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OZET

Yeryiiziinde yasayan tiim canlilar genetik faktérlerin oldugu kadar, cevresel faktérlerin de etkisi altindadir. Bu ¢evresel
faktérlerin belki de en 6nemli ve sdrekli olani yercekimi (gravite)’ dir. Gravitenin artmasi (hipergravite) ise ugak yolculuk-
lari sirasinda meydana gelen parabolik ugus esnasinda ya da uzaya yolculuk sirasinda gerceklesmektedir. Deneysel
olarak 6zellikle hipergravitenin ve rotasyonun yenidogan Wistar albino ratlarda merkezi sinir sisteminin gelisimine ve
miyelinizasyon stirecine yaptiklar etki arastirildl. Deney dizenegi olarak hizi ayarlanabilir rotasyon aleti kullanildi. Ro-
tasyon aletinin kol uzuniugu 144 cm ve dénme hizi G grubu igin 25 devir/dk, 2G grubu igin 36 devir/dk olarak uyguland..
90 adet wistar albino yenidogan rat kullanildi. Yenidogan ratlar kontrol, G ve 2G olmak lizere 3 gruba ayrildl. G ve 2G
gruplar glinde 6 saat rotasyona maruz birakildi ve 3., 7., 15., 21. ve 28. giinlerde eter anestezisi altinda %10 formalin ile
perfiizyon fiksasyonu uygulandiktan sonra dekapite edilip, beyinleri ¢ikarildi. Hazirlanan parafin bloklardan 8u luk kesitler
alindi. Solochrome cyanine ve PAS ile boyanan kesitler 1sik mikroskopu altinda degerlendirildi. Ayrica seri kesitlerden
alinan gériintilerde Cavalieri metodu ile stereolojik 6lgliim yapildi. Elde edilen verilere gére rotasyon ve 2G seviyesinde
hipergravitenin, ilk 4 haftalik periyotta 1sik mikroskopik seviyede, miyelinizasyon sirecine ve beyin gelisimine belirgin bir
etki yapmadigi sonucuna varildi.

SUMMARY

All terrestrial creatures are affected by environmental factors as well as genetic factors. Gravity is probably the most
important and continuous environmental factor we all are exposed to. Hypergravity is encountered during parabolic
flights, or during the launch of space shuttle, and sometimes during extreme acceleration in a vehicle. The effects of
hypergravity and centrifugation on the development and myelinisation processes of central nervous system of newborn
wistar albino rats have especially been investigated. A variable speed centrifugator with a radius of 144 cm was used in
the experiment. Ninety newborn Wistar albino rats were assigned equally to control, G and 2G groups. G and 2G groups
were subjected to centrifugation at a speed of 25 rpom and 36 rpm respectively for 6 hours a day. Following ether
anesthesia, equal number of rats from each group were perfused with 10% formalin at postnatal 3rd, 7th, 15th, 21st and
28th days and decapitated. Brains were removed and embedded in parafin. Eight micrometer thick sections were stained
with Solochrome cyanine and PAS and examined under light microscope. Digital images were obtained from serial
sections for Cavalieri based stereologic estimations. The results suggested that centrifugation (G) and hypergravity (2G)
caused significant effect neither on myelinisation process nor brain development light microscopically in the first 4 weeks
of postnatal period.
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Yercgekiminin biyolojik yapilar Gzerine etkileri pek ¢ok ca-
lismanin konusu olmustur (1, 8, 9, 10, 11, 15, 20, 21, 25,
26, 30, 31, 33). Bu calismalar gerek mikrogravite ortamin-
da, gerekse hipergravitenin degisik derecelerinde, canlila-
rin adaptasyon, Greme ve gelisme &zellikleri ile sdz konu-
su canhlarda 6zellikle gelisim déneminde meydana gelen
yapisal ve kalici degisikliklerle iligkili oldugu saptanmistir
(27, 28). Ozellikle astronotlarda ve uzay araglarinda kulla-
nilan deney hayvanlarinda gérilen dusik yergekimine
bagl hipotalamik ve serebellar degisiklikler, normal kosul-
larda yapilan yiksek yergekimi deneylerini anlamli kilmak-
ta ve mekanizmalarin arastiriimasina olanak saglamakta-
dir. Gelisen teknolojiye bagl olarak uzayda yasam olasili-
g1 bu tur deneylerle insanhdin ve bilimin hazirlanmasina
yardimci olmaktadir. Bunun yani sira hipergravitenin
osteoporoz gibi hastaliklarda ve yara iyilesmesinde tedavi
araci olarak kullanilma olasihgi da, bu deneylerin ve me-
kanizmalarin anlasiimasindaki 6nemi arttirmaktadir (18,
19, 37).

