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OZET

SICANLARDA POLIDIOKSANON iP, HYALURONIK ASiT DOLGU VE
BOTULINUM TOKSIN-A UYGULAMALARININ DERi VE BAG DOKUSU ILE
FOTOYASLANMA UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Koray Durmaz, Uzmanhk Tezi, Konya 2020

Amag

Bu projede polidioksanon (PDO) ip, hyaluronik asit (HA) dolgu ve botulinum toksin-A
(BTX-A) uygulamalar1 tek ve kombin kullanim yoluyla degerlendirilmis olup, deri ve
derialti dokuda olusturduklari olumlu ya da olumsuz degisimler, kombine uygulamalarinda
birbirleri Gzerindeki sinerjistik ya da antagonistik etkileri, ultraviolet (UV) maruziyetiyle
olusan fotohasar ve fotoyaslanma siireglerinde bu etkilerin nasil degisecegi incelenmistir.
Bu sayede insan derisindeki yaslanmada sec¢ilecek yonteme karar verilmesi i¢in bakis agisi

olusturulmasi hedeflenmistir.

Yontem

Projemizde Wistar albino siganlar (2-5 aylik, 200-250 g agirliginda, erkek, 20 adet 10'arli 2
grup) calismaya alinmistir. Sicanlarin bakim ve beslenmeleri Necmettin  Erbakan
Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapilmustir.
Tilim siganlarin sirt derisi 5 esit parcaya boliiniip 1-2-3-4-5 olarak numaralandirilmis ve sirt
bolgeleri tiraglandiktan sonra uygun anestezik ajanla genel anesteziye alinmiglardir. 1 nolu
alan kontrol alan1 olup buraya ip’siz igne derialtina uygulanip ¢ikarilmistir. 2.alana PDO ip
uygulamasi deri altinda Panniculus carnosus (PC) boélgesine uygulanmistir. 3.alana HA
maddesi intradermal dolgu olarak 0.02 ml uygulanmistir. 4.alana PDO ip uygulamasi ve
aynt seansta HA 0.02 ml uygulamasi yapilmigtir. 5.alana ise PDO ip ile beraber ayn
seansta HA 0.02 ml ve BTX-A 1U olarak uygulanmistir. ikinci gruptaki 10 sigana ise ayni
islemler yine tek seferlik uygulanip 320-400 nm dalga boyunda UVA, 138 mj/cm? ve 290-
320 nm dalga boyu olan UVB 130 mj/cm? haftada 3 giin olmak (izere 12 hafta boyunca
uygulanmistir. Her 2 gruptaki siganlarin genel durumu haftalik olarak kontrol edilmistir.
Uygulama bolgeleri (ip aksinda) ve c¢evresini de kapsayan doku ornekleri, transvers kesit
histolojik degerlendirme ve PCR ekspresyon analizi igin 5 mm punch biyopsi islemi ile

baslangigta, 4. ve 12. haftalarda elde edilmistir. Histopatolojik olarak epidermis ve dermis



kalinliklar, dermisteki kollagen ve elastinin kalitatif duzeyleri ve dizilimleri,
neokollagenez ve yeni elastin sentezi, yabanci cisim granulomlari, fibroz kapsiil yapisi,
histiosit ve dev hiicre formasyonu, fibroblast sayilari, inflamatuar hiicreler incelenmis ve
kiyaslamali olarak degerlendirilmistir. Kollagen 1 (Col1Al), Kollagen-3 (Col3A1l), elastin,
matriks metalloproteinaz (MMP) 2 ve 9, Nuklear faktor kappa B (NF-«xB), interlokin-6 (IL-
6) degerleri RT-QPCR ile olgiilmiistiir. Istatistiksel hesaplamalarda histopatolojik
degerlendirme i¢in SAS University Edition 9.4 programi kullanilarak yapilmis ve RT-
gPCR analizi icin web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi
kullanilmigtir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Calisma 18 siganla tamamlanmistir. Histopatolojik olarak solar elastoz UV alan grupta
anlamli olarak yiiksek ¢cikmistir. Tiim uygulama alanlarinda kollajenin kalitatif diizeyi ve
organizasyonu kontrol alani olan 1. alana kiyasla yiiksek bulunmustur. UV alan deney
grubunda UV almayan kontrol gruba kiyasla kollajen histopatolojik olarak daha az ve daha
dezorganize saptanmistir. PCR incelemede CollAl ve Col3Al dizeylerinde UV
uygulamasinin etkisiyle anlaml diisiisler gozlenmistir. inflamasyon ve vaskiilarizasyonda
kontrol alana goére materyal uygulanan alanlarda anlamli artiglar goézlenmistir.
Histopatolojik olarak kapsiil yapisi, dev hiicre graniilomu ve yabanci cisim reaksiyonu da

madde uygulanan alanlarda gézlenmis ve gosterilmistir.
Sonug

Calisma neticesinde yaslanma ve fotoyaslanmada etkili olabilecek PDO ip uygulama, HA
dolgu maddesi ve BTX-A’nin deri ve derialti1 dokuda meydana getirdikleri reaksiyonlar
neticesinde kollajen liflerinin organize diizenlenmesi ve ekspresyonlarini artirmasi
gosterilmistir. Fotoyaslanmay1 gosteren solar elastozda ve NF-KB ekspresyonunda artis,
tip 1 ve tip 3 kollajen diizeylerinde ise azalig anlamli olarak gdsterilmistir. UV uygulanan
grupta (fotoyaslanma) tek basina dolgu uygulamasinin, UV almayan grupta (fizyolojik
yaslanma) ip+dolgu kombine uygulamasinin kronik dénemde (12.hafta) antiaging olarak

daha effektif sonuglar getirdigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Polidioksanon Ip; Botulinum Toksin, Tip A; Dermal Dolgular;

Ultraviyole Isinlari; Wistar Ratlar; Deri Yaglanmasi

Proje N0:191518006 Destek Veren Kurulus: Tiirk Dermatoloji Dernegi
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF POLYDIOXANONE THREAD,
HYALURONIC ACID FILLER AND BOTULINUM TOXIN-A TREATMENTS ON
THE RATS SKIN, CONNECTIVE TISSUE AND PHOTOAGING

Dr. Koray Durmaz, Master Thesis, Konya 2020
Objective

This project evaluates polydioxanone (PDO) thread, hyaluronic acid (HA) injection and
botulinum toxin type A (BTX-A) practices via single and combined use and analyzes their
positive or negative effects on skin and subcutaneous tissue, the synergistic or antagonistic
impacts they have on each other during combined application and how these impacts may
change during photo damage and photo aging processes caused by UV exposition. It is

aimed to create a perspective to make a decision about the method on aging of human skin.
Materials and Methods

Our project includes Wistar albino rats (2-5 months, weighing 200-250 g, male, and 2
groups consisting of 10). The rats were taken care of and fed in Experimental Medicine
Application and Research Centre (KONUDAM) in Necmettin Erbakan University. The
skin on the back of all rats were separated into 5 equal parts and given numbers from 1 to
5. After shaving their backs, general anesthesia was induced through a suitable anesthetic
agent. Area No. 1 is the control area and thread without needle was applied under the skin
and removed from this location. On the Area No. 2, PDO thread application was realized
on panniculus carnosus (PC) area of the rats. On the Area No. 3, HA material was applied
as 0.02 ml intradermal injection. On the Area No. 4, both PDO thread application and HA
0.02 ml application during the same session were realized. PDO thread and HA 0.02 ml
and BTX-A 1U was applied on the Are No. 5 within the same session. The same
procedures were applied on 10 rats in the second group only once and then 320-400 nm
wavelength UVA 138 mj/cm? was applied 3 times per week, with combination of 290-320
nm wavelength UVB 130 mj/cm? for 12 weeks. The general conditions of the rats in both
groups were checked on a weekly basis. The tissue samples including the areas of and
around the application will initially be obtained during the 4th and 12th weeks through 5
mm punch biopsy for the histological evaluation of transverse section. Histopathologically

epidermis and dermis thickness, qualitative levels and alignment of collagen and elastin in
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dermis, neocollagenesis and new elastin synthesis, foreign body granulomas, fibrosis
capsule structure, histiocyte and giant cell formation, fibroblast counts, inflammatory cells
were examined and comparatively evaluated. Collagen 1, Collagen 3, elastin, MMP-2,
MMP-9, NF-xB, IL-6 gene expression levels were measured. In the statistical analysis,
SAS University Edition 9.4 for the histopathological assessments and “RT? Profiler™ PCR
Array Data Analysis” for the RT-gPCR analysis were used. p<0.05 value were accepted

significant.
Results

The study was completed with 18 rats. Histopathologically, solar elastosis was
significantly higher in the group receiving UV. The qualitative level and organization of
collagen in all application areas were found to be higher compared to the control area 1. In
the experimental group receiving UV, collagen was less histopathologically less and more
disorganized than the non-UV control group. In the PCR examination, significant
decreases were observed in Col1Al and Col3A1 levels due to the effect of UV application.
In inflammation and vascularization, significant increases were observed in the areas
where the material was applied compared to the control area. Histopathologically, capsule
structure, giant cell granuloma and foreign body reaction were also observed and

demonstrated in the areas where the substances were applied.
Conclusion

As a result of the study, it has been shown that PDO thread application, HA filler and
BTX-A, which may be effective in aging and photoaging, increase the organized regulation
and increase the expression of the collagen fibers. An increase in solar elastosis and NF-
KB expression, which shows photoaging, and a decrease in type 1 and type 3 collagen
levels were shown to be significant. It was observed that the application of filler alone in
the UV treated group (photoaging), and the combination of the application of thread +
filler in the non-UV receiving group (physiological aging) brought more effective results in

the chronic period (week 12) as antiaging.

Keywords: Polydioxanone thread; Botulinum Toxins, Type A; Dermal Fillers; Ultraviolet
Rays; Rats, Wistar; Skin Aging

Project number: 19151800 Supporting organization: Turkish Society of Dermatology
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1. GIRIS VE AMAC

Deri yaglanmasi dermis ve epidermisteki incelme ile inflamasyon ve destek
yapidaki kaybin da bulundugu kompleks, fizyolojik bir siirectir. Dermal kollajen, HA ve
elastinin zamanla azalmasi ile derinin elastikiyetinde kaybolma meydana gelir. Bu
intrensek yaslanma siirecini sigara kullanimi, giines hasar1 gibi dis faktorler hizlandirir ve
sonugta yiiz ¢izgileri ve kirisikliklar meydana gelir. Fotoyaslanma, bu siireci hizlandiran
eksternal bir faktor olup, projemizde de bu amacgla kullanilmaktadir. Yiiz ifadelerinin
olusumuna yarayan kaslardaki kasilma da dinamik kirisikliklarin olusmasina zemin
hazirlar. Antiaging de amag deriyi sikilastirma, gerginlestirme, deri tonusunu koruma,

parlakligini artirma ve deride hiicresel yenilenmeyi saglamadir (1).

Son yillarda deri genglestirilmesinde ve kozmetik dermatolojide PDO ip, HA
dolgu maddesi ve BTX-A uygulamalar1 popiiler hale gelmistir. PDO, dokuda eriyebilir bir
ip materyali olup derinin kalitesini artirmak, kollajen tiretimini artirmak, lifting/asma etkisi
olusturmak amaciyla yaslanma Kkarsitt olarak kullanilmaktadir. Yerlestirilen iplerin
cevresinde ¢apraz kopriiler halinde kollajen olusmakta ve fibroz kopriuleme meydana
gelmektedir. HA, dermal ekstraselliler matrikste (ECM) bulunan, deriye yapisal destek ve
besin saglayan, derinin su tutma kapasitesini artirarak dolgunluk veren bir
glikozaminoglikan (GAG) dir. Derideki kirisiklik ve kivrimlari doldurmak, statik
kirigikliklart  gidermek amagh  kullanilir  (2). HA’in  dermal yeniden sekillenme
(remodelling) deki etkilerine yonelik literatiirde az sayida ¢alisma olup HA’in yalnizca
dermiste bulunmasinin degil ayn1 zamanda kollajen ve elastin lizerinde de say1 ve organize
dizilim agisindan anlaml etkisini gosteren bulgular vardir (3). BTX, gram (+) anaerobik
bir bakteri olan C.botulinum tarafindan iiretilir. Tedavi amaclh en sik kullanilan serotip
A’dir. BTX-A enjekte edildigi bolgede noromiiskuler kavsakta presinaptik norondan
asetilkolin salinimini engeller ve gegici paraliziye yol agar. Yiiziin 6zellikle iist 1/3’iinde
meydana gelen ve mimik kaslarmin kullanimmna bagli olusan dinamik kirigikliklarin
tedavisinde kullanilan BTX-A’nin dermal alandaki etkilerini gosteren az sayida ¢aligma

olup kollajen liflerin dizilimini iyilestirdigine dair bulgular mevcuttur (4).

Yaptigimiz bu ¢alismada PDO ip uygulama, PDO ip + HA uygulama ve PDO ip +
HA + BTX-A uygulamalarinin sican derisi ve bag dokusu iizerindeki etkinliklerini
makroskobik ve histopatolojik olarak gozlemlemek, olusturduklari dermal degisimleri

incelemek ve UVA+UVB ile indiiklenen fotohasar ve fotoyaslanma siireclerinde de olasi
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etkinliklerini saptamak, UV maruziyeti ve sonucunda olusan fotohasar ve fotoyaslanma
strecinin de bu degisime olan iyi yonde ya da olumsuz etkisinin de gozlenmesi
amaglanmistir. Bahsedilen ¢ metod insanlarda zaten uygulanmakta olup bu projede
karsilastirmali ¢alismasi yapilarak hangi yontem ya da kombinasyonun daha faydali sonug
verecegi elde edilmek istenmektedir. Bu calismadan elde edilecek verilerin insanda

yapilacak tedaviler i¢in bir 6ngdrii olugturmasi agisindan 6nemlidir.
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2. GENEL BILGILER

Deri yaslanmasi, zamanin (intrensek) ve cevresel faktorlerin (ekstrensek) hiicresel
ve ekstraselluler yapi iizerindeki etkilerinin kimulatif bir kombinasyonu ile olusan
fizyolojik bir stirectir. intrensek ve ekstrensek siirecler, deri yapisini ve islevini ayn1 anda
etkileyen, klinik ve biyolojik olarak iki bagimsiz sure¢ olup ortak mekanizmalari, yeni
yaslanma karsit1 (antiaging) terapiler gelistirmek i¢in benzersiz firsatlar saglayabilir (5, 6).
Intrensek yaslanma, biyolojik saate baghdir ve tipki diger i¢ organlar gibi derimiz de
bundan etkilenerek yavas ve geri doniissiz doku dejenerasyonuna girer. Intrensek
yaslanmada telomer kisalmasinin ve metabolik oksidatif hasarin major rol oynadigina
inanilmaktadir (7). Ekstrensek yaslanma derinin giines 1sinlart gibi UV radyasyona
maruziyetine ve ¢evresel kirlilige bagli gelisen bir siiregtir. Deride fotoyaslanmaya bagli
olarak incelik, kuruma, kirisikliklar, irreguler pigment degisiklikleri, telenjiektaziler, solar
elastoz ve ¢esitli benign ve malign neoplazmlar gorilebilmektedir. Fotoyaslanmig deriye
kiyasla intrensek yash bir deri daha ince, daha esit dagilimh pigmentasyon gosteren ve
daha yuksek laksiteli bir gorinime sahiptir (8). Hucresel diizeyde, deri yaslanmasinin en
O6nemli gostergelerinden biri dermal ECM atrofisidir. ECM; kollajen lifler, mikrofibril ve
elastik lif gibi {i¢ ana yapisal bilesen ile proteoglikan ve GAG' lardan olusan, derinin
mimari temelini olusturan bir yapi olarak islev goriir. Kollajen igerigindeki azalma, deri
hacmi ve derinin gerim kuvvetinde kayba yol agar, kirigikliklarin ortaya ¢ikmasiyla kendini
gosterir. Elastik liflerde ve mikrofibrillerde azalma, deride gevsemeye ya da laksiteye yol
acar. Proteoglikan ve GAG'larda azalma da derideki yaslanma, hidrasyon kaybi ve hiicre
ici sinyal iletiminde bozulma gibi slreclerde beklenir. Bu ECM degisiklikleri sirayla, her
biri derinin fiziksel goriinimiine zarar verebilecek olan hiicresel yaslanma, reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) ve proteolitik enzim tretimindeki artisa yol agarak deri yaslanmasi

strecini tetikler (9).
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2.1.TARIHCE

Insanlik her zaman o6liim ve yashiliktan endise duymustur ve bu, yasamda
kaginilmaz bir seydir. Yaslandik¢a canliligimizi, zihinsel kapasitemizi ve giizelligimizi
kaybederiz. Insanlarin yaslanmaya (aging) veya yaslanmay1 tersine ¢eviren (antiaging)
cozlmlere odaklanip arastirmasi tarih boyunca varolan ve sasirtici olmayan bir sireg
olmustur. Efsaneler milattan énce (M.O.) 5. yiizyila (yy) kadar uzanmaktadir. Yunan
taringi Herodot, o zamanlarda Makrobiyenlerin tlkesinde 0zel bir su tir( igeren bir
¢esmeden bahsetmis ve onlara olaganiistii uzun émiir verdigini belirtmistir. Yine efsaneye
gore; 16. yy da, Ispanyol kasif Juan Ponce de Leon (1474-1521) yaslanma siirecini tersine
cevirebilen ve hastalig1 iyilestirebilen biiyiilii bir su kaynagi olan Genglik Cesmesi'ni
ararken Florida'y1 kesfetmistir. Ancak ne yazik ki gergekte genglik ¢esmesi mevcut
degildir. Yiizyillar boyunca siiregelen sayisiz arayislar ve ¢oziim yollari, insanlarin
antiaging teknikler olarak adlandirilan yiiz genclesmesini (rejuvenasyon) siirdiirmelerine
ve hatta iyilestirmelerine yardimci olmustur. Temel olarak, yuz rejuvenasyonunda
kozmetik / tibbi tedaviler; diger bir deyisle kremler, merhemler, kimyasal soyma,
dermabrazyon, dolgu islemleri veya invaziv cerrahi prosediirlerden faydalanilabilmektedir.
Nispeten yakin bir donemde piyasaya siirillen radyofrekans ve lazer uygulama gibi
teknolojiye bagl secenekler de mevcuttur (10). Bebeklikten yagliliga kadar degisimsel
anlamda evrim geciren yiiz anatomisi ve fizyolojisinde genclestirmeyi amaclayan cerrahi

ve cerrahi olmayan teknikler, tarihsel olarak cogunlukla ampirik olmustur (11).

