPeptydowy agonista receptorow
trombinowych -TRAP, epinefryna, kwas arachidonowy).

Poza wspomnianymi wcgeaiej testami wykorzystywanymi w praktyce klinicznsjniep
rowniez inne metody oceny funkcji i aktywacji ptytek wylaystywane gtownie w badaniach
naukowych. Ze wzgbu na parametry oceniane przez nie,znao dokoné teoretycznego
podziatu na kilka podstawowych podgrup.

Pierwsa z nich jest grupa badga produkty uwalniane przez ptytki podczas aktywacj
Przyktadami markerow tego typu: $-tromboglobulina, P-selektyna, PF4 (platelet fagtporaz
ADP. § to stosunkowo proste testy laboratoryjne pozweéjna mierzenie systemowej
odpowiedzi piytek. Stabym punktem tej metody jeésssnkowo diza podatnéé na artefakty®.

Nastpma grum 3 testy pozwalaice okrgli¢ parametry formujcego s¢ skrzepu. Do
metod tych naley zaliczy¥ migdzy innymi: tromboelastografi (TEG) oraz Hemodyne
Hemostasis Analysis System o#egacy sztywnad¢ powstajcego skrzepu (CEM). Stosunkowo
nowym i ciekawym sposobem pomiaru parametréw fogorgo s¢ skrzepu, jak i klasycznej
odpowiedzi ptytek na agonistow (alternatywa dlaeggmetrow optycznych) jest mikrowaga
kwarcowa (Quartz Crystal Microbalance - QCM lubdzej QCB) wykorzystujca zjawisko

rezonatoréw kwarcowych. Przyktadem komercyjnegdesys wykorzystujcego 8 technologs
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jest system Q-sense, ktory poza badaniem samejamiezhej agregacji uwzglnia réwnie
pewne reologiczne aspekty formeggo s¢ skrzepu.

Aktywacje ptytek krwi mazna badé poprzez ekspresje antygendéw na ich powierzchni
np. antygen CD62 (P-selektyna) czy kompleksu reczeptego GP llb/llla. Do oceny aktywaciji
ptytek wykorzystywane s tzw. mikroczsteczki ptytkowe (z ang. platelet microparticles)
powstajice z megakariocytéw, ale réwaie aktywowanych trombocytow.

Kolejng grum parametrow ocenianych przy analizie funkcji ptyteloze by ich
morfologiczno-strukturalny charakter oki@ny w mikroskopii elektronowej. Funkcjonakto
ptytek mazna bada rowniez na wiele innych sposobow, jednak omoéwienie ich ystdch
przekracza ramy niniejszego opracowani4. badaniu postanowiono zbadamiennd¢
wybranych osoczowych markeréw aktywnobp ptytek. W tym celu oznaczono ¢genie sP-
selektyny oraz PF4.

1.5.3. P-selektyna

W organizmie ludzkim P-selektyna jest glikoproteinalezaca do rodzinny selektyn,
ktore g jednym z elementéw ukfadu gsteczek adhezji komoérkowej (CAM od ang. Cell
adhesion molecule). Uczestniczy ona wspolnie z rmnpiatkami z rodzinny selektyn w
wiazaniu biatych krwinek do powierzchgriédbtonka, ldz ptytek krwi *°. Dzigki wspomnianym
wiasciwosciom molekuta bierze udziat w procesach odpowiednimunologicznej, jak
i w zachowaniu prawidtowej hemostazy. U ludzi wyniamy dwie frakcje tego biatka: pierwsz
zwigzarg z btonami lipidowymi znajdaca sie migdzy innymi w trombocytach,
megakariocytach czy komorkaghdodbtonka oraz frakejrozpuszczalp (sP-selektyna od ang.
soluble P selectin) wygbujaca w osoczu. P-selektyna znajdcg s¢ w trombocytach
zmagazynowana jest w ziarnistacho oraz w ciatkach Weibel-Palade a i w wyniku aktyywac
plytek przesuwana jest na powierzehbiony komérkowej trombocytow?? %1192 Dzieki temu
oznaczanie poziomu jej ekspresji na powierzchnighkrwi wykorzystywane jest jako jeden
z markerow aktywacji tych komorek. Bfiiacza sP-selektyna jest mniejszym biatkiem,
powstajcym w wyniku post-transkrypcyjnej obrobki gendw @inania intronéw - tak zwanego
,alternatywnego splicingu”)'®®, pozbawiona jest domeny transblonow&] Plytki krwi s

gtéwnym zrédiem sP-selektyny znajdigiej sk w osoczu'®. Narastanie jej poziomu w osoczu
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obserwowane jest w przypadku zkszonej aktywacji trombocytow. Przez co wykorzysapa
jest w celu oceny aktywroi ptytek krwi '°°. Ponadto postuluje siiz sP-selektyna jest jedn
z kluczowych molekut zvazanych z hemostaz trombogenez Uczestniczy w zmianie ksztattu
trombocytéw, aktywuje wytwarzanie pro-koagulacyjhyptytkowych mikroczsteczek oraz
przyczynia si do nasilonego odktadaniagsfibrynogenu'®’. Wiadomo, & zwickszona jej
ekspresja potrafi korygowahemostag w mysich modelach Hemofilii typ A%. Kaufmann
i wsp. 1% sugeryj, iz poziom sP-selektyny w krwi koreluje z odpowiedptytek krwi na kwas
arachidonowy w klasycznym agregometrze optycznymaichkd temu mae by stosowana
w ocenie odpowiedzi ptytek na terapiwasem acetylosalicylowym. Co we na poziom sP-
selektyny nie ma wptywu, ani sposob preparacjigiytrwi, ani rodzaj sytego antykoagulantu
10 | iczne badania kliniczne potwierdzajzwickszenie jej poziomu w krwi w stanach
chorobowych zwjzanych z patologicznnadmiern aktywacy ptytek krwi. Zwickszony poziom
sP-selektyny jest notowany u pacjentow z zakrzepid glebokich niepowiktan, jak i z
towarzysaca zatorowdcig ptucrg. Ponadto postuluje i iz podniesiony jej poziom ma
znaczenie w diagnostyce i o by wykorzystywany w rozpoznaniu dicowym
we wspomnianych wej schorzeniach’’. Podwyzszony poziom sP-selektyny obserwowany jest
takze u pacjentéw z zawatem serta *2 Jak pokazuj badania Chen i wspg™® poziom sP-
selektyny mae mi& wiasciwosci prognostyczne, dotygee ryzyka nagtych zdaraesercowych

u pacjentow z podejrzeniem choroby naceyencowych oraz z zachowarmprawidtowy funkcja
skurczows lewej komory. Wiaciwosci sP-selektyny jako predyktora choroby probuje si
wykorzystg w przypadku oceny ryzyka nawrotu @wnia po zabiegach angioplastyki
w zakresie dtnic wieicowych % Uzyteczngé oceny sP-selektyny jako markera aktywdaio

plytek postuluje si w diagnostyce, rozpoznaniu i leczeniu udardW' ¢ zespotu

wewngtrznaczyniowego wykrzepiania (DIC)’ oraz rzucawki u ezarnych®*® °,

Z przytoczonych powdej przyktadow mana wnioskowad, iz sP-selektyna jest istotnym
markerem aktywni piytek. Potencjalne zmiany jej poziomu w suroyyichbedace
konsekwengj nawietlania niskoenergetycznym promieniowaniem laggm, mog nies¢ ze
soly powane implikacje kliniczne. Nie bez znaczenia jestsP-selektyna jest niewybiokcz

ptytkows glikoproteiry. Wraz z oznaczeniem pozostatych badanych markekbywaciji ptytek,
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moze to pozwok na r@&nicowanie potencjalnych przyczyn zmian w zakregjeegaciji pod

wptywem LLLT.

1.5.3.1. Czynnik ptytkowy 4

Czynnik ptytkowy 4 (z ang. Platelet factor 4 - PHé¥t chemokia specyficza dla
ptytek. Syntezowany jest gidbwnie przez megakaripcyd jego skladowanie odbywagsi
w ziarnistéciach o trombocytéw. Degradowany jest on natomiast przegatocyty*?°. Jego
uwalnianie do surowicy nagiuje podczas aktywacji ptytek. Oznaczanie jego quozi
wykorzystywane jest do oceny stopnia aktywacji troeytow. Poza tymziPF4 jest wydzielany
w stanach aktywacji ptytek krwi, przez co jego pgdszony poziom w surowicy winno
kojarzy¢ ze stanami zwkszonej gotowgci pro-agregacyjnej. Wplywa on na procesy
krzepliwdsci. Zjawisko to zachodzi dgki trombomodulinie (PF4 dziata jako kofaktor aktysjia
biatka C w obecngi trombomoduliny), ktéra wptywa na zale od trombiny aktywagj biatka
C. Aktywne biatko C jest natomiast jednym z gtowimyezynnikow obriajacych krzepliwdg¢
krwi w organizmie. Biatko C ma widaiwosci proteazy serynowej d#ii czemu inaktywuje

121 \Wykazuje ono réwniedziatanie cytoprotekcyjne, przeciwzapalne

aktywny czynnik V i VII
i anty-apoptotyczné® Co ciekawe, PF4 ma réwai@rzeciwstawne dziatanie na krzepligo
krwi. Jest on zdolny do hamowania aktywowanegombiog inhibitora fibrynolizy (TAFI),
ktéry w obecnéci trombomoduliny i trombiny hamuje fibrynotipowstajcego zakrzept?™.
PF4 wykazuje silne powinowactwo do heparyRy %% Wiasciwosci te powody, iz
podejmowane $ proby kliniczne w zastosowaniu rekombinowanego R&kb alternatywy
terapeutycznej dla siarczanu protamiiy Ponadto proteina ta (o niskiej masigsteczkowe))
wykazuje zdoln& do fczenia st z komérkami nabtonka w miejscach giicych heparya,
przez co wlew daylny tej substancji mze wywota uwolnienie puli PF4 zwranej

126 \Wspomniane wczeiej kompleksy PF4-heparyna posiadajtasciwosci

ze srodbtonkiem
immunizugce | § uwazane za jeden z gtdwnych mechanizméw predesiggah do powstania
Il typu matoptytkowdci indukowanej heparyn (HIT)*** **” HIT nie jest jedyn jednostlg
chorobowg, w etiopatogenezie ktorej bierze udziat PF4. ¢kszony poziom PF4 w surowicy
obserwuje s migdzy innymi w: infekcyjnym zapaleniu wsierdzig®, gruzlicy ptuc *2°,

atopowym zapaleniu skory?°, aseptycznej martwicy gtowy koi udowej**!, w przypadkach
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wystepowania skérnych zapaeaczy: w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawwraz
guzach jelita grubego'®®* Spdréd wymienionych schorde a w szczegdlnmi tych
przebiegajcych z okresami remisji i zaostizePF4 jest postulowany jako wczesny marker
nawrotu choroby. Ponadto PF4 atmimegakariocytopoezrzez co w stanach trombocytopenii
(np. po radioterapii) wplywa na spowolnienie pelregieneracii szpikir®. Pomimo nie do kirca
poznanego mechanizmu, uv@esk, iz PF4 mae mig swoj udziat w rozwoju miadzycy 3> 13¢
Czynnik ptytkowy czwarty uczestniczy rowaiev modyfikacji odpowiedzi immunologicznej
ustroju medzy innymi poprzez wptyw na funkcje neutrofil6#’. Przyczynia si réwniez do
bezparedniej eliminacji niektdrych drobnoustrojéw. Daepk tak na przyktad w infekciji
zarodcem malarii**®. PF4 wplywa réwnig na angiogenezostabiajc jej nasilenie. Postulujecsi
wiele potencjalnych mechanizmoéw tego zjawiska. Jalektére z maliwych wymienia s¢:
bezpdrednie interakcje z czynnikami angiogenezy, wplya wigzanie czynnikbw wzrostu

i integryn oraz interakcje z biatkiem zyganym z receptorem lipoprotein o niskigjstpici
(LPR-1) ** Dziatanie PF4 polegsje na ostabieniu angiogenezy jest wykorzystywane
w probach klinicznych zwrzanych z terapi antynowotworow miedzy innymi w szpiczaku
mnogim***.

Jak zostalo przedstawione interakcje pgimy PF4 a ukladem krzepoia maj
wielokierunkowy charakter. Modyfikacje w osoczowypoziomie PF4 mag za sob nies¢
rowniez inne, potencjalnie istotne klinicznie implikacplydaje s¢ wigc konieczne okrgenie
ewentualnych zmian w tym zakresie funkcjonamatytek pod wptywem LLLT. W zwjzku
z tym, & PF4 jest chemokinspecyficzm wytacznie dla ptytek krwi oraz obrazuje ona stan
aktywnasci trombocytow, oznaczenie jego poziomu przed i m@wietlaniu pozwoli na
zobrazowanie oraz przybénie ewentualnych mechanizméw sprawczych zmianykdun

agregacyjnej krwi pod wptywem LLLT.
1.6. Tlenek azotu

1.6.1. Zrédta tlenku azotu
W organizmie ludzkim zasadniczo wgstja trzy gidwne podtypy syntazy NO.
Pierwszym z nich jest neuronalna syntaza NO (nN@s NOS1), wysipujaca w uktadzie
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nerwowym, zarowno centralnym jak i obwodowym. Dragpodtypem jestsrodbtonkowa
syntaza tlenku azotu (eNOS lub NOS3) spotykana mjéw srédbtonku oraz w ptytkach krwi.
Ostatnio pojawity si sugestie, 2 eNOS znajduje si rowniez w innych elementach
morfotycznych krwi np. w erytrocytach. Co asej K. Wood i wsp.**° sugeryj, iz NO
pochodzacy z syntazy znajdagej st w czerwonych krwinkach, ma wplyw naseienie krwi
oraz uczestniczy w istotny sposOb w ustrojowej hastezie nitratow. Okazujegsréwniez, iz
aktywnaic eNOS mae korelowa& z wystpowaniem choroby wiecowej u ludzi**’. Obecnéc
dwoch wcezéniej wymienionych syntaz ma charakter konstytutyw@gtatnia natomiast jako
jedyna jest indukowalna (iNOS Ilub NOS2), spotykagkwnie w komorkach uktadu
immunologicznego, aczkolwiek obediojej opisywano réwniz w migsniach gtadkich czy

hepatocytach*?