Olasi etkinin arastirimasinda hicre davranisinin gizel
Ornekleri olan miyelin olusumu ve bazal membran formas-
yonunun secilmesinin nedeni gogalma, gé¢ etme ve farkli-
lasma kriterlerinin birlikte yer aldigi stregler olmasidir. Bu
amagla solochrom cyanine metodu ile miyelin boyanmasi-
na ve PAS ile de bazal membranlarin gdsterilmesine ¢ali-
silarak, deneysel olarak hipergraviteye maruz birakilmig
yenidogan si¢anlarda beyin dokusuna etkisi incelenmistir.

Merkezi  sinir  sisteminin  fonksiyonu  bakimindan
miyelinizasyon sireci blylk 6nem arz etmektedir. Miyelin
protein, lipid ve sudan meydana gelir. Miyelin merkezi sinir
sisteminde oligodendrositler tarafindan Uretilen hicre igi
bir yapidir (39). Periferik sinir sisteminde Schwann hiicre-
leri tarafindan yapilan miyelin ile merkezi sinir sistemindeki
miyelin arasindaki en belirgin fark, miyelinogenezis sira-
sinda farkh proteinlerden veya farkli protein oranlarindan
olusmasidir. Ornegin  proteolipid protein (PLP)/DM20,
miyelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG),
oligodendrocyt miyelin glycoprotein (OMGP) sadece mer-
kezi sinir sistemindeki miyelin yapisinda bulunurken, PO
ve PMP22 proteinleri sadece periferik sinir sistemindeki
miyelin yapisinda bulunur. P1, P2, miyelin associated
glycoprotein (MAG) ve 2’3’ siklik AMP phosphodiesterase
(CNPase) gibi proteinler her iki sinir sistemi bdlimuinde
farkli oranlarda bulunur. Proteinlerden PO, P1, P2,
PLP/DM20, MAG, MOG ve PMP22, Guillain-Barré
sendromu ve multiple sclerosis gibi hastaliklarda antijenik
Ozellikleri nedeniyle 6nem kazanmaktadirlar. Ayni zaman-
da bu tip hastaliklarin sinir sisteminin farkli bélimlerini
etkilemesi, sinir sistemi bélimlerindeki miyelin yapisinin
farkl olmasina baglanmaktadir (39).

Lipidler bakimindan da benzer durum s6z konusudur.
Miyelinin yapisinda yaklasik %70-80 oraninda lipid bulu-
nur. Bu lipidlerin dnemli bir blGmini kolesterol,

pzttgs, Sayi 3, Eylll — Aralik, 2004

fosfolipidler ve glikosfingolipidler olusturur. Daha az oran-
da galaktosilgliseridler, fosfoinozidler ve gangliozidler
bulunur. Periferik ve merkezi sinir sistemindeki miyelinin
kompozisyonu farkhdir. Yine insanda gangliozidlerden
sialosyl paragloboside (LM1) periferik sinir sistemindeki
miyeline 6zglyken, sialosylgalactocerebroside (GM4)
merkezi sinir sistemindeki miyelinde bulunan esas
gangliozidtir. Lipid icinde yer alan asidik glikoglikolipidler
antijenik olarak énemlidir. Lipid metabolizmasini ilgilendi-
ren bozukluklarda (metakromatik I6kodistrofi, Krabbe
hastaligi, Niemann-Pick hastaligi gibi), farkh seviyelerde
demiyelinizasyon goérllebilmektedir (39).

