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Radioprotective effects of therapeutic laser

11: 453458, 2009
Zuzana Freitinger Skalicka, Zden¢k Hon, Leo$§ Navratil ISSN 1212-4117

Jiho¢eskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zdravotné socidlni fakulta, katedra radiologie
a toxikologie

Summary

Tonizing °Co gamma-radiation used in radiotherapy belongs to main exogenous sources of free radi-
cals, which can cause damage to healthy biomolecules and tissues. Free radicals are characterized by
unpaired electrons. In the presence of oxygen, a molecule of oxygen is immediately bound instead of
the unpaired electron, thus producing a peroxylic radical, which tends to get the missing electron
from the another compound with forming the other free radical. This chain reaction is discontinued
either by a bond of two radicals one to another or by a reaction with an antioxidant. After depletion
of the anti-oxidative protection, the ratio between reduced and oxidized glutathione in cells, which is
a sensitive parameter of the oxidative stress, decreases. The initial activity of main anti-oxidative en-
zymes — superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase is also of importance. Possibilities
of interactions of ionizing and non-ionizing radiation (therapeutic laser) are considered in works of
many foreign authors — for example different speed of the action of ionizing radiation itself in the
concomitant action of ionizing radiation and therapeutic laser. Therapeutic lasers demonstrably af-
fect cell organelles, membrane channels, nociceptors, mediators and cytokines. In clinical medicine,
there are obvious analgesic anti-inflammatory and immunostimulating effects and also effects on
healing of wounds. For the verification of the measure of the damage to the organism with ionizing
radiation and possible radioprotective effect of laser, superoxide dismutase was studied in CD1
strain mice, which were exposed to ©°Co gamma rays, therapeutic laser and their combination. Supet-
oxide dismutase is an enzyme making the superoxide radical non-harmful by its conversion to mo-
lecular oxygen and hydrogen peroxide, which can be furthermore decomposed by catalase or peroxi-
dase. The results demonstrated a statistically significant difference in the group exposed to laser in
combination with gamma rays 1.5 Gy compared with the other groups. Superoxide dismutase values
were statistically significantly reduced, which indicates a lower anti-oxidative protection of the organ-
ism investigated.
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Souhrn

Tonizujici zafeni gama ©Co (kobaltu-60) pouzivané v radioterapii patii k hlavnim exogennim zdro-
jum volnych radikalu, které mohou vést k poskozeni zdravych biomolekul a tkani. Volné radikaly
jsou charakterizovany neparovymi elektrony. V piitomnosti kysliku se na misto neparového elektro-
nu okamzité navaze molekula kysliku a vznika peroxylovy radikal, ktery se snaz{ ziskat z jiné slouce-
niny chybéjici elektron, ¢imz vytvaii jiny volny radikal. Tato fetézova reakce je pferusena bud vaz-
bou dvou radikald na sebe, nebo reakci s antioxidantem. Po vycerpani antioxidacni ochrany klesa
v bunkach pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu jako citlivého ukazatele oxida¢niho stre-
su. Dulezita je rovnéz pocatecni aktivita hlavnich antioxida¢nich enzymt — superoxiddismutazy
(SOD) a glutationperoxidazy. Moznostem interakce ionizujictho a neionizujictho zafeni
(terapeutického laseru) jsou vénovany prace mnohych zahrani¢nich autord — napf. rozdilné rychlosti
ucinku samotného ionizujictho zafen{ pfi soucasném pusobeni ionizujictho zafen{ a terapeutického
laseru. Terapeutické lasery prokazatelné ovliviuji bunééné organely, membranové kanaly, nocicepto-
ry, mediatory a cytokiny. V klinice je pak patrny efekt analgeticky, protizanétlivy, imunostimula¢ni
a vliv na hojen{ ran. K verifikaci miry poskozen{ organismu ionizujicim zafenim a pfipadnému radio-

Kontakt 2/2009

BIOMEDICINA

453



BIOMEDICINA

454

protektivnimu efektu laseru bylo zvoleno sledovani superoxiddismutizy u mysi kmene CD1, které
byly ozateny ionizujicim zafenim °Co, terapeutickym laserem a jejich vzajemnou kombinaci. Supero-
xiddismutaza je enzym zneskodnujici superoxidovy radikal jeho pfeménou na molekularni kyslik
a peroxid vodiku, kterj mize byt dale rozlozen katalazou nebo peroxidazou. Vysledky ukazaly statis-
ticky vyznamny rozdil mezi skupinou ozafenou laserem v kombinaci s gama zafenim 1,5 Gy oproti
ostatnim skupinam. Hodnoty superoxiddismutazy byly statisticky vyznamné snizené, coz ukazuje na

niz$f antioxidacnf ochranu zkoumaného organismu.

