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STRESZCZENIE

Wstep: Wolne rodniki (WR) sg to atomy, czasteczki lub ich fragmenty, ktorych nadmiar prowadzi do rozwoju stresu oksydacyjnego.
Jest on przyczyna wielu choréb, m.in. nowotworowych, neurodegeneracyjnych i zapalnych oraz starzenia si¢ organizmu. Gtéwnymi
egzogennymi zrodlami wolnych rodnikéw sa m.in. zanieczyszczenia przemystowe, dym tytoniowy, promieniowanie jonizujace, ul-
tradzwigki i pole magnetyczne. Pole magnetyczne niskiej czgstotliwo$ci stosowane jest powszechnie w terapii fizykalnej. Celem pracy
byla ocena wplywu pola magnetycznego niskiej czestotliwosci, stosowanego w magnetoterapii, na zawarto$¢ biatka catkowitego
i grup sulthydrylowych (sulthydryl group — -SH) w komoérkach watroby zwierzat doswiadczalnych w zaleznoéci od czasu narazenia
na pole. Material i metody: Material badawczy stanowilo 21 dorostych, 3—4-miesigcznych samcow szczuréw rasy Sprague-Dawley.
Zwierzeta losowo podzielono na 3 grupy badawcze: I - grupe kontrolng, II - grupe poddang dziataniu pola magnetycznego o para-
metrach: 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzien przez 2 tygodnie, IIT — grupe poddang dzialaniu pola magnetycznego o parametrach: 40 Hz,
7 mT, 60 min/dzien przez 2 tygodnie. U zwierzat oznaczono biatko calkowite i grupy —-SH w homogenatach tkanki watroby po zakon-
czeniu ekspozycji na dzialanie pola magnetycznego. Wyniki: Ekspozycja szczurdéw na pole magnetyczne o parametrach 40 Hz, 7 mT
przez 30 min/dzien i 60 min/dzien przez 2 tygodnie spowodowalo istotny wzrost stezenia biatka catkowitego i wolnych grup —-SH
w homogenatach tkanki watroby. Wnioski: Wyniki sugeruja, ze ekspozycja na pole magnetyczne stosowane w magnetoterapii pro-
wadzi do rozwoju mechanizméw adaptacyjnych w celu utrzymania réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej organizmu i w przypadku
badanych parametréw nie zalezy od czasu ekspozycji. Med. Pr. 2014;65(5):639-644

Stowa kluczowe: ELF-MF, biatko catkowite, grupa —SH, wolne rodniki

ABSTRACT

Background: Free radicals are atoms, molecules or their fragments, whose excess leads to the development of oxidative stress, the
cause of many neoplastic, neurodegenerative and inflammatory diseases, as well as aging of organisms. Industrial pollution, tobacco
smoke, ionizing radiation, ultrasound and magnetic fields are the major exogenous sources of free radicals. The low frequency mag-
netic field is commonly applied in physiotherapy. The aim of the present study was to evaluate the effect of extremely low frequency
magnetic field (ELF-MF) on the concentration of sulthydryl groups (-SH) and proteins in liver tissues of experimental animals de-
pending on the time of exposure to the field. Material and Methods: Twenty one Sprague-Dawley male rats, aged 3—-4 months were
randomly divided into 3 experimental groups (each containing 7 animals): controls (group I), the rats exposed to ELE-MF of 40 Hz,
7 mT (this kind of the ELE-MF is mostly used in magnetotherapy), 30 min/day for 2 weeks (group II) and the rats exposed to 40 Hz,
7 mT for 60 min/day for 2 weeks (group III). The concentrations of proteins and sulfthydryl groups in the liver tissues were determined
after exposure to magnetic fields. Results: Exposure to low magnetic field: 40 Hz, 7 mT for 30 min/day and 60 min/day for 2 weeks
caused a significant increase in the concentration of —~SH groups and total protein levels in the liver tissues. Conclusions: The study
results suggest that exposure to magnetic fields leads to the development of adaptive mechanisms to maintain the balance in the body
oxidation-reduction and in the case of the studied parameters does not depend on the time of exposure. Med Pr 2014;65(5):639-644
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WSTEP

