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1. GIRIS VE AMAC

Botulinum toksin tip-A (BTX-A) enjeksiyonlar1 spastisite tedavisinde,
distoni, blefarospazm vb. hareket bozukluklarinin tedavisinde, hiperhidrasyon,
kozmetik alaninda, anal fissur tedavisi vb. bir¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (1-5) . Botulinum toksini Clostridium botulinum tarafindan iiretilen
norotoksik bir protein olup sinir kas kavsaginda asetilkolinin akson ucglarindan
salimimini 6nleyerek kas iizerinde flask paraliziye neden olmaktadir (6,7). A, B, C,
D, E, F ve G olmak iizere 7 serotipi bulunmaktadir (8). Klinik uygulamalarda
cogunlukla A serotipi kullanilmaktadir (9). BTX-A’nin kas {izerine etkileri uygulama
sonras1 ilk haftada baslarken, 4.-6. haftalarda maksimum diizeye ulasmakta,

genellikle 3-4 ay igerisinde kaybolmaktadir (9,10).

Botulinum toksin tip-A enjeksiyonlarimin klinik bulgular ve hastalarda
fonksiyonel sonuclar {izerine olumlu etkileriyle birlikte etkin ve giivenilir oldugunu
destekleyen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (3,4,10,11). Botox® (Allergan, Irvine,
Calif) 1991 yilinda FDA onay1 alan ilk botulinum toksin serotip A preparatidir.
Gilintimiizde de yliz kirisikliklarinda kozmetik amaclh kullanimiyla birlikte sasilik,
blefarospazm, kronik migren, asir1 aktif mesane, servikal distoni, spastisite (eriskin),
aksiller hiperhidrozis tedavisiyle birlikte ¢coguklarda da 09/07/2020°de spastisite (2
yas Ustii cocuklarda) tedavisinde kullanimina yonelik FDA onay1 almistir. Sistemik
yan etkiler klinikte standart uygulanan dozlarda nadiren iken uygulama sonrasinda
bolgesel yan etkiler olarak hedef kasta ve komsu hedef olmayan kaslarda zayiflik,
atrofi goriilebilmektedir (12—14).

Hayvan modelleri {izerine yapilan c¢aligmalarda kas atrofisinin
degerlendirilmesi genellikle enjeksiyon sonrast donemde Otenazi sonrast kas
kiitlesinin tartilmasina dayanmaktadir (15,16). Tek enjeksiyonun uygulandig: bir ¢ok
calismada enjeksiyon sonrasi kas kiitlesinde anlamli kaybin gelistigi belirtilmistir
(15-17). BTX-A enjeksiyonlarinin kas iizerindeki etkilerinin zamanla kaybolmasina
bagli olarak tedavi 3-6 aylik araliklarla tekrarlanarak uygulanmaktadir (10). Giderek
artan kullanimi ve tekrarlayan enjeksiyonlarin kas yapisi lizerine 6zellikle de uzun

donemde etkilerinin bilinmesi 6nem tasimaktadir.



Bu calismada tekrarlayan (2 ve 3 kez) BTX-A enjeksiyonlarinin kisa ve uzun
donemde kas lizerine olan etkilerini ortaya koymak amag¢lanmistir. Bu amacla
ratlarin sag gastroknemius kasina tekrarlayan enjeksiyonlar uygulanmis ve 1.ve 6.
ayda kas atrofisi, histolojik olarak kasta gelisebilecek degisiklikler ve kas apopitozisi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ISKELET KASI
2.1.1. Gelisimi ve Rejenerasyonu

Embriyonel gelisiminin 4. haftasinda paraksiyal mezodermden somitler
olugmaktadir (18). Somitlerin dorsal yiiziiniin i¢ hiicre kitlesinden myotom plaklari
gelismektedir (18). Myotom plaginda yer alan mezensimal hiicreler de son hedefteki

yerlerine go¢ ederken bir seri degisime ugrayip ve miyoblastlara doniistirler (18).

Erken embriyonik donemde miyoblastlar myoblast determination protein 1
(MyoD) transkripsiyon faktorii eksprese ederler (18). Diger miyojenik regiilator
faktorlerle Dbirlikte MyoD transkripsiyon faktorii tiim iskelet kaslarinin
farklilasmasinda dnemli role sahiptir (18). Iskelet kas1 gelisimindeki denge myostatin
sentezine neden olan miyostatin geninin negatif regiilator ekspresyonu ile

gerceklesmektedir (18).
Gelisen iskelet kas1 2 tip miyoblast icermektedir:

» Erken miyoblastlar; primer miyotiiplerin gelisiminden sorumludur. Primer
miyotiipler tendon ve gelisen kas arasinda uzanan zincir benzeri yapilardir
(18). Bunlar, erken miyoblastlarin yan yana flizyonuyla olusurlar (18). Isik
mikroskobunda primer miyotiiplerin miyofilamanlarca sarildigi ve ¢ok
sayida zincir tarzinda diizenlenmis merkezi yerlesimli c¢ekirdeginin

bulunmasiyla dikkat ¢ekerler (18).

* Geg¢ miyoblastlar; gelisen kasin sinir terminalleriyle direkt iliski kurdugu
zonda sekonder miyotiiplerin olusumuna neden olurlar (18). Sekonder
miyotiipler, arda arda dizilen miyoblastlarin uzunlugu boyunca devam
ederler (18). Sekonder miyotiipler; kiiciik ¢aplari, genis aralikli niikleus

dizilimleri ve miyofilamanlarinda ki artisla karakterizedir (Sekil 1) (18).
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Uydu hicresi
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Farkhilasma

Uydu hiicresi

Kas lifi

Sekil 1: Miyoblast iskelet kas lifine farklilagsmasi (19)

2.1.1.1. Rejenerasyon

Erigskinde iskelet kasi lifleri sarkolemma ile eksternal lamina arasinda
yerlesmis, kiiciik ve tek ¢ekirdekli uydu hiicreler icerirler (18). Uydu hiicreler iskelet

kaslarinin rejenerasyonundan sorumlu olup sinirlt yeteneklere sahiptirler (18).

Olgun kas lifleri boliinemezler (18). Egzersiz ve agirhik kaldirma
aktivitelerine cevap olarak gelisen kas kitlesinde artis hiicre boliinmesi (hiperplazi)
ile degil hipertrofi ile saglanir (18). Egzersiz ve agirlik kaldirma gibi aktiviteler
sessiz bekleyen kok hiicre ozelligindeki uydu hiicreler iizerinde proliferatif etki
olustururlar (18). Bir kismi bdliinerek miyoblastlara doniisiirler, miyoblastlarda
mevcut kas lifleriyle kaynasarak ¢aplarinin artisina bdylelikle kasta hipertrofiye yol
acarlar (18). Yaralanma sonrasinda da bazi uydu hiicreleri aktive olarak, yeniden
hiicre dongiisiine girerek, miyojenik regiilator faktorleri eksprese ederek ¢cogalip yeni

miyoblastlara doniisiirler (18). Yaralanma sonrasi onarim ig¢in eksternal laminanin



saglam olmas1 Onemlidir (18). Eksternal laminada bozulma varsa yara alam

fibroblastlarca onarilir ve iyilesme sonrasinda geride skar dokusu kalir (18).

2.1.2. iskelet Kasi Hiicreleri

Iskelet kaslarinda her bir kas hiicresi, gelisim sirasinda miyoblast olarak
adlandirilan ¢ok sayida kiigiik hiicrenin fiizyonu ile olustugundan ¢ok c¢ekirdeklidirler
(18). Bu nedenle iskelet kasi hiicresi terimi yerine kas lifi terimi kullanilmaktadir
(18). Cekirdekler sitoplazma i¢inde (kas hiicre sitoplazmasi), sarkolemmanin (kas
hiicresi plazma membrani) altinda periferik yerlesimlidirler (18). Sarkoplazma i¢inde
mitokondri, sarkoplazmik retikulum (diiz endoplazmik retikulum), myoglobin ve
glikojen tanecikleri bol miktarda gozlenir (18). Kas lifinin sarkoplazmasi da kas

lifinin uzunluguna paralel dizilim gdsteren miyofibriller tarafindan kaplanmistir (18).

2.1.2.1. Miyofibriller ve Miyofilamanlar

Miyofibriller; miyofilaman demetlerinin diizenlenmesiyle olusurlar (18).
Biiyiikliik ve kimyasal yapist farkli ince (aktin) filamanlar ve kalin (miyozin) iki tip

miyofilaman ayirt edilir (18).

a. Ince filamanlar; aktin, tropomiyozin ve troponin olmak iizere ii¢ farkl

protein icerir (Sekil 2) (18).

e Fibriler Aktin (F-Aktin): Globuler aktin (G-aktin) molekiilleri ardi ardina
dizilerek fibriler aktini (F-aktin) olustururlar (18). Her bir G-aktin
miyozin i¢in baglanma noktasina sahiptir (18). iki fibriler aktin bir sarmal

olusturur (18).

e Tropomiyozin: Iki polipeptid zincirinden olusan ¢ift heliks yapisindadir
(18). Aktin filaman1 sarmallarindaki oluklara yerlesir (18).
e Troponin kompleksi: Tropomiyozine baglanmis olup ii¢ alt birimden

olusur (18).

v' Troponin C (TnC): Ca++ iyonlarina baglanarak kontraksiyonu

baslatir.



v Troponin T (TnT): Troponin kompleksini tropomiyozine baglar.

v' Troponin I (Tnl): Aktine baglanarak aktin-miyozin etkilesimini

engeller.

Troponin Kompleksi
| |

Tnl Tropomiyozin
TnC \ InT

Tropomodulin

G-aktin

Sekil 2: Ince filaman (20)

b. Kalin Filamanlar; Miyozin II molekiiliinden olusur (18). Her bir miyozin II
molekiiliinde iki agir, dort hafif zincir bulunur (18). Her bir agir zincir globiiler bir bag
kismina sahiptir (18). Her bir basa iki farkl hafif zincir baglanir. Bunlar esas hafif zincir ve
diizenleyici hafif zincir olarak isimlendirilir (18). Molekiiliin bas kismi aktin baglayici
bolge ve ATP baglayici bolge olmak {izere iki baglanma noktasi icerir (18). Miyozin II
molekiilleri kuyruk kuyruga yigmnlar olusturarak bi-polar diizenlenmis olan kalin
filamanlar1 meydana getirirler (Sekil 3) (18).



Aktin Baglanma Bolgesi

Temel Hafif Zincir

Dizenleyici Hafif Zincir
Agir, zincir

Kalin Filaman

Sekil 3: Miyozin II molekiilii ve Kalin filaman (20)

¢. Miyofilamanlarin organizasyonu: Ince ve kalin miyofilamanlar
birbirlerine paralel demetler seklinde 6zel bir yapilanma gdstererek miyofibrilleri
olustururlar (Sekil 4 ve Sekil 5) (18). Miyofibriller sarkoplazmik retikulum (SER) ile
cevrelenmis olup, mitokondriler ve glikojen depolar1 miyofibrillerin arasina

yerlesmistirler (18).



A Bandi
H Bandi ‘

a-Aktinin o M Cizgisi Z Cizgisi

Tropomiyozin { N Tropomodulin

Nebulin Titin

il C-protein
M Cizgisi Proteinleri

Sekil 4: Iskelet kasinin elektron mikrografisi ve bir sarkomere karsilik gelen

molekiiler yapisi (20)

Sarkolemma

H Bandi

Z Cizgisi

T Tibdl Sarkoplazmik Retikulum'un
Terminal Sisternasi

Sekil 5: Cizgili kas lifi organizasyon semasi (20)



2.1.2.1.2. Isik Mikroskobu incelemelerinde Kas Liflerinin Morfolojisi

Enine Kesit: Isik mikroskobunda kas liflerinin enine kesitlerinde kas lifinin
ici, miyofibrillerin enine kesiti olan kiigiik, koyu boyanmis noktasal yapilarla dolu
olarak gozlenir (18,20). Sarkolemmanin hemen altinda bir veya daha fazla sayida
cekirdek enine kesitte goriilebilecegi gibi ¢ekirdek igermeyen enine kesitler de

olabilir (Sekil 6) (18,20).

