Nd:YAG LAZER UYGULANMASININ OSTEOBLAST HUCRE AKTIVITESI UZERINE ETKISI
EFFECTS OF Nd:YAG LASER IRRADIATION ON OSTEOBLAST CELLULAR ACTIVITY
Hacer DENIZ ARISU* Emin TURKOZ' Oya BALA'

OZET

Amac: Bu calismanin amaci Nd:YAG lazerlerin farkli frekans ve giiclerde uygulanmasinin periapikal bolgede, 6zellikle alveoler ke-
mik dokuda, hiicresel boyutta meydana getirebilecegi degisikliklerin hiicre kiiltiir yontemleri kullanilak incelenmesidir.

Gerec ve Yontem: Calismada insan osteoblast benzeri devamli hiicre kiiltiirii Saos-2 kullanildi. Nd: YAG lazer hiicre kiiltiirleri iize-
rine temassiz sekilde 20-120 mj, 10-30 Hz ve 0.2-3.6 W ayarlarinda 10 saniye siireyle uygulandi. Ayn1 sekilde Nd:YAG lazerin reh-
ber 15181 olarak kullanilan He-Ne lazer, hiicre kiiltiirleri iizerine temassiz sekilde 10 saniye siireyle uygulandi. 7, 14 ve 21 giinliik in-
kiibasyon doneminden sonra hiicresel aktivite Alkalen fosfataz (ALP) ve osteokalsin 6l¢iimleriyle degerlendirildi.

Bulgular: ALP aktiviteleri karsilastirildiginda 20 mj, 10 Hz, 10 saniye ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
Diger gruplar arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.05). ALP ve osteokalsin ortalama degerlerine gore bir degerlendirme yapildigin-
da, lazerin atim enerjisi ve enerji ¢cikigmnin arttirilmasinin osteoblast hiicre kiiltiirleri iizerinde negatif bir etki olusturdugu goriildii.
Sonug: Eger atim enerji miktar1 ve enerji ¢ikisi, amaglanan tedavi i¢in yeterliyse en diisiik ayarlari secmek dogru yontem olacaktir.

Anahtar kelimeler: Nd:YAG lazer, He-Ne lazer, ALP, osteokalsin, hiicre kiiltiirii
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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GIRIS

Son yillarda lazer dis hekimligi alaninda siklikla kul-
lanilan bir teknik haline gelmistir****>*, Ozellikle
Nd:YAG lazer sistemleri, lazer 1g1ninin ¢ok ince fiber op-
tik kablolar yardimiyla iletilmesi nedeniyle, kok kanal te-
davilerini de iceren pek ¢ok alanda kullanilabilmektedir.
Nd: YAG lazerin kok kanallarini steril edebilmesi, smear
ve debrisi uzaklastirabilmesi ve dentin tiibiillerini tikaya-
bilmesi bu cihazin sagladig avantajlarin bir kismidir* .

Degisik tipteki lazerlerin kok kanal sistemi {izerinde-
ki etkileriyle ilgili pek cok aragtirma yapilmig olmasina
ragmen, bu lazerlerin hiicresel diizeyde meydana getirdigi
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle ilgili ¢cok az
aragtirma mevcuttur>'®. Bu etkilerin in vivo yerine, hiicre
kiiltiirleri kullanilarak in vitro olarak degerlendirilmesi,
standart deney islemlerinin gerceklestirilebilmesi, kisa sii-
rede sonu¢ alinabilmesi, deneylerin maliyetlerinin daha
diisiik olmast ve sayisal degerler elde edilebilmesi gibi
avantajlar saglamaktadir***. Kemik dokusuyla ilgili in
vitro biyouyumluluk deneylerinden pek ¢ogu, insan kay-
nakli olmayan primer kemik hiicreleriyle veya devamli
hiicre kiiltiirleriyle yapilmaktadir.

