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Wykaz skrotow

AD (ang. assay diluent) rozcienczalnik testowy

ADP (ang. adenosine diphosphate) adenozynodwufosforan

AK (ang. adenylate kinase) kinaza adenylowa

AMP (ang. adenosin monophosphate) adenozynomonofosforan

ATP (ang. adenosine triphosphate) adenozynotrdjfosforan

BAS (ang. bicinchoninic acid solution) roztwor kwasu bicynchoninowego
BCA (ang. bicinchoninic acid) kwas bicynchoninowym

CAT (ang. catalase) katalaza

CS (II) (ang. copper sulfate II) siarczan miedzi II

DSC (ang. differentia scanning calorimetry) skaningowa kolorymetria réznicowa
ECM (ang. extracellular matrix) macierz zewnatrzkomoérkowa

EGF (ang. epidermal growth factor) nablonkowy czynnik wzrostu

FBS (ang. fetal bovine serum) surowica ptodowa cieleca

FDA (ang. Food and Drug Administration) Agencja Zywnosci i Lekow
FGFs (ang. fibroblast growth factors) czynniki wzrostu fibroblastow
FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) izotiocyjanian fluoresceiny

FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) spektroskopia w podczerwieni

z transformacja Fouriera

GP (ang. glutathione peroxidase) peroksydaza glutationowa

GST (ang. glutathion s-transferase) transferaza glutationowa

GTR (ang. guided tissue regeneration) sterowana regeneracja tkanki

ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule) czasteczka adhezji migdzykomorkowej

IFN (ang. interferon) interferon



IL (ang. interleukin) interleukina

LLLT (ang. low-level laser therapy) laseroterapia niskiego poziomu

MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1) monocytarne biatko chemotaktyczne 1
MMP (ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowe;j
NBT (ang. p-nitro blue tetrazolium) biekit nitrotetrazoliowy

NO (ang. nitric oxide) tlenek azotu

PBM (ang. photobiomodulation) fotobiomodulacja

PDGEF (ang. platelet-derived growth factor) ptytkopochodny czynnik wzrostu

PE (ang. phycoerythrin) fikoerytryna

PerCp (ang. peridinino-chlorofil) chlorofil perydynowy

ROS (ang. reactive oxygen nspecies) reaktywne formy tlenu

SDS (ang. sodium dodecyle sulfate) siarczan dodecylu sodu

SE (ang. standard error) btad standardowy

SOD (ang. super oxide dismutase) dysmutaza ponadtlenkowa

TAS/TAC (ang. total antioxidative status/total antioxidative capacity) calkowity status
antyoksydacyjny

TG (ang. thermogravimetric) termograwimetria

TGF (ang. transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu
TMB (ang. tetramethylbenzidine) tetrametylobenzydyna

TNF (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

TOS/TOC (ang. total oxidative status/total oxidative capacity) calkowity status
oksydacyjny

Trx (ang. thio-redoxin) tioredoksyna
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1. Wstep
1.1. Budowa skory

W skorze istnieja mechanizmy odpowiedzialne za gojenie ran, pozwalajace na
odtworzenie jej prawidtowej, ciaglej struktury. Aby doktadnie zglebi¢ proces gojenia ran
nalezy dobrze pozna¢ budoweg skory i charakterystyke komorek w niej wystepujacych.

Skéra zbudowana jest z trzech warstw: naskorka, skory wlasciwej 1 tkanki

podskornej (Ryc. 1) (Arda i wsp., 2014).
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Ryc. 1. Budowa skory.

Naskorek jest tkankg ulegajaca ciagtej odnowie, ktora dzieki obecnosci w warstwie
podstawnej komorek macierzystych utrzymuje wtasciwosci regeneracyjne przez cale zycie
osobnika. Najliczniejsza populacj¢ komoérek naskorka (90-95 %) stanowia keratynocyty,
uktadajace si¢ w warstwy: podstawna, kolczysta, ziarnistg oraz rogowa (Solé-Boldo i1 wsp.,
2020). Komorki warstwy podstawnej naskorka przechodzg szereg przemian
morfologicznych i biochemicznych, aby w efekcie koncowym ulec zluszczeniu w procesie

keratynizacji naskorka (Murphreyi 1 wsp., 2021). W obrgbie naskorka, oprocz



keratynocytow, wystepuja réwniez inne rodzaje komorek jak: melanocyty, komorki
Langerhansa czy tez komorki Merkla (Yousef i wsp., 2020).

Skore wilasciwa stanowi tkanka tagczna wlasciwa, zawierajaca komorki, wiokna
tkanki facznej, istote podstawowg oraz naczynia krwionos$ne i zakonczenia nerwowe.
Wyréznia si¢ dwie warstwy skory wilasciwej: potozong blizej naskorka warstwe
brodawkowa oraz polozong glgbiej warstwe siateczkowata. Warstwa brodawkowa
zbudowana jest z tkanki tacznej wtoknistej luznej, ktora zawiera glownie fibroblasty oraz
mniej liczne miofibroblasty, fibrocyty, mastocyty, histiocyty, plazmocyty, a takze widkna
(kolagenowe, elastyczne, retikulinowe) inaczynia krwionosne. Fibroblasty to komorki
o wrzecionowatym ksztatcie z dlugimi i cienkimi wypustkami cytoplazmatycznymi.
Komorki te s3 odpowiedzialne za produkcje sktadnikow istoty migdzykomorkowej tkanki
lacznej, zarowno wiokien (kolagenowych, elastynowych, retikulinowych) jak i sktadnikow
istoty podstawowej (macierzy) takich jak: glikozaminoglikany (np. kwas hialuronowy,
siarczan chondroidyny), proteoglikany (np. beta-glikan, dekoryna) oraz biatka
niekolagenowe (np. fibronektyna, laminina). Fibroblasty w tkankach dojrzatych skory
przechodza w formy spoczynkowe zwane fibrocytami. Inng populacje komoérek skory
wlasciwej stanowig miofibroblasty (Brown i Krishnamurthy, 2021). Sg to komorki taczace
w sobie zarowno cechy fibroblastow jak 1 komoérek migsniowych. Kurczliwosé
miofibroblastow (dzigki obecnosci wiokien aktynowych) umozliwia obkurczenie gojacej
si¢ rany 1 zblizanie jej brzegéw do siebie, a zatem przej$cie strukturalne fibroblast -
miofibroblast jest punktem kluczowym w procesie zablizniania ran (Alhajj 1 wsp., 2021).
Glebsza warstwa skory wlasciwej, tzw. warstwa siateczkowata ma strukture zbitg, zawiera
duzo mniej komorek oraz grubsze wtokna sprezyste 1 kolagenowe w poréwnaniu z warstwa
brodawkowa skory. W obrebie tej warstwy zlokalizowane sa réwniez liczne naczynia
krwionosne, odcinki wydzielnicze gruczotéw potowych i tojowych oraz mieszki wlosowe. Jest
to takze miejsce lokalizacji receptorow czuciowych (Lopez-Ojeda i wsp., 2021).

Najglebsza warstwa skory - tkanka podskdrna, jest zbudowana z komorek thuszczowych
(adipocytow), ktore sg przedzielone tkanka taczng tworzaca zraziki. Warstwa ta zawiera rowniez
czesci wydzielnicze gruczotow potowych, liczne naczynia krwiono$ne oraz zakonczenia

nerwowe (Rehfeld 1 wsp., 2017).



1.2. Gojenie rany

Charakteryzujac proces gojenia rany na samym wstepie nalezy wyjasnic to pojecie.
Rana jest przerwaniem lub zniszczeniem anatomicznej ciggtosci tkanek, ktore powstaty na
skutek uszkodzenia. Czynnikiem, ktory powoduje zniszczenie moze by¢ uraz lub choroba.
Dodatkowo moze doj$¢ do uszkodzenia nerwow, migsni, Sciegien, stawow, a nawet kosci.
W niektorych wypadkach zauwaza si¢ takze przeciecie tkanki podskornej. Najlepiej goja
si¢ rany, ktore nie przebiegaja z infekcja, a sasiednie tkanki nie zostaly naruszone, natomiast
najgorzej regeneruja si¢ te obrazenia, w ktorych zauwaza si¢ zmiazdzenie tkanek
znajdujacych si¢ w okolicy powstalej rany, co czesto grozi infekcjg. W takim wypadku
moze dojs¢ do martwicy tkanek i1 takie martwe fragmenty powinny ulec resorpcji,
a nastgpnie dochodzi do wypehienia ubytkdéw tkanka bliznowatg (Schiavon i wsp., 2016).

Skora jest pewnego rodzaju tacznikiem czlowieka ze srodowiskiem zewnetrznym,
przez co jest ona nieustannie narazona na uszkodzenia w tym urazy mechaniczne.
W zwiazku z tym skora posiada jeden z najwickszych potencjalow regeneracyjnych
w calym organizmie (Borena i wsp., 2015). Podczas gojenia ran dochodzi do ztozonych
interakcji wielu typow komorek skory, glownie fibroblastow, keratynocytow, komorek
srodbtonka naczyn, rezydentnych i rekrutowanych w to miejsce komoérek odpornosciowych
oraz przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej (Martin i Nunan, 2015, Nilforoushzadeh
1 wsp., 2017).

Gojenie rany jest procesem dynamicznym, ktory przebiega w czterech zachodzacych
na siebie fazach: hemostazy, zapalnej, proliferacyjnej i przebudowy tkankowej (Enoch
1 Price, 2004, Han i Ceilley, 2017; Leyane 1 wsp., 2021).

Hemostaza rozpoczyna si¢ bezposrednio po uszkodzeniu skéry. Uszkodzone
naczynia krwiono$ne aktywuja proces krzepnigcia prowadzac do powstania skrzepu (na
skutek zlepienia si¢ plytek krwi), ktéry stanowi tymczasowa macierz dla migrujacych
w drugiej fazie gojenia, pod wptywem czynnikow chemotaktycznych, leukocytow krwi
(Gethin, 2012). Ptytki krwi sg odpowiedzialne nie tylko za powstanie skrzepu, ale sg
rowniez zrodtem wielu czynnikow regulujacych proces gojenia rany. Do najwazniejszych
z nich zaliczamy ptytkopochodny czynnik wzrostu PDGF (ang. platelet-derived growth
factor) oraz nabtonkowy czynnik wzrostu EGF (ang. epidermal growth factor). PDGF jest
niezmiernie waznym czynnikiem, ktory wptywa na szybko$¢ gojenia si¢ ran skory.

Faza zapalna jest drugim etapem gojenia rany, podczas ktorej komorki uktadu
odpornos$ciowego leukocyty oraz makrofagi sg przyciggane chemotaktycznie do miejsca

urazu, gtownie poprzez wspomniany juz PDGF (Hanafiah i wsp., 2018). Z kolei EGF oprocz



tego, ze pobudza migracje komorek to stymuluje takze ich proliferacje, jak rowniez synteze
i przebudowe macierzy zewnatrzkomérkowej ECM (ang. extracellular matrix) (Hu i wsp.,
2019). Podczas fazy zapalnej dochodzi do wydzielania szeregu cytokin prozapalnych,
takich jak: interleukina 1 (IL-1), czynnik martwicy nowotworu (TNF-a ang. tumor necrosis
factor-«¢), interferon gamma (IFN-y), chemokiny np. monocytarnego biatka
chemotaktycznego 1 (MCP-1/CCL2, ang. monocyte chemoattractant protein 1),
interleukina 8 (IL-8/CXCLS), a takze czynnikow przeciwzapalnych takich jak: interleukina
10 (IL-10) 1 transformujacy czynnik wzrostu (TGF-B, ang. transforming growth factor-p).
Najwazniejszymi cytokinami zaangazowanymi w proces gojenia sa:

e Interleukina 1 (IL-1) — cytokina prozapalna, pobudzajaca rozwoj reakcji zapalne;,
produkowana gtownie przez monocyty, makrofagi 1 neutrofile. Powstaje w formie
prekursora pro-I1L-1, ktory nastepnie jest przeksztalcany w forme¢ aktywna. Wplywa
aktywujaco na leukocyty oraz wiele komodrek niezwigzanych bezposrednio
z uktadem odpornosciowym. W obrebie naskorka IL-1 stymuluje réznicowanie
komorek Langerhansa, indukuje ekspresje czasteczek adhezji miedzykomorkowe;
ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule) oraz E-selektyny umozliwiajac
migracj¢ neutrofili, monocytow i limfocytow. Poprzez indukcj¢ wydzielania przez
komorki odpornosciowe enzymoé6w proteolitycznych, takich jak: kolagenazy
1 zelatynazy czy aktywator plazminogenu, uczestniczy w przebudowie macierzy
zewnatrzkomorkowej. Zaburzenia produkcji IL-1 w obrebie naskérka i1 skory
wlasciwej maja wptyw na procesy gojenia w jej obrgbie (Gotab 1 wsp., 2016; Pan
1 wsp., 2020).

e Interleukina 6 (IL-6) — produkowana jest gtownie przez makrofagi i monocyty.
Charakteryzuje si¢ wielokierunkowoscig dziatania. Bardzo silnie pobudza procesy
zapalne, stymuluje produkcje bialek ostrej fazy, wzmaga aktywacje i proliferacje
limfocytoéw B i T a takze stymuluje proliferacj¢ keratynocytow i fibroblastow. IL-6
dziata na wszystkich etapach gojenia rany. Prawdopodobnie bierze ona udziat
w aktywacji fibroblastow do wydzielania kolagenu, w tworzeniu tkanki ziarninowe;.
Zardwno in vitro, jak 1 in vivo kontroluje migracje¢ keratynocytow w mechanizmie
zaleznym od fibronektyny (Li i wsp., 1996; Gotab i wsp., 2016; Ming-Yuani i wsp.,
2018).

e Interleukina 8 (IL-8/CXCL8) — nalezy do rodziny chemokin CXC, stymuluje
migracje leukocytow, a w szczego6lno$ci neutrofili, do miejsca uszkodzenia tkanki.

IL-8 przyczynia si¢ do neoangiogenezy, fibrynogenezy a takze procesu
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reepitelializacji podczas procesu naprawy uszkodzonych tkanek (Gotab i wsp.,

2016; Komi i wsp., 2020).

e Interleukina 12 (IL-12) — jest produkowana przede wszystkim przez komorki
dendrytyczne i makrofagi, w mniejszych iloSciach moga ja rowniez wydzielaé
keratynocyty. Jej zadaniem jest aktywacja makrofagéw a takze blokowanie
aktywnosci przeciwzapalnej interleukiny 10. Cytokinie tej przypisuje si¢ rowniez
dziatanie hamujgce angiogeneze w procesie gojenia si¢ ran (Matias 1 wsp., 2011;
Gotab i wsp., 2016).

e Czynnik martwicy nowotworu (TNF-a)—produkowany jest gtownie przez
mastocyty, makrofagi i neutrofile. Cytokina ta dziala prozapalnie aktywujac
monocyty oraz makrofagi. Dziala rowniez na fibroblasty, pobudzajac je do
proliferacji oraz wydzielania kolagenazy i IFN-3 (Golab 1 wsp., 2016).

e Interleukina 10 (IL-10) — wytwarzana jest przez limfocyty, makrofagi oraz komorki
dendrytyczne. IL-10 utatwia przej$cie od fazy stanu zapalnego gojenia ran do fazy
proliferacyjnej poprzez modulacje typu 1 liczby pierwotnych komorek
odpornosciowych, ktore migruja do miejsca urazu oraz przez regulacje ekspresji
cytokin prozapalnych. IL-10 odgrywa takze rol¢ w przebudowie ECM podczas
urazu tkanki i dziata ochronnie przeciwdzialajac tworzeniu tkanki bliznowatej
(Gotab 1 wsp., 2016; Singampalli 1 wsp., 2020).

W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze w trakcie toczacego si¢ procesu gojenia ran,
zdolno$¢ do wydzielania cytokin, posiadaja takze zaktywowane fibroblasty (Illescas-
Montes i wsp., 2019; Tottoli i wsp., 2020, Leyane i wsp., 2021).

W czasie wystgpienia miejscowego stanu zapalnego nast¢puje usuwanie wszystkich
uszkodzonych oraz martwych komorek a takze ewentualnych patogenow. Ma tu miejsce
proces fagocytozy, podczas ktorego fagocyty (makrofagi i neutrofile) pochlaniaja pozostale
fragmenty uszkodzonych tkanek (Velnar i wsp., 2009; Marchewka i wsp., 2018).

Po fazie zapalnej nastepuje faza trzecia proliferacyjna, ktora trwa do 14 dni. Faza ta
jest zwigzana z migracjg fibroblastow do uszkodzonego miejsca i rozpoczgciem przez nie
syntezy wiokien tkanki tacznej 1 macierzy zewnatrzkomorkowej, ktéra zastgpuje
tymczasowa macierz utworzong z fibryny i fibronektyny (Sang Won i wsp., 2018).
W pierwszym etapie tej fazy dochodzi do wzmozonej angiogenezy. Zauwaza si¢ wowczas,
ze komorki $rodbtonka naczyniowego wytwarzajag nowe naczynia krwionos$ne, czego
skutkiem jest fibroplazja, czyli wzmocnienie tkanek w zranionym miejscu. Ponadto,
fibroblasty rosng i wytwarzaja nowa tymczasowa macierz zewnatrzkomorkowa. Dzieje si¢

to na skutek wydzielania przez nie kolagenu oraz fibronektyny. Warto podkresli¢, ze
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podczas skurczu rany miofibroblasty zmniejszaja jej wielkos¢, dochodzi do zblizenia
brzegow rany i jej kurczenia si¢, przy jednoczesnym zastosowaniu mechanizmu, ktory
podobny jest do skurczéw miegéni gladkich. W momencie osiggniecia celu dochodzi do
apoptozy tych komorek (Tottoli 1 wsp., 2020). Wydzielane podczas fazy zapalnej cytokiny
np. TGF-B w trakcie fazy proliferacyjnej dziataja jako chemoatraktanty. TGF-B jest
cytoking, nalezaca do nadrodziny transformujacych czynnikéw wzrostu beta. Jego
gléwnym zadaniem jest kontrola wrostu, proliferacji, réznicowania, migracji oraz
obumierania komorek (Nazimek i Bryniarski, 2012). Ponadto, pelni istotng rol¢ podczas
kontroli przebiegu reakcji odpornosciowej. Aktywno§¢ TGF-3 w petni uzalezniona jest od
typu komorek, na ktére oddziatuje (Ramirezi i wsp., 2014; Hinz, 2015). Podczas fazy
proliferacyjnej fibroblasty pod wptywem czynnika wzrostu fibroblastow FGF (ang.
fibroblast growth factor) produkuja sktadniki ECM: kwas hialuronowy, proteoglikany,
kolageny.

W koncowej, czwartej fazie gojenia ran (fazie przebudowy/remodelingu), trwajacej
nawet do 18 miesigcy, ustala si¢ rOwnowaga pomigdzy tworzeniem nowych biatek
(kolagenu, elastyny) a degradacja ECM oraz naczyn krwiono$nych. Procesy przebudowy
tkanki przebiegaja z udzialem enzymow proteolitycznych, zaangazowanych w degradacje
skladowych macierzy zewnatrzkomodrkowej oraz blon podstawnych, wsrod ktorych
kluczowg role odgrywaja metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP, ang.
matrix metalloproteinases) (Maquart 1 Monboisse, 2014). MMP sg enzymami biorgcymi
udziat zar6wno w procesach fizjologicznych jak i patologicznych jako modulatory procesu
zapalnego np. podczas wczesnego etapu gojenia ran (Kopeé-Slezak, 2014). Szczegolna role
przypisuje si¢ tutaj zelatynazom: MMP-2 oraz MMP-9, ktoére sg gtéwnymi enzymami
hydrolizujagcymi kolagen (Murray 1 Wynn, 2011). Metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej 2 (MMP-2) jest konstytutywnie produkowana w organizmie, m.in.
przez monocyty, limfocyty i aktywowane, migrujace fibroblasty. Jej rola zwigzana jest
z procesami fizjologicznymi organizmu, w tym z procesem gojenia ran. MMP-2 oprocz
rozktadania kolagenu typu 1V, trawi takze kolageny typu I, II i IIIl. Ma takze znaczenie
w angiogenezie a takze sprzyja migracji komorek i pobudza ich apoptoze (Caley 1 wsp.,
2015; Antonczak i wsp., 2018). Z kolei metaloproteinaza 9 (MMP-9) jest produkowana
glownie przez neutrofile, monocyty/makrofagi, ale takze przez fibroblasty czy komorki
srodbtonka. MMP-9 jest odpowiedzialna za rozklad blony podstawnej naczyn
krwiono$nych w trakcie procesOw zwigzanych z migracja komorek oraz uczestniczy
w naptywie komorek immunokompetentnych do ogniska zapalnego. Ekspresje tej
metaloproteinazy stwierdza si¢ na brzegach zamykajacej si¢ rany. Chociaz w fibroblastach
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ekspresja MMP-9 jest raczej na niskim poziomie, w procesie gojenia rany enzym ten petni
zasadniczg funkcj¢ w rozktadaniu skrzepu, degradacji i przebudowie sktadnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej, tworzeniu mikronaczyn, w procesie przebudowy i dojrzewania
ECM, reepitalizacji oraz ostatecznym formowaniu si¢ blizny. MMP-9 dziala nie tylko
poprzez rozcinanie komponentéw ECM, lecz takze poprzez aktywacje lub rozkiad
chemokin i cytokin uczestniczacych w procesie gojenia rany (Opdenakker i wsp., 2001;
Kotaczkowska i wsp., 2006; Malla i wsp., 2008; Caley i wsp., 2015; Antonczak i wsp.,
2018). Ostatnim etapem czwart] fazy gojenia ran jest obkurczenie blizny (Erickson
1 Echeverri, 2018). Odpowiedzialne za proces kurczliwosci 1 zamykania rany sa
wspomniane juz miofibroblasty (Hinz i Gabbiani, 2003). Miofibroblasty tacza si¢ ze soba
za pomoca potaczen szczelinowych a skupiajac si¢ w obrebie rany wywoluja jej
obkurczanie. Wiokienka kolagenowe sa utozone prostopadle do brzegéw rany w celu
zwigkszenia wytrzymatosci mechanicznej tkanki. Podczas tego procesu aktyna wigze si¢ ze
sktadnikiem zewnatrzkomérkowym - fibronektyna, przylacza si¢ do widkien
kolagenowych, cofa si¢ i dzigki silnej adhezji kolagenu powoduje kurczenie i zamykanie
rany. Funkcje skurczu miofibroblastow sg modulowane przez prostaglandyny, bradykininy,
adrenaling czy tez noradrenaling. Po przywrdceniu integralnosci tkanki w obrgbie rany
miofibroblasty ostatecznie sa usuwane z miejsca uszkodzenia w procesie apoptozy. Dla
fizjologicznej przebudowy tkanki wysoka sita skurczu wytwarzana przez miofibroblasty
jest bardzo korzystna, jednakze w momencie, gdy staje si¢ nadmierna powoduje tworzenie
blizn przerostowych. Tkanka bliznowata charakteryzuje si¢ zmniejszong elastycznoscia
1 wytrzymato$cig na rozcigganie w porownaniu ze skorg nieuszkodzong (Hinz, 2007;
Muthusubramaniami i wsp., 2014).

Opisujac proces gojenia si¢ rany warto zwroci¢ uwage na to, ze kazde uszkodzenie
moze wygoic si¢ na dwa rdzne sposoby. Pierwszym z nich jest regeneracja, ktora nie niesie
za sobg powstawania blizn, drugim za$ — reparacja, ktora pozostawia po sobie blizny.
Dodatkowo mozna wyrdzni¢ gojenie pierwotne i wtdrne. Gojenie pierwotne uwazane jest
za najkorzystniejszy sposob naprawy powstatych uszkodzen. W procesie tym dochodzi do
odtworzenia cigglosci skory, co nie pocigga za sobg utraty jakiejkolwiek czesci tkanki.
Podczas tego typu procesu dochodzi do taczenia si¢ brzegdw rany, natomiast jej zamknigcie
odbywa si¢ przy interwencji osoby do tego przeszkolonej — poprzez uzycie zszywek,
specjalnej ta§my chirurgicznej lub szwoéw. Omawiany proces trwa dosy¢ krotko, a przy
okazji jest bardzo mata szansa na powstanie widocznych blizn, ze wzgledu na relatywnie

matg ilos¢ strat tkanki (Borena i wsp., 2015).
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Z kolei drugi rodzaj gojenia, zwany wtdrnym, wystepuje przez ziarninowanie. Jest
to znacznie dtuzszy proces, ktory odbywa si¢ tylko w przypadkach, kiedy to poprzedni
rodzaj gojenia nie moze mie¢ miejsca, czyli najczesciej podczas znacznego i powaznego
urazu, w ktorym doszto do trwatego uszkodzenia tkanki lub catkowitej jej utraty, w wyniku
czego brzegi rany nie przyblizajg si¢ do siebie (Sorg i wsp., 2017). Tworzenie si¢ tkanki
ziarninowej to wazny i ztozony element fazy proliferacji w miejscu gojenia rany. Wymaga
interakcji mi¢dzy réznymi typami komorek. Tkanka ziarninowa sktada si¢ z macierzy
pozakomorkowej: kwasu hialuronowego, proteoglikandéw, kolagenu 1 elastyny, a komorki,
ktore sa w niej obecne to fibroblasty, odpowiedzialne za synteze sktadnika witoknistego,
miofibroblasty oraz komorki srodblonka odpowiedzialne za proces neoangiogenezy. Trwale
ziarninowanie z nadmiarem makrofagéw, fibroblastéw i1 naczyn wlosowatych moze
powodowacé powolne gojenie si¢ rany lub moze $wiadczy¢ o infekcji w miejscu rany,
powodujac nadmierng aktywcje komoérek zapalnych (Alhajj i wsp., 2021). W tym miejscu
warto podkresli¢, ze waznym elementem jest tutaj odpowiednia pielggnacja rany, ktorej
brak prowadzi¢ moze do zakazen i w konsekwencji do pojawienia si¢ widocznych blizn.
Gojenie rany poprzez ziarninowanie zachodzi gtéwnie w przypadku rozleglych skaleczen.
Innym rodzajem gojenia si¢ rany jest regeneracja tkanki poprzez rychtozrost. Ten rodzaj
gojenia wystepuje przy niewielkich uszkodzeniach skory i charakteryzuje si¢ szybka
regeneracjy tkanki. Kolejnym rodzajem gojenia ran jest regeneracja przebiegajaca pod
strupem, czyli pod wytworzonym skrzepem krwi, bedacym naturalnym opatrunkiem
(Rodrigues i wsp., 2019).

Prawidtowos$¢ oraz szybkos$¢ gojenia si¢ uszkodzonej tkanki zalezy od wielu
aspektow, do ktorych zalicza si¢ chociazby stan uktadu odpornosciowego, przebyte oraz
obecne choroby, stopien uszkodzenia tkanek, temperature ciata czy ukrwienie konkretne;j
czesci ciata. Proces ten jest takze zalezny od wielko$ci rany, rodzaju uszkodzenia, a takze
od ewentualnego ryzyka wystgpienia zakazenia. Oprocz prawidtowego postepowania
podczas pierwszego kontaktu z przerwanym naskorkiem, dotyczacego przemycia go,
dezynfekcji czy zalozenia opatrunku istotng rolg odgrywaja takze dalsze dziatania. Naleza
do nich miedzy innymi czeste zmiany opatrunkéw czy tez przyjmowanie lekow, w tym
antybiotykow. Aby przyspieszy¢ proces gojenia si¢ uszkodzonej skory obecnie zaleca si¢
uzywanie preparatow z zawartosca cynku, srebra, wyciggéw ro$linnych, witamin itp.

(Galczyk i Van Damme-Ostapowicz, 2016).
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1.3. Wplyw witamin E i K na proces gojenia skory

Bardzo waznymi czynnikami majacymi wptyw na prawidtowe funkcjonowanie
skory a takze jej gojenie sg witaminy a w$rod nich witamina E 1 witamina K (Pop, 2015).
Charakteryzujac wptyw witaminy E oraz K na proces gojenia si¢ ran nalezy na samym
poczatku skupi¢ si¢ na krotkim przedstawieniu charakterystyki chemicznej oraz istoty
dziatania obu tych witamin.

Jako witaminy E okres$la si¢ grupg organicznych zwigzkéw chemicznych, nalezaca
do tokochromanoli, naturalnie wystepujaca w o$miu odmianach homologicznych
o zblizonej aktywnosci fizjologicznej. W jej sktad wchodzg cztery tokoferole z nasyconym
fancuchem bocznym (a-, -, y- 1 O-tokoferole) oraz cztery pokrewne tokotrienole
z nienasyconym fancuchem bocznym (a-, B-, y- i 6-tokotrienole) pozyskiwane z Zywnosci
(Keen 1 Hassan, 2016). Zwiazki te posiadaja ta samg podstawowa strukture chemiczna,
ktora charakteryzuje si¢ powstaniem dwupier§cieniowego szkieletu 6-hydroksychromanu
oraz fancucha bocznego, ktoéry zbudowany jest z 3 jednostek izoprenowych. R6znig si¢ one
liczba 1 potozeniem grup metylowych w strukturze chromanolu i nie mogg by¢ wspolnie

przeksztalcane (Ryec. 2).

CH,

Ryec. 2. Wzor strukturalny witaminy E.