1.6.2. Wpltyw tlenku azotu na funkcje ptytek krwi

Od dawna wiadomozitlenek azotu obraa aktywact, zdolng¢ adhezji oraz odpowied
agregacyjn ptytek krwi1#*144145 jeqo bezpwednie dziatanie na funkcje trombocytéw objawia
si¢ poprzez aktywagjrozpuszczalnej cyklazy guanylowej (sGC), ktoracksra synteg cGMP.
Efektem tego jest aktywacja proteinowej kinazy @ oraz pdérednio Proteinowej Kinazy A
(PKA) % Szlak przekazu sygnatu sGC/cGMP/PKG/PKA wywolufzereg zmian
w kolejnych szlakach kinaz, poziomach syntezy rigkth biatek, jak i modyfikacji aktywrigi
niektorych receptoréw btonowych piytek. Kaowym efektem szeregu tych przemian jest
obnizona gotowé¢ pro-agregacyjna ptytek krwi. Nadg nadmiend, iz mechanizm zalay od
cGMP nie jest jedynym, ktéry wptywa na aktywdmtytek krwi pod wptywem tlenku azotu.
NO powoduje nitrozylagj oraz nitrowanie niektorych biatek komoérkowych, leéen czego jest
zmniejszenie uwalniania zawatd ziarnistgci wydzielniczych trombocytow*®. Jakkolwiek
wptyw egzogennego tlenku azotu na fugkpjytek krwi jest powszechnie znany, to wptyw
syntezowanego w warunkach fizjologicznych endoggondO jest tematem licznych bada
Ewentualny wptyw NO wytwarzanego przez poszczeg@odtypy syntaz tlenku azotu na
aktywnas¢ ptytek krwi w warunkachn vivojak i in vitro jest przedmiotem wielu badawyniki
poszczegdlnych dwiadczer sa niejednoznaczne, a w niektérych przypadkach spree'é® 4"
148 . Moore i wsp.**” w swoich badaniach dowoglziz $rédblonkowa NOS ma kluczowe
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znaczenie w regulacji funkcji agregacyjnej ptytelwk Na podstawie badaprzeprowadzonych
na mysich modelach sugegupni réwniez, iz tlenek azotu znajdagy sk we krwi pochodzcy

z pozostatychzrodet praktycznie nie wpltywa na wglawosci zakrzepowe krwi. Co ciekawe,
badania te wykazagjroznice w wplywie eNOS na agregackrwi u poszczegollnych pici.
Sugeruyy, iz u osobnikow picienskiej aktywnd¢ eNOS ma wikszy wptyw na agregagj przez
co ewentualne ugtedzenie funkcji tego enzymu ma istotniejsze imgtie kliniczne ni u
osobnikéw mgskich. W opozycji do wyniku tego badania zdaje bi¢ praca zespotu C.
Tymviosa'*® w ktérej to autorzy na podstawie eksperymentézeprowadzonych na modelach
mysich sugerwaj, iz wptyw na funkcg ptytek ma tlenek azotu syntezowany przez inne ymdt
syntazy ni eNOS (ich obserwacja dotyczy zarowno frakcji zopjce s¢ w ptytkach jak i w
sr6dbtonku nacz§). Réwniez Ozuyaman i wsp**® w swoich badaniach sugegujz aktywndi¢
eNOS nie ma wplywu na agregagtytek krwiin vivo. Nalezy nadmient, iz same trombocyty
sa zrodtem tlenku azotu. W plytkach odnajdywano dotyasc gtdwnie formy eNOS i to ona
uwazana jest za gtdbwngrodio tlenku azotu w trombocytach. Sugerugejednak, & w ptytkach
krwi ekspresji mae ulega iINOS **°. Rola NO produkowanego przez trombocyty pozostaje
niejasna. Cg¢ autorow dowodzi, z ptytkowy tlenek azotu bierze udziat w hamowaniu
rekrutacji ptytek krwi w proces krzepmmia krwi oraz zmniejszaniu wydzielania sekrecji z
ziarnistgci o 1°1 192193154 Nijektdérzy sugeruj natomiastze NO syntezowane w plytkach krwi
nie ma wptywu na procesy krzepoia ** **3 Ostatnio opublikowane darfg® wskazuj na
mozliwo$¢é uczestnictwa frakcji NO, powstajej przy udziale eNOS, w ptytkach krwi na
wystepowanie zjawiska aspirynooporud oraz udziat w plejotropowym protekcyjnym dziaian
statyn w chorobach uktadu sercowo-naczyniowggo

1.6.3. Ocena syntezy tlenku azotu

W zwigzku z faktem, 2 syntezowanyde novotlenek azotu w organizmie ludzkim jest
niestabilny i szybko ulega przemianie, ocena akbéeinsyntaz tlenku azotu poprzez séowe
oznaczenie NO nastiza znaczne truddoi. Analize aktywnaci NOS mana dokoné posrednio
poprzez ocepigtownych zwazkow biogcych udziat w reakcji syntezy NO czyli L-argigioraz
asymetrycza dimetyloarginig (ADMA) (doktadniej chodzi o ocenaktywndci osi : PRMT-L-
Arg/ADMA-DDAH). L-Arg jest podstawowym substratemykorzystywanym przez NOS do
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syntezy tlenku azotu®® W organizmie ludzkim bierze réwmieudziat chéby w cyklu
mocznikowym. Natomiast ADMA jest naturalnie wystijacym analogiem L-arg, a zarazem
najaktywniejszym (spwdd wszystkich pozostatych analogéw) kompetencyjniyrmibitorem
NOS™° Z wysepujacych w organizmie ludzkim pozostatych analogéw b;amonometylo L-
arg (LMMA) wykazuje wigciwosci inhibitora kompetencyjnego, natomiast symetryczn
dimetyloarginina (SDMA) nie przejawia takiej aktyo#ci. ADMA, LMMA, SDMA powstaja w
wyniku rozpadu (hydrolizy) metylowanych biatéR® ***. Grum enzyméw katalizuicych te
reakcje g rozne podtypy proteinowej metylotransferazy arginifRMT). PRMT | jest gtownie
zrodtem ADMA natomiast w wyniku aktywsoi PRMT Il powstaje SDMA. Metylowe analogi
L-arg w pewnym stopniu wydalang g postaci nie zmienionej w moczu, jednak gtowna ic
cze$¢ ulega przemianie w cytrukn i metyloaminy poprzez dimetyloaminohydrajaz
dimetyloarginylove (DDAH). Postuluje i, iz podniesiony poziom ADMA w surowicy
wystepuje w wielu rodzajach schonzemigdzy innymi: hiperlipidemii, nadénieniu ttniczym,
stanie przedrzucawkowym, nadczyscio tarczycy i innych. Jej udziat postulowany jest
w etiopatogenezie dysfunkcjrédbtonka oraz w rozwoju choréb sercowo-naczynidwie.
Wydaje s¢, iz okreslenie stzen (przed jak i po navietlaniu) L-arg, ADMA, SDMA mae by
uzyteczne w okrdeniu potencjalnej aktywrsgi NOS po zastosowaniu LLLT. Pokazanies za
zmian w zakresie markeréw stresu oksydacyjnegataszcza nitrozacyjnego pozwoli wyka&za
czy @ one wtérne do zmiany syntezy, czy tesilenia degradacji NO. Pomiary te starolida
pierwsz prolk; okreslenia zmian zachodezych w osi PRMT-L-Arg/ADMA-DDAH pod
wptywem niskoenergetycznego promieniowania lasegowgdy: w literaturze préono szuka

bada na ten temat.

1.7. Wptyw LLLT na funkcje ptytek krwi

W pismiennictwie ma@na odnalé¢ rézne prace dotyere wplywu niskoenergetycznego
promieniowania laserowego na agregaptytek krwi. W zdecydowanej wkszaci s3 to
eksperymenty przeprowadzaar vivo Brakuje natomiast rzetelnych bad&tore pozwalatyby
okresli¢ funkcje pilytek krwi po nawietlaniu niskoenergetycznym promieniowaniem
w warunkachin vivo. Rezultaty przeprowadzanych baddotyczcych modeliex vivo s

163, 164, 165,

niejednokrotnie sprzeczne:¢§¢ sugeruje zmniejszenie ich aktywsco w opozycji do
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nich @ natomiast inne publikacf&® 167168169 Njestety ocena i poréwnanie wynikéw tych prac
sa trudne. Wynika to z faktu wygtowania znacgych r&nic w zakresie metodologii
wykonywanych eksperymentow. Wykorzystugne ra@ne: diugdci fal, moce promieniowania
jak i techniki ndwietlania (cagte kmdz przerywane). Krew rfavietlana jest w naczyniach
o réznych kubaturach i wykonanych z tworzyw améj g:stasci optycznej, co niejednokrotnie
komplikuje prawidiows analiz i ocere wynikébw. Stosunkowo esto w badaniach
wykorzystywane $ roéwniez parametry miergce aktywnéé ptytek, nie wykorzystywane
w codziennej praktyce klinicznej, co utrudnia wagmiecie wiaciwych wnioskow.

1.7.1. Badania sugergge zwgkszomry aktywacg ptytek

Czes¢ z dotychczas przeprowadzonych hiadageruje zwikszory aktywna¢ ptytek pod
wplywem niskoenergetycznego promieniowania lasegma®V badaniu Hoffman'a i Monrd&’
ptytki byty poddawane promieniowaniu laserowemunergii 12 J/cm? i diugi fali 650 nm.
Po zabiegu ravietlania PRP wykazano wzrost wytrzym@&d i Sztywnaci powstagcego
skrzepu (CEM - clot elastic modulus) oraz wzrosénsywndci kurczenia si ptytek podczas
formowania skrzepu (PCF). W tym samym badaniu dkazk, ze ngwietlanie ptytek
niskoenergetyczny promieniowaniem laserowym niecksza ich odpowiedzi na aktywator
jakim jest trombina, ani nie modyfikuje eksprespmera aktywacji ptytek-CD62 (P-selektyna).
Wykazano natomiast zgkszone wizanie na powierzchni ptytek aktywowanego VIl czyani
krzepnécia, z czym autorzy wia szybsze gojenie owrzodzeylnych pod wptywem LLLT
w mysich modelach hemofilii.

W kolejnym badaniud®® okazato sj, ze na@wietlanie niskimi dawkami promieniowania
(t. 18 J i 54 J) powoduje zwkszory aktywacg ptytek mierzog ekspresgj kompleksu GP
lIb/llla na powierzchni piytek w krwi peilnej. Zekszone bylo rownie powstawanie
ptytkowych mikroczstek oraz agregatoéw ptytkowych, zarowno w spoczyakui po aktywacji
ADP. Co ciekawe, efekt ten nie byt zawahy dla ptytek aktywowanych kolagenem. Wartym
podkrelenia jest fakt, 2 autorzy stwierdzaj obnizenie aktywnéci ptytek podczas rfavietlania
wigkszymi dawkami promieniowania (108 J).

Niektore badania sugemujrowniez wzrost produkcji reaktywnych form tlenu oraz
zwiekszenie uwalniania protein ptytkowych i nukleotyd@eeninowych, jako konsekwencji
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naswietlania trombocytow. Potwierdza to efekt biostyanyjny niskoenergetycznego
promieniowania laserowego na ptytki krwi oraz$imainio swiadczy o zwgkszonej aktywaciji

tych komoérek'®’.

1.7.2. Badania sugergge zmniejszanaktywacg ptytek

Ram Mohan i wsp*®* w swoim badaniu ravietlali PRP promieniowaniem laserowym
(o dtugaci fali 2060 nm, mocy 10 W, energii 10 J - 50 Jandtowali oni spadek odpowiedzi
agregacyjnej ptytek krwi dla trzech agonistow gldgen, ADP, ristocetyn Efekt ten nasilat gj
wraz ze wzrostem pochiamej energii. Naley jednak zaznaczy iz w eksperymencie tym
nastpowat rownie spadek iléci ptytek jak isredniej obgtosci ptytek (MPV), wraz ze wzrostem
pochtonetej dawki. W przypadku tego badania rigiérat pod uwag mozliwos$¢ wystepowania
efektu termicznego promieniowania laserowego. Rréee mogt uszkadzatytki i wptywaé na
otrzymane wyniki, aczkolwiek natg zaznacz§, ze nawet przy najwyszych energiach
promieniowania laserowego nie wysita spontaniczna agregacja ptytek.

Do podobnych wynikéw doszli Eldar i wsP®. Ciekawym aspektem tego eksperymentu
jest fakt, # dodatkowo zbadano w nim odpowieagregacyja ptytek krwi pod wptywem LLLT
u pacjentow przyjmuacych kwas acetylosalicylowy. Rowiiew tym badaniu zauwano
spadek odpowiedzi na agonistow (ADP, kolagen, dpina, ristocetyna) wraz ze wzrostem
energii pochtonitej przez plytki. Spadek byt wgzy w grupie, ktora byta gaietlana wiksz
moa w krotszym czasie. W grupie pacjentéw, ktorzy preywali aspiryg stwierdzono brak
spadku, a nawet tagodny wzrost agregacji ptytekdpagich napromienianiu niskim dawkami
energii (5J, 10J), w poréwnaniu do nieswaetlanej grupy kontrolnej. Co ciekawe w przypadku
wyzszych dawek promieniowania ngsbwat spadek odpowiedzi agregacyjnej na zadanych
agonistow.

Brill i wsp. *° wykazali zmniejszomagregagj nawietlanych plytek (dtug& fali w tym
badaniu wyniosta 632,8 nmzyta energia 0,4 — 4,2 J) w odpowiedzi ha TRAP wsytanym
agregometrze optycznym. W tym samym badanifwiedlane ptytki wykazaly zmniejszan
ekspresj P-selektyny oraz zdol§é do wigzania fibrynogenu.

Jak wynika z przytoczonych przyktadow jednoznacamptyw niskoenergetycznego

promieniowania laserowego na parametry agregacy§ng pozostaje niewyjmionym
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problemem badawczym. Konieczne wydapgie zatem préby ustalenia potencjalnych
mechanizmow oddziatywania LLLT na krew i jej elerhemorfotyczne w tym zakresie. Z racji
znacznych rozbisosci w zakresie parametréw fizycznych promieniowardaserowego
uzywanego dotychczasowych badaniach, stusznym wysigjeizycie maliwie najszerszego
spektrum promieniowania z szczegOlnym uwdgieniem rénych dawek energii jako

parametru wykazggego istotne implikacje kliniczne.
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2. Zalazenia i cele pracy

Terapia niskoenergetycznym promieniowaniem lasenow.LLT), dzigki swojemu
wptywowi na organizmyywe poprzez zjawiska: fotostymulacji, fotobiomodiiaod blisko 60
lat znajduje zastosowanie w codziennej praktyceidine] oraz w badaniach podstawowych
z zakresu funkcjonowania organizmégywych. W zwizku z coraz ogtszymi prébami
wykorzystywania niskoenergetycznego promieniowdas@rowego w leczeniu schofizektadu
sercowo-naczyniowego, istotnym wydaje gbadanie wptywu LLLT na wkziwosci ptytek
krwi. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badwv tej tematyce $ czsto sprzeczne
i w niedostateczny sposob w¥faaja potencjalne mechanizmy wptywu LLLT na krzepliéo
krwi.

Bioragc pod uwag problematyk poruszaa w dostpnej literaturze, a tale postulowane
istnienie mechanizmu moduligiego widciwosci ptytek krwi przez LLLT, sformutowano

nastpujace cele niniejszej rozprawy:

1. Okreslenie wptywu niskoenergetycznego promieniowanicelagego na WALIwWOSCI
agregacyjne ptytek krwi w modein vitro.

2. Opracowanie i wdrgenie procedury rsavietlania krwi w modelachin vitro, ktora

umazliwi precyzyjne opisanie parametrow promieniowajakjemu poddana byta krew.

3. Wyznaczenie charakterystyki promieniowania, dla réjtd potencjalna odpowied
biologiczna jest najwksza.

4. Dokonanie oceny wplywu LLLT na @tenia markerow aktywacji trombocytow

uwalnianych do osocza.

5. Przeprowadzenie analizy wptywu LLLT na osoczowyakzbiotransformacji tlenku

azotu.
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3. Materiat i metody

3.1. Grupa badana

Do badania kwaliflkowano osoby w przedziale wiekth 21 do 45 lat. Warunkiem
wiaczenia do badania byt brak scharzezewleklych, ze szczegdinym uwedhieniem choréb
hematologicznych, czy stwierdzanych wazej zaburzé krzepnecia krwi. Wykluczano take
osoby z przebytymi w ostatnim okresie (do 14 daeprpobraniem krwi) ostrymi schorzeniami
infekcyjnymi. Pacjenci wjczeni do badania nie mogli stosawdekow potencjalnie
wptywajacych na otrzymywane wyniki. Dotyczyto to kwasu atesalicylowego i innych
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych - dla tyekdw okres karencji wynosit 10 dni, a zak
doustnej antykoncepcji hormonalnej (okres karewgposit 3 miesice). Wykluczenie z badania
powodowato réwnig zazywanie lekédw wptywajcych na metabolizm NO czyli: inhibitorow
fosfodiesterazy, suplementow diety zawigegch L-arginie oraz wszystkich lekoéw z grupy
nitratow (okres karencji wyniést 7 dni).

