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1. GIRIS VE AMAC

Otolog kanin santrifiij edilmesi ile elde edilen ‘Trombositten Zengin Plazma’ (TZP)
on yillardir bagta Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi, Dig Hekimligi ve Ortopedi olmak
iizere bir ¢ok boliimiin iizerinde yogunlastigi ve deneysel ve klinik ¢alismalarla etkilerini
arastirdigr  bir kan driinidir.® TZP’nin  kronik yara, kemik ve eklem kikirdag:
tyilesmesindeki etkileri, yiiz gen¢lestirmedeki yeri, yag ve kemik greftlerinin kaliciligindaki
rolii ve periodontal doku rejenerasyonundaki etkileri aragtirilmaya devam etmektedir. Yiiksek
konsantrasyondaki otolog trombositlerin aktive olarak alfa graniilii i¢inde bulunan biiyiime
faktorleri (TGF-B, bFGF, PDGF vb.) ile progenitor hiicreleri diferansiyasyona siiriikledigi,
hiicre proliferasyonunu, anjiogenezi, epitelizasyonu ve graniilasyon dokusu olusumunu

arttirdigl  ortaya konulmustur.”°

TZP’nin fibroblast proliferasyonu ve kollajen artis
saglayarak foto-yaslanmayla olusan yiiz kirisikliklarin ve akne skarlarinin belirginligini
azalttig gosterilmistir.''"” Trombositlerin alfa graniiliiniin biiyiime faktorlerinden baska
pihtilasma faktorleri, glikoproteinler, proteoglikanlar, a-2 makroglobulin ve albumin gibi bir
cok komponenti vardir. Son yillarda TZP hazirlanmasinda kullanilan yeni teknikler ile TZP
uygulamasi kolay, yan etki ve allerjik reaksiyon riski diigsiik, minimal invazif bir yontem
olarak yiiz genclestirme amaciyla intrakutanéz uygulama (mezoterapi) yoluyla kullanilmaya

basglanmustir.

Botulinum Toksin Tip-A (BTxA) Clostridium Botulinum’dan elde edilen,
noromuskuler bileskede asetilkolin salimini inhibe ederek paralitik etkisini gosteren kuvvetli
bir norotoksindir. Enjekte edilebilecek ila¢ formuna getirilmis olarak Plastik Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Cerrahi, Goz Hastaliklar1, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon boliimlerince sikga
kullanilmaktadir. Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi’de mimik kaslarinin aktivitesine
bagli olusan yiiz kinsikliklarinin tedavisinin yaninda, hiperhidrozis, tortikollis, kas
denervasyonu ve flep cerrahisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Bir yiiz genglestirme islemi
olarak BTxA uygulamasi maliyeti diisiik, etkinligi yiiksek, giivenli bir yontem olarak ¢ok sik

uygulanmaktadir.

BTxA agir ve hafif zinciri olan, 150kD biiyilikliiglinde, metalloproteaz (¢inko
endopeptidaz) aktivitesi olan polipeptid bir yapidadir. Motor-son-plakta kolinerjik sinir
uclarina endositoz yoluyla almir. Sinir uyarimi sonrasi asetilkolinin sinir terminaline

ekzositozunda gorev alan SNARE (Soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor attachment



protein receptors) proteinlerine baglanarak bu proteinlerde kirilma olusturur. Sonug olarak kas

fibrillerinde aksiyon potansiyeli olusamaz.'®

BTxA toksininin inhibisyonu i¢in toksinin sinir terminaline endositoz yoluyla alimi
noktasinda, SNARE proteinleri Tlizerindeki proteolitik etkisini inhibe ederek, sinir
terminalinde aksiyon potansiyelini uzatarak etki eden maddeler tanimlanmustir.'”* Bu
maddelerin bazilarmin kendisinin toksik olmas1 bazilarinin ise yiiksek konsantrasyonda etkili

olmalar1 nedeniyle klinik kullanimlar1 nadirdir.

TZP mezoterapisi ve BTXA intramuskuler enjeksiyonu yiizde aynm1 bolgelere (frontal
bolge, periorbital bolge, nazolabial bolge vb.) uygulanabilmektedir. Klinik deneyimlerde bu
uygulamalar birlikte yapildiginda BTxA’nin kas aktivitesine olan etkisinin daha az oldugu,
hatta BTxA’nin etkisinin ortaya ¢ikmadigi gozlemlenmistir. Literatiir taramasinda TZP ile
BTxA arasinda boyle bir etkilesimi gosterebilen ve agiklayabilen bir calismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amact TZP mezoterapisinin, BTxA ile aym1 anda
uygulandiginda BTxA tarafindan olusturulan ¢izgili kas paralizisi {izerine olan etkilerini
aragtirmaktir. Bu c¢alisma yliz genglestirme amaciyla ¢ok sik kullanilan iki {iriiniin birbiri ile
etkilesimini -varsa- ortaya koymasinin yaninda, botulinum toksin etkisini azaltabilecek veya
inhibe edebilecek otolog bir kan {irliniiniin varligin1 da sorgulayacagindan ayrica 6nem

tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 TROMBOSIT VE TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

Trombositler kemik iliginde megakaryositler tarafindan iiretilirler. Cekirdeksiz ancak
mitokondri ve mRNA igeren, 2-4um c¢apinda disk seklinde pargaciklardir. Periferik dolasima
gectiginde ortalama 8-10 giin yasarlar. Bu bakimdan kanda yasam dongiisii en hizli olan
hiicresel elemandir. Periferik yaymada kiimeler halinde gozlenirler. Periferik yaymada gruplar
halinde izlenen trombositlere daha yakindan bakildiginda acik mavi boyanan periferal
“hyalomer” ve mor renkli graniiller ve mitokondrilerden olusan santral “grantilomer” alanlar1
goriiliir. Hiicre zarinda parmak gibi stoplazmaya dogru girinti yapan ve ylizeye agilan “acik
kanalikiiler sistem” ve hyalomer bdlgesinde trombosit aktivasyonu icin gerekli kalsiyumu
depolayan “yogun tiibiiler sistem” olarak adlandirilan iki fonksiyonel sistem vardir®!
(Sekil 1). Yiizey reseptorleri trombin, kollajen vb. tarafindan uyarildiginda aktiflesen
trombositler sekil degistirerek psddopodlar iceren globiiler bir sekil alir ve

sitoplazmalarindaki graniilleri agik kanalikiiler sistem ile disar1 bosaltirlar.** %

Sekil 1: Trombosit yapist (x19.000). DB (Dense Body): Yogun Cisim, G: o-graniil,
Gly: Glikojen, MT: Mikrotiibiil, DTS (Dense Tubuler System): Yogun Tiibiiler Sistem, OCS
(Surface Connected Open Canalicular System): Acik Kanalikiiler Sistem (White JG, Rao GH.
Microtubule coils versus the surface membrane cytoskeleton in maintenance and restoration

of platelet discoid shape. Am J Pathol. 1998;152(2):597-609).



Graniiller yogunluk ve igeriklerine gore delta, alfa ve lambda olarak 3 ¢esittir (Tablo

1.
Alfa Graniil Delta Graniil Lambda Graniil
(Yogun Cisim) (Lizozomlar)

1) Hemostaz Faktorleri 1) Niikleotidler 1) Asit Proteazlar
Fibrinojen, Faktor V, VII, XI, ATP, ADP, GTP, Katepsin D ve E,
XIII, Protein S, Plazminojen GDP Karboksipepdidazlar,
vb. Kollajenaz, Asit
. Fosfataz, Arisiilfataz

2) Hiicresel Mitojenler 2) Aminler 2) Glikohidrolazlar
PDGF, TGF-B, EGF, VEGF, Serotonin, Histamin Heparinaz
FGF-II vb.

3) Glikoproteinler 3) Cift degerlikli
Fibronektin, vVWF, katyonlar
Trombospondin vb Kalsiyum,

4) Proteoglikanlar Magnezyum
PF4, HRGP, PBP vb.

5) Proteaz inhihitorleri
a-2 makroglobulin
o-2 antiplazmin

6) Albumin-
immiinogloblinler

izerinden gostermektedir.

Tablo 1: Trombositlerde bulunan graniiller ve icerikleri.

Alfa graniiller 200-400 nm ¢apinda, tek membranli graniillerdir. Trombositlerin esas

lizozomal enzimler igerir.

graniilleridir. Hem hemostazda yer alan pihtilagma faktorlerini, hem de inflamasyon ve yara
iyilesmesinde yer alan bir¢ok protein ve biiyiime faktoriinii igerir. Ayn1 zamanda proteaz
inhibitdrleri icermektedir (a-2 makroglobulin, a-2 antiplazmin).” Delta graniiller 250-300 nm

capindadir ve kalsiyum, ADP, ATP ve serotonin igerir. Lambda graniiller ise asit hidrolaz gibi

TROMBOSITLERDEN SALINAN BUYUME FAKTORLERI

Dolagimda bulunan trombositlerin a-graniillerinde VEGF, PDGF, TGF-B1, TGF-p2,

8-17

bFGF gibi pek cok biiylime faktorii bulunur. Cesitli uyaranlara karsi trombosit aktivasyonu

oldugunda bu maddeler graniillerden salinir. TZP proliferatif etkilerini bu biiylime faktorleri




Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF): PDGF yara iyilesmesinde
makrofajlart ve fibroblastlar1 uyararak hiicrelerin ¢ogalmasina, anjiogenezin artmasina,
kollajen ve hyaluronik asit liretiminin artmasina, diger biiylime faktorlerinin salinmasina,
kemotaksise ve hiicre fonksiyonlarinin artmasina neden olur.”>”® Mezenkimal hiicreler i¢in
birincil mitojen olan bir biiylime faktoriidiir. Yara iyilesmesinin yeniden sekillendirme
asamasinda kollajenaz aktivasyonu yaparak katki saglar.’’*> PDGF diyabet veya iskemi
kaynakli deri {ilserlerinde yara iyilesmesini arttirmak amaciyla, maksillofasiyel cerrahide
kemik grefti yerlestirilen bolgelerde, oral ve nazal fistiillerin onariminda ve kemik-entegre
implantlarla birlikte kullanilmistir.>*** Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmis olan PDGF
(Becaplermin 0,01%- Regranex OMP, Raritan, NJ) kronik yaralarda yara iyilestirmesini

arttirmak amaciyla kullanilmistir.

Transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B): TGF-f1 ve TGF-B2 fibroblastlar

aktive ederek kollajen {iiretimini arttirir. Hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve ekstraselliiler

e 37,44, 45
matriks tretiminde rol alir.

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF): Fibroblast, endotel, osteoblast, kondrosit ve

46-48

keratinlerin ¢ogalmasini arttirir, anjiogenezde rol alir. Keratinosit proliferasyonuna neden

olur.*?

Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1): IGF-1 fibroblast, kondrosit, keratinosit,

osteoblast, mezangial eritroid progenitor hiicreler gibi bir¢ok hiicre iizerinde proliferatif etkisi

vardir. ¥

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF): VEGF en kuvvetli anjiogenez
uyaricisidir. Anjiogenezin farlik basamaklarinda kollajenaz indiiksiyonu ve a integrinlerin

ekspresyonu saglar. Vaskiiler gecirgenligi arttirir. Fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin

proliferasyonu ve gociinde rol alir.”'”*

Epidermal biiyiime faktorii (EGF): Yara iyilesmesinin erken safhalarinda

fibronektin ve kollajen gibi proteinlerin {iretimini ve epitel hiicre go¢iinii uyarir.”



TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

Trombositlerin hemostaza katkilar1 ve fonksiyonlarinin yaninda igerdigi biiylime
faktorleri ile yara iyilesmesine yaptigi katki 2000°1i yillarda tespit edilmistir.”*® Trombositler
aktive olduklarinda o-graniilii i¢indeki pihtilasma faktorlerinin yaninda birgok biiylime
faktoriinii de ortama salmaktadirlar. Santriifiij edilerek yogunlugu arttirilmis trombositlerin
trombin ile in-vitro olarak aktive edilmesi veya dokuya uygulandiginda kollajen ile temasit
(in-vivo aktivasyon) ile aktive olmasi temeline dayanan bir uygulamadir. Ik uygulamalarda
kanin ve TZP’nin tiiplerden aktarilmasinda ve tekrarlayan santrifiijler nedeniyle
kontaminasyon sorunlari olusmustur. Bu nedenle TZP elde edilmesine yonelik kapali
sistemler gelistirilmistir. Regen ACR (Regenlab, Isvigre), Hemagen PRP kit ( Hemagen
Biotechnology Labaratory, Kanada), Smart PReP (Harvest Technologies, ABD), Plateltex
(Plateltex S.R.O, Cek Cumbhuriyeti), gibi temelde vendz kanin santrifiij edilmesi ve trombosit
konsantrasyonunun arttirilmasi olan birgok kit klinik kullanima girmistir. Kaux ve ark.
2011’de yaptig1 calismada Regen ACR kitinin ve bu kit ile uygulanan prosediiriin

trombositleri biriktirmedeki etkinligi gosterilmistir.”*

Otolog kandan hazirlanmasi tercih edilse de allojenik kan {irlinlerinden de
hazirlanabilmektedir ancak bu durumda viral hastalik transmisyonu ve allerjik yan etkiler
ortaya ¢ikabilir. Hastadan antikoagiilan soliisyon (sodyum sitrat) igeren tiiplere 8-60 cc kan
alinir ve santrifiij isleminden gegirilir. Kirmiz1 kan hiicreleri tabanda birikir onun hemen
iizerinde trombositten zengin plazma onun da iizerinde trombositten fakir plazma
bulunmaktadir. Farkli yontemler ile elde edilen TZP’de trombosit konsantrasyonunu kana
gore 3-11 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.'” °® Mezoterapi seklinde uygulanacak olan
TZP’ye trombin veya kalsiyum ilavesi yapilmaz ¢linkii bu trombositleri in-vitro aktive eder ve

1. 21617 By jel mezoterapi yontemleri ile

pihtilagma ile trombosit jeli olusmasina neden olur.
intradermal olarak uygulamaya elverisli degildir. Ancak kemik defektleri, yara iyilesmesi,
sinir iyilesmesi caligmalarinda calisilan dokunun iizerine konulacagi ve ¢evrede trombosit
aktivasyonu saglayabilecek yeterince kollajen olmadig: diisiiniildiigiinde gereklidir. Deri igine
uygulanan trombositler buradaki zengin kollajen ag1 i¢inde aktive olur (in-vivo aktivasyon)

(Sekil 2).
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Sekil 2: Trombositin kollajen ile temasi ile aktivasyonu

TZP’nin klinik ve deneysel alanda kullanima girmesi 90’11 yillarin sonunda olmustur.
Ilk kez Whitman ve arkadaslari 1997°de osteointegre titanyum implanlar ile yapilan
maksillofasiyel ameliyatlarda kullanmistir.”” 1998’de Marx ve arkadaslari kanselloz kemik
greftlerinde kemik iyilesmesine olumlu etkilerini saptamislardir.”® 2000°1i yillar ile TZP ile
yapilan ¢alismalar hizla artmistir. Eppley ve arkadaslar1 2004’te yara iyilesmesi iizerine®,
Findik¢ioglu ve arkadaslari 2009°da kalvarial kemik defektleri iizerine’, Sariguney ve
arkadaslar1 2008°de sinir iyilesmesi iizerine™, Aspenberg ve arkadaslari ise 2004’te tendon
iyilesmesine TZP’ nin olumlu etkileri oldugunu saptamlslardlr.60 Bir¢ok calisma TZP’nin bu
etkisinin  vaskiilarizasyonu, epitelizasyonu ve graniilasyonu arttirarak sagladigim

bildirmektedir.

