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SEZNAM UPORABLJENIH OKRAJSAV
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RNA

D-LED

D-Ko

N-LED

N-Ko

Pomen
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Terapija z nizkoenergetskimi laserjem (angl. »low level laser therapy«).
Enaka okrajSava se uporablja tudi za terapijo z nizkoenergetsko svetlobo

(angl. »Low level light therapy«).

Prosti kisikovi radikali (angl. »Reactive oxygen species«)
Terapija z negativnim tlakom

Svetloba blizu infrardece (angl. »Near infrared light«)
Dusikov oksid

Multiencimski kompleks Citokrom C oksidaza
Adenozin trifosfat

Deoksiribonukleinska kislina

Cikli¢ni adenozinmonofosfat

Ribonukleinska kislina

Bolniki s kroni¢no rano in sladkorno boleznijo, obsevani z aktivnimi

svetlobo emitirajocimi diodami

Bolniki s kroni¢no rano in sladkorno boleznijo, obsevani s placebo

napravo

Bolniki s kroni¢no rano, brez sladkorne bolezni, obsevani z aktivnimi

svetlobo emitirajocimi diodami

Bolniki s kroni¢no rano, brez sladkorne bolezni, obsevani s placebo

napravo
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1IZVLECEK

Izhodis¢e: Kroni¢ne rane so rane, ki se v dveh mesecih ne zacelijo oziroma se ne za¢nejo celiti
in predstavljajo pere¢ zdravstven problem. Se posebej so h kroni¢nim ranam nagnjeni pacienti
s sladkorno boleznijo. Standardni pristopi k zdravljenju, ki so kirurSka odstranitev mrtvin,
preveze rane z ustreznimi oblogami in po potrebi antibioti¢no zdravljenje, pogosto ne privedejo
do Zeljenih rezultatov. Prav zato se raziskujejo dodatne metode zdravljenja, ki naj bi pospesile
hitrost celjenja rane. Ena od dodatnih metod je fotobiomodulacija, pri kateri obsevanje s
svetlobo ob uporabi natancno dolo¢enih svetlobnih rezimov ugodno vpliva na metabolizem
celic. Uporablja se svetloba valovnih dolzin med 650 in 1000 nm, ki jo pridobimo s pomoc¢jo
svetlobo emitirajo¢ih diod (LED — light emitting diodes) in nizkoenergetskih laserjev (LLLT —
low level laser therapy). Splosni ucinki svetlobe so dokazani na molekularnem, celi¢nem,
tkivnem in sistemskem nivoju. 1z in vitro kot tudi iz klini¢nih raziskav izhajajo rezultati, ki
dokazujejo ucinke fotobiomodulacije na proliferacijo fibroblastov, sintezo kolagena, celicno

viabilnost, stimulacijo rastnih dejavnikov, in na $tevilne imunske celice.

Namen raziskave: Namen raziskave je bil je preveriti, ali fotobiomodulacija z LED, kot

adjuvantna metoda zdravljenja kroni¢ne rane, znacilno pospesi celjenje rane.

Preiskovanci in metode dela: V prospektivno randomizirano, dvojno slepo raziskavo, smo
vkljucili 40 zaporednih pacientov s sladkorno boleznijo in 39 brez sladkorne bolezni, ki so bili
napoteni na zdravljenje kroni¢ne rane v Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana v obdobju med
oktobrom 2012 in junijem 2014. Paciente s sladkorno boleznijo in tiste brez nje smo naklju¢no
razporedili v dve skupini, Studijsko, ki je poleg standardnega zdravljenja po protokolu za
kroni¢ne rane prejemala Se terapijo z LED (z valovnimi dolZinami 625 nm, 660 nm in 850 nm
in gostoto mo&i 2,4 J/em®, trikrat tedensko, 8 tednov), in v kontrolno skupino, ki je poleg
standardnega zdravljenja prejemala dodatno obsevanje s svetlobo Sirokega spektra in nizke
intenzitete (valovne dolzine med 580 in 900 nm ter gostoto mo&i 0,72 J/em?, placebo uéinek,
prav tako trikrat tedensko, 8 tednov). Pri vseh pacietnih smo potek celjenja rane ocenjevali po
klasifikaciji po Falangi, z oceno stopnje granulacije in epitelizacije rane, s spremljanjem
zmanjSevanja povrsine rane s programom Image J in z ocenjevanjem mikrocirkulacije ter s tem

neovaskularizacije rane s pomoc¢jo Laser Dopplerja.
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Rezultati: Pri pacientih v Studijski skupini, ki so prejemali dodatno terapijo z LED, se je v dnu
rane hitreje pojavilo granulacijsko tkivo, in sicer tako v skupini pacientov s sladkorno boleznijo
kot tudi pri pacientih brez sladkorne bolezni (znacilno vecji delez pacientov, pri katerih je prislo
do granulacij dna rane — ocena po Falangi A), sladkorni bolniki (LED) vs. sladkorni bolniki
(placebo); p = 0,0005, ter brez sladkorne bolezni (LED) vs. brez sladkorne bolezni (placebo);
p = 0,0014. Fototerapija z LED ni pomembno vplivala na hitrost zmanjSevanja povrsine rane
ne pri pacientih s sladkorno boleznijo kot tudi ne pri pacientih brez sladkorne bolezni.
Mikrocirkulacija se je v obeh skupinah pacientov, ki so prejemale dodatno terapijo z LED,
znacilno povecala (sladkorni bolniki; p = 0,033, brez sladkorne bolezni; p = 0,040), medtem ko

je pri skupinah, ki sta prejemali placebo terapijo, ostala nespremenjena.

Zakljucki: Uporaba LED kot dodatne terapije je pospeSila celjenje kroni¢ne rane tako pri
pacientih s sladkorno boleznijo kot pri pacientih brez nje. V obeh skupinah smo pri pacientih,
ki so prejemali terapijo z LED, ugotovili hitrejSo tvorbo granulacij in povecano

mikrocirkulacijo na robu rane.
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ABSTRACT

Chronic wounds are wounds that do not heal or they do not start healing in 2 months and
represent an important health problem. Patients with diabetes are exceptionally prone to chronic
wounds. Standard treatment approach with surgical necrectomy, wound dressing and if needed
antibiotic therapy often does not bring satisfactory results. Therefore, additional treatment
approaches are investigated that would enhance healing of wounds. One of the additional
methods is photobiomodulation where irradiation with determined regimes enhances cell
metabolism. Light of wavelengths between 650 and 1000 nm is provided from light emitting
diodes (LED) or low power lasers (LPLT — low power laser therapy). General effects of light
are proved on molecular, cellular, tissue and systemic level. Results from in vitro as well as
from clinical researches prove effects of photobiomodulation on proliferation of fibroblasts,

collagen synthesis, cell viability, stimulation of growth parameters and on immune cells.

Aim of the study: The aim of the study was to verify if photobiomodulation with LED as an

adjuvant therapy improves healing of the chronic wounds.

Materials and methods: Prospective, randomized, double blind research included 40 patients
with diabetes and 39 without diabetes that were due to chronic wound referred to University
Medical Center Ljubljana between October 2012 and June 2014. Patients with diabetes and
those without it were randomized into study group that received besides standard treatment
protocol also phototherapy with LED (wavelengths 625 nm, 660 nm and 850 nm and power
density 2,4 J/em?, three times weekly for 8 weeks) and into control group that besides standard
treatment received placebo therapy (light therapy between 580 and 900 nm and power density
0,72 J/cm®). Effects on healing was evaluated with clinical classification of the wound bed
according to Falanga scale, measuring wound surface using computer program Image J and

evaluation of the microcirculation with Laser Doppler flow.

Results: Wounds of the patients in the study group were according to Falanga scale healing
faster in diabetic and in non-diabetic patients (statistically significant ratio of patients achieved
granulation in the wound bed — Falanga stage A), diabetics LED vs. diabetics placebo; p =
0.0005 and non-diabetics LED vs. non-diabetics placebo; p = 0.0014. Therapy with LED did

not significantly influence on wound shrinkage in any of the groups. Microcirculation was

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017
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significantly improved in both groups receiving LED therapy (diabetics; p = 0.033, non-

diabetics; p = 0.040), while in control groups remained the same.

Conclusions: Phototherapy with LED as an adjuvant therapy significantly improved healing of
chronic wounds in diabetic and in non-diabetic patients. In both groups of patients receiving
LED treatment there was faster granulation formation and improved microcirculation at the

wound edge.
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1. UVOD

Rane, posebej tiste, ki se ne celijo, so velik medicinski in socialno-ekonomski problem (1, 2).

S staranjem populacije v zadnjih letih strmo nara$¢a njihovo $tevilo. Se posebej so h kroni¢nim

ranam nagnjeni bolniki s sladkorno boleznijo, pri katerih je celjenje upocasnjeno zaradi

hiperglikemije, slabSe prekrvljenosti tkiv in vecje nagnjenosti k infektom (3).

1.1 Fiziologija celjenja rane

Celjenje rane razdelimo v §tiri obdobja oziroma faze (3—6):

Nevrogeno (hemostatsko) obdobje — se za¢ne takoj po poskodbi. Hemostaza je doseZena
z vazokonstrikcijo in s formacijo krvnih strdkov, ki preprecujejo nadaljnjo krvavitev ter
ustvarijo matriks za migracijo celic pri celjenju rane. Trombociti izlo¢ajo rastne faktorje
in citokine, ki pritegnejo fibroblaste, endotelijske celice in imunske celice, ki sprozijo
procese celjenja rane.

Vnetno (evtoliti¢no, makrofagno, katabolno, acidno) obdobje — se za¢ne po nevrogenem
obdobju in traja do 7 dni. Prevladujoce celice v tem obdobju so fagocitne celice,
predvsem nevtrofilci in makrofagi. Nevtrofilci spros¢ajo reaktivne kisikove spojine
(reactive oxygen species — ROS) in proteaze, ki preprecujejo okuzbo rane z bakterijami
in rano ocistijo celicnega debrisa. Monociti, ki pridejo do rane po krvi, se diferencirajo
v makrofage. Makrofagi ocistijo rano bakterij in mrtvega tkiva ter tudi sproscajo
razli¢ne rastne faktorje in citokine, ki pritegnejo fibroblaste, endotelijske celice ter
keratinocite, ki obnovijo poSkodovane zile.

Produktivno (proliferativno, fibroblastno, anabolno, alkalno) — se za¢ne, ko vnetna faza
zacne pojenjati in se pojavi apoptoza imunskih celic. Za to obdobje je znacilno pojav
granulacijskega tkiva, tvorba novih zil (angiogeneza) in epitelizacija.

Obdobje maturacije (obdobje preoblikovanja rane) — se zacne po zaprtju rane in lahko
traja tudi vec let. Za to obdobje je znacilno, da se prvotni matriks pocasi preoblikuje v

urejena kolagenska vlakna.

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017
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Za uspesno celjenje je torej potrebno dinamicno sosledje navedenih procesov, ki privedejo do
regeneracije poskodovanega tkiva in funkcije. V primerih, ko je moten en ali ve¢ procesov pri

celjenju rane, se rana ne zaceli in preide v kroni¢no rano.

1.2 Patofiziologija kronicne rane

O kroni¢ni rani govorimo, kadar se rana ne zacne celiti v 4 tednih ali se ne zaceli v 8§ tednih (3,
4, 5-7). Ne glede na etiologijo ran, imajo kroni¢ne rane pogoste skupne znacilnosti, ki so
poviSane koli¢ine provnetnih citokinov, proteaz, ROS kot tudi perzistirajoce vnetje (3, 8). Pri
okrepljeni vnetni reakciji je poviSan nivo proteaz, kar ima za posledico tudi razgradnjo
ekstracelularnega matriksa kot tudi razgradnjo rastnih faktorjev in njihovih receptorjev.
Razgradnja ekstracelularnega matriksa na eni strani preprecuje rani, da napreduje v produktivno
fazo, na drugi strani pa tudi privablja vnetne celice, ki Se dodatno okrepijo vnetno fazo in

onemogocajo fizioloski potek celjenja rane.