Yiizyillar boyunca, sadece fizyolojik yashlikta degil, giinese asir1 maruz kalmanin
bir sonucu olan yiliz kirisikliklarinin diizeltilmesinde de antik Misir donemine dayanan
sigla sakizi igeren mum bazli bir karisim, moringa yagi, 6giitiilmiis Kibris otu ve fermente
bitki sular1 gibi tek basmma veya kombinasyon halinde kozmetik amagli maddelerin
kullanimi hakkinda ¢ok sey yazilmistir. Rénesans'ta, italyan doktor Giovanni Marinelli
(16. yy) tamamen kadinlarin giizelligine ve bu giizelligin kremler, merhemler ve diger
ilaglarla nasil korunacagina adanmis ilk ders kitabin1 yayimlamistir. G.Marinelli, yiz
kirigikliklart i¢in bakla ile karistirilmis geyik boynuzu tozunun kullanilmasini dnermistir.
Birkag yil sonra, Prof. Girolamo Mercuriale (1530-1606), kozmetik (izerine De
Decoratione'yi yazmis ve burada viicudun goriiniimiinii ve giizelligi iyilestirmenin nasil
miimkiin oldugunu anlatmistir. ingiliz doktor John Bulwer (1606-1656) ise kadin yiiziiniin

miikemmelligini takdir ederken, her turli kozmetik tedaviye ve viicudun degistirilmesine
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kars1 bir tavir sergilemistir. 1653 yilinda yayimlanan “Antropometamorfoz...” adli kitabi
ise, insan zihninin kibirlilikten dolay1 aptalligin1 gostermeye ¢alisan sayisiz illiistrasyonla

doludur (10).

2.1.1 Dolgunun Tarihgesi

Bazen trajik, genellikle de felaketle sonuglanan enjekte edilebilirlerin (enjektabl)
bir formu olan dolgunun tarihgesine bakildiginda, 6nemli bir Alman kimyager olan Baron
Carl von Reichenbach (1788-1869) tarafindan 1830'da kesfedilen parafin mumu, modern
zamanlarda kullanilan ilk enjektabl malzemeydi. Parafini Viyanali doktor Robert Gersuny
(1844-1924), sifilizde sik goriilen kikirdak reabsorbsiyonuna sekonder sele burun
deformitesinin diizeltilmesinde kullanmistir. Ayrica derin nasolabial kivrimlarda, alin
cizgilerinde, boyun kirisikliklarinda da uygulanmistir. Bu siiregten sonra, paraffin cesitli
kozmetik ve fonksiyonel uygulamalarda popiilarite kazanmistir. Bu malzemenin
hazirlanmas1 asamasinda kullanilan balmumu, yag ve vazelin nedeniyle gelisen
“parafinoma” olarak adlandirilan yabanci cisim reaksiyonu ve graniilomatdz reaksiyonlar
tetiklenmis, doku nekrozu, pulmoner emboli ve enfeksiyon tablolar1 gelismistir. Boylelikle
ortaya ¢ikan komplikasyonlarla yeni mucize sonmeye baslamistir. Paraffin 1960’lara kadar
burun, yiiz ve memeye enjekte edilmeye devam etmistir.
1893°te Neuber, kolladan aldif1 yag dokusunu yiiz defektlerine transpante etmistir. Ik
kozmetik cerrahlardan biri olan Charles C. Miller (1880-1950), 1926°da Cannula implants
kitabinda dolgular1 ele almis ve Gutta-percha, seliloit veya kaucguk stngerlerin bir
degirmende oOgiitiildiikten sonra 1sitilarak ¢Okiintiilerin, kaz ayaklarimin, nasolabial
oluklarin ve eyer burunun diizeltilmesinde kullanimini 6nermistir. Malzemeleri deri altina
enjekte edebilmek icin ise 6zel bir siringa kullanmigtir. “Silikonlarin babasi” olarak bilinen
Amerikali kimyager James Franklin Hyde (1903-1999), diisiik toksisiteleri nedeniyle, saf
silikonlarin kullanimina 6ncelik vermistir. Kolayca sterilize edilebilen inert bir malzeme
olarak kabul edilen, likit silikon dudaklarin dolgunlugunu arttirmak veya nazolabial
kivrimlar1  diizeltmeden dogrudan kullanilmis olup ayrica goglis biiylitmede de
uygulanmistir. Yine bu siirecin sonrasinda renk degisikligi, enfeksiyon, migrasyon,
“silikonoma” olarak adlandirilan granulom formasyonu olusumu, dokularda sertlesme
gibidramatik komplikasyonlarla karsilasilmistir. Sivi silikon 30 yili askin bir siiredir
yumusak doku artist i¢in Almanya, Isvigre ve Japonya’da kullanilmaktaydi. Yiiz

bolgesinde ozellikle dudaklarda, alin ¢izgilerinde, kaz ayaklar1 ve yanaklarda kullanimim

19



belgeleyen cok sayida literatiir mevcuttur. 1992 yili Ocak ayinda ABD Gida ve ilag Idaresi
(FDA) tarafindan s1vi silikon enjeksiyonunun kullanimi durdurulmustur.

1980’lere gelindiginde sigir kollajeninin dolgu maddesi olarak kullanimiyla
dolguda 6nemli bir asama katedilmistir (12). Son yillarda ise dolgu maddeleri kullanilarak
genclestirme uygulamalari, hastalarin da hizli iyilesme ve minimal invaziv prosedir
beklentisinin yiikselmesiyle onemli derecede artis gostermistir. Bu siiregte daha gtvenli
madde arayislariyla kollagen, poli-L-laktik asit (PLLA), hidroksiapatit, HA gibi dolgu
malzemesi se¢enekleri de ortaya ¢ikmistir. GUniimizde, estetik yiz uygulamalarinda dolgu
maddeleri, en popiler minimal invaziv kozmetik prosedirlerden birini temsil etmektedir
(10).

2.1.2 Botulinum Toksin Tarihgesi

“Mucize toksin” olarak da adlandirilan BTX, Clostridium botulinum bakterileri
tarafindan tiretilen bir ndrotoksin olup kaslar1 gegici olarak felg ederek etki gostermektedir.
Toksin, presinaptik noronlardan asetilkolin salinimini  bloke eder, bdylece kas
kasilmasindan sorumlu sinir uyarilarin1 6nleyerek paralizi olusturur. Bu toksin tehlikeli bir
gida zehirlenmesi formu olan botulizmden sorumlu olup bugiine kadar sekiz farkli serotipi
tanimlanmustir (A, B, C1, C2, D, E, F ve G). A ve B tipi toksinler, insanda hastaliga neden
olabilmektedir ve terapdtik olarak da kullanilmaktadir. Bu iki serotip guzellik ve
kozmetoloji alaninda yogun bir sekilde incelenmis ve kullamilmistir. BTX, glabellar
cizgileri ve derin alin kirisikliklarini, kaz ayaklarini ve perioral dudak ¢izgilerini azaltmak
icin estetik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Yine nasolabial oluklarda da bir
secenek olabilir (13).

BTX zehirlenmesi ¢ok eski zamanlardan beri insanlig1 etkilemis gibi goriinmektedir. Hint
tarthi, Maharajas'in sosislerden c¢ikarilan “zehir” 1 kullanarak diismanlarini 6ldiirdiigiini
gosterir. Botulizmin ilk tarihsel tanimi1 1735'e dayanir ve 1793'te Almanya'da, birkag kisi
pismemis sosis yedikten sonra Slmiistiir. Bu gida zehirlenmesinin, kan ve baharatlarla
doldurulmus domuz midesinden yapilan popiiler bir yerel gida olan “Blunzen” tiiketiminin
sonucunda oldugu kanisina varildi. Alman doktor Justinus Christian Kerner (1786-1862)
botulizmi ilk inceleyen kisiydi ve yeni toksini “sosis zehri” olarak adlandirdi. 1895'te
Bakteriyoloji Profesori Emile Van Ermengem (1851-1932) Clostridium botulinum
bakterisini jambondan ve kurbanlarin cesetlerinden izole etti. Latince sosis anlamina gelen

“Botulus” kelimesine “Bacillus Botulinus” toksini adin1 verdi. Yirminci yilizyilin
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baslarinda, gida konserve endiistrisi patlama yasiyordu ve bununla birlikte BTX
zehirlenme riskinde artis meydana gelmisti. 1944'te biyokimyacit Edward Schantz (1908-
2005) Clostridium botulinum’u kdlttrde Uretti ve toksini izole etti. Ek olarak, daha sonra
toksinlerin farkli serotipleri kesfedildi (13). 1949'da Burgen’in grubu toksinin
noromuskdler iletimi engelledigini kesfetti. II. Diinya Savasi yillarinda Carl Lamanna ve
James Duff'un yaptig1 arastirmalar, toksinin konsantrasyon ve Kristalizasyon tekniklerinin
kesfedilmesine yol agti. FDA tarafindan 1989’da BTX tip A 12 yasindan kiigiik ¢ocuklarda
sasilik, blefarospazm ve hemifasiyal spazmi tedavi etmek i¢in onayladi. FDA 2002 yilinda,
1990’11 yillarda estetik amagli ¢ift kor ¢alismalarda denenen BTX in glabellar gizgilerin
goriiniimiinii iyilestirmek i¢in kozmetik amach kullanimini onayladi; temmuz 2004'te de
aksiller hiperhidrozun tedavisinde kullanimi kabul edildi. 2013 yilinda FDA kaz ayagi
cizgilerinin tedavisinde kozmetik amagli kullanim i¢in BTX tip A’ya onay vermistir;
ayrica kas kaldirma ve depresyonunda, temporomandibular eklem bozukluklarinda
endikasyon dig1 kullanimi mevcut olup glinimuzde, bu toksin yaslanma karsit1 tedavide
uygun bir secenektir. Ayni1 zamanda lazerler, cerrahi prosediirler ve dolgu maddeleri gibi
diger yaslanma karsit1 prosediirlerle karsilastirildiginda, daha hizli ve dramatik sonuglar

veren, daha az invaziv, uygulamasi daha kolay ve daha hizli bir prosedirdur (13).

2.1.3 Ip uygulama tarihgesi

Ip uygulamasiyla yiizde askilama islemi, kiiciik komplikasyonlar1 olan giivenli bir
prosediir olup standart ritidektomi cerrahisine gore sinirl yara izi, hizli iyilesme, minimal
komplikasyonlar ve daha az maliyetle genclesme umuduyla ortaya konmustur. Kilgikl
(barbed) ipler, yiz pitozisinin diizeltilmesi amaciyla 1992 yilinda Durham’dan arastirmaci
Ruff ve 1996 yilinda da Moskova’dan Sulamanidze ve ark. tarafindan kullanilmistir.
Ruff’un tek yonlii, kilgikli, polipropilen siitiirlerinin 2004 yilinda FDA tarafindan yiiz ve
boyun bolgesi pitozisinde lifting etkisiyle kullanimi onaylanmistir. Sulemanidze ve ark.
sutlrleri ve antipitotik iplikleri mavi propilenden ve cift yonlii kilgikli olarak yapmaislardir.
Bu sutirler dermise sabitlenerek lifting etkisini gdstermektedir (14). Sulemanidze’nin
literature kazandirdigi Aptos ip uygulamalarint Woffles ip uygulamalari, Waptos sutiir
uygulamalari, Isse indirek dikenli ip uygulamalar1 ve Silhoutte soft ip uygulamalar takip
etmistir (15). Giiniimiizde fasiyal rejuvenasyonda ¢esitli materyallerden yapilan ve farkli

ozelliklere sahip ip malzemeleri kullanilmaktadir.
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2.2 ETIYOPATOGENEZ
2.2.1 Yaslanma Fizyolojisi

Yaslanma, kacginilmaz, kompleks, dogal bir fizyolojik siire¢ olup hiicresel
aktivitenin azalmasi, rejenerasyon kabiliyetinde azalma, detoksifikasyon yeteneginin
yavaslamasi ve immiinitede zayiflamay1 icermektedir. Deri viicudumuzun en biiyiik organi
olup, fizyolojik yaslanma prosesinde diger organ ve sistemlerle beraber deride ve bag
dokuda da yaslanma meydana gelmektedir. Deri yaslanmasi basitce iki gruba
ayrilabilmektedir: kronolojik yaslanma ve fotoyaslanma (16).
2.2.2 Bag Dokusu

Yaslanma siirecinin bir pargasi olarak, bag dokusu hiicreleri tarafindan iiretilen
ekstraselliiler matriksin (ECM) ¢esitli bilesenlerinin sentezinde artis meydana gelmektedir
(6r: fibronektinin, gen Triinii olarak dogrudan sentezinde artis veya postsentez
modifikasyon yoluyla ekspresyonunda artig) (17). Bag dokusu yaslanmasi siireci
fibronektin ve elastaz upregtlasyonu ile laminin ve kollajende modifikasyon gibi protein
ekspresyonunu ilgilendiren basamaklar1 kapsamaktadir (18).
2.2.3 Kollajen

ECM’nin yapisal proteinlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan kollajenin su ana
kadar bilinen en az 28 alt tipi mevcuttur. Her bir kollajen, yapisal olarak benzersiz bir alfa
(o) zincirin birbiri {izerine sarilarak trimerik yapi olusturmasiyla meydana gelir (6r:
Kollajen tip 1 al olan CollAl proteini iki al ve bir tane a2 zincirlerinden olusan
heterodimerik bir yapiya sahiptir.) . a zincirlerin her biri glisin amino asidinin 3. konuma
yerlestigi tekrarlayan amino asit Ggliilerinden olusur. Diger amino asitler zincirin ve
dolayisiyla kollajenin spesifik tipini belirleyebilmektedir. Glisin amino asidinin yerlesimi,
kollajenler icin karakteristik {igli sarmal yapi olusumu igin ¢ok Onemlidir (19).
Posttranslasyonel modifikasyonla lizil oksidaz enzimi sayesinde kollajen fibrillerinin
kovalent capraz bag olusumu da proteolitik degredasyona diren¢ anlaminda kollajen
stabilitesinde oldukca 6nemlidir (20). Kollajen proteini dretiminde en gugli uyaran
Transforming growth factor B (TGF-p) olarak dikkat cekmektedir. Bu biiylime faktorii ayni
zamanda yaslanma prosesindeki basamaklarda esansiyel olup patolojik bir siire¢ olan

fibroziste de 6nemli bir rol Gstlenmektedir (21).
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Kollajen alt tiplerinden tip 1 ve tip 3 fibriler kollajen grubunda yer alir ve
tendonlarin, baglarin omurgasini olusturur. Tip 2 kollajen ise daha ziyade kikirdakta yer
alir. Fibriler kollajenler prokollajen olarak salgilanir ve gesitli proteazlar tarafindan
islendikten sonra aktif kollajen formuna doniistiiriiliir. Fibril yapisi olusumu ve
organizasyonu belirli proteoglikanlar tarafindan diizenlenir (6r: decorin, fibromodulin,
lumican). Capraz koprilesme, kollajenin fibriler yapisinin stabilitesinde olduk¢a 6nemlidir.
Bunun disinda ECM’nin entegrasyonu ve stabilitesinde de kollajen, proteogllikanlar,
fibronektin ve diger glikoproteinlerin etkilesimleri ©onemli yer tutmaktadir (17).
Embriyonik donemde baskin olan tip 3 kollajen, erigkin bir insanda total kollajenin %10
kadarini olusturur. Postnatal erken donemde tip 1 kollajen sentezindeki hizlanmna sonucu
eriskin dénemde tip1/tip3 kollajen oran1 yaklasik 8/1 olur (22).

Yiiz yaslanmasinin kritik bir bileseni olarak hacim kaybinin daha iyi anlasilmasi
ve hacim degisiminin cerrahi ve cerrahi olmayan terapétik algoritmaya entegrasyonu,
muhtemelen yiz rejuvenasyonu alanindaki en Onemli basamaklardandir. Yiiziin tim
yapisal doku katmanlarinda zaman icindeki kiimiilatif degisiklikler, tiim yiizlin
morfolojisinde sekil, orantilar ve topografya acisindan bir degisiklige yol acar. Yiiz
anatomisinde geleneksel bolgesel yaklasim; yizin (st, orta ve alt tgte ikisini dikkate
almaktadir (11). Yash derinin 6nemli bir 6zelligi, ¢ogunlukla uzun dalga ultraviyole
isiktan  digsal yaglanma nedeniyle ortaya ¢ikan dermal kollajen matriksinin
parcalanmasidir. Fibroblastlar, kollajen ve kollajeni parcalayan enzimlerin normal, dengeli
tiretimi i¢in kritik olan gerilmeyi Onleyerek parcalanmis kollajene baglanamazlar. Bu
dengesizlik yaslanma siirecini kendi kendini devam ettiren, hi¢ bitmeyen zararli bir
donglde ilerletir (11). Fibriler yapist ve bollugu nedeniyle, tip I kollajen, kozmetik
endiistrisi tarafindan liretilen g¢esitli yaslanma karsiti ve kirisiklik karsitt kremlerde en

yaygin olarak kullanilan kollajen tipidir (23).