Yiiz germe, boyun germe, meme kiiciiltme, karin germe ameliyatlarinda kullaniminin
dren koyma ihtiyacinda, seroma olusumunda, ameliyat sonras1 sislik ve agr1 yakinmalarinda
azalma saglayabilecegi bildirilmistir. TZP, 6zellikle hazirlama agamasii kolaylastiran ve
kontaminasyon riskini diisliren TZP hazirlama kitlerinin {retilmesi ile yliz genglestirme
amaciyla basvuran hastalara sunabilecegimiz bir ydntem haline gelmistir. Kim ve
arkadaglarinin 2011°de yaptig1 calismada TZP’nin yiiz genglestirme amaciyla kullanimi ve

etkinligi sorgulanmistir. Bu calismada TZP’nin dermal fibroblastlar {izerinde kollajen



ekspresyonunu ve mRNA miktarini arttirict etki yaptigi ve yash deride doku yeniden
sekillendirilmesini (remodelling) arttirdig1 saptanmustir.'’ Nakamura ve arkadaslar1 ise 2010
yilinda TZP’nin yag grefti kaliciligina etkisini arastirmiglardir. TZP nin yag grefti hacminin
korunmasinda ve yag grefti sagkaliminda etkin oldugu saptanmustir.®’ Cervelli ve arkadaslar
da 2009°’da ylize uygulanan yag grefti ve TZP karisimi ile olumlu klinik sonuglarini
bildirmistir."

Sonug olarak TZP, etki mekanizmasi ve farkli dokular iizerindeki etkisi halen
arastirilan, bir yandan da ulasilan olumlu sonuglar ile klinik kullanim1 artan bir kan iirliniidiir.
Genellikle yiiz genglestirme amaciyla diger prosediirler (laser, botulinum toksin uygulamalari,

dolgu vb.) ile birlikte uygulanmaktadir.



2.2 BOTULINUM TOKSIN TiP-A (BTX-A)

Botulinum toksini anaerobik sporlu gram (+) bir basil olan Clostridium Botulinum
tarafindan tiretilen bir egzotoksindir. Dr. Justinus Kerner tarafindan 1817 yilinda tanimlanan
bu toksin Botulizm olarak isimlendirilen besin zehirlenmesine neden olmaktadir. Klasik
Botulizme 6zellikle geleneksel konserve yiyeceklerdeki uygun ortamda toksin iireten C.
Botulinum neden olmaktadir. Botulizmde gidalarin yenmesinden 12-36 saat sonra baslayan
cift gorme, ptozis, midriazis, agiz kurulugu, yutma giicliigii ve ses kisiklig1 sikayetleri goriiliir.

Solunum yetmezligi ile 6liime neden olabilir.

Botulizm i¢in ilk antiserum 1897°de W. Kemper tarafindan bulunmustur. 1949°da
Bungen toksinin etki mekanizmasini tanimlamistir. Scott intramuskuler uygulamalarda
botulinum toksinin kas paralizisi etkisi ve giivenilir doz aralifi arastirmistir ve 1973’te
strabismus tedavisinde ilk kez kullanmistir.®> 1980’lerde FDA (Food and Drug
Administration) onayini alan botulinum toksini ile strabismus, hemifasyal spazm ve
blefarospazm tedavisinde ilk klinik uygulamalar yapilmistir. Giinliimiizde botulinum toksini
miyofasiyal agr1 sendromu, spazmodik disfoni, oromandibular distoni, kranioservikal distoni,
Frey sendromu, Hirschsprung hastaligi, tortikollis, hiperhidrosis ve migrende de etkin olarak

kullanilmaktadir.

Botulinum toksinini alnin ve goéz g¢evresi kirisikliklart i¢in kullanimi ilk kez Jean
Carruthers ve Alastair Carruthers tarafindan tanimlanmustir.* 1990°larda botulinum toksininin
estetik amaglarla kullanim1 giderek yaygimlasmistir ve hiperkinetik mimik kaslar1 ile olusan
kinisikliklar ve platysma bantlar1 igin kullamlm1$t1r.64 FDA 2002’de botulinum toksin
uygulamalarini glabellar kirigikliklar i¢in onaylamistir. 2011 ASAPS (The American Society
for Aesthetic Plastic Surgery) verilerine gore yilda 2,5 milyondan fazla botulinum toksin

enjeksiyonu yapilmaktadir.®® Cerrahi olmayan girisimler iginde en sik yapilan girisimdir.



BOTULINUM TOKSINININ YAPISAL OZELLIKLERI VE ETKI MEKANIZMASI

Botulinum toksinini periferik sinir sistemine etki eden kuvvetli bir ndrotoksindir.

Noromuskiiler bileskede presinaptik terminallerden asetil kolin saliimini inhibe ederek

gevsek paralizi olusturur. 100 kDa agir zincir ve 50 kDa hafif zincirin disiilfid bagiyla bir

arada tutuldugu polipeptid yapidadir.

Botulinum toksininin A, B, C1, C2, D, E,F ve G olmak {izere sekiz farkli serotipi

tanimlanmistir. Bunlardan Botulinum toksin tip A tibbi uygulamalarda en sik kullanilan

serotiptir.

Botulinum sporlar1 ¢evresel sartlara ¢cok dayaniklidir ancak ekzotoksini sicaklik ve pH

degisikliklerine hassastir ve 80 C’ de 10 dk.’da inaktive olur.®®

Botulinum toksini 4 asamal1 bir mekanizma ile etki eder (Sekil 3):

Ekstraseliiler Alan

BoNT
(150 kDa)
Sinir
o Terminali

@ V)

* o

KAS

A.
Baglama

B. C: D.
Internalizasyon Translokasyon Toksisite

¥
c-He O
(150 kDa)
/ () —
9

Ekstraseliiler ‘
Alan

LC
(50kDa) _

Sinir Terminali Proteoliz

Sitozolii

Sekil 3: Botulinum toksinin 4 asamali etki mekanizmasi. BoNT: Botulinum toksin, LC:

Hafif zincir, HC: Agir zincir (Keller, J. E. and Vann, W. F. 2006. Botulinum Toxin. eLS.).

1. Baglanma: Toksin presinaptik kolinerjik reseptorlere geri doniissiiz olararak baglanir.

Bu asamada agir zincirin 50 kDa’luk karboksi terminali gorev alir.

2. Internalizasyon: Botulinum toksini reseptdr bagimli endositoz ile hiicre igine alinir.

3. Translokasyon: Daha sonra vezikiil i¢i proton pompas1 ATPase ile asidik hale gelir ve

toksinin konformasyonunda degisiklik olur. Bu degisiklik agir zincirin 50 kDa’luk

amino terminalinin gorev aldig1 bir translokasyon ile hafif zincir sitoplazmaya ¢ikar.
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4. Toksisite: Asetilkolin igeren vezikiillerin hiicre zar1 ile birlesip Asetilkolini
noromuskuler kavsaga veya ekrin bezlerin otonomik bosluklarina birakmasi ig¢in
SNARE kompleksi proteinleri gereklidir. Synaptobrevin, SNAP-25 (Synaptosome
associated protein of 25kDa) ve Sintaksin proteinleri SNARE kompleksini
olustururlar. Botulinum toksininin hafif zinciri ¢inko bagimli endopeptidaz aktivitesi
bu proteinleri parcalar ve islevsiz hale getirir. Sonug olarak asetil kolin sinaptik araliga
salinamaz ve postsinaptik aksiyon potansiyeli olusamaz. Botulinum toksinin farkl
serotipleri farkli SNARE proteinleri iizerinden etkisini gosterir. Serotip A ve E SNAP
25’1, Serotip B, D, F ve G Synaptobrevin’i, Serotip C hem Sintaksin’i hem SNAP 25’1
kirarak etki eder (Sekil 4). Botulinum Toksin-Serotip A SNAP-25’1 GIn197-Arg198

aminoasitlerinin arasindan kirarak islevsiz hale getirmektedir.
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Noromuskiiler Bileske
\ Akson Terminali

Normal Transmiter Botulinum
Salinim Norotoksin Etkisi

Hafif Zincir

Agir Zincir
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Proteinlerini
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2 ' . 0 ®

s | | —
L

Kas Hiicresi Reseptorii

Sekil 4: Normal kas-sinir kavsagi Asetilkolin salmimi ve Botulinum toksin etki

mekanizmas1 (Dickerson JT, Janda KD. The Use of Small Molecules to Investigate
Molecular Mechanism and Therapeutic Targets for Treatment of Botulinum Neurotoxin A

Intoxication. ACS Chem Biol.1(6):359-359, 2006.).

Botulinum toksin tarafindan yapilan inhibisyonu birbirini takip eden iki asamali bir

siiregte sonlanir.

1. Aksonal filizlenme ve sinir terminallerinin yeni néromuskiiler bileskeyi olusturmasi:
Sinirden etkilenmis sinir terminali bolgesine dogru yeni aksonal uzantilar gelisir.
Filizlenen aksonlar son organa dogru ilerleyerek burada islevsel yeni bir ndromuskiiler

bileske olustururlar 28 giinde iletim baslar.
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2. Etkilenmis ana sinir terminali yeniden iletim fonksiyonunu kazanir ve aksonal
filizlenme ile kazanilan sinaptik olusumlar geriler ve bu yollardan iletim durur. Bu

asama yaklasik 91 giin sonra tamamlanir.
BOTULINUM TOKSIN INHiBITORLERI

Asilama ile Clostridium Botilinum’a kars1 bagisiklik olusturulabilir. Zayiflatilmig
Botulinum suslar1 bu amacla kullanilmistir. Giiniimiizde pentavalan botulinum toksoidi ile
asilama CDC’nin (Centers for Disease Control and Prevention) arastirilan yeni ilaglar
kategorisindedir. Clostridium Botilinum ile karsilagildiktan sonra hemen dolasimdayken etki
edebilecek at kaynakli botulinum antitoksinleri Sanofi-Pastor tarafindan {iretilmektedir.
Ancak bu serumlar ile ciddi anafilaktik reaksiyonlar da bildirilmistir. Bu immiinolojik yollar
disinda botulinum toksininin etkisini durdurabilecek, geciktirebilecek veya geri

dondiirebilecek biyouyumlu bir madde arayis1 devam etmektedir.

Termolizin inhibitérii fosforamidon BTxB’nin zayif bir inhibitoriidiir. Bir ACE
(Angiotensin Converting Enzyme) inhibitorii olan Kaptopril ise yliksek konsantrasyonda

kullanildiginda botulinuma bagli paralizi olusmasini bir siire geciktirebilmektedir.”’

Botulinum toksinin internalizasyonu ve translokasyonu ig¢in asidik vezikiiler
kompartmanlar ve enerji gerekir. Ph diisiisiinii engelleyen ajanlar (proton iyonoforlar,
nigericin, monencin) botulinum toksinin etki gostermesini geciktirmektedir.®® Ayni sekilde
amonyum klorid ve metilamin hidroklorid konsantrasyon bagimli olarak etki zamanini
geciktirmektedir. Internalizasyonu geciken botulinum toksin antikorlara duyarli hale

gelmektedir.

Bazi aminopridinler ise K" kanallarin1 bloke ederek aksiyon potansiyeli siiresini
uzatirlar ve sinir terminaline Ca*? iceri girigini arttirirlar bu botulinum toksin etkilerini gegici

olarak hafifletir.

Son 10 yildir botulinum toksinin etki merkezi olan SNARE proteinlerinin proteolizi
inhibitér ¢alismalarinin esas odak noktasi olmustur (Sekil 5). Aktif-bolge inhibisyonu icin
bircok yaklasimla buluslar yapilmaya c¢alisilmistir. Birgok peptid, organik madde,
peptidomimetik bu amacla denenmistir. Bazilarinda basarili olunmustur. Ornegin bis(5-
amidino-2benzimidazolil) BTxB’nin aktif bolgesindeki ¢inkoyu ¢ikaran ve aktif bolgeyi
yeniden sekillendiren bir yapidadir.
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Sekil 5: Botulinum toksin inhibitdrlerinin etki mekanizmalari. HC: Agir zincir, LC:
Hafif zincir, BoNT: Botulinum toksin (Hakami RM, Ruthel G, Stahl AM, Bavari S. Gaining
ground: assays for therapeutics against botulinum neurotoxin. Trends Microbiol.18(4):164-72,

2010).

[k irreversibl inhibitor 2010 yilinda Capkova ve arkadaslari tarafindan benziliden
siklopentenedion yapida aktif bolgeye kovalent modifikasyon yapan bir madde olarak

tanimlanmustir.”

Tanimlanan ve bulunan maddelerin hiicre Kkiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde
toksisite calismalar1 biiylik 6nem tagimaktadir. Laboratuvarda etkinmis gibi goriilen maddeler

bazen etkisiz bazen toksik olabilmektedir.

