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OZET

Uzayda yasam ve ylksek yercekiminin osteoporosis gibi hastaliklarda kullaniima olasiligi, hem disik (mikrogravite),
hem de yiiksek yercekimi (hipergravite) etkisinin ve kullanilan mekanizmalarin aydinlatiimasi igin bircok ¢alismaya konu
olmaktadir. Beyinde tight junction (TJ) denilen zonula occludens’ler kan beyin bariyerinin (KBB) olusumu nedeni ile ayr
bir énem tagsimaktadir. Bu ¢alismada hipergravitenin (2G) ve rotasyonun yenidogan Wistar albino ratlarda merkezi sinir
sisteminin KBB'ni olugturan zonula occludens (TJ) lizerine etkisi arastirildi.

Calismada 90 adet yenidogan Wistar albino rat kullanildi. Yavru ratlar kontrol, rotasyon (G) ve hipergravite (2G) olmak
lizere 3 gruba ayrildi. Bir grup kontrol olarak ayrilirken, bir grup yergekimi ivmesine esit rotasyona (G), diger grup ise
yercekimi ivmesinin yaklasik 2 kati (2G) ve glinde 6 saat sireyle rotasyona maruz birakildi. Her grupta 6 yavru rat olacak
sekilde postnatal 3., 7., 15., 21. ve 28.glinlerde yavrular eter anestezisi altinda %10 formalin perfiizyonu ile fikse edilip,
dekapite edildi ve beyinleri ¢ikarildi. Parafin kesitlere immunohistokimyasal olarak zonula occludens ZO-1 ve occludin
boyamalari uygulandi. Sonuglar 11k mikroskobunda degerlendirildi.

ZO-1 ve occludin proteinlerinin gelisim stirecine parelel olarak ortaya ¢iktiklari ancak, rotasyon ile 2G dlizeyinde ve uygu-
lanan sdre iginde, 131k mikroskobik diizeyde yapilan incelemede proteinlerin ortaya ¢ikmasi ve dagilimi agisindan kontrol
grubuna gére bir fark olmadigi saptand..

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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GiRiS

Gravite yeryliziinde yasayan canlilarin tamamini etkileyen
1G lik etkisiyle hem gelisim hem de Ureme fizyolojisinde
rol oynayan farkinda olmadigimiz bir faktérdir. Ozellikle
gelisimin ilk asamalarinda oldukga etkin olan degisen
yercekimi etkisi, hamileligin ortalarina dogru ve postnatal
yasamda giderek azalmaktadir (1, 6, 7, 9, 11). Bir adap-
tasyon gelisimi oldugu disinilmektedir (31). Hipergravite
etkisi sadece direk yolla olmayip, kan akimi ve metabolik
degisikliklere bagh indirekt degisikliklere de yol agcmakta-
dir. Sinir sistemi (zerine yer ¢ekiminde azalmanin
(mikrogravite)  nbéronal  aktivitede  azalmaya ve
hipergravitenin ise néronal aktivitede artmaya neden oldu-
Jgu distnulmektedir (20).

Endotel ve epitel hicrelerinin énemli bir 6zelligi hiicreler
aras! bélgede zonula occludens tight junction (TJ) olustu-
rarak bir bariyer gérevi Ustlenmeleridir. Bu bariyer normal
fizyolojinin ve devamlihginin saglanmasinin yani sira,
beyinde olusan édem ve enflamasyonda da &nemli rol
oynar. Bu nedenle beyinde bariyerin gegcirgenligi diger
organlardakine goére oldukg¢a azdir. Hem TJ olusumu hem
de surdirllen gegirgenlik bu olusumu saglayan proteinle-
rin yapisal durumuna baglidir. ZO-1, ZO-2, cingulin, 7H6
antijeni, ve simplekin bilinen proteinler olup, occludin ve
claudine integral membran proteini olmasiyla digerlerinden
ayrilir. Bu proteinlerin birbirleri ile iligkisi sonucu hiicre yan
membraninin apikal kisminda TJ olusturulur. ATP varhgi
ve hicre iskeletiyle aktin baglantisi fonksiyonun olugsmasi
icin gereklidir. Gelisim sirecinde diger membran baglanti-
larinin bu olugsumu etkiledikleri distnulmektedir (16, 47).

