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MOCY NA STEZENIE ATP W ERYTROCYTACH -

BADANIA IN VITRO

THE INFLUENCE OF LOW-POWER LASER ENERGY ON ATP
CONCENTRATION IN ERYTHORCYTES - IN VITRO STUDY
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Streszczenie

Lasery tzw. biostymulacyjne wykorzystywane sg do zabiegow fizykoterapeutycznych. Celem badan jest analiza wptywu
promieniowania laserowego niskiej mocy na stezenie ATP w krwinkach czerwonych.
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Abstract

The biostimulation lasers are commonly used in physical therapy practice. The aim of the study was to analyze the
influence of low power laser energy on ATP concentration in red blood cells.
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Wstep

W rehabilitacji do zabiegéw fizykoterapeutycz-
nych wykorzystuje si¢ promieniowanie laserowe matej
mocy (LLLT — low level laser therapy), ktérego mak-
symalna moc impulsu promieniowania nie przekracza
500 mW. Lasery matej i sSredniej mocy zalicza si¢ do
grupy tzw. laseréw niskoenergetycznych - biostymu-
lacyjnych. Poprzez biostymulacje laserowg rozumie
si¢ pobudzenie réznorodnych struktur, a tym samym
i funkcji tkanek, bez wzrostu ich temperatury miej-
scowej powyzej 1°C. Przyjmuje si¢, ze do proceséw
biostymulacyjnych najlepsze sg lasery, ktére emitujg
Swiatto o dlugosci fal od 550 nm do 950 nm, ponie-
waz takie promieniowanie miesci si¢ w zakresie tzw.
»okienka optycznego”, czyli obszaru prawie 100%
transmisji Swiatla laserowego przez tkanki (1,2). W
fizykoterapii stosowane sg lasery, ktére emitujg Swia-
tlo o dlugosci fali od 632,8 do 1500 nm, najczesciej
830 nm i 904 nm. Najwigkszg tatwos¢ przenikania
ma fala dlugosci 632,8 nm, ale najwickszg penetracjg
w glgb tkanek charakteryzuje si¢ promieniowanie o
dlugosci fali 830 nm (3). Powyzsze stwierdzenia majg
jedynie podtoze empiryczne, poniewaz w literaturze
brak przekonujgcych, dobrze metodologicznie prze-
prowadzonych badan w ramach nauk podstawowych,
ktére by w sposéb jednoznaczny i jasny opisywaly
wplyw promieniowania laserowego na poszczeg6lne
typy tkanek. Wtasnie ze wzgledu na brak modelu

charakteryzujacego mechanizmy odpowiedzialne za
wywolanie efektu biostymulacyjnego i jednoczesnie
pozytywne wyniki terapeutyczne, metoda laseroterapii
budzi zar6wno wiele nadziei jak i kontrowersji.

Material i metody

Krew do badai otrzymywano od honorowych
dawcéw krwi z Wojewddzkiej Stacji Krwiodawstwa
w Krakowie. Do eksperymentu uzyta zostatla krew
mezczyzn w wieku 20-40 lat. Przed pobraniem mate-
riatu zostali poddani badaniom ogdlnolekarskim. Nie
stwierdzono zadnych choréb przewlektych, zakaznych
oraz ostrych i przewlektych stanéw zapalnych.

Po 5 minutowym odpoczynku w pozycji siedzgcej
od ochotnika pobierano krew w ilosci 16 ml z zyly
w przedniej okolicy stawu tokciowego do heparyno-
wanych probéwek typu vacum, z czego 12 ml krwi
uzywano do eksperymentu in vitro, a4 ml do laborato-
ryjnych badan diagnostycznych, tj. celem oznaczenia
podstawowych parametréw hematologicznych (Hb,
Ht, MCV, MCHC, WB, PT, RWD) i biochemicznych
(stezenie biatka catkowitego, fibrynogenu, tréjgli-
cerydéw, cholesterolu). Krew dawcow, ktérych wy-
mienione parametry miescily si¢ w granicach normy
laboratoryjnej, byta wykorzystywana do niniejszych
badar.

