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Oz

Amacg: Diisiik seviyeli lazer terapisi, rejeneratif tipta fonksiyonel anomalilerin yonetilmesi, iyilesme siirecini ve hiicresel fonksiyonlar1 gelistirmek
icin disiik seviyeli lazerlerin kullanildig1 bir tedavi yaklagimidir. Calismada, bu tedavi yaklagiminin diyabetik hastalarda rastlanan en 6nemli
problemlerden birisi olan diyabetik yaralarin iyilesmesinde etkinliginin arastirilmasi amaglanmustir.

Yéntem: Insan derisinden izole edilmis olan Tip 2 diyabetik ve normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerine belirli siirelerde (10-100 saniye)
iki glinde bir, 9 giin siiresince 980 nm dalga boyundaki diyot lazer uygulanmis ve hiicre sayilart ve sentezlenen Tip 1 kollajen miktarlar
karsilagtirilmigtir.

Bulgular: Her iki hiicre tipinde de uygulanan siirelerdeki lazerin hiicreler iizerinde herhangi bir sitotoksik etkiye yol agmadigi, ancak hiicrelere 50
sn.’den fazla uygulanmasinin anlamli diizeyde hiicre ¢ogalmasini yavaslattigi tespit edilmistir. Hiicrelerde sentezlenen kollajen miktarlar
kiyaslandiginda normoglisemik hiicrelerde daha fazla sentez oldugu sonucuna varildi. Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast hiicrelerinde en yiiksek
kollajen sentezine 90 sn. lazer uygulamasi sonucunda rastlanirken normoglisemik hiicrelerde en yiiksek kollajen sentezine 70 sn. lazer
uygulamasinda ulasildi.

Sonug: Diyot lazerin olumlu etkilerinin gériilmesinde uygulama siirelerinin hiicre tipine gére degistigi, hasta profiline gore uygun siirelerde
uygulanan lazerin diisitk maliyetle, hastaya en az zararla, hastadaki yara iyilesme siirecini olumlu yonde etkileyebilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 980 nm diyot lazer, Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast, Tip 1 kollajen
Abstract

Objective: Low-level laser therapy is a treatment approach in regenerative medicine that employs low-level lasers to manage functional
abnormalities, improve the healing process, and the cellular functions. The aim of this study was to investigate the effectiveness of this treatment
approach in healing diabetic wounds that is one of the most important problems encountered in diabetic patients.

Methods: Diode laser was applied on Type 2 diabetic and normoglycemic human dermal fibroblasts for a predetermined time period (10-100
seconds) every two days for total of 9 days, and cell numbers and the amounts of synthesized Type 1 collagen were compared.

Results: In both cell types, the laser did not cause any cytotoxicity at the applied time periods, but laser application for more than 50 sec.
significantly slowed down cell proliferation. When the amount of synthesized collagen was compared, the normoglycemic fibroblasts were found to
synthesize more. As the highest collagen synthesis was found in Type 2 diabetic cells at 90 sec. laser application, in normoglycemic cells it was
achieved at 70 seconds.

Conclusion: It is thought that the optimum application times of the 980 nm diode laser vary according to the cell type, and that the laser applied at
appropriate periods according to the patient’s profile can positively affect the wound healing process with a minimal damage.

Keywords: 980 nm diode laser, Type 2 diabetic human dermal fibroblast, Type 1 collagen
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Giris

Diisiik seviyeli lazer terapisi rejeneratif tibbin farkl
dallarinda kullanilan yararl, basit ve invaziv olmayan bir
tekniktir. Temel olarak romatoid artrit, korneal ekstazi,
dental hastaliklar,” biiyiime faktdrii salimmin diizenlenmesi
yoluyla agrilarin azaltilmasi®, fibroblast, keratinosit ve
osteoblast gibi hiicre hatlar1 i¢in hiicre proliferasyonunun
arttirilmasi, migrasyon, proliferasyon, apoptoz ve hiicre
farklilagmas1 gibi hiicresel reaksiyonlarin uyarilmasiyla
doku tamiri siirecinin diizenlenmesi® ve enflamasyonun
azaltilmas1'® gibi ¢esitli patolojik kosullar iizerinde yararl
etkilere sahiptir. Diisiik seviyeli lazer terapisi, diisiik enerji
yogunlugundaki sabit bir 15m (0,04-60 J/cm?) ve 600-1100
nm dalga boylu lazer kullanim olarak ifade edilir.® Lazerin
in vitro biyouyarim etkisi dalga boyu, lazer ¢ikis giicii ve
enerji yogunlugu gibi lazer 1igima parametrelerine baglidir.
Benzer parametreler kiiltiire edilmis farkli hiicreler iizerinde
farkli etkilere sebep olabilir. Bu nedenle, lazer uygulanan
hiicreler {izerinde istenilen etkilere ulasabilmek ig¢in bu
parametrelerin = dogru  kombinasyonlarinin  bilinmesi
dnemlidir. 1112

