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OZET

Amag: Botulinum toksininin erigkin rat dis kulak yolu epiteli ve salgi bezleri lizerine olasi
histopatolojik etkilerini aragtirmak. Bu c¢alisma ile botulinum toksininin, dis kulak yoluna
etkisini gormek ve giivenilir olup olmadigi hakkinda literatiire katkida bulunmak

hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu deneysel calisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda 48 adet rat iizerinde yapildi. Ratlar uygulama
sekillerine gore 2 ana gruba, her iki ana grup ise takip siirelerine gore tiger alt gruba ayrildi.
Tim hayvanlarin sag kulaklarmin dis kulak yoluna botoks uygulandi. Sol kulaklara ise
herhangi bir uygulama yapilmadi ve kontrol grubu olarak belirlendi. Grup I’e topikal, grup
II’ye intrakiitan6z enjeksiyon seklinde botoks uygulandi. Grup Ia ve Ila 10. giinde, grup Ib ve
IIb 30. giinde sakrifiye edildi. Grup Ic ve llc ye ise 30. giinde ikinci doz botoks uygulamasi
yapildi ve ikinci uygulamanin 10. giiniinde de bu gruplar sakrifiye edildi. Uygulama ve takip
stiresi bitiminde ratlar dekapite edilerek dis kulak yolu diseke edildi ve patolojiye teslim
edildi.

Bulgular: Tim gruplarda inflamasyona rastlandi, fakat gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farklilik gozlenmedi (p>0,05). Sekresyon miktarinda tiim gruplarda degisiklik goriilmedi.
Kalsifikasyon ise sadece grup IlI'de goriildii. Kontrol grubu ve grup I'e gore istatistiksel
anlamli yiiksek idi (p=0,0001). Tiim gruplarda apoptozis gozlendi. ApopTag skorlart grup I
ve Il'de kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek bulundu. Grup I alt gruplar
ApopTag skorlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik goriilmedi
(p>0.05). Grup II alt gruplar1 ApopTag skorlar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise; IIb'de
Ila'ya gore sebase bez skoru (p=0,003), Ilc'de Ila'ya gore epitel (p=0,021) ve sebase bez
(p=0,01) skorlari istatistiksel anlaml1 yiiksek bulundu.

Sonugclar: Bu calisma botulinum toksininin ratlarin dis kulak yolu epiteli ve salgi bezlerinde
inflamasyon, kalsifikasyon ve apoptozise yol actigini, sekresyon miktarinda ise degisiklige
neden olmadigini gostemistir. Fakat uygulanan botulinum toksini dozunun artirilmast,
tekrarlayan dozlarda uygulanmas: ve uygulama sonrasi gegen siirenin uzatilmasi daha olumlu
sonuglar verebilir. Bu nedenle bu ¢alismanin ileri deneysel ve klinik caligmalar ile

desteklenmesi gerektigi diigiintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Botoks, Dis Kulak, Intrakiitandz, Rat, Seriimen, Topikal



ABSTRACT

Purpose: The aim of this study is to investigate the use of botulinum toxin about the possible
histopathological effects on the rat external ear path epithelium and secretory glands. It is targeted
with this study, the effect of botulinum toxin on the external ear path and contribute literature

about whether applied is reliable.

Materials and Methods: This experimental study was conducted on 48 rats, in Baskent
University Faculty of Medicine Experimental Animal Research Laboratory. The rats were divided
into 2 main groups according to the application forms. The two main groups were divided into
three subgroups according to follow-up periods. Botox was applied to the right external auditory
canal of all animals. No treatment was applied to the left ears and the control group was identified.
Botox applied group | topically, group Il Intracutaneous injection. Group la and Ila were
sacrificed on day 10, and groups 1b and I1b were sacrificed on day 30. Group Ic and lic received a
second dose of botox on the 30th day and these groups were sacrificed on the 10th day of the
second application. At the end of the application and follow-up period, the rats were decapitated

and the external ear canal was disrupted and the pathology was delivered.

Results: Inflammation was found in all groups, but no statistically significant difference was
observed between the groups (p> 0,05). There was no change in the amount of secretion in all
groups. Calcification was seen only in group Il. It was statistically higher than control group and
group | (p=0,0001). Apoptosis was observed in all groups. ApopTag scores were statistically
higher in groups | and Il compared to control group. There was no statistically significant
difference between group | subgroup ApopTag scores (p>0.05). When the ApopTag scores of
group Il subgroups are compared among themselves; the sebaceous gland score (p=0,003)
according to lla in llb, epithelium (p=0,021) and sebaceous gland (p=0,01) scores were

statistically significant higher according to lla in llc.

Conclusions: This study has shown that botulinum toxin causes inflammation, calcification and
apoptosis in the external ear path epithelium and glandular secretions of rats and does not alter the
amount of secretion. However, increasing the administered dose of botulinum toxin, application in
repeated doses and prolonging post-administration period benefit may give more positive results.
For this reason it is thought that this work should be supported by further experimental and

clinical studies.

Keywords: Botox, External Ear, Intracutaneous, Rat, Serumen, Topical
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1. GIRIS ve AMAC

Anaerobik gram(-) bir bakteri olan Clostridium botulinumun {irettigi botulinum toksin
proteini, bilinen en potent toksindir. Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda sistemik bir besin
zehirlenmesi olan botulizm nedeni olarak bulunmustur. Botulinum toksini duyu iletimini
etkilemezken, periferik motor, sempatik ve parasempatik sinir sistemlerinde sinyal iletimini

engelleyerek etki gosterir.

Botulinum toksini ilk kez Dr. Alan Scott tarafindan 1973 yilinda kullanilmistir. Dr.
Alan Scott, hayvan deneylerinde strabismus ve blefarospazm tedavisinde kullanmustir.> 1979
yilinda ise ilk kez insanlarda strabismus tedavisinde kullanmustir.? Son yillarda botulinum
toksini genis bir alanda kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle fokal distoniler (blefarospazm,
spazmodik disfoni vb), istemsiz hareketler (palatal myoklonus, hemifasiyal spazm, tremor),
uygun olmayan kontraksiyonlar (strabismus, kekemelik, spastik mesane, akalazya) ve
kozmetik (kirigikliklar, fasiyal asimetri) amacl kullanilmaktadir. Ayrica viicut sivilarinin
hipersekresyonunda, ter veya mukus salinimini azaltmada ve malign hastaliklarin iilserlerinde
de kullanilmaktadir.! Botulinum toksini, hipersalivasyon tedavisi amactyla submandibuler ve
parotis bezlerine enjekte edilmekte, postoperatif tiikiiriik fistiillerinde de kullanilmaktadir.>”’

Yine intrinsik veya allerjik rinit tedavisinde de kullanilmaktadir.® ™

Literatiirde botulinum toksininin dis kulak yoluna uygulanimi ve etkisi ile ilgili bir

bilgi bulunmamaktadir.

Bu caligmada botulinum toksininin erigkin rat dis kulak yolu epiteli ve salg1 bezleri
iizerine histopatolojik etkileri arastirilarak; elde edilen sonuglara gore insan dis kulak yoluna

etkisi Ongoriilecektir.

Bu calismadaki beklentimiz; bir ¢ok insanda rahatsizliga sebep olan dis kulak yolunda
asir1 serumen birikiminin, botulinum toksininin salgi azaltici etkisi ile azaltilabilecegi
diistintiliip, bunun dis kulak yolundaki etkilerini oncelikle erigkin ratlarda gérmektir. Ayni
zamanda dis kulak yoluna topikal ve intrakiitan6z enjeksiyon yoluyla uygulanan botulinum
toksininin giivenilir olup olmadig1 ve hangi uygulamanin daha etkili oldugu hakkinda bilgi

edinilip literatiire katkida bulunulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kulak Embriyolojisi

Dis kulak, kulak kepgesi ve dis kulak yolundan olusur. Bu yapilar birinci farengeal cep
ile birinci ve ikinci brankial arkuslardan olusur. Embriyolojik dénemin iiglincii haftasinda 'his
tomurcuklarr’ diye isimlendirilen, birinci ve ikinci arkuslardan gelisen 6 tomurcuk olusur. Ilk
ticti birinci, son tgl ikinci brankial arkustan olusur. Onikinci haftada his tomurcuklarinin
birlesmesi ile kulak kepgesi olusur. Yirminci haftada eriskin seklini alir ve dokuz yasinda
eriskindeki caplarina erisir.™*

Birinci arkus: 1. tomurcuk - Tragus

2. tomurcuk - Krus heliks
3. tomurcuk — Heliks
ikinci arkus: 4. tomurcuk - Antiheliks
5. tomurcuk — Antitragus
6. tomurcuk - Kulak kepgesi lobiilii olusur.

DKY gelisimi, embriyolojik donemin 8. haftasinda birinci faringeal cebin derinlesmesi
ile baglar. Epitel doku ile 12. haftada doldurulur ve kanal 28. haftada rekanalize olur.
Rekanalize olmasi ile ilgili aksaklik oldugu durumlarda, kanal darligi veya kanal atrezisi
meydana gelir. DKY’nin kemiklesmesi {i¢ yasinda tamamlanir ve dokuz yasinda eriskin
seklini alir. Brankial ektoderm ile faringeal endodermin kars1 karsiya geldigi bolge, timpanik
membrani olusturur.12

Kulak zar1 {i¢ germ tabakasinin birlesmesi ile olusur. En dista ektodermden gelisen
epitel, ortada mezodermal tabakadan gelisen fibréz doku, en igte ise endodermal tabakadan
gelisen mukoza vardir ve 28 haftalik embriyoda kulak zar1 goriiniir hale gelir.

Birinci faringeal cebin disa dogru biiylimesi ile timpan boslugu olusur. Birinci
faringeal cep tiglincii haftadan baglayarak disa dogru bir oluk seklinde gelisir. Birinci ve ikinci
brankial arkuslar arasindaki bu oluk dar ve uzun bir boru halini alir. Burasi tuba ostakiyi
olusturur. Ostaki borusu sekillendikten sonra dért primer kese olusur: Sakkus antikus, medius,
stiperior ve postikus. Bu keselerden orta kulak, mastoid ve petréz kemik havali hiicreleri
gelisir.

-Sakkus antikus: Von troltsch cebi

-Sakkus medius: Atik ve petroz hiicrelerin havalanmasini saglar.

-Sakkus siiperior: Arka Von troltsch cebi ve alt inkuidal bosluk antrum ve mastoid



hiicrelerin squamoz pargasin1 havalandirir. Sakkus siiperior ile medius arasindaki

mukozal katlantilar ortadan kalkmaz ise petrosquaméz lamina (koérner septumu)

olusur.

-Sakkus Postikus: Yuvarlak pencere, siniis timpani, orta kulak medial duvar1 ve oval

pencerenin biiyiik kismini olusturur.

Dort-altinct haftalar arasinda orta kulak boslugunun alt kismi olusur. Orta kulak
boslugundaki kaslarin tendonlari, mukoza plikalart ve korda timpani 3-7. aylar arasinda
olusur. Orta kulak gelisimi yaklasik olarak 30. haftada tamamlanir. Birinci ve ikinci brankial
arkuslarin mezoderminin kondanse olmasiyla orta kulaktaki kemikcikler gelisir. Birinci
brankial arkus (mandibular ark, meckel kikirdagi) mezoderminden; malleusun bas ve boynu,
inkusun gévde ve kisa kolu, anterior malleolar ligaman, sfenomandibuler ligaman ve
mandibula gelisir. Malleus kisa kolu ise meckel kikirdagindan bagimsiz olarak
intramembrandz kemiklesme sonucunda olusur. Ikinci brankial arkusun (reichert kikirdag)
mezoderminden; manibrium mallei, inkusun uzun kolu, stapes, stiloid proses, stilohyoid
ligaman ve hyoid kemik gelisir. Stapes tabani otik kapsiilden gelisir. M. tensor timpani birinci
faringeal arkustan, m. stapedius ise ikinci faringeal arkustan gelisir. Bundan dolayr m. tensor
timpani n. mandibularisle, m. stapesdius ise n. fasiyalis ile innerve olur. Orta kulak
mukozasini olugturmak igin stapes tabanimnin endoteli, kemikgikler etrafin1 ve orta kulak
boslugunu orter. Mastoid antrum 22. haftada gelisir ve 34. haftada yaklasik olarak
tamamlanmis olur. Dogumda sadece orta kulak boslugu ve mastoid antrum mevcuttur.
Dogumdan sonra mastoid kemik ve mastoid hiicreler olusur. Mastoid kemigin havalanmasi
(pnématizasyonu) dogumla baslar ve ortalama 5-6 yaslarinda tamamlanr.*?

I¢ kulak; embriyonal dénemin iigiincii haftasinda, ektodermden gelisen, lamina otika
ad1 verilen bir alan olarak gelismeye baslar. Daha sonra bu alan cukurlagarak fossa otika
denilen kismi olusturur. Bu isitme ¢ukuru derinleserek bir kese halini alir ve yiizey epiteli ile
baglantis1 kesilir. Olusan bu alana otik vezikiil denir. Otik vezikiil daha sonra koklea,
semisirkiiler kanallar (SSK) ve vestibiili meydana getirecek sekilde degisiklige ugrar. I¢
kulak taslagi baslangictan itibaren bag dokusu ile ¢evrilidir. Bu bag dokusu daha sonra igte
jelatindz, dista kikirdak olmak {izere iki tabakaya ayrilir. Bu iki tabakanin birbirinden
ayrilmasiyla perilenfatik aralik olusur. Jelatindz tabaka; zar labirenti, kikirdak tabaka; kemik
labirenti olusturur. I¢ kulagin gelisimi, embriyonel gelisimin ii¢iincii haftasinda baslayip 28.

haftasinda sonlanir.*?



2.2. Temporal Kemik Anatomisi

Temporal kemik; parietal, oksipital, zigomatik ve sfenoid kemik arasina yerlesmis
olup, kafatasinin yan ve alt duvarmin olusumuna katilir. Bundan dolay1 kafa tabaninin da bir
parcasidir. Isitme ve dengenin periferik organlarini icinde bulunduran kulak, temporal kemik
icerisine yerlesmistir. Temporal kemik, squamoz, mastoid, timpanik ve petréz olmak tlizere

dort ana kisimdan olusmaktadir (Sekil 1).

e Skuamoz parca
/(— /

Zigomatik proses Petromastoid parca

Timpanik parca \

Stiloid proses Lateral gorunum

Sekil 1. Temporal kemik®®

2.2.1. Squamoz Parca

Parietal kemik, frontal kemik ve sfenoid kemigin biiyiik kanad: ile eklem yapar.
Parietal kemigin bir pargast ve sfenoid kemigin biiyiik kanadi ile birlikte orta kafa tabanmnin
lateral sinirmi olusturur. Dis yiizeyi, temporal kas i¢in tutunma yeri olan linea temporalis
inferior ile mastoid kisimdan ayrilir. Linea temporalis inferior anteriora dogru zigomatik
cikint1 ile devam etmektedir. Temporomandibuler fossanin iist sinirin1 bu ¢ikinti yapar. Bu
cikintiya masseter kasi yapisir. Bu ¢ikintinin ortasinda enine olarak bulunan petrotimpanik
yarik (Glasser yarig1) bulunur ve ¢ikintinin altindaki fossa mandibularis’i ikiye ayirir. Glasser
yarig1 i¢inden internal maksiller arterin timpanik dali gecer. A. temporalis media, squaméz
parca disg yliziinlin arka iist kismmda bulunan bir oluktan geger. Mastoid pargayla birlesim
yerine timpanomastoid fisslir denir. Bu fissiir, malign eksternal otitte dis kulak yolundan kafa
tabanina enfeksiyonun yayilmasi igin bir yol olabilir. Squamoz parga i¢ yiiziindeki en belirgin

yap1 a. meningea media’nin oturdugu derin bir oluktur.***°



2.2.2. Mastoid Parca

Mastoid kemik posterolateralde yerlesmistir. Taban1 yukarida, tepesi asagida bir tiggen
seklindedir. Squamo6z ve petr6z pargalarin oksipital ve parietal kemiklerle birlesmesinden
olusur. Temporal kemigin en biiyiik kismidir. Lateral yiiziindeki en belirgin kisim dis kulak
yolunun st arka kisminda yerlesim gosteren kiigiik kemik ¢ikint1 olan suprameatal ¢ikinti,
yani "Henle spini"dir. Henle spininin hemen arka kisminda bulunan ¢ukur ve delikli bir
goriiniime sahip alana da "Area Kribrosa" denir. Area kribrosa ve henle spini, aurikula ve dis
kulak yolunun kikirdak yapilarinin tutunmasini saglayan bantlarin yapistig1 yerlerdir.