Botulinum toksini toksine karsi olusan bazi antikorlar ile de inhibe olmaktadir.”"
Norotoksin molekiiliiniin toksin olmayan bdlgesine baglanan antikorlar onun aktivitesini
degistirmezler ve non-noétralizan antikorlar olalak isimlendirilirler. Notralizan antikorlar ise
aktif bolgeye kars1 olusur ve toksin aktivisini bloke eder. Notralizan antikorlarin olusumunda

botulinum toksin uygulamalarinin olmasi gerekenden daha sik ve daha yiiksek dozlarda
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yapilmasi etkilidir. Uygulama aralarinin 8-12 haftadan uzun olmasi ve en diisiik etkin dozun

kullanilmas1 direng gelisimini engelleyebilir.”*
BOTULINUM TOKSIN DOZ ONERILERI VE SAKLAMA KOSULLARI

Botulinum toksin serotiplerinden Tip-A en sik kullanilan serotiptir (BTxA). Botox”
(Allergan Pharmaceuticals Inc, Irvine CA, USA), Dysport® (Ipsen, Maidenhead, UK) en sik
kullanilan ticari formlaridir. Bir MU (Mouse unit)botulinum toksin intraperitoneal enjeksiyon
sonrasi 18-22 gr disi Swiss-Webster farelerinin yarisini oldiirebilen dozdur. Ticari formlarin
doz etkileri birbirinden farklidir. Ornegin 1 Botox iinitesi 3-4 Dysport {initesine karsilik
gelmektedir. Spastisite i¢in kullanilan en yiliksek doz 400 iinitedir. Yiiz kirisikliklari i¢in her
seansta genellikle 40-60 U Botox dozu yeterli olmaktadir. 70 kg agirliginda bir insan i¢in
LD50 (median lethal dose) degeri 2500-3000 iinitedir. Iyatrojenik zehirlenme rapor
edilmemigtir. Ancak zehirlenme yada yiiksek doz enjeksiyon sonrasi 24 saat i¢inde antidot

verilmelidir.

Botox flakonunun -5 'C’ de, Dysport flakonunun +2-8'C’ de saklanmasi,
sulandirildiktan sonra her ikisinin de +2-8 C’ de saklanmasi gerekir. Sulandirilan preperatlarin
8 st icinde kullanilmasi 6nerilir. Sulandirilmis ve +4'C’ de saklanan Botox’ un aktivitesi 1.
giin sonunda 90%, 3. giinde 70-80%, 7. giinde 40-50% ve 14. giinde minimal oldugu
gosterilmistir. 2007 yilinda Elmas ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada ise sulandirilip 2
hafta siire ile +4 C’ de saklanan Botox’ un, taze Botox ile ayni etkileri olusturabilecegi ancak

etki siiresinin kisaldig1 gosterilmistir.”
BOTULINUM TOKSIN YAN ETKILERI

Enjeksiyon bolgesinde agri, 6dem ve ekimoz uygulama teknigi ile ilgilidir ve yan etki
olarak degerlendirilmezler. Bas agris1, agiz kurulugu ve grip benzeri tablo goriilebilir. Bas
agrisinin sebebi igne ile periostun uyarilmasi, lokalize kas i¢i hematomlar ve stres olarak
aciklanmaktadir. Uygulama bolgesinde gegici hiperestezi enjeksiyon travmasina ve/veya
Botulinum toksininin lokalize antinososeptif etkisine bagli olabilir. Literatiirde bir olguda
enjeksiyon sonrasi psoriasis benzeri deri lezyonlar1 olusmus ve 5 ay sonra kendiliginden
diizelmistir. Ter bezi aktivitesinin bloke olmasindan dolayr enjeksiyon bdlgesinde ciltte

kuruma ve pullanma gelisebilir.
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Botulinum toksin preperatlarindaki albiimin potansiyel bir allerjen olmasina ragmen
literatiirde ciddi bir alerjik reaksiyon veya lirtikeryal dokiintii bildirilmemistir. Uzun dénemde

immiinolojik, karsinojenik veya diger potansiyel zararh etkisi tespit edilmemistir.'>**

Hastalarin mutlaka konusma zorlugu, yiiriime zorlugu, gormede bozulma gibi sistemik

dolasima gegme belirtileri agisindan uyarilmalar gerekir.

TAVSANLARDA BOTULINUM TOKSIN DENEYLERI

Tavsan denekleri lizerinde botulinum toksin ¢alismalar1 1960 ve 1970’lerde botulinum
toksin serolojisi, tiplendirmesi ve etki mekanizmasi iizerine yogunlasmistir. 1980’lerde tibbi
uygulamaya girmesiyle birlikte botulinum toksinin ekstraokiiler kaslara ve vitreusa etkileri
aragtirllmistir.  Kullanimimin yayginlagmasi ile birlikte 2000°li yillarda kas paralizisi
caligmalari, elektromyelografik  degerlendirme  yontemleri, elektron  mikroskobik

degerlendirme yontemleri ile tavsanlar iizerinde ¢alismalar devam etmistir.

Jabor ve ark. 2003 yilinda tavsan anterior aurikiiler kas modelini tanimlamislardir.”

Once bir pilot ¢aligma ile kasin lokalizasyonunu ve minimum etkin botulinum toksin dozunu
gostermislerdir. Tavsan anterior aurikiiler kasina yapilacak olan 2,5 U Botox™"un giivenli
etkin minimum doz oldugunu tespit edilmistir. Daha sonra bu modelde botulinum toksini
hazirlama ve saklama kosullarinin botulinum toksinin etkinligine olan etkisini arastirilmigtir.

Arastirmamizda da bu model kullanilmistir.

Gorgii ve ark. 2006 yilinda tavsan anterior aurikiiler kas modelinde botulinum toksin
ile lokal anestezik ajanlarin birlikte uygulanmasmin botulinum toksin etkiligine etkisini

arastirmuslardir.”

Elmas ve ark. 2007 yilinda aym modeli kullanmis ve her kulaga 2,5 U Botox® (0,05
cc) enjeksiyonu ile botulinum toksin bekletilme siiresi ile etkinligini karsilastiran

arastirmalarim yapmuslardir.”
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2.3 MEZOTERAPIi VE NAPAJ TEKNIGI

Mezoterapi ilag ve yardimci madde (bitki Ozleri, vitaminler, eser elementler vb.)
karigimlariin ¢ok sayida ve kiigiik hacimde enjeksiyonlarla intradermal veya subkutan olarak
verilmesinin genel ismidir. Ilk kez 1952’ de Fransa’ da Dr. Michel Pistor prokain ile agri
tedavisinde bu yontemi uygulamistir. Daha sonra eklem ve kas agrilarinin yaninda seliilit ve

sa¢ dokiilmesi tedavisinde, deri genglestirme ve viicut sekillendirme amaciyla kullamlmugtir. ™

Fibromyalji, basagrisi, bel agrisi, tendinit, bursit tedavisi i¢in piroksikam, ketorolak,
baklofen, diazepam karisimlari bu yontemle kullanilmistir. Buflomidil ve pentoksifilinin lokal

doku mikrosirkiilasyonunu arttirarak etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Enjeksiyon lipoliz amaciyla fosfatidil kolin, L-Karnitin, hyalurinidaz, kollajenaz,
glikolik asit, retinoik asit, multivitaminler (ADEK), eser elementler (¢inko, bakir, selenyum,

krom, mangenez), lidokain, tiroid hormonlari, aminofilin, isoproterenol kullanilmaktadir.

Alopesi tedavisinde minoksidil, finasteride, lidokain ve multivitamin karigimlari

kullanilmaktadir.”’

Mezoterapi kullanim alanlar1 bunlarla smirli degildir.”® Birgok hastaligin tedavisinde

kullanimi arastirilmaktadir (Tablo 2).

Mezoterapi Kullanim Alanlan

Seliilit Artirit Psoriasis
Kilo kayb1 Astim Vitiligo
Telenjiektazi Bel agris1 Egzema
Viicut Sekillendirme Gut Insomnia
Ksantelezma Basagrisi Tendinit
Akne Fibromyalji Bursit
Alopesi Herpetik noralji Tinnitus
Fotoyaslanma Konstipasyon
Hiperpigmentasyonn Stria
Melasma Venoz staz

Tablo 2: Mezoterapi kullanim alanlar1
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Bir kan {riinii olan Trombositten Zengin Plazma da son donemlerde mezoterapi

yontemiyle yiiz genglestirme ve alopesi tedavisinde kullaniimaktadir.'' "

Yiiz genglestirmede etkisini fibroblast aktivitesini artirip kollajen, elastin ve
hyaluronik asit sentezini uyararak ve hiicreler i¢in optimum fizyolojik bir ¢evre yaratarak

gostermektedir. Birgok madde bu amagla kullanilmaktadir (Tablo 3).

Mezoterapide Genglestirme Amach Uygulanan Preparatlar

Hyaluronik asit (1.35%-3.5%)
Hyaluronik asit (0.2%, 1%, 3%) ve diger ek biyoaktif maddeler
Poliniikleotid makromolekiiller
Organik silisyum
Kiiltlire edilmis otolog fibroblastlar
Biiyiime faktorleri

Trombositten Zengin Plazma

Tablo 3: Genglestirme amagli uygulamalarda kullanilan preperatlar. (*Vitaminler,

mineraller, aminoasitler, koenzim, niikleik asitler, B-glukan)
Mezoterapi preperatlari farkli teknikler ile uygulanabilir.”®

1. Nokta teknigi: Pistorun uyguladig: tekniktir. 1 cm aralarla 4 mm derinlige 0,02-0,05ml
enjeksiyonlardir.

2. Napaj teknigi (Kaplama): 2mm derinlige 45° aciyla, hafif ve sabit basingla, el

bileginin hizl1 sallanma hareketleriyle yapilan enjeksiyon teknigidir. Enjeksiyon
yapilirken ylizeyde kalan karisim deri Ustline yayilir ve deri “kaplanir” (Sekil 6).
Calismamizda bu yontem kullanilmistir.

3. Epidermik teknik: 1mm derinlige, bazal membran gec¢ilmeden yapilan
enjeksiyonlardir.

4. Mesogun: Napaj tekniginin kolaylagtirilmis seklidir. Seri olarak ileri geri hareket

enjeksiyon tabancasi ile mezoterapi karistminin uygulanmasidir.
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Sekil 6: Napaj Teknigi ile Mezoterapi uygulamasi
Yan etkiler:

Cok nadiren hiperestezi, kasinti, 6dem, eritem, hassas subkutan nodiiller, bulanti,
kusma, diyare goriilebilir. Deri ve yag nekrozu, hiperpigmentasyon, hipersensitivite
reaksiyonu daha da nadirdir. Kullanilan ilaglara bagl yan etkiler gériilebilir. Isoproterenol,
yohimbin ve amino triptilin; anksiyete, tremor, carpinti, kas kramplarina neden olabilir.

Mikobakteriye bagli deri enfeksiyonlari rapor edilmistir.”
Kontraendikasyonlari:

Kullanilan ilaglara karsi hipersensitivite, kardiyak, karaciger, bobrek hastaliklari,

diyabet, lupus, gebelik ve laktasyonda, asir1 sismanlikta uygulanmaz.78
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2.4 TAVSAN ANTERIOR AURICULAR KAS ANATOMISi VE
DENEY MODELI

Tavsan kulaginin hareketlerini saglayan 3 grup kas vardir. Anterior, medial ve lateral
gruplar kulaklarin pozisyonu degistirirler. Daha 6nce yapilmis anatomik ¢aligmalarda bu kas
gruplarindan anterior aurikiiler kasin (Sekil 7: 16. m. Skutuloauricularis superficialis dorsalis)
yiizeyden hissedilebilen hacimli kitlesi ile bu bolgede enjeksiyon yapmaya uygun tek kas

oldugu goriilmitir.”

Kasin orijini frontal kemikte medial kantusun yaklastk 2 cm kraniyelinden
baslamaktadir. Insersiyonu kulagm ventromedial kenarma yapmaktadir. Uzunlugu 15-20 mm

genisligi 7-8 mm’ dir.

Bu kasin paralizisi kulakta diigme ve kulagin o6ne dogru kaldirilamamas: ile
sonuglanmaktadir. Ancak medial ve lateral kas gruplari ile kulak hareketleri kismen devam

etmektedir.

Sekil 7: Tavsan yiiz ve boyun kaslari. Kulak ¢evresinde m. scutuloauricularis
superficialis dorsalis (16), m. scutuloauricularis superficialis ventralis (17), m.
parotidoauricularis (18) ve m. zygomaticus portio auricularis (11°) kulak hareketlerinden
sorumludur (A Colour Atlas of Anatomy of Small Laboratory Animals. PeterPopesko, Viera

Ratjova, Jindrich Horak, Wolfe Publishing Ltd. 1990. Sayfa 18).
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m. scutuloauricularis superficialis dorsalis (anteror auriculer kas) innervasyonu fasiyal
sinirin n. auriculopalpebralis dalinin rami auriculares rostarales dali tarafindan saglanmaktadir

(Sekil 8).

Sekil 8: Tavsan fasiyal sinir dallari. n. facialis (1), n. auriculopalpebralis (2), rami
auriculares rostarales (4) (A Colour Atlas of Anatomy of Small Laboratory Animals.

PeterPopesko, Viera Ratjova, Jindrich Horak, Wolfe Publishing Ltd. 1990. Sayfa 22).
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Calisma oOncesi islem uygulanacak anterior auricular kas anatomisi kadavrada kas

disseksiyonu ile ortaya konulmustur (Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11).

Sekil 9: Kadavra tavsan sag kulak anterior auricular kas disseksiyonu (Anterior
goriintiisii).

Sekil 10: Kadavra tavsan sag kulak anterior auricular kas disseksiyonu (Sag: Lateral
goriintiisii, Sol: Medial goriintiisii).
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Sekil 11: Deneyde kas i¢i enjeksiyonlarinin yapilacagi anterior auricular kasin
goriniimii.
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2.5 METALLOPROTEAZLAR VE
METALLOPROTEAZ iNHIBiTORLERI

Metalloproteazlar (MP) hiicrelerin mikrogevrelerine verdigi yanitlarda anahtar rol
oynayan enzimlerdir. Proteolitik yikima neden olarak veya hiicre ylizeyi ve ekstraselliiler
matriks proteinlerini aktive ederek hiicreler arast veya hiicre-ekstraselliller matriks
etkilesimini diizenlerler. Hiicre diferansiyasyonu, hiicre gocii, hiicre proliferasyonu ve hiicre
sagkalimi siireclerinde gorev alirlar. Serbest ya da hiicre zarma bagli bulunurlar. Matriks
Metalloproteinazlar1 (MMPs), adamolisin-benzeri proteazlar (ADAMSs) ve ostosinler olarak 3
grupturlar. MP aktivitesinin diizenlenmesi transkripsiyonel kontrol mekanizmalari, membran
bagl formlar1 sekresyon ve endositozunun kontrolii, latent proenzim formlarinin aktivasyonu

ve endojen inhibitorler ile saglanir.

Doku metalloproteinaz inhibitorleri (TIMPs) ve a-2 makroglobulin en c¢ok bilinen
metalloproteinaz inhibitorleridir.*® Serumda ise ii¢ ana proteaz inhibitdrii bulunmaktadir.
Bunlar o-1 antitirpsin, o-2 makroglobulin ve Antitrombin III’ tiir. a-2 makroglobulin
metalloproteazlar ve diger tiim proteazlar (serin, treonin, sistein, aspartic) iizerinde inhibitor
etki gosteren genel bir proteaz inhibitoriidiir. a-2 makroglobulin ayni zamanda trombosit a-

graniilii icinde de bulunur ve trombosit aktivasyonu ile aciga cikar.