Wolne rodniki (WR) okresla si¢ jako jony lub grupy
atomow zwigzanych chemicznie (z nieskompensowa-
nymi spinami), ktére wykazuja wlasciwosci magne-
tyczne (1). Sa one obecne w kazdej zywej komorce. Ich
stezenie w tkance zwierzecej (ok. 10"°/g) moze si¢ zmie-
nia¢ w wyniku promieniowania, dzialania zwigzkow
chemicznych, chordb, stresu (zwigkszaja one zuzycie
tlenu) czy starzenia si¢ organizmow.

W zywym organizmie WR s3 wytwarzane za-
réwno w warunkach fizjologicznych, jak i w stanach
patologicznych. Wolne rodniki powstaja w wyniku
dziatania czynnikéw endogennych, takich jak aktywa-
cja neutrofiléw i metabolizm kwasu arachidonowego
lub katecholamin. Gléwnym zrédlem wolnych rod-
nikéw tlenowych jest tancuch oddechowy, ktory ge-
neruje okolo 90% wolnych rodnikéw, a 10% powstaje
w czasie reakgji fizjologicznych w réznych strukturach
komorki.

W mitochondriach w wyniku metabolizmu tleno-
wego dochodzi do redukgji tlenu do nadtlenku wodoru
(hydrogen peroxide - H,0,), a produktami ubocznymi
tej reakcji s3 m.in. rodnik nadtlenkowy i rodnik hy-
droksylowy. W warunkach fizjologicznych nie groma-
dza si¢ one w tkankach, poniewaz sg stale unieczynnia-
ne poprzez antyoksydacyjne mechanizmy enzymatycz-
ne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza
glutationowa) i nieenzymatyczne (glutation). Z kolei
w stanach patologicznych WR moga prowadzi¢ do de-
generacji i obumierania komoérek w wyniku apoptozy
lub nekrozy (2-5).

Wolne rodniki reaguja ze wszystkimi skfadnikami
komorek. Najwigksze uszkodzenia powoduja w lipi-
dach, biatkach i w DNA. Zmiany oksydacyjne w bial-
kach s3 efektem tlenowego metabolizmu komodrkowe-
go. Mediatorem oksydacyjnego uszkadzania bialek jest
najczesciej rodnik hydroksylowy, natomiast aniono-
rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru moga wy-
wolywac modyfikacje, takie jak utlenianie grup sulthy-
drylowych (sulthydryl groups — -SH).

Najbardziej podatne na dzialanie reaktywnych
form tlenu (reactive oxygen species — RFT) sg reszty
aminokwasoéw aromatycznych i siarkowych. Najwiek-
sz3 wrazliwo$¢ na dzialanie RFT wykazujg tyrozyna,
tryptofan, cysteina i metionina. W wyniku reakgji tlen-
ku azotu (nitric oxide — NO) z jonem ponadtlenkowym
powstaje nadtlenoazotyn, ktéry jest odpowiedzialny
za oksydacyjne uszkodzenie aminokwaséw. Nadtle-
noazotyn jest bardzo reaktywny i reaguje wewnatrz

komorki z wolna grupa sulthydrylowa. Rodnik ten po-
woduje zahamowanie aktywnosci bialek, takich jak
fibrynogen i czynnik tkankowy, oraz ma zdolnos¢ two-
rzenia nitrotyrozyn (6,7).