Iki yiizii vardir. D1s yiiziiniin squaméz parca ile birlesmesinden olusan petrosquamoz
stitur, zigomatik kokten arkaya dogru uzanarak orta kafa ¢ukurunun alt sinirin1 yapar. Buna
"Linea Temporalis" denir. Mastoid parganin dis yiizii alt kismina sternokleidomastoid adelesi
yapisir. Kemigin i¢ yiiziiniin posteriorunda sigmoid siniis’iin yerlestigi "Sulkus Siniis
Sigmoidea" ad1 verilen derin bir sulkus bulunur. Sigmoid siniis lateral siniisiin bir devami
olup asagida juguler bulbusla internal juguler vene dokiiliir.

Mastoid kemigin i¢ ve dis ylizeyleri arasinda i¢i hava dolu hiicreler bulunmaktadir.
Bunlara mastoid hava hiicreleri denir. Bunlardan en biiyiigline antrum adi verilir. Antrumun
bliytlikliigii degisken olabilir. Bazen petrosquamdéz septum bulunur. Buna korner septumu
denir. Korner septumu temporal kemigin petrozal ve squamoz pargalariin embriyolojik
birlesim yerini gosterir. Bu kdrner septumu mastoid kemigi siiperfisial ve medial iki kisma
aywrir. Mastoid kemigin iki yasindan sonraki gelisimi ile lateral kism1 6ne ve asagiya dogru
biiyiiyiip mastoid ¢ikintiy1 olusturur.*®

Mastoid kemik pnomatize olmus hiicrelerden olusur. Bu hiicreler degisik bolgelerde
bulunmaktadir. Baz1 anatomik yapilarin (sigmoid siniis, juguler bulbus) pozisyonu ile mastoid
hava hiicrelerinin pndmatizasyonu arasinda iligki oldugu bilinmektedir.' %

Dogumda pnomatizasyon daha azdir ve hava yerinde kemik iligi mevcuttur.
Pnomatizasyon, c¢ocugun ilk solunumunda havanin orta kulaga geg¢mesiyle baslar ve 5-6
yaslarina kadar devam eder. Ilerleyen yaslarda kemik iliginin yerini havali hiicreler alir.
Dogumda havali hiicreler antrum ve hemen bitisigindeki mastoid ile smirli iken, kemik
iliginin yerini alarak ilerler. Ancak postnatal donemdeki enfeksiyonlar, sklerotik yeni kemik
olusumuna yol acarak pnomatize boslugun c¢evrelenmesine neden olur ve pnomatizasyonu
engelleyebilir.

Mastoid kemikte ii¢ ¢esit pndmatizasyon tipi bulunmaktadir. Bunlar;

- Selliiler tip: Hava hiicreleri ¢ok sayidadir ve genistir.



- Diploik tip: Hava hiicreleri az sayida ve daha kiigtiktiir.

- Sklerotik tip: Hava hiicresi bulunmaz.

Mastoid kemiklerin % 20’si diploik ve sklerotiktir. Cocugun ilk solunumunda mastoid
pnomatizasyon, havanin orta kulaga gegmesi ile baslar ve 6 yasina kadar tamamlanir.

Mastoid kemigin inferior kism1 mastoid apeks olarak adlandirilir. Bu bolgenin en alt
kisminda distan oluk tarzinda digastrik kasin tutunma yeri bulunmaktadir. Bu olugun hemen
on kisminda stilomastoid foramen izlenmektedir. Fasiyal sinir kanali (Fallop kanali)' nin
vertikal pargast mastoid kemik iginde bulunmaktadir. Korda timpani, genellikle fasiyal sinirin
vertikal parcasindan koken alan sensitif bir daldir. Stilomastoid foramenin ortalama 5 mm.
stiperiorunda olacak sekilde fasiyal sinirden ayrilir, anterostiperomediale dogru kordal kanal
icinde seyrettikten sonra kordal kretten orta kulaga girer. Fasiyal sinirin dig kulak yolu
cildinin duyusal innervasyonunu saglayan dali da vertikal segmentten ¢ikmaktadir. Fasiyal
sinirden ayrildiktan sonra anteroinferolateral seyir gostererek timpanomastoid siitiirden dis
kulak yoluna dagilir.

Mastoid antrumun medial duvarinda semisirkiiler kanallar yerlesmistir. Mastoid kemik
icinde siiperior petrozal siniis, sigmoid siniis ve posterior semisirkiiler kanal arasinda kalan
licgen alan "Trautmann Ucggeni" adim alir. Burasi posterior fossaya ulasim alani olarak

bilinmektedir.?*

2.2.3. Petroz Parca

Ug yiizeyli bir piramide benzer ve temporal kemigin en medial boliimiinii olusturur.
Petroz kemik iginde otik kapsiil (koklea, vestibiil, semisirkiiler kanallar), labirent, internal
karotid kanal, fasiyal sinir, vestibiilokoklear sinir bulunur.

Stiperior kismi temporal lobun oturdugu alan olup orta kafa cukuru alt yiiziinii
olusturur. Bu kistmin {izerindeki en belirgin yap1 siliperior semisirkiiler kanal tarafindan
olusturuldugu savunulan bir ¢ikint1 olan "Arkuat Eminens"tir.

Arkuat eminensin oniinde, genikulat ganglionun yer aldigi bir fossa bulunur. Bu
fossadan 6ne dogru uzanan sulkus ig¢inde n. petrozus siiperfisiyalis major ve a. meningea
media bulunur. Siiperior petrozal siniise ait oluk on yiiz ile arka yiiziin birlesim yerinde
bulunmaktadir.?

Kemigin arka yiliziinde 6nemli klavuz noktalar bulunur. Bunlardan en belirgin olanm
internal akustik kanalin agzi "Porus Akustikus"tur. Porus akustikus internal akustik kanalin

serebellopontin koseye acilma yerine denir. Internal akustik kanal icinde fasiyal sinir,



vestibiilokoklear sinir, fasiyal sinirin duyusal dali olan n. intermedius ve a. auditiva interna

bulunmaktadir.

Bazen internal akustik kanal i¢inde 7. ve 8. sinir arasinda, anterior inferior
serebellar arter de bir kivrim yaparak yerlesim gosterebilir.?®

I¢ kulakla iliskide oldugu kisima ise "Fundus” denir. Fundus seviyesinde posterior
semisirkiiler kanal ampullasi ile internal akustik kanalin inferior pargasi arasinda singular
kanal bulunur.®® iginden posterior ampuller sinir geger. Fasiyal sinirin fundustaki giris
deliginden genikulat gangliyona kadar olan pargasi labirenter par¢a adini alir. Internal akustik
kanalin hemen lateralinde posterosiiperiorunda subarkuat fossa denen bir ¢ukur alan bulunur.
Bu alanda subarkuat kanalikulus i¢inden subarkuat arter geger ve posterolaterale seyrederek
kemik labirent, fasiyal kanal ve mastoid mukozanin kanlanmasini saglar.

Internal akustik kanal ile mastoid kemik i¢ yiiziindeki sigmoid siniis cukuru arasinda
vestibiiler aquaduktusun eksternal agilis deligi bulunur. Bu delige "Endolenfatik fossula veya
Ungual fossula™ denir.

Petrdz kemik tabaninda juguler bulbusa ait bir oluk ve bunun hemen anteriorunda
internal karotid artere ait bir oluk izlenmektedir. Petroz parcanin bu kismu ile oksipital kemik
arasindaki aciklik kafa tabanindaki 6nemli ndrovaskiiler yapilar i¢in bir gecis alani olup
juguler foramen (posterior foramen laserum) olarak bilinmektedir. Aslinda bu gercekte bir
kanal 6zelliginde olup kemik ve fibroz bantlarla anterior ve posterior iki bélmeye ayrilir.
Anterior boliim 9,10 ve 11. kraniyal sinirleri i¢erirken posterior boliim juguler bulbusu igerir.
Juguler bulbustan ayrilan inferior petrozal sinlis bu kraniyal sinirler arasindan
gegmektedir.27’28

Krista falsiformis, meatus akustikus internusun lateral ucunu siiperior ve inferior
olarak boler. Siiperior kompartman ise "Bill’s Bar1" adi verilen bir yap: ile vertikal olarak
anterior ve posteriora ayrilir. Stiperiorda dnde fasiyal sinir, arkada da vestibiiler sinirin iist dali
bulunur. Inferior boliim ise; 6nde koklear siniri, arkada da vestibiiler sinirin alt dalin1 ig:elrir.22

Petr6z kemigin lateral yiizii ise orta kulagin medial duvarimi olusturur. Petr6z apekste
tentorium ve petroz kemik arasinda, 5. kafa ¢iftinin gecisi i¢in kanal olusturan hiatus bulunur.
Buna "Meckel Kovugu" denir. Altinci kafa ¢ifti siniri, posterior klinoid ¢ikintinin hemen

altinda ve petrdz ile sfenoid kemigin eklemlesme yerinin iizerinde olan "Dorello Kanali"

denilen bir ¢entigin iginden ge(;er.29



2.2.4. Timpanik Parca

Tam olmayan bir silindir seklindedir. Squaméz kemikle birlikte dis kulak yolu kemik
duvarini olusturur. Dis kulak yolunun 6n, arka ve kismen alt kismini yapar. Timpanik kemik
iist kismu agik kalmis bir kelepge gibidir. Bu agikliga "Rivinius Centigi" denir. Bu agikligi
squamoz kemik tamamlar. Squamoz kemigin tamamlayict bu kismina "Skutum™ denir. Medial
kismi dar bir oluk seklinde olan timpanik kemigin bu dar kismina "Sulkus Timpanikus" denir.
Kulak zarinin pars tensa kismi buraya yerlesir. Pars flaksida ise bilezigin a¢ik kalan kismina
yerlesir.30

Mastoid kemikle timpanomastoid, squaméz kemikle de timpanosquamoéz siitiir hatti
olusturur. N.vagusun aurikiiler dali olan "Arnold Siniri", juguler foramende n. vagustan
ayrildiktan sonra mastoid kanalikiiliis denilen bir kanal ile stilomastoid foramenin
stiperiorundan fasiyal kanala girer. Timpanomastoid siitiirden gegerek dis kulak yolu arka alt
kismina daglhr.31

Inferior yiiziinde petréz kemikle petrotimpanik siitiirii olusturur. Ayni zamanda
a.carotis internanin gectigi foramen laserumun yapisina da katilir. Karotis kanalinin
lateralindeki stiloid ¢ikintiy1 olusturur. Bu ¢ikintinin hemen posterior ve medialinde 7. kranial

sinirin ¢iktig1 stilomastoid foramen bulunur.®

2.3. Kulak Anatomisi

Temporal kemigin igine yerlesmis olan isitme organi, her biri farkli yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklere sahip li¢ par¢adan olusur. Bunlar: Dis kulak, orta kulak ve i¢ kulak
(Sekil 2).

Sekil 2. Kulak anatomisi (anterior kesit)*



2.3.1. D1s Kulak

Dis kulak; kulak kepgesi (aurikula, pinna), dis kulak yolu (meatus acusticus externus)

ve timpanik membranin lateral yiizii olmak tizere 3 kisimda incelenir.?*3¥

2.3.1.1. Kulak Kepgesi (Aurikula, Pinna)

Kafanin her iki yan tarafinda yer alan, yapraga benzeyen, ses toplayici ve sesin yoniinii
belirleyici 6zellige sahip bir organdir. Deri ve perikondrium ile ortiilii ince, sari, elastik
kartilajdan olusmustur. On ve arka yiizii normal deri ile kaplidir. Deri, &n yiizde daha siki
yapismistir ve cilt altt dokulardan fakirdir. Arka yiiz ise bunun tam tersi Ozelliktedir.

Aurikula, tizerinde gesitli girinti ve ¢ikintilart olan bir organdir (Sekil 3).

/’k__ Heliks
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Sekil 3. Kulak kepgesi (Aurikula, Pinna)®

Antibeliks ¢
kruras:

Antitragus ~

Heliks, aurikulanin dis kenarini belirler ve en yiiksekteki parcasidir. Heliksin
tabanindan asagr dogru uzanan yapiya lobiil denir. Lobiilde kikirdak bulunmaz, yag ve
deriden olugmustur. Konka; aurikulanin dis kulak yolunun kikirdak boliimii ile devam eden
inferior parcasidir. Burada aurikuler kikirdak, bir yarim daire hatti olusturarak insisura
terminalisi meydana getirir. Insisura terminalisin 6n sinir1, {icgen kubbe seklinde bir kikirdak
cikintinin olusturdugu tragustur. Konkanin posterosiiperioru antihelikstir. Bu c¢ikintinin
koseleri arasinda triangiiler fossa bulunur. Konkanin posterior ve inferiorunda antitragus
bulunur.

Deri, dis kulak yolu kikirdagi, ¢esitli ligamentler ve insanlarda fonksiyonunu yitirmis
olup n. fasiyalisten innerve olan kaslarla temporal kemigin mastoid ve squamdz pargasina, 15-

30 derecelik bir agiyla baglanmaktadir.?%34%



Damarlari: Arteryel kanlanmasi a. carotis eksterna'min dallar1 olan a. temporalis
superficialis ile a. occipitalis posterior’dan gelir. Venler arterleri izler ve juguler vene drene
olur. Lenfatikler preaurikuler, retroaurikuler ve infraaurikuler lenf diigiimlerine dokiiliir.3**>%’

Sinirleri: Aurikulanin sinir innervasyonu olduk¢a zengindir. V. Kranial sinirin
aurikulotemporal dali, aurikula 6n yiiziiniin biiyiik bir boliimiiniin duyarliligin1 saglar.
Trigeminal sinirin mandibular dalindan ¢ikan n. aurikulotemporalis dis kulak yolunun
mandibular fossa ve tragus lizerindeki kikirdak ve kemik kismini inerve eder. Ayrica VII.
kranial sinirden kavum konka, konka, heliksin bir boliimii ve kulak arkasmin alt kismina
duyusal dallar gelir. Fasiyal sinir, eksternal meatusun posterior parcasi ve aurikulanin konka
seviyesine kadar olan kismmin duyusunu tasir. Ozellikle arka yiiziin innervasyonu olmak
iizere kulak kepgesinin biiyiikk bir bolgesinin duyusunu servikal ikinci ve iiglincli sinirler

verir.¥” Ugiincii servikal sinirin dali olan n. aurikularis magnus; mastoid bolge derisi, kulak

kepcesinin medial yiizii ile aurikulanin posterior boliimiiniin inervasyonunu saglar.22

2.3.1.2. Dis Kulak Yolu (Meatus Acusticus Externus)

Konkal kikirdaktan timpanik membrana kadar olan uzunlugu igine alir.”>*’ Yaklasik 2.5
cm uzunlugundadir. Hafif "S" seklinde oblik yerlesim gosteren dis kulak yolunun arka-iist

duvar uzunlugu 25 mm iken, 6n-alt duvar 31 mm’dir.3**’ (Sekil 4)

_| Diy Kulak Orio Kulok ic Kulak
Semisirkiler kancllar

N.vestibulo-

Merm C Tubo (Ostaki
Glonduloe o, ors s ouditiva borusu)

Sekil 4. Dis kulak yolu (Meatus Acusticus Externus)
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Kikirdak ve kemik olmak iizere iki béliimden olusur. Dis kulak yolunun 1/3 lateral
kismini fibroelastik kikirdak bir yapi olusturur; 2/3 medial kismi ise kemiksel yapidadir.
Kikirdak parca arkada ve dis yanda, kemik kisim ise 6nde ve i¢ yanda bulunur.?343>3738
Cocuklarda temporal kemik gelisimi heniliz tamamlanmadig1 i¢in kikirdak kismi daha
uzundur.®**° isthmus bolgesi DKY kikirdak ve kemik kisimlarmin birlestigi yer olup
DKY ’nin en dar yeridir. DK'Y’ye kacan yabanci cisimlerin en sik sikistig1 bolgedir. DKYY deki
ikinci darlik ise kemik kisimdadir. DKY ’nin lateral kismi posterosiiperiora, medial kismi ise
anteroinferiora dogru yonlenmistir. Bu nedenle DKY’yi daha iyi gozleyebilmek ve DKY nin
S seklini diizlestirmek igin aurikulay1 disa, yukariya ve arkaya ¢ekmek gereklidir. Dis kulak
yolu lateral 1/3'lik kikirdak kismini 6rten deri; ter, yag, seromiisindz bezler ve killar da dahil
olmak {izere tiim deri eklerine sahiptir. Mediale dogru gidildik¢e kemik kismi 6rten deri ise
oldukea ince olup hemen periostun {izerini orter; kil, yag ve serumen bezleri icermez. %373

Seriimindz bezler; apokrin ter bezlerinin degisik bir tipi olan kivrimli tiibiiler bezlerdir.
Silindirik bigimli salg1 hiicrelerinde, ¢cok sayida kahverengi pigment graniilii ve yag damlalar

bulunur. Duktuslar1 derinin serbest yiiziine ve kil follikiiliiniin boyun boliimiine agilir. Salgisi

seriimen, kahverengi renkte olup balmumuna benzer. Koruyucu fonksiyonu vardir.

