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OZET
Amag: Bu ¢alismanin amaci, tavsan deney modelinde subkonjonktival botulinum toksin-A
(BoNT-A) uygulamasmin kornea sinir pleksuslar1 ve kornea stroma hiicreleri (fibroblast)

tizerinde olusturdugu histopatolojik ve molekiiler diizeydeki degisiklikleri arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Calismaya alt1 yetiskin Yeni Zelanda beyaz tavsani dahil edildi. Tavsanlar
iki gruba ayrildi: toksin grubu (n=6 goz) ve kontrol grubu (n=6 gbz). Toksin grubuna
subkonjunktival botulinum toksin-A enjeksiyonlar1 yapilirken, kontrol grubuna serum
fizyolojik enjeksiyonu uygulandi. iki hafta sonra her iki gruptan kornealar biitiin olarak
cikarildi. Histopatolojik ve protein izolasyonu incelemeleri, kornea sinir pleksuslarindaki sinir

liflerinde ve kornea stroma hiicrelerindeki degisiklikleri degerlendirmek amaciyla yapildi.

Bulgular: Histopatolojik analiz, toksin grubunda kornea sinir pleksuslarindaki sinir liflerinin
kontrol grubuna kiyasla oOnemli degisiklikler oldugunu ortaya koydu. Kornea sinir
pleksuslarinda, sinir lifi yogunlugunda azalma oldugunu isaret eden bulgular saptandi. Toksin
(denek) ve kontrol grubundaki sinir hiicre skoru istatistiki olarak anlamli bulundu (p=0.016),
ancak fibroblast skorunda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.63). Kontrol grubunun sinir hiicre
skoru i¢in ortalama (mean), medyan degerleri sirastyla 8923.0, 7477.0; toksin (denek) grubu
icin 4112.7, 3786.5; kontrol grubunun fibroblast skoru i¢in ortalama (mean), medyan degerleri

strastyla 5725.0, 5830.0; toksin (denek) grubu igin 5381.7, 5045.0 olarak hesaplandi.

Sonuc: Tavsan deney modelinde subkonjunktival botulinum toksin-A uygulamasi, kornea sinir
pleksuslarinda histopatolojik degisikliklere yol agabilecegi yoniinde bulgular goriildii. Bu
bulgular, BoNT-A uygulamasinin kornea sinir pleksuslar1 {izerine potansiyel etkileri
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu histopatolojik degisikliklerin islevsel sonuglari ve
oftalmolojideki potansiyel klinik 6nemini ac¢ikliga kavusturmak igin ileri ¢aligsmalara ihtiyac

vardir.

Anahtar kelimeler: Botulinum toksin-A, korneal sinir pleksuslari, korneal stromal hiicreler,

histopatolojik inceleme, tavsan deneysel modeli.

vi



ABSTRACT
Purpose: The objective of this study was to investigate the histopathological and molecular
based changes induced by subconjunctival application of botulinum toxin-A (BoNT-A) on

corneal nerve plexuses and corneal stromal cells in a rabbit experimental model.

Methods: Six adult New Zealand white rabbits were included in the study. The rabbits were
divided into two groups: the toxin group (n=6 eye) and the control group (n=6 eye). The toxin
group received subconjunctival injections of BONT-A, while the control group received saline
injections. After a designated period (2 weeks), corneal specimens were collected from both
groups. Histopathological and protein isolation studies were performed to evaluate the

alterations in corneal nerve plexuses and corneal stromal cells.

Results: The histopathological analysis revealed significant changes in the corneal nerve
plexuses or corneal dendritic cells in the toxin group compared to the control group. In the
corneal nerve plexuses, there were findings indicating a decrease in nerve fiber score. The nerve
cell score in the toxin (subject) and control groups was statistically significant (p=0.016), but
there was no significant difference in the fibroblast score (p=0.63). The mean and median values
for nerve cells in the control group were 8923.0, 7477.0; 4112.7, 3786.5 in the toxin (subject)
group, respectively; the mean and median values for fibroblasts in the control group were

5725.0, 5830.0; 5381.7, 5045.0 in the toxin (subject) group, respectively.

Conclusion: Subconjunctival application of botulinum toxin-A in the rabbit experimental
model resulted in histopathological changes in corneal nerve plexuses. These findings suggest
that BoONT-A administration can potentially affect to corneal nerve plexuses. Further studies are
warranted to elucidate the functional implications of these histopathological alterations and

their potential clinical relevance in ophthalmology.

Keywords: Botulinum toxin-A, corneal nerve plexuses, corneal stromal cells, histopathological

examination, rabbit experimental model.
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GIRIS VE AMAC

Tip alanindaki siirekli gelisim, insan sagligini daha iyi anlamamiza ve tedavi yontemlerini
lyilestirmemize olanak tanimaktadir. Bu baglamda, g6z hastaliklarinin anlagilmasi ve
tedavisinde yapilan arastirmalar biliyiilk 6nem tasimaktadir. Goziin seffaf en dis tabakasi olan
kornea, gérme keskinliginde ve g6z formunun korunmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. Duyusal
inervasyondan sorumlu karmasik korneal sinir ag1 ve korneanin yapisal biitlinliigiine katkida
bulunan korneal stromal hiicreler, 6zellikle fibroblastlar, okiiler saglik ve fonksiyonun temelini
olusturur. Bununla birlikte, bu bilesenler arasindaki etkilesim ve terapotik ajanlarin

islevsellikleri tizerindeki potansiyel etkileri, kapsamli aragtirma gerektiren alanlardir.

Uygun deney modelleri bu alandaki ¢aligmalarin temelini olusturarak yeni bilgilerin elde
edilmesine yardimci olmaktadir. Botulinum toksin-A uygulamalari son yillarda g6z hastaliklari
alaninda dikkat ¢eken bir tedavi yontemi olarak 6ne ¢ikmistir. Botulinum toksini, modern tipta
cesitli uygulamalari olan iyi bilinen bir ndrotransmitter inhibitoriidiir. Bu yontemin kornea sinir
pleksuslar1 ve kornea stroma hiicreleri iizerindeki etkileri, géz sagliginin anlagilmasina katki

saglayabilecek 6nemli bir aragtirma alanini olusturmaktadar.

Kornea, yogun sinir ag1 igeren hassas bir yapidir!. Histolojik katmanlar1 arasinda bulunan
sinir pleksuslar1 kornea refleksinin ¢aligmasi yani temel olarak kornea biitlinliigiiniin korunmasi
i¢in elzemdir?. Ekstraokiiler kaslara botulinum toksin-A enjeksiyonu (subkonjonktival) sasilik
cerrahisine alternatif bir yontemdir’. Sasilig1 olan ¢ocuklarda, kaymast 40 diopter prizmadan
daha az olan hastalarda, komplike vakalarda vb. botulinum enjeksiyonu uygulamasi sik tercih
edilen bir yontemdir*. Botulinum toksin-A’nin kas ve sinir dokularmin yapist iizerine etkileri
oldugu da gosterilmistir™®. BoNT-A kozmetik amagh yaygm olarak kullanilmaktadir ve
genellikle giivenli kabul edilse de kullanimiyla iligkili riskler de mevcuttur. BoNT-A

enjeksiyonlarinin potansiyel yan etkilerinden biri diplopidir’>’

. Botoks enjeksiyonlari
baglaminda, ilacin komsu dokulara yayilmasi, subkonjonktival alana sizmasi ve goz
hareketinden sorumlu kaslari etkilemesi sonucu diplopi olusabilir’>’®. Ayni sekilde kozmetik
amacli uygulamalar sonrasi1 komsu dokulara sizma riski bulunan BoNT-A, korneay1 da bu

sekilde etkileyebilir.

Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin-A’nin kornea sinir pleksuslar1 ve
kornea fibroblast hiicreleri {izerine etkileri bir hayvan deneyi modeli iizerinde daha 6nce

calisiimamistir. Ayrica, korneadaki sinirlerle benzer olan ve birgok farkli dokuda da bulunan

1



“small nerve fiber”lar (kiiciik sinir lifleri) iizerinde botulinum toksin-A’nin etkisi oldugu
periferik noropatili hastalarda agr1 yonetimi i¢in botulinum toksin-A enjeksiyonu yapildiginda
saptanmistir’. Botulinum toksin-A’nin kornea sinir hassasiyetinin azalmasiyla iliskili olan
norotrofik keratit riskini artirabilecegini arastirmak diger amaglarimizdan birisidir. Bu
calismayla subkonjonktival botulinum toksin-A uygulamasinin g6z dokular1 {izerindeki
etkilerini detayl1 bir gekilde inceleyerek, goz hastaliklarinin tedavi stratejilerine yeni bir bakis

acis1 sunmay1 da amagladik.

Elde edilen sonuglarin, gelecekteki arastirmalar ve tedavi yOntemlerinin tasarimina
rehberlik edebilecegi, boylece goz sagligi alanindaki yeniliklerin ve iyilestirmelerin Gniiniin

acilabilecegi ongoriildii.

Ozetle, kozmetik amagl ve sasilik tedavisinde sik tercih edilen botulinum toksin-A
enjeksiyonunun kornea sinir ag1 ve kornea stromal (fibroblastlar) hiicreleri iizerine etkilerini
histopatolojik ve molekiiler diizeyde incelemek ve korneaya olasi etkilerini degerlendirmek

amaclandi.



