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ABSTRAKT

Cilem této studie je porovnat in vitro Gcinek zéareni Helium-Neonového (He-Ne) laseru na
Zivotaschopnost, adherenci a fagocytickou aktivitu polymorfonuklearl (PMN) a monocytd (MO). Rovnéz
byla zkoumana a INT testem vyhodnocovéna Groveri metabolickych procesu ve fagocytujicich krevnich
burikdch. Pro vyhodnoceni adherence leukocytl jsme pouZili MacGregorlv test. Fagocytickd aktivita
byla zkoumana klasickou metodou za pouziti mikrosférickych hydrofilnich ¢astic (¢astice HEMA). He-Ne
laser v malych davkach (< 0,8 J) zvySuje adherenci leukocytd, adherence leukocytt po vy$sich davkach
zéteni (> 1,2 1) je snizend. Ucinky laseru na fagocytickou aktivitu obou typl krvinek,
polymorfonukledri a monocytl, je podobnda. Nizkd davka laserového zareni zvyduje fagocytickou
aktivitu a po vyssi davce laserového zareni se fagocyticka aktivita snizuje. Stejné tak zmény Urovné
metabolickych procesd ve fagocytujicich bufikdch jsou velmi podobné zmé&ndm fagocytické aktivity.
Zivotaschopnost bilych krvinek, zkoumanych po vy$si davce laserového zareni, postupné klesa.

uvobD

Fagocytické buriky, polymorfonukledry a monocyty, hraji kliCovou roli v nespecifické imunité. Z tohoto
pohledu byla studovan vliv laserového zareni. V literature existuje mnoho informaci o vztahu laserového
zareni a reakce imunitniho systému. ProtoZe si tyto informace Casto odporuji, bylo cilem této studie
vyhodnodit in vitro Ucinek zareni He-Ne laseru na zivotaschopnost, adherenci a fagocytickou aktivitu
polymorfonukledri a monocytl, stejné tak jako zhodnotit Urove’ metabolickych pochodl ve
fagocytujicich krevnich burikach.

METODA

Experiment jsme provedli se 240 krevnimi vzorky od 10 kralik{, stiibroSedych kizencl obou pohlavi o
primérné vaze 3600 + 450 g.




Krevni vzorky byly odebrany z veny marginalis. Jako antikoagulant jsme pouzili Heparin Spofa (15 j/ml
krve).

Bunécna zivotaschopnost byla zkoumana jednoduchou metodou podle Hankse a Wallace, zalozenou na
rozdilné propustnosti bunéc¢né membrany pro trypanovou modrf v zivych a mrtvych bunkéch.

Pro posouzeni adherence leukocytd byla pouZita MacGregorova metoda, upravena dle K. T. Catese.
Nezkoagulovana krev se vstfikne do sklenénych trubic (Pasteurovy pipety) o vnitfnim priméru 5 mm a
necha se v pokojové teploté protéci pres 15 mm vysoky sloupec nylonového vidkna o vaze 50 mg (LP-1
Leuko-Pak Leukocyte Filter). Kazdy vzorek je posuzovan ve tfech trubicich. Adherence je urlena
porovnanim poctu leukocytl v krvi, kterd prodla nylonovym adherenénim sloupcem, s poctem
leukocytl, ktery byl zjistén v krvi pred pokusem. Posuzujeme celkovy pocet leukocytl a rdizné krevni
obrazy.

Fagocyticka aktivita leukocytl byla stanovena klasickou rutinni metodou substrakce fagocytickych
bunék z krevniho ndatéru. Pro objektivni testovani fagocytické aktivity byly pouzity mikrosférické
hydrofilni ¢astice.

Urover metabolickych procesd ve fagocytujicich krvinkéch byla posuzovana INT testem, ktery posuzuje
u fagocytl tetrazolium - reduktazovou aktivitu. INT test nepiimo zjisti nékteré metabolické d&je, k nimz
dochazi ve fagocytujicich bunkach a které jsou spojeny s fagocytovanym krvinkovym materidlem
(zymosane). Sdl tetrazolia je umélym pFijemcem vodiku (ktery je uvolfiovdn z NADH pies NADH-
oxidadzu) a redukuje se na zbarveny formazan. Mnozstvi vzniklého formazanu, t. j. mira aktivity
reduktézy leukocytl, je vyhodnocovéna fotometricky (485 nm).

Véechny vy$e uvedené funkéni parametry leukocytd byly hodnoceny pred ozéfenim laserem (kontrolni
skupina) a po ozareni. Doba expozice laserovému zareni byla 5 s (0,2 J), 10 s (0,.4 J), 20 s (0,.8 J), 30
s(1,.21),a60s(2,.41J).

Pro ozafovani jsme pouzili He-Ne laser s vykonem 40 mW.