Klicova slova: terapeuticky laser — superoxiddismutaza — ionizujici zafen{

Soucasny stav

S klinickou aplikaci terapeutického laseru se
v posledni dobé¢ setkavime stale castéji a to
i navzdory skeptickym postojam, které doprova-
zely zacatky laseru. Bylo to dano zejména malou
mirou informaci o biologickych ucincich nizko-
vykonného laserového zafen{ (terapeutického
laseru), 1 kdyz klinické vysledky byly nad ramec
teoretickych informaci pozitivni.

Rada klinickych praci i cilenjch vyzkuma
dokazuje piiznivé ucinky terapeutického laseru
na lidsky organismus. Laser je zdrojem mo-
nochromatického, polarizovaného a koherentni-
ho elektromagnetického zafeni, které vyuziva
jevu stimulované emise zafeni aktivnich ¢astic
buzenych vnéjsim zdrojem energie. Do terape-
utickych lasertt fadime piistroje s vykonem
zdroje do 500 mW. Tento laser prokazatelné
ovliviiuje metabolismus bunécnych organel,
membranové kandly, citlivost nociceptort i akti-
vitu cytokind.

Zatimco biologické tucinky ionizujictho za-
feni jsou znamé, biologicky efekt terapeutického
laseru je potfeba verifikovat. MoZznostem in-
terakce ionizujictho a neionizujictho zafeni jsou
vénovany priace mnohych zahraniénich autort,
napt. rozdilnou rychlost u¢inku samotného ioni-
zujictho zafen{ pfi soucasném pusobeni terapeu-
tického laseru popsali u nékterych kment E. coli
Simonian s Voskanianem. Vyuzitim radiopro-
tektivniho  efektu  terapeutického  laseru
(zvySenim odolnosti organismu vaci dcinkam
ionizujictho zafeni) se vénuji i dalsi zahranicni
autofi, napf. J. J. Anders (Anders, 2004),
K. Samoilova (Samoilova, 2004), L. Longo
(Longo, 2002). Na zaklad¢ vysledki téchto stu-
dii se iunas zacaly objevovat studie interakci
nizkovykonného laserového zatfeni a zafen{ ioni-
zujictho. Probatorni studie o interakcich ionizu-
jictho a neionizujiciho zateni byly v Ceské re-
publice prezentovany pied dvéma lety na odbor-
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nych domacich i zahrani¢nich konferencich
(Freitinger Skalicka, 2008).

Gama zafice (ionizujici zafeni) Co patfi
k hlavnim exogennim zdrojum volnych radikala,
které pak mohou vést k poskozeni biomolekul
a tkanf. Dojde-li k vycerpani antioxidac¢n{ ochra-
ny organismu, lze prokazat produkty poskozeni
molekul volnymi radikaly. V bunkach klesa po-
mér redukovaného a oxidovaného glutathionu
jako citlivého ukazatele oxidacniho stresu. Dile-
zita je aktivita hlavnich antioxidac¢nich enzymua —
superoxiddismutdzy (SOD) a glutathionperoxi-
dazy (GPx) a jejich zmeény béhem ozafen{ orga-
nismu.

Volné radikaly

V nasem organismu neustile vznikaji castice,
které pro néas pfedstavuji trvalé potencialni ne-
bezpedi. Tyto ¢astice (volné radikaly) jsou vyso-
ce reaktivni, nenasycené molekuly, které jsou
schopné pfijmout vazebny elektron jiné slouce-
niny. Mohou tak poskodit burky, oslabit imunit-
nf systém a napomahat tak ke vzniku fady one-
mocnéni. Antioxidanty maji schopnost volné
radikaly blokovat.