Badanie przeprowadzono w Katedrze i Klinice Chokewretrznych, Zawodowych
i Nadcknienia Tetniczego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Vés3y uczestnicy
wyrazili pisemm zgod na badanie, a na jego przeprowadzenie uzyskareediio akcepta¢j
wiasciwej komisji bioetycznej UM we Wroctawiu oraz kosjiibioetycznej projektu WroVasc.

Protokot badawczy zaktadat istnienie dwoch etap@ddnia. Pierwszy etap badania
przeprowadzono na dziesiu ochotnikach, jednake z wzgtdu na stwierdzenieex post
zaistnienia kryteriow wykluczagych (stosowanie lekow niedozwolonych z punktu wida
protokotu badawczego), etap ten nakpylo dzieweciu badanych pacjentéw (4 kobiety i 5
Mmezczyzn).

Do kolejnego etapu badania ostatecznie zakwalifdamaw41 uczestnikdw - 20 kobiet
oraz 21 mzczyzn. Najwaniejsze konstytucjonalne wskaki grupy badanej zamieszczono w
tabeli 1.
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Tabela 1. Konstytucjonalne wshkaki grupy badanej

| Etap bada Il Etap bada p
Liczebna¢ grupy 9 41 -
Mezczyzni 5 21
Kobiety 4 20 -
Sredni wiek ogotem  [lata] 28,9 +4,7 275+7,2 Ns
Sredni wiek nezczyzn [lata] 27,4+3,8 28,0 £6,6 Ns
Sredni wiek kobiety  [lata] 30,3+5,3 27,1+7,8 Ns
$redni BMI [kg/fi 243+57 23,4 +3,9 Ns

BMI= masa ciata/ (wzrost ciafa) wiek podano jakéredni arytmetycza + odchylenie

standardowe

3.2. Procedura badania

Glownym celem pierwszego etapu byto ckeaie dawki promieniowania wywolgej
najwickszy efekt biologiczny, oceniany zmiagregacji krwi petnej. Drugi etap miat na celu
potwierdzenie wynikow na wkszej grupie badanychnw pierwszej cgsci eksperymentu oraz
ocere wptywu niskoenergetycznego promieniowania lasegmwea poziom sten wybranych
osoczowych markeréw aktywéa ptytek, jak i substratow szlaku syntezy NO, mpogh

stanowt potencjalny mechanizm, zagednictwem ktérego promieniowanie laserowe moduluje

agregagj.

3.2.1. letap

W badaniu @yto 5 r&nych dawek promieniowania, ktore rosty zgodnie gaga ciaggu
geometrycznego (g=2). Na patlzu, na podstawie przeprowadzonego uprzednio studiu
literaturowego, zaplanowano zastosowanie gpaggcych dawek promieniowania: 2 J/gm
4 Jlcnf, 8 Jicni, 16 J/cm, 32 J/cm. Krew pela do oznaczé agregometrycznych pobierano do
probowko-strzykawki zawieragej hirudyre jako antykoagulator. Analizy przeprowadzano
w ciggu 1 godziny od pobrania, stostjadenozyno-5-difosforan (ADPtest), kolagen (COt)tes
i TRAP-6 (TRAPtest). Przed wykonaniem testéw agregmycznych krew riavietlano stosujc

5 réznych dawek promieniowania. Krew pobrana, oddego z badanych ochotnikéw, poddana
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byta dziataniu wszystkich wytypowanych dawek promagvania. Napromieniane prébki krwi
oraz prék kontrolrg (niengwietlamg krew) agregowano z zastosowaniem trzech wymiemiony
uprzednio agonistow. Do tego etapu badania pacsjerg&rutowano w 10 osobowych grupach.
Po kadej przebadanej grupie wyniki poddawano analizag¢ystycznej. Za moment zakzenia
tej czsci badania przyjto chwile, w ktorej otrzymane wyniki (potencjalnezrice w poziomie
agregacji wzgidem kontrolnej, nie ravietlanej grupy) osignety roznice istotne statystycznie.
Gtébwnym celem tego etapu badania bylo wyznaczemippandziej efektywnej biologicznie

dawki promieniowania.

3.2.2. ll etap

Drugi etap miat na celu potwierdzenie wgziej otrzymanych wynikow na wkszej
grupie badanej (n=41) oraz wyfaenie mechanizmu modulacji odpowiedzi agregacypiegz
LLLT. W tej czesci badania w procedurze dvaetlania stosowano jedrdawke promieniowania
laserowego, wyznaczgnw poprzednim etapie badania, przy ktorej efektzoagwania byt
najwickszy. Podobnie jak w pierwszym etapie badania, iooenodpowied agregacyja krwi
dotyczca trzech agonistow. Ponadto przeprowadzono analaghlemiczne mage potencjalnie
wyjasnic mechanizm dziatania LLLT. Dokonano pomiarowezsfi markerow aktywacii
trombocytéw przed, jak i po gaietlaniu krwi (sP-selektyna, PF-4). Oznaczonaz¢éaktzenie:
L-Arg, ADMA, SDMA w kontrolnej jak i nawietlanej probce krwi. Dzki temu maliwa byta
ocena zmiany aktywroi wybranych osoczowych skiadowych osi: PRMT-L-ADMA-

DDAH, majcejscisty zwigzek z metabolizmem NO.

3.3. Procedura pobrania krwi

W obu czséciach badania obowzywaly odgbne procedury pobrania krwi.
W pierwszym etapie eksperymentu, krew pobieranozcao zzyty odtokciowej, w ilgci okoto
10 ml (do 4 probdéwko-strzykawek 2,7 ml, S-Monovett&SARSTEDT, Niemcy, zawierajych
hirudyre jako antykoagulator). Niezwitocznie po pobraniuyskary krew peta poddawano
naswietlaniu stosyc 5 r&nych dawek. Nasgpnie wykonywano ad hoc badania
agregometryczne z wykorzystaniem aparatu Muligp® Platelet Functin Analyzer, Dynabyte
GmbH (Niemcy) i zastosowaniem odczynnikow: TRAPtgasimer katalogowy: 6675883190),

34



ADPtest (numer katalogowy: 6675794190) i COLtest (humerkaowy: 6675832190), jako
agonistow inicjujcych reakg} agregacji. Producentem wykorzystywanych w badaniu
odczynnikow byta firma Roche Diagnostics (SzwagparW celu wykluczenia znaczenia efektu
termicznego (wzrost temperatury wskutek ekspozwyeji promieniowanie laserowe, a ek
zmian proporcji pomidzy elementami morfotycznymi a osoczem w badanyobblach
zaleznie od nawietlania), wykonano we wspéipracy z Pracowiiwiattowodows Katedry
Teorii Pola, Ukladéw Elektronicznych i OptoelektikinWydziatu Elektroniki Politechniki
Wroctawskiej badania m@je za zadanie dokonanie oceny istéth@amian temperatury wskutek
zastosowanej procedury dwdetlania (patrz punkt 3.5). Przeprowadzono zeéakbadania
analizatorem hematologicznym probek sweetlanych i niengwietlanych nie wykazuac
znamiennych rinic zarébwno w aspekcie #oiowym, jak i proporcji pomidzy poszczegdinymi
elementami morfotycznymi krwi a osoczem, wyklugzafym samym znagze odparowanie
prébek néwietlanych.

W drugim etapie badania od Zkego z ochotnikOw pobierano na czczozyty
odiokciowej 15 ml krwi, stosgg 2 probdéwko-strzykawki zawiergje hirudyrg jako
antykoagulator (jak w pierwszym etapie) oraz pgrobowko-strzykawi 9 ml S-Monovette®,
SARSTEDT (Niemcy), zawieraga 1,6 mg EDTA/ml krwi, jako antykoagulator. Podobja& w
| etapie badania, krew pobramlo probowek, zwieragych hirudyr, poddawano badaniom
agregometrycznym (porownywano kontrglmiendwietlara krew z poddas nawietlaniu).
Czs¢ krwi pobranej na EDTA stanowita nigdvdetlamm grupe kontroh, natomiast pozostata
cze$¢ poddana byta procedurzesmaetlania. W tym celu wykorzystano dagvkromieniowania
wytypowary w | etapie badania. Zaréwno kontrglnjak i badan krew odwirowywano
w temperaturze 4 °C, w czasie 10 minut przy gismiu 1000 x g przez 15 min. Uzyskane
osocze rozpipetowano w odpowiednich ebdciach do probéwek typu eppendorf

i przechowywano w -AT do czasu wykonania analiz biochemicznych.
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3.4. Zrodto promieniowania laserowego

Do nawietlen wykorzystano laser o gjtym charakterze pracy, klasy 4 (o generowanej
maksymalnej mocy 500mW) (rycina 2) wyprodukowamgez przedgbiorstwo Optel (Polska).
Nominalna dtugé fali emitowanej przez ugrzenie wynosita 662 nm, a maksymalna moc 750
mW. W urzdzeniuzrodio swiatta laserowego bylo na state optyczniegppbne (z ang. pig-
tailed) zeswiattowodem, zakfdczonym uniwersalnym gtzem typu SMA. Wspomnianeazkze
postwyto do pohczeniaswiattowodu z rozpraszggym uktadem optycznym (stworzonym w
wspotpracy z pracownikami Pracowrfiwiattowodowej Katedry Teorii Pola, Ukladéw
Elektronicznych i Optoelektroniki Wydziatlu Elekti&n Politechniki Wroctawskiej),
pozwalajcym na néwietlanie petnej powierzchni prébek krwi. Uktad ggtny umieszczono na
statywie w odlegtéci 15 cm od pojemnikdw z krgj a parametry rozpraszapgo ukladu
optycznego dobrano w ten sposéb, aby promieniowlasiErowe obejmowato captytke wraz
z krwig i 1 cm marginesu poza ptgkSchemat ukladu do fwmietlania przedstawia rycina 3.
Urzadzenie laserowe wypogano w elektroniczne ukilady stabiliacge temperatyr
(thermocooler) oraz unibwiajace precyzyjne ustawienie czasu, mocy orgzzrej dawki

promieniowania.

Rycina2. Urzdzenie laserowe wykorzystywane w badaniu
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Rycina 3. Schemat uktadu dosméetlania krwi.

3.4.1. Wyznaczenie parametrOw promieniowasjdago w badaniu

Przed rozpocgiem wiaciwych nawietlan krwi, przeprowadzono kontrglparametrow
promieniowania laserowego, dociex@@go do badanych prébek w skonstruowanym na potrzeb
eksperymentu uktadzie badawczym.

W celu pomiaru mocy i energii promieniowaniayto miernika PMD100D firmy
Thorlabs Ltd. (USA), widocznego na rycinie 4. Wyinizyskane podczas pomiaréw zestawiono
w tabeli 2. Aby dokfadniej opisamodel badawczy wszystkie wadtd energii oraz mocy

mierzono w odniesieniu do jednostki powierzchni.
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Rycina 4. Miernik mocy promieniowania laserowego®MO0D firmy Thorlabs.

Tabela 2. Parametry promieniowania laserowegoghkt@rpoddawana byta krew
Dawka promieniowania laserowego

Kontrola 1 2 3 4* 5
Energia [J/lemZ 0 2,43 4,93 9,91 19,77 39,54
Moc [W/cm2] 0 0,053 0,053 0,053 0,053 0,053
Czas néwietlania [s] 0 46 93 187 373 746

* Dawka wyta w |l etapie bada

Otrzymane wyniki potwierdzity celow6¢ wykonania pomiarow walidggych
wihasciwosci promieniowania docieragego do probek krwi. Na podstawie parametréw
nastawionych na ugdzeniu laserowym oraz teoretycznych oblicZdoraz energii emitowane;j
do pola powierzchni przekroju poprzecznegaaki lasera) w badaniu zaktadano wykorzystanie
nastpujacych energii promieniowania laserowego: 2 J/cn¥cfn?, 8 J/cm?, 16 J/cm?, 32 J/cm?2.
Dzigki wykorzystaniu wspomnianej aparatury pomiarowegzliwe byto precyzyjne okrdenie
wiasciwosci promieniowania dociergfego do badanego materialu. Rzeczywiste dawki
promieniowania laserowego docigygg do probek krwi okazaly esiwyzsze (tabela 2). Moc

promieniowania w przypadku wszystkich dawek pronuemnia byta jednakowa i wyniosta
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0,053 W/cm2. Naley zaznacz§, iz wartg¢ energii dostarczanej na powierzahni

wykorzystywanej do mavietlen krwi ptytki, byta jednorodna.
W celu sprawdzenia dtugo fali promieniowania emitowanego przez element

potprzewodnikowy @yto analizatora spektrum promieniowania - Yokogawa6370c Optical

Spectrum Analyzer (Japonia) widocznego na rycinid/gnik pomiaru widé na rycinie 6.
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Rycina 6.Wykres analizy spektrum diégopromieniowania laserazytego w badaniu.
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Analiza spektrum dtugai fali, ktéra wykonano na potrzeby eksperymentu, wykazata
monochromatyczny charakter promieniowania laseroweg szczytem dla diuga fali rownej

662,3 nm), emitowanego poprzez adzenie wykorzystane do eksperymentu.

3.5. Zmiana temperatury w ukfadzie badawczym

Dokonano pomiaréw zmiany temperaturysweetlanej krwi, w zalenosci od czasu
oraz pochtonitej dawki promieniowania. Pomiarow dokonano przyaiu miernika temperatury
AX 5002 Temp firmy Axiomet (Szwecja) widocznego nainie 7. Wyniki zestawiono na
wykresach 1 2.

Rycina 7. Miernik temperatury AX 5002 Temp firmy idret (doktadnécia pomiaru £ 0,1°C).
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Wykres 1. Analiza zmiany temperatury krwi wgdgm czasu rsavietlania.
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Wykres 2. Zmiana temperatury krwi po zaprzestaraéwietlania promieniowaniem o mocy
0,053 W/cm? i energii 19,77 J/cm?.

W przypadku dawki promieniowania wykorzystanej wagim etapie badania (19,77
J/icm?2), bezwzgldny przyrost temperatury krwi wyniost 1,5 °C. Wiécona do wartéci sprzed
naswietlania po 150 sekundach.

3.6. Procedura navietlania

Zarowno w etapie | jak i ll, krew pedn(0,5 ml) nawietlano w ptytkach (dotkach)
z tworzywa sztucznego firm Seroplates (Niemcy). detypu ptytki § powszechnie
wykorzystywane w bankach krwi do wykonywania protzykowych. Tworzywo sztuczne,
z ktorego s wykonane, nie powoduje aktywacji ptytek krwi, aspontanicznej agregaciji.
Dodatkowo ksztaltt i kubatura piytek pozwalata natngei réwnomierm penetrag
promieniowania laserowego wit}t badanej prébki. Aby zapobiec ewentualnemu wptyivow
ptytek Seroplates na wyniki badania, zarbwno kr@ddana nawietlaniu, jak i niengwietlana
przenoszona byta na powierzchdiotkéw i pozostawata w nich ten sam okres czasu.

Dawki zastosowane w etapie | i Il zawiera tabela 2.