Dis kulak yolu kikirdagi, arka-iist kismi agik bir boru seklindedir. Kikirdak boliimiin
on duvarinda santorini incisuralar1 ad1 verilen iki adet fissiir vardir. Bunlar disg kulak yolunun
esnekligini arttirirlar. Fakat enfeksiyonlarin yayilmasina da olanak saglarlar. DKY
enfeksiyonlarinin parotise gegmesine ya da parotis tiimorlerinin DKY'ye yayilmasina neden

olur. Kemik kismin anteroinferior boliimiinde Huschke deligi yer alir, 3433

N. vagusun aurikular dalina "Arnold Siniri" denir. Bu sinir, dis kulak yolunun
tabaninin innervasyonunu saglar. Kanala yapilan miidahalelerde oksiiriik refleksi meydana

gelmesi ve orofarinks patolojilerine bagh yansiyan kulak agrisi olusmasmin nedeni budur.??

Damarlari: Dis kulak yolu arterleri; a. carotis externa’nin dali olan a. auricularis
posterior, a. temporalis superficialis ve a. auricularis profunda’dir. Venoz drenaj, maksiller ve
eksternal juguler venler ile plexus pterygoideus’a olur. Lenfatikler; anterior, posterior ve

inferior aurikuler lenf nodlaria drene olur, 2%

Sinirleri: Dis kulak yolu duyusal innervasyonu; inferior ve posterior boliimlerinde n.
vagus’un aurikiiler dali (¢cok kiiciik bir dal da glossofaringeal sinirden alarak) olan Arnold
sinirinden, anterior ve siiperior bolimlerinde ise n. mandibularis'in aurikulotemporal dalindan

0|Uf.29'33'34
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2.3.1.3. Timpanik Membran (Kulak Zarr)

Timpanik membran (TM) elips seklinde, yar1 gegirgen ve sedef renkli, ¢cok katli,
DKY ’nun sonunda yer alan ve orta kulak boslugunu DKY’dan ayiran bir perdedir. Kalinlig1

0,074 mm, horizontal uzunlugu 8-9 mm, vertikal uzunlugu 10-11 mm’dir.?>***# (Sekil 5)

Sekil 5. Timpanik membran (Kulak Zar1)*®

Kulak zar1 dis kulak yolunu orta kulaktan ayirir. Dis kulak yolunun eksenine gore
diizlemi anteroinferiora dogru egilimlidir. Dig kulak yolunun siiperior boliimii ile timpanik
membran arasindaki ac¢1 140 derecedir.*”®

TM, orta kulagin dig duvarinin biiyiik bir kismin1 yapar. Sulkus timpanikusa oturur.
TM’nin timpanik kemikte yerlestigi yer olan sulkus timpanikusa “Timpanik Halka” denir.
Kulak zar1 sulkus timpanikus i¢ine "Gerlach Halkasi" denen anulus fibrosus ile tesbit
edilmistir.****® TM anulus fibrozus (Gerlach halkasi) ile timpanik halkaya, santral bir
yapisiklikla da malleusun kisa koluna ve manibrium malleiye baghdlr.‘o’7

Sulkus timpanikusu timpanik kemigin iki uzantist olusturur; bu iki uzanti siiperiorda
birlesmezler ve burada olusan agikliga "Rivinius Centigi" denilir. Rivinius ¢entigini skutum
denilen squamoz kemigin uzantist doldurur.

TM, anterior ve posterior malleolar ligamentler ile iistte pars flaksida ve altta pars
tensa boliimleri olmak {izere iki kistmdan olusur. Pars tensa TM nin timpanik kemik i¢indeki
pargasidir. TM’nin biiylik bir kismmi olusturur ve ses dalgalar ile titresen kisimdir. Pars
flaksida (Sharpnell zar1) ise timpanik kemigin iki uzantisi arasindaki agiklik olan rivinius
centigini doldurur.

Bu iki parca arasinda gerginlik farki ve histolojik farklar s6z konusudur. Pars tensada

bulunan fibréz doku, pars flaksidada yoktur. Ayrica pars tensa damar ve sinir yoniinden daha
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zengindir. Pars tensa transliisendir. Orta tabakasinda kollajen lifler ¢oktur. Kenarlardaki
liflerin kalinlasmasi anulus fibrokartilajinosusu yapar. Pars flaksidada daha az kollajen lif
bulunur, ancak daha kalindir ve fibroz anulus yoktur. Pars flaksida daha diisiik yapisal
kararliliga sahiptir ve daha esnek olup basing ve sekil degisikliklerine daha az
dayamkhd1r.22’44

TM'1 histolojik olarak dis ylizde DKY derisinin devami olan squamoz epitel, i¢ yiizde
orta kulak mukozasinin devami olan mukozal tabaka ve ikisi arasinda yerlesmis olan fibroz
tabaka olmak iizere ii¢ tabaka olusturur. Pars flaksidada pars tensadan farkli olarak fibroz
tabaka yerine damar ve sinirlerden zengin ince bir konnektif doku yer alir, 30374547

Pars tensa, ismini kompliyansindan alir ve ii¢ tabakadan olusur. Dis tabaka, dis kulak
yolu cildiyle devamliligi olan ince bir cilt tabakasidir. Ortadaki fibroz tabaka sirkiiler ve
radyal liflerden olusmaktadir. Sirkiiler lifler, fibrz tabakanin medial béliimiinde yer alir. Bu
lifler, kulak zarmmi temporal kemigin sulkusuna baglayan fibrokartilajinoz bir halka
olusturduklar1 periferal kisimda yogunlasmislardir. Bu fibrokartilajindz halka, pars
flaksidanin temporal kemigin squaméz kismina baglandigi rivinius g¢entiginin oldugu yerde
eksiktir. Radyal lifler ise fibroz tabakanin lateral kismini olusturur. Manibrium mallei’ye
baglidir ve timpanik membranin anulusuna uzanir. Pars tensanin i¢ tabakasi ise, orta kulak
mukozastyla devamliligi olan mukozayla kaplidir.*®

Timpanik membran konkavdir. Pars tensa’nin orta kisminda, yukaridan asagi dogru
uzanan malleusun kulak zari igerisinde yer alan parcasi olan manibrium mallei parcasi
bulunur. Manibrium mallei’nin bitimindeki nokta seklindeki goriintiiye umbo denir.3>%°
Umbo timpanik membramin medial apeksini yapar ve en cukur yeridir.”** Umbo’dan
baslayarak one ve asagiya dogru timpanik membranin kenarina kadar ilerleyen iiggen
gorimiisiindeki aydinlik alana "Politzer Uggeni" ad1 verilir.*®

Pars tensa'nin medial yiizde orta kulak boslugu ile komsulugu olup, pars flaksida’nin
ise attik bolgesi ile komsulugu vardir. 374546

Topografik olarak kulak zar1 dort bolgeye ayrilmistir. Manibrium mallei’den gegen bir
¢izgi ve buna dik umbo’dan gecen bir ¢izgi ile On-iist, 6n-alt, arka-iist ve arka-alt diye
kadranlara ayrilir.

- On-iist kadran arkasinda, 6staki tiipiiniin agz1 ve tensor timpani kas1 bulunur.

- On-alt kadran arkasinda, a. carotis interna'nin kanali bulunur.

- Arka-iist kadran arkasinda, inkusun uzun kolu, stapes ve oval pencere bulunur.

- Arka-alt kadran arkasinda, promontorium ve yuvarlak pencere bulunur.
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Damarlari: Kulak zar1 a. maxillaris interna’nin dali olan a. auricularis profundus dals,
a. stilomastoidea ve a. timpanika ile beslenir. Venler igte pterigoid pleksusa, dista v. jugularis
eksterna’ya dokiiliir.

Sinirleri: Membranin dis kismi1 V., IX. ve X. kranial sinirler tarafindan, i¢ kismi ise
VII. ve IX. kranial sinirler tarafindan innerve olur. Timpanik membranin i¢ kismini ve
timpanik kaviteyi, glossofaringeal sinirin Jacobson’s dali innerve eder. Tonsil, dil kokii ve

. ) < - - - 37,4546
retromandibular bolge agrilar1 bu sinir araciligi ile kulaga vurur.

2.3.2. Orta Kulak

Temporal kemikte lokalize, timpanik membran ile kemik labirent arasindaki, yiizeyi
mukoza ile rtiilii, hava iceren, diizensiz bosluktur (Sekil 6)*°. Nazofarinks ile baglantiy1
dstaki borusu, mastoid kemik havali hiicreleri ile baglantiy: ise aditus aracilig: ile saglar.®

Vibrasyonu timpanik membrandan i¢ kulaga hareketli kemikgik zinciri sayesinde
iletir. Dogumda orta kulak gelismesi tamamlanmistir. Hacim olarak hemen hemen eriskindeki
haline esittir. Ortalama hacmi 0,5 cm® kadardir. Vertikal ve anterosiiperior caplart 15 mm,

mediolateral derinligi tistte 6 mm iken umbo seviyesinde 2 mm’ye iner.®

Orta kulak boslugu pratikte 6 anatomik bélgeye ayrilarak incelenir. >3 >0!

- Epitimpanum (Attik): Fasiyal sinir timpanik bolimi ve timpanik membran
tizerinde kalan kisimdir.

- Mezotimpanum: Timpanik membranin hemen medialine denk gelen kisimdir.

- Hipotimpanum: Sulkus timpanikus ve timpanik membranin altinda kalan kisimdir.

- Antrum: Attigin hemen arkasinda bulunur.

- Aditus Ad Antrum: Epitimpanumdan antruma dogru uzanan agikliktir.

- Mastoid selliiller yapi: Orta kulak mukoperiostiumunun devami olmasi nedeni ile

timpan boslugu yapilar1 arasinda sayilir.
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Sekil 6. Orta kulak*

Epitimpanumda malleus basi, inkus boynu ve korda timpani bulunur. Hipotimpanum
onemli bir yap1 icermez.*

Ortak kulagin kiip gibi alt1 yiizeyi mevcuttur.

Ust duvar: Tegmen timpani olusturur. Epitimpanumun tavanidir. Orta kafa ¢ukuru ile
timpanik kaviteyi ayirir

Alt duvar: Hipotimpanumun zeminini olusturur. Bulbus vena jugularis ve a. carotis
interna ile komsudur. Arkada stiloid ¢ikinti ile komsudur.

Dis duvar: Yukaridan asagiya dogru skutum, kulak zar1 ve hipotimpanium olmak
tizere li¢ kismdan olusur.

I¢ duvar: Orta kulag: i¢c kulaktan ayirir. Kokleanin bazal kivriminin yan duvarinin
yaptig1 kabarikliga promontorium denir. Promontoriumun yaptigi ¢ikinti vasitasi ile i¢ kulakla
komsuluk gosterir. Promontorium tizerinde ikinci kulak zari (membrana tympani secondaria)
ile kapli yuvarlak pencere (fossula fenestra cochlea) ve stapes tabaninin yerlestigi oval
pencere (fossula fenestra vestibuli) vardir.

On duvar: Arka altta internal karotid arterin yaptig1 vertikal ¢ikinti, dstaki borusunun
timpanik orifisi ve yari kemik kanal olan tensor timpani kasinin iginden gegtigi semicanalis

m. tensor tympani bulunur.
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Arka duvar: Orta kulak ile mastoid arasindaki duvardir. Ust parcasini aditus ad
antrum yapar. Ortada, fallop kanalinin inen parcasi yer alir. Arka dis ve altta promontoriuma
dogru uzanan kii¢iik bir kemik ¢ikint1 vardir. Buna "Eminentia Piramidalis” denir. Stapes kasi
ve stapes tendonu buraya yapisir.

Eminentia piramidalise orta kulagin gizli kosesi ad1 verilir. Bu ¢ikintidan kulak zarina
paralel giden dik bir diizlemde orta kulag: ikiye ayirdigimizda igteki bolimde 3 dnemli yapi
bulunur. Bunlar oval pencere, yuvarlak pencere ve siniis timpanidir. Piramidal ¢ikintinin
medialinde siniis timpani yer alir. Siniis timpaninin i¢ duvarmi pontikulus, alt tarafini
yuvarlak pencere, Ustiinii subikulum yapar. Eminentia piramidalis lateralinden korda timpani
orta kulak bosluguna girer. Eminentia piramidalis ile korda timpani arasinda "Resessus
Fasialis" denilen ¢ukurluk vardir. Bu ¢ukurun dis tarafin1 dis kulak yolu ve korda timpani,
arka-iistiinii ise fossa inkudis smirlar. Fossa incudis icerisinde inkus kisa kolu yer alir.3*
37,40,48,52

Timpan zar ile i¢ kulak arasinda yer alan ii¢ tane hareketli kemikg¢ik vardir: Malleus,

inkus, stapes (Sekil 7).

Incus
Head of
malleus

Tympanic

g N
W
- o \“.I
membrane ) )

. Manubrium
\. of malleus

Sekil 7. Kemikgikler®®

Malleus: Ug¢ kemikgik igerisinde en biiyiik olanidir. Dista yer alir. Fetal hayatin 4.
ayinda gelismeye baglar ve 6. ayda kemiklesmeyi tamamlar. Timpan zar ile iliskide olup bas,
boyun, manibrium, anterior ve lateral progesten olugur. Malleusun basi inkusun korpusu ile

sinovyal eklem yapar. M. tensor timpani tendonu manibrium mallei'ye yapisir. Bu kas
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manibriumu mediale ¢eker. Bdylece timpanik membrami ice dogru c¢eker ve timpanik
membrani gerer.

Inkus: Malleus ile stapes arasinda yerlesir. Fetal hayatin 4. ayinda gelismeye baslar ve
6. aymnda kemiklesme tamamlanir. Inkus; korpus, kisa kol ve uzun koldan olusur. Inkus
korpusu, malleus basi ile eklem yapar. Uzun kolun ucunda prosessus lentikiilaris denen ve
stapes basi ile sinovyal eklem yapan bir kistm bulunur. Kisa kolu fossa inkudis’e yerlesir.
Inkus siiperior ligament ile epitimpanik resese, posterior ligament ile fossa inkudise baglanr.

Stapes: Viicudun en kiiclik kemigidir. Fetal hayatin 4. ayinda kemiklesmeye baslar, 6.
aymda kemiklesmesi tamamlanir. Bas, boyun, iki krus ve tabandan olusur. Tabanin alan1 3.2
mm?’dir. Yiizeyi diiz veya hafifce konkav olup ligamentum annulare ile fenestra vestibiiliye
(oval pencere) tespit edilir. Arka krusun {stiine m. stapedius'un tendonu yapisir.

Stapediovestibiiler eklem basit fibroz bir eklemdir.

2.3.2.1. Ostaki Borusu (Tuba Ostaki)

Ostaki borusunun yapisini, 6zelliklerini ve komsuluklarmi ilk kez 1562°de italyan
anatomist Bartolomeus Eustachius kendi tezinde agiklamistir. Daha sonra faringotimpanik
boru olarak tariflenen bu yapi, anatomi profesorii Antonio Valsalva tarafindan, “Eustachian
tube” olarak isimlendirilmistir.>*

Timpanik kavite ile nazofarinksi birlestiren 3-4 cm uzunlugunda huni seklinde bir
tiptiir. Uzunlugu yetiskinde 31-38 mm, yenidoganda 17-18 mm kadardir. Eriskinde
nazofarinks tarafinda kalan on-i¢ 2/3 kisim kikirdaktan, orta kulak tarafinda kalan arka-dis
1/3°liik kisim ise kemikten olusur. Fakat infantta, kemik kisim goreceli olarak daha uzundur.”

