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Analyza krvi a proteému krvnej plazmy neoZiarenych a oZiarenych
potkanov pouzZitim nizko-intenzivneho lasera
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Pozitivny Gcinok laserového Ziarenia na Zivé tkaniva je dokdzany vo viacerych Stddidch. V nasej prici sme sa
zaoberali zmenami v zloZeni krvi a zmenami v proteéme krvnej plazmy potkanov po aplikacii laserového Ziarenia. Na
vyskum sme pouZili potkany rodu Wistar z ktorych jedna skupina tvorila kontrolnid vzorku (neoZarované potkany).
Druhd skupinu potkanov sme pocas 9 dni oZarovali laserom (vinovd diZka 830 nm, vykon 450 mW a davkou 10 J.m?).
Po ukonceni experimentu sme im odobrali vzorky krvi zo srdca a ndsledne sme uskutocnili hematologické testy. Tieto
testy preukdzali, Ze u oZarovanych potkanov boli zvysené hodnoty leukocytov zo 7,06 x 10°%/L na 9,21 x 10%/L
v porovnani s neoZiarenymi potkanmi. Lymfocyty, ktoré tvoria jednu z podskupin leukocytov vzrastli pri oZarovanych
potkanoch o viac ako 54 %. Okrem hematologickych testov sme vykonali aj proteomicku analyzu krvnej plazmy, kde
sme zistili zvysend pritomnost’ imunoglobulinov gamma (IgG) v oZarovanych vzorkdch. Pravdepodobnou pricinou
zvydenia leukocytov a imunoglobulinov po aplikacii laserového Ziarenia je zvy$enie obranyschopnosti organizmu.

Leukocyty rovnako ako imunoglobuliny su totiz délezité zloZky imunitného systému.
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Uvod

Vzorky krvi predstavuju vynikajuci model pre
Stddium jednotlivych fudskych orgdnov a interakcii
krvnych komponentov po aplikacii Ziarenia. Bunkové
zloZzky krvi sa relativne lahko izoluji [15]. Okrem
bunkovych elementov krv obsahuje aj nebunkovi
zlozku tzv. plazmu. Plazma je bohatym zdrojom
proteinov, ktoré sa podiefaji na délezitych funkcidch
v tele. Proteinovy profil plazmy kolise s fyziologickymi a
patologickymi podmienkami [1]. Kvdli 3irokému
dynamickému rozsahu abundantnych proteinov je
proteinovy profil krvnej plazmy naroény na analyzu [8].
Plazma obsahuje mnozstvo proteinov v Sirokom
koncentraénom rozsahu. NajcastejSie pouzivanou
technikou pre separaciu takéhoto komplexu zmesi
proteinov je dvojdimenziondlna gélova elektroforéza (2
DE) [2,5,14]. Elektroforéza spolu s hmotnostnou
spektrometriou predstavuju zakladné metody
proteomického vyskumu.

Laserové technolégie boli skimané celé desatrodia
a pozitivny Géinok lasera na organizmus je preukdzany
mnohymi klinickymi a tieZz experimentalnymi Stidiami
[3,13,16]. AvSak tieto Stadie neposkytuji presné
informéacie o vplyve laserového Ziarenia na molekulovej
Urovni [4]. Mechanizmus G¢inku laserového Ziarenia je
spojeny so schopnostou bunky absorbovat fotén, a
premenit energiu na adenozintrifosfat (ATP). ZloZky
buniek, ktoré maju schopnost absorbovat fotény sa
nazyvaju chromoféry alebo fotoakceptory. Nachadzaju
sa v mitochondridch a bunkovej membrane [9].
Zrychfovanim stimuldcie produkcie ATP, dochédza
k zvySenej podpore delenia buniek a bunkovej mitdze.

