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Nd:YAG LAZER UYGULANMASININ OSTEOBLAST HÜCRE AKT‹V‹TES‹ ÜZER‹NE ETK‹S‹

EFFECTS OF Nd:YAG LASER IRRADIATION ON OSTEOBLAST CELLULAR ACT‹V‹TY

Hacer DEN‹Z ARISU* Emin TÜRKÖZ† Oya BALA†

ÖZET

Amaç: Bu çal›flman›n amac› Nd:YAG lazerlerin farkl› frekans ve güçlerde uygulanmas›n›n periapikal bölgede, özellikle alveoler ke-
mik dokuda, hücresel boyutta meydana getirebilece¤i de¤iflikliklerin hücre kültür yöntemleri kullan›lak incelenmesidir. 
Gereç ve Yöntem: Çal›flmada insan osteoblast benzeri devaml› hücre kültürü Saos-2 kullan›ld›. Nd:YAG lazer hücre kültürleri üze-
rine temass›z flekilde 20-120 mj, 10-30 Hz ve 0.2-3.6 W ayarlar›nda 10 saniye süreyle uyguland›. Ayn› flekilde Nd:YAG lazerin reh-
ber ›fl›¤› olarak kullan›lan He-Ne lazer, hücre kültürleri üzerine temass›z flekilde 10 saniye süreyle uyguland›. 7, 14 ve 21 günlük in-
kübasyon döneminden sonra hücresel aktivite Alkalen fosfataz (ALP) ve osteokalsin ölçümleriyle de¤erlendirildi. 
Bulgular: ALP aktiviteleri karfl›laflt›r›ld›¤›nda 20 mj, 10 Hz, 10 saniye ve kontrol grubu aras›nda anlaml› bir fark bulunmad› (p>0.05).
Di¤er gruplar aras›ndaki fark anlaml› bulundu (p<0.05). ALP ve osteokalsin ortalama de¤erlerine göre bir de¤erlendirme yap›ld›¤›n-
da, lazerin at›m enerjisi ve enerji ç›k›fl›n›n artt›r›lmas›n›n osteoblast hücre kültürleri üzerinde negatif bir etki oluflturdu¤u görüldü.
Sonuç: E¤er at›m enerji miktar› ve enerji ç›k›fl›, amaçlanan tedavi için yeterliyse en düflük ayarlar› seçmek do¤ru yöntem olacakt›r.

Anahtar kelimeler: Nd:YAG lazer, He-Ne lazer, ALP, osteokalsin, hücre kültürü

SUMMARY

Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of Nd:YAG laser usage on alveoler bone at celluler level by using cell
culture methods.
Material and Method: In this study we used Nd:YAG laser on human osteoblast like cell line Saos-2 in a non-contact mode for 10
seconds with 20-120 mj, 10-30 Hz, and 0.2-3.6 W parameters. He-Ne laser which is the guide light of Nd:YAG laser was used in a
non-contact mode for 10 seconds. After 7, 14 and 21 day incubation period, cellular activity was assessed with Alcaline phosphatase
(ALP) and osteocalcin mesuarements. 
Results: When ALP activities were compared, there was no statistically diffence between 20 mj, 10 Hz, 10 seconds and control gro-
up. The difference between all other groups were  also significant (p<0.05). When avarage ALP and osteocalcin activities were com-
pared, increase in the pulse energy and power output had a negative effect on human osteoblast like cell cultures.
Conclusion: It was concluded that; usage of the lowest parameters should be choosen if the pulse energy and power output was appro-
priate for the suggested theraphy.
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G‹R‹fi

Son y›llarda lazer difl hekimli¤i alan›nda s›kl›kla kul-
lan›lan bir teknik haline gelmifltir21,26,35,36. Özellikle
Nd:YAG lazer sistemleri, lazer ›fl›n›n›n çok ince fiber op-
tik kablolar yard›m›yla iletilmesi nedeniyle, kök kanal te-
davilerini de içeren pek çok alanda kullan›labilmektedir.
Nd: YAG lazerin kök kanallar›n› steril edebilmesi, smear
ve debrisi uzaklaflt›rabilmesi ve dentin tübüllerini t›kaya-
bilmesi bu cihaz›n sa¤lad›¤› avantajlar›n bir k›sm›d›r21,35,36.

De¤iflik tipteki lazerlerin kök kanal sistemi üzerinde-
ki etkileriyle ilgili pek çok araflt›rma yap›lm›fl olmas›na
ra¤men, bu lazerlerin hücresel düzeyde meydana getirdi¤i
morfolojik ve biyokimyasal de¤iflikliklerle ilgili çok az
araflt›rma mevcuttur15,16. Bu etkilerin in vivo yerine, hücre
kültürleri kullan›larak in vitro olarak de¤erlendirilmesi,
standart deney ifllemlerinin gerçeklefltirilebilmesi, k›sa sü-
rede sonuç al›nabilmesi, deneylerin maliyetlerinin daha
düflük olmas› ve say›sal de¤erler elde edilebilmesi gibi
avantajlar sa¤lamaktad›r4,20,33. Kemik dokusuyla ilgili in
vitro biyouyumluluk deneylerinden pek ço¤u, insan kay-
nakl› olmayan primer kemik hücreleriyle veya devaml›
hücre kültürleriyle yap›lmaktad›r.