Ostaki tiipii hafif “S” seklindedir. Kartilaj kismindaki mukoza yiiksek yalanci ¢ok katli
silindirik epitel ile doselidir. Kemik kismindaki mukoza kartilaj kismindakine benzerdir,
ancak biraz daha kisa goriiniimdedir. Bebeklerde tuba ostaki erigkinlerdekine gore daha kisa
ve genistir, ayn1 zamanda daha horizontal seyir gésterir. Tuba; i¢ tarafta karotis kanalinin
lateral yiizii, altta jugiiler fossa ve kemik kanalinin {istiinde semikanalis m. tensor timpani ile
komsuluk gosterir. Kemik kanal timpanik agzinda en genistir. Gittikge daralir ve en dar yeri
istmus bolgesidir. Istmustan sonra kikirdak boliimii nazofarinkse kadar genisleyerek ilerler.
Tuba Ostaki normalde kapali durur. Ancak ¢igneme, yutma veya hapsirma sirasinda agilir.
Acilip kapanmasindan m. tensor veli palatini, m. levator veli palatini ve m. salpingofaringeus
sorumludur. Nazofarinksteki agzinin agilmasinda en fazla rolii m. tensor timpani oynar. Tuba

oOstaki agzinin kapanmasi ise pasif olarak gergeklesir.46
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Tuba Ostakinin innervasyonu IX. kraniyal sinirden kaynaklanan timpanik pleksustan
olur. Korda timpani, lateral duvar1 innerve eder. Tensor veli palatini kast X. kraniyal sinirden
motor lifler alir. Damak yarig1 olan ¢ocuklarda m. tensor veli palatini kas fonksiyonu zayif
oldugundan tubaya ait sorunlar olmasi beklenir. Tuba Ostaki 6 kisma ayrilir.

- Faringeal bolim

- Orta boliim

- Istmus yani

- Istmus

- Post-istmus

- Pre-timpanium

Internal karotid arter tubanin degisik segmentleri ile iliski gdsterir. Arterin en yakin
oldugu bolge pre-timpanium bolgesidir ve tubaya yakinligi sadece 1 mm®“dir.

Tuba Ostakinin baslica 3 fonksiyonu vardir. Bunlardan biri nazofarinksteki havanin
orta kulaga gecisine izin vererek orta kulagin ventilasyonu ve timpanik membranin iki
tarafindaki basincin esit olmasini saglamaktir. Diger bir fonksiyonu, orta kulaktaki
sekresyonlarin mukosilier aktivite ile nazofarinkse atilimini saglamaktir. Son olarak bir de
koruma fonksiyonu vardir; nazofarinksteki bakterilerin orta kulaga gecisine engel

0|Uf.29'37'45'46

2.3.3. i¢ Kulak

Temporal kemigin petrdz parcasi igerisinde yer alan, isitme ve denge ile ilgili

34,35,37

reseptorlerin bulundugu kisimdir. (Sekil 8) Yuvarlak ve oval pencereler araciligi ile orta

kulakla, koklear ve vestibiiler aquaduktuslar aracilig ile de kafa i¢iyle baglantilidir.*>%’

I¢ kulak, kemik (periotik) ve zar (otik) labirent olmak iizere iki kistmdan olusur.*>*
Membrandz ve kemik labirenti iceren yapiya otik kapsiil denir. Kemik labirent viicudun en

sert kemigidir.
Osseoz labirent (Kemik labirent): Semisirkiiler kanallar, koklea ve vestibiili

icerir 34374048
Membranéz labirent (Zar labirent): Koklea (pars inferior ), vestibiiler labirent (pars
superior), endolenfatik sak ve duktus’tan olusur.**** Kemik labirenti aynen taklit eder. Fakat
kemik labirenti tamamen doldurmaz. Ancak 1/3 kismini isgal eder. Zar ve kemik labirent

arasinda perilenf, zar labirent i¢inde ise endolenf bulunur.
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Koklea: Modiolus denen eksen etrafinda 2,5 ile 2.75 tur arasinda doniis yapan, 1-2
mm c¢apinda, acildiginda 30-35 mm uzunlugunda olan spiral seklinde kemik bir yapidir.

Korti orgami: Kokleanin duyusal ve en 6nemli kismidir. Basiller membran {izerine
yerlesmistir. Vestibiilokoklear sinir ile innerve olur. Vaskiilarizasyonu vertebrobasiler sistem

ile gergeklesir.56

Anterior

Vestibular branch of
vestibulocochlear
(VIIl) nerve

Crista within
ampulla of
semicircular duct

2\
Posterior /
Lateral

L

©

Vestibulocochlear
(VIIl) nerve

Facial (V) nerve
Cochlear branch of
vestibulocochlear (VIIl) nerve
Scala tympani
Cochlear duct

Macula within
utricle

Scala vestibuli

Macula within saccule

Cochlea

Cochlear duct
LATERAL Vestibular membrane MEDIAL

(b) Parts of the vestibulocochlear (VIIl) nerve of the right ear

Sekil 8. I¢ kulak yapllarl36

2.4. Rat Kulak Anatomisi

Kulak zar1 ve timpanik halkanin boyutlar1 temporal kemigin biiyiikliigline oranla
insandakinden daha bﬁyﬁktﬁr.37’57

Rat orta kulagi insan orta kulagindaki tiim anatomik yapilar1 igerir. Ratdaki
kemikgikler insandakilere gore ¢ok daha kiigiik olup yaklasik ¢eyrek boydadir.”® Rat orta
kulak morfolojisi, Fleischer tarafindan (1978) mikrotip organizasyon ortaya konularak
tanimlanmistir. Bu tasarimin iki ayirt edici 6zelligi vardir:

1) Malleus, gonial bone bdlgesinde timpanik anulusa yapisiktir.

2) Malleus bas1 iizerinde orbikiiler apofiz olarak adlandirilan genis bir kiitle vardir.
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Insanlarda, timpanik membran alan1 ~66 mm? dir. Oysa ratlarda yalnizca ~11 mm? dir.
Pars tensa ve pars flaksidanin rolatif boyutlar1 da tamamen farklidir. insanlar, timpanik
membranin total biiyiikliigii ile kiyaslandiginda ¢ok kiigiik bir pars flaksidaya sahip iken,
ratlarda pars flaksida timpanik membranin 1/4 ila 1/3’tinii olusturur.

Rat orta kulaginin kii¢iik bullasi ve genellikle kapali olan, horizontale yakin ostaki
tiipii (OT) vardir. OT mukozasi, bilyiikk yogunlukta goblet hiicreleri, daha az miktarda da
mukoz glandlar icerir.>® Rat OT agilma basimci insandakine benzerdir. OT iki ayrt Silyalt ve
sekretuar kanal yoluyla epitimpaniuma baghdir. Rat ve insan mukozasi mukosilyer transport
sistemi dagiliminda benzerlik g(')Sterir.60 Rat orta kulagi temporal kemikte yerlesmis ve iyi
korunmustur. Ancak timpanik membran muayenesi i¢in Siradan bir otomikroskop ile kolayca
ulagilabilir. Rat orta kulaginin {i¢ boyutlu yapisi inSaninkine benzer. Ancak mastoid hiicreler
yerine kavite tabanindan ¢ikinti1 yapan timpanik bulla mevcuttur.®* Pars tensa ve genis pars
flaksidasi ile timpanik membran, lateral duvarin biiyilk kismini olusturur. Medial duvarda
promontoryum, yuvarlak pencere, stapes ile birlikte oval pencere ve OT’nin timpanik agzi
yerlesmistir. Silyali ve sekretuar iki kanal disinda timpanik kavite basit, skuamoz-kiiboidal,
silyasiz epitel ile doselidir. Patolojik kosullar esnasinda bu basit epitel degisip, Silyali ve
sekretuar hiicreler kanallar disinda yiiksek sayida goriiliir.

Denge organi: Diger memelilerde oldugu gibi, denge organi kemik labirentle
cevrelenen membrandz labirenti icerir. Lateral semisirkiiler kanal laterale kivrilir. Lateral
semisirkiiler kanalin ampuller olmayan ucu baglantiyr Saglamak igin posterior kanalin
ampuller ucuna ulagir ve birlesir.

Utrikulus, bir tarafta anterior ve lateral kanalin ampullasinin diger tarafta commune
krusun ve posterior kanalin ampullasinin arasinda ig seklinde vezikiil (kese) gibi yerlesmistir.
Kaudal boliimiin medial duvarindan, endolenfatik kanal ¢ikar. Aquaductus vestibiili dorsale
ve mediale ilerler. Bir valvle desteklenen orgine yakin bdlgeden, sacculusa dogru
ventromedial yonde ilerleyen ductus utrikulosakkularisi olusturur. Makula utrikuli neredeyse
sferik (kiire) sekildedir. Utrikulusun ventrolateral duvarinda yerlesmistir. Yiizeyi
dorsomediale yonlenmistir. Sakkiil laterale dogru yassilasmistir ve ¢apraz Kesitte iicgen
seklindedir. Ductus reuniens 1mm uzunlugundadir. Kivrik yiizeyi esasen laterale y(inlenir.61

Isitme orgam: Kokleanin ekseni daire tam olarak sagital ve horizontal diizlemde
yerlesmistir. Membrandz kokleanin yapisi diger memeliler gibidir.61 Ratlarda isitme aralig1

500 Hz ile 70 kHz arasindadir.®?
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2.5. Botulinum Toksini
2.5.1. Tarihgesi

Botulinum toksini, bilinen en potent toksin olup anaerobik bir bakteri olan clostridium
botilinumun iirettigi bir proteindir.1 “Bacillus botulinus™ ad1 verilen ve toksinin kaynagi olan
bu anaerobik sporlu basilin ismi, ilerleyen zaman iginde degiserek “Clostridium botulinum”
haline gelmistir.® Bu toksin, sistemik bir besin zehirlenmesi olan botulizm nedeni olarak 19.
yy da bulunmustur.’ Botulinum toksin zehirlenmesi ilk olarak 1817°de Justinus Kerner
tarafindan tanimlanmistir. Prof.Dr. Van Ermengen ise daha sonra bu toksininin kaslarda
paralizi yaparak o6liime sebep oldugunu bildirmistir.®

Besin kaynakli botulizmin klinik semptomlarinin tam ve dogru agiklamasi ilk kez

1817 ve 1822 yillar1 arasinda yaylnlanmlstlr.l Botulizm, botoks zehirinin klinik sendromu,
toksin tanimlanmadan 6nce ¢ok iyi biliniyordu. Ismi latincede sosis kelimesinin karsiligi olan
"botulus” dan gelir. Uzun bir donem ¢iiriimiis sosislerin tiiketilmesi ile ortaya ¢ikan 6zel bir
hastalikla anllmlstlr.64

Kerner 1820 yilinda ‘sosis zehirlenmesi’ olarak isimlendirdigi botulizmin nedeni olan
botulinum toksininin terop6tik kullanimu ile ilgili fikri ortaya atmistir. Binsekizyilizyirmiiki
yilinda ise bu hipotezini ve ¢alismalarini bir yayin olarak 6zetlemistir. Bu yayininda 155
botulizm vakasinin klinik degerlendirmesi, hayvan g¢alismalari, postmortem calismalar ve
kendi iizerinde kahramanca yaptigi deneyler yer almistir. Bu calismalarinin sonucunda
botulinum toksininin periferik motor, sempatik ve parasempatik sinir sistemlerinde sinyal
iletimini engelleyerek etki gosterdigini, fakat duyu iletimini etkilemedigini belirtmistir.

Modern tiptaki bilgilerimize uygun sekilde tiim otonomik ve miiskiiller semptomlar:

1
tanimlamistir.

Kerner, bu yazisinin son boliimiinde toksinin degisik hastaliklarda teropétik olarak
kullaniminin miimkiin oldugunu, toksinin diisiik dozlarda kullanildiginda sempatik sinir
sisteminin asir1 aktivitesini azaltacagini, ayrica viicut sivilarinin hipersekresyonunda, ter veya

mukus salmimimi azaltmada ve malign hastaliklarin {lserlerinde kullanilabilecegini

1
belirtmistir.

Botulizm terimini kullanan ilk kisi 1870 yilinda Miiler olmustur.* Van Ermengem,
Belgika'nin bir koyii olan Ellezes’te 1895 yilinda, pismemis jambon tiiketiminin Yol agtig1
oliimciil besin zehirlenmesi epizodlari tan1m1am1$64, W. Kemper 1897’de botulizm ig¢in ilk

antiserumu gelistirmistir.®®
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Yillar iginde botulinum toksininin bir¢ok tipi bulunmustur. Botulinum toksin tip A
(Btx A) 1920°li yillarda Hermann Sommer tarafindan purifiye edilmistir. Hermann Sommer'in
yaptigi bu ¢alisma, 6zellikle 2°nci diinya savasi sirasinda Btx A ve diger B, C, D, ve E tipleri
ile ilgili yapilan ¢alismalara 6rnek olmustur. Btx'un, biyolojik silah olarak kullanilma gibi
potansiyel bir tehdit olmasi, askeri giiglerin de ilgisini ¢ekmesine neden olmustur. Bu nedenle

btx ile ¢alisan risk altindaki arastirmacilarda ve askeriyede kullanilmak iizere toxoid asi

1
iiretilmistir.

1946°da Dr. Carl Lamana, Btx A’y1 kristalize etmis ve nontoksik proteinlere baglh
toksik tinitelerden meydana geldigini gostermistir. Burgen, Dickens ve Zatman 1949°da
botulinum toksin tip A’nin etki mekanizmasi olan ndéromuskiiler bileskede asetilkolin

salinimii bloke ettigini tanimlamislardir. 1950’lerde ise Dr. Vernon Brook, Btx A’nin

1,63
hiperaktif kaslarin aktivitesinin azaltilmasinda kullanilabilecegini dnermistir

Goz doktoru olan Dr. Alan Scott, 1960’1 ve sonrasindaki yillarda, strabismusun
alternatif tedavisi veya cerrahi tedavisine ek, olasi tedavi yontemi olarak kullanimu ile ilgili
Fort Detrick ¢alismasina katilmis olan zehir bilimci Dr. Edward Schantz ile goriiserek, birlikte
cok sayida hayvan calismasi yapmuslar.2®

Dr. Alan Scott ilk klinik uygulamayr ise 1973 yilinda yapmustir. Cesitli hayvan
deneyleri yaparak, Btx'un strabismus ve blepharospasm tedavisinde kullanilabilecegini

25 flk enjeksiyonu

gésten’nistir.1’63 Goniilli insanlarda ilk uygulama 1977 yilinda baslamis.
1977 yilinda strabismuslu bir hastaya yapmis' ve 1980 yilinda insanda Btx A ile strabismus
tedavisinde ilk Kklinik deneyimlerini, bu konuda ilk olan bilimsel makale olarak
yaylmlamls.l'z’65

Goz kapagi retraksiyonu, hemifasial spasm, tortikollis, nistagmus ve spastisite

1
tedavisinde de 1982 yilinda kullanmis. Hemifasyal spazm, blefarospazm ve strabismus
tedavisi i¢in 1989°da ABD’de FDA (Food and Drug Administration) onay:1 ile kullanilmaya

6366 By dénemde botulinum toksininin kristal formu, Oculinum® (Inc., Berkeley,

baslanmuistir.
Calif.) ticari ismi ile piyasaya sunulmus.®’

Btx A basarili strabismus tedavilerinin ardindan bir¢ok oftalmolojik ve nérolojik
hastaliklarin tedavisinde, kozmetikte, maksillofasial, ortopedi, gégiis cerrahisi, dermatoloji,
otolaringoloji, genel cerrahi, agr1 klinikleri, pediatri, rehabilitasyon finiteleri ve ftiroloji
alanlarinda da etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Hatta hemifasiyal spazm,

blefarospazm ve servikal distonilerde ilk adim tedavi olarak yerini almistir. Yakin tarihte
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kozmetikte ve lokalize otonomik bozukluklarda da yiiksek derecede etkin oldugu

17
kanitlanmistir. Migren, gerilim tipi bas agrilart ve bel agrilarinda da kullanilmaktadir.

Botulinum toksini, submandibuler ve parotis bezlerine hipersalivasyon tedavisi

amaciyla enjekte edilmekte, ayrica tlikiirlik bezi cerrahilerinden sonra gelisebilen tiikiiriik

7
fistiillerinde de kullanilmaktadir. Norotoksinin diger bir serotipi botulinum toksin tip B (Btx

B) (Myobloc®), 2001 yilinda servikal distonide kullamimi i¢in, Amerikada ve Avrupa

1
iilkelerinde lisans almistir .

