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1. GIRIS

Giizellik algis1 her ne kadar kisiler arasinda farklilik gosterse de, zamana,
cinsiyete, kiiltiire ve yasa bagli degiskenlik gosteren toplumsal bir giizellik
algisindan da soz edilebilir. Giizellik tarih boyunca saglikli olma ve genglik
kavramlariyla paralel degerlendirilmis, saglik ve genclik isaretleri gdsteren kisiler
daha giizel kabul edilmistir. insanlarda genclik ve giizelliklerini koruma, daha uzun

siire devam ettirme istegi yine tarih boyunca goriilen bir olgudur.

Genglik ve giizelligin en belirgin isaretleri yiliz bolgesinde bulunur. Yiiz
bolgesindeki anatomik yapilarin sekilleri, boyutlar1 ve orantili olmasinin yani sira
deri yapisi da bu isaretlerin en dnemlilerinden biridir. Parlak, gergin, kirisikliklarin
az oldugu bir deri yapisi giizellik ve genglige isaret eder. Yaslanmayla beraber
gerek deri dokusunda meydana gelen histolojik degisiklikler ve dis etmenlerin
etkisiyle bu ozelliklerini kaybeder ve kirigikliklarin arttigt bir hal alir.
Kinsikliklarin - gesitli  tedavi yOntemleriyle azaltilmasi, giizelligin yeniden
kazanilmas1 ve idame ettirilmesi i¢in talep edilmektedir. Ayrica bu tedavi

yontemleri kirigiklarin dnlenmesi i¢in de kullanilmaktadir.

Bu amaca yonelik tedaviler temel olarak cerrahi ve cerrahi olmayan estetik
islemler olarak smiflandirilabilir. Cerrahi olmayan yontemler uygulama kolayligi,
hastane yatis1 gerektirmemesi, islem sonrasinda giinliik hayata ve ise doniis i¢in

siire gerektirmemesi avantajlariyla her gecen giin daha ¢ok talep gérmektedir.

Botulinum norotoksini (BT), Clostridium botulinum adli bir bakteri

tarafindan tretilen, kas-sinir kavsaginda asetilkolin salinimini bloke eden giiclii bir



toksindir. Yedi farkli serotipi bulunan botulinum nérotoksini, 1970’li yillardan
itibaren cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Norojenik
mesane, sasilik, bruksizm ve kas distonileri gibi baslica hastaliklarin tedavisinde
kullaniminin yani sira, plastik cerrahi pratiginde yiizdeki kirisikliklarin giderilmesi,
fasiyal distoniler, migren tedavisi, palmar ve aksiller hiperhidrozis tedavilerinde
kullanilmaktadir (1). Farkli ticari formlarda Tip A ndrotoksin iiriinleri mevcut
olmakla beraber Onabotulinumtoxin A (BOTOX, Allergan Inc., Irvine, CA) ve
Abobotulinumtoxin A (Dysport, Ipsen Limited., Wrexham, UK) iilkemizde de

siklikla kullanilan, istenmeyen etkileri diistik ve giivenligi yliksek formlaridir.

Amerika’da tiim estetik islemler arasinda BT enjeksiyonlar1 1999 yilindan
beri birinci siray1 almaktadir. 2019 yilinda Amerika’da BT uygulanan hasta sayisi,
2015 yilina gore %17,8 artis gostererek 1,7 milyonun iizerine ¢ikmustir. Bu

islemlerin %15,3 ii ise 35 yasindan geng hastalara uygulanmistir (2).

BT uygulamalariin etki siiresinin 3 ila 5 ay arasinda olmasi, elde edilen
etkinin devami i¢in tekrar edilen uygulamalari zorunlu kilmaktadir (3). Ciltte
yaslanma belirtilerinin olusmadan 6nlenmesi istegi BT uygulamalarinin daha geng
yaslarda tercih edilmesine neden olmaktadir. Bu iki etmen nedeniyle BT

uygulamalar1 uzun yillar boyunca devam etmektedir.

Uzun siireli tedavilerin deri iizerindeki etkileri literatiirde etkinlik,
giivenirlik ve tekrar edilebilirlik agisindan arastirilmis olmasina ragmen, yapisal

degisiklikler konusunda eksiklikler bulunmaktadir.



Hipotez: Botulinum nérotoksininin uzun siireli kullanim1 deri tabakalar1 ve

deri ekleri lizerinde ¢esitli yapisal degisikliklere sebep olmaktadir.

Amag: Insanhg ilk caglarindan beri siiregelen gen¢ kalma isteginin
gilinlimiizdeki karsilig1 olarak karsimiza ¢ikan yiiz kirisikliklariin giderilmesi ve
olugsmadan engellenmesi istegi, tekrar eden botulinum noérotoksin tedavisi ile
kismen gergeklestirilebilmektedir. Calismamizin amaci uzun siireli botulinum
norotoksin uygulamasinin deri yapisinda etkilerinin deneysel olarak ortaya
koyulmasi ve bu bilgiler 1s18inda klinik pratigin degerlendirilmesine katki

saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botulinum Toksini

Botulinum toksini (BT) gram (+) bir bakteri olan Clostridium botulinum
tarafindan sentezlenen protein yapida bir ekzotoksindir. Sinir u¢larindan asetilkolin
saliimini inhibe ederek etki gdsteren BT, biyoilag¢ olarak gelistirilmis ve birgok
alanda tedavi amaciyla kullanilmaya baslamistir. Biyoila¢ olmasi nedeniyle farkli
BT preparatlarin iiretim sekilleri sadece iirlinlin saflik derecesini degil aym
zamanda stabilitesi, etkinligi, gilivenligi, immiinojenitesi ve dozajimni da etkiler.
Formulasyonda bulunan igeriklerin farki ozmotik gradiyent farkina neden olarak
difiizyon ozelliklerini de etkileyebilir. Yedi farkli serotipi bulunan BT nin ticari
olarak kullanimda A ve B serotipleri bulunmaktadir. Doz birimleri iinite(U) olarak;
20 g Swiss-Webster farelerin %50’sinde intraperitoneal uygulama sonrast 3 giin
igerisinde 6liime neden olan doz (LDso: Lethal Doz) degerlerine gore hesaplanir.

Farkli ticari tiriinlerin U etkinligi de birbirinden farklidir (1).

2.1.1. Tarihge

Botulinum toksinin neden oldugu, kontamine gidalardan kaynaklanan ve
yiiksek 0liim oraniyla seyreden, hastalik ilk olarak 18. yy da Almanya’da Muller ve
J. Kerner tarafindan tanimlandi. Kerner hastaligi olarak da anilan hastaligin
yeterince pisirilmemis sosislerden kaynaklandigi biliniyordu. Etiyolojisi hakkinda

cesitli fikirler ortaya atilsa da nedeni tam olarak ortaya konulamamisti. Belgikali



mikrobiyolog van Ermengem tarafindan 1897 yilinda Bacillus Botulinus adin
verdigi bir anaerob bakteri izole edilerek toksininin hayvanlar {izerinde Sliimciil
oldugu gosterildi. Ayn1 yil Kempner tarafindan toksinin zayif bir formunu kegcilere
verilerek, notralizan bir antitoksin iiretilebilecegi ilk kez gosterildi (4). 1900’1
yillarin baginda ABD de konserve gida endiistrisini biiylimesiyle botulizm
salginlar siklikla goriildii. 1943 yilinda 2. Diinya Savasi sirasinda ise sarbon etkeni
Bacillus anthracis ile birlikte botulinum toksini potansiyel biyolojik silah aday1

olarak glindeme geldi (5).

1920 yilinda Herman Sommer tarafindan Tip-A BT ilk defa izole edilmistir.
Schantz ise 1940’11 yillarda toksinin saflagtirilmasi ve yiiksek miktarda iiretilmesi
konusunda basarili olmustur. 1960’larin sonlarinda artik BT-A’nin kas- sinir
kavsaginda asetilkolin salimimini inhibe ederek etki ettigi hayvan deneyleriyle
ortaya kondu. 1970’11 yillarda oftalmolog Alan B. Scott tarafindan deneysel hayvan
modelinde sasilik tedavisinde etkili oldugu gosterilerek ilk kez tedavi edici bir ajan
olarak kullanilabilecegi s6z konusu olmustur (4). Scott BT-A’nin insanlarda sasilik
ve blefarospazm tedavisinde basarisini ortaya koymasinin ardindan, Oculinum adli
BT-A preparati1 1989 yilinda FDA(Food and Drug Administiration) tarafindan
insanlarda kullanim1 onaylanmistir. Daha sonra bu molekiil Allergan Inc. Sirketi
tarafindan satin almarak BOTOX® (Onabotulinumtoxin-A) ismiyle iiretilmeye
baslandi. 1990 yilinda Londra da BT-A’nin baska bir formu Dysport®
(Abobotulinumtoxin-A) blefarospazm ve hemifasiyal spazm tedavileri ig¢in
kullanim onay1 aldi(6). 1994 yilinda Drobic ve Laskawi, BT-A’y1 Frey sendromu

olan hastalarda yemek yeme sirasinda meydana gelen asir1 terlemenin tedavisinde



kullandi. Buradan hareketle koltukalti ve el ayasi gibi asir1 terleme problemi
goriilen bolgelerde ve ALS hastalar1 gibi parotis bezinin salgilarinin azaltilmasi gibi

uygulama alanlar1 ortaya ¢ikmistir (5).

BT’nin kozmetik amag¢li kullanimi, Jean ve Alistair Carruthers’in
blefarospazm tedavisi uyguladiklar1 hastalarda glabella ve kaz ayaklan
bolgelerinde cilt kirigiklarinda azalma oldugunu gézlemlemesiyle basladi. 2002
yilinda FDA, glabellar bolgedeki kirisiklarin gegici olarak iyilestirilmesinde
BOTOX® kullanimin1  onaylamistir.  Abobotulinumtoxin-A’nin  kozmetik
endikasyonla kullanimi BOTOX®a paralel ilerlemistir. 2006’da Almanya ve
2009°da Avrupa genelinde yine glabella boélgesindeki kirisikliklarin giderilmesi
i¢in onay almistir. FDA tarafindan da 2009 yilinda servikal distoni ve glabellar
cizgilerin giderilmesi i¢in onay alan Abobotulinumtoxin-A giliniimiizde diinya

genelinde birgok iilkede kozmetik endikasyonlar i¢in kullanilmaktadir (7).

2.1.2. Botulinum Toksinin Farmakolojik Ozellikleri

Botulinum toksini, bakteri tarafindan kompleks proteinler olarak
sentezlenir. Bu kompleks norotoksin ve beraberinde hemagliitinin(HA) ve
nonhemagliitinin(NHA) proteinlerden olusur. Norotoksin beraberindeki proteinler
yaklagik 150kDa’luk noérotoksinin stabilizasyonu, gastrointesital sistem icerisinde
bozulmas1 6nlenmesi ve enzimatik aktivitesinin artirilmasi gibi roller oynarlar (8).
Incobotulinumtoxin A {iriinii olan Xeomin® nérotoksin dis1 kompleks olusturan

proteinlerden icermez (9).



Tablo 2.1: Farkli BT preparatlarinin 6zellikleri.

BT iiriinii Flakonda | Formulasyon Stabilizasyon Doz
bulunan Y ontemi Ekivalani
biyolojik (Unite)
iinite

BOTOX®(Allergan) 100U/ BT-A 900 kDa | Vakumlu 1

Onabotulinumtoxin A 50U protein Kurutma

0,5mg serum
albiimin

0,9 mg sodyum
Kkloriir

Dysport®(Ipsen)/ 500U/ BT-A 150 kDa | Liyofilizasyon | 2-4

Azzalure® 300 U protein (Dondurarak

Abobotulinumtoxin A 125 pg serum | Kurutma)

albiimin
2,5 mg laktoz
Xeomin®(Merz) 100 U BT-A 150 kDa | Liyofilizasyon | 1
Incobotulinumtoxin A protein (Dondurarak
1 mg serum | Kurutma)
albiimin
4,7 mg siikroz

Myobloc®/Neurobloc® | 2500 U/ | BT-B  500-700 | Sivi 30-50

(Elan/Solstice) 5000 U/ | kDa protein formulasyon,

Rimabotulinumtoxin B 10000 U | %0,05 serum | pH 5,6

albiimin

0,1 M soldyum

klortir

0,01 M sodyum

siiksinat
Jeuveau®(Evolus) 100 U BT-A 900 kDa | Vakumlu 1
Prabotulinumtoxin A Protein Kurutma

0,5 mg serum

albiimin

0,9 mg sodyum

kloriir

((1), (10) ve (11) referanslardan uyarlanarak hazirlanmstir.)