Kan beyin bariyeri, (KBB) merkezi sinir sisteminde kapiller
endotel hiicreleri arasindaki zonula occludens tipi hiicrele-
rarasi baglantilarin varhigi sonucu olusur. Merkezi sinir
sisteminin ¢ok sinirli bazi alanlarinda (KBB) bulunmaz. Bu
alanlarin gogu beyindeki ventrikiller civarinda yerlesmistir
(organum  circumvenriculare):  eminentia  mediana
hypothalami, corpus pineale, glandula hypophyseos,
organum subfornicale, organum vasculosum lamina
terminalis, area postrema (42, 46). (KBB) ¢ dnemli fonk-
siyonu bulunmaktadir: 1-Dolagimda bulunan bazi molekiil-
lerin gegisini engelleyerek, bu maddelerin zararli etkilerin-
den merkezi sinir sistemini korur. 2-Ozellesmis tasima
sistemleri sayesinde maddelerin segici tasinmasini saglar.
3-Kan veya beyin kaynakli maddelerin metabolizmasi
veya modifikasyonunu saglar (46).

(KBB) embriyonik yagsamda gelismeye baslar (17), ancak
dogumda henliz tam olarak gelisimi tamamlanmamistir
(46). Dogum sonrasi dénemde bu gelisim devam etmek-
tedir ve postnatal dénemin ilk haftalarinda anatomik ve
fonksiyonel olarak gelisim tamamlanir (46). Siganlarda
KBB postnatal 3 ve 4. haftalarda tamamen olgun halini
almasina ragmen yaklasik 2. haftada fonksi
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yon gbrmeye basladigi, boya gecisinin durmasi ile gdste-
rilmistir. Cesitli faktorler etkisiyle kan-beyin bariyeri yikila-
bilmektedir. Bunlardan iskemi, infeksiyon ve metastatik
timdrler en 6nemli olanlaridir (46).

Hipergraviteye bagh etkiler icinde heat-shock proteinlerin-
de artma, Fos indiksiyonu gibi stres artisi bulgulari ve TJ
larin agiimasina baglh KBB bozukluklari gésterilmistir (39).
Ozellikle pilotlarda hipergraviteye bagl bayginlik ve édem
olusumu bu sekilde aciklanmaktadir. Hipergravite orta-
minda merkezi sinir sisteminde ve 6zellikle beyinde iskemi
meydana geldidi ve bunun rotasyondan bagimsiz oldugu
literatlirde g0sterilmistir (1, 11, 13, 29, 36, 43, 45). Ayrica
hipergravitenin teratojenik etkisi oldugu saptanmistir (8).
Bunlarin yani sira otonom ve immun sistem gibi sistemle-
rin tam olarak agiklanamamis etkilerine bagl olarak da
Ozellikle metabolizmay! bozabilen degisiklikler gérilebil-
mektedir (2, 5).

Bu amagla, yapilan deneysel calismada si¢gan beyninde
Ozellikle gelisimin kritik strecinde hem hicre davranisinin
hem de KBB nin hipergravite etkisi ile olasi degisiklikleri
arastinimigtir.

MATERYAL VE METOD

Deney dlzenegdi olarak hizi ayarlanabilir rotasyon aleti
kullanildi. Cihazin kollarinin uzunlugu 144 cm. di ve ugla-
rinda deney hayvanlarinin konuldugu kafesler bulunuyor-
du. Rotasyon (G) grubu igin 25 devir/dakika, hipergravite
(2G) grubu igin 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 yercekimi ivmesine esit rotasyona (G),
diger grup ise yergekimi ivmesinin yaklasik 2 kati olacak
sekilde (2G) saat yéninde ve ginde 6 saat sireyle rotas-
yona maruz birakildi. Her grupta 6 yavru rat olacak sekilde
postnatal 3., 7., 15., 21. ve 28.glinlerde yavrular eter anes-
tezisi altinda %10 formalin perfizyonu ile fikse edilip,
dekapite edildi ve beyin ile medulla spinalisleri ¢ikarildi.
Alinan 6rneklerden rutin parafin blok takibi sonrasi 8u luk
kesitler alindi. Kesitler immunohistokimyasal inceleme igin
ise polilizinli lama alndilar.

KBB i¢in zonula occludens proteinlerinden occludin’in
varhgini géstermek amaciyla anti-occludin (polyclonal
rabbit anti-occludin, ZYMED) ve ZO-1 varligini géstermek
amaclyla anti-ZO-1 (polyclonal rabbit anti-ZO-1, ZYMED)
ile immunohistokimya yapildi. Sonuglar 1sik mikroskobun-
da (Olympus BX40F-3 stereo 1sik mikroskop) degerlendi-
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 zayif
b) Kontrol grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin
c) Hipergravite grubu 2. hafta immunoreaktivite zayif
d) Hipergravite grubu 3. hafta immunoreaktivite belirgin
e) Negatif kontrol. (Polyclonal rabbit anti-ZO-1, ZYMED, x1000)