Uszkodzenia grup -SH w efekcie koncowym moga
prowadzi¢ do zmiany aktywnosci enzymow, bialek
regulatorowych lub transporteréw oraz naruszenia
homeostazy wapniowej (8,9). Zmodyfikowane oksy-
dacyjnie biatka wykryto w licznych tkankach, dlatego
uwaza sie, Ze oksydatywna modyfikacja biatek przy-
czynia si¢ do patogenezy wielu schorzen, np. cukrzycy,
choroby nowotworowej i choréb uktadu pokarmowe-
go, m.in. uszkodzenia watroby. Reaktywne formy tle-
nu moga powodowac rozlegla martwice i sttuszczenie
zrazikow watroby (10). Wolne rodniki tlenowe moga
powsta¢ w organizmach zywych réwniez w wyniku
oddzialywania na nie czynnikéw zewnetrznych, takich
jak dym tytoniowy, promieniowanie jonizujace, ultra-
dzwieki i pole magnetyczne.

Pole magnetyczne jest nierozerwalnie zwigzane
z otaczajacym czlowieka srodowiskiem, zaréwno na-
turalnym, jak i wynikajacym z postepu technicznego.
Pole magnetyczne powstaje nie tylko jako efekt ubocz-
ny dziatania wielu urzadzen, ale wykorzystywane jest
réwniez w medycynie w celach diagnostycznych i te-
rapeutycznych. Jedna z metod powszechnie stosowana
obecnie w medycynie fizykalnej jako forma terapii jest
magnetoterapia i magnetostymulacja.

Pole magnetyczne niskiej czestotliwosci stosowane
jest w terapii wielu schorzen narzadu ruchu, zespotow
bélowych, a takze w chorobach ukladu pokarmowego
(np. zaburzeniach wydzielania zélci) (11). Badania do-
tyczace oddzialywania pdél magnetycznych na zmiany
stezenia wolnych rodnikéw pozostaja nadal w sferze
rozwazan teoretycznych i doswiadczen, jednak wska-
zuja, ze pole magnetyczne niskiej czestotliwosci (exter-
mely low freqency magnetic field - ELF-MF) moze
powodowac wzrost wytwarzania RFT i rozwoj stresu
oksydacyjnego w réznych narzadach (12-14). Dotych-
czasowe badania potwierdzaja réwniez mechanizm
rodnikowy wptywu poél magnetycznych stalych i sie-
ciowych na organizmy zywe (15).

Organizmy zZywe majace kontakt z tlenem wytwo-
rzyly wiele mechanizméw obronnych chronigcych je
przed dzialaniem wolnych rodnikéw, np. utrzymywa-
nie na stalym poziomie antyoksydantéw, m.in. glu-
tationu. Jedna z funkgji glutationu jest utrzymywanie
grup tiolowych bialek w stanie zredukowanym (7).
Opublikowane wyniki badan pokazuja, Ze ocena za-
wartoéci grup tiolowych jest lepszym wskaznikiem
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stresu oksydacyjnego niz pomiar catkowitego statusu
oksydacyjnego (16).

Celem niniejszej pracy jest ocena wptywu pola ma-
gnetycznego niskiej czestotliwosci (ELF-MF), o najcze-
$ciej stosowanych parametrach w magnetoterapii, na
zawarto$¢ biatka catkowitego i grup -SH w komorkach
watroby zwierzat doswiadczalnych w zaleznosci od
czasu narazenia na to pole.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 3-4-miesiecz-
nych szczurach rasy Spraque-Dawely, wyhodowanych
w zwierzetarni Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Zwierzeta przebywaly w warun-
kach standardowych, tj. przez 14 godzin w oswietleniu
sztucznym i 10 godzin w ciemno$ci, w temperaturze
pokojowej. Szczury znajdowaly si¢ w typowych klat-
kach po 5 sztuk, karmione byty pasza granulowang dla
gryzoni Murigran i woda ad libitum. Przed doswiad-
czeniem zwierzeta byly aklimatyzowane w wyzej opi-
sanych warunkach przez 1 tydzien.