BT nin literatiirde A, B, C1, D, E, F ve G olmak iizere yedi farkli serotipi
ve li¢ farkli boyutta protein kompleksi raporlanmistir. Protein komplekslerinin
boyutlar1 serotiplere gore degisiklik gosterir. ~300 kDa kompleks tiim serotiplerde
bulunurken, ~500 kDa — ~700 kDa araliginda kompleks A, B, C1 ve D(HA)

serotiplerinde ve ~900 kDa boyutundaki kompleks sadece A serotipinde bulunur.



BT-A’nin ticari formalar1 arasinda saflagtirma ve iiretim siireglerindeki farklilik
nedeniyle son {liriinde bulunan proteinler de da farklidir. Onabotulinumtoxin-A
yalnizca ~900 kDa kompleksler igerirken (12), Abobotulinumtoxin-A igin farkl
boyutlardaki kompleksler bir arada bulunur (13), Incobotulinumtoxin-A da ise tiim

norotoksin iligkili proteinler saflastirma siirecinde uzaklastirilir.

Norotoksin, tiim serotiplerde ~150 kDA boyutunda 1296 Aminoasitten
olusan tek zincir olarak sentezlenir ve aktif hale gelmesi i¢in proteazlar tarafindan
dimer yapisina doniistiiriilmesi gerekir (Sekil-2.1). Dimer yapis1 disiilfid bagiyla
birbirine bagli agir(~100k Da) ve hafif(~50 kDa) zincirlerden olugur. Protein yapisi
3 fonksiyonel alt birimden olusur; endopeptidaz (hafif zincir), translokasyon

bolgesi(agir zincir N-terminal) ve baglanma bolgesi(agir zincir C-terminal) (14).

Progenitor Toksin Aktif Toksin
e o .Zn O S-S |.Zn
NH2
Hafif Zincir

Proteolitik Aktivasyon o .

Disulfid Bagi

COOH
Agir Zincir

Sekil 2.1: Norotoksin zincirinin proteolitik aktivasyonu

((15) numaral1 referanstan uyarlanilarak hazirlanmistir.)



2.1.3. Botulinum Toksinin Etki Mekanizmasi

BT etkisini sinir ucuna baglanma-hiicre i¢ine alinma, translokasyon ve
kalsiyum (Ca) bagimli ndrotransmitter saliniminin inhibisyonu seklinde 3 agamada
gosterir. Sinir ucuna baglanmay1 agir zincirde bulunan baglanma boélgesi ve sinir
hiicre membranindaki glikoprotein yapidaki c¢ifte reseptorlerin etkilesimi saglar.
Gangliozid yapisindaki GT1b baglanmayi baslatici etki gosterir ve ardindan SV2
veya Sinaptotagmin (BT-B ve BT-G i¢in) gibi protein yapidaki reseptorlere
baglanmay1 saglar. BT — reseptor iligkisi farmakodinamik olarak sifirinci derece

kinetige uygunluk gosterir.

Baglanma sonrasi, BT reseptor aracili endositoz ile hiicre i¢ine alinir (16).
Bu siire¢ de hizli ve yavas olmak {izere iki sekilde gerceklesir. Vezikiil dongiisti
hizli siiregte rol oynarken, spesifik olmayan endositoz da saatler siirebilen yavas
mekanizmay1 saglar. Enerji gerektiren endositoz islemi sonrasinda, vezikiil
igerisindeki asidifikasyon, hafif zincirin vezikiilden sitozole translokasyonuna

neden olur.

Hafif zincir sitozole gectikten sonra, norotransmitter igeren vezikiillerin
salinmasi i¢in gerekli olan SNARE (soluble N-etyhylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor) proteinlerden bir ya da bir kagimi ¢inko bagimli
endopeptidaz aktivitesi ile parcalar. BT ’nin farkli serotipleri farkli SNARE

proteinlerini hedef alir (16).

Fizyolojik olarak ndrotransmitterler bulunduklar1 vezikiillerden ekzositoz

ile sinaptik araliga saliirlar. Vezikiillerin presinaptik membrana dogru hareketini



Sinaptobrevin (VAMP: Vesicle associated membrane protein) saglar, SNAP-25
(Synaptosomal-associated protein 25 kD) ve presinaptik membrana bagli olarak
bulunan Sintaksin kompleks olusturur. Bu kompleks araciligiyla presinaptik
membrana baglanan vezikiil, Ca ile tetiklenen bir sinyal ile presinaptik mebranla

birlesir ve icerisindeki ndrotransmitterler sinaptik araliga salinir.
BT-A ve BT-E SNAP 25°1; BT-B, BT-D, BT-F ve BT-G sinaptobrevini BT-
C ise SNAP-25 ve Sintaksini hedef alir (17) (Sekil-2.2).

Syntaxin 1A
BoNT-C

+

BoNT-G

T

BoNT-A
BoNT-F ¢

Synaptobrevin
BoNT-c SNAP-25

Presinaptik
vezikl

Presinaptik
Membran

Sekil 2.2: Farkli BT serotiplerinin hedef aldigi SNARE proteinleri

(BoNT: Botulinum Norotoksin, Ach: Asetilkolin) ((17) numarali referanstan uyarlanarak
hazirlanmugtir.)

Asetilkolin saliniminin inhibisyonu sinir iletimini bloke ederek paraliziye
neden olur. Sinir hiicresi bu duruma, postsinaptik bdlgeden salinan biiyiime
faktorlerinin neden oldugu aksonal tomurcuklanmayla yanit verir (18). Bu yanitin
memeli kas dokusunda 2 giin igerisinde basladig1 goriilmiistiir. Bu yanitin yeni

sinapslar olusturabilecegi goriilmiisse de, esas fonksiyonu ana sinir terminalinin
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iyilesmesi saglamaktadir (19). Ana sinir terminalinde ekzositozun yeniden
saglanmastyla aksonal tomurcuklanmalar geriler. BT nin ndrotoksik olmadigi ve
iyilesme sonrasi sinaps yapisinin toksinin Oncesindeki durumdan daha farkli
olmadig1 gosterilse de, tekrar eden enjeksiyonlar sonrasi siganlarda asetil kolin
salinimminin daha yavas iyilestigi gézlenmistir (19). Ancak bu goézlemin klinikle
uyumu net degildir. Tekrar eden BT enjeksiyonlarinin etkisinin arastirildigi bir
calismada, ele alinan 44 ¢alismadan yalnizca 1 tanesi tekrar eden uygulamalarin

etki stiresinin uzattigini desteklemektedir (20).

BT noromuskiiler bileskedeki etkisi kas kasilmasini inhibe eder. afferent

.....

azalmis olur. Bu da etkilenen kasin gevsemesine yol acar (21).

Asetilkolinin ndrotransmitter olarak gorev aldig1 otonomik motor yolaklar
da BT nin etki ettigi yapilardir. Bu etkiden yararlanilarak hiperhidrosis ve gustatuar
terleme gibi otonom hiperaktivite durumlarinin tedavisinde kullanilir. Etki
mekanizmas1t motor son plaktaki ile benzer olmasina ragmen, BT nin otonom

sinirler lizerindeki etkisi daha uzun siirer (22).

BT asetilkolin disinda dopamin, noradrenalin, glisin, peptid y, enkefalin
methiyonin ve substance P gibi farkli norotransmitterlerin salinimini da inhibe

etmektedir (23).

Klinikte BT-A en sik, fazla aktif kaslara enjeksiyon yapilarak kullanilir. Kas
i¢i enjeksiyon sonrasi etkinin baglama siiresi 3 ila 7 giindiir ve bu etki 3 ila 5 ay

kadar siirer. BT-B’nin glabbella ve kas bolgesinde etki siiresi 1000 U i¢in 6-8 hafta,
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2000 U icin 10-12 hafta olarak raporlanmigtir (24). BT-A ile tedavi edilen
hastalarda uzun yillar doz artirmaya ihtiya¢ duymadan ve giivenlik, tedavi cevabi
ve yasam kalitesinde azalma olmadan tedavi basaris1 saglandigi bir¢cok ¢aligmada

gosterilmistir (25).

Bolgesel hiperhidrosis tedavisinde BT-A enjeksiyonlar1 intradermal olarak
yapilir. Etkinin baglangici bu tedavi i¢in 1 haftadir ve bu etki ortalama 7 ay kadar
sirer. Tekrar eden enjeksiyonlarda etkinin 16 aya kadar uzadigimi belirten

caligmalar vardir (26).

2.1.4. Botulinum Toksinin Deri Uzerindeki Etkisi

Viicutta yaygin olarak bulunan ekrin ter bezleri postgangliyonik sempatik
innervasyona sahiptir. Sempatik sistemin genelinden farkli olarak bu sistem
kolinerjik ndronlar igerir (27). Kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) ve vazoaktif
intestinal peptid (VIP) gibi ko-transmitterler de bu uyarimda rol oynar (28).
Apokrin ter bezleri ise aksilla, perine ve genital bolgede bulunan, sempatik
innervesyonu bulunan, epinerfrin ve norepinefrine duyarh ter bezleridir. Ayrica
killi bolgelerde bulunan epinefrin ve norepinefrin yaninda asetilkoline de duyarh

apokrin ter bezleri de tanimlanmustir (27).

Deri yapisindaki sebase bezler dogrudan otonom liflerle innerve olmasa da
asetilkoline duyarlidir (29). Sebase bezler nikotinik kolinerjik reseptorler tizerinden
asetilkolin tarafindan uyarilmasinin sebum {retimini artirdig1 in-vitro olarak

gosterilmistir (30). Migren ve fasiyal tik tedavisi i¢cin BT tedavisi uygulayan
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hekimler sebase kist ve akne sikayeti olan hastalarin fayda gordiiklerini
gozlemlemislerdir (31). Takiben tasarlanan c¢alismalar da bu gdzlemleri

desteklemistir (32).

Onabotulinumtoxin A ve Abobotulinumtoxin A’in akne rozesea ve psoriazis
hastalarinda fayda sagladigina yonelik vaka sunumlart ve kiiciik caligmalar
literatiirde yer almaktadir (33). Bunu yaninda Abobotulinumtoxin A psoriasiz

hayvan modelinde de etkili bulunmustur (34).

BT’nin kaslarda gevsemeye neden olmasi, ciltteki gerimi azaltarak
tyilesmeyi destekler ve yara izlerinin daha kisith olmasini saglar. Calismalarda, yiiz
bolgesinde ve yarik dudak onarimi sonrasinda daha iyi iyilesen skarlar goriilmistiir
(35). Bunun yaninda intralezyoner BT uygulanmasi, kontrolsiiz yara iyilesmesi
sonucu olusan keloid dokusunun miktarinda ve keloide eslik eden agn

semptomlarinda azalma saglamistir (36).

BT ’nin insan hipertrofik yara dokusundan elde edilen fibroblastlar iizerinde,
skar olusumuna neden olan transforming growth factor-beta 1 (TGF-f1) {iretimini
azalttig1 ve fibroblastlarin olgunlagsmasi ve myofibroblastlara doniismelerini inhibe
ettigi goriilmiistiir (37). Birgok preklinik ¢alismada BT’nin vascular endothelial
growth factor (VEGF), platelet derived growth factor (PDGF), TGF-B1, and matrix
metalloprotease-1 (MMP-1) gibi skar olusmasiyla iligkili proteinlerin seviyelerinde
degisiklige neden oldugu, yara dokusunda kollajen birikimini ve dermal
fibroblastlarda kollajen-1 sentezini azaltti§i bulunmustur. Yine fibroblastlar
tizerinde yapilan preklinik bir calismada ultraviyole radyasyonun neden olabilecegi

erken hiicresel yaslanmay1 belirgin sekilde antagonize ettigi ve “photoaging” olarak
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adlandirilan gilines 15181nin yaslandirma etkisine karst BT nin potansiyel tasidigi
belirtilmistir (38). Klinikte perioral bolgeye BT uygulanmasinin neden oldugu renk
degisikligi literatiirde raporlanmis ve in-vitro ¢alismalar da BT nin anti-melanositik

etkisini desteklemistir (39, 40).

2.1.5. Immunojenite

Bir¢ok yabanci protein gibi BT de belirli doz ve siklikla karsilagildiginda
immiin yanita neden olabilir. BT nin olusturdugu protein kompleksinde bulunan
non-toksin proteinlere karsi gelisen antikorlar BT’ ye klinik yanit1 etkilemezken,
dogrudan BT’nin ~150 kDa noérotoksinine karst gelisen antikorlar toksinin
etkisizlesmesine neden olabilir (41). Notralizan antikorlarin hedef aldigi aminoasit
bolgelerinin bireyler arasinda farkli oldugunun goriilmesi, bu antikorlarin

gelismesinde bireysel genetik faktorlerin 6nemli oldugunu gostermektedir (42).

