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ÖZET 

Amaç: Bu çalışmanın amacı, tavşan deney modelinde subkonjonktival botulinum toksin-A 

(BoNT-A) uygulamasının kornea sinir pleksusları ve kornea stroma hücreleri (fibroblast) 

üzerinde oluşturduğu histopatolojik ve moleküler düzeydeki değişiklikleri araştırmaktır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmaya altı yetişkin Yeni Zelanda beyaz tavşanı dahil edildi. Tavşanlar 

iki gruba ayrıldı: toksin grubu (n=6 göz) ve kontrol grubu (n=6 göz). Toksin grubuna 

subkonjunktival botulinum toksin-A enjeksiyonları yapılırken, kontrol grubuna serum 

fizyolojik enjeksiyonu uygulandı. İki hafta sonra her iki gruptan kornealar bütün olarak 

çıkarıldı. Histopatolojik ve protein izolasyonu incelemeleri, kornea sinir pleksuslarındaki sinir 

liflerinde ve kornea stroma hücrelerindeki değişiklikleri değerlendirmek amacıyla yapıldı. 

Bulgular: Histopatolojik analiz, toksin grubunda kornea sinir pleksuslarındaki sinir liflerinin 

kontrol grubuna kıyasla önemli değişiklikler olduğunu ortaya koydu. Kornea sinir 

pleksuslarında, sinir lifi yoğunluğunda azalma olduğunu işaret eden bulgular saptandı. Toksin 

(denek) ve kontrol grubundaki sinir hücre skoru istatistiki olarak anlamlı bulundu (p=0.016), 

ancak fibroblast skorunda anlamlı bir fark bulunmadı (p=0.63). Kontrol grubunun sinir hücre 

skoru için ortalama (mean), medyan değerleri sırasıyla 8923.0, 7477.0; toksin (denek) grubu 

için 4112.7, 3786.5; kontrol grubunun fibroblast skoru için ortalama (mean), medyan değerleri 

sırasıyla 5725.0, 5830.0; toksin (denek) grubu için 5381.7, 5045.0 olarak hesaplandı.   

Sonuç: Tavşan deney modelinde subkonjunktival botulinum toksin-A uygulaması, kornea sinir 

pleksuslarında histopatolojik değişikliklere yol açabileceği yönünde bulgular görüldü. Bu 

bulgular, BoNT-A uygulamasının kornea sinir pleksusları üzerine potansiyel etkileri 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu histopatolojik değişikliklerin işlevsel sonuçları ve 

oftalmolojideki potansiyel klinik önemini açıklığa kavuşturmak için ileri çalışmalara ihtiyaç 

vardır. 

Anahtar kelimeler: Botulinum toksin-A, korneal sinir pleksusları, korneal stromal hücreler, 

histopatolojik inceleme, tavşan deneysel modeli. 
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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 BoNT-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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GİRİŞ VE AMAÇ 

Tıp alanındaki sürekli gelişim, insan sağlığını daha iyi anlamamıza ve tedavi yöntemlerini 

iyileştirmemize olanak tanımaktadır. Bu bağlamda, göz hastalıklarının anlaşılması ve 

tedavisinde yapılan araştırmalar büyük önem taşımaktadır. Gözün şeffaf en dış tabakası olan 

kornea, görme keskinliğinde ve göz formunun korunmasında çok önemli bir rol oynar. Duyusal 

inervasyondan sorumlu karmaşık korneal sinir ağı ve korneanın yapısal bütünlüğüne katkıda 

bulunan korneal stromal hücreler, özellikle fibroblastlar, oküler sağlık ve fonksiyonun temelini 

oluşturur. Bununla birlikte, bu bileşenler arasındaki etkileşim ve terapötik ajanların 

işlevsellikleri üzerindeki potansiyel etkileri, kapsamlı araştırma gerektiren alanlardır. 

 Uygun deney modelleri bu alandaki çalışmaların temelini oluşturarak yeni bilgilerin elde 

edilmesine yardımcı olmaktadır. Botulinum toksin-A uygulamaları son yıllarda göz hastalıkları 

alanında dikkat çeken bir tedavi yöntemi olarak öne çıkmıştır. Botulinum toksini, modern tıpta 

çeşitli uygulamaları olan iyi bilinen bir nörotransmitter inhibitörüdür. Bu yöntemin kornea sinir 

pleksusları ve kornea stroma hücreleri üzerindeki etkileri, göz sağlığının anlaşılmasına katkı 

sağlayabilecek önemli bir araştırma alanını oluşturmaktadır. 

Kornea, yoğun sinir ağı içeren hassas bir yapıdır1. Histolojik katmanları arasında bulunan 

sinir pleksusları kornea refleksinin çalışması yani temel olarak kornea bütünlüğünün korunması 

için elzemdir2. Ekstraoküler kaslara botulinum toksin-A enjeksiyonu (subkonjonktival) şaşılık 

cerrahisine alternatif bir yöntemdir3. Şaşılığı olan çocuklarda, kayması 40 diopter prizmadan 

daha az olan hastalarda, komplike vakalarda vb. botulinum enjeksiyonu uygulaması sık tercih 

edilen bir yöntemdir4. Botulinum toksin-A’nın kas ve sinir dokularının yapısı üzerine etkileri 

olduğu da gösterilmiştir5,6. BoNT-A kozmetik amaçlı yaygın olarak kullanılmaktadır ve 

genellikle güvenli kabul edilse de kullanımıyla ilişkili riskler de mevcuttur. BoNT-A 

enjeksiyonlarının potansiyel yan etkilerinden biri diplopidir75,76. Botoks enjeksiyonları 

bağlamında, ilacın komşu dokulara yayılması, subkonjonktival alana sızması ve göz 

hareketinden sorumlu kasları etkilemesi sonucu diplopi oluşabilir75,76. Aynı şekilde kozmetik 

amaçlı uygulamalar sonrası komşu dokulara sızma riski bulunan BoNT-A, korneayı da bu 

şekilde etkileyebilir.  

Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin-A’nın kornea sinir pleksusları ve 

kornea fibroblast hücreleri üzerine etkileri bir hayvan deneyi modeli üzerinde daha önce 

çalışılmamıştır. Ayrıca, korneadaki sinirlerle benzer olan ve birçok farklı dokuda da bulunan 
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“small nerve fiber”lar (küçük sinir lifleri) üzerinde botulinum toksin-A’nın etkisi olduğu 

periferik nöropatili hastalarda ağrı yönetimi için botulinum toksin-A enjeksiyonu yapıldığında 

saptanmıştır7. Botulinum toksin-A’nın kornea sinir hassasiyetinin azalmasıyla ilişkili olan 

nörotrofik keratit riskini artırabileceğini araştırmak diğer amaçlarımızdan birisidir. Bu 

çalışmayla subkonjonktival botulinum toksin-A uygulamasının göz dokuları üzerindeki 

etkilerini detaylı bir şekilde inceleyerek, göz hastalıklarının tedavi stratejilerine yeni bir bakış 

açısı sunmayı da amaçladık. 

Elde edilen sonuçların, gelecekteki araştırmalar ve tedavi yöntemlerinin tasarımına 

rehberlik edebileceği, böylece göz sağlığı alanındaki yeniliklerin ve iyileştirmelerin önünün 

açılabileceği öngörüldü. 

Özetle, kozmetik amaçlı ve şaşılık tedavisinde sık tercih edilen botulinum toksin-A 

enjeksiyonunun kornea sinir ağı ve kornea stromal (fibroblastlar) hücreleri üzerine etkilerini 

histopatolojik ve moleküler düzeyde incelemek ve korneaya olası etkilerini değerlendirmek 

amaçlandı.  
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GENEL BİLGİLER 

Kornea  

Kornea Embriyolojisi 

Embriyonik gelişim sırasında kornea, oluşumuna ve farklılaşmasına yol açan bir dizi 

karmaşık süreçten geçer. Korneanın gelişimi çeşitli sinyal yollarının, transkripsiyon 

faktörlerinin ve hücresel hareketlerin etkileşimini içerir. 

Gözün ön kısmında yer alan, şeffaf bir tabaka olan kornea, intrauterin dönemin 5 ile 6. 

haftaları arasında oluşmaya başlar. Yüzey ektodermi ve nöral krest kökenli hücreler korneanın 

temelini oluşturur. Yüzey ektoderminden aynı zamanda göz merceği de gelişir; lens vezikülü 

adı verilen bir yapıdan orijin alır. Kornea taslağı (primitif kornea) ve epiteli, lens vezikülünün 

ektodermden ayrılması sonrası kalan hücrelerden gelişir8. Nöral krest kökenli mezenşimal 

hücreler intrauterin altıncı haftaya gelindiğinde, lens ve epitel arasına göç ederek korneal 

endotele dönüşürler8. Yedinci haftaya gelindiğinde, ileride keratositleri meydana getirecek olan 

nöral krest hücreleri, yüzey ektodermi ve endotel arasına göç ederek kolajen sentezine ve 

böylece korneanın stroma tabakasını oluşturmaya başlarlar. Bowman membranı, kornea epitel 

hücreleri için bir bazal membran görevi görür ve kolajen açısından zengin bir yapıdır. 