2.2.4. Proteoglikan

Proteoglikanlar, kendisine bagl bir veya daha fazla GAG zincirine sahip bir
protein c¢ekirdeginden olusan karmasik molekiillerdir. ECM'nin organizasyonu ve
stabilitesi, hiicre proliferasyonu, biiylime faktorleri ile etkilesimler ve tiimor hiicresi
biiylimesi dahil ancak bunlarla sinirli olmamak tizere birgcok hiicresel fonksiyonda énemli
rol oynarlar (24). Agrekan ve versikan iki énemli proteoglikan olup, hyaluronan ile non
kovalent baglanma yaparlar. Cok sayida kondroitin ve keratan sulfat zinciri agrekan

cekirdek proteinine baglanir. Bu, agrekan iceren ECM'nin su c¢ekmesine ve esneklik
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kazanmasina yardimci olur. Bu, kikirdak ve tendon gibi diger dokularda ve aterosklerotik
kan damarlarinin duvarlarinda Ozellikle onem kazanir. Versikan ise dermiste, aort
medyasinda ve tendonlarda elastik fibrillerle bir arada bulunur. Agrekana benzer sekilde,
versikan tendonun yeniden modellenmesi icin 6énemlidir, dermiste versikan varligi deri
yaslanmasi siirecinde onemli rol oynar (17). Fetal deri en yuksek miktarda versikan igerir,
icerigi postnatal olarak diiser (25).
2.2.5. Elastin ve Elastik Lifler

Elastin, elastik liflerin ana bileseni olan bir yapisal proteindir. Hidrofobik amino
asitlerin yiiksek icerigi (6zellikle valin, prolin ve glisin) elastini elastik ve ¢ok dayanikli
hale getirir. Alternatif hidrofilik alanlar, gapraz baglanarak elastik mikrofibrilleri stabilize
eden lizin igerir. Elastik lifler cogunlukla doku gelisimi sirasinda sentezlendiginden, eski
dokular genclere gére daha az miktarda ve pargalanmuis elastik lifler icerir(17).
2.2.6. Fibrillinler

Elastik dokudaki mikrofibrillerin ¢ekirdegini olustururlar, burada elastik fibriller
ve lifler olusturmak igin tropoelastin ile ve ayrica gesitli dokularin ECM'sindeki
integrinlerle etkilesirler. Fibrillinler, elastik dokularda iskeleler insa etmeye katilir ve
birgok organin yapisal biitiinliigiine katkida bulunur (26).
2.2.7. Fibronektin

Fibronektin, buyuk bir glikoprotein olup (230-270 kD molekiil agirligi), hem
ECM'de hem de plazmada ¢ok sayida izoformu bulunur. Hiicre zari reseptorlerine
(integrinler) ve ECM bilesenlerine (kollajenler, proteoglikanlar, fokal yapisma molekiilleri)
es zamanl olarak baglanabilme 6zelligi sayesinde fibriler kollajenlerin, trombospondin-I
ve fibrillin-1 dahil mikrofibrillerin organizasyonunu diizenlemede gorev alir (26).
2.2.8. Laminin

Bir bagka 6nemli glikoprotein olan lamininlerin (500-800 kD) varlig1; integrinlere,
distrofoglikan veya siilfatlanmis glikolipitlere baglanarak hiicrelere yapistiklar1 bazal
membran ile smirhidir. Bu, lamininlerin hiicrelere yapisma, farklilagsma, yer degistirme,
fenotip stabilitesi ve apoptoza karsi direng gostermesini saglar. Tip 4 kollajen ve
fibronektinin upregllasyonundan sorumlu olup bazal membran stabilitesini saglayan bir
gorev Ustlenir (26).
2.2.9. Deri yaslanmasi siirecinde bag dokunun yeri ve 6nemi

Yaslanmanin en belirgin ve goriiniir belirtilerinden biri, hem epidermiste hem de
epidermal atrofi seklinde ve dermisin ECM'sinde meydana gelen sayisiz degisikligin bir

sonucu olan deri kirigikliklar1 ve sarkmasidir (27). Dermal kollajenin %80'i tip | kollajen
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ve geri kalan %20'si ¢ogunlukla tip III kollajen ile temsil edilir (19). Yaslanan derideki
temel degisiklik, fibriler kollajendeki ve bu kollajenin sentezinde goOrev alan deri
fibroblastlarindaki azalmadir. Bu fibril demetleri ayn1 zamanda yaslilikla beraber incelir ve
pargalanir. Gilines veya UV hasarina maruz kalan deride bu degisiklikler abartili bi¢imde
fazla goralur (28). Carrino ve ark., deride en bol miktarda bulunan proteoglikanlar olan
decorin ve versikanin ekspresyonlariin yaslanma siirecinde degistigini gostermistir (25,
29, 30). Dekorin tip 1 kollajene baglanip, kollajen fibrillerinin organizasyonunda etkili
oldugundan dekorin yapisinda ve konformasyonundaki herhangi bir degisikligin kollajen
diziliminde, biyomekanik 0Ozelliklerinde, derinin gerilim kuvvetinde ve kirisiklik
formasyonu olusumunda etkileri olmaktadir (17). Dekorinin katabolik fragmani olan
decorunt deri yaslanmasi siirecinde intakt dekorinin yerini alarak birikim gosterir. Dekorin
ve decorunt, kollajen fibrillerle birlikte ECM’de yer alir. Decorunt, kollajen i¢in baglanma
bolgesinden yoksun oldugundan, dekorinin kollajen fibrillere diizgiin baglanmasindaki
azalmanin, kollajen fibrillogenezinin bozulmasina ve dolayisiyla dekorinden yoksun
farelere benzer sekilde, derinin gerilme Kkabiliyetinde azalmaya neden oldugu
varsayllmaktadir (30, 31). Bir diger deri proteoglikani olan versikanin kondroitin stilfattan
yoksun V3 splice varyanti elastogenezi stimule etmektedir. Versikanin bir bileseni olarak
kondroitin siilfat bulundugu zaman elastik liflerin olusumu engellenir. Elastik lifler derinin
esnekliginde onemli rol alir ve bu liflerde meydana gelebilecek yapisal degisiklikler,
fibulin-5’te (mikrofibril igeren tropoelastinle iliskilendiren bir molekiildiir) kismi diisiise
yol acarak deri yaslanmasi siirecine katkida bulunur.

HA (hyaluronan), N-asetil-glukozamin ve glukuronik asit birimlerinin ¢ok sayida
disakkaritinden olusan biiyiik bir siilfatlanmamis glikozaminoglikandir (32). Herhangi bir
cekirdek proteine kovalent olarak bagli degildir, ancak bir baglayici protein vasitasiyla
agrekan ve versikana baglanir. Dermiste bol miktarda bulunur, anti aging etkisi
higroskopik 6zelliginden kaynaklanir (33). Bir bagka ifadeyle, hyaluronan biiyiik miktarda
su tutma kapasitesine sahiptir ve bu sayede derinin hidrate olmasini saglar. Hyaluronan
varligi kollajen lifler arasindaki siirtiinmeyi azaltir (34). Yaslanma veya UV kaynakli hasar
sirasinda azalan hyaluronan varligi, frajil deri yapisina, gecikmis yara iyilesmesine, senil
purpuraya, stellat pseudo-skarlara ve deri atrofisine yol agar (35).

Yaslanan deride MMP- 1, 2 ve 3'in upregulasyonunun kaybedildigi
kaydedilmistir (34). Yapilan ¢aligmalar, MMP aktivitesinin, yaslanma siirecinin
kendisinden ziyade gilines UV radyasyonu ile iliskili oksidatif metabolizma ve oksidatif

olaylarla uyarildigini géstermektedir (19).
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Yaslanmayla beraber deri yapisindaki dermal degisiklikler, derinin biyomekanik
parametrelerinde, deri sertliginin artisinda ve esneme kabiliyetinin azalmasinda 6nemli etki
gosterirler. Bu biyomekanik bozulmay1 aym1 zamanda kollajen, elastin ve proteoglikan
igerigindeki azalma, capraz bagli kollajen lifleri ve matriks proteinlerinin glikasyonunda
artis ve kollajen liflerinin pargalanmasi da tetikler (36). Yasa bagimli elastin ve kollajen lif
degredasyonunda artigla dermal elastisite ve dermal fibroblastlarin islev yeteneginde
azalmalar meydana gelmektedir. Parcalanmis kollajen ile inflamatuar sureclerin
uyarilmasi, sadece deride yaslanma degisikliklerini hizlandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
inflamatuar mediatdrlerin sistemik dolasima girmesi ve diger organlara ulagmasi {izerine

organizmanin genel yaslanmasina katkida bulunabilir (19).

2.2.10. UV hasari ve fotoyaslanma

Fotoyaslanma (dermatoheliyozis), kronik UV maruziyetine bagli 6zellikle giinese
maruz kalan deride olusan kompleks deri degisiklikleri stirecidir. Deri tipi (Fitzpatrick deri
tipi 1, 2, 3 olan agik tenli kisiler; deri tipi 4, 5, 6 olanlara gore fotoyaslanmaya daha ¢ok
meyillidirler), etnik kdken (6rnegin Kuzey Avrupa irklart), yasam sekli aligkanliklari, dis
ortamda yapilan meslekler ve yasanilan cografyaya (yiiksek rakim, ekvatora yakinlik gibi)
gore bu slreg cesitlilik gostermektedir.Bireyin UV 1smina maruz kalma sikligi, giines
koruyucu krem kullanimi, fiziksel korunma da fotoyaslanmanin siddetini belirleyen
faktorlerdendir. Kiimiilatif olarak toplam maruz kalinan UV miktar1 fotoyaglanmada direkt

belirleyici rol Gstlenir (37).

2.2.11. Isik ve Deri Iliskisi

Isigin dalga ve foton adi verilen partikil 6zellikleri bulunur. Fotonlarin deri
ylzeyine temasi ii¢ secenekle sonlanabilmektedir: yansiyabilirler, sagilabilirler ya da
derideki kromoforlar tarafindan emilebilirler.Yansima deri ylizeyinde gergeklesir ve
deriden yansiyan 151K, tedaviden ziyade tanisal amagli kullanilir. Sagilmada 151k, deride
yayilma yoniinii ve ne kadar derine gidecegini belirler.Cogunlukla sacilan foton, kollajenin
varligindan dolay1 dermiste bulunur. Sagilmada 15181 dalga boyu da rol oynar; 6rnegin
UVB (290-320 nm) gibi kisa dalga boylar1 daha ¢ok sacgilarak genel olarak epidermiste ve
ust dermiste absorbe olurken; UVA (320-400 nm) gibi daha uzun dalga boylar1 daha derine
penetre olarak absorbe olurlar. Emilen fotonlarda ise 1s1 olusturma veya fotokimyasal
reaksiyon ortaya cikar. Farkli kromoforlar degisik dalga boylarindan etkilenir, bu yolla
cesitli kutanoz etkiler olusur (38). Derideki kromoforun fotonu absorbe etmesiyle,
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kromofor uyarilmig gegici bir forma degisir. Daha sonra tekrar sabit forma gecerken ise
151k ya da 1s1 olarak enerji yayilir. Bu sayede kromofor kimyasal degisim gecirir ve enerjiyi
baska bir molekiile transfer etmis olur (39).

Kronolojik yaslanmada hiicrelerin dogal yaslanma siireci rol oynarken
fotoyaslanma ve fotohasarda UV maruziyeti gibi dis faktorler de tetikleyici olmaktadir.
Fotoyaslanmis deri dokusunda epidermis daha kalin olup dermiste ise daha derine penetre
olan UVA 1sinlar1 nedeniyle daha kronik hasar s6z konusudur. UVA yalnizca daha derine
penetre olmaz; keratinositlere etki ederek DNA, protein ve lipidlerin hasarlanmasina neden
olan ROR’lerin olusumuna, hiicre membran yag asitlerinin salinimina, bu yag asitlerinin
metabolize edilerek siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LOX) yolaklart araciligiyla
eikosanoidlere doniisiimiine ve bu sayede fotoyaslanmay1 tetikleyen sitokinlerin ve
biyume faktor reseptorlerinin aktivasyonuna neden olur (40). Bunlar da sirasiyla
transkripsiyon faktor aktivator protein-1 (AP-1) ve NF-kB’yi uyarirlar. AP-1’in uyarilmasi
ile aktive olan MMP'lar kollajen yikimina 6nciiliik eder. MMP-1, MMP-3 ve MMP-9’un
birlikte degrade edici etkisiyle tip 1 ve tip 3 kollajenin yapisi bozulur (41). Ayrica AP-1
dermisteki tipl ve tip 3 prokollajen gen ekspresyonunu da azaltarak kollajen dretimini
inhibe eder. ROR vyoluyla aktive edilen NF-xB; interlokin-1p, TNF-a, IL-6, IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinler de UV hasarinin artisina katkida bulunurlar (37, 42). Dermiste en
yogun miktarda bulunan tip 1 kollajen ile deriye elastikiyetini veren tip 3 kollajen, UV
maruziyeti sonucu uyarilan matriks metaloproteinazlar (MMP) ile dejenere olmaya baslar.
Fotoyaslanmis deride tipl ve tip 3 prokollajen sentezi azalir, Kollajen fibrilleri
diizensizlesmeye ve bozulmaya baslar (38, 43, 44). Fotoyaslanmis deride tip 3/tip 1
kollajen oran1 azalir ve elastin artig gosterir. Tip 1 kollajen seviyesinin diisiikliigii,
fotohasarin derecesiyle korelasyon gosterir. Erken donemde arttiklari igin tenascin ve tipl
prokollajenin fotoyaslanmanin en erken olusan gdstergeleri olabilecegi, ilerleyen donemde
artmalar1 nedeniyle de elastin ve tip 3 prokollajenin fotoyaslanmanin ge¢ evrelerine isaret
olabilecegi disiiniilmistiir (45).

Fotoyaglanma siirecinde UVA ve UVB birlikte rol almaktadir (16). UVA, UVB'ye
gore yeryliziine daha fazla ulagip dermisin daha derinlerine kadar etki gostermektedir.
UVB temel olarak epidermiste hiicresel DNA tarafindan absorbe edilmesi neticesinde
siklobiitan pirimidin dimerlerinin olusumuna yol agarak deride hasar yapar. UVB hasariyla
giines yaniklari, fotokarsinogenez, fotoyaslanma ve immiinsiipresyon meydana gelir (37).
Fotoyaslanmanin olusumundan intra veya interseliiler mediyatorler (TNFa-R, EGFR ve

IL1-R), intraseliiler sinyal kaskadi aktivasyonu (AP-1, NF-xB gibi), MMP 'ler yoluyla
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kollajen dejenerasyonu ve inflamatuar infiltratlarin yaptigi hasarlanmalar sayilabilir (41).
Ancak, fotoyaslanmanin detayli mekanizmasi halen kesin olarak bilinmemektedir.
Epidermal bariyer fonksiyonu icgin gerekli olan ve stratum korneumun ekstraseliiler
lipidlerinden biri olan seramidin, UV maruziyeti ile keratinositlerden sentezi artmaktadir.
UV maruziyeti ile ayrica dermal fibroblastlardaki bir ekstraselliler matriks komponenti
olup derinin su tutmasinda temel rol oynayan hyaluronan sentezi de artar. Sonugta UV
maruziyetiyle deride bariyer fonksiyonu ve su tutma kapasitesi artar. Ancak paradoksal
olarak fotoyaslanmis deri kurudur ve ince kirisikliklar igerir (38). Fotoyaslanma,
immunitenin  ve inflamatuar duyarliligin diizensizlesmesi ile iliskilidir. Yapilan
caligmalarda yasl kisilerde deri O6rneklerinde keratinositlerdeki COX2 ekspresyonu ve
sonucunda PGE2 konsantrasyonunda belirgin artis gézlenmistir ve bu artig kronolojik
yaslanmaya gore fotoyaslanma siirecinde ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda saptanmistir
(16, 46).

Fotoyaslanan deride intrensek yaslanmanin iizerine kronik UV maruziyetinin
etkisiyle, deri elastikiyet kaybmna ugrar. Kuru ve sert bir hal alarak diizensiz
pigmentasyonla beraber kaba kirisikliklar seklinde goriiniir (47). Fotoyaslanmis epidermis
gen¢ epidermisten ¢ok daha kalindir. Ancak son evrelerde ise atrofiye bagli epidermal
incelme gozlenir. Fotoyaslanmis insan derisinde klinik olarak kirisiklik, deri yapisinda
kabalagsma, yamali1 pigmentasyon, lentigo, telenjiyektazi, seffaflik kayb1 ve mat gorindm,
deri turgoru ve elastikiyetinde azalma, ciddi atrofi, agik komedonlar, milia, elastozisten
kaynakli kaldirim tas1 goriintiisii, aktinik purpura gibi bulgular goriiliir. Histopatolojik
olarak kronolojik yaslanan bir deride fibroblast ve kollajen iceriginde azalma gozlenirken,
fotoyaslanan deride siire¢ daha kompleks olup epidermis ve dermiste degisiklikler
beklenmektedir. Epidermiste spinal katta incelme, dermoepidermal rete uzantilarinda
diizlesme ve beraberinde atrofi, epidermal kalinlasma ve akantoz g6zlenebilir. Elastik
liflerin dejenerasyonu sonucu anormal kalinlagmis fragmente amorf bir materyal birikimi
seklinde gozlenen solar elastoz fotoyaslanmanin tipik dermal bulgusudur. Dermiste

kollajen liflerde azalma ve diizensizlesme goriiliir. Melanosit ve keratinositlerde artig

gozlenebilir (37, 45).
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2.3. REJUVENASYON UYGULAMALARINDA DOLGU, BOTULINUM TOKSIN
VE iPLE ASKILAMA YONTEMLERI

2.3.1. Dolgu Uygulama ve HA Dolgu Maddesi

Dolgu uygulamalari, cerrahi prosediirlere gére muayenehanede uygulanabilmesi
ve daha ekonomik olmasi nedeniyle son yillarda giderek artan bir popiilariteye
kavugmustur. Yiiz estetiginde, kirigikliklarin azaltilmasi, skar alanlar1 ve atrofinin
giderilmesi, deri tizerindeki kiigiik defekt ve hacim kayiplarindan olusan asimetrinin
diizeltilmesinde dolgu maddelerinden faydalanilmaktadir. Yiiz estetigi diginda meme,
kalca, penis dolgu uygulamalari da yapilmaktadir (48). Ideal bir dolgu maddesi,
immunojenik, teratojenik, karsinojenik, enfeksiyéz ve gezici olmamalidir. Dolgu maddeleri
dokudaki kalicilik siirelerine gore kalici olmayan dolgu maddeleri, yar1 kalict dolgu
maddeleri ve kalict dolgu maddeleri olarak 3 sinifa ayrilirlar. Yan etki ve giivenlik
acisindan kalict olmayan dolgu maddeleri bir yildan az siire dokuda kalarak oncelikli
secenek olurken, rezorbe olmaksizin 2 yildan uzun siire dokuda kalabilen kalict dolgular
giivenlik kaygisi, komplikasyon gelisimi ve yan etki profili acisindan risk olusturmaktadir.