Miyelin olusumunun hasara ugramasinda ortaya PAS
pozitif ~makrofajlarin  ortaya c¢iktigi  gdsterimis ve
demiyelinizasyon surecine eslik ettikleri saptanmistir (35).
Yine gelisim slrecinde sulfataz eksikligine bagli olarak
kortikal ndronlarda PAS pozitifligin olustugu (13), ayrica
merkezi sinir sisteminde bazi aksonlarin ve miyelin yiizey-
lerinin PAS positif olduklari ve bunun gelisim slrecine de
bagh olduklar gosterilmistir (12). PAS pozitifliginin néronal
nekroz, reaktif gliosis ve kan beyin bariyerinde yikimla
olan iligkisinin arastirildigi bir calismada, hem damar du-
vari ile ilgili, hem de glial ve néronal hiicrelerde graniler
tarzda birikim seklinde ortaya ¢iktigr gézlenmistir (2).

Yine laminin ve dolayisi ile bazal membran ve onu boya-
yan PAS reaksiyonunun néronal hasarin ve dejenerasyo-
nun duyarh bir tanimlayicisi oldugu iddia edilmistir (17).

Bazal membrani olusturan matriks molekdlleri sadece bu
membranin olusmasi ve devamliligini saglamakla kalmaz
ayni zamanda olusturdugu sinyal mekanizmasi ile dej
hiicre davranisini direk olarak etkiler. Bunun yani sira bu
molekdllerin miyelin olusumunda aktif rol aldiklari ve bu
sUreci direkt olarak etkiledikleri de gésterilmistir (24).

Hipergraviteye bagl olarak kaslarda matriks molekillerinin
degisiklige ugradigi ve kasin hareketini degistirdigi dusu-
nilmektedir (4, 5, 6). Daha da 6nemlisi yer¢ekimi degisik-
liklerine bagl olarak hiicre ici iskelet proteinlerinin dagili-
minda da degisiklik olustugu saptanmistir (5, 6). Yerceki-
minin azalmasina bagh spinal kord motor néronlarda ve
hipotalamik nikleuslarda genel anlamda bir aktivite azal-
masi oldugunu, buna karsilik hipergravitenin ise
hiperaktiviteye neden oldugunu belirtmektedir (22). Ayrica
hipergraviteye bagli merkezi sinir sisteminin etkilendigi ve
TRH ile tiroid hormonlarini da bu etkinin igine aldigi gdste-
rilmigtir (9, 29). Hipergravitenin siddetiyle orantili iskemi
olusumu ve 6zellikle hippokampusta ndronlarin apoptosis
mekanizmasini kullanarak 6ldikleri de degisik galismalarla
gbsterilmigtir. Hipergravite ortaminda merkezi sinir siste-
minde ve O6zellikle beyinde iskemi meydana geldigi ve
bunun rotasyondan bagimsiz oldugdu ile ilgili literatdr bilgisi
vardir (1, 3, 11, 14, 27, 33, 36, 38).

Bu ¢alismada hlcre davranigi ve bu davranisin bir kriteri
olarak miyelinizasyon ile hipergravite arasindaki iligkinin,
kan-beyin bariyeri olusumunun heniiz tamamlanmadigi
yenidogan déneminde arastiriimasi amaglandi.
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Deney dlizenegdi olarak hizi ayarlanabilir rotasyon aleti
kullanildi. Cihazin kollarinin uzunlugu 144 cm idi ve ugla-
rinda deney hayvanlarinin konuldugu kafesler bulunuyor-
du. Rotasyon (G) grubu igin 25 devir/dakika, hipergravite
(2G) grubu icin 36 devir/dakika dénme hizi uygulandi.
Buna gére rotasyon grubu icin olusturulan merkezkag
ivmesi 9.82 m/sn2, hipergravite grubu igin olusturulan
merkezkag ivmesi ise 20.86 m/sn2 (=2.08 G) olarak he-
saplandi.

Calismada 90 adet yenidogan wistar albino rat yavrusu
kullanildi. Yavru ratlar kontrol, rotasyon (G) ve hipergravite
(2G) olmak Uzere 3 gruba ayrildi. Bir grup kontrol olarak
ayrilirken, bir grup yergekimi ivmesine esit rotasyona (G),
diger grup ise yercekimi ivmesinin yaklasik 2 kati olacak
sekilde (2G) saat yéninde ve glinde 6 saat slireyle rotas-
yona maruz birakildi. Her grupta 6 yavru rat olacak sekil-
de, postnatal 3., 7., 15., 21. ve 28. giinlerde yavrular eter
anestezisi altinda %10 formalin perflizyonu ile fikse edilip,
dekapite edildi ve beyinleri ¢ikarildi. Alinan 6rneklerden
rutin parafin blok takibi sonrasi 8um’ lik kesitler alindi.
Alinan kesitlerde histokimyasal inceleme yapildi.