W organizmie czlowieka zapotrzebowanie na witaming E spelnia wylacznie
a-tokoferol, ktory wykazuje najwigksza aktywnos$¢ 1 wystepuje w najwyzszym stezeniu
w surowicy i czerwonych krwinkach. Pozostale formy tokoferolu s3 szybciej
metabolizowane przez organizm (Lee i Han, 2018). Witamina E nie moze by¢
syntetyzowana przez organizm cztowieka i zaliczana jest, ze wzgledu na swoje wlasciwosci,
do witamin rozpuszczalnych w tluszczach, dzigki czemu odktada si¢ gtéwnie w tkance
thuszczowej. a-tokoferol gromadzi si¢ szczegdlnie w miejscach, w ktorych wytwarzanie
wolnych rodnikow tlenowych jest najwigksze, takich jak btony mitochondriow i siateczka
sroddplazmatyczna (Rizvi i wsp., 2014). W kosmetologii witamina E znana jest od lat.
Wiadomo, ze dobrze wnika w skore, chroni warstwe tluszczowa naskorka, poprawia

ukrwienie skory, wspomaga leczenie tradziku ilojotokowego zapalenia skory a takze
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fagodzi podraznienia i1 poparzenia skory, powstate na skutek dziatania promieni
stonecznych. Dodatkowo dziala przeciwzapalnie oraz przeciwobrzekowo (Molski, 2021).
Witamina E zapewnia stabilizacj¢ i wlasciwg przepuszczalno$¢ bton komérkowych. hamuje
proces utleniania biatek i1 lipidow, hamuje rozktad macierzy zewnatrzkomoérkowej przez
metaloproteinazy, uszczelnia 1 wzmacnia tkanki, dzigki czemu przys$piesza proces gojenia
ran (Nizam 1 wsp., 2014; Park, 2015). Witamina E jest mocnym przeciwutleniaczem,
ktorego jedng z wielu funkcji jest opoznianie procesu starzenia. Co wiecej wykazano, ze
zwicksza wytwarzanie przeciwcial poprzez wzmacnianie humoralnej odpowiedzi
immunologicznej] oraz dziala jako adiuwant dzigki czemu  uczestniczy
w regulacji niektorych reakcji immunologicznych (El-Shenawyi i wsp., 2015; Dalia i wsp.,
2018). Bardzo wazna funkcja witaminy E jest wspomniane juz, jej antyoksydacyjne
dziatanie w stosunku do wolnych rodnikow tlenowych (ROS, ang. reactive oxygen species).
Przyktadami takich rodnikéw sg rodniki hydroksylowe, ponadtlenkowe, nadtlenek wodoru
czy tlen singletowy (Yang i wsp., 2018). Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze wolne
rodniki tlenowe w komodrkach sa naturalnymi produktami metabolizmu tlenowego.
Szczegblnie wazne sg one w ukladzie naprawczym gojenia ran. Wptyw ROS na komorki
zalezy w duzym stopniu od czasu ich dziatania i st¢zenia. Umiarkowana ich ilo$¢ spetnia
wazne funkcje fizjologiczne oraz regulacyjne, m.in. przekazuja one sygnaly
wewnatrzkomorkowe 1 migdzykomoérkowe. Anion ponadtlenkowy i1 nadtlenek wodoru
dziataja jak mitogeny, tym samym zwigkszaja tempo replikacji DNA i proliferacji komorek
(Bhattacharyya 1 wsp., 2014). ROS sg takze zaangazowane w wiele proceséw takich jak
skurcze migsni, wydzielanie hormondéw, regulacje napigcia naczyniowego oraz
funkcjonowanie ukltadu odpornosciowego (Sies 1 Jones, 2020). W ukladzie
odporno$ciowym wytwarzane sa m.in. podczas aktywacji fagocytozy. Rowniez w stanach
zapalnych, ktore pojawiajg si¢ w nast¢pstwie uszkodzen tkanek dochodzi do znacznego
wzrostu wytwarzania wolnych rodnikéw tlenowych, zwlaszcza anionorodnika
ponadtlenkowego (Skotnicka i wsp., 2017). O bezposrednim destrukcyjnym dziataniu ROS,
ktére wywoluje uszkodzenia komoérek mozemy mowi¢ wowczas, gdy sa one wytworzone
w nadmiarze, ich wysoka produkcja moze bowiem indukowac apoptoze, autofagie badz tez
nekroze komorek (He 1 wsp., 2017). Najczesciej wystepujacym skutkiem nagromadzenia
si¢ wolnych rodnikéw w ustroju jest stres oksydacyjny polegajacy na zachwianiu
rownowagi wystepujacej miedzy poziomem czynnikéw utleniajacych, a poziomem
czynnikéw antyoksydacyjnych znajdujgcych si¢ zarowno w komorkach, jak i tkankach
organizmu (Kulbacka i wsp., 2009; Sies, 2020). Utrzymujacy si¢ stres oksydacyjny przy
braku sprawnie dziatajacych mechanizmoéw naprawczych, prowadzi do utleniania bton
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komoérkowych, trwatych uszkodzen - DNA, bialek, cukréw, ktore indukujg szereg
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu organizmu. Udowodniono, ze stres oksydacyjny jest
waznym czynnikiem sprzyjajacym $mierci komorek np. w indukowanej przez TGF-8
apoptozie. Kolejnym nastepstwem stresu oksydacyjnego jest zwigkszone zuzycie
adenozynotrojfosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate) w komorce poprzez
uszkodzenie mitochondriow i hamowanie procesu glikolizy (Hohn i wsp., 2017).

Komoérki chronigc si¢ przed nadmiarem wolnych rodnikéw wyksztalcity
zrownowazony system antyoksydacyjny, ktory zabezpiecza przed toksycznym dziataniem
ROS. Mechanizmy te obejmuja zwiazki, pochodzenia zaréwno egzo- jak i endogennego,
ktore tworzg ztozony system o wiasciwosciach enzymatycznych i nieenzymatycznych.
W sktad systemu enzymatycznego wchodza m.in. wewnatrzkomorkowa i mitochondrialna
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase), peroksydaza glutationowa
(GP, ang. glutatione peroxidase), katalaza (CAT, ang. catalase), transferaza glutationowa
(GST, ang. glutatione transferase), tioredoksyna (Trx, ang. thio-redoxin), oraz
przeciwutleniacze enzymatyczne, ktore spowalniaja i blokuja tworzenie ROS, redukuja
stres oksydacyjny odbudowujac struktury uszkodzonych czasteczek. Z kolei w sktad
systemu nieenzymatycznego wchodza m.in. -karoten, a-tokoferol, witamina C czy tez
koenzym Q10 (Ighodaro i Akinloye, 2018).

Witaminy K to rozpuszczalne w tluszczach, grupy zwiazkow chemicznych
naturalnie wystepujace w organizmie czlowieka. Posiadaja one wspdlng strukture
pierscienia naftochinonu, ale r6znig si¢ dtugoscia i nasyceniem dotaczonego lipofilowego
fancucha bocznego. Wyrodznia si¢ trzy formy witaminy K: K1 (filochinon), syntetyzowany
przez organizmy roslinne, stabo przyswajany przez organizm ludzki, K2 (menachinon),
ktoéry wchlania si¢ catkowicie, syntetyzowany przez organizmy zwierzece i1 bakterie
fermentujace oraz K3 (menadion), otrzymywany syntetycznie, ktéry odznacza si¢ wysoka

aktywnoscig biologiczng (Ryc. 3) (Karu i wsp., 2005; Karl i wsp., 2017; Turck i wsp., 2017).

CH, [ CH, 7
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Ryec. 3. Wzor strukturalny witamin: K1, K2, K3.
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Witaminie K przez wiele lat przypisywano wylacznie role w procesie krzepnigcia
krwi, co bylo zwigzane z faktem, Ze katalizuje ona w watrobie mi¢dzy innymi synteze
protrombiny, nieaktywnego prekursora trombiny, enzymu przeksztatcajagcego fibrynogen
w fibryn¢ (Palta 1 wsp., 2014). Ostatnie doniesienia naukowe opisujg jednak szerokie
spektrum jej dzialania rowniez w tkankach pozawatrobowych. Potwierdzono przyktadowo
jej ostonowe i lecznicze dziatanie w osteoporozie, miazdzycy, chorobach nowotworowych
1 chorobach sercowo-naczyniowych, czy tez chorobach centralnego uktadu nerwowego
(Kosinska i wsp., 2008; Bieniek 1 wsp., 2015; Jinghe i wsp., 2015). Witamina ta posredniczy
w kluczowych procesach biochemicznych takich jak wzrost i apoptoza komoérek. Ponadto,
wykazuje dziatanie przeciwbolowe, przeciwgrzybiczne, przeciwbakteryjne
1 przeciwzapalne (Hodges 1 wsp., 2017), co wydaje si¢ by¢ istotne w procesie gojenia si¢
ran. Witamina K jest takze zaangazowana w zwigkszenie szczelno$ci $cian naczyn
krwiono$nych, ograniczanie mikrokrwawienia. Witamina ta lagodzi zaczerwienienia,
wybroczyny oraz siniaki. Kosmetyki z witaming K przeznaczone sg do cery naczyniowej
oraz z tradzikiem ré6zowatym (Wawrzyniak i wsp., 2015). Widocznymi objawami, ktore
wskazujg na niedobor witaminy K sg m.in. hamowanie procesu tworzenia skrzepu,
problemy =z gojeniem si¢ uszkodzenia skory, fatwo§¢ powstawania krwotokow
wewngtrznych i zewnetrznych, ktére sa czgsto przyczyng tworzenia siniakow (Kosinska

1 wsp., 2008; Kucharz i wsp., 2018).

1.4. Lasery

1.4.1. Wiadomosci ogolne

Stowo ,,laser” jest angielskim skrotem wyrazenia light amplification by stimulated
emission of radiation, ktore okre$la wzmocnienie $wiatta przez wymuszong emisj¢
promieniowania. Swiatlo laserowe obejmuje tylko jedna warto$é czestotliwosci (dtugosci
fali) i nat¢Zenia, jest zatem spojne, monochromatyczne i zogniskowane (Tunner i wsp.,
2002). Historia leczenia $wiattem si¢ga dawnych czasow, ale dopiero w XX wieku zacz¢to
naukowo wykorzystywa¢ niektére rodzaje fal $wietlnych w leczeniu schorzen
somatycznych. Natomiast w 1960 roku fizyk Theodore Maiman opublikowal pierwsza
prac¢ na temat promieniowania laserowego 1 jego skutkach zdrowotnych.

Wyrdznia si¢ kilka sposobow klasyfikacji laserow, miedzy innymi ze wzglgdu na
widmo emitowanego promieniowania, osrodek czynny (np. lasery: potprzewodnikowe,
gazowe, na cieczy i na ciele statym), charakter pracy (impulsowy badz ciagly), czy zakres
mocy emitowanych przez urzadzenie. W codziennej praktyce klinicznej stosuje si¢ lasery,
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ktore emitujg promieniowanie z zakresu dtugosci fal charakterystycznych dla $wiatta
widzialnego. Promieniowanie laserowe w kontakcie z materig podlega zjawiskom: odbicia,
zatamania i absorpcji. W momencie kontaktu promieniowania ze skorg jest ono rozpraszane
1 pochtaniane, wskutek czego wigzka traci swojg kolimacje¢ 1 koherencje, ale nadal posiada
jedng czestotliwos¢ fali. Wszystkie te czynniki decyduja o tym na jaka gilebokos¢ wnika
Swiatlo laserowe, a tym samym jakie zmiany wywota w tkankach, do ktorych dotrze
(Draelos i Pugliese, 2014; Mosca i wsp., 2019). Wplyw $wiatta laserowego na tkanke zalezy
wiec od wielu czynnikdéw: rodzaju lasera, ggstosci mocy emitowanej wigzki, absorpcji
tkanek przy roznych diugosciach fali, czasu trwania ekspozycji oraz rodzaju tkanki
poddanej temu dziataniu. W praktyce klinicznej, jak i biomedycznych badaniach dawki:
energii 1 mocy najczegsciej podawane sg zindeksowane na jednostke powierzchni. I tak
najczesciej wykorzystywang w przypadku energii jednostkg jest J/cm?, ktéra jest miarg
ekspozycji promieniowania zwanej tez fluencja (ang. radiant exposure lub fluence).
W przypadku mocy najczgséciej stosowang jednostka jest mW/cm?, ktorg okresla sie jako
irradiancj¢ (Mosca i wsp., 2019).

Ze wzgledu na warto$ci wypromieniowanej energii promieniowanie laserowe
dzielimy na: niskoenergetyczne (malej mocy), srednioenergetyczne ($redniej mocy) oraz

wysokoenergetyczne (duzej mocy), (Pyszora i Adamczyk 2005).

1.4.2. Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe (LLLT)

Terapi¢ wykorzystujaca niskoenergetyczne promieniowanie laserowe (LLLT, ang.
low-level laser therapy) wprowadzit w 1967 roku wegierski chirurg, profesor medycyny
Endre Mester. LLLT wykorzystuje $wiatlo w zakresie od 600 nm do 1100 nm oraz energii
od 1 do 500 mW (Hashmi i1 wsp., 2010). Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe ma
za zadanie wywota¢ w komorce efekt fotochemiczny 1 procesy biostymulacji czy tez
fotobiomodulacji (Santos i wsp., 2018; Mussttaf i wsp., 2019; Leyane i wsp., 2021, He
1 wsp., 2021; Tripodi i wsp., 2021). Dlatego tez, coraz czg¢sciej w publikacjach naukowych,
z zakresu badan wptywu niskoenergetycznego promieniowania laserowego zamiennie do
LLLT stosuje si¢ okreslenie fotobiomodulacja (PBM, ang. photobiomodulation).
Szczegbdlnie ma to znaczenie w badaniach in vitro, czyli w przypadku dziatania
niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym na komorki, trudno bowiem w tym
przypadku mowi¢ o stosowaniu wobec nich terapii.

Wykorzystywanie LLLT niesie za sobg wilasciwe uzytkowanie i zapewnienie

odpowiedniego bezpieczenstwa. Urzadzenia te, zaliczane sg do 3 klasy bezpieczenstwa.
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Lasery te nie powodujg wzrostu temperatury naswietlanej tkanki powyzej 1°C (Kozyra,
2015). W Polsce aktualnie obowigzuje norma PN-EN 60825-1:2005 (PN-EN 60825-1:2005
Bezpieczenstwo urzadzen laserowych, Czes$¢ 1: Klasyfikacja sprzetu i wymagania. Ze
wzgledu na szkodliwo$¢ dziatania urzadzenia laserowe sg sklasyfikowane na podstawie
parametru GED (Granica Emisji Dost¢pnej, z ang. AEL: Accessible Emission Limit), ktory
jest maksymalnym poziomem promieniowania lasera lub urzadzenia laserowego 1 ktorego
warto$ci sg wyspecyfikowane w zalezno$ci od energii, pasma widmowego i czasu
ekspozycji (Kozyra, 2015) (Lukasik 1 in., 2016). Klasa lasera informuje o skali zagrozen
zwigzanych z uzytkowaniem. Aktualnie obowigzuje nowy podziat na siedem klas (1, 1M,
2,2M, 3R, 3B, 4). Im wyzszy jest numer klasyfikacyjny, tym laser badz urzadzenie laserowe
stwarza wicksze potencjalne zagrozenie. Zgodnie z ww. normg wyrdzniamy nastepujace

klasy laserow, ktore zostaly przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Klasy bezpieczenstwa laserow.

Klasa Opis

1 lasery catkowicie bezpieczne

lasery klasy 1 emitujace promieniowanie w zakresie 302,5-4000 nm,
M ktéore moga by¢ niebezpieczne w przypadku wprowadzenia
elementow optycznych w tor wigzki laserowej

lasery niecatkowicie bezpieczne, emitujagce promieniowanie
widzialne w zakresie 400—700 nm; ochrona oczu jest zapewniona

2 przez zamknigcie oka na skutek odruchu zamknigcia powiek
w przypadku silnego o$wietlenia oczu

M lasery klasy 2, ktore moga byC¢ niebezpieczne w przypadku
wprowadzenia elementoéw optycznych w tor wigzki laserowej

3R lasery matego ryzyka
lasery niebezpieczne w kazdym przypadku patrzenia w wigzke

3B , . . . .
laserowa bezposrednio padajaca lub po odbiciu zwierciadlanym

4 lasery bardzo niebezpieczne; nalezy chroni¢ oczy i skore zaréwno

przed promieniowaniem bezposrednim, jak i rozproszonym
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1.4.2.1. Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe — badania kliniczne

LLLT jest formg wspomagajaca, stosowang w réznych dziedzinach medycyny min.
w fizykoterapii, chirurgii, stomatologii, dermatologii, neurologii, ortopedii, okulistyce,
kardiologii, otolaryngologii czy tez kosmetologii (Avci i wsp., 2013, Jenkins i Carroll,
2011). Dzigki badaniom klinicznym udato si¢ okresli¢ tzw. ,,0kno optyczne”, w ktérym
przez naskorek 1 skore na glebokos¢ kilku milimetréw przechodzi swiatto, w przedziale od
czerwieni do bliskiej podczerwieni (Chaves 1 wsp., 2014). Stosowaniu LLLT przypisuje si¢
wiele korzystnych aspektéw. Metoda ta jest: bezbolesna, prosta, posiadajaca niewiele
przeciwwskazan, atermiczna i aseptyczna a przy wilasciwym uzytkowaniu caltkowicie
bezpieczna (Rai 1 wsp., 2018). Wielu autorow na podstawie przeprowadzonych badan
klinicznych opisuje pozytywne efekty stosowania LLLT jako skuteczne narzedzie
w dziataniu przeciwbolowym, przeciwzapalnym, w zmniejszeniu obrzgkow limfatycznych,
w niwelowaniu tradziku, trudno gojacych sie¢ ran i blizn (Kajagar i wsp., 2012; Belli i wsp.,
2015; Jacomo 1 wsp., 2015; Chiarotto 1 wsp., 2014; Nuiez i wsp., 2013; Assis i wsp., 2013;
Jang i wsp., 2016; Yousefi wsp., 2017; Mathur i wsp., 2017; Tantawy 1 wsp., 2018; Taradaj
2018; Vaghardoost i wsp., 2018; Tantawy i wsp., 2019; Rubira i wsp., 2019; Santos i wsp.,
2020; Kholoosy i wsp., 2020; Kilmartin i wsp., 2020). Obiecujace efekty kliniczne
zauwazono takze u pacjentow z przewleklym, zaawansowanym zapaleniem, po
wszczepieniu implantéw zebowych i kostnych innych okolic ciata (Omasa i wsp., 2012, de
Vasconcellos i wsp., 2013). Jednakze, pomimo tak wielu prac potwierdzajacych skuteczno$é
dziatania LLLT w réznych jednostkach chorobowych, istniejg takze doniesienia, ktore tego
pozytywnego efektu nie dowodzg. Brak skuteczno$ci LLLT stwierdzono min. w przypadku
leczenia obrzgku limfatycznego (Klimartin 1 wsp., Akgul 1 wsp., 2020), stanu zapalnego
w chorobach stawow skroniowo-zuchwowych (Jurkowski i wsp., 2011) czy tez bolu
(Jeffrey i wsp., 2000). Z kolei Sadick i wsp. (2018) opisali r6zng skutecznos$¢ dziatania
LLLT w przypadku leczenia zanikowych blizn potradzikowych (Sadick 1 wsp., 2018).
Autorzy tej pracy wykazali, ze skuteczno$¢ dziatania niskoenergetycznego promieniowania
zalezy od rodzaju skory i blizny potradzikowej pacjenta, a takze od zastosowanych

parametréw naswietlania laserem (Sadick i1 wsp., 2018).

1.4.2.2. Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe — badania komoérkowe

Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe dziala na podstawowe molekularne
funkcje komorki zywego organizmu. Wplyw ten jest wielokierunkowy 1 nie w pehni

poznany. Jednym z gtownych, efektéw tego oddziatywania jest wspomniana wczesniej
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fotobiostymulacja objawiajgca si¢ migdzy innymi zwigkszong proliferacja komorek
(AlGhamdi i1 wsp., 2012; Etemadi i wsp., 2021). Doktadny mechanizm tego zjawiska nie
zostal do konca poznany, przypuszcza si¢ jednak, ze u jego podstaw lezy aktywacja
fancucha oddechowego a w  szczegdlnosci udziat oksydazy cytochromu
¢ (AlGhandi 1 wsp., 2012). Wykazano réwniez, ze naswietlanie laserem niskiej mocy ma
wplyw na migracje i roznicowanie komorek, produkcje ATP, synteza DNA i RNA
(Szymanska i wsp., 2013; Naderi i wsp., 2017; Chaves, 2014; Freitas i Hamblin, 2016;
Chaudary, 2020; Nilforoushzadeh i wsp., 2019). Niskoenergetyczne promieniowanie
laserowe ma takze wptyw na zmiany w aktywnos$ci pompy sodowo-potasowej oraz
wymiang elektrolitowa migdzy komorka a jej otoczeniem (Santos i wsp., 2007; Kassak
1 wsp., 2006). Przypuszcza si¢, iz zjawisko to moze mie¢ zwigzek z dziataniem
przeciwbolowym LLLT (Lopatina i wsp., 2012). Wykazane zostato rowniez, iz naswietlanie
laserem niskiej mocy ma wptyw na produkcje reaktywnych form tlenu a efekt ten jest
zalezny od dawki promieniowania lasera (Zhang i wsp., 2008). W wyzszych dawkach
niskoenergetyczne promieniowanie laserowe moze takze indukowaé apoptoze. Doktadny
mechanizm, tego zjawiska réwniez nie zostal do konca poznany, ale wydaje si¢, ze moze
on by¢ silnie powigzany z produkcja reaktywnych ROS (Huang 1 wsp., 2011; Gao i wsp.,
2006; Sun i wsp., 2010). Zastosowanie niskoenergetycznego promieniowania laserowego
wplywa takze na proces angiogenezy, syntezy kolagenu, proces obkurczania si¢ rany
1 ponownej epitelizacji skory (Crisan i wsp., 2013; Frozanfar i wsp., 2013; Cunha i wsp.,
2019). Wykazano rowniez, ze oczekiwany efekt fotobiostymulacji komorek zalezy od
zastosowanych w badanich parametréw naswietlania laserem (Huang i wsp., 2011a; Nuiez
1wsp., 2013; Loreti i wsp., 2015; de Vasconcelos i wsp., 2015; Catarino i wsp., 2015; Gupta
1 wsp., 2015; Ranjbar i Ashrafzadeh-Takhtfooladi, 2016; Nadhreen i wsp., 2019).

2. Uzasadnienie podjecia tematu badan

W $wietle wynikow badan naukowych wiadomo, ze zastosowanie monoterapii,
takiej jak np. miejscowe podanie np. kwasu hialuronowego, kolagenu czy tez czynnikoéw
wzrostu komoérek, ma w ocenie klinicznej jedynie nieznaczny wptyw na poprawe procesu
gojenia (Pikuta 1 wsp., 2015). Optymalnym rozwigzaniem terapeutycznym poprawiajacym
proces gojenia ran, zwlaszcza tych trudno si¢ gojacych np. tradzikowych, oparzeniowych,
czy owrzodzeniowych wydaje si¢ by¢ zastosowanie kilku metod réwnoczesnie, czyli
zastosowanie tzw. terapii  skojarzonej. Proces gojenia ran moze by¢

modyfikowany/wspomagany nie tylko przez substancje aktywne, ale réwniez przez
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wybrane czynniki fizykalne np. magnetostymulacje, ultradzwigki, ciepto 1 zimno, a takze
niskoenergetyczne promieniowanie laserowe.

Roéwniez pomimo wielu przeprowadzonych eksperymentéw dotyczacych wplywu
laseroterapii na organizm ludzki, uzyskane wyniki jak dotad nie daly jednoznacznej
odpowiedzi dotyczacej doboru wlasciwych parametréw stosowanych zabiegéw. Opisywane
rezultaty badan klinicznych wprawdzie zdaja si¢ potwierdza¢ pozytywny wplyw
niskoenergetycznego promieniowania laserowego na uktady biologiczne, w szczegdlnosci
na organizm cztowieka, jednakze zakres parametrow stosowanych w badaniach chociazby
w regeneracji tkanek skory jest bardzo rozlegly. Autorzy prac naukowych podkreslaja
niezgodno$¢ wynikow podobnych badan z =zakresu laseroterapii, co moze by¢
spowodowane zréznicowang i czg¢sto niedoktadnie opisang w pracy metodyka zabiegow.
Autorzy mato precyzyjnie przytaczaja dane dotyczace zastosowanej aparatury, dobranych
parametréw naswietlania oraz sposobu aplikacji wigzki lasera, co nie pozwala na
jednoznaczng ocen¢ wynikow przeprowadzonych badan. To z kolei utrudnia powtdrzenie
badan przez innych, a takze powoduje problemy z poréwnywaniem uzyskanych wynikéw
wlasnych z rezultatami otrzymanymi 1 opisanymi w piSmiennictwie przez innych
naukowcow.

W piSmiennictwie brak jest rowniez badan, ktére opisywatyby wplyw terapii
skojarzonych na proces gojenia ran skory. Bardzo istotnym wydaje si¢ wigc, okreslenie
w warunkach hodowli in vitro optymalnych dla komoérek skory parametrow naswietlan
laserem a takze ustalenie czy istniejg wzajemne interakcje pomigdzy dzialaniem na komorki
wybranych czynnikow aktywnych 1 niskoenergetycznego promieniowania laserowego
a odpowiedzia komorkowa mierzong poziomem produkcji czynnikdéw odgrywajacych

istotng role¢ w procesie gojenia ran.

3. Cel badan
Celem niniejszych badan byta ocena wptywu niskoenergetycznego promieniowania
laserowego oraz witamin E i K na odpowiedz komorkowa ludzkich fibroblastow

w warunkach hodowli in vitro.

Cel realizowano poprzez zbadanie:
1. Ktore =z zastosowanych parametrow naswietlania niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym maja najkorzystniejszy wptyw na: morfologie,

przyleganie, proces ,,gojenia rany” oraz aktywnos$¢ wydzielniczg fibroblastow?
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2. Czy witaminy E 1 K maja wplyw na zywotno$¢ i aktywnos$¢ wydzielnicza
fibroblastow?

3. Czyrdéwnoczesne dziatanie witaminy E lub K i na§wietlania niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym wptywa na zywotno$¢ i aktywnos$¢ wydzielnicza

fibroblastow oraz potencjat oksydacyjno-antyoksydacyjny tych komoérek?

Postawiono hipoteze badawczg

Zatozono, ze niektére sposrod 12 badanych parametrow naswietlania
niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym oraz witaminy beda stymulowaly

fibroblasty, do wydzielania czynnikow sprzyjajacych procesowi gojenia ran.

4. Materialy i metody

4.1. Hodowla komdorkowa

Standardowo fibroblasty Hs680 hodowane byly w plastikowych butelkach (Nest SB,
USA) o pojemnosci 75 ml w pozywce hodowlanej DMEM (Lonza, USA) z dodatkiem 10
% surowicy cielecej FBS (ang. fetal bovine serum), (Gibco, USA) oraz 5 % roztworu
antybiotykdw: penicyliny i streptomycyny (Sigma - Aldrich, Niemcy), w atmosferze 5 %
COs 1 temperaturze 37°C. Do eksperymentéw zostaty uzyte komorki z pasazy od 5-6.
Zawiesina komorek byta uzyskiwana poprzez dodanie do hodowli w butelce tryple (Lonza,
USA). Po odwirowaniu komorki byty doprowadzone do stezenia 0,01 mIn komoérek/ml, po
czym 1 ml zawiesiny komodrek byt umieszczany: podczas I etapu badan (zob. podrozdziat
4.2.1) na okraglych szkietkach hodowlanych (Menzel Glaser, Germany) w studzienkach 24-
dotkowej ptytki hodowlanej (Nest SB, USA), natomiast w II etapie badan (zob. podrozdziat
4.2.2) w dotkach 24-dotkowej plytki (Nest SB, USA) zawierajacych sterylne krazki
membran 1 szkietka hodowlane (Menzel Glaser, Germany). Hodowla fibroblastow
prowadzona byta odpowiednio przez 3, 5, 7, 9 Iub 11 dni w inkubatorze (MCO-18AC
PhCbi, UK), w atmosferze 5 % CO: 1 temperaturze 37°C. W celu oznaczenia aktywnosci
wydzielniczej fibroblastow, po uptywie okreslonego czasu hodowli odpowiednio od 3 do
11 dni, zbierano i zamrozono (w -20°) nadsacz znad hodowli komoérek, w celu pdzniejszego

dokonania oznaczen.
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4.2. Etapy badan

4.2.1. Etap 1 — dobdr optymalnych parametrow naswietlania niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym

Do naswietlania laserem fibroblastéw Hs680 rosnacych na okraghlych szkietkach
hodowlanych (Menzel Glaser, Germany) (kontrola) w dotkach 24-dotkowej ptytki (Nest
SB, USA), zostal uzyty aparat PhysioGo 400C firmy ASTAR z aplikatorem punktowym
generujagcym promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie $wiatla podczerwonego
o diugosci fali 808 nm oraz mocy 100 lub 200 mW. Zastosowano nastgpujace dawki
promieniowania:

i) 2 J/cm?/dotek z komorkami

ii) 5 J/em*dotek z komorkami

iii) 10 J/cm?/dotek z komérkami

Wigzka promieniowania laserowego byta aplikowana w sposob ciaglty (C) lub
impulsowy (I) - czestotliwos¢ 100 Hz z50 % wspotczynnikiem wypeknienia.
Promieniowanie laserowe byto aplikowane z odlegtosci 1 cm, 1 raz na dobg¢ (co 24 h) - 2,
4, 6, 81 10 razy. Eksperyment konczono w 3 (2 aplikacje lasera), 5 (4 aplikacje lasera), 7 (6
aplikacji lasera), 9 (8 aplikacji lasera) lub 11 dniu hodowli (10 aplikacji lasera).

Celem tego etapu badan byt dobor najbardziej odpowiednich parametréw dziatania
niskoenergetycznego promieniowania laserowego na: morfologi¢ 1 przyleganie komorek,
»Zojenie rany”, cytotoksyczno$¢ oraz aktywno$¢ wydzielnicza fibroblastow mierzong

poziomem tlenku azotu (NO) i biatka w nadsaczach znad hodowli komorek.

I etap eksperymentu zostal przeprowadzony wedtug schematu opisanego ponizej

(Ryc. 4).
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Hodowla komarek

szkietka
nienaswietlane naswietlane
Badana grupa

ctr

Rodzaj aplikacji Ciagta (C Impulsowa (I

= TN TN
VANV ANY ANV ANRYANEAN

[J/em’/dotek]

?::‘K,] 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200
Badane 100/2/C J 100/5/C l 100/10/C l 100/2/1 l 100/5/1 l 100/10/1 J
grupy 200/2/C 200/5/C 200/10/C 200/2N 200/5/1 200/101

Ryc. 4. Schemat I etapu badan dotyczacego wptywu na hodowane na szkietkach fibroblasty
Hs680 naswietlania cigglta (C) lub impulsowag (I) wigzka promieniowania
laserowego o0 mocy 100 lub 200 mW oraz dawkach 2, 5 lub 10 J/cm?/dotek.

4.2.2. Etap II — badanie wplywu witamin i/lub niskoenergetycznego promieniowania
laserowego

Hodowle fibroblastéw prowadzono na okragtych szkietkach hodowlanych (Menzel
Glaser, Germany), membranach pla (polilaktydu) lub na membranach pla wzbogaconych
witaminami: witaming E (pla-E) lub witaming K (pla-K) 1 dodatkowo naswietlano
optymalnie dobranymi na podstawie wynikow z I etapu badan parametrami §wiatta lasera
(Ryc. 4).

Na tym etapie badan w pierwszej kolejnosci sprawdzano zywotno$¢ komorek,
cytotoksyczno$¢ oraz aktywno$¢ wydzielnicza fibroblastow mierzong poziomem NO
1 biatka w nadsgczach znad hodowli komorek.

Do naswietlania komorek zastosowano wigzke promieniowania laserowego o mocy
100 lub 200 mW i dawki promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?*/dotek z komérkami (Ryc. 5).
Wiazke lasera we wszystkich badanych grupach aplikowano w sposob impulsowy (I) -
czestotliwosé 100 Hz z 50 % wspolczynnikiem wypetnienia. Naswietlanie laserem byto
aplikowane z odlegtoéci lem, 1 raz na dobe (co 24 h) 2, 4, 6 razy w trakcie hodowli
komorek. Eksperyment byt konczony w 3 (2 aplikacje lasera), 5 (4 aplikacje lasera) lub 7

(6 aplikacji lasera) dniu hodowli fibroblastow.
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Hodowla komoérek

nienaswietlane naswietlane
Badane grupy

ctr
pla

pla-E
pla-K
4
szkietka pla pla-E pla-K
Dawka /J'\‘ AA\
[Jlem’l/dolek] 2 5 10 2 5 10 2 5 10 2 5 10
Moc
100 lub 200
[mW]
Aplikacja
Impulsowa
[Hz, 50%]
Badane ctr ctr pla pla pla-E  pla-E pla-K pla-K
grupy ¥ 100/5/1 100/10/1 i 4 100/5/1 100/10/1 v 100/5/1 100/10/1 Y 100/5/1 100/10/1
ctr ctr pla pla pla-E pla-E pla-K pla-K
200/2N 200110/ 200/211 200/10/1 200/21 200/10/1 200/21 200101

Ryec. 5. Schemat II etapu badan dotyczacego wptywu na fibroblasty Hs680 roznych podtozy
hodowlanych: szkietka hodowlanego (ctr), membran polilaktydu (pla), membran
polilaktydu modyfikowanych witaming E (pla-E), membran polilaktydu
modyfikowanych witaming K (pla-K) oraz naswietlania impulsowa (I) wiagzka
promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawkach 5 lub 10 J/cm?/dotek oraz
o mocy 200 mW i dawkach 2 lub 10 J/cm*/dotek.

