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GİRİŞ 

Elektron mikroskopla mitokondriyaların matriksi içinde 
elektronlara karşı yoğun granülalar görülür tintramitokondri- 
yal granülalar), İntramitokondriyal granülaların yapısal ve 
fonksiyonel nitelikleri henüz tartışma konusudur. Bunların hüc- 
re içine iyon iletimi ile ilişkili olduğu (11, 6) veya üzerlerine 
bazı iyonların oturup biriktiği (2, 4), yapılarının esas itibariyle 
nötral lipidlerden meydana geldiği (8), fosfolipid olduğu (12) 
ileri sürülmüştür. 

Bu çalışmada böbrek korteksi proksimal tubulusunun intra- 
mitokondriyal granülalarının yapısı ve bazı katyonların birik- 
tirilmesi veya iletimi ile ilişkisi sitokimyasal bir yaklaşımla elek- 
iron mikroskopik düzeyde incelendi. Bu amaçla 1 - Lipid içeri- 
ğin tanınması, 2 - Nükleik asitlerin enzimatik hidrolizi, 3 - Bazı 
ketyonların uzaklaştırılması, 4 - İki değerli bazı katyonların 

. sokulması deneyleri yapıldı. 

MATERYEL VE YÖNTEM 

Materyal 200 - 350 gr, ağırlığındaki kobaylardan elde edilen 
böbrek korteksi parçalarıdır. 

© Materyelin birinci bölümü, vücuttan ayrıldıktan hemen son- 
ra, İikzetör içinde küçük parçalara ayrıldı. Bunların bir kısmı, 
İostat tampon ile pH 7,4 yapılmış © 3,5 glutaraldehit içinde 1. 

(AÜ. Tıp Fakültesi Histoloji - Embriyoloji Kürsüsü Profesörü 

AÜT.F.M, Vol. XXVII, Sayı TİV, 478-490, 1975
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saat tesbit edildi. Diğerleri, aynı glutaraldehit fikzatörü içinde 
20 dakikalık bir ön tesbitten sonra veronal - asetat tampon ile 
pH 7,4 yapılmış © 2 osmium tetroksit içinde 45 dakikalık arka 
fikzasyona, bırakıldı. Hem tek başına glutareldehit hem de glu- 
taraldehit - osmium tetroksit ile tesbit edilen parçaların enklüz- 
yonu vestopal W ile yapıldı. Bu bloklardan hazırlanan 200 - 490 
Angström kalınlığındaki ultra ince kesitlerin bir kısmı oda 1s1- 
sında 1 saat X 7 hidrojen peroksit üzerinde yüzmeye hirekıldı. 
Tüm kesitlerin boyanması (kontrast yapmak) uranil asetat ile 
sağlandı. ' 

Materyelin ikinci bölümü, hayvandan ayrıldıktan hemen 
sonra kriyostat ile —189 de 40 mikron kalınlığında, kesildi. Bu 
kalın kriyostat kesitleri fosfat tampon ile pH 7.4 yapılmış W 3.55 
giutaraldehit içinde 25 dakika ön tesbite bırakıldı ve pH ları 
74 olan soğuk fosfat ve veronal - asetat tamponların her birin- 
de dörder defa değiştirmek suretiyle yıkandıktan sonra, osmi- 
um tetroksit ile tesbite geçmeden evvel aşağıda belirtilen sekiz 
Ayrı işleme uğratıldı. 

1 — 4 96 etanol içinde 4” de 4 gast bırakma, 
2--Saf aseton içinde 4” de 4 saat bırakma, 
3— Yeronal - asetat tampon içinde bir santimetre küpde 

1 mgr. ribonükleaz içeren, pH 6,8 ortamda, 379 de, 1 
saat süre ile enkübasyon. 