HA, deri ve bag dokusunda en yiuksek konsantrasyonlarda bulunan endojen bir
polisakkarit olup kalici olmayan bir dolgu maddesidir. Kozmetik uygulamalar ve yiz
rejuvenasyonunda uygun giivenlik profili ile de siklikla tercih edilmektedir. Dolgu
maddeleri, etki mekanizmalarina gore de siniflandirilirlar ve bazilar1 dokuda uyarict etki
gosterip uzun siireli kollajen depolanmasini uyarirlarken bazilar1 hacim artiric1 etkileri
sayesinde islev goriirler. HA, dokuda hacim artirici etkiye sahiptir (2, 49).

Yasla viskoelastisitede meydana gelen kayip, beraberinde kirigikliklarin ortaya
cikmasina yol agarak deri yaslanmasinda aktif rol istlenir. HA bazli dolgu maddeleri,
kirigikliklart doldurmak ve hacim kaybin telafi etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Son klinik gozlemlerde dolgu etkisinin, dolgu maddesinin biyolojik mevcudiyetinden daha
uzun siire devam ettigi gosterilmistir. Capraz bagli HA ile yeni kollajen sentezinin
uyarilmast ve elastinin upregiilasyonu deneysel olarak desteklenmistir. Fragmente
kollajenin yerini alan g¢apraz bagli HA, ECM’in yeniden dizaynini ve fibroblastlarin
aktivitesine sekonder kollajen ve elastin sentezini arttirmaktadir. Ancak bu verimliligin
elde edilebilmesi i¢in aylik seanslar olarak tekrarlayan tedavi uygulamasi gerekmektedir
(50). HA enjeksiyonunun doku kollajen anabolizmasi iizerindeki etkilerinin, mekanik
stresin indiiklenmesi ile iligkili oldugu ve deri fizyolojisinde biyokimyasal degisikliklere

neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu stresin ECM sentez/bozunma dengesini modle eden
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hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive ettigi goriilmektedir. Deri yapisinin biyomekanik
performansi esasen ECM biitiinliigiine baglidir. Yasla birlikte ECM igerigindeki kollajende
densite ve oryantasyon olarak reorganizasyon meydana gelir, sonugta ECM’teki kollajen
ve proteoglikan igeriginde azalma, denatiire ve degrade kollajende artis olur (51). Bu
degisiklikler matrix volumiinde kayba, hiicre metabolizmas1 ve biyomekanik 6zelliklerin
bozulmasina yol agar (52).

2016°da Brezilya’da Fitzpatrick deri fototipleri III ila IV ve Glogau skalasinda
foto hasarl1 deri Il ila Il olan 40-50 yas araligindaki 20 hastanin dahil edildigi prospektif
calismada HA dolgu maddesinin morfolojik ve morfometrik analizleri test edilmistir. HA
dolgusu (24 mg/mL), yiiziin 0.5% klorheksidinle sterilizasyonu sonrasi, tek seansta
hastalarin dermisine (bilateral nazolabial oluklara 0.8 mL ve preaurikiiler kivrimlara 0.2
mL) enjekte edilmis ve sonuglari preaurikuler alandan alman 3 ve 9. aydaki deri
biyopsileriyle ve 1, 3, 6, 9 ve 12. aylardaki fotograflarla degerlendirilmistir. Calismay1
tamamlayan 16 kadin hastada 12 ay siiresince anlamli klinik yanit alinmistir.
Histopatolojik incelemesi yapilan 20 hastada da 3. ve 9. ayda kollajen liflerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Bu calismada, HA’in doku iizerindeki antiaging
etkisinin sadece jel varligi ile degil, ayn1 zamanda enjeksiyon sonrasi uyarilan dermal
remodelling ile de agiklanabildigi vurgulanmis ve fotohasarli yiiz derisinde HA dolgu
enjeksiyonu sonrast dermal remodelling’in uzun takipli degerlendirildigi ilk calisma
oldugu belirtilmistir (3).

Cesitli hayvan g¢alismalarinda da dolgunun deri ve derialti dokuda remodelling
tizerindeki etkileri incelenmistir. Japonya’dan Yoneda M. ve ark.(53) HA dolgusunun
kiiltiir ortaminda fare dermal fibroblastlarindaki etkisine bakmis ve fare derisi dermal
fibroblastlarinin primer kiiltiirlerinde logaritmik hiicre sayis1 artisiyla orantili olarak HA
konsantrasyonunda da artis saptamistir. Deneysel caligmanin sonucunda eksojen olarak
eklenen veya endojen sentez artisiyla saglanan HA’in, fare dermal fibroblast

proliferasyonunda bir modiilator olarak gorev yapabilecegi onerilmistir.

2.3.2. Botulinum Toksin-A Uygulamasi ve Antiaging Uzerine Etkileri

Gram (+) bir bakteri olan C.botulinum tarafindan tretilen BTX 8 farkli subtip
icermekte olup tedavi amacgh en sik kullanilan alt tipi A’dir. BTX’in etki mekanizmasi,
bulundugu bolgedeki periferik sinir sistemine ait noromuskuler kavsakta presinaptik
noronlardan asetikolin salinimini bloke ederek ge¢igi bir paraliziye yol agmasidir, tedavi

amagh kulanimda da bu etki mekanizmasiin avantajlarindan yararlanilir (54, 55). Bu
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blokaj sirasinda asetilkolin vezikiillerinin hiicre membranina flizyonu ve buradan salinmasi
icin gerekli kompleks olusmasinda gorevli SNARE (soluble NSF F [N-ethyl maleimide-
sensitive factor] attachment protein receptor) kompleksi de BTX tarafindan hedef
alinir.SNARE; vezikiil iliskili membran protein (VAMP, sinaptobrevin), Sinaptozom
iligkili protein (SNAP-25) ve sintaksinden olusur. Tip A bu (¢ proteinin tersiyer
iletisimlerine etki etmese de, kompleksi destabilize ederek etki gosterir (54, 56). BTX
enjeksiyonunu takiben cizgili kasta 2-5 giin i¢inde parezi gelismekte olup 2 haftada bu
etkinlik maksimum diizeye ¢ikmaktadir. BTX in etkisi 2-3 ay siirmekte ve sonrasinda
yavas yavas azalmaktadir. Tip A’da noromuskuler iletimin yeniden saglanmasi ve
asetilkolin saliniminin baglamasi igin gegen siire yaklasik 91 giindiir. Bu etkinlik siiresi ve
terapotik etki toksine karsi antikor gelisimi oldugunda azalmaktadir. Parezinin derecesi ve
etkinligin siiresi, uygulanan toksin miktari ile korele olup, bu iliski disiik dozlarda rolatif
olarak gozlenmektedir. BTX giivenilir bir ajandir (57). Glnimuzde BTX, 6zellikle Gst 1/3
yiiz bolgesinde ve boyun bolgesinin hiperdinamik kirisikliklarinin tedavisinde basta olmak
Uzere tim ylzde estetik amagli giivenle kullanilmaktadir (58).

BTX-A, yiliz kingikliklarinin azaltilmasinda yillardir kullanilmaktadir ve yapilan bazi
calismalarda kullanim sonrasi histolojik ve immiinohistokimyasal degisiklikler ortaya
konmustur. EI-Domyati M. ve ark., 16 goniillii insanda yiiz bolgesi kirigikliklarinda tek doz
BTX-A enjeksiyonun dokuda yaptig1 degisiklikleri incelemislerdir. Periorbital bolgedeki
kaz ayaklarina her bir noktaya 2-3 U olmak izere toplam 2-4 noktada, 6-12U olarak BTX-
A enjekte etmislerdir. Enjeksiyon Oncesi ve enjeksiyondan 3 ay sonra biyopsi ile doku
ornekleri elde edilmis ve histopatolojik olarak incelenmistir. Enjeksiyondan sonraki 3.ayda
makroskobik olarak kirigikligin enlemesine genisledigi, mikroskobik olarak da granuler
tabakada artig, immunohistokimyasal olarak kollajen tip 1 ve tip 3’te artig anlamli olarak
saptanirken; elastinde belirgin bir farklilik gézlenmemistir. BTX enjeksiyonunun sadece
kalitatif diizeyde kollajen artisina degil, kollajen liflerinin diizenli oraganizasyonunda da
rol aldig1 belirtilmistir (59).

2.3.3. ip Uygulama, Deri ve Bag Dokusu Uzerinde PDO ipin etkileri

Yiiz rejuvenasyonunda son donemde minimal invazif yontemler popiiler hale gelmistir.
Yiiz konturlerinin diizeltilmesi ve yiiz sekillendirmede, kirigikliklarin azaltilmasi, derinin
kalitesinin artirilmasi, kollajen iiretiminin stimule edilmesi ve aski (lifting) etkisi elde
edilmesinde PDO eriyebilir ipler goreceli uzun etkileri ile 6ne ¢ikmaktadir. Bu ipler, 3-10

mm arasinda bir askilama etkisi sayesinde dokuda lifting etki olusturur ve sarkmalar
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Onlemede rol Gstlenir (60). Oldukca diisiik komplikasyon riski ve guvenli bir profil
tagimaktadirlar. Dolgu, mezoterapi, BTX, lazer uygulama ve diger uygulamalarla kombine
edilebilir. Kag diisiikliigii, ¢ene kontiir belirginlesmesi, derin nazo-labyal oluklanmanin
duzeltilmesinde minimal invazif bir teknikle PDO ip uygulama kullanilir. Vidali (screw),
kancal1 (cog) ve kilgikli (barbed) gibi gesitleri vardir. Bu ip tiirlerinin; iplerin uzunlugu,
kalinlig1 ve sarmal yapilar1 gibi birbirinden farkli 6zellikleri bulunmaktadir. Yine doku
tarafindan parcalanip atilim siirelerine gore kalici ve gegici olarak ikiye ayrilir. Gegici
ipler, viicut tarafindan absorbe edilen ve 6 ay-2 yil i¢inde viicuttan atilan iplerdir. PDO ip
de gegici gruptadir. PDO ipin etki mekanizmasinda, implante edildigi bolgede gelisen ve
cevreleyen alant da kapsayan inflamatuar hiicrelerle fibroblastlardan olusan doku
reaksiyonu (yaklasik 1.ayin sonunda en giiclii) ile yeni kollajen olusumu yer alir. SMAS
(Stperfisyel Miskiilo-Aponoérotik Sistem), deri yaslanmasinda yapilan lifting tedavilerinde
onemli bir bolgedir ve invazif ve yari-invaziv operasyonlarin hedefidir (15, 61). PDO ip
uygulama da insan derisinde SMAS ve hemen iizerinde yer alan subkiitan yag dokusuna
implante edilerek yapilir. Uygun anatomik bolgeye yerlestirilen ipler bolgede birakilarak
kollajen {iretimi stimulasyonu, 6. hafta itibariyle de mekanik olarak lifting etkisi
baslatilmis olur. Neokollagenezis, lifting etki iizerinde additif etkiyle artirict rol {istlenir.
Kollajen olusumu yalnizca iplerin g¢evresinde degil, ip aralarinda da capraz kopriler
halinde de (fibroz kopriileme adi verilir) meydana gelmektedir (62). Yiiz sekillendirmede
minimal invaziv ve giivenli bir yontem olan PDO ip uygulama teknigi, iz birakmadan ve
diisiik kanama profili ve komplikasyon riskine de sahip olup, 100% oranda biyo-
uyumludur (63).

Ip uygulamanim antiaging etkisini gosteren cesitli hayvan deneyleri mevcuttur.
Farkli iplerin insan ve rat sirt derisinde karsilastirmali uygulanmasini arastiran bir
caligmada (64); cog, monofilamant ve multifilamant ipler kadavrada ve rat sirt derisindeki
PC tabakasinda uygulanmistir. Gerim kuvveti tensiyometre ile oOl¢iilmiis, kapsiil
cevresndeki doku kalinligi, myofibroblastlar histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
Maksimum gerim kuvveti, kapsiil ¢gevresndeki doku kalinlig1r ve myofibroblastlar; kadavra
derisinde sican derisine kiyasla daha yiiksek ve diger iplere kiyasla en yiiksek cog iple elde
edilmis ve anlamli bulunmustur. Shin JJ. ve ark.(65) tek ve ¢ok zincirli (stranded) PDO
iplerin rat sirt derisinde uygulanmasi ve sonuglarini igeren bir deneysel c¢alisma
raporlamislardir. Bu calismada farkli sayida zincir igeren PDO iplerin rat derisinde
histopatolojik ve kollajen iiretimi iizerindeki etkileri arastirilmis ve PCR’la da konfirme

edilmistir. Rat sirt1 5 ayr1 alana ayrilmis ve her bir alana ayr1 ayr1 4 farkli PDO iple (mono,
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bi, quad, spring), monofilamant poli-laktik asit (PLA) ip yerlestirilmistir. Doku 6rnekleri 1,
2 ve 12. aylarda alinmis histopatolojik inceleme ve PCR analizine tabi tutulmustur.
Sonugta, ¢oklu zincirli PDO ipleri ile 2. haftada daha fazla kollajen tiretimi saptanmuistir.
12. haftada kollajen miktar1 keskin bir diislis gostermistir. Histopatolojik degerlendirmede
ise yerlestirilen iplerin ¢evresinde kapsiil benzeri fibroz yapr gozlenmistir. Coklu zincirli
PDO iplerin, tek zincirlilere kiyasla ve artan ip sayisiyla paralel olarak daha ¢ok kollajen

tiretimi tespit edildigi vurgulanmustir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismanin dizaym ve etik onay siireci

Bu tez projesi ¢alismasinda, kontrolli deneysel ¢alisma uygulanmis olup hayvan deneyi
gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasi1 oncesinde 3 ay siiresince 4 sican iizerinde etik kurul
onay1yla bir 6n ¢aligma yapilmis olup ayni1 uygulama metodlarini ve islemleri iceren bu 6n
calisma sayesinde uygulanacak olan maddeler ve UV diizenegi hayvanlar iizerinde
denenmis ve standardize edilmistir. Ayrica alinan doku Orneklerinin uygun kosullarda
saklama ve transport yontemleri test edilmistir. Dokularin histopatolojik olarak boyanmasi
ve uygun kitler temin edilerek PCR’da ekspresyon analizi yontemleri 6grenildikten sonra
On calisma basariyla tamamlanmistir ve ana proje icin ¢alisma izni alinmistir. Etik kurul
tarafindan proje, deney hayvanlarma iliskin yonlerinin Necmettin Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yoénergesindeki ilgili maddeler geregince “Etik Kurullara Uygunluk Esas1” dikkate
alinarak hazirlandig ilgili kurulca belirlenmistir ve projeye 2019-02 sayili kararla etik
onay verilmistir. Islemler esnasinda herhangi bir tehlikeli madde kullanilmamis olup
deneyin sonunda siganlarsakrifiye edilmemis, deney sirasinda 6len 7 ve 12 nolu siganlar

hari¢ deney, 18 si¢anla tamamlanmustir.
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3.2.CALISMADA KULLANILAN HAYVAN, MALZEME VE TEKNIK
EKiPMANLAR

3.2.1. Sicanlar (Ratlar)

Sicanlar; tibbi arastirmalar ve farmakoloji, gida endiistrisi, davranis bilimleri gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Boylar1 kuyruk uzunlugu dahil olmak {izere yaklasik 20-25 cm arasinda
degismektedir. Wistar albino sicanlarin tiiyleri renksizdir ve gozleri 1513a duyarlidir. iskelet
sistemleri; kafatasi, omurga, sternum, pektoral kusak, pelvik ¢at1 ve iki ¢ift ekstremiteden
olusur (66). Siganlarin derisi yapisal olarak epidermis ve dermis tabakalarindan olusur
(67). Dermis iginde yag bezleri ve yer yer subkutan katmana uzanan kil follikiilleri
bulunmasina ragmen ter bezi bulunmamaktadir (68). Sigan derisi de tipki insan derisi gibi
viicudun farkli bolgelerinde farkli spesifik 6zelliklere sahiptir. Sicanlarda en fazla farklilik
ayak ve kuyruk kisminda olmak iizere epidermis hiicre kinetigi viicudun degisik
bolgelerinde farklilik gosterir (69). Ortalama epidermal kalinlik dogumdan sonraki 4.
haftaya kadar azalirken, 4.haftadan sonra fizyolojik olarak sabit kalir (70). Wistar albino
sicanlarin sirt derisi epidermis kalinligi ortalama 70,15 pm olup bu deger ayak tabaninda
ortalama 75,3 um ve calcanean bolgede ise ortalama 85 pum olarak bildirilmistir (68, 71).
Sican derisinde dermal kalinlikta ise dogum sonrasindaki ilk 3 hafta icinde hizli bir artig
(yaklasik 166%) gerceklesir. Ancak sonrasinda 1 yasina kadar dermal kalinlikta 55%
oraninda bir azalma gozlenir ve daha sonra dermal kalinlik sabit olarak yasamin sonuna
kadar devam eder (70). Birgok canlidakine benzer sekilde sirt bolgesi, Wistar albino
siganlarda da dermisin en kalin oldugu deri bolgesidir (yaklasik 842,60 um) (72). Wistar
albino si¢anlarda pek¢ok memelide (kemirgenler, kediler, kopekler, atlar ve balinalar gibi)
oldugu gibi interstisyel bag doku ve dermal beyaz yag dokusu arasinda ince bir ¢izgili kas
tabakas1 olan PC yer almaktadir. Bu kas tabakasi posterior ekstremitelerde, sirtta, abdomen
ve gogiste yer alir (73). PC, altta bulunan kas tabakasia esneklik ve hareket kabiliyeti
saglar (74). PC, insanda bulunmamasina ragmen farkli anatomik bolgelerdeki farkli kas
gruplart filogenetik olarak PC kalintis1 olarak kabul edilmektedir. Skalpte yer alan
oksipitofrontal kas, aurikula kaslari, platisma kas1 ve elde bulunan palmaris brevis kas1 bu
kas grubuna ornektir (75).