Kemik yapiminin geleneksel ol¢iitii, total serum ALP
aktivitesidir. ALP hiicre membranlarinin ekstraselliiler yii-
zeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol kalintilarina sikica
baglanan bir glukoproteindir. Iskeletin ALP’1 osteoblastla-
rin membraninda yerlesmistir ve heniiz anlasilamayan bir
mekanizma ile dolagima salgilanir'. Osteoblastlar aktif
olarak kemik matriksini depolamalar: sirasinda, ¢ok mik-
tarda alkalen fosfataz salgilarlar. Bu fosfatazin inorganik
fosfat konsantrasyonunu arttirdig1 ya da kollejen liflerini,
kalsiyum tuzlariin depolanmasini saglayacak sekilde ak-
tive ettigi sanilmaktadir. Alkalen fosfataz diizeyi, genel-
likle kemik yapim hizinin bir gostergesi olarak kabul edil-
mektedetir”. Alkalen fosfataz enziminin temel rolii kemik
yapiminin baglatilmasini saglamaktir'.

Osteokalsin, kemige o6zgiin kabul edilen ilk kemik
matriksi proteinidir*'***, Olgun osteoblastlar, odontoblast-
lar ve hipertrofik kondrositler tarafindan sentezlenir, son-
ra kemik ve dentin matriksine sokulur ve hidroksilapatite
baglanir. Buna gore; yeni sentezlenen osteokalsin oncelik-
le kemigin ekstraselliiler matriksinde depolanir, ancak kii-
¢ilik bir kism1 dolasima salgilanir ve normalde kemik re-
zorbsiyonu sirasinda salgilanmadigindan, osteoblastik ak-
tiviteye Ozgiin bir gostergedir'.

Bu calismanin amaci kok kanallarini steril ederek pe-
riapikal dokularin iyilesmesine yardimci olan Nd:YAG la-
zer sisteminin farkli frekans ve giiclerde uygulanmasinin,
dis kokleri etrafinda bulunan alveoler kemik dokusunda
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hiicresel diizeyde meydana getirecegi degisikliklerin, pe-
riapikal lezyonlarin iyilesmesi ilizerinde olumlu bir etki
saglayip saglayamayacaginin, insan osteoblast benzeri de-
vaml1 hiicre hatt1 Saos-2 kullanilarak incelenmesidir. Ca-
lismada lazer uygulamasindan sonra osteoblast hiicrele-
rinden salinan alkalen fosfataz enzimi ve osteokalsin mik-
tarlar1 tayin edilerek bunun kalsifiye doku olusumu iize-
rindeki etkilerinin yorumlanmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM
Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii caligmalarinin tiimii steril laminar air-
flow kabinlerinde gerceklestirildi ve lazer uygulamalari
da yine bu steril kabinler i¢inde yapildi.

Caligmada osteoblast benzeri devamli hiicre hatt1 Sa-
os-2 (HTB- 85, ATCC, USA) kullanild:. Hiicre kiiltiir va-
sat1 olarak %10 Fetal s1g1r serumu (Biochrom, Germany),
%1 antibiyotik-antimikotik karigim iceren DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagles Medium) Ham’s F12 (Sigma,
USA) kullanildi. Deneyler, hiicreler 3 kez pasajlandiktan
sonra gerceklestirildi. Deneyler siiresince hiicreler giinasi-
11, faz-kontrast mikroskopta (Olympus CK 40, Japan) in-
celendi.

Lazer Uygulamasi

Bu calismada dalga boyu 1064 nm olan, 320 pm ¢ap-
I1 fiber optik kablo iletim sistemli, elektromanyetik spekt-
rumun yakin kizil 6tesi bolimiinde bulunan, hard lazerler-
den Nd:YAG lazer (Pulsmaster 600 I1Q, American Dental
Technologies, USA) kullanildi. Cihaz 20 ila 200 mj, 10 ila
30 Hz ve 0.2 ila 6 W seviyelerinde 100 ps atim araligr ile
caligmaktadir. Cihazin rehber lazer 1sin1 He-Ne lazer tara-
findan tiretilmektedir. He-Ne lazerin dalga boyu 533 nm,
giicii 1 mW’dir ve devamli modda 1s1n tiretmektedir. Hiic-
reler ALP ve osteokalsin 6l¢timleri i¢in hiicre kiiltiir plak-
larina yerlestirildikten sonra lazer uygulamasi gerceklesti-
rildi. Hiicre kiiltiir 6rneklerine 13 farkli giic ayarinda
Nd:YAG lazer uyguland1. Fiber optik kablonun ucu, hiic-
re kiiltiir plaklarinin tabanindan 2 mm uzaklikta ve tabana
dik olacak sekilde lazer uygulamasi gergeklestirildi. Grup-
lardan 1 tanesine He-Ne rehber lazer 1smni uygulandi.
Kontrol grubu olarak kullanilan grupta ise higbir lazer uy-
gulamas1 gerceklestirilmedi. Gruplara uygulanan lazer
giic sevileri Tablo I’de verilmistir. Lazer her gii¢ ayar1 i¢in
10 saniye boyunca aktive edildi. Her uygulamanin sonun-
da fiber optik kablonun ucundaki karbonize artiklar steril
bir gazli bez yardimiyla uzaklastirildi ya da fiber optik
kablonun ucu kesilerek uzaklastirildi.
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Tablo I. Calismada kullanilan lazer gii¢ ayarlar1