Kemik yap›m›n›n geleneksel ölçütü, total serum ALP
aktivitesidir. ALP hücre membranlar›n›n ekstrasellüler yü-
zeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol kal›nt›lar›na s›k›ca
ba¤lanan bir glukoproteindir. ‹skeletin ALP’› osteoblastla-
r›n membran›nda yerleflmifltir ve henüz anlafl›lamayan bir
mekanizma ile dolafl›ma salg›lan›r10. Osteoblastlar aktif
olarak kemik matriksini depolamalar› s›ras›nda, çok mik-
tarda alkalen fosfataz salg›larlar. Bu fosfataz›n inorganik
fosfat konsantrasyonunu artt›rd›¤› ya da kollejen liflerini,
kalsiyum tuzlar›n›n depolanmas›n› sa¤layacak flekilde ak-
tive etti¤i san›lmaktad›r. Alkalen fosfataz düzeyi, genel-
likle kemik yap›m h›z›n›n bir göstergesi olarak kabul edil-
mektedetir19. Alkalen fosfataz enziminin temel rolü kemik
yap›m›n›n bafllat›lmas›n› sa¤lamakt›r12. 

Osteokalsin, kemi¤e özgün kabul edilen ilk kemik
matriksi proteinidir5,10,28. Olgun osteoblastlar, odontoblast-
lar ve hipertrofik kondrositler taraf›ndan sentezlenir, son-
ra kemik ve dentin matriksine sokulur ve hidroksilapatite
ba¤lan›r. Buna göre; yeni sentezlenen osteokalsin öncelik-
le kemi¤in ekstrasellüler matriksinde depolan›r, ancak kü-
çük bir k›sm› dolafl›ma salg›lan›r ve normalde kemik re-
zorbsiyonu s›ras›nda salg›lanmad›¤›ndan, osteoblastik ak-
tiviteye özgün bir göstergedir11. 

Bu çal›flman›n amac› kök kanallar›n› steril ederek pe-
riapikal dokular›n iyileflmesine yard›mc› olan Nd:YAG la-
zer sisteminin farkl› frekans ve güçlerde uygulanmas›n›n,
difl kökleri etraf›nda bulunan alveoler kemik dokusunda

hücresel düzeyde meydana getirece¤i de¤iflikliklerin, pe-
riapikal lezyonlar›n iyileflmesi üzerinde olumlu bir etki
sa¤lay›p sa¤layamayaca¤›n›n, insan osteoblast benzeri de-
vaml› hücre hatt› Saos-2 kullan›larak  incelenmesidir. Ça-
l›flmada lazer uygulamas›ndan sonra osteoblast hücrele-
rinden sal›nan alkalen fosfataz enzimi ve osteokalsin mik-
tarlar› tayin edilerek bunun kalsifiye doku oluflumu üze-
rindeki etkilerinin yorumlanmas› amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hücre Kültürünün Haz›rlanmas›

Hücre kültürü çal›flmalar›n›n tümü steril laminar air-
flow kabinlerinde gerçeklefltirildi ve lazer uygulamalar›
da yine bu steril kabinler içinde yap›ld›.

Çal›flmada osteoblast benzeri devaml› hücre hatt› Sa-
os-2 (HTB- 85, ATCC, USA) kullan›ld›. Hücre kültür va-
sat› olarak %10 Fetal s›¤›r serumu (Biochrom, Germany),
%1 antibiyotik-antimikotik kar›fl›m içeren DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagles Medium) Ham’s F12 (Sigma,
USA) kullan›ld›. Deneyler, hücreler 3 kez pasajland›ktan
sonra gerçeklefltirildi. Deneyler süresince hücreler günafl›-
r›, faz-kontrast mikroskopta (Olympus CK 40, Japan) in-
celendi.

