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WPLYW SWIATEA CZERWONEGO NA WYTWARZANIE
REAKTYWNYCH FORM TLENU PRZEZ NEUTROFILE IN VITRO

H. NAWROCKA - BOGUSZ, F. JAROSZYK
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hnawrocka@ump.edu.pl

Celem badan bylo zbadanie wplywu $wiatla czerwonego na wytwarzanie
reaktywnych form tlenu przez neutrofile in vitro.

Granulocyty oboj¢tnochlonne (neutrofile) s3 wysoko wyspecjalizowanymi biatymi
krwinkami, odpowiedzialnymi za reakcj¢ immunologiczng organizmu. Jednym
z mechanizméw zabijania patogenéw jest produkcja reaktywnych form tlenu (ROS), zwana
»wybuchem oddechowym?. Polegajacy na kilkudziesigciokrotnym wzrodcie zuzycia tlenu,
wytwarzaniu i uwalnianiu na zewnatrz komoérki duzych ilosci anionorodnika
ponadtlenkowego. Dysmutacja tego rodnika daje nadtlenek wodoru. Wybuch oddechowy
. powoduje wigc pojawienie si¢ w otoczeniu komérek fagocytujacych duzych ilosci "0,
i H,0,. Pobudzone fagocyty s3 jednym z giéwnych zrédet ROS w organizmie.

Zrédiem ROS wewnatrz komérki jest réwniez oddychanie mitochondrialne. Podczas
naswietlania komérek S$wiatlem widzialnym obserwuje sie rézne oddziatywania
stymulujace ich metabolizm. Pole elektryczne indukowane $wiatlem jest w stanie zmienié
potencjal blonowy blony mitochondrialnej poprzez transfer ladunkéw do wnetrza lub
bezposrednio przez polaryzacj¢ dipoli blonowych. Dehydrogenaza NADH jest uwazana za
prawdopodobny fotoakceptor $wiatla czerwonego. Biologiczna odpowiedZ komérek na
napromieniowanie Swiattem widzialnym jest spowodowana zmianami fizycznymi i/lub
chemicznymi czgsteczki fotoakceptora, komponentéw laficucha oddechowego i oksydazy
cytochromu c.

Na potrzeby badan uzyto krwi od zdrowych dawcéw. Badane prébki byty
na$wietlane Swiattem czerwonym o dlugosci 630 nm generowanym przez urzgdzenie
Viofor JPS przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Ksztalt, czestotliwo$é i zaleznosci
czasowe generowanych impulséw wg urzadzenia Viofor JPS s3 zdefiniowane jako
programy, oznaczone m.in. jako P2 i P3. Natomiast metody aplikacji impulséw wg uzytego
generatora oznaczone s3 jako m.in.: M1 i M2. Do badan zastosowano cztery kombinacje
programdéw i sposobéw aplikacji: M1P2, M1P3, M2P2 i M2P3. Dla kazdej kombinacji
wykonano naswietlanie przy trzech réznych wartosciach energii $wiatla. Wartosci gestosci
energii dla P2 wynosity 1.12, 1.17 i 1.19 [J/cm?], natomiast dla P2 byly: 1.17, 1.20
i 1.23 [J/cm?]. Metabolizm tlenowy pojedynczej komorki oceniany byl za pomocg
cytoluorymetrii przeptywowej wykorzystujacej transformacj¢ DCFH-DA (dioctan 2°7°-
dichlorofluorescyny) do DCF (2°7’dichlorofluoresceina) czyli zwigzku, ktéry emituje
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response on visible light irradiation is caused of physical and/or chemical changes of
fotoacceptor, components of respiratory chain and cytochrome c oxidase.