Gruplar Lazer mj Hz w Siire(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
Degerlendirilmesi

Bu ¢alismaya 24 gozlii plaklarda 3x10* hiicre/ml ola-
cak sekilde baslandi. Her goze 2 ml hiicre siispansiyonu
kondu. Calismada 15 grubun her biri i¢in 3 tekrar olacak
sekilde her inkiibasyon dénemi ve lazer uygulamasi icin
45 gbz olmak iizere, toplam 270 g6z ( ALP degerlendir-
mesi igin 135 goz, osteokalsin degerlendirmesi icin 135
g6z) hazirlandi. Daha sonra hiicreler 7, 14 ve 21 giinliik
inkiibasyon donemleri boyunca 37°C’de ve %5 CO:’li

etiivde bekletildi.

Inkiibasyon dénemlerinin sonunda o giine ait gozler
mikroskopta hiicre tutunmasi ve yogunlugu yoniinden in-
celendi. Daha sonra gozlerdeki vasatlar eppendorf tiipleri
icerisine toplandi ve gozlere 1ml/goz versen-tripsin ilave
edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 mikroskopta gozlen-
dikten sonra hiicreler mikropipetler yardimiyla toplanip
kendi goziine ait eppendorf tiipii i¢erisine ilave edildi.

Daha sonra hiicreler vasatlariyla birlikte ultrasonik
parcalayici ile yarim saat muamele edilerek parcalandi. Se-
rum ALP ol¢limleri amino-2 methyle-2 propanol (AMP)
tampon ile p-nitro phenylphosphate bioMerieux ALP kit
(BIOMERIEUX SA, France) ile Technicon Dax-48 anali-
zoriinde (Bayer Diagnostica, GERMANY) yapildi.

ALP olgtimlerinin kontrol grubuna gore degisim yiiz-
desinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:
Degisim yiizdesi=[ (deney gozlerinin ortalamasi —

kontrol gozlerinin ortalamasi) / (kontrol gozlerinin ortala-
masi) ] x 100

ALP degisim yiizdelerini gosteren sonuglar Grafik
I’de gosterilmistir .

Osteokalsin olciimleri yapilirken 6nce hiicreler vasat-
lariyla birlikte ultrasonik pargalayici ile yarim saat mu-
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Grafik I. ALP aktivitesi degisim yiizdelerinin gézlem donemlerine gore
karsilagtirilmast

amele edilerek parcalandi ve parcalanan hiicrelerin serum
osteokalsin miktarlar 6l¢iildii. Serum osteokalsin 6l¢iimii
immunokemiluminesans teknikle IMMULITE 1 (DPC
Diagnostic Product Corporation LA,CA,USA) analizorii
ile yapildi.