Korneanın iç yüzeyinde bulunan, tek katlı kuboidal korneal endotel hücrelerinin bazal 

membranı olarak adlandırılan yapıya ise Descemet membranı (DM) denmektedir. 

 

Kornea Anatomisi 

Kornea, görmede çok önemli bir rol oynayan karmaşık ve şeffaf bir dokudur. Epitel, 

Bowman tabakası, stroma, Descemet membranı ve endotel olmak üzere beş tabakadan 

oluşur9,10,11. Epitel, korneanın en dış tabakasıdır ve yüzeysel poligonal hücreler, kanatlı hücreler 

ve bazal kolumnar hücrelerden oluşur9. Epitelin altında, korneaya yapısal destek sağlayan 

fibröz bir ağ yapısı olan Bowman tabakası bulunur9,10. Stroma, korneanın en kalın tabakasıdır 

ve esas olarak lameller halinde düzenlenmiş kolajen liflerinden oluşur9. Bu kolajen lifler 

korneaya gücünü ve şeffaflığını verir9. Descemet membranı stromanın altında yer alır ve 

korneaya destek sağlar9,10. Son olarak, endotelyum korneanın en iç tabakasıdır ve sıvı dengesini 

düzenleyerek korneanın şeffaflığını koruyan ince, tek katmanlı bir hücreden oluşur9. 
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Kornea avaskülerdir, yani kan damarlarından yoksundur ve gözyaşı filmi ile aköz 

hümörden besin ve oksijen alır9. Kornea ayrıca kornea hassasiyetinden sorumlu olan ve normal 

kornea yapısının ve işlevinin korunmasında rol oynayan yoğun bir sinir ağı içerir12. Kornea 

hassasiyetindeki değişiklikler, korneanın ilerleyici bir şekilde inceldiği keratokonus gibi 

hastalıklarda da gözlemlenmiştir12. 

Bazı araştırmalar belirli proteinlerin ve enzimlerin kornea anatomisi ve yara 

iyileşmesindeki rolünü anlamaya da odaklanmıştır. Örneğin, nöropeptidleri parçalayarak 

enflamasyonu modüle eden bir enzim olan neprilisinin (NEP) insan kornea epitelinden salındığı 

bulunmuştur13. Çalışmalar NEP'in kornea yara iyileşmesinde kritik bir rol oynadığını 

göstermiştir13. Ayrıca, NEP'in korneadaki ekspresyonu, kornea innervasyonunun ve 

vaskülarizasyonunun düzenlenmesi ile ilişkilendirilmiştir13. 

Kornea beş katmandan oluşur. Bunlar epitel, Bowman tabakası, stroma, Descemet 

membranı ve endotel olarak sıralanır. Kornea avaskülerdir, besinler ve oksijen için gözyaşı 

filmine ve aköz hümöre bağımlıdır. Yoğun bir sinir ağı tarafından düzenlenen kornea 

hassasiyeti, normal kornea yapısını ve işlevini korumak için önemlidir. NEP gibi spesifik 

protein ve enzimlerin korneal yara iyileşmesi ve enflamasyonun düzenlenmesinde önemli rol 

oynadığı bulunmuştur. 

 

Kornea Histolojisi 

Kornea histolojik olarak beş katmandan oluşur: Epitel, Bowman tabakası, stroma, 

Descemet membranı ve endotel14. Kornea histolojisini araştırmak ve yapısı ve işlevi hakkında 

bilgi sağlamak için çeşitli görüntüleme teknikleri ve moleküler analizler kullanılmıştır. 

Posterior korneanın mikro-anatomik yapılarını görselleştirmek için mikro-optik koherens 

tomografi (µOCT) kullanılmıştır14. Poligonal endotel hücrelerinin, yıldız keratositlerin, kolajen 

liflerinin, kornea sinir liflerinin ve endotel hücrelerinin kubbe şeklindeki bazolateral tarafı ve 

endotel ile Descemet zarı arasındaki arayüzde kafes yapılar gibi diğer yapıların varlığı ortaya 

koyulmuştur14.  

Korneanın orta tabakası olan korneal stroma, şeffaflığına ve hidrasyonuna katkıda 

bulunan benzersiz bir proteoglikan bileşiminden oluşur15. Keratan sülfat korneada en bol 

bulunan glikozaminoglikandır ve dokunun hidrofilik karakterinin korunmasından 
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sorumludur15. Keratokan ve lumikan gibi farklı çekirdek proteinleri kornea stromasında bulunur 

ve kornea saydamlığının korunmasında farklı rollere sahiptir15. 

Kornea histolojisini anlamak, kornea hastalıkları hakkındaki bilgilerimizi ilerletmek ve 

etkili tedaviler geliştirmek için çok önemlidir. 

 

Korneanın Beslenmesi 

Korneanın beslenmesi, düzgün fonksiyon göstermesi ve dayanıklılığı için esastır. Kornea, 

gözyaşı filmi, aköz hümör ve trigeminal ganglion tarafından üretilen nöral peptitler dahil olmak 

üzere çeşitli kaynaklardan beslenir16. Trigeminal gangliondan türetilen kornea sinirleri yalnızca 

dış uyarımı algılamakla kalmaz, aynı zamanda korneanın beslenmesini de sağlar16. Kornea sinir 

dokusunun varlığı, oküler yüzeyin ıslaklığını ve bazal gözyaşı oluşumunu sürdürmek için 

önemlidir16. 

Korneanın avasküler yapısı, besin temini ve şeffaflığın korunması açısından benzersiz 

zorluklar ortaya koymaktadır. Kornea, gözyaşı filmi ve aköz hümörden gelen oksijen ve besin 

kaynağına dayanır17. Besin maddelerinin kornea endoteline iletilmesi kornea saydamlığının 

korunması için çok önemlidir ve besin maddesi tedarikindeki aksaklıklar kornea işlevini 

tehlikeye atabilir17. Korneanın avasküler doğası çeşitli mekanizmalarla korunur ve bu 

mekanizmaların göreceli katkıları hala araştırılmaktadır17 

Çalışmalar, kornea sinirlerinin cerrahi prosedürler, kornea enfeksiyonları, uzun süreli göz 

damlası kullanımı ve diyabet gibi sistemik hastalıklar da dahil olmak üzere çeşitli faktörlerden 

zarar görebileceğini göstermiştir16. Kornea sinirlerinin hasar görmesi, korneanın sağlığını ve 

işlevini etkileyebilecek kornea duyarlılığı kaybına ve kornea beslenmesinin bozulmasına yol 

açabilir. 

 

Korneanın İnnervasyonu 

Kornea yüksek düzeyde innervasyona sahiptir ve zengin bir duyusal ve otonom sinir 

kaynağına sahiptir18. Korneadaki sinirler, kornea sağlığının, hassasiyetinin ve işlevinin 

korunmasında çok önemli bir rol oynar19. Duyusal bilgilerin iletilmesinden, gözyaşı 

üretiminden ve göz kırpma reflekslerinin düzenlenmesinden sorumludurlar20. Kornea 
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innervasyonu, kornea homeostazı, yara iyileşmesi ve oküler yüzeyin bütünlüğünün korunması 

için gereklidir20. 

Korneanın innervasyonu öncelikle trigeminal sinirin oftalmik dalı tarafından sağlanır18. 

Trigeminal sinir lifleri limbustan korneaya girer ve kornea epitelinin altındaki subbazal 

pleksusta yoğun bir sinir lifi ağı oluşturur21. Subbazal pleksustan sinir lifleri dallanır ve epitel 

katmanlarına nüfuz ederek korneanın yüzeysel katmanlarına ulaşır22. Kornea sinirleri karmaşık 

ve girift bir dallanma ve ara bağlantı modeli sergiler23. 

 

 

 

Şekil 1. İnsan kornea sinirlerinin ve bazı katmanlarının şematik gösterimi71 

 

Kornea sinirleri, kornea hassasiyetini korumak için çok önemlidir21. Korneal innervasyon 

kaybı korneal hassasiyetin azalmasına, kuru göz sendromuna, korneal epitel erozyonlarına ve 

yara iyileşmesinin bozulmasına neden olabilir19,23. Kornea hassasiyeti, korneayı potansiyel 

zararlı dış uyaranlardan korumak ve sağlıklı bir oküler yüzey sağlamak için önemlidir24. Ayrıca 

gözyaşı filmi üretiminde ve göz kırpma reflekslerinde de rol oynar20. 
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Kornea innervasyonunu çeşitli faktörler etkileyebilir. Sinir büyüme faktörü (NGF) içeren 

göz damlalarının bazı hastalarda görme keskinliğini ve elektrofonksiyonel aktiviteyi 

iyileştirdiği gösterilmiştir25. NGF retina hücreleri üzerinde nöroprotektif bir etkiye sahiptir ve 

kornea hassasiyetini ve bütünlüğünü iyileştirebilir25. Nörotrofik ülseri olan hastalarda, NGF'nin 

topikal uygulamasının kornea bütünlüğünü geri kazandırdığı ve kornea hassasiyetini artırdığı 

bulunmuştur26. NGF, kornea duyusal innervasyonu ve kornea epitel hücrelerinin çoğalması ve 

farklılaşması için gereklidir26. 