Blood samples from healthy volunteers were used for the study. The examined
samples were irradiated with the red light of 630 nm wavelength generated by the device
Viofor JPS for 30 minutes at room temperature. The shape, frequency, timing dependence
of impulses generated by the device are defined as programs: P2, P3. However, application
methods used by generator are described as: M1 and M2. Four combinations of programs
and methods of application were used for the research: M1P2, M1P3, M2P2 and M2P3.
Three different values of light energy were applied for each combination. The energy
density values for P2 were: 1.12, 1.17 and 1.19 [J/cm2 , while for P2 were: 1.17, 1.20 and
1.23 [J/cm?). The efficiency of the production of H,0; in individual cells was estimated via
the flow cytometry by using the intracellular oxidative transformation of DCHF-DA (2'7'-
dichlorofluorescin  diacetate) to the fluorescent DCF (2'7'-dichlorofluorescin)
(Kexcitation=498nmM, Aemissio=522nm). The intensity of DCF fluorescence refers to quantity of
produced hydrogen peroxide. Cytofluorymeter FACScan Becton Dickinson equipped with
15 mW argon laser was used in case of this research. Within steady-state neutrophiles, the
ROS production is low, therefore PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) was used to
stimulate the respiratory burst.

For statistical analysis, Wilcoxon test and descriptive statistics were used.

A statistically significant decrease of ROS production by neutrophils was observed.
The level of the decrease for the PMA stimulated neutrophiles and for the unstimulated
neutrophiles was different and dependent on the kind of applied programs and ways of
applications. According to the reports in the literature red light influences the activity of
mitochondria. However, DCF fluorescence measurements showed that the respiratory burst
components may also be "objective" for the red light.
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sygnal fluorescencyjny (Awmbudzenia=498nm, Aemigi=522nm). Do badai zostal uzyty
cytofluorymetr przeptywowy FACScan Becton Dickinson wyposazony w 15 mW laser
argonowy.

W stanie niepobudzonym, wytwarzanie ROS jest niskie, dlatego zastosowano
stymulator wybuchu oodechowego: PMA (12-myristynian, 13- octan forbolu).

Do analizy statystycznej wynikéw badan uzyto programu STATISTICA 6.0. Zostaly
wykonane statystyki opisowe oraz test Wilcoxona.

Zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie wytwarzania ROS przez neutrofile
pod wplywem Swiatla czerwonego. Poziom obnizenia dla stymulowanych PMA
i niestymulowanych neutrofiléw byl rézny dla réznych kombinacji programéw i sposobéw
aplikacji oraz uzytych wartosci gestosci energii. Wedlug doniesieni literaturowych
mitochondria s3 pierwszym ,celem” napromieniowania $wiatlem o dlugosci 630 nm.
Natomiast pomiary fluorescencji DCF pokazaly, ze elementy mechanizmu wybuchu
oddechowego mogg by¢ réwniez ,,celem” dla $wiatla czerwonego.
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PRODUCTION BY NEUTROPHILES IN VITRO

H. NAWROCKA —~BOGUSZ, F. JAROSZYK

The Department of Biophysics, University of Medical Science, Poznar, Poland
hnawrocka@ump.edu.pl

The aim of this study was to investigate the effect of the red light (630 nm) upon
reactive oxygen species (ROS) production by neutrophiles in vitro.

Neutrophils are highly specialized white blood cells, contributing to the immune
response. One of intercellular destruction mechanisms of pathogens is production of
reactive oxygen species (ROS), called respiratory burst. The mechanism of the respiratory
burst consists in a more than ten times increase in the consumption of oxygen, in the
production and release of large quantities of superoxide radical anion ('O, ) outside the cell.
The dismutation of this radical causes the formation of hydrogen peroxide (H,0,). The
respiratory burst causes the formation of large quantities of "0, and H,0, around of the
phagocyte cells. Activated neutrophiles are one of the main sources of ROS in the
organism.

The source of hydrogen peroxide inside the cells is also mitochondrial activity.
When cells are irradiated with visible wavelengths a variety of stimulatory effects are
observed in their metabolism. The light-induced electric field is able to change the
membrane potentials in the mitochondrial membrane by transferring charges from the outer
side to the inner side or directly by a polarization of membrane dipoles. NADH
dehydrogenase is considered as probably fotoacceptor of the red light. Biological cell
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