Farkl1 ticari preparatlarin iiretim yontemi ve formulasyonlarindaki farklilar,
immiinojeniteleri arasinda da farkliliga neden olur. Bu farkliliklar kisa donem ve
uzun donem (yaklasik 2 yil) caligmalarin her preparat i¢in farkli sonu¢lanmasina
yol agar. Onabotulinumtoxin A igin kisa dénem spasite ve uzun donem servikal
distoni caligmalarinda, nétralizan antikor orami %1, glabellar kirigikliklarin
azaltilmas1 endikasyonuyla kullaniminda ise %0 olarak bulunmustur (43, 44).
Abobotulinumtoxin A i¢in glabella bolgesinde %0, servikal distoni hastalarinda %3
ten daha az notralizan antikor goriiliirken (45, 46), Incobotulinumtoxin A igin

yapilan caligmalarda %]1,1 olarak bulunmustur (47). Servikal distoni i¢in

14



Rimabotulinumtoxin B tedavisi alan hastalarda noétralizan antikor oranlar1 1 yil

tedavi sonrasinda %10, 18 ay tedavi sonrasinda %18 olarak bulunmustur (48).

Notralizan antikor varligina ragmen bazi hastalarda tedavi yanitinin devam
ettigi goriilmekle beraber, nétralizan antikor olmadan da primer veya sekonder

yanitsizlik da s6z konusu olabilir (49, 50).

2.1.6. Botulinum Toksinin Endikasyonlari, Dikkat Edilmesi Gereken

Durumlar Ve Yan Etkileri

BT bir¢ok alanda tedavide yer almakla beraber plastik cerrahi pratiginde

onde gelen kullanim endikasyonlari;

o Kinigiklik tedavisi; glabella, kaz ayaklari, perioral kirigiklar

e Giilme sirasinda dis etinin fazla goriinlir olmasi(gummy smile) ve
platismal bantlarin giderilmesi

e Agiz ve kas kenarlariin kaldirilmasi

e Fasyal distoniler

e Fasyal sinir felci ve abberran uyarim durumlari

e Migren

e Elde tremor

e El veya koltukaltinda asir1 terleme

e Noropatik agri

o Ust ekstremite spasiteleri

e Massater hipertofisi
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o Tiikiiriik fistiillerinin tedavisi olarak siralanabilir.
Plastik cerrahi disinda baglica kullanim alanlar1 ise

o Sasilik, blefarospazm

e Servikal distoni

o Alt ekstremite spasiteleri, juvenil sererbral palsi

e Asin aktif mesane, norojenik detrussor asir1 aktivitesi

e Diiz kas hiperaktivitesiyle seyreden durumlar; akalazya, anal fissiir

tedavisidir (3).

BT uygulamasi sonrasinda toksinin bolgesel yayilmasina bagli istenmeyen
etkiler gortilebilir. Bunlar etki mekanizmasiyla uyumlu olarak asteni, yaygin kas
gligsiizliigi, ¢ift gorme, gdérme keskinliginin azalmasi, pitoz, goz kurulugu, disfaji,
disfoni, dizartri, iriner inkontinans ve solunum gii¢liigii olabilir. Bu etkiler
cogunlukla spasitise tedavisi goren hastalarda goriilmekle beraber, tedavi sonrasi
saatler veya haftalar sonra ortaya ¢ikabilirler. Bunun disinda enjeksiyon bdlgesinde

hematom ve rahatsizlik hissi de goriilebilir.

Kas sinir kavsaginda iletimin kesilmesine neden oldugu i¢in BT nin, sinir
iletimini etkileyebilecek aminoglikozitler, siklosporin, kinin ve kalsiyum kanal
blokerleri gibi ilaclar1 kullanan kisiler ve Eaton-Lambert veya Myastenia Gravis
hastalig1 olanlarda kullanilmasi dnerilmemektedir. Emziren anneler ve gebelerde
kullanim1 kontrendikedir. Bunlarin yaninda daha 6nce BT’ ye hiperreaktivite

reaksiyonu gosteren kisilerde kullanilmamalidir. Ayrica Dysport® igerisinde iz
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miktarda inek siitii proteini bulundugu i¢in buna karsi hipersensitivitesi olan

kisilerde kullanilmamalidir (51).

2.2. Deri Yapisi

Deri tiim viicudu kaplayan ve gevreye arasinda bir bariyer olusturan, agirlik
olarak en biiyiik organdir. Ortalama agirlig: 3,8 kg, yiizey alan ise yaklasik 1,7 m?
dir. Doku olarak degerlendirildiginde kas, yag ve kemik dokudan sonra agirlik

olarak 4. sirada gelir (52).

Deri kisiler arasinda ve viicudun farkli bolgelerinde renk, kalinlik, yiizey
ozelligi, kil kokii ve sebase bez icerigi agisindan farkliliklar gosterir. Ayrica yas,
cinsiyet ve anatomik bolgelere gore deri ekleri ve elastik liflerin miktar1 da farkhidir.
Memelilerin viicutlar tiiylerle kapl olsa da, insan derisi kabaca kil bulunduran ve
kil bulundurmayan (el ayasi ve ayak tabani) olarak ikiye ayrilabilir. Ayrica kil
bulundurmayan kisimlarda epidermis kalinlig1 fazla oldugu i¢in kalin deri ve ince

deri seklinde de adlandirilabilir.

Deri genclik ve saglhigin 6nemli bir gostergesidir. Derinin kendisine ait
bir¢cok hastaliginda cesitli bulgular goriilmesinin yani sira sistemik durumlarin da
deri bulgular1 s6z konusudur. Ornegin fizik muayenede sarilik hepatobiliyer sistem
rahatsizliklarina, solukluk anemilere, mavi-mor renk siyanozla seyreden
kardiyovaskiiler veya pulmoner rahatsizliklara, pigment eksikligi ise albinizm gibi

metabolik durumlarin belirtisi olarak degerlendirilmelidir.
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Derinin gorevleri

e Yaralanmalardan koruma(mekanik etki)
e Su kaybini (dehidrasyon) azaltan bir bariyerdir
e Viicut sicakliginin diizenlenmesi (soguktan koruma ve fazla 1siy1

uzaklagtirma)
e Icerdigi dentritik hiicrelerle mikroorganizmalara karsi savunma
e Tuz atilmasi
e D vitaminin sentezlenmesi

e Dokunma ile duysal fonksiyonlarin saglanmasi

Seklinde siralanabilir (53).

_ |- Epidermis

Sempatik | gubintan

Sekil 2.3: Derinin kesitsel yapisi.

((54) numarali referanstan uyarlanilarak hazirlanmigtir.)
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Deri igerisinde bulunan, deri ekleri(kil kokleri, sebase bezler, ter bezleri),
sinirler, damarlar ve immdiin sistem hiicreleri ile bu fonksiyonlar1 gergeklestir. Deri

epidermis, dermis ve hipodermis(deri alt1) olarak 3 tabakaya ayrilabilir.

Embriyolojik olarak epidermis ve deri ekleri ylizey ektoderminden, dermis
ve subdermal tabaka mezodermden koken alir. Gestasyonun 4. haftasinda tek katl
ektoderm embriyoyu ¢evreler. Bu tek kath epitelin altinda gevsek bir organizasyon
gosteren, farklilasmamis mezoderm olan mezenkim bulunur. 6. hafta civarinda
ektoderm ve altindaki mezoderm prolifere olmaya ve farklilagsmaya baslar. Kil
folikiilleri, tirnaklar ve bez yapilar1 3. ayda gelismeye baslar. 3. Ay sonunda deride
diizenli kollajen demetleri goriilmeye baslar. Epidermis altindaki embriyonik bag
doku da farklilasarak yag adaciklariyla karakterize olan subdermal gevsek bag

dokusunu olusturur (55).

2.2.1. Epidermis

Epidermis ¢ok katli yass1 epitel yapisindadir ve temel olarak 4 farkli hiicre
tipi igerir. Keratinositler epidermisin ana hiicreleridir (%80) ve ismini icerdigi ara
filaman keratin proteininden alir. Melanin liretiminden sorumlu melanositler noral
krest kokenlidir. Langerhans hiicreleri, T hiicrelere antijen sunan kemik iligi
kokenli dendritik yapidaki hiicrelerdir. Merkel hiicreleri ise dokunma duyusunda
gorevli yine noral krest kokenli hiicrelerdir (53). Epidermis yapisinda keratinositler
5 tabaka (stratum) seklinde organize olmuslardir. En altta bulunan bazal tabaka,

bazal membran iizerinde yerlesmis tek sira kolumnar sekilli, metabolik olarak aktif
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keratinositlerden olusur. Bu keratinositler ¢ogalma 6zelligine sahiptir ve belli bir
oranda kok hiicre igerirler. Cogalan keratinositler daha yiizeyel tabakalara dogru
go¢ eder, bu goc boyunca keratin igerikleri farklilagir ve sekilleri yassilagir. Bazal
tabakanin iizerinde birka¢ hiicre kalinliginda olan stratum spinosum bulunur.
Spinéz tabakadaki hiicreler poligonal sekillidir ve eozinofilik sitoplazmalar
belirgindir. Aralarinda bulunan spindz yapilar desmozomlardir ve 151k mikroskobu
altinda goriilebilirler. Alttaki bu iki tabaka birlikte stratum malpighi olarak da

adlandirilir.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Epidermis

Stratum spinosum

iybidieyy jo wnens

Stratum basale

Sekil 2.4: Epidermisin tabakalar1

((53) numaral: referanstan uyarlanmistir.)
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Stratum granulosum isimini hiicrelerin i¢inde bulunan bazofilik koyu renkli
keratohyalin graniillerinden alir. Spindz tabaka gibi ortalama 4 hiicre sirasindan
olusur. En dis tabaka olan stratum corneumda hiicreler olgunlagmasini tamamlar ve
hiicre ¢ekirdegini kaybederek yassi keratin plaklarina doniisiir. Avug i¢i ve ayak
tabaninda stratum spinozum ve corneum arasinda stratum lucidum denilen eleidin

igeren bir tabaka daha bulunur.

Stratum corneum kalinlig1 el ayasi ve ayak tabaninda en fazla, géz kapaklari
ve genital bolgede en az olacak sekilde farkliliklar gosterir. Epidermis kalinligi
ortalama 0,075-0,15mm kadardir. Dogumda ince olan epidermis, puberteyle
birlikte kalinlasir, 5.-6. dekad sonrasi tekrar incelir. Bazal tabakadan stratum

corneum a kadar keratinosit dongiisii yaklasik 30 giin siirer(54).

Melanositler, stratum bazalede yerlesimli, pigment salgilayan, dendritik
yapida hiicrelerdir. Keratinositlere orani yiiz bolgesinde 1:4, ekstremitede 1:10
kadardir. Melanin iiretiminden sorumlu olan melanositler, melanazom seklinde
paketlenen melanini dendritik uzantilar1 aracilifiyla bazal ve spindz tabakadaki
keratinositlere aktarir. Keratinositler igerisinde melanin, niikleusu orten bir semsiye
seklinde yerlesir ve ultraviyole radyasyon etkilerinden korur. Irklar arasinda
melanosit sayis1 degismezken, melanozom say1 ve biiyiikliikleri koyu ten rengine
sahip 1rklarda daha fazladir. Melanositlerin yoklugu vitiligo hastaliginda
goriiliirken, albinizmde melanositler bulunur ancak tirozinaz enzimi olmadigindan
melanin sentezi ger¢eklesmez. Yasla beraber melanosit yogunlugunda ve tirozinaz

aktivitesinde azalma goriiliir (56).
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Langerhans hiicreleri epidermise 6zgii olmayip dermiste ve diger yassi
epitel dokularinda da bulunur. Histolojik incelemelerde soluk boyanirken, elektron
mikroskobisinde kiiciik raket seklinde goriilen Birbeck grandilleri ile karakterizedir.
Antijen sunan diger hiicreler gibi dendritik uzantilar1 bulunan langerhans hiicreleri
immiin yanitta rol oynar. Kontakt dermatit ve allograft reaksiyonlarinda rol alir.
Radyasyon langerhans hiicrelerinin sayisini azaltan bir etmendir. Bu nedenle
radyasyonun karsinogenezdeki roliinde langerhans hiicrelerinin  immiin
Ozelliklerini baskilanmasinin rol aldig1 diisiiniilmektedir. Langerhans hiicrelerinin

sayis1 ayrica yasla beraber de azalir (57).