Zwierzeta losowo podzielono na 3 grupy badawcze:

I grupa (N = 7) - kontrolna, zwierzgta niepodda-

ne dzialaniu pola magnetycznego niskiej czestotli-

wosci, przebywajace w tych samych warunkach jak
grupy zwierzat badanych,

II grupa (N =7) - zwierzeta poddawane dziataniu pola

magnetycznego o czestotliwosci wynoszacej 40 Hz,

indukcji — 7 mT i czasie ekspozycji — 30 min/dzien
przez 2 tygodnie,

IIT grupa (N = 7) - zwierzeta poddawane dzialaniu

pola magnetycznego o czestotliwosci 40 Hz, in-

dukcji - 7 mT i czasie ekspozycji — 60 min/dzien
przez 2 tygodnie.

Zwierzeta narazone byly na dzialanie pola magne-
tycznego zawsze o tej samej porze dnia, tj. w godzinach
7:00-9:00, z zachowaniem stalej kolejnosci ekspozycji.
Podczas badania zwierzeta umieszczano w plastiko-
wych pojemnikach, ktére nie ograniczaly poruszania
sie, we wnetrzu typowego aplikatora bedacego czescia
zestawu stosowanego do magnetoterapii. Pole ma-
gnetyczne jednorodne generowane bylo przez aparat
typu Magnetronic MF-10 (prod. Elektronika i Elek-
tromedycyna, Otwock), umozliwiajacy ustawienie
parametréw pola magnetycznego. Zastosowane para-
metry s3 najczesciej wykorzystywanymi w magneto-
terapii (11).

Po ostatniej ekspozycji zwierzeta usypiano dawka
letalng pentobarbitalanu (100 mg/kg m.c.). Fragment

tkanki watroby pobierano natychmiast po eutanazji,
przeplukiwano ozigbionym roztworem soli fizjologicz-
nej w celu usuniecia nadmiaru krwi, a nastepnie szyb-
ko suszono na bibule i zamrazano w -80°C do czasu
oznaczania stezenia bialka catkowitego i grup -SH.
Badania przeprowadzono za zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Lo-
dzi (decyzja nr 40/LB368/2007).

Analiza statystyczna, ktérag wykonano z wykorzy-
staniem programu ANOVA, obejmowata analiz¢ pod-
stawowych statystyk opisowych, testy jednorodnosci
wariancji i test t-Studenta dla préb niezaleznych.

Oznaczenie stezenia biatka
Bialko w homogenatach narzadéw oznaczono metoda
Lowry’ego (17) z wykorzystaniem aparatu Ultraspec III
(prod. Pharmacia LKB, Wielka Brytania). Probke 50 mg
homogenizowano w 2 ml 1,15% chlorku potasu (potas-
sium chloride — KCI). Przed przystgpieniem do badan
przygotowano odczynniki niezbedne do oznaczenia:
odczynnik A - 2% weglanu sodu (sodium carbona-
te - Na,CO,) w 0,1 M wodorotlenku sodowym (so-
dium hydroxide - NaOH),

odczynnik B - 0,5% siarczanu miedzi (Copper(II)

sulfate - Cu,SO,) x 5H,O w 1% cytrytnianie sodu,

odczynnik C: 50 ml odczynnika A i 1 ml odczyn-

nika B,

odczynnik D: 1 cze$¢ odczynnika Fohlina-Ciocal-

Iteu i 2 cze¢sci wody dejonizowane;j.

Do 2 ml odczynnika C dodawano 0,4 ml homoge-
natu, mieszano i inkubowano 10 min w temperaturze
pokojowej. Do badanych prébek dodawano 0,2 ml od-
czynnika D, nastgpnie mieszano i inkubowano w tem-
peraturze pokojowej. Probe slepa wykonano tak jak
proby badane, ale zamiast roztworu zawierajacego bial-
ko dodawano 0,4 ml 0,9% chlorku sodu (sodium chlo-
ride - NaCl). Absorbancje préby slepej odczytano przy
dlugosci fali 750 nm. Stezenia biatka obliczono wedtug
réwnania regresji:

y = 275,23x+7,1388 ug/ml (1]

gdzie:
y - stezenie biatka w pg/ml,
X — natezenie emisji przy A = 750 nm w jednostkach arbitralnych.