4.2.3. Etap III - oznaczenie aktywnosci wydzielniczej fibroblastow

Celem tego etapu badan bylo w wybranych grupach eksperymentalnych (w ktorych
stwierdzono najkorzystniejszy wplyw jednoczesnego naswietlania laserem i witamin na
komorki) oznaczenie poziomu: cytokin, metaloproteinaz oraz potencjatu oksydacyjnego
1 antyoksydacyjnego. Do tego etapu badan wykorzystano zebrane w trakcie II etapu
eksperymentu nadsacze znad hodowli komorek, ktore zostaly poddane jednoczesnemu
dziataniu witaminy K 1 naswietlaniu laserem o wybranych parametrach. Oznaczen
dokonano w nadsaczach badanych grup w II etapie eksperymentu zebranych w 3

(2 aplikacje lasera) 1 5 (4 aplikacje lasera) dniu hodowli fibroblastow.
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Hodowla komdrek

nienaswietlane naswietlane
Badane grupy

ctr

pla
pla-K

szkietka pla pla-K
- ‘/\‘ /\ /\
[chm“!doh‘-:k] 2 10 2 10 2 10
Moc
100 lub 200
[mW]
Aplikacja
Impulsowa
[Hz, 50%]
Badane ctr ctr pla pla pla-K pla-K
grupy 200/2/1 100/10/1 200/21 100/10/1 200/21 100/10/1

Ryc. 6. Schemat III etapu badan dotyczacego wptywu na fibroblasty Hs680 roznych
podtozy hodowlanych: szkietka hodowlanego (ctr), membran polilaktydu (pla),
membran polilaktydu modyfikowanych witaming K (pla-K) oraz naswietlania
impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawce 10
J/em?/dotek oraz o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek.

4.3. Charakterystyka biomaterialow

Do badan nad wplywem $wiatta laserowego na fibroblasty i ich aktywnos$¢
pobudzang laserem biostymulujacym uzyte zostaly polimery w postaci membrany
z kopolimeru L/DL (20:80, L: DL), (kopolimer I-laktydu z poli-DL-laktydem) zwanego
dalej pla (polilaktydem) oraz polimerowe membrany z pla, do ktéorych wprowadzono
modyfikatory w postaci: witaminy E (1 % wagowy) 1 witaminy K (1 % wagowy).
Kopolimer pla w postaci membrany zostal wprowadzony jako material/podtoze
pozwalajace na powolne/stopniowe uwalnianie witamin z membrany w trakcie hodowli
komorek podczas trwania eksperymentu.

Material na bazie medycznego kopolimeru L/DL-laktydu (atest Food and Drug
Administration - FDA) otrzymano metodg inwersji fazowej. Wybrany do badan materiat
zostal przebadany pod katem bezpieczenstwa we wczesniejszych badaniach jako
potencjalny opatrunek, implant w sterowanej regeneracji tkanek GTR (ang. guided tissue
regeneration) (Mas 1 wsp., 2016). W badaniach wykorzystano kopolimer pla o masie
czasteczkowej 200 kDa. Zastosowano metod¢ formowania, ktéra pozwolita na uzyskanie
membran o porowatosci na poziomie 45-50 % 1 $rednim rozmiarze poréw 5-25 pum

(Ryc. 7). Taka mikrostruktura membrany wptywa korzystnie na komorki tkanki tacznej
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skory (min. fibroblasty, makrofagi). Zaktada si¢, ze opisana porowato$¢ powinna
wspomaga¢ procesy zwigzane zuwalnianiem czynnikéw aktywujacych procesy
regeneracyjne skory. Dodatkowo materiat membranowy pla charakteryzuje si¢ gruboscia
180-260 pum, zwilzalnoscig na poziomie 65° (materiat srednio hydrofilny) oraz relatywnie
wysoka jak na materiaty porowate wytrzymatoscig (12,5 MPa), co znaczaco ulatwito

manipulowanie materiatem podczas eksperymentu.

Ryc. 7. Membrana polimerowa z polilaktonu (pla). Obraz ze skaningowego mikroskopu
elektronowego.

Jako materiat referencyjny (kontrolny) byta wykorzystana membrana polimerowa
pla pozbawiona funkcji nosnika (porowata, niemodyfikowana zadng z witamin). Wstgpne
badania nad wptywem lasera biostymulujacego na porowata membrang z pla potwierdzity,
ze tak przygotowane membrany nie ulegaja degradacji pod wplywem dziatania lasera
w zakresie $wiatta czerwonego i1 podczerwonego, nie odnotowano zadnych zmian zar6wno
w zakresie fizykochemii materiatu (zwilzalno$¢, mikrostruktura, energia powierzchniowa)
jak 1 w zakresie struktury: badania spektroskopowe FTIR (ang. Fourier transform infrared
spectroscopy), badania termiczne TG/DSC (ang. thermogravimetric/differentia scanning
calorimetry). Biomaterialy wykorzystane w eksperymentach uzyskiwane byty w ramach
wspotpracy naukowej z laboratorium Katedry Biomateriatow 1 Kompozytow Wydziat

Inzynierii Materiatlowej i Ceramiki, Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie.

4.4. Sterylizacja biomaterialow

Membrany pla uzyte do badan byly sterylizowane poprzez naswietlanie
promieniowaniem UV przez 20 minut z kazdej strony materiatu. Nastepnie krazki byly

umieszczane w 24 dotkowej ptytce hodowlanej (Nest SB, USA).
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4.5. Badanie morfologii fibroblastow

Czes¢ badanych probek (po dwie z kazdej serii) przeznaczono do obserwacji
morfologii hodowanych na nich fibroblastéw. Przylegajace do podloza komorki byly
barwione przez pdét minuty 0.5 % fioletem krystalicznym (Sigma, USA), a nastepnie
przeptukiwane woda. Obserwacje morfologii komorek (ksztalt komorek, liczba 1 dtugosé
wypustek oraz sposob ich wzrostu) zostaly przeprowadzone za pomocg mikroskopu (Motic
AE-2000T, Niemcy) przy powigkszeniu 40x. Zdje¢cia komorek zostaly wykonane kamera
mikroskopowa Moticam-BTUS8 (Motic Europe, Spain).

4.6. Badanie przylegania komorek (test CV)

Poniewaz fibroblasty sg komdrkami przylegajacymi do podioza (jest to warunek ich
wzrostu 1 proliferacji) ich przyleganie do badanych materiatéw zostato zbadane za pomoca
testu wchtaniania fioletu krystalicznego (CV). Komorki przylegajace do podtoza zostaty
utrwalone w 2 % paraformaldehydzie (PF) przez 5 minut (Sigma - Aldrich, Niemcy),
wybarwione 0.5 % fioletem krystalicznym rozpuszczonym w H>O przez 5 minut (Sigma -
Aldrich, Niemcy) a nastgpnie przeptukane 3 x 1 minut¢ woda. Barwnik pochloniety przez
komorki zostal wyekstrahowany przez dodanie do kazdego dotka hodowlanego 0,5 ml
100 % metanolu (Linegal Chemicals, Polska). Gesto$¢ optyczng (O.D.) plynu zmierzono
przy dtugosci fali 570 nm za pomocg czytnika FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy).

4.7. Badanie zywotno$ci komorek (test ViaLight)

Zywotno$¢  fibroblastow Hs680 zostata zbadana przy uzyciu testu
luminescencyjnego z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikéw Vialight (Lonza,
Szwajcaria). Dziatanie testu Vialight opiera si¢ na luminescencyjnej detekcji ATP, ktore
jest obecne we wszystkich metabolicznie aktywnych komodrkach. Metoda
bioluminescencyjna wykorzystuje aktywno$¢ enzymu lucyferazy katalizujacej reakcje
rozktadu ATP do AMP przy obecnos$ci lucyferyny. W reakcji tej energia rozkladu jest
emitowana w postaci Swiatta, ktorego ilo$¢ jest proporcjonalna do ilosci ATP 1 jednoczesnie
proporcjonalna do liczby zywych komorek. Zanim wykonano test, wszystkie odczynniki
doprowadzono do temperatury pokojowej. Z dotkéw z komorkami odebrano nasacz znad
hodowli pozostawiajac w dotkach po 400 pul pozywki hodowlanej. Nastepnie do kazdego
dotka dodano po 200 ul lizera Cell Lysis Reagent, po czym po 10 minutach inkubacji
przetozono 200 ul mieszaniny nadsgczu z lizerem do biatej 96-dotkowej ptytki (Nest SB,
USA) dodajac nastgpnie 200 pl odczynnika AMR PLUS. Po uptywie 2 minut oznaczono
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ilos¢ wyemitowanego promieniowania przy pomocy czytnika FLUOstar Omega (BMG

Labtech, Niemcy).

4.8. Badanie cytotoksycznosci (test ToxiLight)

Przy uzyciu zestawu odczynnikow Toxilight (Lonza, Szwajcaria), wykrywajacego
aktywnos$¢ kinazy adenylowej AK w nadsgczu zebranym znad hodowli komdrkowych
oznaczono ewentualny cytotoksyczny wplyw naswietlania laserem i witamin wzgledem
fibroblastow. Kinaza adenylowa jest enzymem, ktory jest obecny w zZywych komorkach
1 ktory jest uwalniany przez gingce komorki do pozywki hodowlanej. Aktywnos$¢
uwolnionej AK jest proporcjonalna do ilo$ci uszkodzonych/martwych w hodowli komorek.
Reakcja ta przebiega dwuetapowo: w pierwszej kolejnosci dodanie ADP do pozywki
zawierajacej enzym AK powoduje powstanie ATP a nastgpnie w drugim etapie enzym
lucyferaza rozktada ATP w obecnosci lucyferyny do AMP. Energia powstata w wyniku
rozktadu ATP emitowana jest w postaci §wiatla a jego ilo$¢ jest proporcjonalna do ilosci
ATP, a w konsekwencji do ilo$ci uwolnionej z komoérek AK. Przed wykonaniem testu
wszystkie odczynniki doprowadzono do temperatury pokojowej. Z dotkéw z komorkami
pobrano po 20 ul nadsaczu znad hodowli komoérek a nastgpnie przetozono go do biatej 96-
dotkowej ptytki (Nest SB, USA). Nastepnie do kazdego dotka dodano po 100 pl roztworu
AK Detection Reagent po czym po 5 minutach inkubacji przy pomocy czytnika FLUOstar

Omega (BMG Labtech, Niemcy) przeprowadzono odczyt luminescencji.

4.9. Test ,,gojenia rany”

Aby wykona¢ test ,,gojenia rany” fibroblasty byly hodowane w 24 dotkowych
ptytkach hodowlanych, w ktorych zostaly umieszczone inserty (IBIDI®, Martinsried,
Niemcy) z okreslong (500 pum) przerwg bezkomodrkows. Inserty te sa wykonane
z biokompatybilnego silikonu, ktory umozliwia idealne przyleganie do podioza ptytki (bez
uzycia kleju) (Pitzurra i wsp., 2020). W dotkach plytki z insertami umieszczono komorki
w liczbie 0,01 mln komoérek/ml. Komorki inkubowano z insertami przez noc. Nastepnie
usuwano inserty a komorki przeptukiwano pozywka hodowlang w celu usunigcia komorek,
ktore nie przylgnety do podioza. Nastepnie do komorek dodawano 1 ml $wiezej pozywki
hodowlanej. Komoérki naswietlano wigzka promieniowania laserowego aplikowana
w sposob impulsowy (I) o czestotliwo$cilO0 Hz z 50 % wspotczynnikiem wypelnienia.
Promieniowanie laserowe byto aplikowane 1 raz na dobe (co 24 h) - 2, 4, 6 razy.

Eksperyment byt konczony odpowiednia w 3 (2 aplikacje lasera), 5 (4 aplikacje lasera),
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7 (6 aplikacji lasera) dniu hodowli. Zarastanie wolnej przestrzeni przez komorki zostato
ocenione za pomocg mikroskopu odwroconego (Motic AE-2000T, Niemcy)
i sfotografowane przy powigkszeniu 40x, za pomoca kamery mikroskopowej Moticam-

BTUS8 (MoticEurope, Spain).

4.10. Oznaczenie poziomu wydzielanego bialka - test BCA

Test BCA stuzy do oznaczania ilosci biatka znajdujacego si¢ w nadsaczach
zebranych znad hodowli komorkowej. Do dotkéw ptytki 96-studzienkowej (Nest SB, USA)
przeniesiono po 10 pl badanych prébek i1 dodano 200 ul mieszaniny (w stosunku 1:50)
siarczanu miedzi II (CS II) (Sigma - Aldrich, Niemcy) oraz kwasu bicynchoninowego
(BCA) (Sigma-Aldrich, Niemcy). W nastgpnym kroku ptytki inkubowano przez 30 min
w (ciemnos$ci) po czym zmierzono absorbancj¢ wykorzystujac czytnik FLUOstar Omega
(BMG Labtech, Niemcy). Pomiaru O.D. (ang. optical density) dokonano przy dtugosci fali
570 nm.

4.11. Oznaczenie poziomu wydzielanego tlenku azotu - test Griessa

Test Griessa stuzy do pomiaru ilo$ci NO znajdujacego si¢ w nadsaczach zebranych
znad hodowli komérek. Do dotkow 96-studzienkowej ptytki (Nest SB, USA) przeniesiono
100 pl nadsgczu znad komorek, po czym dodano 100 pul mieszaniny (odczynniki zmieszane
w stosunku 1:1) odczynnikoéw Griessa A (1 % sulfamilamid w 5 % kwasie fosforanowym)
(Sigma - Aldrich, Niemcy) i B (0,1 % naftylenediamina w H»O,) (Sigma - Aldrich, Niemcy)
Po uplywie 5 minut przy uzyciu czytnika FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy)

zmierzono absorbancje¢ O.D. przy dtugosci fali 540 nm.

4.12. Oznaczenie poziomu wydzielanych metaloproteinaz

Pomiar poziomu wydzielanych przez komorki metaloproteinaz (w formie
nieaktywnego prekursora enzymu i formie aktywnej) dokonano metoda zymografii
zelatynowej, ktora jest zmodyfikowang metodg elektroforetyczng pozwalajacg na pomiar
aktywnos$ci proteolitycznej enzymow, ktorych substrat mozna inkorporowaé w zelu
poliakrylamidowym z dodatkiem SDS (siarczanu dodecylu sodu). Metoda ta pozwala na
wykrycie poziomu prometaloproteinaz 9 (pro-MMP-9) i 2 (pro-MMP-2), oraz
metaloproteinaz 9 (MMP-9) oraz 2 (MMP-2) (Kotaczkowska 1 wsp., 2006).

W pierwszej kolejnosci przygotowano roztwory zelu rozdzielajacego (10 %) 1 zelu
zageszczajacego (4 %) o nastepujacych sktadach. Zelu rozdzielajacy: akrylamid 30 %
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- bisakrtylamid 0.8 % (Bio - Rad, USA) - 3495 ul; Tris-HCI 1.5M, pH=8.8 (Bio - Rad,
USA) - 2625 ul; SDS 20 % (Sigma - Aldrich, Niemcy) - 52.5 pl; glicerol 66 % (Sigma -
Aldrich, Niemcy) - 1200 pl; Zelatyna 1 % (Sigma - Aldrich, Niemcy) - 3105 ul; TEMED
(Bio - Rad, USA) - 7.05 pul; APS (nadsiarczan amonu) 20 % (Sigma - Aldrich, Niemcy) -
17.4 ul. Zel zageszczajacy: akrylamid 30 % - bisakrtylamid 0.8 % (Bio - Rad, USA) -
845 ul; Tris - HC1 1.5M, pH=8.8 (Bio - Rad, USA) - 1275 ul; SDS 20 % (Sigma - Aldrich,
Niemcy) - 25.5 ul; glicerol 66 % (Sigma - Aldrich, Niemcy) - 1145 ul; dH2O - 1700 ul;
TEMED (Bio - Rad, USA) - 5.1 ul; APS (nadsiarczan amonu) 20 % (Sigma - Aldrich,
Niemcy) - 7 ul.

Katalizatory polimeryzacji (TEMED, APS) byty dodane bezposrednio przed
wylaniem Zeli pomigdzy szyby ze szlifem. Jako pierwszy wylano zel rozdzielajacy
z pozostawieniem wolnej przestrzeni na zel zageszczajacy, w ktéorym po wylaniu
umieszczone zostaty grzebienie na studzienki. Po zastygnigciu (okoto 1 h) zele zostaty
umieszczone na 12 h w temperaturze 4°C. W celu przeprowadzenia ilosciowej analizy
poziomu biatka w probkach zostat przeprowadzony test BCA (zob. rozdziat 4.10). Na
podstawie otrzymanych wynikow w badanych probkach dokonana zostala normalizacja
poziomu biatka wedlug wzoru:

[O.D probki o najmniejszej wartosci/O.D. danej probki] * 30 = x ml probki
gdzie: x oznacza objetos¢ badanej probki, ktéra zostala dopetniana roztworem soli

fizjologicznej do objetosci 30 pl.

Do dalszych analiz uzywane byty probki o jednakowej zawarto$ci biatka. Nastepnie
do 30 ul kazdej probki dodano 15 pl buforu (ang. loading buffer) o skladzie: 500 pl
roztworu Tris - HC1 0.5 M, pH = 6.8; 250 pl SDS 40 %; 312 pl glicerolu 66 %; 60 ul
bromofenolu (Bio - Rad, USA) oraz kropl¢ glicerolu w celu obcigzenia probki a nastgpnie
tak przygotowane probki mieszano przy pomocy Vortexu (BioSan, Lotwa) i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 15 minut. Tuz przed rozpoczeciem elektroforezy wyciagnigto
grzebienie z zelu zageszczajacego, natomiast szyby z zelami zostaly umieszczone
w aparacie do elektroforezy (Bio - Rad, USA). W kolejnym kroku do aparatu zostal wlany
schlodzony bufor rozdzielajacy o skladzie: 3 g Tris, 14.36 g glicyny, 5 ml SDS 20 % oraz
1000 ml wody destylowanej. Do pierwszej studzienki natozono 10 pl standardu biatkowego
o szerokim zakresie bialek (podbarwionego SDS - PAGE; Bio - Rad, USA), a do
pozostatych po 15 ul badanych probek. Pierwsze 10 minut prowadzono elektroforeze przy
napigciu 120 V (pozwolito to na ustawienie si¢ probek wlinii na granicy zelu

zageszczajacego 1 rozdzielajacego) po czym podwyzszono napiecie do 200 V. Elektroforeze
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prowadzono przez 45 minut. Po zakonczeniu elektroforezy, zostaty $ciggnicte zele, ktore
nastgpnie ptukano (na wytrzasarce Elpan, Polska) dwukrotnie po 15 minut w 2.5 %
roztworze Triton X - 100 (Bio - Rad, USA) w celu odptukania SDS. Po tym czasie zele
umieszczono w buforze inkubacyjnym o sktadzie: 5 mM CaCly; 50 mM Tris - HCI o pH=S;
0.02 % NaN3 1 uM ZnSO4 (wszystkie z Sigma - Aldrich, Niemcy) i inkubowane przez dobe
na tazni wodnej w temperaturze 37°C. Po tym czasie zele barwiono w 0.5 % roztworze
btekitu kumazyny (ang. brillant blue) (Sigma - Aldrich, Niemcy), a nastepnie odbarwiano
w roztworze odbarwiajacym (ang. equili bratang buffer) do momentu uwidocznienia si¢
jasnych prazkéw. Ostatnim etapem bylo wykonanie zdje¢ zeli dzigki systemowi do
dokumentacji Syngene Ingenius Bio Imaging. Do analizy otrzymanych skanow
wykorzystano programy GeneSnapSynGene i GeneToolsSynGene. Obecno$¢ zelatynaz
zostata stwierdzona na podstawie mas molekularnych odbarwionych prazkéw, odczytanych

ze standardu biatkowego.

4.13. Oznaczenie poziomu wydzielanych cytokin

Poziomy cytokin w nadsgczach znad hodowli oznaczano metoda cytometrii
przeptywowej oraz zestawow Flex Set (CBA) zgodnie z instrukcja producenta (Cytometric
Bead Array, BD Biosciences, USA). W skrocie, 50 pl kazdej probki badanej i probek
pochodzacych z seryjnych rozcienczen standardow bylo inkubowane przez godzing
z mikrokulkami sprzezonymi z multipleksowanymi przeciwciatami. Zastosowany zostat
Humane Inflammation Kit (BD Biosciences, USA), ktéory pozwala na réwnoczesne
oznaczenie poziomu 6 cytokin: interleukiny (IL-1p), interleukiny 6 (IL-6), interleukiny 8
(IL-8), interleukiny 10 (IL-10), interleukiny 12p70 (IL-12p70) oraz czynnika martwicy
nowotworu (TNF-a), istotnych dla przebiegu procesu gojenia ran. Technika CBA polega
na pomiarze S$redniej warto$ci fluorescencji znacznika sprzezonego z dang grupa
mikrokulek oraz roznicy intensywnosci fluorescencji po inkubacji materialu z przeciw-
cytokinowymi swoistymi przeciwciatami monoklonalnymi, sprzezonymi z fikoerytryna
(PE, ang. phychoerythrin). Aby jednocze$nie wykry¢ w badanej prébce obecnos¢ 6 cytokin
stosuje si¢ mieszaning 6 typow mikrokulek, a réznice w intensywnosci fluorescencji
kazdego typu mikrokulek pozwalajg na zidentyfikowanie danej cytokiny. Obecno$¢ dane;j
cytokiny w probce zostaje stwierdzona na podstawie podwojnego sygnatu dla FL-3 1 FL-2.

W pierwszej kolejnosci do kazdej ependorfy (Nest SB, USA) zawierajacej standard,
probke lub kontrole dodano po 50 pl roztworu zawierajacego mieszaning kuleczek

pokrytych przeciwcialami skierowanymi przeciwko kazdej z 6 analizowanych cytokin,
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w nastgpnym kroku procedury do ependorf dodano standardy lub probki, a do kontroli
negatywnej dodano rozcienczalnik (ang. assay diluent). Nastepnie do wszystkich ependorf
dodano po 50 pl sprzezonych z PE przeciwciat skierowanych przeciwko kazdej z 6 cytokin,
nastepnie probki inkubowano w ciemnosci przez 2 godziny, w temperaturze pokojowe]
(RT). Po tym czasie do kazdej probki dodano po 1 ml buforu ptuczacego i probki zwirowano
(200 g, 5 min, RT). Za pomoca pipety zebrano nadsacz znad peletow i do kazdej probki
dodano po 300 pl buforu ptuczacego po czym probki przeniesiono do nowych ependorf
(Nest SB, USA), w ktérych wykonano pomiary na cytometrze. Kalibracji cytometru
przeptywowego dokonano uzywajac BD CaliBRITE™Beads, tj. mikrokulek optaszczonych
FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (FL-1), PE (FL-2) i PerCp - peridinino - chlorofil (FL-
3). W nastepnej kolejnosci dokonano kalibracji urzadzenia przy pomocy programu
CytExpert Software dla platformy CytoFLEX z Humane Inflammation Kit z uzyciem
pozytywnych kontroli dla detektoréw FITC 1 PE. Analizy danych i okreslenie stezen cytokin
przeprowadzono w programie Microsoft Exel przy wykorzystaniu krzywych
standardowych, ktora wykonano na podstawie kolejnych rozcienczen standardu.
Maksymalne stgzenie standardu cytokin wynosito 5000 pg/ml, kolejne seryjne
rozcienczenia wykonano w rozcienczalniku (ang. assay dilluent) odpowiednio 1:2, 1:4, 1:8,

skonczywszy na rozcienczeniu 1:256 co odpowiada stezeniu cytokin 20 pg/ml.

4.14. Pomiar potencjalu oksydacyjnego — test PerOx (TOS/TOC)

Calkowity stan oksydacyjny TOS (ang. total oxidative status) komorek okreslono
poprzez pomiar catkowity pozioméw nadtlenkow lipidow zgodnie z protokotem zestawu
PerOx (TOS/TOC) (Immunodiagnostik AG, Bensheim, Niemcy). Poziomy nadtlenkéw
w badanych probkach nadsaczu znad hodowli komoérek okre§lono na podstawie reakcji
peroksydazy chrzanowej z dwuchlorkiem tetrametylobenzydyny (TMB) w obecnosci
nadtlenku wodoru. Reakcja z enzymem daje rozpuszczalny produkt o niebieskim
zabarwieniu. Reakcje enzymatyczng przerywa si¢ dodajac 2 M HaSOs, co prowadzi do
zmiany koloru roztworu na zoétty. Do studzienek 96-dotkowej plytki zamieszczonej
w zestawie ImAnOx dodano po 10 ul kalibratora (CAL), kontroli CTRL1, CTRL2
(odczynniki obecne w zestawie) lub badanej probki. Jako blank postuzyt odczynnik
RECSOL w objetosci 10 ul (odczynnik obecny w zestawie). Nastepnie do wszystkich
dotkow ptytek dodano po 100 ul gotowego buforu (Reabuf A), po czym dokonano
pierwszego odczytu plytki przy dlugosci fali 450 nm przy uzyciu czytnika
FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy). Nastepnie do wszystkich dotkow dodano po

35



100 pl mieszaniny buforéw (RBF) a nastgpnie inkubowano ptytke przez 15 min, w 37 °C.
Po tym czasie do kazdego dotka dodano po 50 ul odczynnika stop solution (STOP)
1 dokonano II odczytu plytki przy dlugosci fali 450 nm przy uzyciu czytnika
FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy). Na podstawie zmierzonych wartosci
absorbancji z I 1 II odczytu przy dlugosci fali 450 nm (czytnik
FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy) okreslono catkowity poziom nadtlenkéw
[umol/l] w badanych probkach nadsaczu znad hodowli komoérek zgodnie ze wzorem
podanym przez producenta (Immunodiagnostik AG, Bensheim, Niemcy).

Wzor:

Stezenie probki [umol/l] = O.D. probki — OD blanku / O.D. kalibratora — O.D. blanku x

stezenie kalibratora [umol/I]

4.15. Pomiar potencjalu antyoksydacyjnego — test ImnAnOx (TAS/TAC)

Calkowity stan antyoksydacyjny TAS (ang. total antioxidative status) komorek
okreslono w reakcji przeciwutleniaczy z wczesniej okreslong (znang) ilo$cig egzogennego
nadtlenku wodoru (H>O2) zgodnie z protokotem gotowego zestawu ImAnOx (TAS/TAC)
(Immunodiagnostik AG, Bensheim, Niemcy). W tescie tym przeciwutleniacze reaguja
z nadtlenkiem, a ilo$¢ nieprzereagowanego H>O> jest mierzona spektrofotometrycznie.
Roéznica miedzy dodang a zmierzong iloscig H»O» (w stosunku do kalibratora
zamieszczonego w zestawie) jest proporcjonalna do aktywnosci przeciwutleniajacej. Do
studzienek 96-dotkowych ptytek zamieszczonych w zestawie ImAnOx dodano po 10 pl
kalibratora, kontroli CTRL1, CTRL2 (odczynniki obecne w zestawie) lub badanej probki.
Nastepnie do wszystkich dotkoéw ptytek dodano po 100 ul Reagenta 1, po czym plytki
inkubowano przez 10 min w temperaturze 37°C. Po inkubacji do wszystkich dotkow jednej
ptytki dodano 100 pl Reagenta 2a (z enzymem) natomiast do drugiej ptytki Reagenta 2b
(bez enzymu). Nastepnie obie ptytki inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;.
Po tym czasie do wszystkich dotkéw obu plytek dodano po 50 ul odczynnika stop solution.
Na podstawie zmierzonych wartosci przy dtugosci fali 450 nm absorbancji w dotkach obu
ptytek (czytnik FLUOstar Omega (BMG Labtech, Niemcy) okreslono catkowity stan
antyoksydacyjny w nadsaczach znad hodowli komoérek wyrazony w [umol/l] zgodnie ze
wzorem dostarczonym przez producenta zestawu (Immunodiagnostik AG, Bensheim,

Niemcy).
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Wzor:
Zdolno$¢ antyoksydacyjna probki [umol/l] =392 - (392 - stezenie kalibratora) x OD préobki
/ O.D. kalibratora

5. Analiza statystyczna

Dane przedstawiono w postaci wartosci Srednich i1 bledéw standardowych.
Normalno$¢ rozktadow zweryfikowano na podstawie testu Shapiro-Wilka. Oceny
jednorodnosci wariancji dokonano przy uzyciu testu F. W przypadku spetieniu zalozen
testow parametrycznych réznice pomiedzy grupa kontrolng, a grupa badang sprawdzono
przy uzyciu testu T-studenta natomiast w momencie niespelnienia zalozen, przy
wykorzystaniu nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Réznice pomiedzy grupa
kontrolng, a grupami badanymi poréwnano przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA), a nastepnie do oceny post-hoc wykorzystano test Tukeya,
w przypadku danych o rozktadzie normalnym (test Barletta) oraz o jednorodnej wariancji
(test Brown-Forsyth). Przy braku zalozen testu parametrycznego wykorzystano test
Kruskalla-Wallis z oceng post-hoc testem Dunna. W analizach wynikéw przyjeto poziom
istotnosci p<0.05.

Do analizy statystycznej i graficznej wynikéw zastosowany zostat program

Microsoft Excel 2007 i GraphPad 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

6. Wyniki
6.1. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na fibroblasty

6.1.1. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na
przyleganie, proliferacje i morfologie fibroblastow

W kolejnych dniach eksperymentu fibroblasty w grupie kontrolnej, nienaswietlane
(grupa ctr) dzielity si¢, co skutkowalo wzrostem liczby przylegajacych komorek
w porownaniu do 3 dnia ich hodowli (Ryc. 8a, b). Dziatanie wigzka ciagla lasera na
morfologi¢ i przyleganie fibroblastow wykazato, ze jedynie w przypadku 8- i 10-krotnego
naswietlania fibroblastow laserem, o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm?/dotek (grupa 100/5/C)
nastapil wzrost przylegania komorek w porownaniu do komorek nienaswietlanych (grupa
ctr) (Ryc. 8a). Z kolei 2-krotne naswietlanie wigzka ciagla lasera o mocy 100 mW i dawce
2 J/em?/dotek (grupa 100/2/C) oraz o mocy 200 mW i dawkach 2 i 5 J/cm?/dotek (grupy
200/2/C oraz 200/5/C) zmniejszyto liczbe komorek przylegajacych do podtoza (Ryc. 8a).
Dalsze naswietlanie fibroblastow laserem o tych samych parametrach, spowodowato spadek

przylegania komorek po 4-krotnej (grupa 100/2/C), 6-krotnej (grupa 200/5/C), 8-krotnej
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(grupy 100/2/C, 200/2/C, 200/5/C) oraz 10-krotnej (grupy 100/2/C i 200/5/C) aplikacji
wigzka promieniowania laserowego. Roéwniez w przypadku naswietlania fibroblastow
laserem o mocy 100 i 200 mW oraz dawce 10 J/cm?/dotek, 8-krotna (grupa 200/10/C) oraz
10-krotna (grupa 100/10/C) aplikacja wigzka promieniowania laserowego skutkowala
spadkiem przylegania komorek (Ryc. 8a). Potwierdzeniem uzyskanych wynikow jest
obserwacja morfologii komorek, przedstawiajaca spadek lub wzrost zageszczenia komorek
naswietlanych w odpowiednich dotkach hodowlanych w stosunku do komorek kontrolnych,
nienaswietlanych (grupa ctr) (Ryc. 9a).