Osteokalsin dl¢timlerinin kontrol grubuna gore degi-
sim ylizdesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kulla-
nilmastir:

Degisim yiizdesi=[ (deney gozlerinin ortalamasi —
kontrol gozlerinin ortalamast) / (kontrol gozlerinin ortala-
masi) | x 100

Osteokalsin degisim yiizdelerini gosteren sonuglar
Grafik II’de gosterilmistir.
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Grafik II. Osteokalsin degisim yiizdelerinin gozlem donemlerine gore
karsilastirilmasi

Istatistiksel Analiz

ALP ve osteokalsin aktivitesi ortalamalar1 varyans
analiziyle, coklu karsilastirmalar Tukey testi kullanilarak
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p=0.05 seviyesinde degerlendirildi*.
BULGULAR
ALP ol¢iimleri

Olgiimlerin ortalamalarina gére ALP seviyelerinin or-
talama degerleri 7. giinde 344.83-388.80 u/ml degerleri
arasindayken, 14. giinde 550,37-627,52 u/ml seviyelerine
ulagsmaktadir. 21. giinde yapilan dl¢iimlerin ortalamalarina
gore bu deger tekrar gerilemektedir (440.56- 476.69 u/ml).
ALP aktivitesi 14. giinde en yiiksek seviyesine ulagmakta-
dir. Her ii¢ gozlem periodunda da Grup 14’iin ALP aktivi-
tesi diger gruplar ve kontrol grubu gozlerinden daha yiik-
sektir. Ayni sekilde Grupl her li¢ gézlem periodunda da
kontrol gozlerinden daha fazla ALP aktivitesi gostermistir.
Bunun digindaki lazer uygulamasi yapilan diger gruplarin
tamaminda, her ii¢ gozlem periodunda ALP aktivitesi kont-
rol gozlerinin ALP aktivitelerinden daha diistiktiir.

ALP icin yapilan varyans analizi sonuglarina gore de-
gerlendirme periodlart karsilastirildiginda fark anlamli
(p<0.05), atim enerji (mj) miktarlar1 karsilastirildiginda
fark anlaml (p<0.05), atim oranlar1 (pps) karsilastirildi-
ginda fark anlamli (p<0.05) ancak degerlendirme periodu
ve atim orani (pps) arasindaki ve atim enerjisi (mj) ve atim
orant (pps) arasindaki etkilesim anlamli degildir (p>0.05).

Coklu karsilastirmalarda p=0.05 seviyesinde kullani-
lan Tukey testine gore gozlem periodlarinin ¢oklu karsi-
lagtirilmalarinda biitiin periodlar arasindaki fark anlamli-
dir (p<0.05) (Tablo II).

Tablo II. ALP aktivitesi ortalamalar1 i¢in gozlem periodlar: karsilastiril-
masinda yapilan anlamlilik tablosu.
7 14 21

14 P<005

21 P<005 P<005

Atim enerjileri Tukey testiyle coklu kargilastirmaya
tabi tutuldugunda yalnizca 20 mj atim enerjisi ve kontrol
gozlerinin ALP ortalamalar arasindaki fark anlaml degil-
dir (p>0.05), diger gruplar arasindaki fark anlamli bulun-
mustur (p<0.05) (Tablo III).

Tablo III. ALP aktivitesi ortalamalari i¢in atim enerjileri (mj) degerleri
karsilastirildiginda ortaya ¢ikan anlamlilik 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 ortalamalarina gore atim oranlar karsilagtirildi-
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ginda yalnizca 15-20 pps atim oranlari arasindai farkin an-
lamli olmadig1 (p>0.05), diger atim oranlar arasindaki far-
kin ise anlamli oldugu gézlenmistir (p<0.05) (Tablo IV).

Tablo IV. ALP aktivitesi ortalamalari i¢in atim oranlar1 (pps) karsilasti-
rildiginda ortaya c¢ikan anlamlilik 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 olciimleri

Yapilan bu dl¢limlerin ortalamalarina gore ilk iki goz-
lem periodunda yani 7 ve 14. giinlerde osteokalsin mikta-
r1 dl¢limiiniin en alt limiti olan 0.01 ngml"' vasatin altinda
oldugu gozlendi ve bu yiizden O kabul edildi. Bu bulgu
biitiin deney gozleri ve kontrol gézlerinden toplanan vasat
ve hiicreler i¢in ayniydi. 21 giinliik inkiibasyon periodun-
dan sonra gozlerden toplanan vasat ve hiicreler osteokal-
sin Ol¢limlerine tabi tutuldugunda ortalama degerlerin
0.70 ila 1.94 ngml" vasat arasinda oldugu gozlemlendi.