BULGULAR

Imunohistokimyasal olarak yapilan TJ olusumunu sagla-
yan proteinlerden occludin (Resim 1) ve ZO-1 (Resim 2)
boyamalarindan elde edilen sonuglarda, occludin boya-
masinda 2.hafta zayif, 3. hafta belirgin immunoreaktivite
g6zlenirken (Resim 1 ¢, d), ZO-1 boyamasinda 2. hafta
immunoreaktivite goérilmemesine karsin (Resim 2 c) 3.
hafta belirgin immunoreaktivite gdzlendi (Resim 2 d). Ozel-
likle damarsal yapilarin etrafinda immunoreaktivite belirgin
olarak saptandi (Resim 1 b, d, Resim 2 b, d). Her iki prote-
in boyamasi sirekli bir ¢izgi halinde olup &zellikle endotel
hucrelerinin etrafinda siralandi
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(Resim 1 d, Resim 2 d). Hem kontrol, hem de G ve 2G
gruplarinda immunoreaktivitenin derecesi ve zamanlamasi
bakimindan fark saptanmadi (Resim 1, 2). Beyin paranki-
masinda heterojen sekilde dagiimis nokta seklinde boya-
malar g6zlendi ancak bunlar igin de hem kontrol, hem de
G ve 2G gruplarinda bir farklilik gdstermedigi saptandi.
Protein dagiliminin gelisim sirecinde beklenen zamanla-
maya uygun olarak ortaya ¢iktigi ve varligini strdtrdigi
saptandi. Ancak her iki proteinin ortaya ¢ikis, dagilim ve
lokalizasyon farklihgi gériimedi.
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TARTISMA

Calismamizda yenidogan ratlarin merkezi sinir sistemi
gelisimi Uzerine rotasyon (=G) ve hipergravitenin (=2G)
etkisini arastirildi. Buna goére anneleri ile birlikte kafes
icinde giinde 6 saat sureyle ve 4 hafta boyunca rotasyon
ve hipergraviteye maruz birakilan yenidogan ratlarda TJ
proteinlerinin ortaya ¢ikisinda, dagihiminda ve sirekliligin-
de farkhlik saptanmadi.

Literatirde Ozellikle hipergravitenin serebral iskemi ve
buna bagli KBB de yikima neden oldugu belirtiimektedir
(1, 13, 18, 33, 36, 45). Galismamizda KBB olusumunda
6nemli rol oynayan zonula occludens proteinlerinin varligi-
ni gosterdik. Fakat iskeminin ve kan-beyin bariyerinin
fonksiyonel olusumunu koruyup korumadigini belirleyebil-
mek i¢in kullandigimiz yergekimi siddeti ve inceleme ydn-
temlerimizin yeterliligi distnllerek, daha ileri ¢alismalar
gerektigini dustinduk.

Bir calismada zonula occludens proteinlerinin varlidinin,
dogrudan KBB nin gegirgenlik 6zelligi ile ilgili olmadigi
disinUlmals ise de (23), diger ¢alismalar ve genel kani
6zellikle occludin varliginin KBB gecirgenligi ile ilgili oldu-
dgu yénundedir (15, 16, 47). Calismamizin sonucu olarak
KBB nin bdyle bir yikimi protein diizeyinde bir degisiklige
neden olmasa da, varhdinin gdésteriimesi igin boya
diffizyon ydntemi ile arastirnimasi gerekir. Burada énemli
olan boya diffizyon yéntemi ile gdsterilen KBB nin yiki-
minda hem protein diizeyinde hem de ultrastriktirel di-
zeyde degisikligin olmasi igin daha siddetli bir etkinin ol-
masi gerektigidir. Galismamizda i1sik mikroskopik diizeyde
bu tdr bir degisiklik saptanmamistir. Ancak klinik olarak
deney sonrasi oldukg¢a bozulan hayvanlarin kisa slrede
toparlanmasi ve adaptasyon gdstermeleri, metabolik sart-
larin ¢ok belirgin bir etki yapmadigini dustindirmektedir.
Diger calismalarda hem rotasyona, hem metabolik sartla-
ra, hem de hipergravite etkisine bagli iskemi benzeri degi-
sikliklerin oldugu daha ileri ydntemlerle gésterilmistir (22,
34). Calismamizla arada olusan farklar, deney dizenegi-
ne, zamanlamaya, etkinin siddetine ve slresine bagh
faktorlerden de kaynaklanmaktadir. Bu sartlari saglamaya
ybnelik galismalar sirdirilmektedir.

