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ÖZET 

Uzayda ya�am ve yüksek yerçekiminin osteoporosis gibi hastalıklarda kullanılma olasılı�ı, hem dü�ük (mikrogravite), 
hem de yüksek yerçekimi (hipergravite) etkisinin ve kullanılan mekanizmaların aydınlatılması için birçok çalı�maya konu 
olmaktadır. Beyinde tight junction (TJ) denilen zonula occludens’ler kan beyin bariyerinin (KBB) olu�umu nedeni ile ayrı 
bir önem ta�ımaktadır. Bu çalı�mada hipergravitenin (2G) ve rotasyonun yenido�an Wistar albino ratlarda merkezi sinir 
sisteminin KBB’ni olu�turan zonula occludens (TJ) üzerine etkisi ara�tırıldı. 

Çalı�mada 90 adet yenido�an Wistar albino rat kullanıldı. Yavru ratlar kontrol, rotasyon (G) ve hipergravite (2G) olmak 
üzere 3 gruba ayrıldı. Bir grup kontrol olarak ayrılırken, bir grup yerçekimi ivmesine e�it rotasyona (G), di�er grup ise 
yerçekimi ivmesinin yakla�ık 2 katı (2G) ve günde 6 saat süreyle rotasyona maruz bırakıldı. Her grupta 6 yavru rat olacak 
�ekilde postnatal 3., 7., 15., 21. ve 28.günlerde yavrular eter anestezisi altında %10 formalin perfüzyonu ile fikse edilip, 
dekapite edildi ve beyinleri çıkarıldı. Parafin kesitlere immunohistokimyasal olarak zonula occludens ZO-1 ve occludin 
boyamaları uygulandı. Sonuçlar ı�ık mikroskobunda de�erlendirildi. 

ZO-1 ve occludin proteinlerinin geli�im sürecine parelel olarak ortaya çıktıkları ancak, rotasyon ile 2G düzeyinde ve uygu-
lanan süre içinde, ı�ık mikroskobik düzeyde yapılan incelemede proteinlerin ortaya çıkması ve da�ılımı açısından kontrol 
grubuna göre bir fark olmadı�ı saptandı. 

SUMMARY 
The realization of a long lasting dream of living in outer space and the potential use of hypergravity for the treatment of 
ailments such as osteoporosis prompted extensive research on the effects of microgravity and hypergravity on the 
organisms and to shed light to the mechanisms associated with these. Zonula occludens, ZO also known as tight 
junctions in the brain are particularly important since they have a role in the formation of blood-brain barrier (BBB). In this 
study we examined the effects of hypergravity (2G) and rotation on zonula occludens. (TJ). 

Ninety newborn Wistar albino rats are used in the study. Rotation group were subjected to centrifugation that is 
equivalent to the gravitational force (G) while hypergravity group underwent centrifugation that was twice as much as the 
gravity for 6 hours a day. Under ether anesthesia, rats in each subgroup were perfused with 10% formalin, decapitated 
and the brains were removed. Paraffin sections were immunohistochemically stained with ZO-1 and occludin dyes and 
examined under a light microscope. ZO-1 and occludin proteins appeared normally during the course of the 
development. Light microscopic examination did not reveal any differences between the control group and rotation 
hypergravity groups with regard to the appearance or the distribution of these proteins. 
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G�R�� 

Gravite yeryüzünde ya�ayan canlıların tamamını etkileyen 
1G lik etkisiyle hem geli�im hem de üreme fizyolojisinde 
rol oynayan farkında olmadı�ımız bir faktördür. Özellikle 
geli�imin ilk a�amalarında oldukça etkin olan de�i�en 
yerçekimi etkisi, hamileli�in ortalarına do�ru ve postnatal 
ya�amda giderek azalmaktadır (1, 6, 7, 9, 11). Bir adap-
tasyon geli�imi oldu�u dü�ünülmektedir  (31). Hipergravite 
etkisi sadece direk yolla olmayıp, kan akımı ve metabolik 
de�i�ikliklere ba�lı indirekt de�i�ikliklere de yol açmakta-
dır. Sinir sistemi üzerine yer çekiminde azalmanın 
(mikrogravite) nöronal aktivitede azalmaya ve 
hipergravitenin ise nöronal aktivitede artmaya neden oldu-
�u dü�ünülmektedir (20). 