Lazer Uygulamas›

Bu çal›flmada dalga boyu 1064 nm olan, 320 µm çap-
l› fiber optik kablo iletim sistemli, elektromanyetik spekt-
rumun yak›n k›z›l ötesi bölümünde bulunan, hard lazerler-
den Nd:YAG lazer (Pulsmaster 600 IQ, American Dental
Technologies, USA) kullan›ld›. Cihaz 20 ila 200 mj, 10 ila
30 Hz ve 0.2  ila 6 W seviyelerinde 100 µs at›m aral›¤› ile
çal›flmaktad›r. Cihaz›n rehber lazer ›fl›n› He-Ne lazer tara-
f›ndan üretilmektedir. He-Ne lazerin dalga boyu 533 nm,
gücü 1 mW’d›r ve devaml› modda ›fl›n üretmektedir. Hüc-
reler ALP ve osteokalsin ölçümleri için hücre kültür plak-
lar›na yerlefltirildikten sonra lazer uygulamas› gerçekleflti-
rildi. Hücre kültür örneklerine 13 farkl› güç ayar›nda
Nd:YAG lazer uyguland›. Fiber optik kablonun ucu, hüc-
re kültür plaklar›n›n taban›ndan 2 mm uzakl›kta ve tabana
dik olacak flekilde lazer uygulamas› gerçeklefltirildi. Grup-
lardan 1 tanesine He-Ne rehber lazer ›fl›n› uyguland›.
Kontrol grubu olarak kullan›lan grupta ise hiçbir lazer uy-
gulamas› gerçeklefltirilmedi. Gruplara uygulanan lazer
güç sevileri Tablo I’de verilmifltir. Lazer her güç ayar› için
10 saniye boyunca aktive edildi. Her uygulaman›n sonun-
da fiber optik kablonun ucundaki karbonize art›klar steril
bir gazl› bez yard›m›yla uzaklaflt›r›ld› ya da fiber optik
kablonun ucu kesilerek uzaklaflt›r›ld›. 
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Tablo I. Çal›flmada kullan›lan lazer güç ayarlar›
Gruplar Lazer mj Hz W Süre(saniye)

Grup 1 Nd:YAG 20 10 0.2 10
Grup 2 Nd:YAG 60 10 0.6 10
Grup 3 Nd:YAG 80 10 0.8 10
Grup 4 Nd:YAG 120 10 1.2 10
Grup 5 Nd:YAG 60 15 0.9 10
Grup 6 Nd:YAG 80 15 1.2 10
Grup 7 Nd:YAG 120 15 1.8 10
Grup 8 Nd:YAG 60 20 1.2 10
Grup 9 Nd:YAG 80 20 1.6 10
Grup 10 Nd:YAG 120 20 2.4 10
Grup 11 Nd:YAG 60 30 1.8 10
Grup 12 Nd:YAG 80 30 2.4 10
Grup 13 Nd:YAG 120 30 3.6 10
Grup 14 He-Ne 0.1 10
Grup 15 Kontrol

Alkalen Fosfataz ve Osteokalsinin Biyokimyasal

De¤erlendirilmesi

Bu çal›flmaya 24 gözlü plaklarda 3x104 hücre/ml  ola-
cak flekilde baflland›. Her göze 2 ml hücre süspansiyonu
kondu. Çal›flmada 15 grubun her biri için 3 tekrar olacak
flekilde her inkübasyon dönemi ve lazer uygulamas› için
45 göz olmak üzere, toplam 270 göz ( ALP de¤erlendir-
mesi için 135 göz, osteokalsin de¤erlendirmesi için 135
göz) haz›rland›. Daha sonra hücreler 7, 14 ve 21 günlük
inkübasyon dönemleri boyunca 37˚C’de ve %5 CO2’li

etüvde bekletildi. 

‹nkübasyon dönemlerinin sonunda o güne ait gözler
mikroskopta hücre tutunmas› ve yo¤unlu¤u yönünden in-
celendi. Daha sonra gözlerdeki vasatlar eppendorf tüpleri
içerisine topland› ve gözlere 1ml/göz versen-tripsin ilave
edildi. Hücrelerin yüzeyden ayr›ld›¤› mikroskopta gözlen-
dikten sonra hücreler mikropipetler yard›m›yla toplan›p
kendi gözüne ait eppendorf tüpü içerisine ilave edildi. 

Daha sonra hücreler vasatlar›yla birlikte ultrasonik
parçalay›c› ile yar›m saat muamele edilerek parçaland›. Se-
rum ALP ölçümleri amino-2 methyle-2 propanol (AMP)
tampon ile p-nitro phenylphosphate bioMerieux ALP kit
(BIOMERIEUX SA, France) ile Technicon Dax-48 anali-
zöründe (Bayer Diagnostica, GERMANY) yap›ld›.

ALP ölçümlerinin kontrol grubuna göre de¤iflim yüz-
desinin hesaplanmas›nda afla¤›daki formül kullan›lm›flt›r:

De¤iflim yüzdesi=[ (deney gözlerinin ortalamas› –
kontrol gözlerinin ortalamas›) / (kontrol gözlerinin ortala-
mas›) ] x 100

ALP de¤iflim yüzdelerini gösteren sonuçlar Grafik
I’de gösterilmifltir .

Osteokalsin ölçümleri yap›l›rken önce hücreler vasat-
lar›yla birlikte ultrasonik parçalay›c› ile yar›m saat mu-

amele edilerek parçaland› ve parçalanan hücrelerin serum
osteokalsin miktarlar› ölçüldü. Serum osteokalsin ölçümü
immunokemiluminesans teknikle IMMULITE 1 (DPC
Diagnostic Product Corporation LA,CA,USA) analizörü
ile yap›ld›.