Sekil 6: Insan iskelet kasi enine kesitte kas lifleri. Hematoksilen — Eozin, x256. N:

Kas Cekirdegi, KL: Kas lifi, BD: Bag dokusu (20)

Longitudinal kesit: Isitk mikroskobu ve elektron  mikroskobu
incelemelerinde her bir miyofibrilin uzun ekseni boyunca birbirini takip eden batlarin
cizgilenme olusturdugu izlenir (18,20). Histolojik olarak boyali kesitlerde koyu
bantlar kuvvetli boyanirken acgik segmentler zayif boyanir. Koyu bantlar bazik, acik

bantlar asidik boyalarla boyanirlar (18,20). Cizgilenme o0zellikle polarizasyon



mikroskobunda daha iyi gozlenir (20). Koyu boyanan bant anizotrop Ozellikte
oldugundan 15181 ¢ift kirar ve A bandi denir (18,20). A¢ik boyanan bant ise izotrop
(15181 tek kirar) ozellikte oldugundan I bandi olarak adlandirilir (Sekil 7) (18). Z
cizgisi; I bandinin ortasinda goriilen koyu ¢izgi, H bandi; A bandinin ortasinda
goriilen daha agik bolge, M ¢izgisi; H bandmin ortasindaki koyu ¢izgi olarak

tanimlanir (18).

Sarkomer iki Z ¢izgisi arasinda kalan kisimdir ve kasilma birimidir (18). Bir
tam A bandi ve iki yarim I bandindan olusur (18). Sarkomerler uzunlamasina art arda

Z cizgileri ile birbirine baglanarak miyofibrilleri olusturur (18).

Sekil 7: Insan iskelet kas1 boyuna kesitte kas lifleri. Hematoksilen — Eozin, x256,
kiigiik resim x700. N: Kas Cekirdegi, F: Kas Fasikiilii, K: Kapiller, D: Kan
damarlar1, A: A Bandi, I: I Band1 (20)
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2.1.3. iskelet Kasimin Organizasyonu

Kas uzunlugunca paralel diizenlenen iskelet kasi lifleri (kas hiicreleri)
birleserek fasikiilleri, fasikiiller ise bir araya gelerek kasin biitiiniinii olustururlar
(20). Hem bagimsiz kas lifleri hem de kas lifi demetlerini ¢evreleyen bag dokusu
kiliflar1 gli¢ aktarimi i¢in Snemlidir (20). Kaslarin sonunda bag dokusu kiliflar
tendonu olusturarak kasin kemige tutmasimi saglarlar. Bag dokusu kiliflar1 kas
lifleriyle iliskisine gore de 6zel isim alir (Sekil 8) (20). Bunlar sirasiyla su sekilde
isimlendirilir;

* Endomisyum: Bir tek kas lifini sarip, retikulum liflerinden ve az sayida
kollajen liften olusurlar. Kii¢iik ¢apli kan damarlar1 ve ince akson
uzantilar1 bulundururlar (20).

* Perimisyum: Bir kas demetini (fasikiiliinii) sarip, tip 1 ve tip 3 kollajen
lifleri igerirler. Kan damarlari sinir dallanmalari igerirler (20).

* Epimisyum: Kasi distan saran siki bag dokusu yapisinda kiliftir. Ana

damar ve sinirleri barindirirlar (20).

Kas

Epimisyum
(Kasi sarar)

Perimisyum
(Fasikillleri ayirir)

Endomisyum
(Tek kas lifini sarar)

JTT—— Kaslifi

& (Kas hucresi)

Miyofibril

" Kas lifi
(Kas hicresi)

Abandi | Bandi
— —

Miyofilamentler

Sarkomer Miyozin

O Aktin

t
7 gizgisi

Sekil 8: Iskelet kas1 organizasyonu.

A ve B; 151k mikroskobu kas lifi kesiti, C; elektron mikroskobu kas lifi kesiti (21)

11



2.2. BOTULINUM TOKSIN

Botulinum toksini toprakta, suda, bitkilerde, hayvanlarin bagirsaklarinda
yaygin olarak bulunan anaerobik, gram-pozitif, spor olusturan c¢ubuk sekilli
Clostridium botulinum bakterisi tarafindan {retilmektedir (22,23). Giiglii bir
norotoksin olup insanlarda, hayvanlarda flask paraliziye neden olmaktadir (6,7,22).
Toksinine bagh zehirlenme vakalar1 gida kaynakli botulizm seklinde olabildigi gibi,
infantil ve yara yerinden kaynaklanan botulizm tablolar1 da vardir (23). Yedi ana
serotipi (A, B, C, D, E, F ve G) bulunmaktadir (8). Birgok yeni BTX kodlayan genin
kesfedilmesiyle yeni BTX serotipleri bulunmustur (8). Farklt amino asit dizilerine
sahip olan bu serotipler mevcut ana serotiplerin alt tipleri olarak belirtilmis ve
serotipin harfiyle birlikte ardindan gelen bir sayiyla adlandirilmistirlar (Ornegin
serotip A i¢in BTX-A1l, BTX-A2; serotip B i¢cin BTX-Bl, BTX-B2 v.b) (8).
Serotipler igerisindeyse A en gii¢lii norotoksin olup bunu B ve F serotipi
izlemektedir. insanlarda yaygin olarak da A, B ve E serotipleri sistemik botulizm ile
iliskilidir (24). Ulkemizde ve diinyada klinik uygulamalarda ¢ogunlukla A serotipi
kullanilmakla birlikte B serotipi de tedavide kullanilmaktadir (9).

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Tiim Botulinum toksin serotipleri, ndromiiskiiler kavsakta temel olarak
norotransmitter olan asetilkolin salinimini bloke ederek ndral transmisyona miidahale
eder. Intramiiskiiler olarak uygulanan botulinum toksini, ndromiiskiiler kavsakta
presinaptik noronlardan asetilkolin salinimini inhibe eder (25). Botulinum toksini
viicutta noromdskiiler kavsakta, otonom gangliyonlarda, postgangliyonik
parasempatik sinir uglarinda ve asetilkolin salinim1 yapan postgangliyonik sempatik

sinir uglarinda olmak tizere dort farkli yerde etkisini gostermektedir (25).

Botulinum toksini etkisini sinir aktivasyonu i¢in gerekli proteinler lizerinden
gosterir. 11k olarak norotransmiter olarak asetilkolini kullanan sinir hiicre zarina
baglanir. Toksin bakteriden tek bir zincir olarak salinir, daha sonra kendi proteazlari
ile boliinerek aktive olur. Polipeptit zinciri, distlfiir bagi ile baglanmis bir agir (100
kDa) zincir ve bir hafif (50 kDa) zincirden olusur (26). Agir zincir segici ve geri

dontisiimsiiz olarak presinaptik sinir terminallerine baglanarak toksin-reseptor
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kompleksi olusturarak toksinin endositoz ile hiicreye alinmasini saglar (7). Vezikiil
hiicrenin i¢ine dogru ilerledik¢e agir zincir tarafindan asitlesir ardindan hafif zincirin
hiicre sitoplazmasina ge¢mesini tetikler (7,26). Hafif zincir hiicre sitoplazmanin igine
girdikten sonra vezikiil flizyonuna aracilik eden ve SNARE (flizyon membran
kompleks proteini) protein ailesinin bir iiyesi olan SNAP-25 (sinaptozomal iliskili
protein, 25kDa) hiicre zar1 proteinine baglanir. Bu yolla vezikiillerin hiicre i¢ginden
hiicre zarina baglanmasini1 Onler dolayisiyla hiicrenin nérotransmitter vezikiilleri
serbest birakmasini engelledigi i¢in noron sinyalini durdurur (7,27,28). Farkli
botulinum toksin serotipleri SNARE protein ailesinin farkli tiyelerini hedef alarak
etki gostermektedir (Sekil 9) (29). A, C ve E serotipleri SNAP-25’e baglanarak, B,
D, F ve G serotipleri sinaptobrevin 2'ye (VAMP 2 olarak da adlandirilir) baglanarak
etki gosterir (29). Serotiplerden sadece C spesifik olarak sintaksin'e baglanmakla
birlikte ayrica SNAP-25'e baglanarak (birden fazla bolgeye baglanarak) etkisini
gostermektedir (29). Sinaptik vezikiil iizerindeki sinaptobrevin, vezikiiliin hiicre
icinden hiicre zarina baglanmasi (fiizyonunu) i¢in ndronal zar {izerindeki Sintaksin
ve SNAP-25 ile etkilesime girmelidir (29). Botulinum noérotoksin serotipleri bu 3
protein lizerinde spesifik bolgelere peptit baglariyla baglanir (29). Dolayisiyla bu
proteinlerden herhangi birinin hedef olmasi vezikiill zarmmin hiicre zarina
baglanmasin1 Onleyerek sinir impuls iletimini onler (29). Bu blokaj, toksin
aktivitesini kaybettikce ve SNARE proteinleri etkilenen hiicre tarafindan rejenere

edildiginde yavasca tersine gevrilir (7).

Sintaksin 1A Btx-C

Sinaptik Vezikiil

Noéron Hiicre
Membrani

Sekil 9: Botulinum toksini serotiplerine gore hiicre i¢i etki mekanizmasi (29)

SNAP: Sinaptozomal iliskili Protein, Btx: botulinum toksin



Tedavide kullanilan botulinum toksin dozlar1 biyolojik aktivite birimi olarak
{inite cinsinden ifade edilmektedir. Bir {inite birim botulinum toksini disi Isvicre-
Webster farelerinde hesaplanan medyan intraperitoneyal oldiiriicii doza (LD50)
karsilik gelmektedir (30). Toksinin etkileri sinaptozomal siirecine bagl olarak 24-72
saat i¢inde ortaya cikar, 4-6. haftalarda maksimum diizeye ulasir, genellikle de bu

etkileri 3-4 ay igerisinde geri doner (9,10).

2.2.2. immiinolojik Etkileri

Botulinum toksin ile tedavi edilen hastalarin yaklasik %35-15’inde ndtralize
edici antikorlarin gelistigi buna bagl olarak da ilaca sekonder cevapsizlik
bildirilmistir (31). Tek seansta 200 iinite lizerindeki uygulamalarla, bir ay icinde
tekrarlanan enjeksiyonlarin nétralizan antikor gelisimini artirdigi bulunmustur (32).
Son yillarda preparatlarin (BCB 2024) azaltilmis protein yiikii sayesinde
immiinojenitenin azaldig1 dolayisiyla nétralizan antikor gelisime riskinin de azaldigi

belirtilmistir, ancak bu durum klinik deneylerle kanitlanmamaistir (32).

2.2.3. Kullanilan Formlar

Botulinum toksinin klinik kullanimina yonelik piyasada serotip A olarak
Botox® (onabotulinumtoksinA), Dysport®/Azzalure® (abobotulinumtoxinA),
Xeomin® / Bocouture® (incobotulinumtoxinA), Jeuveau® (prabotulinumtoxinA-
xvfs), Serotip B olarak ise Myobloc® / Neurobloc® (rimabotulinumtoxinB)
bulunmaktadir. Botox® (Allergan, Irvine, Calif) 1991 yilinda sasilik ve blefarospazm
tedavisi lizere FDA onay1 alarak Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanima siiriilen
ilk botulinum toksin preparatidir. 2009 yilinda da Dysport® (Ipsen, Speywood,
United Kingdom) glabellar kirisiklik ve servikal distoni tedavisi lizerine FDA onay1

alarak kullanilmaya baglanmustir.

Botulinum toksin preperatlari serotip olarak ayni1 olmalarina ragmen dozaj ve
etkileri agisindan farkliliklar gostermektedir. Farkli ticari BTX-A preparatlarinin
dozlar1 esdeger olarak kabul edilmemektedir. Daha eski yillarda bir iinite BOTOX®,
yaklagik 4 iinite Dysport®'la esit bir potansiyele sahip olduguna dair bazi1 yayinlar
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bulunmakla birlikte farkli preparatlarin dozlar1 esdeger degildir. Bu farkliligin
toksinin; bakteri susu, hazirlanmasi, difflizyon farki, ve potensi ile ilgili olabilecegi

belirtilmistir (33).

2.2.4. Klinik Uygulama Alanlar1

Botulinum toksin tip-A tedavi amaciyla ilk olarak 1980 yilinda sasilik
tedavisinde kullanilmistir (34). Serebral palsi tanili ¢gocuklarda kullanimu ile ilgili ilk
yaymlar 1993 yilina dayanmaktadir (35). BTX-A ozellikle sasilik, fokal distoniler,
spastisitenin tedavisinde Snemli rol oynamaktadir (34-36). Ayrica bas agrilari,
hipersalivasyon, norojenik mesane, hiperhidroz, akalazya ve cerrahi tedaviye
alternatif olarak kronik anal fissiirlerin tedavisi gibi genis kullanim alan1 da
bulunmaktadir (37-41). 2002 yilinda Onabotulinum toksinin yiiz kirigikliklarinda
kozmetik amagli uygulamalara yonelik FDA onay1 almasiyla birlikte son yillarda

kullanimi hizla artmistir (42).