Endotel ve epitel hücrelerinin önemli bir özelli�i hücreler 
arası bölgede  zonula occludens  tight junction (TJ) olu�tu-
rarak bir bariyer görevi üstlenmeleridir. Bu bariyer normal 
fizyolojinin ve devamlılı�ının sa�lanmasının yanı sıra, 
beyinde olu�an ödem ve enflamasyonda da önemli rol 
oynar. Bu nedenle beyinde bariyerin geçirgenli�i di�er 
organlardakine göre oldukça azdır. Hem TJ olu�umu hem 
de sürdürülen geçirgenlik bu olu�umu sa�layan proteinle-
rin yapısal durumuna ba�lıdır. ZO-1, ZO-2, cingulin, 7H6 
antijeni, ve simplekin bilinen proteinler olup, occludin ve 
claudine integral membran proteini olmasıyla di�erlerinden 
ayrılır. Bu proteinlerin birbirleri ile ili�kisi sonucu hücre yan 
membranının apikal kısmında TJ olu�turulur. ATP varlı�ı 
ve hücre iskeletiyle aktin ba�lantısı fonksiyonun olu�ması 
için gereklidir. Geli�im sürecinde di�er membran ba�lantı-
larının bu olu�umu etkiledikleri dü�ünülmektedir (16, 47). 

Kan beyin bariyeri, (KBB) merkezi sinir sisteminde kapiller 
endotel hücreleri arasındaki zonula occludens tipi hücrele-
rarası ba�lantıların varlı�ı sonucu olu�ur. Merkezi sinir 
sisteminin çok sınırlı bazı alanlarında (KBB) bulunmaz. Bu 
alanların ço�u beyindeki ventriküller civarında yerle�mi�tir 
(organum circumvenriculare): eminentia mediana 
hypothalami, corpus pineale, glandula hypophyseos, 
organum subfornicale, organum vasculosum lamina 
terminalis, area postrema (42, 46). (KBB) üç önemli fonk-
siyonu bulunmaktadır: 1-Dola�ımda bulunan bazı molekül-
lerin geçi�ini engelleyerek, bu maddelerin zararlı etkilerin-
den merkezi sinir sistemini korur. 2-Özelle�mi� ta�ıma 
sistemleri sayesinde maddelerin seçici ta�ınmasını sa�lar. 
3-Kan veya beyin kaynaklı maddelerin metabolizması 
veya modifikasyonunu sa�lar (46). 

(KBB) embriyonik ya�amda geli�meye ba�lar (17), ancak 
do�umda henüz tam olarak geli�imi tamamlanmamı�tır 
(46). Do�um sonrası dönemde bu geli�im devam etmek-
tedir ve postnatal dönemin ilk haftalarında anatomik ve 
fonksiyonel olarak geli�im tamamlanır (46). Sıçanlarda 
KBB postnatal 3 ve 4. haftalarda tamamen olgun halini 
almasına ra�men yakla�ık 2. haftada fonksi 

 

 

yon görmeye ba�ladı�ı, boya geçi�inin durması ile göste-
rilmi�tir. Çe�itli faktörler etkisiyle kan-beyin bariyeri yıkıla-
bilmektedir. Bunlardan iskemi, infeksiyon ve metastatik 
tümörler en önemli olanlarıdır (46).  

Hipergraviteye ba�lı etkiler içinde heat-shock proteinlerin-
de artma, Fos indüksiyonu gibi stres artı�ı bulguları ve TJ 
ların açılmasına ba�lı KBB bozuklukları gösterilmi�tir (39). 
Özellikle pilotlarda hipergraviteye ba�lı baygınlık ve ödem 
olu�umu bu �ekilde açıklanmaktadır. Hipergravite orta-
mında merkezi sinir sisteminde ve özellikle beyinde iskemi 
meydana geldi�i ve bunun rotasyondan ba�ımsız oldu�u 
literatürde gösterilmi�tir (1, 11, 13, 29, 36, 43, 45). Ayrıca 
hipergravitenin teratojenik etkisi oldu�u saptanmı�tır (8). 
Bunların yanı sıra otonom ve immun sistem gibi sistemle-
rin tam olarak açıklanamamı� etkilerine ba�lı olarak da 
özellikle metabolizmayı bozabilen de�i�iklikler görülebil-
mektedir (2, 5). 

Bu amaçla, yapılan deneysel çalı�mada sıçan beyninde 
özellikle geli�imin kritik sürecinde hem hücre davranı�ının 
hem de KBB nin hipergravite etkisi ile olası de�i�iklikleri 
ara�tırılmı�tır. 