ROS, ki so v nizkih koncentracijah koristne, saj predstavljajo obrambo proti mikroorganizmom,
v visokih koncentracijah poskodujejo proteine ekstracelularnega matriksa kot tudi celice, kar

dodatno stimulira proteaze in vnetne celice (9).

Zaviralni vplivi na celjenje ran so:
e OkuZzba rane (najpogostejsi vzrok upocasnjenega celjenja ran).
e Nezadostna oksigenacija tkiv.

e Hipoproteinemija (zmanjSan vnos ali povecano izlocanje albuminov).

e C(Citotoksi¢na sredstva, obsevanje, stres, glukokortikosteroidi, protivnetna zdravila,

zmanjSana koncentracija mikroelementov (Zn, Cu, Fe).

e Sistemski vzroki (sladkorna bolezen, malnutricija, popuscanje imunskega sistema ...).

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017
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1.3 Standardno zdravijenje kronicne rane

Ob pristopu k zdravljenju je potrebno preveriti in ¢e je mogoce ublaziti (v kolikor ni mozno

popolnoma odstraniti) vse znane zaviralne dejavnike na celjenje rane.

Standardno zdravljenje kroni¢ne rane obsega nekrektomijo, redne preveze rane s sodobnimi
oblogami in zdravljenje infekta. Osnovni namen ob pristopu k zdravljenju kroni¢ne rane je
prekiniti fazo vnetja in omogociti, da se celjenje nadaljuje v naslednjo fiziolosko fazo, torej v

produktivno oz. proliferativno fazo.

Nekrektomija — osnovni namen nekrektomije je odstranitev mrtvega tkiva in s tem tudi
bakterijskega biofilma, ki vzdrzuje vnetno fazo v kroni¢ni rani (9, 10). Zeljeni cilj je, da z
nekrektomijo kroni¢ne rane ponovno zazenemo mehanizme celjenja kot pri akutni rani, z
namenom, da bo celjenje uspesno preslo iz vnetne v produktivno (proliferativno) fazo (3, 6,
11). Nekrektomijo lahko napravimo kirursko (s skalpelom, kireto in podobno), z ultrazvokom
(ultrazvocni debridment), z encimi (proteazami) ali z uporabo li¢ink (bionekrektomija) (11—
14). Nekrektomija je glede na danasnjo doktrino bistvena komponenta, ki omogoci celjenje rane
(3, 6, 15, 16). Seveda pa nekrektomija ne sme biti ne prepogosta niti ne preobsezna, saj bi v tem

primeru onemogocala napredovanje celjenja rane.

Oskrba rane s prevezami in z oblogami — rano je potrebno redno prevezovati na od 2 do 3 dni.
Ob prevezah se uporabljajo sodobne obloge. TrziS¢e ponuja veliko razli¢nih sodobnih oblog
(obloge s povidon-jodom, kolagenazami, z antibiotiki, alginatne, hidrokoloidne, z medom, s

srebrom ...), med katerimi izbiramo glede na vrsto in lastnostmi rane (17-19).

Zdravljenje infekta — je prav tako bistvena komponenta pri zdravljenju kroni¢ne rane.
Najucinkoviteje je napraviti bris rane za mikrobioloski pregled in po prejetju izvida ciljano

zdraviti z antibiotiki, tako sistemsko kot z uporabo ustreznih oblog (17-19).

Celjenje rane spremljamo in ocenjujemo glede na prisotnost izcedka, nekroz, pojava fibrina in

granulacij. Klini¢no dno rane ocenimo po klasifikaciji po Falangi (5) (Tabela 1).
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lizlza;r;%a granulacija fibrin nekroza izcedek
A 100 % - - brez ali minimalen
B 50-100 % + - zmeren
C <50 % + - mocan

b brez + + mocan

Tabela 1: Klini¢na ocena dna rane po Falangi.

Pogosto pa opisan terapevtski pristop ne da Zeljenih rezultatov, zato se posluzujemo tudi

dodatnih metod za pospesSevanje celjenja ran.
Dodatne, podporne oblike zdravijenja

Vse novejse smernice o zdravljenju kroni¢nih ran vsebujejo navodila za Ze opisane standardne
postopke zdravljenja (3, 15, 20, 21). V kolikor nam standardna oblika zdravljenja ne da zeljenih
rezultatov, lahko zdravljenje dopolnimo z dodatnimi, s podpornimi oblikami zdravljenja. Pri

nas pogosto uporabljane dodatne oblike zdravljenja so:

e Terapija z negativnim tlakom (VAC) — je bila uvedena v 90. letih in je pokazala ugodne
ucinke na zdravljenje tako travmatskih, akutnih in kroni¢nih ran kot tudi pri presadkih
koze, reznjih ter kirurSkih ranah (22-25). Kot dodatno zdravljenje pri kroni¢nih ranah
se je izkazalo, da terapija z negativnim tlakom drenira izlo¢ke rane in omogoca boljso
granulacijo tkiva, pospesi kréenje oz. zmanjSevanje povrsine rane ter s tem prej omogoci
primarno zacelitev rane ali vsaj sekundarno zasitje rane ali kritje rane s presadkom delne
debeline koze (26).

e Hiperbaricno zdravljenje s kisikom — je bilo v razli¢nih raziskavah potrjeno kot
ucinkovito podporno zdravljenje predvsem pri ulkusih pri diabeti¢nih pacientih in pri
venskih ulkusih na nogah (27-31). Vendar pa so izsledki glede na Cochrane in sod.
pregled literature pokazali, da je ta ucinek sicer res evidenten po 6 tednih zdravljenja,
ni pa vec prisoten po 1 letu ali kasneje (32).

e Zdravljenje z larvami (bioloska nekrektomija) (11-14).

e Fotobiomodulacija s svetlobo emitirajo¢imi diodami (LED) (1, 2, 33-36).
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1.4 Fotobiomodulacija 7 LLLT (low level light therapy)

Vpliv svetlobe na zdravljenje nekaterih bolezni je odkril Ze Niels Ryberg Finsen, ki je dosegel
ugodne ucinke, ko je z mo¢nimi kratkovalovnimi Zarki uspel pozdraviti lupus vulgaris in je leta

1903 prejel Nobelovo nagrado za fiziologijo ali medicino (37).

Po iznajdbi LASERja (light amplification by stimulated emission of radiation) v 60. letih, so
raziskovali mozno uporabo svetlobnih Zarkov. Za visokoenergetske Zarke (kot so gama, X ali
ultravijolini Zarki) so ugotovili, da so ionizirajo¢i in poskodujejo DNA. Na drugi strani pa
visokoenergetski zarki vidne in infrardece svetlobe niso ionizirajo¢i in so koristni za aplikacijo
pri kirurgiji. Ponovno je zanimanje za uporabo svetlobe pri zdravljenju obudil Mester, ko je leta
1968 ugotovil, da ima uporaba laserja v nizkih dozah stimulativen u¢inek na celjenje ran in tudi
na rast dlak pri miSih (38). Od takrat so Stevilni znanstveniki v svojih raziskavah poskusili
opredeliti vpliv obsevanja z laserjem v nizkih dozah (low level laser therapy — LLLT, kratica
kasneje uporabljana tudi za low level light therapy) (39). Peplow je v svojih preglednih ¢lankih
povzel vec¢ino pomembnih in dobro zasnovanih raziskav o vplivu LLLT na celi¢ne kulture, tako

zivalskih kot humanih celic (39-41).
Raziskave na celi¢nih kulturah
Dosedanje ugotovitve glede nekaterih vrst celic, ki sodelujejo pri celjenju ran, so (39-47):

e Endotelijske celice — endotelijske celice humane umbilikalne vene hitreje proliferirajo
ob LLLT (670 nm, gostota energije 2,4-8 J/cm® gostota mo&i 20-65 mW/cm?).
Endotelijske celice iz aorte misi so prav tako hitreje proliferirale ob uporabi katerekoli
valovne dolzine med 625 in 675 nm ter gostoti energije 10 J/cm®. Podobno so ugotovili
pri endotelijskih celicah aorte goveda (42, 43).

e Endotelijske celice v stresu — endotelijske celice humane umbilikalne vene, gojene v
prehrambeno pomanjkljivem mediju, so hitreje proliferirale zZe ob bistveno nizji
energijski gostoti LLLT (632,5 nm; 0,26 J/cm?). Enako so ugotovili za endotelijske

.....

LLLT (632,5 nm; 0,54 in 1,08 J/cm?) (42, 43).
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o Celice gladkih misic v stresu — celice iz aorte praSi¢ev, kultivirane v prehrambeno
pomanjkljivem mediju so hitreje proliferirale ob LLLT (780 nm; 2J/cm?®) (44).

e Fibroblasti — humani fibroblasti iz koze so hitreje proliferirali ob LLLT (632,5 nm;
gostota energije od 8 do 16 J/cm?), ob ve&ji gostoti energije je bila proliferacija e
hitrejSa (45). Podobno so fibroblasti iz humanega periodoncija hitreje proliferirali ob
LLLT (809 nm; gostota energije 1,96 J/cm®in 3,92 J/cm® ter 7,84 J/cm®) (46). Zivalski
fibroblasti so v Stevilnih raziskavah pokazali hitrejSo proliferacijo ob uporabi razli¢nih
parametrov LLLT (47).

e Fibroblasti v stresu — fibroblasti v prehrambeno pomanjkljivem mediju so tako kot
endotelijske celice hitreje proliferirali ob LLLT, in sicer ob uporabi niZje gostote
energije kot je bila potrebna pri fibroblastih v prehrambeno optimalnem mediju. Npr.
na humane fibroblaste iz gingive je ugodno vplivala e LLLT s 660 nm; 2 J/cm® in
gostoti mo&i 143 mW/cm?, visje gostote moéi so imele manj stimulativen uéinek. V
drugi raziskavi se je povecana proliferacija humanih fibroblastov pokazala tri dni po
LLLT z 2940 nm; gostota energije 1,68, 2,35 in 3,37 J/cm?. Fibroblasti iz sinovije zajca
v prehrambeno pomanjkljivem mediju so hitreje proliferitali ob LLLT (660 nm; 4,8 in
7,2 J/em®), medtem ko uporaba niZje gostote energije (1,2 J/cm®) ni imela nobenega
ucinka. Fibroblasti iz zarodkov misi so v prehrambeno pomanjkljivem mediju hitreje
proliferirali ob LLLT (904 nm; 3 ali 4 J/cm®), vendar ob vigji gostoti energije (5 J/cm®)
tega ucinka ni bilo ve¢ opaziti (45-47).