GENEL BIiLGILER

Kornea
Kornea Embriyolojisi

Embriyonik gelisim sirasinda kornea, olusumuna ve farklilasmasina yol agan bir dizi
karmasik siirecten gecer. Korneanin gelisimi ¢esitli sinyal yollarmin, transkripsiyon

faktorlerinin ve hiicresel hareketlerin etkilesimini igerir.

Gozilin 6n kisminda yer alan, seffaf bir tabaka olan kornea, intrauterin dénemin 5 ile 6.
haftalar1 arasinda olusmaya baslar. Yiizey ektodermi ve noral krest kokenli hiicreler korneanin
temelini olusturur. Yiizey ektoderminden ayni zamanda géz mercegi de gelisir; lens vezikiilii
ad1 verilen bir yapidan orijin alir. Kornea taslagi (primitif kornea) ve epiteli, lens vezikiiliiniin
ektodermden ayrilmasi sonrasi kalan hiicrelerden gelisir®. Noral krest kokenli mezensimal
hiicreler intrauterin altinci haftaya gelindiginde, lens ve epitel arasina gé¢ ederek korneal
endotele doniisiirler®. Yedinci haftaya gelindiginde, ileride keratositleri meydana getirecek olan
noral krest hiicreleri, yiizey ektodermi ve endotel arasina goc¢ ederek kolajen sentezine ve
bdylece korneanin stroma tabakasini olusturmaya baslarlar. Bowman membrani, kornea epitel
hiicreleri i¢in bir bazal membran gorevi goriir ve kolajen agisindan zengin bir yapidir.
Korneanin i¢ yiizeyinde bulunan, tek katli kuboidal korneal endotel hiicrelerinin bazal

membrani olarak adlandirilan yapiya ise Descemet membran1 (DM) denmektedir.

Kornea Anatomisi

Kornea, géormede ¢ok onemli bir rol oynayan karmasik ve seffaf bir dokudur. Epitel,
Bowman tabakasi, stroma, Descemet membrani ve endotel olmak {izere bes tabakadan
olusur™®!! Epitel, korneanin en dis tabakasidir ve yiizeysel poligonal hiicreler, kanatli hiicreler
ve bazal kolumnar hiicrelerden olusur®. Epitelin altinda, korneaya yapisal destek saglayan
fibroz bir ag yapist olan Bowman tabakasi bulunur®!°, Stroma, korneanin en kalin tabakasidir
ve esas olarak lameller halinde diizenlenmis kolajen liflerinden olusur®. Bu kolajen lifler
korneaya giiciinii ve seffafligin1 verir’. Descemet membrani stromanin altinda yer alir ve
korneaya destek saglar’!'?. Son olarak, endotelyum korneanin en i¢ tabakasidir ve s1v1 dengesini

diizenleyerek korneanin seffafligini koruyan ince, tek katmanli bir hiicreden olusur’.



Kornea avaskiilerdir, yani kan damarlarindan yoksundur ve gozyasi filmi ile akoz
hiimdrden besin ve oksijen alir’. Kornea ayrica kornea hassasiyetinden sorumlu olan ve normal
kornea yapisinin ve islevinin korunmasinda rol oynayan yogun bir sinir ag1 igerir'2. Kornea
hassasiyetindeki degisiklikler, korneanin ilerleyici bir sekilde inceldigi keratokonus gibi

hastaliklarda da gdzlemlenmistir'2.

Baz1 arastirmalar belirli proteinlerin ve enzimlerin kornea anatomisi ve yara
iyilesmesindeki roliinii anlamaya da odaklanmistir. Ornegin, ndropeptidleri pargalayarak
enflamasyonu modiile eden bir enzim olan neprilisinin (NEP) insan kornea epitelinden salindig1
bulunmustur'®. Calismalar NEP'in kornea yara iyilesmesinde kritik bir rol oynadigimi
gostermistir'®, Ayrica, NEP'in korneadaki ekspresyonu, kornea innervasyonunun ve

vaskiilarizasyonunun diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir'>.

Kornea bes katmandan olusur. Bunlar epitel, Bowman tabakasi, stroma, Descemet
membrani ve endotel olarak siralanir. Kornea avaskiilerdir, besinler ve oksijen i¢in gozyast
filmine ve ak6z hiimoére bagimlidir. Yogun bir sinir agi tarafindan diizenlenen kornea
hassasiyeti, normal kornea yapisini ve islevini korumak i¢in 6nemlidir. NEP gibi spesifik
protein ve enzimlerin korneal yara iyilesmesi ve enflamasyonun diizenlenmesinde énemli rol

oynadigi bulunmustur.

Kornea Histolojisi

Kornea histolojik olarak bes katmandan olusur: Epitel, Bowman tabakasi, stroma,
Descemet membrani ve endotel'*. Kornea histolojisini arastirmak ve yapisi ve islevi hakkinda

bilgi saglamak i¢in ¢esitli goriintiileme teknikleri ve molekiiler analizler kullanilmistir.

Posterior korneanin mikro-anatomik yapilarini gorsellestirmek i¢in mikro-optik koherens
tomografi (WOCT) kullanilmistir'*. Poligonal endotel hiicrelerinin, y1ldiz keratositlerin, kolajen
liflerinin, kornea sinir liflerinin ve endotel hiicrelerinin kubbe seklindeki bazolateral tarafi ve
endotel ile Descemet zar1 arasindaki arayiizde kafes yapilar gibi diger yapilarin varlig1 ortaya

koyulmustur'®,

Korneanin orta tabakasi olan korneal stroma, seffafligina ve hidrasyonuna katkida
bulunan benzersiz bir proteoglikan bilesiminden olusur'®. Keratan siilfat korneada en bol

bulunan glikozaminoglikandir ve dokunun hidrofilik karakterinin korunmasindan



sorumludur'®. Keratokan ve lumikan gibi farkli cekirdek proteinleri kornea stromasinda bulunur

ve kornea saydamliginin korunmasinda farkli rollere sahiptir!®.

Kornea histolojisini anlamak, kornea hastaliklar1 hakkindaki bilgilerimizi ilerletmek ve

etkili tedaviler gelistirmek i¢in ¢ok 6nemlidir.

Korneanin Beslenmesi

Korneanin beslenmesi, diizgiin fonksiyon gostermesi ve dayaniklilig1 i¢in esastir. Kornea,
gdzyast filmi, akoz hiimor ve trigeminal ganglion tarafindan tiretilen noral peptitler dahil olmak
lizere gesitli kaynaklardan beslenir'®. Trigeminal gangliondan tiiretilen kornea sinirleri yalnizca
dis uyarimi algilamakla kalmaz, aynm zamanda korneanin beslenmesini de saglar'®. Kornea sinir
dokusunun varligi, okiiler yiizeyin 1slakligin1 ve bazal gozyast olusumunu siirdiirmek i¢in

onemlidir'®.

Korneanin avaskiiler yapisi, besin temini ve seffafligin korunmasi agisindan benzersiz
zorluklar ortaya koymaktadir. Kornea, gozyas: filmi ve ak6z hiimorden gelen oksijen ve besin
kaynagina dayanir!’. Besin maddelerinin kornea endoteline iletilmesi kornea saydamliginin
korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir ve besin maddesi tedarikindeki aksakliklar kornea islevini
tehlikeye atabilir'”. Korneanin avaskiiler dogas1 ¢esitli mekanizmalarla korunur ve bu

mekanizmalarin goreceli katkilari hala arastirilmaktadir!’

Calismalar, kornea sinirlerinin cerrahi prosediirler, kornea enfeksiyonlari, uzun siireli géz
damlas1 kullanim1 ve diyabet gibi sistemik hastaliklar da dahil olmak iizere ¢esitli faktdrlerden
zarar gdrebilecegini gostermistir'®. Kornea sinirlerinin hasar gérmesi, korneanin sagligini ve
islevini etkileyebilecek kornea duyarlilig1 kaybina ve kornea beslenmesinin bozulmasina yol

acabilir.

Korneanin Innervasyonu

Kornea yiiksek diizeyde innervasyona sahiptir ve zengin bir duyusal ve otonom sinir

18

kaynagina sahiptir'®. Korneadaki sinirler, kornea sagliginin, hassasiyetinin ve islevinin

19

korunmasinda ¢ok Onemli bir rol oynar”. Duyusal bilgilerin iletilmesinden, gdzyasi

iiretiminden ve gdz kirpma reflekslerinin diizenlenmesinden sorumludurlar®®. Kornea



innervasyonu, kornea homeostazi, yara iyilesmesi ve okiiler yiizeyin biitiinliiglintin korunmasi

i¢in gereklidir?.

Korneanin innervasyonu dncelikle trigeminal sinirin oftalmik dali tarafindan saglanir'®.
Trigeminal sinir lifleri limbustan korneaya girer ve kornea epitelinin altindaki subbazal
pleksusta yogun bir sinir 1ifi ag1 olusturur?!. Subbazal pleksustan sinir lifleri dallanir ve epitel
katmanlaria niifuz ederek korneanin yiizeysel katmanlarina ulasir®®>. Kornea sinirleri karmasik

ve girift bir dallanma ve ara baglant1 modeli sergiler?.
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Sekil 1. Insan kornea sinirlerinin ve bazi katmanlarmin sematik gosterimi’'

Kornea sinirleri, kornea hassasiyetini korumak i¢in ¢ok dnemlidir?!. Korneal innervasyon
kayb1 korneal hassasiyetin azalmasina, kuru géz sendromuna, korneal epitel erozyonlarina ve
yara iyilesmesinin bozulmasina neden olabilir'®?*. Kornea hassasiyeti, korneay1 potansiyel
zararli dis uyaranlardan korumak ve saglikl1 bir okiiler yiizey saglamak icin dnemlidir®*. Ayrica

gbzyas1 filmi {iretiminde ve gz kirpma reflekslerinde de rol oynar?’.