Epidermis yapisindaki noroendokrin hiicreler olan Merkel hiicreleri,
dokunma duyusunu algilayan, yavas adapte olan mekanoreseptorler olarak gérev
yaparlar. Dokunma hassasiyeti yiiksek olan dudak, parmaklar, agiz boslugu ve kil
koklerinde bir araya gelerek taktil disk yapisi olustururlar. Epidermisin bazal
keratinositlerin arasinda bulunan Merkel hiicreleri, bazal membranda bulunan sinir
plaklariyla baglantilidir. Bu sinir aksonlar1 bazal membran sonrasinda myelinli
liflerle devamlilik gosterir (53). Merkel hiicreleri nérotransmitterlerle benzerlik
gosteren ve noroendokrin hiicrelerin markerlar1 olan yogun sitoplazmik graniiller

igerirler (58).
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2.2.2. Deri Ekleri

Deri ekleri esas olarak dermis ve hipodermiste yerlesimli epidermal
yapilardir. Ancak bu yapilar epidermisle baglantilidir. Yara iyilesmesinin

epitelizasyon fazinda rol oynarlar.

Kl folikiilii, erektdr pili kasi, sebase bezler ve sinir uglari bir araya gelerek
pilosebase {initeyi olusturur. Bu yap1 motor ve duysal fonksiyonun yaninda kil ve
sebum iiretiminde rol alir. Skalpte folikiiler kismin baskin olmasi kalin terminal
killarin olusmasini saglar. Burun ucunda ise sebase kisim baskindir ve sebase
folikiil olarak adlandirilabilir. El ayasi, ayak taban1 ve mukozalarda bulunmazlar.
Norovaskiiler yapilardan zengin ve fibroblast igeren bag dokudan olusan papilla
killarin gelismesi i¢in Onemlidir. Bu gelisme 3 fazdan olusan bir dongii bir
seklindedir. Anajen faz kil folikiillerinin gelisme fazidir. Katajen fazda kil folikiili
hacmi azalir, papilla erektor pili seviyesine ylkselir, kapiller dolasim azalir.
Dinlenme fazi olan telojen fazda folikiil kontrakte olur ve papillayla baglantisi
kesilir ve en son dokiilme goriiliir (55). Viicutta folikiillerin hepsi farkli zamanlarda
farklh fazlarda bulunur. Skalpte folikiillerin %85 kadar1 3-4 yil siiren anajen fazda

bulunur.

Sebase bezler, folikiile acilan kisa kanallar araciligryla sebum salgilarlar. Bu
yagl salg1 killarin ve derinin nemlenmesini saglar. El ayas1 ve avug i¢i hari¢ her
yerde bulunan sebase bezler androjen hormonlarin etkisi altindadir. Dogumdan
sonraki birkac igerisinde aktivitesi azalan sebase bezler, puberteyle beraber tekrar

aktive olur ve akne gelisiminde rol alir. Yagla beraber sebum iiretimi azalsa da
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sebase bezler artar. Vermillon hattinda, g6z kapaklarinda ve areolada kil folikiiliiyle

iligkisi bulunmayan sebase bezler bulunur (55).

Ekrin ter bezleri miikoz mebranlar, vermillon ve tirnak yatagi hari¢ tiim deri
izerinde bulunur. Avug i¢i, ayak tabani, koltukalti ve alin bolgesinde yogun olarak
bulunur. Derinin viicut 1s1sin1 diizenleme fonksiyonunda 6nemli rol alir. Salgi bezi
ve dogrudan deri ylizeyine acilan ter kanali olmak iizere iki yapidan olusur. Salgi
bezi derin retikiiler dermis veya dermo-hipodermal bileskede bulunur. Ekrin ter

bezleri kolinerjik sinir uyariminin yaninda termal, mental ve gustatuar uyarimlara

da duyarhidir (54).

Apokrin ter bezleri genel olarak aksilla, areola, perine, goz kapaklar1 (Moll
bezleri), dis kulak yolunda bulunur. Puberteye kadar fonksiyonel hale gelmeyen
apokrin ter bezleri, adrenerjik innervasyona yanit olarak kokusuz bir salgi liretirler.
Salginin daha sonra cilt florasindaki bakterilerle etkilesmesi kokuya neden olur.
Salg1 hiicrelerinin apikal kisimlarinin parcalanmasiyla salgi, kil folikiiliiniin

infundibulum kismina agilan ter bezi kanalina dokiiliir.

2.2.3. Dermis

Dermis epidermis ve subkutan yagdoku arasinda bulunan ve derinin esas
hacmini olusturan bag dokusu sistemidir. Dermis yapisinda sinirler, damarsal aglar,
deri ekleri, fibroblastlar, makrofajlar ve mast hiicreleri bulunur. Ekstraseliiler
dermal matriks esas olarak kollajen icermekle beraber elastin ve filamantéz ve

amorf molekiillerin olusturdugu ara madde de bulunur. Dermis derinin
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dayanikliligini, elastisitesini ve esnekligini saglar. Yiizeyel kisimda daha ince olan
papiller dermis, derinde ve daha kalin olan retikiiler dermis olmak iizere iki
tabakadan olusur. Dermis kalinlig1 viicut bolgelerine gore farkliliklar gosterir.
Yagsla beraber dermis kalinlig1 artarken, 4.-5. dekad sonrasi azalmaya baslar.

Genellikle erkeklerde dermis kalinlig1 kadinlardan fazladir.

Dermisin esas yapisini ve cildin kuru agirliginin %75’ini kollajen olusturur.
Kollajen fibroblastlar tarafindan sentezlenir ve cilde gerim dayanimi ve elastisite
kazandirir. Dermal kollajenin %85°1 retikiiler dermiste kalin bantlar seklinde
bulunan Tip-1 kollajendir. Tip-3 kollajen ise papiller dermiste ince lifler halinde
bulunur ve kabaca kollajenin %10 kadarin1 olusturur. Tip-4 ve Tip-7 kollajen ise

bazal membran yapisinda bulunur (59).

Kollajen lifleri siirekli bir yapim ve yikim dongiisiindedir. Martiks
metalloproteinaz enzimleri tarafindan yikilirken diger yandan yeni sentezlenen
kollajen yikilan kollajenin yerini alir. Bu dengenin yikim lehine kaymasi histolojik
olarak kollajen liflerin organizasyonunda bozulmaya sebep olur. Bu da klinikte
deride kirigikliklar ve yaglanma belirtileri seklinde goriiliir. Ultraviyole radyasyon
matriks metalloproteinazlari aktive ederken, tretinoin bunu azaltic1 etki gosterir. Bu
da cilt goriiniimiiniin iyilesmesi ve ince ¢izgi ve kirisikliklarin giderilmesini saglar
(60, 61).

Dermis yapisinda bulunan elastik lifler ise derinin gerim veya sekil
degisikligi sonrasi eski haline donmesini sagar. Esas olarak fibroblastlar tarafindan

sentezlenirler. Papiller dermiste ince yapida ve deri yiizeyine dik uzanacak sekilde

bulunurlar. Retikiiler dermis yapisinda ise daha kalin bulunan elastik liflerin

25



uzanimi da deri yiizeyine paralel olacak sekildedir. Elastik lifler de kolajen gibi

yapim-yikim dongiisiine sahiptir. Elastik lifler, elastin, fibrilin glikoprotein yapilari

igerir (62).

Ara madde dermisin fibréz komponentlerinin ¢evreleyen ve tiim viicutta
bulunan bir yapidir. Kondroitin siilfat ve dermatan siilfat gibi proteoglikanlar,
hyaliironik asit gibi glikozaminoglikanlar ve fibronektin gibi filament6z
proteinlerden olusur. Dermiste fibroblastlardan sentezlenir ve histolojik kesitlerde
acik miisindz stroma seklinde goriiliir. Derinin nemini korumasinda ve mekanik

etkilerin ylizey alani boyunca yayilmasina yardimci olur.

Dermisin ana hiicresel elemani fibroblastlardir. Kollajen, elastin ve ara
madde sentezinden sorumludurlar. Papiller dermiste yogun olarak, retikiiler
dermiste ise seyrek olarak bulunurlar. Yara iyilesmesinde 6nemli rol oynayan
fibroblastlar kontraktil 6zellikleri sayesinde yara kontraksyonunu saglarlar. Yasla

birlikte derideki fibroblast sayisi1 da azalir.

Monositler, makrofajlar ve dermal dendrositler dermisin fagositik
hiicrelerini olustururlar. Mast hiicreleri papiller dermis, deri eklerinin, damar ve
sinir yapilarinin ¢evresinde yogun bulunan hiicrelerdir. Allerjik reaksiyonlarda esas
rol alan hiicreler mast hiicreleridir. Ayrica deri biitlinliigliniin bozulmas1 sonrasi

tyilesme cevabinin baglamasinda da katki saglarlar (63).

Derinin  damarlari, subkutan dokuya wulasan muskulokutan6z
perforatorlerlerden beslenir. Deri ylizeyine paralel uzanan, yilizeyel ve derin olmak

tizere iki dermal pleksus bulunur (Sekil-2.5). Bu iki sistemi birbirine baglayan ara
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damarlar da mevcuttur. Bu baglantilar viicut 1sisinin diizenlenmesi i¢in kan
dolagiminin pleksuslar arasinda yonlendirilmesinde rol alir. Dermis ve subkutan
yag doku birlesiminde derin vaskiiler pleksusu olusturan damarlar bulunur. Derin
pleksustan cikan arterioller deri eklerini ve yiizeyel pleksusu besler. Yiizeyel
pleksus, retikiiler dermisin yiizeyel kisminda bulunur ve dermal papillalarin
igerisine uzanan zengin kapiller sistemi olusturur. Bu kapiller ag igerisinde damar
bulunmayan epidermisin difiizyonla beslenmesini saglar. Dermisin lenfatik sistemi

de vaskiiler siteme benzer sekildedir (64).

Deri, duysal reseptorlere baglanan ve serbest sinir uglarindan zengin bir
dokudur. Dis diinyadan gelen uyarilarla kesintisiz olarak viicudun uyarilmasini
saglar. Sicaklik, kaginma ve agri hem myelinli hem de papiller dermiste yaygin
bulunan myelinsiz serbest sinir uglariyla iletilir. Merkel diskleri dermo-epidermal
bileskede, Meissner cisimcikleri dermal papillalarda ve Pascini ve Ruffini cisimleri
derin dermis veya hipodermiste bulunan mekanoreseptorlerdir. Meissner
cisimcikleri parmak ucu ve goz kapagi gibi 6zel yerlerde bulunur ve sekil ve doku
gibi 6zellikleri algilamada rol alir. Ruffini cisimleri derin dermiste yerlesimlidir ve
derideki gerime ve eklemlerdeki sekil degisikliklerine duyarlidir. Pascini
cisimcikleri ise vibrasyon ve derin basinca duyarlidir, periost, eklem kapsiilii ve
pankreas gibi yapilarda bulunur (53). Duysal sinirler disinda dermiste, damarlar1 ve

deri eklerini innerve eden efferent sinirler de bulunur.
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Sekil 2.5: Derinin damarsal yapisi.

E: epidermis A: Arteriol V: Veniil F: subkutan yag dokusu ((64) numarali referanstan uyarlanarak
hazirlanmustir.)

2.2.4. Insan ve Ratlar Arasinda Deri Yapisindaki Farklar (65, 66)

Insanlarda bulunan apokrin ter bezleri ratlarda bulunmaz.

Ekrin ter bezleri insanda yaygin bulunurken ratlarda ayaklarin palmar
yliziiyle sinirlidir.

Insanlarda killarin dagilimi, miktar1 ve yasam dongiisii farkliliklar
gosterir.

Ratlarda epidermisin ¢ok katli yass1 epitel yapisi insandakine gore ¢cok
ince olup sadece 1-2 hiicre kalinligindadir. Epidermis kalinlig1 insanda
100pm iken ratlarda 25-30um kadardir.

Stratum spinozum insanlarda epidermisin belirgin bir tabakasidir, ancak

sicanlarda yalniz ayak tabanlarinda goriiliir.
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Melanositler ratlarda yalnizca kil folikiillerinde bulunur, insanlarda ise
epidermis bazal tabakasinda melanositler ve epdermiste melanin
bulunur.

Dermo-epidermal bileske insan derisinde daha girintili ¢ikintili bir
yapidayken ratlarda yalnizca ayak tabanlarinda buna benze bir iligki
goriiliir.

Insan dermisi yiizeyel ve derin damar pleksuslar1 icerir ve
termoregiilasyonda bu aglar rol oynar, ratlarda ise dermal damarlar
cogunlukla kil kokleriyle iligkilidir.

Cilt alt1 yag dokusu kalinlig1 insanda anatomik bolgeye ve cinsiyete
gore farkliliklar gosterirken, ratlarda kil folikiilii dongiisli ve mevsime
gore farkliliklar gosterir. Ayrica ratlarda cilt alt1 kahverengi yag dokusu
da bulunmaktadir.