41



3.7. Badania agregometryczne

Badania agregometryczne podzielone byly na dwgyetdV obu etapach badania
pomiary przeprowadzane byty w modein vitro a wykorzystywano krew pochodzita od
ochotnikéw. Krew petp pobrano do probowek zawiegaych hirudyr i dzielono na porcje po
500 pl, ktére poddawano $wietlaniu. Nasgpnie w przedziale od 3 do 5 minut po za&zeniu
naswietlania krew poddano badaniom agregometrycznyragden nieziminy byt do powrotu
temperatury krwi do stanu wgiowego patrz wykres 2). Jako kontroprzyjeto krew
niengwietlarg. Badania wykonane byly w agregometrze impedancyjnWMultiplate
pozwalagcym na ocea funkcji ptytek krwi z wykorzystaniem krwi peineMetoda pomiaru
stosowana w ugzizeniu opiera gi na monitorowaniu zmian w impedancji, ktére zxéne g
z adhezj agregatéw ptytkowych na powierzchni elektrod. Weggmetrze wykorzystuje ¢si
tzw. wielokrotry agregagj elektrodow. Podczas badania #dy pomiar wykonywany jest
podwdjnie na niezaimych elektrodach zanurzonych w probce krwi. W eczasocesu agregacji,
ptytki krwi osiadag na elektrodach, efektem czego jest zmiana ich dapeji. Pomiar zakresu
zmiany impedancji pozwala ustalhasilenie procesu agregacji. Podczasdkgo z pomiarow
300 pl 0.9% NacCl o temperaturze 37 °C i 300 ul krelnej inkubowane jest w temperaturze 37
°C, przez co najmniej 3 minuty. Naghie rozpoczyna sipomiar agregacji, trwagy 6 min
(przeprowadzany jest w podobnych warunkach ternyidazn Odpowied agregacyja krwi
petnej dla kadej dawki promieniowania badano przyyaiu trzech rénych agonistow:
adenozyno-5'-difosforanu (ADP) w e¢geniu kaicowym 3,2 5uM, kolagenu w ¢geniu
koncowym 1,05 pg/ml i proteiny aktywagej receptor trombinowy (TRAP-6) w ¢geniu
koncowym 10,5 puM. W badaniu wykorzystano odczynnikimfy, Roche Diagnostics

(Szwajcaria).

3.8. Oznaczanie parametrow aktyweigtytek oraz osi syntezy NO.

Oznaczanie markerow aktywsed ptytek krwi tj. sP-selektyny oraz PF-4 wykonano
metody immunoenzymatyczn (ELISA). W tym celu wykorzystano wcésiej przygotowane
i zamrazone osocze. Pomiaruggénia selektyny P dokonano przyyaiu komercyjnego testu
Human sP-Selectin/CD62P Immunoassay (0 numerzégaiaym BBEG) firmy R&D Systems,
(Wielka Brytania) o czukxi 0,5 ng/ml, zgodnie z instrukcproducenta. Wykorzystano techaik
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kanapkow metody immunoenzymatycznej, gdzie do fazy stateprzeciwciatami mysimi
skierowanymi przeciwko ludzkiej P-selektynie dodawastandard i probki badane. Ngstie
dodawano koniugat peroksydazy chrzanowej i polidloych przeciwciat owczych
skierowanych przeciwko P-selektynie i po godzininéubacji cald¢ przemywano trzykrotnie
z wykorzystaniem ptuczki automatycznej EIx 50 firnBioTek (USA). Do przemytych
i osuszonych dotkéw plytki dodawano ngstie roztwor tetrametylobenzydyny, celem
rozwinigcia reakcji kolorymetrycznej, ktgmprzerywano po 15 min. roztworem kwasu. \gci
30 min. od przerwania reakcji mierzongstp¢ optyczrmy przy A 450 nm z zastosowaniem filtra
korekcyjnego 620 nm, wykorzystaj spektrofotometr mikroptytek wraz z oprogramowamie
Epoch firmy BioTek Instruments (USA).

Do pomiaru sfzenia PF-4 w osoczu wykorzystano komercyjny test Bf@F-4 ELISA
firmy RayBiotech Inc, (USA) o czutgi 20 pg/ml, zgodnie z instrukgj producenta.
Zastosowano techngk kanapkow gdzie do dotkow optaszczonych monoklonalnymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko PF-4 dodawastandard i probki badane. Po 2,5
godzinnej inkubacji do 4-krotnie przemytych i oswsych dotkbw dodawano przeciwciato
zwigzane kowalencyjnie z biotgn(biotynylowane) i inkubowano 1 godzinPo powtGrzeniu
przemywania i osuszania dotkbw dodawano ¢pasé roztwoér streptawidyny i prowadzono
inkubacg przez 45 min. Dotki ponownie plukano a nrgstie dodano roztwor
tetrametylobenzydyny, celem rozwgnia reakcji kolorymetrycznej. Przerywan po 30 min.
0,2 M roztworem kwasu siarkowego | mierzongstgs¢ optyczry przy A=450nm, wykorzystuc
czytnik mikroptytek wraz z oprogramowaniem EIx800&ny BioTek Instruments (USA).

Ocere syntezy tlenku azotu dokonano $psdnio poprzez analz osi PRMT-L-
Arg/ADMA-DDAH. Do oznaczé L-argininy i jej metylowych pochodnych, wykorzysta
technilke wysokosprawnej chromatografii cieczowej — HPLCd&aie wykonano na sterowanym
komputerowo przez oprogramowanie Star Chromatograjgbrkstation (wersja 6.3) - aparacie
firmy Varian (USA), w nasf{pujacej konfiguracji: pompa Pro Star 240, automatycpogajnik
prébek z funkcj mieszania reagentéw Pro Star 410, detektor sgfektrescencyjny Pro Star
360, kolumna chromatograficzna Symmetry C 18 130Q6&mm, 5u firmy Waters Co. (USA)

termostatowana w 88. Dla ochrony kolumny wigiwej zastosowano przedkolugme ztazem
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tego samego typu. Przed rozdzialem chromatografinzdo probek badanych i wzorcowych,
dodano L- homoargininy jako standardu wewmego, w iléci 10 pumol/l. Nasipnie, po

rozcienczeniu, odbiatczeniu i odwirowaniu, uzyskane roztyyooddano ekstrakcji do fazy statej
- SPE na kolumienkach SCX - 50 firmy Varian Inc.S@). Otrzymane eluaty, po
przeprowadzeniu reakcji derywatyzacji z odczynmiki®OPA - zadozowano na kolugn
chromatograficzna Faza ruchoma, ktr stanowit 50 Mm bufor fosforanowy (pH 6,6)
z dodatkiem 12 % acetonitrylu v/v, podawana bytaystemie izokratycznym przy przeptywie
1,1 ml/min. Detekej fluorescencyja rejestrowano odpowiednio przy diugo fali wzbudzenia

340 nm i emisji 450 nm. &tenia oznaczanych parametrow wyliczono przez poréiena
wspotczynnikdow:  L-argininy/L-homoargininy, = ADMA/Ld4moargininy i  SDMA/L-

homoargininy ze wspoétczynnikami prébek wzorcowycmanych stzeniach.

3.9. Analiza Statystyczna

Wyniki bada poddano szczego6towej analizie statystycznej. Qo welu wykorzystano
oprogramowanie Statistica 10.0 firmy StatSoft (Ra)s Obliczonosredni arytmetyczg (x) i
odchylenie standardowe (SD). Normaléorozktadu wynikéw weryfikowana byta testem
Shapiro-Wilka, natomiast jednorodidowariancji zmiennych i anakz homoscedastyczgo
dystrybucji zmiennych gogtych - testem Levene’a. W przypadku wymiwania zmiennych
ilosciowych zalenych o rozktadzie normalnym wykorzystywano statigsparametryczne - test
T-Studenta, odpowiednio dla zmiennych, niepmanych lub zmiennych zaleych, zgodnie ze
specyfily prowadzonych analiz. W przypadku zmiennych o radkie innym ni normalny,
stosowano dla zmiennych niezalgch testy nieparametryczne - U Manna-Whitheya. Dla
zmiennych powjzanych (prébki krwi od danego pacjentaswitlane rgnymi dawkami
promieniowania) stosowano odpowiednio test Wilcaxolub - w przypadku zmiennych
o normalnej dystrybucji rozktadu i jednorodnej veagji - test T dla zmiennych zalteych).
Korelacg obliczono wykorzystujc wspétczynnik Spearmana lub Pearsona, wzpatei od
charakteru analizowanych zmiennych. Za istotneystytznie uznawano wyniki na poziomie
p<0,05.
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4. Wyniki
4.1. Wyniki badaagregometrycznych

4.1.1. | etap bada

Celem uchwycenia maksymalnej zmiany agregacji gtytewi pod wptywem
niskoenergetycznego promieniowania laserowego popegizono pierwszy etap badaNa
wykresach: 3, 4, 5 przedstawiono wyniki badagregometrycznych, kolejno dla TRAP,
kolagenu i ADP jako agonistbw wywolgych agregaej Za prolg kontrolrg przyjeto krew
niengwietlars (na wykresach zobrazowajako dawka 0 J/cfj. W tabelach: 3, 5, 7 zestawiono
wyniki pomiaréw agregometrycznych z pierwszego etbpdania. Kzda z nawietlanych grup
poréwnano wzgidem kontrolnej nieriavietlanej proby. Dla kalej z zastosowanych dawek
promieniowania laserowego, odnotowano statystycznamienny spadek wakm agregacji w

stosunku do wartai wyjsciowych.

4.1.2. TRAP

W badanej grupie (n=9) najgkiszz redukcg agregacji uzyskano w wyniku swaietlania
dawlka réwng 4,93 J/crhsrednio 96,6 + 15,6 AU (jednostek agregacji od amggregation unit)
natomiast dla grupy niegaietlanej wynik wyniéstsérednio 120,6 + 20,7 AUp=0,0076.
Podobnie, znamiennstatystycznie redukgjagregacji uzyskano dla dawek, 2,43 Jic&91
Jienf oraz 19,77 Jichze srednimi wartéciami agregacji wynoszymi odpowiednio: 96,6 +
15,6 AU; 101 + 20,2 AU; 98,4 + 15,0 AU.

W przeprowadzonych w pierwszym etapie badania p@cmanie wysipowaty istotne
statystycznie rénice w agregacji poradzy probkami ngwietlanymi r&nymi dawkami

promieniowania.
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Agregacja indukowana peptydem aktywujacym receptor trombiny (TRAP)

150- .

T * . 1 $rednia
=) T : SD
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<  100- H
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o
95’, 50-
< * - p<0.05 vs grupa

nienaswietlana
01—

0 2,43 4,93 991 19,77 39,54

Energia promieniowania [chmz]

Wykres 3. Odpowietl agregacyjna ptytek krwi na TRAP jako agogistzgledem ré&nych
dawek promieniowania.

4.1.1.2. Kolagen

Nieco odmienne wyniki otrzymano w przypadku prodekvi, w ktorej substangj
wyzwalapca reakcg agregacji byt kolagen. Najrszesrednie wartéci wspotczynnika agregacii
uzyskano w grupach poddanych promieniowaniwstaici energii réwnej 19,77 J/c(59,9 +
19,3 AU) oraz 39,54 J/cm(59,7 + 18,5 AU);p=0,0072 w obu przypadkach. Réwniela
pozostatych dawek energii, aice pom¢dzy grup kontrolmg (niendwietlarg) a grupami
poddanymi promieniowaniu, byty istotne statystyezmie wspoétczynnikienp odpowiednio:
0,0117 dla gstaici energii: 9,91 J/cm(67,3 + 20,4 AU)p=0,02 dla 2,43 J/cfn($rednio 62,2+
19,3 AU) oraz 4,93 J/chisrednio 65,6 + 17,6 AU).

Jedynie pomidzy krwia nawietlans dawle 9,91 J/crh, a dawk 39,54 J/cry

wystepowaly istotne rénice (=0,011) w agregacji porilzy probkami ngwietlanymi r&nymi
dawkami promieniowania.

46



Agregacja indukowana kolagenem
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Energia promieniowania [chm2]

Wykres 4. Odpowiet agregacyjna ptytek krwi na kolagen jako aganistzgledem r&nych
dawek promieniowania.

4.1.1.3. ADP

W przypadku wykorzystania ADP jako agonisty, ndjsta odpowied agregacyja data
grupa néawietlana dawl promieniowania réws 19,77 J/icrfi ze sredni 65,6 + 24,5 AU,
z poziomem istotrimi statystycznej wzgtem nienéwietlanej grupy, wynosgym p=0,0108.
Srednia dla grupy niedaietlanej wyniosta 80,2 + 26,0 AU. W przypadku dawk
promieniowania: 2,43 J/dm agregacja wyniosta 72,1 + 26,5 Ap=0,0117); 4,93 J/chm
agregacja wynosita 68,4 + 29,4 Ap=0,0151); 9,91 J/chagregacja wyniosta 70,6 + 22,6 AU
(p=0,0128) oraz dla dawki 39,54 J/tgnednia agregacja wynosita 70,2 + 25,8 Ai30,0284).

Nie wystpowaly istotne statystycznieadice w wartdciach agregacji w odpowiedzi na
ADP pomkdzy poszczegllnym dawkami promieniowanigtego w | etapie badania.
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Wykres 5. Odpowiedagregacyjna ptytek krwi na ADP jako agonisizglgdem rénych dawek

promieniowania.

4.1.2. |l etap bad@agregometrycznych
Na podstawie przeprowadzonych w | etapie haalgregacyjnych i analizy statystycznej

ich wynikéw, do kolejnej agci badania iyto promieniowania o gptasci energii 19,77 J/cf

(jedyna dawka promieniowania spod badanych, ktéra wykazata naguy wspotczynnik

istotnasci statystycznejf) dla wszystkich badanych agonistow). Do grupy baglaaczono 41
0sOb. Dla wszystkich aytych agonistow (ADP, TRAP, kolagen) uzyskano wynigtotne
statystyczne [<0,05) wzgbdem kontrolnych nieravietlanych grup. Wyniki zestawiono

w tabeli 3.
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Tabela 3. Wyniki agregacji ptytek krwi z Il etapadania dla TRAP jako agonisty oraz ocena
ich wzajemnej istotrézi statystyczne.

Dawka Srednie agregacji = SD Srednie agregacji + SD Srednie agregacji + SD
Promieniowania w odpowiedzi na TRAP  w odpowiedzi na w odpowiedzi na ADP

kolagen
[J/cnT] [AU] [AU] [AU]
0 105,0 + 23,5 64,7 +22,3 72,9+22,7
VS VS VS VS
19,77 91,5+21,9 57,7+ 19,6 66,8 + 22,2
p<0,0001 p=0,0001 p=0,0004

4.2. L-arginina, ADMA, SDMA

Biorac pod uwag dostpne w psmiennictwie dane wskazige na szlak metaboliczny
tlenku azotu jako potencjalny mechanizm odpowiddygiaa zmiag reaktywndci ptytek krwi
pod wptywem LLLT, w kolejnym etapie baflgpodito préke falsyfikacji hipotezy badawczej o
braku r@nic w zakresie syntezy NO pogdizy grup kontrolrg i naswietlarg.

W celu oznaczania wptywu aktywém LLLT na zmiany stzen substratow reakcji
syntezy NO, ayto kontrolnej, nien@wietlanej krwi oraz poddanej dziataniu LLLT o enierg
19,77 Jicrh Nie wystpowaly istotne statystycznie mdice w zakresie sten L-argininy,
ADMA i SDMA pomigdzy obiema grupami.

Poziom L-argininy w grupie kontrolnej i naswietlanej.
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Wykres 6. S§zenie L-argininy w grupie kontrolnej i daietlanej.
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Poziom ADMA w grupie kontrolnej i naswietlanej.
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Wykres 7. S§zenie ADMA w grupie kontrolnej i ravietlanej.