Kornea innervasyonunu c¢esitli faktorler etkileyebilir. Sinir bliylime faktorii (NGF) iceren
gdz damlalarmin bazi hastalarda gorme keskinligini ve elektrofonksiyonel aktiviteyi
iyilestirdigi gosterilmistir®>. NGF retina hiicreleri {izerinde ndroprotektif bir etkiye sahiptir ve
kornea hassasiyetini ve biitiinliigiinii iyilestirebilir?®. Nérotrofik iilseri olan hastalarda, NGF'nin
topikal uygulamasinin kornea biitiinliigiinii geri kazandirdig1 ve kornea hassasiyetini artirdig1
bulunmustur®®. NGF, kornea duyusal innervasyonu ve kornea epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve

farklilasmasi i¢in gereklidir?®.

Diabetes mellitus da kornea innervasyonunu etkileyebilir. Diyabetik farelerde VEGF-
B'nin (Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-B) kornea innervasyonunun iyilesmesini

destekledigi bulunmustur?’

. Hiperglisemi, endojen VEGF-B ekspresyonunu baskilayarak
kornea epitel rejenerasyonu ve innervasyonunun bozulmasina yol agabilir?’. Diyabette kornea

innervasyonunun bozulmasi, kornea iilserleri ve nérotrofik keratit ile sonuglanabilir®®.

In vivo konfokal mikroskopi (IVCM), kornea innervasyonunu incelemek i¢in yararli bir
aracgtir. IVCM, kornea sinirlerinin gergek zamanli olarak non-invaziv goriintiilenmesine ve
analiz edilmesine olanak tanir'®. Korneal sinir yogunlugunu, morfolojisini ve rejenerasyonunu
degerlendirmek igin kullamlabilir’!. ITVCM, tip 1 diabetes mellitus hastalarinda kornea
innervasyonunu incelemek ve okiiler yiizey bozukluklari icin risk faktérlerini belirlemek igin
kullanilmistir'®. Korneal innervasyonun altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamak ve
korneal sinir hasar1 ve disfonksiyonu i¢in etkili tedaviler gelistirmek i¢in daha fazla aragtirmaya

thtiyag vardir.

Tavsan Gozii Ozellikleri

Tavsan gozii, insan goziine benzerligi nedeniyle okiiler fizyoloji ve patolojinin ¢esitli
yonlerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir hayvan modelidir. Tavsan ve insan gozleri

arasinda bazi fizyolojik ve anatomik benzerlikler olsa da farkli 6zellikler de vardir.

Tavsan ve insan gozleri arasindaki en 6nemli benzerliklerden biri kornea yapisidir. Goziin
seffaf en dis tabakasi olan kornea, her iki tiirde de benzer bir yapiya sahiptir®®. Kornea kalinlig
ve yarigapl hem tavsan hem de insan gozlerinde incelenmistir ve kornea kalinlig1 ile yarigap1
arasindaki korelasyonda bazi farkliliklar da olsa, korneanin genel yapisi karsilastirilabilirdir®.
Kornea, goziin seffafliginin korunmasinda ve goérme i¢in 15181n retinaya yonlendirilmesinde ¢ok

onemli bir rol oynar.



Tavsan ve insan gozleri arasindaki bir diger benzerlik de akdz hiimdr hacmi ve 6n kamara
anatomisidir’'. Ak6z hiimér, gdziin 6n kamarasimi dolduran ve kornea ile lense besin ve oksijen
saglayan berrak bir sividir’!. Akoz hiimériin hacmi ve bilesimi, gz i¢i basincinin ve gdziin

genel sagliginin korunmasi i¢in 6nemlidir.

Goz yiizeyini kaplayan gdzyasi filmi de tavsan ve insan gozlerinde benzerdir. Gozyasi
dolasimi ve gz kirpma orani insan goziinde daha sik olabilir, ancak gozyasi filminin genel
bilesimi ve islevi iki tiir arasinda nispeten benzerdir’'. Gozyas1 filmi okiiler yiizeyin
kayganlagsmasina ve korunmasina yardimci olur ve korneanmn sagliginin ve berrakliginin

korunmasinda ¢ok énemli bir rol oynar.

Okiiler farmakokinetik ag¢isindan, tavsan gozii, ila¢ dagitimimi ve okiiler dokulara
penetrasyonu incelemek igin bir model olarak kullanilmaktadir®?. laglarin korneal
penetrasyonu ve okiiler formiilasyonlarin farmakokinetigi hem tavsan hem de insan goziinde
arastirilmis ve tavsan modelinin transskleral ila¢ farmakokinetigini tahmin etmek icin yararh
oldugu bulunmustur®?. Bununla birlikte, tavsan ve insan gdzleri arasinda ila¢c metabolizmasi ve
yanit1 agisindan farkliliklar olabilecegine dikkat etmek Onemlidir ve bulgular hayvan

modellerinden insanlara yansitilirken dikkatli olunmalidir.

Tavsan ve insan gozleri arasindaki farkliliklardan birincisi tavsanlarda, insanlarin sahip
olmadig: iigiincii géz kapagi olarak da bilinen bir niktitan membran vardir®*. ikincisi gozyasi
{iretimi ve gz kirpma hiz1 da iki tiir arasinda farklilik gsterebilir®*. Uciincii olarak, tavsan ve
insan gozleri arasinda gorsel kaliteyi etkileyebilecek wavefront aberasyonlarin dagiliminda

farkliliklar olabilir?>.

Botulinum Toksini

Botulinum toksinleri, Clostridium botulinum bakterisi tarafindan iiretilen bir grup giiglii
norotoksindir. Bu toksinler modern tipta, o6zellikle noroloji, dermatoloji, kozmetoloji ve
oftalmoloji alanlarinda genis bir uygulama alanina sahiptir. Botulinum toksini A (BTX-A) en
yaygin kullanilan botulinum toksini tiiriidiir ve terapdtik etkileri icin kapsamli olarak

caligilmistir.

BTX-A'min koklii kullanim alanlarindan biri servikal distoni, spastisite, migren ve diger
bas agris1 tipleri gibi cesitli norolojik bozukluklarin tedavisidir’®. Noromiiskiiler kavsakta

asetilkolin salmimini bloke ederek, etkilenen kaslarda doza bagli ve geri doniislimlii bir
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zayifliga veya felce yol acarak ¢alisir’’. BTX-A'nin ayrica serebral palsili cocuklarda spastisite

yonetiminde etkili oldugu ve ameliyat ihtiyacin1 azalttig1 bulunmustur®,

Genel olarak, botulinum toksinlerinin, 6zellikle de BTX-A'nin, ¢esitli tibbi durumlarda
giivenli ve etkili oldugu kanitlanmistir. Noromiiskiiler kavsaklara yiiksek afinite ile
baglanmalar1 ve siirli sistemik emilimleri onlar1 miikemmel néromiiskiiler bloke edici ajanlar

haline getirmektedir?’.

Botulinum Toksin Cesitleri

Botulinum toksini, Clostridium botulinum bakterisi tarafindan tiretilen bir nérotoksindir.
Botulinum toksininin A, B, C1, C2, D, E ve F olmak iizere antijenik olarak ayirt edilebilen yedi
serotipi vardir’®. Bu serotipler, ndromiiskiiler kavsakta ana ndrotransmitter olan asetilkolin

salinimim1 bloke ederek sinirsel iletime engel olur ve kas felcine yol agar.

Serotipler arasinda, botulinum toksini tip A (BoNT-A) en kapsamli sekilde calisilan ve
terapdtik amagclar igin yaygim olarak kullanilandir*!. Hareket ve diger bozukluklarmn tedavisi
icin 6nemli bir terapdtik ajandir*!. BoNT-A, sasilik, blefarospazm, fokal distoniler, hemifasiyal
spazm, spastik hareket bozukluklari, bas agrilari, hipersalivasyon, hiperhidroz ve bazi kronik
durumlar dahil olmak iizere cesitli tibbi durumlar igin onaylanmistir*®. Ayrica migren ve diger

bas agris1 bozukluklarmin tedavisindeki potansiyeli de arastirilmistir®.

Botulinum toksininin farkli serotipleri biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinde
farkliliklar gosterir®!. Norotoksin kompleksi; protein boyutu, aktive edilmis veya baglanmus
formdaki norotoksin yiizdesi, hiicre i¢i protein hedefi ve etki giicii bakimimdan farkliliklar
gosterirler*!. Bu varyasyonlar, her bir botulinum nérotoksin preparati i¢in benzersiz etkinlik,

etki siiresi, giivenlik ve antijenik potansiyel kombinasyonuna katkida bulunur®!.

Botulinum toksini tip A'nin blefarospazm, sasilik, servikal distoni gibi uygunsuz ve
istemsiz kas kasilmasi ile karakterize c¢esitli bozukluklarin tedavisinde etkili oldugu
bulunmustur*?. Ayrica migren ve diger bas agrisi tiirlerinin tedavisinde de umut vaat ettigini
gostermistir; ¢aligmalar bu durumlarla iliskili siklik, siddet ve engellilikte azalma oldugunu
ortaya koymustur*?>. Botulinum toksini tip A'nin agriy1 engelleme mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir, ancak nosiseptif sinir terminallerinden norotransmitter saliniminin

engellenmesini igerdigi diisiiniilmektedir**.