Osteokalsin ölçümlerinin kontrol grubuna göre de¤i-
flim yüzdesinin hesaplanmas›nda afla¤›daki formül kulla-
n›lm›flt›r:

De¤iflim yüzdesi=[ (deney gözlerinin ortalamas› –
kontrol gözlerinin ortalamas›) / (kontrol gözlerinin ortala-
mas›) ] x 100

Osteokalsin de¤iflim yüzdelerini gösteren sonuçlar
Grafik II’de gösterilmifltir.

‹statistiksel Analiz

ALP ve osteokalsin aktivitesi ortalamalar› varyans
analiziyle, çoklu karfl›laflt›rmalar Tukey testi kullan›larak

Grafik I. ALP aktivitesi de¤iflim yüzdelerinin gözlem dönemlerine göre
karfl›laflt›r›lmas›

Grafik II. Osteokalsin de¤iflim yüzdelerinin gözlem dönemlerine göre
karfl›laflt›r›lmas›



p=0.05 seviyesinde de¤erlendirildi34.

BULGULAR

ALP ölçümleri

Ölçümlerin ortalamalar›na göre ALP seviyelerinin or-
talama de¤erleri  7. günde 344.83-388.80 u/ml de¤erleri
aras›ndayken, 14. günde 550,37-627,52 u/ml seviyelerine
ulaflmaktad›r. 21. günde yap›lan ölçümlerin ortalamalar›na
göre bu de¤er tekrar gerilemektedir (440.56- 476.69 u/ml).
ALP aktivitesi 14. günde en yüksek seviyesine ulaflmakta-
d›r. Her üç gözlem periodunda da Grup 14’ün ALP aktivi-
tesi di¤er gruplar ve kontrol grubu gözlerinden daha yük-
sektir. Ayn› flekilde Grup1 her üç gözlem periodunda da
kontrol gözlerinden daha fazla ALP aktivitesi göstermifltir.
Bunun d›fl›ndaki lazer uygulamas› yap›lan di¤er gruplar›n
tamam›nda, her üç gözlem periodunda ALP aktivitesi kont-
rol gözlerinin ALP aktivitelerinden daha düflüktür.

ALP için yap›lan varyans analizi sonuçlar›na göre de-
¤erlendirme periodlar› karfl›laflt›r›ld›¤›nda fark anlaml›
(p<0.05), at›m enerji (mj) miktarlar› karfl›laflt›r›ld›¤›nda
fark anlaml› (p<0.05), at›m oranlar› (pps) karfl›laflt›r›ld›-
¤›nda fark anlaml› (p<0.05) ancak de¤erlendirme periodu
ve at›m oran› (pps) aras›ndaki ve at›m enerjisi (mj) ve at›m
oran› (pps) aras›ndaki etkileflim anlaml› de¤ildir (p>0.05).

Çoklu karfl›laflt›rmalarda p=0.05 seviyesinde kullan›-
lan Tukey testine göre gözlem periodlar›n›n çoklu karfl›-
laflt›r›lmalar›nda bütün periodlar aras›ndaki fark anlaml›-
d›r (p<0.05) (Tablo II).

Tablo II. ALP aktivitesi ortalamalar› için gözlem periodlar› karfl›laflt›r›l-
mas›nda yap›lan anlaml›l›k tablosu.

7 14 21

7 - - -
14 P<005 - -
21 P<005 P<005 -

At›m enerjileri Tukey testiyle çoklu karfl›laflt›rmaya
tabi tutuldu¤unda yaln›zca 20 mj at›m enerjisi ve kontrol
gözlerinin ALP ortalamalar› aras›ndaki fark anlaml› de¤il-
dir (p>0.05), di¤er gruplar aras›ndaki fark anlaml› bulun-
mufltur (p<0.05) (Tablo III).

Tablo III. ALP aktivitesi ortalamalar› için at›m enerjileri (mj) de¤erleri
karfl›laflt›r›ld›¤›nda ortaya ç›kan anlaml›l›k tablosu.

20 60 80 120 HeNe Kontrol

20 - - - - - -
60 P<0.05 - - - - -
80 P<0.05 P<0.05 - - - -
120 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - - -
HeNe P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -
Kontrol p>0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 -

ALP ortalamalar›na göre at›m oranlar› karfl›laflt›r›ld›-

¤›nda yaln›zca 15-20 pps at›m oranlar› aras›ndai fark›n an-
laml› olmad›¤› (p>0.05), di¤er at›m oranlar› aras›ndaki far-
k›n ise anlaml› oldu¤u gözlenmifltir (p<0.05) (Tablo IV).

Tablo IV. ALP aktivitesi ortalamalar› için at›m oranlar› (pps) karfl›laflt›-
r›ld›¤›nda ortaya ç›kan anlaml›l›k tablosu.