Tieto procesy poukazujl na biostimulaény Ucinok
lasera. Laserové Ziarenie podporuje okrem iného aj
hojivy proces [6] a zlepSuje prirodzené obranné
mechanizmy, tak Ze dochadza k aktivacii imuno-
komplexnych systémov T aB lymfocytov [10].
V Studidch Mokmeli a kol. [12], alebo Fenyo [7] sa
uvadza, Ze B-lymfocyty, ktoré produkuji proteiny
humordlnej imunity, s spolu s T-lymfocytmi
aktivované laserovym Ziarenim. Okrem produkcie
interleukinov sa pozoroval aj narast poétu pomocnych
T-lymfocytov v rdmci ich subpopuldcie. SG to Th
lymfocyty, ktoré aktivuji B-lymfocyty k produkcii
protildtok. Tymito zisteniami je mozné Ciastocne
vysvetlit moduldciu humorélnej odpovede. Laserové
Ziarenie tymto spdsobom ovplyviiuje sérové hladiny
imunoglobulinov, pricom bol pozorovany predovSetkym
narast koncentracie proteinov IgM, IgA a IgG. Mester
[11] uvadza, Ze hodnoty sledovanych proteinov (IgG,
IgA, IgM) namerané pred a po ozarovani vzrastli. Zatelli
a kol. [18] zistil vo vzorkach séra po aplikacii laserom
narast imunoglobulinov 1gG (35 %), IgA (29 %) a IgM
(49 %).

Cielom tejto Stadie bolo popisat (éinok nizko-
intenzivneho lasera (830 nm, 450 mw, 10 J.m?)
na zaklade hematologickych testov krvi a proteomickej
analyzy krvnej plazmy oZiarenych a neoziarenych
potkanov rodu Wistar.

Metédy

Na experiment sa pouzili dospelé samce potkanov
rodu Wistar z jedného vrhu. Jedince boli chované
za Standardnych podmienok pri izbovej teplote 20-
22 °C. Bol im umoZneny volny prijem tekutin a potravy.
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Podmienky a vykon experimentu zodpovedali
poZiadavkdm na ochranu zvierat pouzivanych na
pokusné a iné Ulely v stlade s paragrafom 8 NV SR &.
23/2009 Z.z. Experiment bol schvéleny Etickou
komisiou na LF UPJS.

Experimentdlny protokol. Potkany v experimente
boli rozdelené do dvoch skupin. Prva skupinu tvorili
neozarované potkany a predstavovali kontrolnd vzorku
(pocet zvierat = 2). Potkany z druhej skupiny boli
ozarované rovnomerne z dorzdlnej strany 3x30 minut
denne v rovnomernych intervaloch po dobu 9 dni
laserom s vinovou dizkou 830 nm a vykonom 450 mW
(polet zvierat = 2). Na zaver experimentu boli uspaté
hibokou anestézou ketaminu v kombinacii so xylazinom
a vzorka krvi sa odobrala zo srdca. Krv sa vlozila do
skumavky s antikolagulantom (1 % Na,EDTA vo fyziolo-
gickom roztoku) a ndsledne sa centrifugovala 10 min
pri 2000 g a4 °C. Po centifugdcii sa rozdelila na
jednotlivé frakcie. Cielom naSich experimentov bola
horna frakcia krvi plazma.

Izolacia proteinov z krvi. K vzorke plazmy (200 pl)
sa pridal roztok 10 % kyseliny trichléroctovej v aceténe
(10 % TCA-acetdén) (800 pl) za Gcfelom vyzrazania
proteinov. Vzorka sa inkubovala pri -20°C 1 h.
Po inkubécii sa centrifugovala 5min pri 4 °C
a 14 000 g. Supernatant sa odsal a k peletu proteinov
sa pridal 1 ml aceténu na ich precistenie. Vzorka
proteinov sa inkubovala 1 h pri 4 °C. Nasledne sa
centrifugovala 5 min pri 4 °C a 14 000 g. Supernatant
sa odsal a pelet sa nechal vysusit

vo vakuovom koncentratore pri 37 °C 2 min. Proteiny

sa rozpustili v rehydrataénom roztoku obsahujlicom 7 M
mocovinu, 2 M tiomocovinu, 35 mM TRIS, 65 mM
ditiotreitol (DTT), 2 % CHAPS.