Primerjava rezultatov med raziskavami je otezkocena zaradi razli¢nih parametrov LLLT, ki so
jih raziskovalci uporabljali (39-47). Obsevanje z laserjem je opredeljeno s Stevilnimi
fizikalnimi parametri. Obic¢ajno avtorji opiSejo uporabljene valovne dolZine, povrsino obsevane
povrsine, mo¢, gostoto moci, energijo in gostoto energije ter as obsevanja. Pomembno je tudi,
kolikokrat so obsevali in v kakSnem Casovnem razmiku ter ¢as opazovanja do vrednotenja

rezultatov, kar pa v raziskovalnih ¢lankih ni vedno dovolj natan¢no navedeno.
Raziskave na Zivalih

Naslednja stopnja v raziskovalnju vpliva LLLT na celjenje ran so bile raziskave na Zivalih, ki
so v veliki vecini potrdile ugoden vpliv LLLT na celjenje ran (40, 48—58). Najvec raziskav je

bilo na misih in podganah, saj so to lahko dostopne in najpogosteje uporabljane laboratorijske
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zivali, Ceprav se zgradba njihove koze precej razlikuje od ¢loveske. Predvsem koza misi in
podgan ni adherentna na spodaj lezece strukture in je dosti bolj elasti¢na od ¢loveske (49).
Opisane lastnosti omogocajo hitrejSe kréenje rane, kar je obic¢ajno bistveno hitrejsi proces od
epitelizacije in pomembno skrajSa ¢as celjenja rane. Glede podobnosti s ¢lovesko koZzo so
raziskave na prasSicih bolj primerljive, vendar tudi bistveno redkejSe zaradi vi§jih stroskov in
tezjega rokovanja z zivalmi. Raziskave na Zivalskih modelih omogocajo testitanje vpliva LLLT
z razli¢nimi parametri na razli¢ne vrste ran. Ob pregledu raziskav iz literature, ugotovimo, da
raziskave vztrajno potrjujejo stimulativen vpliv LLLT na celjenje ran, vendar pa so pomembne
razlike tako med izbranimi testnimi zivalmi kot tudi u¢inkovitimi parametri LLLT (40, 59, 60).
Glede na to, da so razlike v najucinkovitejSih parametrih LLLT med linijami laboratorijskih
misi in podgan, je razumljivo, da ugotovitev o uporabljanih parametrih LLLT ne moremo
prenesti v uporabo pri ljudeh. Zato je nujno, da se izvedejo kontrolirane raziskave na ljudeh, ki
bodo preverile u¢inkovitost LLLT in naju¢inkovitejSih parametrov pri zdravljenju ran pri ljudeh

(40).
Klinicne raziskave na ljudeh

Raziskave na ljudeh so relativno redke, predvsem pa je tezko izvesti randomizirane raziskave
primerljivih ran. MetodoloSko najboljSo raziskavo je leta 2004 objavil Hopkins, ki je
dvaindvajsetim mladim zdravim moSkim napravil vsakemu po dve enaki abrazijski rani,
segajoCi v dermis na notranji strani podlahti (61). Preiskovance je randomiziral v dve skupini
in vsakemu eno od ran obseval; v Studijski skupini z LLLT (820 nm, 8 J/cmz), v kontrolni
skupini pa z neu¢inkovito napravo (placebo ucinek). Rane je spremljal in fotografiral vsak drugi
dan in ocenjeval povrsino rane. Ugotovil je, da so se obsevane rane pri osebah, obsevanih z
LLLT, celile pomembno hitreje, saj je bilo zmanjSevanje povrSine rane na 6. dan v skupini
LLLT za 153 % vecje kot v kontrolni skupini, na dan 8 je bila razlika 55 % ter na dan 10 22 %.
Druga ugotovitev je bila, da so se tudi neobsevane rane pri osebah, ki so imele drugo rano
obsevano z LLLT, celile hitreje kot pri kontrolni skupini. Ugotovitev lahko razlozimo s

sistemskimi u¢inki LLLT, ki bodo opisani kasneje (str. 30).

Klini¢ne raziskave pri ljudeh v literaturi zasledimo v povprec¢ju eno na leto (Tabele 2, 3 in 4).
Vecinoma obravnavajo paciente s trdovratnimi kroni¢nimi ranami in opaziti je, da je

ucinkovitost LLLT predvsem odvisna od vrste kroni¢ne rane. V vecini raziskav, ki so
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obravnavale vlogo LLLT pri zdravljenju venskih ulkusov, so ugotovili, da LLLT nima
pricakovanega ucinka na celjenje ulkusa (62—66). Podobno neucinkovito se je izkazala LLLT
pri zdravljenju prelezanin in pri ulkusih pri gobavosti (67-69). Drugac¢ni pa so zakljucki pri
zdravljenju diabeti¢nih ulkusov, saj je ve€ina raziskav potrdila, da LLLT pomembno skrajSa
Cas celjenja ulkusov (70-76). Uc&inkovitost so potrdili tudi pri zdravljenju kroni¢nih

postoperativnih ran (77).
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(2000) (68)

GaAl laserjem

8 pacientov (kontrole)

nm) (1 J/em?)

tednov.

Avtorji (leto) Stevilo preiskovancev Pa}firilf;trl Rezim obsevanja Zakljucki
Santoianni s | 16 pacientov (1 J/em?) HeNe laser 6 dni v tednu, vsaj | Ni statisticno znacilne
sod., (1984) 1 mesec. razlike med skupinami
(78) 17 pacientov (4 J/em?) (632 nm)
28  pacientov  kontrolna
skupina
Bihari s sod. 15 pacientov HeNe laser HeNe laser | 1-krat na teden. Kombinacija NeNe + IR
(632 nm) je bila znacilno bolj
(1989) (79) 15 pacientov HeNe laser + IR | (4 J/em?) u¢inkovita pri celjenju
) + pulzna dioda venskih  ulkusov kot
15 pacientov placebo (904 nm — 4 samo HeNe laser. Obe
L | Yem?) vrsti  obsevanja  sta
4l 1facflentl s ponavljajo¢imi snacilno pospesili
ulkusi HeNe + IR celjenje  ulkusov v
primerjavi s placebo
terapijo.
Malm s sod. 21 pacientov obsevanje z | GaAs (904 | 2-krat na teden po | Ni statisticno znacilne
laserjem 21 | nm) (1,96 | 10 minut, 3 | razlike v celjenju med
(1991) (63) | pacientov placebo terapija J/em?) mesece  oziroma | skupinama.
do zacelitve.
Ludenberg s | 23 pacientov HeNe laser HeNe laser | 2-krat nateden, 12 | Ni statisti¢cno znadilne
sod.  (1991) _ (632 nm) | tednov oz do | razlike v celjenju med
(64) 23 pacientov placebo (4 J/em?) zacelitve. skupinama.
Gupta s sod. | 9 pacientov: 6 ulkusov | Red (660 nm) | 3-krat nateden, 10 | Znacilno hitrejSe celjenje
(1998) (65) obsevanih z laserjem (red in | in IR (880 nm) | tednov. pri obsevanih ulkusih.
IR) 6 | (4J/ecm?)
ulkusov placebo terapija
Lucas s sod. | 8 pacientov obsevanih z | GaAl (904 | 5-krat na teden, 6 | Ni statistiéno znacilne

razlike v celjenju med
skupinama.

(2002) (81)

7 pacientov placebo

ni diodni laser
(660-950 nm)
(12 J/em®)

tedne.

Franek s sod. | 21 pacientov z laserjem | GaAlAs S5-krat na teden, 4 | Ni statisticno znacilne
(2002) (80) GaAlAs 22 | (810 nm) | in pol tedne. razlike v celjenju med
pacientov placebo 22 | (4 J/em?) skupinama.
pacientov (kontrole)
Lagan s sod. | 8 pacientov z laserjem Sirokospektral | 1-krat na teden, 4 | Ni statistino znacilne

razlike v celjenju med
skupinama.

Kopera s sod.
(2005) (66)

17 pacientov z Red laserjem
17 pacientov placebo
10 pacientov (kontrole)

Red laser (685
nm) (4 J/cm?)

Vsakodnevno 2
tedna, nato vsak
drugi dan Se 2
tedna.

Ni statisticno znacilne
razlike v celjenju med
skupinama.

Tabela 2: Pregled klini¢nih raziskav vpliva LLLT na celjenje venske razjede na goleni.
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47 pacientov (kontrole)

5-krat na teden, 6 tednov.

Aviorji Stevilo preiskovancev | Vrsta rane Parametp LLLT in rezim Zakljucki
(leto) obsevanja
Iusim s sod. | 7 pacientov laser (Red) | Postoperativ | Red (660 nm), IR (880 | Kaze se trend za hitrej$e celjenje
(1992) (77) ne rane - | nm), Gostota energije ni | pri obeh Studijskih skupinah,
7 pacientov laser (IR) | pocasno navedena. skupina, obsevana z laserjem
celjenje. (Red), je pokazala statisticno
7 pacientov placebo 7 minut neprekinjenega | hitrejse celjenje od kontrolne
in 7 minut pulznega | skupine.
obsevanja dnevno,
razlicno Stevilo obsevanj
(7-50).
Nussbaum s | 6 pacientov z Diodnim | Prelezanine | Diode (820 nm) (4 | Ultrazvok in UVC terapija je
sod. laserjem in s J/em?®); superluminozne | skrajsala celjenje v primerjavi z
superluminoznimi diode (660, 880, 950 nm) | diodnim laserjem in s kontrolno
(1994) (82) | diodami skupino.
Laser 5-krat na teden,
5 pacientov z trajanje ni navedeno.
ultrazvokom in UVC
terapijo
9 pacientov (kontrole)
Schindl s | 8 pac. z diabetesom Primerjava HeNe laser (632,8 nm, 30 | Razjede po radioterapiji so se
sod. (1999) med J/em?) celile znacilno hitreje od ostalil
(83) 5 pac. z arterijsko | razli¢nimi ran.
insuficienco vrstami rane. | 3-krat na teden do
zacelitve rane.
4 pac. z rano po
obsevanju
3 pac. z avtoimunim
vaskulitisom
Lucas s sod. | 39 pacientov z laserjem | Prelezanine | GaAs (904 nm) (1 J/em®) | Ni statisti¢no znaéilne razlike v
(2003) (67) | GaAs (stadij IIT) celjenju med skupinama.

Baretto S
sod. (2010)
(69)

13 pacientov (17
razjed) laser skupina in

12 pacientov (14
razjed) kontrolna
skupina

Razjeda pri
gobavosti
(Mycobacter
ium leprae)

InGaAIP laser (660 nm)
(2—4 J/em?)

3-krat na
tednov.

teden, 12

Ni statisti¢cno znadilne razlike v
celjenju med skupinama.

Tabela 3: Pregled klini¢nih raziskav vpliva LLLT na celjenje razli¢nih vrst kroni¢nih ran
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Avtorji

Parametri

Rezim

28 pacientov kontrole

lsio) Stevilo preiskovancev LLLT S m— Zakljucki
Schindl s | 15 pacientov laser HeNe laser | Enkratno Izmerili poviSano temperaturo in
sod. (1998) _ (632,8 nm, 30 | obsevanje 50 | sklepali, da je povecana
(70) 15 pacientov placebo Jem?) minut. mikrocirkulacija.
Saltmarche s | 10  akutnih in 11 | laser (785 nm), | Prvi teden 5-krat | Akutne in kroni¢ne rane so se enako
sod. (2008) | kroni¢nih  ran (5t | 50-80 mW, na teden, nato 3- | hitro celile ob terapiji, v 43 % je
(71) pacientov ni navedeno) krat na teden Se | prislo do popolne zacelitve, v 62 %
1-61J 8 tednov. do bistvenega zmanjSanja povrsine
rane. Zaznali niso nobenih stranskih
ucinkov.
Zhou s sod. | 32 pacientov laser HeNe laser | Vsakodnevno do | Razjede, obsevane z laserjem, so se
(2008) (76) (632,8 nm) zacelitve. statistiéno znacilno hitreje zacelile.

V biopti¢nih vzorcih so dokazali
znacilno vecjo ekspresijo HSF1 in
HSP70 proteinov kot tudi RNA obeh
proteinov.