Bu projede wistar albino siganlar (2-5 aylik, 200-250g agirliginda, erkek, 20 adet) (resim-
1) caligmaya alinmigtir. Sicanlarin bu calismada segilme sebebi, deri yapisi, deri
kalinliginin ve ylizey alani genisliginin uygulanacak maddeler ve gézlem agisindan uygun

olmasiydi. Sicanlarin bakim ve beslenmeleri Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
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Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde standartlara uygun kosullarda
yapilmustir. Sicanlar rahat¢a hareket edebilecekleri, yem ve su kaplarmin oldugu plastik
kafeslerde barindirilmis (resim-2), yem ve sular1 ad-libitum olarak verilmistir. Kafeslerin
temizligi haftalik olarak yapilip, altlik olarak talas kullanilmistir. Hayvanlar standart
laboratuvar sartlarinda 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda ve oda sicakliginda (22+1 °C)

muhafaza edilmistir.
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Resim-1: Deneyde kullanilan Wistar albino siganlar
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Resim-2: Siganlarin barmndirildigi, rahat¢a hareket edebildikleri, yem ve su kaplarinin ad-libitum olarak

saglandig plastik kafesler

3.2.2. Anestezik ajanlar ve anestezi yontemi

Sicanlar ksilazin hidroklorid (10 mg/kg) ve ketamin hidroklorid (90 mg/kg) araciligiyla
prosediir Oncesi genel anestezi altina alinmig ve anestezi derinligi parmak kistirma yontemi
ile her 30 dakikada bir olarak kontrol edilmistir. Prosediir sonrasi izofluran gaz anestezisi
yontemiyle inhalasyon yoluyla si¢anlarda analjezi ve sadasyon saglanmistir.

3.2.3. Dolgu

Hyaluronik asit (Perfectha Derm®), (20 mg/mL) capraz baglh dolgu materyali 30
Gauge(G)’lik enjektor ile kullanilmigtir.

3.2.4. Botulinum toksin-A

BTX tip-A (Botox®) (100 IU/flakon) 26G enjektér ile uygulanmistir.

37



3.25.1p

PDO screw (Cara®) ip materyali deri altina (PC) implante edilmek suretiyle kullanilmistir
(76).

3.2.6. UV diizenegi

UV diizenegi, 2 adet UVA (PHILIPS® ACTINIC BL TL40W/10 1SL) ve 2 adet UVB
(PHILIPS® NBUVB TL20W/01 RS SLV/25) lambasindan olusmus ve iizerine monte
edilen anahtar vasitasiyla hem UVA lambalari hem de UVB lambalari ayr1 ayri aktif/pasif
hale getirilecek sekilde tasarlanmistir, bu kombine sistem yiikseklik ayarli bir demir gubuk

yardimiyla tizerine kafesin konulacagi bir sehpanin yanina konumlandirtlmigtir (resim-3).

Resim-3: Yiikseklik ayarli, kombine 2 adet UVA ve 2 adet UVB lambasiyla donatilmig diizenek.
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3.2.7. Mikroskop sistemi
Elde edilen dokularin histopatolojik incelemesinde 151k mikroskobu (OLYMPOS®, BX53)

kullanilmustir.

3.2.8. Histokimyasal boyalar
Calisma kapsaminda Hematoksilen&Eozin (H&E) , Masson Trikrom (MTK), Elastika Von
Gieson (EVG), Weigert Rezorsin Fuksin ve Herovici's Collagen Stain histokimyasal

boyalar1 histopatolojik inceleme kapsaminda kullanilmistir.

3.3. DENEYIN UYGULANMA ASAMASI

3.3.1. Sicanlarin belirlenmesi ve hazirlanmasi

Siganlar herbiri 10’arli olmak iizere grup 1 ve grup 2 olarak 2 alt gruba ayrilmislardir.
Ayrica her bir siganin sirt derisi zedelenmeden tiraglanarak, 3.0 polipropilen emilmeyen ip
ile siitur atilarak 5 esit parcaya boliinmistir. Bu alanlar da 1-2-3-4-5 olarak

numaralandirtlmigtir (resim-4).
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Resim-4: Her bir siganin sirt derisi tiraglanarak 1-2-3-4-5 olarak numaralandirilmigtir.Sinirlart belirli

uygulama alanlari elde edilmistir. Siganlar karigtirllmamak i¢in kuyruklarinda kalemle isaretleme yapilmustir.

3.3.2. Yapilan uygulamalar ve prosediir
Sirayla genel anesteziye alinan her bir siganda heniiz baska bir miidahale yapilmadan,
baslangi¢c asamasinda 1 adet histopatolojik inceleme, 1 adet de PCR analizi igin olmak
lizere 2’ser adet Smm punch aleti ile kontrol biyopsisi alinmistir. Ardindan asagida
siralanan islemler uygulanmis ve bir sigandaki islem bitince diger sigana gecilerek ayni
basamaklar tekrar edilmistir. Bu islemler yirmi siganin tamamina uygulanmustir.

e 1 nolu alan kontrol alani olup buraya ip’siz igne derialtina uygulanip ¢ikarilmistir

(64).
e 2.alana PDO ip uygulamasi siganda PC bolgesine uygulanmistir (64).
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e 3.alana HA maddesi intradermal dolgu olarak 0.02 ml uygulanmistir (77).

e 4.alana PDO ip uygulamasi ve ayni seansta HA 0.02 ml uygulamasi yapilmustir.

e S.alana ise PDO ip ile beraber ayn1 seansta HA 0.02mL ve BTX-A 1U olarak

uygulanmustir.

Grup 2°deki 10 adet si¢an bu islemler uygulandiktan sonra, grup 1’den farkli olarak 20 cm
yiikseklikten UV diizenegi ile, 320-400 nm dalga boyunda UVA, 138 mj/cm2 ve 290-320
nm dalga boyu olan UVB 130 mj/cm2 haftada 3 gun olmak tzere 12 hafta boyunca
uygulanmustir (78-80).
3.3.3. Doku Orneklerinin Elde Edilmesi ve Laboratuvar Ortamina Transportu
Siganlarin sirtlarinda isaretlenen 5 adet uygulama alani igindeki uygulama bolgelerini
kapsayan doku ornekleri, transvers kesit histopatolojik degerlendirme ve PCR’da
ekspresyon analizi igin 4. ve 12. haftalarda 5 mm. punch biyopsi islemi ile elde edilmistir.
Boylelikle her bir sigandan histopatolojik inceleme ve PCR ekspresyon analizi icin;
baslangigta kontrol amagli 1 adet histopatolojik inceleme, 1 adet PCR ekspresyon analizi
icin olmak Uzere 2’ser adet, 4. haftada 5 adet histopatolojik inceleme, 5 adet PCR
ekspresyon analizi icin olmak Uzere 10’ar adet ve 12. haftada 5 adet histopatolojik
inceleme, 5 adet PCR ekspresyon analizi igin olmak {izere 10’ar adet olmak (izere toplam
22’ser adet doku 6rnegi alinmistir. Doku 6rnekleri punch biyopsi ile alinirken skar dokusu
gelismesi nedeniyle, doku Orneginin yine ayni uygulama alani iginde ancak bir onceki
alinan noktadan alinmamasina 6zen gosterilmistir. Alinan doku Ornekleri histopatolojik
inceleme igin 10% formalin cozeltisinde saklanmis ve laboratuvara transport edilmistir,
PCR analizi igin ise once kapakli plastik deney tiiplerine atilip, tiiplerin agz1 kapatildiktan
sonra da iginde -196°C sivi azot gazi bulunan tank igine konularak laboratuvar ortamina

doku ornekleri bozulmadan transportu saglanmistir (resim-5).
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Resim-5: Ratlardan elde edilen doku 6rnekleri. Histopatolojik inceleme i¢in formol igeren kirmizi kapakli
tiiplere konarak patoloji laboratuvarmna transport edilmistir. I¢i bos, seffaf, plastik kapakli tiiplere konarak
PCR analizi igin biyoloji laboratuvarina azot gazi igeren tankta transportu saglanmistir.

3.3.4. Dokunun Patoloji Laboratuvarinda Hazirlanmasi ve Incelenmesi

Formalin (10%) igerisinde patoloji laboratuvarma ulastirilan punch biyopsiler makroskobik
olarak ikiye bolunerek kasetlendi. Alinan ornekler rutin doku takibinden sonra parafin
bloklara gomuldi. H&E ve histokimyasal boyamalar igin 4-5 p’luk kesitler alindi.
Histokimyasal boyama igin kesilen lamlar 1 gece etivde 50-55°C 'de bekletildi. Daha
sonra deparafinize edilen dokulara MTK, EVG, Weigert Rezorsin Fuksin ve Herovici's
Collagen Stain boyalar1 uygulandi. H&E ve histokimyasal boyali lamlar 151k
mikroskobunda Olympus BX 53 ile tek patolog tarafindan degerlendirildi.

Histopatolojik olarak mikroskopla milimetrik epidermis ve dermis kalinliklar1 6l¢iilmiis,
yabanci cisim granulomlari, fibréz kapsiil yapisi, histiosit ve dev hiicre formasyonu

var/yok olarak degerlendirilmistir.
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Inflamasyon, fibroblast, solar elastoz ve vaskiilarizasyon varligi ve derecesi yoksa 0,
gozlemlendiyse de 1, 2, 3 seklinde derecesine gore literatiirdeki bazi histopatolojik

skorlama sistemleri g6z 6niine alinarak degerlendirilmistir (81, 82).

Dermisteki kollagen ve elastin'in kalitatif dizeyleri ve dizilimleri, neokollagenezis ve

neoelastogenezis preparatlarda birbirleriyle kiyaslamali olarak incelenmistir.

3.3.5. PCR sistemi ve Gen Ekspresyon Analizi
3.3.5.1. Dokudan Total RNA izolasyonu

Gen ekspresyon analizi icin dokudan RNA izolasyonu, NucleoZOLreagent ile
gerceklestirilmistir. Her bir doku Orneginin yer aldigi tiiplerin igerisine 1000 pL
NucleoZOL ilave edilmis ve homojenizasyon saglanmistir. Ependorf tiipiin iizerine 200 pl
klororoform ilave edilerek 15 saniye boyunca vortekslendikten sonra tlim oOrnekler 15
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 4 C%de
12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemin ardindan olusan en iistteki faz
karistirllmadan otomatik pipet yardimiyla, yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir. Yeni tlipe
aktarilan fazin tlizerine 500 pl izopropanol eklendikten sonra dnce birkag kez alt {ist edilmis
ve ardindan da 4 C%de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan siipernatant
kismui uzaklastirilarak kalan pelletin tizerine 1 mL %70’lik alkol ilave edildikten sonra,
12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi tamamen uzaklastirildiktan
sonra pelletin kurumasi i¢in ependorf tiipler1 10-15 dakika kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Ependorflara, 35 pl niikleaz icermeyen su eklenerek pelletin tamamen
¢oziinmesi saglanmustir. Izole edilen RNA’larin kalitelerinin ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in her bir 6rnekten 1 pl RNA alinarak nanodrop cihazinda 230, 260 ve 280
dalga boylarinda oOlgtimleri  gergeklestirilmistir. RNA  6rneklerinin  kalitesinin
belirlenebilmesi i¢in her bir drnekten 1 pg RNA, 6X yiikleme boyasiyla karistirilarak
agaroz jelde ylritilmistir. Goriintilleme islemi ise UV jel goriintiileme cihazinda

gerceklestirilmistir.
3.3.5.2.Genomik DNA’nin uzaklastirilmasi

Elde edilen total RNA &rneklerinden genomik DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in, DNase-I
enzim  (ThermoScientific)  uygulamasi1 iretici  firmamin  talimatlarina  gore
gerceklestirilmistir. Bu islem igin 1ug RNA, 1 pl 10X reaksiyon tamponu (MgCly), 1 pul

DNase-I (RNase-free) enzimi ve niikleaz icermeyen su ile 10 pl’ye tamamlayacak sekilde
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200 ul’'likRNase igermeyen PZR tiipiiniin icerisinde karistirildiktan sonra 37 C%de 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda tiipiin igerisine 1 pl 50 mM EDTA
ilave edilerek 65 C° 10 dakika inkiibe edilmistir.

3.3.5.3.cDNA sentezi

DNase-I enzimi muamelesi ile genomik DNA’nin uzaklagtirilmasi igleminin ardindan, her
bir 6rnegin total RNA’sinin ¢cDNA sentezi igin iScript™ cDNA sentez kiti (BIO-RAD,
USA) kullanilmistir. Bu islem igin, cCDNA sentez Kkitinin icerisinde yer alan
komponenetlerden 5X iScript reaksiyon mix’den 4 pl, iScript reverse transkriptaz
enziminden 1 pl, DNase enzimi ile muamele edilmis her bir 6rnek RNA’sindan 1 pg
alinarak RNase i¢cermeyen PCR tipleri igerisinde toplam hacim 20 pl’ye tamamlanacak
sekilde niikleaz igermeyen su ilave edilmis ve tlipler hafif bir spin islemine tabi
tutulmustur. Reaksiyon karisimlarini igeren tiipler thermal cycler cihazinda baslangi¢ igin
25 C%de 5 dakika, reverse trankripsiyon igin 46 C% de 20 dakika, RT inaktivasyonu igin 95
C%de 1 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra her bir 6rnegin cDNA’lar1 elde edilmistir.
Orneklerin cDNA’lar1 RT-qPCR’da ¢alisilana kadar -80 C’de muhafaza edilmistir.
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3.4. ISTATISTIK VE ANALIZ

3.4.1.Histopatolojik Degerlendirme

Numerik degiskenler i¢in tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma, nominal
degiskenler icin frekans ve yiizde degerleri verildi. Numerik ve nominal sonug
degiskenlerinin analizinde genellestirilmis dogrusal karma etki modelleri (generalised
linear mixed effects models) kullanildi. Bu modellerde sonu¢ degiskenleri iizerine grup
(UV), zaman (0, 4 ve 12. hafta) ve alan (1, 2, 3, 4 ve 5. alanlar) etkileri incelendi.
Istatistiksel hesaplamalar SAS University Edition 9.4 programi kullanilarak yapildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.4.2.RT-qPCR Analizi

Col1Al, Col3A1, MMP2, MMP9, NF-kB, IL-6 hedef genlerinin mRNA ekspresyonlarinin
kantitatif analizi icin 5x HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR master Mix Plus (ROX) (Solis
Bio Dyne) kullanilmistir. RT-qPCR reaksiyonu igin 4 pl master mix, 10 pmol\ul forward
primer, 10 pmol\pl reverse primer, 5,5 ul niikkleaz igermeyen su ve kalip olarak cDNA’dan
da 4 ul 8’li strip tiipler igerisinde karistirilarak, Biorad CFX Connect cihazinda, baslangic
aktivasyon basamagi (95 C%de 12 dakika), 40 déngii amplifikasyon basamagi (95 C”de 15
sn 60 C%de 20 sn 72 C%de 20) ve 65-95 C”ye kadar 0,2 C%lik kademeli 1s1 artigtyla
melting curve (erime egrisi) basamagindan olusan PCR kosullar uygulanmistir. Kontrol ve
deney gruplar arasinda, hedef gen ifadeleri kat degisikliklerinin istatistiksel analizleri i¢gin
web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi kullanilmistir. Deney li¢
tekrarl galisilmis, hedef genlerin gqRT-PCR ile analizinde normalizasyonu igin YWHAZ
ve CYPA referans genleri kullanilmigtir (tablo-1). Sonuglarda p<0.05 diizeyinde anlamli
kabul edilmistir.
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Hedef Genleri

Gen Ad1 Primer Dizisi Amplikon
Biiyiikliigii
(be)
Col1Al F:5- CCAATGGTGCTCCTGGTATT -3 111
R:5- GTTCACCACTGTTGCCTTTG-3
Col3A1 F:-5- GTGTGATGATGAGCCACTAGAC-3 95
R:5- TGACAGGAGCAGGTGTAGAA-3
MMP2 F:5- CACCAAGAACTTCCGACTATCC-3 94
R:5- TCCAGTACCAGTGTCAGTATCA-3
MMP9 F:5- CGCTGGGCTTAGATCATTCTT-3 130
R:5- GGTTTAGAGCCACGACCATAC-3
NF-xB F:5- GCTCAAGATCTGCCGAGTAAA-3 113
R:5- GTCCCGTGAAATACACCTCAA-3
IL-6 F:5- GAAGTTAGAGTCACAGAAGGAGTG-3 | 105
R:5- GTTTGCCGAGTAGACCTCATAG-3
Referans (Housekeeping) Genler
YWHAZ F: 5-CGTCTCGAGTATTGAGCAGAAG-3 120
R: 5- ACAGTACGTCGTTGCAGATG -3
CYPA F: 5-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3 | 126

R:3-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3

Tablo-1: RT-qPCR analizi i¢in kullanilan hedef ve referans genlerin primer dizileri.
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4. BULGULAR

Yapilan hayvan deneyi sirasinda 6len 7 ve 12 nolu sicanlar hari¢ ¢alisma, 18 sicanla
tamamlanmistir. Deneyin sonunda siganlar sakrifiye edilmemis, alinan doku ornekleri
laboratuvar ortaminda histopatolojik olarak incelenmis ve PCR'da gen ekspresyon
duzeyleri degerlendirilmistir.