Antioxidant

Antioxidanty jsou molekuly blokujici aktivitu
kyslikovych radikalt — snizuji pravdépodobnost
jejich vzniku nebo je prevadéji do méné reaktiv-
nich nebo nereaktivnich stavi. Tim omezuji
proces oxidace v organismu. Antioxidacni
ochrana organismu pfedstavuje slozity komplex
mechanismu, které pracuji na vzdjemné souhfe,
dopliujf se a mnohdy i potencuji, navic museji
byt v rovnovaze s prooxida¢nimi latkami, tedy
s produkci volnych radikdld. Nejdalezitéjsimi
pfirozenymi antioxidanty v potravé jsou napii-
klad vitaminy, karotenoidy, flavonoidy — rostlin-
na barviva, tifsloviny dile pak antioxidanty na
bazi aminokyselin — glutation a taurin. Mezi



antioxidanty chranfc{ organismus patii glutathi-
on peroxidaza, superoxiddismutiza, katalaza,
koenzym Q10 a dalsi.

Zkoumany antioxidant

Superoxiddismutaza (SOD) je dulezity pfiroze-
ny, tedy télu vlastni antioxidant (obr. &. 1). Udin-
né zhasi superoxidovy radikal a pfeménuje ho
na mén¢é toxicky peroxid vodiku. Je zakladnim

antioxida¢nim enzymem. Nizkd aktivita zname-
na zhorsenou antioxida¢ni ochranu a pfi opako-
vané stimulaci volnymi radikaly je indukovana
jeji syntéza. Stanovuje se fotometrickym testem
v erytrocytech.
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Obr. ¢. 1 Mechanismus ucinku superoxiddismutazy

Material a metodika
Parametry ozafovini

Zdrojem gama zafen{ v této studii byl $°Co
s davkovym piikonem 0,7 Gy/min., my$i byly
ozafeny celotélové davkou 1 Gy, respektive 1,5
Gy. Zdrojem laserového zafeni byla dioda
s vlnovou délkou 830 nm a vykonem 300 mW.
Hustota zafeni byla 20 J/my$ na abdominalni
oblast.

Pokusy byly provadény na laboratornich my-
sich kmene CD1 (samice o hmotnosti 22-24 g),
vzdy 20 mysi v kazdé skupiné (10 smésnych
vzorku) rozdélenych nasledovné:

+  Skupina A — ozafena laserem (20 J/myg),
po 30 minutach ozafeni °Co do celkové
davky 1,5 Gy, odbér biologického materia-

lu 4. den.

«  Skupina B — ozifena laserem (20 J/myg),

po 30 minutach ozifeni °Co do celkové
davky 1 Gy, odbér biologického materialu
4. den.

«  Skupina C — celotelové ozifena ®Co do

celkové davky 1 Gy, odbér biologického
materialu 4. den.

«  Skupina D — ozifena laserem (20 J/mys),

po 30 minutiach ozafeni °Co do celkové
davky 1,5 Gy, odbér biologického materia-
lu za 30 minut.

«  Skupina E — ozifena laserem (20 J/mys),

po 30 minutich ozafeni do celkové davky 1
Gy, odbér biologického materialu za 30
minut.

. Skupina F — celotélové ozafena %Co do

celkové davky 1 Gy, odbér biologického
materialu za 30 minut.
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Mysim byla odebrina Zilni krev (obr. 2) | ky byly smésné (vzdy ze dvou mysi) z davodu
s piidavkem heparinu. Vzorky krve byly po pfi- | malého mnozstvi krve z jednoho laboratorniho
dani pfislusnych konzervaénich ¢inidel uchova- | zvifete.
vany do doby analyzy pfi teploté —80 °C. Vzot-
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Obr. ¢. 2 Odbér biologického materialu
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Graf ¢. 1 Grafické znazornéni naméfenych hodnot superoxiddismutazy
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Ze statistického zpracovani vyplyva, ze
vypoctend p-hodnota je mensf nez 0,5 a existuje
tedy rozdil mezi priaméry jednotlivych skupin.
U naméfenych hodnot SOD jsou dvé skupiny,

které by bylo mozné sloucit (nejsou mezi nimi
vyrazné rozdily) — prvai skupinu tvoii A a D,
druhou pak je B,C,E a F.

