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OZET

Dagdeviren, D. Yer ¢cekiminin tiikiiriik bezlerinin protein yapisina olan etkisinin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Oral Diagnoz ve
Radyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2014. Tiikiiriik bezlerinden salgilanan
proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 ve miktarlarindaki degisiklikler cevresel,
hormonal ve fizyolojik faktorlere karsi sistemik cevabin bir gostergesidir. Yer
¢ekiminin bir¢ok organ ve sistem fonksiyonunu degistirdigi bilinmektedir. Tiikiiriik
bezi sekresyon graniillerinde bulunan proteinler de tiikiiriige salgilanarak yer ¢ekimi
etkisinin izlenmesini saglar. Salgilanan proteinler agisindan insanlarda da benzerinin
olmasmin yanisira, yapisal ve fonksiyonel olarak insan tiikiirik bezlerine
benzemelerinden dolay1 kemirgen hayvanlarin tiikiiriikk bezleri, insanlarda yer ¢ekimi
degisikligine karsi olusan cevabin incelenmesine yardimci olur. Bu tez ¢alismasinin
amaci; Yerylizii kontrol grubu ile ugus deney grubu hayvanlarmin tiikiiriik
proteinlerinin bazal seviyelerinin olgiilerek; yer ¢ekiminin, protein ekspresyonu ve
proteinlerin hiicresel dagilimina etkisinin incelenmesidir. Sekizer adet eriskin fareden
olusan; ucus deney grubu ve yerylizii kontrol gruplar1 arasindaki karsilastirmalar,
immunogold isaretleme yoOntemi ile gec¢irimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda tiikiiriikteki androjen baglayici
protein (SABPa), epidermal biiylime faktorii (EGF), parotis sekresyon proteini
(PSP), protein kinaz A’nin diizenleyici birimi II (RII) ve prolinden zengin protein
(PRP) ugus deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore daha yiiksek miktarda
saptanmigtir. Yarim ay hiicrelerinden salgilanan parotis proteini (DCPP), sinir
biiyiime faktorii (NGF), miisin 19 (Muc 19), submandibuler bez protein C (SMG-C)
yeryiizii kontrol grubunda ugus kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. ileri
calismalar yer c¢ekimi degisikligine karsi insan viicudu reaksiyonun oOl¢iilmesini
saglayan tiikiiriik testlerinin gelistirilmesini saglayacaktir. Boylece yer ¢ekimininin
biyolojik sistemler tiizerine etkisi ile ilgili bilgi birikimi ve pratik uygulama

potansiyeli de artacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sekresyon proteinleri, yer ¢ekimi, tiikiirik bezleri,

immunohistokimya

Bu proje, NASA tarafindan NNX09AP13G No’lu proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT
Dagdeviren, D. Evaluation of the effects of the gravity on protein structure of
salivary glands. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis
in Oral Diagnosis and Radiology, Ankara, 2014. Alterations in intracellular
location and quantity of salivary secretion proteins are indicatives of systemic
responses to environmental, hormonal and physiologic factors. It is known that
gravity alters multiple organ and system functions. Salivary gland secretory granule
proteins secreted into saliva enable to monitor the effects of gravity. In terms of the
existence of similar secretion proteins in humans, as well as structural and functional
similarities of rodent salivary glands to that of humans, rodent salivary glands aid in
evaluating human responses to gravity. The objectives of this thesis study are to
measure the basal level of salivary proteins of ground control and flight experimental
animals and to determine the effects of gravity on protein expression and cellular
distribution of proteins. Comparisons between flight experimental group and ground
control group, consisting of eight mice each, were performed by immunogold
labeling method using transmission electron microscopy (TEM). Analyses showed
that salivary androgen binding protein (SABPa), epidermal growth factor (EGF),
parotid secretion protein (PSP), the regulatory subunit Il (RII) of protein kinase A
and proline-rich protein (PRP) were found in higher amounts in flight experimental
group than ground control group. Demilune cell and parotid protein (DCPP), nerve
growth factor (NGF), mucin 19 (MUC 19), submandibular gland protein C (SMG-C)
were found higher amounts in ground control group than flight experimental group.
Further studies will lead to the development of salivary tests for measuring the
reactions of human body reaction against the gravity changes. Thus, the knowledge
and also the practical application potential about the effects of the gravity on

biological systems will increase.

Key words: Secretory proteins, gravity, salivary glands, immunohistochemistry

This project was supported by NASA as project No. NNX09AP13G.
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1. GIRIS

Tiikiiriik oral kavitenin sagligi ve homeostazisinin saglamasinda énemli rol
oynayan faktorleri igeren, biiyiik ve kiigiik tiikiirik bezlerinden salgilanan bir sivi
karisimidir. Tikiiriigiin fonksiyonlari; erken ciiriiklerde remineralizasyon, agizda
yara iyilesmesi, sindirim, tat alma, oral patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
olarak siralanabilir.

Bununla birlikte tiikiirik bezlerinden salgilanan proteinler, oral kavitenin
homeostazisinin saglanmasinda en Onemli faktorlerdir. Bu proteinlerin hiicre ici
lokalizasyonlar1 ve miktarlarindaki degisiklikler ise gevresel, hormonal ve fizyolojik
faktorlere karsi sistemik cevabin bir gostergesidir (1-3).

Yer c¢ekiminin bircok organ ve sistem fonksiyonunu degistirdigi
bilinmektedir (4-7). Ancak literatiir incelendiginde yer g¢ekiminin oral kavitede
yarattig1r degisiklikler konusunda yapilan calismalarin nadir oldugu goriilmiistiir
(8,9). Insanl1 veya insansiz uzay ucuslarinda hayvan kullanilan deneyler, yer cekimi
degisikliklerinin hiicresel ve molekiiler seviyede etkilerini arastirma imkani
saglamaktadir. Bu ¢aligmalar sonucunda uzay ugusuna bagli olarak yani yer ¢cekimsiz
ortamin, bazi proteinlerin ekspresyonunu azaltirken bazilarini arttirdigr bildirilmistir
(9,10). Kemirgen hayvan tiikiiriik bezlerinin yapisal ve fonksiyonel olarak insan
tikiirik bezlerine benzemesi nedeniyle kemirgen hayvanlar iizerinde yapilan
histolojik ve morfolojik ¢alismalar insanlarda yer ¢ekimi degisikligine karst olusan
cevabin arastirilmasina yardimci olur. Yapilan ¢alismalar bazi kemirgen hayvan
tikiiriik bezlerinden insanda da benzeri olan bircok proteinin salgilandigini
gostermistir (11,12). Proteinlerin lokalizasyonu ve dagilimmin belirlenmesinde ise
immunohistokimyasal yontem kullanilir (13,14).

Tipta ve dis hekimliginde kullanimi gittik¢e artan diagnostik tiikiiriik
testlerinin ¢liriik riski tayini, periodontal hastaliklar, kandida, helikobakter pilori
enfeksiyonlari, bas boyun kanserleri teshisinde kullanildigi bilinmektedir (15).
Tikirik bezi sekresyon graniillerinde bulunan proteinler, tiikiirige salgilanarak
cevresel, fizyolojik, patolojik ve hormonal etkinin izlenmesini saglar. Boyle bir
tiikiiriik testi uzay ucuslarina karsi insan viicudu reaksiyonunun goézlenmesinde de

kullanilabilir.



Bu tez c¢alismasi uzaydaki yer cekimsiz ortamin deney hayvanlarinda
olusturdugu hiicresel degisikliklerin tanimlanabilir oldugu ve bu degisikliklerin
tikiirtik ve tiikiirik bezlerindeki spesifik sekretuar protein ekspresyonlart dlciilerek
izlenebilecegi hipotezine dayanmaktadir.

Amag; yeryiizii kontrol grubu ile ugus deney grubu hayvanlarimin tiikiiriik
proteinlerinin bazal seviyelerinin 6l¢iilerek, uzay ugusunun protein ekspresyonu ve
proteinlerin hiicresel dagilimina etkisinin incelenmesidir. Sekizer adet erigkin fareden
olusan; ucus deney grubu ve yeryliizii kontrol gruplar1 arasindaki karsilastirmalar,
immunogold isaretleme yoOntemi ile ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak yapilmistir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar bir¢ok fizyolojik sistem ve metabolik
yolda fonksiyonu bilinen proteinlerle ilgili bilgi birikimine katki saglamanin yanisira

uzay ucusu ile ilgili teorik bilgi ve pratik uygulama potansiyelini de arttiracaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiikiiriik Bezlerinin Yapisi

Tiikiirik bezleri salgilarimi kanallar aracilifiyla oral kaviteye bosaltan
ekzokrin bezlerdir. Salgi yapan son kisimlar (asinus) ve kanallar bezi olusturur. Salgi
yapan son kisimlar asiner, tiibliler ve tiibiilo-asiner sekillerde olabilir. Asinuslar
serdz, miikoz veya seromiikéz hiicrelerden olusur. Tiikiiriik bezlerinin etrafi bag
dokusu kapsiilii ile cevrilidir ve septalar araciligiyla lob ve lobiillere ayrilmistir.
Innervasyonu ve beslenmesi bag dokusundaki kan damarlar1 ve sinirler araciligiyla

saglanir.

2.1.1. Seroz Hiicreler

Serdz hiicreler merkezi yerlesimli yuvarlak cekirdege sahip piramit sekilli
hiicreler olup liimen ¢evresinde asiner dizilim gosterirler. Miikoz hiicrelerin distal
kismini saran yarim ay seklinde serdz hiicrelere Gianuzzi yarim ay1 denir ve bunlar
submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezlerinde bulunur. Sigan sublingual bezlerinde
hizli dondurma ve klasik kimyasal fiksasyon teknigi uygulanarak yapilan ¢alisma
sonucu Gianuzzi yarim aylarinin klasik kimyasal fiksasyon tekniginde ortaya ¢ikan
bir artefakt oldugunu goriisii de ileri siiriilmistir (16).

Her ikisi de elektron mikroskobunda elektron yogun graniillere sahiptir ve
graniillii endoplazmik retikulumlar1 (gER) bircok paralel sisternadan olugmaktadir.
gER ¢ekirdegin bazalinde veye lateralinde yer alir. Golgi kompleksi birgok kesecik,
vezikiil ve sisternadan olusur, ¢ekirdegin apikalinde veya lateralinde yer alir. Hiicre
zarinda ylizey alanini arttiran ¢ok sayida katlantilar mevcuttur. Bu katlantilar yiizey
alanini arttirmalart ve igerdikleri mitokondrilerle enerji destegi saglamalari acisindan
molekiil tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Seréz hiicreler ayrica lizozom da
icermektedir.

Serdz hiicrelerin tanimi konusunda bir¢ok arastirmaci farkli goriise sahip olsa
da morfolojik ve histokimyasal metotlarin yanisira biyokimyasal yodntemlerin
uygulanmasi serdz hiicrelerin salgi iceriginin belirlenmesine biiyiik katki saglamistir .
Yapilan biyokimyasal ¢aligsmalar ser6z hiicre salgilarinin sadece proteinlerden ibaret
olmayip glikolipid, glikoprotein, proteoglikan, glikosphingolipid gibi cesitli
glikokonjugatlar da ihtiva ettigini gostermistir (17).



2.1.2. Miikoz Hiicreler

Miik6z hiicreler bazal yerlesimli oval bir ¢ekirdek ile ¢ekirdegin iist kismi1 ve
cevresinde miisinojen graniilleri bulunan, liimen ¢evresinde tiibiiler dizilim gdsteren
hiicrelerdir. Elektron mikroskobunda elektron-lusent olarak goriilen graniiller
genellikle fiksasyon sirasinda membranlarinin parcalanmasit nedeniyle birkag
granlliin bir araya gelip birlestigi genis, i¢i bos graniiller olarak gdézlenir. Golgi
kompleksi ve gER morfolojisi hiicrenin sekresyon asamasma gore farklilik
gostermektedir. Miikoz hiicreler mukus salgilamaya bagladiginda gER genis
sisternalariyla ¢ekirdegin altinda yer alirken, mukus ile dolu hiicrelerde gER sisterna
sayis1 azalarak hiicrenin bazalinde veya graniillerin lateralinde yer alir. Golgi

kompleksi ise mukusla kapli oldugu i¢in goriilmez.

2.1.3. Miyoepitelyal Hiicreler

Miyoepitelyal hiicreler isminden da anlasildigi iizere diiz kas hiicrelerine
benzeyen epitelyal kokenli hiicrelerdir. Diiz kas hiicreleri gibi birbirine paralel
uzanan mikrofilamentleri olup kasilabilme o6zelligine sahiptir. Bazal lamina ile
interkalar kanallar veya asinuslar arasinda yer alir. insanlarda cizgili kanallarda da
bulunabilir (18). Morfolojileri konumlarima gore farklilik gostermektedir; asinus
cevresindeki miyoepitelyal hiicreler bir¢cok dalli uzantilara sahiptir ve asinuslari dort
bir yandan cevreleyen yildizs1 sekildedir. Interkalar kanalla iliskili olan miyoepitelyal
hiicreler ise daha az uzantiya sahip, kanala paralel uzanan ig sekilli hiicrelerdir.
Hiicre uzun eksenine paralel, ig sekilli ¢ekirdekleri vardir (19).

Parasempatik ve sempatik sinir sistemi stimulasyonu sonucu kasilan
miyoepitelyal hiicreler primer tiikiiriigiin asinuslardan kanal sitemine iletilmesini
saglar. Aym1 zamanda tiikiirik sekresyonu sirasinda parankimaya destek saglar.
Miyoepitelyal hiicreler iirettikleri proteinler ile tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu,
invazyonunu ve metastazint inhibe ederek tiimdr baskilayici olarak gorev yaparlar
(20,21). Miyoepitelyal hiicrelerin iirettigi proteinlerin belirlenmesinde en uygun

yontem immunohistokimyadir.

2.1.4. Kanallar (Duktus)
Tiikiiriik bezi kanallar1 interkalar kanallar ile baslayip sirasiyla ¢izgili kanallar

(intralobiiler) ve bosaltim kanallar1 (interlobiiler) ile devam eder, en son ana bosaltim



kanal1 ile salgilarin1 oral kaviteye bosaltirlar. Kemirgen hayvanlarin submandibuler
tukirik bezlerinde bu kanallara ek olarak. interkalar ve ¢izgili kanallar arasinda
graniiler kanallar da bulunmaktadir. Graniiler kanallar erkek farelerde disi farelere
gore daha gelismistir, bu gelisim farkliliginda androjen hormonlar, tiroid hormonu
gibi ¢esitli hormonlar etkili olmustur. Graniiler kanallarin fonksiyonu tam olarak
bilinmese de epidermal biiyiime faktorii (EGF), sinir biiyiime faktérii (NGF), renin
ve kallikrein proteaz gibi ¢esitli biyolojik materyaller salgiladiklar1 bilinmektedir
(22).

Asinuslarda salgilanan primer tiikiiriik miyoepitelyal hiicreler araciligiyla ilk
olarak interkalar kanallara iletilir. Bu kanallar tek katli kiibik epitel hiicreleriyle
doseli en kiiciik tiikiiriik bezi kanallaridir. Asinustan interkalar kanallara gecis yavas
yavas olurken interkalar kanallardan ¢izgili kanallara veya graniiler kanallara gegis
hizl olur. Disi farelerde sekresyon graniillerine sahip interkalar kanallar saptanmistir,
bunlara graniiler interkalar kanal denir. Graniiler interkalar kanallar asinus ile
interkalar kanallarin birlesim yerlerinde goriilir. Ayrica graniiler kanallarin
interkanal kanallarla birlesim yerinde ¢izgili graniiler kanallar da bulunmaktadir (23).