Dvojrozmernd gélova elektroforéza (2 DE). 125 pl
vzorky obsahujlceho 70 pg proteinov sa naniesli na
linedrne Imobilizované pH gradientové (IPG) pruzky 7
cm (pH 4-7), ktoré boli pasivne rehydratované cez noc
pri laboratérnej teplote. Na druhy defi boli prenesené
na platni¢ku izoelektrického fokusatora (IEF) a zaliate
minerdinym olejom. Podmienky fokusdcie boli 250 V 1
h, 4000 V 20h pri linedarnom gradiente. Po 21 h sa IPG
pruzky premyvali 10 min v prvom ekvilibraénom
roztoku obsahujicom (6 M mocovinu, 2 % SDS, 0,375
M Tris - HC| pH= 8,8, 20 % glycerol, 130 mM DTT). Po
10 minlitach sa premyvali v druhom ekvilibratnom
roztoku, ktorého zloZenie bolo totoZzné s prvym
ekvilibratnym roztokom len DTT sa nahradil
jodoacetamidom. IPG pruzky sa vloZili do agarozy,
ktord sa naniesla na 4 % Startovaci gél pozostavajuci z
(10 % peroxosiran amoniovy (APS), 0,5 M Tris = HCI
pH = 6,8, TEMED a bis - akrylamid). Proteiny sa
separovali na 12,5 % polyakrylamidovom gély, ktorého
zloZenie bolo totoZné so 4 % gélom len sa pouzil 1,5 M
Tris — HCI pH = 8,8. Separdcia proteinov sa uskutocnila
pri 400 mA a 200 V priblizne za 45 min na pristroji
mini- PROTEAN 3 cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Po
ukonéeni elektroforézy bol 4 % gél odstraneny a 12,5
% gél bol farbeny 1 h v Coomassie brilliant blue G-250.
Aby bolo moZné proteiny vizualizovat muselo sa
Comassie vymyt z gélu pomocou deionizovanej vody 3

krat potas 20 min. Potom sa gély oskenovali pomocou
denzitometra GS-800 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 2
DE proteinové mapy gélov sa analyzovali pouZitim
komeréného softvéru (PDQuest 2-D Analyzacny
Softwér, Bio-Rad laboratories, UK).

Digescia proteinov. Skvrny sa vyrezali z gélu a
preniesli sa do 500 ul skimaviek. Skvrny vyrezané
z gélu sa premyli 3 krat s 200 pl roztoku obsahujicom
50 % ACN/25mM hydrogenuhli¢itan aménny do odfar-
benia gélovych skvrn. Supernatant sa odstrénil a kisky
gélov sa pokryli 100 % ACN. Po niekolkych minutach
zbeleli a ACN sa odstranil. Gélové Skvrny sa vysusili na
vzduchu. Nasledne sa k nim pridalo 25 pl roztoku
obsahujliceho 12,5 pg trypsinu rozpusteného v 25 mM
hydrogenuhli¢itane aménnom. Po 60 min na lade sa
trypsinovy roztok, ktory sa neadsorboval do gélov
odstranil. Ku gélom sa pridal 25 mM hydrogenuhli¢itan
amonny (20 pl) a vzorky sa inkubovali 16 h pri 37 °C.
Vzorky sa centrifugovali pri 14 000 g pofas 5 min a
supernatant sa preniesol do 500 pl skimavky. Peptidy
sa extrahovali dvakrat pomocou 50 % ACN a 0,1 % TFA
(20 pl). Nasledne sa mieSali 30 min a centrifugovali pri
14 000 g potas 5 min. Vzorky sa zahustili na objem
10 pl.

Identifikacia proteinov pomocou MALDI-MS. Roztok
z extrahovanych peptidov bol zmieSany s roztokom
matrice (6 mg/ml kyseliny a-kyano-4-hydroxysko-
ricovovej v acetonitril/metanol/0.1 % TFA vo vode,
84/14/2 wv/v/v), v pomere 2:1, Zmes 1yl
peptidov/matrice bola aplikovand na ocefovd platfiu
a vyschnuta. Vzorky boli analyzované hmotnostnym
spektrometrom MALDI TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker
Daltonik, Nemecko). Spektra boli ziskané v reflektor
mdde v rozsahu 700 - 3500 Da. Hmotnostna kalibracia
bola vykonana pomocou PepCal (Bruker Daltonik,
Nemecko) standardu. Odaje boli vyhodnotené pomocou
Mascot algoritmu (Matrix Science Ltd, UK). Hmotnostné
spektrd peptidov boli porovnané s NCBIr databazou. Pri
hfadani boli pouZité tieto parametre: taxonémia Rattus
norvegicus (potkan), globalne modifikacie
Carbamidomethyl (C), variabilné modifikdcie oxidacia
(M), enzym trypsin, pofet maximalne vynechanych
Stepov 1, tolerancia chyby hmotnosti 100 ppm v MS a
0,3 Da v MS/MS made.