Degisen gravitenin fizyolojik degisiklikler yaptigi, organiz-
ma enerji ihtiyacini degistirdigi, dzellikle kemik, vestibuler
sistem, kardiyovaskiler sistem, immun sistem ve kas
fizyolojisinde degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (10,
12,19, 27, 32, 37). Hipergravite uygulamari vucut kitlesin-
de azalmaya neden olmaktadir (48). Prolaktin hormonu-
nun memelilerde zonula occludens formasyonunu stimile
ettigi ve bunu occludin ve/veya ZO-1 duzeyinin artisi ile
sagladigi gosterilmistir (38). Diger yandan yine literatlr
bilgisi olarak hipergravitenin ratlarda maternal ve fetal
prolaktin hormon diizeyinde azalmaya neden oldugu bildi-
rilmistir (26). Bizim g¢alismamizda hormon tayini yapma
imkanimiz olmamakla birlikte, zonula occludens proteinle-
rinden hem occludin, hem de ZO-1 immunoreaktivitesinde,
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hem kontrol hem de deney gruplarinda farklilik gozlen-
memis olmasi, kullanilan metoda ve O&zellikle de
hipergravitenin postnatal dénemde uygulanmis olmasina
bagh olabilir. Bdylece yenidogan ratlarin olasi prolaktin
eksikliginden minimal etkilenmis olmasi beklenebilir.

Hicre davranisi agisindan postnatal dénem béliinmenin 6.
gun, gé¢ln 15. gin ve farkhlagsmanin 28. gun pik yaptigi
kritik dénemlere ayrilir. Yercekimi hicre bélinmesini ve
aksonal blyUmeyi etkileyerek, hiicre davranisini da etki-
lemektedir (4, 28, 44). Hipergravitenin hem bitki hem de
hayvan hicresinde gen degisikliklerine neden oldugu
belirtilmigtir (21). Hipergraviteye bagli olarak TNF alpha,
bcl-2, p 53 gibi genlerin beynin degisik bélgelerinde arttigi
saptanmistir (34, 41). Yine hipergravite ile hippokampal
aktivitenin ve degistigi bildiriimektedir (24). Galismamizda
bu U¢ kritik dénemi igeren sekilde deney planlamasi ya-
pilmis ancak zaman noktalarn arasinda bir farklihk sap-
tanmamistir. Protein tanimlanmasinin zamanla iligkisi
literatlrdeki hem protein hem de ultrastriktirel calismalar-
la uyumludur. TJ varhdinin ve yapisal durumunun ince-
lenmesinde 6nemli bir fakiérde EM incelemesidir. TJ’
olusturan proteinler sitoplazmik ylzeyde elektro-dense
gérinam verirler. Ozellikle KBB nin bozuldugu beyin alan-
larinda bu yapinin degistigi gosterilmistir. Ayrica bu ¢alis-
malarin varliginda reseptdr aktivasyonuna bagli olarak
protein dlzeyinde g6rtilemeyen degisikliklerin yapisal
olarak izlenmesi hatta immunoelektron mikroskobi yapila-
rak bu proteinlerle yapisal durumu iligskilendirmek mimkiin
olabilmektedir. Embriyonik ¢aligmalardan anlagilan, prote-
in dizeyinde olsun EM incelemesinde olsun her ikisinin
varhgi tam bir bariyer fonksiyonu anlamina gelmemekte,
bu asamadan sonra fonksiyon i¢in belli bir olgunlagmanin
varhgi gerekmektedir (3). Bizim ¢alismamizda da bu tir
iliskiyi kurmak ve yapisal durumu degerlendirmek icin EM
incelemelerine gerek vardir. Diger calismalarla dederlendi-
rildiginde 6zellikle 28. glin sonuglarinda tam olarak olugan
TJ varligi ve fonksiyonel olarak islev gérdiginin bilinmesi
ve calismadan c¢ikan protein dagihmi deneyimizde
hipergravite ve rotasyona bagh degisikligin olusmadigini
desteklemektedir.

Sonug olarak literatiir bilgisi 1s1ginda ve deney sartlarimiz
g6z 6nline alinarak, G ve 2G deney gruplarinda, KBB ni
olusturan zonula occludens proteinlerinin ortaya c¢ikis
zamanlarinda, dagihmlarinda ve stirekliliklerinde degisiklik
olmadigi disintlmastur. Daha saglikli yorumlar yapmak
icin molekiler ve ultrastriktirel ydntemleri iceren ileri
calismalar yapmak gereklidir. Onemi gittikge artan yerge-
kimi degisiklikleri ile insan fizyolojisi ve osetoporosis gibi
patolojik durumlarin iliskisi, mekanizmalarin aydinlatiimasi
ile bir ¢ok bilinmeyeni ortaya ¢ikaracaktir. Bu ¢alismalar-
dan alinan sonuglar hem uzayda yasam kalitesi hem de
hastaliklarin tedavisi igin hipergravitenin alternatif olmasini
saglayacaktir.
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