4.1. Histopatolojik Degerlendirme

Yapilan mikroskobik goriintiilemelerde normal doku ornekleri kayda alinmis ve diger

kiyaslamalara, bu 6rneklere gore karar verilmistir (resim-6).

Ay (B
Wt A NG
5 T N ey v
Resim-6: 0 ve 12. haftalardaki 1 nolu kontrol alani histopatolojileri.

a-H&E x40, HOR1A1. inflamasyon ve vaskiiler proliferasyon yok. b-MTK x20 H12R1A1. MTK boyamada
fibrozis yok. c- MTK x40 HOR2A1. MTK boyamada fibrozis yok.

4.1.1. Epidermal Kalinhk ve Dermal Kalhnhk
Epidermal ve dermal kalinliklar mikroskopta milimetrik dl¢timlerle her bir sigan ve alan
icin degerlendirilmistir ve bulgular1 soyledir:
Epidermal kalinlikta
e UV alan deney grubunda kontrol gruba kiyasla 0.002 birimlik azalma mevcuttur
ancak anlamsizdir.
e Alan etkisine bakildiginda 1.alan olan kontrole kiyasla en ¢ok ip+dolgu uygulanan
4. alaninda olmak tizere (0.04 birim, p<0.05) tim alanlarda azalma mevcuttur.
ip+dolgu+BTX-A uygulanan 5. alanda 0.03 birimlik (p<0.05), dolgu uygulanan
3.alanda 0.02 birimlik (p<0.05) ve sadece ip uygulanan alanda 0.007 birimlik
(p>0.05) azalmalar saptanmustir.
e Hafta etkisine bakildiginda 0.hafta bazale gore 4. haftada 0.01 birimlik azalma ve
12. haftada 0.01 birimlik artig vardir ve iki deger de anlamsizdr.
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Dermal kalinlikta ise

UV alan deney grubunda UV almayan kontrol gruba kiyasla 0.26 birimlik azalma
mevcuttur ve anlamhdir (p<0.05).

Alan etkisine bakildiginda 1.alan olan kontrole kiyasla ip uygulanan 2. alanda 0.03
birimlik azalma saptanmistir ve anlamsizdir. 3. alanda 0.04 birimlik, 4.alanda 0.04
birimlik, 5.alanda 0.03 birimlik artiglar saptanmistir ve anlamsizdir.

Hafta etkisine bakildiginda 0.hafta bazale gore 4. haftada 0.01 birimlik ve 12.

haftada 0.08 birimlik azalma vardir ve iki deger de anlamsizdir.

4.1.2. Solar Elastoz

Solar elastoz degerlendirmesinde

UV alan deney grubunda UV almayan kontrol gruba kiyaslaodds degeri 32.58 kat
(95% giiven aralig1 3.55-298.22) olmak Uzere anlamh fazla tespit edildi(p<0.05).
Alan etkisine bakildiginda en fazla solar elastoz dolgu uygulanan 3. alanda olmak
lizere (odds degeri 14.95), tiim alanlarda kontrole kiyasla artis saptanmistir ancak
anlamsizdir.

4.haftada (odds degeri >999.999) ve 12. haftada da (odds degeri >999.999)0.hafta

bazale gore anlamh olarak artmis saptandi (p<0.05).
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4.1.3. Kollajen icerigi ve diizeni

e Histopatolojik analizde kollajen (fibroblast) dlzeyleri ve kollajen organizasyonu

(Odds oran1 degerleri)

(Kiyaslamalarda 1.alan ve 0.hafta baz alinmistir.)

UV () UV (+)

Alanlar 4.hafta 12.hafta 4.hafta 12.hafta
O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e
gore gore gore gore gore gore gore gore

Al (kontrol) 0.68 0.70 33.35 1.64

A2 (ip) 49.24** | 72.24** | 38.64* 54.94** | 164.18 4.50 1728.12* | 962.34
A3 (dolgu) 12.15 16.79* | 48.55** | 64.96** | 388.66 11.48 1003.92* | 601.86
A4 (ip+dolgu) 10.98 13.98* | 48.88** | 60.32** | 5263.92* | 151.26** | 7110.02** | 4144.97
A5 25.96* 34.06** | 147.71** | 187.74** | 2736.69* | 73.79** | 4728.70* | 2586.79
(ip+dolgu+BTX)

Tablo-2: Kollajenin kalitatif diizeyleri ve histopatolojik olarak alan ve haftaya gore kiyaslamali sonuglari

*p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

**p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

e Histopatolojik analizde UV alan deney grubunun UV almayan kontrol gruba

kiyasla kollagen (fibroblast) diizeyleri ve kollagen organizasyonu (Odds orani

degerleri)
Uygulama alanlari O.hafta | 4.hafta | 12.hafta
Al (kontrol) 0.01 0.88 0.04
A2 (ip) 0.01 0.05** | 0.740
A3 (dolgu) 0.01 0.60 0.39
A4 (ip+dolgu) 0.02 9.58** 12,90
A5 (ip+dolgu+BTX) | 0.01 1.92 0.58

Tablo-3: UV uygulanan deney grubunun UV almayan kontrol gruba kiyasla kollajen diizeyleri ve

organizasyonunun histopatolojik olarak degerlendirilmesi

**p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.
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Resim-7: 4. ve 12. haftaya ait histopatolojik drneklerde fibrozis alanlari (sar1 oklarla isaretlenmistir).
a- H&E x40, H4R3AS5. b- H&E x40, H12R6A2. c- H&E x40, H12R6A5. d- MTK x40, H4R3AS5.
e- MTK x20, H12R3A3. f- MTK x40, H4R18A5

e PCR analizinde Coll1 A1 ekspresyon sonuglar (kat degisimi)

(Kiyaslamalarda 1.alan ve 0.hafta baz alinmistir.)

uv () UV (+)
Alanlar 4.hafta 12.hafta 4 hafta 12.hafta
O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e
gore gore gore gore gore gore gore gore
Al (kontrol) -1.30 -8.38* -11 -9.17*
A2 (ip) -1.31 1.01 [ -1.79 4.68 7.35%* |15 -3.39 2.71
A3 (dolgu) -2.49 -1.91 -5.6 15 -5.39 2.04 -1.38 6.67
A4 (ip+dolgu) -2.57 -1.98 -1.64 5.1* -3.19** | 3.45 -5.67** 1.62
A5 -2.28 -1.75 -2.87 2.92 -6.42* 1.71 -2.53** 3.62
(ip+dolgu+BTX)

Tablo-4: Haftalara ve alanlara gore Coll1Al ekspresyon analizi sonuglart

*p<0.05 olan degerler anlamli olarak igaretlenmistir.

**p<0.01 olan degerler anlamli olarak igaretlenmistir.
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e PCR analizinde Col1A1l ekspresyonunun UV alan deney grubunda, UV almayan

gruba kiyasla degisimi (kat degisimi)

Alanlar 4. hafta 12.hafta
Al (kontrol) -10.66 -1.38
A2 (ip) -7.07 -2.38
A3 (dolgu) -2.73 3.24
A4 (ip+dolgu) -1.56 -4.34
A5 (ip+dolgu+BTX) -3.55 -1.11

Tablo-5: Haftalara ve alanlara gére Col1AL ekspresyonunda UV etkisi

Kat Degisimi

Col1A

|
[ree

M 4 hafta
12 hafta

Sekil-2: Haftalara ve alanlara gore Col1A1 ekspresyonunda UV etkisi (grafik)
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e PCR analizinde Col3A1 ekspresyon sonuglari (kat degisimi degerleri)

(Kiyaslamalarda 1.alan ve 0.hafta baz alinmstir.)

uv () uv (+)

Alanlar 4 hafta 12.hafta 4 hafta 12.hafta
O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e O.haftaya | Al’e
gore gore gore gore gore gore gore gore

Al (kontrol) 1.98 -1.45 -4.35 -3.54**

A2 (ip) 2.86 1.44 -1.3 1.12 -2.51 1.73 -2.6 1.36
A3 (dolgu) 1.31 151 | 1.09 1.58 -1.92% | 2.27 1.03 3.64
A4 (ip+dolgu) | 0.99 199 [ 112 1.61 -2.12 2.05 -2.1* 1.69
A5 1.62 -1.22 -1.15 1.26 -1.7 2.55 -1.2 2.94
(ip+dolgu+BTX)

Tablo-6: Haftalara ve alanlara gére Col3A1 ekspresyon analizi sonuglari

*p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

**p<(.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

e PCR analizinde Col3A1 ekspresyonunun UV alan deney grubunda, UV almayan

gruba kiyasla degisimi (kat degisimi)

Alanlar 4. hafta 12.hafta
Al (kontrol) -8.49* -2.54*
A2 (ip) -3.28 -2.22
A3 (dolgu) -1.47 1.38
A4 (ip+dolgu) -1.93 -2.69
A5 (ip+dolgu+BTX) -2.47 -1.32

Tablo-7: Haftalara ve alanlara gore Col3A1l ekspresyonunda UV etkisi

*p<0.05 olan degerler anlaml olarak isaretlenmistir.
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Col3A

| I
- IR l7 B

12 hafta

Kat Degisimi
A

-10

-12 -

Sekil-3: Haftalara ve alanlara gore Col3A1 ekspresyonunda UV etkisi (grafik)

4.1.4. inflamasyon varhig ve siddeti degerlendirmesi

¢ 1 nolu kontrol alaniyla kiyaslandiginda;
-Dolgu uygulanan 3 nolu alanda en fazla olmak tizere (odds degeri
38.00 kat, 95% giiven araligi 13.79-104.66) tim alanlarda anlamh
artis (p<0.05) saptanmustir.
-Ip uygulanan 2 nolu alanda 22.43 kat odds'luk artis ve 95% giiven
aralig1 8.22-61.21, ip+dolgu uygulanan 4 nolu alanda 21.33 kat odds'luk
artis ve 95% giiven araligi 7.89-57.65, ip+dolgu+BTX-A uygulanan 5
nolu alanda 27.57 kat odds'luk artis ve giiven araligi 9.95-76.38
saptanmigtir.

e 0. hafta bazale gore;
-4 haftada 107.59 kat odds'luk artis (95% giiven araligi 14.18-816.16),
-12. haftada 92.10 kat odds'luk artis (95% giiven araligi 12.93-655.95)
gozlenmistir ve anlamhdir (p<0.05).

e UV alan deney grubunda almayan kontrol gruba kiyasla odds degeri 1.27 olmak

uzere inflamasyonda artis saptanmistir ancak anlamsizdir.
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Inflamatuar hiicrelerin detayl kalitatif incelemesinde;

Notrofil duzeylerinde:

-UV uygulanan 2. grupta UV uygulanmayan 1. gruba kiyasla odds degeri
0.93'tiir ve bu azalma anlamsiz ¢ikmistir.

-4. haftada (odds degeri 58.08) ve 12. haftada (odds degeri 138.87)
notrofil sayilar1 bazale gére anlamh yuksektir (p<0.05).

-En fazla 4.alan olan ip+dolgu uygulamada olmak lizere tim alanlarda
notrofil diizeyleri 1 nolu kontrol alanina kiyasla anlamh olarak artis

gostermistir (p<0.05).

Eozinofil diizeylerinde:

-UV uygulanan 2. grupta UV uygulanmayan 1. gruba kiyasla odds degeri
1.05'tir ve bu artis anlamsiz ¢ikmuistir

-1 nolu kontrol alanina gore en fazla ip uygulanan 2.alanda (odds degeri
360.40, 95% giiven araligi 95.30->999.999) olmak Ulzere tim alanlarda
anlamh artis gozlenmistir (p<0.05).

-0.hafta bazale gore akut donemde (4. hafta) belirgin anlamh artis (odds
degeri 347.58, 95% giiven aralig1 130.44-926.16) gozlenmistir (p<0.05).
12. haftada bu artis daha az diizeydedir (odds degeri 245.26, 95% giiven
araligi 85.02-707.51) ancak anlamhdir (p<0.05).

Histiosit duzeylerinde

-UV uygulanan grupta kontrol gruba kiyasla odds degeri 3.97 gelmistir.
Ancak bu artis anlaml1 ¢tkmamustir.

-Alan faktoriiniin anlamli etkisi olmamistir ancak tiim alanlarda 1.
kontrol alanina kiyasla odds degeri >999.999 olarak bulunmustur.
-0.hafta bazale gore akut donemde(4. hafta) belirgin anlamh artis (odds
degeri >999.999, 95% giiven aralig1 >999.999->999.999) ve kronik
donemde (12. hafta) belirgin anlamh artis (odds degeri >999.999)

saptanmigtir.

Mast hiicre diizeylerinde ise

-UV maruziyeti mast hiicre sayisinda anlamh diisiise yol agmistir (odds
degeri 0.155, 95% giiven aralig1 0.05-0.45) (p<0.05).

-Alan faktoriine bakildiginda en fazla ip uygulanan 2 nolu alanda artis
gozlenmistir ve odds degeri 564.75 (95% giiven aralig1 84.59->999.999)
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olarak anlamhdir (p<0.05). Daha az odds degeri olmak tizere diger

uygulama alanlarinda da kontrole kiyasla anlamh olarak yuksek

bulunmustur (p<0.05).

-0.hafta bazale gore akut dénemde 4. haftada (odds degeri:144.67, 95%
giiven aralig1 42.15-496.45) ve 12. haftada da (odds degeri 175.00)
bazale gore anlamh artis gézlenmistir (p<0.05).

Resim-8: 4 ve 12. haftalarda g6zlenen inflamatuar degisiklikler.

a-H&E x40, H12R3A2. Hafif inflamatuar degisiklikler. b- H&E x100 H4R6AS5. Belirgin inflamasyon
(lenfosit predominant). c- H&E x100 H12R19A2. Belirgin inflamasyon (lenfosit predominant). d- H&E x200
H12R3A2 Mast hiicreleri (sar1 oklar). e- H&E x200 H12R1A2 Mast hiicreleri (sar1 oklar). f- H&E x200

H4R13AS5 lenfosit, histiosit ve eozinofil (sar1 oklar) infiltrasyonu.

4.1.5. Vaskiilarizasyon varhg ve siddeti degerlendirmesi
e [ nolu kontrol alaniyla kiyaslandiginda;

-Dolgu uygulanan 3 nolu alanda en fazla olmak tizere (odds degeri
13.57 kat, 95% giiven aralig1 4.91-37.47) tim alanlarda anlamh
artis (p<0.05) saptanmustir.
-Ip uygulanan 2 nolu alanda 9.63 kat odds'luk artis ve95% giiven
aralig1 3.45-26.86, ip+dolgu uygulanan 4 nolu alanda 12.99 kat odds'luk
artis ve 95% giiven aralig1 4.63-36.42, ip+dolgu+BTX-A uygulanan 5
nolu alanda 10.48 kat odds'luk artis ve 95% giiven araligi 3.77-29.14

saptanmustir.
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e 0. hafta bazale gore;
-4.haftada 65.35 kat odds'luk artis (95% giiven araligi 16.02-266.46),
-12. haftada 57.44 kat odds'luk artig (95% giiven aralig1 13.95-236.53)
gozlenmistir ve anlamhdir (p<0.05).

e UV alan deney grubunda almayan kontrol gruba kiyasla odds degeri 2.10 olmak

iizere artis saptanmistir ancak anlamsizdir.

Resim-9: 0, 4 ve 12. haftalarda vaskiilarizasyondaki degigimler.
a- H&E x40 HOR3AL. Normal. b- H&E x100 H4R12A3. Sari oklar epidermis altinda belirgin 6dem. c- H&E
x100 H12R2A2. Sar oklar vaskiiler proliferasyon. d- H&E x40 H12R10A4 Sar1 oklar vaskiiler

proliferasyon.
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4.1.6. Dev Hiicre ve Yabanci Cisim Graniilomu

e 1 nolu kontrol alaniyla kiyaslandiginda;

-PDO ip+dolgu+BTX-A uygulanan 5 nolu alanda en fazla olmak uzere
(odds degeri 6.81 kat) tiim alanlarda artis (p<<0.05) saptanmistir ancak
anlamli ¢itkmamustir.

e 0. hafta bazale gore;
-4 haftada 129.61 kat odds'luk artis, 12. haftada 27.82 kat odds'luk

artis gézlenmistir ve anlamhdr (p<0.05).
e UV alan deney grubunda almayan kontrol gruba kiyasla odds degeri 13.64 kat

olmak Uzere artis saptanmistir ve anlamh bulunmustur (p<0.05).
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Resim-10: Kapsul formasyonu ve granilom yapisinin 4 ve 12. haftalardaki goriniimil.
a- H&E x20 H4R14A4. Sar1 oklar ip ve dolgu maddesi. b- H&E x100 H12R4AS. Sar1 ok ip ve dolgu

maddesi,yesil ok lenfosit ve histiosit infiltrasyonu. c- H&E x100 H4R6AS. Yesil ok kapsiil formasyonu, sart
ok graniilom yapist. d- H&E x40 H4R13AS5 Sar1 ok dermiste graniilom yapisi. e- H&E x200 HI2R19A2 Sar1
ok multinlkleer dev hiicre formasyonu. f- H&E x40 HI2R19A2 Sari oklar multiniikleer dev hiicreler ve

granulom formasyonu.
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4.1.7. Kapsiil Benzeri Yap1 Olusumu

e 1 nolu kontrol alaniyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak;
-En fazla ip+dolgu+BTX-A uygulanan 5. alanda (odds degeri 76.76 kat)
olmak lizere tim alanlarda anlamh olarak fazla saptanmistir (p<0.05).
-2.alanda 21.75 kat (95% giiven aralig1 1.58-298.93) , 3. alanda 6.44 kat
ve 4. alanda 39.80 kat fazla saptanmistir.

e 0. hafta bazale gore;
-4 haftada 29.50 kat odds'luk artis (95% giiven aralig1 6.24-139.45), 12.
haftada 33.07 kat odds'luk artis gézlenmistir ve anlamhdir (p<0.05).

e UV alan deney grubunda almayan kontrol gruba kiyasla odds degeri 5.64 kat olmak

Uzere artis saptanmistir ve anlamh bulunmustur (p<0.05).

