Studiul Tsi propune investigarea in sistem experimental in vitro a efectelor radiatiei laser
(domeniile infrarogu si rosu) asupra culturilor celulare si interferenta dintre semnalele transmise (prin
modulatorii eliberati ) de aceste celule asupra functionalitatii leucocitelor. Tindnd cont de datele
existente pana in prezent, care confirma efectele benefice ale radiatiei laser (diminuarea procesului
inflamator local, cu favorizarea refacerii mai rapide a tesuturilor sau a plagilor), ca si de faptul ca
leucocitele joaca un rol primordial in apararea imuna, in lucrarea noastra s-au luat in studiu doua
aspecte:

» pe de o parte, a fost studiat comportamentul la iradiere al celulelor din linia endoteliala
umana HUVEC, provenite din colectia ATCC;
> un alt studiu s-a referit la efectul unor modulatori, eliberati in mediul de cultura de catre

HUVEC iradiate, asupra leucocitelor umane normale, aflate de asemenea in cultura.

Rezultatele experimentale obtinute in studiul efectului radiatiilor laser la nivel celular au fost
transferate intr-un studiu realizat pe model experimental animal, unde iradierea laser a fost utilizata

in scop terapeutic.

STUDIUL CELULELOR NORMALE IN CULTURA

Prepararea culturilor celulare - Celulele HUVEC s-au cultivat in mediul de cultura RPMI 1640, la

37°C in atmosfera de 5%CO,, in flacoane Falcon cu suprafata de aderare de 25 cm? la o
concentratie initialad de 14.500 celule / cm?.

Urmarirea evolutiei unei culturi celulare se face prin determinarea zilnica a concentratiei celulelor
cultivate. In conditii optime de cultivare am obtinut pentru o cul - tura de celule Huvek un aspect al

curbei de viabilitate celulara ilustrat in fig.1
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Viabilitatea celulelor in cultura a fost determinata prin colorare cu albastru-tripan (20ul
suspensie celulara + 20 pl solutie albastru-tripan) si calculata prin raportarea numarului de celule vii
la numarul total de celule. S-a obtinut pentru viabilitatea celulara imaginea oferita de fig.2:
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Iradierea celulelor s-a realizat in domeniu rosu (A = 650 sau 670 nm) sau infrarosu (A = 808
nm), timp de 900 sec sau 1800 sec, cu ajutorul unor diode laser cu emisie continua. Schemele de
iradiere au fost diferite, in functie de scopul fiecarui studiu. Diodele laser au fost furizate de firma
APEL S.R.L si INCD Optoelectronica, institutii partenere in realizarea acestui proiect.

Eliberarea de LDH in mediul de cultura este o masura a gradului de integritate a

membranei celulare, deci implicit a viabilitatii celulare. CytoTox?® Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay este un test colorimetric de determinare cantitativa a LDH, enzima citosolica stabila ce se
elibereaza in mediul de cultura in urma lizei celulare. Eliberarea LDH in mediul de cultura se
determina dupa o perioada de incubare de 30 min la temperatura camerei, la intuneric, timp in care
se realizeaza reducerea sarii de tetrazoliu continuta in mediul de reactie, la formazan, compus de
culoare rosie, detectabil colorimetric; intensitatea coloratiei mediului este direct proportionald cu
numarul de celule lizate. Se determina, cu ajutorul unui cititor de placi standard pentru 96 godeuri,
absorbanta in domeniul rosu (A = 490 nm).

Acest aspect a fost studiat in functie de diferiti parametrii:

A - momentul realizarii exterimentului : imediat dupa iradierea laser sau la 24 ore4 de
cultivare a celulelor iradiate
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Se poate observa ca, in cazul celulelor iradiate, indiferent de mometul in care se face
determinarea, cantitatea de enzima eliberata in medu este mai mica. Acest lucru demonstreaza nu

numai ca iradierea laser a celulelor, atat in domeniul rosu, cat si in infrarosu, nu produce leziuni

FIGURA 3

Eliberarea de LDH intr-o cultura de celule HUVEC
imediat dupa iradierea laser in zona rosu (A= 650
nm) sau infrarosu (A = 808 nm)