Vysledky a diskusia

V tejto Stidii sme pouzili samce potkanov Wistar,
z ktorych jedna skupina bola podrobend nizko-
intenzivhemu infratervenému laserovému Ziareniu (830
nm, 450 mW). Pozorovali sme stimulaény vplyv nizkoi-
ntenzivneho lasera na imunitny systém potkanov
spOsobeny narastom imunoglobulinu gamma v krvnej
plazme a narastom leukocytov vo vzorke krvi. Vzorky
krvnej plazmy boli separované pomocou 2DE
a identifikované hmotnostnym spektrometrom MALDI
MS. Vzorky krvi boli taktiez podrobené
hematologickému  vySetreniu  krvného obrazu a
diferencidlneho leukogramu. Vysledky naznaduju, Ze
vyuZitie proteomickych a hematologickych metéd ma
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perspektivne a opodstatnené miesto vo vyskume
vplyvu nizko-intenzivneho lasera na organizmus.

Z hematologickych testov krvi vyplyva, Ze hodnota
leukocytov u neoZarovanych potkanov teda nasej
kontrolnej vzorky bola 7,06 x 10°/L. Po oZarovani
dosiahli leukocyty hodnotu 9,21 x 10%/L. Ich pocet sa
zvysil o viac ako 30 %. Zvysili sa aj kvantitativne
hodnoty samotnych lymfocytov zo 4,85 x 10°/L na
7,48 x 10°%/L, ktoré tvoria jednu  z podskupin
leukocytov. Tento ndarast bol vyrazny a predstavoval
viac ako 54 %. Vzostup leukocytov u oZarovanych
potkanov je mozné vysvetlit tym, Ze laserové Ziarenie
podporuje prirodzené obranné mechanizmy organizmu.
Vysledky hematologickych testov vykazuji nepatrny
pokles v potte erytrocytov z9,01 x 10*%/L na
8,81 x 10'/L a mierny vzostup hemoglobinu z 156 na
159 g/L. Ztoho vyplyva, Ze pouzitim nizko-
intenzivneho lasera (830 nm, 450 mWw, 10 J.m?)
nedodlo k vyraznému zvyseniu hemolyzy krvi. Zmeny
vo vysledkoch nastali porovnanim kontrolnych potkanov
s ozarovanymi potkanmi aj v pripade krvnych dosticiek.
U ozarovanych potkanov sme sledovali ich pokles
z985 x 10°/L na 836 x 10%/L, ktory predstavoval
15 %. Pokles trombocytov  vplyvom  oziarenia
zaznamenali vo svojej $tudii aj Timimi a kol. [17] (tab.
1.3

Tab. 1 Porovnanie vysledkov hematologickych testov
ozarovanych (I) a neozarovanych potkanov (C).
Zvyraznené hodnoty predstavuju najvyznamnejSie zmeny,
ktoré nastali v krvi oZarovanych potkanov v porovnani
s kontrolnymi potkanmi.

1 c
WBC (x 10°/L) 9,21 7,06
RBC (x 10'%/L) 8,81 9,01
HGB (g/L) 159 156
HCT 0,468 0,459
MCV (fl) 53,1 50,9
MCH (pg) 18 17,3
MCHC (g/L) 340 340
PLT (x 10°/L) 836 985
RDW-SD (fl) 31 29,9
RDW-CV 0,184 0,189
PDW (fl) 8,5 8,6
MPV (fl) 7,7 7,8
P-LCR 0,066 0,073
PCT 0,0064 0,0076
Lymf (x 10°/L) 7,48 4,85
Neut (x 10%L) 1,28 1,71
Baz (x 10%L) 0,01 0,00
Mon (x 10%/L) 0,33 0,4
Eo (x 10°%L) 0,11 0,1