Diabetes mellitus da kornea innervasyonunu etkileyebilir. Diyabetik farelerde VEGF-

B'nin (Vasküler endotelyal büyüme faktörü-B) kornea innervasyonunun iyileşmesini 

desteklediği bulunmuştur27. Hiperglisemi, endojen VEGF-B ekspresyonunu baskılayarak 

kornea epitel rejenerasyonu ve innervasyonunun bozulmasına yol açabilir27. Diyabette kornea 

innervasyonunun bozulması, kornea ülserleri ve nörotrofik keratit ile sonuçlanabilir28. 

In vivo konfokal mikroskopi (IVCM), kornea innervasyonunu incelemek için yararlı bir 

araçtır. IVCM, kornea sinirlerinin gerçek zamanlı olarak non-invaziv görüntülenmesine ve 

analiz edilmesine olanak tanır18. Korneal sinir yoğunluğunu, morfolojisini ve rejenerasyonunu 

değerlendirmek için kullanılabilir21. IVCM, tip 1 diabetes mellitus hastalarında kornea 

innervasyonunu incelemek ve oküler yüzey bozuklukları için risk faktörlerini belirlemek için 

kullanılmıştır18. Korneal innervasyonun altında yatan mekanizmaları daha iyi anlamak ve 

korneal sinir hasarı ve disfonksiyonu için etkili tedaviler geliştirmek için daha fazla araştırmaya 

ihtiyaç vardır. 

 

Tavşan Gözü Özellikleri 

Tavşan gözü, insan gözüne benzerliği nedeniyle oküler fizyoloji ve patolojinin çeşitli 

yönlerini incelemek için yaygın olarak kullanılan bir hayvan modelidir. Tavşan ve insan gözleri 

arasında bazı fizyolojik ve anatomik benzerlikler olsa da farklı özellikler de vardır. 

Tavşan ve insan gözleri arasındaki en önemli benzerliklerden biri kornea yapısıdır. Gözün 

şeffaf en dış tabakası olan kornea, her iki türde de benzer bir yapıya sahiptir29. Kornea kalınlığı 

ve yarıçapı hem tavşan hem de insan gözlerinde incelenmiştir ve kornea kalınlığı ile yarıçapı 

arasındaki korelasyonda bazı farklılıklar da olsa, korneanın genel yapısı karşılaştırılabilirdir30. 

Kornea, gözün şeffaflığının korunmasında ve görme için ışığın retinaya yönlendirilmesinde çok 

önemli bir rol oynar. 
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Tavşan ve insan gözleri arasındaki bir diğer benzerlik de aköz hümör hacmi ve ön kamara 

anatomisidir31. Aköz hümör, gözün ön kamarasını dolduran ve kornea ile lense besin ve oksijen 

sağlayan berrak bir sıvıdır31. Aköz hümörün hacmi ve bileşimi, göz içi basıncının ve gözün 

genel sağlığının korunması için önemlidir. 

Göz yüzeyini kaplayan gözyaşı filmi de tavşan ve insan gözlerinde benzerdir. Gözyaşı 

dolaşımı ve göz kırpma oranı insan gözünde daha sık olabilir, ancak gözyaşı filminin genel 

bileşimi ve işlevi iki tür arasında nispeten benzerdir31. Gözyaşı filmi oküler yüzeyin 

kayganlaşmasına ve korunmasına yardımcı olur ve korneanın sağlığının ve berraklığının 

korunmasında çok önemli bir rol oynar. 

Oküler farmakokinetik açısından, tavşan gözü, ilaç dağıtımını ve oküler dokulara 

penetrasyonu incelemek için bir model olarak kullanılmaktadır32. İlaçların korneal 

penetrasyonu ve oküler formülasyonların farmakokinetiği hem tavşan hem de insan gözünde 

araştırılmış ve tavşan modelinin transskleral ilaç farmakokinetiğini tahmin etmek için yararlı 

olduğu bulunmuştur32. Bununla birlikte, tavşan ve insan gözleri arasında ilaç metabolizması ve 

yanıtı açısından farklılıklar olabileceğine dikkat etmek önemlidir ve bulgular hayvan 

modellerinden insanlara yansıtılırken dikkatli olunmalıdır33. 

Tavşan ve insan gözleri arasındaki farklılıklardan birincisi tavşanlarda, insanların sahip 

olmadığı üçüncü göz kapağı olarak da bilinen bir niktitan membran vardır34. İkincisi gözyaşı 

üretimi ve göz kırpma hızı da iki tür arasında farklılık gösterebilir34. Üçüncü olarak, tavşan ve 

insan gözleri arasında görsel kaliteyi etkileyebilecek wavefront aberasyonların dağılımında 

farklılıklar olabilir35. 

 

Botulinum Toksini 

Botulinum toksinleri, Clostridium botulinum bakterisi tarafından üretilen bir grup güçlü 

nörotoksindir. Bu toksinler modern tıpta, özellikle nöroloji, dermatoloji, kozmetoloji ve 

oftalmoloji alanlarında geniş bir uygulama alanına sahiptir. Botulinum toksini A (BTX-A) en 

yaygın kullanılan botulinum toksini türüdür ve terapötik etkileri için kapsamlı olarak 

çalışılmıştır. 

BTX-A'nın köklü kullanım alanlarından biri servikal distoni, spastisite, migren ve diğer 

baş ağrısı tipleri gibi çeşitli nörolojik bozuklukların tedavisidir36. Nöromüsküler kavşakta 

asetilkolin salınımını bloke ederek, etkilenen kaslarda doza bağlı ve geri dönüşümlü bir 
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zayıflığa veya felce yol açarak çalışır37. BTX-A'nın ayrıca serebral palsili çocuklarda spastisite 

yönetiminde etkili olduğu ve ameliyat ihtiyacını azalttığı bulunmuştur38. 

Genel olarak, botulinum toksinlerinin, özellikle de BTX-A'nın, çeşitli tıbbi durumlarda 

güvenli ve etkili olduğu kanıtlanmıştır. Nöromüsküler kavşaklara yüksek afinite ile 

bağlanmaları ve sınırlı sistemik emilimleri onları mükemmel nöromüsküler bloke edici ajanlar 

haline getirmektedir37. 

 

Botulinum Toksin Çeşitleri 

Botulinum toksini, Clostridium botulinum bakterisi tarafından üretilen bir nörotoksindir. 

Botulinum toksininin A, B, C1, C2, D, E ve F olmak üzere antijenik olarak ayırt edilebilen yedi 

serotipi vardır39. Bu serotipler, nöromüsküler kavşakta ana nörotransmitter olan asetilkolin 

salınımını bloke ederek sinirsel iletime engel olur ve kas felcine yol açar40. 

Serotipler arasında, botulinum toksini tip A (BoNT-A) en kapsamlı şekilde çalışılan ve 

terapötik amaçlar için yaygın olarak kullanılandır41. Hareket ve diğer bozuklukların tedavisi 

için önemli bir terapötik ajandır41. BoNT-A, şaşılık, blefarospazm, fokal distoniler, hemifasiyal 

spazm, spastik hareket bozuklukları, baş ağrıları, hipersalivasyon, hiperhidroz ve bazı kronik 

durumlar dahil olmak üzere çeşitli tıbbi durumlar için onaylanmıştır40. Ayrıca migren ve diğer 

baş ağrısı bozukluklarının tedavisindeki potansiyeli de araştırılmıştır42. 

Botulinum toksininin farklı serotipleri biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinde 

farklılıklar gösterir41. Nörotoksin kompleksi; protein boyutu, aktive edilmiş veya bağlanmış 

formdaki nörotoksin yüzdesi, hücre içi protein hedefi ve etki gücü bakımından farklılıklar 

gösterirler41. Bu varyasyonlar, her bir botulinum nörotoksin preparatı için benzersiz etkinlik, 

etki süresi, güvenlik ve antijenik potansiyel kombinasyonuna katkıda bulunur41. 

Botulinum toksini tip A'nın blefarospazm, şaşılık, servikal distoni gibi uygunsuz ve 

istemsiz kas kasılması ile karakterize çeşitli bozuklukların tedavisinde etkili olduğu 

bulunmuştur42. Ayrıca migren ve diğer baş ağrısı türlerinin tedavisinde de umut vaat ettiğini 

göstermiştir; çalışmalar bu durumlarla ilişkili sıklık, şiddet ve engellilikte azalma olduğunu 

ortaya koymuştur42. Botulinum toksini tip A'nın ağrıyı engelleme mekanizması tam olarak 

anlaşılamamıştır, ancak nosiseptif sinir terminallerinden nörotransmitter salınımının 

engellenmesini içerdiği düşünülmektedir42. 
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Botulinum toksini, tedavi amaçlı kullanımının yanı sıra kozmetik amaçlarla da 

kullanılmaktadır. Kaş çatma çizgileri, kaz ayakları ve alın çizgileri gibi yüz kırışıklıklarının ve 

çizgilerinin tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır43. 