2.2.5. Yan Etkileri

Botulinum toksin uygulamalarinin giivenli oldugu kabul edilmekle birlikte,
kullanimina bagh yan etkiler gelisebilmektedir (3,4,10,11,43). Enjeksiyonlar
genellikle iyi tolere edilmektedir (44). Yan etkiler dogrudan kasta flask paraliziye
bagli kas giigsiizligii ile sinirli olmayip enjeksiyon bolgesinde agri, 6dem, eritem,
gecici uyusma gibi etkilerle birlikte sistemik olarak da bas agrisi, halsizlik, hafif
bulanti, grip benzeri semptomlar, alerjik reaksiyonlar da goriilebilmektedir (43,45).
Toksinin etkisi, enjeksiyon bolgesinde goriilmekle birlikte, komsu kaslara ve diger
dokulara yayilmas1 miimkiindiir (45,46). En korkulan yan etkisi botulizm tablosunun
gelismesi ve gecici olarak istenmeyen kaslarin zayifligr ile ilgili yan etkilerdir
(solunum kaslar1 zayifligi vb.) (45,46). Uygulama alan1 disindaki uzak kaslarda
goriilen  etkilenme muhtemelen toksinin vaskiiler yolla yayilmas1 ile
iligskilendirilmekte ve sik goriilmemektedir (47,48). Sistemik yan etkiler arasinda grip
benzeri semptomlar ve nadiren brakiyal pleksopati bildirilmekle birlikte bu etkilerin

immiin aracilikli olabilecegi de diisliniilmektedir (49).
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1997-2006 yillar1 arasinda FDA yan etkiler veri tabanindaki incelemelerde
Botox® ve Myobloc®’a yonelik 16 dliim (4l 18 yas alti ¢ocuk olmak iizere) ile
birlikte 180 yan etki vakasinin goriildiigii saptanmistir (50,51). FDA’nin yaptigi
incelemeler sonras1t BTX-A iiriinleri ile iligkili cogu yan etkinin spastisite tedavisinde
endikasyon dis1 ve yiiksek dozda enjeksiyon uygulanan serebral palsi hastasi
cocuklarda meydana gelmis oldugu ve ciddi yan etki goriilen ¢ocuklarin hastanede
yatarak tedavi gordiikleri ve bazilarinin da dliimle sonuglandigini bildirilmistir (52).
Bununla birlikte, yetiskinlerde de ciddi yan etkilerin gelistigi agiklanmistir (52).
Yetigkin vakalarin ¢ogunda ciddi yan etkilerin servikal distonili olgularda ya da
endikasyon dis1 spastisite tedavisi i¢in kullanildiginda gelistigi bazi hastalarin
hastanede beslenme tiipli veya ventilatore ihtiya¢ duydugu bazilarinin da oliimle
sonuclandigint bildirilmistir (52). Ancak 6lim olaylarinin nedeninin altta yatan
hastaliga m1 yoksa BTX-A uygulamalarina mi bagl oldugunun belirlenmesinin
miimkiin olmadig1 agiklanmustir (52). 30 Nisan 2009°da FDA toksinin etkilerinin
enjeksiyon bdlgesinin ¢ok Otesine yayildiginda nadir fakat hayati tehdit eden yan
etkiler gelistirebilecegi yoniinde uyarict olarak iirlinlerin {izerinde kara kutu (black

box) etiketlemesinin gerekli oldugunu agiklamistir (52).

2.3. BOTULINUM TOKSINIiN KAS UZERINDEKIi ETKIiLERI
2.3.1 Kas Atrofisi

Botulinum toksin tip-A uygulamalari ile kasta flask paralizi gelismekte ve bu
etki ile hastalarda klinik bulgular ve fonksiyonel olarak olumlu etki saglanirken,
kasta yapisal degisikler, atrofi vb. etkileri oldugu da bir¢ok ¢alismada bildirilmistir
(53-58). Ozellikle uygulamalarm uzun dénemde olusturabilecegi etkilerle ilgili

endiseler halen bulunmaktadir (59-62).

Kas iizerindeki etkilerle ilgili veriler daha ¢ok hayvan modelleri iizerinde
yapilan c¢aligmalarda enjeksiyon sonrasi donemde Otenaziyi takiben kas kiitlesinin
agirlik olgiimiine ve kas dokusu histolojik incelemelerine dayanmaktadir (15-17).
Hayvan modelleri iizerinde tek BTX-A enjeksiyonun degerlendirildigi ¢aligmalarda
enjeksiyon sonrasi kas atrofisinin %30 — 60 oraninda gelistigi bulunmustur (15-17).

Gelisen bu atrofi diizeyininse dozla iliskili oldugu saptanmustir (15,63). Uzun
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donemde atrofinin geri doniisiiniin tam olmadig1 ve degisik siirelerde gelisebildigi ile
ilgili sinirli sayida ¢alisma vardir (15-17,63). Tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarin
degerlendirildigi bir hayvan calismasinda atrofinin 6.ayda %40 diizeyinde
oldugu saptanmistir (64). Ancak bir baska c¢alismada ise atrofinin diizeldigi
belirtilmistir (65).

Insanlarda kas atrofisinin degerlendirildigi ¢alismalar kaslarm manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) ve ultrasonografi (USG) ile ilgili degerlendirmelere
dayanmaktadir. Saglikli goniilliller {izerinde yapilan bir ¢aligmada 12. ayda kas
atrofisinin devam ettigi goriintiileme yontemleri ile gosterilmistir (53). Serebral palsi
tanili hastalarda tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarin degerlendirildigi bir ¢calismada
USG ile yapilan Olclimlerde 12. ayda atrofinin devam ettigi ancak tek ya da

tekrarlayan enjeksiyonlar arasinda farklilik saptanmamustir (57).

2.3.2 Kas Yapisal Hasarinin Belirlenmesi

Kas yapisal hasarinin belirlenmesi ile ilgili calismalar kas liflerinin 151k ve
elektron  mikroskopi  ile  degerlendirildigi  c¢alismalara  dayanmaktadir
(16,17,53,64,66—68). Hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢alismalarda tek BTX-A
enjeksiyonu sonrasi histolojik incelemelerde kas kontraktil elemanlarinda kayip
oldugu saptanmistir (17,67,68). Elektron mikroskop c¢alismalarinda sarkomerlerin
yapisal Z-cizgilerinde diizensizlik oldugu ve kas kontraktil elemanlarinda

degisiklerin saptandigi, bu degisikliklerin 6 ay sonra ise diizeldigi goriilmiistir (64).

Insanlar iizerinde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Tek BTX-A enjeksiyonun
degerlendirildigi bir caligmada 6. ayda kas yapisinda Z-¢gizgilerinde diizensizlik ve
kontraktil materyalde degisiklerin oldugu saptanirken 12. ayda bu bulgularin
diizeldigi gorilmiis (66). Saglikli goniillillerin degerlendirildigi bagka bir ¢aligmada
ise Z-cizgilerinde diizensizlik ve kontraktil materyalde ki degisiklerin 12. ayda

devam ettigine yer verilmistir (53).

Botulinum toksin tip A enjeksiyonlarina bagli olarak kasta atrofi ve yapisal
degisikler gosterilmis olmakla birlikte bu degisiklerin siiresi, siddeti, uzun donemde
bu etkilerin geri doniisii agisindan sonuglar heniiz kesin olarak bilinmemektedir.

Insan ve deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan calismalar farkli kriterler ve
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protokollerle gergeklestirilmistir. Bu nedenle c¢alismalardan elde edilen veriler

oldukca heterojen olup, sonuclar arasinda ¢eliskiler bulunmaktadir (62).

Botulinum toksin tip A enjeksiyonlarinin etkin ve giivenilir oldugu ve kasta
yapisal degisiklikler, kalic1 atrofi, kas kasilma proteinlerinde degisimler yapabilecegi
bilinmekle birlikte bu etkilerin geri doniisii ag¢isindan kesin bir sonuca
varilamamistir. Klinik uygulamalarda hastalara BTX-A uygulamalar1 3’er aylik
araliklarla tekrarlayan enjeksiyonlar olarak uygulanmaktadir (10). Dolayisiyla
tekrarlayan enjeksiyonlarin kas yapisinda Ozellikle uzun doénemde etkilerinin

bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Bu nedenle bu calismada, tek ve tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarinin kas
yapis1 lizerinde erken ve ge¢ donem etkilerinin degerlendirilmesi amaclandi.
Calismada tek ve tekrarlayan (2 ve 3 kez) BTX-A enjeksiyonlardan sonra 1. ve 6.
aylarda enjeksiyon yapilan kasta; atrofinin gelisip gelismedigi, histolojik olarak kasta
meydana gelebilecek degisikliklerin ve kasta apopitozisin gelisip gelismedigi

incelenecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ETiK UYGUNLUK VE BUTCE

Tez arastirma projesi T.C Ankara Universitesi Rektdrliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan karar no: 2018-3-28 ile bilimsel ve etik agidan uygun
goriilmiistiir. Arastirmada ihtiyac duyulan mali destek T.C Ankara Universitesi
Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan BAP

projesi kapsaminda saglanmistir.

3.2. ARASTIRMANIN TiPi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarinda, 42 adet 12 haftalik erkek Wistar rat ile, tekrarlayan BTX-A
enjeksiyonlarmin kas yapist iizerine etkisinin degerlendirilmesi iizerine yapilmig

randomize kontrollii deneysel bir caligmadir.

3.3. ARASTIRMANIN YAPILDIGI YER VE OZELLIiKLERi

Arastirma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
Anabilim Dali ile Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 i birligi ile yiirtitildi.
Calisma igin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarina 42 adet 12 haftalik erkek Wistar rat alindi. Calisma 01.06.2018 —
01.09.2019 tarihleri arasinda gerceklestirildi. Ratlar her bir kafeste 6 rat olmak iizere
58x38x20 cm boyutunda kafeslerde, 12 saat giindiiz/12 saat gece dongiisiinde, 22+2
°C, standart sican besini ve su ile ad libitum (kisitlama olmaksizin) beslendi (Sekil
10). Deney gruplarina ait kas dokusu orneklerinde yapilan histolojik incelemeler
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda

gerceklestirildi.
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Sekil 10: Deney gerceklestirilen Wistar rat gruplari

3.4. ARASTIRMANIN TASARIMI

Aragtirmada 42 adet Wistar rat her grupta 6 rat olmak tizere asagidaki gibi 7

gruba ayrildi. Gruplar;

1.

grup: Kontrol grubu 0. giinde serum fizyolojik enjeksiyonunu (vehicle

control) takiben 6. ayda Otenazisi

grup: 0. giinde BTX-A enjeksiyonunu takiben 1. ayda Gtenazisi

. grup: 0. glinde BTX-A enjeksiyonunu takiben 6. ayda 6tenazisi

grup: 0. giinde ve 3. ayda BTX-A enjeksiyonu, son enjeksiyonu takiben 1.

ayda Gtenazisi

grup: 0. giinde ve 3. ayda BTX-A enjeksiyonu, son enjeksiyonu takiben 6.

ayda Gtenazisi

grup: 0. giinde, 3. ayda, 6. ayda BTX-A enjeksiyonu, son enjeksiyonu

takiben 1. ayda Gtenazisi

. grup: 0. giinde, 3. ayda, 6. ayda BTX-A enjeksiyonu, son enjeksiyonu

takiben 6. ayda Otenazisi gerceklestirildi.
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3.5. ENJEKSIYON PROTOKOLU

Botulinum toksin tip-A enjeksiyonu planlanan ratlarin sag gastroknemius
kaslarina intramiiskiiler olarak toplamda 0,15 cc/kg serum fizyolojikle sulandirilan 3
U/kg BTX-A (Botox®, Allergan Inc.) enjeksiyonu yapildi (1 flakon 100 U Botox® 5
cc serum fizyolojikle sulandirildi). Toplam doz kas dokusunda diffiizyonun
artirilmasi agisindan ikiye boliindii. Sag gastroknemius kasinin medial ve lateral
alanlarinin orta hatt1 palpasyonla ve gorsel olarak belirlendi. Belirlenen bu 2 bolgeye
orta hatta kas dokusunun en belirgin oldugu alanlara Hamilton® 100 pl enjektoriiyle

toplam doz ikiye bdliinerek enjeksiyonlar gerceklestirildi (Sekil 11).

Grup 1’deki ratlara kontrol grubu olarak 0,15 cc/kg serum fizyolojik
enjeksiyonu sag gastroknemius kasina intramiiskiiler olarak deney baslangicinda
gerceklestirildi. Enjekte edilen serum fizyolojik’in toplam hacmi, toplam BTX-A
hacmiyle ayniydi. Grup 2 ve Grup 3’deki ratlara tek seferlik BTX-A enjeksiyonu
uygulanirken, Grup 4 ve Grup 5’deki ratlara baslangigta ve 3. ayda 2 kez tekrarlayan
BTX-A enjeksiyonu, Grup 6 ve Grup 7’deki ratlara ise baslangigta, 3. ayda ve 6.
ayda da olmak iizere toplam 3 kez tekrarlayan BTX-A enjeksiyonu yapildi.