Trombositten Zengin Plazmanin genel bir metalloproteinaz inhibitorii olan hem
serumda olan hem de aktive trombositlerden salinan a-2 makroglobulinden zengin olabilecegi

diistiniilebilir.

a-2 makroglobulinin bir metalloproteaz olan BTxA iizerine etkisi heniiz
gosterilmemisse de bazi calismalarda metalloproteaz yapidaki baska zehirleri inhibe
edebildigi gosterilmistir. Miyoshi ve ark. tarafindan 1991°de bir patojen (Vibrio vulnificus)
tarafindan iiretilen MP’mn da -2 makroglobulin ile inhibe edilebilecgini gosterilmistir.®' Saidi
ve ark. tarafindan 1999’da a-2 makroglobulinin metalloproteinaz yapidaki Lebetase isimli

yilan zehirini inhibe ettigini saptamustir.®”

MP’lar ve MP inhibitodrlerinin ve 6zellikle a-2 makroglobulinin etki mekanizmalari ve

dahil olduklari biyolojik siireler giiniimiizde halen anlasilmaya ¢alistimaktadir.®*™
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3. GEREC VE YONTEM
3.1DENEY ONCESi HAZIRLIKLAR

a. Pilot Calisma

Trombositten Zengin Plazma (TZP) mezoterapisinin, Botulinum toksinin (BTxA)
cizgili kaslar tizerindeki paralize edici etkisini degistirip degistiremeyecegini ve deney

modelinin iglevligini test etmek amaciyla bir pilot ¢alisma yapilmistir.

Deney gruplarinin olusturulmasi boliimiinde daha sonra ayrintili olarak agiklanacagi

iizere bir denegin;

-Sag ve sol kulak anterior auricular kaslarina BTxA enjeksiyonu (2,5U)
-Sol kulak anterior auricular kas iizerindeki alana otolog TZP mezoterapisi
uygulanmugtir.

Tavsanin kulak pozisyonlar1 14 giin sonra degerlendirilmistir (Sekil 12).

Sekil 12: Pilot ¢aligmada 14. giinde denegin kulak pozisyonlarinin goriintiisii

Sekil 12°de goriildiigii gibi TZP uygulanan tarafta (sol) botulinum toksinin paralitik
etkisinin daha az oldugu, kulak pozisyonunun daha dik oldugu goriilmiistiir. Bunun {izerine
TZP’nin BTxA’nin ¢izgili kaslar iizerindeki paralize edici etkisini azaltabilecegi
diisiiniilmiistiir. Tavsan anterior auricular kas modelinin ¢alismaya uygun bir model oldugu

saptanmistir. Pilot ¢calismadan elde ediler veriler ile esas ¢alismanin planlamasi yapilmastir.
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b. Deney Hazirhklar

Calismaya T.C. Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanhig1 tarafindan 02.04.2012 tarih B.30.2.GUN.0.05.06.00/43-6865 sayili izin ile onay
verilmistir. Calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje no: 01/2012-60)
destegi almarak Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nde gerceklestirilmistir.
Denekler Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi'na bagli Serum Uretim ve Deney
Hayvanlar1 Ciftligi’nden temin edilmistir.

Calismada 2500-3000 gr arasinda 24 adet erkek Yeni Zelanda tavsani kullanilmistir.
Denekler 22+2°C sicaklikta, 12 saatlik aydinlik ve karanlik periyotlari olan, hava akimi
acisindan uygun sartlarda ve uygun kafeslerde standart tavsan yemi ve su ile beslenerek
barmdirilmistir. ikili gruplar halinde uzman veterinerler kontroliinde izlenmistir. On giin
karantina siiresi beklenmistir. Her hayvanin kulak, alin, yanak ve inguinal bolgeleri traglanip
deneye hazirlanmistir. Ayrica hayvanlari isaretlemek icin viicutlarinin farkli bolgeleri (ense,

sag yan, sol yan, kuyruk ve karin) de traglanmistir.

Anestezi i¢in %10’luk ketamine HCI (50mg/kg-Alfamine®-im) ve %2’lik ksilazin
HCl e (2,5mg/kg-Rompun®-im) kullanilmigtir.

Karantina siiresi beklenirken bir hayvan kaybedilmistir. Bu denek yerine yeni tavsan

konularak grup ve denek sayis1 korunmustur.
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3.2 TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMANIN HAZIRLANMASI

Her hayvanin otolog TZP’sinin hazirlanmasi amag¢lanmistir. Her hayvanin inguinal
arteri lizerinden girilip 8ml kan alinmistir (Sekil 13). Trombositten Zengin Plazma hazirlamak
igin Regen ACR (Regenlab, Isvigre) TZP hazirlama kiti kullanilmistir. Regen ACR Kitleri 2
adet 8ml + 10% vakumda 3gr + 0,1 gr polyester jel ve 1ml = 0,05ml 0,100M sodyum sitrat
slipernatan soliisyonunu icereren mavi kapakli 6zel tiiplere sahiptir. Kan regenkit tiipiine
aktartlmistir ve 8 dk. 3100rmp’de JK-LC-802C (Jingke, China) santrifiij cihazi ile santrifijj
edilmistir (Sekil 14). Kirmizi hiicreler polyester jel i¢inde tutulmustur. Serum ve TZP tiipiin
iist kisminda kalmistir. Daha sonra setin genis u¢lu enjektorii kullanilarak sivinin tabanindan
Iml TZP 27-gauge enjektoriin i¢ine gekilmistir. Her denekte kendi kanindan hazirlanan TZP

kullanilmak tizere ayrilmistir.

Sekil 13: Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi. a. Deneklerden otolog TZP
hazirlanmasi i¢in 8 cc kan alinmasi. b. Regen ACR TZP hazirlama kiti tiipleri c. Alinan kan
bu tiiplere aktarilmasi. d. Santrifiij edilerek kullanima hazirlanmis otolog TZP.
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Sekil 14 : JK-LC-802C (Jingke, China) santrifiij cihazi

Kontrol grubunda kullanilmak iizere bir Regen ACR mavi kapakl tlipline 8ml serum
fizyolojik konularak ayni siire ve hizda santrifiij edilmistir ve kontrol gruplarinda kullanilmak
tizere ayrilmistir.

Mezoterapi bolgesi sag anterior auricular kas iizerindeki 2x1 cm’lik alan olarak
belirlendi. Planlanan gruplardaki deneklerin bu bolgesine 1cc mezoterapi uygulandi. Karsi

taraf kasin etkilenmemesi i¢in en az 4 cm uzaklik korundu.
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3.3 BOTULINUM TOKSIN TiP-A’NIN HAZIRLANMASI

BOTOX 100 U (Allergan,USA) flakon 2ml serum fizyolojik ile sulandirilmistir ve
0,01ml’ de 0,5 Unite olan BTxA hazirlanmistir (Sekil 15). Literatiirde 2,5 U BTxA/BOTOX
anterior aurikuler kasta tam kas paralizisi yapan minimum giivenli doz olarak bildirilmistir."*
Calismamizda da anterior aurikuler kas paralizisi yapmasi amaciyla 2,5 U BTxA/BOTOX
(0,05ml) intramuskuler yolla kullanilmistir. Her denegin BTxA enjeksiyonu i¢in ayr1 bir 30-

gauge enjektor kullanilmistir.

Emm——— 1 - BT T Lk el S
e

Botulinum
| TomeypeA

Punfled

Neurotoxln
Complex OO
UNITS

Sekil 15: Botulinum toksin tip-A preperatlarmdan BOTOX" kullamlnustir.
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3.4 CALISMA GRUPLARI

24 denekler her grupta 6 denek olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. 24 denekte 48 anterior

auricular kasa ve kas iistiindeki deriye asagidaki islemler yapilmistir (Tablo 4).

Grup 1 (Klinik Uygulama Calisma Grubu) (n=6): Sag ve sol kulak anterior
aurikiiler kaslarina 2,5 U BTXA intramuskiiler enjeksiyonla uygulanmistir. Sag tarafta
anterior auricular kas iizerindeki alana lcc otolog Trombositten Zengin Plazma
mezoterapi-napaj yontemiyle uygulanmastir.

Grup 2 (Klinik Uygulama Kontrol Grubu) (n=6): Sag ve sol kulak anterior
aurikiiler kaslarma 2,5 U BTXA intramuskiiler enjeksiyonla uygulanmistir. Sag tarafta
anterior auricular kas tizerindeki alana TZP hazirlama kiti i¢inde santrifiij edilen serum
fizyolojik napaj yontemiyle uygulanmistir.

Grup 3 (in-vitro Calisma Grubu) (n=6): Sag anterior auricular kasma 2,5 U BTxA
(0,05¢cc) ile 0,05cc Trombositten Zengin Plazma enjektor i¢inde karistirilarak ve sol
kulak anterior auricular kaslarma 2,5 U BTxA (0,05cc) ile 0,05cc Serum Fizyolojik ile
karistirilarak intramuskiiler enjeksiyonla uygulanmstir.

Grup 4 (In-vitro Kontrol Grubu) (n=6): Sag anterior auricular kasmna 2,5 U
BTxA(0,05cc) ile 0,05cc TZP hazirlama kiti i¢inde santrifiij edilen serum fizyolojik ve
sol kulak anterior auricular kaslarina 2,5 U BTxA (0,05cc) ile 0,05cc serum fizyolojik

ile karistirilarak intramuskiiler enjeksiyonla uygulanmistir.

Napaj teknigi ile mezoterapi uygulanirken 27-gauge enjektor, intramuskuler

enjeksiyonlar 30-gauge enjektdrler ile uygulanmistir.
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Sag Sol
; Anterior Anterior Anterior Anterior
'_Q'_‘ Auricular Kas Auricular Kas Auricular Kas Auricular Kas
E Uzerindeki Uzerindeki Deri
< Deri Alani Alani
1 2,5 U BTxA (0,05cc) 1,0 cc TZP 2,5 U BTxA (0,05cc) -
2 2,5 U BTxA (0,05cc) 1,0 cc SFR 2,5 U BTxA (0,05cc) -
3 2,5 U BTxA + 0,05cc TZP - 0,05 BTxA + 0,05 SF -
4 2,5 U BTxA + 0,05cc SFR - 0,05 BTxA + 0,05 SF -

Tablo 4: Deney gruplarint olusturulmast (BTxA: Botulinum toksin tip-A, TZP:

Trombositten zengin plazma, SFR: TZP hazirlama kiti icinde santrifiij edilen serum

fizyolojik, SF: Serum Fizyolojik).
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3.5 DENEY iCiN GEREKLI ARAC-GERECLER

Botulinum Toksin Tip-A i¢cin BOTOX (Allergan, USA), Trombositten Zengin Plazma
hazirlamak icin Regen ACR (Regenlab, Isvigre) TZP hazirlama kiti, kit igindeki tiiplere
konulan kanin santrifiijii i¢cin Jingke JK-LC-802C (Jingke, Cin) santrifiij cihaz1 kullanilmastir.
Elektronéromyelografi (ENMG) calismasi VIA SYS — SYNERGY 12.3 MEDELEC cihazi ve
3 yiizey disk elektrotu kullanilmistir. SNAP25 geni mRNA Olg¢limleri, Real-Time PCR
yontemi ile Light Cycler (LC) 480 cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Cerrahi asamada portegii,
klemp, Adson penset, diseksiyon makasi, 15 no’lu bistiiri ve bistiiri sap1, steril gazli bez,
steril cerrahi eldiven, serum fizyolojik, 4/0 U.S.P. keskin igneli ipek dikis ipi, 27-gauge ve
30-gauge enjektor, denekten kan almak i¢in 10ml’lik enjektor kullanilmistir. Cerrahi set

otoklav ile sterilize edilmistir.
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3.6 DEGERLENDIRME YONTEMLERI

3.6.1 GORSEL DEGERLENDIRME VE FOTOGRAFIK KAYIT

BTxA’ nin kas paralizi edici etkisi nedeniyle kulaklardaki diisme ve pozisyon
degisiklikleri degerlendirilmistir. Tiim hayvanlarin kulaklarinin deneyin 0. giinii saghkli ve
dik konumda oldugu tespit edilmistir. Deneyin 14. giinlerinde her hayvanin sol kulag: kontrol
tarafi kabul edilerek sag kulagin sol kulaga gore konumu kor ¢alisan bir arastirici tarafindan
degerlendirilmistir ve gorsel skorlama yapilmistir (Sekil 16). 3 dereceli skorlama sistemi

kullanilmustir.

e Derece 1. Kulaklarin konumunda farklilik yok, simetrik, ikisi de paralitik kaslara bagl
disik.

e Derece 2. Minimal-orta kulak pozisyonu asimetrisi: Sag kulak ve sol kulak simetrik
degil. Sag kulag1 60°’ye kadar kaldirabiliyor. Sol kulak paralitik.

e Derece 3. Minimal-orta kulak pozisyonu asimetrisi: Sag kulak ve sol kulak simetrik

degil. Sag kulag1 60° ve daha fazla kadar kaldirabiliyor. Sol kulak paralitik.

Derece 1 Derece 2 Derece 3

Sekil 16: Kulak pozisyonlarinin gorsel degerlendirme ile derecelendirilmesi. Cizim ve
derecelendirme “Jabor MA, Kaushik R, Shayani P, Ruiz-Razura A, Smith BK, Morimoto
KW, Cohen BE. Efficacy of reconstituted and stored botulinum toxin type A: an
electrophysiologic and visual study in the auricular muscle of the rabbit. Plast Reconstr Surg.
2003;111(7):2419-26” isimli ¢galismadan modifiye edilmistir.

33



Gorsel degerlendirme yontemi Jabor ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklari taze ve
bekletilmis botulinum toksinin etkinligini degerlendiren c¢alismadaki yontem modifiye
edilerek hazirlanmigtir. Jabor ve ark. sol kulak kontrol kulagi olarak degerlendirilmis ve hig
uygulama yapilmamistir. Bu nedenle sag kulaktaki disiisiin miktar1 sol kulaga gore
degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise her iki kulak anterior auricular kasina da BTxA
enjeksiyonu yapildig: i¢cin baska herhangi bir islem yapilmadiginda tiim deneklerin her iki
kulaginin paralitik (Derece 1) olmasi beklenmektedir. Ancak bazi deneklerde kulak
pozisyonlar1 derece 2 ve derece 3’teki gibi BTxA’nin paralize edici etkisinden daha az
etkilenmigtir. Caligmalar arasindaki bu farktan otiirii Jabor ve arkadaslarinin uyguladig

yontem modifiye edilerek ¢alismamizda kullanilmistir.
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3.6.2 ELEKTRONOROMYOGRAFI (ENMG)

Anestezi altinda tiim hayvanlarin frontal, temporal ve mandibular bolgesi traglanmustir.
Anterior auricular kas kiitlesinin ortas1 isaretlenmistir. Fasyal sinir trasesi ve uyari
uygulanacak alan isaretlenmistir. Kaydedici aktif kayit elektrotu anterior auricular kas orta
noktasina (kas gobegine), referans elektrot anterior auricular kasin insersiyosuna
yapistirilmistir, toprak igne elektrot kulagin posterolateraline yerlestirilmistir. VIA SYS —
SYNERGY 12.3 MEDELEC® cihazi kullanilarak mandibula angulus hizasinda fasyal sinir
supramaksimal uyarimi yapilarak elde edilen bilesik kas aksiyon potansiyellerinin (BKAP)
amplitiitleri tepeden tepeye Olgiim yOntemi esas alinarak Ol¢lilmiistiir. Her Ol¢lim 4 kez
tekrarlanmistir ve bunlarin ortalama degeri kaydedilmistir (Sekil 17).