Botulinum toksini, tedavi amacli kullanimimin yani sira kozmetik amaglarla da
kullanilmaktadir. Kas catma ¢izgileri, kaz ayaklar1 ve alin ¢izgileri gibi yiiz kirigikliklarinin ve

cizgilerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir®.

Botulinum toksin tip A, B ve E'nin insan zehirlenmesine neden olan en yaygin
norotoksinler oldugunu, C ve D tiplerinin nadiren insan toksisiteleri ile iligkili oldugunu ve F
tipinin minimal insan toksisitesine neden oldugunu belirtmek énemlidir®. Farkli botulinum
toksin tiplerinin tanimlanmasi serolojik o6zelliklerine dayanmaktadir ve farkli C. botulinum

suslarindan en az yedi farkl1 tip tanimlanmustir®.

Botulinum Toksin-A Yapisi

Botulinum toksin-A, botulizme neden olan bir bakteri olan Clostridium botulinum
tarafindan iiretilen bir norotoksindir**. 50-kDa amino-terminal L zincirine ve 100-kDa
karboksil-terminal H zincirine islenen 150-kDa'lik tek bir polipeptittir**. H zinciri hiicre
ylizeyine baglanmadan sorumluyken, L =zinciri presinaptik sinir terminallerinden

nérotransmitter salinimini inhibe ederek felce yol agan enzimatik bilesendir®*.

Botulinum toksin-A'nin yapisi kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bilesen I ve bilesen 11
olmak iizere birbirine bagl olmayan iki alt birimden olusur®. Yaklagik 100 kDa molekiiler
kiitleye sahip olan bilesen II, dkaryotik hiicre yiizeyine baglanmadan sorumludur®’. Molekiiler
kiitlesi 365 kDa olan oligomerik bir yap1 olusturur ve hem hemaglutinasyon hem de hemolitik
aktivitelere sahiptir®. Yaklagik 72 kDa molekiiler kiitleye sahip proteolitik bir parga olan

Bilesen I, tripsin muamelesi ile aktive edilir ve aktive edilmis bilesen II'ye baglanir®.

Botulinum toksin-A'nin reseptor baglayici alaninin kristal yapisinin tetanoz toksininin H
C fragmanina yakin homolog oldugu bulunmustur*. Tetanoz toksininin H C pargasinin iki alani
vardir: amino-terminal jel sarmal alani ve karboksil-terminal B-trefoil alam1*®. Yapisal olarak
birgok lektine benzeyen amino-terminal jel sarmal alaninin gangliosidlerin baglanmasinda rol
oynadigina inanilmaktadir*®. Gangliosidler, hiicrelerin yiizeyinde bulunan bir karbonhidrat

tiiriidiir ve botulinum toksin-A igin reseptdrlerden biri oldugu diisiiniilmektedir®®.

Botulinum toksin-A'nin katalitik bolgesi de incelenmistir. Botulinum toksin-A'nin C2I
olarak bilinen enzim bileseninin, G-aktini arjinin 177'de ADP-ribozile ederek aktin hiicre
iskeletinin depolimerizasyonuna yol a¢tig1 bulunmustur®’. C2I'nin ADP-ribozilasyon aktivitesi,

korunmus arjinin kalintilar1 ve olduk¢a korunmus bir serin-treonin-serin motifi dahil olmak
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lizere islevsel olarak énemli alanlara baglidir*’. Bu alanlar diger arjinin modifiye edici ADP-

riboziltransferazlarda da bulunur®’.

Botulinum toksin-A ¢esitli tibbi durumlar i¢in terap6tik olarak kullanilmistir. Spastisite,
servikal distoni ve yiiz kirisikliklarinin tedavisinde kullanilmistir*$4-°, Botulinum toksin-A'nin
bu terapdtik uygulamalardaki etki mekanizmasi, felce neden olan etki mekanizmasina
benzerdir. Sinir terminallerinden noérotransmitter salinimini engelleyerek kas gevsemesine ve

kas spazmlarinda azalmaya yol agar*®+*-°,

Agir Zincir

Translokasyon Bolgesi ~ Reseptor Baglanma Bolgesi

Katalitik Bslge

Hafif Zincir Hafif Zincir

Sekil 2. Botulinum toksin A yapis1’2

Botulinum Toksin-A Etki Mekanizmasi

Botulinum toksini A, yaygin olarak bilinen adiyla Botox, oftalmolojide ¢esitli tedavi
amaclart i¢in yaygm olarak kullanilan bir ndrotoksindir’!. Botulinum toksin A'nin
oftalmolojideki etki mekanizmasi, diger tibbi uygulamalardaki mekanizmasina benzerdir.
Noromiiskiiler kavsaktaki sinir terminallerinden asetilkolin ndrotransmitterinin salinimini

inhibe ederek sinir uyarilarmin iletimine miidahale eder’’.

Oftalmolojide, botulinum toksin A dncelikle sasilik, blefarospazm ve hemifasiyal spazm
dahil olmak iizere ¢esitli gdz rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilir’!. Botulinum toksin A, goz
cevresindeki belirli kaslara enjekte edilerek, hedeflenen kaslar1 gecici olarak zayiflatir ve

gbzlerdeki kaymanin ve/veya spazmlarin azalmasina yol agar>'.
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Botulinum toksini A'nin oftalmolojideki etkileri uzun siireli ancak geri dontigiimliidiir.
Zamanla, daha Once inhibe edilenlerin yerine yeni sinir terminalleri olusur ve normal kas
fonksiyonunun geri donmesine izin verir’!. Bu tersine cevrilebilirlik botulinum toksin A
tedavisinin 6nemli bir yontdiir, ¢linkli dozajin ayarlanmasinda esneklik saglar ve gerektiginde

potansiyel olarak yeniden tedaviye izin verir.

Botulinum toksin A'nin oftalmolojide kullanimi iyi bir sekilde belirlenmis ve giivenli ve
etkili oldugu gosterilmistir’!. Belirli géz rahatsizliklarinin tedavisinde devrim yaratmis ve
minimum yan etkiyle cerrahi olmayan bir secenek sunmustur’!. Botulinum toksin A'nin
insanlardaki LD50 (niifusun %50's1 i¢in 6ldiiriicli doz) degeri nispeten yiiksektir ve bu da biiyiik

bir giivenlik araligina isaret etmektedir®'.

Botulinum toksin A oftalmolojideki terapétik etkilerini noromiiskiiler kavsakta asetilkolin
saliimini inhibe ederek gosterir. Uzun stireli ancak geri doniistimlii etkileri onu oftalmolojide
degerli bir tedavi secenegi haline getirmektedir. Botulinum toksin A'nin oftalmolojide
kullanimi, cesitli géz rahatsizliklarinin yonetimini 6nemli Slgiide iyilestirmis ve hastalara

giivenli, etkili ve cerrahi olmayan alternatifler sunmustur.
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Sekil 3. Botulinum toksini etki mekanizmasi’

Botulinum Toksin-A’nin Oftalmolojide Kullanim Alanlar

Botulinum Toksin-A (BoNT-A) oftalmoloji alaninda ¢esitli uygulamalara sahiptir. BoNT-
A'nin kolinerjik motonéronlardan nérotransmitter salinimini inhibe ederek innerve edilen kasin
gevsemesine veya tamamen paralize olmasima yol agabildigi kanitlanmistir®2. Oftalmolojide
BoNT-A, sasilik, nistagmus, blefarospazm, hemifasiyal spazm, kapak retraksiyonu, spastik
entropiyon ve periorbital estetik kullanim dahil olmak iizere gesitli durumlarin tedavisinde
kullanilmistir>>. BoNT-A'nin oftalmolojide kullanim1 1989 yilindan beri FDA tarafindan

onaylanmustir>®,

Sasilik, BONT-A'nin oftalmolojide yaygin olarak kullanildig1 durumlardan biridir. BONT-

A'nin horizontal ve vertikal sasilikta sapma miktarini iyilestirebildigi bulunmustur®®. Bununla
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birlikte, BONT-A'nin sasilik i¢in bagimsiz bir tedavi yontemi olarak kullanilmasi daha fazla
aciklama ve kanit gerektirmektedir®®. Baz1 ¢alismalar, sasilik icin BoNT-A tedavisine farkli
yanitlar gostermistir®. Ayrica, BoNT-A'nin akut altinc1 sinir felcinde gérsel semptomlari
azaltmadaki etkinligi ve binokiiler goriisii olmayan horizontal sasilig1 olan kisilerdeki yaniti

hala belirsizligini korumaktadir>*.

BoNT-A'nin oftalmolojide kullanimi risksiz degildir. Ptozis ve anterior iiveit gibi okiiler
yan etkiler de dahil olmak iizere BONT-A enjeksiyonlar ile iliskili yan etkiler bildirilmistir>>.

Bununla birlikte, bu yan etkiler nispeten nadirdir ve uygun gdzlem ve takip ile yonetilebilir™.