Btx'un klinikteki kullanim alanlari bunlarla sinirli kalmayip, Amerikan Noroloji
Akademisi ve Amerikan Otolaringoloji Bas ve Boyun Cerrahisi Akademisi tarafindan
tanimlanmis endikasyon olmayan bir ¢ok alanda kullanimi uygun bulundu. Bunun {izerine
AAO-HNS komitesi Btx’un spazmodik disfoni, hemifasiyal spazm veya sinkineziler, servikal
distoni, bazi orolingomandibular distoniler, Frey sendromu ve fasiyal kozmetik amagl
kullaniminda etkili ve giivenli oldugunu kabul etti.?®

Nazal hipersekresyon tedavisindeki etkisinin degerlendirilmesi amagl 1995 yilinda ilk

kez kopekler iizerinde yapilan bir calismada; botulinum toksininin nazal uygulamasi

69 70 7
sonrasinda rinorenin azaldigi goriilmiis. Bunun tizerine, 1998’de ve 2001°de intrinsik

1
rinit tedavisinde, 2003’te? ise alerjik rinit tedavisinde ilk kez kullanilmustr.
Btx tip A’nin kozmetik amagli kullanimi ise Jean Carruthers ve Alastair Carruthers

tarafindan ilk olarak sunulmustur.63

2.3.2. Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Botulinum toksini (Btx), gram (+), sporlu, anaerob bir basil olan Clostridium
botulinum’un ekzotoksinidir.”®

Btx 150 kD molekiil agirligindadir. Polipeptid yapida olan, molekiil agirligi 100 kD
olan agir ve molekiil agirli1 50 kD olan hafif zincir alt birimlerinden olusmaktadir.”*" Bu alt
birimler disiilfid kopriileri ile birbirine baglanmis olup 1s1ya duyarhidir. Ayrica ¢inko baglayici

metalloendoproteaz igerir. Bu proteaz, toksinin aktif formuna doniismesinde rol alir (Sekil 9).
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. reseptor baglayici
bélge
gecig bolgesi (disilfit bagi)

Sekil 9. Botulinum toksini kimyasal yapisi

Toksinin agir zincirinde N (azot) ve C (karbon) terminalleri bulunmaktadir. N
terminali hafif zincirin endozomal membrana gecisini saglar. C terminali ise presinaptik
reseptorlerin aracilik ettigi nérona baglanmadan ve kolinerjik sistem terminaline affiniteden

sorumludur.

Agir zincir, toksinin periferik kolinerjik sinir uglarina baglanmasindan sorumludur.
Hafif zincir ise toksinin hiicre iginde etkili olan kismini olusturmaktadir. Bu par¢a endozomal
membran ile presinaptik membranin birlesmesinden sorumlu SNARE (soluble N-ethyl

maleimide-sensitive factor attachement proteine receptor) proteinlerine baglamr.”*">#°

Botulinum toksini kaynatilma sonrasi bile varligini siirdiirebilirken, toksinin serbest
hali 80°C (176°F)’nin lizerinde, 10 dakikadan fazla tutuldugunda parcalanir. pH nin 7°nin
iizerinde oldugu degerlerde de kolayca ortadan kalkar.®

A, B, C1, C2 ve D’den G2ye kadar olmak iizere immiinolojik olarak tanimlanmig
toplam sekiz serotipi vardir.*° Bu serotiplerin tiimii farkli antijenik uyar1 olusturur ve néronda
farklh etki yonii vardir. Amerika Birlesik Devletlerinde sadece botulinum toksin tip A’nin (
Btx-A ) "Botox®" ticari adi altinda (Allergan, Inc., Irvine,CA) klinik kullanim uygunlugu
vardir. Kas dokusuna enjekte edilen btx'un biitiin serotipleri, periferik sinir sisteminde
néromiiskiiler kavsaklarin presinaptik terminal uglarindan asetilkolin serbestlestirilmesini

inhibe ederek flask paraliziye neden olur.??%
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2.3.3. Etki Mekanizmasi

Hiicre sitoplazmasinda yer alan SNARE proteinlerinin bir bdliimii endozom
membranina, bir boliimii de bunlara karsilik olarak presinaptik hiicre membranina yerlesir.
Kalsiyum kanali araciligi ile hiicre igerisine kalsiyum girisi olur ve sintagmin proteininin
katkisiyla membranlarin flizyonu gergeklesir. Boylece asetilkolin sinaptik araliga bosalir.
Endozom; klatrin gibi kilif proteinlerinin, membrani ¢evreleyip ¢ukurcuk olusturarak ve
tomurcuklanarak vezikiil olusturmasi ile olusur. Asetilkolin iceren sinaptik vezikiiller,
endozomdan tomurcuklanarak meydana gelir ve asetilkolin havuzuna katilir. Daha sonra bu
vezikiiller asetilkolinin sinaptik aralifa bosalmasi icin birlesim ve flizyon asamalarindan
geger.

Btx, noromiiskiiler bileskede presinaptik asetilkolin salinimi blokaji yaparak etki
gosterir. Bu blokajin 4 temel asamast Vardlr.L83 (Sekil 10)

1- Presinaptik sinir yiizeyindeki reseptdrlere hizli, spesifik ve geri doniisiimsiiz

baglanma

2- Vezikiil iginde hiicrenin igine alinma

3- Membran translokasyonu

4- Proteolitik toksin aktivitesi

How Botox Works

Reinnervasyon

Sekil 10. Botulinum Toksini Etki Mekanizmas1®*

Baglanma, toksinin agir zinciri araciligr ile periferik kolinerjik sinir uglarma olur.

Spesifik ve geri doniisiimsiiz bir baglanmadir. Toksin molekiilii endositoz ile iligkili
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reseptorlere baglanir. Bu baglanma asamasinin ardindan toksin vezikiillere alinir ve reseptor
baglimli endositoz ile hiicre igine girer. Vezikiiller hiicre i¢ine girdikten sonra toksinin agir ve
hafif zincirlerini baglayan disiilfit baglart kirilir. Toksinin hafif zincirleri, vezikiillerin
endozomun sitoplazmik yo6niinde translokasyonunu saglar. Agir zincirin N terminal ucu ise
toksinin hiicre ig¢inde yer degistirmesini saglar. Toksin vezikiil membranin1 gegerek sitozole
salinir. Sitozole giren toksinin hafif zinciri, ¢inko bagimli proteaz gibi davranarak, sinaptik
fiizyon kompleksini olusturan ve asetilkolin ekzositozunda rol oynayan SNARE reseptor
kompleksinin ii¢ proteininden birini béler. Béylece sinir uglarindan nérotransmitter salinimini
engeller.”*"®

SNARE protein kompleksi ii¢ temel yapidan olusmaktadir. Bunlar; sinaptobrevin
(VAMP= Vesicle associated membrane protein), SNAP-25 (25 kD sinaptozom iligkili
protein) ve sintaksin’dir. Botulinum toksininin her bir serotipi farkli proteini ayirir. Bu
nedenle her serotipin spesifik etki yonii vardir (Sekil 11)%.

Serotip A, C ve E: Hedefi 25 kD molekiiler agirliktaki sinaptozom iligkili proteindir.
Bu protein genellikle SNAP-25 olarak adlandirilir.

Serotip C: SNAP-251 ayirmanin yaninda primer olarak sintaksin tizerinden etkili olur.

Serotip B, D, F ve G: Sinaptobrevin (VAMP) proteinini geri doniisiimsiiz olarak bloke

S . 1.76-79.82.86-91
ederek etki gosterir, 70782809

Sinaptik Vezikil  SNARE proteinleri l
sinaptik fiizyon
A .‘ R kompleksini clusturur ":\
. VAMP; / Asetilkolin '\
l -

’
’ Sina : '
a - ‘ e \ o in 1plohlevm ; V4 :* \\
\ | Smnp(obvevln R “s Astiliolia " ,./ 08 (A(.h\)_\ \\..k
. v’ o 4 ; ./ ACh W &(‘h | \\
SNAP - 25 ) \ g X~ \ACh \

X ~F /)‘\ ‘allnptongmm\"
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Sintaksin 22 ‘.f\ W=\ 2
Vs \\ #
p..* = ==\
SNAP-25 ) / S Kalsiyum
Sintaksin kanah

BTx hatif

zincis Noreksin

Sekil 11. SNARE protein kompleksi ve botulinum toksin serotipleri®

Az miktarda lokal olarak yapilan botoks, enjeksiyon yapilan bolgede kolinerjik motor
sinir uglar tarafindan tutulur ve néromiiskiiler blokaja neden olur. Bdylece toksin, sistemik
etki yapmadan lokalize paralizi yapar. Yeni motor sinir dallarinin gelismesi sonucu toksinin

etkileri kaybolur.™
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Iyilesme iki farkli fazda goriiliir.®*%

1. Oncelikle kollateral aksonal filizlenme olusur. Bu sinir terminalleri motor son plak
bolgesinin genislemesine yol agip yeni bir ndromiiskiiler bileskenin olusmasini saglar. Bu
yeni kollateral aksonlar 28 giinde iyilesir ve biitiin noronal iletim, yeni olusan aksonlar
araciligi ile olur (Sekil 12).

2. Zamanla yeni olusan aksonal filizlenmelerin sinaptik fonksiyonlarinin kaybi
gozlenir. Bu yaklasik 91 gilin sonra tamamlanir. Bu da botoks aktivitesinin klinik kayb1 ile

iligkilidir. Bu asamada orijinal ana terminaller néronal iletimi yeniden kazanir (Sekil 12)

kollateral aksonal filizlenme

yeni néromuskiiler bilegke

Sekil 12. Botoks aktivitesinin sonlanma agsamalari (Solda aksonal filizlenme, sagda sinir
terminallerinin yeni fonksiyonel néromiiskiiler bileskeyi olusturmasi)®*

A serotipi ile C serotipinin etki siiresi birbirine benzer. Diger serotipler i¢in (B,E,F) bu
siire daha kisadir,**%%94

Botoks; asetilkolinin sentezini, depolanmasimi ve sinirlerdeki elektriksel iletiyi
bozmaz. Uzun siireli kullaniminda ise, geri doniisiimlii denervasyon atrofisi meydana gelir.

Ayrica botoksun duyusal sistem iizerinde analjezik 6zelligi oldugu da bildirilmigtir.®°

2.3.4. Kullanim Alanlar

Son 20 yilda ¢ok genis kullanim alani1 bulan botulinum toksini, spazmodik disfoni,
akalazya, cesitli hiperkinetik-distonik bozukluklar (blefarospazm, hemifasiyal spazm,
spazmodik tortikollis, fokal distoniler gibi), anal fissiir, oddi sfinkter spazmi, parkinson

7 .. .
%97 eriskin ve ¢ocuklarda iist

tremoru, sinkinezi, hiperhidrozis, migren tipi bas agrisi, tetanoz
motor ndron sendromuna bagli gelisen spastisite tedavisinde (serebral palsi, spinal kord
yaralanmasi, travmatik kafa yaralanmasi, stroke, noérodejeneratif hastaliklar, multipl
skleroz)®’, nistagmus, kekemelik, hiperaktif ¢igneyici kaslar (6zellikle masseter hipertrofisi),

hipersalivasyon, spastik mesane, asir1 idrar kesesi aktivitesi, bruksizm (TME bozuklugu),
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perioperatif ve postoperatif agri kontrolii, mandibulanin 6ne alindig1 ortognatik cerrahi
operasyonlarda relapst 6nlemek i¢in EMG kontrollii geniohyoid kasin paralizisi, mandibular
kondil fraktiirlerinin kapali rediiksiyonla tedavisinde® kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda
cok yaygin olarak yiiz kirisikliklari, fasiyal asimetri gibi kozmetik problemlerin tedavisinde
de kullanimi yayginlasmustir.

Botoks, KBB pratigine spazmodik disfoni ve larinksi etkileyen fokal distoni tedavisi
ile girmistir. Distoni; bir organa, kasa veya kas grubuna sinirli ya da generalize olabilen,
santral motor islemlerle karakterize, miiskiiler spazmlardan meydana gelen kronik nérolojik
bir hastaliktir. Larinkste; addiiktor ve abdiiktor, yani glottik kapanmaya veya ag¢ilmaya neden
olan spazmlar olarak ikiye ayrilmistir.

Botulinum toksini spazmodik disfonide, orbikiilaris okiili kas1 ve servikal kaslar1 tutan
fokal distonilerdeki umut verici bulgulari nedeniyle denenmistir. Larinks igine enjeksiyon,
laringeal EMG aracilif ile ilk kez 1984 yili nisan ayinda uygulanmls‘[ur.99 O tarihten sonra
btx, spazmodik disfoni tedavisinde basarili bir sekilde uygulanmigtir. Bugiin btx, Amerikan
Otolaringoloji ve Bas-Boyun Cerrahi Akademisi tarafinca bu hastaliklarda primer tedavi
yontemi olarak onaylamlstlr.68

Botoks spazmodik disfoni tedavisindeki basarisina paralel olarak meige sendromu,
izole oromandibiiler distoni, blefarospazm, tortikolis, ve laringeal solunum distonisi gibi diger
fokal ve segmental distoni tedavilerinde de kullanilmustir.*%%?

Botulinum toksin-A, vazospastik hastaliklarda da kullanilmaktadir. Bu alandaki
etkinligi tesadiifen bulunmustur. 2003 yilinda tanimlanamamis bag doku hastaligi olan bir
hastaya palmar hiperhidrosiz nedeni ile botulinum toksin-A enjeksiyonu yapilmis. Hastanin
uygulama sonrasinda reyno fenomenine bagli agrilarinda azalma ve parmak uglarindaki

103104 y7an Beek 2007°de reyno fenomeni olan 11

tilserlerde iyilesme oldugu goriilmiistiir.
hastanin ellerine botoks enjeksiyonu yapmus, arastirma sonucunda hastalarin agrilarinda
belirgin azalma, atak sikliginda azalma ve parmak uglarindaki iilserlerde iyilesme oldugunu
tesbit etmistir. Bunun {izerine botoksun diiz kas hiicrelerinde noromiiskiiler blokaj yaparak
vazodilatasyona neden oldugunu savunmustur.'®

Morris 2001 de domuz uterin arterinde botulinum toksin-A'y1 denemis ve sempatik
vazokonstriiksiyonu engelleyerek kimyasal sempatektomi yaptigini géstermistir.los

Sycha 2004 yilinda, pilot ¢alisma olarak reyno hastaligi olan iki hastada botoks
kullanmustir.’® Neumeister 2009 yilinda, botoksun nérepinefrin, glutamat, substans-P,
kalsitonin gen iliskili protein gibi agri ile ilgili norotransmitterleri etkiledigini varsayarak

iskemik parmaklara botoks uygulamis ve botoksun bu ndrotransmitterlerin saliniminda bloga
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neden olarak sempatik stimiilasyonu ve agriyr azalttigimi gostermistir. Boylece botoksun
iskemik parmaklarda vaskiilariteyi diizelttigini dngormiistiir.'%>%

Wheeler de botoksun agri tedavisinde kullanimi ile ilgili yaptigi bir ¢alismada, bu
etkiden, substans-P gibi agr1 mediatorlerinin  saliniminda azalma olmasini  sorumlu
tutmaktadir. Bu etkisinden dolay1 botoksun kas, iskelet sistemi agrilarinda, eklem agrilarinda,
inme sonras1 omuz agrilarinda, boyun disseksiyonu ve/veya boyuna radyoterapi sonrast boyun
agrilarinda, noropatik agrilarda, iirolojik ve pelvik agrilarda kullanilabilecegini belirtmigtir.'*

Son yillarda botulinum toksininin klinik pratikte artan bir kullanim alan1 da migren tipi
bas agrllarldlr.log

Botulinum toksininin en dikkat ¢ekici kullanim alani ise psikolojik hastaliklarda olan
kullanimidir.™™° Bu alandaki etkisi, beyinin viicutta ne olup bittiginden daimi olarak haberdar
oldugu hipotezine, yani "bir insan zorla olsa dahi giilimsemeye zorlanirsa, psikolojik durumu
diizelme gosterecektir (facial feedback hypothesis)" hipotezine dayamyor.™* Havas ve ark.
botoks enjeksiyonu dncesi ve sonrasinda, hastalara duygusal igerikli ciimleler (Sinirli, mutsuz
ve mutlu) okutmustur. Enjeksiyon sonrast mutsuzluk ve sinirlilik i¢eren climlelerin daha
yavas okundugunu ama mutluluk iceren ciimlelerin okunma siiresinin degismedigini
,c:,féisten’nistir.112 Bir baska calismada da, botoks ile tedavi edilen hastalarda tedaviye serum
fizyolojik ile devam edilmesine ragmen psikolojik durumdaki diizelmenin devam ettigi

gosterilmistir. "