4 — Veronal - asetat tampon içinde bir santimetre küpde 
I mgr. dezoksiribonükleaz içeren, pEI 6,8 ortamda, 37* 

de, I saat süre ile enkübasyon. 
5— Veronal - asetat tampon içinde 0,1 M etilen diamin tet- 

ra asetik asit içeren, pH 7,4 ortamda, 35” de, 45 dakika 
süre ile enkübasyon, 

6 — Veronal - asetat tampon içinde final konsantrasyon ola- 
rak 10 mM kalsiyum asetat içeren, pH 74 ortamda, 35* 

de, 6 saat enkübasyon. Enkübasyon süresince ortam ya- rım Saatte bir yenilendi. 
7T— Veronal - asetat tampon içinde final konsantrasyon ola- 

rak 10 mM baryum klörür içeren, pH 7,4 ortamda, 359
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de, 6 saat enkübasyon, Ortam yarım saatte bir yenilen- 

#— Kontrol: pH 7,4 olan veronal- asetat tamponda enkü- basyon, 

nu yapılmış kobaylara aittir, Bunlar glutaraldehit - osmium tef. roksit ile tesbit edilip vestopal W ile enklüzyon yapıldı. 

da iri mitokondriyalar içinde değişik Sâyı ve büyüklükte Yoğun iniramito- 
kondriyal granülalar görülüyor, X 25000, 

i
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mium tetroksiâ ile tesbitten SODYü çok sayıda iri ve yoğun gö” 

rülmeleri kuvvetli osmiyofil olmalarından ileri gelir. 

Hidrojen peroksid ile işlemden sonra, tek başına glutaral- 

dehit tesbiti yapılmış kesitlerde değişiklik bulunmadığı halde, 

glutaraldehit - osmiun tetroksid ile tesbit edilmiş kesitlerde in- 

tramitokondriyal 
granülalar çoğunlukla yerlerinde beyaz delik- 

ler bırakarak kaybolurlar (Resim 5 Ve 4). ii 

çini 

Resim 3 ve İ-— Glutaraldehit - osağumu tetroksid ile tesbit edilmiş ve 

HO çile işlem yapılmış böbrek korteksi kesiti, Tubuhıs prohsimalise git bir 

epitek hücresinin intraşiteplarmik 
memhranlarla sınırlanmış bazal sitoplaz- 

İTİ kompartımanları
nda yerleşmiş uzun mitokondriyalar 

içindeki inirami- 

#okondriygi granülaların kaybaldukları ve yerlerinde beyaz delikler ırak- 

tıkları görülüyor. X 22090. 

5 98 lık etanol ile ekstraksiyondan Sonr& intramitokon- 

driyal gramülelar görülmezler (Resim 5). Saf aseton ile işlem-
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Resim 5 —- Etanol ekstraksiyonu yapılmış mitokondriya. İntramitekon- driyal granüulalar görülmüyor. X 90009, 

den sonra ise biraz daha küçük ve az yoğun olmakla beraber  osmium tetroksit ile yine reaksiyon verirler, 

Ribonükleaz ve dezoksiribonükleaz enzimlerinin etkisine bırakılan materyelde intramitokondriyal granülalar değişmeksi- zin Sayı, büyüklük ve yapı itibariyle kontrol materyelinde göz- lenen normal durumlarını korurlar, 

Bazı katyonların hücreye sokulması deneylerine göre, içine kalsiyum asetat katılmış ortamda enkübasyona bırakılan ma- teryele ilişkin kesitlerde iniramitokondriyal granülalar sayı ve. büyüklük itibariyle artarlar, Çapları 500 - 1900 Angsiröme ula- Şir, granüla içeren, özellikle ikiden fazla, grenüla içeren mito- kondriyalara daha, sık rastlanır (Resim 6). Hatta yoğun granü- ia kümesi içeren mitokondriyalar da mevcuttur, Bu sonuncu- larda, yoğun granülaların kümelenmesi yanında krista mito- kondriyalisler genişlemiş, mitokondriye matriksi ise, 22 yoğun duruma gelmiştir. İntramitokondriyal granülalar genel olarak daha yoğundur. Kuvvetli büyültme ile açık renk bir zemin Üze- rinde daha koyu ufak taneciklerin paralgl veya radiyer dizil- mesi suretiyle lameller bir yapı gösterirler (Resim 7). 
Baryum klorür ile muameleden sonra intramitokondriyal granülaların yoğunluk, büyüklük ve sayılarının artışı kelsiyum
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Resim 6 — Glutaraldehit-osmium tetroksid ile tesbit edilmiş ve kal- 
siyum asetat içeren ortamda $ saat enkübasyona bırakılmış böbrek kortek- 