Botulinum toksin tip A, B ve E'nin insan zehirlenmesine neden olan en yaygın 

nörotoksinler olduğunu, C ve D tiplerinin nadiren insan toksisiteleri ile ilişkili olduğunu ve F 

tipinin minimal insan toksisitesine neden olduğunu belirtmek önemlidir39. Farklı botulinum 

toksin tiplerinin tanımlanması serolojik özelliklerine dayanmaktadır ve farklı C. botulinum 

suşlarından en az yedi farklı tip tanımlanmıştır39. 

 

Botulinum Toksin-A Yapısı 

Botulinum toksin-A, botulizme neden olan bir bakteri olan Clostridium botulinum 

tarafından üretilen bir nörotoksindir44. 50-kDa amino-terminal L zincirine ve 100-kDa 

karboksil-terminal H zincirine işlenen 150-kDa'lık tek bir polipeptittir44. H zinciri hücre 

yüzeyine bağlanmadan sorumluyken, L zinciri presinaptik sinir terminallerinden 

nörotransmitter salınımını inhibe ederek felce yol açan enzimatik bileşendir44. 

Botulinum toksin-A'nın yapısı kapsamlı bir şekilde incelenmiştir. Bileşen I ve bileşen II 

olmak üzere birbirine bağlı olmayan iki alt birimden oluşur45. Yaklaşık 100 kDa moleküler 

kütleye sahip olan bileşen II, ökaryotik hücre yüzeyine bağlanmadan sorumludur45. Moleküler 

kütlesi 365 kDa olan oligomerik bir yapı oluşturur ve hem hemaglutinasyon hem de hemolitik 

aktivitelere sahiptir45. Yaklaşık 72 kDa moleküler kütleye sahip proteolitik bir parça olan 

Bileşen I, tripsin muamelesi ile aktive edilir ve aktive edilmiş bileşen II'ye bağlanır45. 

Botulinum toksin-A'nın reseptör bağlayıcı alanının kristal yapısının tetanoz toksininin H 

C fragmanına yakın homolog olduğu bulunmuştur46. Tetanoz toksininin H C parçasının iki alanı 

vardır: amino-terminal jel sarmal alanı ve karboksil-terminal β-trefoil alanı46. Yapısal olarak 

birçok lektine benzeyen amino-terminal jel sarmal alanının gangliosidlerin bağlanmasında rol 

oynadığına inanılmaktadır46. Gangliosidler, hücrelerin yüzeyinde bulunan bir karbonhidrat 

türüdür ve botulinum toksin-A için reseptörlerden biri olduğu düşünülmektedir46. 

Botulinum toksin-A'nın katalitik bölgesi de incelenmiştir. Botulinum toksin-A'nın C2I 

olarak bilinen enzim bileşeninin, G-aktini arjinin 177'de ADP-ribozile ederek aktin hücre 

iskeletinin depolimerizasyonuna yol açtığı bulunmuştur47. C2I'nin ADP-ribozilasyon aktivitesi, 

korunmuş arjinin kalıntıları ve oldukça korunmuş bir serin-treonin-serin motifi dahil olmak 
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üzere işlevsel olarak önemli alanlara bağlıdır47. Bu alanlar diğer arjinin modifiye edici ADP-

riboziltransferazlarda da bulunur47. 

Botulinum toksin-A çeşitli tıbbi durumlar için terapötik olarak kullanılmıştır. Spastisite, 

servikal distoni ve yüz kırışıklıklarının tedavisinde kullanılmıştır48,49,50. Botulinum toksin-A'nın 

bu terapötik uygulamalardaki etki mekanizması, felce neden olan etki mekanizmasına 

benzerdir. Sinir terminallerinden nörotransmitter salınımını engelleyerek kas gevşemesine ve 

kas spazmlarında azalmaya yol açar48,49,50. 

 

Şekil 2. Botulinum toksin A yapısı72 

 

Botulinum Toksin-A Etki Mekanizması 

Botulinum toksini A, yaygın olarak bilinen adıyla Botox, oftalmolojide çeşitli tedavi 

amaçları için yaygın olarak kullanılan bir nörotoksindir51. Botulinum toksin A'nın 

oftalmolojideki etki mekanizması, diğer tıbbi uygulamalardaki mekanizmasına benzerdir. 

Nöromüsküler kavşaktaki sinir terminallerinden asetilkolin nörotransmitterinin salınımını 

inhibe ederek sinir uyarılarının iletimine müdahale eder51. 

Oftalmolojide, botulinum toksin A öncelikle şaşılık, blefarospazm ve hemifasiyal spazm 

dahil olmak üzere çeşitli göz rahatsızlıklarının tedavisinde kullanılır51. Botulinum toksin A, göz 

çevresindeki belirli kaslara enjekte edilerek, hedeflenen kasları geçici olarak zayıflatır ve 

gözlerdeki kaymanın ve/veya spazmların azalmasına yol açar51. 
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Botulinum toksini A'nın oftalmolojideki etkileri uzun süreli ancak geri dönüşümlüdür. 

Zamanla, daha önce inhibe edilenlerin yerine yeni sinir terminalleri oluşur ve normal kas 

fonksiyonunun geri dönmesine izin verir51. Bu tersine çevrilebilirlik botulinum toksin A 

tedavisinin önemli bir yönüdür, çünkü dozajın ayarlanmasında esneklik sağlar ve gerektiğinde 

potansiyel olarak yeniden tedaviye izin verir. 

Botulinum toksin A'nın oftalmolojide kullanımı iyi bir şekilde belirlenmiş ve güvenli ve 

etkili olduğu gösterilmiştir51. Belirli göz rahatsızlıklarının tedavisinde devrim yaratmış ve 

minimum yan etkiyle cerrahi olmayan bir seçenek sunmuştur51. Botulinum toksin A'nın 

insanlardaki LD50 (nüfusun %50'si için öldürücü doz) değeri nispeten yüksektir ve bu da büyük 

bir güvenlik aralığına işaret etmektedir51. 

Botulinum toksin A oftalmolojideki terapötik etkilerini nöromüsküler kavşakta asetilkolin 

salınımını inhibe ederek gösterir. Uzun süreli ancak geri dönüşümlü etkileri onu oftalmolojide 

değerli bir tedavi seçeneği haline getirmektedir. Botulinum toksin A'nın oftalmolojide 

kullanımı, çeşitli göz rahatsızlıklarının yönetimini önemli ölçüde iyileştirmiş ve hastalara 

güvenli, etkili ve cerrahi olmayan alternatifler sunmuştur. 
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Şekil 3. Botulinum toksini etki mekanizması73 

 

Botulinum Toksin-A’nın Oftalmolojide Kullanım Alanları 

Botulinum Toksin-A (BoNT-A) oftalmoloji alanında çeşitli uygulamalara sahiptir. BoNT-

A'nın kolinerjik motonöronlardan nörotransmitter salınımını inhibe ederek innerve edilen kasın 

gevşemesine veya tamamen paralize olmasına yol açabildiği kanıtlanmıştır52. Oftalmolojide 

BoNT-A, şaşılık, nistagmus, blefarospazm, hemifasiyal spazm, kapak retraksiyonu, spastik 

entropiyon ve periorbital estetik kullanım dahil olmak üzere çeşitli durumların tedavisinde 

kullanılmıştır53. BoNT-A'nın oftalmolojide kullanımı 1989 yılından beri FDA tarafından 

onaylanmıştır53. 

Şaşılık, BoNT-A'nın oftalmolojide yaygın olarak kullanıldığı durumlardan biridir. BoNT-

A'nın horizontal ve vertikal şaşılıkta sapma miktarını iyileştirebildiği bulunmuştur53. Bununla 
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birlikte, BoNT-A'nın şaşılık için bağımsız bir tedavi yöntemi olarak kullanılması daha fazla 

açıklama ve kanıt gerektirmektedir54. Bazı çalışmalar, şaşılık için BoNT-A tedavisine farklı 

yanıtlar göstermiştir54. Ayrıca, BoNT-A'nın akut altıncı sinir felcinde görsel semptomları 

azaltmadaki etkinliği ve binoküler görüşü olmayan horizontal şaşılığı olan kişilerdeki yanıtı 

hala belirsizliğini korumaktadır54. 

BoNT-A'nın oftalmolojide kullanımı risksiz değildir. Ptozis ve anterior üveit gibi oküler 

yan etkiler de dahil olmak üzere BoNT-A enjeksiyonları ile ilişkili yan etkiler bildirilmiştir55. 

Bununla birlikte, bu yan etkiler nispeten nadirdir ve uygun gözlem ve takip ile yönetilebilir55. 

Genel olarak, BoNT-A'nın oftalmolojide, özellikle şaşılık ve diğer ilgili durumların 

tedavisinde değerli bir terapötik seçenek olduğu kanıtlanmıştır. Bununla birlikte, farklı oftalmik 

koşullarda etkinliğini, optimal dozajını ve potansiyel yan etkilerini tam olarak anlamak için 

daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. BoNT-A kullanımı, her hastanın özellikleri dikkate 

alınarak vaka bazında dikkatlice değerlendirilmelidir. 
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GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu deneysel çalışmada; deneklere subkonjonktival botulinum toksin-A (Botox 100 

Allergan ünitesi OnabotulinumtoksinA, C7395C3) ve serum fizyolojik uygulaması, 

sakrifikasyon ve alınan korneal dokuların hazırlanması işlemleri Yeditepe Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Deneysel Araştırmalar Merkezi’ nde (YÜDETAM), doku örneklerinden kesitler 

hazırlanması, kesitlerin boyanması, histopatolojik değerlendirmeler ve fibroblastların 

skorlanması Acıbadem Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı’nda, protein 

izolasyonu işlemi Acıbadem Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya ve Moleküler 

Biyoloji-Genetik bölümünde gerçekleştirilmiştir. Çalışma, Helsinki Bildirgesi’nde deneysel 

araştırmalarda belirtilmiş olan esaslara uygun olarak yürütülmüştür. Yeditepe Üniversitesi-

HADYEK (Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu) 14.03.2022 karar tarihli, 2022-013 protokol 

ve 2022/03-7 karar nolu etik kurul onayı ile çalışma yürütülmüştür.  