Tablo 1. Botulinum Toksininin Klinikte Kullanim Alanlar

Botoks Kullanim Alanlan

1- Fokal distoniler 2-Diger istemsiz 3-Uygun olmayan 4-Diger potansiyel
hareketler kontraksiyonlar kullamim alanlar:
o Blefarospazm o Palatal e Nistagmus e  Protektif
e Servikal distoni miyoklonus e  Strabismus pitozis
(tortikollis) e Hemifasiyal e Bruksizm (TME e Otonom sinir
e Laringeal distoni spazm bozuklugu) sistemi
(spazmodik disfoni) Tikler o Kekemelik e Kozmetik
e  Oromandibular- Tremor e Gerilim (kirigikliklar,
fasiyal- lingual basagrilart fasiyal
distoni e Spastik mesane asimetri)
Mesleki kramplar e Akalazya
Diger fokal e  Miyokimi
distoniler (idiopatik, e Lumbosakral
sekonder) strain ve dorsal
spazmlar
e  Spastisite
e  Diger spastik
bozukluklar
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2.3.5. Yan Etkileri

Enjeksiyon yapilan bolgede lokal agri, ekimoz, 6dem, kanama ve enfeksiyon olabilir.
Halsizlik, yorgunluk, bas agrisi, grip benzeri bir durum da bildirilmistir. Deride kuruma,
pullanma, gegici hiperestezi, agiz kurulugu hissi goriilebilir. Yiize yapilan enjeksiyonlar
sonucu, hayati tehdit eden allerjik reaksiyonlar goriilmemistir. Nadiren erken donemde
enjeksiyon yapilan kaslarda giicsiizliik, blefarospazm ve hemifasiyal spazm tedavisi
sonrasinda pitozis, vertikal kayma, diplopi, kuru goz, lagoftalmi, epifora, nadiren ektropiyon,
entropiyon, keratit ve korneal perforasyon bildirilmistir."**

Frontal bolge enjeksiyonlar1 sonrasinda kas asimetrisi, kas pitozisi ve kasta kontur
anomalileri olabilir. Spazmodik tortikollis tedavisi sonrasinda disfaji, lokal zayiflik ve
semptomatik genel zayiflik goriilmiistiir. Bunun nedeninin kas gii¢siizliigii veya otonomik
disfonksiyon olabilecegi diisiiniilmektedir.*™

Botoks, hedef dokudan atildiginda ya da yanlishikla damar icine enjekte edildiginde
sistemik yan etkiler olusabilir."*® Kullanilan standart dozlarda ciddi yan etki goriilme insidans
oldukca nadirdir. Objektif giicsiizliik olmaksizin genel bir halsizlik hali gelisebilir. immiin
mekanizmalara bagli olarak gelisen brakial pleksopati veya influenza benzeri hastalik, diger
sistemik yan etkilerdir."*” Otonomik disfonksiyona bagh olarak safra kesesi disfonksiyonu,
paralitik ileus, gastrik dilatasyon veya hipotansiyon gelisebilir. *****/

Yapilan hayvan ve insan galismalarinda karsinojenik ve immiinolojik yan etkiler tespit

U819 ocuklarda giivenilirlik ve etkinligi kamtlanamadigindan gebelik ve

edilmemistir.
emzirme dénemlerinde kullamimi nerilmemektedir.'?° Teratojenitesi hakkinda kesin bir bilgi
yoktur. Ancak gebelik kategorisi icinde C kategorisinde bir ajan olarak kabul
edilmektedir."*"1%

Botoks enjeksiyonunun avantajlari; uygulama kolayligi, sistemik yan etki azligi,
duyusal etkilenim yapmamasi, etkilerinin 2-3 ayda geriye doniisiimlii olmasidir. Pahali olmasi
ve toksine kars1 antikor gelisme ihtimali ise bazi dezavantajlaridir.'®

Tekrarlanan tedavilerden sonra bazi hastalarda, botoksa karsi varligi gosterilen
antikorlar ve yeni akson terminallerinin gelisimi, botoks enjeksiyonunun beklenen etkisine

karsi klinik direng olusmasina neden olmaktadir.’**%*

Notralizan antikor gelisimi %5’den az
oranda goriilebilmektedir. Enjeksiyon dozu ve sikligimin artmasi, enjeksiyonlar arasinin 12
haftadan daha kisa tutulmasi, tekrarlanan dozlarin 300 tiniteyi asmasi durumunda antikor

gelisme riski artabilir.}*6-12>12
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Botulinum toksin-A’nin toksik dozu, insan zehirlenmesi i¢in 3500 iinite iken, 30000
iinite agir zehirlenmeye neden olur. Insan igin LD50’nin 30-40 {inite/kg oldugu yapilan

calismalarda gosterilmistir.'?’

2.3.6. Preparatlar1 ve Farmakolojik Ozellikleri

Clostridium botulinum’un fazla miktarda toksin iireten suslarindan kiiltiir yapilarak
tedavi amagl kullanilan botoks iiretilir. Uretilen toksin ayrilir, ¢okeltilir, saflastirihir ve
amonyum siilfatla kristalize edilir. Bunlar sonucunda saflastirilmis toz halinde norotoksin
kompleksi elde edilir. En sik kullanilan preperatlar "Botox® ve Dysport®" dur. Botox® -5°C
de, Dysport® +2-8°C’de saklanmaktadir. Her ikisi de serum fizyolojik ile sulandirildiktan
sonra +2-8°C’de aseptik sartlarda korunmalidir. Btx rehidrasyonunun serbest koruyucu madde
olan normal saline (%0.9) ile yapilmas1 gerekmektedir. Koruyucu madde toksini etkisiz hale
getirebilir. Asir1 calkalamak, kopiirtmek veya asir1 soguk ortam, soliisyondaki toksini
denatiire edebilir. Bu nedenle olduk¢a dikkatli ve nazikce serum fizyolojik soliisyonu flakon
i¢c duvarina dogru verilmelidir.*?*%

Bir {inite Botox®, Avrupa ‘da kullanilan Btx-A preparati olan bir iinite Dysport®
(Maidenhead, UK ) ile esdeger degildir. Ayrica etkinliginde de farkliliklar olabilir.

Sulandirilmis bir flakon Botox® 100 U botulinium toksini igerir ve bir kisiye
uygulama igin yeterli gelir. Botox®, 1-10 ml serum fizyolojik ile seyreltilerek kullanilabilir.
Buna gore 2,5 ml serum fizyolojik ile seyreltilen Botox®, 0,1 ml’de 4 {inite toksin
icermektedir. +4°C’de saklanan sulandirilmis Botox® preparatlarinin etkinligi 1. giiniin
sonunda %90-100, 3. giin %70-80, 7. giin %40-50, 14. giinde minimal diizeyde bulunmustur.
Sulandirildiktan sonra buzdolabinda 1 giinden (24 saat) fazla tutulmamasi ve buzdolabinin
dondurucu kisminda hi¢ saklanmamasi énerilmektedir.2%*

Botoks enjeksiyonundan sonra, toksinin hiicre iginde aktivitesinin baglamasi ile klinik
etkilerinin goriilmesi 3-5 giin i¢inde olmaktadir. Maksimum etkisi ise yaklasik 30. giinde
gbriiliir, 131132

Botulinum toksin-A, enjeksiyon yapilan bolgede 3 cm kadar cevresindeki cilde

yayilabilir, 13133 Hiperhidrozis tedavisinde uygulandigi gibi 1 cm araliklarla “‘elek diizeni”’
seklinde yapilan enjeksiyon, genis alana yapilacak uygulamalar ig¢in &rnek olabilecek bir
uygulamad1r.134‘135
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2.3.7. Ila¢ Etkilesimleri

Aminoglikozidler (gentamisin), D-penisilamin, siklosporin, Kkinidin, kiirar tipi
nondepolarizan blokerler, siiksinilkolin gibi kas gevseticiler, magnezyum siilfat,
aminokinolonlar ve linkozamid gibi ilaglarin ¢ogu néromuskuler kavsakta inhibisyona neden
olur ve botoksun etkilerini arttirirlar. Hidroklorokin ve Kklorokin gibi aminokinolonlar ise

hiicre igerisinde botoks ile etkilesime girip toksinin etkisini inhibe ederler.**®1%°
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz ve Patoloji Anabilim
Dallar1 tarafindan Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Kurulu destegi alinarak

yapildu.

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde
yapildi. Calisma oncesi Baskent Universitesi Arastirma Kurulu ve Hayvan Deneyi Etik
Kurulu’ndan onay alindi (proje no DA16/24 ). Calismaya toplam 48 adet ortalama 300 gr
agirhginda Sprauge Dawley (48 disi) eriskin rat dahil edildi. Deney hayvanlari Baskent
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde ilag uygulama zamanlar
haricinde sicakligi 22+2 °C’de, nemi %45-65 oraninda korunan ve 12 saat aydinlik-12 saat

karanlik, serbest yemek ve su alabildikleri bir ortamda tutuldu.
3.2. Gruplar
Ratlar;
Grup I: (n=24) Topikal botulinum toksini uygulamas1 sag kulak, kontrol sol kulak,

Grup 11: (n=24) Intrakiitandz botulinum toksini uygulamas: sag kulak, kontrol sol

kulak olmak tizere 2 ana guruba ayrildi.
Bu iki ana grup kendi i¢inde alt gruplara ayrildi:
Grup [;
Grup la: (n=8) Topikal botulinum toksini uygulamasi sonrasi 10. giinde inceleme,
Grup Ib: (n=8) Topikal botulinum toksini uygulamasi sonrasi 30. giinde inceleme,

Grup Ic: (n=8) Topikal botulinum toksini uygulamasi sonras1 30. giinde ikinci doz
topikal botulinum toksin uygulamasi ve ikinci dozun 10. giiniinde inceleme olmak iizere 3 alt

gruba ayrildi.
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Grup I,

Grup lla: (n=8) Intrakiitandz botulinum toksini uygulamasi sonrasi 10. giinde

inceleme,

Grup llb: (n=8) Intrakiitandz botulinum toksini uygulamasi sonrast 30. giinde

inceleme,

Grup llc: (n=8) Intrakiitanz botulinum toksini uygulamas1 sonras1 30. giinde ikinci
doz intrakiitan6z botulinum toksin uygulamasi ve ikinci dozun 10. giiniinde inceleme olmak

iizere 3 alt gruba ayrildu.

3.3. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi ve Deneysel Islem

Tim ratlarda, 60 mg/kg dozunda intraperitoneal ketamin hidrokloriir (Ketalar®,
Eczacibas1 Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) ve 6 mg/kg dozunda intraperitoneal Xylazine HCI
(Alfazyne®, Alfasan International BV, Woerden, Hollanda) ile anestezi saglandiktan sonra

mikroskop altinda kulak muayeneleri tamamlandi (Fotograf 1).

Fotograf 1. Rat dis kulak yolu muayenesi (kirmizi ok dis kulak yolu, siyah ok TM)

Ardindan topikal uygulamada kullanilacak spongostanlar (SPONGOSTAN™
Standard, ETHICON™, Ref: MS0002) serit seklinde hazirland (Fotograf 2).
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Fotograf 2. Serit seklinde hazirlanmis spongostanlar

Botulinum toksini (BOTOX® liyofilize toz igeren flakon 100 IU Allergan) (Fotograf
3) sulandirma islemine gecildi. 100 U botulinium toksini igeren flakon, 1,6 cc SF ile
sulandirilarak 0,16 dzm'de 1 IU botulinium toksini elde edildi. Botoks 1 cc=10 dzm lik insiilin

enjektoriine ¢ekildi.

&
il |00
2 UNITS

Fotograf 3. Botulinum toksin Tip A preparati. Botox®

Topikal uygulama yapilacak grup I'deki hayvanlar isleme alindi. Grup I'deki 24
hayvanin sag dis kulak yoluna serit seklinde hazirlanmis spongostanlar yerlestirildi ve hepsine
51U (0,8 dzm) botoks emdirildi (Fotograf 4). Grup I'deki hayvanlar 3 esit gruba ayrild1 ve

kafeslerine alindi.
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Fotograf 4. D1s kulak yoluna botoks emdirilmis spongostan yerlestiriliyor.

Intrakiitandz uygulama yapilacak grup II'deki hayvanlar isleme alind1. Grup II'deki 24
hayvanin sag dis kulak yolu kikirdak kismu cildi i¢ine, dental i§ne ucu yardimiyla 2,5 1U (0,4
dzm) botoks enjeksiyonu yapildi (Fotograf 5). Grup Il'deki hayvanlar 3 esit gruba ayrildi ve

kafeslerine alindi.

Fotograf 5. Dis kulak yoluna botoks enjeksiyonu yapiliyor (kirmizi yildiz enjektor).
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[k uygulamadan sonraki 10. giinde grup Ia'daki 8 hayvan ve grup Ila'daki 8 hayvan
sakrifiye edildi. ilk uygulamadan sonraki 30. giinde de grup Ib'deki 8 hayvan ve grup IIb'deki
8 hayvan sakrifiye edildi. 30. giinde grup Ic'deki 8 hayvana ve grup Ilc'deki 8 hayvana ilk giin
uygulanan iglem tekrarlandi. Grup Ic ve grup Ilc'deki hayvanlar da 2. uygulamanin 10.
giinlinde sakrifiye edildi.

Tim uygulamalar hayvanlarin sag kulaklarma yapildi. Sol kulaklar, uygulama

yapilmadan kontrol grubu olarak belirlendi.

Tim hayvanlar sakrifikasyon sonrasi dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi her iki dis
kulak yolu operasyon mikroskobu goriintiisii altinda diseke edilerek ayri ayri spesimenler

halinde histopatolojik incelemeye gonderildi.
3.4. Sakrifikasyon ve Diseksiyon

Tim gruplar, kendi tedavi bitim zamanlarinda 150 mg/kg dozunda intraperitoneal
ketamin hidrokloriir enjeksiyonu ile sakrifiye edilip dekapite edildi. Dekapitasyon islemi
sonrasi formaldehit soliisyonu igerisinde 4 giin bekletildikten sonra operasyon mikroskobu
goriintlisti altinda mikrodiseksiyon yontemiyle her iki kulagin dis kulak yolu, cilt ve ciltalt1
dokusu ile ¢ikarildi (Fotograf 6). Cikarilan dis kulak yolu lateral kismi isaretlenerek

formaldehit soliisyonuna kondu ve histopatolojik incelemeye gonderildi.

Fotograf 6. Diseke edilmis rat dis kulak yolu
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3.5. Histopatolojik Inceleme

Sag ve sol ayr1 ayr1 tasnif edilen dig kulak yolu epiteli materyalleri Patoloji boliimiine
teslim edildi.

Makroskopik olarak bir ucu isaretli yuvarlak oval ortada enjeksiyona bagli skar igeren
ornekler, skar alanini1 igerecek seklide drneklendi. Enjeksiyon skar1 igermeyen grup da benzer
sekilde orneklendi. Tiim 6rneklere Hemotoksilen Eozin (H.E.), Periodik Asit Schiff (PAS),
Diastazli Periodik Asit Schiff (D-PAS), Miisin ve TUNEL (Terminal deoxynucleotide
transferase-mediated dUTP Nick End Labeling) yontemi ile Apog-tag antikoru (ApopTag®
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit: S7101 LOT: 2739121 Millipore) uygulandi.
H.E. boyali preparatlar ve tiim diger boyali 6rnekler es zamanli olarak 151k mikroskobunda

degerlendirildi. (Fotograf 7-13)

H.E. boyali preparatlarda yiizeyde yer yer keratinizasyon igeren epitel, epitel altinda
sebase bez ve kil koklerini igeren deri ekleri, inflamatuar hiicreler, damar yapilari, sinir
kesitleri, kikirdak doku ve tiikiiriikk bezi dokusu izlendi. Morfolojik olarak epitel degisiklikleri,
inflamasyon, tiikiiriikk bezi ve deri eklerindeki morfolojik 6zelikler ve kalsifikasyon varligi,

PAS, D-PAS ve Miisin boyal1 6rnekler ile birlikte degerlendirildi.

3.5.1. Patolojik degiskenlikler
3.5.1.1. inflamasyon

Tim Orneklerde epitel altinda dagmik 10 biiyiik biiyiitme alaninda izlenen lenfosit
plazma hiicrelerini igeren hiicre popiilasyonun goriilmesi inflamasyon varligi olarak
degerlendirildi. PAS, D-PAS ve Misin ile bez yapilari ve tiikiirik bezi dokusundaki
intrasitoplazmik boyanma degerlendirildi. Inflamasyon var ve yok olarak skorlandi.
Kalsifikasyon varligi, pozitif bulgu olarak dagilim ve yaygmligi géz Oniine alinmadan

degerlendirildi.