Interkalar kanallardan sonra gelen ¢izgili kanallar tek katli prizmatik epitelle
kaphdir. Bazal membran katlantilar1 ve katlantilar arasina yerlesmis olan
mitokondriler bu kanallara c¢izgili goriinim verir. Tikirik bezi salgis1 ¢izgili
kanallardan gegerken sodyum (Na®) ve klor (CI") emilirken, potasyum (K*) ve
bikarbonat (HCOz3") salgilanir.

Cizgili kanallar bosaltim kanallarina agilir. Bosaltim kanallari; tek kath
prizmatik epitel, ¢cok kathi degisici epitel, ¢ok kathi prizmatik ve kiibik epitel gibi
birgok farkli epitelle doselidir (24). Ana bosaltim kanali genellikle ¢ok katli
prizmatik epitelle kaplhidir, ancak oral mukozaya yaklastik¢a ¢ok katli yassi epitele

dogru degisim gostermektedir.

2.1.5. Bag dokusu elemanlari

Tiikiirtik bezlerinin etrafi kapsiille ¢evrilidir. Kapsiilden uzanan kan damarlari
ve sinirler iceren septalar, tiikiiriik bezini lob ve lobiillere ayirir. Bag dokusu
fibroblast, makrofaj, mast hiicreleri, plasma hiicreleri, lenfositler gibi hiicreler ve
proteoglikan, glikoprotein, kollajen ve elastik fibrillerle kapli zemin maddesinden

olusur.



2.2. Tiikiiriik Bezlerinin Siniflandirilmasi

Tiikiiriik bezleri biiyiik tlikiiriik bezleri ve kiigiik tiikiiriik bezleri olarak ikiye
ayrilir. Biyiik tiikiirik bezleri submandibuler, sublingual ve parotis tiikiiriik bezi
olmak iizere ii¢ ¢esittir. Kiiciik tiikiiriik bezleri ise agiz i¢inde bulunduklar1 bolgeye
gore bukkal, labial, palatin ve lingual tiikiiriik bezleri olarak adlandirilir. Fareler ve

insan tiikiiriik bezlerinin bir¢ok ortak 6zelligi vardir.

2.2.1. Biiyiik Tiikiiriik Bezleri

Biiyiik tiikiirik bezleri bilesik tiibiilo-asiner bezlerdir. Kanallar ve
asinuslardan olusan bezler: saplar1 kanallara, taneleri ise asinuslara karsilik gelen
tizim salkimina benzetilebilir (25).

Parotis bezi, insanlardaki en biiyiik tiikiiriik bezidir. Anatomik olarak dis
kulagin 6niinde yer alir ve tabani arcus zygomaticus’ta, tepesi angulus mandibulada
olan piramit seklindedir. Diger biiyiik tiikiiriik bezlerinden farkli olarak salgisi
serozdiir. Ductus parotideous (Stenon kanali) masseter kasinin yiizeyelinden geger,
buccinator kasini delerek {ist 2. molar dis hizasinda agiz bosluguna agilir. Farelerde
ise parotis bezi kulagin arkasinda ve altindadir, subkutendz yag dokusu ile ¢evrilidir.
Farelerde parotis tiikiiriik bezi ile lakrimal bez birbirine anatomik olarak ¢ok yakin
oldugu i¢in diseksiyon yapilirken birbiriyle karigtirllmamalidir. Bosaltim kanali alt
molar disler hizasinda oral kaviteye acilir.

Submandibuler tiikiiriik bezi insanlarda mylohyoid kasin altinda yer alir.
Insanlarda farelerden farkli olarak interkalar kanal ile gizgili kanal arasinda uzanan
graniiler kanallar yoktur. Bu bez serdz salgis1 baskin olan karigik yapida bir bezdir.
Ductus submandibularis (Wharton kanali) agiz tabaninda bulunan frenulum
linguae’nin  her iki yanindaki caruincula sublingualis’e acilir. Farelerde ise
submandibuler tiikiiriik bezi en biiyiik tiikiirik bezidir ve serdz igerigi fazla olan
seromiikdz salgt yapar. On boyun orta hattinda sublingual bez ile birlikte
submandibuler lenf nodlar1 ile sternum arasindadir. Bosaltim kanali alt kesici dislerin
posterioruna agilir.

Sublingual tiikiiriikk bezi insanlarda mylohyoid kasin {istliinde yer alir. Miikoz
agirhikli karisik salgi yapar. Ductus sublingualis (Bartholin kanali) bir¢ok mindr
bosaltim kanali ve ductus submandibularis ile birlikte caruincula sublingualis’e

acilir. Farelerdeki 6n boyun orta hattinda submandibuler bezlerin lateralinde



submandibuler lenf nodlar1 ile komsudur. Bosaltim kanali alt kesici dislerin
posterioruna agilir. Farelerde ise sublingual tiikiiriik bezi sadece miikoz salg1 yapar

(26).

2.2.2. Kiiciik Tiikiiriik Bezleri

Kiigiik tiikiiriik bezleri yapisal olarak biiyiik tiikiiriik bezlerine benzemekle
birlikte ufak farkliliklar gdstermektedir (27). Ornegin kiigiik tiikiiriik bezleri kapsiille
cevrili degildir, dolayisiyla komsu submukoza ve kas lifleriyle i¢ i¢edir. Kanallar
biiylik tiikiiriik bezlerine oranla daha az gelismistir. Kiiciik tiikiiriik bezleri salgist
genellikle miikoz karakterdedir. Kiigiik tiikiiriik bezleri, agiz i¢cinde bulunduklar
bolgeye gore bukkal, labial, palatinal ve lingual tiikiiriik bezleri olarak adlandirilir.

Lingual tiikiiriik bezleri birkac cesittir. Anterior lingual tiikiiriik bezleri (Nuhn
Blandin) miikoz agirlikli karisik salgi yapar, dilin ventral yiizeyindedir. Bosaltim
kanalt lingual frenulumun her iki yanma agilir. Posterior lingual bezler (Weber)
miikoz bezler olup dilin lateral yiizeyinde ve circumvallate papillarinin posteriorunda
yer almaktadir. Bosaltim kanali lingual tonsillerin yakinina agilir. Posterior lingual
serdz bezler (von Ebner bezi) circumvallate papillalarinin altinda bulunur. Bosaltim
kanali tat tomurcuklari igeren circumvallate papillarina agilir, bu nedenle tat almada
gorevli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Von Ebner bezinden sindirimde gorevli
amilaz, lipaz enzimleri salgilanmaktadir (28). Von Ebner bezi ise kiigiik tiikiiriik

bezleri arasinda saf serdz salg1 yapan tek tiikiiriik bezidir.

2.3. Farelerde Tiikiiriik Bezlerinin Gelisimi Ve Bilyiimesi

Farelerde ilk olarak submandibuler tiikiiriik bezi, bir giin sonra sublingual
tikriik bezi, son olarak da parotis ve kiiciik tiikiirik bezleri gelisir. Fare
submandibuler tiikiiriik bezi, karisik bir bez olmasi itibariyle hem miikoz hem de
serdz hiicrelerin incelenmesine olanak tanimasi, ayrica kiiltiir ortaminda kolay
tiremesi, kiiltiir ortaminda dallanma morfogenezi ve epitelyal-mezensimal etkilesimin
canli hiicrelere benzer sekilde gergeklesmesi nedeniyle uzun yillardir tiikiiriik
bezlerinin gelisimi ile ilgili ¢alismalarda kullanilmaktadir (29). Submandibuler
tilkiirtik bezi gelisimi; tomurcuk 6ncesi, ilk tomurcuk, yalanci glanduler, kanalikuler
ve son tomurcuk evresi olmak iizere bes evreye ayrilir (30). Embriyonik on bir

bugukuncu giinde agiz tabanin1 doseyen epitel cogalmaya baslar ve gelismekte olan



dile komsu kalin bir epitel tabakasi olusur. Bu evre tomurcuk oncesidir. Sublingual
tikiirik bezi ise submandibuler tiikiirik bezinin yaninda embriyonik on iki
bugukuncu gilinde gelismeye baglar. Kalinlasmis epitel tabakasi alttaki mezensim
dokusuna dogru invajinasyon yaparak agiz yilizeyine bir kanalla bagli ilk tomurcuk
olusumuna neden olur. Bu kanal daha sonra submandibuler ve sublingual tiikiiriik
bezlerinin ana bosaltim kanallarim1 (Wharton ve Bartholin kanali) olusturur. Bu
evreye ilk tomurcuk evresi denir. Embriyonik on {i¢ bugukuncu giinde baslayan
yalanci glandiiler evrede ise submandibuler bezde olusan tomurcuk dallanir ve yeni
tomurcuklar olusur. Embriyonik on bes bugukuncu giin civarinda olan kanalikuler
evrede ise liimeni ¢evreleyen hiicrelerin proliferasyonu ve ortasindaki hiicrelerin
apoptozisi sonucu liimen olusur. Epitelyal hiicre proliferasyonu her evrede
gerceklesirken apoptozis sadece kanalikuler evrede limen olusumu ile baglar.
Caspase 3, P53 ve procaspase 8 apoptosiste etkili molekiillerdir (31,32). Ayrica
survivin, Bcl2 and NFkB bariyer gorevi yaparak apoptozisin liimen ortasindaki
hiicrelerden ileriye yayilmasini engeller (33-36). Submandibuler tiikiiriik bezi
kiiltiirtine interlokin 6 (IL-6) ve timor nekroz faktor eklenmesi dallanma ve epitelyal
hiicre proliferasyonunda artisa neden olur (31,34). Ancak IL-6’dan yoksun farelerde
yapilan bir ¢alismada IL-6 eksikliginin submandibuler tiikiiriik bezi gelisimine
olumsuz bir etkisinin olmadig1 saptanmistir (36). Ektodisplasin (Eda) ve reseptorii
Edar’in limen formasyonu ve farklilagsmasi tlizerinde farkli etkileri vardir. Hiicre
kiiltiirtine Eda eklenmesi dallanmada artisa yol acarken reseptér Edar’in ¢oziilebilir
formu dallanmada azalmaya neden olur. Eda’dan yoksun farelerde ise liimen
formasyonu olumsuz etkilenir (37). Embriyonik on yedi bugukuncu giinde ise
terminal uglardaki ve olasi kanallardaki liimen olusumu tamamlanir. Bu evreye son
tomurcuk evresi denir.

Epitel ile mezensimin birbirinden ayrilip daha sonra tekrar birlestirildigi
deneysel caligmalar epitel ile mezensim arasindaki etkilesimin tiikiiriik bezlerinin
gelisiminde 6nemli rol oynadigini géstermektedir. Tiikiiriik bezi mezensimi ile meme
bezleri (38,39), oral ve nazal kavite (40), hipofiz bezi (41) epitelinin birlestirildigi
caligmalarda epitel hiicreleri tiikiiriik bezi benzeri dallanma gostermistir. Tikiiriik

bezi epitelinin akciger mezensimi ile birlestirildigi ¢alismalarda da kullanilan



mezensim hiicre miktarina bagli olarak tiikiirik bezi benzeri dallanma gelisimi
g6zlenmistir (42,43).

Mezensimal kontroliin dallanma morfogenezi lizerindeki etkisi belirgin
olmasina ragmen fonksiyonel farklilasma {iizerinde etkisinin olmadigi bir¢ok
caligmada gosterilmistir. Meme bezi epitelinin  submandibuler tiikiiriik bezi
mezengimi ile birlestirildigi ¢calismalarda epitel tiikriik bezi benzeri dallanmaya sahip
iken siit tiretimi gozlenmistir (38). Gelisen bezin morfoloji ve hiicre farklilagsmasi
birlesmenin yapildig1 evreye gore de farklilik gdstermektedir. Ornegin embriyonik on
iki bugukuncu giin hipofiz bezi epiteli ile fare submandibuler bezi mezensimi
birlestirildiginde amilaz {iretemezken embriyonik sekiz bugukuncu giin fare
submandibuler bezi mezensimi ile birlestirildiginde amilaz iiretimine devam eder
(41).

Hiicre dis1 matriks (ECM) tiikiiriik bezlerinin dallanmasini diizenleyen fibril
proteinleri, aksesuar proteinler, glikozaminoglikanlar, biiylime diizenleyici proteinler
ve proteazlardan olusur. Epitel hiicreleri tarafindan salgillanan bazal membran
ECM’nin bir tabakasidir, laminin (34,44), tip 4 kollajen (45), nidojen (46)
glikozaminoglikanlar (47), proteoglikan (48) ve perlekan gibi heparan sulfat
proteoglikanlari igerir (49). ECM nin tiikiiriik bezlerinin dallanmasindaki diizenleyici
gorevini anlamak i¢in yapilan bir¢cok calisma kollajen, heparan siilfat, fibronektin
degradasyonunun dallanmay: inhibe ettigini gostermistir (50-52). Ayrica alfa6,
integrin, epidermal biliylime faktorii, fibroblast biliylime faktorii, timor nekroz faktori
inhibisyonu dallanmay1 azaltir (53-55). Submandibuler bez kiiltiiriine timdr biiyiime
faktorii, kemik morfojenik proteini 7 (BMP7), glukokortikoidler, sonic hedge hog
eklenmesi dallanmay1 arttirirken aktivin BA ve BB, BMP4 dallanmayi inhibe eder
(55-57).

Sonug¢ olarak biitiin bu c¢alismalar tiikiiriik bezi normal asinus paterni

gelisebilmesi i¢in uygun ECM gerektigini gostermistir.

2.4. Tiikiiriik Salgisinin I¢erigi ve Gorevleri

Tiikiiriik biiylik ve kiiciik tiikiirtiik bezi salgilari, dokiilen agiz epitel hiicreleri,
mikroorganizmalar ve triinleri, yiyecek artiklari, inflamasyon hiicrelerinden olusan
karigik bir sividir. Submandibuler tiikiiriikk bezi, miisin agirlikl tiikiiriik salgilar ve

toplam tiikiiriiglin yaklasik %60’1m1 olusturur. Parotis bezi, enzimce zengin sulu
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tikiiriik salgilar ve toplam tiikiiriigiin %30’una katkida bulunur. Sublingual bez de
miisin acisindan zengin viskdz bir tiikiiriik salgilar ve toplam tiikiiriige yaklasik %5
katkida bulunur. Tikiiriigiin igerigi ve miktar1 salgi yapan tiikiirik bezine,
parasempatik ve sempatik sinir sistemi uyarimina, giinliikk ritime ve ¢esitli hastalik
durumlarina gore farkliliklar gosterse de normal kosullar altinda giinde 600 - 1000
mililitre tiikiirik salgilanir. Bunun 9%99’u su, %1 veya daha az kismi inorganik
iyonlar ve organik sekresyon proteinlerinden olusur. Tiikiiriikteki esas iyonlar Na®,
K*, kalsiyum (Ca*?), CI, HCOs ve hidrojen fosfat (HPO42) olmakla birlikte az
miktarda magnezyum (Mg*?), siilfat (SO42), flor (F), tiyosiyanat (SCN") ve iyot (I)
iyonlar1 bulunmaktadir.