10 15 20 30 HeNe Kontrol
10 - - - - - -
15 P<0.05 - - - - -
20 P<0.05 p>0.05 - - - -
30 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - - -
HeNe P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -
Kontrol P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 -

Osteokalsin ölçümleri

Yap›lan bu ölçümlerin ortalamalar›na göre ilk iki göz-
lem periodunda yani 7 ve 14. günlerde osteokalsin mikta-
r› ölçümünün en alt limiti olan 0.01 ngml-1 vasat›n alt›nda
oldu¤u gözlendi ve bu yüzden 0 kabul edildi. Bu bulgu
bütün deney gözleri ve kontrol gözlerinden toplanan vasat
ve hücreler için ayn›yd›. 21 günlük inkübasyon periodun-
dan sonra gözlerden toplanan vasat ve hücreler osteokal-
sin ölçümlerine tabi tutuldu¤unda ortalama de¤erlerin
0.70 ila 1.94 ngml-1 vasat aras›nda oldu¤u gözlemlendi.

Osteokalsin için yap›lan varyans analizi sonuçlar›na
göre 7 ve 14. günlerde ölçüm osteokalsin de¤erleri ölçüm
alt s›n›r›n›n alt›nda kald›¤›ndan herhangi bir de¤erlendir-
me yap›lamam›fl bu nedenle de de¤erlendirme periodlar›
karfl›laflt›ralamam›flt›r. At›m enerji (mj) miktarlar›, at›m
oranlar› (pps), at›m enerjisi (mj) ve at›m oran› (pps) ara-
s›ndaki etkileflim karfl›laflt›r›ld›¤›nda anlaml› bir fark bulu-
namam›flt›r (p>0.05). Bu nedenle Tukey testiyle yap›lan
çoklu karfl›laflt›rmalar osteokalsin için yap›lmam›flt›r.

TARTIfiMA

Bu çal›flmada, endodontik amaçlarla kök kanallar›
içerisinde kullan›lan Nd:YAG lazerlerin, periapikal bölge-
deki alveoler kemik dokuda, hücresel boyutta meydana
getirebilece¤i de¤ifliklikler hücre kültürü yöntemleri kul-
lan›larak araflt›r›lm›flt›r. 

Hücre kültürü çal›flmalar› yap›l›rken, hangi hücre tipi-
nin seçilmesi gerekti¤iyle ilgili genel bir do¤ru cevap yok-
tur. Diploid hücrelerin kullan›lmas› laboratuvarlar aras›
karfl›laflt›r›lmalar›n yap›lmas›nda güçlükler ç›karmaktad›r.
Bu karfl›laflt›r›lmalar›n yap›lmas›, bütün dünyada kullan›-
labilecek devaml› hücre hatlar›n›n kullan›lmas›yla daha
kolayd›r32. Carvalho ve arkadafllar›6, Ree ve arkadafllar›27,
Zhang ve arkadafllar›38,  primer insan osteoblastlar› ve in-
san osteoblast benzeri devaml› hücre hatlar› aras›nda ça-
l›flmalar›n sonuçlar› yönünden herhangi bir fark gözlen-
medi¤ini bildirmifllerdir. 
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Saos-2 hücreleri insan osteosarkoma devaml› hücre
hatt›d›r. Bu hücreler kemik belirteçlerini yüksek seviyeler-
de göstermeleri nedeniyle insan osteoblastlar›na çok ben-
zemektedir. Bu hücreler osteoblastik fenotip gösterir, uzun
süre yaflat›labilir ve in vitro olarak kemik oluflturabilirler.
Abdullah ve arkadafllar›1, Ahmad ve arkadafllar›2 çal›flma-
lar›nda Saos-2 insan osteoblast benzeri hücre hatt›n› kul-
lanm›fllar ve bunun nedenini, hücrenin kültür ortam›nda
mineralize olabilmesi ve osteoblastik belirteçler bak›m›n-
dan iyi karakterize edilebilmesi olarak bildirmifllerdir. Ça-
l›flmam›zda ATCC’den temin edilen Saos-2 insan oste-
osarkom devaml› hücre hatt› kullan›ld› ve çal›flman›n so-
nucunda bu hücrelerin osteoblastik kemik belirteçleri olan
ALP ve osteokalsin üretimlerinin oldu¤unu, bunun hücre-
nin fenotipik özelliklerini yans›tt›¤›n› gözlemledik. 

Osteoblastik diferansiyasyon belirteci olarak kullan›-
lan iki tipik parametre, spesifik ALP aktivitesi ve oste-
okalsin üretimidir. ALP rölatif olarak erken bir diferansi-
yasyon belirtecidir. Yaklafl›k ayn› dönemde, hücreler oste-
okalsin mRNA üretmeye bafllarlar ve bu protein, kemi¤in
mineral faz›na ba¤lan›r14,25,29.