Naswietlanie 4-, 6-, oraz 8-krotne wigzka impulsowg lasera o mocy 100 mW oraz
dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek (grupa 100/5/1, 100/10/1) oraz mocy 200 mW i dawkach 2 i 10
J/em?/dotek (grupy 200/2/1 oraz 200/10/1) spowodowato wzrost przylegania fibroblastow
w porownaniu do grupy kontrolnej, nienaswietlanej (grupa ctr) (Ryc. 8b). Zwigkszenie
liczby naswietlan laserem o tych samych parametrach do 10 aplikacji, rowniez skutkowato
wzrostem przylegania komorek, ale tylko w przypadku komorek z grupy 100/10/1 oraz
200/10/1 (Ryc. 8b). Z kolei w przypadku fibroblastéw naswietlanych wigzka
promieniowania laserowego o mocy 200 mW i dawce 5 J/cm?/dotek zaobserwowano spadek
przylegania komorek (grupa 200/5/T) (Ryc. 8b). We wszystkich badanych grupach, wyniki
z przylegania komorek pozostajag w zgodzie z zaobserwowanymi zmianami w morfologii
fibroblastow. Zmiany te dotyczyly gléwnie wzrostu lub spadku zaggszczenia komorek
naswietlanych oraz ilo$ci tworzonych przez nie wypustek w stosunku do komorek

kontrolnych, nienaswietlanych (grupa ctr) (Ryc. 9b).
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Ryc. 8. Wpltyw naswietlania ciggla (C, 8a) 1 impulsowa (I, 8b) wigzka promieniowania
laserowego na przyleganie (CV) fibroblastow linii komérkowej Hs680. Komorki
przez okreslong liczbe dni byly hodowane na szkietkach i naswietlane laserem
o mocy 100 lub 200 mW i dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm*/dotek
z komorkami. W kolejnych dniach eksperymentu (3, 5, 7, 9, 11) komoérki barwiono
filetem krystalicznym. O.D. — gesto$¢ optyczna mierzono przy dtugosci fali 570
nm. Warto$ci $rednie + odchylenie standardowe. *, **, *** — rdznice pomiedzy
fibroblastami naswietlanymi wigzka promieniowania laserowego o ro6znych
parametrach a fibroblastami niepoddawanymi naswietlaniu (ctr) (* dla p<0.05, **
dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 9. Wptyw naswietlania ciggla (C, 9a) 1 impulsowa (I, 9b) wigzka promieniowania
laserowego na morfologi¢ fibroblastow linii komérkowej Hs680. Komorki przez
okreslong liczbe dni byty hodowane na szkietkach 1 na§wietlane laserem o mocy
100 lub 200 mW w dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?/dotek
z komorkami, ctr - fibroblasty niepoddawane naswietlaniu. W kolejnych dniach
eksperymentu (3, 5, 7, 9, 11) komorki barwiono filetem krystalicznym. Analiza
w mikroskopie $wietlnym, powiekszenie 40x, skala 100 um.
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6.1.2. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
uwalnianej przez fibroblasty kinazy adenylowej (AK)

6-krotne dziatanie wigzka ciagly lasera o mocy 100 mW i dawkach 2 i 10
J/em?/dotek (grupy 100/2/C oraz 100/10/C) spowodowato wzrost poziomu uwalnianej
z fibroblastow AK, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nienaswietlanej (grupa ctr) (Ryc.
10a). Z kolei 2- i 6-krotne naswietlanie fibroblastow wigzka ciagla lasera o tej samej mocy
100 mW, ale dawce 5 J/cm?/dotek spowodowato spadek poziomu uwalnianej z komorek
AK (grupa 100/5/C) (Ryc. 10a). Réwniez 4- (grupa 200/2/C) oraz 6-krotne (grupy 200/2/C
i200/10/C) naswietlanie wiazka ciagla lasera o mocy 200 mW i dawkach 2 i 10 J/cm?/dotek
spowodowato spadek uwalniania z fibroblastow AK w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,
nienaswietlanej (grupa ctr) (Ryc. 10a). Dalsze na§wietlanie komorek spowodowato wzrost
poziomu uwalnianej AK, ale tylko w przypadku 10-krotnego naswietlania komoérek laserem
o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?*/dotek (grupa 200/2/C) (Ryc. 10a).

Dziatanie na fibroblasty wigzka impulsowg lasera o mocy 100 mW i dawkach 51 10
J/em?/dotek (grupa 100/5/1 oraz 100/10/C) spowodowato spadek uwalniania z komérek AK,
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, nienaswietlanych (Ryc. 10b). Réwniez dziatanie
taka samg impulsowa wigzka promieniowania laserowego, ale o0 mocy 200 mW i dawkach
2 i 10 J/em?/dotek (grupy 200/2/1 oraz 200/10/1) wywotato spadek uwalniania przez
komorki AK w poréwnaniu do nienaswietlanej grupy kontrolnej (grupa ctr) (Ryc. 10b).
Spadek uwalniania AK spowodowalo takze 2-, 4-, 6- krotne naswietlanie komorek laserem
o mocy 200 mW i dawce 5 J/cm*/dotek (grupa 200/5/T) (Ryc. 10b). Jednakze dalsze 10-
krotne naswietlanie komorek tymi samymi parametrami lasera (grupa 200/5/T)
spowodowato wzrost uwalniania z fibroblastow AK w poréwnaniu do nienaswietlanych,
komorek kontrolnych (grupa ctr) (Ryc. 10b). Podobny efekt wzrostu poziomu uwalnianej
z komorek AK spowodowato takze 6-, 8-, 10- krotne naswietlanie fibroblastow laserem

o mocy 100 mW i dawce2 J/cm?/dotek (grupa 100/2/T) (Ryc. 10b).
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Ryc. 10. Wptyw naswietlania cigglta (C, 10a) i impulsows (I, 10b) wigzka promieniowania

laserowego na poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK) przez fibroblasty linii
komoérkowej Hs680. Komorki przez okreslong liczbe dni byly hodowane na
szkietkach i1 naswietlane laserem o mocy 100 lub 200 mW i dawkach
promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?/dotek z komérkami. Poziom AK mierzono
w kolejnych dniach eksperymentu (3, 5, 7, 9, 11). RLUs — jednostka strumienia
swietlnego lumenometru. Warto$ci srednie + odchylenie standardowe. *, **  **%*
— roznice pomigdzy fibroblastami naswietlanymi wiazka promieniowania
laserowego o roznych parametrach a fibroblastami niepoddawanymi naswietlaniu
(ctr) (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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6.1.3. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
wydzielanego przez fibroblasty NO

W przypadku 2-krotnej aplikacji wigzka ciagla lasera o mocy 100 mW i dawkach 2
i 10 J/em?/dotek (grupy 100/2/C, 100/10/C) oraz o mocy 200 mW i dawkach 5 i 10
J/em?/dotek (grupy 200/5/C oraz 200/10/C) stwierdzono wzrost wydzielania NO przez
fibroblasty w stosunku do grupy kontrolnej, nienaswietlanej (grupa ctr). Dalsze naswietlanie
komorek, tymi samymi parametrami lasera skutkowalo wzrostem wydzielania NO
w wybranych punktach czasowych eksperymentu: grupa 100/2/C (w 5, 9, 11 dniu), grupa
100/10/C (w 5, 7,9 1 11 dniu), grupa 200/5/C (w 7,9 1 11 dniu) oraz grupa 200/10/C (w 7
1 9 dniu) hodowli komoérek (Ryc. 11a). Rowniez w przypadku 2-krotnego naswietlania
fibroblastow laserem o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm?/dotek (grupa 100/5/C) stwierdzono
wzrost wydzielania NO, natomiast dalsze 10-krotne naswietlanie komoérek tymi samymi
parametrami lasera skutkowato spadkiem wydzielania NO przez fibroblasty
w stosunku do grupy kontrolnej, nienaswietlanej (grupa ctr). (Ryc. 11a). Rowniez 2-, 4-, 6-
krotne naswietlanie fibroblastow wigzka promieniowania laserowego o mocy 200 mW
i dawce 2 J/cm*/dotek (grupa 200/2/C) spowodowato spadek wydzielania NO przez
fibroblasty, w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, nienaswietlanej (grupa ctr), (Ryc. 11a).
W tym przypadku dalsze 8- i 10-krotne naswietlanie komoérek spowodowato wzrost
wydzielania NO (grupa 200/2/C) (Ryc. 11a).

Naswietlanie 2-, 4- oraz 8-krotne fibroblastow wigzka impulsowa lasera o mocy 100
mW i dawce 2 J/cm*dotek (grupa 100/2/1) spowodowalo wzrost wydzielania NO
w poréwnaniu do grupy komorek kontrolnych, nienaswietlanych (grupa ctr) (Ryc. 11b).
Rowniez naswietlanie komorek laserem o mocy 200 mW i dawce 5 J/cm?/dotek
spowodowato wzrost wydzielania NO przez komorki poddane 4- i 8- i 10-krotnemu
dziataniu lasera (grupa 200/5/) (Ryc. 11b). Z kolei 2- i 4-krotne naswietlanie komorek
wigzka promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek (grupy
100/5/1 oraz 100/10/T) skutkowato spadkiem wydzielania NO w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, komorek niepoddawanych dziataniu lasera (Ryc. 11b). Spadek wydzielania NO
spowodowato takze 2-krotne naswietlanie komorek laserem o mocy 200 mW i dawkach 2
i 10 J/cm?/dotek (grupy 200/2/1 oraz 200/10/1). Dalsze zwiekszenie liczby aplikacji wiazka
promieniowania laserowego o tych samych parametrach do 10 skutkowato spadkiem
wydzielania NO (grupa 200/2/1) lub wzrostem wydzielania NO (grupa 200/10/T)
w poréwnaniu do komorek nienaswietlanych (grupa ctr) (Ryc. 11b).

Uzyskane wyniki pozwolily oceni¢, ktore z zastosowanych parametrow lasera
dziataly na komorki najkorzystniej, skutkujac wzrostem zagegszczenia 1 przylegania
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komorek oraz spadkiem wydzielania AK. Dlatego tez, do dalszych badan wybrano

nas$wietlanie wigzka impulsowg lasera o mocy 100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek oraz

o mocy 200 mW i dawkach 2 i 10 J/cm?/dotek. Badania kontynuowano w grupach: 100/5/1,
100/10/1 oraz 200/2/1 oraz 200/10/1.
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Ryc. 11. Wpltyw naswietlania ciagla (C, 11a) i impulsowg (I, 11b) wigzka promieniowania

laserowego na poziom wydzielanego tlenku azotu (NO) przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680. Komorki przez okreslong liczbe dni byly hodowane na
szkietkach 1 naswietlane laserem o mocy 100 lub 200 mW 1 dawkach
promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm*/dotek z komoérkami. Poziom NO oznaczono
w kolejnych dniach eksperymentu (3, 5, 7, 9, 11). O.D. — ggsto$¢ optyczna
mierzona przy dtugosci fali 540 nm. Wartosci $rednie + odchylenie standardowe.
koookED Rk roznice pomiedzy fibroblastami naswietlanymi  wigzka
promieniowania laserowego o rdéznych parametrach a fibroblastami
niepoddawanymi naswietlaniu (ctr) (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla

»<0.001).
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6.2. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na ,,gojenie
rany”

Przed rozpoczeciem dalszych badan wykonano dodatkowo test ,,gojenia rany”.
Badania przeprowadzono na komdrkach naswietlanych wiazka impulsowg lasera o mocy
100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek oraz o mocy 200 mW i dawkach 2 i 10 J/cm?*/dotek
(grupy 100/5/1, 100/10/1, 200/2/1 oraz 200/10/I). Wykazano, Ze proces gojenia/zarastania
,~rany” zwigzany z migracja/proliferacjg komoérek zachodzit szybciej w przypadku komoérek
naswietlanych laserem o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek (grupa 200/2/1) (w 51 7 dniu)
oraz o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm*/dotek (grupa 100/10/I) (w 7 dniu hodowli)

w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niena§wietlanych (grupa ctr) (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Wplyw naswietlania impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego na proces
»Zojenia rany” fibroblastow linii komorkowej Hs680. Komorki przez okreslong
liczbe dni byty hodowane na szkietkach i naswietlane laserem o mocy 100 oraz
dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek lub 0 mocy 200 mW oraz dawkach promieniowania 2
i 10 J/cm?/dotek z komorkami. W kolejnych dniach eksperymentu (3, 5, 7)
komorki barwiono filetem krystalicznym. Analiza w mikroskopie $wietlnym,
powigkszenie 40x, skala 100 um.
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6.3. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na fibroblasty
hodowane na membranach pla

Z uwagi na porowata struktur¢ membrany pla, nie mozna bylo przeprowadzi¢ na
tym materiale testu przylegania fibroblastoéw do podloza uzywajac fioletu krystalicznego,
poniewaz sama membrana chtonie ten odczynnik. Dlatego tez, badajac wptyw dziatania
promieniowania laserowego na fibroblasty, hodowane na membranach pla wykonano test
na zywotno$¢ komorek. Dodatkowo wykonano oznaczenia poziomu uwalnianej przez
martwe komorki AK, wydzielania przez komorki NO, biatka, MMP, cytokin oraz poziomu

potencjatu oksydacyjno-antyoksydacyjnego fibroblastow.

6.3.1. Zywotnos¢ oraz aktywno$¢ wydzielnicza fibroblastow nienaswietlanych

Jedynie w 7 dniu hodowli fibroblasty hodowane na membranach pla (grupa pla)
1 niepoddawane naswietlaniu laserem wykazywaty nizszg zywotno$¢ w pordéwnaniu
z komorkami nienaswietlanymi, kontrolnymi, hodowanymi na szkietkach (grupa ctr) (Ryc.
13a).

Jednoczesnie poziom AK uwalnianej z komorek nienaswietlanych, hodowanych na
membranach pla (grupa pla) pozostawat bez zmian w poréwnaniu do komoérek kontrolnych,
nienaswietlanych rosngcych na szkietkach (grupa ctr) we wszystkich badanych dniach
eksperymentu (Ryc. 14a).

Zaobserwowano natomiast wzrost wydzielania NO w 3, 5 1 7 dniu hodowli (Ryc.
15a) a takze wzrost wydzielania biatka w 3 dniu hodowli przez komoérki nienaswietlane,
hodowane na pla (grupa pla) w poréwnaniu z komdrkami niena§wietlanymi hodowanymi
na szkietkach (grupa ctr) (Ryc. 16a).

Z kolei w przypadku oznaczanych cytokin zaobserwowano spadek wydzielania IL-
6 (w 5 dniu hodowli) oraz IL-8 (w 3 i 5 dniu hodowli) przez komorki nienaswietlane,
rosngce na materiale pla (grupa pla) w pordwnaniu do komoérek nienaswietlanych,
kontrolnych rosnacych na szkietkach (grupa ctr) (odpowiednio Ryc. 17a, d). W przypadku
pozostatych oznaczanych cytokin, w zadnej z badanych grup (grupy pla, ctr) nie
stwierdzono wydzielania IL-1p3, IL-10, IL-12p70 oraz TNF-a (dane niepokazywane).

Nie stwierdzono takze roznic w wydzielaniu metaloproteinaz (dane niepokazywane)
oraz potencjale oksydacyjno-antyoksydacyjnym pomi¢dzy komoérkami nienaswietlanymi,
hodowanymi na membranach pla (grupa pla) a komoérkami nienaswietlanymi, kontrolnymi,

hodowanymi na szkietkach (grupa ctr) (dane niepokazywane).

50



6.3.2. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na
zywotnos¢ fibroblastow

Fibroblasty hodowane na membranach pla, poddawane 2-, 4-, 6-krotnie naswietlaniu
wiagzka impulsowa lasera, mocy 100 mW oraz dawce 5 J/cm?/dotek (grupa pla-100/5/1)
wykazywaty obnizong zywotno$¢ w stosunku do grupy kontrolnej, naswietlanej tymi
samymi parametrami lasera, ale hodowanymi na szkietkach (grupa ctr) (Ryc. 13b). Roéwniez
2- 1 6-krotna aplikacja wigzka promieniowania laserowego o mocy 100 mW 1 dawce 10
J/em?/dotek (grupa pla-100/10/1) oraz o mocy 200 mW i dawkach 2 i 10 J/cm?/dotek (grupy
pla-200/2/1 oraz pla-200/10/T) skutkowala spadkiem Zywotnosci fibroblastow w tych
grupach w poréwnaniu do grupy kontrolnej, naswietlanej tymi samymi parametrami lasera

(grupa ctr) (odpowiednio Ryc. 13c, d, ).

6.3.3. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
AK

Dwukrotne naswietlanie komorek impulsowa wiazka promieniowania laserowego
o mocy 100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek (grupy pla-100/5/1 oraz pla-100/10/1)
zwigkszyto uwalnianie z martwych komorek AK w stosunku do naswietlanej tymi samymi
parametrami lasera grupy kontrolnej (grupa ctr) (Ryc. 14b, ¢). Wzrost poziomu AK,
stwierdzono rdwniez w wyniku 2- krotnego naswietlania fibroblastow laserem o mocy 200
mW i dawkach 2 i 10 J/cm?/dotek (grupy 200/2/1 oraz 200/10/1). Dalsze 4-krotne (grupa
200/10/T) oraz 6-krotne (grupy 200/2/1 oraz 200/10/1) naswietlanie komorek tymi samymi
parametrami lasera spowodowalo wzrost uwalniania z fibroblastow AK w poréwnaniu do

grupy kontrolnej (grupa ctr) (Ryc. 14e, d).

6.3.4. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
NO

Naswietlanie komorek laserem, o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm?/dotek (grupa
100/5/T) spowodowalo wzrost wydzielania NO przez komodrki hodowane na materiale pla
(grupa pla) w poréwnaniu z komoérkami naswietlanymi, kontrolnymi (grupa ctr) we
wszystkich badanych punktach czasowych (3, 5 1 7 dniu hodowli) (Ryc. 15b). Wzrost
wydzielania NO spowodowato takze 4-krotne na§wietlanie fibroblastow impulsowa wigzka
promieniowania laserowego o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm*/dotek (grupa 200/2/1) (Ryc.
15¢). Z kolei dziatanie na fibroblasty hodowane na membranach pla (grupa pla) 2-, 4- oraz

6-krotnie impulsowa wigzka promieniowania laserowego zard6wno o mocy 100 jak i 200

51



mW oraz dawce 10 J/cm?/dotek (odpowiednio grupy pla-100/10/1 oraz pla-200/10/1) nie
wplyneto na wydzielanie NO przez te komorki w porownaniu do komoérek naswietlanych
tymi samymi parametrami lasera, kontrolnych, hodowanych na szkietkach (grupa ctr) (Ryc.

15d, e).

6.3.5. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
biatka

Stwierdzono, ze w przypadku fibroblastéw naswietlanych impulsowa wigzka
promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm?*/dotek (grupa pla-100/5/1) nie
ma réznic w poziomie wydzielanego bialka pomigdzy komodrkami hodowanymi na
materiale pla (grupa pla-100/5/I) a naswietlanymi tymi samymi parametrami lasera,
hodowanymi na szkietkach (grupa ctr) (Ryc. 16b). Wzrost wydzielania biatka przez
fibroblasty, stwierdzono natomiast we wszystkich badanych punktach czasowych (3, 5, 7
dniu hodowli) w przypadku naswietlania komorek laserem o mocy 100 i 200 mW oraz
dawce 10 J/cm?*/dotek (odpowiednio grupy pla-100/10/1 oraz pla-200/10/I) (Ryc. 16¢c, e).
Wzrost wydzielania biatka, stwierdzono rowniez w przypadku komorek poddanych 4- 1 6-
krotnemu dziataniu wiazka impulsowa lasera o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek (grupa

pla-200/2/T) (Ryc. 16d).

6.3.6. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na poziom
MMP, cytokin oraz potencjal oksydacyjno-antyoksydacyjny

W przypadku fibroblastéw nienaswietlanych, hodowanych na membranach pla
(grupa pla), nie stwierdzono zmian w poziomie wydzielanych metaloproteinaz (pro-MMP-
9, MMP-9, MMP-2) (dane niepokazywane) oraz w potencjale oksydacyjno-
antyoksydacyjnym komorek (dane niepokazywane). Wykazano takze, Ze nienaswietlane
fibroblasty hodowane przez 5 dni na membranach pla (grupa pla) wydzielaja mniej IL-6 niz
komorki nienaswietlane, hodowane na szkietkach (grupa ctr) (Ryc. 17a). Z kolei zarowno
w 3 jak i 5 dniu hodowli fibroblasty nienas§wietlane, hodowane na pla (grupa pla) wydzielaty
réwniez istotnie mniej IL-8 w pordwnaniu do komoérek nienaswietlanych, hodowanych na
szkietkach (grupa ctr) (Ryc. 17d). W zadnej z badanych grup komorek nienaswietlanych nie
stwierdzono wydzielania przez fibroblasty pozostatych, oznaczanych cytokin: IL-1f3, IL-10,
IL-12p70 oraz TNF-a.

Podobnie jak w przypadku komoérek nienaswietlanych nie stwierdzono roznic

w wydzielaniu metaloproteinaz oraz w potencjale oksydacyjno-antyoksydacyjnym
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fibroblastow naswietlanych hodowanych zaré6wno na materiale pla jak 1 na szkietkach (dane
niepokazywane).

W przypadku fibroblastéw poddanych naswietlaniu laserem wykazano, ze zardwno
2- jak 1 4-krotne naswietlanie komoérek impulsowa wigzka promieniowania laserowego
o emisji impulsowej oraz mocy 100 mW i dawce 10 J/cm?*/dotek (grupa 100/10/1) jak
i 0o mocy 200 i dawce 2 J/cm?*/dotek (grupa 200/2/I) obnizyto wydzielanie IL-6 oraz IL-8
przez komoérki hodowane na materiale (grupa pla) w stosunku do komorek naswietlanych
tymi samymi parametrami lasera, ale hodowanymi na szkietkach (grupa ctr) (odpowiednio
Ryc. 17b, c, e, f). W zadnej z badanych grup komoérek naswietlanych nie stwierdzono

wydzielania przez fibroblasty IL-1p3, IL-10, IL-12p70 oraz TNF-o.
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Ryc. 13. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 13 b-¢) wigzka promieniowania laserowego na

zywotnos$¢ fibroblastow linii komorkowej Hs680. Komorki przez okreslong liczbe
dni byly hodowane na szkietkach (grupa ctr) Iub membranach
z polilaktonu (grupa pla) i naswietlane laserem o mocy 100 lub 200 mW
i dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?/dotek z komérkami. Fibroblasty
nienaswietlane (13a). Zywotno$¢ komorek byta mierzona w kolejnych 3, 5 oraz 7
dniu eksperymentu. RLUs — jednostka strumienia $wietlnego luminometru.
Wartosci $rednie + odchylenie standardowe. *, **, *** — roznice pomiedzy grupa
pla i grupg ctr (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Wplyw naswietlania impulsowg (I, 14 d-e) wigzka promieniowania laserowego na
poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK) przez fibroblasty linii komérkowe;j
Hs680. Komorki przez okreslong liczbe dni byly hodowane na szkietkach (grupa
ctr) lub membranach z polilaktonu (grupa pla) i naswietlane laserem o mocy 100
lub 200 mW i dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm*/dotek z komoérkami.
Fibroblasty nienaswietlane (14a). Poziom AK mierzono w kolejnych 3, 5 oraz
7 dniu eksperymentu. RLUs — jednostka strumienia $wietlnego lumenometru.
Wartosci srednie + odchylenie standardowe. *, **, *** — roznice pomiedzy grupa
pla i grupa ctr (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 15. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 15 d-e) wigzka promieniowania laserowego na
poziom wydzielanego tlenku azotu (NO) przez fibroblasty linii komodrkowej
Hs680. Komorki przez okreslong liczbe dni byty hodowane na szkietkach (grupa
ctr) lub membranach z polilaktonu (grupa pla) i naswietlane laserem o mocy 100
lub 200 mW i dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?*/dotek z komorkami.
Fibroblasty nienaswietlane (15 a). Poziom NO oznaczono w kolejnych dniach
eksperymentu 3, 5 oraz 7. O.D. — gestos¢ optyczna mierzona przy dlugosci fali
540 nm. Warto$ci $rednie + odchylenie standardowe. *, ** *** _— roznice
pomiedzy grupg pla i grupg ctr (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 16. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 15 d-e) wigzka promieniowania laserowego na
poziom wydzielanego biatka przez fibroblasty linii komérkowej Hs680. Komorki
przez okreslong liczb¢ dni byly hodowane na szkietkach (grupa ctr) lub
membranach z polilaktonu (grupa pla) i naswietlane laserem o mocy 100 lub 200
mW i dawkach promieniowania: 2, 5 lub 10 J/cm?/dotek z komérkami. Fibroblasty
nienaswietlane (16 a). Poziom biatka oznaczono w kolejnych dniach
eksperymentu 3, 5 oraz 7. O.D. — gestos¢ optyczna mierzona przy dlugosci fali
540 nm. Wartosci $rednie + odchylenie standardowe. *, ** *** _— roznice
pomiedzy grupg pla i grupg ctr (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Wplyw naswietlania impulsowa (I, 17 b, c, e, f) wigzka promieniowania
laserowego na poziom cytokin IL-6 oraz IL-8 wydzielanych przez fibroblasty
linii komoérkowej Hs680. Komorki przez okreslong liczbg dni byly hodowane na
szkietkach (grupa ctr) lub membranach z polilaktonu (grupa pla) 1 naswietlane
laserem o mocy 100 mW i dawce promieniowania 10 J/cm?/dotek lub o mocy
200 mW i dawcel0 J/cm?/dotek z komorkami. Komorki nienaswietlane (17a, d).
Poziom cytokin oznaczono w kolejnych dniach eksperymentu 3 oraz 5. Warto$ci
srednie = odchylenie standardowe. *, ** *** _ rdznice pomigedzy grupa pla
1 grupa ctr (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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6.4. Wplyw dzialania na fibroblasty witamin i/lub niskoenergetycznego
promieniowania laserowego

W kolejnym etapie eksperymentu zbadano wptyw na fibroblasty samych witamin.
W tym celu membrany pla zmodyfikowano witaminami E lub K. Nastgpnie zbadano efekt
jednoczesnego dziatania na komodrki witamin 1 naswietlania komorek wybranymi
parametrami lasera (zob. podrozdziat 4.2.2). Fibroblasty naswietlano impulsowa wigzka
promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm?/dotek lub o mocy 200

mW i dawkach 2 i 10 J/cm*/dotek (badane grupy: 100/5/1, 100/10/1, 200/2/1 oraz 200/10/1).

6.4.1. Zywotno$é i aktywnos$¢ wydzielnicza (poziom AK, NO, bialka) fibroblastow
nienaswietlanych hodowanych na membranach pla modyfikowanych
witaminami E i K

W 7 dniu hodowli, w przypadku fibroblastow hodowanych na membranach
modyfikowanych witaming K (grupa pla-K), stwierdzono wzrost zywotnosci komorek
w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi, hodowanymi na niemodyfikowanych
membranach pla (grupa pla) (Ryc. 18a). Z kolei w przypadku fibroblastow hodowanych na
membranach modyfikowanych dodatkiem witaminy E (grupa pla-E) stwierdzono spadek
zywotno$ci komoérek w 5 dniu hodowli, a nastgpnie znaczny wzrost zywotnosci
fibroblastow w 7 dniu hodowli poréwnaniu z komorkami kontrolnymi, hodowanymi na
niemodyfikowanych membranach pla (grupa pla) (Ryc. 18a).

Jednoczesnie, w porownaniu grupa kontrolng (grupa pla), modyfikacja membran pla
witaminami zaréwno K jak i E (gupy pla-K i pla-E) spowodowala spadek uwalniania
z martwych komorek AK w 3 15 dniu hodowli oraz wzrost jej uwalniania w 7 dniu hodowli,
ale tylko w przypadku komorek hodowanych na membranach modyfikowanych witaming
K (grupa pla-K), (Ryc. 19a).

Modyfikacja membran pla witaming E (grupa pla-E) spowodowata wzrost
wydzielania przez komorki NO w porownaniu do grupy kontrolnej pla (grupa pla) (Ryc.
20a).

Jednoczesnie modyfikacja membran pla witaming K (grupa pla-K) spowodowata
w 3 dniu hodowli spadek wydzielania przez fibroblasty biatka w porownaniu do grupy

kontrolnej pla (grupa pla) (Ryc. 21a).
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6.4.2. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na
zywotnos¢ fibroblastow hodowanych na membranach pla modyfikowanych
witaminami E i K
Naswietlanie komorek 6-krotnie laserem o mocy 100 mW oraz dawce 5 J/cm?/dotek

skutkowalo spadkiem zywotnosci fibroblastow hodowanych na membranach pla

z dodatkiem witaminy K (grupa pla-K 100/5/1) w porownaniu z grupg komorek

naswietlanych, hodowanych na materiale pla (grupa pla) (Ryc. 18b). Spadek zywotnosci

komorek zaobserwowano takze w przypadku fibroblastow naswietlanych laserem o tych
samych parametrach, ale hodowanych przez 5 i 7 dni na materiale pla z dodatkiem witaminy

E (grupa pla-E 100/5/T) (Ryc. 18b).

Z kolei 2- 1 4-krotna aplikacja wigzkg promieniowania laserowego o mocy 200 mW

i dawce 2 J/cm?*/dotek skutkowata wzrostem zywotnosci komorek hodowanych na materiale

modyfikowanym witaming K (grupa pla-K 200/2/I) w poréwnaniu do grupy komorek

naswietlanych hodowanych na materiale pla (grupa pla) (Ryc. 18d). Natomiast dalsze, 6-

krotne naswietlanie komorek tymi samymi parametrami lasera skutkowato obnizeniem

zywotno$ci fibroblastow (grupa pla-K 200/2/T) (Ryc. 18d). W przypadku fibroblastow
hodowanych na membranach pla modyfikowanych witaming E i poddanych dziataniu lasera

o tej samej mocy 200 mW i tej samej dawce 10 J/cm?/dotek (grupa pla-E 200/2/1)

stwierdzono spadek zywotnosci komorek na skutek 4- 1 6-krotnego naswietlania laserem

komoérek w poréwnaniu do grupy kontrolnej naswietlanej, hodowanej na materiale pla

(grupa pla) (Ryc. 18d). Wzrost zywotnosci fibroblastéw hodowanych na materiale pla

z dodatkiem witaminy K, zaobserwowano takze na skutek 4-krotnej aplikacji wigzka

promieniowania laserowego o mocy 100 i 200 mW i dawce 10 J/cm?/dotek (grupa pla-K

100/10/T1 oraz pla-K 200/10/T), (Ryc. 17c, e). Jednakze dalsze, 6-krotne naswietlanie
komorek testowanymi na tym etapie badan parametrami lasera skutkowato spadkiem
zywotnosci komorek (grupy pla-K 100/10/1 oraz pla-K 200/10/T) (Ryc. 18c, e). Z kolei

w przypadku fibroblastéw hodowanych na membranach pla modyfikowanych witaming

E i naswietlanych tymi samymi parametrami lasera 4- i 6-krotnie skutkowato spadkiem

zywotnosci komorek (grupy pla-E 100/10/1 oraz pla-E 200/10/I) w poréwnaniu do komoérek

kontrolnych, na§wietlanych w ten sam sposob (grupa pla) (Ryc. 18c, e).
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6.4.3. Wplyw dzialania niskoenergetycznego promieniowania laserowego na
aktywnos$¢ wydzielnicza (poziom AK, NO, bialka) fibroblastéw hodowanych na
membranach pla modyfikowanych witaminami E i K

W przypadku fibroblastéw hodowanych na materiale pla modyfikowanym witaming
K oraz witaming E zaobserwowano spadek uwalniania z komorek AK na skutek dziatania
wigzka promieniowania laserowego o mocy 200 mW i dace 2 i 10 J/cm?/dotek oraz o mocy
100 mW i dawce 10 J/cm?/dotek (odpowiednio grupy pla-K 200/2/1, pla-E 200/2/1, pla-K
200/10/1, pla-E 200/10/T oraz pla-K 100/10/1, pla-E 100/10/T) (Ryc. 19d, c, ). Réwniez
fibroblasty hodowane na membranach pla modyfikowanych witaming K Iub E
i naswietlanych 2- i 4-krotnie laserem o mocy 100 mW i dawkach 5 J/cm?/dotek
(odpowiednio grupy pla-K 100/5/1 oraz pla-E 100/5/T) uwalnialy mniej kinazy adenylowe;j
w porownaniu do komoérek kontrolnych naswietlanych tymi samymi parametrami lasera,
ale rosngcych na niemodyfikowanych membranach pla (grupa pla) (Ryc. 19b).