Elektrot noktalar1 uygulamalar oOncesi (0. giin) yapilan o6l¢iimlerden sonra
isaretlenmistir ve ENMG c¢alismalar1 uygulamalardan sonra 14. giinde ayni noktalar

kullanilarak tekrar yapilmistir.

Caligmanin 0. ve 14. gilin yapilan kas aksiyon potansiyeli amplitiit degerlerindeki

(KAPAD) degisim

0. giin KAPAD — 14. giin KAPAD

0. giin KAPAD

formiilii ile hesaplanmustir.
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Peak Ampl. (mv) d

Sekil 17: Elektrondromyografi. a. VIA SYS — SYNERGY 12.3 MEDELEC® cihazi b.
Kaydedici aktif kayit elektrotu anterior auricular kas orta noktasina (kas gobegine),
referans elektrot anterior auricular kasin insersiyosuna yapistirilmasi ve toprak igne
elektrot kulagin posterolateraline yerlestirilmesi. c. Bilesik kas aksiyon potansiyellerinin
(BKAP) amplitiitleri tepeden tepeye Ol¢lim yontemi esas alinarak Olg¢lilmesi. d. Her

Ol¢iimiin 4 kez tekrarlanmasi ve bunlarin ortalama degeri kaydedilmesi.
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3.6.3 GENETIiK DEGERLENDIRME

Botulinum toksin tip A’nin sinir terminalindeki etkisini metalloproteaz aktivitesi ile
SNAP-25 proteinini kirarak olusturdugu bilinmektedir. Kirllmamis SNAP-25 proteinine ait
m-RNA’nin kas dokusundaki miktarin1 gostererek Botulinum toksin tip A’nin sinir
terminalindeki etkinligini 6lgmek planlanmistir. Degerlendirmede BTxA etkinligi ne kadar
inhibe edilmisse kirilmamis SNAP-25 proteinine ait m-RNA’nin o kadar yiiksek
bulunabilcegi diisintilmistiir. Temel gen (housekeeping gene) olarak (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase) geni sec¢ilmistir. Temel gen (HPRT) m-RNA diizeyleri ile hedef
gen (SNAP-25) ifade diizeyleri normalize edilmistir. 14. giin 24 denegin sag ve sol

kulaklarindan toplam 48 kas biyopsisi alinarak asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir:

I. RNA izolasyonu

Tavsan kas dokusundan RNA eldesi Roche Tripure Reagent (Roche, Almanya; Kat. No:
11667157001) kullanilarak {iretici firmanin Onerdigi ve asagidaki agiklanan protokol

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

A. Dokunun hazirlanmasi asamasi

1. 50-100 mg doku 6rnegi buz iizerinde steril petri kaplari icerisinde bistiiri yardimiyla
kii¢iik parcalara ayrildi.

2. Pargalanan dokular 1.5ml’lik polipropilen santrifiij tliplerine aktarildi.

3. Doku orneklerinin iizerine 1 ml TriPure Isolation Reagent ilave edildi ve

homojenizatér yardimiyla homojenize edildi. 10 mg’dan kiigiik dokular i¢in 800 ul TriPure
Isolation Reagent ile birlikte 5-10 pg Glikojen (Roche, Almanya; Kat No0:10997920)
kullanildi.

B. Faz ayrimi asamasi

4. Niikleoprotein kompleksinin ayrimindan emin olmak i¢in tiipler oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi.

5. Ornekler iizerine her bir 1 ml TriPure Isolation Reagent igin 200 pl kloroform

eklendikten sonra tiipler 15 saniye kuvvetlice vorteks yapildi.
6. Tiipler oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi ve faz ayrimi i¢in +4°C’de 12,000Xg’de
15 dakika santrifiij edildi.
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7. Santrifiijden sonra ii¢ ayr1 faza ayrilan soliisyondan RNA 6rnegi igeren {istteki renksiz

sv1 faz 1.5ml’lik RNase free steril tiiplere aktarildi.

C. RNA izolasyonu

8. Ornekler iizerine her bir 1 ml TriPure Isolation Reagent igin 500 pl izopropanol
eklendi.
9. Tiiplerin sikica kapatilip ve ters ¢evrilerek birkac¢ defa iyice karigtirildiktan sonra oda

sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

10. Tiipler +4°C’de 12,000Xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

11. DNA kontaminasyonu 6nlemek i¢in; 300 pul DNase I reaction buffer, 400 ul DEPC-
treated H,0 ve 60 pul DNase I eklendikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda 300 pl 25mM EDTA eklenip 65°C’de 10 dakika beklendi.

12. Ornekler tizerine 1 ml %75°lik etanol eklendi ve tiipler +4°C’de 7,500Xg’de 5 dakika
santrifiij edildi.

13. Siipernatan uzaklagtirildiktan sonra RNA peleti vakum aleti kullanilarak kurutuldu.

14. RNA peleti 50 ul DEPC-treated H,O ile 60°C°de 15 dakika inkiibe edilerek ¢oOzuldi.
15. Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligt NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre”
cihazinda ol¢iilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

II. c¢DNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda 6lgiilerek mikrolitredeki
mikrogram degerleri belirlendi. Primer olarak random hekzamerler kullanilarak High Fidelity
Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche Almanya; Kat. No: 0508995001) ile total RNA’dan
cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo S’te

verilmistir.
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Son

Konsantrasyon = Hacim

Steril HO-PCR grade - RNA miktarina gore
degisken

Reaksiyon Tamponu (5x) Ix (8mM MgCl,) 4,00

dNTP ImM 2,00

Random hekzamer primeri 60uM 2,00

RNaz inhibitorii 20 {inite 0,50

DTT 5 mM 1

Transcriptor Ters 10 iinite 1,1

Transkriptaz

Total RNA lpg 1ug olacak sekilde

Tablo 5: cDNA RT-PCR tepkime karigimi.

c¢DNA icin PCR karisimi ince ¢eperli 0,2ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine dagitildiktan
sonra saflastirilan total RNA eklendi. agsagida belirtilen protokole uygun olarak cDNA ters
transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi uygulandi.
1. Son konsantrasyon 100 ng/ml olacak sekilde RNA, 2 pl Hekzamer primer ve total
hacim 11,4 pl olacak sekilde steril H;O-PCR grade eklendi.
2. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda 65°C’de 10 dakika inkiibasyon edildikten sonra
ornekler buz iizerine alindu.
3. 8,6 ul master karisim (5x Tampon, ImM dNTP, 20U RNaz inhibitorii, SmM DTT ve
10U Transkriptor Ters Transkriptaz enzimi) buz iizerinde bekletilen 6rneklere eklendi.
4. Thermal Cycler cihazina yerlestirilen 6rnekler sirasiyla;
- 29°C’de 10 dakika
- 48°C>de 60 dakika
- 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

5. Reaksiyon sonucu cDNA ornekleri Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik

derin dondurucuda saklandi.

III.  Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile Ol¢iimii
SNAP25 genin mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) 480
cihaz1 kullanilarak yapildi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi igerisinde ;
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cDNA, bolgeye 6zgii primerler ve© UPL TaqMan probu  (Tablo 6), LightCycler TagMan
Master karisimi (Roche, Almanya; Kat. No0:0470749400) ve distile su kullanilarak
gerceklestirildi (Tablo 7). SNAP25 gen ifadelenmesini normalize etmek icin HPRT mRNA

diizeyi referans olarak alindi.

DizZi (5°—3’)
F AAA AAG CCT GGG GCA ATA AT
R CTT TCG TCC ACC ACACGA G
P # 58 (Roche, Almanya, Kat No: 04688554001)
F
R
P

SNAP25

HPRT GCT TTC CTT GGT CAA GCA GT
CAC TTC GAG GGG TCC TTT TC

# 40 (Roche, Almanya, Kat No: 04687990001)

Tablo 6. Real-time PCR, primer, prob dizileri

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O - 4.1uL
MgCI, (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.5uL
Primer R (10pmol/pL) 2.5pmol 0.5uL
TaqMan prob (100pmol/pL) 10pmol 0.2puL
TaqMan karisim (10x) 1x 2.5uL

Tablo 7: SNAP25 ve HPRT Real-Time PCR tepkime karigimi

Light Cycler (LC) 480 Deney Programi

Real-Time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 96’lik ¢ok kuyucuklu plakalara
dagitildi ve iizerine ¢cDNA’ lar eklendi. Uzeri seffaf kapatict ile kapatildi ve cihaza
yerlestirildikten sonra Tablo 8’de belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR
tepkimesi gergeklestirildi. SNAP25 ve HPRT genleri i¢in ayn1 program kullanildi.

40



Reaksiyon sonucunda, SNAP25 ve HPRT genlerin mRNA diizeylerini gosteren
Crossing point (cP) degerleri belirlendi. SNAP2S5 ifade diizeyi HPRT ifade diizeyine gore

normalize edildi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicakhik (°C) 95
Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gecis Hiz1 (°C/sn) 4.40

Program 2. Primer Baglanmas1 ve Uzama (Hibridizasyon ve

Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongiiler 50

Analiz Modu Cogalma
Sicakhik Hedefleri Kisim1 Kisim2  Kisim3
Hedef Sicaklik (°C) 95 60 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn 1
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 4.40 2.20 4.40

Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongtiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicakhik (°C) 40

Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Geg¢is Hiz1 (°C/sn) 2.20

Tablo 8: SNAP25 ve HPRT genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
Real Time PCR tepkime programu.
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Goreceli gen ifadesi sonuglari REST programi kullanilarak “Pfaffl” matematiksel

yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir (Sekil 18).

E (hedef) ACE (kontrol-Brnek)

Sekil 18: Referans degere gore hedef degeri hesaplayan Pfaffl esitligi

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri gegtigi
andaki dongii sayisimi ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA
(cDNA) miktar ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile oOrneklerin Ct degerleri
arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranim gostermektedir. Ifade oram (R) istatistiksel karsilastirmada kullanild.
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3.7 VERILERIN ISTATISTIiKSEL ANALIZ YONTEMLERI

1. Gorsel Degerlendirmelerin istatatistiksel Analiz Yontemi

Calismanin 0. ve 14. giindeki kulak pozisyonlarinin skorlamasi “SPSS 15.0” istatistik
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Deneklerin 14. giinde kulak pozisyonlarindaki
degisimler degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki fark Cok gozli ki-kare testi ile
degerlendirilmistir ve 0,05’den kiiciik olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edilmistir.

2. Elektrondromiyografi Sonuclarinin Istatatistiksel Analiz Yontemi

Caligmanin 0. ve 14. gilin Olciilen kas aksiyon potansiyeli amplitiit degerlerindeki
degisim “SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Kruskal Wallis testi ve
Wilcoxon isaret testi kullanildi. 0,05’den kiiciik olan p degerleri istatistiksel agidan anlaml

olarak kabul edildi.

3. Genetik incelemelerin Istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagli olarak degisen, SNAP25 ve HPRT mRNA ifade diizeylerindeki
farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programu ile karsilastirildi. Veriler “SPSS 15.0”
istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Mann-Whitney testi kullanildi. 0,05’den kiigiik

olan p degerleri istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 GENEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Calismanin oncesinde deneklerin karantina siiresi iginde 6len bir denek yerine yeni
denek konulmustur. Deney siiresince anesteziye, kan alma ve enjeksiyon uygulamalarina veya
cerrahi isleme bagli bir komplikasyon goriilmemistir. G6z kapag1 enfeksiyonu gegiren bir

denegin tedavisi veteriner hekimler tarafindan yapilmistir.

4.2 GORSEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Uygulamalardan once tiim denekleri kulaklar1 ayni pozisyonda, dik ve saglikli
olarak kaydedilmistir. Uygulamalardan sonra 14. giinde kor bir arastirmaci tarafindan yapilan
kulaklarin birbirine gore konumunun degerlendirildigi gorsel degerlendirme sonuglari analiz
edilmistir (Tablo 9). Her iki kulakta tam paralizi olusmasi1 Derece 1 olarak isaretlenmistir.
Sag kulagin daha az etkilendigi pozisyonlar kulagin agisina gore Derece 2 ve Derece 3 olarak
degerlendirilmistir (Sekil 20, 21, 22, 23). Grup I’de sag kulag1 daha az paralize olmus, daha
dik pozisyondaki denek sayis1 daha fazla bulunmustur. Bu farkin orani ¢ok gozlii ki-kare testi
ile degerlendirilmistir. Grup I’de %83, Grup II’de %17, Grup III'te %33 ve Grup IV’te
%]17’lik bir degisim oldugu saptanmistir ve Grup I’deki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,048) (Cok gozli ki-kare testi) (Sekil 19). Diger gruplardaki degisim

yiizdeleri anlamli bulunmamastir.
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Gruplar Denekler Gorsel
Derecelendirme

Grup I N1 1
N2
N3
N4
N5
N6

Grup II N1
N2
N3
N4
N5
N6

Grup III N1
N2
N3
N4
N5
N6

Grup IV N1
N2
N3
N4
N5
N6

DO = | = [ | = | = [ DN = | DN [ = | b [ bt [ | [ b= [N | = [ = [N W [ W[ DN DN

Tablo 9: Gorsel Degerlendirme Sonuglari.

1.Her iki kulak paralitik.
2. Sag kulag1 60°’ye kadar kaldirabiliyor ve sol kulak paralitik.
3. Sag kulag1 >60° kaldirabiliyor ve sol kulak paralitik.
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Gorsel Degerlendirme Skoru Degisimleri

83

100

80

60 33

17
40

20

BGrupl ®Grupll ®Grup I = Grup IV

Sekil 19: Gorsel degerlendirme sonuclart degisimleri (%). Grup I’deki %83’liik
degisim oran1 anlamlidir (p=0,048).
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DENEKLERIN GORSEL DEGERLENDIRME ORNEKLERI

h.