ALP kemik metabolizmas›yla ve osteoblast diferansi-
yasyonuyla ba¤lant›l› oldu¤u bilinen bir enzimdir. ALP
aktivitesi, osteoblast diferansiyasyonu ve osteojenik özel-
li¤in belirlenmesinde en s›k kullan›lan parametredir23.
ALP, bütün dünyada genel olarak kabul edilmifl kemik
matriks enzimidir ve bafllam›fl osteogenezin analizi için
s›kl›kla kullan›lmaktad›r8. ALP erken dönemde belirlene-
bilir bir kemik belirtecidir ve kemik mineralizasyonunda
önemli rol oynamaktad›r38.

Osteokalsin kemik matriks proteinidir ve diferansiye
osteoblastlar›n biyokimyasal belirteci olarak kullan›lmak-
tad›r8. Osteoblastik ve fibroblastik fenotipler osteokalsin
üretebilmeleri ve in vitro olarak mineralize olabilmeleriy-
le birbirlerinden ayr›l›rlar. Osteokalsin, mineralize olmufl
olgun matrikste daha geç dönemde ortaya ç›kmakta ve ke-
mi¤in yeniden yap›lanmas›nda rol oynad›¤› düflünülmek-
tedir38.

Çal›flmam›zda da hücresel karakterizasyonu belirle-
mek için ALP ve osteokalsin ölçümleri de¤erlendirildi.

Li ve arkadafllar›18, Koh ve arkadafllar›13, Aparicio ve
arkadafllar›3, Scotchford ve arkadafllar›30, Oliva ve arkadafl-
lar›24, Kurachi ve arkadafllar›17 hücre diferansiyasyonunu
ve hücrelerin fenotipik karakterlerini belirlemek için ALP
aktiviteleri  ve osteokalsin üretimlerini incelemifllerdir. 

Dalby ve arkadafllar›9 osteoblast hücre proliferasyo-
nuyla ba¤lant›l› olarak ALP seviyesinde art›fl oldu¤u tes-
pit etmifller, bunun normal osteoblast proliferasyonu ve

fenotipik aktivitesiyle uyumlu oldu¤unu bildirmifllerdir.
Bizim çal›flmam›z›n sonuçlar›na göre de ALP ve osteokal-
sin gibi fenotipik enzim ve non-kollejen protein miktarla-
r›ndaki art›fl hücre proliferasyonunu takip etmektedir. 

Yao ve arkadafllar›37, Snyder ve arkadafllar›31 osteob-
last hücre kültürleri üzerinde yapt›klar› çal›flmalar›nda os-
teokalsinin, kemik dokunun bafllang›ç oluflumunda göz-
lenmedi¤ini hücrenin osteoblastik fenotipini gösteren geç
belirteçi oldu¤unu bildirmifllerdir. 

Morais ve arkadafllar›n›n22 primer osteoblast hücre
kültürü ile yapt›klar› çal›flmalar›nda kontrol flartlar›nda
hücreler inkübasyon süresince prolifere olmufllar ve 21
günlük süre sonunda durgunluk faz›na girmifllerdir. Kül-
türler yüksek seviyelerde ALP aktivitesi göstermifller ve
en yüksek seviyelerine 14. gün civar›nda ulaflm›fllard›r.
Bundan sonra enzim seviyesi belirgin olarak düflmüfltür.
Sonuçlar›m›z bu bulgularla da ayn› do¤rultudad›r.

Ohbayashi ve arkadafllar›23 hücre kültürleri üzerinde
lazer uygulamas›n›n etkilerini inceledikleri  çal›flmalar›n-
da, osteokalsin üretimini piyasada bulunan bir kit yard›-
m›yla incelemifller ve 18. gün civar›nda osteokalsin üreti-
minin pik yapt›¤›n› göstermifllerdir. Ayn› çal›flmada ALP
aktivitesi 15. gün civar›nda art›fl göstermifltir. Bu çal›flma-
da biositimülatör etkisi oldu¤u söylenen GaAlAr lazer
kullan›lm›flt›r. Çal›flman›n sonucunda düflük güçte lazer
uygulamas›n›n insan difl pulpas› hücrelerinde kalsifiye no-
dül oluflumunu uyard›¤› ve bu hücreleri dentinogenez yö-
nünde diferansiye etti¤i bildirilmifltir. Çal›flmam›z›n so-
nuçlar›na göre de ALP aktivitesi 14. günde, osteokalsin
aktivitesi ise 21. günde en yüksek seviyesine ulaflm›flt›r.
Bu bulgular Morais ve arkadafllar›n›n22 ve Ohbayashi ve
arkadafllar›n›n23 bulgular›yla uyumludur. Bu bulgu, oste-
oblast diferansiyasyonu ve karakterizasyonuna uygundur.
Osteokalsin 7 ve 14 günlük dönemlerde ölçüm de¤erleri-
nin en alt s›n›r› olan 0.01 ng/ml de¤erlerinin alt›nda iken
21. günde, hücrelerde osteokalsin tespit edilebildi. Bu bul-
gu osteokalsinin, osteoblast hücrelerinin geç belirteci ol-
du¤u yönündeki tespitlerle uyumlu bir sonuçtur ve oste-
okalsinin ALP aktivitesinin art›fl›n› takip etti¤i söylenebi-
lir.  Daha uzun inkübasyon dönemlerinde hücrelerdeki os-
teokalsin miktar›n›n art›fl gösterip göstermeyece¤ine dair
çal›flmalar yap›lmal›d›r.