Kesitlere miyelin icin solochrome cyanine (Eriochrome
Cyanine RC-Sigma) ve bazal membran igin PAS boyama
teknikleri uygulandi. Sonuglar 1sik  mikroskobunda
(Olympus BX40F-3 stereo 1sik mikroskop) degerlendirildi.
Goriuntuler kamera vasitasiyla bilgisayar ekranina aktarila-
rak Cavalier metodu ile stereolojik dlgim yapildi. Ortalama
+ standart sapma seklindeki sonuglar Graph Pad 3.1 ista-
tistik programi kullanilarak ANOVA testiyle degderlendirildi
ve p<0.05 anlamli kabul edildi.

SONUCLAR

Orneklerin solochrom cyanine metodu ile boyanmasi so-
nucu, kontrol ve deney gruplarinda miyelin boyamasinin
farkhhk gostermedidi, ratlarda postnatal ddnemde devam
eden miyelinizasyon surecine uygun olarak, 3.ve 7. gin-
lerde beyinde henliz miyelinizasyonun tamamlanmadigi
saptandi (Resim 1). Sirasiyla 7. 14. ve 21. glnlere ait
6rneklerde sinir lifleri 7. giinde miyelin boyanmasi goster-
memekle birlikte (1a, 1d), 14. giinde her iki grupta minimal
boyanma gérllirken (1b, 1e), 21. glnde sinir liflerinin
belirgin olarak miyelin boyanmasi gérilmektedir (1c, 1f).
Postnatal dénemde artan bir miyelinlesme sirecinin varligi
saptanmistir.

Bu miyelinlesmenin aktif bir sekilde tamamlanmaya ¢ali-
sildigi dénemde hipergravite etkisinin varligini arastirmak
icin yapilan deneylerde, 14.giinden itibaren miyelin bo-
yanmasinin normal olarak gerceklestigi (Resim 2) ve bu-
nun da kontrol ve deney gruplari arasinda kalitatif farklilik
gostermedigi diistinlldi. incelenen alanlarda miyelin de-
jenerasyonu ile ilgili herhangi bir bulguya rastlanmadi.

PAS boyama yoéntemi ile bazal membran bitinligine
bakildiginda, postnatal ilk giinlerden itibaren olusumunu
tamamladigi ve diger gunlerde alinan 6rneklerde de bu-
tinliginde bozulma olmadigi saptandi (Resim 3).
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Resim 3. Hipergravite grubu, 28.glin, bazal membran (PAS
boyama, x400)

Ornek olarak gésterilen 28. giin boyamas, incelenen diger
zaman noktalarinda farkli olmamasi nedeni ile bazal
membran formasyonun bundan énce tamamlanmigs oldugu
ve uygulanan buyuklukteki yer ¢ekiminden etkilenmedigi
saptandi.

Bilgisayar ekranina aktarilan géruntiler Gzerinde Cavalier
metoduyla yapilan stereolojik dlgiimde, beyaz ve gri cev-
her oranlari arastinildi (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1. Kontrol, G ve 2G deney gruplarinin 4. haftada beyin
korteks, medulla ve total hacim ortalama degerleri.

Gurup Kort%ks hacmi Medglla hacmi TotaL hacim
(mm®) (mm?) (mm”)
Kontrol (n=6) 3,86+0,43 1,95+0,22 5,81+0,77
G (n=6) 3,81+0,33 2,03+0,18 5,84+0,45
2G (n=6) 3,80+0,36 2,07+0,28 5,87+0,64

Ancak gruplar arasindaki farklar istatistiksel bakimdan
anlamli (p>0,05) degildi. Bdylece hem hicre kaybi ve
miyelinizasyon bozukluguna bagli, hem de rotasyonun da
katildigi olasi iskemi kaynakli volim degisikliginin gergek-
lesmedigi saptandi.