Minatel S

23  razjed pri 14

Laser 660 nm

2-krat na teden

V obsevani skupini je bilo statisticno

sod. (2011)
(73)

10 pacientov placebo

nm), 10 J/em®

na teden, nato
vsak drugi dan
do zacelitve.

sod. (2009) | pacientih, razjede | in 890 nm, 3 | do zacelitve oz. | znacilno hitrejSe celjenje in v 58 %

(72) razdeljene v dve | J/em® najve¢ 90 dni. popolna zacelitev, v kontrolni pa le
skupini (10 + 13) v 10 %.

Kaviani s | 13 pacientov LLLT Laser (685 | 2 tedna po 2-krat | Statisticno znacilno hitrejSe

zmanjevanje povrsine rane. Cas do
zacelitve v Studijski skupini je bil 11
tednov, v kontrolni pa 14 tednov
(statisti¢no neznacilno).

Landau s | 10 pacientov z 19 | Sirok spekter | 2-krat na dan, 12 | Znagilno hitreje celjenje v Studijski
sod. (2011) | razjedami (vidna | vidne svetlobe | tednov. skupini (zacelitev 90 % vs. 33 %, Cas
(75) svetloba) (400-800 nm), do zacelitve v $tudijski skupini 7,14
432 J/cmz, 4 tednov vs. 11,5 tednov).
6 pacientov s 6 | minute
razjedami (placebo)
Kajagar s | 34 pacientov LLLT | LLLT (laser), | 1-kratna dan, 15 | Statisticno znacilno zmanjSanje
sod. (2012) | skupina valovne dni. povrsine razjede v LLLT skupini.
(74) dolzine  niso
34 pacientov kontrolna | navedene, 60
skupina mW, 5kHz, 2—
4 J/em?

Tabela 4: Pregled klini¢nih raziskav vpliva LLLT na celjenje diabeti¢nih razjed na nogi
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1.5 Fotobiomodulacija in izvori svetlobe

Obdobje raziskovanja vpliva LLLT (ki je sprva pomenila »low level laser therapy«) se je zacelo
z naklju¢no ugotovitvijo Mesterja in sodelavcev o ugodnem vplivu LLLT na rast dlak ter
celjenje ran pri misih in vse raziskave, vsaj do leta 2000, so kot izvor svetlobe uporabljale
razlicne vrste laserjev (38-41). Tudi vse raziskave navedene v tabelah 2-4, so bile izvedene z
laserjem kot izvorom svetlobe. V tistem obdobju je AmeriSka vesoljska agencija NASA razvila
vzdrzljive svetlobo emitirajoce diode (Light Emitting Diodes — LED) z namenom omogocanja
rasti rastlinam med dolgimi vesoljskimi poleti (57). Naklju¢no so ugotovili, da se astronavtom
med poleti rane, ki so obsevane z LED, hitreje celijo, kar je bilo kasneje potrjeno tudi pri
celjenju ran na Zemlji. Sledile so raziskave, ki so potrdile enak u¢inek LED tako na celi¢ne
kulture kot tudi pri zivalih in nekaj redkih raziskav pri ljudeh, kot so Ze bile opisane za laser
LLLT (84, 85). Chaves s sod. je leta 2014 primerjala laser in LED ter ugotovila, da imata
podobno biolosko ucinkovitost, kljub nekaterim razlikam v fizikalnih lastnostih (2). Svetloba
iz laserja je koherentna, medtem ko svetloba iz LED ni. Vendar pa je po mnenju Karu koherenca
lastnost, ki se izgubi ob stiku s tkivom, tako da nima pomena v bioloski u¢inkovitosti (86).
Vendar vsi ne soglasajo s to trditvijo in so mnenja, da se koherenca ne izgubi ob stiku s tkivom
in da nekoherentna svetloba ni tako ucinkovita kot koherentna (87, 88). Glede na nesoglasja je

pomembno, da se v raziskavah jasno navede, ali je uporabljena svetloba koherentna ali ne.

Po potrditvi primerljivosti u¢inkovitosti svetlobe iz laserja in iz LED, se je kratica LLLT zacela
uporabljati kot »low level light therapy« in vkljucuje obsevanje tako z laserjem kot z LED (89).
LED ima celo nekatere prednosti v primerjavi z laserjem, saj omogoca bistveno vecjo povr§ino
obsevanja kot pri laserju, kjer je povrSina preseka laserskega Zarka majhna, kar otezkoca
obsevanje ran z vecjo povrsino (2). Poleg tega imajo laserji svojo tocno doloceno valovno
dolZino fotonov, medtem ko se LED diode lahko kombinirajo in nudijo moznost hkratnega

obsevanja z razli¢nimi valovnimi dolzinami.
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1.6 Mehanizem delovanja fotobiomodulacije

Mehanizem delovanja ni v celoti razjasnjen. V tem poglavju je opisana trenutno veljavna

hipoteza, ki jo potrjujejo izsledki Stevilnih raziskav.

Svetloba v procesu fotobiomodulacije doseze svoje ucinke v celicah in tkivu preko fotonov, ki
reagirajo s celicnimi fotoakceptorji oziroma kromoforami. Fotoakceptorji so deli molekul, ki
absorbirajo svetlobo. Fotoakceptorji imajo dve mozni stanji, oksidirano in reducirano, glede na
naboj metalnih kompleksov. Svetloba, ki jo uporabljamo za celjenje ran, ni ionizirajoca, saj so
valovne dolzine vecje od 600 nm, kar pomeni, da je energija fotonov prenizka za izbitje

elektrona (86, 89-96).

Najmoc¢nejsi fotoakceptor za rdeCo in NIR (near infra red) (valovne dolzine med 600 in 1100
nm) svetlobo v celicah sesalcev je po sedanji teoriji Citokrom c oksidaza (Cco) oziroma njena

metalna kompleksa Fe in Cu.

Energija, ki jo ima foton, mora ustrezati energiji, ki je potrebna, da fotoakceptor spremeni svoje
redoks stanje in preko njegove aktivacije doseze bioloski uc¢inek. Fotoni ob LLLT torej dodajajo
energijo kromofori (npr. Cco) in pospesijo (katalizirajo) njihove procese (pri Cco pospesijo

transport elektronov preko notranje membrane mitohondrija).

LLLT preko vpliva na Cco poveca mitohondrijski membranski potencial, stimulira procese
dihalne verige in pospesi sintezo ATP v mitohondrijih. Opisano je tudi, da se zaradi absorbirane
energije kromofore segrejejo (82, 90, 92, 94, 96, 97). Kaksne bioloske ucinke izzove taksno

segrevanje Se ni jasno.

Mitohondriji so tudi pomemben vir prostih kisikovih radikalov (ROS). Mitohondrijski ROS so
majhne molekule, ki lahko reagirajo s proteini, z nukleinskimi kislinami in nenasi¢enimi
mascobnimi kislinami. Delujejo lahko tudi kot signalne molekule od mitohondrija do celi¢nega

jedra in sprozijo transkripcijo DNA (91, 98).

Raziskave so tudi pokazale, da se v celicah, obsevanih z LLLT, pove¢a NO, predvidoma zaradi
disociacije s celi¢nih kromofor, kot so hemoglobin, mioglobin in tudi Cca. Druga mehanizma,

ki omogocata porast NO, sta aktivacija nitritne reduktaze Citokroma c oksidaze in aktivacija
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isoforme encima NO sintaze. Tudi NO deluje kot signalna molekula, ki vpliva na celi¢ne

procese (99-101).

Pomembno pri delovanju LED je, da oddajajo intermitentno svetlobo — fazi svetlobe sledi faza
teme, ki se zelo hitro izmenjujeta. Faza teme je enako pomembna kot faza svetlobe, saj

kromofori omogo¢i, da se vrne v reducirano stanje (prevzame elektron oziroma veze spojino)

(86, 90).

Svetloba A 600 — 900 nm

« w470y celichna membrana XN

Jnnm'nnnunnmnnnnummmnn

9 .....
sekundarni obvescevalec
mitohondrij %
redox signalizacija
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Slika 1: Prikaz ucinkov svetlobe na celi¢cnem nivoju (Vir: Huang, 2011 (89)).
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Dvofazni odgovor celic na LLLT

Stimulacija celi¢nih procesov s svetlobo pri LLLT mora biti primerno umerjena, saj so
raziskave pokazale, da je stimulativen ucinek doseZen ob primernem razmerju gostote moci
obsevanja in Casa izpostavljenosti. Ce je gostota moci prevelika ali Cas predolg, dosezemo

inhibitorni uéinek.

Vpliv pomena gostote moci in ¢asa obsevanja je dobro prikazala Lopes s sod., ki je obsevala
ljudi z oralnim mukozitisom (102). Vsi so bili obsevani s 660 nm laserjem, prva skupina z
gostoto moéi 55mW/cm?, 16 sekund, druga pa 155 mW/cm?, 6 sekund. Obe skupini sta prejeli
gostoto energije 0,9 J/cm®, vendar je bilo pri prvi skupini opaziti bistveno izbolj$anje stanja,
ocenjevano 7, 11 in 15 dan po obsevanju, medtem ko pri drugi skupini obsevanje ni imelo
ucinka. Vpliv gostote moci in ¢asa obsevanja je prikazana z Arndt Shulzovim modelom (Slika

2) (89, 103).

Slika 2: Tridimenzionalni model Arndt-Schulzove krivulje, ki prikazuje dvofazni odgovor celic na
fotobiomodulacijo. S povecevanjem gostote moc¢i obsevanja ali podaljsanim ¢asom obsevanja stimulativen u¢inek

preide v inhibitornega (povzeto po Huang, 2011 (89)).

Mozno razlago za zakonitosti Arndt Shulzove zakonitosti je podal Huan. Hipoteza je, da
obstajata dve vrsti ROS, »dobri« in »slabi«. »Dobri« ROS se sprostijo ob blagi stimulaciji s

svetlobo (torej nizki gostoti moci), ki stimulira transport elektronov preko notranje
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mitohondrijske membrane, poveca mitohondrijski membranski potencial in stimulira
produkcijo ATP. Ti »dobri« ROS nato inicirajo celicne procese preko aktivacije redoks
senzitivnih transkripcijskih faktorjev (kot je nuklearni faktor kB) (104—108). Nuklearni faktor
kB aktivira ekspresijo genov, ki sodelujejo pri proliferaciji celic. Pri uporabi visoke gostote
moci (ali ob predolgem casu obsevanja) se tvorba »dobrih« ROS zmanjsa skupaj s padcem
mitohondrijskega membranskega potenciala in tvorbo ATP. Ob nadaljevanju obsevanja so
zaznali drug vrh sproS¢anja ROS, tako imenovanih »slabih« ROS, ki lahko poskodujejo
notranjo mitohondrijsko membrano s padcem membranskega potenciala pod bazalne vrednosti
in, kot so pokazale nekatere raziskave, vodi v iniciacijo apoptoze celice (89, 109). Vprasanje
je, ali gre za enake ROS in je razlika samo v koncentraciji, ali gre za razlicne ROS molekule.
Hipoteza je namre¢, da so »dobri« ROS predvsem superoksidi, medtem ko so »slabi« ROS

vec¢inoma hidroksi radikali in peroksinitriti (89).

1.7 Primarni, sekundarni in terciarni uc¢inki LLLT

Klini¢ne raziskave kazejo, da fotobiomodulacija z LLLT izzove tudi sistemske ucinke, npr
zmanj$a obcutek boleCine. V zadnjih dveh desetletjih se odvijajo raziskave, ki poskusajo
ugotoviti u€inke LLLT na molekularni ravni na nivoju celice, medtem ko mehanizem
sistemskih uc¢inkov ostaja Se na ravni hipoteze (90, 110). Predvidena kaskada reakcij je povzeta

na Sliki 3.