W przypadku komoérek hodowanych na materiale pla modyfikowanym witaming
E stwierdzono wzrost wydzielania NO na skutek 4- 1 6-krotnego naswietlania fibroblastow
laserem o0 mocy 100 mW i dawce 5 J/cm*/dotek (grupa pla-E 100/5/1) (Ryc. 20b). Z kolei
w przypadku fibroblastéw hodowanych na membranach modyfikowanych witaming
K i naswietlanych 2- i 4-krotnie laserem o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm?/dotek (grupa
pla-K 100/10/T) stwierdzono spadek wydzielania NO przez komoérki w porownaniu do
grupy komorek hodowanych na niemodyfikowanym materiale pla (grupa pla) (Ryc. 20d).
Z kolei hodowla fibroblastow na membranach pla, modyfikowanych witaming
E 1 naswietlanych 4-krotnie tymi samymi parametrami lasera skutkowata wzrostem
wydzielania NO przez fibroblasty (grupa pla-E 100/10/T) (Ryc. 20d). Spadek wydzielania
NO stwierdzono w przypadku fibroblastow hodowanych na membranach pla,
modyfikowanych witaming K na skutek 2- i 6-krotnego naswietlania komorek laserem
o mocy 200 mW i dawce 10 J/cm?/dotek (grupy pla-K 200/10/1). Z kolei w przypadku
komorek rosngcych na materiale pla modyfikowanym witaming E i1 2-krotnie naswietlanych
tymi samymi parametrami lasera (grupa pla-E 200/10/1) stwierdzono wzrost wydzielania
NO w poréwnaniu do grupy komorek hodowanych na niemodyfikowanym materiale pla
(Ryc. 20e).

Fibroblasty rosngce na membranach modyfikowanych witaming K i naswietlane
2- i 4-krotnie laserem o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm?/dotek (pla-K grupa 100/5/1)
wydzielaly mniej biatka niz komoérki kontrolne, rosngce na niemodyfikowanym materiale
pla 1 naswietlane tymi samymi parametrami lasera (Ryc. 21b). Natomiast hodowla

fibroblastow na tym samym materiale skutkowata wzrostem wydzielania biatka na skutek
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4-krotnego naswietlania komoérek laserem o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek (grupa
pla-K 200/2/1) (Ryc. 21d). Takze hodowla fibroblastow na materiale z dodatkiem witaminy
E i rownoczesne 4- 1 6-krotne naswietlanie komorek wigzka promieniowania laserowego
o tej samej mocy 200 mW i tej samej dawce 2 J/cm?/dotek (grupa pla-E 200/2/I) skutkowato
spadkiem wydzielania biatka (Ryc. 21d). Podobny efekt spadku wydzielania biatka
stwierdzono w przypadku fibroblastow rosngcych materiale modyfikowanym witaming
E i naswietlanych 6-krotnie laserem o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm*/dotek (grupa pla-E
100/10/T) (Ryc. 21c).

Uzyskane wyniki wykazaty, ze najbardziej odpowiednig dla fibroblastow
modyfikacja membran pla jest dodatek witaminy K oraz jednoczesne naswietlanie
rosngcych na tym materiale komoérek impulsowa wigzka promieniowania laserowego
o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm?/dotek oraz o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek.
Dlatego tez, dalsze badania dotyczace oznaczenia wydzielanych przez fibroblasty
metaloproteinaz, cytokin oraz potencjalu oksydacyjno-antyoksydacyjnego zostaly

wykonane w nadsaczach znad hodowli komorek z grup: pla-K 100/10/1 oraz pla-K 200/2/1.

6.4.4. Wplyw dzialania witaminy K 1 naswietlania niskoenergetycznym
promieniowaniem laserowym na aktywno$¢ wydzielnicza (poziom MMP,
cytokin oraz potencjal oksydacyjno-antyoksydacyjny) fibroblastow

W zadnej z badanych grup nienaswietlanych fibroblastow nie stwierdzono
wydzielania MMP-9 oraz MMP-2 natomiast poziom wydzielanej pro-MMP-9 przez
komorki rosngce na modyfikowanym witaming K materiale pla (pla-K) nie r6znit si¢ od
poziomu pro-MMP-9 wydzielanej przez komorki rosnace na materiale pla (grupa pla) (Ryc.
22a).

Stwierdzono rowniez, ze nienaswietlane fibroblasty hodowane na membranach pla
modyfikowanych witaming K wydzielaly mniej IL-6 oraz IL-8 niz komorki kontrolne,
hodowane na materiale pla (Ryc. 23a, d). W Zzadnej z badanych grup komorek
nienaswietlanych nie stwierdzono wydzielania przez fibroblasty oznaczanych cytokin: IL-
1B, IL-10, IL-12p70 oraz TNF-a (dane niepokazywane).

Nie stwierdzono réwniez zmian w potencjale oksydacyjno-antyoksydacyjnym
komorek nienaswietlanych hodowanych na materiale pla modyfikowanym witaming K
(grupa pla-K) w poréwnaniu z grupa kontrolng komoérek hodowanych na materiale pla
(grupa pla) (dane niepokazywane).

W przypadku fibroblastow naswietlanych laserem wykazano spadek wydzielania

pro-MMP-9 oraz MMP-9 na skutek 4-krotnego dziatania wigzka promieniowania laserowego
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o mocy 200mW i dawce 2 J/cm?/dotek na fibroblasty hodowane na membranach pla,
modyfikowanych witaming K (grupa pla-K 200/2/T) (Ryc. 22c, e).

Fibroblasty hodowane na membranach pla, modyfikowanych witaming
K 1 jednoczes$nie naswietlane 4- krotnie impulsowa wigzkg promieniowania laserowego
o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm?/dotek (grupa pla-K 100/10/1) oraz 2- i 4- krotnie laserem
o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm*/dotek (grupa pla-K 200/2/1) wydzielaty mniej IL-6
w porownaniu z grupa kontrolng, hodowana na niemodyfikowanych membranach pla,
naswietlanych tymi samymi parametrami lasera (grupa pla) (Ryc. 23b, ¢). Komoérki rosngce
na tym samym, modyfikowanym materiale 1 jednoczes$nie 4-krotnie naswietlane laserem
o mocy 100 mw i dawce 10 J/cm?/dotek (grupa pla-K 100/10/1) oraz o mocy 200 mW i dawce
2 J/em?/dotek (grupa pla-K 200/2/1) wydzielaly mniej IL-8 (Ryc. 22e, f). W zZadnej
z badanych grup komorek naswietlanych, nie stwierdzono wydzielania pozostatych
oznaczanych cytokin: IL-103, IL-10, IL-12p70 oraz TNF-a (dane niepokazywane). Nie
stwierdzono réwniez roznic w potencjale oksydacyjno-antyoksydacyjnym pomigdzy
fibroblastami naswietlanymi hodowanymi na membranach modyfikowanych witaming
K a fibroblastami nas§wietlanymi tymi samymi parametrami lasera, hodowanymi na materiale

kontrolnym pla (grupa pla) (dane niepokazywane).
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Ryc. 18. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 18 b-e) wigzka promieniowania laserowego na
zywotno$¢ fibroblastéw linii komorkowej Hs680. Komorki przez okreslong liczbe
dni byly hodowane membranach z polilaktonu (grupa pla) lub membranach
modyfikowanych dodatkiem witaminy K (pla-K) badz witaminy E (grupa pla-E)
i naswietlane laserem o mocy 100 mW i dawkach 5 oraz 10 J/cm?/dotek lub
o mocy 200 mW i dawkach promieniowania: 2 lub 10 J/cm*/dotek z komérkami.
Komérki nienaswietlane (18 a). Zywotnoéé fibroblastow byta mierzona
w kolejnych 3, 5 oraz 7 dniu eksperymentu. RLUs — jednostka strumienia
swietlnego luminometru. Wartosci $rednie + odchylenie standardowe. *, **, *%**
— rdznice pomigdzy grupa pla-K a pla oraz grupg pla-E a pla (* dla p<0.05, ** dla
p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 19. Wptyw naswietlania impulsow3 (I, 19 b-e) wigzka promieniowania laserowego na
poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK) przez fibroblasty linii komodrkowej
Hs680. Fibroblasty przez okreslong liczbe dni byly hodowane membranach
z polilaktonu (grupa pla) lub membranach modyfikowanych dodatkiem witaminy
K (pla-K) badz witaminy E (grupa pla-E) i na§wietlane laserem o mocy 100 mW
i dawkach promieniowania 5 oraz 10 J/cm?/dotek lub 0 mocy 200 mW i dawkach
promieniowania 2 lub 10 J/cm?/dotek z komoérkami. Komérki nienaswietlane (19
a). Poziom AK byl mierzony w kolejnych 3, 5 oraz 7 dniu eksperymentu. RLUs —
jednostka strumienia $wietlnego luminometru. Wartos$ci $rednie = odchylenie
standardowe. *, **, *** —roznice pomigdzy grupa pla-K a pla i grupa pla-E a pla
(* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 20. Wplyw naswietlania impulsowa (I, 20b-¢) wiazka promieniowania laserowego na
poziom tlenku azotu (NO) wydzielanego przez fibroblasty linii komorkowej
Hs680. Fibroblasty przez okreslong liczbe dni byty hodowane na membranach
z polilaktonu (grupa pla) lub membranach modyfikowanych dodatkiem witaminy
K (grupa pla-K) badz witaminy E (grupa pla-E) i naswietlane laserem o mocy 100
mW i dawkach promieniowania 5 oraz 10 J/cm*dotek lub o mocy 200 mW
i dawkach promieniowania 2 lub 10 J/cm?/dotek z komorkami. Fibroblasty
nienaswietlane (20 a). Poziom NO mierzono w kolejnych 3, 5 oraz 7 dniu
eksperymentu. O.D. — gesto$¢ optyczna mierzona przy dlugosci fali 540 nm.
Wartosci $rednie = odchylenie standardowe. *, **_ *** — roznice pomiedzy grupa
pla-K a pla oraz grupg pla-E a pla (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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21. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 20b-¢) wigzka promieniowania laserowego na
poziom biatka wydzielanego przez fibroblasty linii komorkowej Hs680.
Fibroblasty przez okre$long liczbe dni byly hodowane na membranach
z polilaktonu (grupa pla) lub membranach modyfikowanych dodatkiem witaminy
K (grupa pla-K) badz witaminy E (grupa pla-E) i naswietlane laserem o mocy 100
mW i dawkach promieniowania 5 oraz 10 J/cm?/dotek lub o mocy 200 mW
i dawkach promieniowania 2 lub 10 J/cm?/dotek z komorkami. Fibroblasty
nienaswietlane (21 a). Poziom biatka mierzono w kolejnych 3, 5 oraz 7 dniu
eksperymentu. O.D. — gesto$¢ optyczna mierzona przy dhugosci fali 540 nm.
Wartosci $rednie + odchylenie standardowe. *, **, *** — roznice pomiedzy grupa
pla-K a pla oraz grupg pla-E a pla (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).

67



niena$wietlane 100/10/1 200/211

a) b) c)
15000 fipla 15000 15000
b 12000 apla-K g 12000 o 12000
BT oo >EZ 9000 BT om0
o C 1 o 1 £ +
i 5 a §E» 228
%Eg 6000 | §5§’ 6000 ggg’ 6000 .
SE” 000 gE" 3000 £ 3000 |
0 _ Dj T 0 D:I iy 0 e} )
3 5 dni 3 5 it 3 5 dni
200/2/1
—
100/10/1
d) e)
250 - 250
o 200 w2004
B ==
2 E% 150 | % g% 150
=7]
=gt | B | *
gy o ggg 10 i
& 50 =E7 50|
0o +— D:] o+ "
3 5 dni 3 5 dni
100/10/1
4000
e
5§ . 3000
®x E C
o 2% 2000 |
o2s
=g g
=E 1000
g 3 5 dini

Ryc. 22. Wptyw naswietlania impulsowg (I, 22b-f) wigzka promieniowania laserowego na
poziom metaloproteinaz: pro-MMP-9, MMP-9 oraz MMP-2 wydzielanych przez
fibroblasty linii komorkowej Hs680. Fibroblasty przez okreslong liczbe dni byty
hodowane na membranach z polilaktonu (grupa pla) lub membranach
modyfikowanych dodatkiem witaminy K (grupa pla-K) i naswietlane laserem
o mocy 100 mW i dawce promieniowania 10 J/cm?/dotek lub o mocy 200 mW
i dawce promieniowania 2 J/cm?/dotek z komérkami. Fibroblasty nienaswietlane
(22 a). Poziom metaloproteinaz oznaczono w kolejnych 3 oraz 5 dniu
eksperymentu. Wartos$ci srednie £ odchylenie standardowe. *, **, *** — roznice
pomigdzy grupa pla-K i grupa pla (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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Ryc. 23. Wpltyw naswietlania impulsowa (I, 19b, c, e, ) wigzka promieniowania laserowego
na poziom cytokin: IL-6 oraz IL-8 wydzielanych przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680. Fibroblasty przez okreslong liczbe dni byly hodowane na
membranach z polilaktonu (grupa pla) lub membranach modyfikowanych
dodatkiem witaminy K (grupa pla-K) i naswietlane laserem o mocy 100 mW
i dawce promieniowania 10 J/cm?*/dotek lub o mocy 200 mW i dawce
promieniowania 2 J/cm?/dotek z komérkami. Fibroblasty nienaswietlane (23 a, d).
Poziom cytokin oznaczono w kolejnych dniach eksperymentu 3 oraz 5. Wartosci
srednie + odchylenie standardowe. *, ** *** _ r4znice pomiedzy grupg pla-K
1 grupa pla (* dla p<0.05, ** dla p<0.01, *** dla p<0.001).
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7. Dyskusja

Gojenie ran jest wieloetapowym procesem prowadzacym do naprawy uszkodzonych
tkanek a czas jego trwania jest $ci§le zwigzany z aktywno$cig fibroblastow, keratynocytow,
komorek s$rodbtonka, ptytek krwi oraz komorek uktadu odpornosciowego tj. neutrofili,
makrofagow, limfocytow (Vitlianowa 1 wsp., 2015). Fibroblasty odgrywaja szczegdlng role
W procesie gojenia si¢ ran biorgc udziat w syntezie nowych skladnikow ECM w celu
przywrocenia integralnosci tkanek. Prawidlowy przebieg tego procesu bywa jednak czgsto
zaburzony na réznych jego etapach, prowadzac do powstawania tzw. przewlektych, trudno
gojacych si¢ ran co znacznie obniza jako$¢ zycia i utrudnia normalne funkcjonowanie
kazdego czlowieka. Stad tez w dzisiejszych czasach obserwuje si¢ coraz wigksze
zainteresowanie naukowcoOw mechanizmami dzialajacymi podczas tego procesu. Rowniez
rozwoj technologii/urzadzen stosowanych w medycynie, fizykoterapii, kosmetologii daje
duze nadzieje na skrocenie czasu gojenie si¢ ran i regeneracji skory. Opracowywanie
nowych strategii, wspomagajacych gojenie stanowi obecnie ogromne wyzwanie dla
naukowcow roznych dziedzin nauki. Szczegolnie istotne wydaje si¢ by¢ opracowywanie
metod taczonych pozwalajacych na zwigkszanie aktywnosci fibroblastow w celu
przyspieszenia procesu gojenia si¢ ran a takze uniknigcia ewentualnych zaburzen w trakcie
jego trwania.

Wspotczesne technologie otwierajg duze mozliwosci w zakresie terapii Swiattem.
Laseroterapia niskoenergetyczna LLLT (fotobiomodulacja) stosowana jest jako skuteczna
metoda terapeutyczna od potowy lat 60 XX wieku (Chung i wsp., 2013). Aby jednak mozna
bylo zastosowac innowacyjne technologie w leczeniu trudno gojacych si¢ ran, pierwszym,
niezbednym etapem badan sg do§wiadczenia in vitro majace na celu dobranie odpowiednich
tzn. niewywotujacych w stosunku do komorek efektu cytotoksycznego parametréw
naswietlania laserem. Pomimo prowadzonych od ponad czterdziestu lat badan, podstawowe
mechanizmy fotobiomodulacji na poziomie komoérkowym pozostaja nadal nie do konca
wyjasniony a wyniki badan z zastosowaniem urzadzen LLLT nie opieraja jeszcze na
wystarczajacej liczbie wartosciowych badan klinicznych i1 nie tlhumacza definitywnie
mechanizmu dziatania LLLT. Nie s3g poznane réwniez w pelni komodrkowe
1 biochemiczne mechanizmy jakie biorg udzial w stymulacji fibroblastow (Maldaner i wsp.,

2019, Ma i wsp., 2018).

Dzialanie niskoenergetycznego promieniowania laserowego na fibroblasty

Ostabienie aktywno$ci biologicznej fibroblastéw objawiajace si¢ spadkiem
przylegania, zywotnosci, proliferacji czy tez migracji komorek hamuje normalny proces
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gojenie si¢ ran i moze powodowaé powstawanie ran, ktore sg trudne do wyleczenia.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan wykazaly, ze najkorzystniej dziatajacymi
na ludzkie fibroblasty Hs680 parametrami naswietlania laserem jest dziatanie na nie wigzka
impulsowa, o mocy 100 mW i dawkach 5 i 10 J/cm? oraz o mocy 200 mW i dawkach 21 10
J/em?. Naswietlanie komoérek tymi parametrami lasera spowodowalo bowiem dobre ich
rozptaszczenie na podtozu hodowlanym, a takze wzrost ich przylegania i/lub proliferacji
(Tab. 2). Scista adhezja fibroblastow do podloza jest warunkiem niezbednym do ich
proliferacji, dlatego tez jednym z zastosowanych w niniejszej pracy testow do oceny
wpltywu na komorki naswietlania laserem byt test oceniajacy przyleganie komorek.
Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z przeprowadzonym testem gojenia/zarastania
»~rany” zwigzanym z procesem migracji komorek. Dzialanie na komoérki wymienionymi
parametrami lasera spowodowato takze spadek cytotoksyczno$ci/Smiertelnosci komorek
mierzonej poziomem uwalnianej z martwych komoérek AK (Tab. 2). Na skutek naswietlania
zaobserwowano takze spadek wydzielania przez komoérki NO (Tab. 2).

W swoich badaniach zesp6t Shaikh-Kader i wsp. (2021) dzialajac na ludzkie
fibroblasty linii komorkowej WS1 laserem o dhugosci fali 660 nm i dawce 5 J/cm? oraz
o mocy 101 mW wykazat wzrost migracji komorek w tescie zarastania rany (Shaikh-Kader
1 wsp., 2021). Badania nad wplywem dzialania niskoenergetycznego promieniowania
laserowego na ludzkie fibroblasty dzigstowe prowadzit rowniez Basso i wsp. (2012). W tym
przypadku autorzy naswietlali komorki wigzka promieniowania laserowego o dlugosci fali
780 nm, o mocy 40 mW i dawkach 0,5; 1,5; 3; 5; 7 J/cm?, ktora aplikowali co 24 h przez
3 kolejne dni. Wykazali oni, Ze dwie sposrod 6 badanych dawek (0,5 oraz 3 J/cm?)
spowodowaty wzrost proliferacji fibroblastow oraz wzrost migracji komoérek w tescie
zarastania/gojenia rany (Basso 1 wsp., 2012). Rowniez Hawkins i wspotautorzy (2006)
przeprowadzili badania na fibroblastach SW1, ktore naswietlali wigzka promieniowania
laserowego o dhugosci fali 632,8 nm, o mocy 3 mW i dawkach 0;5, 2;5, 5, 101 16 J/cm? co
24h, przez 2 kolejne dni. I w tym przypadku stwierdzono dziatanie biostymulujgce lasera
w stosunku do komorek, ale przy zastosowaniu nizszych dawek naswietlania. Autorzy
wykazali bowiem wzrost liczby komoérek oraz ich migracji na skutek naswietlan laserem
w dawkach 2,5 oraz 5 J/cm? oraz spadek zywotno$ci komorek i wzrost cytotoksycznosci po
zastosowaniu wyzszych dawek promieniowania laserowego: 10 i 16 J/cm? (Hawkins i wsp.,
2006). Wzrost zywotno$ci oraz migracji fibroblastow linii komdérkowej WS1 w tescie
zarastania rany opisat takze zespot Jare 1 wsp. (2020). W tym przypadku komorki byty
naswietlane laserem o dtugoéci fali 660 nm, o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm? (Jare i wsp.,
2020). Na tej samej linii komorkowej fibroblastow prowadzili takze badania Houreld 1 wsp.
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(2010). W tym przypadku komorki byty poddawane jednorazowemu naswietlaniu wigzka
promieniowania laserowego o dtugosci fali 830 nm, mocy 40 mW i dawce 5 J/cm?. Autorzy
Ci réowniez wykazali wzrost proliferacji komorek i jednoczesnie wzrost wydzielania NO
(Houreld 1 wsp., 2010). Podobne wyniki, zwigkszenia liczby fibroblastow stwierdzono takze
w przypadku mysich fibroblastow linii komoérkowej NIH-3T3 naswietlanych laserem
o dlugoéci fali 904 nm, o mocy 120 mW i dawkach 3-5 J/ cm? przez okres od 1-6 dni (Pereira
1wsp., 2002). Rowniez w badaniach Chen i wsp. (2008) na skutek naswietlania fibroblastow
pobranych ze $Sciegna Achillesa, laserem o dtugosci fali 820 nm oraz 635 nm, o emisji
impulsowej, o mocy 40 mW, oraz dawkach: 1, 2 lub 3 J/cm? po 24 h wykazano, Ze najlepsze
efekty (wzrost proliferacji komorek) uzyskano po zastosowaniu dawek nizszych 1i2 J/cm?.
Zastosowanie dawki wyzszej 3 J/cm? spowodowato natomiast zahamowanie proliferacji
komorek (Chen i1 wsp., 2008). Odmienne wyniki uzyskano w badaniach Maldaner 1 wsp.
(2019) gdzie wykazano, ze naswietlanie laserem o dtugosci fali 660 nm, o mocy 35 mW
i dawkach 3, 4 J/cm? nie wplyneto po 72h od naswietlania na zywotno$¢ fibroblastow linii
komorkowej HFF-1. Wyzsze dawki (5,6,8 J/cm?), podobnie jak we wczesniejszych
badaniach, spowodowaty wzrost $miertelnosci komoérek (Maldaner i wsp., 2019).
Pozytywny wpltyw na fibroblasty naswietlania laserem opisat rowniez zespot Ma 1 wsp.
(2018). W badaniach tych naswietlano komorki 2-krotnie laserem o roznych dlugosciach
fali: 635 nm, 830 nm oraz o dawce 60 J/cm?. Wzrost proliferacji fibroblastéw wykazano na
skutek naswietlania komoérek dlugoscig fali 830 nm oraz jednocze$nie dwoma dtugosciami
fali 635 1 830 nm lasera. Natomiast naswietlanie laserem o dtugos$ci fali 635 nm nie miato
wptywu na proliferacje fibroblastow. Wszystkie badane dtugosci fali lasera spowodowaty
natomiast wzrost wydzielania przez komorki kolagenu (Ma i wsp., 2018). Odmienne wyniki
uzyskal Szymanski i wsp. (2021). W tym przypadku fibroblasty linii komdrkowej BJ-5
zostaly poddane naswietlaniu laserem o dtugosci fali 638 nm, o mocy 300 mW oraz
o roznych dawkach: 13,8; 41,3; 82,7; 151,5 192,9 oraz 234,2 J/cm?. Okazalo sig, ze w tym
przypadku nizsze dawki naswietlania laserem nie wptyngly na Zywotnos¢ i proliferacje
komoérek, dawki powyzej 151 J/cm? obnizyty zywotnoéé, natomiast powyzej 192,9 J/cm?
dziataty na komorki cytotoksycznie (Szymanski i wsp., 2021).

Podsumowujgc uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan wilasnych oraz
przytoczone powyzej wyniki badan innych autoréw, mozna stwierdzi¢, ze wyniki te
potwierdzaja koncepcje, ze ekspozycja fibroblastow na niskoenergetyczne promieniowanie
laserowe moze modyfikowac¢ aktywno$¢ biologiczng ludzkich fibroblastéw, a kierunek
dziatania lasera jest zalezny od dlugosci fali, mocy, dawki oraz sposobu aplikacji (statej lub
impulsowej) wiazki.
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Kolejnym etapem badan w niniejszej pracy byto sprawdzenie w jaki sposob
porowate membrany, z polimeru polilaktydu, dziataja na aktywnos¢ biologiczng
fibroblastow i1 czy aktywno$¢ komorek hodowanych na tych membranach nie r6zni si¢ od
aktywnosci fibroblastow hodowanych na szkietkach, stanowigcych w niniejszej pracy grupe
kontrolng. Wyniki uzyskane na tym etapie badan byly tym samym niezbedne do oceny
mozliwos$ci wykorzystania pla jako podtoza hodowlanego dla komorek i jednocze$nie
zrddto powolnego uwalniania witamin E i K, co sprawdzano w nast¢gpnym kroku badan.

Z przegladu piSmiennictwa wiadomo, ze materiat pla jest powszechnie uzywanym
polimerem syntetycznym do zastosowan biomedycznych, ze wzgledu na swoje
wlasciwosci, takie jak: biokompatybilnos$¢, biodegradowalno$é, czy tez wytrzymalosé
mechaniczna. Badania prowadzone przez roézne zespoty naukowcoéw juz wczesniej
wykazaty biozgodnos$¢ materialu pla w stosunku do roznych linii komérkowych
fibroblastow. Dobre przyleganie oraz wysoka zywotnos$¢ i1 proliferacj¢ mysich fibroblastow
3T3 hodowanych na polilaktydzie wykazali Chung i wsp. (2011); Cont i wsp. (2013) oraz
Hussein 1 wsp. (2021). Z kolei Hongyan i wsp. (2020) wykazali pozytywny wptyw
polilaktydu na przyleganie i1 proliferacje fibroblastow innej mysiej linii komorkowej L.-929
(Hongyan 1 wsp., 2020).

W obecnej pracy, badania na materiale pla rozpoczgto od oznaczenia Zywotnosci
oraz aktywno$ci wydzielniczej fibroblastow Hs680 mierzong poziomem uwalnianej przez
komorki AK a takze wydzielanego NO, biatka, MMP, cytokin oraz poziomem potencjatu
oksydacyjno-antyoksydacyjnego komorek. Uzyskane wyniki wykazaly biozgodnosc
testowanego materiatu, stwierdzono bowiem brak rdéznic w Zzywotnosci oraz
cytotoksycznosci pomigdzy komoérkami hodowanymi na materiale pla a komorkami
kontrolnymi (Tab. 3). Wykazano natomiast wzrost wydzielania NO przez fibroblasty
hodowane na pla w poréwnaniu do poziomu NO wydzielanego przez komoérki kontrolne
(Tab. 3). W tym miejscu warto wspomnie¢, ze NO bierze udziat w wielu fizjologicznych
procesach komoérkowych, ale takze procesach patologicznych. Wykazano, ze NO moze
mie¢ dzialanie zardwno pro- jak i antyapoptotyczne, w zaleznosci od jego stezenia, a takze
typu komorek, na ktore oddziatuje (Lugowski i wsp., 2011). W wysokich stg¢zeniach NO,
reagujac z biatkami moze powodowac nitrozylacje reszt aminowych, uposledzajac ich
funkcje 1 wywotujac efekt cytotoksyczny/apoptotyczny w stosunku do otaczajacych go
komorek. Moze takze pobudza¢ wydzielanie cytokin prozapalnych pobudzajac komorki
uktadu odpornosciowego i inicjujgc stanu zapalny. Podwyzszony poziom NO nie jest jednak
jednoznacznie negatywnym zjawiskiem. Istnieja bowiem doniesienia naukowe, ktore
wskazuja, ze podwyzszony poziom NO przyspiesza proliferacje¢ fibroblastow a takze
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synteze¢ kolagenu przyczyniajac si¢ do szybszego gojenia ran (Malone-Povolny 1 wsp.,
2019). Zgodnie z badaniami Hourelda i wsp. (2010) poziom NO jest znacznie obnizony
w trudno gojacych si¢ ranach cukrzycowych, a jego podwyzszenie moze przyspieszy¢
zasklepianie si¢ tych uszkodzen (Hourelda i wsp., 2010). Wedtug Hana i wsp. (2012)
stezenie NO szybko wzrasta po uszkodzeniu skoéry a nastgpnie stopniowo maleje wraz
Z postgpem procesu gojenia rany. Wykazano takze, ze podwyzszony poziom NO
przyspiesza proliferacj¢ fibroblastow (Han i1 wsp., 2012). Z kolei Witte i wsp. (2000)
wykazali, ze istnieje korelacja pomi¢dzy indukowang, podwyzszong w obrebie rany synteza
NO a zwigkszong produkcjg kolagenu. W badaniach tych wykazano takze, ze NO wzmaga
wytwarzanie kolagenu rowniez przez prawidtowe/nieuszkodzone fibroblasty (Witte i wsp.,
2000). Poniewaz wyzszy poziom NO moze przektada¢ si¢ na wzmozenie procesu tworzenia
wlokien kolagenowych wydaje si¢, ze zaobserwowany wzrost poziomu NO wydzielanego
przez fibroblasty hodowane na materiale pla jest zjawiskiem korzystnym.