si kesiti. Bir #ubulus proksimaealis epiteli hücresinin intrasitoplazmik mem- 

branlarla sınırlanmış bazel sitoplazma kompartımanlarındaki mitokondri- 

yaların matriksi içinde görülen iniramitokondriyal granülalar yoğunluk. sa- 

yı ve büyüklük itibariyle artmiş durumda, Bunlar tam Homojen değil, ince 

granüler yapıları özellikle sağ üst köşedeki iri bir iniramitokondriyai gra- 

mülada iyi görülüyor. Mitokondriya metriksi az yoğun, kriste mitokondri. 
yalisler ise genişlemiş durumda. X 28500. 

asetat ile mugmele edilmiş materyelde gözlenene kıyasla deha 
az belirgindir. Bununla beraber, bunların kontrol gruba göre 
biraz daha iri oldukları ve daha sık rastlandıkları söylenebilir, 

Bazı ketyonlerın oturdukları yerlerden uzaklaştırılması de- 
neyleri, dokunun, söz konusu katyonları kaldıran herbiri için 
özel etken madde ile muamele edilmesi suretiyle sağlandı. Böy- 
lece kalsiyumu kaldırıp uzaklaştırmak için etilen diamin tetra 
asetik asit (EDTA), demiri uzaklaştırmak için desferal kullanıl-
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Resim 7 — Kuvvetli büyültme ile iniramitokonüriyal granülalar az yo- 
gun bir 6sa5 yapı üzerinde çok yoğun taneciklerin paralel veya radiyer di- zilmeleri suretiyle lameller bir yapı gösteriyorlar, X 862000, 

dr. Bu işlemlere uğratılan materyele âit kesitlerde intramito- 
kondriyal granülalarda önemli bir değişme yok. Yalnız EDTA 
is muameleden sonra bunlar, biraz daha az yoğun ve sınırları 
az belirgindir. EDTA içeren ortamda enkübasyona bırakılan 
materyelde ayrıca genel hücre yapısının özellikle mitokondriya 
ve ribozomların iyi korunduğu bu organellerin Kuvvetli bir 
kontrast ile ayrıntılı belirgin oldukları dikkati çekmektedir, 

TARTIŞMA 

İntramitokondriyal granülaların lipidlerden zengin olduğu 
sıçan esmer yağ dokusunda (9), sıçan karaciğerinde (1), sıçan 
kareciğeri ve esmer yağ dokusunda (19) gösterilmiştir. Ancak 
sonuncu otörler bu granülaların kloroform - metanol okstraksi- 
yonu ile kayboldukları halde hexane ile değişmeyip yine osmi- 
yofil olarak ortaya çıktıkları için, nötral lipid değil fosfolipid 
yapısında olduklarını ileri sürmüşlerdir. 

Bu çalışmada ortaya konulan gözlemlere göre, intramito- 
kondriyal granülalar, elektron mikroskopinin oleğan fikzatörü
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osmlium tetroksid ile tesbit edilmiş kesitlerde hemen siyah renk- de çok yoğun olarak belirirler. Ancak bunlar osmium tetroksid tesbitini izleyen H.O, ile işlemderi Sonru beyazlaşırlar. aynı şe- kilde tek başına glutaraldehit ile tesbit edilmiş materyelde de ancak nadiren ve pek az yoğun görülebilirler, Şu halde intra- mitokondriyal granülalar kuvvetli osmiyofildir. Bunlar oksidan madde osmium tetroksidi indirgeyerek indirgenmiş metal og: mMiumu Üzerlerine çöktürürler, Osmiyofil maddelerin başında li- pidler gelir. Gerçekten lipid eriticilerden etanol ile ekstraksi- yondan sonra intramitokondriygl granülelar kaybolur. Fakat saf aseton ile işlem sonucunda pek değişmeksizin biraz daha wz yoğun osmiyofil olarak ortaya çıkarlar. Bu bulgulara daya- narak intramitokondriyal granüleların fosfolipidlerden zengin oldukları sonucuna varılır. Esasen asetonun fosfolipidler için uygun eritici olmadığı, aseton ile ancak 82 miktarda fosfolipid eritilebildiği kromatografik ayırma yöntemi ile saptanmıştır. (3. uv. 