Tab. ¢. 1 Srovnani naméfenych hodnot

Zdroj . . . Testova
L . Soucet Stupné Pramérny .
proménlivosti N . . M statistika F p-hodnota
(fakeor) étvercd volnosti étverec _pomér
Mezittidni 2,00941 5 0,401882 3,28 0,0117
Vnittni 6,61265 54 0,122456
Celkovy 8,62206 59

Statistické zpracovani

Metodologie

Pro porovnani vzorkid mezi jednotlivimi sloupci
byla pouzita analyza rozptylu neboli ANOVA,
ktera umoznuje srovnavat nékolik stfednich
hodnot nezavislych nahodnych vybéra. Pii pou-
ziti analyzy rozptylu se pfedpoklada tzv. homos-
kedasticita (stejné rozptyly u srovnavanych vy-
bért). Pokud maji vybéry normalni rozdéleni,
lze pouzit F-test, tj. parametrickou podobu ana-
lyzy rozptylu, v opa¢ném piipadé musi byt pou-
zita neparametrickd podoba analyzy rozptylu,
tzv. Kruskal-Wallisav test.

Pii statistickém vyhodnoceni bylo provede-
no testovani na homoskedasticitu za pouziti
nasledujicich testa: Cochrantv test, Bartlettiv
test a Hartleytv test. Normalita byla testovana
pomoci Kolmogorov-Smirnova testu dobré
shody, ktery je pouzitelny i pro malé statistické
vybéry. V piipadech kdy byla zamitnuta hypoté-
za o rovnosti jednotlivych sloupca tabulky HO,
byla provedena post-hoc analyza, kterd spociva
v porovnani jednotlivych dvojic sloupct tabulky
s cilem vybrat srovnatelné (homogenni) sloupce.
Jako kritérium pro zafazeni sloupce do homo-
genni skupiny byla pouzita LSD-statistika.

DISKUZE

Jednou z potencialnich a zkoumanych klinic-
kych aplikaci laserového zafen{ je minimalizace
nezadoucich dcinkd u pacientd s nadorovym

onemocnénim lécenych ionizujicim zafenim.
Jedna se o problematiku, kterd je vysoce aktudlni
zejména pro radioterapeuticka oddéleni a obory
zabyvajici se problematikou uéinku ionizujiciho
a neionizujictho zafeni na zivy organismus
(radiobiologii).

Rada Klinickych praci i cilenjch vyzkumi
dokazuje pifznivé ucinky terapeutického laseru
na lidsky organismus. Terapeuticky laser proka-
zatelné ovliviiuje bunééné organely, membrano-
vé kandly, nociceptory i cytokiny.

V této probatorni studii jsme neprokdzali
statistiky ~vyznamny radioprotektivni ucinek
terapeutického laseru, ale vysledky tento trend
naznacuji. Prokazali jsme statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami ozafenymi 1,5 Gy oproti
ostatnim skupinam, coZ ukazuje sniZzenou antio-
xida¢ni ochranu u mys{ v této skupiné. Tento
trend by bylo mozné statisticky zhodnotit na
veétsim poctu skupin. V soucasné dobe provadi-
me dal$i navazujici studie, protoze v literatufe
tato problematika neni souhrnné popsana
a moznostem interakce ionizujictho a neionizuji-
ctho zafeni verifikovanych antioxida¢nim enzy-
mem superoxiddismutazou neni vénovano
mnoho odbornych publikaci.

ZAVER
Vysledky experimentd navozuji fadu otazek,

které bude mozné zodpoveédet teprve dalsimi
studiemi. Pfedevsim zda existuje zavislost hus-
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toty energie a vlnové délky laseru na jeho radio-
protektivnim efektu a rovnéz nakolik lokalni
aplikace laseru ma radioprotektivni ucinek i na
dalsf organy.

[0 Tato prace byla‘aste'né podpdena interni granto-
vou agenturou ZSF JU 901-104-0209.
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