 

 

Deney Hayvanları 
Çalışmanın örnek sayısı G*Power 3.1.9.2 isimli program ile hesaplanmıştır. Daha önce 

yapılmış (Botulinum Toxin Treatment of Extraocular Muscles in Rabbits Results in Increased 

Myofiber Remodeling) isimli çalışmaya, effects of botox on satellite cell activation 21 days 

(7,7,7) orbital kontrol ve botoks grupları arası farka dayanarak, elde edilen yüksek etki 

büyüklüğü 2.68, %99 güç ve %5 tip I hata payı ile çalışmanın örneklem sayısı toplamda 12 göz 

olarak hesaplanmıştır. Hayvanların sağ gözüne botoks uygulama, sol gözüne ise kontrol serum 

fizyolojik (SF) uygulaması yapılacağından toplamda 6 hayvan ile çalışmanın uygun olduğu 

belirlenmiştir. 

G-power analizine binaen çalışmada 6 adet, sağlıklı Yeni Zelanda Irkı (3000-4000 gr) 

albino dişi tavşan kullanılmıştır. Deney hayvanları, Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deneysel Araştırmalar Merkezi’nden temin edilerek, YÜDETAM’da denekler için özel 

üretilmiş olan tavşan kafeslerinde ayrı ayrı, günlük standart yem ve su ad libitum, sıcaklığı 

(21±2°C), nem oranı kontrollü odalarda ve 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık döngüsünde 

barındırıldı.  
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Uygulama Yöntemi ve Çalışma Gruplarının Oluşturulması 
Genel anestezi (Ketamin 40mg/kg, Ksilazin 5mg/kg) sonrası ilk olarak kornealar topikal 

% 0,5’lik proparakain hidroklorür (Alcaine; Alcon, Fort Worth, TX, ABD) uygulandıktan sonra 

floresein ile boyanarak (Resim 1) kobalt mavisi ışık altında el mikroskobu ile muayene edildi 

(Resim 2). Bu muayenede, tüm korneaların saydamlığı ve bütünlüğü doğal olarak not edildi 

(Resim 3). Sonrasında tavşanların sağ gözüne kornea limbusundan 3,5 mm mediale olacak 

şekilde subkonjonktival olarak BOTOX® flakon 100 Allergan ünitesi için seyreltme tablosu 

(Tablo 1) baz alınarak 5 ünite BOTOX® uygulaması yapıldı (Resim 4 ve 5) ve her tavşanın 

sol gözünde aynı lokasyona aynı miktarda serum fizyolojik uygulandı. Enjekte edilen 

materyalin subkonjonktival alanda olduğu teyit edildi (Resim 6). Botulinum toksini uygulanmış 

6 göz toksin grubu, serum fizyolojik uygulanmış diğer 6 göz ise kontrol grubu olarak 

adlandırıldı. İşlem sonrası her iki göze de siprofloksasin (SİPROGUT %0,3 göz damlası, Bilim 

İlaç, İstanbul, Türkiye) göz damlası damlatıldı. 

3. hafta bitiminde denekler sakrifiye edildikten sonra kornealar 360 derece peritomi ile 

alınarak %10’luk formaldehit içeren örnek kaplarında 2 saat içerisinde patoloji laboratuvarına 

ulaştırıldı. Histopatolojik inceleme yapılmak üzere süreç başlatıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 1. Floresein ile tavşan korneasının boyanması 
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Resim 2. Kobalt mavisi ışık altında korneanın el mikroskobu ile incelenmesi 

Resim 3. Kornea saydamlığını ve bütünlüğünü gösteren kesit 
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Resim 4. Subkonjonktival enjeksiyon uygulaması 

Resim 5. Subkonjonktival enjeksiyon uygulaması 
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Resim 6. Subkonjonktival enjeksiyon uygulamasının doğru alana yapıldığı teyit edildi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 1. BOTOX® flakon 100 Allergan ünitesi için seyreltme tablosu 
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Histopatoloji ve İmmunohistokimya 

Laboratuvara %10 tamponlanmış formaldehit solüsyonunda gönderilen altı çift tavşan 

korneası, her birinden altışar vertikal kesit alınarak, her kasete iki tanesi düşecek şekilde 

örneklendi. Materyaller bildirilen şekilde denek ve kontrol olarak, numaralı şekilde etiketlendi. 

Ardından histolojik takibe alındı. Prosesi tamamlanıp çıkan parafin bloklardan 4 µm kesitler 

alınarak, histomorfolojik olarak değerlendirildi. 

İleri inceleme işlemi olarak; “index sample” belirlenerek yine sinir doku ve hücre tespiti 

için, 3-4-5 µm kesitler alındı ve her bir preparata pozitif kontrol dokuları 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) 

antikorları ile immünohistokimyasal boyamalar ile validasyon çalışması yapıldı. Validasyon 

çalışmaları sonucunda S-100 antikoru ile uygun dilusyonlarda çalışılmasına karar verildi. 

Çalışmaya dâhil tüm dokulardan 4 µm kesitler alınarak S-100, Glial Fibriler Asidik Protein 

(GFAP), nöronal nüklei (NeuN) ile immünohistokimyasal değerlendirmeler yapıldı. 

Ayrıca, sinir doku ayırımı için, parafin bloklardan 5 µm kesitler alınarak her bir preparata 

pozitif kontrol dokuları da eklenerek Modifiye Gomori Trikrom ile boyandı, histokimyasal 

değerlendirme yapıldı. 

 

 

Protein İzolasyonu ve Western-Blot Analizi 

İmmunhistokimya boyama sonrası sinir hücresi olarak düşündüğümüz tutulumları, 

boyanmaları verifiye edebilmek için moleküler düzeyde inceleme yapıldı. Bunun için parafin 

bloklarımızdan 5 µm kesitler alarak protein izolasyonu ve western blot analizi için bazı 

uygulamalar yapıldı. Bunlar: 

• Bikinkoninik Asit (BCA Assay) Tahlili: Bir solüsyondaki çözünmüş formdaki 

bir proteinin konsantrasyonunu ölçmek için kullanılan analitik spektroskopik bir 

yöntemdir. 

• Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE): SDS-

PAGE bir poliakrilamid jel elektroforez varyantı olan ve biyokimyada karışımlardaki 

yüklü molekülleri elektrik alan varlığında moleküler kütlelerine göre ayıran analitik bir 

metottur. Sodyum dodesil sülfat molekülleri proteinlerin izolasyon ve tanımlanmasına 

yardım ederler. 
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Protein İzolasyonu Protokolü74 

1. FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, formal ile fikse edilmiş parafine gömülü 

doku) dokusunu mikrofüj tüpüne yerleştirilir. 1 mL ksilen çözücü ekleyin ve oda sıcaklığında 

1 dakika inkübe edilir. 

2. Çözelti çıkarılır, 1 mL ksilen çözücü eklenir ve (1)'deki gibi inkübe edilir. 

3. Çözelti çıkarılır, 1 mL mutlak etanol eklenir ve oda sıcaklığında 3 dakika inkübe edilir. 

4. Çözelti çıkarılır, 1 mL mutlak etanol eklenir ve (3)'teki gibi inkübe edilir. 

5. Çözelti çıkarılır, 1 mL %70 etanol eklenir ve oda sıcaklığında 3 dakika inkübe edilir. 

6. Çözelti çıkarılır, 1 mL %70 etanol eklenir ve (5)'teki gibi inkübe edilir. 

7. Çözelti çıkarılır, 1 mL %30 etanol eklenir ve oda sıcaklığında 3 dakika inkübe edilir. 

8. Çözelti çıkarılır, 1 mL %30 etanol eklenir ve (7)'deki gibi inkübe edilir. 

9. Çözelti çıkarılır, 1 mL su ekleyin ve oda sıcaklığında 3 dakika inkübe edilir. 

10. Çözelti çıkarılır, 1 mL su eklenir ve (9)'daki gibi inkübe edilir. 

11. Çözelti çıkarılır, 10 mM sitrat tamponu + %2 SDS + 1X proteaz inhibitörü içeren 1 

ml lizis tamponu eklenir. 

12. Örnek dokular, 98°C'de 30 dakika boyunca çalkalanır (600 rpm) ve inkübe edilir. 

13. Tüpler ısıtma bloğundan çıkarılır ve 4°C'de 10 dakika soğumaya bırakılır. 

14. Örnek doku sonikatör ile 2 dakika boyunca homojenize edilir. 