Poziom SDMA w grupie kontrolnej i naswietlane;j.
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Dawka Promieniowania [chmz]

Wykres 8. S¢zenie SDMA w grupie kontrolnej i swietlanej.

4.3. Osoczowe markery aktywooptytek krwi

W kolejnym etapie badania peth proke falsyfikacji hipotezy badawczej o braku
wptywu LLLT na markery aktywacji ptytek jakimias sP-selektyna oraz PF4. Poziom
osoczowych markerow aktywgd ptytek zbadano w kontrolnych prébkach krwi orazkrwi
nawietlanej] dawl niskoenergetycznego promieniowania laserowego poytsary W

pierwszym etapie badaagregometrycznych.
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4.3.1. sP-selektyna

Nie wykazano istotnych statystyczniezmic w stzeniu sP-selektyny w osoczy krwi
kontrolnej i ndwietlanej.

Poziom sP-selektyny w grupie kontrolnej i naswietlane;j.
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Dawka Promieniowania [chm2]

Wykres 9. S§zenie sP-selektyny w grupie kontrolnej oraz gru@@uetlanej.

Poziom sP-selektyny w krwi gaietlanej dodatnio koreluje z wadmami sP-selektyny w grupie
kontrolnej (R= 0,88;p<0,05) oraz wynikami agregacji w odpowiedzi na TRARrowno
w grupie nawietlanej (R= 0,53p<0,05), jak i nie poddanej dziataniu lasera (R=3Qpk0,05).
Istnieje zalenos¢ pomidzy stzeniem sP-selektyny w nieswietlanych probkach, a
aktywnaicig agregacyja na TRAP w kontrolnej (R= 0,52)<0,05) i nawietlanej grupie (R=
0,60;p<0,05).

4.3.2. PF4

Nie odnotowano istotnych #aic w stzeniu PF4, w obu badanych grupach. Wykazano

natomiast,4 poziom PF4 w kontrolnej grupie koreluje dodatrits=(0,67;p<0,05) z poziomem
PF4 w probkach ravietlanych LLLT.
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Poziom PF4 w grupie kontrolnej i naswietlanej.
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Wykres 10. Stzenie PF4 w grupie kontrolnej oraz grupigwietlanej.

4.4. Heterogenn@ odpowiedzi na promieniowanie
Z uwagi na brak homogeném odpowiedzi agregacyjnej ptytek na niskoenergatgc
promieniowanie laserowe, zdecydowano o poddaniwzeggiowej analizie statystycznej

poszczegolnych podgrup.

4.4.1. Wspotczynnik zmiany agregacji
Obliczono wspotczynnik zmiany agregacji 3 (dla vetkich trzech wykorzystanych
w |l etapie badania agonistéw), za ktérego wrtprzyjeto iloraz wartééi agregaciji po

naswietlaniu i agregacji w grupie kontrolne;.

3= rednia warté¢ agregacji po navietlaniu laserem)/stednia warté¢ agregacji w warunkach

wyjsciowych)

Tabela 4 Srednie wartéci wspotczynnika zmiany agregacii.

Wartci¢ 3 dla TRAP = SD Wartg 3 dla kolagenu + SD Waio3 dla ADP + SD

87,5+11,0 90,8 +13,1 92,0+13,1

Okazato s}, iz wspoiczynnik zmiany dla kolagenu w sposéb ujemnyreluje

ze stzeniami s-P selektyny zarowno w probkackwiatlanych (R= -0,31p<0,05) co widéa na
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wykresie 12, jak i nie ravietlanych (R=-0,34p<0,05) co przedstawiono na wykresie 11 oraz z

poziomem SDMA w ngwietlanej surowicy ( R=-0,3§1<0,05) dane z wykresu 13.

120

Wartas¢ wspoétczynnika B dla kolagenu

60 |

50 . . . . . . . . . ‘
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Srednie s¢zenie sP-selektyny [ng/ml]
Wykres 11. Korelacja poziomu s-Pselektyny oznacgangarunkach wyjciowych w osoczu ze
wspotczynnikiem zmiany agregacid)indukowanej kolagenem (R= -0,3#0,05).
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Wartas¢ wspoétczynnika R dla kolagenu

60

50
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Srednie sizenie sP-selekyny [ng/ml]

Wykres 12. Korelacja poziomu sP-selektyny oznacgque ngwietlaniu promieniowaniem

laserowym ze wspotczynnikiem zmiany agregac;ji irmuénej kolagenem (R=-0,31; p<0,05).
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Wykres 13. Korelacja poziomu SDMA oznaczonej poswi@tlaniu promieniowaniem

laserowym ze wspotczynnikiem zmiany agregac;ji irmuéinej kolagenem (R= -0,3@<0,05)

4.4.2. Rénicowanie odpowiedzi agregacyjnej

Ze wzgkdu na heterogemnodpowied agregacyjs w podgrupach po swietlaniu
promieniowaniem laserowym dla wszystkich zadanygtnéstow, dokonano podziatu probek na
dwie podgrupy w zalemosci od kierunku odpowiedzi agregacyjnej na zastosmwva
promieniowanie.
Zgodnie z zastosowanym podzialem odnotowano: spadbeiniej wartéci agregacji (n=35),
brak zmiany lub wzrost agregacji (n=6) dla TRAP.akgicznego podziatu dokonano dla
kolagenu: spadek obserwowano w przypadku 30 prgirekciwny kierunek zmian zanotowano
w przypadku 11 probek. Dla ADP liczelBdagrupy, w ktérej odnotowano spadek wyniosta 29,
wzrost ladz brak zmiany odpowiedzi agregacyjnej zanotowanaol@l@robek. Dla podgrup tych
wyliczono srednie wartéci agregacji w warunkach wgiowych dla kadego agonisty oraz po

naswietlaniu laserem, co przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5Srednie wartéci agregaciji w zatsosci od odpowiedzi na zadanych agonistow.

Dawka

promieniowania  agregacji pod

+ SD zalena od

+ SD zalena od

Kierunek zmiany Srednie agregacji Srednie agregacj Srednie agregacj

+ SD zalena od

wptywem LLLT TRAP kolagenu ADP
Spadek 106,3 + 23,1 69,3 +19,9 75,1+22,3

n=35 n=30 n=29

0

98,0 + 28,0 51,2 +23,7 67,4 £ 23,7

Wzrost =6 11 15

n=35 n=30 n=29

19,77

Wzrost 100,0 +£30,0 54,4 + 23,9 72,2 £25,1

n=6 n=11 n=12

4.4.2.1. Rénicowanie odpowiedzi wzglem kolagenu

Przyjmupc za dyskryminator kierunek zmian waitbagregacji indukowanej kolagenem
w odpowiedzi na ravietlanie w stosunku do wadc wyjsciowej, wyodebniono dwie
rozfagczne podgrupy. Jedenastoosohpw ktorej odnotowano wzrost lub brak zmiany agogiga
po nawietlaniu oraz trzydziestoosobaww ktorej ndwietlanie zmniejszato agregacjW tak
wyodrebnionych podgrupach, dokonano porownanigest metabolitow szlaku tlenku azotu,
markerow aktywacji ptytek, zarbwno w warunkach $igwych, jak i po néwietlaniu. Chgc
w ten sposob pog probe powigzania mechanizméw modulacji agregacji przez proiieanie
laserowe z ww. parametrami, a zaksprobowé wyjasni¢ czgsciows heterogenn@ odpowiedzi.
Predyktorem zmiany okazata ¢siwyjsciowa wartd¢ agregacji indukowanej kolagenem.
W grupie, w ktérej odnotowywano spadek agregacjpdpowiedzi na n@vietlanie byta ona
znamiennie msza w porownaniu do grupy z odnotowanym wzrostetn Buakiem zmiany
agregacji w odpowiedzi na fwietlanie (54,4 £ 24,0 AWs58,8 £ 18,1 AU;p=0,007). Ponadto

55



grupa ze spadkiem agregacji w odpowiedzi nawetlanie, cechowata gistatystycznie istotnie

wyzszymsrednim s¢zeniem SDMA po néwietlaniu w poréwnaniu do grupy, ktorej odpowied
byta przeciwna (0,27 + 0,08mol/l vs0,21 £+ 0,05umol/l; p=0,007).

Tabela 6. Heterogend® badanych parametrow biochemicznych wdgm odpowiedzi

agregacyjnej na kolagen.

Rodzaj badanego

Srednie sgzenie + SD  Srednie sgzenie + SD

parametru w grupie ze wzrostem w grupie ze spadkiem p
agregacji agregacji
L-Arg po LLLT [imol/l] 35,6 £10,3 38,3+£10,5 Ns
VS VS
L-Arg kontrolna yUmol/l] 38,0+121 38,0+11,5 Ns
p=Ns p=Ns
ADMA po LLLT [wmol/l] 0,41 £ 0,06 0,43 £ 0,06 Ns
VS VS
ADMA kontrola fumol/I] 0,41 +£ 0,06 0,42 £ 0,06 Ns
p=Ns p=Ns
SDMA po LLLT [umol/1] 0,21 + 0,05 0,27 £ 0,06 0,007
VS VS
SDMA kontrola ymol/l] 0,22 £ 0,06 0,27 £ 0,06 Ns
p=Ns p=Ns
sP-selektyna po LLLT  [ng/ml] 24,5+10,8 27,7194 Ns
VS VS
sP-selektyna kontrolna [ng/ml] 243+111 26,0+94 Ns
p=Ns p=Ns
PF4 po LLLT [ng/ml] 530 + 375 528 £ 597 Ns
VS VS
PF4 kontrolna [ng/ml] 440 + 482 524 + 539 Ns
p=Ns p=Ns
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Tabela 7. Heterogeni®agregacji wzgidem odpowiedzi agregacyjnej na kolagen.

Agregacja w Srednie s¢zenie + SD  Srednie szenie + SD
odpowiedzi na w grupie ze wzrostem w grupie ze spadkiem p
agregacji agregacji
TRAP po LLLT [AU] 99,4 + 23,4 107,2 + 23,9 Ns
VS VS
TRAP kontrola [AU] 85,3 +26,3 94,0+ 20,4 Ns
p=0,026 p<0,001
kolagen po LLLT [AU] 54,4 £24,0 58,8 £18,1 0,007
VS VS
kolagen kontrola [AU] 51,2 £23,7 69,6 £ 19,9 Ns
p=0,004 p<0,001
ADP po LLLT [AU] 58,2+21,4 69,9 £22,0 Ns
VS VS
ADP kontrola [AU] 61,9+21,7 76,4 +£21,9 Ns
p=Ns p=0,009
Wspotczynnik 3 dla TRAP 85,3+14,6 88,4 +£9,6 Ns
Wspotczynnik 3 dla kolagenu 107,3+4,5 84,7+9,3 <0,001
Wspotczynnik 3 dla ADP 943+14,1 91,2+12,8 Ns

4.4.2.2. Rénicowanie odpowiedzi wzglem TRAP

Kolejnym krokiem byto analogiczne rozdzielenie haejapopulacji na dwie podgrupy,
zaleznie od kierunku zmiany agregacji indukowanej peptgdaktywujcym receptor trombiny
(TRAP), w odpowiedzi na promieniowanie laserowe. Wn sposob wyogbniono
trzydziestopgcioosobowy grupe, w ktérej ndwietlanie laserem powodowato spadek agregacji
oraz szécioosobowy podgrug, gdzie promieniowanie laserowe powodowato wzrbsd7 brak
zmiany agregacji w odpowiedzi na tego aganiginalogicznie do analiz przeprowadzonych dla
agregacji indukowanej kolagenem, dokonano porévenatizen metabolitow szlaku tlenku
azotu, markeréw aktywacji ptytek zarowno w warurtkaeyjsciowych, jak i po nawietlaniu,

chac w ten sposob pogli proby powigzania mechanizmédw modulacji agregacji przez

57



promieniowanie laserowe z ww. parametrami, az¢agodj¢ proky wyjasnienia czsciowej

heterogenngi odpowiedzi.

Tabela 8. Heterogenio parametrow biochemicznych wezdem odpowiedzi agregacyjnej na

TRAP.
Rodzaj badanego Srednie sgzenie + SD  Srednie s¢zenie = SD
Parametru w grupie ze wzrostem w grupie ze spadkiem p
agregacji agregacji
L-Arg po LLLT [imol/1] 35,8 +10,8 38,3+10,4 Ns
VS VS
L-Arg kontrolna gmol/1] 37,2+11,2 385+11,7 Ns
p=Ns p=Ns
ADMA po LLLT [wmol/l] 0,41 £ 0,07 0,42 + 0,06 Ns
VS VS
ADMA kontrolna fimol/l] 0,42 + 0,06 0,41 +0,08 Ns
p=Ns p=Ns
SDMA po LLLT [imol/I] 0,22 £ 0,08 0,26 + 0,06 Ns
VS VS
SDMA kontrolna ymol/l] 0,23 £ 0,07 0,26 £ 0,06 Ns
p=Ns p=Ns
sP-selektyna po LLLT  [ng/ml] 32,7+£10,4 258+9,2 Ns
VS VS
sP-selektyna kontrolna [ng/ml] 31,7+10,4 24,6 £9,3 Ns
p=Ns p=Ns
PF4 po LLLT [ng/ml] 793 £ 824 475 + 480 Ns
VS VS
PF4 kontrola [ng/ml] 793 + 785 451 + 457 Ns
p=Ns p=Ns
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Tabela 9. Heterogengbagregacji wzgidem odpowiedzi agregacyjnej na TRAP.

Agregacja w Srednie sgzenie + SD  Srednie s¢zenie = SD
odpowiedzi na W grupie ze wzrostem w grupie ze spadkiem p
agregacji agregacji
TRAP po LLLT [AU] 100,0 £ 30,0 90,2 + 20,9 Ns
VS VS
TRAP kontrola [AU] 98,0 + 28,2 106,3 £ 23,2 Ns
p=Ns p<0,001
kolagen po LLLT [AU] 48,2 + 23,0 59,3+18,8 Ns
VS VS
kolagen kontrola [AU] 54,8 £ 26,1 66,4 £ 21,6 Ns
p=Ns p=0,003
ADP po LLLT [AU] 65,2 +22,1 67,1+225 Ns
S VS
ADP kontrola [AU] 65,3 £21,7 74,2 £ 22,6 Ns
p=Ns p=0,001
Wartas¢ 3 dla TRAP 101,9+2,2 85,1+10,0 <0,001
Wartas¢ 13 dla kolagenu 90,2+17,0 90,8 +£12,6 Ns
Wartas¢ B dla ADP 102,2 + 13,9 90,3+12,3 0,004

W przypadku TRAP nie odnotowano statystycznie zeamych rénic w zakresie
metabolitéw szlaku tlenku azotu, zaréwno pesialy podgrupami, jak i dokomg porownania
przed i po néwietlaniu. Nie wykazano statystycznie istotnyclinié dla markeréw aktywacji
ptytek. W przeciwiastwie do kolagenu, w omawianej analizie, $gypwa agregacja
indukowana TRAP, nie okazata¢sipredyktorem odpowiedzi na dwietlanie. Ciekaw
obserwagj jest natomiast odnotowanie statystycznie znamienr@nicy w zakresie

wspotczynnika zmiany agrega@indukowanej ADP.
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4.4.2.3. Rénicowanie odpowiedzi wzglem ADP

Nastpnie dokonano analogicznych analiz dla agregacjdukowanej ADP.
W wyodrebnionych podgrupach pierwszej, o n=29 ze spadkigregacji indukowanej ADP
w odpowiedzi na rivietlanie i drugiej, o n=12 ze wzrostem agregagjilzbbrakiem zmiany
w zakresie agregacji indukowanej ADP w odpowieda nd&wietlanie. Podobnie jak
w przypadku agregacji indukowanej TRAP, nie odn@ow znamiennych #dic pomedzy
metabolitami szlaku tlenku azotu oraz markeramiyafcji ptytek zaréwno w warunkach
wyjsciowych, jak i po néwietlaniu. Podobnie nie odnotowano statystyczni@anziennych
modulupcych efektow néwietlania w zakresie wagj wymienionych parametrow, w kadej
z podgrup analizowanej oddzielnie. Analogiczniek j& przypadku agregacji indukowanej
TRAP, gdzie zauw#no statystycznie znamiepnmoznice w zakresie wspotczynnika zmiany
agregaciji 3 indukowanej ADP, w przypadku analizseggcji indukowanej ADP, zauwano,ze

podgrupy ranity sie wspoétczynnikiem 3 dla agregacji indukowanej TRAP.
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Tabela 10. Heterogenfiowzgledem odpowiedzi agregacyjnej na ADP.