Cilt alt1 yag dokusunun altinda ratlarda panniculus carnosus ad1 verilen
cizgili kas yapisinda bir kas bulunur, insanda tek karsiligi boynun 6n
bolgesinde bulunan plastisma kasidir, diger bolgelerde bulunmaz.
Ratlarda kil folikiilii dongiisii fazlart killarin  ¢ogunda benzer

seyrederken insan killar1 farkli zamanlarda farkli fazlarda bulunur.
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Epidermis

Dermis

Panniculus adiposus

Panniculus carnosus

Derin Fasya

Sekil 2.6: Rat derisinin histolojik goriintiisii
Sol tarafta hematoksilen-eosin ile sag tarafta masson trikrom boyama ile hazirlanmis preparatlar.

Subdermal yag dokusu olan panniculus adiposus ve ¢izgili kas yapisindaki panniculus carnosus
goriilmektedir.((67) numaral referanstan uyarlanarak hazirlanmigtir.)
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanmiz, Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 11.11.2019 tarihli toplantida G.U.ET-19.072 kod numarast ile
etik kurul onayr almistir. Deneysel calisma Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlart Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinde (GUDAM)
gergeklestirildi. Calismada minimum 12 haftalik, agirliklar: 300 (£25) gram erkek
cinsiyette Wistar Albino tiirii hayvanlar kullanildi. 2 deney ve 2 kontrol grubu
olarak toplam 4 grupta, her grupta 6 adet hayvan olacak sekilde toplamda 24 deney
hayvani kullanilmistir. Denekler, deney oncesi ve deney siiresince serbest yem ve
su ile beslenerek, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta olacak sekilde barindirildi.
Deneyin sonlandirilmasinda ratlar intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Sirt
bolgesinde enjeksiyon uygulanan bolgelere yapilan makroskopik degerlendirmenin

ardindan histolojik inceleme i¢in drnekler alindi.

3.1. Gruplar ve Aciklamalari

Grup 1 (D-1)’de sirtta killar tiras edildikten sonra Abobotulinumtoxin A

(ABO) enjeksiyonu uygulandi.

Grup 2 (K-1)’de sirtta killar tiras edildikten sonra serum fizyolojik (SF)

enjeksiyonu uygulandi.
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Grup 3 (D-2)’de sirtta killar tiras edildikten sonra Abobotulinumtoxin A
(ABO) enjeksiyonu uygulandi, 3 ay sonra tirag yapilmadan ABO enjeksiyonu

tekrarlandi.

Grup 4 (K-2)’te sirtta killar tiras edildikten sonra serum fizyolojik (SF)

enjeksiyonu uygulandi, 3 ay sonra tiras yapilmadan SF enjeksiyonu tekrarlandi.

Gruplara yapilan iglemler Tablo-3.1° de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1: Deney Gruplar1 ve yapilan islemler

Grup Ad1 Denek | Enjeksiyon Zamani ve | Degerlendirme
Sayis1 Tiri Zamani
Grup -1 (Deney Grubu -1) 6 0.Ay > ABO 3. Ay
Grup -2 (Kontrol Grubu -1) 6 0.Ay > SF 3. Ay
Grup -3 (Deney Grubu -2) 6 0. Ay ve 3. Ay > ABO 6. Ay
Grup -4 (Kontrol Grubu -2) 6 0. Ayve3. Ay-> SF 6. Ay

(ABO: Abobotulinumtoxin A, SF: Serum Fizyolojik)

3.2. Botulinum Toksininin Hazirlanmasi

Botulinum Toksin preparati olarak Abobotulinumtoxin A (AboBT) etken
maddeli Dysport® (Ipsen Limited, Wrexham, UK) kullanilmistir. (Sekil - 3.1)
Literatiirde yapilan ¢alismalarda dogrudan ratlarda uygulanacak intradermal
AboBT dozunu belirten bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ratlarda yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla Onabotulinumtoxin A (OnaBT) kullanilmis ve uygulanan
dozlar caligsmalara gore farklilik gostermistir. Ratlarda iskemi-reperfiizyon modeli

kullanilan bir ¢alismada OnaBT dozu 37,5 U/kg olarak kullanilmis (68), random
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paternli flep modelinde vazokonstriktor maddeler ilizerine etkisi arastirilan baska
bir calismada OnaBT dozu 29U/kg olarak belirlenmistir (69). Farelerde yapilan ve
farkli BT preparatlarinin farmakodinamik 6zelliklerini karsilastirmay1 amaglayan
bir ¢aligmada, intramuskiiler enjeksiyon sonrasi digital abduksyon skoru tizerinden
yapilan degerlendirmelerde, deneklerin %50 i¢in etkin doz olan EDso degeri AboBT
i¢in 41 U/kg, OnaBT i¢in 12U/kg olarak bulunmustur. Ayn1 ¢alismada deneklerin
yarisinda dliimciil olan kas i¢i enjeksiyon dozlar1 ise AboBT igin 242 U/kg, OnaBT
igin 120 U/kg olarak bulunmustur (70). Literatiirde OnaBT ve AboBT igin doz

oranlar1 farkli verilse de, AboBT i¢in 2-3 kat doz oran1 genel kabul gormiistiir (1).

Sekil 3.1: Abobotulinumtoxin A preparati Dysport® (Ipsen Limited, Wrexham,
UK)

Literatiirdeki bilgiler goz Oniine alinarak c¢alismamizda AboBT dozu
100U/kg olarak belirlenmistir. Deneklerin ortalama agirliklart (300 gram) ile

yapilan hesaplama sonucu denek basina 30 U AboBT seklinde olmustur. Dysport®

33



flakonunda 500 U AboBT bulunmaktadir. 5 ml SF ile sulandirildiginda, 30 U dozu
icin 0,3 ml hacim hesaplanmis ve kontrol gruplarinda yapilacak SF hacmi de yine

0,3ml olarak belirlenmistir.

3.3. Enjeksiyon Yontemi

Tim ratlarda intraperitoneal 45 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazin
enjeksiyonu ile uygun anestezi saglandiktan sonra isleme baglanildi. Tiim denekler
prone pozisyonda uygun olarak tespit edildi. Takiben sirt bdlgesi tiraslandi. Tliak
krestin 1 cm anteriorunda orta hatta 2x3 cm’lik alan belirlenip, 1x1 cm’lik 6 bolgeye
ayrilacak sekilde isaretleme yapildi (Sekil-3.2). Ardindan octenidin hidrokloriir
(Octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Germany) ile antisepsi
uygulandi. Steril ortlinmeyi takiben 1x1’cm lik alanlarin orta noktasina 0,05m
hacminde, deney gruplarinda AboBT kontrol gruplarinda SF, intradermal
enjeksiyon yapildi. Caligmada tiim enjeksiyonlar 32G 8mm igneli 0,5ml hacimde
enjektdr (Fine Micro Syringe™, Feel Tech Bio Co. Ltd, Korea)) kullanilarak

yapilmistir (Sekil-3.3).

Grup 1 ve 2 i¢in 3. ay sonunda, grup 3 ve 4 i¢in 6. aym sonunda deney
sonlandirildi. Uygun anestezi sonrasinda makroskopik inceleme i¢in enjeksiyon
bolgelerinde kil 6rnekleri alindi. Ardindan sirt tiraslandi. Enjeksiyon bolgesi deri
ve deri alti dokusu dahil edilecek sekilde ornekler alinarak histolojik inceleme
yapildi.(Sekil-3.4) Makroskopik incelemede kil orneklerinde kil kokiiniin dahil

edildigi kontrol edildikten sonra uzunluk 6l¢iimleri yapildi (Sekil-3.5).
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Sekil 3.2: Rat sirtinda enjeksiyon yapilacak bolgenin isaretlenmesi.

Diiz ¢izgi iliak krest hizasini, noktalar enjeksiyon bolgesini olusturan

alanin koselerini
gostermektedir.

e ecr ™

Sekil 3.3: 0,5ml Fine Micro Syringe™, Feel Tech Bio Co. Ltd, Korea
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Sekil 3.4: Kil kokiiniin mikroskop altinda goriintiisii.
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Sekil 3.5: Enjeksiyon bolgesinden histolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri.



3.4. Histolojik Degerlendirme

Alinan dokular nétral formaldehitle fikse edildikten sonra, akar suda
yikanarak dokulardan formaldehit uzaklastirildi. Dehidratasyon ve seffaflastirma
sonrasinda s1v1 parafine gdmiilen dokulardan Spum’lik kesitler alindi. Kesitler 56°C
etlivde 2 saat boyunca deparafinize edildi. Azalan alkol serisinden gegirilerek
rehidrate edilen doku kesitleri hematoksilen eozin ve Masson’un {iglii boyasi

(CB6095.0100) kullanilarak boyandi.
Hematoksilen eozin boyama asamalart:

1. Rehidratasyon sonrast 15 dakika (dk) hematoksilenle boyandi.
Yikanarak fazla boya uzaklastirildi.

2. Glasiyal asetik asit ¢ozeltisiyle boyama sonlandirildi. Yikanarak asit
uzaklagtirildi.

3. Eozinle 15 dk boyandiktan sonra yikanarak fazla boya uzaklagtirildi.

4. Artan alkol serilerinden gecirildi. Boyanan kesitler ksilole alindi ve

entellan yardimiyla lamelle kapatildi.
Masson’un ii¢lii boyasi agamalari:

1. Distile suyla rehidratasyon sonrasi, Weigert A ve Weigert B
cozeltilerinin karigimiyla olusturulan ¢ozelti kesitlere damlatildi 10 dk
inkiibe edildi. Ayrag¢ uzaklastirildiktan sonra yikamadan 5 dk kurutuldu.

2. Kesitler pikrik asitle ortiildii. 4 dk sonra ayrag¢ uzaklastirildi ve distile

suyla yikandi.
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3. Gelincik kizili- asit fuksin ile ortiildii. 4 dk sonra uzaklastirilip distile
suyla yikandu.

4. Fosfotungstik asit ¢ozeltisi ile 10 dk inkiibe edildi yikanmadan 5 dk
kurutuldu.

5. Anilin mavisi ile ortiilen kesitler 5dk sonra yikandi.

6. Artan alkol serisinden gecirilerek ksilole alinan kesitler entellan

kullanilarak lamelle kapatildi.

3.5. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Distile suyla rehidratasyon sonrasi, sitrat tamponlu ¢ozelti (AP-9003-500,
LOT: MK170924) ile mikrodalgada 5 dk 1s1yla indiiklenmis antijen retrival islemi
yapilarak antijenler agiga ¢ikarildi. Oda sicakligina gelen kesitler fosfat tamponlu
¢ozelti (PBS) ile ortiildii. Hidrojen peroksit ¢ozeltisi (TA-125-HP, LOT: HP46013)
ile 15 dk boyunca inkiibe edilerek endojen peroksidaz aktivitesi engellendi. Ozgiil
olmayan baglantilarin engellenmesi icin UV block ¢ozeltisi (TP-125-HL, LOT:
PHL250251) ile 10 dk inkiibe edildi. Kollajen 1 (1:200, bs10423R, LOT:
AHO08315802) ve kollajen 3(1:200, bs0549R, LOT: AH0092472) kars1 gelistirilmis
primer antikorlarla +4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. PBS’le yikanan kesitler
10 dk boyunca sekonder antikorla (TP-125-HL, LOT: PHL250251) inkiibe edildi.
Ardindan tekrar yikanan kesitler streaptavidin peroksidaz ¢ozeltisiyle (TP-125-HL,
LOT: PHL250251) 5 dk inkiibe edildi. Tekrar yikanan kesitler AEC soliisyonuyla

(TA125-HA, LOT: HA45338) 15 dakika inkiibe edilerek antijen ve antikor
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eslesmesi kromojenle goriiniir hale getirildi. Reaksiyon PBS’le sonlandirilarak

Hematoksilenle zemin boyamasi yapildi. Distile suyla yikanarak lamelle kapatildi.

Boyanan kesitler DM4000 LEICA Germany Goériintiilii Analiz Sistemleri
ve Imagel (NIH) ile iki histolog tarafindan degerlendirildi. Hematoksilen eozin ve
iiclii boya yapilan kesitlerde: epidermis, dermis, cilt alt1 yag dokusu (panniculus
adiposus) ve cilt alt1 kas tabakasi (panniculus carnosus) kalinligi 6lciildii. Kesitlerde
birim alana diisen kil kokii sayisi ve sebase bez alanmin dermis alanina orani
hesaplandi. Cilt alt1 yag dokusundaki kollajen lif ylizdesi hesaplandi. Cilt alt1 yag

dokusunda kollajen 1/ kollajen 3 orani hesaplandi.