Jak wspomniano juz wcze$niej glowna funkcja fibroblastow zwigzana jest
z zapewnieniem tkankom integralno$ci poprzez syntez¢ i wydzielanie biatkowych
sktadnikow ECM, w tym kolagenu, elastyny, proteoglikanow (Marques 1 wsp., 2004;
Abonnenc 1 wsp., 2013). Bialkami wydzielanymi przez fibroblasty sa takze cytokiny,
czynniki wzrostu komodrek i metaloproteinazy. Substancje te zaangazowane s3 m.in.
w aktywacje leukocytéw i w konsekwencji w rozwoj miejscowego stanu zapalnego, ale
takze w stymulacj¢ wzrostu, proliferacji oraz migracji komorek w trakcie procesu gojenia
ran. Obnizenie wydzielania przez fibroblasty biatek w postaci ECM jest zjawiskiem
niekorzystnym, gdyz prowadzi do wydtuzenia czasu regeneracji uszkodzonych tkanek.
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na wzrost wydzielania biatka przez
fibroblasty hodowane na materiale pla, w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (Tab. 3).
Jednoczesnie wykazano obnizenie poziomu wydzielanych przez fibroblasty IL-6 1 IL-8
(Tab. 4). W tym miejscu mozna jedynie przypuszczac, ze materiat pla zadziatal na komorki
korzystnie, zwigkszajac synteze biatek strukturalnych, bedacych sktadnikami ECM
jednocze$nie obnizajac poziom cytokin prozapalnych. W przysztosci nalezatoby jednak
uzupeli¢ badania o oznaczenie konkretnych rodzajow biatek wydzielanych przez
fibroblasty, zwtaszcza kolagenu I 1 III, odgrywajacych kluczowa role w procesie gojenia
ran.

Naswietlanie 4-krotne fibroblastéw hodowanych na materiale pla wigzka
promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm? oraz o mocy 200 mW
i dawce 2 J/cm? nie wpltyneto na Zywotno$é komorek oraz na wydzielanie AK przy 4-

krotnym naswietlaniu. W przypadku naswietlania lwserem o mocy 100 mW i dawce 10
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J/em? rowniez 6-krotne naswietlanie komorek nie spowodowalo zmian w poziomie
uwalnianej AK, w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, hodowanej na szkietkach.
W wybranych punktach czasowych, na skutek zadziatania pozostatymi, badanymi w pracy
parametrami lasera stwierdzono natomiast spadek zywotnos$ci fibroblastow oraz wzrost
poziomu AK. W wybranych punktach czasowych stwierdzono takze, ze na skutek
nas$wietlania komorek laserem o mocy 100 mW i dawce 5 J/cm? oraz o mocy 200 i dawce
2 J/em? doszto do wzrostu wydzielania NO. Z kolei w przypadku naswietlania parametrami
lasera 0 mocy100 mW i dawce 10 J/cm? oraz o mocy 200 mW i dawce 2 lub 10 J/cm? doszto
do wzrostu wydzielania biatka (Tab. 3). Zwazywszy na uzyskane na tym etapie badan
wyniki, poziom cytokin oznaczono w nadsaczach znad hodowli komorek naswietlanych
parametrami lasera, ktore zdziataty na komorki pozytywnie, czyli laserem o mocy 100 mW
i dawce 10 J/cm?® oraz o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?.

Warto jednak zauwazy¢, ze naswietlanie komorek tymi parametrami lasera
skutkowato spadkiem wydzielania IL-6 i IL-8 nie pobudzajac jednoczesnie fibroblastoéw do
wydzielania pozostatych, badanych cytokin (Tab. 4). Wyniki te moga zatem sugerowac, ze
dziatanie pla w powigzaniu z naswietlaniem laserem (wigzka promieniowania laserowego
o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm? oraz o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?) ma dziatanie
przeciwzapalne.

Podobne wyniki badan uzyskali Shaikh-Kader i wsp. (2021) dziatajac na fibroblasty
WS1 $wiatlem lasera o dhugoéci fali 660 nm, o mocy 101 mW i dawce 5J/cm?. W tak
potraktowanych komoérkach zaobserwowali bowiem spadek wydzielania IL-6 oraz TNF-a
(Shaikh-Kader 1 wsp., 2021). IL-6 jest cytoking, ktora dziata na wszystkich etapach gojenia
rany. Prawdopodobnie bierze ona udziat w aktywacji fibroblastow do wydzielania kolagenu
w tworzeniu niedojrzatej tkanki ziarninowej. Wykazano, ze poziomy IL-6 w wysi¢ku z rany
u zwierzat z cukrzycg sg znamiennie nizsze niz u zdrowych. U zwierzat tych wystepuja
roOwniez zaburzenia w organizacji ziarniny 1 angiogenezie, co moze wskazywa¢ na
znaczenie IL-6 w tych procesach (Mrozikiewicz-Rakowska i wsp., 2015). Z drugiej jednak
strony przedluzajacy si¢, podniesiony poziom IL-6 a takze innych cytokin prozapalnych jest
jedng z prawdopodobnych przyczyn wydluzenia czasu gojenia si¢ ran i powstawania ran
przewlektych (Shaikh-Kader 1 wsp., 2021). Wydaje si¢ zatem, ze obnizony poziom IL-6
w naszych badaniach moze by¢ zjawiskiem pozadanym. Badania innych naukowcow
réwniez wskazuja na zmiany w poziomie wydzielanych przez naswietlane laserem
fibroblasty biatek, w tym cytokin. Z pis$miennictwa tematu wiadomo, ze w niskich
stezeniach cytokiny prozapalne stymulujg proliferacje i1 migracje komorek podczas
poczatkowej fazy gojenia si¢ ran (Reinke i wsp., 2012). Harorli i wsp. (2019) dziatajac na
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fibroblasty wiazka ciagta lasera o dtugosci fali 940 nm i dawkach 0,84 J/cm? (moc 0,04
W/em?), 1,4 J/em? (moc 0,07 W/ecm2) oraz 1,97 J/em? (moc 0,09 W/cm?) wykazali, ze
nizsze dawki lasera (0,84 oraz 1,4 J/cm?) spowodowaly wzrost wydzielania IL-6 i IL-8,
podczas gdy wyzsza dawka (1,97 J/cm?) spowodowata spadek wydzielania tych cytokin
przez naswietlane fibroblasty (Harorli i wsp., 2019). Podobne badania prowadzili takze
Houreld 1 wsp (2010), ktorzy naswietlali fibroblasty linii komorkowej SW1 jednorazowo,
wigzka promieniowania laserowego o dtugosci fali 830 nm, o mocy 40 mW i dawce 5 J/cm?.
Autorzy stwierdzili, ze komorki te wydzielaty mniej prozapalnych cytokin takich jak TNF-a. i IL-
1B (Houreld i wsp., 2010). Inny zespot Maldaner 1 wsp. (2019) badajac fibroblasty linii
komorkowej HFF-1 naswietlajac je laserem o dlugosci fali 660 nm, o mocy 35 mW
i dawkach 3, 4, 5, 6 oraz 8 J/cm? zaobserwowal, Ze wszystkie zastosowane dawki lasera
spowodowaly wzrost wydzielania prozapalnej IL-1, natomiast wyzsze dawki (6 i 8 J/cm?)
spowodowaty wzrost wydzielania IL-6, TNF-a, IFN-y (Maldaner i wsp., 2019). Z kolei,
jednoczeénie naswietlanie tych komoérek nizszymi dawkami lasera (3,4,5 J/cm?)
spowodowalo wzrost poziomu przeciwzapalnej IL-10 a wyzszymi dawkami (6 i 8 J/cm?)
spadek jej wydzielania (Maldaner 1 wsp., 2019). Inny zespdt Basso 1 wsp. (2015) prowadzili
badania na fibroblastach dzigstowych, naswietlajac komorki laserem o dlugosci fali 780 nm,
o mocy 25 mW oraz dawkach 0,5; 1,5 oraz 3 J/cm®. W przypadku komorek traktowanych
dawka 1,5 J/cm? oraz 3 J/cm? zaobserwowano niewielki wzrost ekspresji genéw dla TNF-o,
oraz IL-8. Wzrost wydzielania TNF-a zaobserwowano przy naswietlaniu komorek dawka
lasera 0,5 J/cm? (Basso i wsp., 2015).

Metaloproteinazy to enzymy zdolne do rozkladania macierzy pozakomérkowej oraz
aktywacji chemokin, cytokin i czynnikéw wzrostu komorek. W warunkach fizjologicznych
MMP odgrywaja istotng role¢ w proces gojenia ran, dlatego tez w niniejszej pracy
przeprowadzono badania wydzielania MMP przez fibroblasty. Wykazano brak réznic
w poziomie MMP pomig¢dzy naswietlanymi fibroblastami, hodowanymi na materiale pla
i kontrolnymi (Tab. 4). Badania pokazuja, ze w przypadku owrzodzen w zespole stopy
cukrzycowej w wysigku zapalnym stwierdza si¢ wysoki poziom MMP, szczegdlnie MMP-
9. Skutkuje to spowolnieniem procesu gojenia rany a usuwanie wysieku przyczynia si¢ do
zmniejszenia ilosci krazacych MMP 1 przyspieszenia tego procesu (Mrozikiewicz-
Raczkowska i wsp., 2015). Wydaje si¢ wiec, ze brak stymulacji fibroblastéw do wydzielania
MMP jest zjawiskiem korzystnym. Rowniez Ayuk i wsp. (2018) prowadzili badania na
fibroblastach linii komérkowej WS1, ktore naswietlano laserem o dawce 5 J/cm? stosujac
dwie dhugosci fali 660 nm (o mocy 108 mW) lub 830 nm (o mocy 94 mW). W tym
przypadku naswietlane komoérki w poréwnaniu z kontrolg wydzielaly mniej MMP-9
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niezaleznie od zastosowanych parametréw naswietlania, co rowniez wydaje si¢ by¢
w Swietle pisSmiennictwa zjawiskiem korzystnym (Ayuk i wsp., 2018). Istnieja jednak
doniesienia, ktore przedstawiaja wyniki badan wskazujace na wzrost MMP na skutek
naswietlnia komoérek laserem. Przyktadowo Dang 1 wsp. (2010) naswietlali ludzkie
fibroblasty HSF laserem o dtugosci fali 1064 nm, o dawce 5J/cm? wykazujac wzrost
ekspresji  genéw dla MMP-1 oraz MMP-2 w nas$wietlanych komorkach,

w poréwnaniu z kontrolg (Dang i wsp., 2010).

Dzialanie witamin E i K oraz niskoenergetycznego promieniowania laserowego na
fibroblasty

Witamina E oraz witamina K oprocz zdolno$ci antyoksydacyjnych wykazuja
wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Dodatkowo witamina E moze
pobudza¢ wydzielanie czynnikow wzrostu komorek a witamina K dziata przeciwkrzepliwie
(Zielinska 1 wsp., 2014, He i wsp., 2015; Dasari i wsp., 2018; Miyazawa i wsp., 2019).
Dzigki wspomnianym wlasciwosciom witaminy te moga wplywaé na przy$pieszenie
procesu gojenie ran (Rashid 1 wsp., 2008; Salinthone 1 wsp., 2013; Hemmati i wsp., 2014;
Rush 1 wsp., 2016).

Wyniki badan opisane w piSmiennictwie to gtownie wyniki dotyczace wplywu
witamin E oraz K na komoérki nowotworowe (Boscoboinik i wsp., 1991; Vivarelli i wsp.,
2019; Ahmadi i wsp., 2022; Hekazy i wsp., 2020; Lu i wsp., 2021; Kandhasamy i wsp.,
2021; Dasari 1 wsp., 2018; He 1 wsp., 2015, Hegazy 1 wsp., 2020). Zgodnie z moja najlepsza
wiedza, dotychczas nie opublikowano natomiast zadnej pracy, ktorej celem byto zbadanie
jednoczesnego wplywu na ludzkie fibroblasty witamin E i K oraz naswietlania laserem
niskiej mocy. Dlatego tez, w pierwszej kolejnosci w niniejszej pracy oceniono wptyw na
ludzkie fibroblasty Hs680 dziatania uwalnianych z polimeru pla witamin E oraz K.

Wykazano, ze w 7 dniu hodowli zarowno witamina K jak i witamina E spowodowatly
wzrost zywotnosci fibroblastow w porownaniu z komorkami kontrolnymi (Tab. 5). Dodatek
witamin skutkowal spadkiem poziomu uwalnianego AK, za wyjatkiem 7 dnia
eksperymentu, kiedy to dodatek witaminy K wywotal wzrost poziomu AK (Tab. 5).
Witamina K nie miata jednak wptywu na wydzielanie przez komoérki NO, natomiast
wywotata spadek wydzielania przez fibroblasty biatka oraz IL-6 i IL-8 (Tab. 5, Tab. 6).
Z kolei dodatek witaminy E skutkowat wzrostem wydzielania przez komoérki NO (Tab. 5).
Mozna wigc przypuszczaé, ze dodatek witaminy K do hodowli fibroblastow w tym

wypadku miat silniejsze dzialanie przeciwzapalne niz dodatek witaminy E.
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W pismiennictwie istnieje niewiele prac, w ktorych badano wptyw witamin E 1 K na
ludzkie fibroblasty i badania te dotycza gldwnie ich wplywu na zywotno$¢ i proliferacje
tych komorek. Badania takie prowadzil min. zespét Hu 1 wspodtautorzy (2018), ktorzy
ocenili wptyw na ludzkie fibroblasty witaminy E uwalnianej w trakcie hodowli
z kopolimeru poliglikolaktydu. Kopolimer ten zawiera w swoim sktadzie badany przez nas
polimer pla. Autorzy wykazali pozytywny wptyw witaminy E, ktéra spowodowata wzrost
proliferacji fibroblastéw w 3 i 7 dniu eksperymentu (Hu 1 wsp., 2018). Z kolei inni
naukowcy badali wpltyw witaminy E na mysie fibroblasty linii komorkowej L-929. W tym
przypadku jako zrédto witaminy E zastosowano nanowldkna na bazie fibroiny jedwabiu
(Kheradvar i wsp., 2018). Rowniez i w tym przypadku wykazano, ze witamina
E wptynela na wzrost przylegania i proliferacji komorek a takze spowodowata wzrost
syntezy kolagenu. Roéwniez Sheng 1 wsp. (2013) wykazali, ze modyfikacja fibroiny
jedwabiu dodatkiem witaminy E skutkowata wzrostem przylegania, zywotno$ci
i proliferacji fibroblastow L-929 (Sheng i wsp., 2013). Wyniki tych badan pozostaja
w zgodzie z obecnymi badaniami, w ktorych wykazali§my wzrost Zywotnosci komoérek pod
wpltywem tej witaminy w 7 dniu hodowli.

Z kolei, zespot Liu 1 wsp. (1996) badajac wptyw réznych stezen witaminy K (0,5-
10 mg/l) na fibroblasty spojowkowe krolika wykazal, ze wraz ze wzrostem stezenia
witaminy K dochodzilo do spadku aktywnosci proliferacyjnej komorek. Wyzsze stezenia
witaminy K negatywnie wplywaty tez na morfologi¢ komorek (Liu i wsp., 1996). Wyniki
badan Pinilla i wsp. (2014) pokazaty natomiast, ze witamina K niezaleznie od zastosowane;]
dawki (1, 2, 4, 6 mg/l) dziala na fibroblasty niekorzystnie. Dawki nizsze hamowaty
proliferacj¢ komorek oraz ich migracj¢ spowalniajac tym samym (w modelu in vitro) czas
gojenia rany. Z kolei wyzsze dawki (4 1 6 mg/l) witaminy dziataty cytotoksycznie (Pinilla
1 wsp., 2014). Z kolei badania Kandhasamy i wsp. (2021) pokazaly, ze witamina K moze
pozytywnie modulowa¢ odpowiedz biologiczng fibroblastow. Wykazali oni bowiem, ze
ludzkie fibroblasty linii komdérkowej NIH T3T oraz FF1 pod wptywem dodatku do hodowli
witaminy K wykazuja wzrost przylegania, proliferacji oraz migracji (Kandhasamy i wsp.,
2021). Wyniki badan Kandhasamy 1 wsp. (2021) pozostaja w zgodzie z wynikami naszych
badan dotyczacych pozytywnego wptywu witaminy K na ludzkie fibroblasty Hs680.

Nasze dalsze badania wykazaly, ze naswietlania fibroblastéw laserem o mocy 200
mW oraz dawce 2 J/cm? mialo najkorzystniejszy wptyw na komérki hodowanie na pla
z dodatkiem witaminy K. Naswietlanie skutkowato bowiem wzrostem zywotnosci komoérek
1 jednoczesnie spadkiem cytotoksycznosci (spadek poziomu uwalnianej AK) (Tab. 5).
Naswietlanie komorek laserem o tych parametrach skutkowato rowniez przejsciowym
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wzrostem poziomu wydzielanego biatka, co moze sugerowa¢ wzrost aktywnos$ci
fibroblastoéw w kierunku syntezy biatlkowych sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowe;j
w tym kolagenu typu I i III (Tab. 4). Aby jednak mozna bylo wyciagna¢ jednoznaczny
wniosek, nalezatoby, jak juz wczesniej wspomniano, dokona¢ oznaczen konkretnych typow
biatek a nie jego ogdlnego poziomu. Naswietlanie komorek skutkowato rowniez spadkiem
poziomu wydzielanych cytokin IL-6, IL-8 oraz metaloproteinaz (pro-MMP-9 1 MMP-9)
(Tab. 6). Mozna wiec przypuszcza¢, ze naswietlanie laserem komorek hodowanych
z dodatkiem witaminy K moze dodatkowo wycisza¢ stan zapalny, skracajac czas fazy
zapalenia w procesie gojenia rany. Korzystny wptyw na komorki wydaje si¢ mie¢ rowniez
ich hodowla z dodatkiem witaminy K i jednoczesne naswietlanie laserem o mocy 100 oraz
200 mW oraz o dawce 10 J/em?. W tym przypadku stwierdzono przejéciowy wzrost
zywotno$ci komorek po 2-krotnym naswietleniu, spadek cytotoksycznosci oraz spadek
poziomu wydzielanego NO (Tab. 5). Stwierdzono rowniez, ze naswietlanie komorek
laserem o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm? skutkowato spadkiem poziomu wydzielanych
IL-6 oraz IL-8 (Tab. 6). Mozna wigc przypuszczaé, ze i w tym przypadku parametry
naswietlania laserem moga dziata¢ w kierunku wyciszenia stanu zapalnego i tym samym
przyspieszenia procesu gojenia rany. Z kolei naswietlanie komoérek hodowanych
z dodatkiem witaminy E wydaje si¢ mie¢ dzialanie niekorzystnie, gdyz spowodowalo
przede wszystkim spadek zywotnosci fibroblastow oraz w wybranych punktach czasowych
spadek poziomu wydzielanego biatka (Tab. 5). Niestety nie udalo mi si¢ znalezé
W pismiennictwie prac, ktére pozwolityby na przedyskutowanie uzyskanych wynikow tej
czeSci badan, tzn. na temat jednoczesnego wpltywu witamin E Iub K oraz

niskoenergetycznego promieniowania laserowego na fibroblasty.

Podsumowanie

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze w warunkach in vitro najkorzystniej na
fibroblasty dziatalo naswietlanie impulsowag wigzka promieniowania laserowego o mocy
100 mW oraz dawkach 5 i 10 J/cm? oraz 0 mocy 200 mW i dawkach 2 i 10 J/cm?. Wykazano
takze pozytywny wplyw jednoczesnego dziatania na komoérki witaminy K i1 naswietlania
komérek laserem o mocy 100 mW i dawce 10 J/cm? oraz o mocy 200 i dawce 2 J/cm?.

Wydaje si¢ wiec, ze wytypowane w trakcie badan niniejszej pracy parametry
dziatania niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym moga sprzyja¢ procesowi
gojenia ran poprzez aktywacje proliferacji fibroblastéw i1 ich ogdlnej aktywnosci

wydzielniczej przy rownoczesnym obnizeniu ich aktywnos$ci prozapalne;.
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Whioski koncowe

1.

Cztery sposrdéd dwunastu badanych parametréw naswietlania laserem miato
korzystny wplyw na odpowiedz biologiczng fibroblastéw modulujac
przyleganie/proliferacje, migracje oraz aktywnosci wydzielniczg komorek
w kierunku przyspieszenia procesu gojenia rany.

Modyfikacja polimeru pla witaming K w przypadku wigkszosci badanych
wskaznikow miata pozytywny wpltyw na fibroblasty, powodujac wzrost ich
zywotno$ci oraz modulujagc aktywnos$¢ wydzielnicza komorek w  kierunku

Sprzyjajacym procesowi gojenia rany.

. Rownoczesne dzialanie na fibroblasty witaming K 1 naswietlanie

niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym moze mie¢ pozytywny
wplyw na proces gojenia rany mierzony wzrostem zywotno$ci oraz obnizeniem

aktywnosci prozapalnej fibroblastow.

Whiosek ogolny

Wydaje si¢, ze modyfikacja membran pla dodatkiem witaminy K (jako potencjalny

opatrunek) i jednoczesne naswietlanie fibroblastow wytypowanymi w niniejszej pracy

parametrami lasera moze skraca¢ czas trwania procesu gojenia rany.
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Tabela 2. Wptyw naswietlania ciggla (C) 1 impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego
na odpowiedz komodrkowa fibroblastow linii komorkowej Hs680 hodowanych na
szkietkach.

komorki
naswietlane
grupa ctr

parametry
lasera

badany
wskaznik

dzien eksperymentu

liczba aplikacji wigzka promieniowania laserowego

3 dzien
2 aplikacje

5 dzien
4 aplikacje

7 dzien
6 aplikacji

9 dzien
8 aplikacji

11 dzien
10 aplikacji

100/2/C

przyleganie

\

\

\

AK

T

NO

—>| |

100/5/C

przyleganie

-]

-]

AK

<« |

NO

|«

100/10/C

przyleganie

<1

AK

NO

|-

—>| |

200/2/C

przyleganie

|-

|1

AK

NO

200/5/C

przyleganie

|«

||«

|-

«|=|-|

AK

NO

%

—| |

9

200/10/C

przyleganie

|-

AK

NO

%

||

—>| |

100/2/1

przyleganie

AK

—| |

9

NO

—| |

100/5/1

przyleganie

AK

-]

==

<« |

NO

||

100/10/1

przyleganie

AK

|-

=]

=]

NO

|«

200/2/1

przyleganie

AK

|| ||| <|=|—=|

|-

=]

NO

200/5/1

przyleganie

Rl B

AK

|||

]

NO

200/10/1

przyleganie

AK

=]«

|-

=]

NO

|«

>l|=|=o| =l

Komorki przez okreslong liczbe dni byly hodowane na szkietkach i naswietlane laserem
o mocy 100 Ilub 200 mW oraz dawkach 2, 5 lub 10 J/cm?dotek z komoérkami.
W kolejnych 3, 5, 7, 9, 11 dniu eksperymentu oznaczano: przyleganie komorek, poziom kinazy
adenylowej (AK), poziom tlenku azotu (NO). Roznice dla poszczegoélnych grup naswietlanych
réznymi parametrami lasera wzgledem nienaswietlanej kontroli oznaczono strzatkami, gdzie: T
oznacza wzrost; ¥ oznacza spadek; — oznacza brak istotnych roznic statystycznych.

81



Tabela 3. Wplyw naswietlania impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego na
zywotnos¢ oraz aktywno$¢ wydzielniczg (mierzong poziomem AK, NO, biatka)
fibroblastow linii komorkowej Hs680 hodowanych na membranach pla.

dzien eksperymentu
badany wskaznik
komérki 3 dzien 5 dzien 7 dzien
nienaswietlane
grupa pla Zywotnosc¢ - - {
AK - - -
NO ) ) t
biatko T
komérki dzien eksperymentu
naswietlane liczba aplikacji wigzka promieniowania laserowego
grupa pla badany wskaznik 3 dzien 5 dzien 7 dzien
parametry lasera 2 aplikacje 4 aplikacje 6 aplikacji
zZywotno$¢ J J J
AK T — —
100/5/1 NO 0 0 0
biatko — - _
zZywotno$¢ J - J
100/10/1 AK T - -
NO - - -
biatko T T T
zZywotno$¢ J - J
AK 0 - T
200/2/1
NO — t -
biatko T T
zZywotno$¢ J - J
200/10/1 AK T T T
NO - - -
biatko ) ) t

Komorki przez okreslong liczb¢ dni byly hodowane na referencyjnych membranach
z polilaktonu (grupa pla) i na§wietlane laserem o mocy 100 Iub 200 mW oraz dawkach 2, 51 10
J/em?/dotek z komérkami. W kolejnych 3, 5, 7 dniu eksperymentu oznaczono: zywotno$¢ komorek,
poziom kinazy adenylowej (AK), oraz poziom tlenku azotu (NO)
i bialka. Rodznice dla poszczegdlnych grup nienaswietlanych oraz naswietlanych rdéznymi
parametrami  lasera  wzgledem kontroli (grupa ctr) odpowiednio nienaswietlanej
i nagwietlanej, hodowanej na szkietkach oznaczono strzatkami, gdzie: T oznacza wzrost; - oznacza
spadek; — oznacza brak istotnych réznic statystycznych.
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Tabela 4. Wplyw naswietlania impulsowa (I) wigzka promieniowania laserowego na
aktywno$¢ wydzielnicza (mierzong poziomem MMP, cytokin, TAS/TAC,
TOS/TOC) fibroblastow linii komérkowej Hs680 hodowanych na membranach
pla.

dzien eksperymentu

badany wskaznik ] -
3 dzien 5 dzien

pro-MMP-9 — -
MMP-9 -
komorki MMP-2 —
nienaswietlane IL-6 -
IL-8 J
grupa pla IL-1B _
IL-10 — —
IL-12p70 — —
TNF-a - —
TOS/TOC - —
TAS/TAC — —
komorki dzien eksperymentu
naswietlane liczba aplikacji wigzka promieniowania
laserowego

|«

grupa pla badany wskaznik
P 3 dzief 5 dzien

2 aplikacje 4 aplikacje
pro-MMP-9 — -
MMP-9 — —
MMP-2 —
IL-6
IL-8
IL-1B - -
100/10/1 IL-10 - _
IL-12p70 _ _
TNF-a - -
TOS/TOC — —
TAS/TAC — —
pro-MMP-9 — -
MMP-9 — —
MMP-2 - -
IL-6 J v
IL-8 J v
200/2/1 IL-18 - -
IL-10 — —
IL-12p70 - -
TNF-a - -
TOS/TOC — -
TAS/TAC — -
Komorki przez okreslong liczb¢ dni byly hodowane na referencyjnych membranach
z polilaktonu (grupa pla) i na§wietlane laserem o mocy 100 Iub 200 mW oraz dawkach 2 i 10
J/em?/dotek z komorkami. W kolejnych 3 i 5 dniu eksperymentu oznaczono poziom
metaloproteinaz: pro-MMP-9, MMP-9, MMP-2, poziom cytokin: IL-6, IL-8, IL-1f, IL-10, IL-
12p70, TNF-a oraz  poziom potencjatu  oksydacyjnego (TOS/TOC) i antyoksydacyjnego
(TAS/TAC) komorek. Roéznice dla poszczegdlnych grup nienaswietlanych oraz naswietlanych
roznymi parametrami lasera wzgledem kontroli grupa ctr) odpowiednio nienaswietlanej
i naswietlanej hodowanej na szkietkach oznaczono strzatkami, gdzie: T oznacza wzrost; 4 oznacza
spadek; — oznacza brak istotnych réznic statystycznych.

parametry lasera
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Tabela 5. Wptyw witamin i naswietlania impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego
na zywotno$¢ oraz aktywno$¢ wydzielniczg (mierzong poziomem AK, NO,
biatka) fibroblastow linii komorkowej HS680.

dzien eksperymentu

badany Grupa Grupa
wskaznik pla-K pla-E
komérki 3 dzien 5 dzien 7 dzien 3 dzien 5 dzien 7 dzien
nienas§wietlane | Zywotnos¢ - - ) - \ )
AK D D D y y -
NO - - - T T T
biatko v — — — - —
dzien eksperymentu
komorki liczba aplikacji wigzka promieniowania laserowego
naswietlane badan Grupa Grupa
Wskain}i/k pla-K pla-E
parametry 3 dzien 5 dzien 7 dzien 3 dzien 5 dzien 7 dzien
lasera 2 4 6 2 4 6
aplikacje [ aplikacje | aplikacji | aplikacje | aplikacje | aplikacji
zywotno$¢ - - J - J \2
100/5/1 AR 4 4 . 4 y _
NO - - - — T T
biatko v v — — — —
zywotno$¢ - 0 J - \2 \2
L00/10/T AK { { { { 1 1
NO v v - - T -
biatko - - - — - {
Zywotnos¢ T T J - N N
2001 AK J J J { 1 1
! NO - - - - - -
biatko T — - v v
zywotno$¢ - 0 J - \2 \2
AK
200/10/1 4 v 4 y v v
NO v — Y T - -
biatko - - - - - -

Komorki przez okre$long liczbe dni byly hodowane na membranach z polilaktonu (pla)
modyfikowanego witaming K (pla-K) lub witaming E (pla-E) i naswietlane laserem o mocy 100 lub
200 mW oraz dawkach 2, 5, 10 J/cm?/dotek z komérkami. W kolejnych 3, 5, 7 dniu eksperymentu
oznaczono: zywotnos¢ komorek, cytotoksycznos$c, poziom: tlenku azotu i biatka. Réznice istotne
statystycznie dla poszczegolnych grup pla-K i pla-E nienaswietlanej i naswietlanej wzgledem grupy
pla odpowiednio nienaswietlanej i nagwietlanej oznaczono strzatkami, gdzie: T oznacza wzrost; ¥

oznacza spadek; — oznacza brak istotnych roznic statystycznych.
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Tabela 6. Wptyw witaminy K oraz naswietlania impulsowa (I) wiazka promieniowania
laserowego na aktywno$¢ wydzielniczg (mierzong poziomem MMP, cytokin,

TAS/TAC, TOS/TOC) fibroblastow linii komorkowej Hs680.

komorki
nienaswietlane

badany wskaznik

dzien eksperymentu

grupa pla-K

3 dzien

5 dzien

pro-MMP-9

MMP-9

MMP-2

IL-6

IL-8

IL-1B

IL-10

IL-12p70

TNF-a

TOS/TOC

TAS/TAC

komorki
naswietlane

parametry
lasera

badany wskaznik

dzien eksperymentu

liczba aplikacji wigzka promieniowania laserowego

grupa pla-K

3 dzien
2 aplikacje

5 dzien
4 aplikacje

pro-MMP-9

MMP-9 — -
MMP-2 —
IL-6 —
IL-8 —
IL-1B _ -
100/10/1 IL-10 _ N
IL-12p70 — -
TNF-a - -
TOS/TOC — —
TAS/TAC — —
pro-MMP-9 — J
MMP-9 - v
MMP-2 — —
IL-6 J v
IL-8 - v
200/2/1 IL-1p - -
IL-10 — -
IL-12p70 — -
TNF-a - -
TOS/TOC — —
TAS/TAC — -
Komorki przez okre$long liczbe dni byly hodowane na membranach z polilaktonu (pla)
modyfikowanego witaming K (pla-K) i naswietlane laserem o mocy 100 lub 200 mW oraz dawkach
2, 10 J/cm*/dotek z komoérkami. W kolejnych 3 i 5 dniu eksperymentu oznaczono poziom
metaloproteina: pro-MMP-9, MMP-9, MMP-2, poziom cytokin: IL-6, IL-8, IL-1pB, IL-10, IL-
12p70, TNF-a oraz poziom: potencjalu oksydacyjnego (TOS/TOC) i antyoksydacyjnego
(TAS/TAC) komorek. Roznice istotne statystycznie dla poszczegdlnych grup pla-K i pla-E
nienaswietlanej i naswietlanej wzgledem grupy pla odpowiednio nienaswietlanej i naswietlanej
oznaczono strzatkami, gdzie: T oznacza wzrost; | oznacza spadek; — oznacza brak istotnych réznic
statystycznych.

|« |1

85



10.

11.