Sekil 20: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 1 kulak pozisyonlari (Grup 2-N1).

Sekil 21: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 2 kulak pozisyonlari (Grup 3-N4).
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Sekil 22: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 3 kulak pozisyonlart (Grup 1-N5).
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4.3 ELEKTRONOROMYOGRAFIK DEGERLENDIRME
BULGULARI

Aksiyon Potansiyeli Amplitiidii Degerlendirme Bulgular:
Uygulamalardan 6nce (0. giin) ve uygulamalar sonrasi 14. giinde yapilan
elektronéromyografi ¢calismalarinda elde edilen kas aksiyon potansiyelleri amplitiit 6l¢timleri
(mV) degerlendirilmistir. Bu Ol¢limlere gore deneklerin kas kas aksiyon potansiyelleri

amplitiit 6l¢iimleri (mV) Tablo 10°da gortilmektedir.

(0. giin) (14. giin)
Gruplar Denekler SAC SOL SAC SOL
Grup 1 N1 19.9 15.7 5.6 1.3
N2 15.6 12.5 7.9 4.6
N3 7.24 13.4 4.3 0.23
N4 19.0 14.3 5.7 1.1
N5 12.2 19.1 4.8 4.0
N6 8.9 14.4 3.0 0.9
Grup 2 N1 10.3 11.8 0.6 1.2
N2 12.2 11.3 1.1 1.2
N3 9.0 16.6 1.2 1.0
N4 9.0 10.4 0.9 0.8
N5 12.9 9.6 1.0 0.8
N6 9.3 11.5 1.5 1.5
Grup 3 N1 9.1 9.5 2.5 1.2
N2 13.8 14.6 1.4 0.8
N3 12.9 14.7 0.2 0.1
N4 11.8 11.9 0.3 0.3
N5 9.6 8.8 1.2 0.7
N6 8.8 11.3 1.4 0.5
Grup 4 N1 11.7 11.9 0.9 0.8
N2 13.6 13.5 2.2 2.1
N3 12.5 12.2 0.3 0.3
N4 7.4 5.6 1.2 0.4
N5 9.7 12.7 0.4 0.8
N6 6.6 8.7 0.5 1.2

Tablo 10: Deneklerin sag ve sol kulak anterior auricular kas aksiyon potansiyelleri

(mV).
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Gruplar homojen dagilmadigi i¢in her grupta sag ve sol kulaktan elde edilen verilerin

median ve ¢eyrek degerler genisligi (interquartile range:IR) degerleri hesaplanmistir.

SAG SOL
Gruplar 0. giin 14. giin 0. giin 14. giin
Grup 1 13,9 5,2 14,4 1,2
Grup 2 9.8 1,1 11,4 1,1
Grup3 | 10,7 1,3 11,6 0,6
Grup4 | 10,7 0,7 12,1 0,8

Tablo 11: Deneklerin sag ve sol kulak anterior auricular kas aksiyon potansiyellerinin

median ve ¢eyrek degerler genisligi (interquartile range:IR) degerleri (mV).

Kas aksiyon potansiyeli amplitiit degerlerindeki (KAPAD) degisim;

[ 0. giin KAPAD — 14. giin KAPAD J
0. giin KAPAD

formiilii ile hesaplanmisir. Bu degerlere gore degisim degerleri ve degisim

degerlerinin median degerleri Tablo 12 ve Tablo 13’te goriilmektedir.
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Degisimler
Gruplar | Denekler SAC SOL
Grup 1 N1 71.9 91.7
N2 494 63.2
N3 40.6 98.3
N4 70 92.3
N5 60.7 79.1
N6 66.3 93.8
Grup 2 N1 94.2 89.8
N2 91 89.4
N3 86.7 93.1
N4 90 92.3
N5 92.3 91.7
N6 83.9 87
Grup 3 N1 72.5 87.4
N2 89.9 94.5
N3 98.5 99.3
N4 97.5 97.5
N5 87.5 92.1
N6 84.1 95.6
Grup 4 N1 92.3 93.3
N2 83.8 84.5
N3 97.6 97.5
N4 83.8 92.9
N5 95.9 93.7
N6 92.4 86.2

Tablo 12: Deneklerin kas aksiyon potansiyeli degisimlerinin degerleri.

Degisim Orani Degerleri
Gruplar Sag Kulalg i Sol Kulak
Grup 1 63,5 92
Grup 2 90 90,7
Grup 3 88 95
Grup 4 92,4 93,1

Tablo 13: Deneklerin kas aksiyon potansiyeli degisimlerinin median degerleri.
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Aksiyon potansiyeli amplitiitlerinin 0. ve 14. Gilinler arasindaki degisim oranlari
degerlendirildiginde Grup I’de sag kulaktaki degisim oraninin (BTxA + TZP mezoterapisi)
sol kulaktaki (yalniz BTxA) degisim oranina gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0,028) (Wilcoxon isaret testi) (Sekil 24).
Botulinum toksinin kas paralizisi etkisinin TZP mezoterapisi uygulanan grupta daha diisiik

oldugu sonucuna varilmistir.

Aksiyon Potansiyeli Amplitiidii Degisim Oranlari

100

80

60

40

20

Grup I Grup I1 Grup IIT Grup IV

E Sag Kulak mSol Kulak

Sekil 24: Aksiyon potansiyeli amplitiitlerinin 0. ve 14. Giinler arasindaki degisim oranlari.

Grup II’de sag kulaktaki degisim oraninin (BTxA + SF mezoterapisi) sol kulaktaki
(yalmz BTxA) degisim oranina gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Ancak farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=0,60) (Wilcoxon isaret testi).

Grup III’de sag kulaktaki degisim oraninin (BTxA + TZP im. enjeksiyonu) sol
kulaktaki (BTxA + SF im. enjeksiyonu) degisim oranina gore daha diisiik oldugu
saptanmistir. Farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir (p=0,038) (Wilcoxon
isaret testi). Botulinum toksinin kas paralizisi etkisinin TZP ile ayn1 enjektdrde karistirilip

verildiginde azaldig1 sonucuna varilmistir.

Grup IV’te ise sag kulaktaki degisim oranlari daha diisiik oldugu ancak farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=0,91) (Wilcoxon isaret testi).
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Tim gruplarin sag kulaklarindaki aksiyon potansiyeli degisimleri karsilastirildiginda
Grup I’de (BTxA + TZP mezoterapisi) sag kulaktaki degisim oraninin Grup II (BTxA + SF
mezoterapisi), Grup III (BTxA + TZP invitro karigimi) ve Grup IV (BTxA + SF invitro
karisimi)’e gore daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 25). Fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,004) ( Kruskal Wallis testi).

100,00

90,00

80,00

70,00

50,00

50,001

AKksiyon Potansiyeli Degisimleri %

40,00

I | I |
1 2 3 4

Gruplar — Sag Kulak Degerleri

Sekil 25: Deneklerin sag kulaklarina yapilan uygulamalar sonucunda kas aksiyon

potansiyelindeki degisimlerin kutu grafigi.
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Tim gruplarin sol kulaklarindaki aksiyon potansiyeli degisimleri karsilastirildiginda
ise gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (Sekil 26) (p=0,34)

(Kruskal Wallis testi).
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Gruplar — Sol Kulak Degerleri

Sekil 26: Deneklerin sol kulaklarina yapilan uygulamalar sonucunda kas aksiyon

potansiyelindeki degisimlerin kutu grafigi.
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4.4 GENETIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Gen Ifade Diizeyinin Kantitatif Belirlenmesi

SNAP25 geninin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light Cycler 480
cihaz1 kullanilmistir. Tavsan kulak kas dokusundan elde edilen cDNA’larda SNAP25 geninin
normalizasyonu i¢in secilen HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) (housekeeping)
genine 0zgiil primerler ve UPL LNA problar1 kullanilarak ¢aligilmistir.

Yapilan genetik caligmalar sonucu SNAP-25 proteinine ait genlerin m-RNA
diizeyinde tim kas biyopsilerinde ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil 27). Tiim deneklerde
SNAP-25 Ct degerinin elde edilmesi ¢alismada dogru m-RNA dizisine bakildigini ve
aldigimiz biyopsilerinde SNAP-25 proteini varligini dogrulamstir.

SNAP25 ve HPRT genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren
Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 27’te gosterilmektedir.
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Sekil 27: Deneklerden aldigimiz kas biyopsilerinde SNAP25 ve HPRT genlerinin
mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon egrileri. SNAP25 ve
HPRT geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir.

Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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Gruplar i¢inde deneklerin sag ve sol kulak kas biyopsilerinden elde edilen degerler
karsilastirildiginda Grup I, Grup II, Grup III ve Grup IV’te istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamuistir (Tablo 14).

Gruplar SNAP-25 m-RNA ekspresyonu p*
Sag Kulak Sol Kulak

Grup 1 43,6 38,5 0,47

Grup 2 41,5 41,4 0,9

Grup 3 43,2 42,8 0,35

Grup 4 45,4 50 0,6

Tablo 14: Deney gruplarinda sag ve sol kulak anterior auricular kaslarda SNAP-25
proteini m-RNA ekspresyonu ortanca degerleri ve sag ve sol kulakta elde edilen degerlerin

istatistiksel karsilastirilmasi (*Kruskal Wallis testi).

Grup I (BTxA + TZP mezoterapisi) ve Grup II (BTxA + SF mezoterapisi) sag kulak
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,7) (Wilcoxon

isaret testi).

Grup III (BTxA + TZP in vitro karisimi1) ve Grup IV (BTxA + SF in vitro karigimi)
sag kulak degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,36)

(Wilcoxon isaret testi).

Sonug olarak Grup I, Grup II ve Grup III’ te SNAP25 mRNA ifadelenme diizeyinin

azalmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 28: Sag ve sol kulak anterior auricular kaslarinda SNAP-25 geni m-RNA
diizeyleri. Hedef genin ifade diizeyleri HPRT mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize
edildi. Tiim gruplarda p>0,05.
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Genetik degerlendirme yontemlerinde elde edilen bulgulara gore sonug olarak sag ve
sol kulak anterior auricular kaslarindan alinan biyopsilerde SNAP-25 proteini m-RNA
ekspresyonu agisindan fark bulunmamistir. Ancak fonksiyonel, kirilmamig SNAP-25 proteini
gosterecek genetik degerlendirmeye tavsan i¢in uygun kit bulunamamasi nedeniyle devam

edilmemistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Botulinum toksin-Tip A (BTxA)nin yiiz kirigikliklarinin tedavisinde kullaniminda
baz1 yan etkiler goriilebilmektedir. Hayati tehdit eden ciddi yan etkiler bildirilmemis olsa da
ortaya ¢ikan bazi komplikasyonlarin tedavisi giic olabilmektedir.*® Enjeksiyon bdlgesinde
agrl, O0dem, eritem ve ekimoz en sik karsilasilan yakinmalardir. Bunlar genellikle
enjeksiyonun kendisinden kaynaklanan ve BTxA ile ilgili olmayan, kendini siirlayan ve kisa
zaman ic¢inde kendiliginden kaybolan yan etkilerdir. Ancak kas ve goz kapagi pitozu
(glabellar uygulamalarda % 0-5,4), dudak pitozu (periorbital uygulamalarda % 0-10) gibi
daha ciddi ve rahatsiz edici komplikasyonlar da goriilebilmektedir.* BTxA’min uygun

teknikle saklanmasi, diliisyonu ve enjeksiyonu ile komplikasyon oranlar diisiiriilebilir.

BTxA uygulamalarinin komplikasyonlarinin ve yan etkilerinin tedavisinde elimizde
cok fazla segenek yoktur. Eritem ve ekimoz islem bolgesi sogutularak azaltilabilir. Asimetri
durumunda kontralateral tarafa BTxA uygulamalar1 yapilabilir. Goz kapagi pitozunda o-2
adrenerjik etkiyle Miiller kas1 kontraksiyonuna neden olan ve 1-3 mm g6z kapag yiikselmesi

saglayan aproklonidin gz damlalari kullanilabilir.”

Asetilkolinesteraz (pyridostigmine)
kullanimi ile olumlu sonuglar bildirilmistir.”’ BTxA uygulamalari sonrasi olusan géz kapagi
pitozunun tedavisinde Scott tarafindan human botulinum immunglobulin kullanilmis olsa da
immunglobulinin BTXA enjeksiyonundan sonra 4 saat iginde kullanilmasi gerektiginden

klinik kullanimi yayginlasmamustir.”*

BTxA etkisinin azaltilmas1 veya inhibe edilmesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik
Cerrahi disinda basta Mikrobiyoloji, Enfeksiyon Hastaliklari, Biyokimya ve Genetik bilim
dallar1 olmak iizere bir¢ok bolimiin lizerinde calistigi bir konudur. 2000’11 yillara kadar
botulizm tedavilerinin tiimii antikor tabanli tedavilerdi. Bu tedavilerin etkinlikleri sinirliydi
clinkli toksin hiicre igindeki hedefine ulastifinda etkileri geri dondiiriilemiyordu. 2000’li
yillarda ¢esitli yeni kimyasallarin bulunmasi ve biyomiihendisligin gelismesi ile 6zellikle
“BTxA hafif zincir metalloproteinazi” inhibe eden bazi kimyasallar (NSC 240898, JTH-
NB72-39) kesfedilmistir.®***

Son 10 yildir botulinum toksin inhibitérii c¢alismalarinda 6zellikle SNARE
proteinlerini hedef alan hafif zincir ¢inko metalloproteazi inhibe etmek amaglanmaktadir.

Bir¢ok peptid, organik madde, peptidomimetik bu amacla denenmis, bazilarinda da basarilt
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olunmustur. Ornegin bis(5-amidino-2benzimidazolil) BTxB’ nin aktif bolgesindeki ¢inkoyu
¢ikaran ve aktif bolgeyi yeniden sekillendiren bir yapidadir.®® ilk irreversibl inhibitor ise 2010
yilinda Capkova ve arkadaglari tarafindan benziliden siklopentenedion yapida aktif bolgeye
kovalent modifikasyon yapan bir madde olarak tanimlanmustir.”’ Bilgisayarli biyokimyasal
yontemler ile tanimlanan maddelerin hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde yapilan
toksisite caligmalarinda bunlardan bircogunun etkisiz veya kendisinin de sitotoksik oldugu
goriilebilmektedir. Ozellikle BTxA’ya maruziyet sonras1 kullanilabilecek ve onun etkilerini
geri dondiirebilecek, kullanimi kolay, ¢evre kosullarina dayanikli bir ilag arayisi tiim diinyada
devam etmektedir. Giinlimiizde botulinum intoksikasyonunda hayat kurtarici tek ¢6ziim

mekanik ventilasyondur.