Osteokalsin i¢in yapilan varyans analizi sonuglarina
gore 7 ve 14. giinlerde dl¢iim osteokalsin degerleri ol¢iim
alt sinirmin altinda kaldigindan herhangi bir degerlendir-
me yapilamamig bu nedenle de degerlendirme periodlari
karsilagtiralamamigtir. Atim enerji (mj) miktarlari, atim
oranlar1 (pps), atim enerjisi (mj) ve atim orani (pps) ara-
sindaki etkilesim kargilastirildiginda anlaml bir fark bulu-
namamustir (p>0.05). Bu nedenle Tukey testiyle yapilan
coklu karsilagtirmalar osteokalsin i¢in yapilmamuisgtir.

TARTISMA

Bu calismada, endodontik amaclarla kok kanallart
icerisinde kullanilan Nd:YAG lazerlerin, periapikal bolge-
deki alveoler kemik dokuda, hiicresel boyutta meydana
getirebilecegi degisiklikler hiicre kiiltiirii yontemleri kul-
lanilarak arastirilmustir.

Hiicre kiiltiirii calismalari yapilirken, hangi hiicre tipi-
nin segilmesi gerektigiyle ilgili genel bir dogru cevap yok-
tur. Diploid hiicrelerin kullanilmasi laboratuvarlar arasi
karsilagtirilmalarin yapilmasinda giicliikler ¢ikarmaktadir.
Bu karsilagtirilmalarin yapilmast, biitiin diinyada kullani-
labilecek devamli hiicre hatlarmin kullanilmasiyla daha
kolaydir®. Carvalho ve arkadaglari®, Ree ve arkadaslari”,
Zhang ve arkadaglar™, primer insan osteoblastlari ve in-
san osteoblast benzeri devamli hiicre hatlar1 arasinda ca-
lismalarin sonuglart yoniinden herhangi bir fark gozlen-
medigini bildirmisglerdir.
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Saos-2 hiicreleri insan osteosarkoma devamli hiicre
hattidir. Bu hiicreler kemik belirte¢lerini yiiksek seviyeler-
de gostermeleri nedeniyle insan osteoblastlarina ¢cok ben-
zemektedir. Bu hiicreler osteoblastik fenotip gosterir, uzun
siire yasatilabilir ve in vitro olarak kemik olusturabilirler.
Abdullah ve arkadaglarl', Ahmad ve arkadaglar® ¢aligma-
larinda Saos-2 insan osteoblast benzeri hiicre hattin1 kul-
lanmislar ve bunun nedenini, hiicrenin kiiltiir ortaminda
mineralize olabilmesi ve osteoblastik belirtecler bakimin-
dan iyi karakterize edilebilmesi olarak bildirmislerdir. Ca-
lismamizda ATCC’den temin edilen Saos-2 insan oste-
osarkom devamli hiicre hatt1 kullanild1 ve calismanin so-
nucunda bu hiicrelerin osteoblastik kemik belirtecleri olan
ALP ve osteokalsin iiretimlerinin oldugunu, bunun hiicre-
nin fenotipik ozelliklerini yansittigini gézlemledik.

Osteoblastik diferansiyasyon belirteci olarak kullani-
lan iki tipik parametre, spesifik ALP aktivitesi ve oste-
okalsin iiretimidir. ALP rolatif olarak erken bir diferansi-
yasyon belirtecidir. Yaklagik ayn1 donemde, hiicreler oste-
okalsin mRNA iiretmeye baglarlar ve bu protein, kemigin
mineral fazina baglanir'**%.

ALP kemik metabolizmasiyla ve osteoblast diferansi-
yasyonuyla baglantili oldugu bilinen bir enzimdir. ALP
aktivitesi, osteoblast diferansiyasyonu ve osteojenik dzel-
ligin belirlenmesinde en sik kullanilan parametredir®.
ALP, biitiin diinyada genel olarak kabul edilmis kemik
matriks enzimidir ve baglamis osteogenezin analizi i¢in
siklikla kullanilmaktadir®. ALP erken dénemde belirlene-
bilir bir kemik belirtecidir ve kemik mineralizasyonunda
onemli rol oynamaktadir®.