Véechny ziskané vysledky byly podrobeny statistickému vyhodnoceni (byl pouZit neparovy Studentliv
test).

VYSLEDKY

Adherenci leukocytl v nasi studii jsme provadéli tak, jak je popsdno v metodické &asti. Test byl
proveden na vzorcich ozafenych a neozarenych krvinek.

Adherence leukocytl po ozaFeni laserem se zménila. Adherence leukocytll po 5, 10, 20 a 30 sekundach
expozice laserovému zareni se zvysila (o 15,9 %), ale vSechny tyto zmény byly na hranici statistické
vyznamnosti. Snizeni adherence leukocytd po 60 sekundadch laserového zafeni bylo statisticky
vyznamné (p < 0.02). (Obr. 1).
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Obr. 1 - Adherence leukocytd

K = Celkovy pocet leukocytl v periferni krvi pokusnych krélik{. Pocet leukocytl v krvi po
prichodu adherenénim nylonovym sloupcem, k = pied ozafenim laserem, 5s (0.2 1), 10 s
(0.4 J), 20 s (0.8 1), 30 s 1.2 J), 60 s (2.4 1) = po Case ozareni laserem. Adherence
leukocytl po 5, 10, 20 and 30 s ozafovani laserem se zvysila (15,9 %), ale v3echny tyto
zmény byly na hranici statistické vyznamnosti.

Adherence polymorfonuklearl byla vyrazné zvysend po 20 sekundovém ozareni laserem o 25,9 % (p <
0,02). Adherence PMN po 60 sekundach laserového zareni se snizila na uUroven adherence PMN v
kontrolni skupiné (Obr. 2).
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Obr. 2 - Adherence polymorfonukleart (PMN)
K = celkovy poéet PMN v periferni krvi pokusnych kralikd. Po¢et PMN v krvi po prichodu




adherencnim nylonovym sloupcem, k = pred ozarenim laserem, 5 s (0.2 J), 10 s (0.4 J),
20 s (0.8 1), 30 s 1.2 1), 60 s (2.4 J) = po dobé laserového zareni. Adherence PMN byla
vyrazné zvysSena po 20 s laserového zareni (25,9 %) (p < 0,02).

Laserové zareni neovlivnilo vyraznym zplsobem adherenci lymfocytd (Obr. 3).
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Obr. 3 - Adherence lymfocytd

K = celkovy pocet lymfocytl v periferni krvi pokusnych kralikd. Poet lymfocytl v krvi po
prichodu adherenénim nylonovym sloupcem, k = pred ozafenim laserem, 5 s (0.2 J), 10 s
(0.4 1), 20 s (0.8 1), 30 s 1.2 1), 60 s (2.4 1) = po dobé laserového ozareni. Laserové
zaFeni neovlivnilo podstatné adherenci lymfocytl

Ozareni He-Ne laserem meélo vliv na fagocytickou aktivitu PMN a rovnéz MO. Nizké davky laserového
zafeni zvysily fagocytickou aktivitu v obou typech leukocytd. Maximalni zvySeni fagocytické aktivity
PMN mohlo byt naméfeno po 5 sekundach ozafovani, fagocytickd aktivita PMN byla vyrazné (p < 0.05)
zvysSena o 10,8 %. (Obr. 5).

Fagocytic aktivita monocytl po nizkych davkach laserového zareni byla vy3$i neZ fagocytickd aktivita
PMN, o 22 % (p < 0,02). Postupné zvysovani davky zareni snizilo stimulac¢ni Ucinek laserového zareni
na fagocytickou aktivitu jak PMN tak i MO. Fagocyticka aktivita u obou fagocytujicich bunék, MO a PMN,
po 60 sekundéach laserového zareni poklesla na Uroven fagocytické aktivity kontrolni skupiny (Obr. 4).
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Obr. 4 - Fagocyticka aktivita monocytti in vitro

K = fagocytdza pred ozarenim laserem, 5 s (0.2 J), 10 s (0.4 J), 20 s (0.8 J), 30 s 1.2 ]),
60 s (2.4 J) délka ozareni laserem. Fagocyticka aktivita MO po nizkych davkach
laserového zareni se zvysila o vice nez 0 22 % (p < 0,02)

e phagocytesis []

il —

aF
F 1
":E; o | -«
F !
T ?l 1
4 i [ B b 5
[W: ! ]
0 L] I _j
REES R
3 N J
;ﬂli ‘ [ | | -
[ L |
S ‘ | |
.,dr! : [ | 1
o o 1
R e
X % B MW s 6
3.2 B4 .3 L7 B

Obr. 5 - Fagocyticka aktivita PMN in vitro
K = fagocytdza pred ozarenim laserem, 5 s (0.2 J), 10 s (0.4 J), 20 s (0.8 J), 30 s 1.2 J),
60 s (2.4 J) = po dobé& ozéreni laserem. Nejvyznamé&jsi rlst fagocytické aktivity PMN byl
naméren po 5 s ozafovani (10,8 %, p < 0.05).