Sekil 11: Wistar rat enjeksiyon uygulamasi
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3.6. ARASTIRMA PROTOKOLUNDE KULLANILAN DEGERLENDiIRME
PARAMETRELERI

Arastirma siiresince ratlarin agirliklar: aylik olarak tartildi. Ayrica enjeksiyon
ve Otenazi oncesi agrilik Ol¢iimleri yapildi. Enjeksiyon sonrasi ilk hafta her giin,
sonrasinda ise haftada bir saglik durumlarinda olusabilecek degisikliklerin
saptanmasina yonelik gozlemler yapildi. Bu amagla enjeksiyon yapilan bdlgede
akinti, kizariklik, sisme gibi enfeksiyon bulgular1 yanisira ayrica genel giicsiizliik,
davranig ve aktivite degisimi, postiir kontrolii, dispne, yliriime giicliigii, giinliik gida

ve su tilketiminin degerlendirilmesine yonelik degerlendirmeler yapildi.

3.7. KAS DOKUSUNUN ALINMASI

Arastirmada ratlarin sag gastroknemius kasinin incelenmesine yonelik 1, 3, 5
ve 7. gruplardaki ratlar son enjeksiyonlar1 takiben 6. ayda, 2, 4 ve 6. gruplardaki
ratlara ise son enjeksiyonlar1 takiben 1. ayda 6tenazi yapildi. Otenazi igin Ketamin
(360 mg/kg) + Xylazin (40mg/kg) kombinasyonu intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Otenaziyi takiben sag gastroknemius kas1 ¢evre dokulardan dikkatlice ayrildi
ve kas dokusunun hassas tartida agirlik Slgtimii yapildi (Sekil 12). Ratlarin sag

gastroknemius agirlig1 viicut agirligina yiizdeleri hesaplandi.

Sekil 12: Wistar rat Otenazi sonrasi gastroknemius kasinin c¢evre dokulardan

eksplorasyonu
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Sekil 13: Wistar rat gastroknemius kasinin ayrilmasi

3.8. HISTOLOJIK INCELEMELER
3.8.1. Isik Mikroskobu (IM) incelemeleri I¢in Yapilan Calismalar

Deney gruplarina ait kas dokusu orneklerinde yapilan histolojik incelemeler
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Doku ornekleri tespit amactyla %10’luk fosfat tamponlu formalin

sollisyonunda 72 saat fikse edildi. Fikse olan doku 6rnekleri akan ¢gesme suyu altinda
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yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla sirasiyla %75, %80, %96 ve %100 olacak
sekilde dereceli alkollerden geg¢irildi. Dokularin seffaflastirilmasi i¢in ksilene alinan
ornekler saydamlastiktan sonra 60°C’lik etiivde siv1 parafinle 3 saat inkiibe edildi ve
parafin bloklara gdmiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2125RT) ile 5
um kalinliginda kesitler lam tiizerine alindi ve 151k mikroskobu incelemesi igin

Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi.

Hematoksilen-Eozin boyamasi i¢in gece boyunca etlivde bekletilen kesitler,
ksilene alinarak deparafinize edildi. Deparafinizasyonu takiben kesitler sirasiyla
%100, %96 ve %75’1lik dereceli alkollerden gegirilerek distile suya alindi ve
hidrasyon islemi tamamlandi. Kesitler hematoksilen boyasi ile iki dakika boyandi,
sonrasinda ¢esme suyuna alinarak artik boyalarin dokunun iizerinden uzaklastirilmasi
saglandi. Islemin ardindan eozin soliisyonuna alman kesitler bir dakika boyandiktan
sonra yeniden suya alinarak yikama islemi gerceklestirildi. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra kesitler dereceli alkollerden gecirilerek dehidrate edildi ve

ksilende 20 dakika bekletildikten sonra entellan kullanilarak lamelle kapatildi.

Boyanan preparatlardan hazirlanan kesitler AxioScope Al (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) marka 151k mikroskobunda morfolojik ve histomorfometrik

ozellikleri acisindan degerlendirildi ve fotograflandi.

Gastrokinemius kasi icin uygulanan histomorfometrik ¢alisma

Her bir kas dokusu i¢in H-E ile boyanan enine kas kesitlerinden elde edilen
ornekler x200 biiyiitme kullanilarak bes farkli mikroskop alaninda 151k mikroskobu
ile incelendi ve bu alandaki her bir kas lifinin enine kesit alan1 Axiovision bilgisayar

programi kullanilarak 6l¢iildii.

Infiltrasyon skoru belirlenmesi

Mononiikleer hiicre infiltrasyonunun siddetini belirlemek i¢in; ayni rata ait 3
farkl1 H-E boyali kesitte x400 biiyiitmede gozlemlenen mononiikleer hiicre goriilen
alanlar sirasiyla 0: normal (%0), 1: hafif (%1-%33), 2: orta (%34-%66) ve 3: siddetli
(%67-%100) olmak iizere degerlendirildi.
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Histolojik hasar skoru belirlenmesi

Histolojik hasar skorunu belirlemek i¢in; ayni rata ait 3 farkli H-E boyali
kesitte x400 biiylitmede gozlemlenen kas lifleri dejenerasyon ve disorganizasyon
bulgularina gore sirastyla 0: normal (%0), 1: hafif (%1-%33), 2: orta (%34-%66) ve
3: siddetli (%67-%100) olmak tizere degerlendirildi.

3.8.2. immiinohistokimya Incelemeleri icin Yapilan Calismalar

Rutin histolojik takip islemlerinden gegirilerek parafin bloklara gdomiilen kas
dokularindan mikrotom ile 4 pum kalinli§inda elde edilen kesitler poli-L-lizin kaph
lamlar iistiine alindi. Gece boyunca 60°C’lik etiivde tutuldu ve ksilenle deparafinize
edildi. Kesitler sirastyla %100, %96, %75 etanol serisinde hidratasyon islemine tabi
tutuldu ve distile suda yikandi. Daha sonra kesitler sitrat buffer soliisyonu ile otoklav
icinde muamele edilerek formaldehitin kapattigi epitoplarin agilmasi saglandi. Sitrat

buffer icinden alinan kesitler fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) ile yikandi.

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End
Labeling) Yontemi

Deney gruplarinda apoptotik hiicreleri degerlendirmek i¢in TUNEL yontemi
uygulandi. TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, POD, ROCHE) karigimi ile
37°C’de 60 dakika inkiibe PBS ile yikanan dokular Converter-POD ile 37°C’de 30
dakika tutuldu. DAB kromojen (UltraVision LP Detection System HRP Polymer
&amp; DAB Plus Chromogen, ThermoScientific) ile oda 1sisinda pozitif reaksiyon
olusana kadar bekletildi ve reaksiyon olustuktan sonra distile su ile reaksiyonun
devam etmesi engellendi. Harris’ Hematoxylin ile 2 dakika zit boyama uygulandi.
Kesitler sirastyla %75, %96 ve %100 etanol serisinde dehidratasyon islemini takiben

ksilen ile seffaflandirdiktan sonra entellan kullanilarak lamelle kapatildi.

TUNEL degerlendirmeleri  igin  Apoptoz  Indeksi  kullanild:.
Immunohistokimyasal olarak dokulardaki TUNEL boyama icin immunreaktivite
gosteren  hiicreler ~ AxioScope.Al (Carl  Zeiss, Oberkochen, Germany) 11k
mikroskobu ile x 40 biiylitmede her bir kesitte 5 farkli alanda sayild.
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Her grubun Apoptozis Indeksi yiizde (%) olarak asagidaki formiile gore
hesaplandi;

Apoptozis Indeksi (%) = (TUNEL pozitif boyanan hiicre sayis1 / Total hiicre
sayis1) x100

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tanimlayic1 istatistikler ¢eyrekler arasi aralik, standart sapma, minimum,
maksimum degerleri ile sunulmustur. Gruplarin sayisal verileri arasindaki farkin
analizinde non-parametrik Kruskal Wallis Testi kullanilmigtir. Analizler SPSS 11.5
(Statistical Package for Social Sciences) programi ile yapilmistir. p <0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

26



4. BULGULAR

Ratlarin enjeksiyonlart Dr. Tuncay Karsli ve Prof. Dr. Sehim Kutlay

tarafindan yapildi. Otenazi islemi ve takiben kas diseksiyonlar1 gerceklestirildi (Sekil

12 ve Sekil 13). Enjeksiyon islemi tiim ratlar tarafindan iyi tolere edildi. Arastirma

siirecinde 1. grup, 3. grup ve 4. gruptan 1’er rat Otenazi islemi uygulanamadan

kaybedildi. Arastirma siiresince ratlarin saglik durumlarinda herhangi bir degisim

saptanmadi.

4.1. RAT AGIRLIGI

Calismaya dahil edilen ratlarin viicut agirliklar1 Tablo 1°de verilmistir.

Calisma baglangicinda gruplar arasinda viicut agirhigi agisindan anlamli fark

saptanmadi (p = 0,264).

Tablo 1: Calismaya dahil edilen ratlarin baglangi¢ viicut agirliklar

Grup1l | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | P
degeri
360,00 | 350,50 | 347,50 | 351,00 | 389,00 | 352,50 | 361,50 | 0,264°
0 63,50 8,50 50 18,00 8,2 2,00
Rat Agirhgn (68.50) | (63,50) | (78.50) | (33.50) | (18,00) | (38.25) | (52.00)
[286- [265- [308- [315- [372- [323- [298-
398] 402] 403] 389] 402] 380] 392]

Hiicreler ortanca (¢eyrekler arasi aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2gruplar arasinda viicut agirligt agisindan anlamli fark saptanmadi

4.2. RAT GASTROKNEMIiUS/VUCUT AGIRLIGI YUZDESI

Gruplarin sag gastroknemius agirligiin viicut agirhigina yiizdelerine ait

bulgular Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2: Gruplarin sag gastroknemius agirhinin viicut agirligina ytizdelerinin

degerleri

Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | P
degeri

Rat Gastroknemius/ | 0,58 0,32 0,38 0,24 0,36 0,17 0,35 <0,001*

Viicut Agirhig (0,03) (0,12) (0,05) (0,08) (0,05) (0,09) (0,07)

Yiizdesi [0,55- | [025- |[032- |[0,18- |[0,30- |[0,14- |[0,29-
0,59] | 046] |040] |032] |040] |024] |043]

Hiicreler ortanca (¢eyrekler arasi aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2 Grup1-Grup4: p=0.002, Grup1-Grup6: p<0.001

Ratlarin  sag gastroknemius agirhigmin  viicut agirhigina  yiizdeleri
karsilagtirildiginda degerlendirme sonucunda; Grup 1 — Grup 4 (p = 0,002), Grup 1 —
Grup 6 (p = 0,000) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu. iki kez BTX-A
enjeksiyonunun tekrarlandigi 4. grup ve 3 kez BTX-A tekrarlandig1 6. grup (son
BTX-A sonrast 1. ayda oOtenazi) kontrol grubuyla karsilastirildiginda farklilik
istatistiksel olarak anlamli iken uzun donem iizerine etkinin degerlendirildigi 5. ve 7.

grupta (son BTX-A sonrasi 6. ayda 6tenazi) bu etki devam etmemistir.

Ratlarin sag gastroknemius agirliginin viicut agirligina yiizdeleri agisindan
gruplarda degerlere bakildiginda; kontrol grubunda BTX-A uygulanan gruplara gére
degerlerin daha yiiksek oldugu saptanmistir. BTX-A’nin tekrarlayan enjeksiyonlarla
birlikte erken donemde (2., 4. ve 6. grup) tekrarin sayisiyla birlikte azalmanin oldugu
saptanmistir (Tablo 2). Ayrica tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte uzun donemde de
(3., 5. ve 7. grup) tekrar sayisiyla birlikte, azalmanin oldugu saptanmistir. BTX-A
enjeksiyonu uygulanan gruplar erken ve uzun dénem acisindan degerlendirildiginde
gruplar arasinda (2. ve 3. grup, 4. ve 5. grup, 6. ve 7. grup) uzun dénemde artis

oldugu ancak kontrol grubundan yiiksek bulunmadig1 saptanmaistir.

4.3. ISIK MiKROSKOBU INCELEMELERI

Ratlarin sag gastroknemius kas dokusundan hazirlanan kesitler 151k

mikroskobunda incelendi.
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1. gruba ait kas dokusu Orneklerinin 1s1k mikroskobu incelemelerinde kas
liflerinin enine ve boyuna kesitleri normal kas morfolojisiyle uyumlu olarak
degerlendirildi. Kas liflerinin ¢ekirdekleri periferik yerlesimli olarak gdzlenirken
sarkolemmanin hemen c¢evresinde endomisyum olarak adlandirilan bag dokusu
kilifina ait kollajen lifler ve fibroblastlara ait c¢ekirdekler goriildi. Kas liflerinin
olusturdugu fasikiillerin perimisyum olarak adlandirilan bag dokusu kilif ile
cevrelendigi, bu doku i¢inde kan damarlar1 ve periferik sinir kesitlerinin yer aldigi

goriildi (Sekil 14 ve Sekil 15).