Kreisler ve arkadafllar›15 809 nm diyod lazer kulland›k-
lar› çal›flmalar›nda düflük güçteki lazer ›fl›¤›n›n insan gingi-
val fibroblastlar›n›n proliferasyonu üzerinde aktive edici
etkisi oldu¤unu bildirmifllerdir. Kreisler ve arkadafllar›16

yapt›klar› di¤er bir araflt›rmada, 809 nm diode lazer kullan-
m›fl ve yüksek ayarlardaki lazer uygulamalar›n›n, hücre sa-
y›lar›nda azalmaya neden oldu¤unu bildirmifllerdir.
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Chen ve arkadafllar›7, Nd:YAG lazerin periodontal ye-
nilenme üzerindeki etkilerini kültüre edilmifl insan gingi-
val fibroblastlar› üzerinde de¤erlendirmifllerdir. Çal›flma-
n›n sonuçlar›na göre 2 mm uzakl›ktan 150 mj, 20 pps ve
10 saniye lazer uygulamas›n›n hücre kültürünün  canl›l›¤›-
n› belirgin oranda azaltmad›¤›n› ancak güç ayarlar› 150
mj, 30 pps ve 10 saniye olarak uyguland›¤›nda SEM fo-
to¤raflar›nda hücrelerde harabiyet gözlendi¤ini bildirmifl-
lerdir. SEM incelemeleri hücre hasar›n›n derecesinin lazer
ç›k›fl gücüne ba¤l› olarak de¤iflti¤ini göstermektedir. Bu
sonuçlar güç ayarlar›na ba¤l› olarak meydana gelen ›s› ar-
t›fl› kaynakl› olabilir. Bizim çal›flmam›z›n bulgular›na gö-
re lazer güç seviyeleri artt›r›ld›kça ALP aktivitesi ve oste-
okalsin miktarlar›nda gözlemlenen düflüfller at›m enerjisi
ve at›m oran›n›n artt›r›lmas›n›n hücreler üzerinde negatif
etkiler meydana getirdi¤ini göstermektedir.  Her ne kadar
hücre kültür gözlerinde oluflan ›s› art›fllar› ölçülmemifl ol-
sa da bunun lazerin termal etkileri sonucunda meydana
geldi¤ini düflünmekteyiz.

Bizim çal›flmam›z›n sonuçlar›na göre en yüksek ALP
ve osteokalsin seviyeleri HeNe lazer uygulamas›yla elde
edilmifltir. Bunun yan›nda 20 mj, 10 pps, 10 saniye lazer
uygulamas›n›n (Grup1) ALP ve osteokalsin seviyeleri He-
Ne lazerden daha az ancak kontrol grubundan daha yük-
sektir. Bu düflük güçlerde lazer uygulamas›n›n hücre içi
aktiviteleri artt›rd›¤› yönündeki bulgularla uyumludur15.
Bu güç seviyeleri d›fl›ndaki ayarlar hücresel aktivitede bir
azalma meydana getirmektedir. 

Grup 4 (120 mj, 10 pps),  Grup 6 ( 80 mj, 15 pps) ve
Grup 8 (60 mj, 20 pps)’in hepsinin enerji ç›k›fllar› 1.2
W’d›r. Bu gruplar›n ALP ortalamalar› her üç gözlem peri-
odu için karfl›laflt›r›ld›¤›nda en yüksek ALP aktivitesi
Grup 8’de yani 60 mj, 20 pps lazer uyguland›¤›nda ortaya
ç›kmaktad›r. Bu bulgu, lazerin at›m enerjisinin artt›r›lma-
s›n›n ayn› enerji ç›k›fllar›nda at›m oran›n›n artt›r›lmas›na
göre hücrelere negatif etkisinin daha fazla oldu¤unu gös-
termektedir.

Bu bulgu enerji ç›k›fllar› 1.8 W olan Grup 7 (120 mj,
15 pps) ve Grup 11 (60 mj, 30 pps) ve enerji ç›k›fllar› 2.4
W olan Grup 10 (120 mj, 20 pps) ve Grup 12 (80 mj, 30
pps) için de geçerlidir. Yine daha yüksek at›m enerjisi kul-
lan›lan Grup 7 ve Grup 10’un ALP aktivite ortalama de-
¤erleri daha düflüktür. 