4.2. MMP-2, MMP-9, IL-6, NF-KB Gen Ekspresyonlarinin PCR analiziyle

degerlendirilmesi

Calismada gen ekspresyonlar1 degerlendirilirken, jel elektroforez goriintiisii kayda

almmustir (sekil-2).

bg} M CollAl Col3A1 MMP2 MMP9 NF«xB IL-6

500
400
300
200

100

Sekil-4: Calismada mRNA ekspresyon analizleri gerceklestirilen hedef gen genlerin real time PZR
iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri. M: 100 bg (baz ¢ift)’lik DNA marker

MMP-2 ekspresyon diizeylerinin PCR analizi sonucunda:

e UV uygulanmayan 1. grupta 0. haftadaki bazale gore MMP-2 ekspresyonu:
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-1.alanda 4.haftada 1.44 kat yiiksek ve 12. haftada 1.71 kat duisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-2.alanda 4.haftada 2.1 kat yiiksek ve 12. haftada 1.05 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-3.alanda 4.haftada 1.25 kat diisiik ve 12. haftada 1.11 kat diistik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-4.alanda 4.haftada 1.8 kat diisiik ve 12. haftada 1.54 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-5.alanda 4.haftada 1.35 kat yiiksek ve 12. haftada 1.16 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grupta 0. haftadaki bazale gére MMP-2 ekspresyonu:
-1.alanda 4.haftada 2.67 kat yuksek ve 12. haftada 3.15 kat yuksek
saptanmistir ve her iki deger de anlamhdir (p<0.05).

-2.alanda 4.haftada 2.24 kat diisiik ve 12. haftada 1.72 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-3.alanda 4.haftada 2.2 kat diisiik ve 12. haftada 1.51 kat yiiksek
saptanmistir ve anlamsizdir.

-4.alanda 4.haftada 2.75 kat diisiik ve 12. haftada 1.57 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

-5.alanda 4.haftada 1.69 kat diisiik ve 12. haftada 1.58 kat ytiksek
saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grubun UV uygulanmayan 1.grupla kiyaslamasinda 0. haftadaki

bazale gore MMP-2 ekspresyonu:
-1l.alanda 4.haftada 1.91 kat ve 12.haftada 5.47 kat ylksek saptanmis
olup bu degerler anlamhdir (p<0.05).
-2.alanda 4. haftada 4.11 kat ve 12.haftada 3.38 kat diisiik saptanmistir
ancak anlamsizdir.
-3.alanda 4. haftada 1.27 kat diisiik ve 12.haftada 1.51 kat ylksek
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-4.alanda 4. haftada 2.67 kat diistik ve 12.haftada 1.22 kat diistik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-5.alanda 4. haftada 2.66 kat ve 12.haftada 1 kat diisiik saptanmistir

ancak anlamsizdir.
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UV (-) UV (+)
Alanlar 4.hafta 12.hafta 4 hafta 12.hafta
Al (kontrol) 1.44 -1.71 2.67** 3.15**
A2 (ip) 2.1 -1.05 -2.24 -1.72
A3 (dolgu) -1.25 -1.11 2.2 1.51
A4 (ip+dolgu) | -1.8 -1.54 -2.75 -1.57
A5 1.35 -1.16 -1.69 1.58

(ip+dolgu+BTX)

Tablo-8: PCR analizinde 0.haftaya gére MMP-2 ekspresyon sonuglari (kat degigimi)

*p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

**p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

Kat Degisimi

"

MMP2

A1

|
2 !3 4 5

B 4 hafta
12 hafta

Sekil-5: Haftalara ve alanlara gére MMP2 ekspresyonunda UV etkisi (grafik)

MMP-9 ekspresyon diizeylerinin PCR analizi sonucunda:

UV uygulanmayan 1. grupta 0. haftadaki bazale gére MMP-9 ekspresyonu:
-1.alanda 4.haftada 1.33 kat diisiik ve 12. haftada 1.62 kat diistik

saptanmigtir ve anlamsizdir.
-2.alanda 4.haftada 1.27 kat diisiik ve 12. haftada 2.45 kat diisiik
saptanmigtir ve anlamsizdir.
-3.alanda 4.haftada 3.29 kat diisiik ve 12. haftada 1.25 kat diisiik

saptanmistir ve anlamsizdir.
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-4.alanda 4.haftada 4.59 kat diisiik ve 12. haftada 2.61 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.
-5.alanda 4.haftada 2.83 kat diisiik ve 12. haftada 1.69 kat diisiik

saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grupta 0. haftadaki bazale gére MMP-9 ekspresyonu:
-1.alanda 4.haftada 3.15 kat ylksek ve 12. haftada 19.15 kat yuksek
saptanmistir ve anlamsizdir.
-2.alanda 4.haftada 8.59 kat diisiik saptanmistir anlamsizdir ve
12.haftada 5.8 kat diisiik saptanmistir ve anlamhdir (p<0.05).
-3.alanda 4.haftada 14.5 kat diisiik saptanmistir, anlamhdir (p<0.05)
ve 12. haftada 1.62 kat diigiik saptanmistir ve anlamsizdir.
-4.alanda 4.haftada 9.09 kat diisiik ve 12. haftada 3.93 kat diisiik
saptanmustir ve her iki deger de anlamhdir (p<0.05).
-5.alanda 4.haftada 1.51 kat diisiik ve 12. haftada 2..68 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grubun UV uygulanmayan 1.grupla kiyaslamasinda 0. haftadaki

bazale gére MMP-9 ekspresyonu:

-1.alanda 4.haftada 1.93 kat ve 12.haftada 14.33 kat ytksek saptanmis
olup anlamsizdir.
-2.alanda 4. haftada 1.85 kat yiliksek ve 12.haftada 5.14 kat diisiik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-3.alanda 4. haftada 9.54 kat diistik ve 12.haftada 2.8 kat diisiik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-4.alanda 4. haftada 4.29 kat diistik ve 12.haftada 3.27 kat diistik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-5.alanda 4. haftada 1.16 kat diisiik ve 12.haftada 3.42 kat diisiik

saptanmistir ancak anlamsizdir.
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uv () uv (+)
Alanlar 4 hafta 12.hafta 4.hafta 12.hafta
Al (kontrol) -1.33 -1.62 3.15 19.15
A2 (ip) 1.27 -2.45 -8.59 5.8%*
A3 (dolgu) -3.29 125 -14.5%* 162
A4 (ip+dolgu) | -4.59 261 -9.09% -3.93*
A5 -2.83 -1.69 -1.51 -2.68
(ip+dolgu+BTX)
Tablo-9: PCR analizinde 0.haftaya gére MMP-9 ekspresyon sonuglari (kat degisimi)
*p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.
**p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.
MMPg
20 -
15 - I
10 -
£
)a 5 7 B 4 hafta
é o _j i 12 hafta
Q Al A2 3L -q Aq
-5 1 I
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Sekil-6: Haftalara ve alanlara gére MMP9 ekspresyonunda UV etkisi (grafik)

NF-KB ekspresyon diizeylerinin PCR analizi sonucunda:

e UV uygulanmayan 1. grupta 0. haftadaki bazale gore NF-KB ekspresyonu:
-1.alanda 4.haftada 1.46 kat diisiik ve 12. haftada 4.36 kat diislik

saptanmistir ve anlamsizdir.

-2.alanda 4.haftada 1.32 kat yiiksek ve 12. haftada 1.65 kat diistik

saptanmigtir ve anlamsizdir.

-3.alanda 4.haftada 2.15 kat diisiik ve 12. haftada 2.57 kat diisiik

saptanmistir ve anlamsizdir.

-4.alanda 4.haftada 3.01 kat diisiik ve 12. haftada 1.54 kat disiik

saptanmistir ve anlamsizdir.
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-5.alanda 4.haftada 1.16 kat diisiik ve 12. haftada 2.35 kat diistik
saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grupta 0. haftadaki bazale gére NF-KB ekspresyonu:
-1.alanda 4.haftada 3.05 kat yiiksek saptanmis olup anlamsizdir ve 12.
haftada 9.25 kat yuksek saptanmistir ve bu deger anlamhdir (p<0.05).
-2.alanda 4.haftada 2.17 kat yiiksek saptanmis ve ve 12. haftada 7.03 kat
yiiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir.
-3.alanda 4.haftada 2.98 kat yiiksek saptanmis ve ve 12. haftada 10.87 kat
yuksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir
-4.alanda 4.haftada 3.85 kat yiiksek saptanmis olup anlamsizdir ve 12.
haftada 5.46 kat yuksek saptanmistir ve bu deger anlamhdir (p<0.05).
-5.alanda 4.haftada 6.19 kat yiiksek saptanmis ve ve 12. haftada 9.72 kat

yiiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir

e UV uygulanan 2. grubun UV uygulanmayan 1.grupla kiyaslamasinda 0. haftadaki
bazale gore NF-KB ekspresyonu:

-1.alanda 4.haftada 9.39 kat ve 12.haftada 1.63 kat yiiksek saptanmis
olup anlamsizdir.
-2.alanda 4. haftada 5.74 kat diisiik ve 12.haftada 2.14 kat disik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-3.alanda 4. haftada 6.52 kat diisiik ve 12.haftada 1.13 kat ytiksek
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-4.alanda 4. haftada 3.61 kat diistik ve 12.haftada 2.95 kat diistik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-5.alanda 4. haftada 5.81 kat diisiik ve 12.haftada 1.08 kat diistiik

saptanmistir ancak anlamsizdir.
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UV (-) uv (+)
Alanlar 4.hafta 12.hafta 4 hafta 12.hafta

Al (kontrol) -1.46 -4.36 3.05 9.25*

A2 (ip) 1.32 -1.65 2.17 7.03

A3 (dolgu) -2.15 -2.57 2.98 10.87

A4 (ip+dolgu) | -3.01 -1.54 3.85 5.46*

A5 -1.16 -2.35 6.19 9.72
(ip+dolgu+BTX)

Tablo-10: PCR analizinde 0.haftaya gore NF-KB ekspresyon sonuglart (kat degisimi)

*p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

**p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.

NF-xB

B 4 hafta
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Sekil-7: Haftalara ve

alanlara gére NFKB ekspresyonunda UV etkisi (grafik)

IL-6 ekspresyon diizeylerinin PCR analizi sonucunda:

e UV uygulanmayan 1. grupta 0. haftadaki bazale gore IL-6 ekspresyonu:

-1.alanda 4.haftada 1.48 kat diisiik ve 12. haftada 1.89 kat diisiik
saptanmigtir ve anlamsizdir.
-2.alanda 4.haftada 1.71 kat diisiik ve 12. haftada 1.49 kat diistik
saptanmistir ve anlamsizdir.
-3.alanda 4.haftada 2.98 kat diisiik ve 12. haftada 1.86 kat diisiik

saptanmigtir ve anlamsizdir.
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-4.alanda 4.haftada 3.53 kat diisiik ve 12. haftada 2.65 kat diistik
saptanmistir ve anlamsizdir.
-5.alanda 4.haftada 1.83 kat diisiik ve 12. haftada 2.25 kat diisiik
saptanmistir ve anlamsizdir.

e UV uygulanan 2. grupta 0. haftadaki bazale gore IL-6 ekspresyonu:
-l.alanda 4.haftada 1.2 kat diigsiik saptanmis olup anlamsizdir ve 12.
haftada 2.29 kat yuksek saptanmistir ve bu deger anlamhdir (p<0.05).
-2.alanda 4.haftada 1.07 kat yiiksek saptanmis ve 12. haftada 1.11 kat
yiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir.
-3.alanda 4.haftada 2.31 kat diisiik saptanmis ve 12. haftada 3.89 kat
yiiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir
-4.alanda 4.haftada 2.21 kat diisiik saptanmis ve 12. haftada 1.11 kat
yiiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir
-5.alanda 4.haftada 2.21 kat yiiksek saptanmis ve 12. haftada 2.46 kat

yiiksek saptanmistir ve bu degerler anlamsizdir

e UV uygulanan 2. grubun UV uygulanmayan 1.grupla kiyaslamasinda 0. haftadaki
bazale gore 1L-6 ekspresyonu:

-1.alanda 4.haftada 3.28 kat ve 12.haftada 2.36 kat yuksek saptanmig
olup anlamsizdir.
-2.alanda 4. haftada 2.39 kat diisiik ve 12.haftada 3.69 kat disik
saptanmistir ancak anlamsizdir.
-3.alanda 4. haftada 2.87 kat diisiik ve 12.haftada 2.08 kat yiiksek
saptanmustir ancak anlamsizdir.
-4.alanda 4. haftada 3.01 kat diisiik saptanmis olup bu deger
anlamhdir (p<0.05) ve 12.haftada 2.38 kat diisiik saptanmistir ancak
anlamsizdir.
-5.alanda 4. haftada 1.75 kat diisiik ve 12.haftada 1.06 kat diisiik

saptanmistir ancak anlamsizdir.
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UV (-) uv (+)
Alanlar 4 hafta 12.hafta 4.hafta 12.hafta
Al (kontrol) -1.48 -1.89 -1.2 2.29*
A2 (ip) -1.71 -1.49 1.07 1.11
A3 (dolgu) -2.98 -1.86 -2.31 3.89
A4 (ip+dolgu) -3.53 -2.65 -2.21 1.11
A5 -1.83 -2.25 221 2.46
(ip+dolgu+BTX)
Tablo-11: PCR analizinde 0.haftaya gore IL-6 ekspresyon sonuglari (kat degisimi)
#p<0.05 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.
*##p<0.01 olan degerler anlamli olarak isaretlenmistir.
IL-6

5 -

4 -

i

S !

1 ® 4 hafta

Kat Degisimi
o

haft
a4 A 3 4 SI 12 hatia
2 I
_3 - ‘|'

Sekil-8: Haftalara ve alanlara gore 1L-6 ekspresyonunda UV etkisi (grafik)
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5. TARTISMA

Elastozis, fotohasara sekonder olusan amorf elastotik materyalin papiller ve orta dermiste
depolanmasi ile meydana gelir (83). UV maruziyetinin Sprague-Dawley ratlar tzerindeki
etkilerinin incelendigi Japonya'dan bir ¢alismada (84), suberitem dozda olmak uzere
haftada 3 kez 12 hafta boyunca si¢anlar kronik UVB maruziyetine birakilmistir. Calisma
neticesinde elastik fibrillerin diziliminde diizensizlikler ve tortuozitede artis gézlenmistir.
Ayrica yiizeyel dermiste irregiiler diizenlenen elastik lifler arasinda deforme olan elastik lif
materyallerinin birikimine karsilik gelen aktinik elastozis de gozlenmistir. Calismamizda
da 6dem ve solar elastozda UV maruziyetine bagl artis UV alan grupta almayan gruba
kiyasla histopatolojik 32.58 kat fazla saptanmistir ve bu artis 4.ve 12. haftalarda da
baslangica gore anlamli yiiksek bulunmustur. Bu da kronik UV maruziyetine bagl solar

(aktinik) elastozu desteklemektedir.

Dolgu implantasyonuna sekonder yeni kollajen olusumu stimiilasyonu tam olarak
bilinmeyen bir durum degildir (50). Dermal komponentler ve fonksiyonlar1 tizerindeki
rejuvenasyonun bir bileseni olarak ECM onarimi, HA enjekte edilen deri dokusu tzerinde
belirgin olarak gosterilmistir (77, 85, 86). Paliwal S. ve ark. HA'In Sprague-Dawley
ratlarin derisi Uzerinde etkilerini intradermal 20pL HYC-24L+ enjeksiyonu yoluyla
incelemislerdir. Bu caligmaya gore baslangi¢c ve enjeksiyondan sonraki 4-8-12. haftalarda
alman 5 mm. punch deri biyopsisi 6rneklerinde tip 1 ve tip 3 kollajenin histopatolojik
incelemesi ve PCR yoluyla gen ekspresyonu analizlerine bakilmistir. Tip 1 ve tip 3
kollajende mg/cm? cinsinden 4, 8 ve 12. haftalarda baslangica gore anlamli yiikselme
gozlenmistir. Kollajen tip 1 ve tip 3'lin birbirine oraninda anlamli degisim gézlememisler
ve bunu kollajen homeostazinin korunmasina baglamislardir. Histopatolojik olarak da
matir ve yeni sentezlenen kollajen liflerinin dolgu enjekte edilen alanlarda gozlendigini
belirtmislerdir (77). insanda enjektabl HA'in intradermal ve ECM Uzerindeki etkileri ilk
olarak 2007 yilinda Wang ve ark. tarafindan yaymlanmistir. Bu calismada, derileri
fotoyaslanmaya ugramis 11 géniillii insanin kollarinda deri altina Restylane® 0.7mL ve
normal salin enjekte edilerek sonuglar1 degerlendirilmistir. Arastirmacilar histopatolojik
incelemede dermiste, interselliiler ve ekstraseliiler alanda kollagen 1'in anlamli olarak fazla
boyandigini gézlemlemislerdir (87).