3.6 .istatistiksel Analiz

Verilerin istatistik analizi SPSS 21.0 (IBM) programu ile gerceklestirildi.
Epidermis, dermis, hipodermis ve panniculus carnosus kalinliklari,
epidermis/dermis orani, cilt alt1 yag dokusundaki kollajen lif yiizdesi, kollajen 1/3
orani, birim alana diisen kil folikiilii sayisi, sebase bez alanlar1 toplaminin dermis
alanina orani, kil uzunluklar agisindan ikili gruplar arasindaki farklar bagimsiz t-
testi ile belirlendi. p degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. Gruplar aras1 degerlendirmeler;

Grup-1(D-1) ve Grup-2(K-1) arasinda,

Grup-3(D-2) ve Grup-4(K-2) arasinda,

Deney gruplar1 Grup-1(D-1) ve Grup-3(D-2) arasinda,

Kontrol gruplar1 Grup-2(K-1) ve Grup-4(K-2) arasinda,

olacak sekilde yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular ve Klinik Gozlem

Deney sitiresince deneklerin higbirinde bir komplikasyona rastlanmadi.
Deney siiresince ve deney sonlaniminda yapilan degerlendirmelerde, hayvanlar
arasinda makroskopik olarak herhangi bir fark gézlenmedi. Deney sonlaniminda
hayvanlar tiras Oncesi ve sonrast makroskopik olarak degerlendirildi ve

fotograflandi. (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.1: Grup 2 (Kontrol Grubu-1) den bir denegin deney sonlaniminda tirag
sonras1 gorunumul.

Mavi noktalar enjeksiyon bolgesinin koselerini gostermektedir.

—

* e ket 13

Sekil 4.2: Grup 3 (Deney Grubu-2)’den bir denegin 6.ayda tiras oncesi
goruntimdi.
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4.2. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Histolojik kesitlerde; epidermis, dermis, hipodermis ve panniculus carnosus

kalinliklar1 milimetre(mm) olarak,

epidermis/dermis

orani,

cilt alt1

yag

dokusundaki (hipodermis) kollajen lif yiizdesi, kollajen 1/3 orani, birim alana

(milimetrekare) diisen kil folikiilii sayisi, sebase bez alanlari toplaminin dermis

alanina orani,

kil uzunluklari

Degerlendirmelere ait tanimlayici istatistik verileri Tablo-4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Tiim Gruplar i¢in tanimlayici istatistikler.

(mm) agisindan degerlendirmeler yapildi.

Grup Ortalama Standart Ortanca En Kiiciik  En Biiyiik
Sapma
" 1(D-1) 0,022065 0,004765 0,020385 0,018485 0,0311222
=
5 E T 2(K-1) 0,023624 0,003378 0,024352 0,0182 0,0268888
S =
E 5 | 3(D-2) 0,022117 0,003381 0,020745 0,01925 0,0272928
=
4(K-2) 0,019509 0,001577 0,019821 0,016975 0,02123
- 1(D-1) 0,878808 0,076913 0,888516 0,752226 0,963488
2=
E E ) 2(K-1) 1,010387 0,087442 1,007076 0,8752 1,111428
g = E
EJ 5 | 3(D-2) 1,012716 0,084561 0,985069 0,916786 1,1222
4(K-2) 0,981166 0,108253 1,009715 0,774286 1,06338
Xz v 1(D-1) 0,319996 0,095005 0,334494 0,1904625 0,437997
=
5 E 6 2(K-1) 0,390759 0,099780 0,384206 0,266988 0,519053
(=]
8 5 E 3(D-2) 0,402899 0,089239 0,384609 0,301357 0,536807
&
E 4(K-2) 0,261901 0,166726 0,196012 0,1475 0,5839
% M 1(D-1) 0,104898 0,019078 0,100552 0,08198 0,12775
7]
% E 6 2(K-1) 0,191373 0,036867 0,1841025 0,154643 0,254988
(=]
E‘t 5 E 3(D-2) 0,128504 0,030669 0,120742 0,09665 0,182539
®)
A 4(K-2) 0,260056 0,076544 0,261391 0,17812 0,3835

41



Tablo-4.1 (Devami)

Grup Ortalama Standart Ortanca En Kii¢iik En
Sapma Biiyiik
1D-1
. (®-1) 25.1569 7516356 21,91795 20,8593 40,3422
£z
c=27Al 2k
Z E % (K-1) 29.359 6.067474 301682 19,0819 36,0835
)
82| 302
8% 23.15852 5.891541 2231755 14,737 31,153
=
= :
4(K-2) 29.23259 4500887 28.86178 22.854 36.428
" LA 1231153 0.1424948 1,230428 1,001375 1,447872
op—
=R 2(K-1
2z (K-1) 1286876 0.1620561 1233891 1,150223 1,574863
22 3(D-2)
o3 1,820413 0.6536185 1.569911 1,155066 2.884786
T X T
4(K-2) 1485004 02271593 1432513 1221772 1765817
1(D-1) 15,66 3,386 15 12 21
jam}
4% z 2(K-1 16 2.828 16 13 20
Z E .
= == 3(D-2) 16,66 3,559 15,5 13 22
=)
K- 16,83 4,665 15.5 13 25
=y 1(D-1) 15,510070 7,772064 16,953837 5,409855 24,116143
= E 2(K-1)
2E 11221796 4969278 13,118075 5.026850 15,58543
=7
S E 3(D-2) 3,558113 0,833314 3,787697 2,134472 4505954
=& 4(K-2)
< 4504562 1.919767 4585611 2342342 7.407407
< L= 0,019306 0,004571 0,019828 0,013253 0,024255
& 5 2(K-1)
=57 0,017426 0,006056 0016603 0012219 0,028549
223 3(D-2
=% 302 0,01542 0,003591 0013673 00129 0,022033
=%
wn -
= 4(K-2) 0,009099 0,005290 0,010015 0,001085 0,014599

4.2.1. Epidermis Kalinlig1

Epidermis kalinlig1 ortalamalasi en yiiksek Grup-2 (K-1)’de (0,023624 +
0,003378) en diisiik Grup-4 (K-2)’te (0,019509 + 0,001577) olarak bulundu. Bu

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,022).
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o

Sekil 4.3: K-1(A), D-1(B), K-2 (C), D-2(D) gruplarindan 6rneklere ait mikrograflar
(Hematoksilen eozin).

Epidermis yildiz, dermis diiz ¢izgi (—), cilt alt1 yag dokusu parantez (]), cilt alti kas dokusu cift
tarafli ok(«<>), kil kokleri ise tiggen kullanilarak igaretlenmistir.

Epidermis kalinliklar1 agisindan diger gruplar arasi karsilastirmalarda
anlamli fark bulunamamustir (p>0,05). Epidermis kalinlig1 ortalamalar1 Sekil-4.4’te
grafik seklinde gosterilmistir. Epidermis kalinliklar1 agisindan  yapilan

degerlendirmelere ait p degerleri Tablo-4.2’de gosterilmistir.

0,03

0,025

I ] %
0,02 I
0,015
0,01
0,005
0

1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) 4(K-2)

Sekil 4.4: Epidermis kalinligini(mm) gdsteren grafik. (Ortalama+SS)
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Tablo 4.2: Epidermis kalinlig1 ortalamasina gore gruplar arasi karsilagtirmalar.

EPIDERMIS KALINLIGI
Karsilagtirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,528
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,118
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,983
Grup-2 (K-1) 4 Grup-4 (K-2) 0,022%

(*: istatistiksel anlaml1 p degeri,f: Ortalamasi yiiksek grup)

4.2.2. Dermis Kalinlig1

Dermis kalinlig1 ortalamalasi en yiiksek Grup-3 (D-2)’de (1,012716 +
0,084561) en diisiik Grup-1 (D-1)’de (0,878808 + 0,076913) olarak bulundu. Bu
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,017). Ayrica Grup-1 (D-
1) ve Grup-2 (K-1) (1,010387 + 0,087442) ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamhdir (p=0,02)

Dermis kalinliklar1 agisindan diger gruplar arasi karsilastirmalarda anlaml
fark bulunamamstir (p>0,05). Epidermis kalinlig1 ortalamalar1 Sekil-4.5’te grafik
seklinde gosterilmistir. Epidermis kalinliklar1 ag¢isindan yapilan degerlendirmelere

ait p degerleri Tablo-4.3’te gdsterilmistir.

i

0,6

0,4

02 —=

1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) 4(K-2)

Sekil 4.5: Dermis kalinligini(mm) gosteren grafik.  (Ortalama+SS)
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Tablo 4.3: Dermis kalinlig1 ortalamasina gore gruplar arasi karsilagtirmalar

DERMIS KALINLIGI
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) ? 0,020*
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,586
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) * 0,017*
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,618

(*: istatistiksel anlamli p degeriﬁ: Ortalamasi yiiksek grup)

4.2.3. Hipodermis Kalinlig1

Hipodermis kalinlig1 ortalamalasi en yiliksek Grup-3 (D-2)’de (0,402899 +

0,089239) en diisikk Grup-4 (K-2)’de (0,261901 + 0,166726) olarak bulundu.

Hipodermis kalinlig1 acisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildir (p>0,05). Hipodermis kalinliklar1 agisindan yapilan degerlendirmelere ait

p degerleri Tablo-4.4’te gdsterilmistir..

Tablo 4.4: Hipodermis kalinlig1 ortalamasina gore gruplar arasi karsilastirmalar

HIPODERMIS KALINLIGI
Kargilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,237
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,098
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,150
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,135

4.2.4. P. carnosus Kalinlig

P. carnosus kalinlig1 ortalamalasi en yiiksek Grup-4 (K-2)’de (0,260056 +

0,076544) en diisiik Grup-1 (D-1)’de (0,104898 + 0,019078) olarak bulundu. Grup-
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1 (D-1) ve Grup-2 (K-1) (0,191373 + 0,036867) ortalamalar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Grup-3 (D-2) (0,128504 + 0,030669)

Grup-4 (K-2) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,003).

Ve

P. carnosus kalinliklar1 agisindan diger gruplar arasi karsilastirmalarda

anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). P. carnosus kalinlig1 ortalamalar1 Sekil-

4.6’da grafik seklinde gosterilmistir. P. carnosus kalinliklar1 agisindan yapilan

degerlendirmelere ait p degerleri Tablo-4.5’te gosterilmistir.

0,3

0,25

0,15
]
0,1 {
0,05
0
1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) a(K-2)
Sekil 4.6: P. carnosus kalinligini(mm) gosteren grafik (Ortalama=+SS)

Tablo 4.5: P. carnosus kalinlig1 ortalamasina gore gruplar aras1 karsilastirmalar.

P. CARNOSUS KALINLIGI
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K—l)f <0,001*
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) f 0,003*
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,140
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,076

(*: istatistiksel anlaml1 p degeri, f: Ortalamasi yiiksek grup)
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Sekil 4.7: K-1(A), D-1(B), K-2 (C), D-2(D) gruplarindan orneklere ait
mikrograflar (Masson’un {iglii boyasi).

Epidermis yildiz, dermis diiz ¢izgi (—), cilt alt1 yag dokusu parantez (]), cilt alt1 kas dokusu ¢ift
tarafli ok(«>), kil kokleri ise iicgen kullanilarak isaretlenmistir.

4.2.5. Hipodermis Kollajen Yiizdesi

Hipodermis kollajen yiizdesi en yiiksek Grup-2 (K-1)’de (29,359 +
6,067474), en disiik ise Grup-3 (D-2)’te (23,15852 + 5,891541) bulunmustur.
Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalarda, deney gruplarinda kontrol gruplarina
gore ortalama degerler daha diislik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlami bir

fark bulunamamistir (p>0,05).

Hipodermis kollajen yiizdesi agisindan diger gruplar arasi karsilagtirmalarda
anlaml fark bulunamamistir (p>0,05). Hipodermis kollajen ytizdesi ortalamalari
Sekil-4.8’de grafik seklinde gosterilmistir. Hipodermis kollajen yiizdesi agisindan

yapilan degerlendirmelere ait p degerleri Tablo-4.6’da gosterilmistir.

47



40

35

30

25

20

15

10

1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) 4(K-2)

Sekil 4.8: Hipodermis kollajen yiizdesi(%) gosteren grafik (Ortalama+SS)

Tablo 4.6:Hipodermis kollajen yilizdesine gore gruplar arasi karsilastirmalar.

HIPODERMIS KOLLAJEN YUZDESI

Kargilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,312
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,073
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,619
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,968

4.2.6. Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 Orani

Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 oranit en yiiksek Grup-3 (D-2)’de
(1,820413 + 0,6536185), en diisik Grup-1 (D-1)’de (1,231153 + 0,142494)

bulunmustur. Grup-1 (D-1) ile Grup-3 (D-2) arasindaki fark istatistiksel olarak
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anlamli degildir (p>0,05). Grup-2 (K-1) (1,286876 + 0,162056) ve Grup-4 (K-2)
(1,485004 + 0,227159) arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05).

Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 orani ortalamalar1 agisindan kontrol
grubu-deney grubu karsilastirmalarinda da anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).
Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 orani ortalamalar1 Sekil-4.9°da grafik seklinde
gosterilmistir. Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 orani1 ortalamalar1 agisindan

yapilan degerlendirmelere ait p degerleri Tablo-4.7’de gosterilmistir.

Tablo 4.7: Hipodermis Kollajen-1/3 oranina gore gruplar aras1 karsilagtirmalar.

HIPODERMIS KOLLAJEN-1/3 ORANI
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,541
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,263
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,056
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,113
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1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) 4(K-2)

Sekil 4.9: Hipodermis Kollajen-1/Kollajen-3 oranlarini gosteren grafik

(Ortalama+SS)

Sekil 4.10: K-1(A), D-1(B), K-2 (C), D-2(D) gruplarindan orneklere ait
mikrograflar (Kollajen tip 1 immiinohistokimyasal boyama).

Cilt alt1 yag dokusu parantez (]), cilt alti kas dokusu cift tarafli ok(«>), kil kdkleri ise iiggen
kullanilarak isaretlenmistir. Kollajen tip 1 kirmizi renkli gériinmektedir
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Sekil 4.11: Kontrol1(A), deney 1(B), kontrol2 (C), deney 2(D) gruplarindan
orneklere ait mikrograflar (Kollajen tip 3 immiinohistokimyasal
boyama)

Cilt alt1 yag dokusu parantez (]), cilt alt1 kas dokusu ¢ift tarafli ok(«>), kil kokleri ise iiggen
kullanilarak isaretlenmistir. Kollajen tip 3 kirmizi kromojenle isaretlenmistir.

4.2.7. Kil Uzunlugu

Kil uzunlugu acisindan gruplar arasinda herhangi bir anlamli fark
bulunamamistir (p>0,05). Kil uzunlugu ortalamalar1 Sekil-4.12°de grafik olarak
gosterilmistir. Kil uzunlugu acgisindan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelere

ait p degeri Tablo-4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12: Kil uzunluklarini (mm) gosteren grafik (Ortalama=+SS)

Tablo 4.8: Kil uzunluguna gore gruplar arasi karsilastirmalar

KIL UZUNLUGU
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,857
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,946
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,629
Grup-2 (K-1) Grup-4 (K-2) 0,716

4.2.8. Kil Folikiili Sayist

Birim alanda (mm?) kil folikiilii say1s1 en yiiksek Grup-1 (D-1)’de (15,51 +
7,77), en diisik Grup-3 (D-2)’de (3,55+ 0,83) bulunmustur. Bu guruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,004). Grup-2 (K-1)’de (11,22 + 4,96) kil
folikiilii sayis1 Grup-4 (K-2)‘ten (4,50 £ 1,91) yiiksek bulunmustur. Bu gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,034).

Birim alanda kil folikiilii sayis1 1 kez islem yapilan gruplarda (D-1+K-1)
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(13,36 £ 6,61) ve 2 kez islem yapilan gruplardan (D-2+K-2) (4,03 + 1,49) yiiksek
bulunmustur. Bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). Birim alanda kil folikiili sayis1 agisindan diger gruplar arasi
karsilastirmalarda anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). Birim alanda kil folikiilii
sayist ortalamalar1 Sekil-4.13°de grafik seklinde gosterilmistir. Karsilastirmalara ait

p degeri Tablo-4.9’da gdsterilmistir.
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1( D-1) 2(K-1) 3(D-2) 4(K-2)

Sekil 4.13: mm?2 de kil folikiilii say1sin1 gosteren grafik (Ortalama+£SS)

Tablo 4.9: Birim alanda (mm2) kil folikiilii sayisina goére gruplar arasi

karsilastirmalar.
KIL FOLIKULU SAYISI / mm?
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,281
Grup-3 (D-2) Grup-4 (K-2) 0,294
Grup-1 (D-1) f Grup-3 (D-2) 0,004*
Grup-2 (K-1) f Grup-4 (K-2) 0,034*

(*: istatistiksel anlaml1 p degeri, *: Ortalamasi yiiksek grup)
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4.2.9. Sebase Bez Alani

Dermisteki sebase bezlerin alani, toplam dermis alanina oranlanarak
degerlendirilmistir. Bu oran en yiiksek Grup-1 (D-1)’de (0,019306 + 0,004571) en
diisiik Grup-4 (K-2)’de (0,09099 + 0,005290) bulunmustur. Grup-3 (D-2) ‘deki
oran (0,01542 + 0,003591), Grup-4 (K-2) ile kiyaslandiginda fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,036). Grup-2 (K-1) orani (0,017426 + 0,006056)
Grup-4 (K-2) oranindan yiiksek ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0,03).

Sebase bez alani/dermis alan1 oranit agisindan diger gruplar arasi
karsilastirmalarda anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).) Sebase bez alani/dermis
alanm1  oram1  ortalamalarnt  Sekil-4.14’te  grafik  seklinde  gosterilmistir.

Karsilastirmalara ait p degeri Tablo-4.10’da gdsterilmistir.

Tablo 4.10: Sebase bez alani/dermis alan1 oranlarma gore gruplar arasi

karsilastirmalar.
SEBASE BEZ ALANI / DERMIS ALANI
Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup-1 (D-1) Grup-2 (K-1) 0,557
Grup-3 (D-2) 4 Grup-4 (K-2) 0,036*
Grup-1 (D-1) Grup-3 (D-2) 0,133
Grup-2 (K-1) * Grup-4 (K-2) 0,03*

(*: istatistiksel anlaml1 p degeri,f: Ortalamasi yiiksek grup)
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Sekil 4.14: Sebase bez alani/dermis alan1 oranlarini gosteren grafik
(Ortalama+SS)
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5. TARTISMA

Botulinum norotoksini (BT), 1970°1i yillardan beri gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaya baslanmis ve giliniimiizde bir ¢ok tedavi protokoliinde
yerini almistir (1). Temel etki mekanizmasi olan sinir-kas kavsaginda asetilkolin
salinimini inhibisyonu nedeniyle, ilk kullanim alami1 kas spazmlar1 ve distoniler
olurken, estetik uygulamalarin kullanimiyla beraber BT en sik uygulanan estetik
prosediir haline gelmistir (2). Klinik ¢alismalarda, uzun siireli tedavilerde etkinligi

ve glivenirliginin de yliksek oldugu ortaya konmustur (71).

Yaklasik 50 yillik ge¢misine ragmen giinlimiizde ¢esitli hastaliklarin veya
bozukluklarin tedavisinde, BT i¢in yeni kullanim endikasyonlar1 arastirilmaktadir.
Sebase kistler, akne, rozesea, psoriazis, keloidler ve skarlar gibi deri ile iliskili
durumlar ve asetilkolin disindaki Substance P ve CGRP gibi ndrotranmitterler

tizerindeki etkileri bu tiir aragtirmalarin konusunu olusturmaktadir (3).

Literatiirde cok sayida arastirmaya konu olmasina ragmen BT’nin deri
tabakalar1 ve deri eklerinin yapisinda neden oldugu degisiklikleri dogrudan konu
alan bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada BT nin deri tlizerindeki etkileri, 3
ay ve 6 ay olmak tizere iki farkl: siirede, kontrol gruplariyla karsilastirmali olarak

arastirilmustir.

Botulinum toksininin kas-sinir kavsaginda neden oldugu etkinin kaslarda
denervasyon atrofisine neden olmasi beklenen bir durumdur. Atrofi etkisi yiiz ve
bacak konturunun degistirilmesinde istenen bir etki iken, bas agris1 ve kirisikliklarin

tedavisi i¢in istenmeyen bir etkidir (72). Guyuron ve ark. bas agris1 tedavisi i¢in BT
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uygulanan 92 hastasinda uygulama sonrasi 1 ayda ortaya ¢ikan temporal kas
atrofisinin, bir ka¢ ay sonra diizeldigini bildirmislerdir (73). Zhao ve ark. yine bas
agris1 endikasyonuyla BT uygulanan bir hastada corrugator superscili atrofisinin
uygulama sonrasi 2,5 ayda basladigi ve 1. yilda gectigini bildirmislerdir (74). Ward
ve ark. ratlarda tibialis anterior kasina BT uyguladiklar1 deneysel ¢alismalarinda;
SF uygulanan kontrol gruplariyla da kiyaslama yapmis ve kas kitlesinde azalma
olarak goriilen atrofi etkisinin uygulama sonrasi 1 ay ortaya c¢iktiini, 3. ay sonrasi
baslayan iyilesmeyle kasin normal boyutuna ulasmasinin 1 yil siirdiigiint
bildirmiglerdir. Yine ayni calismada yaptiklar1 fonksiyonel degerlendirme kas
fonksiyonunu iyilesmesinin ise daha uzun siirdiigi bildirilmistir  (75).
Calismamizda, deri altinda bulunan kas dokusu olan Panniculus Carnosus
kalinliginin deney gruplarinda kontrol gruplarina gore azaldigir goriilmiistiir. Bu
fark tek uygulama yapilan gruplar arasinda da, iki uygulama yapilan gruplar
arasinda da goriilmiistiir. Son BT uygulamasindan sonra 3. ayda alinan doku

orneklerinde bu etkinin goriilmesi de literatiirle paralellik gostermektedir.

El-Domyati ve ark. 16 gonilli ile BT uygulamasindan once ve
uygulamadan 3 ay sonra orbita lateralinden aldiklar1 punch biyopsi materyallerinin
histolojik ve immiinohistokimyasal 6zelliklerini inceledikleri klinik ¢alismadaki
bulgular1 su sekildedir: histolojik degerlendirmede graniiler hiicre tabakasinin
kalinliginin artmis, epidermis ve dermis kalinliginda bir degisiklik olmamastir;
immiinohistokimyasal degerlendirmede ise dermal kollajen-1 ve 3 yogunlugu
degerlendirilmis ve fark bulunmamistir. Calismamizda epidermis kalinlig

acisindan BT uygulanan ve SF uygulanan gruplar arasinda epidermis kalinligi
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acisindan fark bulunmamustir. Kontrol gruplar1 arasinda ise epidermal kalinlik 2 kez
uygulama yapilan grupta anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Dermis kalinlig1
ise 1 defa BT uygulanan grupta (Grup-1 (D-1)) kontrol grubuna gdre daha diisiik
bulunmustur. Ancak 2 defa islem yapilan gruplar arasinda BT uygulanan grupta
(Grup-3 (D-2)) kontrol grubundan (Grup-4 (K-2) daha yiiksek olmasina ragmen
anlamh fark bulunmamistir. Bu bulgular epidermis ve dermis kalinlhig1 iizerinde

BT nin etkili olmadigini diisiindiirmektedir.

Hipodermis kalinlig1 acgisindan gruplar arasinda fark bulunmamistir.
Literatiirde ratlarda 12 hafta sonrasinda epidermis, dermis ve hipodermis

kalinliginin degiskenlik gostermedigi belirtilmistir (76).

Normlade deride Kollajen-1 %85, Kollajen-3 ise %10 kadar bulunmakta,
Kollajen-3 skar ve fibrozis ile iligkili durumlarda artmaktadir (53). Literatiirde BT
enjeksiyonlarinin skar iyilesmesine katki sagladigi ve keloid gibi asir1 skar dokusu
olusumuyla seyreden durumlarda tedavide kullanilabilecegi  yaymlar
bulunmaktadir (77, 78). Oh ve ark. insan dermal fibroblast kiiltiirlerinde yaptiklari
deneysel ¢alismada, BT nin fibroblastlarda kollajen-1 sentezinde rol alan COL1A1
ve COL1A2 genlerinin ekspresyonunun artirabilecegini gostermislerdir (79).
Calismamizda hipodermiste kollajen yiizdesi agisindan gruplar arasinda bir fark
bulunmamistir. Kollajen-1 ve 3 iin birbirine oram1 degerlendirildiginde BT nin
kontrol gruplarina gore bir fark yaratmadigi goriilmiistiir. 2 kez enjeksiyon
uygulanan gruplarda 1 kez uygulanan gruplara gore bu oran yiiksek olmasina

ragmen fark anlamli degildir. Literatiirdeki calismalarda dogrudan bu oram
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degerlendiren bir ¢alisma olmasa da enjeksiyon isleminin kendisinin, kollajen

sentezini uyararak bu farka neden olabilecegi diistiniilmiistir.