W eksperymencie uzyto 24 prébki od 24 dawcéw
krwi. Kazda probke krwi przeznaczong do badari in
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vitro, tj. 12 ml krwi, dzielono na 6 czgsci po 2 ml. Po-

wstato szes¢ grup eksperymentalnych, ktére poddano

nastepujacym procedurom:

- krew nie poddana naswietlaniu promieniowaniem
laserowym, analizowana zaraz po pobraniu (proba
kontrolna) - Grupa K0

- krew naswietlana promieniowaniem laserowym
przez 7 minut - Grupa E7

- krew naswietlana promieniowaniem laserowym
przez 15 minut - Grupa E15

- krew naswietlana promieniowaniem laserowym
przez 30 minut - Grupa E30

- krew naswietlana promieniowaniem laserowym
przez 60 minut - Grupa E60

- krew nie poddana naswietlaniu promieniowaniem
laserowym, analizowana po godzinnej inkubacji w
temperaturze 37°C - Grupa K60.

Prébki krwi grup E7, E15, E30, E60 byty naswietla-
ne promieniowaniem laserowym generowanym przez
aparat CTL 1106 M (dtugos¢ fali 830 nm) odpowiednio
przez 7, 15, 30, 60 minut. Prébki krwi KO oraz K60 nie
byty napromieniowywane. Prébki z grupy KO byly uzy-
wane jako kontrola przed eksperymentem, natomiast z
grupy K60 jako kontrola po eksperymencie.

Prébki krwi z grupy E7, E15, E30 i E60 byty
umieszczane w probéwkach plastikowych o objetosci
5 ml i srednicy 1 cm, ktére wktadano do tazni wodne;j
o temperaturze 37°C w pozycji pionowej. Koficéwke
generatora promieniowania laserowego umieszczano
nad probéwka w odlegtosci 2 cm od poziomu lustra
krwi, a Srednica wigzki promieniowania laserowego
wynosita 0,8 cm. Przez caly czas prowadzenia ekspe-
rymentu prébki krwi byly perfundowane mieszaning
gazéw (5% CO,, powietrze). Celem perfundowania
krwi bylo zapewnienie natlenowania probki w czasie
trwania inkubacji oraz mieszania, aby wszystkie ele-
menty morfotyczne krwi byly réwnomiernie napro-
mieniowywane.

Grupa E7 otrzymywata dawke promieniowania 6,72
J/em?, grupa E15 14,4 J/cm?, grupa E30 28,8 J/cm? a
grupa E60 57,6 J/cm?.

Prébka krwi z grupy K60 nie byta napromieniowy-
wana, ale przez okres 60 minut byta przechowywana
w azni wodnej o temperaturze 37:C i perfundowana
karbogenem, tak jak pozostale prébki, w tym prébka
z grupy E60.

Stezenie ATP oznaczano w erytrocytach otrzymy-
wanych po trzykrotnym przeptukaniu prébek krwi
schtodzong solg fizjologiczng i usunigciu krwinek bia-
tych (aspiracja tzw. bufty coat). Stezenie ATP okreslano
ilosciowo spektrofotometrycznie za pomocg zestawu
odczynnikéw firmy Sigma.

Statystyczna analiza danych
Wplyw czasu naswietlania na stgzenie ATP byt
analizowany przy zastosowaniu jednoczynnikowej

analizy wariancji (ANOVA). Dla uzyskania informacji
o wystepujacych réznicach pomigdzy poszczegdlnymi
grupami czasowymi zastosowano wieloczynnikowg
analiz¢ wariancji (MANOVA).

Wyniki
W niniejszych badaniach stwierdzono statystycznie
istotne réznice ATP w zaleznosci od czasu naswietla-

nia (a tym samym dawki promieniowania), p<0.001
(Tab. 1).

Tabela 1. Wynik analizy wariancji dla ATP

Zmi Suma Srednia C Poziom
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Poréwnanie miedzy sobg wartosci uzyskanych w
grupach naswietlanych i grupie kontrolnej (grupa KO)
wykazalo statystycznie istotny spadek wartosci stezenia
ATP (p<0.05) pomigdzy grupami KO1E60, E71E60 oraz
E151E60. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
pomiedzy pozostatymi grupami (p > 0.05), Ryc. 1.
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Ryc. 1. Stezenie ATP w erytrocytach poszczegolnych grup eksperymental-
nych (mediana + SD), *p<0.05 KO vs E60, E7 vs E60, E15 vs E60

Dodatkowo obliczono réznice pomigdzy grupa
KO a grupa K60. Analiza wykazala statystycznie zna-
mienny (p < 0.001) spadek stezenia ATP w krwinkach
czerwonych obserwowany po godzinnej inkubacji
tych komérek. (Ryc. 2)
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Ryc. 2. Stezenie ATP w erytrocytach grup kontrolnych K0 i K60 (mediana
+8D), *p<0.001
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Nie wykazano natomiast statystycznie istotnych
réznic pomigedzy grupami E60 i K60 (p>0.05)
(Ryc.3)
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Ryc. 3. Stezenie ATP w erytrocytach grupy E60 i K60 (mediana + SD),
p>0.05