Osteokalsin kemik matriks proteinidir ve diferansiye
osteoblastlarin biyokimyasal belirteci olarak kullanilmak-
tadir®. Osteoblastik ve fibroblastik fenotipler osteokalsin
tiretebilmeleri ve in vitro olarak mineralize olabilmeleriy-
le birbirlerinden ayrilirlar. Osteokalsin, mineralize olmusg
olgun matrikste daha ge¢c donemde ortaya ¢ikmakta ve ke-
migin yeniden yapilanmasinda rol oynadig: diisiiniilmek-
tedir’.

Calismamizda da hiicresel karakterizasyonu belirle-
mek i¢in ALP ve osteokalsin 6l¢iimleri degerlendirildi.

Li ve arkadaslar1”, Koh ve arkadaslari”’, Aparicio ve
arkadaslarr’, Scotchford ve arkadaglari®, Oliva ve arkadas-
lari*, Kurachi ve arkadaglari” hiicre diferansiyasyonunu
ve hiicrelerin fenotipik karakterlerini belirlemek icin ALP
aktiviteleri ve osteokalsin iiretimlerini incelemislerdir.

Dalby ve arkadaglar’ osteoblast hiicre proliferasyo-
nuyla baglantili olarak ALP seviyesinde artis oldugu tes-
pit etmisler, bunun normal osteoblast proliferasyonu ve
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fenotipik aktivitesiyle uyumlu oldugunu bildirmislerdir.
Bizim ¢alismamizin sonuglaria gore de ALP ve osteokal-
sin gibi fenotipik enzim ve non-kollejen protein miktarla-
rindaki artis hiicre proliferasyonunu takip etmektedir.

Yao ve arkadaglar1”’, Snyder ve arkadaslar’® osteob-
last hiicre kiiltiirleri iizerinde yaptiklar1 caligmalarinda os-
teokalsinin, kemik dokunun baslangi¢c olusumunda goz-
lenmedigini hiicrenin osteoblastik fenotipini gosteren gec
belirteci oldugunu bildirmislerdir.

Morais ve arkadaglarinin® primer osteoblast hiicre
kiiltiirii ile yaptiklar1 calismalarinda kontrol sartlarinda
hiicreler inkiibasyon siiresince prolifere olmuslar ve 21
giinliik siire sonunda durgunluk fazina girmislerdir. Kiil-
tirler yiiksek seviyelerde ALP aktivitesi gostermisler ve
en yiiksek seviyelerine 14. giin civarinda ulagmiglardir.
Bundan sonra enzim seviyesi belirgin olarak diismiistiir.
Sonuglarimiz bu bulgularla da ayn1 dogrultudadir.

Ohbayashi ve arkadaslari” hiicre kiiltiirleri tizerinde
lazer uygulamasinin etkilerini inceledikleri caligmalarin-
da, osteokalsin iiretimini piyasada bulunan bir kit yardi-
muyla incelemigler ve 18. giin civarinda osteokalsin tireti-
minin pik yaptigini gostermiglerdir. Ayni ¢alismada ALP
aktivitesi 15. giin civarinda artig gostermistir. Bu ¢caligma-
da biositimiilatér etkisi oldugu sdylenen GaAlAr lazer
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda diisiik giigte lazer
uygulamasinin insan dis pulpasi hiicrelerinde kalsifiye no-
diil olusumunu uyardig1 ve bu hiicreleri dentinogenez yo-
niinde diferansiye ettigi bildirilmistir. Caligmamizin so-
nuclarma gore de ALP aktivitesi 14. giinde, osteokalsin
aktivitesi ise 21. giinde en yiiksek seviyesine ulagmustir.
Bu bulgular Morais ve arkadaslarinin® ve Ohbayashi ve
arkadaglarinin® bulgulartyla uyumludur. Bu bulgu, oste-
oblast diferansiyasyonu ve karakterizasyonuna uygundur.
Osteokalsin 7 ve 14 giinliik donemlerde dl¢iim degerleri-
nin en alt smir1 olan 0.01 ng/ml degerlerinin altinda iken
21. giinde, hiicrelerde osteokalsin tespit edilebildi. Bu bul-
gu osteokalsinin, osteoblast hiicrelerinin ge¢ belirteci ol-
dugu yoniindeki tespitlerle uyumlu bir sonugtur ve oste-
okalsinin ALP aktivitesinin artigin takip ettigi soylenebi-
lir. Daha uzun inkiibasyon donemlerinde hiicrelerdeki os-
teokalsin miktarinin artig gosterip gostermeyecegine dair
caligmalar yapilmalidir.