Freund ve Schwartz, BT nin erkek tipi alopesi sikayeti olan hastalar
tizerinde 48 haftalik takipte sklapte sa¢ sayisini artirdigini bildirmistir (80). Singh
ve ark. androjenik alopesisi olan 10 hastanin 8’inde BT nin sa¢ sayisini artirdigini
belirmistir (81). Her iki ¢calismada da bu etkinin, BT nin skalpte kas gevsemesine
yol a¢tigin1 bunun da skalp dokusunun oksijenizasyonunu artirdig1 fikri 6n plana
c¢ikmigtir. Bunun sonucunda 5-o rediiktaz enziminin etkisinin azaldigr ve
testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiiniin azalmasiyla alopesinin azaldig
vurgulanmistir. Zhang ve ark. yine benzer hasta grubunda BT tedavisi uyglamis ve
24 hastanin 11 inde 6 ay sonunda sag¢ sayisinda artis oldugunu bildirmistir (82).
Carloni ve ark. ise bu ¢aligsmalarin da dahil oldugu bir sistematik derleme yapmus,
olumlu sonuclar olmasma ragmen BT’nin etkinligini yliksek kanit seviyesinde
destekleyen calismalarin eksikligini vurgulamistir (83). Ratlarda eriskin donemde
kil folikiilii sayisinda zamanla bir degisiklik olmadig1 yine ¢alismalarda ortaya
konmustur (76). Calismamizda BT gruplartyla kontrol gruplari arasinda kil
uzunlugu ve mm?’de kil folikiilii sayisinda bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Ancak
bir defa enjeksiyon yapilan gruplara gore iki defa enjeksiyon yapilan gruplarda
mm?’de kil folikiilii sayis1 yiiksek bulunmus bu da tekrarlayan enjeksiyonlarin kil

folikiilii yogunlugunu azaltabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Kiictlikkaya ve ark. ratlar tizerinde yaptiklari, yara ve deri grefti iizerine BT
nin etkisini arastirdiklar1 deneysel calismada, histolojik inceleme de yapmis ve

BT’ nin yara ve deri grefti kontraksyonu azaltici etkisinin yaninda kil folikiilleri ve
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sebase bezleri de azalttigini belirtmislerdir (84). Rose ve ark. alin bolgesine
intradermal BT uygulanan 23 hastay1 3 ay takip etmis ve sebum iiretiminin tedavi
Oncesine gore anlaml olarak azaldigini ortaya koymuslardir (85). Min ve ark. 42
goniillii ilizerinde yine alin bolgesine BT uygulamis ve enjeksiyon bolgesinde
sebum tiretiminin belirgin sekilde arttigin1 ancak enjeksiyon bdlgesinin 2,5 cm
etrafindaki bolgede reaktif olarak artis oldugunu bildirmislerdir (32). Bu
caligmalarin yaninda bu etkiyi sorgulayan c¢alismalar da mevcuttur. Diger
calismalardan farkli olarak Kapoor ve ark. sebum {iiretimindeki azalmanin BT
etkisinden mi yoksa enjeksiyon ignesi etkisinden mi oldugunu arastirmak i¢in 10
goniilliide sag ve sol yiiz yariminda randomize sekilde intradermal BT ve SF
enjeksiyonlarini uygulamis, 1. hafta ve 4. hafta yapilan degerlendirmede tiim yiiz
yarimlarinda sebum iiretiminde azalma olmasina ragmen BT ve SF arasinda fark
olmadigini bildirmislerdir. Calismamizda rat derisi uygun olmadigindan sebum
iretimi  degerlendirilememis ancak histolojik olarak  sebase bezler
degerlendirilmistir. Sebase bez alanlarinin dermis alanina oranlanmasiyla yapilan
degerlendirmede iki defa SF uygulanan grupta, iki defa BT uygulanan ve bir defa
SF uygulanan gruba gore sebase bezlerin azaldig1 goriilmiistiir. BT gruplariyla SF
gruplan kiyaslandiginda, SF gruplarinda sebase bez alanlarinin azamis oldugu
ancak bu fark iki defa enjeksiyon yapilan gruplar arasinda anlamli, tek enjeksiyon
yapilan gruplar arasinda anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda BT nin
sebase bezlerin fonksiyonunu azaltici etkisi olsa da bunun SF ile kiyaslandiginda

belirgin olmadig1 ve derinin yapisina histolojik olarak yansimadigi diisiintilmiistiir.
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Bulstrode ve Grobbelaar yiiz kirigikliklarinin tedavisi i¢in uzun siireli BT
tedavisi uyguladiklar1 52 hastay1 ortalama 16.3 ay takip etmisler ve 2 hastalarinda
istenmeyen etki olarak frontal bolgede kuruluk sikayeti oldugunu bildirmislerdir.
Etkin mekanizma olarak da ter bezlerinin salgisinin BT nedeniyle azalmas1 oldugu
vurgulanmis. Bu hastalarin ikisinin de erkek olmasi {izerine, kadin hastalarin
yuzleri i¢in siklikla nemlendirici kullanmalari nedeniyle kuruluk sikayetinin
kadinlarda belirgin olmayabilecegini belirtmislerdir (86). Ratlarin dorsal derisinde
ekrin ter bezlerinin bulunmamasi nedeniyle ¢alismamizda ter bezlerinin yapisina
dair bir degerlendirme yapilamamistir. Bunun yaninda El-Domyati ve ark.
calismasinda (87) degerlendirilen graniiler tabaka yapisi da ratlarda ¢ok ince oldugu

i¢cin degerlendirilememistir.

Bu eksikliklere ragmen g¢alismamiz BT etkisini, SF enjeskyonu yapilan
kontrol gruplartyla kiyaslamasi agisindan literatiirdeki ¢calismalardan ayrilmaktadir.
Calismamizin degeri agisindan bir diger 6nemli nokta ise ¢alisma siiresinin 6 ay
olmast ve histolojik degerlendirme yapilan diger c¢alismalardan daha uzun

olmasidir.

BT’ nin deri lizerindeki etkisinin ortaya konulmasi adina, daha kapsaml
degerlendirmelerin yapildig1r deneysel caligmalara ve negatif kontrol gruplarinin
bulundugu, yiiksek hasta sayis1 ve uzun ¢alisma siiresine sahip klinik arastirmalara

ithtiyac vardir.
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6. SONUC

Abobotulinumtoksin A, deri lizerinde ve kil yapisi lizerinde makroskopik
degerlendirmede herhangi bir etkisi goriilmemistir. Kil uzunluklar1 {izerinde de

AboBT nin etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Histolojik parametrelerden deri altinda bulunan kas yapisi Panniculus

Carnosus kalinligini, kontrol grubuna gdre azalttig1 goriilmiistiir.

Ug ay arayla iki kez AboBT enjeksiyonunun, SF enjeksiyonu yapilan grupla
karsilastirildiginda sebase bez alaninin dermis alani oraninin azalmasini1 6nledigi
gorlilmiis ancak bu etki bir kez enjeksiyon yapilan gruplarda goriilmemistir. Ayrica
2 kez SF enjesiyonu, bu oranin 1 kez SF enjeskyonu yapilan gruba gére azalmasina

neden olmustur.

AboBT’nin mm?’de kil folikiilii sayis1 iizerinde kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda bir etkisi goriilmemistir. Ancak iki defa enjeksiyon yapilan
gruplarda kil folikiillerinin sayisisinin, bir defa enjeksiyon yapilan gruplara goére

azaldig1 gorilmiistiir.

Histolojik degerlendirmelerde, AboBT nin epidermis,dermis ve hipodermis
kalmliklar1  iizerinde  bir  etkisi  goriilmemistir.  Immiinohistokimyasal
degerlendirmede, hipodermiste kollajen-1 ve kollajen-3 {izerinde AboBT nin etkisi

gorlilmemistir.
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7.0ZET

Ratlarda Abobotulinumtoxin-A Enjeksiyonlarmin Deri Uzerindeki Uzun

Siireli Etkilerinin Arastirilmasi

Botulinum norotoksini, Clostridium botulinum tarafindan iretilen,
noromuskiiler kavsakta asetilkolin salinimini bloke eden giiglii bir toksindir. Yedi
farkli serotipi bulunan botulinum nérotoksininin, A ve B serotipleri 1970’li
yillardan itibaren c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmis ve
gilinlimiizde en sik uygulanan estetik islem haline gelmistir. Literatiirde ¢ok sayida
¢alisma botulinum toksinini konu almis olsa da deri lizerindeki uzun siireli etkileri
lizerine arastirmalar kisith sayidadir. Calismamizin amaci uzun siireli botulinum
norotoksin uygulamasinin deri yapisindaki etkilerinin deneysel olarak ortaya
koyulmasi ve bu bilgiler 1s18inda klinik pratigin degerlendirilmesine katki

saglamaktir.

Calismada 24 adet Wistar abino tiirii erkek rat 4 gruba ayrildi. Sirtta iliak
krestin 1cm kraniyalinde belirlenen 2x3cm’lik alan da 6 noktada olacak sekilde
enjeksiyonlar yapildi. Grup-1’de (Deney Grubu-1) bir defa 100U/kg dozunda
Abobotulinumtoxin A (AboBT), Grup-2’de (Kontrol Grubu-1) bir defa serum
fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildi. Grup-3 (Deney Grubu-2) ve Grup-4 (Kontrol
Grubu-2) i¢in sirastyla ayni islemler, 3 ay arayla 2 kez gergeklestirildi. Son
enjeksiyondan 3 ay sonra denekler sakrifiye edilerek makroskopik degerlendirme
kil uzunluklart ve deri Ornekleri alinarak yapilan histolojik degerlendirmede

epidermis, dermis, hipodermis, panniculus carnosus kalinliklari, birim alanda kil
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folikiilii sayisi, sebase bez alanlarinin dermis alanina orani, kollajen-1 ve 3

ylizdeleri ve birbirlerine oranlar1 ele alindi.

AboBT enjeksiyonu yapilan gruplarda, kontrol gruplarina gore deri
altindaki kas dokusu olan Panniculus Carnosus kalinlig1 azalmis bulundu (p<0,05).
Birim alandaki kil folikiilii sayisinda 2 kez enjeksiyon yapilan gruplarda 1 kez
enjeksiyon yapilan gruplara gore azalma oldugu gorildii (p<0,05). SF enjeksiyonu
yapilan gruplarda sebase bez alaninin dermis alanina oran1 2 kez enjeksiyonla
azalmis, 2 kez AboBT enjeksiyonunun bu etkiyi azalttigi goriilmistiir (p<0,05).

Diger parametrelerde AboBT nin etkisi anlamli degildir.

Abobotulinumtoxin A enjeksiyonlarinin uzun siireli uygulanmasinda kas
kalinligini azaltict etkisi oldugu goriilmiistiir. Botulinum toksin uygulamalarinin
deri yapisindaki etkileri degerlendiren, uzun siireli ¢alismalarla bu konunun

arastiritlmasi klinik uygulamalara yol gosterici olmasi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Botulinum Norotoksin, Abobotulinumtoxin A, Deri
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8. SUMMARY

The Long-term Effects of Abobotulinumtoxin A on Skin in A Rat Model

Botulinum neurotoxin (BT) is a potent toxin, produced by Clostridium
botulinum, that blocks release of acetylcholine in neuromuscular junction. Serotype
A and B have been used in various medical treatments since 1970s. BT injections
have become the most popular aesthetic procedure. Although there is lots of
researches about BT, the number of publications investigating the effect on skin
structure of it is limited. The aim of our study is elucidating the long-term effect of
BT on skin experimentally and making contribution to the reassessment of clinical

practice.

The study designed with a total of 24 male, Wistar rats divided in 4 groups.
Injections were made at 6 point in 2x3 cm area localized 1 cm cranial to the iliac
crest. In Group-1 (Experimental Group-1), single dose of (100U/kg)
Abobotulinumtoxin A (AboBT), in Group-2 (Control Group-1), saline (SF)
injection was performed. In Group-3 (Experimental Group-2) and Group-4 (Control
Group-2), AboBT and SF injected 2 times with an interval of 3 months,
respectively. 3 months after the last injection, the subjects were sacrificed and the
hair lengths at the injection site were measured. Skin samples were taken and
histological evaluation of epidermis, dermis, hypodermis, panniculus carnosus
thickness, number of hair follicles per unit area, ratio of sebaceous gland areas to
dermis area, collagen-1 and 3 percentages and their ratios to each other were

evaluated.

65



Panniculus Carnosus, the subcutaneous muscle tissue, thickness was found
to be decreased in the groups with the injection of AboBT compared to the control
groups (p <0.05). There was a decrease in the number of hair follicles per unit area
in groups that were injected 2 times compared to the single injection groups (p
<0.05). In the saline injected groups, the ratio of sebaceous gland area to the dermis
area decreased with 2 injections, besides 2 times of AboBT injection reduced this

effect (p <0.05). For other parameters, the effect of AboBT is not significant.

It has been observed that the long-term administration of
Abobotulinumtoxin A injections have a decreasing effect on muscle thickness.
Investigating this issue with long-term studies evaluating the effects of botulinum
toxin applications on skin structure is important in terms of reevaluation of clinical

practice.

Keywords: Botilinum Neurotoxin, Abobotilinumtoxin A, Skin
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