Oba funkéni parametry leukocytll, které jsme studovali, jejich adherence i fagocytickd aktivita, se
zvySovaly po malych dévkach laserového zareni.

V souladu s modifikaci adherence a fagocytické aktivity bilych krvinek po ozareni laserem INT test,
ktery sledoval zmény v metabolické aktivité fagocytujicich bunék, rovnéz ukdazal znatelné zvySeni
produkce formazanu v bilych krvinkach, které byly vystaveny nizSim davkam laserového zareni.
Nejvétsi zvyseni tvorby formazanu mohlo byt sledovano v krevnich vzorcich, které byly ozareny na 20
sekund (o 137 %). Tyto zmény byly na hranici statistické vyznamnosti. Pfi zvySovani davek laserového
zareni tvorba formazanu postupné klesala (Obr. 6).
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Obr. 6 - Intenzita metabolickych zmén fagocytujicich bilych krvinek

K = hodnoty testu INT u bilych krvinek pred ozafenim laserem, 5 s (0.2 J), 10 s (0.4 J),
20 s (0.8 1), 30 s 1.2 1), 60 s (2.4 J) = Po dobé& ozéreni laserem. Nejvétsi narlst tvorby
formazanu mohl byt pozorovan v krevnich vzorcich ozafovanych po 20 s (137 %), 5s (0.2
J),10s(0.413),20s(0.81),30s1.21),60s (2.41) = po dobé ozareni laserem.

V pribé&hu vizuélniho vyhodnocovani fagocytické aktivity jsme mohli sledovat e mnoho leukocytli, PMN
a MO bylo poskozeno. Rovnéz jsme mohli pozorovat mnoho forem leukocytl, které Netousek nazyva
krevni nebo bunéc¢né stiny.

Z tohoto dlvodu jsme provedli vyhodnoceni Zivotaschopnosti buné&k. Celkovy pocet bilych krvinek ve
vSech experimentdlnich skupinach po ozareni laserem se snizil, ale az po 60 sekundach ozafovani bylo
snizeni Zivotaschopnosti leukocytl statisticky vyznamné (p < 0,02). (Obr. 7).
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Obr. 7 - Zivotaschopnost leukocytii in vitro vyjadiena v %

Levy sloupec = Zivotaschopnost leukocytll testovana okamzité po ozéfeni laserem. Pravy
sloupec = Zivotaschopnost leukocytl testovanad 2 hodiny po ozéafeni laserem. K = pred
ozarenim laserem, 5 s (0.2 1), 10 s (0.4 J), 20 s (0.8 1), 30 s 1.2 1), 60 s (2.4 J) = doba
ozarovani laserem.

DISKUSE

Hodnoceni Zivotaschopnosti, adherence, fagocytické a metabolické aktivity fagocytujicich bilych krvinek
po ozareni laserem ukazalo, Ze vsSechny tyto funkéni parametry se zménily. Obecné lze Fici, ze
vystaveni niz§im davkam laserového zareni in vitro vyznamné zvysSilo adherenci (podle soucasnych
informaci v literatufe se ukazalo, e adherence neutrofilickych granulocytt k vaskularnimu endotelu je
jednim z ddleZitych faktorl, které maji vliv na zanétlivou reakci ve vdech jejich fazich; adherence
neutrofild je prvnim zékladnim krokem fagocytézy), stejné jako fagocytickou aktivitu a metabolickou
aktivitu PMN a MO. Vystaveni vétsim davkadm laserového zafeni (2,4 J a vice) zménilo vSechny tyto
funkéni vlastnosti PMN a MO; Zivotaschopnost, adherence a fagocyticka aktivita byly vyrazné snizeny (p
< 0,02).

Informace v literature vysvétluji Ucinek laserového zareni na Zivé biologické subjekty jako vysledek
komplexniho plsobeni termdlnich a fotochemickych slozek laserového svétla (u He-Ne laseru neni
termalni slozka pritomna). Vysledny efekt je zdavisly na dobé vystaveni tomuto zafeni. Stimulativni
G¢inek mdze byt patrné spojovan s reversibilnimi funkénimi zmé&nami v bufikach, napf. se zvysenim
enzymatické aktivity nebo se zménami vlastnosti plasmatické membrany (napf. permeabilita
plasmatické membrany). Na druhé strané inhibi¢ni efekt ma co do cinéni s morfologickymi zménami,
které maji nevratny charakter.

Navzdory vsi souCasné literature je vysvétleni stimulativniho U¢inku laseru velmi obtizné a terapeutické
vyuziti stimulujiciho laserového zareni ma stale empiricky charakter.
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