Lazerin hiicresel seviyedeki biyouyarici aktivitesinin
mekanizmasi pek ¢ok reaksiyonun es zamanli aktivitesine
baglidir. Biyolojik membranlarin yapist ve fonksiyonu
modifiye edilir, endorfinler salinir, hiicre ve enzimlerin
bagisiklik sistemi aktivitesinde bir artig gozlemlenir.
Mitokondriyal membranda bulunan bes protein kompleksi
arasindaki elektron transferiyle bir sinyal agi baslatilir. Bu
membran proteinleri arasinda NADH dehidrogenaz, siiksinat
dehidrogenaz, sitokrom c rediiktaz, sitokrom c oksidaz, ATP
sentaz ve serbest molekiillerden sitokrom ¢ bulunmaktadir.
Lazer uygulamasi mitokondrideki kromoforlar1 uyaran ve
ATP iiretiminde artisa yol acan metabolik siirecleri aktive
eder. Hiicresel solunumun hizlanmasi, fibroblastlar gibi
hiicrelerin  proliferasyonu,  farklilagmasi, gocii  ve
bliylimesine katkida bulunur. Biiyiime faktorleri gibi
fibroblastlar tarafindan salinan biyoaktif aracilar, Tip 1
kollajen  gibi  ekstraseliller =~ matriks  bilesenlerinin
sentezlenmesini uyararak hiicre metabolizmasint olumlu
yonde etkiler. 3

Diabetes mellitus, insiilin saliminin tam ya da nispi eksikligi
ya da insiilin hedef organlarinin islevsizligi sonucu olugan
kronik metabolik bir hastaliktir ve sadece seker
metabolizmasinda degil yag, protein ve elektrolit
metabolizmasinda da problemlere yol agmaktadir. Glukoz
seviyesinin kontroliindeki bozukluk diyabetik hastalarda
sistemik problem riskini arttirir. Bu hastalarda bozuk
enflamasyon tepkisi ve enfeksiyonlara karsi azalan direng
yara iyilesme siirecini geciktirebilir.*? Diisiik seviyeli lazer
terapisinin normal doku tamir siireci ya da yara iyilesmesi
iizerindeki yararli etkileri arastirilmasina ragmen optimum
uygulama kosullar1 tam olarak belirlenememistir.
Fibroblastlar yara iyilesme siirecinde yiiksek oranda 6nem
arz eden hiicrelerdir ve in vitro’da fibroblast proliferasyonu
ve aktivitesi lizerine lazer 1gtmanin uyarici etkileri hala ¢ok
iyl bilinmemektedir. Baz1 aragtirmacilar lazerin fibroblast
proliferasyonu ve aktivitesi iizerine etkisinin olmadigini ya
da inhibe edici bir etkisi oldugunu ifade ederken digerleri
lazerin in vitro fibroblast proliferasyonunu gelistirmede rol
oynadigin1 ve daha kisa lazer muamele siiresinin daha
yiiksek proliferasyona yol agtigini ileri stirmiislerdir. Farkli
dalga boylarindaki lazerler fibroblastlar {izerinde farkli
etkilere neden olurlar. Literatiirde, yakin kizil6tesi, kizilotesi
ve goriniir dalga boylar1 kullanilarak lazerin etkilerini

Lazerin Diyabetik Fibroblastlar Uzerine Etkisi

inceleyen pek ¢ok deneysel g¢alisma mevcuttur!? ancak
mevcut ¢caligmalar sabit tedavi metodu olmaktan uzaktir.

Bu caligmada farkli siirelerde uygulanan 5 W giiclinde ve
yiiksek penetrasyon derinligine sahip 980 nm dalga
boyundaki diyot lazerin normoglisemik ve Tip 2 diyabetik
insan dermal fibroblast hiicrelerinin canliliklarina ve Tip 1
kollajen sentezine olan etkileri arastirildi.