Sekil 14: 1. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin ¢ekirdekleri (siyah ok) periferik yerlesimli olup her bir kas lifini g¢evreleyen
endomisyum ve fibroblastlar (daireli ok) normal goriiniimde izlenmistir. Kas fasikiillerinin arasindaki
perimisyal alanda gevsek bag dokusu iginde kan damarlar1 (kd) ve periferik sinir lifi (s) kesitleri
gozlenmektedir. a: x 10, b; x40 biiyiitme, Boya: Hematoksilen — Eozin
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Sekil 15: 1. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitte kas lifleri

Kas liflerinin (KL) birbirine paralel uzanan boyuna kesitleri izlenmektedir. Kas liflerinin ¢ekirdekleri
(siyah ok) periferik yerlesimli olarak goézlenmis olup kas lifleri boyunca enine g¢izgilenme
goriilmektedir. Bilyilitme: x40, Boya: Hematoksilen - Eozin.

2. gruba ait kas dokusu Ornekleri 151k mikroskobu ile incelendiginde
endomisyal alanda belirgin hiicresel infiltrasyon, kas liflerinde atrofi ve yaygin

dejenerasyon saptandi (Sekil 16, Sekil 17 ve Sekil 18).

..‘

Sekil 16: 2. gruba ait 151k mikrografta enine kesitte kas lifleri, Biiyiitme: x10

Kas liflerinin arasinda endomisyal alanda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. Baz1 kas
liflerinde dejenerasyon ve atrofi (ok basi) goriilmektedir. Biiyiitme: x10, Boya: Hematoksilen - Eozin.
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Sekil 17: 2. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri, Bilylitme: x40

Kas liflerinin arasinda endomisyal hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) alanlar1 izlenmektedir. Bazi kas
liflerinde atrofi (asteriks) goriilirken baz1 kas liflerinde hipertrofi (ok basi) gézlenmektedir. Kas
lifleri diizensiz gapa sahiptir. a-b; Biiyiitme: x40, Boya: Hematoksilen -Eozin.

| — .

Sekil 18: 2. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitte kas lifleri

Kas liflerinin boyuna kesitlerinde endomisyal alanda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) goriilmekte,
dejenerasyon (ok basi) bulgulari izlenmektedir. Biiyiitme: x40, Boya: Hematoksilen -Eozin
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3. grupta yapilan 151k mikroskobu incelemesinde ise hiicresel infiltrasyonun
endomisyal alanda devam ettigi, 6zellikle perifasikiiler bolgelerde atrofik ve nekrotik
kas lifleri yaninda rejenerasyon siirecinde oldugu belirlenen kas liflerinin varligi
dikkat ¢cekmistir. Ayrica perimisyal alanda yag dokusu izlenmistir (Sekil 19, Sekil 20
ve Sekil 21).

Sekil 19: 3. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin boyuna kesitlerinde hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. a; Biiyiitme x10,
b; Biiyilitme: x40 Boya: Hematoksilen -Eozin
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Sekil 20: 3 gruba ait 151k mikrografta enine kesitte kas lifleri, Biiyiitme: x10

Kas liflerinin arasinda endomisyal alanda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir.
Interfasikiiler alanda perimisyal bag dokusu i¢inde periferik sinir kesiti (s) ve damarlar yakininda yag
dokusu (yildiz) goriilmektedir. Biiyiitme: x10, Boya: Hematoksilen - Eozin.

Sekil 21: 3. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri, Biiyiitme: x40

Kas liflerinin arasinda endomisyal ve perimisyal alanda (P) hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok)
izlenmektedir. Perifasikiiler bolgedeki kas liflerinde daha belirgin olmak iizere atrofi (asteriks)
goriilirken bazi kas liflerinde rejenerasyon (ince ok) goézlenmektedir. Bazi kas liflerinin
dejenerasyonun (ok basi) erken ve ge¢ donem ozelliklerini sergiledigi goriilmiistiir. a-b; Biiyiitme:
x40, Boya: Hematoksilen -Eozin
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4. grubun incelemesinde endomisyal alanda hiicresel infiltrasyon, immatiir
kas lifleri ve bazi kas liflerinde sarkolemmal invajinasyonlara bagh tirtikli goriiniim
izlendi. Perifasikiiler kas liflerinde atrofi, dejenerasyon bulgular1 yaninda

rejenerasyon bulgulart da goriildii (Sekil 22 ve Sekil 23).

Sekil 22: 4. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitte kas lifleri

Kas liflerinin endomisyumunda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. Perimisyal bag
dokusu igine periferik sinir kesiti (s) ve kan damarlart (kd) yakininda da infiltrasyon goriilmektedir.
Bazi kas liflerinin immatiir oldugu, sarkolemmanin derin invajinasyonlar olusturdugu gdzlenmistir
(ok). Biiyiitme: x40 Boya: Hematoksilen - Eozin
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Sekil 23: 4. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin arasinda endomisyal alanda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. Kas
liflerinde atrofik ve dejenerasyona ugramis (ok basi), arasinda rejenerasyon (ince ok) gosteren kas
lifleri de gozlenmektedir. P; perimisyum. a; Biiyiitme: x10, b; Biiylitme: x40, Boya: Hematoksilen -
Eozin.
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5. gruba ait kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildiginde hiicresel
infiltrasyonun endomisyal alanlardan daha ¢ok perifasikiiler bolgelerde belirgin
oldugu, bu bdlgede atrofik, dejenere ve nekrotik kas liflerinin bulundugu goriildii
(Sekil 24 ve Sekil 25).

Sekil 24: 5. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin boyuna kesitlerinde hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. a; Biiyiitme: x10,
b; Biiyiitme: x40 Boya: Hematoksilen — Eozin
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Sekil 25: 5 gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri

Perifasikiiler bolgede kas lifleri ¢evresinde hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) ve atrofik (asteriks) kas
lifleri dikkat ¢ekmektedir. Ok basi; dejenere kas lifleri. a; Biiyiitme: x10, b; Biiyiitme: x40, Boya:
Hematoksilen -Eozin.
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6. grupta ise endomisyal bolgede belirgin hiicresel infiltrasyon goriildii.
Dejenere kas lifi kesitleri ve perimisyal alanda yag dokusu artis1 saptandi (Sekil 26,
Sekil 27 ve Sekil 28).

Sekil 26: 6. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin endomisyumunda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. a; Biiyiitme: x10, b;
Biiyiitme: x40 Boya: Hematoksilen — Eozin
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Sekil 27: 6. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri, Biiylitme: x10 ve
x40

Kas liflerinin endomisyumunda hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) ve atrofik ve dejenerasyona
ugramig kas lifleri (ok basi) izlenmektedir. P;perimisyum. a; Biiyiitme: x10, b; Biiylitme: x40 Boya:
Hematoksilen — Eozin

Sekil 28: 6. gruba ait 151k mikrografta enine kesitte kas lifleri, Biiyiitme: x10

Kas liflerinin perimisyumunda kan damarlar1 (kd) ¢evresinde yag dokusu artisi (yildiz) goriilmektedir.
Biiytitme: x10, Boya: Hematoksilen - Eozin
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7. grubunda kas liflerinde atrofi ve dejenerasyon bulgular1 perifasikiiler
bolgede perimisyal alana komsu kisimda belirgin olarak izlendi (Sekil 29 ve

Sekil 30).

Sekil 29: 7. gruba ait 151k mikrografta boyuna kesitlerde kas lifleri

Kas liflerinin arasinda hafif derecede hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) izlenmektedir. Ok basi;
dejenere kas lifleri. a; Biiyiitme: x10, b; Biiyiitme: x40 Boya: Hematoksilen — Eozin
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Sekil 30: 7. gruba ait 151k mikrografta enine kesitlerde kas lifleri

Perifasikiiler bolgede kas lifleri ¢evresinde hiicresel infiltrasyon (kuyruklu ok) ve atrofik (asteriks) kas
lifleri gézlenmistir. Ok basi, dejenere kas lifi, s; periferik sinir kesiti, kd: kan damari, P; perimisyum.
a; Biiylitme: x10, b; Biiyiitme: x40, Boya: Hematoksilen -Eozin.

Deney gruplarinda apopitotik hiicreleri degerlendirmek icin uygulanan

TUNEL boyamalarina ait kesitlerde apoptotik hiicreler kahverengi ¢ekirdek
boyanmasiyla tespit edildi (Sekil 31).
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Sekil 31: Gruplara ait kaslarin TUNEL boyamalarina ait goriintiiler

Kahverengi ¢ekirdek boyanmast Tunel (+) olarak degerlendirilmistir. G; grup. Biiyiitme x 40
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4.4. KAS LiFININ ENINE KESITLERDE ALAN OLCUMU

Histolojik olarak kas liflerinin alan Ol¢limlerine ait sonuglar Tablo 3’de

verilmistir.

Tablo 3: Histolojik enine kesit alanlarinda gruplarin kas lifi alan 6l¢timleri

Grup | Grup2 Grup 3 Grup4 | Grup | Grup6 Grup7 | P
1 5 degeri

2576 2003 2567 830 1819 1151 1578 0,002*

(309) (1414,75) | (2081,25) | (327,25) | (1079) | (1061,25) | (848,88)
Kas Lifinin

Enine [2275- | [1315- [1288- [472- [1205- | [326- [937-
Kesitlerde 2811] | 2756] 3720] 992] 2659] 1773,5] 2150]
Alan Olc¢iimii

Hiicreler ortanca (geyrekler arasi aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2 Grup1-Grup4: p=0,005, Grup1-Grup6: p=0,045

Sag gastroknemius kaslarindan hazirlanan bu kesitlerde histolojik kas
atrofisinin degerlendirilmesinde; Grup 1 — Grup 4 (p = 0,005), Grup 1 — Grup 6 (p =
0,045) arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi. Tekrarlayan enjeksiyonlarin
gerceklestirildigi 4. ve 6. gruplar (son BTX-A sonrast 1. ayda otenazi) kontrol
grubuyla karsilastirildiginda (1. grup) histolojik acidan kas atrofisinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu ancak bu etkinin uzun donemde degerlendirildigi 5. ve 7.
gruplarda (son BTX-A sonras1 6. ayda Otenazi) devam etmedigi saptanmistir. Tek
enjeksiyonun yapildig1 (2. ve 3. grup) gruplarsa kontrol grubuyla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Histolojik enine kesit alanlarinda kas lifi alan Olglimlerinde gruplar
degerlendirildiginde; kontrol grubunda BTX-A uygulanan gruplara gore degerlerin
daha yiiksek oldugu saptanmistir. BTX-A tekrarlayan enjeksiyonlarinin erken dénem
tizerine etkilerinin degerlendirildigi gruplarda (2., 4., 6. gruplar) tekrar sayisiyla
birlikte degerlerin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte
uzun donem iizerine etkilerinin degerlendirildigi gruplarda da (3., 5., 7. gruplar)
tekrar sayisiyla birlikte degerlerde azalmanin goriildiigi bulunmustur. BTX-A

enjeksiyonu uygulanan gruplar erken ve wuzun donem iizerine etkilerin
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degerlendirildigi gruplar aralarinda karsilastirildigindaysa (2. ve 3.grup, 4. ve 5.
grup, 6. ve 7. grup) uzun donem iizerine etkilerin incelendigi gruplarda degerlerde

artis oldugu ancak kontrol grubundan yiiksek bulunmadigi saptanmustir.

4.5. INFILTRASYON SKORU

Calismaya dahil edilen ratlarin Infiltrasyon Skoru degerleri Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4: Gruplarin Infiltrasyon Skoru degerleri

Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup?7 P
degeri
infiltrasyon 0,00 3,00 1,00 3,00 1,50 3,00 2,00 <0,001*

Skoru 0,000 | (1,000 | (1,000 | (1,50) | (1,00) | (0.25) | (0,25)

[0,00- | [2,00- | [1,00- | [100- | [1,00- | [2,00- | [1,00-
0,00] ,00] 2,00] 3,00] 2,00] 3,00] 2,00]

Hiicreler ortanca (¢eyrekler arasi aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2 Grup1-Grup2: p=0,002, Grup1-Grup4: p=0,017, Grup1-Grup6: p<0.001

Botulinum toksin tip-A enjeksiyonu yapilan gruplar ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda BTX-A enjeksiyonu yapilan gruptaki ratlarda erken donemde (2.,
4., 6. gruplar) infiltrasyon skorunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli degisikliklerin oldugu ancak bu etkinin uzun donemin

degerlendirildigi gruplarda (3., 5., 7. gruplar) olmadig1 (geri dondiigii) saptandi.