- o-Amilaz: o-amilaz insan ve fare tiikiiriiglinde bol miktarda bulunan ¢ok
fonksiyonlu bir enzimdir. Nigastayr hidrolize ederek karbonhidratlarin agizda
sindirimini baglatir. Olusan glikozun agizdaki bakteriler tarafindan fermentasyonu
sonucu laktik asit olusur ve bu durum dis yiizeyinde demineralizasyona neden olur.
Ayrica amilaz dis yiizeyine bakterilerin tutunmasini saglayarak plak olusumunda da
rol oynar (58).

- immunoglobulin A (sIgA): Tiikiiriik bezi kanal ve asinuslar1 yakimindaki plasma
hiicreleri tarafindan {tretilen IgA, tiikiirikte en ¢ok miktarda bulunan
immunoglobulindir. Viriisleri, bakteri toksinleri ve enzimlerini nétralize etmek,
bakterilerin dis ylizeyine tutunmasini engellemek gibi gorevleri vardir. sIgA
tiktiriikteki lizozim, laktoferrin, tiikiiriik peroksidazi gibi bagisiklik savunma
faktorleriyle sinerji yaparak antibakteriyel etkinligini arttirir (59).

- Miisin: Miisin mukusun ana bileseni olup karbonhidrat (%50-80) ve proteinlerden
olusur. Konusma, yemek yeme sirasinda kayganlik (lubrikasyon) saglar. Mukus, agiz
ici sert ve yumusak dokular: orterek kimyasal, mekanik ve mikrobiyal etkenlere karsi
korur (60). Viskoz 6zelligi sayesinde protezlerin tutuculugunu arttirir (61). Ayrica
mikroorganizmalarin tutunmasini ve/veya atilimini saglayarak oral mikroflora
dengesini korur.

- Peroksidaz enzimi: Tikiiriikkte miyeloperoksidaz ve tiikiiriik peroksidaz enzimi
olmak {izere iki c¢esit peroksidaz enzimi mevcuttur. Peroksidaz enzimlerinin

antibakteriyel, antiviral, antifungal etkiye sahip olmasinin yanisira hidrojen peroksit
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(H202)’in hipotiyosiyanata (OSCN")doéniisiimiinii katalizleyen antitoksik fonksiyonu
da vardir (62).

Tiikiirtiglin ¢ok cesitli gdrevleri mevcuttur:
- Koruma: Igerigindeki su sayesinde agizdaki bakteri, yiyecek artiklarini yikayarak
uzaklastirma, miisin sayesinde dokulara kayganlik kazandirma, zararli etkenlere kars1
koruyucu tabaka olusturma gorevi vardir.
- Tamponlama: Tikiirtigiin pH’s1 6.7-7.4 arasinda degisir. Tikiiriik bilesiminde
bulunan bikarbonat ve fosfat iyonlar1 karbonhidrat metabolizmasi sonucu olusan
fermantasyon asitlerini tamponlama vazifesi goriir. Ayrica tiikiiriikte bulunan
proteinler, plak bakterileri tarafindan amonyak ve iireye pargalanir. Amonyak ve iire
de tiikiirik pH’sin1 arttirarak tamponlama yapar.
- Pelikil olusumu: Tiikiirtikteki bazi proteinler dis yiizeyine yapisarak ince bir film
tabakasi olusturur, buna pelikil denir. Bu proteinlerin bir kismi (prolinden zengin
proteinler, statherin) kalsiyum baglayarak dis yapisini korurken bazilari (miisin,
amilaz) da bakterilerin tutunmasini saglayarak plak olusumuna neden olur.
- Remineralizasyon: Asidik prolinden zengin protein, histidinden zengin polipeptit
(histidin), sistatin dis ylizeyine kalsiyum baglanmasini saglayarak yiizey sertligini ve
demineralizasyona kars1 direnci arttirir. Tirozinden zengin protein (statherin) ise dis
minesine tiikiiriikten asir1 kalsiyum, fosfat iyonu c¢okmesini Onleyerek dislerin
mineral dengesini korur. Ayrica tiikiiriikteki flor iyonu da baslangi¢ ciirigiiniin
remineralizasyonunda etkilidir.
- Antimikrobiyal etki: Lizozim, peroksidaz, immunoglobulin A (Ig A), laktoferrin,
miisin, prolinden zengin glikoproteinler, agliitininler antimikrobiyal etkiye sahiptir
(63). Laktoferrin demir baglayici 6zelligi sayesinde bakterilerin biiylimesini engeller.
Lizozim bakteri hiicre duvarindaki polisakkaritleri hidrolize ederek hiicre yikimina
neden olur (64).
- Doku tamiri: Tiikiriikte EGF, NGF gibi doku biiytimesi ve farklilasmasini, yara
lyilesmesini saglayan cesitli biiyiime faktorleri ve proteinler mevcuttur (65,66).
- Sindirim: Tikirik yiyecekleri islatip kayganlagtirarak bulamag¢ haline getirir.
Tiikiirikte bulunan amilaz sayesinde karbonhidratlarin sindirimi agizda baglar.
Lingual ser6z bezlerden salgilanan lipaz enzimi de trigliseritlerin sindirimine

yardimci olur.
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- Tat alma: Tikiiriik besinleri suda ¢oziilebilir hale getirerek tat cisimciklerinin

uyarilmasina yardimci olur.

2.5. Tiikiiriik Sekresyonunun Molekiiler Mekanizmasi

Thaysen ve dig. (67) tikirik salgilanmasinin iki asamadan olustugunu
aciklamustir. {lk asamada asiner hiicreler izotonik plazma benzeri NaCl'dan zengin
primer tiikiiriik salgilar. Ikinci asamada is tiikiiriigiin icerigi cizgili kanallar ve
bosaltim kanallarindan gegerken akis hizina bagli olarak degisime ugrar, boylece
NaCl" reabsorbsiyonu ve K* sekresyonu meydana gelir. Hizli tiikiirik akisinda
tiikiiriiglin kanal epiteli ile daha kisa siire temas etmesi nedeniyle Na*, Cl"ve HCO3"
konsantrasyonu artarken, K* konsantrasyonu azalir. Yavas tiikiiriik akisinda ise tam
aksi bir iyon konsantrasyon dagilimi s6z konusudur. Kanal epitelinin, suya az

gegirgen olmasi nedeniyle son olusan tiikiiriik NaCl'den zayif, hipotonik tiikiiriiktiir.

2.5.1. Siv1 ve Elektrolit Sekresyonu

Parasempatik kolinerjik stimulasyon tiikiiriik olusumunu aktive eder. M3
muskarinik alt tiiri sivi sekresyonu ile iligkili esas reseptordiir (68,69). Asetilkolin
stvi sekresyonunda etkili olan parasempatik norotransmiterdir. Asetilkolin asiner
hiicrelerde bazolateral konumlu muskarinik reseptorlere baglanir, fosfolipaz C aktive
olur, inositol trifosfat ve diasetilgliserol olusur. Sitozolde Ca*? birikir. Artan hiicre igi
Ca*2apikal CI ve bazolateral K* kanallarinin agilarak CI" ve K* *un disar1 ¢ikmasini
saglar. K" sodium potasyum pompasi araciligiyla hiicre i¢ine girerken Na* disari
¢ikar ve Na* hiicreler arasi Na* segici siki baglant1 araciligiyla liimene geger.

Siv1 ve elektrolit sekresyonu suyun hiicreler arasi aquaporinler araciligiyla
iletimi ile iyon transportasyonu ve kanal proteinlerinin serosal (bazolateral) ylizeyden
luminal (apikal) yiizeye gecisi arasindaki koordinasyona baghdir (70). Sivi
sekresyonunun asiner hiicrelerin apical membranindaki major su kanali olan Aqp5
eksik farelerde azaldig: saptanmaigtir.

Na* hiicre i¢ine Na*/H" degistiricisi veya Na* kanali ile girer ve Na*/K'-
ATPaz pompasi araciligiyla ¢ikar. Cl™ ise hiicre igine CI/HCO3" degistiricisi, CI
kanallari ile girer, bazolateral CI” kanallar1 ile ¢ikar. H" iyonlar1 Na*/H" degistiricisi

limen ve sitozol arasindaki K* ve Na* elektronétral denge saglanir. K¥, Na*/K"-
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ATPaz aracilifiyla hiicre i¢ine girerken, luminal K*/H" degistiricisi and bazolateral
K" iyon kanallar1 ile disar1 ¢ikar. Nkccl geni (Slcl2a2) tarafindan kodlanan
bazolateral Na*™-K*-2Cl" tasiyicis1 basta olmak iizere bazolateral Na*/H*, CI/THCOs
tastyicist  arasindaki  koordineli aktivite hiicre i¢i Cl° alimindan sorumlu
mekanizmalardir. Na*/H® tasiyicis1 (NHE1), karbonik anhidraz Il enziminin
katalizledigi CO2’in hidrasyonu reaksiyonu sonucu olusan HCO3™ birikimine neden
olur (71,72). AE2 geni tarafindan kodlanan bazolateral CI/HCO3  degistiricisi
araciligiyla HCO3™ disari ¢ikarken CI hiicre igine girer (73).

2.5.2. Protein Sekresyonu

Sekresyon proteinleri gER ile iligkili ribozomlarda sentezlendikten sonra
endoplazmik retikulumda hidroksilasyon, distlfit bagt olusumu, N-bagh
glikozilasyon gibi ¢esitli modifikasyonlara ugrar (74). Kiigik vezikiillerle golgi
kompleksinin cis yiizeyine aktarildiktan sonra O-bagli glikozilasyon, fosforilasyon,
yag acilleme gibi birtakim modifikasyonlar daha gecirip olgunlasip yogunlastiktan
sonra sekresyon vezikiilleri iginde apikal sitoplazmada depolanir. Hiicre belirli
uyaranlarla tetiklendigi zaman sekresyon vezikiilleri hiicre zariyla birleserek igerigini
ekzositoz yoluyla liimene bosaltir.

Sempatik ndrotransmitter noroepinefrinin stimulasyonu sonucu ndroepinefrin
hiicre ylizeyindeki B-adrenerjik reseptore baglanir. G proteinleri ile etkilesir ve
adenilat siklaz enzimi aktif hale gelerek ATP’den cAMP sentezini saglar (25). CAMP
hiicre i¢i sinyal aktariminda gorevli ikincil habercidir, protein kinaz A (PKA) nin
islevinde yer alir. Protein kinaz A normalde iki katalitik (C), iki diizenleyici (R)
birimden olusan aktif olmayan bir enzimdir. Diizenleyici birimlerindeki yapisal
farkliliktan dolayi tip I ve II olmak iizere iki ¢esit PKA vardir. cAMP artis1 PKA’y1
aktive eder, katalitik ve diizenleyici birimlerin ayrilmasina yol acar. Katalitik
birimler sekresyon vezikiil igeriginin ekzositozunda etkili protein substralarindaki
serin, treonin zincirlerinin fosforilasyonunu saglar. Diizenleyici birimler ise
CAMP’ye baglanarak cAMP bagimli protein fosforilasyonunu kontrol eder. Ayrica
ankor proteinleri ile birleserek hiicre i¢indeki PKA lokalizasyonunun belirlenmesini

saglar (75).
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a-adrenerjik, kolinerjik ve substance P reseptorleri stimulasyonu sonucu artan
sitoplazmik Ca*?, sivi ve elektrolit sekresyonunun yanisira az miktarda protein

ekzositozunda da etkilidir (64).

2.6. Tiikiiriik Salgisinin Kontrolu

Tiikiiriik bezleri salgis1 otonom sinir sistemi ile kontrol edilir. Parasempatik
ve sempatik sinir sistemlerinin stimulasyonu sonucu salgilanan tiikiiriigiin miktar1 ve
icerigi farkli olmasina ragmen, her iki sinir sisteminin de tiikiiriik salgilanmasina yol
actig1 kabul edilmektedir (76). Giliniimiize kadar yapilan ¢aligsmalar sinir dagiliminin
farkli canh tiirleri arasinda farkliliklar gostermesiyle birlikte ayn1 canli tiirlerinde
farkl1 tiikiiriik bezlerinde de gesitlilikler gdsterdigini ortaya koymustur (77). Ornegin
adrenerjik sinirler siganlarda submandibuler bezde bol miktarda bulunurken parotis
bezinde daha az miktarda ve sublingual bezde ise ¢ok nadir bulunmaktadir (77).

Sinir hiicreleri ile parankima arasinda epilemmal ve hipolemmal olmak iizere
iki tiir noroefektor iliski vardir (77). Schwann hiicrelerinin sitoplazmik uzantilariyla
cevrili miyelinsiz aksonlar parankimal bazal membranin disinda 100-200 nm
uzaklikta iken olusan noroefektor iliskiye epilemmal ya da subepitelyal denir.
Aksonlarin bazal membrana penetre olarak arada 10-20 nm bosluk birakarak
kurduklar1 yakin iligkiye ise hipolemmal ya da intraepitelyal denir. Epilemmal ve
hipolemmal néroefektor iliski herhangi bir akson tipine 6zgii olmayip adrenerjik
veya kolinerjik aksonlarda goriilebilir, bu nedenle morfolojik farkliliklara ragmen
hipolemmal ve epilemmal noroefektor iligki arasinda fonksiyonel bir farklilik
bulunamamustir (25).

Aksonlar birden fazla hiicreyi innerve edebildigi gibi ayni hiicre birden fazla
akson tarafindan hipolemmal ve epilemmal iligki ile innerve edilebilir (77). Her bir
aksonda norotransmiter vezikiilleriyle kapli varikozite denilen yapilar mevcuttur.
Norotransmiterlerin kendilerine 6zgii reseptorlerle etkilesimi sonucu tiikiirik bezi
hiicrelerinde sivi ve elektrolit sekresyonu, ekzositoz, miyoepitelyal hiicrelerin
kasilmasi gibi ¢esitli reaksiyonlar gelisir. Noroepinefrin sempatik sinir sistemine ait
norotransmiter olup a-adrenerjik ve B-adrenerjik reseptorleri aktive eder. Asetilkolin
ise parasempatik sinir sistemine ait norotransmiterdir ve kolinerjik reseptorleri aktive

eder. Noroepinefrin ve asetilkolin gibi iki temel norotransmiter diginda vasoaktif
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intestinal peptid (VIP), substance P, kalsitonin gen iliskili peptid, noropeptid Y gibi

fonksiyonu tam olarak agiklanamayan peptid transmiterler de s6z konusudur (77, 78).

2.6.1. Sempatik Kontrol

Pregangliyonik sempatik sinir lifleri medulla spinalisin torakal pargasindan
koken alir ve superior servikal gangliyonda sinaps yaptiktan sonra, kan damarlariyla
birlikte tiikiirik bezine ulasir. Sempatik sinir sisteminin tiikiiriik salgilanmasi igin
hangi hiicreyi aktive ettigi tiikiiriik bezi tlirline gore farklilik gostermektedir.
Sempatik sinir sistemi stimulasyonu sigan submandibuler tiikiiriik bezlerinde asiner
ve graniiler hiicrelerin degraniilasyonunu saglar (79). Garrett ve Anderson (80) sigan
sublingual tiikiirik bezlerinde yaptiklar1 ¢alismada sempatik stimulasyonun
tiibliloasiner hiicreler ve Gianuzzi yarim aylarinda hicbir etkisi yokken ¢izgili
kanalllardan asir1 miktarda miisin graniilleri ve glikojen salinimina yol agtigini
gostermistir. Genel olarak sempatik sinir sistemi protein agisindan zengin,
parasempatik sistem stimulasyonuna oranla daha az miktarda tiikiiriik salgilanmasina
neden olur, ayrica tiikiiriik bezini besleyen kan damarlar iizerinde vazokonstriktor

etkiye sahiptir.