Yontem

insan Dermal Fibroblast Hiicre Izolasyonu ve
Karakterizasyonu

Dermal fibroblast hiicreleri sezeryan ameliyati sonrasi
biyolojik atik olarak degerlendirilen deriden eksplant kiiltiir
olarak literatire uygun sekilde izole edildi.’* Dokular
herhangi bir genetik hastaligi olmayan, 18-36 yaslar
arasindaki normoglisemik (n=5) ve en az 4 yildir diyabet
hastast olan Tip 2 diyabetik (n=5) donérlerden Kocaeli
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun verdigi izinle (KOU KAEK 2015/236) alindu.
Tiim donorler aydinlatilmis onam formlari ile bilgilendirilip
her bir donérden arastirma igin atilacak dokularinin
kullanilabilirligine dair izinleri alindi. Donoérlerden izole
edilen hiicrelerle normoglisemik ve diyabetik hiicre
havuzlart olusturuldu, deneylerde farkli dondrlerden izole
edilmis  bu  hiicre  karigimlart  kullanildr. %2
penisilin/streptomisin igeren Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) igerisinde laboratuvara getirilen dokular steril
kosullar altinda yag ve epidermis tabakasindan ayrilip nester
yardimiyla kiigiik pargalara (3x3 mm?) béliindii. Boliinen
doku pargalar1 6-kuyucuklu plakalarda eksplant olarak
biiyiime besiyeri (%5 insan kani plazmas: [HP], 2 U/mL
heparin, %0,1 primosin, 1 ng/mL bFGF, %l
penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin i¢eren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 [DMEM-
F12, Gibco]) iginde, 37°C ve %5 CO; ihtiva eden
inkiibatérde (N-Biotek NB-203XL) kiiltiire edildi. Her 3
giinde bir besiyeri yenilendi ve yeterli sayida hiicre dokudan
¢iktiktan sonra %0,05 tripsin-EDTA (Gibco) kullanilarak
hiicreler T25 flaska pasajlandi. Ugiincii pasaja gelen
fibroblast hiicreleri anti-vimentin ile floresan olarak
boyanarak goriintillendi. Bunun i¢in %4 paraformaldehit
(PFA) ile sabitlenen hiicreler oncelikle DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) ile yikandiktan sonra 9%0,1
triton X-100 (Sigma Aldrich, USA) ile 15 dakika oda
sicakliginda permeabilize edildi. 30 dakika oda sicakliginda
yiizey serum ile bloke edildikten sonra hiicreler 1 gece
boyunca 4°C sicaklikta 1:100 seyreltilmis anti-vimentin
birincil antikor ¢ozeltisi (Abcam anti-vimentin antibody
[RV203] (ab8979) mouse monoclonal) icerisinde bekletildi.
DPBS ile yikanan hiicreler 1:400 oraninda seyreltilmis FITC
isaretli ikincil antikor (Alexa fluor 488 goat anti-mouse 1gG)
ile isaretlenip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler ¢ekirdek boyamasi igin 4°, 6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Thermo Fisher Scientific)
(1:1000 DPBS igerisinde) ile oda sicakliginda 10 dakika
muamele edildi. DPBS ile yikandiktan sonra floresan
mikroskopta (Olympus 1X53) incelenip fotograflar ¢ekildi.

Lazer ile Uyarim Protokolii

Diyot lazerin hiicre ¢ogalmasina etkisinin belirlenmesi

Bu caligmada, 5 W giiciindeki 980 nm dalga boyundaki
diyot lazer (Kenar Miihendislik Ltd.) farkli siirelerde
uygulanarak lazerin normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan
dermal fibroblast hiicrelerinin canliligina etkisi WST-1
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(Roche, cell proliferation reagent) testi ile degerlendirildi.
izole edilmis dermal fibroblast hiicreleri 96-kuyucuklu
plakaya 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip bilyiime
besiyerinde 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Diyot
lazer (400 pm lazer fiber ¢apli) 9 giin boyunca iki giinde bir
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 saniye (sn.) siireyle
hiicrelere uygulandi. Lazer bashigi ve kuyucuk tabani
arasindaki mesafe her bir grup icin 1 cm olarak belirlendi.
Lazer uygulamasit kuyucuklardan besiyeri ¢ekildikten sonra
yapildi ve uygulama sonrasinda tekrar tazelendi. Kontrol
grubu olarak lazer uygulanmamis normoglisemik ve Tip 2
diyabetik insan dermal fibroblast hiicreleri kullanildi. Her
bir 6rnek ii¢ kopya seklinde caligildi.