Genel olarak, BoNT-A'nin oftalmolojide, 6zellikle sasilik ve diger ilgili durumlarin
tedavisinde degerli bir terap6tik secenek oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte, farkli oftalmik
kosullarda etkinligini, optimal dozajin1 ve potansiyel yan etkilerini tam olarak anlamak i¢in
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. BoNT-A kullanimi, her hastanin 6zellikleri dikkate

aliarak vaka bazinda dikkatlice degerlendirilmelidir.
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GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calismada; deneklere subkonjonktival botulinum toksin-A (Botox 100
Allergan {initesi OnabotulinumtoksinA, C7395C3) ve serum fizyolojik uygulamasi,
sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin hazirlanmasi islemleri Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nde (YUDETAM), doku 6rneklerinden kesitler
hazirlanmasi, kesitlerin boyanmasi, histopatolojik degerlendirmeler ve fibroblastlarin
skorlanmas1 Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nda, protein
izolasyonu islemi Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji-Genetik boliimiinde gergeklestirilmistir. Calisma, Helsinki Bildirgesi’nde deneysel
arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Yeditepe Universitesi-
HADYEK (Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu) 14.03.2022 karar tarihli, 2022-013 protokol

ve 2022/03-7 karar nolu etik kurul onay1 ile ¢calisma yiiriitilmiistiir.

Deney Hayvanlari

Calismanin 6rnek sayist G*Power 3.1.9.2 isimli program ile hesaplanmistir. Daha 6nce
yapilmig (Botulinum Toxin Treatment of Extraocular Muscles in Rabbits Results in Increased
Myofiber Remodeling) isimli ¢calismaya, effects of botox on satellite cell activation 21 days
(7,7,7) orbital kontrol ve botoks gruplar1 arasi farka dayanarak, elde edilen yiiksek etki
biiyiikliigii 2.68, %99 gii¢ ve %S5 tip I hata pay1 ile ¢aligmanin 6rneklem sayis1 toplamda 12 goz
olarak hesaplanmistir. Hayvanlarin sag goziine botoks uygulama, sol goziine ise kontrol serum
fizyolojik (SF) uygulamas: yapilacagindan toplamda 6 hayvan ile ¢alismanin uygun oldugu
belirlenmistir.

G-power analizine binaen ¢aligmada 6 adet, saglikli Yeni Zelanda Irki (3000-4000 gr)
albino disi tavsan kullanilmistir. Deney hayvanlari, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden temin edilerek, YUDETAM’da denekler igin &zel
iiretilmis olan tavsan kafeslerinde ayri ayri, giinliikk standart yem ve su ad libitum, sicakligi
(21£2°C), nem orani kontrollii odalarda ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongiisiinde

barindirildi.

15



Uygulama Yontemi ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Genel anestezi (Ketamin 40mg/kg, Ksilazin Smg/kg) sonrasi ilk olarak kornealar topikal
% 0,5’lik proparakain hidrokloriir (Alcaine; Alcon, Fort Worth, TX, ABD) uygulandiktan sonra
floresein ile boyanarak (Resim 1) kobalt mavisi 151k altinda el mikroskobu ile muayene edildi
(Resim 2). Bu muayenede, tiim kornealarin saydamlig1 ve biitiinliigii dogal olarak not edildi
(Resim 3). Sonrasinda tavsanlarin sag goziine kornea limbusundan 3,5 mm mediale olacak
sekilde subkonjonktival olarak BOTOX® flakon 100 Allergan iinitesi i¢in seyreltme tablosu
(Tablo 1) baz alinarak 5 iinite BOTOX® uygulamasi yapildi (Resim 4 ve 5) ve her tavsanin
sol gbziinde aynmi lokasyona ayni miktarda serum fizyolojik uygulandi. Enjekte edilen
materyalin subkonjonktival alanda oldugu teyit edildi (Resim 6). Botulinum toksini uygulanmis
6 g6z toksin grubu, serum fizyolojik uygulanmis diger 6 goz ise kontrol grubu olarak
adlandirildi. Islem sonrasi her iki gdze de siprofloksasin (SIPROGUT %0,3 goz damlasi, Bilim
Ilag, Istanbul, Tiirkiye) goz damlas1 damlatilda.

3. hafta bitiminde denekler sakrifiye edildikten sonra kornealar 360 derece peritomi ile
aliarak %10’luk formaldehit i¢eren 6rnek kaplarinda 2 saat igerisinde patoloji laboratuvarina

ulastirildi. Histopatolojik inceleme yapilmak iizere siire¢ baglatildi.

Resim 1. Floresein ile tavsan korneasinin boyanmasi
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Resim 3. Kornea saydamligini ve biitlinliigiinii gésteren kesit
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Resim 4. Subkonjonktival enjeksiyon uygulamasi

Resim 5. Subkonjonktival enjeksiyon uygulamasi
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Resim 6. Subkonjonktival enjeksiyon uygulamasinin dogru alana yapildig: teyit edildi

100 iinite flakon
Olusan doz (iinite/0.1 ml) Eklenen seyreltici miktan (steril
koruyucu igermeyen  serum
fizyolojik (enjeksiyonluk %0.9
sodyum kloriir))
20 iinite 0.5 ml
10 iinite 1 ml
5 iinite 2 ml
4 iinite 2.5 ml
2.5 iinite 4 ml
1.25 iinite 8 ml

Tablo 1. BOTOX® flakon 100 Allergan iinitesi icin seyreltme tablosu
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Histopatoloji ve Immunohistokimya

Laboratuvara %10 tamponlanmis formaldehit soliisyonunda gonderilen alt1 ¢ift tavsan
korneasi, her birinden altisar vertikal kesit alinarak, her kasete iki tanesi diisecek sekilde
orneklendi. Materyaller bildirilen sekilde denek ve kontrol olarak, numarali sekilde etiketlendi.
Ardindan histolojik takibe alindi. Prosesi tamamlanip ¢ikan parafin bloklardan 4 um kesitler
alinarak, histomorfolojik olarak degerlendirildi.

Ileri inceleme islemi olarak; “index sample” belirlenerek yine sinir doku ve hiicre tespiti
icin, 3-4-5 um kesitler alind1 ve her bir preparata pozitif kontrol dokular1 da eklenerek S-100
(4C4.9 klonu, ScyTek, Utah, ABD), Myelin Basic Protein (proteintech, Illinois, ABD), GFAP
(GA-5 klonu, Biocare Medical, California, ABD), NeuN (GeneTex, Irvine, California, ABD)
antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyamalar ile validasyon caligsmasi yapildi. Validasyon
calismalari sonucunda S-100 antikoru ile uygun dilusyonlarda g¢alisilmasina karar verildi.
Calismaya dahil tiim dokulardan 4 um kesitler alinarak S-100, Glial Fibriler Asidik Protein
(GFAP), noronal niiklei (NeuN) ile immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Ayrica, sinir doku ayirimi i¢in, parafin bloklardan 5 pm kesitler alinarak her bir preparata
pozitif kontrol dokular1 da eklenerek Modifiye Gomori Trikrom ile boyandi, histokimyasal
degerlendirme yapildi.

Protein izolasyonu ve Western-Blot Analizi
Immunhistokimya boyama sonrasi sinir hiicresi olarak diisiindiigiimiiz tutulumlari,
boyanmalari verifiye edebilmek i¢in molekiiler diizeyde inceleme yapildi. Bunun icin parafin
bloklarimizdan 5 pm kesitler alarak protein izolasyonu ve western blot analizi i¢in bazi
uygulamalar yapildi. Bunlar:
eBikinkoninik Asit (BCA Assay) Tahlili: Bir soliisyondaki ¢oziinmiis formdaki
bir proteinin konsantrasyonunu ol¢gmek i¢in kullanilan analitik spektroskopik bir
yontemdir.
eSodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE): SDS-
PAGE bir poliakrilamid jel elektroforez varyanti olan ve biyokimyada karisimlardaki
yiiklii molekiilleri elektrik alan varliginda molekiiler kiitlelerine gore ayiran analitik bir
metottur. Sodyum dodesil siilfat molekiilleri proteinlerin izolasyon ve tanimlanmasina

yardim ederler.
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Protein izolasyonu Protokolii’*

1. FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, formal ile fikse edilmis parafine gomiilii
doku) dokusunu mikrofiij tiipiine yerlestirilir. I mL ksilen ¢oziicii ekleyin ve oda sicakliginda
1 dakika inkiibe edilir.

2. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL ksilen ¢oziicii eklenir ve (1)'deki gibi inkiibe edilir.

3. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL mutlak etanol eklenir ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir.

4. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL mutlak etanol eklenir ve (3)'teki gibi inkiibe edilir.

5. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL %70 etanol eklenir ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir.

6. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL %70 etanol eklenir ve (5)'teki gibi inkiibe edilir.

7. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL %30 etanol eklenir ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir.