Zistili sme taktieZ kvantitativne zmeny IgG v krvnej
plazme oZarovanych potkanov v porovnani
s neozarovanymi  potkanmi  (obr. 1). Ziskané
kvantitativne hodnoty boli merané v jednotkach
(OD"plocha), kde OD (optickd hustota) je signal
intenzity jedného pixelu a plocha predstavuje
ohrani¢ent plochu celkového poctu pixelov jednej

gélovej $kvrny. Pomocou kvantitativneho pomeru
proteinov oziarenych/neozZiarenych potkanov I/C sme
urcili o akl hodnotu sa zvysilo alebo zniZzilo mnoZstvo
proteinov v oZiarenej/neoZiarenej vzorke krvnej plazmy
(tab. 2). Zvysledkov vyplyva, Ze mnoZstvo IgG
pésobenim lasera vzrastlo priblizne 2-ndsobne.
Zvysenie koncentracie retazcov imunoglobulinov je
s najvdésou pravdepodobnostou spojené s narastom
poftu samotnych Iymfocytov. Imunoglobuliny su
produkované B-lymfocytmi. Z uvedenych vysledkov
vyplyva, Ze vysledky proteomickej analyzy koreluju
s hematologickymi testami, kde sa pozorovali vyrazné
zmeny v pofte niektorych bielych krviniek, ¢o
potvrdzuje vplyv laserového ziarenia na imunitu.

Obr.1 Kvantitativne porovnanie izoforiem (1-7)
imunoglobulinu gamma neoZiarenych potkanov (C)
s oZiarenymi (I) pomocou programu PDQuest (Bio-Rad,
Laboratories USA)

@ (C) @ ©) )

Tab. 2 Kvantitativne zmeny imunoglobulinu gamma.

Kvantitativne porovnanie Imunoglobulinu gamma
u neoziarenych/oZiarenych (C/D) potkanov pomocou
nameranych hodnét optickej hustoty (OD*plocha)
neoZirend oZiarena
vzorka vzorka
protein izoforma © o ??Tg‘;
(OD"plocha) | (OD"plocha)
1 1,54 3,44 2,23
2 5,15 8,97 1,74
3 4,62 11,33 2,45
Imuno-
globulin 4 1,77 4,04 2,28
gamma
5 5,48 10,60 1,93
6 3,24 19,73 6,09
7 3,77 6,49 1,72

Stadium  protedmu umoZfiuje omnoho  Sir&ie
vySetrenie fyziologickych zmien nez bezné biochemické
metody. Proteiny a ich $tidium nadobidaji ¢oraz vacsi
vyznam nielen vo vyskume v patologickych a
fyziologickych procesoch, ale aj v ramci diagnostiky
aterapie ochoreni. Stidium zmien, ku ktorym
dochéddza pri aplikacii laserového Ziarenia pocas nizko-
intenzivnej laserovej terapie, pomocou proteomickych
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metéd, pomdze pri hlbSom pochopeni pdsobenia

laserového Ziarenia na organizmus.

Summary

The positive effect of laser radiation on living tissue
is demonstrated in several studies. In our work we deal
with changes in composition of blood and changes in
the proteome of blood plasma of rats after application
of laser radiation. On the research we used rats of
Wistar family. One group of rats consisted of a control
sample (non-irradiated rat). Second group of rats we
irradiated by laser (wavelength 830 nm, power 450
mW and fluency 10 1.m?) during 9 days. After the
experiment we isolated them blood samples from the
heart. We performed hematological tests. These tests
demonstrated that irradiated rats were elevated
leukocyte count of 7,06 x 10° / L to 9,21 x 10%L in
compared to unirradiated rats. Lymphocytes, which
form one of the subsets of leukocytes increased in
irradiated rats more than 54 %. In addition to
hematological tests we performed a proteomic analysis
of blood plasma, where we found an increased presence
of gamma immunoglobulins (Ig G) in irradiated sample.
The probable cause of the increase of leukocytes and
immunoglobulins after application of laser radiation is
to increase the immunity of the organism. Leukocytes
as well as immunoglobulins are important components
of the immune system.

Tato Studia bola vypracovana s financnou podporou
projektu strukturalneho fondu EU ITMS : 26220220143
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