Ayn› flekilde ortalamalara göre bir de¤erlendirme ya-
p›ld›¤›nda cihaz›n ç›k›fl gücü artt›r›ld›kça ALP seviyeleri
düflmektedir. Bu her üç gözlem periodu için de geçerlidir. 

Ayn› at›m oranlar›nda, at›m enerjileri artt›r›ld›¤›nda
ve ayn› at›m enerjilerinde at›m oranlar› artt›r›ld›¤›nda da

bu ortalama de¤erlerde bir düflüfl gözlenmektedir. 

Çal›flmam›zda lazerin fiber optik kablosunu, hücre
kültür pla¤›n›n taban›na dik olacak flekilde 2 mm mesafe-
den temass›z uyguland›. Dik olarak uygulamam›z›n nede-
ni bütün gözlere lazer ›fl›n›n›n ayn› flekilde ve eflit uygu-
lanmas›n› sa¤lamakt›. Fiber optik kablo temasta ya da 2
mm’den daha az mesafede uyguland›¤›nda kültür plakla-
r›nda çok fazla ›s›nma, karbonizasyon ve erimeler meyda-
na geldi¤ini gözlemledik. Bunun sebebi hücre kültür plak-
lar›n›n polisterenden imal edilmifl olmas›d›r. Bunun ya-
n›nda Nd:YAG lazer endodontik amaçlarla kök kanal› içe-
risine uyguland›¤›nda kullan›lma flekli, fiber optik kablo-
nun ucunun apeksten 1 mm mesafede konumland›r›lmas›
fleklindedir. Bu durumda fiber optik kablo ve periapikal
dokular aras›ndaki etkileflim yine temass›z biçimdedir. 

Bu çal›flmada Nd:YAG lazer Saos-2 insan osteoblast
benzeri devaml› hücre hatt› üzerine do¤rudan uygulanm›fl-
t›r. Ancak in vivo koflullarda kök kanal› içerisine uygula-
nan lazer ›fl›n›n›n bir k›sm› kök kanal dentini taraf›ndan
abzorbe edilmektedir. Bu nedenle periapikal alana iletile-
cek olan lazer enerji seviyeleri mutlaka daha düflük ola-
cakt›r. Ayr›ca termal etkilerin, ALP ve osteokalsin de¤er-
lerinde azalmalara sebep oldu¤u düflünülecek olursa, in vi-
vo koflullarda kök kanal› etraf›ndaki kan damarlar› ve yu-
muflak dokular›n oluflan ›s› art›fl›n› azaltma etkisi de göz
ard› edilmemelidir. 

Hücre kültürü çal›flmalar›, in vivo koflullarla direkt
olarak karfl›laflt›r›lamamas›na karfl›n, farkl› güçlerde lazer
uygulamalar›n›n osteoblast hücre metabolizmas› üzerin-
deki etkileri bu yöntemle direkt olarak ölçülebilmektedir.
Unutulmamas› gereken nokta, in vitro hücre kültür teknik-
lerinin çok fazla hassas oldu¤u ve in vivo olarak görülebi-
lecek cevaplar›n daha düflük olaca¤›d›r. Lazer uygulama-
s›n›n hücresel düzeyde meydana getirdi¤i bu temel bulgu-
lar, difl hekiminin kök kanal› içerisinde Nd:YAG lazer uy-
gulamalar› s›ras›nda, periapikal bölgedeki  osteoblast hüc-
relerinde meydana gelebilecek etkileri anlamas› yönünden
faydal›d›r. ‹n vivo flartlarda oluflabilecek gerçek de¤iflik-
liklerin incelenmesi için hayvan çal›flmalar› ve klinik de-
neylerin yap›lmas› gerekmektedir. 

SONUÇ

1.  He-Ne lazer uygulamas› ve 20 mj, 10 Hz, 10 sani-
ye Nd:YAG lazer uygulamas›, kontrol grubuna göre insan
osteoblast benzeri hücre kültürlerinde ALP ve osteokalsin
sentezlerini artt›rmaktad›r.

2. Nd:YAG lazerin at›m enerjisinin artt›r›lmas› at›m
oran›n›n artt›r›lmas›na göre osteoblast benzeri hücreler
üzerinde daha fazla olumsuz etkiye neden olmaktad›r.
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3. Cihaz›n ç›k›fl gücü artt›r›ld›kça hücresel aktiviteler
azalmaktad›r.

E¤er enerji ç›k›fl› klinik amaçlar için yeterliyse kom-
flu dokulardaki hasar› en aza indirmek için en düflük at›m
enerjisi seçilmelidir. Buna karfl›n lazerin enerji ç›k›fl›n›
azaltman›n amaçlanan tedavilerdeki etkinli¤i azalt›p azalt-
mayaca¤› araflt›r›lmal›d›r.
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