M = cultura neiradiata;
I = cultura iradiata;

- timp de iradiere — 1800 sec
- densitatea de energie - 46,8 J/cm>

** 1 < 0,05

FIGURA 4
Eliberarea de LDH intr-o cultura de celule HUVEC
la 24 ore dupa iradierea laser in zona rosu (A= 650
nm) sau infrarosu (A = 808 nm)

M = cultura neiradiata;
I = cultura iradiata;

- timp de iradiere — 1800 sec
- densitatea de energie - 46,8 J/cmy

majore la nivelul membranei celulare, ci din potriva, are un efect protector la acest nivel.

B — durata timpului de expunere la radiatii laser - Studierea efectului timpului de iradiere
asupra eliberarii de LDH intr-o cultura iradiata in domeniul infrarosu (fig.5) arata ca un timp
indelungat de iradiere are efecte benefice foarte bine evidentiate, atat la momentul zero al culturii,

cat si la o cultura de 24 ore. Diferentele sunt inalt semnificative statistic la o cultura de 24 ore.
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Studiul proliferarii celulare in culturi de celule HUVEC a fost realizat cu ajutorul kitului

CellTiter 967 AQueous Non-radioactive Cell Proliferation Assay (Promega). Kitul permite utilizarea
unei metode colorimetrice pentru determinarea numarului celulelor viabile intr-un test de proliferare.
Compusul principal al kitului este (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt (MTS). MTS este bioredus de catre celule la un produs formazan,
solubil in mediul de cultura. Absorbanta formazanului la 490nm poate fi masurata direct in placi-test
cu 96 godeuri, fara procesari aditionale. Conversia MTS la formazan solubil este realizata de
dehidrogenaze ce se gasesc in celulele metabolic active. Cantitatea de formazan masurata prin
absorbanta la 490nm este direct proportionald cu numarul de celule vii din cultura.
Determinarea gradului de proliferare a fost facuta prin aplicarea testului MTS la 24 ore dupa
iradiere. In domeniul rosu A = 650nm), la culturile iradiate timp de 900 sec, nu exista diferente intre
gradul de proliferare a celulelor din culturile iradiate si neiradiate (fig.6). Acelasi aspect apare si in
cazul iradiarii in domeniul infrarogu A = 808 nm), cu deosebirea ca valorile absorbantei la 490nm
sunt mai scazute decat in domeniul rosu, deci numarul de celule viabile, implicit gradul de proliferare
celulara este mai scazut.

Dupa 15 min de iradiare, valorile absorbantei sunt mai ridicate decéat in cazul iradierii de 30
min, diferentele fiind puternic semnificative statistic (p<0,001) (fig.7).

Aceste date arata ca proliferarea celulara in cazul iradierii llaser este dependenta mai mult
de timpul de expunere a culturilor celulare la iradiere decat de faptul ca o cultura a fost iradiata sau
nu.
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Studiul EFECTULUI MODULATORILOR ELIBERATI DE CELULELE ENDOTELIALE
IRADIATE ASUPRA LEUCOCITELOR UMANEIN CULTURA a fost initiat pentru a capata o
imagine asupra mecanismului de actiune la distanta al radiatiilor laser la nivel celular. In acest scop
s-a imaginat un sistem experimental in care leucocite din sangele periferic uman au fost cultivate in
prezenta supernatantului recoltat dintr-o cultura de celule endoteliale HUVEC iradiate laser.

Pentru experimentele noastre am utilizat celule din séngele periferic al unor subiecti umani
normali. Astfel, sangele proaspat a fost recoltat prin venopunctie in flacoane sterile heparinizate.
Limfocitele si celulele polimorfonucleare (PMN) au fost separate prin centrifugare in gradient,
utilizand SEPCEL (densitate specifica = 1,077).