3.5.1.2. Sekresyondaki degisiklikler

Tiikiiriik bezi dokusunda seromiik6z bez yapilarinin sekresyonlar1 PAS, D-PAS ve
Miisin boyanma siddetlerine gore degerlendirildi. Sekresyondaki degisiklik var ve yok olarak

skorlandi.
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3.5.1.3. Kalsifikasyon

Tim orneklerde kalsifikasyon varligi ve yayginligi degerlendirildi. Kalsifikasyon var

ve yok olarak skorlandi.

3.5.1.4. Apoptozis degerlendirmesi

Apoptozis, APO2.7 antijenine karsi kullanilan antikorlarla tespit edildi. APO2.7
proteini mitokondrial membranda yerlesen ve apoptozisin erken fazlarinda ortaya ¢ikan bir
proteindir. Olgularda apoptozisin tespitinde parafin bloklara immiinohistokimyasal yontemle
TUNEL (Terminal deoxynucleotide transferase-mediated dUTP Nick End Labeling) yontemi
ile ApopTag (ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit: S7101 LOT:
2739121 Millipore; Intergen, Purchase, NY, ABD) antikoru uygulandi. ApopTag boyanma
skoru tiikiiriik bezi dokusunda, epitelde ve epitel alti sebase bez yapilarinda ayri ayri
degerlendirildi. Boyanma paterni hiicre ¢ekirdegini tamamen kaplayan ve koyu kahve renkte
boyanan hiicreler degerlendirildi, soluk ve acik renk boyanma degerlendirme dis1 birakildi.
Tiikiiriik bezi boyanmasinda; 151k mikroskobunda 10 biiyiik biiyiitme alaninda secilen en
yogun boyanan 3 farkli boyanma alani, 20 biiylik biiyiitme alaninda degerlendirildi. 100
hiicrede boyanan hiicre sayisi sayilarak 3 alanin ortalamasi alind1 ve skor belirlendi. Epitel ve
sebase bez yapilarinda ise, izlenen hiicre sayisi i¢in tek bir alan degerlendirilerek skor

belirlendi.
ApopTag antikoru dokulara TUNEL yo6ntemi ile uygulandi.

TUNEL yontemi: Parafin bloklardan hazirlanan 5 mikron incelikteki kesitler
deparafinize edilerek, azalan konsantrasyondaki alkol ile muamele edilip rehidrate edildi.
Deparafinize dokular, drneklerin gegirgenligini arttirmak igin, taze hazirlanan proteinase K
(20 ug/mL) soliisyonu ile oda sicakliginda 15 dakika muamele edildi. Kesitler iki kez distile
su ile yikandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla, PBS
sollisyonu i¢inde, 3% H,0, ile 5 dakika inkiibe edildi, ardindan PBS ile 5 dakika siire ile
yikandi. Sonrasinda hizli bir sekilde 75 mikrolitre equilibration buffer uygulandi ve 30 dakika
beklendi. Ornekler daha sonra TUNEL reaksiyon karisimina tabii tutuldu (Bu karisim 9-OH
DNA bitiminin serbest niikleotidlerinin polimerizasyonunu sablon bagimsiz olarak katalize
etmektedir) ve DNA’nin kirilmis pargalarini isaretlemek i¢in RT’de nemlendirme odasinda 1

saat tutuldu. Daha sonra Converter-POD ile 30 dakika inkiibe edildi, boyama i¢in 12 dakika
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3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC) ile muamele edildi. Sonrasinda metil yesili ile ters boyama

uygulandi. Uygulanan islemler arasinda preperatlar PBS ile yikandi.

Fotograf 7. Epitel, deri ekleri, tiikiiriik bezi dokusu igeren histolojik kesit. H.E.X100

Fotograf 8. inflamasyon igermeyen drnekler. H.E. X100
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Fotograf 9. inflamasyon igeren érnekler. H.E.X100

Fotograf 10. Tiikriik bezi dokusu ¢evresinde kalsifikasyon odagi. (Oklar: Kalsifiye alanlar)
H.E.X100
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Fotograf 11. Tikiiriik bezi asinilerinde ApopTag boyanmasi degerlendirilen hiicreler.
(Oklar: Apoptozise giren hiicreler) X400

Fotograf 12.  Epitel hiicrelerinde ApopTag boyanmasi degerlendirilen hiicreler. (OKlar:
Apoptozise giren hiicreler) X400

42



Fotograf 13. Sebase bez yapilarinda ApopTag boyanmasi degerlendirilen hiicreler. (Oklar:
Apoptozise giren hiicreler) X400

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi1 (SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanildi. Kategorik dlgiimler say1 ve yiizde olarak, siirekli 6lglimlerse ortalama ve standart
sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) olarak 6zetlendi. Gruplar arasindaki
stirekli Ol¢limlerin karsilastirilmasinda dagilimlar kontrol edildi, parametrik dagilim 6n sarti
saglanmadigindan Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi kullanildi. Kategorik
degiskenlerin karsilastirilmasinda da Ki-Kare testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem

diizeyi p<0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Ratlar topikal ve intrakiitandz botulinum toksini uygulamasini rahat tolere etti. Kilo
kayb1 veya asir1 kilo alimi saptanmadi. Yiyecek ve su tliketiminde farklilik goriilmedi.
Calisma 48 rat ile tamamlandi. Sakrifikasyon sonrasi dekapitasyon islemi yapildi ve tim
ratlarin dis kulak yolu epiteli ¢ikarilarak histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.

Histopatolojik incelemede bakilan patolojik degiskenliklerde; her iki grupta ve kontrol
grubunda inflamasyona rastlanildi. Fakat topikal olarak botulinum toksini uygulanan Grup I,
intrakiitandz enjeksiyon ile botulinum toksini uygulanan Grup Il ve kontrol grubu arasinda
inflamasyon yogunlugu ag¢isindan istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Higbir hayvanda
sekresyon miktarinda degisiklik gozlenmedi. Grup | ve kontrol grubunda kalsifikasyon
gbzlenmezken, II. grupta 7 hayvanin dis kulak yolunda kalsifikasyona rastlandi. Kalsifikasyon
varhigr agisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilk saptandi (p=0,0001).
Istatistiksel anlaml1 farklilik olusturan grubun grup II oldugu gozlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Patolojik Degiskenlikler

n(%) I ] K p
Inflamasyon 12 (50) 8 (33.3) 17 (35,4) 0,412
Sekresyondaki degisiklikler 0 0 0 -
Kalsifikasyon 0 7(29.2) 0 0,0001

Histopatolojik incelemede dis kulak yolu epiteli, salgi bezleri ve tiikiiriik bezlerinde
apoptozise gidis siireci de ApopTag skorlamasi ile incelendi. ApopTag tiikiiriik bezi, epitel ve
sebase bez skorlarinin hepsinde, gruplar arasinda istatistiksel anlamli diizeyde farklilik
saptandi (Tablo 3).

Tablo 3. ApopTag skorlari

Ortanca (min-maks) I ] K p

Tiikiiriik bezi skoru 17 (8-18) 29 (17-46) 4 (2-7) 0,0001
Epitel skoru 9 (6-17) 12 (8-18) 3(1-5) 0,0001
Sebase bez skoru 4 (2-7) 5 (2-9) 1(1-4) 0,0001
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Gruplar aralarinda ikili karsilastirildi. Grup I ve kontrol grubu aralarinda ikili
karsilastirildiginda; ApopTag tiikiiriik bezi, epitel ve sebase bez skorlarinin hepsi, grup I'de

istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek saptandi (Tablo 4).

Tablo 4. Grup I ve Kontrol Grubu ApopTag Skorlar1 Karsilastirmasi

Ortanca (min-maks) I K p
Tiikdirtik bezi skoru 17 (8-18) 4 (2-7) 0,0001
Epitel skoru 9 (6-17) 3 (1-5) 0,0001
Sebase bez skoru 4 (2-7) 1(1-4) 0,0001

Grup II ve kontrol grubu aralarinda ikili karsilastirildiginda; ApopTag tiikiiriik bezi,
epitel ve sebase bez skorlarnin hepsi, grup I1'de istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek saptandi
(Tablo 5).

Tablo 5. Grup Il ve Kontrol Grubu ApopTag Skorlari Karsilastirmasi

Ortanca (min-maks) I K p

Tukiiriik bezi skoru 29 (17-46) 4 (2-7) 0,0001
Epitel skoru 12 (8-18) 3 (1-5) 0,0001
Sebase bez skoru 5 (2-9) 1(1-4) 0,0001

Grup I ve grup II aralarinda ikili karsilastirildiginda; ApopTag tiikiiriik bezi, epitel ve
sebase bez skorlarinin hepsi, grup II'de istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek saptandi (Tablo
6).

Tablo 6. Grup | ve Il ApopTag Skorlar1 Karsilagtirmasi

Ortanca (min-maks) I ] p
Tiikiiriik bezi skoru 17 (8-18) 29 (17-46) 0,0001
Epitel skoru 9 (6-17) 12 (8-18) 0,001
Sebase bez skoru 4 (2-7) 5 (2-9) 0,009

Grup I'in alt gruplarinda ApopTag skorlar1 incelendiginde ApopTag tiikiiriik bezi
skoru grup la'da 18 ile en yiiksek bulunmus olup grup Ib ve Ic'de 15 bulundu. Istatistiksel
olarak grup Ia, Ib ve Ic arasinda anlamli farklilik gézlenmedi (p>0,05). ApopTag epitel
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skorunda grup Ib'de 11 ile en yiiksek skor elde edildi. Grup la ve Ic'de ise skor 8 idi.
Istatistiksel olarak grup Ia, Ib ve Ic arasinda anlaml farklilik gozlenmedi (p>0,05). ApopTag
sebase bez skorunda ise grup la'da 5 ile en yiiksek skor elde edildi. Grup Ib ve Ic'de ise sirasi
ile skor 3 ve 4 idi. Istatistiksel olarak grup Ia, Ib ve Ic arasinda anlamli farklilik gozlenmedi
(p>0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Grup | ApopTag Skorlar1

Ortanca (min-maks) a b c p

Tiikiiriik bezi skoru 18 (12-28) 15 (12-19) 15 (8-24) 0,126
Epitel skoru 8 (7-11) 11 (6-17) 8 (7-11) 0,192
Sebase bez skoru 5 (3-7) 3 (2-5) 4 (3-6) 0,121

Grup II'nin alt gruplarinda ApopTag skorlar incelendiginde ApopTag tiikiiriik bezi
skoru grup lla'da en yiiksek bulunmus olup skor 31 idi. Grup Ilb ve lic'de sirasi ile 28 ve 29
bulundu. Istatistiksel olarak grup Ila, IIb ve Ilc arasinda anlamli farklihk gdzlenmedi
(p>0,05). ApopTag epitel skorunda grup lic'de 16 ile en yiiksek skor elde edildi. Grup lla ve
lIb'de ise skor siras1 ile 11 ve 12 idi. Istatistiksel olarak grup lla, llb ve llc arasinda anlaml
farklilik gozlendi (p=0,04). ApopTag sebase bez skorunda ise grup Ilb ve lic'de skor 6
bulundu. Grup lla'da ise skor 4 bulundu. Istatistiksel olarak grup Ila, IIb ve Ilc arasinda da
anlamli farklilik g6zlendi (p=0,006) (Tablo 8).

Tablo 8. Grup Il ApopTag skorlari

Ortanca (min-maks) a b c p

Tiikiiriik bezi skoru 31 (23-46) 28 (17-33) 29 (23-42) 0,437
Epitel skoru 11 (8-14) 12 (9-16) 16 (9-18) 0,04
Sebase bez skoru 4 (2-6) 6 (5-8) 6 (4-9) 0,006

Grup | ve Il'yi kendi iglerinde ikili karsilastirdigimizda ise grup I alt gruplarinin ikili
karsilagtirmalarinda higbirinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).
Sadece grup Il'de istatistik olarak anlamli farkliliklar bulundu.

Grup lla ve llb'nin ikili karsilagstirilmasinda sadece ApopTag sebase bez skoru Ilb'de
Ila'ya gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla bulundu (p=0,003) (Tablo 9).
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Tablo 9. Grup lla ve l1b ApopTag Skorlar1 Karsilastirmasi

Ortanca (min-maks) a b p
Tiikiiriik bezi skoru 31 (23-46) 28 (17-33) 0,234
Epitel skoru 11 (8-14) 12 (9-16) 0,328
Sebase bez skoru 4 (2-6) 6 (5-8) 0,003

Grup Ila ve Ilc'nin ikili karsilastirilmasinda ApopTag epitel ve sebase bez skorlarinin
her ikisi de, llc de lla'ya gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla bulundu (Tablo 10).
Tablo 10. Grup lla ve llc ApopTag Skorlar1 Karsilagtirmasi

Ortanca (min-maks) a c p
Tiikiiriik bezi skoru 31 (23-46) 29 (23-42) 0,382
Epitel skoru 11 (8-14) 16 (9-18) 0,021
Sebase bez skoru 4 (2-6) 6 (4-9) 0,010

Grup IIb ve Ilc'nin ikili karsilastirilmasinda ise ApopTag tikiiriik bezi, epitel ve
sebase bez skorlarinin tiglinde de istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05)
(Tablo 11).

Tablo 11. Grup Ilb ve llc ApopTag Skorlar1 Karsilastirmasi

Ortanca (min-maks) b c p
Tiikiiriik bezi skoru 28 (17-33) 29 (23-42) 0,798
Epitel skoru 12 (9-16) 16 (9-18) 0,083
Sebase bez skoru 6 (5-8) 6 (4-9) 0,959

[statistiksel olarak anlamli olan bulgular &zetlenecek olursa;

e Kalsifikasyon varligi acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
saptand1 (p=0,0001). Istatistiksel anlaml1 farklilik olusturan grubun grup II oldugu
gozlendi.

e ApopTag tiikiiriik bezi (p=0,0001), epitel (p=0,0001) ve sebase bez (p=0,0001)
skorlariin hepsinde, gruplar arasinda istatistiksel anlamli diizeyde farklilik
saptandi.

e ApopTag tikiiriik bezi (p=0,0001), epitel (p=0,0001) ve sebase bez (p=0,0001)
skorlarinin hepsi, kontrol grubuna gore grup I'de istatistiksel anlamli diizeyde

yiiksek saptandi.
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ApopTag tiikiiriik bezi (p=0,0001), epitel (p=0,0001) ve sebase bez (p=0,0001)
skorlarinin hepsi, kontrol grubuna gore grup Il'de istatistiksel anlamli diizeyde
yiiksek saptandi.

ApopTag tiikiiriik bezi (p=0,0001), epitel (p=0,001) ve sebase bez (p=0,009)
skorlarinin hepsi, grup I'e gore grup II'de istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek
saptandi.

Grup II alt gruplar1 arasinda ApopTag epitel (p=0,04) ve sebase bez (p=0,006)
skorlar istatistiksel anlamli diizeyde farklilik saptandi.

ApopTag sebase bez skoru grup llb'de Ila'ya gore istatistiksel anlamli diizeyde
yiiksek saptandi (p=0,003).

ApopTag epitel (p=0,021) ve sebase bez (p=0,01) skorlar1 grup Ilc'de Ila'ya gore
istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek saptandi.
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5. TARTISMA

Giiniimiizde btx, c¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Ozellikle fokal distoniler
(blefarospazm, servikal distoni, spazmodik disfoni vb), istemsiz hareketler (palatal
miyoklonus, hemifasiyal spazm, tik, tremor), uygun olmayan kontraksiyonlar (strabismus,
kekemelik, spastik mesane, akalazya) ve kozmetik (kirigikliklar, fasiyal asimetri) amagl
kullanilmaktadir. Ayrica viicut sivilarinin hipersekresyonunda, ter veya mukus saliimini
azaltmada ve malign hastaliklarin iilserlerinde de kullanilmaktadir.® Btx, hipersalivasyon
tedavisi amaciyla submandibiiler ve parotis bezlerine enjekte edilmekte, postoperatif tiikiiriik
fistiillerinde de kullanilmaktadir.®*” Yine intrinsik veya allerjik rinit tedavisinde de

810 pakat yerli ve yabanci literatiirde btx'un dis kulak yoluna uygulanimi ve

kullanilmaktadir.
etkisi ile ilgili bir ¢galisma bulunmamaktadir. Bu nedenle btx'un salgi bezlerine etkisini dig
kulak yolunda gérmek ve asir1 seriimen birikimini engelleyebilmek amacli bu g¢alismayi
yaptik. Calismamizda 48 adet ratin dis kulak yolu, uygulama sonrasinda patolog tarafindan

incelenmistir.