Rodzaj badanego Srednie s¢zenie + SD  Srednie szenie + SD

Parametru W grupie ze wzrostem w grupie ze spadkiem
agregacji agregacji
L-Arg po LLLT 33,1+74 39,5+11,0 Ns
VS VS
L-Arg kontrolna 34,0+8,9 39,7+12.2 Ns
p=Ns p=Ns
ADMA po LLLT 0,41 £ 0,06 0,43 + 0,06 Ns
S VS
ADMA kontrolna 0,40 + 0,06 0,43 + 0,06 Ns
p=Ns p=Ns
SDMA po LLLT 0,23 £ 0,07 0,26 £ 0,06 Ns
VS VS
SDMA kontrolna 0,23 + 0,06 0,26 + 0,06 Ns
p=Ns p=Ns
sP-selektyna po LLLT 27,5+10,8 26,6 £9,5 Ns
VS VS
sP-selektyna kontrolna 25,4 +10,3 25,6 £9,7 Ns
p=Ns p=Ns
PF4 po LLLT 445 + 564 553 + 539 Ns
VS VS
PF4 kontrolna 418 + 564 546 + 512 Ns
p=Ns p=Ns




Tabela 11. Heterogenftoagregaciji wzgidem odpowiedzi agregacyjnej na ADP.

Agregacja w Srednie stzenie +  Srednie sgzenie +
odpowiedzi na SD w grupie ze SD w grupie ze p

wzrostem agregacji spadkiem agregacji

TRAP po LLLT [AU] 99,7 £23,4 88,3 + 20,6 Ns
VS S
TRAP kontrola [AU] 106,6 + 22,6 104,5 + 24,6 Ns
p=Ns p<0,001
kolagen po LLLT [AU] 57,1+228 57,9+18,5 Ns
VS VS
kolagen kontrola [AU] 63,1+ 25,4 65,3+21,3 Ns
p=Ns p=0,009
ADP po LLLT [AU] 72,2 +25,1 64,5+ 20,9 Ns
VS VS
ADP kontrola [AU] 67,4 £23,7 75,2 £22,3 Ns
p=0,002 p<0,001
Wartas¢ 3 dla TRAP 931+7,4 85,2+11,5 0,009
Wartas¢ 13 dla kolagenu 92,0+£13,1 90,3+13,3 Ns
Wartas¢ B dla ADP 932+7,4 85,2+11,5 <0,001

4.5. Analiza kontrastywna fic w podgrupach

Ze wzgkdu na rozrzut wartei markerow aktywacji ptytek i metabolitow szlakiNdla
kazdego parametru wykazgego cagta dystrybucg wartcgci, dokonano podziatu na tertyle.
Nastpnie, dokonano proby znalezieniazm& w zakresie warkei agregacji zarOwno
wyjsciowej, jak i po néwietlaniu laserem poratlzy ww. tertylami wraz z nagtcza analizy post

hocw przypadku stwierdzenia zdic statystycznie znamiennych.
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4.5.1. Metabolity szlaku tlenku azotu
W niniejszym podrozdziale przedstawione zostauyniki analiz przeprowadzonych po
podzieleniusrednich s§zen w osoczu L-Arg, ADMA i SDMA w warunkach wé§giowych oraz

po na&wietlaniu.

45.1.1. L-Arg

Nie odnotowano statystycznie znamiennychnié miedzy markerami aktywacji ptytek
ani wartgciami agregacji, zarbwno w warunkach wopwych jak i po néwietlaniu,
porownupc ze sob tertyle stzen L-Arg, zarowno w warunkach w§giowych jak i po

nawietlaniu

45.1.2. ADMA

W przypadku ADMA podobnie jak w przypadku L-Arg.eniejestrowano statystycznie
znamiennych rénic pomedzy: wartgciami agregacji, markerami aktywacji ptytek; zar@wvn
w warunkach wyjciowych jak i po néwietlaniu, poréwnuyjc ze sob tertyle osoczowych
pozioméw ADMA.

4.5.1.3. SDMA

Podobnie jak w przypadku pozostatych badanych aswpzh sktadnikow osi syntezy
NO, nie wykazano znamiennychzréc miedzy markerami aktywacji ptytek, ani wagtdami
agregacji po navietlaniu jak i w warunkach wygiowych, poréwnujc ze sob tertyle stzen
SDMA przed néwietlaniem. Jednale wykazano statystycznie znamienneniée w zakresie
wspotczynnika zmiany agregacijf), indukowanej kolagenem w zaleosci od tertyli stzen

SDMA zmierzonego po swietlaniu =0,037).

4.5.2. Markery aktywnai ptytek
Analogicznie do podziatdrednich s§zen L-Arg, ADMA, SDMA, dokonano podziatu
osoczowych stzen markerow aktywacji ptytek krwi, zarbwno w warunkawyjsciowych jak

i po podaniu laseroterapii.
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45.2.1. PF4
Nie odnotowano statystycznie znamiennychnié miedzy metabolitami szlaku tlenku
azotu, ani wartgciami agregacji, zaréwno w warunkach wofpwych jak i po néwietlaniu

poréwnupc ze sob tertyle s¢zen PF4.

4.5.2.2. sP-selektyna

W przypadku analiz wnic w zakresie parametréw agregacji w zatsci od sP-
selektyny oznaczonej wigiowo stwierdzono statystycznie znamienneniée w agregacii
indukowanej TRAP zaréwno w warunkach weipwych (=0,004), jak i po nawietlaniu
(p<0,001) Analizujgc z kolei obecn& roznic, zalenie od poziomu sP-selektyny po
naswietlaniu wykazano statystycznie istotnezmite w zakresie agregacji indukowanej
kolagenem w warunkach wgjowych (©=0,045) jak i wspoétczynnikdd (p=0,015), a take
wartdsci agregacji indukowanej TRAP zaréwno w warunkaghseiowych (©=0,029), jak i po

laseroterapii§=0,007).

4.6. Ocena modulggej roli LLLT na mechanizm agregacji z uwaiylieniem mechanizméw

syntezy NO oraz aktywaciji ptytek krwi

Poddano ocenie efekt modujcgj roli LLLT na interakcje pomgdzy metabolitami
szlaku biosyntezy tlenku azotu, markerami aktywdcpdbtonka a agregacjindukowarn

réznymi agonistami - powierzchniowa analiza regresiji.

4.6.1. Agregacja indukowana kolagenem

Odnotowano znamienny spadek agregacji indukowkokjgenem w analizie regres;ji
ekstrapolujc dane dla podgrupy z najaszymi wartdciami markera aktywacji ptytek (PF4).
Pytki krwi, ktére wykazywaty wyszy stopié aktywacji, okrélony za pomog oznaczé stzen
PF4 wykazywaly zatem wgzy stopié@ supresji agregacji w odpowiedzi naswéetlanie.

Wspomniane zal#osci przedstawiono na wykresie 14.
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Wykres 14. Agregacja po kolagenie pod wptywem Llad potencjalne mechanizmy modulacji

4.6.2. Agregacja indukowana ADP

Ocena modulagej roli LLLT na interakcje pomgdzy inhibitorem kompetencyjnym
syntazy tlenku azotu (ADMA), markerem aktywacji tely (sP-selektyy) a agregag
indukowara ADP wykazata znamienny spadek agregacji w anateggesji ekstrapola¢ dane
dla podgrupy z najwsszymi wartdciami markera aktywacji ptytek (wykres 15). Podabni
zatem, jak w przypadku PF4, napksza odpowiedz antyagregacyjna dotyczyta probek krw
wyjs$ciowo najwy.szych s§zeniach

markera aktywacji ptytek.

i) A - BaetRity

i AN ES A0 - edRly

Wykres 15. Agregacja po ADP pod wptywem LLLT a patalne mechanizmy modulaciji.
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4.6.3. Agregacja indukowana TRAP

W przypadku agregacji indukowanej TRAP nie odna@tow podobnych do opisanych
powyzej zalenosci w zakresie interakcji z sP-selekéym L-arg, natomiast zauwalny byt

w przeciwigistwie do opisywanych wczeiej zalenosci, wzrost agregacji w podgrupie
z wysokim wygciowo poziomem ADMA i sP-selektyny (wykres 14).
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Wykres 16. Agregacja TRAP zalea pod wptywem LLLT a potencjalne mechanizmy
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5. Dyskusja

Niniejsza praca miata na celu optymalizanjodelu badawczego, ktory untiovi oceng
modyfikacji odpowiedzi agregacyjnej krwi poprzeskoenergetyczne promieniowanie laserowe
w zadanychgcisle kontrolowanych i powtarzalnych warunkaichvitro. Ponadto postanowiono
zbad@ ewentualne mechanizmy biologiczne, poprzez ktétd TL modyfikuje odpowied
agregacyjn, z jednoczesnym oksleniem wplywu niskoenergetycznego promieniowania
laserowego na aktywsé biologiczry ptytek krwi oraz gospodarki NO.

5.1. Model badawczy.

Z uwagi na fakt, 4 niskoenergetyczne promieniowanie laserowe wykdymyane jest
w codziennej praktyce klinicznej, autor postanosobr& model badawczy w taki sposob, by
jak najbardziej odpowiadat warunkom naturalnymefiay innymi z tego wzgllu zdecydowano
0 badaniu odpowiedzi agregacyjnej krwi peinej, @ jej preparatow np. PRP) i mogt &tsig
solidm podstaw do prowadzenia dalszych bagdaarowno w modelachn vitro, jak i in vivo
Bioragc pod uwag dostpmg literatue z zakresu wptywu niskoenergetycznego promienioaani
laserowego na odpowiedagregacyja ptytek krwi, jest to pierwsza proba usystematyzoaa
metodologii bada nad tym zjawiskiem. W zamierzeniu autora niniejgzaca ma pozwdi
ocent wptyw LLLT na agregagj, jak rownie przyblizy¢ potencjalny mechanizm, poprzez
ktéry promieniowanie laserowe wywiera wptyw na @eg agregacji. Z uwagi na stabo poznany
charakter zjawisk zachogizych w krwi pod wplywem napromieniowania LLLT, regjlszy
(migdzy innymi ze wzgldow bioetycznych, bezpiearg#wa o0sOb badanych, jak rowaie
konieczndci wielokrotnych pomiaréw w poréwnywalnych warunkadyt model badawczyin
vitro. Pozwolito to na zminimalizowanie ewentualnych enmych, wpltywacych na
otrzymywane wyniki oraz$ciste kontrolowanie warunkow, w ktorych badanie doyt
przeprowadzane. Dgii temu, maliwe byto wzycie szerokiego spektrum dawek promieniowania

bez obaw o ewentualny szkodliwy efekt dla organizgwego.
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5.2 Grupa badana.

Z charakterystyki demograficznej badanej grupy wan iz byla ona jednorodna.
W badaniu udziat weli mtodzi ludzie. Subpopulacje zrekrutowane do @papow badania nie
roznity sie w znacacy sposob i rowniestanowity jednorodpngrupe. Dzieki selekcji ochotnikéw
(mtodzi, zdrowi, bez przewlektych schofzenie poddawani przewlekiej farmakoterapii) wydaje
sie, iz udato s¢ uzysk& model fizjologicznej” odpowiedzi krwi na dziatamilLLLT, oraz
ograniczy liczbe potencjalnych czynnikbw modyfikagych otrzymane wyniki. Tego rodzaju
dobor obiektu bada wydaje s¢ konieczny, ze wzgbu na stabo poznane mechanizmy

oddziatywania LLLT na ptytki krwi.

5.3. Parametry promieniowania i uktad eksperymieyta

W prowadzonych w badaniu procedurachswiatlania krwi petnej, wykorzystano
promieniowanie laserowe o diugn A=662 nm. Dane dogbne w dotychczas publikowanej
literaturze wskazuwj iz do tego typu badawykorzystywano fale z dwoch zakresow=600-
700nm orazA=800-900 nm****’® Promieniowanie o tych diugdach fal mieszcz sic w tak
zwanym ,oknie terapeutycznym” dla LLLT. Zg#ane jest to z faktem stabszego pochtaniania
tej dlugcci fali przez czsteczki wody. Dziki temu, maliwe jest oddziatywanie na
morfotyczne skiadniki krwi. Ponadto wybor takiegakeesu fal powoduje zmniejszenie efektu
termicznego LLLT, ktory nierozerwalnie zyzany jest z pochtanianiem energii promieniowania
przez casteczki wody. Zwaywszy na fakt, 2 promieniowanie z zakresu fal o mniejszej
diugasci (A=600-700 nm), migi si¢ w zakresie absorpcji dla hemoglobiny, #lwe jest
zwigkszenie ,powinowactwa” wykorzystanego promienioveado krwi petnej. Promieniowanie
o tak dobranej diugai fali (lezy w zakresie absorpcji ale nie w maksimum) pozwada
amplifikaci potencjalnego efektu terapeutycznego dla pozadtaglementow morfotycznych
krwi, w tym badanych w eksperymencie trombocytowjednoczesqn redukcy nasilenia
niepazadanego efektu termicznego. Warto zaznaczg analiza spektrum dtuga fali, ktorg
dokonano na potrzeby eksperymentu, potwierdzita acobromatyczny charakter
promieniowania laserowego, emitowanego poprzegdaenie wykorzystanie do eksperymentu.
Wykonane pomiary wykazyj wysoly selektywnéé w zakresie emisji promieniowania
o okrelonej diugaci fali jak na laser potprzewodnikowy (tego rodzajadio wyto w badaniu).
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W tego rodzaju umgdzeniach zazwyczaj trudno uzyskagskie spektrum promieniowania.
Mozliwe, iz lepszym rozwjzaniem bytoby #ycie promieniowania o nie-monochromatycznym
charakterze spektrum diugo fali (z obu zakresow dtugoi fal). Wigzatoby s¢ to jednak

z zwiekszory sumarycza dawky energii pochtoritej przez krew, co mogtoby nasilaefekt
termiczny i istotnie zakiocaotrzymywane wyniki.