Dyskusja

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze po
godzinnej ekspozycji krwi na promieniowanie la-
serowe o dtugosci fali 830 nm o tacznej dawce 57,6
J/em? nastapit statystycznie istotny spadek stezenia
ATP w krwinkach czerwonych. Podobne obnizenie
stezenia ATP obserwowano takze w prébce kontro-
Inej, inkubowanej przez godzine w identycznych
warunkach, jak krew naswietlana promieniowaniem
laserowym. Podobne wyniki zmian st¢zenia ATP w
krwinkach czerwonych obserwowali Itoh i wsp. (4)
po ekspozycji krwi na dzialanie promieniowania
laserowego o dlugosci fali 632,8 nm i dawkach 4,25
mW, 8,51 17,0 mW przez 60, 120 i 240 min, jednakze
zmiany te nie byly tak nasilone, jak w obecnym eks-
perymencie. Badacze ci zaobserwowali spowolnienie
procesu utraty tego wysokoenergetycznego zwigzku
w napromieniowywanych erytrocytach. Niestety Itoh
1 wsp. nie wyttlumaczyli przyczyny obserwowanych
zmian. By¢é moze, ze ATP jako zwigzek bezposrednio
dostarczajacy energi¢ w réznych procesach komor-
kowych, moze by¢ oszczedzony przez dostarczanie
energii z zewnatrz.

Powyzszaréznica w rezultatach wtasnych z wynika-
mi badan Itoh i wsp. (4) wynika¢ moze ze stosowania
innych dtugosci fal promieniowania laserowego. Wia-
domo jest bowiem, ze istnieje specyficzny zakres dtu-
gosci fal promieniowania laserowego, tj. 550-950 nm,
ktéry pokrywa si¢ z widmem absorpcji hemoglobiny
(5). Powyzsza dtugos¢ fali monochromatycznej nazy-
wana jest ,,naswietlaniem okna hemoglobinowego”.
Dlatego mozna wyraZnie podkresli¢, ze zmiany w meta-
bolizmie krwinek czerwonych zachodzg pod wpltywem
naswietlania konkretng dtugoscig fali lasera.

Wyniki przeprowadzonego w niniejszej pracy
eksperymentu sg podobne do tych otrzymanych przez
Spodaryka (6), ktéry napromieniowywal zawiesing
krwinek czerwonych laserem o dlugosci fali 8§30
nm i dawka 5, 15 i 30 mW/cm? przez 5, 15 i 30 min.
Stwierdzono, ze stezenie ATP podobnie jak w grupie
kontrolnej systematycznie si¢ obniza.

Powyzej wymienione dwie publikacje sa jedynymi,
w ktérych omawiane sg wyniki badari wptywu napro-
mieniowywania erytrocytow swiattem laserowym. W
tym miejscu nalezy wspomniec o pracach opisujacych
zmiany w aktywnosci enzyméw funkcjonujacych w
blonie erytrocyta i wptywajacych na dziatanie pompy
sodowo-potasowe;j. Kilaiczyk i wsp. (7) badali wptyw
promieniowania laserowego o dlugosci fali 670 nm
na aktywnos¢ Na*, K*-ATPazy blony erytrocytarne;.
Stwierdzono, ze dawki 19,1, 38,2, 57,3, 76,41 95,5
J/em? powodujg wzrost aktywnosci pompy sodo-
wo-potasowej, ktéry moze wynikaé ze zwigkszenia
stezenia wewnatrzkomérkowego Na+ na skutek
wzrostu naptywu Na+, wzrostu powinowactwa Na+
lub przemieszczania podjednostek enzymu w btonie
komérkowej. Podobne badania, ale z zastosowaniem
promieniowania laserowego o dlugosci fali 810 nm
przeprowadzita Kujawa i wsp. (8), stwierdzajac, ze
taka ekspozycja krwinek czerwonych doprowadza
do wzrostu aktywnosci Na*, K*-ATPazy i Mg?-AT-
Pazy, oraz ze dochodzi do zmian aktywnosci pompy
sodowo-potasowej. Powyzej cytowane prace dotycza
wigc oddzialywania promieniowania laserowego na
niektore zjawiska cytofizjologiczne.