Whasciwe stezenie biatka odczytywano z krzywej
wzorcowej dla albuminy wotowej, z ktérej wykonane
byly roztwory o stezeniu: 250, 200, 150, 100, 50, 25,
12,5, 10,5 pug/ml.
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Oznaczenie stezenia wolnych grup -SH

Do oznaczenia stezenia wolnych grup -SH w tkan-
kach wykorzystano kolorymetryczng metode Ellma-
na (18). Polega ona na pomiarze absorpcji zreduko-
wanych grup tiolowych (-SH) potaczonych z DTNB
(5,5-dithio-bis-nitrobenzoic acid — kwas 5,5-ditio-bis-
-2-nitrobenzoesowy). Skrawki watroby (50 mg) homo-
genizowano w 20 objetosciach 6-procentowego kwasu
tréjchloroctowego (trichloroacetic acid - TCA) w tem-
peraturze 0°C, a nastepnie homogenat odwirowywano
przez 20 min w temperaturze 4°C.

Stezenie wolnych grup -SH mierzono spektrofo-
tometrycznie aparatem Ultraspec III (prod. Pharma-
cia LKB, Wielka Brytania). W tym celu do 0,5 ml su-
pernatantu dodano 0,5 ml 0,3-molowego wodorofos-
foranu sodu (sodium hydrogen phosphate - Na,HPO,)
oraz 0,5 ml 0,04% DTNB, rozpuszczonego w 10-pro-
centowym roztworze cytrynianu sodu. Dodawane
odczynniki byty zimne, przechowywane w temperatu-
rze 0°C. Absorbancje powstalego roztworu mierzono
przy fali o dtugosci 420 nm. Stezenie grup —SH oblicza-
no na podstawie réwnania regresji 2. Wszystkie probki
analizowano podwdjnie:

Y =241,945(x-x )-0,2998 2]

gdzie:

Y - stezenie wolnych grup —-SH wyrazone w pmol/l,

X — natezenie emisji przy A = 412 nm w jednostkach arbitralnych,
X, - natezenie emisji probki kontrolnej przy A = 412 nm wyrazo-
ne w jednostkach arbitralnych.

WYNIKI

Wyniki przedstawiono na rycinach 1 i 2. Narazenie
szczuréw na pole magnetyczne o parametrach 40 Hz,
7 mT przez 30 min/dzien i 60 min/dzien przez 2 ty-
godnie powodowalo istotny wzrost stezenia wolnych
grup -SH w poréwnaniu z wynikami grupy kontrol-
nej (p < 0,001). Réwniez stezenie biatka w homoge-
nacie watroby uleglo podwyzszeniu w odniesieniu do
grupy kontrolnej i ta zmiana byta istotna statystycznie
(p < 0,001). Nie wykazano istotnej zalezno$ci miedzy

grupa Il a grupa I11.

OMOWIENIE

Efektem tlenowego metabolizmu komoérkowego sg re-
akcje oksydacyjne w biatkach, ktére moga by¢ nasila-
ne w wyniku oddzialywania czynnikéw szkodliwych
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Stezenie —SH /—SH concentration [um]

T T
| Il I
kontrolna 30 min/dzien 60 min/dzien
control 30 min/day 60 min/day
(N=7) (N=7) (N=7)

Grupa badana / Study group

*p < 0,001 vs kontrola / * p < 0.001 vs. control.

Ryc. 1. Stezenie grup —~SH w grupie kontrolnej i po ekspozycji
na pole magnetyczne 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzien i 60 min/dzien
przez 2 tygodnie

Fig. 1. The concentration of -SH groups in the control group
and after exposure to magnetic field of 40 Hz, 7 mT, 30 min/day,
and 60 min/day for 2 weeks
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Biatko catkowite / Total protein [pg/ml]

T T
| Il 1l
kontrolna 30 min/dzien 60 min/dzien
control 30 min/day 60 min/day
(N=7) (N=7) (N=7)
Grupa badana / Study group

*p < 0,001 vs kontrola / * p < 0.001 vs. control.