2.6.2. Parasempatik Kontrol

Nucleus salivatorius superiordan kdken alan pregangliyonik parasempatik
sinir lifleri n.facialis (Kraniyal Sinir (KS) VII ) ile birlikte beyin sapindan ayrildiktan
sonra fasiyal sinirin dali olan chorda tympani, lingual sinir (n. trigeminus (KS V)
dali) ile birlikte submandibuler gangliyonda sinaps yapar. Postgangliyonik
parasempatik sinir lifleri submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezlerine ulasir.

Nucleus salivatorius inferiordan ¢ikan pregangliyonik parasempatik lifler ise
n. glosspharyngeus (KS 1X) ile beyinden ayrilirlar. Sonra n.tympanicusa katilirlar.
Daha sonra n.petrosus superficialis minor i¢inde ganglion oticuma gelirler. Ganglion
oticumdan  ¢ikan  postgangliyonik  lifler  n.trigeminus’un  dali  olan
n.auriculotemporalis ile parotis bezine ulasir.

Genel olarak parasempatik sinir sistemi stimulasyonu bol miktarda sulu ancak
protein igerigi diisiik tiikiiriik salgisimi aktive ettigi goriisii hakim iken bu durum
tiikiiriik bezi tiiriine ve hiicre ¢esidine gore farklilik gostermektedir. Garrett ve dig.

(79) galismalarinda parasempatik sistemin sigan submandibuler tiikiiriik bezlerinde
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asinus ve graniiler kanallar {izerinde etkisinin olmadigmi saptamislardir. Sigan
sublingual tiikiiriik bezlerinde yapilan diger bir ¢alisma ise parasempatik sinir sistemi
stimulasyonunun tiibiiloasiner hiicreler ve Gianuzzi yarim aylarindan az miktarda
degraniilasyona neden olurken ¢izgili kanallarda higbir etkisinin olmadigini
gostermistir (80). Ayrica parasempatik sinir sistemi tiikiiriik bezini besleyen kan

damarlarinda vazodilasyona neden olur.

2.7. Uzay Ucusunun Viicut Sistemleri Uzerine Etkileri

Uzay ugusu sirasinda canlilar sicaklik, nem, atmosferik basing, radyasyon
acisindan yer yiiziinden farkli c¢evresel kosullarin oldugu yer ¢ekimsiz bir ortama
maruz kalir. Yer ¢ekiminin ve diger ¢evresel kosullarin viicut sistemleri iizerinde
bir¢ok etkisi mevcuttur.

Yer ¢ekimi kuvvetinin bulunmadigi ortamda kemik yapimi azalir, idrarda
Ca*? atilmi artar ve kemik mineral dansitesi azalir (5). Kemik yapimi ve yikimi
arasindaki denge kemik yikimi lehine oldugu icin serum Ca*? konsantrasyonu artar
ve paratiroid hormonu azalir. Bobrek tasi olusumu riski artar.

Kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri ise kan ve hiicreler arasi sivi
hacminde azalma, ortostatik hipotansiyon, azalmis kalp kasi kiitlesi ve kalp
fonksiyonu seklindedir (6).

Yer ¢ekimi mide igerigi ile mukoza arasindaki fiziksel temasi etkileyerek
emilimi azaltir. Gastrointestinal mikroflora degisir. Tat ve koku hassasiyetine etki
ederek igtah kaybi ve yeme aligkanliginda degisiklige yol agabilir (4).

Uzay ugusu immiin sistem hiicreleri fonksiyonu ve dagilimi iizerinde de
etkilidir. Lenfositler azalir, I16kositler 6zellikle de nétrofiller artar (7). Dogal 6ldiirticii
hiicre, noétrofil ve monosit hiicreleri fonksiyonu ve gecikmis asir1 duyarlilik
reaksiyonu azalir. Stresle iligkili immiin sistem degisiklikleri serum kortisol ve
katekolamin seviyesine yansir (81). Stres durumunda artan kortisol ve katekolamin
hormonlar1 immiin cevab1 baskilar.

Uzayda galaktik kozmik i1sinlar ve solar radyasyon olmak {izere iki c¢esit
radyasyon mevcuttur (82). Diinyada manyetik alanin radyasyon yoniinii saptirmasi ve
atmosferin koruyucu 6zelligi sayesinde yeryiizii kozmik 151n ve solar radyasyonu
uzaya gore daha disliktiir. Radyasyonun etkileri radyasyon cesiti, hiicrelerin

radyasyon duyarliligi, emilen radyasyon dozu gibi ¢esitli faktorlere bagli olsa da
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genel olarak akut etki ve gecikmis etki olarak ikiye ayrilir. Mide bulantisi, kusma,
halsizlik, ishal gibi akut radyasyon etkileri yiiksek doz radyasyona maruz kaldiktan
kisa bir siire sonra ortaya c¢ikabilir. Kanser, katarakt, immiin fonksiyon bozuklugu,

genetik hasar gibi gecikmis etkiler ise yillar sonra ortaya ¢ikabilir.

2.8. Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu elektron tabancasi tarafindan olusturulan yiiksek enerjili
elektron demetini kullanarak goriintii elde eden bir mikroskop ¢esididir. Gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) ve tarayici elektron mikroskobu (SEM) olmak iizere iki
temel tipi mevcuttur.

Elektron mikroskobu tip, miihendislik, elektronik, mineraloji gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadir. Tipta agirlikli olarak bobrek hastaliklar1 ve tiimdrlerin
teshisinde kullanilmaktadir (83). Ayrica hiicrelerin yapisiyla ilgili detayli bilgiler
vermesi nedeniyle son yillarda genetik ¢alismalarda da elektron mikroskobundan
faydalanilmaktadir. Elektron mikroskobu, hiicrelere 6zgii antikorlarin kullanildigi
immunohistokimyasal ¢alismalarda ilgili antijenin hiicre i¢i dagilimi ve
lokalizasyonunun belirlenmesini saglar. Kisa elektron dalgalar1 nedeniyle TEM ile
elde edilen goriintii ¢ozilintirligii (0.1-0.2 nm) 151k mikroskobundan 1000 kat daha
fazladir. Bu durum incelenen yapilar hakkinda nanometrik Olgiide detaylar
gormemizi saglar.

Her teknikte oldugu gibi elektron mikroskobunun da avantajlarinin yanisira
cesitli dezavantajlar1 da mevcuttur. Elektron mikroskoplar: pahali aletlerdir ve 6zel
egitimli kisiler tarafindan kullanilmalidir. Vibrasyona hassas olduklari i¢in stabil bir
ortamda muhafaza edilmelidirler. Elekron mikroskobunda incelenecek ornekler
cansiz doku Ornekleri ile siirlidir. Ciinkii yiiksek vakum ve enerjiden dolayr canli
dokular zarar gérebilir. Ornekler elektron mikroskobunda incelenmeden énce zaman
alic1 bir takim islemlerden gecer. Elektronlarin zayif penetrasyon 6zelligi nedeniyle

doku kalinlig1 50-100 nm civari ince kesitler seklinde olmalidir.

2.8.1. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Gecirimli elektron mikroskobu, c¢ok ince kesitli 6rnek icinden gegirilen
yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir. Elektronlar elektrik

akimu ile 1sitilmis katottan anoda dogru vakumlu ortamda hareket eder. Katotla anot
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arasma uygulanan yiiksek potansiyel farki (60-100 kV) katottan yayilan elektronlari
hizlandirir ve elektronlar anottaki agikliktan ilerleyerek tiipiin igine girer.
Elektromanyetik alana giren elektronlar elektromanyetik merceklerle yon degistirir.
Yogusturma mercegi ile elektron demeti kesit lizerine odaklanir. Kesitten gelen
elektron demeti, ornegin ilk biyiitiilmiis goriintiisiinii olusturan objektif mercege
odaklanir. Daha sonra bu goriintii projeksiyon mercegi ile daha da biiyiitiilerek
floresan ekran plak ya da CCD (charge coupled device) kamera lizerine diisiiriiliir

(Sekil 2.1). Olusan goriintii iki boyutlu ve siyah-beyazdir.

Elektron tabancasi
En Anot
- - Yogusturucu mercek

;:.‘.__;r__——V('jrnek

Objektif mercek

B Ara mercek

. . Projeksiyon mercegi

. . Floresan ekran

Sekil 2.1. Gegirimli Elektron Mikroskobunun (TEM) sematik ¢izimi.
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2.8.2. Tarayia1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Tarayici elektron mikroskobu (SEM), elektron tabancasindan ¢ikan 2-30 kV
potansiyel farka sahip elektron demetinin metalle kapl 6rnek yiizeyine ¢arparak geri
yansimasi veya sagilmasi prensibine dayanir. Daha sonra yansiyan veya sagilan
elektronlar algilayicilar tarafindan yakalanarak yiikselticilere aktarilir. Olusan
sinyalin son sekli bilgisayar monitoriinde izlenir.

Elektronlar TEM’dekinin aksine kalin kesitli 6rnegin i¢inden gegmez, sadece
incelenen numunenin ylizeyi tarafindan yansitilir. Bu nedenle daha diisiik enerjili
elektronlar tercih edilir. SEM ile elde edilen goriintlii ¢oziiniirliigi TEM’den daha
diistiktiir. SEM goriintiileri de iki boyutlu siyah beyazdir ancak ¢esitli metotlarla

goriintiiler renkli ve {i¢ boyutlu sekle doniistiiriilebilir.

2.8.3. Ornek Hazirlama Islemleri

- Tespit (fiksasyon): Dokularin miimkiin oldugunca canli organizmadaki
biitlinltiglinii koruyarak bozulmasin1 Onlemek i¢in yapilan islemdir. Kullanilan
fiksatif ve yoOntem Ornegin yapisina ve arastirilan bilgiye gore degismektedir.
Omegin zar ve organellerin yapisin1 korumak igin proteinlere baglanan gluteraldehit
tercih edilirken, biyolojik aktiviteyi korumak ic¢in paraformaldehit tercih edilir.
Ayrica paraformaldehit ve gluteraldehit karistirilarak fiksatif olarak kullanilabilir.
Fiksasyon islemi dokularin fiksatifle immersiyonu veya tiim hayvanin perflizyonu
seklinde en az 1 saat siiren bir islemdir. Daha sonra fiksatifin pH 11 nétralize etmek
icin fosfat, kakodilat, kollidin gibi tamponlarda bekletilir.

Morfolojik caligmalar i¢in esas olarak doymamis yaglarla reaksiyona giren ve
zarin kontrastini arttiran osmiyum tetraoksit kullanilir. Osmiyum tetraoksit dokulara
yavas penetre olmast nedeni ile kiicik boyutlu O6rneklerde tercih edilir.
Immunoisaretleme yapilacak galigmalarda antijenitenin korunmasi adina genellikle
osmiyum tetraoksit kullanilmaz.

- Dehidrasyon: Su rezinle karismaz, bu nedenle rezinle gomme islemi yapilmadan
once dokulardan su uzaklagtirilmalidir. Dehidrasyon islemi i¢in kullanilan kimyasal
maddeler etanol, aseton, propilen oksit, etilen glikol, polietilen glikoldiir. Genellikle
dehidrasyona konsantrasyonu diisiik alkolle baslanip konsantrasyon %100 olana
kadar gittikge arttirilir. Epoksi rezin propilen oksitte daha iyi ¢dzlinebildigi igin

propilen oksit ara ¢oziicii olarak kullanilabilir.
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- Gomme: GOmme isleminin amaci dokulardan ince kesitler almak icin doku
orneklerine destekleyici ortam saglamaktadir. Gomme islemi i¢in akrilik rezin ve
epoksi rezin olmak iizere iki g¢esit rezin kullanilmaktadir. Epoksi rezinler, drnegin
Araldite, Polybed, EMbed, c¢alismasi nispeten kolay, immunohistokimyasal
caligmalarda antikorlarin penetrasyonuna izin veren, elektron bombardimanina
dayanikli, ince kesit alinabilen ve i1yi boyanma Ozelliklerine sahip hidrofobik
rezinlerdir. Yiiksek viskoziteli olmalart nedeniyle epoksi rezinlerin dokuya
infiltrasyon siiresi uzundur.

Akrilik  rezinler, o6rnegin LR Gold, LR White, goémme sonrasi
immunohistokimyasal caligmalarda siklikla kullanilan diisiik viskoziteli, hidrofilik
rezinlerdir. Diisiik sicaklikta polimerize olmalar1 protein denatiirasyonunu Onler.

Gomme islemi icin 6rnekler rezinle dolu polietilen veya jelatin kapsiillerin
icine konularak 1sitilir veya ultraviyole 15181 ile polimerize edilir.

-Kesit alma: Rezin bloklara gomiilii doku orneklerinin elektron mikroskobunda
incelenebilmesi i¢in elektronlarin kolaylikla gecebilecegi ince kesitler (50-100 nm)
alinmalidir. Bunun i¢in ultramikrotom adi verilen cam veya elmas bigakli aletler
kullanilmaktadir. Alinan kesitler, 1s1tk mikroskobunda oldugu gibi lamlar {izerine
toplanmak yerine elektron penetrasyonuna izin veren bakir veya nikel gridler
iizerinde toplanir.

- Boyama: Isik mikroskobunda kullanilan boyalar incelenen yapilarin farkh
renklerde goriilmesini saglarken elektronlarin kisa dalga boyuna sahip olmalari
nedeniyle bu boyalar elektron mikroskobunda gozle goriilmez. Elektron
mikroskobunda elektronlarin emilimini veya ince kesitlerden gegmesini saglayan agir
metaller kullanilir. En sik kullanilan boyalar uranil asetat ve kursun sitrattir.
Osmiyum tetraoksit de kontrast arttirma O6zelligine sahiptir. Ayrica dehidrasyon
sirasinda alkole uranil asetat eklenmesi veya fiksasyon sirasinda gluteraldehite tannik
asit eklenmesiyle yapilan blok boyama da kontrast1 arttirmada kullanilabilir.

Diger bir boyama cesidi ise pozitif boyamanin aksine incelenen yapinin
kendisinin boyanmayip c¢evresinin yogun boyandigi negatif boyamadir. Negatif
boyama viriis, bakteri, hiicre organelleri, protein komplekslerinin incelenmesinde
kullanilan hizli ve kolay bir boyama teknigidir. En sik kullanilan boyalar uranil

asetat, uranil format, fosfotungstik asit,metilamin tungstattir.
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2.8.4. Inmunogold Isaretleme Yontemi

Hiicre ve dokulardaki proteinlerin lokalizasyonu ve dagiliminin
belirlenmesinde o  proteine  0zgli  antikorlarin  kullanilmasi  islemine
immunohistokimya denir. Elektron mikroskobu ile yapilan immunohistokimya
caligmalarinda gdbmme Oncesi ve sonrasi olmak iizere iki g¢esit isaretleme yontemi
mevcuttur. Gomme 6ncesi immunogold isaretleme yonteminde doku Ornegi rezine
gomiilmeden 6nce 3-80 nm biiyiikliiglinde altin partikiillerden olusan kolloidal altinla
isaretlenir. Gomme Oncesi immunogold isaretleme genellikle yiizey antijenlerinin
tespitinde kullanilabilir.