Astfel, o cultura de celule endoteliale de 72 ore a fost iradiata laser in domeniul rosu (A =
650nm) sau infrarosu (A = 808 nm), timp de 1800 sec; o cultura similara, dar neiradiata, a constituit
martorul. Imediat dupa iradierea culturilor, s-au recoltat 50 pl supernatant din cultura iradiata si

cultura martor, care au fost utilizati in stimularea imediata a leucocitelor (supernatant A). Celulele



endoteliale au fost cultivate in continuare inca 24 ore, dupa care s-au recoltat din nou 50 pl
supernatant din cultura iradiata si cultura martor (supernatant B), utilizat pentru studiul efectului
tardiv al modulatorilor eliberati din celulele endoteliale in urma iradierii.

Leucocitele in culturd se comporta diferit in prezenta acestor modulatori, in primul rand in
functie de domeniul in care au fost iradiate celulele Huvec. Astfel, la iradierea in domeniul rosu (fig.
8), supernatantul celulelor endoteliale, recoltat la momentul zero al iradierii (supernatant A)
determina o eliberare mai mare de LDH din leucocite daca se afla in cantitate mai mare (efect de
concentratie). Raportand la control (suspensie celulara fara supernatant din cultura de celule
endoteliale) valorile obtinute in culturile cu supernatant A (din cultura iradiatd sau neiradiata), se
observa diferente inalt semnificative intre aceste valori, atat la momentul zero, cat si dupa 24 ore de
la iradiere. De asemenea, diferente semnificative exista si intre culturile martor (cu supernatant A
sau B dintr-o cutura de celule Huvec neiradiate) si culturile de leucocite aflate sub efectul
supernatantului din cutura de celule Huvec iradiate (p<0,05).

Utilizarea supernatantului culturilor de celule endoteliale iradiate in domeniul infrarosu induce
un comportament oarecum diferit in cultura de leucocite (Fig.9). Astfel, supernatantul A nu modifica
aproape deloc cantitatea de LDH eliberata de leucocitele in cultura, in timp ce in cazul utilizarii
supernatantului B apar diferente pregnante intre control, pe de o parte si celulele aflate in prezenta
supernatantului provenit de la o cultura de celule endoteliale iradiata sau nu. Cantitatea de enzima
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eliberata este intr-un raport direct proportional cu cantitatea de supernatant adaugat in mediul de

reactie.
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- C — control (50 pl suspensie celulara + 200 pl mediu RPMI); M — martor (50 pl suspensie celulara + 100 w/
supernatant din cultura de celule endoteliale neiradiate + 100 ul mediu RPMI); | — iradiere (50 pl suspensie

celulara + 100 ul supernatant din cultura de celule endoteliale iradiate + 100 ul mediu RPMI)

In placile-test ramase dupa recoltarea celor 50 pl mediu necesari determinarii enzimei, s-a
efectuat pe leucocitele in cultura, studiul proliferarii celulare, cu ajutorul testului MTS. Studiul a fost
realizat, ca si in cazul precedent, pentru cele doua domenii de iradiere, rosu si ionfrarosu.

Utilizand supernatantul unei culturi de celule endoteliale Huvec iradiate in domeniul rosu
(fig.10), se poate observa ca, daca acest supernatant a fost recoltat imediat dupa iradierea celulelor,
el induce in cultura de leucocite o pierdere celulara mai pronuntata decat daca a fost recoltat dupa
24 de ore de cultivare a celulelor iradiate, fenomen evidentiat prin valoarea mai mare a absorbantei
la 490 nm. Supernatantul culturii de celule Huvec iradiate si cultivate 24 ore permite o proliferare
celulara pusa in vedere de scaderea valorilor de absorbtie la 490 nm. In ambele situatii (moment 0
sau dupa 24 ore) supernatantul celulelor Huvec neiradiate determina acelasi efect asupra
leucocitelor, ceea ce este demonstrat de valori egale ale absorbtiei, indiferent de cantitatea de
supernatant adaugata culturii de leucocite.
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- C — control (50 pl suspensie celulara + 200 pl mediu RPMI); M — martor (50 ul suspensie celulara + 700 p/
supernatant din culturéd de celule endoteliale neiradiate + 100 ul mediu RPMI); | — iradiere (50 ul suspensie

celulara + 100 ul supernatantdin cultura de celule endoteliale iradiate + 100 pl mediu RPMI)