Ryc. 2. Stezenie biatka calkowitego w grupie kontrolnej

i po ekspozycji na pole magnetyczne 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzien

i 60 min/dzien przez 2 tygodnie

Fig. 2. The concentration of total protein in the control group
and after exposure to a magnetic field of 40 Hz, 7 mT, 30 min/day,
and 60 min/day for 2 weeks

(np. zewnetrznego pola magnetycznego). Gromadze-
nie si¢ produktéow biatkowych moze powodowac upo-
sledzenie funkcji komoérki. Uszkodzenia oksydacyjne
grup -SH prowadzg do wielu zaburzen transmiteréw
i enzymow oraz zmiany przepuszczalno$ci bton komor-
kowych. Grupy tiolowe bialek pozostaja w réwnowadze
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z grupami tiolowymi glutationu, ktérego funkcja jest
utrzymanie grup —-SH w stanie zredukowanym (6,18).

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowa-
no, ze pole magnetyczne niskiej czestotliwosci o pa-
rametrach 40 Hz, 7 mT oraz czasie dzialania 30 min
i 60 min/dzien przez 2 tygodnie powoduje podwyzsze-
nie w homogenatach tkanki watroby szczuréw stezenia
biatka i wolnych grup -SH. Uzyskane wyniki dotycza
codziennej 30- i 60-minutowej ekspozycji na dziatanie
pola magnetycznego.

Podwyzszone stezenie biatka i wolnych grup sulthy-
drylowych moze wskazywac na zwigkszenie zdolnosci
antyoksydatycyjnej w obrebie tkanki watroby szczura.
Podobne wyniki badan uzyskano w badaniu, w ktérym
narazenie na dzialanie pola magnetycznego powodo-
walo wzrost stezenia wolnych grup sulthydrylowych
w tkance mie$nia poprzecznie prazkowanego (19).
Ostatnie badania autorek niniejszej publikacji wykaza-
ty réwniez wzrost stezenia glutationu w homogenatach
z mie$nia poprzecznie prazkowanego (20).

W warunkach fizjologicznych komorki charakte-
ryzuja sie zdolnoscia do stalej endogennej produkcji
wolnych rodnikéw (21). Ich niewielkie stezenie umoz-
liwia prawidlowe funkcjonowanie komorki i wiaze sie
z utrzymaniem homeostazy redox (22,23).

Fizjologicznie wzrost stezenia wolnych rodnikéw
uruchamia mechanizmy antyoksydacyjne (2,24). Orga-
nizm broni sie przed szkodliwym dziataniem wolnych
rodnikéw tlenowych za pomoca systemu enzymatycz-
nego i nieenzymatycznego. Naleza do niego witaminy
(A, E i C), dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, gluta-
tion i peroksydaza glutationu (23).

Cechg charakterystyczng glutationu jest obecnos¢
grupy —-SH, od ktérej zalezy biologiczna funkcja gluta-
tionu. Wykazano, ze grupy —-SH naleza do najbardziej
reaktywnych grup chemicznych wystepujacych w ko-
morce (25,26). Mechanizmy antyoksydacyjne zaleza
m.in. od obecnosci zwigzkow zawierajacych wolne gru-
py -SH (1), a w przeprowadzonym badaniu uzyskano
podwyzszone stezenia grup —SH. Chater (27), stosujac
stale pole magnetyczne, zaobserwowal wzrost stezenia
utlenionego i zredukowanego glutationu w watrobie, co
moze wskazywac na jego ochronng role przed skutka-
mi dziatania pola magnetycznego.

WNIOSKI

Obecne wyniki sugeruja, ze ekspozycja na pole ma-
gnetyczne stosowane w magnetoterapii prowadzi do
rozwoju mechanizméw adaptacyjnych. Celem jest

utrzymanie réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej or-
ganizmu. Zmiana stgzenia badanych parametréw nie
zalezy od czasu ekspozycji na pole magnetyczne niskiej
czgstotliwosci.
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