Gomme sonrasi immunogold isaretleme ise doku Ornekleri rezine gomiiliip
ince Kesitler alindiktan sonra gergeklestirilir. Gomme bloklarindan alinan ince
kesitlerdeki hiicre ici antijenlerin tespitinde kullanilabilir. Ayrica tiim blok
immunogold isaretlenmedigi i¢in blogun isaretlenmeyen kismi kontrol grubu olarak
ya da diger isaretleme caligsmalari i¢in kullanilabilir. Gdmme sonrasit immunogold
isaretleme yoOnteminde dehidrasyon ve rezine gomme islemleri sirasinda protein
denatiirasyonu nedeni ile antijenite azalabilir.

Immunogold isaretleme yonteminin amaci proteinlere baglanan antikorlarin
altin partikiilleri ile isaretlenerek elektron mikroskobunda gozle goriilebilmesini
saglamaktir. Dokudaki proteinin gésterilmesinde genellikle tercih edilen; dokudaki
antijene Once altinla isaretli olmayan primer antikor baglanip ardindan altinla isaretli
sekonder antikorun bu primer antikora baglandig1 indirek yontemdir. Indirek yontem
proteine direk olarak altinla isaretli primer antikorun baglandig1 direk yonteme gore
daha hassastir, ancak daha fazla 6zgiil olmayan isaretlenmeye yol acgar. Ozgiil
olmayan antijen-antikor baglanmasini bloklayici ¢esitli reaktifler ve yikama islemleri

sayesinde 6zgiil olmayan isaretlenme onlenmeye ¢aligilir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu tez ¢alismasi, University of Connecticut Health Center Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’nun 20.03.2008 toplanti tarihli ve ACC 2008-423 karar numarali izni ile
yapilmuigstir.
Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiikiiriik bezi 6rnekleri NASA’nin 5-20 Nisan
2010 tarihleri arasinda yapilan STS-131 ugusu ile uzaya gonderilen 8 adet fareden
elde edildi. Fareler Animal Enclosure Module (AEM) adi verilen en fazla alt1 adet

eriskin sigan icin yiyecek, su, 1sik ve havalandirma igeren hayvan yasam alani

(habitatlar) i¢inde uzaya yollandi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Farelerin uzaya gonderildigi hayvan kapatma kutulari: Animal enclosure
module (AEM).

Hem ugus deney grubu hem de yeryiizii kontrol grubu istedikleri zaman
yiyebilecekleri, NASA’nin uzaya yollanan fareler igin gelistirdigi yar1 kati
yiyeceklerle beslenmistir. Ugus deney grubu ve yeryiizii kontrol grubu hayvanlarinin
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ortalama viicut agirhigi, giinliik su ve yiyecek tiikketimleri Tablo 3.1°de sunulmustur

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Ugus deney grubu ve yeryiizii kontrol grubu hayvanlarinin ortalama viicut

agirligr ve giinliik su ve yiyecek tiiketimleri.

Ortalama Agirhik | Giinlik Ortalama
Fare sayis1
Ucus Ucus Yiyecek Su
Oncesi | Sonrast (gn) (ml)
Ugus Deney Grubu 8 22.02 | 20.07 35 2.96
Yeryiizii KontrolGrubu 8 2203 21.28 4.0 3.9
Filtreleme sistemi ile AEM igerisindeki amonyak, karbondioksit,

karbonmonoksit gibi atik maddeler ve kotii koku miimkiin olan en az seviyeye
indirildi. AEM’lerin iist kism1 farelerin goriilmesini saglayan seffaf plastik pencere
ile kaphdir. Bu calisma i¢in 8 adet ugus, 8 adet kontrol grubu olmak iizere toplam 16
adet erigkin C57BL/6 tiirii disi fare kullanildi. Kontrol grubu da yeryiiziinde AEM’ye
yerlestirildi. 15 glinliikk uzay u¢usundan sonra fareler, yeryiiziine inis yaptiktan 5 saat
sonra Prof. Dr. Arthur R. Hand tarafindan Kkesildi. Yeryiizii kontrol grubu ise
bulunduklar1 yerden kesim yerine ulagmalar1 vakit aldig1 i¢in 2 giin sonra kesildi.
Biitiin fareler kesilmeden 6nce 16 haftalikti.

Diseksiyondan hemen sonra, her bir tiikiiriik bezi %4 paraformaldehit / %0.25
glutaraldehit ile tespit edildi. 1k tespit sonras1 morfoloji ¢aligmasi icin kullanilacak
Birka¢ kez
yikandiktan sonra 4°C’de 0.1 M kakodilat tampon i¢inde pH 7.4°te saklandi.

ornekler %2 paraformaldehit/%2.5 gluteraldehitte tespit edildi.

Immunohistokimyasal ¢alisma igin doku 6rnekleri tespit edildikten sonra yikanip 0.1

M (molar) kakodilat tampon iginde %1 paraformaldehitte saklandi. Daha sonra

University of Connecticut Health Center’a Prof. Dr. Arthur R. Hand’e gonderildi.
Morfolojik calisma i¢in doku 6rnekleri osmiyum tetraoksit ile tekrar tespit

edildikten sonra Polybed epoksi rezine gomiildii. Immunogold isaretleme i¢in doku
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ornekleri LR Gold (London Rezin) rezin igine yerlestirilerek -20 °C’de ultraviyole
15181 altinda polimerize edildi. Ultramikrotom (Reichert Ultracut E) yardimiyla doku

pargalar1 6nce yar1 ince (1 um) daha sonra ince kesitler halinde kesildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Kesitleri kesmek i¢in kullanilan ultramikrotom aleti.

Doku ornegi polimerize rezin blogu ic¢inde yiizeye yakin olmadigindan,
yiizeydeki fazla rezin jiletle trimlendi. Trimleme esnasinda yiizeyin diiz olmasina
dikkat edildi. Daha sonra rezin bloklart mikroskop altinda, taban1 (tepesinden daha
uzun) ve tepesi birbirine paralel, yan kenarlarindan biri tabana dik agili digeri ise

egimli olan “yamuk” seklinde trimlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Rezin bloklarin mikroskop altinda yamuk seklide trimlenmesi, trimlenme

sonrasi elde edilen rezin blok (sag alt kosedeki resim).

Trimlenmis rezin bloklar, ultramikrotomun blok tasiyici kismina yerlestirildi.
Mevcut stereomikroskop altinda, blok yiizeyi elmas bigaga paralel olacak sekilde
hizalandi. Ultramikrotomun dénen kolu gevrilerek bigcaga yaklastirilan bloktan ince
kesitler alindi. Kesitler bigagin arkasindaki distile suyla dolu havuzda birikti. Suyun
seviyesi bigag 1slak tutacak sekilde ve havuzun kenarlari ile yaklasik ayni seviyede
kalacak sekilde ayarlandi. Almnan yamuk seklindeki kesitler; ince bir firca
kullanilarak temiz bir lam tizerine damlatilmis olan distile su damlalarinin iizerine,
diizgiin bir sekilde ve kirismadan konuldu. Lam su buharlagana kadar 1sitici plaka
tistiinde tutuldu. Ardindan metilen blue boyast damlatilip tekrar 1sitic1 plaka {izerinde
kurumaya birakildi. Elde edilen yari ince kesitler 151k mikroskobunda incelenerek,
doku fiksasyonunun kalitesi degerlendirildi. Ayrica, doku Orneginde -elektron
mikroskobik inceleme yapilmak iizere ince kesit alinacak sahalar belirlendi ve

gerekli olmayan kisimlar trimlendi.
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Hazirlanan bloklar tekrar ultramikrotoma yerlestirilerek ince kesitler
alindi. Kesit kalinlig1 kesitlerin beyaz 1s1k altinda sudan yansiyan renk

spektrumuna gore belirlendi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Kesitlerin kalinliginin belirlenmesinde kullanilan renk skalasi.

Suda biriken altin rengi kesitlerden (80-130 nm) bir veya birka¢ tanesi
Formvar kapli nikel gridlerin mat ytzeyinde topland: (Sekil 3.5). Gridler kesitin
oldugu mat yuzey ustte olacak sekilde filtre kagidiyla kaph petri kutusunda

kurumaya birakildi.
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Sekil 3.5. Ince kesitlerin gridlerin mat yiizeyinde toplandiktan sonra

kurutulmaya birakilmasi.

Ince kesitler tuzlu fosfat tamponunda (PBS) 5 dakika (dk) yikand.
Immunoglobulinlerin dokulara 6zgii olmayan baglanmasimi 6nlemek igin primer
antikor inkiibasyonundan once kesitler, oda sicakliginda PBS’de %1 bovin serum
albiimini (BSA) ve %5 normal keci serumu (NGS) ile 30 dk. yikandi. Ince kesitler
%1 BSA ve %5 NGS ile gesitli oranlarda seyreltilmis primer antikor soliisyonlariyla
4°C’de agz1 kapali nemli bir kapta bir gece boyunca inkiibe edildi. Primer
antikorlarin seyreltilme oran1 deneme yanilma yoluyla belirlendi. Farkli oranlarda
soliisyonlar hazirlanarak TEM’de incelenerek en fazla immunogold isaretlenme
reaksiyonu gosteren karigim orani segildi.

Kullanilan proteinler ve karisim oranlart Tablo 3.2’de gosterilmistir. Bu
calismada sinir biiytime faktorii (NGF), submandibular bez protein C (SMG-C),
prolinden zengin protein (PRP), cAMP bagimli protein kinaz II'nin diizenleyici alt
birimi (RII), epidermal biiyiime faktorii (EGF), parotis sekresyon proteini (PSP),
tiikkiiriikteki androjen baglayict protein a (SABPa), miisin (MUCI19), yarim ay
hiicrelerinden salgilanan parotis proteini (DCPP) kullanildi.



Tablo 3.2. immunohistokimya islemi i¢in kullanilan antikorlar.
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Protein Karisim Orani Deneyin Yapildig: Tiikiiriik Bezi
NGF 1:40 Submandibuler
SMG-C 1:500 Submandibuler
PRP 1:50, 1:200 Submandibuler
EGF 1:25 Submandibuler
SABPa 1:40 Submandibuler
RII 1:100 Sublingual
PSP 1:150 Sublingual
MUC19 1:15 Sublingual
DCPP 1:150 Sublingual

Inkiibasyon islemleri sirasinda gridler, parafin filmle kapl plastik petri

kaplarina damlatilan 25-30 pl’lik soliisyon damlalarinda ince kesitlerin bulundugu

yiizeyleri altta olacak sekilde ytizdiiriildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Gridlerin antikor soliisyonlariyla inkubasyonu islemi.

Immiinogold isaretleme isleminin &zgiilliigiinii test etmek icin kontrol
gruplarindan herhangi biri primer antikordan yoksun %21 BSA ve %5 NGS ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon islemleri arasindaki yikamalar ise dikddrtgen porselen kaplarin
gukur kisimlarina doldurulan soliisyonlarda, gridlerin ince kesitlerin bulundugu

yiizeyleri altta olacak sekilde yiizdiiriilmesi ile gerceklestirildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Gridlerin Inkiibasyon islemi sonrasi porselen kaplarda yikanmast.

Kesitler beser dakikadan ii¢ kez PBS ile yikandiktan sonra, oda sicakliginda
PBS’de %1 BSA ile 10 dk. yikandi. Daha sonra gridler 15 nm altinla isaretli kegi
anti- tavsan 1gG (Amersham International, Little Chalfont, Bucks., UK) ile 1/20
oraninda hazirlanmis %1 BSA’de oda sicakliginda 60 dk. inkiibe edildi. Tekrar her
biri 5 dk. siiren ii¢ kez PBS ve ii¢ kez de distile suda yikama islemi yapildi. Son
olarak; gridler distile suyla dolu kaplara art arda hizlica sokulup ¢ikarilarak, forseps
ile grid arasinda kalan soliisyon artiklar1 tamamen temizlenip filtre kagidi ile kaph
petri kabinda kurumaya birakildi.

Kesitlerin kontrastini arttirmak i¢in agir metal soliisyonlar1 ile boyanma
yapildi.Bu iglem gridlerin kurumasi beklendikten sonra yapildi. Kuruyan gridler,
parafinle kapli petri kabinda %3 uranil asetat damlalarinda kesit tagiyan yiizeyleri
altta olacak sekilde 3 dk. yiizdiriildikten sonra distile suyla yikanip yeniden
kurutuldu. Ardindan kursun sitrat solusyonu ile ayni boyama islemi tekrarlanip

distile suyla yikanip kurumaya birakildi. CO2’in Kursun sitrat soliisyonu tarafindan
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emilmesi sonucu olusan ¢oéziinmeyen kursun karbonatin kesitlerde artifakta neden
olabilecegi diisiiniilerek, bu artifakti 6nlemek tizere kursun sitratla boyama sirasinda
petri kabina sodyum tuzlari ilave edilerek ortamdaki CO2’in emilimi saglandi. Bu
sekilde kontrastlanmasi tamamlanan ince kesitleri tagiyan gridler, TEM’de
incelenerek fotograflandi.

Hiicre i¢i protein konsantrasyonu ve dagilimini belirlemek i¢in TEM
ekraninda altin partikiillerinin goriintiilenemedigi diisiik biiyiitmelerde (x1000)
fotograflama yapildi. En az 6 farkli bolgeden secilen hiicrelerden x10000 biiyiitmede
de gorintii alind1 ve elde edilen negatifler 1200 piksel/ ing ¢Oziiniirliikte taranarak
Adobe Photoshop programina aktarildi.

Hiicre bolmelerindeki (sekresyon graniilleri, golgi, graniillii endoplazmik
retikulum, sitoplazma, ¢ekirdek) immunogold isaretlenme densitesi goriintii iistiine
konan her bir kenar1 0.5 um olan gridlerin kesisme noktalar1 sayilarak hesaplandi.
Her bir um? ‘lik alan 4 adet gridden olustugu igin ilgili bolme iizerindeki kesisme
noktalar1 sayilip dért ile boliinerek pm? cinsinden alan hesabi yapildi. Tekrar ilgili
bolme {iizerindeki altin partikiilleri sayilip bolme alanina bdliinerek altin
partikiilleri/um? bulundu.

Her bir bolmeden elde edilen veriler Microsoft Excel programindaki
istatistiksel hesaplar araciligiyla ortalama altin partikiilleri/um?_+ Standart Sapma
olarak ifade edildi.

Verilerin degerlendirilmesinde Hiyerarsik Dogrusal Model Analizi kullanildi.
Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 (p <0.05) olarak alind:.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, Hiyerarsik Dogrusal Model Analizi ile her
bir protein i¢in 6ncelikle farelerden alinan 6rnek sayisi ( n= 26-108) ve daha sonra da
fare sayisi (n=2-4) esas alinarak iki asamada analiz edilmistir. Ugus deney
grubundaki 2 adet fareden alinan sublingual tiikiiriik bezi ornekleri, fiksasyonlari
yetersiz oldugu i¢in ¢alismaya dahil edilmemistir. Her iki asamanin da sonuglari her

bir proteine 6zgii olarak tablolar ve sekillerle asagidaki gibi ifade edilmistir.