W dotychczas prowadzonych badaniachzgciem promieniowania laserowego, trudno
w jednoznaczny sposob okli€ parametry promieniowania, ktéremu byla podananvietlana
krew. Najczsciej autorzy przyjmowali zasad iz promieniowane, ktére emituje laser jest
promieniowaniem docierggym bezpérednio do krwi, z pomigiciem ewentualnych strat. Ten
sposob opisu modelu badawczego niesie zes smwne ograniczenia dotygze precyzji
pomiarow oraz utrudnia prawidtew estymagj, interpretagj i poréwnywanie wynikow
poszczegolnych eksperymentow. kBzas¢ badaczy nie stosowata uktadow rozpragzaah
w swoich modelach badawczycht®'®® W takim przypadku w zakeniu teoretycznym
emitowana wjzka laserowa d@é dokladnie utrzymuje parametry, ktdore ma na Sciy
z urzmdzenia laserowego (brak dodatkowego uktadu rozpjgszgo/zakiocajcego). Powoduje
to jednak, # krew n@wietlana jest jedynie punktowo, nieszaa catej swojej powierzchni i tym
samym nie pozwala to we wEwy sposob zdefiniow@a objetosci naswietlanej krwi oraz
okresli¢ ilosci rzeczywistej pochtogtej dawki. Dodatkowym problemem jest kubatura naczy
ktore wykorzystywanegsdo eksperymentow. Najexie] map one ksztalt prostopadiciandw,
co w pojczeniu z vgska wigzka promieniowania iytego w eksperymencie nasila jeszcze
bardziej zjawisko niepetnego évaietlania krwi. Aby zaradzi tym problemom, #yto uktadu
rozpraszajco-transmisyjnego dobranego w taki sposéb, aby j@miowanie obejmowato caté
krwi znajdupca sie na plytce. Takie rozwranie, wprawdzie powodowato zmiaparametrow
(polaryzacji oraz ¢stdéci energii) promieniowania laserowego docigcago do badanej krwi,
tym niemniej pozwolito na riavietlanie catej powierzchni badanej prébki krwi aksymalizacj
efektu biologicznego.

W celu unikngcia znaczcych bkedéw w opisie modelu badawczego, zastosowanego we
wilasnym uktadzie eksperymentalnym, dokonano pomiacharakterystyki promieniowania
laserowego, ktére docierato do badanych prébek.z&kase, iz wartgci promieniowania
odbiegag nieco od zakladanych, wyznaczonych na podstawaieetycznych oblicae W toku
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wykonywanych pomiarow udato ¢swyznaczy dokladne wiéciwosci promieniowania, ktére
docierato do badanych prébek, co zaprezentowarabelit2. Wykazanozigy one nieznacznie
wyzsze od wyliczonych na podstawie teoretycznych zgétovartasci. Pomimo tych rénic,
mozna przypé, iz w pewnych granicach, dawki zastosowane w ekspergmespetnia
zatazenia modelu badawczego dotyce geometrycznego wzrostu dawki promieniowania.
Nalezy zaznacz¥, iz laser utrzymywat niemal idealnie pierwotnie ustawd parametry (zostato
to potwierdzone pomiarami wykonanymi przyyaiu miernika mocy promieniowania w punkcie
wyjscia promieniowania).

Z racji znacznych rfnic w zakresie dawek promieniowanigywanych w dotychczas
przeprowadzonych badaniach z wykorzystaniem LLLOtpapostanowit zoptymalizowapod
tym wzgkdem model badawczy. Aby wyldiradlawk: promieniowania, ktéra w najekszym
stopniu wplywa na zmian wiasciwosci zakrzepowych krwi, zdecydowano ozygiu
promieniowania z mdiwie szerokiego spektrum energii. W tym celu imatowo dobierano
kolejne dawki promieniowania tak, by tworzyly oné&g: geometryczny. Degki takiemu
sposobowi doboru dawki, w | etapie badania, udajonyznaczy parametry promieniowania,
dla ktérych efekt biologiczny jest najykiszy (19,77 J/cf) oraz takie, przy ktérych zaczyna
zanika (39,54 J/crf). Ponadto w pracy tej po raz pierwszy,eftziwykorzystaniu szerokiego
spektrum gstaici energii, udato si zobrazowa prawo Arndta-Schulzd”® dla zastosowanego
w eksperymencie promieniowania laserowego. W prakpadotychczas przeprowadzonych
bada, ktére potwierdzaty zmniejszenie odpowiedzi agoygeej ptytek krwi, wykazywano
jedynie liniong zalenos¢ pomkdzy zastosowan dawlky promieniowania, a efektem

biologicznym®®® 170

5.4. Efekt termiczny.

Pomimo, & w dostpnej literaturze panuje pogid, ze efekt termiczny promieniowania
nie pojawia si przy mocach promieniowania péaj 100 mW/cm? (w badaniu wykorzystano
moc o wartéci 53mW/cm?2), zdecydowano o sprawdzeniu efektu iEmego dla
wykorzystanego w eksperymencie zakresu promieni@vallykazano, w przypadku dawki
promieniowania wykorzystanej w |l etapie eksperytnemwzrost temperatury saietlanej krwi

wynidst 1,6 °C. Z przedstawionych danych wynikawi przypadku parametréw promieniowania
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uzytego w badaniu, wbrew opisywanym wgzej sugestiom, wygpuje efekt termiczny. Warto
jednak podkrdi¢, iz podczas oceny agregacji w gnzeniach wykorzystywanych w badaniu,
wynaczyniona uprzednio krew przez ponad 9 minutimvana jest w temperaturze paey
37 °C, dlatego wydaje iiz wzrost temperatury podczassméetlania ma pomijalny wptyw na
otrzymywane wyniki. Naley zaznaczy, ze temperatura krwi wrécita do waéth sprzed
procedury néwietlania po 150 sekundach. Z tej wd&e przyczyny autor postanowit wykonywa

badania agregacyjne, po uptywie 3 minut od Aakenia néwietlania.

5.5. Badania agregacyjne.

Z otrzymanych w toku badania danych wynika jasne, riiskoenergetyczne
promieniowanie laserowe zmniejsza odpowiedgregacyja ptytek krwi we wszystkich
badanych dawkach oraz w odpowiedzi na trzech badaagonistow: ADP, TRAP, kolagen.
Pomimo stosunkowo matej grupy badanej (9 pacjentdzyskane wyniki okazaty siistotne
statystycznie dla wszystkich wykorzystanych wgstach energii. W drugim etapie badania
wyniki potwierdzity se na wikszej grupie badanych (wyniosta ona 41 oséb), do ttapu
uzyto jednej wyselekcjonowanej uprzednio dawki pramogvania. Co jest warte podktenia,

w niniejszym badaniu po raz pierwszy udale; swykaz&, iz efekt antyagregacyjny
niskoenergetycznego promieniowania laserowego dgtg@wvniez preparatow krwi petne;.

Dotychczas prowadzone badania, ktérych wyniki aaglogiczne do otrzymanych przez
autora wykorzystywaty krew poddan wskpnej preparatyce tj. w postaci o0socza
bogatoptytkowego (PRP). Wartym pod#lenia jest fakt, 2 otrzymane wyniki trudno
w jednoznaczny sposob odfdedo dotychczas przeprowadzonych bgadgdwnie ze wzgidu na
poruszone wczmiej znaczne rinice metodologiczne, w tym e diugdci fal emitowane
przez laser oraz zakresy energii wykorzystane diab&aprezentowane w niniejszej rozprawie
wyniki stanowé mog jednak rozszerzenie i uzupetnienie hagazeprowadzonych uprzednio
przez zespét Brill i wsp®®, gdzie wykazano zmniejszpaktywnd¢ agregacyja ptytek krwi po
naswietlaniu LLLT (o dtugaci fali rbwnej 632,8 nm, a zatem bardzo zbfiej do wykorzystanej
przez autora), mierzgnw klasycznym agregometrze optycznym, w odpowiedeil RAP jako
agonis¢. Co ciekawe, efekt ten nie byt trwaty i w zadesci od pochtongtej dawki, zanikat wraz
z wydtwzaniem czasu, ktory uptgh od na&wietlania. Do podobnych wnioskéw doszli Ram
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Mohan i wsp.®®, ktérzy badali agregagjptytek zawieszonych w PRP w odpowiedzi na
naswietlanie niskoenergetycznym promieniowaniem laggma. Wykazali oni zmniejszenie
odpowiedzi agregacyjnej na kolagen, ADP i ristonetyW pohkczeniu z otrzymanymi
w niniejszej pracy wynikami nmi® to sugerow@ iz wptyw na modyfikag odpowiedzi
agregacyjnej po saietlaniu niskoenergetycznym promieniowaniem jesjprawdopodobniej
konsekwengj zmian zachodgych bezpéednio w trombocytach lub odbywaesto za
pasrednictwem modulacji poza-morfotycznych elementésoaza. Otrzymane przez autora
wyniki bada stoj z kolei w opozycji do badazespotu Hoffmand®’. Stwierdzili oni bowiem,
iz LLLT nie modyfikuje odpowiedzi agregacyjnej piyteta trombig. Ponadto, ich zdaniem
LLLT zwicksza wytrzymaté¢ powstajcych skrzepow, a tak zwikksza zdolné¢ wigzania
niektorych czynnikéw krzepectia na powierzchni ptytek. Nalg zaznaczy, iz autorzy do bada
wykorzystywali PRP i izolowane ptytki, jak rowrtiestosowali wyjcznie pojedyncz dawke
energii (12 J/crf), przenoszomprzez wska wiazke promieniowania, ktéra nie obejmowata catej
objetosci wykorzystywanej w badaniu krwi. Mogto to w znacy sposob wplywa na
otrzymane wyniki. Prawdopodobnym jestz w przypadku tego eksperymentu dawka
promieniowania gyta do nawietlania, nie miécita sk w tzw. ,oknie terapeutycznym".
Swiadczy o tym mog, chociaby wyniki wspomnianej uprzednio pracy Brill'a i wep® gdzie
przy wykorzystaniu promieniowania laserowego o ginyparametrach, otrzymano wyniki
swiadczice 0 zmniejszaniu agregacji aktywowanej tromlpod wptywem LLLT.

Jak wykazata analiza otrzymanych wynikow had@regometrycznych, odpowiecha
LLLT jest heterogenna. Niektérzy z badanych zareajo zwickszeniem wspotczynnika
agregacji po zastosowaniu LLLT. Trudno w jednozmgcsaposob okidi¢ przyczyny tego
zjawiska. Zaden z przebadanych potencjalnych mechanizméw rikagyéych odpowied
agregacyjn nie wykazat istotnych statystycznieznic pomedzy poszczegolnymi grupami.
Ciekawg obserwagj jest natomiast faktzimodulacja odpowiedzi agregacyjnej przez LLLT jest
powigzana pomidzy poszczegOlnym agonistami. Tego rodzajuazek wykazano poradzy
TRAP i ADP. Z wykonanych analiz wynikaz imodyfikacja odpowiedzi agregacyjnej krwi
petnej na LLLT w przypadku TRAP, byla zarazem pletgrem zmian w zakresie agregaciji,
jako konsekwencji rfavietlania LLLT dla ADP. Ponadto, wykazano analogigzwigzek dla

odpowiedzi na ADP co potwierdzito wgstowanie zalenosci pomidzy odpowiedziami na tych

72



dwoch agonistow. Istnienie posziania obu tych mechanizmow agregacyjnych, ayaleczy¢
z powpzaniem szlakéw transdukcji sygnatéw westvakomorkowych, w odpowiedzi na obu
agonistow i wzajemnym spgzeniem przekanikow odpowiedzi komorkowej, ktore warunku;

efektywry odpowied agregacyja tombocytow* "

5.6. Potencjalne mechanizmy oddziatywania LLLT.

Poza ocem odpowiedzi agregacyjnej, w niniejszej rozprawier@wnano stopie
aktywacji nawietlanych ptytek krwi, w odniesieniu do kontroly¢nienawietlanych). W tym
celu oznaczono poziom osoczowych markerow aktywatgiiek tj. PF4 i sP-selektyny w obu
badanych grupach. Wykonane pomiary nie wykazalgtngth r@nic pomedzy ndwietlam
i kontrollg grup. Wydaje s¢, iz otrzymane wyniki st@j w tym zakresie w opozycji do
rezultatéw prac zespotu Brilld®® ktéry w swojej pracy postulujez ipod wptywem LLLT
nastpuje zmniejszenie poziomu P-selektyny. Bor jednak pod uwag szczegolty
metodologiczne zastosowane przez autoréw, Lipnadery, iz 3 one uzupetnieniem tych prac.
Autor niniejszej rozprawy badat bowiem poziom rogparalnej w osoczu frakcji P-selektyny,
natomiast poprzednicy badali frakgnajdugca sic bezpdrednio na powierzchni trombocytéw.
Biorac pod uwag, iz autorzy obu prac wykorzystywali niskoenergetyczaremieniowanie
laserowe o0 podobnej ditugm fal, mazna dofé¢ do wniosku, 2 LLLT modyfikuje raczej sktad
bton fosofolipidowych trombocytéw, areli substancji uwalnianych przez nie do osocza.
Mozliwe takze, ze ze wzgidu na relacje objosciowe ptytek do osocza (Pct), stouwalnianych
przez ptytki mediatorow do osocza powoduje stoswtkmiewiellg ilosciowo zmiar ich
stezenia, co w pcalczeniu ze stosunkowo niedu grupm badam (41 os6b) uniemaiwito
zobrazowanie zmian na poziomie statystycznej istain

W toku dalszych analiz okazatoesiz stzenie sP-selektyny zaréwno przed, jak i po
naswietlaniu w sposob ujemny koreluje ze wspotczyrenki zmiany agregacji R dla kolagenu
jako agonist. Swiadczy to pérednio o zaang@waniu tego markera aktywacji ptytek krwi
w proces odpowiedzi biologicznej trombocytéw na OLLWykazanie tego rodzaju zywku
jedynie dla odpowiedzi agregacyjnej na kolageny fraku takiej zalenosci dla pozostatych
agonistow sugerowamoze, iz za modulag odpowiedzi agregacyjnej wskutek smaetlania

laserem, odpowiedzialneg <o najmniej dwa niezatee mechanizmyAnalizujagc zalenosé
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agregacji od poszczegolnych tertyles#n sP-selektyny zarowno przed, jak i pcsweetlaniu

wykazano zwjzek z nasileniem agregacji indukowanej peptydemyvaligcym receptor

trombiny (TRAP).
Tlenek azotu jest czynnikiem rozszegzgm naczynia, ma tak wiasciwosci
143, 144,

antyagregacyjne 15 Uwaza sk, iz niskoenergetyczne promieniowanie laserowe
modyfikuje funkcg cytochromow, czego efektem jesteiry innymi zwgkszone wytwarzanie
NO 2 Jedna z hipotez badawczych stawianych przez auakiadata,s LLLT - poprzez
wzrost aktywnéci osoczowych lub/i ptytkowych frakcji NO - powodujvzrost poziomu NO,
a co za tym idzie, m® modyfikowa& odpowied agregacyja ptytek krwi. Otrzymane wyniki
nie potwierdzity jednak tego przypuszczenia. W mate wiasnym nie obserwowano istotnych
réznic w poziomach L-arg, ADMA, SDMA porgilzy obiema badanymi grupami, z czego
mozna wnioskowad, iz LLLT nie nasilato zatem w istotny sposob synteeynku azotu. Natey
jednak zaznacZy iz grupa ze spadkiem agregacji w odpowiedzi na kalggepoddaniu krwi na
dziatanie LLLT wykazata si statystycznie wiszym sgzeniem SDMA, wzgidem kontrolnej
niengwietlanej grupy.Swiadczyé to maze o modulacji poprzez laser aktywéod PRMT1

i PRMT2 powodujc zachwianie proporcji ich aktywsa i zmiare syntezy, tylko SDMA bez
zmian syntezy ADMA. Maliwa bytaby take modulacja aktywri@i DDAH, jakkolwiek brak
zmian s¢zenia ADMA, ktore jest degradowane przez ten enzyreeczy tej tezie. Nie nioa
wykluczye, iz pomimo otrzymanych wynikéw to NO jest odpowiedaiaka spadek agregacii.
Mozliwe jest chociaby zwickszone jego uwalnianie z nitrozo-hemoglobiny (NOy¥bNiestety

w wykonanych badaniach nie ma #hwosci okreslenia tej frakcji NO. W tym celu konieczne
bytoby jednak oznaczenie azotandéw jako metabolittemku azotu, bdz tez prze&ledzenie
zmian ilasciowych w zakresie cGMP jako wtornego przakiia NO.