M ortalama korteks hacmi B ortalama medullahacmi - O ortalama total hacim
10 K G 2G
8
6* -
4 -
2
04

Sekil 1. Ortalama degerlerin grafik gésterimi.
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Resim 1. Kontrol (a, b, ¢) ve hipergravite (d, e, f) gruplarina ait beyin kesitleri. Sirasiyla 7. 14. ve 21. glinlere ait 6rneklerden ali-
nan kesitler miyelin boyasi ile boyanmistir (solochrome cyanine x100). Okla isaretlenmis sinir lifleri 7. glinde miyelin

boyanmasi géstermemektedir (a, d). 14. giinde her iki grupta minimal boyanma gértlirken (b, e), 21. glinde sinir lifle-
rinin belirgin olarak miyelin boyanmasi gésterdikleri gérilmektedir (c, f).
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Resim 2. 28.glinde kontrol (K), rotasyon (G) ve hipergravite (2G) gruplarina ait beyin kesitleri (solochrome cyanine x100). Miyelinli

lifler okla gosterilmistir.

TARTISMA

Calismamizda yenidogan ratlarin merkezi sinir sistemi
gelisimi Uzerine yercekimi ivmesine esit rotasyon (G) ve
hipergravitenin (2G) etkisi arastinldi. Buna gére anneleri
ile birlikte kafes iginde giinde 6 saat slreyle ve 4 hafta
boyunca rotasyon ve hipergraviteye maruz birakilan
yenidogan ratlarda miyelinizasyon sirecinde ve bazal
membran proteinlerinin butinligunde farkhlik saptanmadi.
Ayrica beyin gelisiminde hacimsel olarak anlamli farklilik
gbézlenmedi (Tablo 1, Sekil 1). Ancak klinik olarak oldukga
etkilendikleri saptanan ve énemli miktarda denegin deney
sirasinda 6lmesi ve c¢alisma disi birakimasi,
hipergravitenin bir sekilde metabolizmay etkiledigi ancak
beyin hcrelerinin davranig bozukluguna yol agmadigi
yapilan yontemlerin izin verdigi 6lctide gdsterildi.

Yapilan cesitli calismalarda yercekiminin, vertebralilarda
ve daha alt sinif canlilarda normal embriyogenezis ve
organogenezis bakimindan gerekli oldugunu ortaya koy-
mustur. Buna goére yercekimi degisiklikleri kalici yapisal
degisikliklere neden olabilmesine ragmen, belli dlgtide
adaptasyon mumkun olmaktadir (10, 27).
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Sicanlarda beyin gelisimi yaklasik dogum sonrasi 16. giin
civarinda tamamlanir (34). Miyelinizasyon sireci ise
prenatal dbnemde baslayip, postnatal dénemin ilk 4 hafta-
sinda tamamlanan bir slrectir. Bu siregte genetik ve
cevresel faktdrler kadar, néronal aktivitenin de blylk
6nemi vardir ve hipergravite ayni zamanda néronal aktivi-
tede artisa neden olmaktadir (21, 27, 28). Calismamizda
miyelinizasyon sirecinde kontrol, yer ¢cekimine esit rotas-
yon (G) ve 2G gruplarinda 1s1k mikroskopik olarak, miyelin
boyanmasinda farklilik géremedik. Literatlirde de bununla
ilgili yapilmis calisma ve kesin bir bulgu saptayamadik.
Miyelinizasyon bozuklugunun i1sik mikroskobik dizeyde
gbrilmemesi, hipergravitenin etkisinin olmadigini sdyle-
mek i¢in yeterli olmamaktadir. Bu amagla miyelin protein-
lerinin  immunohistokimyasal olarak incelenmesi ve
ultrastriktlrel ¢calisma ile desteklenmesi durumunda kesin
bir yorum yapmak mimkin olabilecektir. Klinik olarak
oldukca etkilenen deneklerde metabolizma kosullarinin
degerlendiriimesi i¢in kan gazi analizlerinin yapilmasi,
serum parametrelerinin arastirilarak 6zellikle beyini disari-
dan etkileyen faktérlerin durumu ortaya konmalidir.
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Denek hayvanlarin fiziksel aktivitelerinde farklilk olmama-
sl, kisa sUrede toparlanmalari bu tir cevresel faktérlerin
beyin Gzerinde gecici etki olusturmasi ve miyelin olusumu-
nu etkileyecek seviyeye ulasamamasindan kaynaklanabi-
lecegini distndlUrmektedir. Yapilan calismalar
hipergraviteye bagl olugan iskeminin, gravite siddetine ve
zamana bagh oldugunu gdéstermistir. Bu tir bir etki genel-
likle 2G Gzerindeki siddette meydana gelmektedir (23).