Infiltrasyon Skorlarinda gruplarin degerlerine bakildiginda; kontrol grubunda
skorun 0 oldugu gériilmiistiir. Ozellikle degerlerin BTX-A’nin erken donem iizerine
etkilerin degerlendirildigi gruplarda (2., 4., 6. gruplar) daha yiiksek saptanmakla
birlikte BTX-A sonrasinda hem erken hem de uzun dénem iizerine skorun 0 olmadig1

goriilmiistiir.
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4.6. HISTOLOJIiK HASAR SKORU

Ratlarin Histolojik Hasar Skoru degerleri Tablo 5°de gosterilmistir.

Tablo 5: Gruplarin Histolojik Hasar Skoru degerleri

Grup1l | Grup2 | Grup3 | Grup4 | GrupS | Grup 6 | Grup 7 P
degeri

Histolojik  Hasar | 0,00 2,00 2,00 3,00 2,00 3,00 2,50 | 0,001°
Skoru 0,000 | (1,000 | (2,000 | (1,50) | (0,50) | (3,00) | (1,25)

[0,00- | [2,00- | [2,00- | [1,00- | [1,00- | [3,00- | [1,00-
0,00] | 3,001 | 2,00] | 3,000 | 3,00 | 3,001 | 3,00]

Hiicreler ortanca (¢eyrekler arasi aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2 Grup1-Grup2: p=0,08, Grup1-Grup4: p=0,040, Grup1-Grup6: p<0.001, Grup1-Grup7: p:0,048

Ratlarin sag gastroknemius kas dokusundan hazirlanan kesitlerde kas
liflerinin dejenerasyon ve disorganizasyonun degerlendirilmesine yonelik hesaplanan
Histolojik Hasar Skorunda; Grup 1 — Grup 2 (p = 0,08), Grup 1 — Grup 4 (p = 0,040),
Grup 1 — Grup 6 (p = 0,000), Grup 1 — Grup 7 (p = 0,048) arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. BTX-A enjeksiyonu yapilan gruplardaki ratlarda
erken donemde (2., 4., 6. gruplar) histolojik hasar skorunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin oldugu ayrica bu
etkinin 3 kez BTX-A enjeksiyonu tekrarlanan ve ge¢ donem iizerine etkilerin

degerlendirildigi 7. grupta da devam ettigi saptanmustir.

Histolojik Hasar Skorunda gruplar degerlendirildiginde; kontrol grubunda
skorun 0 oldugu, BTX-A enjeksiyonu gercgeklestirilen tiim gruplardaysa pozitif

degerlerin oldugu skorun 0 olmadig1 saptanmustir.
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4.7. APOPTOZiS INDEKSI

Gruplarin Apoptozis Indeksi degerleri Tablo 6°da gdsterilmistir.

Tablo 6: Gruplarin Apoptozis indeksi degerleri

Grup1l | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | P
degeri

Apoptozis indeksi 8,00 | 61,50 |29,00 | 60,00 |49,50 | 54,00 | 41,00 | <0,001°
(10,50) | (11,75) | (10,00) | (26,00) | (14,50) | (16,00) | (6,50)

[6,00- | [46,00- | [20,00- | [36,00- | [38,00- | [45,00- | [35,00-
21,00] | 66,00] |37,00] | 63,00] | 60,00] | 64,00] | 44,00]

Hiicreler ortanca (geyrekler arast aralik) [minimum-maksimum] temsil etmektedir
2 Grup1-Grup2: p=0,001, Grup1-Grup4: p=0,05, Grup1-Grup5: p=0,038, Grupl-Grup6: p: 0,015

Ratlarin sag gastroknemius kas dokusundan hazirlanan kesitlerde
Immiinohistokimyasal incelemelerde saptanan Apoptozis indeks degerlendirmesinde;
Grup 1 — Grup 2 (p = 0,001), Grup 1 — Grup 4 (p = 0,051), Grup 1 — Grup 5 (p =
0,038), Grup 1 — Grup 6 (p = 0,015) istatistiksel olarak anlaml1 farklilik saptanmuistir.
Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda BTX-A enjeksiyonunun gerceklestirildigi
gruplarda erken donemde (2., 4., 6. gruplar) apoptozis ilizerine istatistiksel olarak
anlamli fark saptanirken uzun dénemde 5. grup disinda bu farkin devam etmedigi

saptanmistir.

Apoptozis Indeksinde gruplar incelendiginde; kontrol grubunda BTX-A
uygulanan gruplardan daha az olmakla birlikte apoptozisin goriildiigii saptanmustir.
BTX-A enjeksiyonu uygulanan erken ve uzun donem iizerine etkilerin
degerlendirildigi gruplar aralarinda karsilagtirildigindaysa (2. ve 3. grup, 4. ve 5.
grup, 6. ve 7. grup) uzun dénem iizerine etkilerin incelendigi gruplarda degerlerde

azalma oldugu ancak kontrol grubundan daha yiiksek bulundugu saptanmistir.
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5. TARTISMA

Bu caligmada tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarmin kas kiitlesinde ve
kontraktil materyalde azalmayla birlikte, kas liflerinde dejenerasyona, apoptozise ve

kas dokusunda mononiikleer hiicre infiltrasyonuna yol agtig1 gériilmiistiir.

Kas agirhigr degerlerine bakildiginda BTX-A tekrarlayan enjeksiyonlarin
uygulandigr ve erken donem iizerine etkilerin degerlendirildigi gruplarda kontrol
grubuna gore anlamli kaybin oldugu goriildii. Ayrica degerler incelendiginde kas
kiitlesindeki kayip tiim BTX-A uygulanan gruplar vardi. Ozellikle tekrar sayisiyla
birlikte kas kiitlesindeki kaybin arti§i uzun dénemde geri kazanim oldugu ancak

kontrol grubuyla karsilastirildiginda tam saglanamadigi bulunmustur.

Tsai ve ark. ratlar lizerinde yaptiklar1 calismada tek doz BTX-A enjeksiyonu
sonras1 kas kiitlesinde 58. haftada %89.3 geri kazanimin oldugu, 30 hafta arayla
tekrarlayan enjeksiyonlarda tam ve yarim doz ilk BTX-A enjeksiyonu ile birlikte 26.
haftada %72.7 ve %83.7, 2. doz BTX-A enjeksiyonu ile birlikte 58. haftada %58.3,
ve %70.3 geri kazanimin oldugu goriilmiistiir (64). Calismada BTX-A dozu olarak
1,5 ve 1 ng / kg kullanilmakla birlikte kontrol grubu olarak kontrolateral kas kiitlesi
degerlendirilmistir. BTX-A insan letal dozu intravendz veya intramiiskiiler olarak
1.3-2.1 ng / kg olarak bilinmektedir (69). Dolayisiyla ¢caligmada yiiksek doz BTX-A
uygulamalar1 yapilmasina karsin sonucglar bizim calismamizi desteklemektedir.
Fortuna ve ark. tavsanlar lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada tek, 2 kez ve 3 kez 3’er ay ara
ile tekrarlayan BTX-A kas kiitlesi iizerine etkisi 6 ay sonra degerlendirilmis (65).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda kas agriligi acisindan anlamli  farklilik
bulunmamistir. BTX-A dozu 3,5 U/kg olarak alinmasiyla birlikte 151k mikroskobunda
ki degerlendirmelerde esas olarak yag hiicrelerinin goriildiigii ve kontraktil
materyaldeki kaybin yag hiicreleriyle dengelendigi dolayisiyla toplam kas kiitlesini
yaklagik olarak sabit bulundugu belirtilmistir. Calismada her ne kadar kas agirligi
acisindan anlamli farklilik bulunmamis olsa da kas kiitlesinde kayip gelistigine
deginilmistir. Bu bulgular bizim calismamizdaki bulgularla uyumludur. Stone ve
ark.’nin fareler lizerinde yaptiklari ¢aligmada 1 U/kg, 3 U/kg, 6 U/kg olmak tizere tek
doz BTX-A enjeksiyonu uygulanmis uygulama sonrasi 4. haftada en yiiksek kas
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kiitlesi kayb1 (% 40 kas kiitlesi kayb1) goriilmekle birlikte 12. hafta kaybin geri
dondiigi gortilmiistiir (15). 1 U/kg BTX-A uygulanan grupta diger gruplara gore
kasta agirlik kaybinin anlamli olarak daha az oldugu saptanmistir. Calismada tek
enjeksiyon uygulanmasiyla birlikte kontrol grubu olarak kontrolateral kas kiitlesi
degerlendirilmistir. Bizim calismamizda da 1. ayda anlamli kas kiitlesi kaybi
goriilmekle birlikte bu c¢alismada 12. haftada anlamli kas kiitlesi kaybinin
goriilmemesinin ~ kontrol ~ grubu  olarak  kontrolateral  kas  kiitlesinin
degerlendirilmesine bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ma ve ark. juvenil ratlar
lizerine yaptiklart ¢calismada BTX-A uygulamasi sonrasi 2. hafta %32, 3. hafta %24
kas kiitlesinde kaybin gelistigi 6. ayda ve 12. ayda %92 ve %96 kas agirliginin geri
kazanildigi bulunmustur (16). Calismada juvenil ratlara 6 U/kg BTX-A
enjeksiyonlart1 uygulanmis kontrol grubu olarak kontrolateral kas kiitlesi
degerlendirilmistir. Sonuglara bakildiginda bizim ¢alismamizda da 1. ayda anlamli
kas kiitlesi kayb1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak kontrolateral kas
kiitlesinin degerlendirilmesi ve juvenil ratlar ilizerine gergeklestirilmesi nedeniyle
olgunlasmamis kaslarin muhtemelen toksin enjeksiyonuna yetiskin kaslarindan farkl
tepki vermesine de bagli olarak uzun donem fizerine sonuglarinda bizim
calismamizda degerlendirdigimiz kas kaybi kiitlesi kaybinin goriilmemis olabilecegi
diisiiniilmistiir. Frick ve ark ratlar iizerine yaptiklar1 ¢alismada BTX-A sonrasi 6.
ayda kas kiitlesinde anlamli kaybin oldugu bulunmustur (63). Calismada tek dozaj
olarak 0,625 U, 2,5 U ve 10 U BTX-A uygulanmasiyla birlikte kontrol grubu olarak
serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan ratlar (ayrica kontrolateral kas dokusu)
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada 200-260 gram ratlar lizerinde gergeklestirilmis olup
ozellikle 0,625 U BTX-A bizim ¢aligmamizda da kullandigimiz BTX-A dozuna (3
U/kg) yakin bir doz olup klinik uygulamalarda kullanilan dozada uymaktadir. Tiim
rat gruplarinda kas kiitlesinde 6. ayda kayip devam etmesine bagli olarak bu

calismanin sonuglari bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Insanlarda kas atrofisinin degerlendirildigi ¢alismalar kasm goriintiileme
yontemleri (MRG ve USG) ile degerlendirilmesine dayanmaktadir (53,57).
Schroeder ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada 2 saglikli goniillii iizerinde
gerceklestirilmis olup BTX-A olarak tek doz 75 U Xeomin® (incobotulinumtoxinA,

Merz Pharma, Germany) uygulanan hastayla, serum fizyolojik uygulanan hastanin
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kas MRG’leri karsilastirilmistir (53). Calismanin sonuclar1 tek hasta iizerinden
degerlendirilmis olmakla birlikte 12. aydaki degerlendirmede kas kiitlesinde kaybin
devam etmesiyle sonuclar1 bizim ¢aligmamizda ki bulgularla uyusmaktadir. Barber
ve ark. tarafindan Serebral palsi hastalarinda gerceklestirilen ¢alismada tek ve 3 kez
tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlar1 sonrast 12. ayda kas kiitlesi USG’le
degerlendirildiginde  kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda  anlamli  fark
bulunmustur (57). Ancak tek ve tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarinda kas kiitlesinde
gruplar arasinda anlaml fark saptanmamistir. Calismada 6 U/kg BTX-A enjeksiyon
yapilmis olup tekrarlayan enjeksiyonlar 4’er ay arayla yapilmistir. Calisma sonuglari
12. ayda kas kiitlesindeki kaybin devam etmesiyle bizim ¢alismamizda ki bulgularla
benzerdir. Bizim calismamizda tekrar sayisiyla birlikte kas kiitlesindeki kaybin
giderek arttig1 goriilmiistiir. Bu caligmada USG’le kas kiitlesinin degerlendirilmesi ve
BTX-A dozu olarak daha yiiksek bir doz olan 6 U/kg uygulanmasi nedeniyle BTX-A
tekrar sayisiyla birlikte sonuglarda anlamli farkliliga yol a¢gmamis olabilecegi

diistinilmistir.

