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Effects of Direct Laser Radiation on Human Lymphocytes

Summary. In vitro experiments with human lymphocytes showed that if
irradiations with coherent light of a He-Ne-laser were performed an immune
suppressor effect is obtained. Using incoherent light of the same wavelength,
effects only occur (80 %, compared to the laser) if the light is linear polarized.

Key words: Biological effects of Laser -~ Lymphocytes — Light sensitivity of
lymphocytes — Wound healing.

Zusammenfassung. In-vitro-Experimente an menschlichen Lymphocyten zeig-
ten, daB durch Bestrahlungen mit kohérentem Licht eines He-Ne-Lasers eine
immunsuppressive Wirkung erzielt wird.

Parallelversuche mit inkohéirentem Licht der gleichen Wellenlinge ergaben nur
eine Wirkung (80 9, der Laserwirkung), wenn das Licht linear polarisiert war.

Schliisselworter: Biologische Laserwirkung — Lymphocyten — Lichtempfind-
lichkeit von Lymphocyten — Wundheilung.

Die frither mit Hauthomotransplantation durchgefiihrten Tierversuche haben
gezeigt, dafl Bestrahlungen mit einem He-Ne-Laser (4 = 632,8 nm) die immunsup-
pressive Wirkung von Antithymocytenserum bedeutend steigern und damit die
AbstoBung des Transplantats verzégern [1]. In anderen Versuchen hatte zwar die
Laserbestrahlung keine direkte Wirkung auf die Blastenbildung; damit war aber
eine Zunahme der die Blastentransformation fordernden Wirkung des Phytohim-
agglutinins zu sehen [2]. Klinisch konnten wir in zahlreichen Fiilen beweisen, daB
die Heilung von resistenten, chronischen Hautgeschwiiren durch die Laserbestrah-
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lung geférdert wird [3,4]. Die pathologische Komplementaktivitit im Serum des
Patienten wird normalisiert [5]. Nach diesen Beobachtungen haben wir angenom-
men, daf} es auBler der lokalen Wirkung auch andere Verdnderungen geben kénne.
Aus diesem Grunde untersuchten wir die Wirkung von Laserstrahlen auf isolierte
menschliche T- (antigenwahrnehmende) und B- (antikérperproduzierende) Lym-
phocyten.

Nach unseren Befunden vermindert die direkte Laserbestrahlung sowohl die
Aktivitit der T-Lymphocyten, wie die Zahi der B-Lymphocyten. Dieser Effekt ist
von mehreren Faktoren wie Leistung, Dosis und Wellenldnge abhédngig. Rubinim-
pulslaser grofer Leistung eignen sich zur Bestrahlung von T-Lymphocyten,
wihrend die kontinuierlich arbeitenden He-Ne-Laser oder Argonionenlaser viel
wirksamer zur Bestrahlung von B-Lymphocyten sind. Die unterschiedliche Wir-
kung dieser zwei Lasertypen ist mdglicherweise mit den voneinander abweichenden
Formen und Flichen der T- und B-Lymphocyten zu erkldren [6], wobei sicherlich
auch die um GréBenordnungen verschiedenen Bestrahlungszeiten eine Rolle
spielen.

In dieser Arbeit wurde die immunsuppressive Wirkung der Strahlung eines He-
Ne-Lasers (4 = 633 nm) mit der einer intensiven thermischen Lichtquelle derselben
Wellenldnge verglichen. Die beiden Lichtquellen waren auf gleiche Leistungsdichte
abgeglichen, die Bestrahlungszeit betrug in beiden Féllen 96s. Der Unterschied
besteht darin, daB der Laser kohirentes, linear polarisiertes, die thermische
Lichtquelle inkohérentes, unpolarisiertes Licht ausstrahlt.