PiSmiennictwo
Abonnenc M., Nabeebaccus A.A., Mayr U. i wsp. 2013. Extracellular matrix secretion
by cardiac fibroblasts: role of microRNA-29b and microRNA-30c. “Circulation
Research.” 113(10), s. 1138-47.
Ahmadi M., Hedayatizadeh-Omran A., Alizadeh-Navaei R., Saeedi M., Zaboli E.,
Amjadi O., Kelidari H., Besharat Z. 2022. Effects of Vitamin E on Doxorubicin
Cytotoxicity in Human Breast Cancer Cells in Vitro. “Asian Pac. J. Cancer Prev.” 1,
23(1), s. 201-205, DOI: 10.31557/APJCP.2022.23.1.201.
Akgul A., Tarakci E., Arman N., Civi T., Irmak S. 2020. A Randomized Controlled
Trial Comparing Platelet-Rich Plasma, Low-Level Laser Therapy, and Complex
Decongestive Physiotherapy in Patients with Lower Limb Lymphedema. ,,Lymphat
Res. Biol.” 19. DOI: 10.1089/1rb.2019.0064.
AlGhamdi K., Kumar A., Moussa N. 2012. Low-level laser therapy: a useful technique
for enhancing the proliferation of various cultured cells. ,,Lasers Med. Sci.” 27(1),
s. 237-249.
Alhajj M., Bansal P., Goyal A. 2021. Physiology, Granulation Tissue. “Stat. Pearls
Publishing, Treasure Island (FL).” 30.
Antonczak P.P., Adamczyk K., Garncarczyk A., Jurzak M. 2018. The effect of tranilast
on MMP-2 and MMP-9 mRNA levels in normal and keloid fibroblasts. “Dermatol
Rev.” 105, s. 384-396. DOI: doi.org/10.5114/dr.2018.771009.
Arda O., Goksugur N., Tuzun Y. 2014. Basic histological structure and functions of
facial  skin. ,,Clinics in  Dermatology”. 1(32), s. 3-13. DOL
10.1016/j.clindermatol.2013.05.021.
Assis L., Moretti A.L.S., Abrahdo T.B., de Souza H.P., Hamblin M.R., Parizotto N.A.
2013. Low-level laser therapy (808 nm) contributes to muscle regeneration and
prevents fibrosis in rat tibialis anterior muscle after cryolesion. ,,Lasers Med. Sci.”
28(3), s. 947-55, DOI: 10.1007/s10103-012-1183-3.
Avci P., Gupta A., Sadasivam M., Vecchio D., Pam Z., Pam N., Hamblin M. 2013.
Low-level laser (light) therapy (LLLT) in skin: stimulating, healing, restoring. “Semin
Cutan Med Surg.” Mar., 32(1), s. 41-52.
Ayuk S.M., Abrahamse H., Houreld N.N. 2018. Photobiomodulation alters matrix
protein activity in stressed fibroblast cells in vitro. “J. Biophotonics”. Mar., 11(3).
Basso F.G., Pansani T.N., Turrioni A.P.S., Bagnato V.S, Hebling J., de Souza Costa
C.A. 2012. In Vitro Wound Healing Improvement by Low-Level Laser Therapy

86



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Application in Cultured Gingival Fibroblasts. “International Journal of Dentristry” 15,
719452.

Basso F.G., Pansani T.N., Soares D.G., Scheffel D.L., Bagnato V.S., de Souza Costa
C.S., Hebling J. 2015. Biomodulation of Inflammatory Cytokines Related to Oral
Mucositis by Low-Level Laser Therapy. “Photochemystry and Photobiology” 91, 4,
s. 952-956.

Belli M., Fernandes C.R., Neves L.M.G., Mourao V., Barbieri R., Esquisatto M.A.M.,
Amaral M.E.C., Santos G.M.T., Mendonga F.A.S. 2015. Application of 670nm InGaP
laser and microcurrent favors the healing of second-degree burns in Wistar rats. ,,Laser
Phys.” 25: 025602.

Bhattacharyya A., Chattopadhyay R., Mitra S., Crowe S.E. 2014. Oxidative stress:
anessential factor in the pathogenesis of gastrointestinal mucosal diseases. ,,Physiol.
Rev.” 94(2), s. 329-354.

Bieniek J., Bronczyk-Puzon A., Nowak J., Koszowska A., Dzigbek E., Kulik K.,
Dittfeld A. 2015. Witamina K a klasyfikacja naczyn krwiono$nych. ,,Choroby Serca
i Naczyn”. 12(3), s. 165-171.

Borena B.M., Martens A., Broeckx S.Y., Meyer E., Chiers K., Duchateau L., Spaas
J.H. 2015. Regenerative Skin wound healing in mammals: State of the art on growth
factor and stem cell based treatments. “Cell Physiol. Biochem.” 36(1), s. 1-23.
Boscoboinik D., Szewczyk A., Hensey C., Azzi A. 1991. Inhibition of cell proliferation
by alpha-tocopherol. Role of protein kinase C. “J. Biol. Chem.” 266, s. 6188—6194.
Brown T.B., Krishnamurthy K. 2021. Histology, Dermis. “Stat. Pearls Publishing,
Treasure Island (FL)”. 19.

Caley M.P., Martins V.L.C., O'Toole E.A. 2015. Metalloproteinases and wound
healing. ,,Adv. Wound Care”. 4, s. 225-234.

Catarino H.R., de Godoy N.P., Scharlack N.K., Neves L.M., de Gaspi F.O., Esquisatto
M.A. et al. 2015. InGaP 670-nm laser therapy combined with a hydroalcoholic extract
of Solidago chilensis Meyen in burn injuries. ,,Lasers Med. Sci.” 30(3), s. 1069—-79.
DOI: 10.1007/s10103-014-1707-0.

Chaudary S., Karner L., Weidinger A., Meixner B., Rieger S., Metzger M., Zipperle
J., Dungel P. 2020. In vitro effects of 635 nm photobiomodulation under
hypoxia/reoxygenation culture conditions. ,Journal of Photochemistry and

Photobiology B: Biology™. 209.

87



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Chaves M.E., Araujo A.R., Piancastelli A.C., Pinotti M. 2014. Effects of low-power
light therapy on wound healing: LASERXLED. ,,An. Bras. Dermatol.” 89(4), s. 616—
23.
Chen C.-H., Tsai J.N., Wang Y.-H. i wsp. 2008. Low-Level Laser Irradiation Promotes
Cell Proliferation and mRNA Expression of Type I Collagen and Decorin in Porcine
Achilles Tendon Fibroblasts In Vitro. “Journal Of Orthopaedic.” s. 646—650.
Chiarotto G.B., Neves L.M., Esquisatto M.A., do Amaral M.E., dos Santos G.M.T.,
Mendonga F.A.S. 2014. Effects of laser irradiation (670-nm InGaP and 830-nm
GaAlAs) on burn of second-degree in rats. ,,Lasers Med. Sci.” 29, s. 1685-93.
Chung H., Dai T., Sharma S.K., Huang Y.Y., Carroll J.D., Hamblin M.R. 2013. The
nuts and bolts of low-level laser (light) therapy. “Ann Biomed Eng.” Feb., 40(2),
s. 516-533.
Chung S., Gamcsik M.P., Novel M.W K. 2011. Scaffold design with multi-grooved
PLA fibers. “Biomed Mater.” 6 (4), 045001, DOI: 10.1088/1748-6041/6/4/045001.
Cont L., Grant D., Scotchford C., Todea M., Popa C. 2013. Composite PLA scaffolds
reinf. “J. Biomater Appl.” 27, s. 707, DOI: 10.1177/0885328211423792.
Crisan B., Soritau O., Baciut M., Campian R., Crisan L., Baciut G. 2013. Influence of
three laser wavelengths on human fibroblasts cell culture. ,,Lasers Med. Sci.” 28(2),
s. 457-63.
Cunha J.L.S., de Andrade de Carvalho F.M., Filho R.N.P., Ribeiro M.A.G., de
Albuquerque-Junior R.L.C. 2019. Effects of Different Protocols of Low-Level Laser
Therapy on Collagen Deposition in Wound Healing. ,,Braz. Dent. J.” 30(4), DOI:
doi.org/10.1590/0103-6440201902400.
Dalia A.M., Loh T.C., Sazili A.Q., Jahromi M.F., Samsudin A.A. 2018. Effects of
vitamin E, inorganic selenium, bacterial organic selenium, and their combinations on
immunity response in broiler chickens. “BMC Vet. Res.” 14, s. 249. DOI:
10.1186/s12917-018-1578-x.
Dang Y., Ye X., Weng Y., Tong Z., Ren Q. 2010. Effects of the 532-nm and 1064-nm
Q-switched Nd: YAG lasers on collagen turnover of cultured human skin fibroblasts:
a comparative study. “Lasers Med. Sci.” 25, s. 719-726, DOI: 10.1007/s10103-009-
0657-4.
Dasari S., Samy A.L.P.A., Kajdacsy-Balla A., Bosland M.C., Munirathinam G. 2018.
Vitamin K2, a menaquinone present in dairy products targets castration-resistant
prostate cancer cell-line by activating apoptosis signaling. “Food and chemical
toxicology.” 115, s. 218-227.

88



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

de Vasconcellos L., Barbara M., Deco C., Junqueira J., do Prado R., Anbinder A.,
de Vasconcellos L., Cairo C., Carvalho Y. 2013. Healing of normal and osteopenic
bone with titanium implant and low-level laser therapy (GaAlAs):
a histomorphometric study in rats. “Lasers Med Sci,” 29(2),575-80. DOI:
10.1007/s10103-013-1326-1.

de Vasconcellos Catao M.H.C., Nonaka C.F.W., de Albuquerque R.L.C., Bento P.M.,
de Oliveira Costa R. 2015. Effects of red laser, infrared, photodynamictherapy, and
green LED on the healing process of third-degree burns: clinical and histologicalstudy
in rats. ,,Lasers Med. Sci.” 30(1), s. 421-8, DOI: 10.1007/s10103-014-1687-0.
Draelos Z.D; Pugliese P.T. 2014. Podstawy nauki o laserach. [w:] Pytrus B., Chlebus
E. Fizjologia skory teoria i praktyka. Wydawnictwo Med Pharm Polska Wroctaw,
s. 505-511.

Enoch S., Price P. 2004. Cellular, molecular and biochemical differences in the
pathophysiology of healing between acutewounds, chronic wounds and wounds in the
aged. “World Wide Wounds”.

Etemadi A., Sadatmansouri S., Sodeif F., Jalalishirazi F., Chiniforush N. 2021.
Photobiomodulation Effect of Differen Diode Wavelengths on the Proliferation of
Human Gingival Fibroblast Cells. “Photochemistry and Photobiology”. DOI:
doi.org/10.1111/php.13463.

Freitas L.F., Hamblin M.R. 2016. Proposed mechanisms of photobiomodulation or
low-level light therapy. ,,IEEE J. Sel. Top Quantum Electron”. 22(3), 7000417.
Frozanfar A., Ramezani M., Rahpeyma A., Khajehahmadi S., Arbab H.R. 2013. The
Effects of Low Level Laser Therapy on the Expression of Collagen Type I Gene and
Proliferation of Human Gingival Fibroblasts (Hgf3-Pi 53): in vitro Study. ,,Iran J.
Basic Med. Sci.” 16(10), s. 1071-1074.

Galczyk M., van Damme-Ostapowicz K. 2016. Fizjoterapia w trudno gojacych si¢
ranach. ,,Polski Przeglad Nauk o Zdrowiu”. 2(47), s. 180-182.

Gao X., Chen T., Xing D., Wang F., Pei Y. 2006. Single cell analysis of PKC activation
during proliferation and apoptosis induced by laser irradiation, “J Cell Physiol.”
206(2), s. 441-448

Gethin G. 2012. Understanding the inflammatory process in woundhealing. ,,Br. J.
Community Nurs”. 17(8), s. 2022, DOI: 10.12968/bjcn.2012.17.sup3.s17.

Gotab J., Jakobisiak M., Lasek W. 2016. Immunologia. Wydawnictwo Naukowe PWN
Warszawa, s. 35-40.

89



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Gupta A., Keshri G.K., Yadav A., Gola S., Chauhan S., Salhan A K. et al. 2015.
Superpulsed (Ga-As, 904 nm) low-level laser therapy (LLLT) attenuates inflammatory
response and enhances healing of burn wounds. ,,J. Biophotonics.” 8(6), s. 489-501,
DOI: 10.1002/jbi0.201400058.

Hamblin M.R. 2016. Photobiomodulation or low-level laser therapy.
,J. Biophotonics”. 9(11-12), s. 1122—1124.

Han G., Ceilley R. 2017. Chronic wound healing: a review of current management and
treatments. “Adv Ther.” 34(3), s. 599-610.

Han G., Nguyen L., Macherla C. i wsp. 2012. Nitric Oxide—Releasing Nanoparticles
Accelerate Wound Healing by Promoting Fibroblast Migration and Collagen
Deposition. “The American Journal of Pathology.” 180(4), s. 1465—1473.

Hanafiah O.A., Angga D., Ilyas S., Poravi R., Abidin T., Nainggolan M. 2018. The
Role of TGF Beta 1 and PDGF BB in Wound Healing of the Palate. “Advances in
Health Science Research™. 8, s. 219-225.

Harorli O.T., Hatipoglu M., Erin N. 2019. Effect of Photobiomodulation on Secretion
of IL-6 and IL-8 by Human Gingival Fibroblasts In Vitro. “Photobiomodul Photomed
Laser Surg.” 37(8), s. 457-464.

Hawkins D.H.M., Abrahamse T.H. 2006. The Role of Laser Fluence in Cell Viability,
Proliferation, and Membrane Integrity of Wounded Human Skin Fibroblasts Following
Helium-Neon Laser Irradiation. “Lasers in Surgery and Medicine”. 38, s. 74—83.
HeL.,He T., Farrar S., JiL., Liu T., Ma X. 2017. Antioxidants maintain cellular redox
homeostasis by elimination of reactiveoxygenspecies. ,,Cell Physiol. Biochem.” 44,
s. 532-53.

He T., Hatem E., Vernis L., Lei M., Huang M.-E. 2015. PRX1 knockdown potentiates
vitamin K3 toxicity in cancer cells: a potential new therapeutic perspective for an old
drug. “Journal of Experimental & Clinical Cancer Research.” 34, s. 152, DOI:
10.1186/s13046-015-0270-2.

HeY., LengJ., LiK., Xu K., Lin C., Yuan Z., Zhang R., Wang D., Tao B., Huang T.J.
2021. Cai K. A multifunctional hydrogel coating to direct fibroblast activation and
infected wound healing via simultaneously controllable photobiomodulation and
photodynamic therapies. “Biomaterials”. 278.

Hegazy M.E.F, Fukaya M., Dawood M., Yan G., Klinger A., FleischerE.,
Zaglool A.W., Efferth T. 2020. Vitamin K 3 thio-derivative: a novel specific apoptotic

90



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

inducer in the doxorubicin-sensitive and -resistant cancer cells. “Invest New Drugs.”
38(3), s. 650661, DOI: 10.1007/s10637-019-00810-7.

Hemmati A.A., Houshmand G., Ghorbanzadeh B., Nemati M., Behmanesh
M.A. 2014. Topical vitamin K1 promotes repair of full thickness wound in rat. “Indian
J. Pharmacol.” 46(4), s. 409-12, DOI: 10.4103/0253-7613.135953.

Hinz B. 2007. Formation and function of the myofibroblast during tissue repair.
,.J. Invest. Dermatol.” 127, s. 526-537.

Hinz B. 2015. The extracellular matrix and transforminggrowthfactor- f1: Tale of
a strainedrelationship. ,,Matrix Biol.” 47, S. 54-65, DOI:
10.1016/j.matbio.2015.05.006.

Hinz B., Gabbiani G. 2003. Cell-matrix and cell—cell contacts of myofibroblasts: role
in connective tissue remodelling. ,,Thromb. Haemost.” 90, s. 993—-1002.

Hodges S.J., Pitsillides A.A., Ytrebe L.M., Soper R. 2017. Anti-Inflammatory Actions
of Vitamin K. W: Vitamin K2 — Vital for Health and Wellbeing, red. J.O. Gordeladze.
InTech: Rijeka, Croatia, DOI: 10.5772/63891.

Hohn A., Weber D., Jung T., Ott C., Hugo M., Kochlik B., Kehm R., Konig J., Grune
T., Castro J.P. 2017. Happily (n)ever after: Aging in the context of oxidative stress,
proteostasis loss and cellular senescence. ,,Redox Biology.” 11, s. 482-501, DOI:
10.1016/j.redox.2016.12.001.

Hongyan B., Tianyi F., Binbin L., Yingchao H. 2020. In Vitro and In Vivo Comparison
Study of Electrospun PLA and PLA/PVA/SA Fiber Membranes for Wound Healing.
“Polymers (Basel).” 6, 12(4), s. 839.

Houreld N., Sekhejane P., Abrahamse H. 2010. Irradiation at 830 nm stimulates nitric
oxide production and inhibits pro-inflammatory cytokines in diabetic wounded
fibroblast cells. “Lasers in Surgery and Medicine.” 42, s. 494-502.

Hu P. Yang Q., Wang Q., Shi C., Wang D., Armato U., Pra 1. D., Chiarini A. 2019.
Mesenchymal stromal cells-exosomes: a promisingcell-freetherapeutictool for
woundhealing and  cutaneousregeneration. Burns &  Trauma, DOL:
doi.org/10.1186/s41038-019-0178-8.

HuH., Tang Y., Pang L., Lin C., Huang W., Wang D., Jia W.2018. Angiogenesis and
Full-Thickness Wound Healing Efficiency of a Copper-Doped Borate Bioactive
Glass/Poly(lactic- co-glycolic acid) Dressing Loaded with Vitamin E in Vivo and in
Vitro ACS. “Appl Mater Interfaces.” Jul., 11, 10(27), s. 22939-22950, DOI:
10.1021/acsami.8b04903.

91



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Huang L., Wu S., Xing D. 2011. High fluence low-power laser irradiation induces
apoptosis via inactivation of Akt/GSK3 signaling pathway. “J Cell Physiol.” 226(3),
s. 588-601.

Huang Y.Y., Sharma S.K., Carroll J., Hamblin M.R. 2011a. Biphasic dose response in
low level light therapyanupdate. ,,Dose-Response.” 9(4), s. 602—618.

Hussein M.A.M., Su S., Ulag S., Wozniak A., Grinholc M., Kuruca S. E., Gunduz O.,
Muhammed M., El-Sherbiny I. M., Megahed M. 2021. Development and In Vitro
Evaluation of Biocompatible PLA-Based Trilayer Nanofibrous Membranes for the
Delivery of Nanoceria: A Novel Approach for Diabetic Wound Healing. “Polymers
(Basel).” 21, 13(21), s. 3630.

Ighodaro O.M., Akinloye O.A. 2018. First line defence antioxidants-superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their
fundamental role in the entire antioxidant defence grid. ,,Alexandria Journal of
Medicine”. 54(4), s. 287-293, DOI: 10.1016/j.ajme.2017.09.001.

Illescas-Montes R., Melguizo-Rodriguez L., Garcia-Martinez O., de Luna-Bertos E.,
Manzano-Moreno FJ., Ruiz C., Ramos-Torrecillas J. 2019. Human Fibroblast Gene
Expression Modulation Using 940 NM Diode Laser. ,,Sci. Rep.” 9, 12037.

Jacomo A.C., de Andrade Velozo K., Lotti R.G., Neves L.M., de Gaspari de Gaspi
F.O., Esquisatto M.A.M., do Amaral M.E.C., Mendonga F.A.S., dos Santos G.M.T.
2015. Activity of Porophyllum ruderale leaf extract and 670-nm InGaP laser during
burns repair in rats. ,,BMC Complement Altern. Med.” 15, 274.

Jang D.H., Song D.H., Chang E.J., Jeon J.Y. 2016. Anti-inflammatory and
lymphangiogenetic effects of low-level laser therapy on lymphedema in an
experimental mouse tail model. ,Lasers Med. Sci.” 31(2), s. 289-96,
DOI: 10.1007/s10103-015-1854-y.

Jeffrey R., Basford M., Charles G. 2000. Laser therapy: a randomized, controlled trial
of the effects of low intenisity Nd: YAG laser irradiation on lateral epicondylitis. “Arch
Phys Med Rehabil.” 81,11, s. 1504—-1510.

Jenkins P.A., Carroll J.D. 2011. How to report low-level laser therapy (LLLT)/
photomedicine dose and beam parameters in clinical and laboratory studies.
»Photomedicine and laser surgery.” 29(12), s. 785-787.

Jinghe X., Mizuta T., Ozaki I. 2015. Vitamin K and hepatocellular carcinoma: The
basic and clinic. ,,World Journal of Clinical Cases.” 3 (9), s. 757-764.

92



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Jurkowski P., Kostrzewa-Janicka J., Mierzwinska-Nastalska E. 2011. Zastosowanie
lasera biostymulacyjnego w leczeniu stanu zapalnego w chorobach stawdw
skroniowo-zuchwowych. ,,.Dent. Med. Probl.” 48, 2, s. 208-216.

Kajagar B.M., Godhi A.S., Pandit A., Khatri S. 2012. Efficacy of lowlevel laser
therapy on woundhealing in patients with chronicdiabeticfootulcers -
a randomisedcontroltrial. ,,Indian J. Surg.” 74(5), s. 359—63, DOI: 10.1007/s12262-
011-0393-4.

Kandhasamy S., Liang B., Yang D.-P., Zeng Y. 2021. Antibacterial Vitamin K3
Carnosine Peptide-Laden Silk Fibroin Electrospun Fibers for Improvement of Skin
Wound Healing in Diabetic Rats. “ACS Appl. Bio Mater.” 4, s. 4769—4788, online:
https://doi.org/10.1021/acsabm.0c01650.

Karl J.P., Meydani M., Barnett J.B., Vanegas S.M., Barger K., Fu X., Goldin B., Kane
A., Rasmussen H., Vangay P. Knights D., Jonnalagadda S.S, Saltzman E., Roberts
S.B., Meydani S.N., Booth S.L. 2017. Fecalconcentrations of bacterially derived
vitamin K forms are associated with gut microbiota composition but not plasma or
fecal cytokine concentrations in healthy adults. ,,The American Journal of Clinical
Nutrition.” 106(4), s. 1052—-1061, DOI: doi.org/10.3945/ajcn.117.155424.

Karu T.I., Pyatibrat L.V., Kolyakov S.V., Afanasyeva N.I. 2005. Absorption
measurements of a cell monolayer relevant to phototherapy: Reduction of
cytochrome C oxidase under near IR radiation “J. Photochem. Photobiol. Biol.” 81,
s. 98—106.

Kassak P, Sikurova L, Kvasnicka P, Bryszewska M, The response of Na+/K+ -ATPase
of human erythrocytes to green laser light treatment, Physiol Res, 2006, 55(2),
s. 189-194.

Keen M. A., Hassan I. 2016. Vitamin E in dermatology. ,,Indian Dermatol Online
Journal.” 7(4), s. 311-315.

Kheradvar S.A., Nourmohammadi J., Tabesh H., Bagheri B. 2018. Starch nanoparticle
as a vitamin E-TPGS carrier loaded in silk fibroin-poly(vinyl alcohol)-Aloe vera
nanofibrous dressing. “Colloids Surf B Biointerfaces™. 1, 166, s. 9-16.

Kholoosy L., Elyaspour D., Akhgari M.R., Razzaghi Z., Khodamardi Z., Bayat M.J.
2020. Evaluation of the Therapeutic Effect of Low Level Laser in Controlling Low
Back Pain: A Randomized Controlled Trial. ,,Lasers Med. Sci.” 11(2), s. 120—125.
Kilmartin L., Denham T., Fu M.R., Yu G., Kuo T.T., Axelrod D., Guth A.A. 2020.

Complementary low-level laser therapy for breast cancer-related lymphedema: a pilot,

93



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

double-blind, randomized, placebo-controlled study. ,,Lasers Med. Sci.” 35(1),
s. 95-105.

Kotaczkowska E., Chadzinska M., Scislowska-Czarnecka A., Plytycz B., Opdenakker
G., Arnold B. 2006. Gelatinase B/matrix metalloproteinase-9 contributes to cellular
infiltration in a murine model of zymosan peritonitis. ,,Jmmunobiology.” 211,
s. 137-148.

Komi D.E.A., Khomtchouk K., Santa Maria P.L. 2020. A Review of the Contribution
of Mast Cells in Wound Healing: Involved Molecular and Cellular Mechanisms. ,,Clin.
Rev. Allergy Immunol.” 58(3), s. 298-312, DOI: 10.1007/s12016-019-08729.
Kosinska J., Billing-Marczak K., Krotkiewski M. 2008. Nowopoznana rola witaminy
K w patogenezie chordb cywilizacyjnych. ,,Medycyna Rodzinna.” 2, s. 48—60.
Kucharz J., Stajszczyk M., Kotulska A., Brzosko M., Leszczynski P., Pawlak-Bus K.,
Samborski W., Wiland P. 2018. Rola witaminy K w metabolizmie ko$ci i innych
procesach patofizjologicznych — znaczenie profilaktyczne i terapeutyczne. ,,Forum
Reumatologiczne.” 4(2), s. 71-86.

Kulbacka J., Saczko J., Chwitkowska A. 2009. Stres oksydacyjny w procesach
uszkodzenia komorek, ,,Pol. Merk. Lek.” XXVII, 157, 44.

Lee G.Y., Han S.N. 2018. The Role of Vitamin E in Immunity. ,,Nutrients.” 10(11).
Leyane T.S, Jere S.W., Houreld N.N. 2021. Cellular Signalling and
Photobiomodulation in Chronic Wound Repair. “Int J Mol Sci.” 18, 22(20), s. 11223,
DOI: 10.3390/ijms222011223.

Liu X.H., Song X.W., Xu Y., Zhang C. 1996. The inhibition of vitamin K3 on rabbit
fibroblast proliferation in vitro. “Ophthalmologica.” 210(3), s. 180-2, DOL:
10.1159/000310703.

Lopatina E., Yachnev I., Penniyaynen V., Plakhova V., Podzorova S., Shelykh T.,
Rogachevsky 1., Butkevich I., Mikhailenko V., Kipenko A., Krylov B 2012.
Modulation of signal-transducing function of neuronal membrane Na+, K+-ATPase
by endogenous ouabain and low-power infrared radiation leads to pain relief. “Med
Chem.” §(1), s. 33-39.

Lopez-Ojeda W., Pandey A., Alhajj M., Oakley A.M. 2021. Anatomy, Skin
(Integument). Stat. Pearls Publishing, Treasure Island (FL).

Loreti E.H., Pascoal V.L., Nogueira B.V., Silva .V., Pedrosa D.F. 2015. Use oflaser
therapy in the healingprocess: a literaturereview. ,,Photomed Laser Surg.” 33,

s. 104-16.

94



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Lu H., MeiCh., YangL., ZhengJ., Tong J., DuanF., Liang H., Hong L. 2021 .
PPM-18, an Analog of Vitamin K, Induces Autophagy and Apoptosis in Bladder
Cancer Cells Through ROS and AMPK Signaling Pathways Front. “Pharmacol”.
9,12, 684915, DOI: 10.3389/fphar.2021.684915.

Lugowski M., Saczko J., Kulbacka J. 2011. Reaktywne formy tlenu i azotu. ,,Polski
Merkuriusz Lekarski.” 185, s. 313-317.

Ma H., Yang J.P., Tan RK., Lee HW., Han S.K. 2018. Effect of Low-Level Laser
Therapy on Proliferation and Collagen Synthesis of Human Fibroblasts in Vitro.
“Journal of Wound Management and Research.” 14(1), s. 1-6.

Maldaner D.R., Azzolin V.F., Barbisan F., Mastela M.H., Teixeira C.F., Dihel A.,
Duarte T., Pellenz N.L., Lemos 1. F.C., Negretto C.M.U. 2019. In vitro effect of low-
level laser therapy on the proliferative, apoptosis modulation, and oxi-inflammatory
markers of premature-senescent hydrogen peroxide-induced dermal fibroblasts.
“Lasers Med. Sci.” 34, s. 1333—-1343.

Malla N., Sjoli S., Weinberg J.O. Hadler-Olsen E., Uhlin-Hansen L. 2008. Biological
and pathobiological functions of gelatinase dimers and complexes. ,,Connective Tissue
Research.” 49, s. 180—-84.

Malone-Povolny M.J., Maloney S.E., Schoenfisch M.H. 2019. Nitric Oxide Therapy
for Diabetic Wound Healing. “Advanced Healthcare Materials.” 1801210—. DOI:
10.1002/adhm.201801210.

Maquart F.X., Monboisse J.C. 2014. Extracellular matrix and woundhealing
Matriceextracellulaire et cicatrisation. ,,Pathologie Biologie.” 62, s. 91-95, DOI:
10.1016/j.patbio.2014.02.007.

Marchewka Z., Gielniak M., Piwowar A. 2018. Rola wybranych mediatoréw procesu
zapalnego w patogenezie chorob nowotworowych. Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, Wroctaw, s. 70-75.

Marques M.M., Pereira A.N., Fujihara N.A., Nogueira F.N., Eduardo C.P. 2004. Effect
of low-power laser irradiation on protein synthesis and ultrastructure of human
gingival fibroblasts. “Lasers in Surgery and Medicine.” 34, s. 260-265.

Martin P., Nunan R. 2015. Cellular and molecular mechanisms of repair in acute and
chronic wound healing. Pub. Med., s. 370-378.

Mathur R.K., Khageswar S., Siddharth S., Pooja P., Fareed K., Gupta P.K. 2017. Low-
level laser therapy as an adjunct to conventional therapy in the treatment of diabetic

footulcers. ,,Lasers in Medical Science.” 32, s. 275-282.

95



107.

108.

109.

110.
111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Matias M., Saunus J.M., Ivanovski S., Walsh L.J., Farah C.S. 2011. Accelerated
wound healing phenotype in Interleukin 12/23 deficient mice. ,,J. Inflamm (Lond).”
20(8)39, DOI: 10.1186/1476-9255-8-39.

Ming-Yuan Y., Di X., Jin-Cen L., Hao-Pin L., Ye X., Jie-Tao H., Hong-Yan H., Kai-
kai Z., Xiao-Li X., Qi1 W. 2018. IL-6 and IL-20 as potential markers for vitality of skin
contusion. ,,J. Forensic Leg. Med.” 59, s. 8-12.

Miyazawa T., Burdeos G.C., Itaya M., Nakagawa K., Miyazawa T. 2019. Vitamin E:
Regulatory = Redox Interactions. “I[UBMB  Life”. 71,4 s. 430-441.
DOI: 10.1002/iub.2008.

Molski M. 2021. Chemia pigkna. Wydawnictwo Naukowe PWN.

Mosca R.C., Ong A.A., Albasha O., Bass K., Arany P. 2019. Photobiomodulation
Therapy for Wound Care: A Potent, Noninvasive, Photoceutical Approach. ,,Adv. Skin
Wound Care.” 32(4), s. 157-167.

Mrozikiewicz-Rakowska B., Kania J., Bucior E., Nowak A. 2015. The role of
angiopoetic factors in wound healing among patients with diabetes treated with
negative-pressure wound therapy. “Leczenie ran”. 11(4):171-178
DOI:10.15374/LR2015015.

Murphrey M.B., Miao J.H., Zito P.M. 2021. Histology, Stratum Corneum. StatPearls.
Treasure Island (FL).

Murray P.J. Wynn T.A. 2011. Obstacles and opportunities for understan-ding
macrophage polarization. ,,J. Leukoc. Biol.” 89, s. 557-563.