Dolayistyla bizim ¢alismamizla 6zellikle ilk BTX-A enjeksiyonu ile birlikte
kas kiitlesinde kaybin gelistigi bulunmus olup tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte bu
kaybin giderek arti§i ve uzun dénem {izerine etkinin degerlendirildigi 6. ayda etki

azalmakla birlikte devam ettigi goriilmiistiir.

Histolojik enine kesit alanlarinda kas lifi alan Olclimleriyle kontraktil
materyal orani degerlendirildiginde 2 ve 3 kez tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlari
uygulanan ve erken donem iizerine etkilerin degerlendirildigi gruplarda kontrol
grubuna gore kontraktil materyalde anlamli kaybin bulundugu saptandi. Bununla
birlikte istatistiksel bulgular dikkatle analiz edildiginde BTX-A tekrar sayisiyla
birlikte kontraktil materyaldeki kaybin giderek artigi uzun donem iizerine geri
kazanim oldugu ancak kontrol grubuna kiyasla tam saglanamadigi bulunmustur.
Dolayisiyla BTX-A enjeksiyonlar1 sonucu kas lifi alan Ol¢limlerine dayanarak
kontraktil materyalde kaybin gelistigi gortilmustiir. Tek BTX-A enjeksiyonu yapilan
ve uzun donem {izerine etkinin degerlendirildigi 3. grupta uzun dénem iizerine
iyilesme belirtisi (geri kazanim) olarak goriilen genislemis kas lifi alanlariysa
tekrarlayan BTX-A enjeksiyonu yapilan diger gruplarda goriillememistir. Dolayisiyla
ozellikle tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlara bagli olarak kontraktil materyaldeki
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kaybin giderek artifi ve geri kazanim {izerine olumsuz sonuglara neden oldugu

yoniinde yorumlanmustir.

Fortuna ve ark. tavsanlar iizerinde yaptiklari calismada tek, 2 kez ve 3 kez
3’er ay ara ile tekrarlayan BTX-A’nin kasta kontraktil materyal orani iizerine etkisi 6
ay sonra degerlendirilmis (65). Kontrol grubuyla karsilastirldiginda BTX-A
uygulanan gruplarda anlamli kontraktil materyal kaybinin oldugu ancak tekrarlayan
enjeksiyonlarin  kayip acisindan farka yol agmadigi bulunmustur. Calismanin
sonuglar1 bizim ¢alismamizla BTX-A uygulanma sonrasi 6. ayda kontraktil materyal
kaybmmin devam ettigini gostermekle birlikte farkli olarak tekrarlayan
enjeksiyonlarda bu etkinin degismedigine isaret etmistir. Bu farklihgin da bu
calismadaki kontraktil materyal oraninin tespitinde uygulanan yonteme bagh
olabilecegi histolojik enine kesit alaninin en az %50'sinde kontraktil materyal
ylizdesinin  hesaplanmasinin  degerlendirme i¢in  yeterli olamayabilecegi
disliniilmiistiir. Valentine ve ark. Serebral palsi hastalar1 iizerinde yaptiklari
calismada tek ve tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlari sonrasi farkli zamanlarda alinan
kas biyopsilerinde kasta kontraktil materyal orani degerlendirilmistir (70). 10
katilimcidan 6’sinda BTX-A sonrasi 4 ay ile 3 yil sonra alinan biyopsilerde kasta
kontraktil materyalde kayba yol actig1 saptanmistir. BTX-A doz olarak 2-6 U/kg
uygulanmakla birlikte tiim katilimcilardan biyopsi 6rnegi en erken 3,5 ay sonra
alindig1 (ortanca 9,5 ay, aralik 3,5-112 ay) belirtilmistir. Calisma sonuglar1 bizim
calismamizda saptanan kasta gelisen kontraktil materyal kaybini desteklemektedir.
Ancak c¢alismanin yontemine bagli olarak tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarinin
etkisi hakkinda yorum yapilamamaktadir. Schroeder ve ark. saglikli goniilliiler
tizerinde yaptiklar1 calismada kas lifi alan1 degerlendirmelerinde BTX-A enjeksiyonu
uygulanan hastadan alinan biyopside kontraktil materyal kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 12. ayda % 24 olarak anlamli bir azalma gosterdigi bulunmustur
(53). Calismanin sonuglar1 tek hasta iizerinden degerlendirilmis olup 12. aydaki
degerlendirmede kontraktil materyalde kayip saptanmasi bizim calismamizda ki

bulgularla da uyusmaktadir.

Sonug olarak, bizim ¢alismamizla ilk BTX-A enjeksiyonu ile birlikte kasta

kontraktil materyalde kaybin gelistigi bulunmus olup 06zellikle 3’er ay arayla
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tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlariyla birlikte bu kaybin giderek artigi ve uzun

donemde iyilesme iizerine goriilen isaretlerinde kayboldugu saptanmistir.

Histolojik kesitlerde kas dokusunda mononiikleer hiicre infiltrasyonun
siddetinin degerlendirilmesine ydnelik yapilan incelemelerde BTX-A enjeksiyonu
yapilan erken donem etkilerin degerlendirildigi gruplarda infiltrasyon {iizerine
anlamli sonuglarin oldugu saptanmistir. Bununla birlikte gruplardaki ratlar tek tek
degerlendirildiginde kontrol grubunda degerin 0 oldugu, BTX-A enjeksiyonu yapilan
tiim gruplarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu {izerine degerler bulunmakla birlikte
ozellikle erken donem iizerine etkilerin degerlendirildigi gruplarda daha yiiksek

oldugu goriilmistiir.

BTX'in anti-inflamatuar etkilerine yonelik bircok yaym bulunmaktadir
(71,72). Ozellikle histamin iliskili kasint1, liken simpleks kronikus, alerjik rinit, sedef
hastaligina yonelik ¢alismalarda BTX’in anti-inflamatuar etkileri bildirilmistir (71).
Bizim calismamizda BTX-A enjeksiyonlariyla birlikte kasta mononiikleer hiicre
infiltrasyonu goriilmesiyle inflamatuar etkilerin olabilecegi diistintilmiistiir. Ausk ve
ark. fareler iizerine yaptiklar1 ¢aligmada BTX-A enjeksiyonuyla kas felcini takiben
kemik iliginde inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve osteoinflamatuar sitokin
ekspresyonuyla ilgili bir ¢calisma yapmuslardir (73). Sonugta BTX-A enjeksiyonu
sonrast 24 saat icinde kemik iliginde inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptamstir.
Yetmis iki saat sonra kemik iliginde osteoklast flizyonu ve pro-osteoklastik
inflamatuar gen ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla kemik iliginde
akut inflamasyona yol ag¢tig1 sonucuna varilmistir. Buna bagh olarak da BTX-A
enjeksiyonu sonrast komsu kemik yapisinda kas atrofisiyle orantisiz olarak siddetli
kemik kayb1 goriilmesinin mekanizmasmin bu yolla olabilecegi yoniinde yorum
yapilmistir. Bizim c¢alismamizda da BTX-A enjeksiyonu uygulanan tiim gruplarda
inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriilmiis olup dolayisiyla 6zellikle BTX-A’nin
inflamatuar etkisinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalarla bu konunun daha kesin

olarak aydinlatilmas1 gereklidir.

Sonugta ¢alismamizda BTX-A enjeksiyonuyla birlikte 6zellikle erken donem

tizerine daha belirgin olmak tizere mononiikleer hiicre infiltrasyonu gelistigi
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dolayisiyla gelecekte sitokinlerin de degerlendirildigi calismalarla BTX-A’nin

inflamatuar yoniiniin de arastirilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Histolojik kesitlerde kas liflerinin hasarima yonelik dejenerasyon ve
disorganizasyonun degerlendirilmesine yonelik yapilan incelemeler ilgili sonuglara
bakildiginda BTX-A enjeksiyonu sonrasi erken donemde kontrol grubuna gore
anlamli hasarin oldugu saptandi. Ayrica 3 kez tekrarlayan BTX-A enjeksiyonu
uygulanan ve ge¢ donem tizerine etkilerin degerlendirildigi grupta da histolojik hasar
izerine anlamli sonuglarin devam ettigi goriilmiistiir. Bununla birlikte istatistiksel
bulgular dikkatle analiz edildiginde kontrol grubunda histolojik hasar bulunmazken,
BTX-A enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda histolojik hasar saptanmistir. Ayrica
BTX-A enjeksiyon tekrar sayisiyla birlikte uzun donemde histolojik hasar {izerine

etkilerin artarak devam ettigi saptanmustir.

Fortuna ve ark. tavsanlar lizerinde yaptiklar1 calismada tek, 2 ve 3 kez 3’er ay
ara ile tekrarlayan BTX-A kas kiitlesi iizerine etkisi 6 ay sonra degerlendirilmistir
(65). Caligsmada kas histolojik hasar1 gosteren dejenerasyon ve disorganizasyonuna
yonelik yorum yapilmamakla birlikte kasta BTX-A enjeksiyonu sonrast atrofi
alanlarinda yag hiicreleri goriilmiistiir. Bizim calismamizda BTX-A uygulanan
gruplarda kasta yag hiicreleri saptanmamis olup ¢alismalar arasindaki bu
farkliliginda Fortuna ve ark. hayvan model olarak tavsan kullanmasina bagh
olabilecegi diislinlilmustiir. Schroeder ve ark. saglikli goniilliiler iizerinde yaptiklari
calismada BTX-A enjeksiyonu uygulanan hastadan 12. ayda alinan kas biyopsisi
TEM’de incelendiginde anormal sarkolemma alanlari, dejeneratif degisiklikler tesit
edilmis (53). Calismada tek doz BTX-A enjeksiyonu uygulanmakla birlikte uzun
donemde kasta histolojik hasar goriilmesiyle sonuglari bizim caligmamizla da
benzerlik gostermektedir. Ma ve ark. maseter hipertrofisi olan hastalar iizerine
yaptiklar1 calismada BTX-A enjeksiyonu sonrasi 6. ve 12. ayda alinan kas dokusu
TEM’de incelenmistir (66). 6. ayda kontrol grubuna gore kas lifi distorsiyonu,
sarkomer boyunda kisalmasi, H ve M bandinda bozulma goriilmiis. 12. ayda kasta
yapisal dejeneratif degisiklikler gerilese de devam ettigi tespit edilmistir. Botulinum
toksin tip A’nin uzun donemde kasta histolojik hasar saptanmasi bizim ¢alismamizla

benzerlik gostermektedir.
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Sonug olarak, bizim g¢alismamizda BTX-A enjeksiyonuyla birlikte kasta
histolojik hasar gelismekle birlikte, 6zellikle enjeksiyon tekrar sayisiyla birlikte uzun
donemde hasar iizerine bu etkilerin artarak devam ettigi saptanmis olup literatiire

tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarinin etkisi lizerine 151k tutmugtur.

Immiinohistokimya incelemelerde apoptozis iizerine yapilan
degerlendirmelerde BTX-A enjeksiyonlar1 uygulanan ve erken donem iizerine
etkilerin degerlendirildigi gruplarda kontrol grubuna gore apoptozis bulundugu
saptand1. Bununla birlikte istatistiksel bulgular dikkatle analiz edildiginde BTX-A
uygulanan tim gruplarda apoptozisin goriildigli saptanmistir. Ayrica kontrol
grubunda da BTX-A uygulanan gruplardan daha az olmakla birlikte apoptozisin
goriildiigli saptanmistir. Dolayisiyla 6zellikle ilk yapilan BTX-A enjeksiyonlarinin

kas yapisi1 lizerine apoptozis etkisin daha belirgin oldugu sonucuna varilmistir.