Material und Methoden

Die Lymphocyten stammten aus 250 —300 ml Blutproben von gesunden rh-positiven Spendern der
Blutgruppe 0. Aus den heparinisierten Proben wurden die Lymphocyten durch Sedimentation in
Gelatine und anschlieBende Zentrifugierung gewonnen [6]. Danach wurden sie in Parker-199-
Nihrfliissigkeit bis zu einer Konzentration von 10°/ml suspendiert. 2ml dieser Suspension wurden in
Blutentnahmeréhrchen von 14 mm Durchmesser verteilt und die Bestrahlung durch die Offnung der
Glasréhrchen vorgenommen. Ein Teil der Lymphocyten wurde mit einem He-Ne-Laser (Wellenldnge:
632,8nm; Polarisation: linear; Leistung: 50mW) bestrahlt, der andere Teil mit einer inkoh#renten
Lichtquelle, bestehend aus 150-W-Halogenlampe mit Kaltlichtspiegel, Warmeschutzfilter, Mehr-
schicht-Interferenzfilter und Abbildungsoptik (Wellenlinge: 633nm; Halbwertsbreite: 18nm; maxi-
male Leistung: 150mW bei einem kleinsten Strahldurchmesser von 13 mmy).

Die Oberfliche der Priparate wurde jeweils mit gleicher Leistung bei gleichem Strahldurchmesser
bestrahlt; die Gesamtenergie betrug bei beiden Lichtquellen 47.

Die Leistungsmessung erfolgte mit einem Spectra-Physics 401 C power meter. Dieses Meligerit
wurde fiir die beiden Lichtquellen verwendet. In Anbetracht der geringen Bandbreite der Strahlung der
thermischen Lichtquelle braucht der spektrale Verlauf der Empfindlichkeit des verwendeten MeBgerats
nicht beriicksichtigt zu werden.

Der Migrationshemmungstest wurde nach Falk und Mitarb. [7] mit einer Antigenmenge von
10 pg/ml in Kunststoffrohrehen von 1,8 mm Innendurchmesser, die in Kunststoffkammern von 2cm
Innendurchmesser angebracht waren, durchgefiihrt. Die Auswertung des Migrationsfeldes geschah
durch optische Projektion der Kammer auf Transparentpapier. Die markierten Projektionsbilder
wurden ausgeschnitten und auf einer analytischen Waage ausgewogen.

Die Lymphocytenproben wurden vor und nach Bestrahlung im Thermostaten auf einer Temperatur
von 37°C gehalten. Zur Vornahme der Bestrahlung befanden sich die Prdparate 15min auf
Raumtemperatur (20° C). Die Kontrollproben wurden unter identischen Bedingungen gehalten. Durch
Messung mit Kontakt-Thermometern auf Thermistor-Basis konnte festgestellt werden, daB durch die
Bestrahlung nur eine geringfiigige Temperatursteigerung von ca. 0,5° C erfolgte. Beide Strahlungsquel-
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len — Laser und die inkohédrente Strahlungsquelle — sind typische Kaltlichtstrahler, die neben der
gewiinschten schmalbandigen Rotstrahlung keine Wirmestrahlung emittieren.

Die Zahl der antikorperproduzierenden Zellen wurde mit Fluoresceinisothyocyanat konjugiertem
Anti-IgM-IgG-Immunserum durch Auszihlung von 500 Zellen bestimmt. Durch einen modifizierten
Plaquetest [3] wurde nachgewiesen, dafl eine Antikérperproduktion stattgefunden hatte. Als Antigen
diente menschliches gereinigtes Antigen der Blutgruppe A [10].

Die Bestimmung der lebenden Zellen erfolgte nach Farbung mit Trypanblau durch Auszihlung von
500 Zellen [9].

Alle Experimente wurden Smal wiederholt. Der methodische Fehler liegt bei +6%,.