Réwniez uboga jest literatura dotyczaca badar nad
wplywem promieniowania laserowego na krwinki ja-
drzaste i generujace ATP w szlaku pentozowym. Karu
1 wsp. (9) napromieniowywali in vitro linie komoérek
HeLa swiatlem lasera o dtugosci fali 632,8 nm, Kato
i wsp. (10) promieniowaniem o dlugosci fali 415 nm,
Vekshin i wsp. o dtugosci 602 nm (11), Passarella i
wsp. (12) o dlugosci fali 633 nm, Gordon i Surrey (13)
o dtugosci fali 650 nm i 725 nm, a wigc w zakresie
Swiatta widzialnego. Badania wyzej wymienionych
autor6w wykazaty, ze mitochondria sg ,,wrazliwe”
na dzialanie monochromatycznego promieniowania
laserowego o powyzszych dtugosciach fal. Wykazano,
ze w wyizolowanych mitochondriach watroby szczura
wzrasta synteza ATP i zuzycie tlenu. Stwierdzono, ze
promieniowanie o dlugosci fal wczesniej wymienio-
nych wzmaga syntez¢ ATP. Z drugiej strony Kato 1
wsp. (10) wykazali, ze Swiatlo laserowe o diugosci
fali 477, 511 1 554 nm nie wptywa na szybkos¢ pro-
ceséw zachodzacych w mitochondriach. Vekshin i
wsp. (11) rok péZniej potwierdzili obserwacje Kato i
wsp. (10) stwierdzajac, ze zuzycie tlenu jest przyspie-
szone przez napromieniowywanie komorek Swiatlem
monochromatycznym o dtugosci fali 365 i 436 nm,
ale nie obserwuje si¢ tego samego procesu podczas
stosowania dtugosci fal 313, 5461577 nm. Passarella i
wsp. (14, 15) wykazali, ze promieniowanie o dtugosci
fali 633 nm powoduje wzrost potencjatu btony mito-
chondrialnej i gradientu protonéw i wzrost szybkosci
zamiany ADP w ATP. Natomiast Bortoletto i wsp. (17)
stwierdzili zmiany w blonach mitochondrialnych po
napromieniowywaniu komoérek laserem o diugosci
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fali 635 nm. Zmiany te wyrazaly si¢ tym, iz w naswie-
tlanych komoérkach zaobserwowano mitochondria o
niskim potencjale blony, a takze zmieniony ksztalt
mitochondriéw, ktére przybieraty ksztatt ziarnisty. Tak
wigc we wszystkich wyzej cytowanych eksperymen-
tach mniej uwagi poswigecono zuzyciu tlenu i stgzenia
ATP w cytozolu, a przede wszystkim skupiano si¢ na
strukturze wyizolowanych mitochondriéw.

Herbert i wsp. (18) poddali dziataniu promieniowa-
nia laserowego o dtugosci fali 820 nm ludzkie limfocy-
ty krwi obwodowej i stwierdzili wzrost stezenia ATP
w tych komérkach. Inne wyniki otrzymat Bolognani
1 wsp. (19) po napromieniowywaniu embrionalnych
komorek ludzkich laserem o diugosci fali 632 nm,
przez 5, 15 1 30 min przy gestosci energii 0,64 mW/
cm?. Stwierdzono, ze poziom ATP nie zmienia si¢ po
naswietlaniu laserem nawet przez 30 min.

Pomimo niepelnej wiedzy dotyczacej biofizycz-
nych i biochemicznych zjawisk zachodzacych w
komérkach 1 tkankach pod wptywem promieniowania
laserowego o réznej dlugosci fali i energii, ten bo-
dziec fizykalny jest bardzo czesto wykorzystywany
do leczenia ran, zwalczania bélu czy zmniejszania
objawOw stanu zapalnego. Wydaje si¢ wigc ze wszech
miar konieczne zintensyfikowanie badan w obszarze
cytobiochemii i cytofizjologii w odniesieniu do zja-
wisk adaptacyjnych w odpowiedzi na promieniowanie
laserowe stosowane w rehabilitacji medyczne;j.

Whiosek

Godzinne napromieniowywanie krwinek czerwo-
nych promieniowaniem laserowym o tacznej dawce
57,6 J/cm? powoduje podobne pod wzgledem wartosci
obnizenie ATP w erytrocytach jak ich jednogodzinna
inkubacja.
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