8. Cozelti ¢ikarilir, 1 mL %30 etanol eklenir ve (7)'deki gibi inkiibe edilir.

9. Cozelti ¢ikarilir, I mL su ekleyin ve oda sicakliinda 3 dakika inkiibe edilir.

10. Cozelti gikarilir, 1 mL su eklenir ve (9)'daki gibi inkiibe edilir.

11. Cozelti ¢gikarilir, 10 mM sitrat tamponu + %2 SDS + 1X proteaz inhibitorii iceren 1
ml lizis tamponu eklenir.

12. Ornek dokular, 98°C'de 30 dakika boyunca galkalanir (600 rpm) ve inkiibe edilir.

13. Tiipler 1sitma blogundan ¢ikarilir ve 4°C'de 10 dakika sogumaya birakilir.

14. Ornek doku sonikator ile 2 dakika boyunca homojenize edilir.

15. Tiipler 14.000 x g'de 10 dakika santrifiijlenir.

16. BCA tahlili ile protein konsantrasyonu tayini yapilir.

Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi’*

Reaktif maddesi bikinkoninik asittir (BCA). Iki reakssiyondan olusur: ilk reaksiyon biiiret
reaksiyonudur. Cu+2 iyonlar1 peptid azotlarina baglanir ve Cu+1 iyonunu indirgenirler. ikinci
reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu+1 iyonlar1 BCA ile renkli bir kompleks olustururlar ve bu
rengin siddeti protein yogunlugu ile orantilidir. Olusan bu renk kompleksi 562 nm dalga
boyunda 6l¢lim alinarak saptanir.

1. Mikrolitrede 0,2 ila 50 mikrogram protein igeren numuneler hazirlanir.

2. Her 20 mikrolitre 6rnege 1 ml standart calisma soliisyonu eklenir ve karistirilir. 60
derecede 30 dakika inkiibe edilir.

3. Ornekler sogutulur ve 562 nm'de okunur.
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SDS-PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi Yontemi’*

1. SDS-Poliakrilamit jellerin hazirlanacagi camlar alkol ile temizlenir.

2.Yiiriitme ve toplama jelleri hazirlanir. (Tetrametiletilendiamin (TEMED) ve Amonyum
pesiilfat (APS) ilave edilmez)

3. % 10 APS taze olarak hazirlanir.

4. Kosturma jeli APS ve TEMED ilave edildikten sonra hafifce karistirilip uygun sekilde
yerlestirilmis camlarin arasina dokiiliir ve lizeri % 20 izopropanol ile kapatilir.

5. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol dokiiliir.

6. Distile su ile yikanir ve kosturma jeline temas edilmeden camlarin yiizeyi ve jelin
tizerinde kalan su Whatman kagid ile temizlenir.

7. Toplama jeline APS ve TEMED ilave edilir ve kosturma jelinin {izerine dokiiliir.

8. Uzerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak yerlestirilir.

Western Blot Yontemi’

Membrana aktarimla protein saptanmasi, Western emdirimi (“Blotting”); dokudaki
spesifik bir proteini analiz etmek i¢in kullandigimiz bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu
yontem ile dokuda bulunan bir proteinin varligi ve farkli gruplar arasindaki
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi vb. incelenebilir.

1. Oncelikle kullanilacak numunenin proteinini uygun bir yontemle saflagtirilir.

2. Kullanilan numunedeki protein miktarmi belirleyerek (6rn. BCA testi kullanarak)
protein konsantrasyonu olciiliir.

3. Numuneler, esit miktarda protein iceren SDS poliakrilamid jellerine yiiklenir, yiiriitme
islemine baslanir.

4. PVDF membranim jel boyutunda kesin ve 10 dakika bekletin. %100 metanol ile
calkayacida ¢alistirilir.

5. Membran ve yiiriimesi tamamlandiktan sonra jel, 1X Towbin transfer tamponu
kullanilarak 15 dakika ¢alkalayicida calistirilir.

6. Membran ve jel sandvi¢ yontemiyle western blot transfer aparatina (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, 170-3930, 170-3935, Bio-Rad) yerlestirilir. Bu islem i¢in siinger
1X Towbin transfer tamponuyla islatilir. Uzerine bir adet kalin transfer kagidi transfer
tamponuyla 1slatilip koyulur. Onun iizerine jel koyulur. Jelin {izerine membrane diizgiin bir

sekilde yerlestirilir ve yine sirasiyla transfer tamponuyla 1slatilimis kagit ve stinger koyulur.
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Hava kabarcigr kalmamasi i¢in silindirik bir malzemeyle iistiinden bastirilir. Daha sonra
sikistirma aparatina jel tarafi siyah tarafa gelecek sekilde koyulur ve sikistirilir. Transfer
aparatina yine siyah taraf siyah tarafa gelecek sekilde yerlestirilir.

7. 1X Towbin transfer tamponuyla 100 V’de 1 saat transfer islemi gergeklestirilir.
Transfer buz tistliinde yapilir, ayrica tankin icine de buz akiisii koyulur.

8. Proteinlerin transfer oldugu membran %5 BSA’l1 (w/v) TBST i¢inde (bloklama

tamponu) 1,5 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida bloklanir.

9. Bloklama tamponu dokiiliir ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikanir (Her
seferinde bir onceki dokiiliir).

10. Bloklama tamponunun i¢inde ilgilenilen proteine 6zgiin “primary antibody” (birincil
antikor) uygun oranda seyreltilerek 12-16 saat calkalayicida +4°C’de calkalanir.

11. Bloklama tamponunda seyreltmesi yapilan birincil antikor soliisyonu atilmaz, tekrar
kullanim i¢in ayr bir tiipe alinarak +4°C’de saklanir.

12. Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile ¢alkalayicida muamele edilir.

13. Membran, bloklama tamponu i¢inde uygun oranda seyreltilerek hazirlanmig

“secondary antibody” (ikincil antikor) ile oda sicakliginda ¢alkalayicida 1 saat muamele
edilir.

14. Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile calkalayicida muamele edilir (Her seferinde
bir 6nceki dokiiliir).

15. Kitin i¢indeki SuperSignal West Femto Luminol/Enhancer Solution ve SuperSignal
West Femto Stable Peroxide Solution reaktiflerinin 1:1 oraninda karistirilmasiyla “caligma
cozeltisi elde edilir. Elde edilen “calisma cozeltisi” i¢inde membran 5 dk oda sicakliginda
calkalayicida muamele edilir ve goriintiilenir. Calisma ¢ozeltisi 1s18a duyarli oldugundan bu

islem karanlikta gergeklestirilmelidir.

Istatistiksel Analizler
Ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplarin hem ortalama, hem
median degerlerini analiz edildi. Hesaplanan P degeri <0.05 oldugunda, sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR
Calismada subkonjonktival olarak uygulanan botulinum toksin-A’nin kornea sinir
pleksusu ve stromal hiicrelerinden fibroblastlara etkileri histopatoloji, immiinhistokimya ve

molekiiler biyoloji diizeyinde incelendi.

Histolojik incelemede hematoksilen&eozin (Resim 7) ve Modifiye Gomori Trikrom

(MGT) (Resim 8) boyasi kullanilarak temel katmanlarin goriilmesi saglandi.

Immiinhistokimya incelemelerinde S-100, GFAP, NeuN gibi ¢esitli antikorlar kullanilda.
Rutin immiinohistokimyasal incelememizde kullanilan anti-rabbit antikorlardan 6tiiri yogun
zemin boyanmasi goriilmiistir (Resim 9). Immiinohistokimyasal incelemedeki capraz
reaksiyon kaynakli zemin boyanmasinin oniine ge¢cmek i¢in “antigen retrieval” (Resim 10)
uygulandi; stromada boyanan bazi noktalarin (kirmizi okla isaretli, resim) sinir pleksusu
komponenti olabilecegi diisiiniildii. MGT (Modifiye Gomori Trikrom) (Resim 11) ile, S-100
boyasi ile sinir hiicresi tutulumu oldugundan siiphelenilen stromal elemanlarin verifikasyonu
icin uygulama yapildi. Bu siipheli elemanlara karsilik gelen net bir boyanma goriilmedi ve
tutulum gosteren elemanlarin dentritik hiicre de olabilecegi yorumu getirildi. Bununla birlikte
tutulum gosteren yapilar toksin ve kontrol grubunda yogunluk (dansite) bakimindan kiyaslandi.
Deney preparatlarimizdaki boyanma-tutulum, sinir kontrol dokusunun kesitiyle (Resim 12)
karsilastirildiginda benzer tondaki boyanmalar baz alindi (Resim 13). Bu karsilastirmada dijital
patoloji kullanildi; fibroblastlar ayr1 sinir dokusu tutulumlart (sinir kontrol kesiti ile benzer
tondaki tutulumlar) ayr1 olarak yapay zekaya tanitildi ve bu tutulumlarin yogunluk (dansite)
Olctimii yapildi. Bu sinir yogunluk 6l¢iimii, sinir hiicre skoru olarak ifade edildi. 10 mm2’lik
alan icerisinde toksin (denek) ve kontrol grubunda her iki hiicre 6zelinde skorlama yapildi
(Tablo 2). Toksin (denek) ve kontrol grubundaki sinir hiicre skoru istatistiki olarak anlaml
bulundu (p=0.016), ancak fibroblast skorunda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.63). Kontrol
grubunun sinir hiicreleri i¢in ortalama (mean), medyan degerleri sirasiyla 8923.0, 7477.0;
toksin (denek) grubu i¢in 4112.7, 3786.5; kontrol grubunun fibroblaslar i¢in ortalama (mean),
medyan degerleri sirasiyla 5725.0, 5830.0; toksin (denek) grubu i¢in 5381.7, 5045.0 olarak
hesaplandi. Histogram olusturuldu (Grafik 1).