Bu çalışmanın bulgularına göre inixamitokondriyal granü- lalar RNA nın sipesifik enzimi ribonükleaz ve DNA pın Sİpesi- fik enzimi dezoksiribonükleaz ile enzimatik hidroliz olayı So- , Ducunda etkilenmez, hiç değişmemiş olarak görülürler. Bu ba- - kımdan bunların RNA ve DNA içermedikleri söylenebilir. 

İniramitokondriyal granülaların katyonlarla ilişkisi konu- sunda, çok çeşitli görüşler mevcuttur. Bunların demir (5), kalsi- yum ve diğer iyonların (10, 2, 4) çökmesinden oluştukları ve- ya daha önce mevcut granülalar üzerine bu katyonların otur- ması sonucunda yoğunluk ve büyüklüklerini artırdıkları, su -ve iyon iletiminin şiddetli olduğu dokularda bol bulundukları (7) açıklanmıştır. Riedel, Bucher ve Erkoçak (1988) ın bulgula- rına göre, intramitokondriyal granülelar sodyum iyonlarının iletilmesine katılırlar, sodyumu ortaya koyan sitokimyasal yön- temin uygulanmasından sonra, dahp, yoğun görülür, sürrena- lektomi veya sodyumdan fakir rejim uygulayarak vücudun sod- yunıdanı fakirleştirilmesi koşullarında ise daha az yoğun olur- lar. Ö zaman iyi seçilebilen membran yapılarından oluşmuş bir .düzen gösterirler, İ
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Bu şimdiki çalışmada, intramitokondriyal granülaların fos- 
folipidlerden zengin oldukları ve bunlar üzerine hücrenin fiz- 
yolojik ve elektrolit durumuna bağlı olarak bazı katyonların hiç 
olmazsa kalsiyumun oturduğu sonucuna, varılmıştır. Bu sonuç, 
Riedel, Bucher ve Erkoçak'ın yukarda belirtilen bulguları ile 
Uyum helindedir. Zira membran yapıları bol fosfolipid içerir- 
ler ve osmiyofildirler. Membranlar üzerine hücre metabolizma- 
sına ilişkin enzimler ile kalsiyum bağlanmış bulunur, Şu halde 
intramitokondriyal granülaların fosfolipidlerden zenginlikleri, 
osmiyofili ve kalsiyumu bağlama özellikleri bunların membra- 
nöz yapıları ile ilgili olabilir. 

İntramitokondriyal granüla üzerine kalsiyum çökmesi, inor- 
ganik birleşik kalsiyum fosfat halinde veya organik bağlantı 
ile olabilir. Çalışmamızda kalsiyum içeren enkübasyon Orta- 
mında fosfat grupları bulunmadığı için, initramitokondriyal gra- 
nüla üzerine kalsiyum çökmesi kalsiyumun organik bağlantışı 
ilg olmalıdır. Kanımızca kalsiyum, intramitokondriyal granü- 
lanın esas yapısını oluşturan fosfolipidlerin fosfat gruplarına 
bağlanabilir. Kuvvetli büyültme ile intramitokondriyal granü- 
lanın lameller yapı göstermesi, elektronlare, karşı yoğun olan 
kalsiyumun fosfolipid molekülü boyunca fosfat gruplarına 
bağlanmasından ileri gelebilir. 