Adekar ve arkadaglar1 2008 yilinda kimyasal ilaglarin yani sira insan kaninda dogal
halde bulunabilen IgM yapisindaki bazi antikorlarin da BTxA letal dozlarmni tamamen
notralize edebilecegini ve insanlardaki dogal antikor havuzunun bu biyolojik toksine karsi

koyabilecegini rapor etmistir.”*

Botulinum toksin uygulamalarindan sonra %4-10 oraninda bir tedavi yetersizligi

goriilebilir.”>*® Uygun doz ve teknik uygulansa bile BTxA etkisi goriilmeyebilir. Bu
durumdan BTxA noétralize edici antikorlar suglanmistir. Ancak vakalarin ¢ogunda nétralize
edici antikorlarin varlig1 laboratuvar testleri ile ortaya konulmamistir. Yani bu vakalarda

BTxA’ nin etki gostermesini engelleyen veya etkisini azaltan baska faktorler de olabilir.

Mezoterapi her ne kadar ilag ve yardimci madde (bitki 6zleri, vitaminler, eser
elementler vb.) karisimlariin ¢ok sayida ve kii¢lik hacimde enjeksiyonlarla intradermal veya
subkutan olarak uygulanmasi anlamina gelse de bu tedavide hedef organ her zaman deri ve
deri ekleri degildir. Fibromyalji, basagrisi, bel agrisi, tendinit, bursit tedavisi i¢in piroksikam,

76,78 .1
Buflomidil ve

ketorolak, baklofen, diazepam karigimlar1 bu yontemle kullanilmistir.
pentoksifilinin lokal doku mikrosirkiilasyonunu arttirarak etkili oldugu diistiniilmiistiir.
Enjeksiyon lipoliz amaciyla fosfatidil kolin, L-Karnitin, hyalurinidaz, kollajenaz, glikolik asit,
retinoik asit , multivitaminler (ADEK), eser elementler (Cinko, bakir, selenyum, krom,

mangenez), lidokain, tiroid hormonlari, aminofilin, isoproterenol kullanilmaktadir.

Mezoterapi etkinliginin mekanizmasi tam olarak agiklanamamis olsa da bu yontemle
bolgesel yararlilik saglanmasi, mezoterapi yontemi ile uygulanan ilaclarin bdlgesel mikro

dolagima gectigi ve lokal etki gosterdigini diisiindiirmektedir.”
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Ozellikle Fransa, Italya ve Ispanya’ da mezoterapi mekanizmasi, etkinligi ve giivenligi
iizerine yaymlar daha fazladir. Literatiirde mezoterapi uygulamalar1 ile memnun edici
sonuglar alindigina dair yayinlar kadar mezoterapi uygulamalarini sorgulayan ve etkinliginin
olmadigin1 savunan yayilar da mevcuttur. Ornegin lorizzo mezoterapiyi yiiz, el ve boyun
genglestirmesi amaciyla etkin olarak kullandigini belirtmistir.”” Ancak Amin ve arkadaslari
2006’da mezoterapinin yiiz genglestirmede etkin bir yontem olmadigini klinik ve histolojik
degerlendirmelerle sunmustur.”® Park ve arkadaslari 2008’de mezoterapinin viicut

sekillendirmede etkin bir yontem olmadigim bildirmislerdir.”

Trombositten Zengin Plazma (TZP) mezoterapisini konu alan Kim ve arkadaslarinin
2011°de yayinladig calismada TZP’ nin fibroblast kiiltiirleri izerinde proliferatif etkisi oldugu
ve hiicrelerdeki tip-1 kollajen ekspresyonunu arttirdign  gdsterilmistir.'' Nakamura ve
arkadaslar ise 2010 yilinda TZP’nin yag grefti kalicihigmna etkisini arastirmustir.®’ TZP’nin
yag grefti hacminin korunmasinda ve yag grefti sagkaliminda etkin oldugu saptanmistir.
Cervelli ve arkadaslar1 da 2009’da yiize uygulanan yag grefti ve TZP karisimi ile olumlu
klinik sonuglarini bildirmistir."

Sonu¢ olarak mezoterapi ve TZP mezoterapisi etkinligi ve giivenligi iizerine
caligmalar devam etmektedir. Giliniimiizde se¢ilmis olgularda uygulanabilecek minimal-

invazif yliz genglestirme prosediirlerinden biridir.

Trombositten Zengin Plazma’nin hem serum hem de aktive trombositlere sahip
olmasiyla serumda ve trombositlerin a-graniilii i¢cinde bulunan a-2 makroglobulinden zengin
olabilecegi diisiiniilebilir. a-2 makroglobulin metalloproteazlar ve diger tiim proteazlar (serin,
treonin, sistein, aspartic) iizerinde inhibitor etki gosteren genel bir proteaz inhibitoridiir.
Sadece endojen kaynakli metalloproteazlara (Matriks Metalloproteinazlart (MMPs),
adamolisin-benzeri proteazlar (ADAMs) ve ostosinler) degil ayni zamanda patojenler
tarafindan iiretilen veya bazi yilan zehirlerinde bulunan metalloproteinazlara karst da etkin

oldugu bilinmektedir.

Miyoshi ve arkadaslar tarafindan 1991°de bir patojen (Vibrio vulnificus) tarafindan
iiretilen MP’in da -2 makroglobulin ile inhibe edilebilecegini gosterilmistir.®' Saidi ve
arkadaslari tarafindan 1999’da a-2 makroglobulinin metalloproteinaz yapidaki Lebetase isimli

yilan zehirini inhibe ettigini saptamustir.*>

Botulinum toksinin hafif zincir metalloproteinazt SNAP-25 proteinini kirarak etkisini

gosterir. Asetilkolinin sinaptik araliga ekzositozu gergeklesemez. Bir metalloproteinaz
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yapisinda olan botulinum toksinin de bir oranda a-2 makroglobulin ile inhibe olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Trombositten Zengin Plazma’nin bu yolla botulinum toksin aktivitesinde bir

azalmaya neden olabilecegi diistintilmiistiir.

Calismamizin amact TZP’nin BTXA aktivitesi tizerindeki etkisini arastirmaktir. TZP
mezoterapisi ve glabellar, frontal ve lateral orbital kirisikliklarin tedavisi i¢in BTxA
uygulamalarinin ayn1 seansta yapildigi bazi1 hastalarda BTxA aktivitesinin ortaya ¢ikmadigini

veya yetersiz oldugunu gézlemlememiz bu ¢alismanin klinik temelini olusturmustur.

Deney modeli olarak 2003 yilinda Jabor ve arkadaslarinin tanimladigi tavsan anterior
auricular kas modeli secilmistir.”* Bu modelde anterior auricular kas paralizisi yapan
botulinum toksin etkin dozu belirlenmistir. Calismamizda da ayn1 BTxA dozlan
kullanilmistir. Bu model Gorgli ve arkadaglari tarafindan 2006’da islem bdlgesine agri
kontrolii i¢in uygulanan lokal anestezikler ile botulinum toksin etkilesimini gosterilmesinde”,
Elmas ve arkadaglar1 tarafindan da 2007°de taze ve bekletilmis BTxA etkinlik farklarinin
gosterilmesinde kullanilmis bir modeldir.” Model hem kulak pozisyonlarindaki degisimler ile
gorsel degerlendirmeye, hem kas aksiyon potansiyeli Ol¢iimleri ile elektronéromyografik
calismaya hem de alinacak kas biyopsileri ile histolojik veya ¢alismamizda yaptigimiz gibi
genetik ¢alismalara izin vermektedir. Ayn1 zamanda alerjik reaksiyon riskini dislamak icin
tim hayvanlardan otolog TZP hazirladigimizdan giivenli olarak 8ml kan alinabilecek ve
alindiktan sonra hayvanin yasatabilecegi en kiiclik denek tavsan olmasi bu modeli

segmemizde etkili olmustur.

Gruplar olusturulurken Grup I birinci ¢alisma grubu, Grup II ise Grup I’in kontrol
grubu olarak planlanmistir. Ayni sekilde Grup III ikinci ¢alisma grubu, Grup IV ise Grup
[II’tin kontrol grubu olarak tasarlanmistir. Bu modelin kullanildig1 c¢alismalarda hem ayni
denekte kulaklarin birbirine gére konumu ve 6l¢iim degerleri hem de gruplar arasindaki genel
farklar 6nem tagimaktadir. Mezoterapinin 6ziinde ¢oklu intradermal uygulama oldugundan el
becerisi 6nem tasimaktadir. Tavsan derisi her ne kadar uygulamalar 6ncesinde traglanmis olsa
dahi insan derisinden farklidir. Derinin uygulama alanindan kaymasi ve igne batirma
kuvvetinin ayarlanmasi oncelikle uygulama alistirmast yapilmas: gerekmektedir. Mezoterapi
sonras1 deri lizerinde kalan TZP klinik kullanimda deri tizerine yayilir ve 12 saat burada
kalmas1 oOnerilir. Klinik uygulamaya benzer bir sekilde denege uygulanan mezoterapi

stvilarindan deri lizerinde kalan miktar yine deri iizerine yayilarak birakilmistir.
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TZP mezoterapisinin uygulanacagi alan anterior auricular kas tizerindeki derinin 2x1
cm’lik alani olarak tespit edilmistir. Sag taraftaki mezoterapi uygulama alaninin kontralateral
anterior auricular kasi etkilememesi i¢in mezoterapi alani ile kontralateral kas arasinda en az 4

cm’lik bir uzaklik korunmustur.

ENGM c¢alismalarinda ¢alismanin yapildigi noktalarin isaretlenmesi ve tekrarlanacak
Olctimlerde hep bu noktalarin kullanilmasi onem tagimaktadir. Ciinkii farkli noktalardan
yapilacak Olclimler elde edilecek sonucu degisecektir. Caligmamizda Jabor ve arkadaslarinin
tanimladig1 modeli temel alarak ve kendi yaptigimiz anatomik pilot ¢alismanin da sonuglarini
g6z Oniinde tutarak anterior auricular kas tam orta noktas1 isaretlenmistir. Aksiyon potansiyeli

Olctimleri uygulamalardan once ve sonra bu noktadan yapilmistir.

Degerlendirme deneklerin kulak pozisyonlarindaki 0. ve 14. giindeki gorsel
degisimlerin gruplar arasinda karsilastirilmasi, deneklerin 0. ve 14. glindeki anterior auricular
kas aksiyon potansiyeli degisimlerinin karsilastirilmast ve 14. giinde deneklerden alinan
anterior auricular kas biyopsilerinde BTxA’nin kas paralizisi etkisini saglayan
metalloproteinaz aktivitesinin hedefi olan SNAP-25 proteininin geninin kantitatif olarak

degerlendirilmesi ve gruplar arasinda karsilastirilmasi ile yapilmistir.

Uygulamalar oncesi (0.giin) yapilan gorsel degerlendirmelerde deneklerin hi¢ birinde
kulak pozisyonlarinda fark goriilmemistir ve hepsinin dik pozisyonda oldugu kaydedilmistir.
Deneklerin temin edilmesi sirasinda kulaklariin saglikli olmasma 6zellikle dikkat edilmistir

ve karantina siiresince de kulak pozisyonlarinda farklilik gelismemistir.

Uygulamalar sonrasi1 14. giinde sag tarafa TZP mezoterapisi uygulanan grupta (Grup I)
ve sag tarafa botulinum toksinin kas i¢ine verilmeden 6nce TZP ile karigtirilarak verildigi
grupta (Grup III) deneklerin sol kulaklarindaki diisiikliigiin sag kulaga gore daha fazla oldugu
gorlilmiistiir. Grup I’de bu farkin anlamli olarak daha fazla oldugu saptanmistir. Ancak Grup
III i¢in fark anlamli bulunmamistir. Grup II ve Grup IV’te de kulak pozisyonlar1 agisindan

anlamli fark bulunamamastir.

Elektrondromiyelografik degerlendirmede ise 0. ve 14. giinlerde yapilan aksiyon
potansiyeli amplitiidii 6l¢limlerinin farklar1 degerlendirilmistir. Sifir ve 14. giinler arasinda
sag kulak anterior auricular kas aksiyon potansiyeli degisim orani ve sol kulak anterior
auricular kas aksiyon potansiyeli degisim orani arasindaki fark degerlendirilmistir. Grup I ve

Grup III'te anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Yani bu gruplarda deneklerin sag
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kulaklarina uygulanan islemler onlarin BTxA’dan daha az etkilenmesine neden olmustur.

Grup II ve Grup IV’te ise anlamli fark bulunmamistir.

Tiim deneklerde sag kulak anterior auricular kasta elde edilen aksiyon potansiyeli
amplitiit degisimleri karsilagtirildiginda ise Grup I'in anlamli olarak daha az degistigi

gorlilmiistiir. Deneklerin sol kulaklar1 arasinda gruplara gore bir farklilik bulunmamastir.

Ondordiincti giinde kulak Oniinden bitemporal kesi yapilarak sag ve sol anterior
auricular kaslar1 disseke edilip cikarilmistir. Bu 6rneklerden SNAP-25 proteinine ait gen
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Sag ve sol kulakta SNAP-25 kantitatif degerlendirme
sonuclart karsilagtirilmistir. Sonug olarak Grup I, Grup II ve Grup III’ te SNAP25 mRNA
ifadelenme diizeyinin azalmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
Grup IV’ te ise mRNA ifadelenme diizeyinde artis goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Sonug¢ olarak diger degerlendirme yontemleri ile tespit ettigimiz

degisiklikleri uyguladigimiz bu genetik degerlendirme yontemi ile gosterilememistir.

Genetik caligsmalar sonucunda yapilan uygulamalarin SNAP-25 proteine etkisi m-RNA
diizeyinde olmayabilecegi ve posttranslasyonel modifikasyonlar {izerinde etkisinin olup
olmadiginin anlasilabilmesi i¢cin SNAP-25 mRNA ifadelenme diizeyinin belirlenmesinin
yaninda SNAP-25 proteinine yonelik direk caligmalarin yapilmasi gerektigi gorilmiistiir.
Tavsan i¢in bu ¢aligmalart yapilabilecegi kit temin edilemediginden genetik degerlendirme
ancak m-RNA ifadelenme diizeyinin belirlenmesi ile yapilabilmistir. Daha sonraki tavsan
caligmalarinda degerlendirme yontemi olarak histolojik elektron mikroskobik degerlendirme

ve immiinhistokimyasal degerlendirme yapilmasinin daha uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak bu calismada TZP’nin botulinum toksin aktivitesini azaltan bir etkisi
oldugu saptanmistir. Bu etkisini hem botulinum toksin enjeksiyonu yapilan kas tizerindeki
alana intradermal olarak uygulandiginda (mezoterapi), hem botulinum toksin kas igine

uygulanmadan 6nce TZP ile karistirildiginda gézlenmistir.