Fenomenul este similar si in cazul iradierii culturii de celule epiteliale Huvec in domeniul

infrarosu (fig.11)
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- C — control (50 pl suspensie celulara + 200 pl mediu RPMI); M — martor (50 ul suspensie celulara + 100 p/
supernatant din culturd de celule endoteliale neiradiate + 100 ul mediu RPMI); | — iradiere (50 ul suspensie
celulara + 100 ul supernatantdin cultura de celule endoteliale iradiate + 100 pl mediu RPMI)

Aceste experimente au facut evident faptul ca in cultura de celule endoteliale Huvec se
elibereaza, in urma cresterii celulare, factori cu capacitate modulatoare asupra altor tipuri celulare.
Radiatiile laser fac ca proprietatile modulatoare ale acestor factori sa se modifice, cu repercursiuni
asupra celulelor pe care au capacitatea de a le controla.



STUDIUL EFECTELOR IRADIERII LASER PE MODEL ANIMAL

In vederea transpunerii rezultatelor obtinute la nivel celular, pe model experimental aimal, au
fost initiate, impreuna cu partenerii de la INCD Optoelectronica, studii pe culturi de celule endoteliale
Huvec, de 72 ore, iradiate dupa schema de mai jos ; rezultatele obtinute in urma acestor studii au
fost aplicate in evaluarea efectului terapeutic al radiatiilor laser la animale purtatoare de leziuni

musculare.
Tim .
Tabel1 | 2 Mod ra Prtn‘l’ N
abe o . ota - r.
(nm) emisie Putere g::;iel: iradi- Schema de iradiere placa
ne ere/zi
Mod: iradiere directa;
Varianta 600 Frecventa sesiunilor de iradiere: 13

1 670 continuu 15 mW sec 600 sec 0 singura sesiune / zi

Nr.total de sesiuni: 3

Mod: iradiere directa;

Varianta . 300 Frecventa sesiunilor de iradiere:
2 670 continuu 15 mw sec 600 sec 2 sesiuni/zi cu pauza de o ora intre ele 4-6
Nr.total de sesiuni: 6
Mod: iradiere directa
Varianta . 200 Frecventa sesiunilor de iradiere:
3 670 | continuu 15 mW sec 600 sec 3 sesiuni/zi cu pauza de 30 min intre ele 9
Nr.total de sesiuni: 9
Van:mta - - - - - Neiradiate (martor) 10-12

Iradierea celulelor s-a facut timp de 3 zile consecutiv in placi de cultura cu diametrul de 35mm,
ce contineau 12.500 celule la momentul de debut al cultivarii. Dupa finalizarea determinarilor fizice,
culturile au fost fotografiate, tripsinizate si s-a determinat viabilitatea celulara si numarul total de

celule in cultura.

Figura 12 Figura 13
Cultura de 144 ore din celule Huvec neiradiate Cultura de 144 ore din celule HUVEC iradiate conform
variantei 1
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Figura 14 Figura 15
Cultura de 144 ore din celule HUVEC iradiate conform Cultura de 144 ore din celule HUVEC iradiate conform
variantei 2 variantei 3

Determinarea viabilitatii celulare si a numarului toal de celule/placa de cultura la finele

experimentului a dus la urmatoarele rezultate (tabel 2):

Tabel 2 Varianta experimentala Viabilitate celulara Nr.total celule/placa
1 Celule neiradiate 94,2% 2,8x10°
2 Celule iradiate 600 sec intr-o singura priza 97.6% 33x10°
3 Celule iradiate 600 sec in doua prize 96.2% 2.7x10°
4 Celule iradiate 600 sec in trei prize 94.4% 22x10°

Dupa cum se poate constata, in conditile noastre experimentale varianta cea mai buna de
iradiere este aceea in care celulele sunt iradiate intr-o singura sesiune / zi, aceasta ducand la o

viabilitate superioara celei din cultura martor si la o proliferare celulara crescuta.

Studiul radiatiilor laser pe model experimental a fost realizat pe sobolani din linia outbred
Wistar in varsta de 10-12 saptamani si greutate de 150+10g.