70
Kim ve ark. Btx-A kullandiklar1 43 hastada toksinin burun akintisini belirgin bir
sekilde azalttigini, fakat hapsirik ve burun tikanikligini etkilemedigini gostermislerdir. Bunun

nedeninin; vaskiiler muskarinik reseptoriin atropine direngli olmasi ve antikolinerjik ilaglarin

136
teropotik potansiyelinin, hipersekresyonu tedavi etmeye yonelik olmasi nedeniyle

kolinerjik blokajin burun tikaniklig1 veya hapsirig: iyilestirmekten ziyade sekresyonu azalttigi

oldugunu belirtmiglerdir.

Rohrbach ve Laskawi’* Btx-A uyguladiklar: tek bir hastada hem burun akintist hem de
burun tikanikliginda anlamli azalma tespit etmisler. Bu durumun, daha 6nce ginea piglerin

burunlarma botoks uygulamast sonucunda nazal glandlarinda apoptozis gordiikleri

137
caligmalarma  dayanarak, salgi bezlerindeki hacim azalmasina bagli olarak gelisebilecegini

diistinmiislerdir.

. 72
Unal ve ark. ise Btx-A’nin burun akintisi, burun tikanikligi, hapsirik ve kasintiy

(etkisi 2 hafta siireli olsa da) anlamli olarak azalttigini tespit etmislerdir

Biz de calismamizda dis kulak yolundaki sekretuar hiicrelerin salgi iiretimini btx

uygulanmas: ile engellemek ya da azaltmak istedik. Fakat btx uygulanimi sonrasi higbir
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hayvanda, kirk giine kadar olan siire i¢inde, dis kulak yolunda sekresyon degisikligi

gormedik.

Rohrbach ve Laskawi’!, yaptiklari ¢alismada her bir nazal kaviteye 20 iinite olacak
sekilde Btx-A emdirilmis gazli bez kullanmuslardir. Unal ve ark.’? ise bir grup hastalarina her
bir nazal kaviteye 20 tinite olacak sekilde toplam 40 tinite, diger bir grup hastalarina ise her
bir nazal kaviteye 30 iinite olacak sekilde toplam 60 iinite Btx-A enjekte etmisler, iki grup

arasinda semptomlarin diizelmesi bakimindan anlamli fark bulamamaislardir.

Biz de calismamizda gruplara ayirdifimiz hayvanlarin bir kismina tek doz 2.5 IU
intrakiitan6z Btx-A enjeksiyonu, bir kismma 5 IU topikal Btx-A uygulamasi yaptik. Bir
kismina ise birinci doz Btx-A uygulamasindan 30 giin sonra ilk doz ile ayn1 miktarda ikinci
doz Btx-A uygulamasi yaptik. Fakat sekresyon agisindan topikal ve enjeksiyon seklinde
uygulama yapilan gruplar arasinda da, tek doz ve iki doz uygulama yapilan gruplar arasinda

da anlamli farklilik bulamadik.

k.*8 ratlarda submandibiiler glanda btx enjeksiyonu yaptigi ¢alismasinda

Coskun ve ar
lenfositik infiltrasyon haricinde hiicresel degisiklik saptamamis, ayni zamanda apoptozis ile

ilgili de herhangi bir degisiklik bildirmemislerdir.

Bizim c¢alismamizda ise topikal uygulama yapilan ratlarin %50'sinde (n:12),
intrakiitan6z enjeksiyon yapilan ratlarin %33.3"linde (n:8), kontrol grubunun ise %35.4'linde
(n:17) inflamasyon (lenfosit infiltrasyonu) gozlendi. Fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik gézlenmedi. Apoptozis siirecinin ise tlim ratlarda bagladigir goriildii. Tiim
gruplar karsilastirildiginda ApopTag skorlarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gozlendi (Tablo 3). Kontrol grubuna gore, btx uygulanan her iki grupta da ApopTag skorlar1
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (Tablo 4,5). Enjeksiyon seklinde btx uygulanan
grup II ratlarda, topikal uygulama yapilan grup I ratlara gbre ise apoptozisin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildii (Tablo 6). Buradan yola ¢ikarak, btx'un dis
kulak yolu epitel ve salgt bezlerinde apoptozisi artirdifi ve enjeksiyon yontemi ile
uygulamanin topikal uygulamaya gore apoptozisi artirmada daha etkili oldugu sonucuna

ulasilda.

Hiicre oliimiiniin morfolojik bir formu olan Apoptozis, ilk olarak Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972’de tamimlanmistir. Programlanmis hucre oOlimii olarak da

isimlendirilir. Apoptozis; embriyonik gelisim, normal gelisim, normal hiicre dongiisii, immiin

50



sistem fonksiyonu, hormon bagimli atrofi ve kimyasal olarak uyarilmis hiicre 6liimiinii i¢eren
¢esitli olaylarm hayati bilesenidir.'® Bizim ¢alismamizda gériilen apoptozis, kimyasal olarak

uyarilmis hiicre dliimiine 6rnektir.

Cok az ya da ¢ok fazla goriilen apoptozis, iskemik zarar, otoimmiin hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve bircok kanser tipinin gelisiminde bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Apoptozis iki sekilde karsimiza ¢ikabilir: Birincisi normal gelisim, yaslanma ve
dokulardaki hiicrelerin devamliligin1 saglamak icin bir homeostatik mekanizma olarak,
ikincisi ise hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan hiicreler zarar gordiigiinde ya da immiin
reaksiyonlarda savunma mekanizmasi olarak. Saglikli dokularda, dokunun genel
fonksiyonlar1 etkilenmedikg¢e hiicrelerin hizli bir sekilde yikilmasma gerek yoktur. Bu
asamada hiicreler programlanmis hiicre 6liimii yani apoptozis olarak isimlendirilen spontan ve
aktif intiharlar tstlenir. Apoptozis; nekrozdan farkli olarak bir hiicrenin aktif bir sekilde belirli
uyaranlari almasi ile 6liime dogru izledigi yolu gosterir. Hiicrenin apoptoza mi nekroza mi
gidecegi, uyaranin tipi ve/veya derecesi ile belirlenir. Radyasyon, hipoksi, sicaklik ve
sitotoksik ilaglar gibi zararli uyaranlar, diisiik dozlarda apoptozise, yiiksek dozlarda ise
nekrozise neden olabilir. Bu siire¢ belirli basamaklardan olusur.’* Bizim calismamizda dis
kulak yolu epitel ve sebase bezlerinde apoptozis siireci baslamis, fakat sebase bezlerde
apoptozis goriilmesine ragmen sekresyon miktarinda degisiklik goriilmemistir. Apoptozisin,
heniiz sekresyon miktarini degistirebilecek kadar hiicre 6liimii yapmamis olmasi nedeniyle
apoptozise ragmen sekresyon miktarinin azalmadig goriildii. Bu nedenle botoks uygulanmasi
sonrasi gegen siirenin uzatilmasi, uygulanan botoks dozunun artirilmasi ve/veya tekrarlayan
dozlarm uygulanmas: ile apoptozis miktarinin ve hizinin artirilabilecegi, bu sayede de

sekresyon miktarinda azalma olabilecegi diistiniilmiistiir.

Rohrbach ve ark.’®’ yaptizi calismada guinea piglerin submandibiiler glandina btx
enjeksiyonu sonucu glandda apoptozis gozlemis ve glandiiler atrofi gelistigini gérmiislerdir.
Yine Doggweiler ve ark.** ratlarda yaptig1 ¢alismada prostat bezine btx enjeksiyonu sonucu
diffiiz glandiiler apoptozis ve generalize atrofi bildirmislerdir. Aym sekilde Ellies ve ark.'*
ratlarin parotid glandina yaptiklari btx enjeksiyonu sonucunda glanddaki asiner hiicre

¢ekirdek sayisinda ve hiicre hacminde azalma tespit etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da bunlara benzer sekilde btx uygulamasi sonucunda tiim ratlarin
dis kulak yolunda bulunan tiikiiriik bezi ve sebase glandlarda apoptozis siirecinin basladig

goriildii. Kontrol grubuna gore btx uygulamasi yapilan her iki grupta da apoptozisin
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istatistiksel anlamli diizeyde fazla goriilmesinin yaninda, intrakiitanéz enjeksiyon yapilan
grupta topikal uygulama yapilan gruba gore, ozellikle tiikiiriik bezlerinde olmak {izere, hem
tiikiiriik bezlerinde hem de sebase bezlerde apoptozisin anlamli diizeyde fazla oldugu goriildii.

Btx uygulamasinda lokal ve sistemik yan etkiler goriilebilir. Lokal olarak uygulama
yapilan bolgede odem, ekimoz, agri, kanama, enfeksiyon, deride pullanma ve dokiilme
gortilebilir. Ayrica uygulanan kaslarda giigsiizliik ve zayiflik, asimetrik goriinim de
goriilebilir. Yanlislikla damar igine verildigi durumlarda genel bir halsizlik, yorgunluk, grip
benzeri bulgular ortaya ¢ikabilir. Fakat bu sistemik yan etkiler olduk¢a nadir goriilmektedir.

Bizim c¢alismamizda da hi¢bir hayvanda lokal ve sistemik yan etki goriilmemistir.

Bu calismada patolojik degiskenlikler degerlendirildiginde, inflamasyon ag¢isindan
gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik goriilmemesi ve btx uygulamasi yapilan her iki
grupta da inflamasyonun %50 ve altinda goriilmesi, bu deneysel ¢alismanin insanda
uygulanabilirligi  agisindan olumlu bir sonu¢ olarak degerlendirildi. Patolojik
degiskenliklerden sekresyonda degisiklik olmamasinin nedeninin ise, uygulanan btx dozu ve
uygulama sonrasi gecen siire ile iliskili olabilecegi diistinlilmiistiir. Bundan dolay1 uygulanan
botulinum toksini dozunun artirtlmasi, tekrarlayan dozlarda uygulanimi ve uygulama sonrasi
gecen siirenin uzatilmasi daha olumlu sonuglar verebilir. Kalsifikasyon, kontrol grubunda ve
topikal uygulamada goriilmemis fakat intrakiitan6z enjeksiyonla uygulamada %29.2 (n:7)
oraninda, istatistiksel olarak da kontrol grubu ve topikal uygulanan gruba gére anlamli
diizeyde fazla goriilmistiir (p=0,0001). Kalsifikasyon, istemedigimiz bir patolojik degiskenlik
olmasi nedeniyle, bu sonuglar uygulama sekli olarak topikal uygulamayir se¢gmeye bizi
yonlendirmektedir.

Tiim hayvanlarin dokularmin apoptozise gidisi degerlendirildiginde ise, dis kulak
yolunda salgi yapan tiikiiriik bezi, sebase bezler ve epitelde apoptozis gozlendi. Apoptozis
gorlilmesi, salgi yapan yapilarin atrofiye gidisi ve dolayisi ile dis kulak yolunda salgilarin
azalmasi ile sonuglanacagi i¢in olumlu bir sonug olarak degerlendirildi. D1s kulak yolundaki
bu salg1 yapan yapilarin apoptozise gidisi gruplar arasinda karsilastirildiginda hepsinde grup
II'de grup I'e gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde artmis apoptozis oldugu goriildi (Tablo
6). Bu sonuca gore; dis kulak yolu epiteli ve salgi bezlerinde ortaya g¢ikacak patolojik
degiskenlikler yoniinden enjeksiyonla uygulama yapilmasinin topikal uygulamaya gore daha
etkili oldugu goriildii.

Apoptozis, grup I alt gruplan arasinda degerlendirildiginde salgi yapan 3 yapida da

apoptozis goriildiigii, fakat aralarinda karsilagtirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli
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farklilik olmadig1 gozlendi. Bu da bize topikal uygulamada, uygulamanin {izerinden gegen
slirenin ve ikinci doz uygulamasinin apoptozise gidise katki saglamadigini gosterdi (Tablo 7).

Apoptozis, grup II alt gruplar arasinda degerlendirildiginde ise yine salgi yapan 3
yapida da apoptozis goriildiigli, grup I'e gore daha fazla miktarda apoptozis gorildiigii ve
aralarinda karsilastirildiklarinda epitel ve sebase bezlerde goriilen apoptozislerde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farklilhik oldugu goriildi. Fakat tiikiiriik bezlerinde goriilen
apoptozislerde istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi. Bu sonug¢ bize intrakiitandz
enjeksiyon uygulamasinda, uygulamanin iizerinden gegen siirenin ve ikinci doz
uygulamasinin apoptozise gidis siirecine katki saglayabilecegini gosterdi (Tablo 8).

Grup IlI'de ApopTag skorlarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmesi
iizerine alt gruplar kendi aralarinda ikili karsilastirildi. Bu karsilagtirmalar sonucunda grup Ila
ve IIb arasinda sadece sebase bezlerde apoptozise gidiste grup IIb lehine istatistiksel olarak
anlaml farklilik goriildii (Tablo 9). Bu sonug bize uygulama sonrasi gegen siirenin apoptozisi
artirdigin1 gosterdi. Birinci dozdan 30 giin sonra ikinci doz yapmamizin nedeni ise; literatiirde
calisgmamiza benzer bir c¢alisma olmamasi, btx uygulanan diger deneysel hayvan
calismalarinda™®** btx uygulanmast sonrasi 1. ayda etkinin kontrol edilmesidir. Bu nedenle
1. ayda btx etkisini degerlendirip tekrarlayan doz etkisini gormek agisindan 2. doz
uygulamayi yaptik. Btx etkisini 10. giinde ve 1. ayda degerlendirmemizdeki bir diger neden
ise; btx etkisinin sonlanmasmin dis kulak yolu epitelindeki siiresinin bilinmemesidir. Btx
etkisinin bitmesinin degerlendirilmesi, uygulama sonrasi 1., 2., 3. ay gibi farkli siirelerde
degerlendirilen hayvanlarin oldugu ileri deneysel ¢alismalarla desteklenmelidir. Grup lla ve
IIc karsilastirildiginda hem epitelde hem de sebase bezlerde apoptozise gidis, grup Ilc'de
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla idi (Tablo 10). Bu da bize uygulama sonrasi gegen
stirenin yaninda ikinci doz uygulamasiin da apoptozisi artirdigini gdsterdi. Bundan dolay1
ikinci doz uygulandiktan sonra gegen siirenin daha uzun tutulmasi: ve kontroliiniin 10. giinde
degil de 30. giinde yapilmasi, btx etkinliginin daha fazla goriilmesini saglayabilir. Grup Ilb ve
IIc karsilastirildiginda ise ApopTag skorlari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadigi goriildii (Tablo 11). Bu sonug ise ikinci doz uygulamasindan ziyade uygulama
sonrasi gecen siirenin apoptozisi baslatma yoniinden daha degerli oldugunu gostermektedir.
Bu nedenle hem ikinci dozun yapilmas1 hem de uygulama sonrasi beklenen siirenin uzatilmasi

ile daha olumlu sonuglarin elde edilecegi diistiniilmiistiir.
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6. SONUCLAR

1- Bu c¢alisma botulinum toksininin ratlarin dis kulak yolu epiteli ve salgi bezlerinde
inflamasyon, Kkalsifikasyon ve apoptozise yol ac¢tigmni; ancak c¢alismanin yapildigi siire

icerisinde sekresyon miktarinda ise degisiklige neden olmadigini géstemistir.

2- Kontrol grubu ile karsilastirildiginda iki grupta da inflamasyon oranlarinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmemistir. Fakat kalsifikasyon sadece enjeksiyonla botoks yapilan
grup Il'de gorildi ve hem kontrol grubu hem de grup I'e gore istatistiksel anlamli fazla

bulunmustur.

3- Tum gruplar arasinda apoptozis skorlarinda istatistiksel anlamli farkliliklar goriilmiistiir.
Botoks uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore apoptozis istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur. Enjeksiyonla botoks uygulanan grup Il'de tim ApopTag skorlari, topikal
botoks uygulanan grup I'e gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.

4- Teorik olarak botulinum toksininin epitel ve salgi bezlerinde apoptozise yol agmasi ile
salgilart azaltmasi ve dis kulak yolunda seriimen miktarmi diisiirmesi beklenebilir. Fakat bu
calismada sekresyon miktarinda degisiklik olmamasinin doz ve siire ile iligkili olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Bundan dolay1 uygulanan botulinum toksini dozunun artirilmasi, tekrarlayan
dozlarda uygulanmasi ve uygulama sonrasi gegen siirenin uzatilmasi daha olumlu sonuglar

verebilir.

5- Bu calismanin, dis kulak yolu epiteline botulinum toksini uygulamasi i¢in ilk deneysel
calisma olmasi nedeniyle ileri deneysel ve klinik caligmalar ile desteklenmesi gerektigi

distinilmistr.
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