Ob obsevanju z LLLT se fotoni absorbirajo v fotoakceptorskih molekulah celice (kromoforah),
kar ima za posledico izbitje elektrona, povecano vibracijsko stanje molekule in Ze opisane
molekularne reakcije znotraj celice (111, 112). U¢inki na nivoju celice so tako imenovani
primarni ucinki, kjer je osrednja reakcija aktivacija dihalne verige na notranji membrani
mitohondrijev, kar ima verjetno za posledico tudi prehodno ogretje kromofor. Predvideva se,

da vsi navedeni u¢inki na nivoju celice vodijo do merljivega bioloskega ucinka (111).

Ko se obsevanje zakljuci, primarnim ucinkom sledijo sekundarni ucinki (ali temni ucinki).

Aktivaciji dihalne verige sledi aktivacija zapletene verige signalnih molekul, kar privede do
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sprememb v celicni homeostazi, v koncentraciji ATP in cAMP, modulaciji DNA in RNA

sinteze, do sprememb v permeabilnosti celi¢cne membrane itd.

Vse opisane spremembe vodijo do terciarnih ucinkov — fizioloskih ucinkov, ki stimulirajo
celjenje ran, ublazijo boleCino, pospesijo vnetni proces, resorbcijo edema, pospesijo

regeneracijo limfnih Zil in regeneracijo zivénih vlaken (111, 113).

Fotobiomodulacija pospesi celjenje ran s pospesitvijo proliferacije fibroblastov, pospesi celi¢ni
metabolizem, pospesi sintezo kolagena in transformacijo fibroblastov v miofibroblaste (96,
112, 114). Raziskave so obicajno osredotoCene na fibroblaste, vendar so drugi mozni
mehanizmi tudi povecanje aktivnosti levkocitov, stimulacija neoangiogeneze, povecana
produkcija rastnih faktorjev in encimov, stimulacija monocitov in makrofagov, ki sprosc¢ajo

substance za modulacijo imunskega odgovora pri celjenju rane (115, 116).

Mehanizem vpliva fotobiomodulacije na zmanjSanje bolecCine je Se manj pojasnjen kot pri
celjenju ran. Ugotovili so, da fotobiomodulacija poveca sproScanje Stevilnih molekul, ki
zmanjsujejo bolecino, kot so endorfini, NO, serotonin ... (111, 117). V raziskavah so potrdili
zmanjSano aktivnost C zivénih vlaken, povecano prekrvitev in zmanjSano vzdraznost Zivénega

sistema po fotobiomodulaciji (113).

Vecina raziskav, ki so poskusale razjasniti mehanizme delovanja fotobiomodulacije, je bila
izvedena na celi¢nih kulturah in vitro. Mehanizmi v telesu so Se bolj zapleteni, tako da jih je Se
tezje pojasniti. Prav tako so bile raziskave opravljene z razlicnimi izvori svetlobe, kar Se
dodatno otezi pojasnjevanje tako zapletenih mehanizmov delovanja iz razlicnih ozko

usmerjenih raziskav (113-117).
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Slika 3: Shema s povzetimi dokazanimi uéinki fotobiomodulacije (povzeto po Elke Vinck (111)).
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

Namen raziskave je ugotoviti, ali fotobiomodulacija z LED kot adjuvantna metoda zdravljenja

kroni¢ne rane pri diabetikih in nediabetikih znacCilno pospesi hitrost celjenja rane.

Hipoteza je, da se bodo rane, obsevane z LED, celile hitreje. Pri¢akovati je:

¢ hitrejSe zmanjSevanje povrsine rane,

e hitrejSo granulacijo dna rane in zmanjSevanje eksudata (ocenjeno po klasifikaciji po
Falangi),

e povecano mikrocirkulacijo na robu rane (ocenjeno s pomocjo Laser Dopplerja).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Preiskovanci

V raziskavo smo vkljucili 80 pacientov s kroni¢no rano pod kolenom (40 pacientov s sladkorno
boleznijo in 40 pacientov brez sladkorne bolezni), ki so bili napoteni na zdravljenje v
Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana v obdobju od 1. oktobra 2012 do 30. junija 2014.
Pacientom smo pojasnili namen in potek raziskave ter pridobili njihovo pisno soglasje za
sodelovanje. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (Sklep
St: 116/03/11).

Vkljucitveni kriteriji:
- pacienti s kroni¢no rano na goleni ali stopalu,
- pacienti z nevropatskimi ranami,
- pacienti s kroni¢nimi postoperativnimi ranami,
- pacienti s kroni¢nimi ranami po poskodbi,
- pacienti s kroni¢no rano zaradi pritiska.
Izkljucitveni kriteriji:

- pacienti z ranami, ki segajo na ve¢ povrSin goleni ali stopala ali s preveliko rano (ve¢ja
od 15 x 20 cm) in jih zato ne bo mogoce enakomerno obsevati niti meriti povrsine rane,

- pacienti z ishemi¢no rano, zaradi periferne Zilne okluzijske bolezni,
- pacienti z venskim ulkusom spodnje okoncine,

- pacienti s kontraindikacijami za fotobiomodulacijo z LED (malignomi, hipertireoza,
epilepsija in nosecnost).

Pacienti so bili razdeljeni v skupino pacientov s sladkorno boleznijo (diabetiki) in v skupino
pacientov brez sladkorne bolezni (nediabetiki) (Graf 1). Pacienti v obeh skupinah so bili delezni

standardne terapije za zdravljenje kroni¢ne rane, ki vkljucuje nekrektomijo, preveze rane z
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ustreznimi oblogami in po potrebi antibioticno terapijo. Obe skupini sta bili nadalje

randomizirani v Studijsko skupino, kjer so pacientje prejemali poleg standardne terapije Se

dodatno terapijo z LED (D-LED in N-LED), ter kontrolno skupino, kjer so pacienti poleg

standardne terapije prejemali placebo terapijo (D-Ko in N-Ko).

En pacient brez sladkorne bolezni ni dokoncal predvidene terapije zaradi osebnih razlogov in

je bil izkljucen iz raziskave, tako da je bila raziskava dokoncana na 79 pacientih.

40 pacientov s
kroni¢no rano in
sladkorno boleznijo

/

N\

39 pacientov s
kroni¢no rano, brez
sladkorne bolezni

RN

20 pacientov z
dodatno LED
terapijo (D-LED)

20 pacientov z
dodatno placebo
terapijo (D-Ko)

19 pacientov z
dodatno LED
terapijo (N-LED)

20 pacientov z
dodatno placebo
terapijo (N-Ko)

Graf 1: Prikaz razporeditve in naknadne randomizacije pacientov s kroni¢no rano na goleni ali stopalu.

Med skupinami ni bilo razlik v razmerju med spoloma niti v povprecni starosti ali trajanju rane

kot pacienti brez sladkorne bolezni.

oy
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Skupina Skupina Skupina Skupina

D-LED D-Ko (n= p N-LED (n | N-Ko (n= p

(n=20) 20) =19) 20)
Moski/Zenske 17/3 14/6 ns? 13/6 16/4 ns?
Starost (povpretna = SD) | 61.2+8.77 |  65.5£9.6 ns® 63.8£16.3 | 62.8+11.9 ns®
ITM (povpregno + SD) 30.7£5.5 | 29.3+4.7 ns® 28.2+5.7 26.6+3.7 ns®
Trajanje rane v mesecih 8.146.1 9.2+10.7 ns® 9.6+16.8 | 9.4+16.4 ns
(povprecno + SD)

Tabela 5: Opis skupin preiskovancev — osnovni podatki.

Legenda: ITM — indeks telesne mase. Statisti¢na analiza: * — test hi-kvadrat, ® _ Studentov t-test.

Sladkorni bolniki so imeli pri¢akovano vi§je vrednosti glukoze na teS¢e kot pacienti brez
sladkorne bolezni (Tabela 6). Vrednost glukoze na teS¢e se med skupinama D-LED in D-Ko
niti med skupinama N-LED in N-Ko ni razlikovala. Med skupinami ni bilo razlik v delezu

pacientov s poviSanim C reaktivnim proteinom (CRP).

Skupina Skupina Skupina Skupina
D-LED (n D-Ko (n p N-LED (n = N-Ko (n p
=20) =20) 19) =20)

Glukoza na tesce b ns

(povprecno = SD) 8.0+4.5 8.9+4.1 ns 5.6+0.9 5.6+2.1 b
Povisan CRP a ns

(CRP > 5) 13/20 11/20 ns 6/19 9/20 a
Hemoglobin b ns

< 127.1£13.9 126.8£14.9 | ns 140.7£16.5 144.3£14.1 b

(povprecno + SD)

Fibrinogen 4.6+1.0 47416 | ns® 4.041.0 g1e11 | 1B

(povprecno + SD) T T T T b
Tabela 6: Opis skupin preiskovancev — rezultati analize krvi. Legenda: CRP — C reaktivni protein, * — test hi-

kvadrat, ° — Studentov t-test

Ob vkljucitvi v raziskavo smo napravili oceno rane po Falangi, s pomocjo programa Image J

ocenili povr$ino rane in z uporabo Laser Dopplerja ocenili mikrocirkulacijo na robu rane. Rane
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smo evaluirali na dva tedna z oceno po Falangi, po 8 tednih pa smo ponovno ocenili povrsino
rane s programom Image J in mikrocirkulacijo z uporabo Laser Dopplerja. Pacienti so ob
evaluaciji rane po Falangi (na dva tedna) tudi podali oceno o bolecini po VAS (vizualno

analogni skali).

3.2 Ocena dna rane po Falangi
Ocena rane po Falangi je klini¢na ocena dna rane, kjer ocenjujemo prisotnost granulacijskega

tkiva, pojav fibrina in izlocka rane in dolo¢imo razred po Falangi (Tabela 1).

Pred zacetkom zdravljenja ni bilo znacilnih razlik v oceni dna rane po Falangi med skupinama

D-LED in D-Ko, niti med skupinama N-LED in N-Ko (Tabela 7).

Skupina Skupina Skupina | Skupina
D-LED D-Ko (n p N-LED | N-Ko (n p
(n=20) =20) (n=19) =20)
A (0) A(0) A(0) A(0)
Zacetna ocena dna rane po Falangi B (3) B (7) s ® B (5) B 4) ns ®
(Stevilo pacientov) ()] Cc© C(8) C()
D (8) D (4) D (6) D (9)

Tabela 7: Zadetna ocena dna rane po Falangi v posameznih skupinah. * — test Mann-Whitney
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3.3 Merjenje povrsSine rane

PovrS$ino rane smo merili z racunalniSkim programom Image J (University of Wisconsin-

Madison). Povr§ino smo izmerili s pomocjo slik, posnetih vsaka 2 tedna.

000 Image) i
1o/ =8 <] <] +[\A]a|o|0] sl s]o] 7] | [>] |

| x=892, y=3, value=212,143,127 (#d48f7f) |
1000 Patient 5.jpg .‘—‘8“0—0 Set Scale

.83x53. X

Distance in pixels: 10.3

Known distance: 10.00 |

Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length: E}
Click to Remove Scale

) Global

Scale: 1.03 pixels/mm

Aa Man Min [Max | "

1 1140.028 65.362 22 195
2 376.756 88.872 25 220

Slika 4: Primer merjenja povrsine rane s programom Image J: program omogoc¢a umeritev razdalje in nato izratuna
povrsino ro¢no oznacenega omejenega podrocja.

Rane so se pri preiskovancih med seboj razlikovale v povrSini, vendar je bila povprecna
povrsina ran preiskovancev med skupinami primerljiva (Tabela 8).
Zacetno povrsino rane smo pri vsakem preiskovancu definirali kot 100 %. Pri vsaki naslednji

meritvi smo povrsino opredelili kot delez zacetne povrSine rane.