NGF (Sinir Biiyiime Faktorii) Proteini
Anti-NGF antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri submandibuler

tiikiiriik bezi asinus hiicrelerinin sekresyon graniillerinde saptanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Submandibuler tiikiiriikk bezi asinus hiicreleri sekresyon graniillerinin (SG)

anti-NGF antikoru ile immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.
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Analiz biriminin, farelerden alinan 6rnek sayisi olarak belirlendigi ilk asama

sonuglar1 Tablo 4.1’de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. NGF proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel —

Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 3.16 + 1.24 (40) 4.22 +1.82 (40)
Cekirdek 0.93 + 0.55 (20) 1.20 + 0.49 (20)

Tablo 4.1°de belirtilen sayisal analiz sonuglarina gére ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin NGF proteini ile immunogold isaretlenme yogunlugu,
yerylizii kontrol grubuna gore daha diisik bulunmustur ve bu farklilik istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0.006). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer
antikorla isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu
ile benzer seviyededir. Bu durum ¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 6zgiil
olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindigi, ikinci asama istatistiksel analizlerin sonucu ise

Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. NGF proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.
Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel
g Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 3.16 £ 0.63 (4) 4.22 +1.50 (4)

Cekirdek 0.93 +0.38 (4) 1.20 +0.19 (4)
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Omek sayismin (n=4) ilk asama analizlerine gore daha az oldugu ikinci
asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus deney
grubunda yeryiizli kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir, ancak bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p=0.20).

Ayrica yeryiizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon grantilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu yoniinden oldukga farkli degerler gostermektedir.
En diisiik ve en yiliksek ortalama isaretlenme yogunlugu arasindaki fark iki kattan
fazladir. Ugus deney grubundaki fareler ise sekresyon graniilleri ortalama isaretlenme

yogunlugu agisindan benzer degerler gostermektedir (Sekil 4.2).

7
I
= 6
=
? = ® Ugus 1
E 7:5/ ® Ugus 2
'E % 4 ® Ugus 3
g _'U_), ® Ugus 4
£ 53
= = Kontrol 1
w2
g & 2 ® Kontrol 2
= @ » Kontrol 3
<
g 1 = Kontrol 4

Sekresyon Graniilleri

Sekil 4.2. NGF proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

SMG-C (Submandibuler Tiikiiriik Bezi Protein C)
Anti-SMG-C antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri submandibuler

tilkiiriik bezi terminal tiibiil hiicreleri sekresyon graniillerinde saptanmistir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. Submandibuler tiikiiriik bezi terminal tiibiil hiicreleri sekresyon
graniillerinin (SG) anti-SMG-C antikoru ile immunogold isaretlenmesinin elektron

mikroskobu goriintiisii.

Analiz biriminin, farelerden alinan drnek sayist olarak belirlendigi ilk asama

sonuclar1 Tablo 4.3’te sunulmaktadir.

Tablo 4.3. SMG-C proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizli Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 8.89 + 2.68 (21) 12.70 + 4.59 (28)

Cekirdek 3.75 + 2.87 (10) 2.51 + 3.14 (16)
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Tablo 4.3’te belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore, ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin SMG-C proteini ile immunogold isaretlenme yogunlugu,
yerytizii kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur ve bu farklilik istatistiksel
olarak anlamlidir (p <0.001). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer
antikorla isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme
yogunlugu 1ile benzer seviyededir. Bu durum c¢ekirdekteki immunogold

isaretlenmenin 6zgilil olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindigr ikinci asama istatistiksel analizlerin sonucu ise

Tablo 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4. SMG-C proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizli Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 9.15+1.72 (4) 14.09 + 5.99 (4)
Cekirdek 3.11 +1.30 (4) 2.39+1.81 (4)

Ornek sayisinin (n=4) ilk asama analizlerine gére ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir, ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.087).

Ayrica, yerylizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu acisindan oldukca farkli degerler gostermektedir. En
yliksek ortalama isaretlenme yogunlugu, en disik isaretlenme yogunlugunun
yaklasik ti¢ kat1 kadardir. Ugus deney grubundaki fareler ise sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan benzer degerler gostermektedir (Sekil

4.4).
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Sekresyon Graniilleri

Sekil 4.4. SMG-C proteininin ugus ve yeryiizli kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

PRP (Prolinden Zengin Protein)
Anti-PRP antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri submandibuler
tiikiiriik bezi miik6z hiicrelerinde saptanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Submandibuler tiikiiriik bezi miik6z hiicrelerinin (M) anti-PRP antikoru ile

immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.
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Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayis1 olarak belirlendigi ilk asama

sonuclar1 Tablo 4.5’te sunulmaktadir.

Tablo 4.5. PRP proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizli Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 7.84 +2.17 (40) 7.32 +2.13 (40)
Cekirdek 0.65 + 0.53 (20) 0.73 + 0.37 (20)

Tablo 4.5’te belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin PRP ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur, ancak bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0.25). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise
primer antikorla isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme
yogunlugu ile benzer seviyededir. Bu durum c¢ekirdekteki immunogold

isaretlenmenin 6zgiil olmayan baglanma oldugunu géstermektedir.

Fare sayisinin esas alindig ikinci agama istatistiksel analizlerin sonucu ise

Tablo 4.6°da gosterilmistir

Tablo 4.6. PRP proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altm partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 7.84 +1.37 (4) 7.36 + 0.88 (4)

Cekirdek 0.65 + 0.27 (4) 0.73 + 0.20 (4)
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Ornek sayisinin (n=4) ilk asama analizlerine gore ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir, ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.47).

Ayrica, yeryiizli kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama igaretlenme yogunlugu agisindan benzer degerler gostermektedir. Ugus
grubundaki fareler de aymi sekilde sekresyon graniilleri ortalama isaretlenme

yogunlugu ag¢isindan benzer degerler gostermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. PRP proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii) Proteini
Anti-EGF antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri submandibuler

tiikiiriik bezi asinus hiicrelerinin sekresyon graniillerinde saptanmigtir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Submandibuler tiikiiriik bezi asinus hiicreleri sekresyon graniillerinin (SG)

anti-EGF antikoru ile immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.

Analiz biriminin, farelerden alinan 6rnek sayisi olarak belirlendigi ilk asama

sonuclar1 Tablo 4.7°de sunulmaktadir.

Tablo 4.7. EGF proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.
Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 3.72 + 3.14 (40) 3.41 + 3.22 (40)
Cekirdek 0.49 + 0.81 (20) 0.76 + 1.02 (20)

Tablo 4.7°de belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore, ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin EGF ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii

kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur, ancak bu farklilik istatistiksel
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olarak anlamli degildir (p=.50). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer
antikorla isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme
yogunlugu ile benzer seviyededir. Bu durum c¢ekirdekteki immunogold
isaretlenmenin 6zgilil olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindigi ikinci asama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. EGF proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.
Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 3.72 +1.04 (4) 3.41 +1.94 (4)
Cekirdek 0.49 +0.36 (4) 0.76 £ 0.25 (4)

Ormnek sayisinin (n=4) ilk asama analizlerine gére ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir, ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.64).

Ayrica, yerylizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan benzer degerler gosterirken sadece 4
numarali kontrol grubu faresinin isaretlenme yogunlugu digerlerinin yaklasik {i¢ kati
kadardir. Ugus deney grubundaki farelerinde de sekresyon graniilleri ortalama
isaretlenme yogunlugu acisindan birbirinden farkli degerler gostermektedir (Sekil

4.8).



42

9,
)
j - 8,
'cé‘ . m Ugus 1
=8 ' ® Ucus 2
= 9D 6
: L @ c u Ugus 3
EmS
g 2 & m Ucus 4
=T g% |
£ é b 3 = Kontrol 1
o § 2 L | = Kontrol 2
E 1' = Kontrol 3
- 0' = Kontrol 4
Sekresyon Graniilleri

Sekil 4.8. EGF proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

SABP « (Tiikiiriikteki Androjen Baglayici Protein)

Anti-SABPa antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri submandibuler

tikiiriik bezi miiko6z hiicrelerinde saptanmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Submandibuler tiikiiriik bezi miik6z hiicrelerinin (M) anti-SABPa antikoru

ile immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.
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Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayist olarak belirlendigi ilk asama

sonuglar1 Tablo 4.9°da sunulmaktadir.

Tablo 4.9. SABPa proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 1.59 + 0.63 (40) 1.25 + 0.53 (40)
Cekirdek 0.65 + 0.6 (20) 0.28 + 0.22 (20)

Tablo 4.9°da belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin SABPa ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur ve bu farklilik istatistiksel olarak
anlamlidir (p=.011). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer antikorla
isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu ile
benzer seviyededir. Bu durum ¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 6zgiil
olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindig1 ikinci agsama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.10°da gosterilmistir.

Tablo 4.10. SABPa proteininin submandibuler bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.
Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 1.59 + 0.40 (4) 1.25 +0.31 (4)

Cekirdek 0.65 + 0.47 (4) 0.28+0.11 (4)
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Ormek sayisinin (n=4) ilk asama analizlerine gére ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir, ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.18).

Ayrica, yeryiizii kontrol grubundaki farelerin her birinin miikoz hiicreleri
ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan benzer degerler gostermektedir. Ugus
deney grubundaki fareler de ayni sekilde sekresyon graniilleri ortalama isaretlenme

yogunlugu agisindan benzer degerler gostermektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. SABPa proteininin ugus ve yerylizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

PSP (Parotis Sekresyon Proteini)
Anti-PSP antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri sublingual tiikiiriik
bezi sekresyon graniillerinde saptanmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Sublingual tiikiiriikk bezi sekresyon graniillerinin (SG) anti-PSP antikoru

ile immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.

Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayisi olarak belirlendigi ilk asama

sonuglar1 Tablo 4.11°de sunulmaktadir.

Tablo 4.11. PSP proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel

Ugus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 17.38 +11.15(20)  13.94 +12.09 (40)
Cekirdek 0.81 + 0.53 (10) 0.47 +0.42 (20)

Tablo 4.11°de belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin PSP ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0.12). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer antikorla

isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu ile
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benzer seviyededir. Bu durum g¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 06zgiil
olmayan baglanma oldugunu gdstermektedir.

Fare sayisinin esas alindig ikinci agama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12. PSP proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel

Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 17.38 + 0.97 (2) 13.94 + 8.00 (4)
Cekirdek 0.81+0.16 (2) 0.47 +£0.39 (4)

Ornek sayisinin (n=2-4) ilk asama analizlerine gore ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir, ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.36).

Ayrica, yeryiizii kontrol grubundaki fareler sekresyon graniilleri ortalama
isaretlenme yogunlugu acisindan benzer degerler gosterirken sadece 5 numarali fare
digerlerinden olduk¢a farkli yiliksek bir deger gostermektedir. Ugus deney
grubundaki fareler sekresyon graniilleri ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan

benzer degerler gostermektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. PSP proteininin ucus ve yerylizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.
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RI1 (Protein Kinaz A’min Diizenleyici Birimi IT)
Anti-RII antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri sublingual tiikiiriik

bezi sekresyon graniillerinde saptanmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Sublingual tiikiiriik bezi sekresyon graniillerinin (SG) anti-RII antikoru ile

immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.

Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayisi olarak belirlendigi ilk asama

sonuglar1 Tablo 4.13’te sunulmaktadir.

Tablo 4.13. RII proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel Ugus Grubu Yeryiizli Kontrol Grubu

Sekresyon Graniilleri 4.24 + 2.58 (39) 1.84 +1.98 (69)

Cekirdek 0.08 + 0.08 (21) 0.10 + 0.09 (36)
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Tablo 4.13’te belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin RII ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir
(p <0.001). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer antikorla
isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu ile
benzer seviyededir. Bu durum g¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 6zgiil
olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindig ikinci agama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.14’te gosterilmistir.

Tablo 4.14. RII proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altmn partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel Ugus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 4.28 +2.08 (2) 1.85+1.24 (4)
Cekirdek 0.08 +0.02 (2) 0.10 £ 0.07 (4)

Ornek sayisinin (n=2-4) ilk asama analizlerine gore cok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir, bu sonug
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.077).

Ayrica, yeryiizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu acisindan birbirinden farkli degerler gostermektedir.
Ucus deney grubundaki fareler sekresyon grantilleri ortalama isaretlenme yogunlugu

agisindan birbirinin iki kat1 olacak sekilde farkli degerler gostermektedir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. RIl proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

MUC 19 (Miisin 19) Proteini
Anti-Muc 19 antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri sublingual

tiikiiriik bezi miik6z hiicrelerinde saptanmustir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Sublingual tiikiiriik bezi miik6z hiicrelerinin (M) anti-Muc 19 antikoru ile

immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu goriintiisii.
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Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayist olarak belirlendigi ilk asama

sonuglar1 Tablo 4.15’te sunulmaktadir.

Tablo 4.15. Muc 19 proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ugus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 0.22 +0.13 (15) 2.00 +1.98 (40)
Cekirdek 0.15 + 0.14 (9) 2.05 + 2.27 (20)

Tablo 4.15°te belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin Muc 19 ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii
kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur ve bu farklilik istatistiksel olarak
anlamlidir (p <0.001). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer antikorla
isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu ile
benzer seviyededir. Bu durum g¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 6zgiil
olmayan baglanma oldugunu gostermektedir.

Fare sayisinin esas alindigi ikinci asama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.16°da gosterilmistir.

Tablo 4.16. Muc 19 proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme

yogunlugu.

Altm partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)
Organel Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 0.20 £ 0.09 (2) 2.00 +1.85 (4)

Cekirdek 0.12 +0.08 (2) 2.05 + 2.46 (4)
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Ornek sayisinin (n=2-4) ilk asama analizlerine gdre ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir, bu sonug
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.14).

Ayrica, yerylizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan birbirinden oldukg¢a farkli degerler
gostermektedir. Ugus deney grubundaki fareler sekresyon graniilleri ortalama
isaretlenme yogunlugu agisindan benzer, ¢ok diisiik degerler gostermektedir (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16. Muc 19 proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.

DCPP (Yarim Ay Hiicrelerinden Salgilanan Parotis Proteini) Proteini
Anti-DCPP antikoru ile isaretli kesitlerde altin partikiilleri sublingual tiikiiriik

bezi ser6z yarim ay hiicrelerinde saptanmustir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Sublingual tiikiiriik bezi ser6z yarim ay hiicresi sekresyon graniillerinin
(SG) anti-DCPP antikoru ile immunogold isaretlenmesinin elektron mikroskobu

goruntusu.

Analiz biriminin farelerden alinan 6rnek sayisi olarak belirlendigi ilk asama

sonuclar1 Tablo 4.17°de sunulmaktadir.

Tablo 4.17. DCPP proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel

Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 13.88 +5.14 (19) 16.63 + 6.43 (39)
Cekirdek 0.78 + 0.8 (11) 0.77 £ 0.74 (21)

Tablo 4.17°de belirtilen sayisal analiz sonuglarina gore ugus deney grubundaki
sekresyon graniillerinin DCPP ile immunogold isaretlenme yogunlugu yeryiizii
kontrol grubuna goére daha diisiikk bulunmustur, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0.10). Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise primer antikorla

isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme yogunlugu ile
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benzer seviyededir. Bu durum g¢ekirdekteki immunogold isaretlenmenin 06zgiil
olmayan baglanma oldugunu gdstermektedir.
Fare sayisinin esas alindigi ikinci asama istatistiksel analizlerin sonucu ise

tablo 4.18’de gosterilmistir.

Tablo 4.18. DCPP proteininin sublingual bezde immunogold isaretlenme yogunlugu.