MATERYAL VE METOD 

Deney düzene�i olarak hızı ayarlanabilir rotasyon aleti 
kullanıldı. Cihazın kollarının uzunlu�u 144 cm. di ve uçla-
rında deney hayvanlarının konuldu�u kafesler bulunuyor-
du. Rotasyon (G) grubu için 25 devir/dakika, hipergravite 
(2G) grubu için 36 devir/dakika dönme hızı uygulandı. 
Buna göre rotasyon grubu için olu�turulan merkezkaç 
ivmesi 9.82 m/sn2, hipergravite grubu için olu�turulan 
merkezkaç ivmesi ise 20.86 m/sn2 (=2.08 G) olarak he-
saplandı. 

Çalı�mada 90 adet yenido�an wistar albino rat yavrusu 
kullanıldı. Yavru ratlar kontrol, rotasyon (G) ve hipergravite 
(2G) olmak üzere 3 gruba ayrıldı. Bir grup kontrol olarak 
ayrılırken, bir grup yerçekimi ivmesine e�it rotasyona (G), 
di�er grup ise yerçekimi ivmesinin yakla�ık 2 katı olacak 
�ekilde (2G) saat yönünde ve günde 6 saat süreyle rotas-
yona maruz bırakıldı. Her grupta 6 yavru rat olacak �ekilde 
postnatal 3., 7., 15., 21. ve 28.günlerde yavrular eter anes-
tezisi altında %10 formalin perfüzyonu ile fikse edilip, 
dekapite edildi ve beyin ile medulla spinalisleri çıkarıldı. 
Alınan örneklerden rutin parafin blok takibi sonrası 8µ luk 
kesitler alındı. Kesitler immunohistokimyasal inceleme için 
ise polilizinli lama alındılar. 

KBB için zonula occludens proteinlerinden occludin’in 
varlı�ını göstermek amacıyla anti-occludin (polyclonal 
rabbit anti-occludin, ZYMED) ve ZO-1 varlı�ını göstermek 
amacıyla anti-ZO-1 (polyclonal rabbit anti-ZO-1, ZYMED) 
ile immunohistokimya yapıldı. Sonuçlar ı�ık mikroskobun-
da (Olympus BX40F-3 stereo ı�ık mikroskop) de�erlendi-
rildi.  
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Resim 1. Occludin immunoreaktivitesi; 

a) Kontrol grubu 2. hafta, immunoreaktivite yok 

b) Kontrol grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin 

c) Hipergravite grubu 2. hafta immunoreaktivite yok 

d) Hipergravite grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin 

e) Negatif kontrol. (Polyclonal rabbit anti-occludin-ZYMED, x1000) 
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Resim 2. ZO-1 immunoreaktivitesi;  

a) Kontrol grubu 2. hafta, immunoreaktivite zayıf  
b) Kontrol grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin  
c) Hipergravite grubu 2. hafta immunoreaktivite zayıf  
d) Hipergravite grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin  
e) Negatif kontrol. (Polyclonal rabbit anti-ZO-1, ZYMED, x1000) 

BULGULAR 

�munohistokimyasal olarak yapılan TJ olu�umunu sa�la-
yan proteinlerden occludin (Resim 1) ve ZO-1 (Resim 2) 
boyamalarından elde edilen sonuçlarda, occludin boya-
masında 2.hafta zayıf, 3. hafta belirgin immunoreaktivite 
gözlenirken (Resim 1 c, d), ZO-1 boyamasında 2. hafta 
immunoreaktivite görülmemesine kar�ın (Resim 2 c) 3. 
hafta belirgin immunoreaktivite gözlendi (Resim 2 d). Özel-
likle damarsal yapıların etrafında immunoreaktivite belirgin 
olarak saptandı (Resim 1 b, d, Resim 2 b, d). Her iki prote-
in boyaması sürekli bir çizgi halinde olup özellikle endotel 
hücrelerinin etrafında sıralandı  

 

 