Yukarda belirtilen yapısal verilere dayanarak, intramito- 
kondriyal granülaların fonksiyonu konusunda, bazı yaklaşımlar 
yapmak olasılığı vardır. Bunlar, genel sitoplazma ve mitokon- 
driya içi iyon hareketleri ve iletiminin düzenlenmesinde rol 
oynayabilir, ayrıca hücre solunumuna bağlı mitokondriyal me- 
tabolizma olaylarına katılabilirler. 

ÖZET 

Böbrek korteksinde tubulus proksimalisin intramitokondri- 
yal granülalarının yapısı ve bazı katyonlarla ilişkisi sitokimya- 
sal bir yaklaşımla elektron mikroskopda incelendi,
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Osmium tetroksid ile tesbit edilmiş kesitlerde yoğun görü- 

len iniramitokondriyal granülelar, H202 ile işlemden sonra be- 

yazlaşıyor, tek başına glutaraldehit tesbitinden sonra, nadiren 

ve az yoğun olarak seçilebiliyorlar. Bu bulgulara göre kuvvet- 

li osmiyofil karakterleri saptanan bu granülalar, etanol ile 

ekstraksiyon sonucunda kayboldukları için lipidlerden zengin- 

dir. Ancak aseton etkisile değişmediklerine göre nötral lipidden 

ziyade fostolipid içerdikleri söylenebilir. 

Ribonükleaz ve dezoksiribonükleaz ile enzimatik hidroliz- 

den etkilenmeyen intramitokondriyal granülalarda ne RNA ne 
de DNA mevcut değildir. 

Kalsiyum asetat ortamında enkübasyondan sonra, kalsiyum 

iyonlarını üzerlerine biriktiren intramitokondriyal granülalar 

daha çok sayıda, daha iri ve yoğun oluyorlar. Bu gözlem har- 
yum ile çok daha az belirgindir. 

Bazı katyonların kaldırıp uzaklaştırılması deneyleri, intra- 

mitokondriyal granülalarda önemli bir değişme meydana, getir- 

miyor. 

Bu çalışmanın ve daha önceki diğer çalışmaların sağladığı 

yapısal verilerin ışığında, intramitokondriyal granülalara fonk- 
siyonel yaklaşım yapıldı. 

Etude ujlirastructurale et eytochimigue â& propos des 

granules İntramitochondriaux des cellules des 

tubes initiaux dans le cortex rönale | 

Rösumâ 

La structure des granules intramitochondrisux des tubes 
initiaux du dortex rönale et leur relalion avec certains cations 

ont &tö ötudides gu MİCr0scope ölecironiğue avec une approche 
cytochimigu€. 

Les granules intramitochondriaux gui se montrent dens sur 

les coupes fixöes Ru tötroxyde d'osmium, blanchissent par le 
iraitement gu H:Oz;aprâs la fixation â glutaraldğhyde seule,
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ils ne se distinguent gue raremeni et peu denş, Ces granules 

dont les caractöres osmiophiles sont prouv&s d'aprös ces obser- 

vations, sont riches en lipides puisgu'ils odisparaisseni 

aprös Vextraction par Vöthanol, mais resistant â lextractlon 

par Vacâtone ils contiennent des phospholipides plutöt gue des 

dipides neuitres. o. 

İl wexiste pas ni ARN ni ADN dans les granules intrami- 

tochondriaux gui semblent resister â Thidrolise enzymatigue 

par Vaction de ribonucldase et dösoxyribonuciğase, 

Apres I'incubation dans un milieu de lacetate de calcium, . 

les granules intramitochondriaux gul accumulent le calcium, 

paraissent de taille plus grande, plus nombreux et dens, Üette 

constatation est bien moins apparente pour barium. 

Les expöriences denlövement de certains catlons ne pro- 

duişsseni pas une modificetion importante dans les granules 

intramitochondrigux. 

Une approche fonctionelle concernant aux granUules intra 

mitochondriaux a &tö faite'â ia lumiğre des donn&es siructu- 

rales obtenues par ce travail et par d'autres travaux autğri- 

Burs. 
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