Altin partikiilleri /um?+ Standart Sapma (n)

Organel Ucus Grubu Yeryiizii Kontrol Grubu
Sekresyon Graniilleri 13.77 £ 2.89 (2) 16.51 + 6.05 (4)
Cekirdek 0.82 +0.65 (2) 0.79+£0.46 (4)

Omek sayis1 (n=2-4) ilk asama analizlerine gore ¢ok daha diisiik oldugu
ikinci asama sonuglarinda da ortalama immunogold isaretlenme yogunlugunun ugus
deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir, bu sonug
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.52).

Ayrica yerylizii kontrol grubundaki farelerin her birinin sekresyon graniilleri
ortalama isaretlenme yogunlugu agisindan birbirinden farkli degerler gostermektedir.
Ucus deney grubundaki fareler sekresyon graniilleri ortalama isaretlenme yogunlugu

acisindan benzer degerler gostermektedir (Sekil 4.18).

- 25,
j -
©
2 2
= (‘D..S ' ® Ugus 5
et —~
= H1E 15, ———  "Uqus6
s ©
g §_ = ® Kontrol 5
_— = O 4 | -
g § &)U 10, = Kontrol 6
=) E s N Kontrol 7
.E ’ Kontrol 8
<
=] 0 -
Sekresyon Graniilleri

Sekil 4.18. DCPP proteininin ugus ve yeryiizii kontrol grubu farelerinde ortalama

immunogold isaretlenme yogunlugu dagilimi.
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Sublingual ve submandibuler tiikiiriik bezlerinde ucgus deney grubu ve

yerylizii kontrol grubu arasinda morfolojik olarak herhangi bir farklilik
bulunamamistir (Sekiller 4.19, 4.20, 4.21, 4.22. 4.23).

Sekil 4.19. Sublingual tiikiiriik bezi serd6z yarim ay hiicresi (SYH), ¢ekirdek (¢ek),

miik6z asinus hiicrelerinin (M) bazolateralinde bulunan miyoepitelyal hiicre (MEH).
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Sekil 4.20. Submandibuler tiikiiriik bezi miik6z asinus hiicreleri (M), ¢ekirdek (¢cek),
graniillii endoplazmik retikulum (gER), mitokondri (Mit), hiicreler arasi baglanti
(HAB).
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Sekil 4.21. Submandibuler tiikiiriik bezi terminal tiibiil hiicreleri (TT), gekirdek (¢ek),
mitokondri (Mit).
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Sekil 4.22. Submandibuler tiikiiriik bezi graniiler (G) ¢izgili kanal, ¢ekirdek (¢ek),
mitokondri (Mit).
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cekirdek (cek),

2

Sekil 4.23. Submandibuler tiikiiriik bezi graniiler (G) interkalar kanal

liimen (L).
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5. TARTISMA

Hiyerarsik Dogrusal Model Analizinde; analizler, her bir protein igin
oncelikle farelerden alinan 6rnek sayisi ( n= 26-108) ve daha sonra fare sayisi (n=4)
esas almarak iki asamada gerceklestirilmistir. ilk analiz sayesinde i¢ ice gecmis
verilerin yapisi korunmus olup, her bir fareden alinan 6rneklerin immunogold
isaretlenme yogunlugu birlestirilerek tek bir ortalama deger olarak ifade edilmesi
engellenmistir. Boylece ikinci analize oranla daha fazla 6rnek sayisi ve daha diisiik
standart hata degerleri elde edilmistir. Ayrica ilk asama sonucunda daha fazla sayida
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

Ik asama sonuglarma gére SMG-C (p < 0.001), RII (p < 0.001), NGF (p =
0.006), Muc 19 (p < 0.001), SABPa (p = 0.011) proteinlerinde, istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar saptanirken ikinci asama sonuglarina gére sadece SMG-C (p =
0.087) ve RII (p = 0.077) proteinlerinde istatistiksel olarak anlamli olmaya yakin
sonuclar elde edilmistir.

Bu calismanin gesitli teknik avantaj ve dezavantajlari mevcuttur. Ornegin
avantajlari: fare tiikiiriik bezlerinden alinan birka¢ miligram doku 6rneginin ¢alisma
icin yeterli olmasi ve ayrica tiikiiriik bezleri subkutenéz dokuda oldugu i¢in
diseksiyonunun da kolay olmasidir.

En 6nemli dezavantajlar ise dokularin biitiinliigiiniin korunmas1 ve kargoyla
yollanmasi sirasinda herhangi bir teknik aksaklik ¢ikmasi halinde; uzay ugusunun
tekrarinin  miimkiin olmamas1 nedeniyle telafisi olmayan kayiplarin ortaya
¢ikmasidir. Bu riski azaltmak i¢in daha 6nce hem ugus deney grubu hem de yeryiizii
kontrol grubunda denenmis ve basaris1 kanitlanmig gesitli 6nlemler alinmistir (9,10).
Dokularin biitiinliigiinii korumak i¢in diseksiyondan hemen sonra tiikiiriik bezleri %4
paraformaldehit / %0,25 glutaraldehit ile tespit edilmis (fiksasyon), daha sonra
yikanip 0.1 M kakodilat tampon iginde %]1 paraformaldehitte saklanmistir. Bu
yontemin diger bir avantaji da ayni dokudan birden ¢ok ornek alinarak her bir
ornekte baska deneysel calismalarin yapilmasma firsat tanimasidir. Ayrica, doku
ornekleri bozulmadan saklanarak ileride caligmaya dair ek bir bilgi gerektiginde
tekrar kullanilabilir olmasi1 saglanmustir.

Incelenecek doku 6rneginin yapisinin uygun fiksasyon yontemi ile korunmasi

immunogold isaretleme yonteminin basarili olmasinda ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada
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iki adet fareden aliman sublingual tiikiiriik bezleri fiksasyon kalitesi diisiik oldugu
icin ¢alismaya dahil edilmemistir. Ugus deney grubu ve yerylizii kontrol grubundaki
farelerin immunogold isaretlenme yogunlugunun, hayvanlar arasindaki biyolojik
farkliliklara ve alman kesit yiizeyindeki molekiillerin ne kadarmmin antikorlarla
etkilesime girdigine bagh olarak degistigi goriilmektedir.

Uzay calismalarinda da insan yerine baska canlilarin kullanilmasinin yeryiizii
deney calismalarinda oldugu gibi gesitli faydalari vardir. Ilk olarak insanlarda etik
kurallardan dolay1 yapilamayan deneylerin hayvanlarda yapilmas: daha uygundur.
Ayrica farkli canli tiirlerinin birbiriyle karsilastirilmasina olanak saglar. Kemirgen
hayvanlar kiiciik olmalar1 ve deney sirasinda idarelerinin kolay olmasi nedeniyle
hayvan deneyi c¢aligmalarinda siklikla tercih edilir. Ayrica, kiigiik olmalar1 uzay
aracindaki kisith alanda sayica daha ¢ok sayida hayvanin bulundurulmasini saglar.
Kemirgen hayvanlarin bugiine kadar bir¢ok ¢alismada kullanilmis olmasi, bu
hayvanlar hakkinda koklii bir arastirma birikimi olmasini saglamistir. Bu ¢alismada,
farelerin tiikiiriik bezleri yapisal ve islevsel olarak insan tiikiiriik bezlerine benzedigi
icin fareler tercih edilmistir.

Canlilar yeryiiziine inis yaptiktan hemen sonra yeryiizii yer¢ekimi kosullarina
adapte olduklarindan 6tiirii ucus sonrasi kesilme isleminin hemen yapilmasi oldukca
onemlidir. Bu ¢alismada fareler yeryliziine inig yaptiktan sonra miimkiin olan en kisa
slire i¢inde, yani 5 saat sonra deneysel islemlere tabi tutulmustur.

Bu ¢aligmada degerlendirilen proteinlerin her birinin kendine 6zgii hiicre i¢i
lokalizasyonu ve gorevi mevcuttur. Miisin 19 (Mucl9), esas olarak fare sublingual
tiiklirik bezi miikoz hiicrelerinde iretilir. Bu protein ayrica, fare kiigiik tikiirik
bezleri, sublingual bez ve bulboiiretral bez miikdz hiicreleri tarafindan da
iiretilmektedir. Insanlarda miisin iiretimi ise, submandibuler bezin miikéz
hiicrelerinde ve trakea submukoza bezlerinde yapilir (84).

Mucl9/SMGC geni hem Muc19 hem de SMGC proteininin ekspresyonundan
sorumludur. Submandibuler bez Protein C (SMGC proteini) submandibuler ve
sublingual  bezlerin  gelisiminin erken donemlerinde asiner hiicrelerin
farklilasmasindan sorumlu gecici bir proteindir (84,85). Muc 19 proteini miktari
artttkca SMGC proteini azalir. Farelerde, SMGC proteini submandibuler bezde

elektron yogun graniillere sahip terminal tiibiil hiicreleri tarafindan salgilanir. SMGC
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proteininin de miisin gibi lubrikasyon ve antibakteriyel fonksiyonlari oldugu
diisiiniilmektedir.  Insanlarda SMGC proteininin  benzeri olup olmadig
bilinmemektedir (86).

Sinir biiyiime faktorii (NGF) proteini farelerde bircok farkli dokuda c¢ok az
miktarda bulunmasima ragmen submandibuler tiikiiriik bezinde Onemli miktarda
tespit edilmistir (87). Erkek fare submandibuler tiikiiriik bezinde disilerdekine goére
daha fazla NGF salgilanmaktadir (88). Immunohistokimyasal ¢alismalar NGF nin
graniiler kanal sekresyon graniillerinden salgilandigin1 gostermistir (89,90). NGF,
sempatik sinir sistemi ve immiin sistem organlarin1 inerve eden bazi duyusal
noronlarin gelisimi ve fonksiyonunu etkilemekle birlikte, immiin sistem ve
noroendokrin sistem hiicreleri tizerinde de etkilidir (91,92). Neonatal siganlara
NGF’nin verildigi bir ¢aligmada mast hiicrelerinin sayis1 ve biiyilikligiiniin arttig
tespit edilmistir (93). Baska ¢alismalarda ise NGF’nin mast hiicrelerinden histamin
salinimini (94) ve noétrofillerin fagositoz aktivitesini (95) arttirdigi goriilmistiir

Epidermal biiyiime faktori (EGF) biiyiik miktarda erkek fare submandibular
bezleri graniiler kanal sekresyon graniillerinden az miktarda da disi farelerden
salgilanir. EGF’nin tirozin kinaza baglanmasi ile hiicre biiylimesi, ¢ogalmas1 ve
farklilagsmasini diizenleyen hiicre i¢i sinyal iletimi baslar. EGF’nin farelerde kesici
dis erupsiyonunu hizlandirdigi tespit edilmistir (96).

Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalar sonucu protein kinaz A’nin
katalitik ve diizenleyici birimleri tiikiiriik bezleri disinda bir¢ok farkli dokuda da
bulunmustur. Immunogold isaretli RII; parotis ve pankreas sekresyon graniilleri,
sperm vezikiilleri, bagirsak endotel hiicreleri, 6n ve ara hipofiz bezinde, RI ve
katalitik birimler ise over graniilosa hiicrelerinde saptanmustir (97). Protein kinaz A,
karbonhidrat ve yag metabolizmasi, biiyiime ve gelismede gorevli bir enzimdir.
Tiikiirtikteki diizenleyici birimlerin gdrevi tam olarak bilinmese de cAMP baglayici
protein olarak islev goriip agiz mikroflorasinin metabolizma ve gelisiminde dnemli
rol oynadigi diistiniilmektedir (98). RII, ayn1 zamanda B-adrenerjik stres cevabinin
bir gdstergesidir (99).

Mednieks ve dig. (14)’nin sigan parotis asinus hiicrelerinde yaptiklar
immunohistokimyasal ¢alisma protein kinaz A’nin diizenleyici birimlerinin (RLRII)

cekirdek ve sitoplazma diginda asinus sekresyon graniillerinde de bulundugunu
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gostermistir. Bu c¢alismada ise RII proteini, fare sublingual tiikiiriik bezinde
sekresyon graniillerinde saptanmistir. Cekirdekteki altin partikiilleri yogunlugu ise
primer antikorla isaretlenmeyen immunohistokimyasal kontrol grubu isaretlenme
yogunlugu ile benzer seviyede oldugu i¢in bu durum cekirdekteki immunogold
isaretlenmenin 6zgiil olmayan bir baglanma oldugunu gostermektedir.

Prolinden zengin proteinler (PRP) isminden de anlasildig1 {izere bol miktarda
prolin amino asiti igerir ve tiikiiriikk sekresyon proteinlerinin %70’den fazlasini ihtiva
ederler (100). Gorevi Ca*? baglamak ve diyetteki tanik asitin detoksifikasyonunu
saglar. PRP ekspresyonu cAMP ile diizenlenir. Sican parotis ve submandibuler
tiikiiriik bezlerinde katekolamin hormon stimulasyonu ve tanik asit ile beslenme PRP
artisina neden olmustur (101).

Parotis sekresyon proteini (PSP), PLUNC (palate, akciger, nazal epitel)
protein ailesine ait, fare ve si¢an parotis bezinde bol miktarda bulunan bir proteindir
(102). Bu protein, fare sublingual bezinde diisiik miktarda olmasina ragmen birgok
fare tiirlinde submandibuler bezde saptanamamistir, ancak insanlarda submandibuler
bezde de tespit edilmistir (103, 104). PSP, bakterisidal/gegirgenlik artiran protein
(BPI) ve lipopolisakkarit baglayict protein (LBP)’e benzer, antibakteriyel ve
antiinflamatuar fonksiyona sahiptir, oral kavite, list hava yollar1 ve akcigerleri
patojenlere karsi korur (104).

Yarim ay hiicrelerinden salgilanan Parotis Proteini (DCPP), fare sublingual
tikiiriik bezlerinde serdz yarim ay hiicreleri ve parotis bezi interkalar kanallarinda
tretilir (105). Bu protein, siganlardaki Ortak Tikiirik Bezi Proteininin (CSP1)
faredeki benzeridir (106). Insanlardaki HRPE773 proteini, sublingual bezden
salgilanmasi ve farelerdeki CSP1/DCPP proteinine yapisal olarak benzemesinden
dolayr DCPP proteininin insandaki benzeri oldugu diistiniilmektedir. Yapisindaki
lektin karbonhidrat baglayici proteinden dolayr antimikrobiyal etkisinin oldugu ileri
stirilmektedir (107).

Tiikiirtik Androjen Baglayici Protein (SABP), ortak bir a alt birimine disiilfit
bagi ile bagl B veya vy alt biriminden olusan, submandibuler tiikiiriik bezi kaynakli
bir proteindir. SABP, androjen hormonlarindan testesteron ve progestronu baglarken,

kolestrol ve ostradiol hormonlarint baglamaz. SABP farelerde feromon roli
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oynayarak agiz ve/veya idrar, diski kokusu yoluyla disi farelerin eslerini segmelerini
saglar (108).

Tiikiirtik bezi proteinleri seviyesi birgok etkene bagl olarak degisebilir. Bu
calismada kullanilan biitiin fareler ayni yasta disi farelerdir ve hepsi ayni diyetle
beslenmistir. Boylece yas, cinsiyet ve diyetin ugus ve yeryiizii kontrol grubuna olan
etkileri elenmistir. Mekanik kuvvetlerin olmadigi agirliksiz uzay ortaminda, kemik
yapimi ve yikimi arasindaki dengesizlik viicuttan Ca*? atilimma neden olur (5).
Ayrica yeni bir ortama adapte olmanin yarattig1 stres ise protein agirlikli kilo kaybi
sebebidir. Uzay ortamindaki bu fizyolojik degisiklikler, Ca*? ve protein agirlikli diyet
gereksinimi dogurmaktadir (109). Bu c¢alismada NASA’nin gelistirdigi, birgok kisa
stireli ( <21 giin) uzay ugusunda basarist kanitlanmis yar1 kati diyet uygulanmstir.