Skupina Skupina Skupina Skupina
D-LED (n= | D-Ko (n= p N-LED (n= | N-Ko (n= p
20) 20) 19) 20)
Povrsina rane v mm?> 393 479 s ® 310 569 ns ®
- mediana (min-max) (89-5386) (132-3514) (112-8998) | (107-2325)

Tabela 8: Povrsina rane v skupinah pred zacetkom zdravljenja. * — Mann Witney.
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3.4 Ocena mikrocirkulacije na robu rane

Mikrocirkulacijo smo ocenjevali pred zacetkom terapije in po 8 tednih terapije z uporabo Laser
Dopplerja. Obakrat smo merili na istem mestu, na zdravi kozi tik ob robu rane. Pretok smo
ocenjevali z Laser Doppler (LD) flux senzorji (Angled probe 401, Perimed, Jarfdlla, Sweden)
ob uporabi laserskega izvora svetlobe valovne dolzine 780 nm (PF 4001 in PF 4002 Satelite,

Perimed, Jarfdlla, Sweden).

Ocena mikrocirkulacije z laser Dopplerjem temelji na odboju svetlobe celic v gibanju (krvnih
celic) v primerjavi s statinimi celicami (celice tkiva). Vse meritve je opravila ista raziskovalka,

ki ni vedela, kateri skupini pripada preiskovanec.

3.5 Ocena bolecine po VAS (vizualna analogna skala)

Pacienti so ob vsaki prevezi rane ocenili povpre¢no jakost bolecine v zadnjih dveh tednih s

pomocjo vizualne analogne skale (VAS).

Skupina Skupina Skupina Skupina
D-LED D-Ko (n= p N-LED (n= | N-Ko (n= p
(n=20) 20) 19) 20)
VAS pred zacetkom zdravljenja L4(13) 23 @0 ns 2821 3,323) ns
(povpreéno £ SD) 1,8 (1,5) 3,1(2.2) 0,020°

Tabela 9: Bolecina, ocenjena po VAS pred zacetkom zdravljenja. * — Studentov t-test

Pred zacetkom zdravljenja med pacienti s sladkorno boleznijo (D-LED vs D-Ko) ni bilo razlik
v oceni bole¢ine po VAS. Prav tako ni bilo razlik v oceni bole¢ine med pacienti brez sladkorne
bolezni (N-LED vs N-Ko) (Tabela 9). Sladkorni bolniki (D-LED in D-Ko) so imeli pred
zacetkom zdravljenja znacilno niZjo oceno bole¢ine po VAS kot pacienti brez sladkorne bolezni

(N-LED in N-Ko).

3.6 Terapija z LED

Izvor svetlobe v nasi raziskavi so bile svetlobo emitirajoce diode (LED) in ne laser kot v ve€ini
do sedaj objavljenih raziskav. Pacienti, vkljuceni v studijsko skupino (D-LED in N-LED), so

bili obsevani z LED (Ortholumm, Votan Slovenija). Pacienti v kontrolnih skupinah (D-Ko in

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017

38



Frangez 1. Vpliv fotobiomodulacije s svetlobo emitirajo¢imi diodami na celjenje kroni¢ne rane.

N-Ko) so bili obsevani z neaktivno svetlobo, kjer je bila v ohisje naprave Ortholumm vgrajena
navadna avtomobilska Zarnica, prekrita z rde¢im filtrom. Aktivna LED je sestavljena iz treh
vrst LED diod z valovnimi dolzinami 625, 660 in 850 nm. Med temi je najve¢ LED z valovno
dolzino 660, ki najmocneje stimulira encim Cco. K skupni energiji sevane svetlobe prispevajo
LED z valovno dolzino 660 nm 71 % energije, LED z valovno dolzini 625 nm 24 % energije
in LED z valovno dolzino 850 nm 5 % energije. Valovni dolZini 625 nm in 850 sta bili dodani
zaradi bakteriostatskega ucinka (114, 117). Kontrolni skupini, ki sta prejemali placebo
obsevanje, sta imeli nizjo skupno gostoto energije, ki je bila enakomerno razdeljena med vse
valovne dolzine v spektru med 580 in 900 nm. Ob tem je bila v kontrolni skupini
najucinkovitejSa energija (z valovno dolzino 660 nm, ki stimulira Cco) kar 100-krat nizja od
energije v aktivni LED skupini. Svetlobni parametri so podani v Tabeli 10. Pri dolo¢anju
obsevalnega rezima smo upostevali predhodne ugotovitve klini¢nih raziskav o vplivu LLLT na
celjenje diabeti¢nih razjed na nogi (Tabela 4) in zakonitosti Arndt-Schulzove krivulje (Slika 2).
Skupno energijo, ki smo jo Zeleli doseci, smo razdelili na enakomerne tedenske odmerke in
nato razdelili na tri odmerke za vsako posami¢no obsevanje. Vsi pacienti so bili obsevani trikrat

tedensko, osem tednov zapored oziroma v primeru hitrega celjenja, do zacelitve.

LED valovne dolzine (nm) (delez
ki ga dolocena valovna dolzina
prispeva k skupni gostoti energije)

Skupna gostota energije (J/cm?)
(za Cas enega obsevanja = 5 minut)

Studijski skupini . ) . 5
D-LED in N-LED 625 (24 %), 660 (71 %), 850 (5 %) 2.4 J/cm
Kontrolni skupini X )
D-Ko and N-Ko Sirok spekter 580-900 0.72 J/cm

Tabela 10: Parametri svetlobnega obsevanja v Studijski in kontrolni skupini.

Razdalja med izvorom svetlobe (v $tudijski in v kontrolni skupini) je bila 10 cm (Slika 4).
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Slika 5: Izvor LED (Ortholumm) ima sevalno povriino cca 88 cm?, rane so bile obsevane z razdalje 10 cm, 3-krat
tedensko po 5 minut.

3.7 Statisti¢na analiza podatkov

Podatke smo obdelali na osebnem racunalniku s pomoc¢jo programskega paketa IBM SPSS
Statistics, v. 19 (IBM Corp, Armonk, NY). Rezultate smo ovrednotili s testom hi-hvadrat,
Studentovim t-testom in Mann Whitney testom. Za ponavljajoce meritve smo analizirali
varianco ponavljajo¢ih meritev (Repeated measures ANOVA). Statisti¢no znacilno razliko smo

upostevali v 95 % intervalih zaupanja (95 % CI) pri vrednosti p < 0,05.

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017

40



FrangezZ I. Vpliv fotobiomodulacije s svetlobo emitirajo¢imi diodami na celjenje kroni¢ne rane.

4 REZULTATI

4.1 Vpliv fotobiomodulacije 7 LED na oceno dna rane po Falangi

Pred zacetkom zdravljenja (teden 0) ni bilo znacilnih razlik v oceni dna rane po Falangi med
skupinama D-LED in D-Ko, niti med skupinama N-LED in N-Ko. Po 8 tednih zdravljenja je
bilo v obeh skupinah, obsevanih z LED, znacilno ve¢ pojava granulacij na dnu rane (Falanga

A) (D-LED vs. D-Ko, p = 0.0005; N-LED vs. N-Ko, p = 0.0014).

skupina D-LED skupina N-LED
100% 100%
80% 80%
60% Al 60w A
40% "B 40% "B
20% uC 20% HC
0% mD 0% mD
tedni tedni
skupina D-Ko skupina N-Ko
100% - 100% -
80% - .| 80% - R
60% - 60% -
=B
40% - 40% - =B
20% - "C | 209 - mC
0% - =D 0% - mD
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
tedni tedni

Graf 2: Graf predstavlja oceno dna rane po Falangi, ocenjeno vsaka dva tedna v vseh skupinah. Hi-kvadrat: D-
LED vs. D-Ko, p = 0.0005; N-LED vs. N-Ko, p =0.0014

Ocena dna rane po Falangi se statisticno znacilno hitreje izboljSuje v preiskovanih skupinah,
tako v skupini D-LED kot tudi pri N-LED; F(4,73) = 81,8; p < 0,001. Ugoden ulinek terapije

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017

41



FrangezZ I. Vpliv fotobiomodulacije s svetlobo emitirajo¢imi diodami na celjenje kroni¢ne rane.

z LED je pri sladkornih bolnikih (D-LED) $e bol; izrazit kot pri bolnikih brez sladkorne bolezni
(N-LED); F(4,73) = 3,68; p = 0,0009.

4.2 Vpliv fotobiomodulacije 7 LED na povrsino rane

V zacetku raziskave je bila velikost vsake rane opredeljena kot 100 %. Graf kaze zmanjSevanje
povrsine rane v razmerju do zacetne velikosti rane. Rezultati so pokazali, da fotobiomodulacija
z LED ni pomembno vplivala na velikost povrSine rane. PovrSina rane se je enakomerno
zmanjSevala v vseh preiskovanih skupinah. Prav tako se za nobenega od analiziranih
parametrov (starost, ITM, prisotnost sladkorne bolezni, vkljucenost v preiskovano/kontrolno

skupino) ni pokazalo, da bi pomembno vplival na hitrost zmanjSevanja rane (Tabela 11).

120
e -LED

100

80

60
o
g

= 40
<
R=
'z
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=¥ 20

0 T T T T 1

0 2 4 6 8 teden

Graf 3: Povpre¢na povrs$ina ran v posamezni skupini, prikazana kot delez od zacetne povrsine rane pred zacetkom
zdravljenja in na vsaka dva tedna. Med skupinami ob koncu zdravljenja ni bilo razlik v delezu zmanjSanja povrsine

ranc.
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Effect Value | F Hyp(zjtpes ' Er(;f’r Sig.
POVRSINA RANE Pillai's Trace 0,031 | ,556" 4 70 0,695
Wilks' Lambda 0,969 | ,556" 4 70 0,695
Hotelling's Trace | 0,032 ,556b 4 70 0,695
Roy's Largest Root | 0,032 ,556b 4 70 0,695
SPthY:SilNA RANE x Pillai's Trace 0,048 | ,881° 4 70 0,48
Wilks' Lambda 0,952 | ,881° 4 70 0,48
Hotelling's Trace 0,05 ,881b 4 70 0,48
Roy's Largest Root | 0,05 ,881b 4 70 0,48
POVRSINA RANE x ITM Pillai's Trace 0,042 | ,764° 4 70 0,552
Wilks' Lambda 0,958 | ,764° 4 70 0,552
Hotelling's Trace | 0,044 ,764b 4 70 0,552
Roy's Largest Root | 0,044 ,764b 4 70 0,552
splgc\al/lﬁjrlr':l?bRoAlngeﬁ Pillai's Trace 0,082 | 1,571 4 70 0,192
Wilks' Lambda 0,918 | 1,571 4 70 0,192
Hotelling's Trace 0,09 1,571b 4 70 0,192
Roy's Largest Root | 0,09 1,571b 4 70 0,192
splgz)/iisalNA RANE x Pillai's Trace 0,035 | ,642° 4 70 0,634
Wilks' Lambda 0,965 | ,642° 4 70 0,634
Hotelling's Trace | 0,037 ,642b 4 70 0,634
Roy's Largest Root | 0,037 ,642b 4 70 0,634
Egl\e/S:LstEﬁDiE: Pillai's Trace 0,014 | ,244° 4 70 0,912
Wilks' Lambda 0,986 | ,244° 4 70 0,912
Hotelling's Trace | 0,014 ,244b 4 70 0,912
Roy's Largest Root | 0,014 ,244b 4 70 0,912

Tabela 11: Analiza variance ponavljajo¢ih meritev povrsine rane (repeated measures ANOVA).
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4.3 Vpliv fotobiomodulacije 7 LED na mikrocirkulacijo na robu rane

Mikrocirkulacija se je v skupini sladkornih bolnikov kot tudi v skupini bolnikov brez sladkorne
bolezni, obsevanih z LED, statisti¢no pomembno povecala (*p = 0,040 in **p = 0,033) (Graf

4). V obeh kontrolnih skupinah, ki sta prejemali placebo obsevanje, ni bilo zaznati povecanja

mikrocirkulacije.
3
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Graf 4: Prikaz izmerjene mikrocirkulacije z Laser Doppler (LD) flux. Student t-test: *p = 0,040 in **p = 0,033.