(Resim 1 d, Resim 2 d). Hem kontrol, hem de G ve 2G 
gruplarında immunoreaktivitenin derecesi ve zamanlaması 
bakımından fark saptanmadı (Resim 1, 2). Beyin paranki-
masında heterojen �ekilde da�ılmı� nokta �eklinde boya-
malar gözlendi ancak bunlar için de hem kontrol, hem de 
G ve 2G gruplarında bir farklılık göstermedi�i saptandı. 
Protein da�ılımının geli�im sürecinde beklenen zamanla-
maya uygun olarak ortaya çıktı�ı ve varlı�ını sürdürdü�ü 
saptandı. Ancak her iki proteinin ortaya çıkı�, da�ılım ve 
lokalizasyon farklılı�ı görülmedi.  
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TARTI�MA 

Çalı�mamızda yenido�an ratların merkezi sinir sistemi 
geli�imi üzerine rotasyon (=G) ve hipergravitenin (=2G) 
etkisini ara�tırıldı. Buna göre anneleri ile birlikte kafes 
içinde günde 6 saat süreyle ve 4 hafta boyunca rotasyon 
ve hipergraviteye maruz bırakılan yenido�an ratlarda TJ 
proteinlerinin ortaya çıkı�ında, da�ılımında ve süreklili�in-
de farklılık saptanmadı.  

Literatürde özellikle hipergravitenin serebral iskemi ve 
buna ba�lı KBB de yıkıma neden oldu�u belirtilmektedir 
(1, 13, 18, 33, 36, 45). Çalı�mamızda KBB olu�umunda 
önemli rol oynayan zonula occludens proteinlerinin varlı�ı-
nı gösterdik. Fakat iskeminin ve kan-beyin bariyerinin 
fonksiyonel olu�umunu koruyup korumadı�ını belirleyebil-
mek için kullandı�ımız yerçekimi �iddeti ve inceleme yön-
temlerimizin yeterlili�i dü�ünülerek, daha ileri çalı�malar 
gerekti�ini dü�ündük. 

Bir çalı�mada zonula occludens proteinlerinin varlı�ının, 
do�rudan KBB nin geçirgenlik özelli�i ile ilgili olmadı�ı 
dü�ünülmü� ise de (23), di�er çalı�malar ve genel kanı 
özellikle occludin varlı�ının KBB geçirgenli�i ile ilgili oldu-
�u yönündedir (15, 16, 47). Çalı�mamızın sonucu olarak 
KBB nin böyle bir yıkımı protein düzeyinde bir de�i�ikli�e 
neden olmasa da, varlı�ının gösterilmesi için boya 
diffüzyon yöntemi ile ara�tırılması gerekir. Burada önemli 
olan boya diffüzyon yöntemi ile gösterilen KBB nin yıkı-
mında hem protein düzeyinde hem de ultrastrüktürel dü-
zeyde de�i�ikli�in olması için daha �iddetli bir etkinin ol-
ması gerekti�idir. Çalı�mamızda ı�ık mikroskopik düzeyde 
bu tür bir de�i�iklik saptanmamı�tır. Ancak klinik olarak 
deney sonrası oldukça bozulan hayvanların kısa sürede 
toparlanması ve adaptasyon göstermeleri, metabolik �art-
ların çok belirgin bir etki yapmadı�ını dü�ündürmektedir.  
Di�er çalı�malarda hem rotasyona, hem metabolik �artla-
ra, hem de hipergravite etkisine ba�lı iskemi benzeri de�i-
�ikliklerin oldu�u daha ileri yöntemlerle gösterilmi�tir (22, 
34). Çalı�mamızla arada olu�an farklar, deney düzene�i-
ne, zamanlamaya, etkinin �iddetine ve süresine ba�lı 
faktörlerden de kaynaklanmaktadır. Bu �artları sa�lamaya 
yönelik çalı�malar sürdürülmektedir. 

De�i�en gravitenin fizyolojik de�i�iklikler yaptı�ı, organiz-
ma enerji ihtiyacını de�i�tirdi�i, özellikle kemik, vestibuler 
sistem, kardiyovasküler sistem, immun sistem ve kas 
fizyolojisinde de�i�ikliklere neden oldu�u bilinmektedir (10, 
12, 19, 27, 32, 37). Hipergravite uygulamarı vucut kitlesin-
de azalmaya neden olmaktadır (48). Prolaktin hormonu-
nun memelilerde zonula occludens formasyonunu stimüle 
etti�i ve bunu occludin ve/veya ZO-1 düzeyinin artı�ı ile 
sa�ladı�ı gösterilmi�tir (38). Di�er yandan yine literatür 
bilgisi olarak hipergravitenin ratlarda maternal ve fetal 
prolaktin hormon düzeyinde azalmaya neden oldu�u bildi-
rilmi�tir (26). Bizim çalı�mamızda hormon tayini yapma 
imkanımız olmamakla birlikte, zonula occludens proteinle-
rinden hem occludin, hem de ZO-1 immunoreaktivitesinde,  

 

hem kontrol hem de deney gruplarında farklılık gözlen-
memi� olması, kullanılan metoda ve özellikle de 
hipergravitenin postnatal dönemde uygulanmı� olmasına 
ba�lı olabilir. Böylece yenido�an ratların olası prolaktin 
eksikli�inden minimal etkilenmi� olması beklenebilir. 