Kultdr calismalarinda hiicre adezyon molekillerinin yerge-
kimine bagl olarak degisiklik géstermedikleri diistinilmek-
tedir (16). Buna karsin yergekimine bagli olarak annexin
gibi protein dagihminda degisiklikler meydana geldigi ileri
surllmastdr (7). Mikrogravitiye bagl etkinin submandibdiler
bezlerde yaptigi etkinin arastinldigi bir calismada da bazal
membranin kayboldugu saptanmis ve bunun bir¢cok
organelin bozukluguna eslik ettigi dustinulmuistir (32).
PAS boyamasindan elde edilen sonuglar ile hem bazal
membran olusumunu saglayan proteinlerde bir degisiklik
saptanmamis ve bazal membran formasyonu bozulmamis,
hem de bir dejenerasyon gdstergesi olarak herhangi bir
ndronal patoloji gériimemistir. Bu tir etkinin olusmasi igin
literatlrde yer alan ¢calismalarla bu ¢alismanin farki yercge-
kimi etkisinin slresi ve Ozellikle siddeti ile ilgili oldugu
disindimistdr.

Miyelin ve bazal membran olusumunun etkilenmemesi
yani sira, beynin total hacmi, beyaz ve gri cevher hacimleri

ve birbirine oranlar farklilk gdstermemistir. Ancak bu
konuda daha ylksek hipergravite sartlarinda yapilmis
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calismalarda hippokampus, talamus, serebellum ve frontal
lob gibi beyin bdlimlerinin etkilendigini bildiren yayinlar
mevcuttur (3, 23, 29). Bu yayinlarda olusan degisikliklerin
iskemik degisikliklerden farkli olmadigi da bildiriimektedir.
Bizim elde ettigimiz sonuglar, 2G gibi géreceli olarak daha
disutk hipergravite kosullarinda olusan degisikliklerin 1s1k
mikroskopik dizeyde cok sinirli diizeyde kaldidini, olugan
klinik bozuklugun metabolik sartlardan kaynaklandigi
diisiincesini desteklemektedir.

Sonug olarak literatiir bilgisi 1siginda, G ve 2G deney
gruplarinda elde ettigimiz bulgulara dayanarak, inceleme
ybéntemlerimizin sinirlamalari iginde, miyelinizasyon sire-
cinde gerileme olmadigi ve bazal membran biitinligindin
bozulmadigini sdéyleyebiliriz. Bu yorumun daha dogru
yaplimasi icin protein diizeyinde immunohistokimyasal,
yapisal dizeyde elektron mikroskobik ve klinik tablonun
tanimlanmasinda metabolik sartlarin durumunu géstermek
icin serum ve kan gazi parametrelerinin g¢alisiimasi ge-
rekmekte olup, maddi imkanlar 6él¢isiinde bu deneyler
surdiriimektedir. Bu calismada ilimli sayilabilecek diizey-
de gerceklestirilen hipergravite etkisinin sicanlarin miyelin
ve bazal membran olusumunu 1sik mikroskobik diizeyde
etkimedigi gosterilmistir. Ayrica, yergekimsiz alanda ya-
sama olasihgi ve olasi hipergravite etkilerinin hem yasam
kalitesi ile iligkisi, hem de osteoporoz gibi hastaliklarda
tedavi protokollerinin i¢inde yer alabilme disiincesi nedeni
ile dnemi gittikge artmakta olan hipergravite etki mekaniz-
malarinin anlasiimasinda, ileri calismalarin yapilmasi
gerektigi ortaya konmustur.
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