W niniejszej rozprawie przyzyciu powierzchniowej analizy regresji podano analiz
modulupcy role LLLT na interakcje pongdzy metabolitami szlaku biosyntezy tlenku azotu,
markerami aktywacjirodbtonka a agregagjindukowan réznymi agonistami. Obserwowany
modulupcy wptyw LLLT na agregagj indukowarna kolagenem w podgrupie z najwszymi
wyjsciowymi wartgciami PF4 mae wskazywé na efekt ostabienia pro-agregacyjnej funkcji
gidwnie w przypadku pre-aktywowanych ptytek, co \wojszeniu klinicznym mge by

szczegolnie korzystnym zjawiskiem w populacji ze¢kszonym / wysokim ryzykiem sercowo -
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naczyniowym i/lub z towarzygea oporngcia na leki przeciwptytkowe. Potencjalnie
korzystnym zjawiskiem jest rowniemodulupcy wptyw LLLT na agregaej indukowara ADP

w podgrupie z najwiszymi wygciowymi wartgciami sP-selektyny. Podobnie jak w przypadku
analizowanej wczmiej interakcji pomgdzy agregagj indukowarn kolagenem, PF4 i L-Arg,
moze wskazywa na hamowanie preaktywacji ptytek przez LLLT. Nglgednak wspomnig iz
odnotowany wzrost agregacji indukowanej TRAP w pagdie z wysokim wyjciowo poziomem
ADMA i sP-selektyny, jako izolowany w odniesienio ghozostatych agonistéow wskazuje na
rozfacznas¢ szlakow sygnatowych indukagych agregaejw odpowiedzi na trombinoraz ADP

i kolagen'’. Jest to efekt odmienny od oczekiwanego i wazwil z tym wymaganeasdalsze
badania w tym zakresie, by moc w sposOb bardzidngenaczny i precyzyjny okdkec
modulupca role LLLT w subpopulacji z preaktywowanymi ptytkami.(tyyzszymi wartgciami

stezen markerdéw ich aktywacji i jednocgaie nieoptymalnej biodogbnasci tlenku azotu).

5.7. Ograniczenia pracy.

Ograniczeniem pracy jest niewielka liczebha@rupy badanej, jakkolwiek uzyskane dane
pozwalaj wykaz&, iz niskoenergetyczne promieniowanie laserowe zmraejedpowied
agregacyja krwi petnej w warunkacin vitro.

W projekcie nie badano petnego profilu gospodamkiem azotu, a jedynie jej wybrany
fragment (¢ PRMT->L-Arg/ADMA->DDAH). Bardziej kompleksowe zbadie szlaku
biotransformaciji tlenku azotu pozwolitoby na defymine okrélenie interakcji pomidzy LLLT-
NO, a agregagjptytek w krwi petnej.

Opisane w pracy parametry, sige ocenie aktywacji i czyndé ptytek krwi (sP-selektyna,
PF4), stanowi jedynie czs¢ mazliwych do oceny, zwaywszy jednak na stosunkowo aggle
dane literaturowe dotygeze wptywu LLLT na aktywagj ptytek krwi, stanowg one podstawdo
dalszych bada

Ponadto, petna analiza wptywu niskoenergetycznegmigniowania laserowego na funkcje

ptytek krwi wymaga dalszych bagla& modeluin vivo.

75



6. Whnioski.

1. Udato s} zoptymalizowd model badawczy pozwalay na ndwietlanie probek krwi

w $cisle kontrolowanych i powtarzalnych warunkach.

2. N&wietlanie niskoenergetycznym promieniowaniem lasgra zmniejsza odpowied

agregacyjn krwi petnej na wybranych agonistow w warunkaglvitro.
3. Wszystkie zastosowane w eksperymencie dawki iemowania wykazywaty
antyagregacyjny efekt, jakkolwiek najskutecznigjsz tym aspekcie okazatagstawka

o energii 19,77 J/ctn

4. Nie potwierdzono modulaggego wptywu niskoenergetycznego promieniowania na

poziom osoczowych markerow aktywscoptytek.

5. Nie wykazano wptywu niskoenergetycznego pronoeainia laserowego na wybrane

markery szlaku biotransformacji tlenku azotu.
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7. Streszczenie:

7.1. Wstp

Stowo laser jest akronimem angielskich wyrazéw: meznienie swiatta poprzez
wymuszorn emisg promieniowania (z ang. Light Amplification by Stated Emission of
Radiation). Od momentu skonstruowania pierwszegeadaenia laserowego ten rodzaj
promieniowania jest obiektem bada zainteresow& naukowcow. Wplyw tego rodzaju
promieniowania laserowego na funkcje komorki jesl@kierunkowy i nie w petni poznany. Do
najwaniejszych modyfikacji jej aktywriei nalery: nasilanie proceséw oddychania
wewrmgtrzkomérkowego gtdwnie poprzez aktywacjenzyméw tacucha oddechowego,
wzmaganie syntezy DNA i RNA, modyfikacproceséw apoptozy. Naturglkonsekwengj tych
zjawisk jest fakt, 2 niskoenergetyczne promieniowanie laserowe znajdagtosowanie w
codziennej praktyce klinicznej w: chirurgii, ortape onkologii, dermatologii, stomatologii czy
kardiologii. Co wane jednak, doktadny mechanizm terapeutycznego abezania
niskoenergetycznego promieniowania laserowegoastagw petni poznany.

Trombocyty § morfotycznymi sktadnikami krwi pozbawionymidra komorkowego. Ich
podstawowym zadaniem w organizmie ludzkim jest wapenie widciwej hemostazy. Biar
one réwnie czynny udziat w procesie odpowiedzi immunologigzoekogenezy czy modulaciji
reakcji zapalnej. Nalgy zaznaczg, iz nadmierna aktywacja ptytek krwi bierze czynny adlav
etiopatogenezie licznych chordb, w szczegétnechorzé uktadu sercowo-naczyniowego, ktore
sa gtowng przyczyry zgondw w krajach wysokorozwitich. Istnieje wiele metod pomiaru
aktywnaici ptytek krwi. Do najwaniejszych i najcgsciej stosowanych natg: ocena ich funkcji
agregacyjnej w rénego rodzaju agregometrach orazdiowa i jakgciowa ocena substancji
uwalnianych do osocza tzw. markerow aktywacji ptyt&Viele czynnikow ma wplyw na
aktywnas¢ ptytek krwi. Jednym z najlepiej poznanych, natmielwystpujacych w organizmie
ludzkim modulatorow aktywrimi ptytek jest tlenek azotu, ktdrego, jak sugegriiczne
doniesienia, gospodarka w ludzkim organizmiezenby¢ modulowana przez LLLT.

W zwigzku z coraz ogstszym zastosowaniem niskoenergetycznego promiamiaw
laserowego w leczeniu tego rodzaju scharzotnym zagadnieniem jest wptyw tego rodzaju

oddziatlywania na aktywdé agregacyja trombocytéw. Niestety nieliczne dotychczas
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prowadzone badania nie dggdnoznacznej odpowiedzi na temat skutegeniobezpieczastwa

tego rodzaju terapii.

7.2. Cel pracy

Celem pracy jest optymalizajca modelu badawczegk aby umaliwiat jak
najdoktadniejsze zbadanie wptywu niskoenergetycanggomieniowania laserowego na
odpowied agregacyjn krwi. Kolejnym z celéw badania jest proba aitemia potencjalnych
mechanizmow magych modulowa odpowied agregacyja krwi pod wptywem LLLT.

7.3. Materiat i metody

Do badania rekrutowano zdrowe osoby w wieku od d2il 45 lat. Wykluczano
ochotnikbw z ostrymi i przewleklymi schorzeniami takze przyjmugcych leki i
substancjewptywage na funkaj ptytek krwi i gospodark tlenkiem azotu. Badanie podzielono
na dwa etapy do pierwszegogatono 9 osob a do drugiego 41. W pierwszym etaptabhia
oceniano modyfikaej odpowiedzi agregacyjnej krwi pelnej na trzech veyhych agonistéw
(TRAP, ADP, kolagen) w zat@osci od r@nych dawek promieniowania laserowede-62
nm). Celem tego etapu badania byto wytypowania dapdomieniowania wykazgfgej
najwickszy efekt biologiczny. W drugiej efci badania zbadano poziom wybranych markerow
aktywacji ptytek (PF4 i sP-selektyny) oraz aktywé@rocesow metabolizmu NO (poprzez
ocere o0si PRMT-L-Arg/ADMA-DDAH). Uzyskane wyniki poddano opracowaniu

statystycznemu. Do oblic#evykorzystano program Statistica 10.0 Stat%oft

7.4 Wyniki

Wszystkie wykorzystane w pierwszym etapie badaiaaki promieniowania w sposéb
istotny statystycznie obiaty aktywna¢ agregacyja krwi petnej w odpowiedzi na wszystkich
trzech zadanych agonistow. Nagkézy efekt biologiczny wykazano dla dawki promiengmia
0 energii réwnej 19,77 J/IémW drugim etapie badania potwierdzono istotny ystgtznie
spadek agregacji pod wptywem ADP, TRAP i kolageoungwietlaniu niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym (19,77 Jfkim Nie wykazano istotnych statystyczniezmic
w poziomach markerow aktywacji ptytek (PF4, sP4sgiey) w grupie kontrolnej i navietlanej.
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Nie zaobserwowano istotnychzréc w stzeniach badanych metabolitow syntezy tlenku azotu
(L-Arg, ADMA i SDMA) w grupie kontrolnej i nawietlanej.

7.5. Whnioski

Udalo s¢ zoptymalizowd model badawczy pozwalgy na néwietlanie probek krwi
w §cisle kontrolowanych i powtarzalnych warunkach. Udowiodo, & niskoenergetyczne
promieniowanie laserowe olxai aktywnd¢ agregacyja krwi in vitro. Nie potwierdzono jednak
wptywu niskoenergetycznego promieniowania laseraweg proces biotransformacji tlenku

azotu ani na poziom uwalniania markerow aktywalsjigk krwi.
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8. Summary
8.1. Introduction

The term laser is an acronym fdight Amplification by Stimulated Emission of
Radiation Since the laser device was constructed, sudtt gurces are being a subject of
numerous studies. The effect of laser radiatiorcelhfunction is multidirectional and not fully
understood. The most important changes in cellaktabolism include: increase in activation of
intracellular enzymes involved in the respiratohain, increased synthesis of DNA and RNA,
modification of apoptosis. The natural consequesfalese phenomena is a fact that the low-
energy laser radiation has found an applicatiomowtine clinical practice, such as: surgery,
orthopedics, oncology, dermatology, dentistry adicdogy, however the exact mechanisms by
which LLLT exerts therapeutic effect remain stiditrfully understood.
Thrombocytes are enucleated blood cells playiniyetal role in the maintenance of hemostasis.
They also participate in the process of immune aBSE, oncogenesis or modulation of the
inflammatory response. It should be noted thaetteessive activation of platelets participates in
the etiopathogenesis of many diseases, particutagliovascular disease, which is the main
cause of death in well developed countries.
There are many methods for measuring plateletigagtand the most important and commonly
used are: evaluation of aggregatory function oessmsent of the substances released into the
plasma known as "markers of platelet activationany factors are postulated to change platelet
activity, among which one of the best known isiaitxide. Low level laser therapy (LLLT) is
postulated as one of the modulator of nitro oxigéransformation in humans. Growing body of
attention within the last few years is being padLtLT as a part of cardiovascular therapy.
Hence, its effect on platelet function is an intpot issue. Unfortunately, so far only a few
studies have been conducted and do not adressryrtipis issue in terms of efficacy and safety

of such therapeutic strategy.

8.2. Aim

The aim of the study is to develop a research matieh will allow to investigate the
effect of low energy laser radiation on platelegragation. The identification of potential
mechanisms that modulate platelet aggregationaueliT is the second goal of the study.
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8.3. Material and methods

Only healthy volunteers, aged from 21 to 45 yeaese included to the study. The
exclusion criteria were: acute or chronic diseas#spnic pharmacotherapy which could
potentially affect platelet function or nitric oxadynthesis.
The study was divided into two phases: the first amcluded 9 subjects and the second 41.
At the first stage of the study, platelet aggrematn response to three agonists (TRAP, ADP,
collagen) was evaluated following previous plated@&posure to the different doses of laser
radiation =662 nm). This was intended in order to establ&hdose laser radiation which has
demonstrated to exert the greatest biological effadhe second part the experiment, the levels
of platelet activation markers (PF4 and sP-selgcimd metabolites of the NO biosynthesis
pathway were measured (both, before and after lekation). The statistical analysis was
performed using Statistica 10.0 StatSoft®.

8.3 Results

All laser doses used in the first stage of studyniBcantly reduced the platelet
aggregation in response to all three agonists.|drfgest decrease in aggregation was observed in
response to the radiation with an energy of 19/@%) Even though the second stage of study
confirmed a statistically significant decrease gfjr@gation (ADP ,collagen, TRAP used as
agonist) after irradiation of low-energy laser editin, no statistically significant differences in
the levels of platelet activation markers (PF4,sefectin) between the control and irradiated
group were noted. There were no significant difiees in the amount of substrates for nitric
oxide synthase (L-Arg, ADMA and SDMA) between titanalyzed groups.

8.4 Conclusions

Author managed to construct a research model whitdws to irradiate the blood
samples under strictly controlled and repeatableditons. It has been proved that the low-
energy laser radiation decreases platelet aggoegatiin vitro models. However, no effect of
low-energy laser radiation on the synthesis ofiqitxide nor on the level of platelet activation

markers was observed.
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Zakgcznik 1 - Zgoda Komisji Bioetycznej

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ
przy Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu
Osrodek Badawczo-Rozwojowy
51-124 Wroctaw ul. Kamienskiego 73A tel. (071) 32 70 125

KB/nr 17/2014

Dzialajac na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 1. o zawodzie lekarza (Dz. U. z
1997 r. Nr 28 poz. 152 wraz ze zm.), Zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej
z dnia 11 maja 1990 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i funkcjonowania
oraz trybu dzialania Komisji Bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz. 480) oraz zgodnie z zasadami
zawartymi w GCP (Good Clinical Practice) oraz Deklaracji Helsinskie;j.
Komisja Bioetyczna przy Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu O$rodek
Badawczo-Rozwojowy na posiedzeniu w dniu 20.05.2014r. przeanalizowata wniosek, ktéry
zlozyl Piotr Rola w sprawie badania: Wplyw niskoenergetycznego promieniowania
laserowego na funkcje agregacyjng plytek krwi w warunkach in vitro.
Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
tajnego glosowania Komisja Biotyczna podjeta uchwate o pozytywnym zaopiniowaniu tego
wniosku.

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw
dotyczacych badania przez okres 20 lat od chwili zakoniczenia badania.

Od niniejszej uchwaty mozna si¢ odwota¢ do Odwotawczej Komisji Bioetycznej przy
Ministrze Zdrowia, za po$rednictwem Komisji Bioetycznej przy Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym we Wroctawiu Osrodek Badawczo-Rozwojowy, w terminie 14 dni od daty

otrzymania niniejszej opinii.

Przewodniczacy Kor%sji Bioetycznej

Qv -
Prof. dr hab. rZf{/t;‘gslawa Bem

Otrzymuja:
1.  Wnioskodawca projektu
2. Kierownik jednostki organizacyjnej,
w ktorej projekt bedzie realizowany
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