Sistemul experimental a fost realizat conform Procedurii Operationale Specifice (POS 09) din
sistemul procedural al Institutului National Victor Babes. Animalele de experienta au fost intretinute
conform prevederilor legale care sunt cuprinse in Legea nr 305 /2006 privind ratificarea Conventiei
europene pentru protectia animalelor vertebrate utilizate in experimente si alte scopuri stiintifice,
adoptata la Strasbourg la 18 martie 1986, si in protocolul de amendare a acesteia adoptat in iunie



1998. Experimentele au fost aprobate de Comisia de etica a INCD « V. Babes » conform deciziei
1185/29.07.2004
Proceduri experimentale :

o cantarire, marcare individuala, epilare la nivelul pulpei picior posterior drept;
o inducere leziune musculara (pensare treapta 1) la nivelul pulpei picior posterior drept;
o efectuarea masuratori si tratamente cu aparatura si personal de la INCD- Optoelectronica

Iradierea animalelor normale si traumatizate s-a realizat conform celor trei scheme de tratament
folosite in cazul culturilor celulare si s-a urmarit timp de 2 saptamani comportamentul animalelor de
experienta. Au fost luati in considerare urmatorii parametri comportamentali:

e variatia in greutatea corporala

e mobilitatea

e viteza de vindecare a ranii

A Mod Timp ira | Timp total
Tabel 1 (nm) emisie Putere | diere/sesi iradi Schema de iradiere
une ere / zi
Mod: iradiere directa;
Var|1anta 670 continuu 15 mW 600 sec 600 sec Frecvent_a se3|un|Io_r de |rqd|ere:
0 singura sesiune / zi
Nr.total de sesiuni: 3
Mod: iradiere directa;
Varianta Frecventa sesiunilor de iradiere:
5 670 continuu 15 mW 300 sec 600 sec 2 sesiuni/zi cu pauza de o ora intre
ele
Nr.total de sesiuni: 6
Mod: iradiere directa
Varianta Frecventa sesiunilor de iradiere:
3 670 continuu 15 mW 200 sec 600 sec 3 sesiuni/zi cu pauza de 30 min intre
ele
Nr.total de sesiuni: 9
Van:mta - - - - - Neiradiate (martor)

S-a putut observa ca la animalele ranite, datoritad disparitiei apetitului, imediat dupa ranire
greutate corporala a scazut cu 15-20%. Pe masura ce rana se vindeca, cresterea in greutate s-a
realizat cu viteza mai mare, astfel ca dupa doua spatamani animalele au ajuns la o greutate de
180+16g. Mobilitatea sobolanilor a fost, de asemenea monitorizata. Desi comportamentul animalelor
lezate a fost, in linii mari, acelasi in cazul celor 3 scheme de iradiere folosite in tratament (tabel 1), o
oarecare diferenta a fost observata in cazul vitezei de vindecare a ranii care, in situatia in care s-a
utilizat shema de iradiere in care celulele sunt iradiate trei zile consecutiv, in doua prize zilnice, timp

de 600 secunde (varianta experimentala 2). Acest comportament este Th concordanta cu rezultatele



determinarilor efectuate de partenerul de la INCD Optoelectronica, care arata o revenire spre
normal a spectrelor de reflexie difuza mai vizibila in cazul utilizarii schemei a doua de iradiere.

In tabelul 1 sunt redate cele trei variante de iradiere utilizate, in care parametrul variabil a
fost modalitatea de aplicare a radiatiilor la nivelul leziunii musculare. Animalele, impartite pe loturi,
au fost iradiate cu dioda laser (A = 670nm, 15 mW) timp de 3 zile consecutiv, cu aceeasi doza totala
de radiatii si acelasi timp total de iradiere, diferentele dintre loturi fiind date de modul in care au fost
aplicate radiatiile si de densitatea de energie pe priza de iradiere; animalele au fost sacrificate la 48
ore, 4 zile si 8 zile de la inducerea leziunii.

1. lotul 1 (T si B) — primeste o singura priza de iradiere zilnic;

2 lotul 2 (T i B) — aceeasi cantitate de radiatii ca la lotul 1, dar repartizata in 2 prize zilnice;
3. lotul 3 (T i B) — aceeasi cantitate de radiatii repartizate insa in 3 prize / zi.