Mussttaf R.A., Jenkins D.F.L., Jha A. 2019. Assessing the impact of low level laser
therapy (LLLT) on biological systems: a review. ,Int. J. Radiat.Biol.” 95(2),
s. 120-143.

Muthusubramaniam L., Zaitseva T., Paukshto M., Martin G., Desai T. 2014. Effect of
CollagenNanotopography on Keloid Fibroblast Proliferation and Matrix Synthesis:
Implications for Dermal Wound Healing. ,, Tissue Engineering. Part A.” 1, 20(19-20),
s. 27282736, DOI: 10.1089/ten.tea.2013.0539.

Naderi M.S., Razzaghi M., Esmaeeli Djavid G., Hajebrahimi Z. 2017. A Comparative
Study of 660 nm Low-Level Laser and Light Emitted Diode in Proliferative Effects of
Fibroblast Cells. ,,J. Lasers Med. Sci.” 8, 1, s. 46-50.

Nadhreen A.A, Alamoudi N.M., Elkhodary H.M. 2019. Low-level laser therapy in
dentistry: Extra-oral applications. ,,Nigerian Journal of Clinical Practice.” 22(10),

s. 1313-1318.

96



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Nazimek K., Bryniarski K. 2012. Aktywno$¢ biologiczna makrofagow w zdrowiu
i chorobie. ,,J. Postepy Hig. Med. Dosw.” 66, s. 507-520.

Nilforoushzadeh M.A., Ashtiani H.R.A., Jaffary F. i wsp. 2017. Dermal Fibroblast
Cells: Biology and Function in Skin Regeneration. “Journal of Skin and Stem Cell.”
4,2,s. 1-5.

Nilforoushzadeh M.A., Kazemikhoo N. Mokmeli S., Zare S., Dahmardehei M., Doost
R.V., Momeni M., Ansari F. 2019. An Open-Label Study of Low-Level Laser Therapy
Followed by Autologous Fibroblast Transplantation for Healing Grade 3 Burn Wounds
in Diabetic Patients. ,,J. Lasers Med. Sci.” 10, 1, s. 7-12.

Nizam N., Discioglu F., Saygun L., Bal V., Avcu F., Ozkan C.K., Serdari M.A. 2014.
The Effect of a-Tocopherol and Selenium on Human Gingival Fibroblasts and
Periodontal Ligament Fibroblasts in Vitro. “J. Periodontol.” 85, s. 636—644, DOI:
10.1902/jop.2013.130184.

Nuidez S.C., Franga C.M., Silva D.F., Nogueira G.E., Prates R.A., Ribeiro M.S. 2013.
The influence of red laser irradiation time line on burn healing in rats. ,,Lasers Surg.
Med.” 28, s. 633-41.

Omasa S., Motoyoshi M., Arai Y., Ejima K. 2012, Low-level laser therapy enhances
the stability of orthodontic mini-implants via bone formation related to BMP-2
expression in a rat model, Photomed Laser Surg, 30(5), s. 255-261.

Opdenakker G., Van Den Steen P.E., Dubois B., Nelissen 1., Van Coillie E., Proost P.
Van Damme J. 2001. Gelatinase b functions as regulator and effector in leukocyte
biology. ,,Biol.” 69, s. 851-859.

Palta S., Saroa R., Palta A. 2014. Overview of the coagulation system. ,,Indian Journal
of Anaesthesia.” 58(5), s. 515-523.

Park K. 2015. Role of micronutrients in skin health and function. ,,Biomol. Ther.
(Seoul).” 23(3), s. 207-217.

Pereira A.N., Eduardo C.de P., Matson E. et al. 2002. Effect of low-power laser
irradiation on cell growth and procollagen synthesis of cultured fibroblasts. “Lasers
Surg. Med.” 31(4), s. 263-7.

Pereira A.N., Eduardo C.P., Matson E., Marques M.M. 2002. Effect of Low-Power
Laser Irradiation on Cell Growth and Procollagen Synthesis of Cultured Fibroblasts.
“Lasers in Surgery and Medicine”. 31, s. 263-267.

Pikuta M., Langa P., Kosikowska P., Trzonkowski P. 2015. Komoérki macierzyste
1 czynniki wzrostu w gojeniu ran. ,,Postepy Hig. Med. Dosw.”; 69, s. 874—885.

97



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Pinilla I., Izaguirre L.B., Gonzalvo F.J., Piazuelo E., Garcia-Gonzalez M.A., Sanchez-
Cano A.L, Sopena F. 2014. In Vitro Vitamin K3 Effect on Conjunctival Fibroblast
Migration and Proliferation. “The Scientific World Journal.” Article ID 916713,
online: http://dx.doi.org/10.1155/2014/916713.

Pitzurra L., Ineke D.C.J., Teun J., de Vries M., Hoogenkamp A., Loos B.G. 2020.
Effects of L-PRF and A-PRF+ on periodontal fibroblasts in in vitro wound healing
experiments. “Journal of Periodontal Research.” April, 55(2), s. 287-295, DOI:
https://doi.org/10.1111/jre.12714.

Pop A. 2015. Witaminy w kosmetykach — cz. II Od czego zalezy ich skutecznos¢.
,Kosmetologia Estetyczna.” 5, s. 423—-426.

Pyszora A., Adamczyk A. 2005. Zastosowanie niskoenergetycznego promieniowania
laserowego w leczeniu bolu. “Polska medycyna Paliatywna”. 4, 3, s. 127-132.

Rai V., Abdo J., Agrawal S. 2018. Low-Level Laser Therapy. History, Mechanisms
and MedicalUses. Nova Biomedical, s. 20-26.

Ramirez H., Patel S.B., Pastar 1. 2014. The Role of TGFp Signaling in Wound
Epithelialization. ,,Advances in Wound Care.” 1, 3(7), s. 482-491, DOI:
10.1089/wound.2013.0466.

Ranjbar R, Ashrafzadeh Takhtfooladi M. 2016. The effects of lowlevel laser therapy
on Staphylococcusaureusinfected third-degreeburns in diabeticrats. ,,Acta Cir Bras.”
31(4), s. 250-5, DOI: 10.1590/S0102-865020160040000005.

Rashid S.A., Halim A.S., Muhammad N.A. 2008. The effect of vitamin E on basic
fibroblast growth factor level in human fibroblast cell culture. “Med J. Malaysia.”
63, s. 69-70.

Rehfeld A., Nylander M., Karnov K. 2017. The Integumentary System. Compedium
of Histology, s. 411-432, DOI: doi.org/10.1007/978-3-319-41873-5_20.

Reinke J. M., Sorg H. 2012. Wound repair and regeneration. “Eur. Surg. Res.”
9,s.35-43.

Rizvi S., Raza S. T., Faizal A., Ahmad A., Abbas S., Mahdi F. 2014. The Role of
Vitamin E in Human Health and SomeDiseases. ,,Sultan Qaboos Univ. Med. Journal.”
14(2), s. 157-165.

Rodrigues M., Kosaric N., Bonham C.A., Gurtner G.C. 2019. Wound Healing:
A Cellular Perspective. ,,Physiol. Rev.” 1, 99(1), s. 665-706, DOI:
10.1152/physrev.00067.2017.

98



143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Rubira M.C., Rubira L.A., Comachio J., Magalhdaes M.O., Marques A.P. 2019.
Comparison of the effects of low-level laser and pulsed and continuous ultrasound on
pain and physical disability in chronic non-specific low back pain: a randomized
controlled clinical trial. ,,Adv. Rheumatol.” 17, 59(1), s. 57.

Rush J.S., Bingaman D.P., Chaney P.G., Wax M.B., Ceresa B.P. 2016. Administration
of Menadione, Vitamin K3, Ameliorates Off-Target Effects on Corneal Epithelial
Wound Healing Due to Receptor Tyrosine Kinase Inhibition. “Investigative
Opthalmology & Visual Science.” 57(14), s. 5864—, DOI: 10.1167/10vs.16-19952.
Sadick N.S., Cardona A. Laser treatment for facial acne scars. 2018. “A review
J Cosmet Laser Ther.” 20(7-8), s. 424-435. DOI: 10.1080/14764172.2018.1461230.
Salinthone S., Kerns A.R., Tsang V., Carr D.W. 2013. a-Tocopherol (vitamin E)
stimulates cyclic AMP production in human peripheral mononuclear cells and alters
immune function. “Mol. Immunol.” 53, s. 173—-178.

Sang Won C., Rudra P., Dai Hyun J., Su Jung K., Jin Woo P. 2018. Construction and
Characterization of Cell-Penetrating Peptide-Fused Fibroblast Growth Factor and
Vascular Endothelial Growth Factor for an Enhanced Percutaneous Delivery System.
,»J. Nanosci Nanotechnol.” 1, 18(2), s. 842—847.

Santos C.M.D., Rocha R.B.D., Hazime F.A., Cardoso V.S. 2020. A Systematic Review
and Meta-Analysis of the Effects of Low-Level Laser Therapy in the Treatment of
Diabetic Foot Ulcers. ,,Int. J. Low. Extrem. Wounds.” 12, 1534734620914439.
Santos H. L., Rigos C., Tedesco A., Ciancaglini P. 2007. Biostimulation of Na,
K-ATPase by lowenergy laser irradiation (685 nm, 35 mW): comparative effects in
membrane, solubilized and DPPC: DPPE-liposome reconstituted enzyme.
“J Photochem Photobiol B.” 89(1), s. 22-28.

Santos J.A.F., Campelo M.B.D., de Oliveira R.A., Nicolau R.A., Rezende V.E.A.,
Arisawa E.A.L. 2018. Effects of Low-Power Light Therapy on the Tissue Repair
Process of Chronic Wounds in Diabetic Feet. ,,Photomed Laser Surg.” 36(6),
s. 298-304.

Shaikh-Kader A., Houreld N.N., Rajendran N.K., Abrahamse H. 2021. Levels of
Cyclooxygenase 2, Interleukin-6, and Tumour Necrosis Factor-a in Fibroblast Cell
Culture Models after Photobiomodulation at 660nm. “Oxidative Medicine and Cellular
Longevity”. Article ID 6667812, 13 p., https://doi.org/10.1155/2021/6667812.

Sheng X. Fan L., He Ch., Zhang K., Mo X., Wang H. 2013. Vitamin E-loaded silk

fibroin nanofibrous mats fabricated by green process for skin care application.

99



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

“International Journal of Biological Macromolecules.” 56, s. 49-56,
DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2013.01.029.
Sies H. 2020. OxidativeStress: Concept and SomePracticalAspects. ,,Antioxidants
(Basel).” 9(9), s. 852, DOI: 10.3390/antiox9090852.
Sies H., Jones D.P. 2020. Reactiveoxygenspecies (ROS) as pleiotropic physiological
signalling agents. ,,Nature Reviews Molecular Cell Biology.” 21, s. 363—-383.
Singampalli K.L., Balaji S., Wang X., Parikh U.M., Kaul A., Gilley J., Birla R.K.,
Bollyky P.L., Keswani S.G. 2020. The Role of an IL-10/ Hyaluronan Axisin Dermal
Wound Healing. ,,Front Cell Dev. Biol.” 17, 8, s. 636, DOI: 10.3389/fcell.2020.00636,
eCollection 2020.
Skotnicka M., Golan M., Szmukata N. 2017. Rola naturalnych przeciwutleniaczy
w profilaktyce nowotworowej. Ann. Acad. Med. Gedan.; 47: 119-127.
Solé-Boldo L., Raddatz G., Schiitz S., Mallm J.P., Rippe K., Lonsdorf A.S.,
Rodriguez-Paredes M., Lyko F. 2020. Single-cell transcriptomes of the human skin
revealage-related loss of fibroblast priming. Communications Biology, s. 188.
Sorg H., Tilkorn D.J., Hager S., Hauser J., Mirastschijskin U. 2017. Skin Wound
Healing: An Update on the Current Knowledge and Concepts. ,,European Surgical
Research.” 58, s. 81-94, DOI: doi.org/10.1159/000454919.
Sun X., Wu S., Xing D., 2010. The reactive oxygen species-Src-Stat3 pathway
provokes negative feedback inhibition of apoptosis induced by high-fluence low-
power laser irradiation, “FEBS J.” 277(22), s. 4789-4802.
Szymanska J., Goralczyk K., Klawe J.J., Lukowicz M., Michalska M., Goralczyk B.,
Zalewski P., Newton J.L., Gryko L., Zajac A., Rosc D., 2013, Phototherapy with low-
level laser influences the proliferation of endothelial cells and vascular endothelial
growth factor and transforming growth factor-beta secretion. ,,Journal of Physiology
and Pharmacology.” 64(3), s. 387-391.
Tantawy S.A., Abdelbasset W.K., Kamel D.M., Alrawaili S.M. 2018. A randomized
controlled trial comparing helium-neon laser therapy and infrared laser therapy in
patients with diabetic foot ulcer. ,,Lasers Med. Sci.” Dec, 33(9), s. 1901-1906.
Tantawy S.A., Abdelbasset W.K., Kamel D.M., Alrawaili S.M., Alsubaie S.F. 2019.
Laser photobiomodulation is more effective than ultrasound therapy in patients with
chronic nonspecific low back pain: a comparative study. ,,Lasers Med. Sci.” 34(4),
s. 793-800.
Taradaj J., Shay B., Dymarek R., Sopel M., Walewicz K., Beeckman D., Schoonhoven
L., Gefen A., Rosinczuk J. 2018. Effect of laser therapy on expression of angio- and
100



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

fibrogenic factors, and cytokine concentrations during the healing process of human
pressure ulcers. ,,Int. J. Med. Sci.” 13, 15(11), s. 1105-1112.

Tottoli E.M., Dorati R., Genta I., Chiesa E., Pisani S., Conti B. 2020. Skin Wound
Healing Process and New Emerging Technologies for Skin Wound Care and
Regeneration. ,Pharmaceutics.” 12(8), S. 735,
DOI: doi.org/10.3390/pharmaceutics12080735.

Tripodi N., Corcoran D., Antonello P., Balic N., Caddy D., Knight A., Meehan C.,
Sidiroglou F., Fraser S., Kiatos D., Husaric M., Apostolopoulos V., Feehan J. 2021.
The effects of photobiomodulation on human dermal fibroblasts in vitro: A systematic
review. “Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology.” 214, s. 1-10.
Turck D., Jean-Louis J.L., Burlingame B., Dean T., Fairweather-Tait S., Heinonen M.,
Hirsch-Ernst K.I., Mangelsdorf 1., McArdle H.J., Naska A., Nowicka G., Pentieva K.,
Sanz Y. 2017. Dietaryreferencevalues for vitamin K. ,,EFSA Journal.” 15(5), s. 4780,
DOI: doi/10.2903/sp.efsa.2017.EN-1220/full.

Vaghardoost R., Momeni M., Kazemikhoo N., Mokmeli S., Dahmardehei M., Ansari
F., Nilforoushzadeh M.A., SabrJoo P., MeyAbadi S., Naderi Gharagheshlagh S.,
Sassani S. 2018. Effect of low-level laser therapy on the healing process of donor site
in patients with grade 3 burn ulcer after skin graft surgery (a randomized clinical trial).
,Lasers Med. Sci.” 33(3), s. 603—-607.

Velnar T., Bailey T., Smrkolj V. 2009. The woundhealingprocess: Anoverview of the
cellular and molecularmechanisms. ,,J. Int. Med. Res.” 37, s. 1528-1542.

Vivarelli F., Canistro D., Cirillo S., Papi A., Spisni E., Vornoli A., Croce C.M.D.,
Longo V., Franchi P., Filippi S., Lucarini M., Zanzi C., Rotondo F., Lorenzini A.,
Marchionni S., Paolini M. 2019. Co-carcinogenic effects of vitamin E in prostate.
“Sci. Rep.” 12, 9(1), s. 11636, DOI: 10.1038/s41598-019-48213-1.

Wawrzyniak A., Mincer-Chojnacka I., Kalicki B., Lipinska-Opatka A., Jobs K.,
Stelmasiak A. 2015. Plejotropowe dziatanie witamin D i K. ,,Pediatria i Medycyna
Rodzinna.” 11(4), s. 374-381.

Witte M., Thornton F., Efron D. i wsp. 2000. Enhancement of fibroblast collage
synthesis by nitric oxide. “Nitric Oxide.” 4(6), s. 572-582.

Yang H., Villani R.M., Wang H., Simpson M.J., Roberts M.S., Tang M., Liang X.
2018. The role of cellular reactive oxygen species in cancer chemotherapy. ,,Journal
of Experimental and Clinical Cancer Research.” 37(1), s. 1-10, DOI: 10.1186/s13046-
018-0909-x.

101



173.

174.

175.

176.

Yousef H., Alhajj M., Sharma S. 2020. Anatomy, Skin (Integument), Epidermis. Stat.
Pearls Publishing, Treasure Island (FL).

Yousef M., Mansouri P., Partovikia M., Esmaili M., Younespour S., Hassani L. 2017.
The Effect of Low Level Laser Therapy on Pemphigus Vulgaris Lesions: A Pilot
Study. ,,J. Lasers Med. Sci.” Autumn. 8(4), s. 177-180.

Zhang J., Xing D., Gao X. 2008. Low-power laser irradiation activates Src tyrosine
kinase through reactive oxygen species-mediated signaling pathway. “J Cell Physiol.”
2008, 217(2), s. 518-528.

Zielinska A., Nowak I. 2014. Tokoferole i tokotrienole jako witamina E. ,,Chemik.”
68, 7, s. 585-591.

102



Streszczenie

Wstep: Gojenie rany jest procesem, ktory przebiega w czterech zachodzacych na siebie
fazach: hemostazy, zapalnej, proliferacyjnej i przebudowy tkankowe;j. Jednymi z gtownych
komorek zaangazowanych w ten proces sg fibroblasty, odpowiedzialne za produkcje
1 przebudowe macierzy zewnatrzkomoérkowej. Proces gojenia ran moze by¢ wspomagany
przez niskoenergetyczne promieniowanie laserowe, ktore dziata na podstawowe funkcje
komorki. Jednym z efektéw tego oddzialywania jest fotobiostymulacja objawiajaca si¢
aktywacjg komorek w kierunku skrocenia czasu gojenia. Proces gojenia ran moze by¢ takze
wspomagany przez zastosowanie substancji aktywnych, w tym witamin takich jak E 1 K.
Cel: Celem niniejszej pracy bylo okreslenie optymalnych dla fibroblastow parametrow
naswietlan laserem, a nastgpnie stwierdzenie, czy istniejg wzajemne interakcje pomiedzy
wplywem naswietlania laserem fibroblastow, witamin (witaminy E lub witaminy K)
a odpowiedzig komorkowa ludzkich fibroblastow w warunkach hodowli in vitro.
Materialy i metody: Ludzkie fibroblasty Hs680 naswietlano laserem o dtugosci fali 808
nm oraz mocy 100 mW lub 200 mW. Zastosowano dawki promieniowania: 2, 5 lub
10 J/cm?/dotek z komoérkami. Wiazke lasera aplikowano w sposob ciagly (C) lub
pulsacyjny? (I) co 24 godziny, odpowiednio 2, 4, 6, 8 i 10 razy. Oceniono morfologig,
przyleganie, zywotno$¢ komorek oraz cytotoksycznos¢. W celu zbadania wplywu witamin
na fibroblasty, komérki hodowano na membranach z polilaktydu (pla) modyfikowanych
witaming E (pla-E) lub witaming K (pla-K) 1 dodatkowo naswietlano laserem. Oceniono
zywotnos¢, cytotoksyczno$¢ oraz aktywno$¢ wydzielniczg fibroblastéw mierzong
poziomem wydzielanych: tlenku azotu (NO), biatka, metaloproteinaz (MMP), cytokin oraz
poziomem potencjatu oksydacyjno-antyoksydacyjnego komorek.

Wyniki: Wykazano, ze najkorzystniej dzialajacymi na ludzkie fibroblasty Hs680
parametrami naswietlania laserem jest dziatanie na nie impulsowa wigzka promieniowania
laserowego, o mocy 100 mW i dawkach 5 oraz 10 J/cm? oraz o mocy 200 mW i dawkach
2 oraz 10 J/cm?. Naswietlanie komérek tymi parametrami lasera spowodowato ich dobre
rozptaszczenie na podtozu hodowlanym, wzrost ich przylegania i/lub proliferacji, spadek
cytotoksycznosci (spadek poziomu kinazy adenylowej AK) oraz spadek wydzielania NO.
Wykazano takze, ze w 7 dniu hodowli witamina K oraz witamina E spowodowaty wzrost
zywotnosci fibroblastow w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi oraz, ze witamina K nie
wptyneta na wydzielanie przez komorki NO 1 spowodowata spadek wydzielania przez nie
bialka oraz IL-6 i IL-8. Jednoczesna hodowla fibroblastow na membranach pla-K
i naswietlanie laserem o mocy 100 mW oraz dawce 10 J/cm?/dotek oraz o mocy 200 mW
oraz dawce 2 J/cm?/dolek spowodowala wzrost zywotnoéci fibroblastow oraz poziomu
wydzielanego przez komorki biatka oraz spadek wydzielania AK, IL-6, IL-8, pro-MMP-9
oraz MMP-9 w wybranych punktach czasowych eksperymentu.

Whioski: 1) Cztery sposrod dwunastu badanych parametrow naswietlania laserem miato
korzystny = wplyw na  odpowiedz  biologiczng  fibroblastéw  modulujac
przyleganie/proliferacj¢, migracje oraz aktywnos$ci wydzielniczg komoérek w kierunku
przyspieszenia procesu gojenia rany. 2) Modyfikacja polimeru pla witaming K w przypadku
wiekszosci badanych wskaznikow miala pozytywny wplyw na fibroblasty, powodujac
wzrost ich zywotnosci oraz modulujac aktywno$¢ wydzielniczg komorek w kierunku
sprzyjajacym procesowi gojenia rany. 3) Réwnoczesne dzialanie na fibroblasty witaming
K 1 naswietlanie niskoenergetycznym promieniowaniem laserowym moze mie¢ pozytywny
wplyw na proces gojenia rany mierzony wzrostem zywotno$ci oraz obnizeniem aktywnosci
prozapalnej fibroblastow.

Whiosek ogélny: Wydaje si¢, modyfikacja membran pla dodatkiem witaminy K (jako
potencjalny opatrunek) 1 jednoczesne naswietlanie fibroblastow wytypowanymi
W niniejszej pracy parametrami lasera moze sprzyjaé¢/skracac proces gojenia ran.
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Abstract

Introduction: Wound healing is a process that takes place in four overlapping phases:
hemostasis, inflammatory, proliferative and tissue remodeling. One of the main cells
involved in this process are fibroblasts, responsible for the production and remodeling of
the extracellular matrix. The wound healing process can be aided by low-energy laser
radiation that acts on the basic functions of the cell. One of the effects of this interaction is
photobiostimulation manifested by the activation of cells to shorten the healing time. The
wound healing process can also be supported by using active substances, including vitamins
such as E and K.

Aim: The aim of this study was to determine the optimal parameters of laser irradiation for
fibroblasts, and then to determine whether there are interactions between the action of laser
irradiation, vitamins (vitamin E or vitamin K) on fibroblasts and the cellular response of
human fibroblasts in in vitro culture conditions.

Materials and methods: Human Hs680 fibroblasts were irradiated with a laser with
a wavelength of 808 nm and a power of 100 mW or 200 mW. The radiation doses were:
2, 5 or 10 J/cm?/well with cells. The laser beam was applied continuously (C) or in pulses
(I) every 24 hours 2, 4, 6, 8 and 10 times, respectively. The morphology, adherence, cell
viability and cytotoxicity were assessed. In order to study the effect of vitamins on
fibroblasts, cells were grown on polylactide (pla) membranes modified with vitamin E (pla-
E) or vitamin K (pla-K) and additionally irradiated with a laser. The viability, cytotoxicity
and secretory activity of fibroblasts measured by the level of secreted nitric oxide (NO),
protein, metalloproteinases (MMP), cytokines and the level of oxidative and antioxidant
potential of cells were assessed.

Results: It was shown that the most beneficial parameters of laser irradiation on human
Hs680 fibroblasts are the action of a pulsed laser beam with the power of 100 mW and doses
of 5 and 10 J/cm? and with the power of 200 mW and doses of 2 and 10 J/cm?. Irradiation
of cells with these laser parameters resulted in their good flattening on the culture medium,
an increase in their adherence and/or proliferation, a decrease in cytotoxicity (decrease in
the level of adenylate kinase AK) and a decrease in NO secretion. It was also shown that on
day 7 of cultivation, vitamin K and vitamin E increased the viability of fibroblasts as
compared to control cells, and that vitamin K did not affect the secretion of NO by cells and
caused a decrease in their secretion of proteins and IL-6 and IL-8. Simultaneous cultivation
of fibroblasts on pla-K membranes and irradiation with a 100 mW, laser and a dose of 10
J/em?/well, and a dose of 200 mW and a dose of 2 J/cm?/well resulted in an increase in the
viability of fibroblasts and the level of protein secreted by cells and a decrease in secretion
of AK, IL-6, IL-8, pro-MMP-9 and MMP-9 at selected time points of the experiment.
Conclusions: 1) Four out of twelve tested parameters of laser irradiation had a beneficial
effect on the biological response of fibroblasts by modulating adhesion/proliferation,
migration and secretory activity of cells towards accelerating the wound healing process.
2) Modification of the polymer pla with vitamin K, in the case of most of the examined
indicators, had a positive effect on fibroblasts, increasing their viability and modulating the
secretory activity of cells in the direction favoring the wound healing process.
3) Simultaneous action on fibroblasts with vitamin K and irradiation with low-energy laser
radiation may have a positive effect on the wound healing process, measured by the increase
in viability and the decrease in the pro-inflammatory activity of fibroblasts.

General conclusion: It seems that the modification of pla membranes with the addition of
vitamin K (as a potential dressing) and simultaneous irradiation of fibroblasts with the laser
parameters selected in this study may favor/shorten the wound healing process.
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Spis rycin
Ryec. 1. Budowa skory.
Ryec. 2. Wzor strukturalny witaminy E.
Ryec. 3. Wzor strukturalny witamin: K1, K2, K3.

Ryc. 4. Schemat I etapu badan dotyczacego wptywu na hodowane na szkietkach
fibroblasty Hs680 naswietlania ciggla (C) lub impulsowa (I) wigzka
promieniowania laserowego o mocy 100 lub 200 mW oraz dawkach 2, 5 lub
10 J/cm?/dotek.

Ryec. 5. Schemat II etapu badan dotyczacego wptywu na fibroblasty Hs680 r6znych
podtozy hodowlanych: szkietka hodowlanego (ctr), membran polilaktydu
(pla), membran polilaktydu modyfikowanych witaming E (pla-E), membran
polilaktydu modyfikowanych witaming K (pla-K) oraz naswietlania
impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego o mocy 100 mW i dawkach
5 lub 10 J/cm?*/dotek oraz o mocy 200 mW i dawkach 2 lub 10 J/cm?*/dotek.

Ryc. 6. Schemat III etapu badan dotyczacego wptywu na fibroblasty Hs680 réznych
podiozy hodowlanych: szkietka hodowlanego (ctr), membran polilaktydu
(pla), membran polilaktydu modyfikowanych witaming K (pla-K) oraz
naswietlania impulsowg (I) wigzka promieniowania laserowego o mocy 100
mW i dawce 10 J/cm?*/dotek oraz o mocy 200 mW i dawce 2 J/cm?/dotek.

Ryc. 7. Membrana polimerowa z polilaktonu (pla). Obraz ze skaningowego
mikroskopu elektronowego.

Ryec. 8. Wplyw naswietlania ciggla (C, 8a) i impulsowa (I, 8b) wigzkg promieniowania
laserowego na przyleganie (CV) fibroblastéw linii komérkowej Hs680.

Ryc. 9. Wplyw naswietlania ciggta (C, 9a) i impulsowa (I, 9b) wigzka promieniowania
laserowego na morfologi¢ fibroblastow linii komorkowej Hs680.

Ryc. 10.  Wptyw naswietlania ciggla (C, 10a) 1 impulsowa (I, 10b) wigzka
promieniowania laserowego na poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK)
przez fibroblasty linii komorkowej Hs680.

Ryc. 11.  Wplyw naswietlania ciggla (C, 11a) i impulsowa wigzka promieniowania
laserowego (I, 11b) na poziom wydzielanego tlenku azotu (NO) przez
fibroblasty linii komorkowej Hs680.

Ryc. 12. Wplyw naswietlania impulsowa (I) wigzka promieniowania laserowego na

proces ,,gojenia rany” fibroblastow linii komorkowej Hs680.
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Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Wplyw naswietlania impulsowg (I, 13 b-e) wigzkg promieniowania
laserowego na zywotnos$¢ fibroblastow linii komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 14 d-e) wigzka promieniowania
laserowego na poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK) przez fibroblasty
linii komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 15 d-e) wigzka promieniowania
laserowego na poziom wydzielanego tlenku azotu (NO) przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowg (I, 15 d-e) wiagzkg promieniowania
laserowego na poziom wydzielanego bialtka przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 17 b, ¢, e, f) wigzka promieniowania
laserowego na poziom cytokin IL-6 oraz IL-8 wydzielanych przez fibroblasty
linii komodrkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 18 b-e) wigzka promieniowania
laserowego na zywotnos$¢ fibroblastow linii komdrkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowg (I, 19 b-e) wigzkg promieniowania
laserowego na poziom uwalnianej kinazy adenylowej (AK) przez fibroblasty
linii komodrkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 20b-e) wiazka promieniowania
laserowego na poziom tlenku azotu (NO) wydzielanego przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 20b-e) wigzka promieniowania
laserowego na poziom biatka wydzielanego przez fibroblasty linii
komorkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 22b-f) wigzka promieniowania laserowego
na poziom metaloproteinaz: pro-MMP-9, MMP-9 oraz MMP-2 wydzielanych
przez fibroblasty linii komdrkowej Hs680.

Wplyw naswietlania impulsowa (I, 19b, c, e, f) wigzka promieniowania
laserowego na poziom cytokin: IL-6 oraz IL-8 wydzielanych przez fibroblasty

linii komodrkowej Hs680.
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Spis tabel
Tabela 1.
Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Klasy bezpieczenstwa laserow.

Wplyw naswietlania ciaglta (C) i impulsowa (I) wigzka promieniowania
laserowego na odpowiedz komorkowa fibroblastow linii komorkowej Hs680
hodowanych na szkietkach.

Wplyw naswietlania impulsowg (I) wiazka promieniowania laserowego na
zywotnos$¢ oraz aktywno$¢ wydzielniczg (mierzong poziomem AK, NO,
biatka) fibroblastow linii komérkowej Hs680 hodowanych na membranach
pla.

Wplyw naswietlania impulsowg (I) wiazkg promieniowania laserowego na
aktywno$¢ wydzielnicza (mierzong poziomem MMP, cytokin, TAS/TAC,
TOS/TOC) fibroblastéw linii komoérkowej Hs680 hodowanych na
membranach pla.

Wplyw witamin i naswietlania impulsowa (I) wigzka promieniowania
laserowego na zywotno$¢ oraz aktywno$¢ wydzielnicza (mierzong
poziomem AK, NO, biatka) fibroblastéw linii komérkowej HS680.

Wplyw witaminy K oraz naswietlania impulsowa (I) wigzka promieniowania
laserowego na aktywno$¢ wydzielnicza (mierzong poziomem MMP,

cytokin, TAS/TAC, TOS/TOC) fibroblastow linii komérkowej Hs680.
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