Kreisler ve arkadaslar1” 809 nm diyod lazer kullandik-
lar1 ¢alismalarinda diisiik giicteki lazer 15181n1n insan gingi-
val fibroblastlarinin proliferasyonu iizerinde aktive edici
etkisi oldugunu bildirmiglerdir. Kreisler ve arkadaglari’®
yaptiklar1 diger bir arastirmada, 809 nm diode lazer kullan-
mus ve yiiksek ayarlardaki lazer uygulamalarinin, hiicre sa-
yilarinda azalmaya neden oldugunu bildirmiglerdir.
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Chen ve arkadaglari’, Nd: YAG lazerin periodontal ye-
nilenme iizerindeki etkilerini kiiltiire edilmis insan gingi-
val fibroblastlar1 iizerinde degerlendirmislerdir. Calisma-
nin sonuclarina gére 2 mm uzakliktan 150 mj, 20 pps ve
10 saniye lazer uygulamasinin hiicre kiiltiiriiniin canliligi-
n1 belirgin oranda azaltmadigini ancak gii¢ ayarlar1 150
myj, 30 pps ve 10 saniye olarak uygulandiginda SEM fo-
tograflarinda hiicrelerde harabiyet gozlendigini bildirmig-
lerdir. SEM incelemeleri hiicre hasarinin derecesinin lazer
cikis giicline bagh olarak degistigini gostermektedir. Bu
sonuglar gii¢ ayarlarina bagli olarak meydana gelen 1s1 ar-
tis1 kaynakli olabilir. Bizim ¢aligmamizin bulgularina go-
re lazer gii¢ seviyeleri arttirildikca ALP aktivitesi ve oste-
okalsin miktarlarinda gézlemlenen diisiigler atim enerjisi
ve atim oraninin arttirtlmasinin hiicreler iizerinde negatif
etkiler meydana getirdigini gostermektedir. Her ne kadar
hiicre kiiltiir gozlerinde olusan 1s1 artiglar1 dl¢iilmemis ol-
sa da bunun lazerin termal etkileri sonucunda meydana
geldigini diislinmekteyiz.

Bizim calismamizin sonuglarina gore en yiiksek ALP
ve osteokalsin seviyeleri HeNe lazer uygulamasiyla elde
edilmistir. Bunun yaninda 20 mj, 10 pps, 10 saniye lazer
uygulamasinin (Grup1l) ALP ve osteokalsin seviyeleri He-
Ne lazerden daha az ancak kontrol grubundan daha yiik-
sektir. Bu diisiik giiclerde lazer uygulamasmin hiicre i¢i
aktiviteleri arttirdig1 yoniindeki bulgularla uyumludur®.
Bu gii¢ seviyeleri disindaki ayarlar hiicresel 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 cikiglart 1.2
W’dir. Bu gruplarin ALP ortalamalari her ii¢ gdzlem peri-
odu icin karsilastirildiginda en yiiksek ALP aktivitesi
Grup 8’de yani 60 mj, 20 pps lazer uygulandiginda ortaya
cikmaktadir. Bu bulgu, lazerin atim enerjisinin arttirilma-
simin ayni enerji ¢ikiglarinda atim oraninin arttirilmasina
gore hiicrelere negatif etkisinin daha fazla oldugunu gos-
termektedir.

Bu bulgu enerji ¢ikislart 1.8 W olan Grup 7 (120 mj,
15 pps) ve Grup 11 (60 mj, 30 pps) ve enerji ¢ikiglar: 2.4
W olan Grup 10 (120 mj, 20 pps) ve Grup 12 (80 mj, 30
pps) i¢in de gegerlidir. Yine daha yiiksek atim enerjisi kul-
lanilan Grup 7 ve Grup 10’un ALP aktivite ortalama de-
Serleri daha diisiiktiir.

Ayni sekilde ortalamalara gore bir degerlendirme ya-
pildiginda cihazin ¢ikig giicii arttirildikca ALP seviyeleri
diismektedir. Bu her ti¢ gozlem periodu i¢in de gegerlidir.