TZP’den salinan biiylime faktorlerinin sinir rejenerasyonuna etkisine bakildiginda
PDGF, TGF-B ve IGF-II’nin sinir rejenerasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir.
Trombosit kaynakli biiyiime faktoriiniin (PDGF) sinir rejenerasyonu iizerindeki rolii tam
olarak bilinmemekle birlikte, tam ayrilma veya ezilme tarz1 yaralanmalardan sonra proksimal
sinir segmentinde PDGF miktarinin arttigi ve Schwann hiicreleri iizerinde mitojenik etkisi

oldugu gosterilmistir.*® Wells ve arkadaslar1 1997°de periferik sinir modelinde uyguladiklar:
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PDGF ve IGF-1 kombine tedavisinin aksonal rejenerasyonu onemli derecede arttirdigini
saptamuslardir.'® Oya ve arkadaslari ise PDGF’in sinir rejenersyonu iizerindeki olumlu
etkilerini aksonlar ve Schwann hiicreleri arasindaki iligkiyi saglamasina baglamlslardlr.lol
TGF-B da sinir iyilesmesinde Schwann hiicreler iizerinde etkili bir biiylime faktoriidiir.
Sulaiman ve arkadaslar1 TGF-p ile inkiibe edilen Schwann hiicrelerinin sinir onarim alanina
uygulanmast sonucunda rejenere akson sayisinin kontrol grubuna oranla 2 kat arttifini
gostermislerdir.'®* Trombosit a- graniilii igindeki bir diger biiyiime faktorii olan IGF-II’nin
sinir rejenerasyonu iizerindeki etkileri Ishii ve arkadaslari tarafindan arastirilmis ve bu
faktoriin duyu ve motor sinir iyilesmesinde olumlu etkileri oldugu gdsterilmistir.'® Sariguney
ve arkadaglarinin 2008°de yaptig1 calismada TZP nin sinir iyilesmesi iizerinde olumlu etkileri

oldugu gosterilmistir.”

TZP’nin sinir rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri mevcuttur ancak bizim
calisgmamizdaki 14 giinliik siirede botulinum toksin etkisindeki sinir terminallerinden aksonal

filizlenme yoluyla yeni kas-sinir kavsagi olusturup fonksiyonu geri dondiirebilmesi giigtiir.

BTxA aktivitesini daha olusmadan tamamen inhibe edebilecek ve giivenlik-toksisite
deneyleri tamamlanmis bir madde heniiz yoktur. Ancak BTxA’ nin etkisini 6zellikle belirli
oranlarda azaltan bazi kimyasallar bulunmustur.®® BTxA bir Zn-metalloproteinazdir. a-2
makroglobulin ise hem serumda hem de trombosit a-graniiliinde bulunan genel bir proteaz
inhibitoriidiir. Serin, sistein, treonin ve aspartic proteazlara karsi inhibitor etki gosterdigi gibi
metalloproteazlara kars1 da inhibitor etki gostermektedir. o-2 makroglobulinin BTxA ile
etkilesimine ait yeterli bilgi yoktur ancak a-2 makroglobulinin patojen metalloproteazlarina
ve bazi yilan zehiri metalloproteazlarina inhibitor etki gosterdigi bilinmektedir. Miyoshi ve
arkadaglar1 bir patojen (Vibrio vulnificus) tarafindan iiretilen metalloproteazin da -2
makroglobulin ile inhibe edilebilecegini gosterilmistir.® Saidi ve arkadaslari ise a-2
makroglobulinin metalloproteinaz yapidaki Lebetase isimli yilan zehirini inhibe ettigini

saptamlstlr.82

Calismamizda kontrol gruplarindan elde edilen veriler ile (Grup II ve Grup IV)
mezoterapi tekniginin kendisinden veya tlip igindeki sodyum sitrattan kaynaklanan bir

nedenle botulinum toksin aktivitesinin etkilenmedigi saptanmustir.

Sonug¢ olarak bu g¢alismada Trombositten Zengin Plazma’nin Botulinum toksin tip-

A’nin kas paralizi edici 6zelligini azalttigin1 saptanmistir. Bunun serumda ve trombosit a-
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granllii i¢cinde bulunan bir metalloproteinaz inhibitdrii olan o-2 makroglobuline bagh

olabilecegini diisiiniilmiistiir ve bu yonde yeni ¢aligsmalar planlanmaistir.

Iki yaygin yiiz genglestirme ydntemi olan TZP mezoterapisin ve BTxA
uygulamalarinin birlikte ayn1 yapildiginda BTxA’nin kas paralize edici aktivitesinde azalma
oldugu gorilmiistir. Bu ¢alismanin sonuglarina goére TZP mezoterapisi ve BTxA

uygulamalarinin birlikte yapilmamasi tarafimizca 6nerilmektedir.

BTxA uygulamalarinda ylizeyel venlerin hasar gérmemesi ve hematom olusmamasi
icin icin Ozen gosterilmektedir. Ancak buna ragmen enjeksiyon bdlgelerinde hematom
olusabilmektedir. Hematom olusan hastalarda BTxA etkinliginin degistigine dair bir bilimsel
kanit bulunamamistir. Caligmamizin bulgulariyla enjeksiyon bolgesindeki lokalize kiigiik
hematomlarin BTxA’nin etkinligini diisiirebilecegi diisiinlilmiistiir ve bu konuda da bir

calisma planlanmustir.

Botulinum toksin inhibisyonu, etkisinin azaltilmasi ve botulizm tedavisi tiim diinyada
bilimin ugras verdigi bir konudur. Bu c¢alismanin ayni zamanda botulizm tedavisine ve

onlenmesine de katkida bulunabilecegini diiginiilmiistir.
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6. OZET

Trombositten Zengin Plazma Mezoterapisinin Botulinum Toksin Tip-A ile

olusturulan Cizgili Kas Paralizisine inhibitor Etkisi

Trombositten Zengin Plazma (TZP) otolog kanin santrifiij edilmesiyle olusturulan
trombosit konsantresidir. Gliniimiizde yara iyilesmesine ilizerine olumlu etkileri ve hiicre
proliferasyonuna neden olmasi nedeniyle bir cok alanda kullanilmaktadir. Bu etkilerini o-
grantilleri i¢indeki biliylime faktdrleri ile saglamaktadir. Bu graniiller ayn1 zamanda pihtilasma
faktorleri, proteinler ve bazi enzimler igemektedir. Botulinum toksin tip-A (BTxA)
metalloproteinaz aktivitesi olan bir nérotoksindir. Kas-sinir terminalinde SNAP-25 proteinini
kirarak asetil kolin salinimini1 6nler ve kas paralizisi olusturur. Bu ¢alismanin amaci TZP’nin

BTxA ile olusan ¢izgili kas paralizisine etkisini aragtirmaktir.

Bu calismada 24 adet Yeni Zeclanda tavsani kullanildi. Tavsan Anterior Auricular kas
(AAK) modelinde calisildi. Denekler 4 gruba ayrildi ve sag ve sol kulak AAK ve kas
iizerindeki deriye enjeksiyonlar yapildi. ACR Regenkit® kullanilarak her denekten otolog
TZP hazirlandi. BTXA i¢in Botox® kullanildi. Grup I’de (n=6) deneklerin sag ve sol kulak
AAK’larina 2,5 U BTxA ve sag kulak AAK {izerindeki deriye TZP mezoterapi yoluyla
(intradermal) uygulandi. Grup II (n=6) bu grubun kontrolii grubu olarak tasarlandi ve
deneklerin sag ve sol kulak AAK’larina 2,5 U BTxA ve sag kulak AAK iizerindeki deriye
TZP yerine serum fizyolojik ile santrifiij edilmis ACR Regenkit AAK {izerindeki deriye
mezoterapi yoluyla uygulandi. Grup III (n=6) in-vitro karsilagsma grubu olarak tasarlandi.
Grup III sag kulak AAK’ya TZP ile birebir kanistirilmis 2,5 U (0,05cc) BTxA, sol kulak
AAK’ya serum fizyolojik ile bir daha bire bir dilue edilmis BTxA uygulandi. Grup IV (n=6)
bu grubun kontrol grubu olarak tasarlandi ve sag AAK’ya serum fizyolojik ile santrifiij
edilmis ACR Regenkit sivist ile BTxA karistirilip yapildi. Sol kulak AAK’ya Serum
fizyolojik ile bir daha bire bir dilue edilmis BTxA uyguland:

Uygulamalar 6ncesinde tiim deneklerin bilateral AAK Aksiyon potansiyeli dl¢timleri i¢in
elektronéromyografi  yapildi. Uygulamalar sonrast 14. gilinde deneklerin kulak
pozisyonlarindeki degisim fotografik olarak kaydedildi ve derecelendirildi. Kas aksiyon
potansiyeli dl¢limleri 14. giinde tekrarlandi. Daha sonra AAK biyopsileri alind1 ve SNAP-25
m-RNA kantitatif PCR yontemi ile belirlendi.
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Gorsel ve elektronoromyografik bulgular incelendiginde TZP mezoterapisi uygulanan
grupta (Grup 1) sag taraftaki kulagin (TZP mezoterapisi uygulanan taraf) pozisyonu daha dik
ve kas aksiyon potansiyeli amplitiidii daha yiiksek oldugu saptandi. Bu farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi.

Grup II’de sag ve sol kulaklarin degerlendirme yontemleri bulgulari agisinda anlamli fark

bulunamadi.

Grup IIl’te (TZP ve BTxA’nin in vitro kanstirildigi grup) gorsel bulgularda fark
saptanmad1 ancak sag taraftaki kulagin (TZP ve BTxA’nin in vitro karistirildig: taraf) kas
aksiyon potansiyeli amplitiidiiniin daha yiiksek oldugu saptandi. Bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi.

Grup IV’te sag ve sol kulaklarin degerlendirme yontemleri bulgulart agisinda anlamli fark

bulunamadi.

SNAP-25 proteinin m-RNA kantitatif PCR ile degerlendirlmesi sonucunda SNAP-25
proteinine ait genlerin m-RNA diizeyinde tiim kas biyopsilerinde ifade edildigi goriildii. Sag
ve sol kulak anterior auricular kaslarindan alinan biyopsilerde SNAP-25 proteini m-RNA
ekspresyonu agisindan fark bulunmadi. Ancak posttransyasyonel modifikasyonlar seviyesinde
fark bulunabilecegi diisiiniildii. Botulinum toksinin metalloproteaz aktivitesindeki azalmayi
belirleyebilecek olan kirilmamis SNAP-25 proteini miktarinin gosterilmesi gerektigi

diistiniildii.

Elde edilen veriler ile TZP’nin BTxA’ ’nin kas paralize edici etkisini azalttig1 saptandi.
Bu etkilesimi hem kas iizerinde mezoterapi yoluyla uyguladigimizda hem de tiip iginde
karistirlldiginda yarattig: tespit edildi. TZP nin bu etkisinin hem trombosit a-graniilii i¢inde
hem de serumda bulunan bir genel proteaz inhibitdrii olan -2 makroglobulinden
kaynaklanabilecegi tartisildi ve molekiiler diizeyde bu etkilesimi kanitlayabilecek bagska

caligmalarin 6nii acild1 ve planland.
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7. INGILIZCE OZET

The Inhibitory Effect of Platelet Rich Plasma Mesotheraphy on

Botulinum Toxin Type-A induced Skeletal Muscle Paralysis

Platelet Rich Plasma (PRP) is a platelet concentrate that is produced from autologous
blood by centrifugation. PRP is used in various areas of medicine because of its wound
healing and cell proliferation effects. These effects depend on growth factors in a granules of
platelets. They also have various coagulation factors, proteins and enzymes. Botulinum toxin
type-A (BTxA) is a neurotoxin which have a metalloproteinase activity. BTxA causes muscle
paralysis as it breaks SNAP-25 perotein in nerve terminal and prevents acetyl-choline release
to neuromuscular juction. Aim of this study is to investigate the effect of PRP on BTxA

induced skeletal muscle paralysis.

Anterior auricular muscle (AAM) model was used in twenty-four New Zeland Rabbit
which had been studied in 4 groups. Right and left AAM and skin over the AAM’s were used
for injection procedures. Autologous PRP was prepared with ACR Regenkit® for all rabbits.
BOTOX was used for botulinum toxin type-A injections. 2,5U BTxA was injected to bilateral
AAM intramuscularly and 1cc autologous PRP intradermally (PRP mesotheraphy) in Group |
(n=6). Group II (n=6) was designed as control group of group I and 2,5U BTxA was injected
to bilateral AAM intramuscularly and Icc %0.9 NaCl that was centrifuged in ACR Regenkit
was injected intradermally. Group III (n=6) was designed as in-vitro mixture group. 2,5 U
BTxA (0,05ml) and 0,05ml PRP was mixed in laboratory tube and then was given
intramuscularly to right AAM of rabbits. 2,5 UBTxA (0,05ml) and equal volume %0.9 NaCl
was mixed and injected to left AAM. Same procedure was done in Group IV (n=6) except 2,5
U BTxA and 0,05ml %0.9 NaCl that was centrifuged in ACR Regenkit was mixed and used

on right side.

Electroneuromyolographic (ENMG) study was done before all procedures. Right and
left AAM action potantial amplitude was noted. Fourteen days after the procedures visual
study according to position of rabbits was done. Then ENGM study was repeated. Also
genetical evaluation was done in muscle samples on 14" day. for SNAP-25 protein m-RNA

was evaluated with Quantitative Real-Time PCR.
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In visual and ENGM studies it is observed that there was less BTxA activity on right
side muscles of Group I (PRP mesotherapy group). These differences were statistically
significant. No significant differences were found in Group II.

When the findings of Group III (PRP in-vitro mixture group) were evaluated it was
seen that the reduction rate of action potential amplitude of right AAM was significantly
lower than left side. There was no significant differences in Group IV.

SNAP-25 mRNA expression was observed in all muscle samples. No significant
difference was found between groups and right/left side AAM’s of rabbits. It is tought that
maybe there was a difference in posttranslational modification level. But we could not use the
technique that unbroken SNAP-25 proteins could be detected.

In the light of these findings we found that PRP have an inhibitory effect on BTxA
activity. We observed this effect after PRP mesotheraphy and also in-vitro PRP/BTxA
mixture. We could not explain the exact mechanism underlying this interaction but we
assumed that the o-2 macroglobuline in platelet’s a-graniile and serum may have some
inhibitory effect on BTxA because a-2 macroglobuline had a general protease inhibitor

activity. New studies are designed to investigate this interaction between PRP and BTxA.
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