4 lotul 4 (T si B) — martor, animale neiradiate

Animalele au fost monitorizate pe parcursul unei saptamani de la producerea leziunilor si s-
a urmarit viteza de vindecare a ranii, ca si aspectele histologice aparute in cursul procesului de
reparare musculara.

Concluzionand datele experimentale obtinute, se poate afirma ca exista o variabilitate a
raspunsului organismului la actiunea radiatiilor laser, data atdt de factori legati de statusul
animalelor de experienta (in cazul nostru, varsta animalelor), cat si de variatia parametrilor de
iradiere. Acesti factori determina raspunsuri diferite; astfel, in conditile noastre experimentale,
animalele tinere sunt sensibile la 0 schema de iradiere care utilizeaza aplicare a doua prize de
iradiere / zi, cu un numar total de 6 prize si o densitate de energie de 4,5 J/cm?, in timp ce animalele
batrane raspund mai bine la o schema ce cuprinde 3 prize de iradiere zilnic, cu un numar total de 9
prize si o densitate de energie de 3 J/cm?. De notat faptul ca timpul total de iradiere este, in ambele
situatii, acelagi — 600 sec.

Aceste comportamente diferite ale organismului duc la concluzia ca in stabilirea schemelor
de iradiere utilizate in terapia cu laseri de mica putere trebuie tinut seama nu numai de

caracteristicile sondelor utilizate, ci si de starea generala a pacientului supus acestei terapii.



CONCLUzZII

> iradierea laser a celulelor, atat in domeniul rosu, céat si in infrarosu, nu produce
leziuni majore la nivelul membranei celulare, ci din potriva, are un efect protector la acest nivel.

> Nu exista diferente intre efectul iradierii in domeniul rosu si al iradierii in domeniul
infrarosu, absorbtia la 490 nm inscriindu-se Th aceeasi plaja de valori

> Un timp indelungat de iradiere are efecte benefice foarte bine evidentiate, atét la
momentul zero al culturii, cat si la o cultura de 24 ore. Diferentele sunt inalt semnificative statistic la
o cultura de 24 ore.

> Proliferarea celulara in cazul iradierii llaser este dependenta mai mult de timpul de
expunere a culturilor celulare la iradiere decat de faptul ca o cultura a fost iradiata sau nu.

> In cazul celulelor provenite din sangele periferic uman se evidentiaza o proliferare
slaba in cazul celulelor PMN si valori mari de incorporare a radionuclidului in limfocitele,
demonstrand marea capacitate proliferativa a acestora din urma.

> In cultura de celule endoteliale Huvec se elibereaza, in urma cresterii celulare, factori
cu capacitate modulatoare asupra altor tipuri celulare. Radiatile laser fac ca proprietatile
modulatoare ale acestor factori sa se modifice, cu repercursiuni asupra celulelor pe care au
capacitatea de a le controla.

> Aceasta din urma concluzie demonstreaza capacitatea de control la distanta care
poate fi exercitata de iradierea cu radiatii laser de mica putere.

> Rezultatele obtinute in studiile efectuate pe model experimental indica o dependenta
a procesului de reparare a leziunilor atat de varsta, cat si de modalitatea de iradiere a animalelor.

> in stabilirea schemelor de iradiere utilizate in terapia cu laseri de mica putere trebuie
tinut seama nu numai de caracteristicile sondelor utilizate, ci si de starea generala a pacientului
supus acestei terapii.

Rezultatele experimentale obtinute prin iradierea culturilor celulare, coroborate cu cele ce reies
din utilizarea terapiei laser in vindecarea ranilor la animale de experienta au aratat ca efectele
radiatiei laser de mica putere la nivel celular si tisular sunt similare si depind de lungimea de unda
utilizata, de timpul de iradiere, ca si de schemele de iradiere. Extinderea aplicarii valorilor diferitilor
parametri de iradiere care, in cazul culturilor celulare sau a modelului animal au dat rezultate
satisfacatoare, in terapia laser pe subiecti umani lasa loc la discutii si interpretari gi, in ori si ce caz,
la necesitatea efectuarii a mult mai multe experimente, cu mult mai multe variabile si cu interpretari

statistice foarte riguroase.