Sinir kontrol dokusu kesitindeki sinir spesifik tutulumlar baz alinarak yapilan yogunluk
(dansite) skorlamasinda istatistiki olarak hipotezimizi destekleyen anlamli sonug elde edildi.
Ayrica bu yogunluk o6l¢limiiniin molekiiler diizeyde ileri incelemeyle degerlendirilmesi
planlandi. Sinir spesifik protein segilerek; protein izolasyonu, poliakrilamid jel elektroforez
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(SDS-PAGE), BCA tahlili ve western-blot yontemleri uygulandi. Ancak her iki grupta da
protein konsantrasyonlar1 beklenen diizeyin altinda tespit edildi (Tablo 3. BCA tahlili
standardize edilmis konsantrasyonlari. Tablo 4. deney BCA tahlili konsantrasyonlari). Bu
nedenle protein bantlar1 ileri ¢alismalar olan jel elektroforez (Resim 14) ve western-blot’ta

(Resim 15) optimum diizeyde saptanamadi.
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Resim 7. Tavsan kornea kesitinden bir 6rnek (Hematoksilen & Eozin boyast)

Resim 8. Tavsan kornea kesitinden bir drnek (MGT boyasi)
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Resim 9. Korneada sinir goruntulemek amaciyla uygulanan S-100 boya51

Resim 10. S-100 boyast, antl_]en geri kazanim (Kirmiz1 oklar, sinir hiicresi elemani olma

ihtimali iceren boyanmalar1 géstermekte)
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Resim 12. Sinir kontrol doku kesiti, MGT boyasi
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Resim 13. Deney doku kesiti, MGT ile benzer tutulumlar isaretli (kirmiz1 oklar)
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Alan (mm2)

Fibroblast Skoru

Sinir Hiicre Skoru

1 Kontroll 10 6100 8508
Denekl 10 4280 3000
2 Kontrol2 10 6570 6446
Denek2 10 6660 3064
3 Kontrol3 10 2660 5132
Denek3 10 4900 4293
a Kontrol4 10 4950 16243
Denek4 10 5190 3443
5 Kontrol5 10 5560 10776
Denek5 10 4590 6746
6 Kontrol6 10 8510 6433
Denek6 10 6670 4130
Tablo 2. Fibroblast ve Sinir Hiicre Skorlari
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Grafik 1. Histogram grafigi
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Standart - 10 mM Citrate Buffer + 2% SDS

Konsantrasyon (ug/ml) OD's 1 OD'S2 | OD Ortalama
2000 ug/ml 1.587 1.564 1.576
1500 ug/ml 1.199 1.172 1.186
1000 ug/ml 0.870 0.846 0.858
750 ug/ml 0.661 0.639 0.650
500 ug/ml 0.500 0.483 0.492
250 ug/ml 0.293 0.289 0.291
125 ug/ml 0.191 0.194 0.193

25 ug/ml 0.103 0.100 0.102
Bos 0.086 0.081 0.084

Tablo 3. BCA tahlili standardize edilmis konsantrasyonlar1 (OD: Optical density, optik
yogunluk)

Ornekler OD's 1 OD'S2 | OD Ortalama
CS-D1 0.093 0.093 0.093
CS-D2 0.090 0.090 0.090
CS-D3 0.091 0.091 0.091
CS-D4 0.093 0.094 0.094
CS-D5 0.091 0.092 0.092
CS-D6 0.089 0.089 0.089
CS-K1 0.090 0.091 0.091
CS-K2 0.092 0.090 0.091
CS-K3 0.094 0.095 0.095
CS-K4 0.092 0.091 0.092
CS-K5 0.093 0.094 0.094
CS-K6 0.098 0.098 0.098

Tablo 4. Deneyimizin BCA tahlili konsantrasyonlari
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Resim 14. SDS-PAGE goriintiisii

Resim 15. Western-Blot Goriintiisi
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TARTISMA VE SONUC

Kornea sinir pleksuslarinin sinir lifi yogunlugu, sinir lifi uzunlugu ve sinir lifi
dallanmalar1 agisindan incelenmesi sistemik hastaliklar ile iliskileri bakimindan gelecekte daha
fazla onem arz edecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, korneal sinir morfolojisinin
degerlendirilmesi, diyabetik periferik noropatinin (DPN) tespiti i¢in yeni bir oftalmik belirte¢
olarak umut vaat ettigini gdstermistir’®. Kornea sinir lifi uzunlugu, kornea sinir dali yogunlugu
ve kornea sinir lifi kivrimlilig1 gibi kornea sinir parametrelerinin DPN ile iliskili oldugu
bulunmustur®®. Ozellikle kornea sinir lifi uzunlugu, néropatinin diger tanisal testleri ve néropati
icin belirlenmis risk faktorleri ile en giiglii iliskileri gdstermistir®®. Bu nedenle topikal ve
subkonjonktival enjeksiyon uygulamalarinin kornea sinir agina etkilerini incelemenin énemi

artacaktir.

Korneal sinir pleksusu migren baglaminda da incelenmistir. Kronik migren hastalarinda
korneal sinir lifi yogunlugunun azaldig1 bulunmustur®’. Bu durum, korneal sinir anormallikleri

ile migren bozukluklar1 arasinda potansiyel bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir.

Botulinum toksin tip A (BoNT-A), oftalmoloji de dahil olmak {izere ¢esitli tibbi alanlarda
yaygin olarak kullanilan bir ndrotoksindir. Néromiiskiiler kavsakta asetilkolin salinimini inhibe
ederek kas felcine yol agma yetenegi ile bilinir. Bununla birlikte, son ¢alismalar BONT-A'nin
sinir sistemi ve diger hiicre tipleriyle etkilesimler de dahil olmak {izere ndromiiskiiler etkilerinin

otesinde etkilere sahip olabilecegini dne siirmiistiir’s.

BoNT-A'nin yiliz mimik kaslar1 {izerinde etkileri oldugu bilinmektedir ve corrugator,
orbicularis oculi ve frontalis kaslarinda kas hareketini kisitlamak i¢in kullanilmistir®®. BoNT-A

enjeksiyonunun yiiz mimik kaslarinda kullanim igin giivenli ve etkili oldugunu bildirmistir®®.

Speeg-Schatz ve arkadaslar1 (2017) ve Pellegrini ve arkadaslar1 (2019), BONT-A'nin kuru
g6z semptomlar1 da dahil olmak {izere cesitli gz rahatsizliklarinin tedavisinde kullanimini
tartigmaktadir. BoNT-A'min korneal nosiseptérleri inhibe edebileceginden®® ve kuru goz
semptomlarmi azaltabileceginden bahsetmektedirler®. Seriler halinde uygulanan BoNT-A
enjeksiyonlari ile uzun siireli tedavi edilen hemifasiyal spazmli hastalarda, tedavi edilen gézde
kontralateral goze kiyasla gbzyas filmi iiretimi ve stabilitesinin yani sira kornea hassasiyetinde

azalma goriilmiistiir®.

BoNT-A'nin subkonjonktival uygulamasi, inaktif Graves orbitopatisi olan hastalarda goz

kapag retraksiyonu da (list kapak altindan subkonjonktival yolla levator kasa uygulama) dahil
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olmak iizere cesitli oftalmik durumlarda kullanilmistir®. Subkonjonktival BoNT-A
enjeksiyonlarini takip eden komplikasyonlar nadirdir, subkonjonktival kanama veya skleral
perforasyon gibi geri doniisiimlii lokal riskler vardir’®. Subkonjonktival BoNT-A
enjeksiyonlarinin infantil esotropi tedavisi i¢in kullammi da bildirilmistir™®. Ozellikle
esotropyalarda subkonjonktival alandan rektus kaslarina yapilan BONT-A korneaya daha yakin
sekilde yapilmaktadir. Bununla birlikte, subkonjonktival BoNT-A enjeksiyonlarimin
etkinliginin spesifik duruma ve hastaligin evresine bagli olarak degisebilecegini belirtmek

onemlidir’®.

Botulinum toksini A, klinik ¢alismalarda potansiyel antiaritmik 6zellikleri agisindan da
arastirilmistir®®. Kalp hiicrelerinde hizli sodyum akimlarmi ve L tipi kalsiyum akimlarini inhibe
ettigi ve iletim hizinda doza bagh bir azalmaya yol agtig1 gdsterilmistir®>. BoNT-A'nin kalp
hiicreleri lizerindeki inhibitor etkisi geri doniistimliidiir ve BONT-A icermeyen bir ortamda 12
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giinlik hiicre kiiltiiriinden sonra kaybolur®™. Ayrica, BoNT-A'nin servikal vagus sinir

stimiilasyonunun neden oldugu atriyal fibrilasyon gelisimini engelledigi gosterilmistir®?.

James ve arkadaglar1 (2003) tarafindan yapilan bir calismada, botulinum toksininin
pilorik ve antral diiz kas tizerindeki inhibitdr etkileri incelenmistir. Calismada, yiiksek
konsantrasyonlarda botulinum toksin-A'nin diiz kas kontraktilitesini dogrudan inhibe ettigi ve
asetilkoline (ACh) kars1 kontraktil yamtin azalmasima yol agtigi bulunmustur®. Ek olarak,
diisiik konsantrasyonda, botulinum toksin-A, ACh ile indiiklenen kasilmalar1 etkilemeden
elektrik alan stimiilasyonu (EFS) ile indiiklenen kasilma yanitlarini azaltmistir, bu da kolinerjik
sinirlerden ACh saliniminin inhibe edildigini diisiindiirmektedir. ACh saliniminin bu sekilde
engellenmesinin, botulinum toksin-A'nin kas aktivitesini etkileme mekanizmalarindan biri

oldugu diisiiniilmektedir®.