Farkli materyallerden ip uygulamasinin rat derisinde kullanildigi bir c¢aligmada (88),
Sprague-Dawley ratlarin sirt derisi tizerinde ayri alanlarda 4 farkli PDO ip ¢esidi ve poli
laktik asid (PLA) ip materyali kullanilmis. 1, 2 ve 12. haftalarda alinan doku 6rneklerinde
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histopatolojik inceleme ve PCR analizi yapilmis, PDO uygulanan ip alanlarinda daha fazla
olmak iizere tip 1 ve tip3 kollajen diizeylerinde anlamli artislar gézlenmistir. Histopatolojik
olarak da ip materyali cevresinde yabanci cisim graniilomatéz reaksiyonu, fibroblast
hlcreleri, inflamatuar hiicreler ve fibroz kapsiil benzeri yap1 olusumu gézlenmistir (88).
Kore'den yapilan bir ¢alismada; PDO, PLA ve polikaptoprolakton (PCL) iplerinin rat derisi
tizerindeki histopatolojik degerlendirmesi yapilmistir. Sprague-Dawley ratlarin sirt derisine
uygulanan malzemelerden sonra 2, 4, 8 ve 12. haftalarda biyopsiler alinarak incelenmistir.
En fazla PDQO'da olmak {izere ip materyalini ¢evreleyen alanlarda, kollajen liflerinde artig
saptanmustir (89).

BTX-A'nin kullanim sonras1 histolojik ve immunohistokimyasal analizlerine dair
literatiirde veriler kisithdir. Yiiz bolgesi kirigikliklart iizerinde etkisinin incelendigi
Misir'dan bir ¢alismada, 16 goniillii lizerinde yiiziin iist 1/3'line tek enjeksiyon seklinde
BTX-A uygulanmis, deri biyopsileri periorbital kirigiklik bdlgelerinden (kaz ayagi)
enjeksiyon Oncesi ve enjeksiyondan 3 ay sonrasinda alinarak analiz edilmistir. Bu
calismada tip 1 ve tip 3 kollajen diizeylerinde anlamli fark saptanmadigi ancak kollajen
liflerinin organizasyon ve diziliminin enjeksiyon sonrasi orneklerde daha diizenli oldugu
belirtilmistir (4). Permatasari F. ve ark.'nin ¢alismasinda laboratuvar ortaminda in vitro
insan fibroblastlarinin (HDF), UVB ile indiiklenen prematiir yaslanma siireci analiz
edilmis ve BTX-A uygulamasinin UVB etkisini antagonize ederek tipl ve tip3 kollajen
tiretimini indiikledigi RT-PCR ile gosterilmistir (90).

Bizim ¢alismamizda, RT-PCR analiz sonuclar1 yorumlandiginda 12 haftalik kronik stiregte
UV uygulanmayan grupta 4 nolu alanda (PDO ip + HA dolgu) en fazla ve anlamli olmak
lizere tim alanlarda 1. alana gore tip 1 kollagen (CollAl) ekspresyonunda artis
bulunmustur. UV uygulanan grupta da 12 haftalik kronik siire¢ sonunda 3 nolu alanda en
fazla olmak iizere tiim alanlarda 1. alana gére CollAl ekspresyonu fazla bulunmustur
(Tablo-4). MMP-2, MMP-9, NF-KB ve IL-6 diizeylerine bakildiginda 4. haftada 4.alanda
diger uygulama alanlari ve kontrol alanina kiyasla daha diisiik diizeylerde ekspresyon
goriilmiistiir. 12. haftada da MMP-2, MMP-9 ve IL-6’da yine en diisiik diizey 4. alanda
tespit edilmistir. PDO ip + HA dolgu kombinasyonunun inflamasyon {izerinden bu
molekiillerin ekspresyonunu etkiledigi ve 12 haftalik kronik periyod sonunda
ekspresyonunun yiiksek ¢iktigi diisiiniilmiistiir. Savoia A. ve ark.’nin ¢aligmasinda 50
goniillii insan ilizerinde igeriginde HA bulunan maddelerin mezoterapi teknigiyle ylize
enjeksiyonu sonucunda baslangic ve 12. haftada elde edilen punch biyopsi doku

orneklerinde IL-1B, IL-6 ve MMP-1 diizeylerinde azalma ve tip 1 kollagende artis
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gozlenmistir. Yazarlar uygulanan formiilasyonun, IL-1B, IL-6 ve MMP-1 dlzeylerindeki
azaltic1 etkisini inflamatuar strecler Uzerindeki olasi manipiilatif etkisine baglamislardir.
Bunun sonucunda nemlendirmeyi, eclastikiyeti, parlakligi artirarak deride yeniden
yapilanmay1 sagladig1 ve fotoyaslanmada antiaging etki gosterdiginin tahmin edildigi ifade
edilmistir (91). 60 kadin goniilli ile yapilan Toulouse, Fransa’dan bir ¢alismada (92)
katilimcilarin kollarina 0.5cc HA jel ve kontrol olarak da izotonik sodyum klorid enjekte
edilmis ve baslangig, 1, 3 ve 6. aylarda deri biyopsisi alinmistir. ELISA ve qPCR ile gen
ekspresyonlar1 ¢alisilmistir. 1. ayda prokollagenin en yiiksek tespit edildigi ¢alismada,
MMP-9 diizeylerinde anlamli farklilik saptanmamistir. MMP-3 diizeyinin 3.ayda anlamli
farklilik gosterdigi belirtilmis ancak sonuglar prezente edilmemistir UV etkisi ile
indiiklenen MMP’ler (6zellikle MMP-9) kollagenin, kollajenazlar tarafindan ilk
ayristirllmasi1 sonrasinda; gelatin ve kiigiik peptitlere nihai ayrismasinda 6nemli rol
oynamaktadir (93). MMP-9 diizeyinin 3.alanda UV uygulanan grupta 4. haftada en diisiik
diizeyde olmasi; kronik stre¢ sonunda, 3. alanda en yiliksek diizeyde kollagen
ekspresyonunu (UV etkisiyle bazale gore yine diisiik) destekledigi goriilmektedir. Her iki
grupta da 4. haftada ve 12.haftada CollAl ekspresyonu 0.hafta bazale gore diisiis
gostermistir. Bunu biz dokuda olusturulan travma etkisine sekonder gelisen inflamasyona
bagl bir diisiis olarak gormekteyiz. Uygulanan maddelerin, bu diisiisii kronik siirecte
kismen engelledigi ve kontrol alanina kiyasla antiaging etki gosterdikleri gézlenmektedir.
UV uygulanan grupta, UV uygulanmayan gruba kiyasla ekspresyon diizeyleri 12.haftada
ve 3 numarali dolgu alani hari¢ negatif ¢cikmistir. Bu da UV’nin tip 1 kollagen iizerindeki
olumsuz etkisini kanitlar niteliktedir (Tablo-5). Tip 3 kollagen (Col3Al) ekspresyonu
diizeylerine bakildiginda CollAl ekspresyonu ile korele olarak 12 haftalik kronik siire¢
sonunda UV uygulanmayan grupta 4. alanda ve UV uygulanan grupta 3. alanda
ekspresyonun diger gruplara kiyasla yiiksek oldugu goézlenmistir. Tim uygulama
alanlarinda 1.kontrol alanina kiyasla UV alan ve almayan grupta tip 3 kollajen ekspresyonu
yuksektir. Coll Al ekspresyonuna paralel olarak Col3A1 ekspresyonu sonuglarinda da UV
alan grubun, UV almayan gruba kiyasla 3. alan hari¢ tim uygulama alanlarinda ve kontrol
alaninda (A1) rolatif olarak negatif kaldig1 gozlenmistir (Tablo-7). Bu da yine UV nin tip 3
kollajen uzerindeki olumsuz etkisini gostermektedir. Bu etki kronik maruziyette de
azalarak devam etmistir. Histopatolojik olarak cm?’deki fibroblast hiicre sayilar1 ve
dolayisiyla  kalitatif ~ kollajen  diizeylerinin ve  organizasyonunun kiyaslamali
degerlendirimesinde UV uygulanmayan grupta 5. alanda ve UV uygulanan grupta ise 4.

alanda daha fazla diizey ve organizasyon istatistiksel olarak anlamli goériilmiistiir. TUm
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uygulama alanlarinda 1. alana goére 4 ve 12. haftada kalitatif kollagen diizey ve
organizasyonu yiiksek bulunmustur. Bu durum gostermektedir ki uyguladigimiz dolgu, ip
ve BTX-A malzemeleri dokuda olusan neokollagenez iizerinde etkin bir rol oynamaktadir.
UV uygulanan grupta, UV uygulanmayan gruba kiyasla kollagenin kalitatif dlizeyi ve
organizasyonu 4 ve 12. haftalarda diisiikk gézlenmistir (Tablo-3)

Fotoyaslanmis deride kollajen liflerinin sayisinda azalma ve diziliminde diizensizlikler
goriilir. Bu durum sentezde azalma ve yikim artisinin bir sonucu olarak karsimiza
cikmaktadir (94, 95). Sonugcta deride gerginlik kayb1 ve kirisiklik formasyonu olusumu
gozlenir (sekil-9) (96). Kollajen dizeylerinin PCR analizinde gorilmektedir ki UV
uygulamasi tip 1 kollajeni degrade edici etki gdstermis ve yikima ugrayan tip 1 kollajen
lifleri nedeniyle ekspresyon, UV almayan gruba gore daha diisiik ¢gtkmigtir. Ancak UV alan
grubun kendi i¢inde alanlar1 kiyaslandiginda akut donemde (4. hafta) ip+dolgu uygulanan
4. alanda bu diisiis daha az yasanmis, ip+dolgu+BTX uygulanan 5. alanda ise kronik
donemde (12.hafta) bu diisiis daha az yasanmistir. Bu durum Col3A1 ekspresyon
sonuglarinda da gozlenmektedir. Boylece, BTX-A’nin kronik siregte etkinliginin ortaya
ciktig1 diisliniilmiis ve kollajen diisiisiinii azalttig1 sonucuna varilmistir. Cin’den Hao R. ve
ark.’larmin kultlre edilen hipertrofik skar dokusundan izole edilen insan keloid
fibroblastlar1 tizerinde BTX-A uyguladiklar1 ¢alismasinda, MMP-1 ve MMP-2 RNA ve
protein diizeylerinin yiiksek eksprese oldugunu, TGF-B1 ve MMP-9 diizeylerinin diisiik
eksprese oldugunu gozlemledikleri belirtilmistir (97). Yine Cin’den bir bagka ¢alismada,
insan dermal fibroblastlar1 tizerinde BTX-A’nin toksik etkisi denenmistir ve BTX-A’nin
insan dermal fibroblastlar1 iizerinde toksik etkisi ya da prolifere edici etkisi saptanmamus;
bazi MMP’leri disiirerek tip 1 kollageni artirdigi gézlemlenmistir. MMP-2 Uzerinde
anlamli degisim bulunmazken, pro ve aktif formdaki MMP-9°da BTX-A enjeksiyonu ile
azalma gozlemlemislerdir. Bu sayede skar dokusunun prolifere olmasini inhibe ederek
iyilesmesine katkida bulundugu diigiiniilmiistiir. Bizim ¢alismamizda MMP-2 ve MMP-9
duzeyleri UV uygulanan ve uygulanmayan grupta BTX-A’nin PDO ip ve HA dolgu ile
kombine uygulandigi 5.alanda kontrol 1.alana gore diisiik ¢ikmustir. 5.alanda, 4.alana
kiyasla 4 ve 12. haftada rolatif olarak MMP-2 ve MMP-9 dlzeyi daha ylksek
bulunmustur. Bu da bize BTX-A’nin bu molekullerin ekspresyonunu kismen artirdigini
ancak kronik donemde 5.alanda olusan neokollagenez tizerinde BTX-A ile -¢alismamizda
Olcemedigimiz- baska molekiiler mekanizmalarin etkilesimlerinin de etkili olabilecegini
gostermistir. Ayn1 zamanda uygulanan PDO ip ve HA dolgu malzemelerinin MMP’leri

diisiirticii etkisi de gozlemlenmistir.
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MMP2, MMP9, NF-KB ve IL-6 ekspresyon diizeylerine bakildiginda UV etkinligine bagh
anlaml farkliliklar saptanmistir. NF-KB diizeylerinde UV uygulanan grupta, UV almayan
gruba kiyasla her alanda, 4 ve 12. haftalarda ekspresyon diizeyinin yiiksek ¢ikmasi UV’ nin
etkinligini desteklemektedir. Ancak bu etkinin fotoyaslanmanin alt basamaklarindaki
MMP2, MMP9 ve IL-6 diuzeylerine yansimamasi uygulanan maddelerin inflamasyon

Uzerinde ve dolayli olarak fotoyaslanma tizerinde etkili oldugunu diisindiirmektedir.

UVA ve UVB
1 Oksidatif hasar Gilt 1 Solar elastoz
ve ROR 4 Pigmentasyon
1 mmg:g ™ !(ollagen yikimi |:> J Cilt esnekligi
4 Inflamasyon
1 NF-KB P Kinisiklik formasyonu
MIL-6

Sekil-9: Fotoyasglanma modeli

Inflamasyon diizeylerinin kiyaslamali incelemesinde inflamasyon diizeyi en fazla dolgu
uygulanan 2 nolu alanda olmak iizere, tiim alanlarda 1 nolu kontrol alanina kiyasla artis
gostermistir. Bu artig 4. hafta biyopsilerinde 107 kata ¢ikmis, 12. hafta biyopsilerinde ise
92 kat yiiksek tespit edilmistir. Bu da kronik siiregte inflamasyon dokusunun azaldiginin
kanitidir. Inflamasyona paralel olarak nétrofil diizeylerinde de tiim uygulama alanlarinda
kontrole kiyasla artis gozlenmistir. Eozinofil ve mast diizeyi diizeyi de tum alanlarda
artmis ancak 2.alanda daha fazla artis gostermistir. Bu da ip uygulamanin deri Gzerindeki
alerjik etkisini ortaya koymaktadir. Histiosit diizeylerindeki 12. ve 4. haftada goriilen

anlamli artiglar inflamasyonun devam ettigi siirece eslik etmektedir.

Vaskiilarizasyona bakildiginda inflamasyonla paralel bir bi¢cimde yine en fazla dolgu
uygulanan 2 nolu alanda olmak {izere tiim alanlarda 1 nolu kontrol alanina kiyasla artis

gbzlenmistir. Bu artig, bazale gore; 4. haftada 65 katina ¢ikarken 12. haftada 57.4 kat
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yiiksek saptanmistir. Bu durum, kronik siirecte inflamasyona paralel olarak doku

vaskiilaritesinde artigin kismi azalmasi seklinde yorumlanabilir.

Kapsiil benzeri yapi1 olusumu histopatolojik olarak istatiksel anlamda ip uygulanan
alanlarda (en 5>4>2) anlamli yiiksek bulunmustur. Bu da uygulanan ip materyalinin
etkinligini gosteren destekleyici bir bulgudur. Yabanci cisim granulomu, dev hiicre

formasyonu da ¢alismamizda resimlerle gosterilmistir.

6. LIMITASYONLAR

Histopatolojik olarak Herovici collagen stain boyama ile neokollagenezin, elastin liflerinin
dizilimi ve Elastika von gieson boyasi ile kalitatif diizeyinin degerlendirilmesi, Weigert
Rezorsin Fuchsin boyasi ile neoelastogenezin saptanmasi, elastin gen ekspresyonunun PCR

ile kantitatif 6l¢imu teknik sebeplerle sonuglandirilamamastir.
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7. SONUC

Fizyolojik yaslanma ve fotoyaslanma modellerinde tek basina ve kombine PDO ip, HA

dolgu ve BTX-A uygulamalarmin sican derisi ve bag dokusu lizerindeki etkilerinin

degerlendirildigi bu ¢alismayla asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir:

1.

Uygulamis oldugumuz fotoyaslanma modeli ¢alismis ve UV uygulanan grupta UV
uygulanmayan gruba kiyasla; fotoyaslanmay1 gosteren solar elastozda ve NF-KB
ekspresyonunda artis, tip 1 ve tip 3 kollajen diizeylerinde ise azalis anlamli olarak
gosterilmistir.

UV uygulamaya sekonder 1.kontrol alaninda NF-KB, MMP2, MMP9, IL6 gen
ekspresyon diizeyleri zamanla (4 ve 12. haftada) artis goOstermistir. Bu da
fotoyaslanmay1 destekler niteliktedir. Bu molekiillerin uygulama alanlarinda farkl
ekspresyon gostermeleri, uygulanan maddelerin ekspresyon uzerinde muhtemel
etkili olarak sonucu degistirdiklerini ortaya koymustur.

UV uygulanan grupta (fotoyaslanma) tek basina dolgu uygulamasinin, UV almayan
grupta (fizyolojik yaslanma) ip+dolgu kombine uygulamasinin kronik donemde
(12.hafta) antiaging olarak daha effektif sonuglar getirdigi gézlenmistir.

Uygulanan her 3 maddenin de dokuda histopatolojik diizeyde fibroblast olusumunu
artirdig1, neokollagenezi uyardigr ve kollajen liflerinin organize diziliminde rol
aldig1 histopatolojik olarak gdsterilmistir. Bu da antiaging etkide her 3 ajaninda
etkisinin oldugunu desteklemektedir.

Ip+dolgu  uygulamanin, ip+dolgu+BTX-A uygulamayla kiyaslandiginda
fotoyaslanma iizerinde akut donemde antiaging etkisinin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ancak kronik donemde BTX-A’nin antiaging etkisi daha baskin
¢ikmis ve bu durum tipl ve tip 3 kollagen ekspresyonlarina yansimistir. Bu
durumun BTX-A’nin tespit edemedigimiz molekiiler mekanizmalar {izerinden

etkilesimle dokuda neokollagenezi uyarici etkisi sonucu oldugu diisiintilmiistiir.
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