15. Tüpler 14.000 x g'de 10 dakika santrifüjlenir. 

16. BCA tahlili ile protein konsantrasyonu tayini yapılır. 

 

 

Bikinkoninik Asit (BCA) Yöntemi74 

Reaktif maddesi bikinkoninik asittir (BCA). İki reakssiyondan oluşur: ilk reaksiyon biüret 

reaksiyonudur. Cu+2 iyonları peptid azotlarına bağlanır ve Cu+1 iyonunu indirgenirler.  İkinci 

reaksiyonda ise bu indirgenmiş Cu+1 iyonları BCA ile renkli bir kompleks oluştururlar ve bu 

rengin şiddeti protein yoğunluğu ile orantılıdır.  Oluşan bu renk kompleksi 562 nm dalga 

boyunda ölçüm alınarak saptanır.  

1. Mikrolitrede 0,2 ila 50 mikrogram protein içeren numuneler hazırlanır. 

2. Her 20 mikrolitre örneğe 1 ml standart çalışma solüsyonu eklenir ve karıştırılır. 60 

derecede 30 dakika inkübe edilir. 

3. Örnekler soğutulur ve 562 nm'de okunur. 

 



22 
 

SDS-PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi Yöntemi74  

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

2.Yürütme ve toplama jelleri hazırlanır. (Tetrametiletilendiamin (TEMED) ve Amonyum 

pesülfat (APS) ilave edilmez) 

3. % 10 APS taze olarak hazırlanır. 

4. Koşturma jeli APS ve TEMED ilave edildikten sonra hafifçe karıştırılıp uygun şekilde 

yerleştirilmiş camların arasına dökülür ve üzeri % 20 izopropanol ile kapatılır. 

5. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol dökülür. 

6. Distile su ile yıkanır ve koşturma jeline temas edilmeden camların yüzeyi ve jelin 

üzerinde kalan su Whatman kağıdı ile temizlenir. 

7. Toplama jeline APS ve TEMED ilave edilir ve koşturma jelinin üzerine dökülür. 

8. Üzerine çalışmamız için uygun tarak yerleştirilir. 

 

 

Western Blot Yöntemi74 

Membrana aktarımla protein saptanması, Western emdirimi (“Blotting”); dokudaki 

spesifik bir proteini analiz etmek için kullandığımız bir moleküler biyoloji tekniğidir. Bu 

yöntem ile dokuda bulunan bir proteinin varlığı ve farklı gruplar arasındaki 

konsantrasyonlarının karşılaştırılması vb. incelenebilir.  

1. Öncelikle kullanılacak numunenin proteinini uygun bir yöntemle saflaştırılır. 

2. Kullanılan numunedeki protein miktarını belirleyerek (örn. BCA testi kullanarak) 

protein konsantrasyonu ölçülür. 

3. Numuneler, eşit miktarda protein içeren SDS poliakrilamid jellerine yüklenir, yürütme 

işlemine başlanır. 

4. PVDF membranını jel boyutunda kesin ve 10 dakika bekletin. %100 metanol ile 

çalkayacıda çalıştırılır. 

5. Membran ve yürümesi tamamlandıktan sonra jel, 1X Towbin transfer tamponu 

kullanılarak 15 dakika çalkalayıcıda çalıştırılır. 

6. Membran ve jel sandviç yöntemiyle western blot transfer aparatına (Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell, 170-3930, 170-3935, Bio-Rad) yerleştirilir. Bu işlem için sünger 

1X Towbin transfer tamponuyla ıslatılır. Üzerine bir adet kalın transfer kağıdı transfer 

tamponuyla ıslatılıp koyulur. Onun üzerine jel koyulur. Jelin üzerine membrane düzgün bir 

şekilde yerleştirilir ve yine sırasıyla transfer tamponuyla ıslatılımış kağıt ve sünger koyulur. 
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Hava kabarcığı kalmaması için silindirik bir malzemeyle üstünden bastırılır. Daha sonra 

sıkıştırma aparatına jel tarafı siyah tarafa gelecek şekilde koyulur ve sıkıştırılır. Transfer 

aparatına yine siyah taraf siyah tarafa gelecek şekilde yerleştirilir. 

7. 1X Towbin transfer tamponuyla 100 V’de 1 saat transfer işlemi gerçekleştirilir. 

Transfer buz üstünde yapılır, ayrıca tankın içine de buz aküsü koyulur. 

8. Proteinlerin transfer olduğu membran %5 BSA’lı (w/v) TBST içinde (bloklama 

tamponu) 1,5 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda bloklanır. 

9. Bloklama tamponu dökülür ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yıkanır (Her 

seferinde bir önceki dökülür). 

10. Bloklama tamponunun içinde ilgilenilen proteine özgün “primary antibody” (birincil 

antikor) uygun oranda seyreltilerek 12-16 saat çalkalayıcıda +4°C’de çalkalanır. 

11. Bloklama tamponunda seyreltmesi yapılan birincil antikor solüsyonu atılmaz, tekrar 

kullanım için ayrı bir tüpe alınarak +4°C’de saklanır. 

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

13. Membran, bloklama tamponu içinde uygun oranda seyreltilerek hazırlanmış 

“secondary antibody” (ikincil antikor) ile oda sıcaklığında çalkalayıcıda 1 saat muamele 

edilir. 

14. Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile çalkalayıcıda muamele edilir (Her seferinde 

bir önceki dökülür). 

15. Kitin içindeki SuperSignal West Femto Luminol/Enhancer Solution ve SuperSignal 

West Femto Stable Peroxide Solution reaktiflerinin 1:1 oranında karıştırılmasıyla “çalışma 

çözeltisi elde edilir. Elde edilen “çalışma çözeltisi” içinde membran 5 dk oda sıcaklığında 

çalkalayıcıda muamele edilir ve görüntülenir. Çalışma çözeltisi ışığa duyarlı olduğundan bu 

işlem karanlıkta gerçekleştirilmelidir. 

 

 

İstatistiksel Analizler 

İkili karşılaştırmalarda Mann-Whitney U testi kullanıldı. Grupların hem ortalama, hem 

median değerlerini analiz edildi. Hesaplanan P değeri <0.05 olduğunda, sonuçlar istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 

Çalışmada subkonjonktival olarak uygulanan botulinum toksin-A’nın kornea sinir 

pleksusu ve stromal hücrelerinden fibroblastlara etkileri histopatoloji, immünhistokimya ve 

moleküler biyoloji düzeyinde incelendi.  

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

(MGT) (Resim 8) boyası kullanılarak temel katmanların görülmesi sağlandı.  

İmmünhistokimya incelemelerinde S-100, GFAP, NeuN gibi çeşitli antikorlar kullanıldı. 

Rutin immünohistokimyasal incelememizde kullanılan anti-rabbit antikorlardan ötürü yoğun 

zemin boyanması görülmüştür (Resim 9). İmmünohistokimyasal incelemedeki çapraz 

reaksiyon kaynaklı zemin boyanmasının önüne geçmek için “antigen retrieval” (Resim 10) 

uygulandı; stromada boyanan bazı noktaların (kırmızı okla işaretli, resim) sinir pleksusu 

komponenti olabileceği düşünüldü. MGT (Modifiye Gomori Trikrom) (Resim 11) ile, S-100 

boyası ile sinir hücresi tutulumu olduğundan şüphelenilen stromal elemanların verifikasyonu 

için uygulama yapıldı. Bu şüpheli elemanlara karşılık gelen net bir boyanma görülmedi ve 

tutulum gösteren elemanların dentritik hücre de olabileceği yorumu getirildi. Bununla birlikte 

tutulum gösteren yapılar toksin ve kontrol grubunda yoğunluk (dansite) bakımından kıyaslandı. 

Deney preparatlarımızdaki boyanma-tutulum, sinir kontrol dokusunun kesitiyle (Resim 12) 

karşılaştırıldığında benzer tondaki boyanmalar baz alındı (Resim 13). Bu karşılaştırmada dijital 

patoloji kullanıldı; fibroblastlar ayrı sinir dokusu tutulumları (sinir kontrol kesiti ile benzer 

tondaki tutulumlar) ayrı olarak yapay zekaya tanıtıldı ve bu tutulumların yoğunluk (dansite) 

ölçümü yapıldı. Bu sinir yoğunluk ölçümü, sinir hücre skoru olarak ifade edildi. 10 mm2’lik 

alan içerisinde toksin (denek) ve kontrol grubunda her iki hücre özelinde skorlama yapıldı 

(Tablo 2). Toksin (denek) ve kontrol grubundaki sinir hücre skoru istatistiki olarak anlamlı 

bulundu (p=0.016), ancak fibroblast skorunda anlamlı bir fark bulunmadı (p=0.63). Kontrol 

grubunun sinir hücreleri için ortalama (mean), medyan değerleri sırasıyla 8923.0, 7477.0; 

toksin (denek) grubu için 4112.7, 3786.5; kontrol grubunun fibroblaslar için ortalama (mean), 

medyan değerleri sırasıyla 5725.0, 5830.0; toksin (denek) grubu için 5381.7, 5045.0 olarak 

hesaplandı. Histogram oluşturuldu (Grafik 1). 