Cruzat ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada korneada bagisiklik
ve sinir sistemleri arasinda potansiyel bir etkilesim oldugunu gosterilmistir®. Enfeksiy6z
keratiti olan hastalarda, merkezi epitelyal dendritik hiicrelerin (DC'ler) yogunlugu ve
morfolojik degisiklikleri artmistir ve DC sayilarindaki artig ile subbazal korneal sinirlerin
azalmasi arasinda anlamli bir korelasyon vardir®®. Bu durum, korneadaki enflamasyonun

kornea sinirlerinin yogunlugunu ve morfolojisini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Botulinum toksin-A'min fibroblastlar {iizerindeki spesifik etkileri kapsamli olarak

incelenmemis olsa da, botulinum toksin-A'nin diger hiicre tipleri ve dokular tizerindeki etkileri
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yoluyla fibroblast fonksiyonunu dolayli olarak etkilemesi miimkiindiir. Ornegin, botulinum
toksin-A'nin merkezi sinir sistemini ve bazal gangliyon devrelerini etkiledigi gosterilmistir™.
Fibroblastlar deri ve bag dokular1 dahil olmak tizere viicuttaki ¢esitli dokularda bulundugundan,
botulinum toksin-A'nmin fibroblast aktivitesini cevreleyen doku ortami {izerindeki etkileri

yoluyla dolayli olarak etkileyebilecegi diistintilebilir.

Park ve arkadaslari (2019) BoNT-A'nin fibroblastlar {izerindeki etkilerini farkl
baglamlarda tartigmaktadir. Park ve arkadaslart (2019), BoNT-A tedavisinin skar
fibroblastlarinin  ¢ogalmasint ve gogiinii azaltabilecegini ve pro-fibrotik faktorlerin
ekspresyonunu inhibe edebilecegini gostermektedir. Bu, BoNT-A'nin fibroblast davranisi
iizerinde modiilatér bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir®®. Ayrica, transforme edici
biiylime faktorii B1 ve interlokin-6 gibi pro-fibrotik faktorlerin ekspresyon seviyeleri botulinum
toksin tip A ile inhibe oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte botulinum toksin tip A'nin skar
fibroblastlar1 tizerindeki baskilayici etkilerinin JNK sinyal yolunun aktivasyonu ile iligkili
oldugunu gosterilmistir®. BoNT-A ile indiiklenen ptozis sonrasi korneal iilserlerin iyilesme
hizlarinda artis goriilmesi ptozisin gozii kapatici etkisiyle agiklanmakla beraber®’; bu siiregte
fibroblast aktivetisinin de artma potansiyeli olmasi ileri ¢calismalarda incelenebilir. Botulinum
toksini tip A'nin keloid fibroblastlarinda apoptozu indiikleyerek hipertrofik skar olusumunu

azaltabilecegini dne siiriilmiistiir®,

Herhangi bir subkonjonktival enjeksiyon uygulamasinin kornea iizerine etki etme
potansiyeli diisiiniildiigiinde Dong ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma
konuya 151k tutmaktadir. Calismada subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonunun normal
farelerde belirgin korneal sinir dejenerasyonuna, korneal duyarliligin azalmasina ve korneal
epitelyal yara iyilesmesi ve sinir rejenerasyonunun gecikmesine neden oldugu, bu durumun
bevacizumab enjeksiyonunun konsantrasyonu ve siiresi artttkca daha belirgin hale geldigi

goriilmiistiir®.

Bu calismada karsimiza ¢ikan sorunlardan biri olarak immiinohistokimyada (IHC) asir1
arka plan boyanmasi, sonuglarin kalitesini ve yorumlanmasi etkileyen yaygin bir sorun
olabilir. Bu sorunun nedenlerini anlamak ve arka plan boyanmasini1 en aza indirmek i¢in
potansiyel c¢oziimleri arastirmak Onemlidir. Cesitli ¢alismalar, THC'de asir1 arka plan

boyanmasinin nedenleri hakkinda fikir vermektedir’®.

34



Ramos-Vara’nin 2005 yilinda yapmis oldugu calismaya gore, IHC'de spesifik olmayan
baglanma ve asir1 arka plan boyanmasinin nedeni tam olarak anlagilamamistir. Elektron
alicisi/elektron  vericisi  etkilesimleri gibi elektrostatik ve polar kuvvetlerin  bir
kombinasyonunun bu soruna dahil olabilecegi varsayilmistir. Ek olarak, nonspesifik boyama
iyonik ve hidrofobik etkilesimlerin bir kombinasyonundan kaynaklanabilir ve bir etkilesim
tiiriine yonelik ¢oziimler digerini kotiilestirebilir. Fiksatif ¢ozeltinin iyonik giicliniin artirilmasi,

belirli antijenlerin tespitini iyilestirmek igin potansiyel bir ¢6ziim olarak onerilmistir®.

Fiksasyon, IHC'de o6nemli bir adimdir ve fiksatif secimi arka plan boyamasin
etkileyebilir. Formaldehit IHC'de yaygin olarak fiksatif olarak kullanilir, ancak antijen tespiti
tizerinde zararh etkileri olabilir. Bu etkilere kars1 koymak i¢in, doku kesitlerinde antijenleri
tespit etme yetenegini gelistirmek iizere antijen geri kazanim (AR) teknikleri gelistirilmistir’®.
AR, doku kesitlerinin formaldehit fiksasyonunun neden oldugu ¢apraz baglanmay1 tersine
ceviren ve boylece antijen erisilebilirligini artiran kosullara tabi tutulmasini igerir. Bu, arka plan
boyanmasini azaltmaya ve tespit sistemlerinin hassasiyetini artirmaya yardimei olabilir’. Baz1
durumlarda, IHC'de arka plan boyanmasi, antikorlarin dokuda bulunan immiinoglobulinlere
(Igs) spesifik olmayan sekilde baglanmasindan kaynaklanabilir. Bu durum 6zellikle

monoklonal antikorlar kullanildiginda sorun yaratabilir™.

Calismamiz, subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin-A’nin kornea sinir
pleksuslar1 ve kornea fibroblast hiicreleri iizerine etkilerini bir hayvan deneyi modeli lizerinde

histopatolojik ve molekiiler diizeyde inceleyen literatiirde gorebildigimiz ilk ¢calismadir.

Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin A’nin, sinir kontrol dokusu kesitinden
baz alinarak yapilan sinir dokusu benzer tutulumlarin yogunluk (dansite) 6l¢iimiinde; toksin
grubunun kontrol grubuna gore sinir hiicre skorunun daha diisiik oldugu istatistiki olarak
anlamli saptandi (sinir hiicresi skoru p degeri 0.016, p<0.05). Ayrica, sinir yogunlugu dl¢ctimiinii
gruplar arasinda molekiiler diizeyde degerlendirmek i¢in sinir spesifik protein izolasyonu, jel
elektroforezi ve western-blot analizleri yapildi. Yapilan ileri incelemelerde optimum diizeyde
sonug elde edilemedi. Bu durumun tavsan korneasinin ¢alisilmasi zor bir doku olmasi ve doku
ornek miktarlarinin standart protokollere gore ortalama diizeyin altinda kalmasi nedeniyle

olustugu diisiiniildii.
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Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin A’nin kornea fibroblast sayilarina
istatistiki olarak anlamli bir etkisi olmadig1 saptandi. Kontrol ve toksin grubu fibroblast skorlar1

karsilastirildiginda p degeri 0.631 hesaplandi (p<0.05 anlamli).

Bizim ¢alismamiz tavsan hayvan modeli ve kornea dokusu 6zelinde degerlendirildiginde,
hem hayvan deneyi olmasinin getirdigi laboratuvar uygulama zorluklari hem de kornea sinir
pleksuslarinin teknik agidan ¢alisilmasinin zor olmasi ve immiinhistokimya incelemede
korneanin diger dokular kadar calisilmamis olmasi birtakim kisitliliklar olusturdu. Hayvan
deneylerinin preparat incelemelerinde goriilebilen arka plan boyanmalari c¢aligmalar igin
asilmas1 giic engeller olusturabilmektedir. Sinir hiicreleri tespiti icin immiinhistokimya ve
molekiiler diizeyde yapmis oldugumuz uygulamalarin teknik ve diger nedenlerle optimum

seviyede sonug vermemesi ¢alismamizin limitasyonu olarak not edildi.

Sonu¢ olarak, tavsan deney modelinde subkonjonktival botulinum toksin-A
uygulamasinin kornea sinir pleksuslarinda histopatolojik degisikliklere yol agabilecegi
yoniinde bulgular saptanmistir ancak skar dokusunda fibroblast aktivitesini ve sayisini
azalttigin1 gosteren caligmalara ragmen kornea fibroblastlarina istatistiki olarak anlamli bir
etkisi goriilmemistir. Botulinum toksin-A’nin oftalmolojide 6zellikle periokiiler alanda oldukca
genis bir uygulama alani vardir. Caligmamiz, subkonjonktival botulinum toksin-A
uygulamasinin, kornea sinir ve fibroblast hiicrelerine etkilerinin hayvan deney modeli
olusturularak arastirilmasi bakimindan ilk olma &zelligine sahiptir. Bu olast histopatolojik
degisikliklerin islevsel sonuglarin1 ve oftalmolojideki potansiyel klinik Onemini agikliga

kavusturmak i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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