Watanabe ve ark. ratlarin mesane detrusor kasi lizerinde yaptiklar1 ¢alismada
20U BTX-A enjeksiyonu yapilarak Tunel boyama ile apoptozis arastirilmistir (74).
Ancak calisma sonucunda apoptozise yonelik anlamli sonu¢ bulunmamistir.
Calismada degerlendirilen dokunun detrusor kasi olmasi nedeniyle sonuglarin bizim
calismamizla farkli olabilecegi diigliniilmiistiir. Moon ve ark. yaptiklart ¢aligmada
ratlarin masseter kasi iizerine 5 U ve 10 U BTX-A enjeksiyonu yapilmis ve 2 ve 12
hafta sonra alinan biyopsilerde sonucglar kontrol grubuyla karsilagtirilarak
incelenmistir. ikinci haftada BTX-A uygulanan kaslarda Tunel boyamada kontrol
grubuna goére anlamli apoptozis saptanmustir (75). 12. haftada Tunel boyamada
apoptozis saptanmamakla birlikte 10 U BTX-A yapilan grupta BCL-2
ekspresyonunda anlamli artisin devam ettigi goriilmiistiir. BCL-2 ekspresyonunda
anlamli artisin devam etmesinin de kas hiicrelerini BTX-A kaynakli apoptotik strese
karst koruyabilecegi yoniinde yorumlanmistir. Sonuglara bakildiginda bizim
calismamizda ki erken donem iizerine apoptozis lizerine anlamli bulgularla
uyusmakla birlikte 12. hafta anlamli fark goriilmemesi fark yaratmaktadir. Tsai ve
ark. ratlar {lizerine yaptiklar1 ¢alismada ise BTX-A sonrasi kasta apoptozis p-Akt ve
Aif (apoptozis indiikleyici faktor) diizeyleri degerlendirilerek incelenmis ve 4. hafta
hayatta kalma sinyal yollunda olan p-akt diizeyinde BTX-A grubunda kontrol
grubuna kiyasla en yiiksek oldugu 8. haftaya kadar anlamli devam ettigi bulunmugtur

(64). Apoptozis indiikleyici faktor (Aif) diizeyininse BTX-A uygulanan grupta
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artmadigr goriilmiistiir. Sonuglara bakildiginda BTX-A uygulamasiyla apoptozis
yollarinda aktivasyon olmakla birlikte ge¢ donemde devam etmedigi goriilmiistiir.
Bizim c¢alismamizda da ozellikle erken donemde goériilen apoptozis bulgulariyla
benzerlik  gostermekle  birlikte c¢alismada  apoptozis  sinyal  yollarinin
degerlendirilmesi nedeniyle ge¢ donem bulgularinda farkli sonuca yol agabilecegi

distiniilmistir.

Dolayisiyla bizim g¢alismamizda da ozellikle ilk BTX-A enjeksiyonu ile
birlikte kasta apoptozise neden oldugu ve bu etkinin erken déonemde daha belirgin

oldugu goriilmistiir.

Genel gozlem olarak ayrica 15tk mikroskobu incelemelerinde BTX-A
enjeksiyonu sonrasi erken donemde endomisyal alanda goriilen infiltrasyon bulgular
ge¢ donemde agirlikli olarak perimisyal alanda goriildii. Ge¢ donemde atrofi,
dejenerasyon bulgular1 perifasikiiler bolgede perimisyuma yakin alanlarda daha
belirgin olarak izlendi. Ozellikle ge¢ dénem bulgularinin nekrotizan miyopatilerle

uyumlu histopatolojik goriintli sundugu diistliniildii.

Bu calismanin gii¢lii yonleri arasinda her bir grupta 6 hayvan modelin
incelenmesiyle birlikte ¢ok sayida denek tizerinden veri elde edilip sonuglara
ulasilmigtir. Literatiirdeki benzer caligmalarda genel olarak az sayida insan ve hayvan
ile gerceklestirilmistir. Calismamizin bir diger giiglii yan1 olarak da enjeksiyonlarda
belirledigimiz BTX-A doz ve doz araliklarinin insanlarda klinik uygulamalarda
Onerilen tedavi araliklarina ve viicut agirligina uygun olarak hesaplanip
uygulanmasidir. Calismalarda genellikle BTX-A uygulamalarinda doz se¢imi ve
uygulama araliklarinin insanlarda klinikte onerilen doza uygun olmadigi dolayisiyla

sonuglarda da farkliliklara yol agtig1 goriilmektedir.

Calismamizda bazi kisithiliklar bulunmaktadir. Bu c¢alismada BTX-A
uygulanan ratlarda sadece uygulama yapilan gastroknemius kas dokusu incelemeleri
yapildi. BTX-A toksinin etkisinin, enjeksiyon bolgesinden artan mesafe ile
azalmakla birlikte uygulama alan1 disindaki uzak kaslarda da kas zayifligina yol
acabilecegi bilinmektedir (45-48). Dolayisiyla gelecekte yapilacak c¢alismalarda
BTX-A enjeksiyonu yapilan kas dokusuyla birlikte komsu kaslar ve kontrolateral kas

dokusunun da degerlendirilmesinin énemli oldugu diistiniilmektedir. Caligmanin bir
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diger kisitliligr olarak da enjeksiyon yapilan ratlara enjeksiyon sonrasi egzersiz
yaptirilmamistir. Gliglendirme egzersizlerinin kasta hipertrofiyle birlikte kas giiclinii
artirdigi ve BTX-A tedavisiyle birlikte egzersiz programlarinin, kaslarin giicii ve
fonksiyonu {izerine olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir (76). Dolayisiyla BTX-A
enjeksiyonlar1 sonrasi kas tizerine goriilen olumsuz etkilerin egzersiz ile 6nlenmesi
veya geri dondiiriilmesi ileriki aragtirmalarda aydinlatilmasi gereken bir nokta olarak

calisiilmalidir.
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6. SONUCLAR

Giiniimiizde BTX-A bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmakla birlikte her
gecen giin kullanim alan1 da yapilan ¢alismalarla artmaktadir. BTX-A etkisi zamanla
kaybolmasina bagl olarak tekrarlayan enjeksiyonlar olarak uygulanmaktadir. Etki
mekanizmasi iyi bilinmesine karsin uygulamalar1 sonucunda 6zellikle kas yapisinda
uzun donem iizerine yaptig1 etkileri net bilinmemektedir. Calismamizla tekrarlayan
BTX-A enjeksiyonlarinin kas dokusu iizerine hem 1. ay hem de 6. ay iizerine etkileri
gosterilmis olup literatiire ve gelecekte yapilacak olan ¢alismalara bu yoniiyle katki

saglamaktadir.

Calismamizda BTX-A enjeksiyonunun kas atrofisi, kontraktil materyal kayba,
histolojik hasar, apoptozis, inflamatuar hiicre infiltrasyonuna yol actig1 goriilmiistiir.
Kasta 1. ay tizerine bu bulgular daha belirgin olmak {izere 6. ayda da kaybolmadig1
saptanmistir. Caligmamizin sonuglartyla kasta gelisen atrofinin, kontraktil materyal
kaybinin, inflamatuar hiicre infiltrasyonunun, histolojik hasarin, apoptozisin
beklenen normal degerlerine donmesinin ne kadar siirecegi net goriillememektedir.
Ayrica BTX-A’ya bagl gelisen bu etkilerin geri dondiiriilebilir olup olmadigi ve

kasta ne zaman tam iyilesmenin miimkiin olabilecegi bilinmemektedir.

BTX-A toksine karsi antikor gelisimini 6nlemek ve etkisinin zamanla
kaybolmasina da bagli olarak 3-6 ay araliklarla enjeksiyonlar1 oOnerilmektedir
(10,77). Calismamizda ilk BTX-A enjeksiyonuyla birlikte kasta olumsuz etkiler
saptanmakla birlikte, 3’er ay arayla tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlariyla kasta
atrofi, kontraktil materyal kaybi, histolojik hasar {izerine etkilerin giderek arttigi
hatta ge¢ donemde de (6. ayda) tekrar sayisiyla birlikte bu etkilerin artarak devam
ettigi saptanmistir. Dolayisiyla 3’er ay arayla BTX-A enjeksiyonlarinin
tekrarlanmasinin, her bir enjeksiyona bagli kasta kontraktil materyal kaybi, histolojik
hasar iizerine etkilerinin kismi olarak iyilesmesine yonelik yeterli bir siire olmadigini

diistindiirmektedir.

Literatiirdeki c¢aligmalarin ¢ogu BTX-A’nin anti-inflamatuar etkilerini
desteklemekle birlikte ¢alismamizla BTX-A uygulamasinin inflamatuar yoniintin de

oldugu, gelecekte sitokinlerin de degerlendirildigi c¢alismalarla BTX-A ile
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inflamasyon iligkisine 1s1k tutulmasi gerektigi gosterilmistir. Calisma siirecinde uzun
donem {izerine etkilerin degerlendirilmesine yonelik enjeksiyon sonrasi 6. ayda kas
dokusu Ornekleri alinmistir. Gelecekteki ¢aligmalarda BTX-A enjeksiyonuna baglh
gelisen bu etkilerin geri dondiiriilebilir olup olmadig1 ve geri donilisiimlii ise ne
zaman olabilecegine yonelik calismalar yapilmasi gerekmektedir. Sonug olarak,
BTX-A klinikte tedavi uygulamalarinda kasta atrofi, kontraktil materyal kayb,
histolojik hasar, apoptozis, inflamatuar hiicre infiltrasyona neden oldugun

bilinmesinin 6zelliklede sik enjeksiyon uygulamalarindan kacilmas: uygun olacaktir.
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OZET

RATLARDA TEKRARLAYAN BOTULINUM TOKSIN TiP A
ENJEKSIYONLARININ KAS YAPISI UZERINE ETKIiSIiNIiN
DEGERLENDIRILMESI

Amag: Bu calismada tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlarinin kisa ve uzun

donemde kas iizerine olan etkilerini ortaya koymak amag¢lanmustir.

Yontem ve Gerecler: Calisma 42 adet 12 haftalik erkek Wistar rat tizerinde
gerceklestirildi. Her grupta 6 rat olmak lizere 7 grup olusturuldu. Ratlarin sag
gastroknemius kasina enjeksiyon yapildi. BTX-A gruplarina tek, 2 ya da 3 kez olmak
tizere 3 ay arayla 3 U/kg BTX-A enjeksiyonu, kontrol grubuna da esit hacimde
serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon sonrasi 1. ve 6. aylarda 6tenaziyi
takiben sag gastroknemius dokusu alindi ve agirlik dl¢limii yapilip atrofi agisindan
degerlendirildi. Kas dokusu 1s1ik mikroskobunda incelenerek kontraktil materyal, kas
liflerinde dejenerasyon, apoptozis ve kas dokusunda mononiikleer hiicre
infiltrasyonuna yonelik incelemeler yapildi. Sonuglarda gruplar arasindaki fark

Kruskal Wallis Testiyle analiz edildi.

Bulgular: BTX-A enjeksiyonlarinin kas kiitlesinde ve kontraktil materyalde
azalmayla birlikte, kas liflerinde dejenerasyona, apoptozise ve kas dokusunda
mononiikleer hiicre infiltrasyonuna yol agtig1 goriilmiistiir. Enjeksiyon sonrasi 1.
ayda kasta bu bulgular daha belirgin olmak iizere 6. ayda da kaybolmadigi
saptanmistir. Tekrarlayan BTX-A enjeksiyonlartyla birlikte kasta atrofi, kontraktil
materyal kaybi, histolojik hasar {izerine etkilerin giderek arttig1 hatta ge¢ donemde de

(6. ayda) tekrar sayisiyla birlikte bu etkilerin artarak devam ettigi saptanmuistir.

Sonu¢: BTX-A uygulamalarinin kasta atrofi, kontraktil materyal kaybu,
histolojik hasar, apoptozis, inflamatuar hiicre infiltrasyona neden oldugu ve bu

etkinin tedaviden 6 alt1 ay sonra da tam olarak diizelmedigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Botulinum toksin tip A, kas atrofi, kas hasari, inflamasyon,

apoptosis
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF RECURRENT BOTULINUM TOXIN TYPE A
INJECTIONS ON MUSCLE STRUCTURE IN RATS

Objective: The aim of this study is to reveal the short and long term effects

of repeated BTX-A injections on the skeletal muscle.

Materials and methods: The study was performed on 42 male (12 weeks
old) Wistar rats. Rats were divided into seven groups, including 6 rats in each group.
Injection was made into the right gastrocnemius muscle of rats. BTX-A groups rats
received once, twice and three times injections at intervals of 3 months with 3 U/kg
BTX-A while control group rats received volume matched saline injections. Right
gastrocnemius tissue was taken following euthanasia at the 1st and 6th months after
injection thereafter weight was measured and evaluated for atrophy. Muscle tissue
was examined under light microscope and investigations were made for contractile
material, degeneration in muscle fibers, apoptosis and mononuclear cell infiltration
in muscle tissue. Kruskal Wallis Test was used to determine group differences in

outcome measures.

Results: It was found that BTX-A injections lead to degeneration of muscle
fibers, apoptosis and mononuclear cell infiltration in muscle tissue as well as
decrease in muscle mass and contractile material. These results were more
pronounced in the muscle in the st month after the injection and did not disappear in
the 6th month. With repeated BTX-A injections the effects on muscle atrophy, loss
of contractile material and histological damage gradually increased even in the long

term (6th month). These effects continued to increase with the number of repetitions.

Conclusion: It was determined that BTX-A injections caused muscle
atrophy, loss of contractile material, histological damage, apoptosis, inflammatory
cell infiltration and this effect did not fully recover within six months of after the

treatment.

Keywords: Botulinum toxin type A, muscle atrophy, muscle damage, inflammation,

apoptosis
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