Ergebnisse

Die Mittelwerte der MeBergebnisse sind in Tabelle | zusammengefaBt. Zur
Beurteilung der Migrationsfelder wurde das Gewicht aus Transparentpapier der
ausgeschnittenen Projektionsfelder herangezogen. Aus dem Gewichisquotienten
des Migrationsfeldes mit Antigenzusatz zu dem des Migrationsfeldes ohne Antigen
wurde der Migrationsindex errechnet. Die Erwartungswerte ergeben sich aus den
Kontrollwerten und dem jeweiligen Anteil lebender Zellen.

Bei den mit unpolarisiertem inkohérentem Licht bestrahlten Proben ergab sich
praktisch kein Unterschied zwischen den MeBwerten und den Kontrollwerten.

Tabelle 1. Wirkung von Bestrahlungen auf menschliche Lymphocyten, durchgefiihrt mit Laser und
thermischer Lichtquelle gleicher Leistunsdichte bei einer Wellenldnge von 633 nm. Erwartungswerte: E,
MeBwerte: M, Prozentuale Anderung: P

Zelltypen und Test Unbe- Thermische Lichtquelle Laser
strahlt polarisiert
(Kon-  unpolarisiert polarisiert
trolle}
E M P E M P E M P

Lebende Zellen
(%) 93,2 - 930 - - 80 - - 8,7 —

B-Lymphocyten

Immunfluoresz.

mit polyspezif.

Immunserum

(%) 17,1 17,06 170 —0,49% 16,15 11,3 —-30% 1591 96 — 409

T-Lymphocyten
Migrationsfeld ohne

Antigen

(mg) 12,1 12,1 120 —-08% 114 6,3 — 45% 113 56  — 50%
Antigendeterm.-

Migrationsfeld

(mg) 3,6 3,6 3.6 0% 34 8,6 +153% 3,3 9,0 +173y;

Migrationsindex 0,298 0,298 0,300 +0,7% 0,298 1,365 +358% 0,292 1,607 +450%
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Im Gegensatz dazu verringert sich nach Einbringen eines Polarisators in den
gleichen Strahlengang die Zahl der antikdrperproduzierenden B-Lymphocyten um
30%. Die Messungen an T-Lymphocyten zeigen bei den antigenfreien Migrations-
feldern eine Abnahme um 459, wihrend bei den antigendeterminierten Feldern
eine Zunahme von 153 % zu verzeichnen ist. ‘

Noch deutlicher unterscheiden sich die MeBwerte bei den mit dem Laser
bestrahlten Proben. Die Zahl der B-Lymphocyten verringert sich um 40 9. Bei den
Untersuchungen der T-Lymphocyten nehmen die Migrationsfelder ohne Antigen-
zusatz um 50 % ab, die Felder mit Antigenzusatz um 173 9; zu.

Abbildung 1 veranschaulicht die unterschiedliche Wirkung von unpolarisiertem
und polarisiertem thermischen Licht sowie von Laserlicht auf menschliche
Lymphocyten. Die bei Bestrahlung mit dem Laser erzielten MeBwerte wurden
gleich 100 %, gesetzt.

Polarisiertes inkohirentes Licht der Wellenlinge 633nm erreicht 8177 der
Wirkung von Laserlicht, wihrend fiir unpolarisiertes inkohdrentes Licht —
beriicksichtigt man die Fehlergrenzen — beziiglich der hier beschriebenen Untersu-
chungen keifierlei Wirkung nachgewiesen werden konnte.

Diskussion

Die in der Einleitung diskutierte immunsuppressive Wirkung von Bestrahlungen
mit dem He-Ne-Laser konnte durch in-vitro-Experimente an menschlichen
Lymphocyten quantitativ nachgewiesen werden. Inkohérentes monochromati-
sches Licht zeigt unter gleichen Versuchsbedingungen nur dann eine Wirkung,
wenn es linear polarisiert ist.
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Weitere gleichartige Versuche, die beispielsweise den Einflul verschiedener

Arten von Polarisation oder den der riumlichen Kohirenz des Laserlichtes klaren
sollen, sind noch im Gange.
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