Sinir kontrol dokusu kesitindeki sinir spesifik tutulumlar baz alınarak yapılan yoğunluk 

(dansite) skorlamasında istatistiki olarak hipotezimizi destekleyen anlamlı sonuç elde edildi. 

Ayrıca bu yoğunluk ölçümünün moleküler düzeyde ileri incelemeyle değerlendirilmesi 

planlandı. Sinir spesifik protein seçilerek; protein izolasyonu, poliakrilamid jel elektroforez 
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(SDS-PAGE), BCA tahlili ve western-blot yöntemleri uygulandı. Ancak her iki grupta da 

protein konsantrasyonları beklenen düzeyin altında tespit edildi (Tablo 3. BCA tahlili 

standardize edilmiş konsantrasyonları. Tablo 4. deney BCA tahlili konsantrasyonları). Bu 

nedenle protein bantları ileri çalışmalar olan jel elektroforez (Resim 14) ve western-blot’ta 

(Resim 15) optimum düzeyde saptanamadı. 
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Resim 7. Tavşan kornea kesitinden bir örnek (Hematoksilen & Eozin boyası) 

 

 

 

 

Resim 8. Tavşan kornea kesitinden bir örnek (MGT boyası) 
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Resim 9. Korneada sinir görüntülemek amacıyla uygulanan S-100 boyası  

 

 

Resim 10. S-100 boyası, antijen geri kazanım (Kırmızı oklar, sinir hücresi elemanı olma 

ihtimali içeren boyanmaları göstermekte) 
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Resim 11. MGT (Modifiye Gomori Trikrom) boyası  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 12. Sinir kontrol doku kesiti, MGT boyası 

Resim 13. Deney doku kesiti, MGT ile benzer tutulumlar işaretli (kırmızı oklar) 
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Tablo 2. Fibroblast ve Sinir Hücre Skorları 

 

 

 

 

Grafik 1. Histogram grafiği 

 

 

 

Alan (mm2) Fibroblast Skoru Sinir Hücre Skoru
Kontrol1 10 6100 8508

Denek1 10 4280 3000

Kontrol2 10 6570 6446

Denek2 10 6660 3064

Kontrol3 10 2660 5132

Denek3 10 4900 4293

Kontrol4 10 4950 16243

Denek4 10 5190 3443

Kontrol5 10 5560 10776

Denek5 10 4590 6746

Kontrol6 10 8510 6433

Denek6 10 6670 4130

5

6

1

2

3

4
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Tablo 3. BCA tahlili standardize edilmiş konsantrasyonları (OD: Optical density, optik 

yoğunluk)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4. Deneyimizin BCA tahlili konsantrasyonları 

Konsantrasyon (ug/ml) OD's 1 OD'S 2 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

Boş 0.086 0.081 0.084

Standart - 10 mM Citrate Buffer + 2% SDS

Örnekler OD's 1 OD'S 2 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
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Resim 14. SDS-PAGE görüntüsü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 15. Western-Blot Görüntüsü 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Kornea sinir pleksuslarının sinir lifi yoğunluğu, sinir lifi uzunluğu ve sinir lifi 

dallanmaları açısından incelenmesi sistemik hastalıklar ile ilişkileri bakımından gelecekte daha 

fazla önem arz edeceği düşünülmektedir. Örneğin, korneal sinir morfolojisinin 

değerlendirilmesi, diyabetik periferik nöropatinin (DPN) tespiti için yeni bir oftalmik belirteç 

olarak umut vaat ettiğini göstermiştir56. Kornea sinir lifi uzunluğu, kornea sinir dalı yoğunluğu 

ve kornea sinir lifi kıvrımlılığı gibi kornea sinir parametrelerinin DPN ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur56. Özellikle kornea sinir lifi uzunluğu, nöropatinin diğer tanısal testleri ve nöropati 

için belirlenmiş risk faktörleri ile en güçlü ilişkileri göstermiştir56. Bu nedenle topikal ve 

subkonjonktival enjeksiyon uygulamalarının kornea sinir ağına etkilerini incelemenin önemi 

artacaktır. 

Korneal sinir pleksusu migren bağlamında da incelenmiştir. Kronik migren hastalarında 

korneal sinir lifi yoğunluğunun azaldığı bulunmuştur57. Bu durum, korneal sinir anormallikleri 

ile migren bozuklukları arasında potansiyel bir ilişki olduğunu düşündürmektedir. 

Botulinum toksin tip A (BoNT-A), oftalmoloji de dahil olmak üzere çeşitli tıbbi alanlarda 

yaygın olarak kullanılan bir nörotoksindir. Nöromüsküler kavşakta asetilkolin salınımını inhibe 

ederek kas felcine yol açma yeteneği ile bilinir. Bununla birlikte, son çalışmalar BoNT-A'nın 

sinir sistemi ve diğer hücre tipleriyle etkileşimler de dahil olmak üzere nöromüsküler etkilerinin 

ötesinde etkilere sahip olabileceğini öne sürmüştür58.  

BoNT-A'nın yüz mimik kasları üzerinde etkileri olduğu bilinmektedir ve corrugator, 

orbicularis oculi ve frontalis kaslarında kas hareketini kısıtlamak için kullanılmıştır58. BoNT-A 

enjeksiyonunun yüz mimik kaslarında kullanım için güvenli ve etkili olduğunu bildirmiştir58. 

Speeg-Schatz ve arkadaşları (2017) ve Pellegrini ve arkadaşları (2019), BoNT-A'nın kuru 

göz semptomları da dahil olmak üzere çeşitli göz rahatsızlıklarının tedavisinde kullanımını 

tartışmaktadır. BoNT-A'nın korneal nosiseptörleri inhibe edebileceğinden59 ve kuru göz 

semptomlarını azaltabileceğinden bahsetmektedirler60. Seriler halinde uygulanan BoNT-A 

enjeksiyonları ile uzun süreli tedavi edilen hemifasiyal spazmlı hastalarda, tedavi edilen gözde 

kontralateral göze kıyasla gözyaşı filmi üretimi ve stabilitesinin yanı sıra kornea hassasiyetinde 

azalma görülmüştür60. 

BoNT-A'nın subkonjonktival uygulaması, inaktif Graves orbitopatisi olan hastalarda göz 

kapağı retraksiyonu da (üst kapak altından subkonjonktival yolla levator kasa uygulama) dahil 
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olmak üzere çeşitli oftalmik durumlarda kullanılmıştır61. Subkonjonktival BoNT-A 

enjeksiyonlarını takip eden komplikasyonlar nadirdir, subkonjonktival kanama veya skleral 

perforasyon gibi geri dönüşümlü lokal riskler vardır59. Subkonjonktival BoNT-A 

enjeksiyonlarının infantil esotropi tedavisi için kullanımı da bildirilmiştir59. Özellikle 

esotropyalarda subkonjonktival alandan rektus kaslarına yapılan BoNT-A korneaya daha yakın 

şekilde yapılmaktadır. Bununla birlikte, subkonjonktival BoNT-A enjeksiyonlarının 

etkinliğinin spesifik duruma ve hastalığın evresine bağlı olarak değişebileceğini belirtmek 

önemlidir59. 

Botulinum toksini A, klinik çalışmalarda potansiyel antiaritmik özellikleri açısından da 

araştırılmıştır62. Kalp hücrelerinde hızlı sodyum akımlarını ve L tipi kalsiyum akımlarını inhibe 

ettiği ve iletim hızında doza bağlı bir azalmaya yol açtığı gösterilmiştir62. BoNT-A'nın kalp 

hücreleri üzerindeki inhibitör etkisi geri dönüşümlüdür ve BoNT-A içermeyen bir ortamda 12 

günlük hücre kültüründen sonra kaybolur62. Ayrıca, BoNT-A'nın servikal vagus sinir 

stimülasyonunun neden olduğu atriyal fibrilasyon gelişimini engellediği gösterilmiştir62. 

James ve arkadaşları (2003) tarafından yapılan bir çalışmada, botulinum toksininin 

pilorik ve antral düz kas üzerindeki inhibitör etkileri incelenmiştir. Çalışmada, yüksek 

konsantrasyonlarda botulinum toksin-A'nın düz kas kontraktilitesini doğrudan inhibe ettiği ve 

asetilkoline (ACh) karşı kontraktil yanıtın azalmasına yol açtığı bulunmuştur63. Ek olarak, 

düşük konsantrasyonda, botulinum toksin-A, ACh ile indüklenen kasılmaları etkilemeden 

elektrik alan stimülasyonu (EFS) ile indüklenen kasılma yanıtlarını azaltmıştır, bu da kolinerjik 

sinirlerden ACh salınımının inhibe edildiğini düşündürmektedir. ACh salınımının bu şekilde 

engellenmesinin, botulinum toksin-A'nın kas aktivitesini etkileme mekanizmalarından biri 

olduğu düşünülmektedir64. 

Cruzat ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış olduğu bir çalışmada korneada bağışıklık 

ve sinir sistemleri arasında potansiyel bir etkileşim olduğunu gösterilmiştir65. Enfeksiyöz 

keratiti olan hastalarda, merkezi epitelyal dendritik hücrelerin (DC'ler) yoğunluğu ve 

morfolojik değişiklikleri artmıştır ve DC sayılarındaki artış ile subbazal korneal sinirlerin 

azalması arasında anlamlı bir korelasyon vardır65. Bu durum, korneadaki enflamasyonun 

kornea sinirlerinin yoğunluğunu ve morfolojisini etkileyebileceğini düşündürmektedir. 