4.4 Ocena bolecine po VAS (vizualno analogni skali)

Ocenjena bolecina po VAS se je v vseh skupinah po osmih tednih zdravljenja statisticno

znacilno zmanjsala.

Iz Tabele 12 in z Grafa 5 je razvidno, da so imeli sladkorni bolniki zaradi pogostejse nevropatije

ze v zacetku zdravljenja manjSo bolecino kot bolniki brez sladkorne bolezni.
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Skupina Skupina Skupina Skupina
D-LED (n | D-Ko (n=| P* N-LED (n= | N-Ko (n= p?
=20) 20) 19) 20)

VAS pred zacetkom zdravljenja
(povprecno = SD) 1,4 (1,3) 2,3(2,1) ns 2,8(2,1) 3,3(2,3) ns
VAS po 8 tednih zdravljenja
(povprecno + SD) 0,1(0,1) 0,8 (1,6) 0,035 0,2 (0,1) 0,8 (0,8) 0,012
Razlika v VAS pred in po
zdravljenju (p%) 0,007 0,011 <0,001 <0,001

Tabela 12: Ocena bolecine po VAS pred zaGetkom zdravljenja in po osmih tednih zdravljenja. *— Mann-Whitney

test.
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Graf 5: Ocena boleCine po VAS v zacetku zdravljenja in ocenjena na vsaka 2 tedna. Bolecina se je tekom
zdravljenja statisticno znacilno zmanjsala v vseh skupinah preiskovancev.

Bolecina se je torej tekom zdravljenja zmanjsevala v vseh skupinah pacientov, vendar je bilo
to zmanjSevanje bolecine izraziteje v skupinah, obsevanih z LED (D-LED in N-LED). Med
skupinama sladkornih bolnikov (D-LED in D-Ko) pred zac¢etkom zdravljenja ni bilo razlik v
oceni bolecine po VAS. Po kon¢anem zdravljenju pa je bila ocena bolecine po VAS v skupini,
obsevani z LED (D-LED), znacilno nizja kot v kontrolni skupini (D-Ko); p = 0,035. Enako se
je izkazalo v skupini pacientov brez sladkorne bolezni (N-LED in N-Ko), saj se je v obeh

skupinah bolecina, ocenjena po VAS, znacilno zmanjsala, vendar izraziteje v skupini, obsevani
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z LED, kar se je izkazalo v znacilni razliki med skupinama po kon¢anem zdravljenju (N-LED

vs N-Ko; p=0,012).

5 RAZPRAVA

Celjenje rane je kompleksen proces, ki poteka preko faz vnetja, proliferacije in maturacije novo
nastalega tkiva (33, 118). Rane se obicajno zacelijo v 68 tednih. Vecje ali globje rane se v tem
Casu vsaj zacnejo celiti. V kolikor je proces celjenja prekinjen zaradi okuzbe ali drugih vzrokov
(slabe prekrvitve tkiva, podhranjenosti, diabetesa), se rana ne zaceli in postane kroni¢na rana

(118).

Standardni pristop k zdravljenju kroni¢ne rane vkljucuje nekrektomijo, oskrbo ran z ustreznimi
oblogami in zdravljenje okuzbe (9, 10). Kroni¢ne rane so ve¢inoma okuzene. V primerih, kjer
kroni¢na rana ni okuzena in je dno rane ustrezno, je mozno tudi npr. kirurSko kritje rane s

koznim presadkom.

Pogoj za uspeSno zdravljenje kroni¢ne rane je zadovoljiva prekrvavitev v podroc¢ju rane.
Prognoza celjenja kroni¢ne rane na spodnjih udih diabetikov kot tudi nediabetikov je
sorazmerna s prekrvljenostjo podroc¢ja okoli rane. Zato je v primerih, kjer je celjenje rane
upocasnjeno zaradi slabe prekrvitve, potrebno oceniti, ¢e je mozno prekrvavitev povecati s

kirurskim posegom npr. z zilnim obvodom ali drugimi Zilnimi posegi (119).

Poleg standardnih pristopov so mozne tudi dodatne metode, ki pospeSujejo zdravljenje
kroni¢nih ran. Uporabimo lahko npr: terapijo z negativnim tlakom ali hiperbari¢no zdravljenje

s kisikom (22-25, 27-31). Ena takih metod je tudi LLLT.

V nasi raziskavi smo dokazali stimulativen vpliv na celjenje kroni¢ne rane, tako pri sladkornih

bolnikih kot tudi pri bolnikih brez sladkorne bolezni.

Ocenjevali smo dno rane po Falangi in povrSino rane. Rezultati so pokazali znacilno hitrejSe
pojavljanje granulacij na dnu rane v skupinah, obsevanih z LED, tako pri diabetikih kot tudi pri

nediabetikih (D-LED vs. D-Ko, p = 0.0005; N-LED vs. N-Ko, p =0.0014). Povrsina rane se je
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zmanjSevala priblizno enako hitro v vseh skupinah, pri diabetikih in nediabetikih, obsevanih z

LED ali s placebo svetlobo.

Kroni¢ne rane se razlikujejo tako po povrsini kot tudi po globini rane. Hitrost zmanjSevanja
rane v procesu celjenja je odvisna od globine rane, saj so granulacije, ki se pojavijo na dnu rane,
podlaga za kasnejso epitelizacijo, ki poteka z robov rane (3-7). Ocenjevanje dna rane po Falangi
je klini¢no in zato tudi subjektivno, saj temelji na morfoloskem izgledu rane, zato smo iskali
klini¢no pomemben parameter (kot je ocena mikrocirkulacije), ki ga bo mogoce tudi objektivno

1zmeriti.

Laser Doppler flowmetry (LD flow) predstavlja neinvazivho metodo za ocenjevanje
mikrocirkulacije v kozi. Objektivnost rezultatov smo optimizirali Se z dejstvom, da je obe
meritvi (pred zaCetkom zdravljenja in po 8 tednih obsevanja z LED ali s placebo svetlobo)

opravila ista raziskovalka, ki ni vedela, kateri skupini pripada preiskovanec.

Rezultati so pokazali, da se je mikrocirkulacija povecala v obeh skupinah, obsevanih z LED,
tako pri diabetikih (p = 0,040) kot tudi pri nediabetikih (p = 0,033). Poleg povecane
mikrocirkulacije tudi hitrejsi pojav granulacije na dnu rane (glede na oceno po Falangi) v obeh

skupinah, obsevanih z LED, potrjuje ugoden uc¢inek LED na celjenje kroni¢nih ran.

Randomizirane klini¢ne raziskave v literaturi so redke, a ve¢inoma potrjujejo ugoden ucinek

LLLT na zdravljenje ran (Tabela 4).

Minatel s sodelavci je v dvojno slepi randomizirani raziskavi ugotavljal u€inek zdravljenja z
LED (660 in 890 nm, 3 J/cm®) pri 23 diabetikih s kroni¢no razjedo na nogi (72). Po 30 dneh je
v Studijski skupini ocenil 56 % boljSo granulacijo in za 79 % hitrejSe celjenje razjed kot v
kontrolni skupini. Po 90 dneh je bilo 58 % razjed popolnoma zaceljenih oziroma 75 % razjed
je bilo zaceljenih za ve¢ kot 90 % glede na povrsino rane. V kontrolni skupini se je zacelila ena
razjeda in razen te nobena druga ni dosegla 90 % celjenja oziroma zmanjSanja povrsine.
Minatel je imel podoben rezim obsevanja kot v nasi raziskavi, vendar je obseval daljSe ¢asovno
obdobje (do 90 dni, v nasi raziskavi najvec 8 tednov). Enako kot v nasi raziskavi, je tudi Minatel
ugotovil boljSo granulacijo v obsevanih ranah, le da v nasi raziskavi nismo potrdili hitrejSega

zmanjSevanja povrsine rane.
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Zhou s sodelavci je analiziral vpliv LLLT (633 nm) kot vsakodnevne dodatne terapije pri 32
pacientih s kroni¢no razjedo na nogi in primerjal z 28 pacienti z razjedo na nogi, ki so prejeli
standardno terapijo (76). Po treh tednih je ocenjeval hitrejSe zmanjSevanje povrSine razjede in
imunohistokemic¢no potrdil vecje izrazanje heat shock proteina 70 (HSP70), ki stimulativno
vpliva na celjenje kroni¢ne rane. Zhou je z vsakodnevnim obsevanjem apliciral vi§je energije
kot so bile aplicirane v nasi raziskavi, kar je morda omogocilo hitrejSe zmanjSevanje povrsine

rane, kar se v nasi raziskavi ni izkazalo.

Kaviani s sodelavci je 13 sladkornih bolnikov s kroni¢no rano na nogi dodatno zdravil z LLLT
(685 nm, 10J/cm?) in primerjal z 10 sladkornimi bolniki s primerljivo rano, ki so prejemali
placebo obsevanje (73). V LLLT skupini se je po 20 tednih osmim pacientom rana popolnoma
zacelila (61 %) v kontrolni skupini pa le trem (30 %). Cas do popolne zacelitve je bil v skupini
LLLT, sicer statisticno neznacilno, krajsi (11 tednov vs. 14 tednov). Zakljucki Kaviania so
primerljivi z naSimi, saj so tudi v njegovi raziskavi rane imele vecji potencial celjenja, ne toliko
z vidika hitrosti (hitrost zmanjSevanja povrSine rane) kot granuliranja z dna rane, kar

zanesljiveje privede do popolne zacelitve.

Saltmarche je spremljala u¢inke LLLT (785 nm, 2—4 J) na zdravljenje kroni¢nih (12 ran) in
akutnih (9 ran) v domu starejSih obcanov ter ugotovila, da LLLT terapija ugodno in brez

stranskih u¢inkov vpliva na zdravljenje tako kroni¢nih kot akutnih kroni¢nih ran (71).

Landau je v dvojno slepi randomizirani raziskavi deset pacientov z diabeti¢nim ali venskim
ulkusom na nogi dodatno zdravil z obsevanjem (Sirokospektralno: 400-800 nm, 43,2)/cm?,
dvakrat dnevno) in primerjal z ranami Sestih pacientov, ki so prejeli placebo terapijo (75). V 12
tednih so se v preiskovani skupini rane zacelile 9/10 pacientom (90 %), v kontrolni pa le dvema
(33 %). Terapija z obsevanjem ni imela nobenih stranskih ucinkov. Landau je uporabil
Sirokospektralni laser z veliko vi§jimi gostotami energije kot smo ga uporabili mi in vecina
ostalih avtorjev. Glede na to, da ni opazil nobenih stranskih u¢inkov, bi morda tudi v nasi
raziskavi z dvigom gostote energije dosegli Se boljsi ucinek. Poleg tega je bil v njegovi raziskavi

Cas obsevanja za 4 tedne dalj$i kot v nasi raziskavi.