Diyot lazerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisinin
degerlendirilmesi i¢in 1.glin ve son lazer uygulamasinin
ertesi giininde WST-1 metabolizma testi yapildi. Siire
sonlarinda insan dermal fibroblast hiicreleri %10 WST-1
soliisyonu, %5 insan plazmasi, %0, primosin, 2U/mL
heparin igeren ve fenol kirmizisi igermeyen DMEM besiyeri
igerisinde 2,5 saat 37°C sicaklikta, karanlikta inkiibe edildi.
Siire sonunda 440 nm dalga boyunda absorbans olglimii
yapildi. Hiicre sayilari asagidaki formiil kullanilarak ve
kontrol grubuna oranla hesaplandi:

Ornek absorbans:
Hiicre sayis1 (%) = 100

Kontrol grubu absorbansi

Diyot lazerin (980 nm dalga boyunda) kollajen sentezine
olan etkisinin belirlenmesi

Diyot lazerin (5 W giiciindeki 980 nm da) hiicrelerdeki
kollajen sentezine olan etkisini degerlendirmek igin lazer
normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast
hiicrelerine bir 6nceki bdliimde belirlenen kosullarda 9 giin
stiresince iki giinde bir 10-100 sn. arasinda uygulandi.
Hiicrelerin kollajen sentezi immiinfloresan boyama ile
kiyaslandi. Hiicreler %4 PFA ile sabitlendikten sonra DPBS
ile yikanip %3 sigir serum alblimini (BSA) ile oda
sicakliginda 30 dakika bloke edildi. Ardindan hiicreler 1:100
olacak sekilde %0,1 BSA igerisinde hazirlanmig olan
birincil antikor (Santa Cruz COL1A Antibody sc-59772)
icerisinde bir gece 4°C sicaklikta inkiibe edildi. Hiicreler ii¢
kez DPBS ile yikandiktan sonra 1:200 oraninda ikincil
antikor (Alexa fluor 488 goat anti-mouse 1gG (H+L))
icerisinde 37°C sicaklikta 1 saat daha inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda floresan mikroskop kullanilarak
hiicrelerin  aynt 151tk yogunlugunda ve biiyiitmelerde
goriintiileri alind1. Uretilen kollajen miktarlari, NIH ImageJ
yazilimi ile yesil floresan sinyalinin olgiiliip diizeltilmis
toplam hiicre floresaninin (DTHF) hesaplanmasiyla tespit
edildi. Bunun igin, floresan mikroskopta alinmis goriintiiniin
siyah-beyaza doniistiiriilmiis hali iizerinde yogunlugu
Olglilmek istenilen her bir hiicre ayri ayn isaretlenip 151k
yogunluklar1 belirlendi. Analizde arka plan olarak floresan-
1stma  yapmayan bolge tercih edildi. Uretilen kollajen
miktarlar1 asagidaki formiile gore hesapland1.*®

DTHF = Tamamlanmis yogunluk - (secili hiicre alani x
ortalama arka plan floresant)

Istatistiksel Analiz

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.
Ortalamalar  Kruskal-Wallis testi kullanilarak p<0,05
anlamlilik diizeyinde karsilastirildi. Istatistiksel analiz igin
IBM SPSS Statistics 20,0 yazilimi (IBM Corp., Armonk,
NY, USA) kullanildi.

Lazerin Diyabetik Fibroblastlar Uzerine Etkisi
Bulgular

Insan Dermal Fibroblast Hiicre Karakterizasyonu
Ameliyat sonras1 biyolojik atik olan derilerden izole edilen
hiicrelerin fibroblast hiicresi oldugunu tespit etmek amaciyla
liclincii pasajdaki hiicrelere anti-vimentin immiinfloresan
(IF) boyama yapildi. Hiicrelerin boyama oncesi goriintiileri
151k mikroskobunda (Cizim 1A) ve boyama sonrasi
goriintiileri floresan mikroskobu ile incelendi (Cizim 1B).
Mikroskop goriintiileri hiicrelerin ig-benzeri morfolojiye
sahip oldugunu gosterdi. izole edilen hiicre popiilasyonunun
timiiniin bir fibroblast belirteci olan vimentin igin pozitif
olmasi*® ise bu hiicrelerin  kiiltiiriinde epidermis
tabakasindan herhangi bir hiicre kontaminasyonunun
olmadigini kanitlamistir.