Hormonal degisiklikler de tiikiiriik bezi protein seviyesini etkilemektedir.
NGF, EGF proteinin kisirlagtirilmis farelerde azaldigi ve farelere testesteron
verildiginde arttigi tespit edilmistir (110,111). Bueker ve Weis (112) yaptiklari
caligmada NGF proteininin hamilelik ve emzirme doneminde arttigin1 rapor
etmiglerdir. Erkek farelere tiroid hormonu verildiginde ise submandibuler bezde
NGF, EGF protein miktarinin arttig1 saptanmistir (96,113) .

Tiikiirtik peroksidaz enzimi ile tiikiiriikteki immunoglobulin A (sIgA)’nin
hamilelik, menstruasyon gibi Ostrojen hormonu seviyesinin arttigi donemlerde
yiikseldigi tespit edilmistir (114,115).

Tiikiiriik bezleri protein seviyesini etkileyen diger bir hormon ise insiilin
hormonudur. Kasayama ve dig. (116)’nin Tip 1 diabetli farelerde yaptiklar1 deneysel
calismada EGF proteininin, Szczepanski ve dig. (3)’nin yaptiklar1 ¢aligmada ise
amilaz, prolinden zengin protein ve parotis Sekresyon proteinlerinin azaldigi
bulunmustur.

Mednieks ve dig. (117) streptozotosinle indiiklenmis diabetli si¢an tiikiiriik
bezlerinde yaptiklari ¢aligmada prolinden zengin protein ve Muc 10 proteinlerinin
azaldigim1 saptamislardir. Ayrica RII’nin parotis bezi asinus hiicreleri c¢ekirdek ve
sitoplazmasinda azaldigr sekresyon graniillerinde ise degismedigi goriilmiistiir.
Submandibuler bezde de parotis bezine benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
degisikliklere ek olarak diabetli siganlarda kontrol grubuna goére daha fazla sayida

lizozom ve otofajik vakuoller, bazal sitoplazmada da yag damlalar1 saptanmuistir.
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Farmakolojik maddeler de tiikiiriik bezi protein miktarini etkileyen diger bir
faktordiir. Vugman ve Hand (118) sigan parotis bezinde B-adrenerjik agonist olan
isoproterenol ile yaptiklari ¢alisma sonucu amilaz ve parotis sekresyon proteininin
azaldigini, prolinden zengin proteinin arttigini1 bulmuslardir. Matsuura ve Hand (119)
ise isoproterenol ile sigan submandibuler tiikiiriik bezinde yaptiklar1 baska bir
calismada sistatin, miisin ve prolinden zengin proteinin arttigini, SMG-C proteininin
de asinus sekresyon graniillerinde azalirken interkalar kanallarda arttiginm
saptamiglardir.

Uzay ucusu esnasindaki degisen fiziksel ve psikolojik sartlar (giiriilti,
titresim, radyasyon, malnutrisyon, uyku diizenindeki degisiklik, kisithi bir alanda
gruplar halinde kapali kalma) birer stres kaynagidir. Yer ¢ekimi degisikligi de
canlilar {izerinde 6nemli rol oynayan bir stres faktoriidiir. insanlarda strese karsi
cevapta etkili hipotalamus-pituiter-adrenokortikal sistem ve sempatik adrenomedullar
sistem olmak {izere iki adet ndroendokrin sistem mevcuttur. Artan katekolamin
hormon seviyesi strese karst viicudun bir cevabidir. Sempatik adrenomedullar sistem
katekolamin salinimini diizenler. Ancak tiikiiriikteki katekolamin seviyesi sempatik
adrenomedullar sistem aktivitesi ile dogrudan iliskili degildir (120). Bunun yerine
tikiriikte sempatik uyariyla salgisi artan amilaz enzimi SM aktivitesinin
degerlendirilmesinde kullanilabilir (121).

Hormonal cevabin diizenlenmesinde gorevli ikincil haberci olan cAMP stres
durumunda artan katekolamin hormon seviyesinin 6l¢iilmesinde kullanilabilen diger
bir gostergedir. Ancak cAMP’nin ATP’ye yikimi fosfodiesteraz enzimi ile hizla
gergeklestiginden dolayr cAMP konsantrasyonu direk olarak olgiilemez. Protein
kinaz A’nin diizenleyici birimleri cAMP baglayic1 reseptor islevine sahiptir, bu
nedenle tiikiiriikteki protein kinaz A’nin diizenleyici birimleri katekolamin hormon
cevabinin bir gostergesidir (99).

HPA sisteminde pituiter bezden salgilanan adrenokortikotropin hormonu
(ACTH) kortizol salimini diizenledigi bilinmektedir. Tiikiirtikteki kortizol hormonu
seviyesi kandaki kortizol hormonu seviyesi ile yakindan iligkilidir, bu nedenle
Kirschbaum ve dig. (122), HPA aktivitesinin degerlendirilmesinde tiikiiriik testi

yapilabilecegini ileri slirmiistiir.
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Cesitli cevresel ve fizyolojik uyarilarin, biyolojik sistemler tizerine etkisini
incelemek icin tiikiiriik bezleri ve sekresyonlarindan faydalanilabilir. Ciinkii tiikiiriik
girisimsel bir islem olmaksizin uyaranlara karsi fizyolojik ve farmakolojik cevabin
Olciilmesini saglayan en uygun viicut sivisidir. Tiikiirik bezi fonksiyonu ve
icerigindeki degisiklikler uzay ugusuna karsi olusan sistemik cevabin bir
gostergesidir. Calismamizda ortaya ¢ikan sonuclar ¢ok sayida tiikiiriik bezi sekresyon
proteini miktarinin ugus ve kontrol grubunda farkli oldugunu gostermistir.

Mednieks ve dig. (123) STS-131 ve STS-135 uzay uguslarindaki fare parotis
bezleri ilizerinde yaptiklari immunohistokimyasal calismada bir¢ok farkli proteini
ucus deney grubu ve yerylizii kontrol grubunda degerlendirmislerdir. Amilaz ve
prolinden zengin proteinin ucus deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore
azaldigini saptamiglardir. Protein kinaz A’nin diizenleyici birimi II (RII) ise
sitoplazmada ve sekresyon graniillerinde azaldig1 saptanirken, c¢ekirdekte herhangi
bir degisiklik izlenmemistir. DCPP’nin ise interkalar kanal sekresyon grantillerindeki
immunogold isaretlenme yogunlugu ucus deney grubunda yeryliizii kontrol grubuna
gore daha yliksek bulunmustur. Parotis sekresyon proteini igin ise herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Elde edilen bu sonuclar yer ¢ekimi nedeniyle protein
miktarinda olusan degisikliklerin hiicre ¢esidine bagli oldugunu gostermektedir.

Bizim calismamizda ise STS-131 uzay ucusundaki farelerden elde edilen
submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezleri immunohistokimyasal analizler icin
kullanilmistir. Sayisal immunogold isaretleme yontemi ile TEM’de incelendiginde
SABPa ve PRP submandibuler bez miikoz hiicrelerinde, EGF submandibular bez
asinus hiicreleri sekresyon graniillerinde, PSP ve RII sublingual bez ser6z yarim ay
hiicrelerinde ugus deney grubunda yeryiizii kontrol grubuna gore daha yiiksek
miktarda saptanmistir. DCPP sublingual bez serd6z yarim ay hiicreleri, NGF
submandibuler bez asinus hiicreleri sekresyon graniillerinde, Muc 19 submandibuler
bez miikoz hiicrelerinde, SMG-C submandibuler bez terminal tiibiil hiicrelerinde
yerylizii kontrol grubunda ucus kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur.

Mednieks ve Hand (9) SpaceLab 3 ugusuna ait siganlar iizerinde yaptiklari
calismada ugus ve yerylizii kontrol grubu parotis bezindeki biyokimyasal ve
morfolojik degisiklikleri karsilastirmis ve ugus grubunda asinuslarda sekresyon

graniilii sayisinin, ¢izgili kanallarda da glikojen miktarinin arttigin1 saptamiglardir.
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Ayrica kilo kaybeden ucus grubu hayvanlarinda otofajik vakuol, bazal yerlesimli yag
damlalar1 ve halka sekilli lamellerde artis tespit etmisler ve bu degisiklikleri degisen
yer ¢ekimi kosullarinin farelerin yeme diizenini degistirmesine baglamislardir.

Mednieks ve dig. (123)‘nin STS-131 ve STS-135 uguslarina ait sigan parotis
bezlerinde yaptiklar1 diger bir ¢alismada, asinus hiicreleri disinda interkalar kanal ve
baz1 ¢izgili kanal hiicrelerinde de genis, elektron yogun vakuoller tespit etmislerdir.
Ancak bu vakuoller yeryiizli kontrol grubunda gézlenmemistir. Ugus deney grubu ve
yerytizii kontrol grubu arasindaki bu farklilik, degisen yer ¢ekimi kosullarinin ugus
grubu farelerinin kanal hiicrelerinin fonksiyonunu etkiledigini gostermektedir.

Bu caligmada ise ucus grubu submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezi asinus
ve kanal morfolojisi yeryiizii kontrol grubu ile karsilagtirildiginda herhangi bir
farklilik bulunamamistir. Bu durum uzay ucusunun farelerde doku hasarina yol
acmadan uzay kosullarina adaptasyonun saglandigini gostermektedir. Ancak bu
adaptasyonun yeryiiziine dondiikten sonra m1 oldugu, eger Oyleyse ne kadar siire
sonra oldugu bilinmemektedir. Farelerin deneysel islemlere tabi tutulmasinin
yeryliziine inis yaptiktan birkag giin sonra yapildigi calismalar bu bilinmezligi
acikliga kavusturmada faydali olabilir. Hatta belirli zaman araliklariyla yapilan
incelemeler degisikliklerin meydana geldigi zamanla ilgili daha detayli bilgi

edinmemizi saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda yer ¢ekiminin tiikiiriik bezlerinin protein yapisina olan

etkisini incelemek icin uzaya gonderilen farelerin submandibuler ve sublingual

tikiiriik bezi proteinleri immunogold isaretleme yontemi kullanilarak gecirimli

elektron mikroskobunda (TEM) incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore;

Yarim ay hiicrelerinden salgilanan parotis proteini (DCPP); sublingual
tilkiirtik bezi serdz yarim ay hiicreleri sekresyon graniillerinde ugus deney
grubunda, yeryiizii kontrol grubuna gore daha diisiik miktarda tespit
edilmisgtir.

Misin 19 (Muc 19); proteini sublingual tiikiiriik bezi miikéz hiicrelerinde
ucus deney grubunda, yeryiizii kontrol grubuna gore daha diisiik miktarda
tespit edilmistir.

Protein Kinaz A’nin diizenleyici birimi (RII); sublingual tiikiiriikk bezi asinus
hiicreleri sekresyon graniillerinde ugus deney grubunda, yeryiizii kontrol
grubuna gore daha diisiik miktarda tespit edilmistir.

Parotis sekresyon proteini (PSP); sublingual tiikiiriik bezi asinus hiicreleri
sekresyon graniillerinde ugus deney grubunda, yeryiizli kontrol grubuna gore
daha yiiksek miktarda tespit edilmistir.

Submandibuler bez protein C (SMGC); submandibuler tiikiiriik bezi terminal
tiibiil hiicrelerinde ugus deney grubunda, yeryiizii kontrol grubuna gore daha
diisiik miktarda tespit edilmistir.

Epidermal biiyiime faktorii (EGF); proteini submandibuler tiikiirik bezi
asinus hiicreleri sekresyon graniillerinde ugus deney grubunda, yeryiizii
kontrol grubuna goére daha yiiksek miktarda tespit edilmistir.

Sinir biliyiime faktorii (NGF); proteini submandibuler tiikiirik bezi asinus
hiicreleri sekresyon graniillerinde ugus deney grubunda, yeryiizii kontrol
grubuna gore daha diisiik miktarda tespit edilmistir.

Submandibuler bez androjen baglayic1 protein (SABPa); submandibuler
tiiklirik bezi miikoz hiicrelerinde ucgus deney grubunda, yeryiizii kontrol

grubuna gore daha yiiksek miktarda tespit edilmistir.
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e Prolinden zengin protein (PRP); submandibuler tiikiirik bezi miikoz
hiicrelerinde ugus deney grubunda, yeryiizii kontrol grubuna gore daha
yiiksek miktarda tespit edilmistir.

e Sublingual ve submandibuler tiikiiriik bezlerinde ugus deney grubu ve
yeryiizii kontrol grubu arasinda morfolojik olarak herhangi bir farklilik

bulunamamastir.

Tikiirik bezindeki proteinlerin miktarinin 6l¢iilmesi, uzay ucusunun oral
kavitenin fizyolojisine ve sekresyon hiicrelerinin hiicresel sinyal mekanizmasina olan
etkisini gostermektedir. Tikiiriikk bezi sekresyon graniillerinde bulunan proteinler
tikirige salgilanarak yer ¢ekimi etkisinin izlenmesini saglar. Tiikiiriikk uzun yillardir
biyokimyasal genetik belirleyici olarak kullanilmaktadir. Ileri calismalar tiikiiriigiin
teshis ve prognoz tespiti i¢in biyosensor olarak kullanilmasini saglayan testlerin
gelistirilmesini saglayacaktir. Sadece birkag damla oral sivi kullanan tiikiirtik test
kitleri higbir girisimsel iglem olmaksizin dental ve medikal teshis i¢in kullanilabilir.
Boyle bir tiikiiriik test kiti uzay uguslarina karsi insan viicudu reaksiyonunun da
Olciilmesinde kullanilabilir.

Sonug olarak bu ¢alisma, yer ¢ekiminin biyolojik sistemler {izerindeki etkileri

ile 1lgili teorik bilgi ve pratik uygulamalarin artmasina katki saglayacaktir.
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EK 1. Etik Kurul izni

University of Connecticut Health Center

Office ol Research and
Sponsored Programs

Dr. Arthur Hand
Professor, Craniofacial Sciences
MC-1610

April 1, 2008

Dear Dr. Hand-

The University of Connecticut Health Center (UCHC) Animal Care Committee
(ACC), which is our IACUC, received a protocol submitted by Dr. Maija Mednieks
titled “Protein Expression in Salivary Glands: Effects of Extended Space Flight”,
ACC protocol 2008-423, which was discussed by the committee during its March
20, 2008 meeting.

Because live, vertebrate animal work in this profocol will be performed in Russia
and not at UCHC, it was decided that the ACC did not have jurisdiction over the
animal procedures of this protocol. However, the ACC had no issues with the
procedures in the protocol that will be performed at UCHC.

If there is any other help or information you need, please feel free to contact me at
860-679-8199.

Sincerely,

A
it A
J7

Joseph Lorenzo, M.D.
Chair, UCHC Animal Care Committee

263 Farmington Avenue Bldg. 20
Farmington. Connecticul 06030-2806
Animal Care Conumnittee

Telephone (8601 6794129

Facsimile (800) 679-2670