Kajagar, ki je izvedel raziskavo, podobno nasi, je prav tako potrdil ugoden ucinek dodatnega
zdravljenja z LLLT na celjenje kroni¢nega ulkusa pri diabetikih (74). Raziskava je vkljucevala

68 pacientov z ulkusom manjSim od 6x6 cm, razdeljenih v preiskovano in kontrolno skupino.
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Preiskovana skupina je poleg standardnega zdravljenja prejemala tudi LLLT (Thor laser, 2—4
Jem®, 60 mW dnevno, 15 dni zapored). Ocenjevali so zmanjsanje povriine ulkusa in v
preiskovani skupini se je povrSina statisticno znacilno izraziteje zmanjSala kot v kontrolni
skupini. Kajagar je apliciral vsakodnevno vi§je gostote energije kot mi, kar je morda razlog, da

se je povrsina rane hitreje zmanjSala kot v nasi raziskavi.

Vse omenjene raziskave potrjujejo ugodne ucinke terpije z LLLT na zdravljenje kroni¢ne rane
pri sladkornih bolnikih. Vecina raziskav je analizirala predvsem zmanjSevanje povrSine rane
kot kazalec uspesSnosti zdravljenja. V nasi raziskavi nismo potrdili, da obsevanje z LED pospesi
zmanjSevanje povrsine rane. ZmanjSevanje povrsine rane je odvisno tudi od globine rane in
stanja dna rane ter hitrosti pojavljanja granulacij. Mozno je, da bi se v primeru podaljSanja
opazovanja na ve€ kot 8 tednov in nadaljevanju obsevanja z LED kasneje izkazala tudi hitrejsa
epitelizacija z robov rane in s tem hitrejSe zmanjSevanje povrsine rane. Opazovani Cas je bil
pri navedenih raziskavah namre¢ pomembno daljsi; v raziskavi Minatela 90 dni, Kaviania 20
tednov in Landaua 12 tednov (72, 74, 75). Druga razlika med naso in navedenimi tremi
raziskavami, ki so bile nasi najbolj podobne, je ta, da so omenjene raziskave obravnavale le
kroni¢ne diabeti¢ne ulkuse. Razli¢na etiologija rane narekuje tudi drugacno dinamiko celjenja.
Cilj zdravljenja je sicer vedno doseci zacelitev rane. Za zacelitev so potrebne granulacije, ki
potrebujejo zadovoljivo prekrvitev podro¢ja. Ko je to dosezeno, lahko v primeru, da je
ozdravljena okuZzba v rani, skrajSamo proces celjenja tudi kirursko, s kritjem rane s presadkom
delne debeline koze. Vloga obsevanja z LED ali drugimi izvori LLLT je po naSem mnenju
skrajSati in optimizirati faze celjenja (predvsem vnetno in proliferativno fazo). V kolikor imamo
opravka s plitko rano ali z manjSo rano, je smiselno ugodne uc¢inke LED izkoristiti do kon¢ne
zacelitve. V primerih, ko gre za vecje oziroma globje rane, pa je smiselneje ob dobri prekrvitvi

in neokuZeni rani pospesiti dokon¢no zacelitev s kirurSkimi metodami.

V nasi raziskavi smo potrdili, da obsevanje z LED povec¢a mikrocirkulacijo na podroc¢ju rane.
Vloga obsevanja z LED torej ni samo v stimulaciji celi¢nih procesov, temvec tudi v povecani
mikrocirkulaciji, ki je na podro¢ju kroni¢nih ran pogosto okrnjena. Stimulacija celi¢nih
procesov je bila dokazana v ve€ in vitro raziskavah in sodi med tako imenovane »primarne«
ucinke obsevanja z LLLT. Povefana mikrocirkulacija pa predstavlja »sekundarni« ucinek
terapije LLLT (90-94, 111). Na osnovi naSe raziskave sicer ne moremo oceniti, kolikSen delez

ugodnega ucinka je prinesla stimulacija celicnih procesov in kolikSnega povecana
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mikrocirkulacija. Na osnovi poznavanja osnovnih fizioloskih procesov pa lahko sklepamo, da
stimulacija celi¢nih procesov verjetno ne bi privedla do tako izrazitih pozitivnih u¢inkov in
hitrejSega celjenja, v kolikor temu ne bi sledil povecan dotok kisika in hranil ter odstranjevanje

metabolnih produktov preko krvi.
Vpliv LLLT na mikrocirkulacijo so do sedaj obravnavali v le redkih raziskavah.

Schindl s sodelavci je v ve€ raziskavah prouceval vpliv LLLT na mikrocirkulacijo. V nekoliko
starejSi dvojno slepi raziskavi je randomiziral 30 pacientov z diabeti¢no mikroangiopatijo in
ugotovil, da enkratno obsevanje z LLLT (632,8 nm) pomembno izboljsa mikrocirkulacijo v
kozi (70). Temperaturo pred in po obsevanju z LLLT je ocenjeval s pomoc¢jo termo kamere.
Svoje ugotovitve je potrdil nekaj let kasneje v podobno zasnovani raziskavi, ki je prav tako
ocenjevala povecanje mikrocirkulacije na osnovi povecane temperature koze ocenjene s

termalno kamero (120).

Prva raziskava, ki je ocenjevala vpliv LLLT na mikrocirkulacijo v kozi s pomocjo laser
Dopplerja, je bila opravljena na zivalih. Vkljucevala je 30 zdravih podgan, ki so jih
randomizirali v dve skupini in jih v preiskovani skupini 3 minute obsevali z laserjem (632,8
nm, 1 J/em®) (121). Odlo¢ili so se za enak rezim obsevanja kot je bil Ze uporabljen v raziskavi,
kjer so potrdili, da obsevanje pospesi celjenje iatrogeno povzrocene opekline na kozi podgan
(122). Pretoke z laser Dopplerjem so merili 1., 2., 3., 7., 14. in 21. dan po povzroceni poskodbi
in le 7. dan se je pokazal statisticno znacilno visji pretok v Studijski skupini v primerjavi s
kontrolno skupino. Ugotovitev se smiselno dopolnjuje z ugotovitvami Ribeira, ki je na
histoloSkih preparatih iatrogeno povzro€enih opeklin pri podganah 7. dan potrdil prisotnost

dobro vaskulariziranega novo nastalega granulacijskega tkiva (122).

Pred naso raziskavo je edino klini¢no raziskavo, ki ocenjuje vpliv LLLT na mikrocirkulacijo s
pomocjo Laser Dopplerja, opravil Saied (123). Vkljucil je 45 diabetikov z znaki slabse
prekrvitve koze (suha koza, pruritus, infekti, izpusc€aji ipd.) in jih 30 dodatno obseval z LLLT,
15 pa jih je prejemalo le standardno terapijo. Pri obsevanih z LLLT (HeNe laser (633 nm) in

IR (880 nm), 10 J/cm®) je z Laser Dopplerjem potrdil zna&ilno povisanje mikrocirkulacije.
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Glede na dosegljivo literaturo je nasa raziskava prva, ki je z Laser Dopplerjem dokazala
povecano mikrocirlulacijo pri bolnikih s kroni¢no rano na goleni, gleznju in stopalu. Povecano

mikrocirkulacijo po obsevanju z LED smo potrdili tako pri diabetikih kot tudi pri nediabetikih.

V raziskavi smo ocenjevali tudi vpliv LED na bole¢ino, ocenjeno po VAS. Rezultati so
pokazali, da so nediabetiki v obeh skupinah pred zdravljenjem ocenili bole¢ino kot moc¢nejSo,
v primerjavi z diabetiki (p = 0,020). Vis§jo oceno bolecine pri nediabetikih si lahko razlozimo z
vecjo pojavnostjo nevropatije pri diabetikih, zaradi katere se zmanjsa senzacija bole¢ine. Po
osmih tednih zdravljenja se je bole¢ina v vseh skupinah zmanjsala, pri ¢emer je bilo zmanjSanje
bolecine izraziteje v obeh skupinah, zdravljenih z LED (po kon¢anem zdravljenju: D-LED vs

D-Ko; p =0,035 in N-LED vs N-Ko; p=0,012).

Zmanjsanje bolecine ob terapiji z LED ali drugimi viri LLLT predstavlja »terciarni« uc¢inek
terapije, saj gre za sistemski ucinek, ki je posledica povecane sinteze endorfinov in zmanjSane

sinteze bradikininov (111, 124).

Nasa raziskava je prva, ki je v prospektivni, randomizirani, dvojno slepi raziskavi obravnavala
vpliv LLLT z LED na celjenje kroni¢ne rane, saj so vse primerljive ostale raziskave za izvor
svetlobe uporabljale laser. Dobljeni rezultati so potrdili, da je u€inkovitost obsevanja z LED
primerljiva z obsevanjem z laserjem. Obsevanje z LED se je torej izkazalo, da si kot adjuvantna
metoda, umescena poleg standardnega zdravljenja kroni¢nih ran, zasluzi mesto v klini¢ni

praksi.
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6 ZAKLJUCKI

V nasi raziskavi smo potrdili, da fotobiomodulacija z LED kot adjuvantna metoda pospesi
celjenje rane, in sicer tako pri sladkornih bolnikih kot tudi pri pacientih brez sladkorne bolezni.
Pri pacientih, kjer smo rane dodatno obsevali z LED, so rane znacilno hitreje granulirale in na
robovih rane se je izkazalo statisticno znacilno povecanje mikrocirkulacije. Obsevanje z LED
je statisti¢no znacilno zmanjsalo bolec¢ino tako pri sladkornih bolnikih kot tudi pri pacientih

brez sladkorne bolezni.

Nasa raziskava je prva klini¢na, randomizirana, dvojno slepa raziskava, v kateri je bila v terapiji
kroni¢nih ran za izvor svetlobe uporabljena LED. V naSi raziskavi sicer nismo potrdili
hitrejSega zmanjSevanja povrsine rane. Potrdili pa smo delovni hipotezi, da fotobiomodulacija
z LED pospesi tvorbo granulacij v rani in s tem celjenje rane. Potrdili smo tudi povecanje

mikrocirkulacije na robovih rane.
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7 PRILOGA: KLINICNI PRIMERI
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Primeri celjenja ran

V nadaljevanju so prikazani primeri, kjer je bilo celjenje ran ob uporabi obsevanja z LED zelo
uspesno.

Slika 1: Primer rane pri 67-letni Zenski s sladkorno boleznijo: pooperativna rana po osteosintezi gleznja
se ni zacelila 4 mesece. Osteosintetski material je bil odstranjen, ker je bila kost Ze zaceljena. Zankov
osteomielitisa ni bilo. Rana se je uspeSno zacelila po 6 tednih terapije z LED.

Slika 2: Primer 48-letnega moskega, nediabetika, z dva meseca trajajoCo pooperativno rano. V globini
rane je viden osteosinteti¢ni material, za katerega smo se odlocili, da ga pustimo, in situ, ker ni bilo
znakov osteomielitisa. Rana se je uspesno zacelila po §tirih tednih zdravljenja z LED.

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2017

64



FrangezZ I. Vpliv fotobiomodulacije s svetlobo emitirajo¢imi diodami na celjenje kroni¢ne rane.

Slika 3: Primer 60-letne zenske z diabetesom in s kroni¢no pooperativno rano. Na desni strani je vidna
delno zaceljena rana po osmih tednih zdravljenja z LED.

Slika 4: Primer 58-letnega moskega z diabetesom in s kroni¢no rano, ki je vztrajala 4 mesece po
amputaciji na nivoju stopala. Po osmih tednih zdravljenja z LED je bila rana delno zaceljena.
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Slika 5: Primer 70-letne Zenske brez diabetesa s sedem mesecev trajajoco rano na goleni zaradi periferne
okluzivne zilne bolezni: po osmih tednih obsevanja z LED se je rana delno zacelila.

Slika 6: Primer 58-letnega moskega z diabetesom in s kroni€no rano, ki je vztrajala tri mesece: po petih
tednih obsevanja z LED se je rana zacelila.
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