Cizim 1. Insan dermal fibroblast hiicrelerinin, A) Isik mikroskobu,
B) Floresan mikroskobu goriintiileri (yesil: vimentin, mavi: hiicre
cekirdekleri), 20X biiyiitme, Skala: 50 pm

Lazer ile Uyarim

Diyot lazerin (980 nm) hiicre cogalmasina etkisi

Diyot lazerin normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan
dermal fibroblast hiicreleri {izerine etkisini belirlemek
amaciyla hiicrelere 9 giin boyunca iki giinde bir belirli
stirelerde lazer (5 W ve 980 nm) uygulandi, 10. giinde
yapilan WST-1 analiziyle bu uygulamanin hiicre sayilari
iizerindeki etkileri degerlendirildi.

WST-1 metabolizma testine gore 9. giin sonundaki kontrol
gruplari olan lazer uygulanmamis Tip 2 diyabetik ve
normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerinin hiicre
canliliklart %100 olarak kabul edilip diger gruplarin hiicre
sayis1 yiizdeleri belirlendi. Inkiibasyonun baslangicinda
kontrol gruplarinin canl hiicre sayilar1 Tip 2 diyabetik insan
dermal fibroblast hiicrelerinde 9. giindekinin %12,59+2,26’1
iken normoglisemik fibroblastlarinki 9.  giindekinin
%15,65+1,51 idi. Tip 2 diyabetik insan dermal
fibroblastlarma 10 sn.-100 sn. diyot lazer uygulama
sonucundaki 9. giin hiicre sayis1 yiizdeleri sirasiyla
83,83+0,64;  82,29+0,20;  79,83%£3,24;  81,20+0,35;
76,01+0,64;  71,83+6,91;  53,60+3,80;  56,80+0,23;
54,82+2,34 ve 65,41+2,54 iken (Cizim 2A) normoglisemik
insan dermal fibroblast hiicrelerindeki ayni gruplarin
degerleri ayni sirayla 76,18+1,45; 94,55+0,29; 94,26+0,73;
75,7443,62;  66,05+3,04;  63,80+0,94;  54,26+5,00;
43,77+0,01; 46,81+3,04 ve 45,72+4,13 (Cizim 2B) olarak
bulundu. Normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan dermal
fibroblast hiicrelerine 980 nm dalga boyundaki diyot lazerin
10, 20, 30 ve 40 sn. uygulandig1 gruplardaki hiicre sayisinin
9. giin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkh
olmadig1 (p>0,05) ve dolayisiyla hiicreler iizerinde bu
stirelerde uygulanan diyot lazerin herhangi bir etkiye yol
acmadig1 goriildii. Her iki hiicre tipi i¢in de 40 sn.’den fazla
diyot lazer uygulamasi 9. giin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha az hiicre sayismna yol agmasina
ragmen her iki hiicre tipinde de 24. saatteki kontrol
gruplarindan daha fazla hiicre olmasi diyot lazerin sitotoksik
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bir etkiye yol agmadigimi gostermis olup goriilen etki
¢ogalma hizinda yavaslama olarak degerlendirilmistir.
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Cizim 2. Dokuz giin boyunca farkli siirelerde uygulanmis olan 980
nm dalga boyundaki lazerin dermal fibroblast hiicrelerinin
¢ogalmasi lizerine etkisi. Veriler ortalama+standart sapmay1 temsil
etmektedir.

Diyot lazerin kollajen sentezine olan etkisi

Hiicreler tarafindan salgilanan kollajen miktarini belirlemek
amaciyla yapilan immiinfloresan boyama sonucunda
normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast
hiicrelerindeki Tip 1 kollajen varliklar1 kiyaslandiginda
normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerinde daha
fazla 1s51ma oldugu, dolayisiyla da daha fazla miktarda
kollajen varligi tespit edildi (Cizim 3 ve Cizim 4).

Gruplar kendi igerisinde kiyaslandiginda Tip 2 diyabetik
insan dermal fibroblast hiicrelerine 980 nm dalga boyundaki
diyot lazerin 70, 90 ve 100 sn. uygulanmasmin lazer
uygulanmamig kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
(p<0,05) daha fazla Tip 1 kollajen sentezledigi, en fazla
kollajen sentezine ise 90 sn. lazer uygulanmis grupta oldugu
goriildi. Diger gruplardaki kollajen sentezinde ise kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak bir farka rastlanmadi
(Cizim 3E).

Normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerinde 60, 70
ve 80 sn. lazer uygulanan gruplardaki kollajen miktarinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak (p<0,05) daha
fazla oldugu, en yiiksek kollajen sentezinin ise 70 sn. lazer
uygulanan grupta oldugu tespit edildi. Siire 100 sn.
oldugunda diyot lazerin hiicreler iizerine uygulanmasinin
hiicrelerde istatistiksel olarak (p<0,05) kollajen sentezini
azalttig1 gézlemlendi. Diger gruplardaki kollajen sentezinde
ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak bir farka
rastlanmadi (Cizim 4E).
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Cizim 3. Diyot lazerin 9 giin sonunda Tip 2 diyabetik insan dermal
fibroblast hiicrelerinde Tip 1 kollajen sentezindeki etkisi: A, B, C,
D) immiin floresan goriintiileri, Yesil: Tip 1 kollajen (Orijinal
biiylitme: 20X, Skala: 10 pm). E) Ortalama diizeltilmis toplam
hiicre  floresan1  degerlerinin  uygulama  gruplarina  goére
kiyaslanmasi. Veriler ortalama+standart sapmay1 temsil etmektedir.
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Lazer uygulama siresi

Cizim 4. Diyot lazerin 9 giin sonunda normoglisemik insan dermal
fibroblast hiicrelerinde tip 1 kollajen sentezindeki etkisi: A, B, C,
D,) immiin floresan goriintiileri, Yesil: Tip 1 kollajen (Orijinal
biiylitme: 20X, Skala: 10 um). E) Ortalama diizeltilmis toplam
hiicre  floresan1  degerlerinin  uygulama  gruplarma  goére
kiyaslanmast. Veriler ortalama+standart sapmay1 temsil etmektedir.
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Diisiik seviyeli lazer terapisi, yaralar1 iyilestirmek i¢in 15181n
klinik olarak uygulandigi'’, invazif olmayan bir tedavi
yaklasimidir.®® Hayvan ve klinik ¢alismalar diisiik seviyeli
lazer terapisinin lazer isinindan 131k enerjisini hiicrelerde
kimyasal enerjiye ¢evirip hiicresel aktiviteleri uyararak yara
iyilesmesini etkileme yoluyla hiicreler iizerinde biyouyarict
etkilere sahip oldugunu ve analjezik, dezenfekte edici ve
anti-enflamatuvar etkiler gosterdigini kanitlamistir.'> Bu
yararli etkilerine ragmen lazerin optimum uygulama
parametreleri iizerinde hala bir fikir birligine varilamamistir.
Caligmamizda farkli siirelerde uygulanan 5 W giiciinde, 980
nm dalga boyundaki diyot lazerin normoglisemik ve Tip 2
diyabetik insan dermal fibroblast hiicrelerinin canliliklarina
ve Tip 1 kollajen sentezine olan etkileri incelendi.

Diyot lazerin normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan
dermal fibroblast hiicrelerinin gogalmasi {izerine etkilerine
bakildiginda, lazerin hiicrelerde herhangi bir sitotoksik
etkiye yol agmadigi, ancak her iki hiicre tipinde de 50
sn.’den fazla lazer uygulamasinin hiicrelerin ¢ogalma
hizinda yavaglamaya sebep oldugu goriilmistir. Sterczala
ve ark. da calismamizla uyumlu olarak gingival
fibroblastlara 32 saniyeye kadar uyguladiklari 980 nm dalga
boyundaki lazerin hiicre iizerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigini  belirlemislerdir.’®* Crisan ve ark.!' ise
yaptiklar1 aragtirmada 980 nm dalga boyundaki lazerin in
vitro’da  diisiik  dozlarda uygulanmasinin  hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi lizerinde uyaricit bir etkiye sahip
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda uygulanan lazerin
hiicreleri  prolifere edici bir etkisinin goériilmemesinin
nedeninin literatiirdeki lazerin atimli modda uygulanmasi
olabilecegi diisliniilmektedir.