Botulinum toksin-A'nın fibroblastlar üzerindeki spesifik etkileri kapsamlı olarak 

incelenmemiş olsa da, botulinum toksin-A'nın diğer hücre tipleri ve dokular üzerindeki etkileri 
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yoluyla fibroblast fonksiyonunu dolaylı olarak etkilemesi mümkündür. Örneğin, botulinum 

toksin-A'nın merkezi sinir sistemini ve bazal gangliyon devrelerini etkilediği gösterilmiştir50. 

Fibroblastlar deri ve bağ dokuları dahil olmak üzere vücuttaki çeşitli dokularda bulunduğundan, 

botulinum toksin-A'nın fibroblast aktivitesini çevreleyen doku ortamı üzerindeki etkileri 

yoluyla dolaylı olarak etkileyebileceği düşünülebilir. 

Park ve arkadaşları (2019) BoNT-A'nın fibroblastlar üzerindeki etkilerini farklı 

bağlamlarda tartışmaktadır. Park ve arkadaşları (2019), BoNT-A tedavisinin skar 

fibroblastlarının çoğalmasını ve göçünü azaltabileceğini ve pro-fibrotik faktörlerin 

ekspresyonunu inhibe edebileceğini göstermektedir. Bu, BoNT-A'nın fibroblast davranışı 

üzerinde modülatör bir etkiye sahip olabileceğini düşündürmektedir66. Ayrıca, transforme edici 

büyüme faktörü β1 ve interlökin-6 gibi pro-fibrotik faktörlerin ekspresyon seviyeleri botulinum 

toksin tip A ile inhibe olduğu görülmüştür. Bununla birlikte botulinum toksin tip A'nın skar 

fibroblastları üzerindeki baskılayıcı etkilerinin JNK sinyal yolunun aktivasyonu ile ilişkili 

olduğunu gösterilmiştir66. BoNT-A ile indüklenen ptozis sonrası korneal ülserlerin iyileşme 

hızlarında artış görülmesi ptozisin gözü kapatıcı etkisiyle açıklanmakla beraber67; bu süreçte 

fibroblast aktivetisinin de artma potansiyeli olması ileri çalışmalarda incelenebilir. Botulinum 

toksini tip A'nın keloid fibroblastlarında apoptozu indükleyerek hipertrofik skar oluşumunu 

azaltabileceğini öne sürülmüştür68. 

Herhangi bir subkonjonktival enjeksiyon uygulamasının kornea üzerine etki etme 

potansiyeli düşünüldüğünde Dong ve arkadaşlarının 2017 yılında yapmış oldukları çalışma 

konuya ışık tutmaktadır. Çalışmada subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonunun normal 

farelerde belirgin korneal sinir dejenerasyonuna, korneal duyarlılığın azalmasına ve korneal 

epitelyal yara iyileşmesi ve sinir rejenerasyonunun gecikmesine neden olduğu, bu durumun 

bevacizumab enjeksiyonunun konsantrasyonu ve süresi arttıkça daha belirgin hale geldiği 

görülmüştür69. 

Bu çalışmada karşımıza çıkan sorunlardan biri olarak immünohistokimyada (IHC) aşırı 

arka plan boyanması, sonuçların kalitesini ve yorumlanmasını etkileyen yaygın bir sorun 

olabilir. Bu sorunun nedenlerini anlamak ve arka plan boyanmasını en aza indirmek için 

potansiyel çözümleri araştırmak önemlidir. Çeşitli çalışmalar, IHC'de aşırı arka plan 

boyanmasının nedenleri hakkında fikir vermektedir70. 
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Ramos-Vara’nın 2005 yılında yapmış olduğu çalışmaya göre, IHC'de spesifik olmayan 

bağlanma ve aşırı arka plan boyanmasının nedeni tam olarak anlaşılamamıştır. Elektron 

alıcısı/elektron vericisi etkileşimleri gibi elektrostatik ve polar kuvvetlerin bir 

kombinasyonunun bu soruna dahil olabileceği varsayılmıştır. Ek olarak, nonspesifik boyama 

iyonik ve hidrofobik etkileşimlerin bir kombinasyonundan kaynaklanabilir ve bir etkileşim 

türüne yönelik çözümler diğerini kötüleştirebilir. Fiksatif çözeltinin iyonik gücünün artırılması, 

belirli antijenlerin tespitini iyileştirmek için potansiyel bir çözüm olarak önerilmiştir70. 

Fiksasyon, IHC'de önemli bir adımdır ve fiksatif seçimi arka plan boyamasını 

etkileyebilir. Formaldehit IHC'de yaygın olarak fiksatif olarak kullanılır, ancak antijen tespiti 

üzerinde zararlı etkileri olabilir. Bu etkilere karşı koymak için, doku kesitlerinde antijenleri 

tespit etme yeteneğini geliştirmek üzere antijen geri kazanım (AR) teknikleri geliştirilmiştir70. 

AR, doku kesitlerinin formaldehit fiksasyonunun neden olduğu çapraz bağlanmayı tersine 

çeviren ve böylece antijen erişilebilirliğini artıran koşullara tabi tutulmasını içerir. Bu, arka plan 

boyanmasını azaltmaya ve tespit sistemlerinin hassasiyetini artırmaya yardımcı olabilir70. Bazı 

durumlarda, IHC'de arka plan boyanması, antikorların dokuda bulunan immünoglobulinlere 

(Igs) spesifik olmayan şekilde bağlanmasından kaynaklanabilir. Bu durum özellikle 

monoklonal antikorlar kullanıldığında sorun yaratabilir70.  

Çalışmamız, subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin-A’nın kornea sinir 

pleksusları ve kornea fibroblast hücreleri üzerine etkilerini bir hayvan deneyi modeli üzerinde 

histopatolojik ve moleküler düzeyde inceleyen literatürde görebildiğimiz ilk çalışmadır.  

Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin A’nın, sinir kontrol dokusu kesitinden 

baz alınarak yapılan sinir dokusu benzer tutulumların yoğunluk (dansite) ölçümünde; toksin 

grubunun kontrol grubuna göre sinir hücre skorunun daha düşük olduğu istatistiki olarak 

anlamlı saptandı (sinir hücresi skoru p değeri 0.016, p<0.05). Ayrıca, sinir yoğunluğu ölçümünü 

gruplar arasında moleküler düzeyde değerlendirmek için sinir spesifik protein izolasyonu, jel 

elektroforezi ve western-blot analizleri yapıldı. Yapılan ileri incelemelerde optimum düzeyde 

sonuç elde edilemedi. Bu durumun tavşan korneasının çalışılması zor bir doku olması ve doku 

örnek miktarlarının standart protokollere göre ortalama düzeyin altında kalması nedeniyle 

oluştuğu düşünüldü.  
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Subkonjonktival yolla uygulanan botulinum toksin A’nın kornea fibroblast sayılarına 

istatistiki olarak anlamlı bir etkisi olmadığı saptandı. Kontrol ve toksin grubu fibroblast skorları 

karşılaştırıldığında p değeri 0.631 hesaplandı (p<0.05 anlamlı).  

Bizim çalışmamız tavşan hayvan modeli ve kornea dokusu özelinde değerlendirildiğinde, 

hem hayvan deneyi olmasının getirdiği laboratuvar uygulama zorlukları hem de kornea sinir 

pleksuslarının teknik açıdan çalışılmasının zor olması ve immünhistokimya incelemede 

korneanın diğer dokular kadar çalışılmamış olması birtakım kısıtlılıklar oluşturdu. Hayvan 

deneylerinin preparat incelemelerinde görülebilen arka plan boyanmaları çalışmalar için 

aşılması güç engeller oluşturabilmektedir. Sinir hücreleri tespiti için immünhistokimya ve 

moleküler düzeyde yapmış olduğumuz uygulamaların teknik ve diğer nedenlerle optimum 

seviyede sonuç vermemesi çalışmamızın limitasyonu olarak not edildi.  

Sonuç olarak, tavşan deney modelinde subkonjonktival botulinum toksin-A 

uygulamasının kornea sinir pleksuslarında histopatolojik değişikliklere yol açabileceği 

yönünde bulgular saptanmıştır ancak skar dokusunda fibroblast aktivitesini ve sayısını 

azalttığını gösteren çalışmalara rağmen kornea fibroblastlarına istatistiki olarak anlamlı bir 

etkisi görülmemiştir. Botulinum toksin-A’nın oftalmolojide özellikle perioküler alanda oldukça 

geniş bir uygulama alanı vardır. Çalışmamız, subkonjonktival botulinum toksin-A 

uygulamasının, kornea sinir ve fibroblast hücrelerine etkilerinin hayvan deney modeli 

oluşturularak araştırılması bakımından ilk olma özelliğine sahiptir. Bu olası histopatolojik 

değişikliklerin işlevsel sonuçlarını ve oftalmolojideki potansiyel klinik önemini açıklığa 

kavuşturmak için ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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