Ayni atim oranlarinda, atim enerjileri arttirildiginda
ve ayni atim enerjilerinde atim oranlar arttirildiginda da
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bu ortalama degerlerde bir diisiis gdozlenmektedir.

Calismamizda lazerin fiber optik kablosunu, hiicre
kiiltiir plaginin tabanina dik olacak sekilde 2 mm mesafe-
den temassiz uygulandi. Dik olarak uygulamamizin nede-
ni biitiin gozlere lazer 1sinmin aym sekilde ve esit uygu-
lanmasi saglamakti. Fiber optik kablo temasta ya da 2
mm’den daha az mesafede uygulandiginda kiiltiir plakla-
rinda ¢ok fazla 1stnma, karbonizasyon ve erimeler meyda-
na geldigini gozlemledik. Bunun sebebi hiicre kiiltiir plak-
larinin polisterenden imal edilmis olmasidir. Bunun ya-
ninda Nd: YAG lazer endodontik amaglarla kok kanali ige-
risine uygulandiginda kullanilma sekli, fiber optik kablo-
nun ucunun apeksten 1 mm mesafede konumlandirilmasi
seklindedir. Bu durumda fiber optik kablo ve periapikal
dokular arasindaki etkilesim yine temassiz bicimdedir.

Bu calismada Nd:YAG lazer Saos-2 insan osteoblast
benzeri devamli hiicre hatti iizerine dogrudan uygulanmig-
tir. Ancak in vivo kosullarda kok kanali icerisine uygula-
nan lazer 1sinmin bir kism1 kok kanal dentini tarafindan
abzorbe edilmektedir. Bu nedenle periapikal alana iletile-
cek olan lazer enerji seviyeleri mutlaka daha diisiik ola-
caktir. Ayrica termal etkilerin, ALP ve osteokalsin deger-
lerinde azalmalara sebep oldugu diisiiniilecek olursa, in vi-
vo kosullarda kok kanali etrafindaki kan damarlar ve yu-
musak dokularin olugan 1s1 artigin1 azaltma etkisi de goz
ard1 edilmemelidir.

Hiicre kiiltiirti calismalari, in vivo kosullarla direkt
olarak karsilagtirllamamasina karsin, farkli giiclerde lazer
uygulamalarinin osteoblast hiicre metabolizmas iizerin-
deki etkileri bu yontemle direkt olarak olciilebilmektedir.
Unutulmamas: gereken nokta, in vitro hiicre kiiltiir teknik-
lerinin ¢ok fazla hassas oldugu ve in vivo olarak goriilebi-
lecek cevaplarin daha diisiik olacagidir. Lazer uygulama-
sinin hiicresel diizeyde meydana getirdigi bu temel bulgu-
lar, dis hekiminin kok kanali icerisinde Nd:YAG lazer uy-
gulamalar sirasinda, periapikal bolgedeki osteoblast hiic-
relerinde meydana gelebilecek etkileri anlamasi1 yoniinden
faydalidir. /n vivo sartlarda olusabilecek gercek degisik-
liklerin incelenmesi i¢in hayvan caligmalar1 ve klinik de-
neylerin yapilmasi gerekmektedir.

SONUC

1. He-Ne lazer uygulamasi ve 20 mj, 10 Hz, 10 sani-
ye Nd:YAG lazer uygulamasi, kontrol grubuna gore insan
osteoblast benzeri hiicre kiiltiirlerinde ALP ve osteokalsin
sentezlerini arttirmaktadir.

2. Nd:YAG lazerin atim enerjisinin arttirilmasi atim
oraninin arttirtlmasina gore osteoblast benzeri hiicreler
iizerinde daha fazla olumsuz etkiye neden olmaktadir.
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3. Cihazin ¢ikis giicii arttirildik¢a hiicresel aktiviteler

azalmaktadir.

Eger enerji ¢ikist klinik amaglar icin yeterliyse kom-

su dokulardaki hasar1 en aza indirmek icin en diisiik atim
enerjisi se¢ilmelidir. Buna karsin lazerin enerji ¢ikigini
azaltmanin amaglanan tedavilerdeki etkinligi azaltip azalt-
mayacag arastirtlmalidir.
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