Hücre davranı�ı açısından postnatal dönem bölünmenin 6. 
gün, göçün 15. gün ve farklıla�manın 28. gün pik yaptı�ı 
kritik dönemlere ayrılır. Yerçekimi hücre bölünmesini ve 
aksonal büyümeyi etkileyerek, hücre davranı�ını da etki-
lemektedir (4, 28, 44). Hipergravitenin hem bitki hem de 
hayvan hücresinde gen de�i�ikliklerine neden oldu�u 
belirtilmi�tir (21). Hipergraviteye ba�lı olarak TNF alpha, 
bcl-2, p 53 gibi genlerin beynin de�i�ik bölgelerinde arttı�ı 
saptanmı�tır (34, 41). Yine hipergravite ile hippokampal 
aktivitenin ve de�i�ti�i bildirilmektedir (24). Çalı�mamızda 
bu üç kritik dönemi içeren �ekilde deney planlaması ya-
pılmı� ancak zaman noktaları arasında bir farklılık sap-
tanmamı�tır. Protein tanımlanmasının zamanla ili�kisi 
literatürdeki hem protein hem de ultrastrüktürel çalı�malar-
la uyumludur. TJ varlı�ının ve yapısal durumunun ince-
lenmesinde önemli bir faktörde EM incelemesidir. TJ’ı 
olu�turan proteinler sitoplazmik yüzeyde elektro-dense 
görünüm verirler. Özellikle KBB nin bozuldu�u beyin alan-
larında bu yapının de�i�ti�i gösterilmi�tir. Ayrıca bu çalı�-
maların varlı�ında reseptör aktivasyonuna ba�lı olarak 
protein düzeyinde görülemeyen de�i�ikliklerin yapısal 
olarak izlenmesi hatta immunoelektron mikroskobi yapıla-
rak bu proteinlerle yapısal durumu ili�kilendirmek mümkün 
olabilmektedir. Embriyonik çalı�malardan anla�ılan, prote-
in düzeyinde olsun EM incelemesinde olsun her ikisinin 
varlı�ı tam bir bariyer fonksiyonu anlamına gelmemekte, 
bu a�amadan sonra fonksiyon için belli bir olgunla�manın 
varlı�ı gerekmektedir (3). Bizim çalı�mamızda da bu tür 
ili�kiyi kurmak ve yapısal durumu de�erlendirmek için EM 
incelemelerine gerek vardır. Di�er çalı�malarla de�erlendi-
rildi�inde özellikle 28. gün sonuçlarında tam olarak olu�an 
TJ varlı�ı ve fonksiyonel olarak i�lev gördü�ünün bilinmesi 
ve çalı�madan çıkan protein da�ılımı deneyimizde 
hipergravite ve rotasyona ba�lı de�i�ikli�in olu�madı�ını 
desteklemektedir. 

Sonuç olarak literatür bilgisi ı�ı�ında ve deney �artlarımız 
göz önüne alınarak, G ve 2G deney gruplarında, KBB ni 
olu�turan zonula occludens proteinlerinin ortaya çıkı� 
zamanlarında, da�ılımlarında ve sürekliliklerinde de�i�iklik 
olmadı�ı dü�ünülmü�tür. Daha sa�lıklı yorumlar yapmak 
için moleküler ve ultrastrüktürel yöntemleri içeren ileri 
çalı�malar yapmak gereklidir. Önemi gittikçe artan yerçe-
kimi de�i�iklikleri ile insan fizyolojisi ve osetoporosis gibi 
patolojik durumların ili�kisi, mekanizmaların aydınlatılması 
ile bir çok bilinmeyeni ortaya çıkaracaktır. Bu çalı�malar-
dan alınan sonuçlar hem uzayda ya�am kalitesi hem de 
hastalıkların tedavisi için hipergravitenin alternatif olmasını 
sa�layacaktır.
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