Pek cok caligma lazerin fibroblast ve miyofibroblast gibi
gesitli hiicre tiirlerinde reaktif oksijen tirevi (ROT)
dretimini  arttirabildigini  gdstermistir.  Bu  fonksiyonu
muhtemelen sitokromlar, flavinler ya da NADPH gibi
endojen hiicre kromoforlarinin fotosensibilizasyonu yoluyla
gerceklesmektedir. Hiicre fonksiyonu diizenleyiciler olarak
gesitli sinyal basamaklarmi diizenleyen ROT’larin diisiik
seviyeli lazer terapisi tarafindan iretilen ikincil mesajcilar
oldugu dusiinilmektedir. ROT, AP-1 ve NF-kB
aktivasyonuna yol agan protein kinaz C (PKC)’nin
yiikselmesine sebep olan hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun
ylikselmesine sebep olur. Bunun yani sira ROT redoksa
hassas, anti-apoptotik bir protein olan NF-kB’yi aktive
ederek hiicre proliferasyonuna neden olur. Hiicre
fonksiyonlart iizerindeki ROT etkilerinin doza bagli oldugu
tespit edilmistir. Diisiik dozlarda ROT hiicre proliferasyonu
ve farklilasmasinda rol oynayan redoksa hassas proteinleri
modifiye edebildiklerinden hiicre sinyali i¢in 6nemliyken
yiksek seviyelerde ROT, hiicreye zarar verebilir ve bozuk
fizyolojik fonksiyonlara yol agabilir. Yiiksek enerjili lazer
hiicreleri kronik oksidatif strese siiriikleyen yiiksek miktarda
ROT iiretimine sebep olurken diisiik enerji seviyelerindeki
lazer az miktarda ROT iiretimine yol agar. Oksidatif stres
PKC inaktivasyonu ve caspase 3 aktivasyonu yoluyla hiicre
proliferasyonunun  inhibisyonuna sebep olmaktadir.3%
Calismamizda uzun siire lazere maruz kalma sonucu 9. giin
kontrol grubuna kiyasla canli hiicre sayisindaki azalmasinin
sebebi olusan ROT miktarinin fazla olmasi olabilir.

Diisiik seviyeli lazer terapisinin temel hedefi 151k enerjisiyle
hiicrelere biyouyaricit bir etki yaratmaktir. Lazer enerjisi,
doku sicakliginda 6nemli bir artisa yol agmadan hiicre
molekiillerini uyarir.’® Lazerin bu olumlu etkilerini
inceleyebilmek i¢in in vitro’da fibroblastlar, keratinositler,

Lazerin Diyabetik Fibroblastlar Uzerine Etkisi

mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastlar gibi pek ¢ok farkli
hiicre hatt1 ile ¢alistlmustir.*1%2° Bircok literatiir dzellikle
diyot lazerin hiicre proliferasyonunu arttirdigimni ifade
etmesine ragmen Abergel ve ark.? diisiik seviyeli lazerin
insan deri fibroblast kiiltiirlerinde proliferasyonda etkisi
yokken prokollajen {iretimini uyardigini tespit etmiglerdir.
Biz de bu literatiir 15181nda, farkli siirelerde uygulanan 980
nm dalga boyundaki diyot lazerin Tip 2 diyabetik ve
normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerindeki Tip 1
kollajen sentezine etkisini inceledigimizde normoglisemik
hiicrelerde daha fazla kollajen sentezi oldugunu gordiik.
Lazerin biyouyarim etkisi dalga boyu, lazer ¢ikis giicii ve
enerji yogunlugu gibi lazer 1s1ma parametrelerine baglidir.
Benzer parametreler kiiltiire edilmis farkli hiicre hatlari
iizerinde farkli etkilere sahip olabilir.!* Calismamizdaki
normoglisemik ve Tip 2 diyabetik hiicreler arasindaki
sentezlenen kollajen miktarindaki farkin sebebi de diyabetik
hiicrelerdeki asir1 metalloproteinaz (MMP) aktivitesi ya da
MMP inhibitdr seviyesinin azlig1 nedeniyle sentezlenen Tip
1 kollajenin bir kisminin pargalaniyor olmasi olabilir.?®

Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast hiicrelerine 70, 90 ve
100 sn. diyot lazer uygulanmasinin Tip 1 kollajen sentezini
arttirdig1 goriildii. Yapilan in vitro ve klinik galigmalar da
bulgularimizi desteklemektedir. Kawalec ve ark.? diyot
lazerin yara iyilesmesi ilizerindeki etkilerini inceledikleri bir
aragtirmada iilserli diyabetik hastalara 5W giiciinde 980 nm
dalga boyunda diyot lazeri ortalama 8 hafta boyunca 4 kez
uygulamislar ve diyabetik iilserlerin iyilesmesini arttirdigini
tespit etmisler. Yara alaninda fibroblastlar graniilasyon
dokusunun olusumunda goérev alirlar. Yara igerisinde
fibroblastlar hiicredisi matriksteki en bol protein olan ve
yaranin mukavemetine katkida bulunan kollajeni iretirler.
Diyabetik fibroblastlarm, aym doku kaynagindan olan
normoglisemik fibroblastlarla kiyaslandiginda biiyiime
faktori reseptor ekspresyonundaki bir eksiklikten kaynakli
olan biiylime faktorlerine karsi azalmig bir proliferasyon
tepkisine sahip oldugu bilinmektedir. Diyabetik yara
iyilesmesinde  olan  bozuklugun degisen  kollajen
metabolizmasi ve anormal graniilasyon doku olusumundan
kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.?* Diyabetik yaralarm
tyilestirilmesinde ¢aligmamizdaki gibi uygulama sayist ve
stiresi uzatildig: takdirde diyabetik yara iyilesmesinin daha
da arttirilabilecegi diisiiniilmektedir.

Normoglisemik insan dermal fibroblast hiicrelerinde ise 60,
70 ve 80 sn. lazer uygulanmasmin kollajen miktarimni
arttirdig1 tespit edilirken 100 sn. uygulamanin sentezi
azalttign  gdzlemlenmistir. Usumez ve ark.?® yaptiklar
calismada 980 nm dalga boyundaki diyot lazerin 10 sn.
uygulanmasinin biiylime faktorii salimimi arttirarak kollajen
sentezini  yiikselttigini  bulmuslardir.  Bu  sonucun
arastirmamizdakiyle uyumsuz olmasmin sebebi literatiirde
bir havyan modeliyle ¢aligilmig olmasi olabilir.
Calismamizda baz1 limitasyonlar bulunmaktadir. Diyot
lazerin diyabetik yaralarin iyilesmesi lizerindeki etkinligini
degerlendirmek igin 2-boyutlu bir ortam tercih edildi ancak
bu ortam tam olarak dogal 3-boyutlu ortami taklit
edememektedir. Ilerleyen ¢alismalarda 3-boyutlu in vitro bir
modelde lazerin hiicre gociine etkisi incelenerek daha etkili
sonugclara ulasilabilecektir.

Diistiik seviyeli lazer terapisi, bircok farkli hastalik ve
anomaliyi tedavi etmek i¢in kullanilabilen, yararli terapotik
etkiler tiretmek i¢in gorliniir kirmizi ya da kizilGtesi 15181
kullanir. Bu tedavi yaklagimi siklikla kullanilmasina ragmen
lazer parametrelerinin optimum uygulama aralig1 ve tam etki
mekanizmalari  halen  belirlenememistir.  Biz  de
calismamizda farkli siirelerde uygulanan diyot lazerin
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normoglisemik ve Tip 2 diyabetik insan dermal fibroblast
hiicrelerinin canliliklarina, ¢ogalmasma ve Tip 1 kollajen
sentezine olan etkilerini inceledik. Her iki hiicre tipinde de
uygulanan siirelerdeki diyot lazerin hiicreler iizerinde
herhangi bir sitotoksik etkiye yol agmadig1 ancak 50 sn.’den
sonra uygulanan lazerin hiicre c¢ogalmasimni yavaslattigi
tespit edildi. Tip 1 kollajen sentezi her iki hiicre tipinde de
980 nm dalga boyundaki diyot lazerin uzun uygulama
stirelerinde daha yiiksek olarak belirlendi. Tip 2 diyabetik
insan dermal fibroblast hiicrelerinde en yiiksek kollajen
sentezine 90 sn. lazer uygulamasi sonucunda rastlanirken
normoglisemik hiicrelerde en yiiksek kollajen sentezine 70
sn. lazer uygulamasinda ulagildi. Sonug olarak, 980 nm
dalga boyundaki diyot lazerin olumlu etkilerinin kullanilan
hiicre tipine gore farkli uygulama stirelerinde goriildiigii
tespit edilmistir. Hasta profiline gore uygun siirelerde
uygulanan 980 nm dalga boyundaki diyot lazerin diisiik
maliyetle ve hastaya en az zararla hastadaki yara iyilesme
stirecini olumlu yonde etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.
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