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GIRIS

Elektron mikroskopla mitokondrivalarin matriksi icinde
elektronlara kars: yogun grantlalar goriillir (intramitokondri-
yal granmiilalar). Intramitokondriyal granitilalarn vapisal ve
fonk31yonel nitelikleri heniiz tartisma konusudur. Bunlarn hiic-
re igine iyon iletimi ile iligkili oldugu (11, 6) veya lizerlerine
baz1 iyonlanin oturup biriktigi (2, 4), yapilarmin esas itibariyle
ndtral lipidlerden meydana geldigi (8), fosfolipid oldugu (12}
ileri strdlmiistir.

Bu ¢aligmada bébrek korteksi proksimal tubulusunun intra-
mitokondriyal graniilalarinin yapist ve bazi katyonlarm birik-
tirilmesi veya iletimi ile iligkisi sitokimyasal bir vaklagimla elek-
tron mikroskopik diizeyde incelendi. Bu amagla 1 - Lipid iceri-
gin tanmmas, 2 - Niikleik asitlerin enzimatik hidrolizi, 3 - Baz1
katyonlarm uzaklagtiriimasi, 4 - Iki degerli baz katyonlarm
. sokulmas1 deneylen vapildi.

MATERYEL VE YONTEM

Ma,terya,l 200 - 350 gr. aguligmdaki kobaylardan elde edilen
bdbrek korteksi parcalaridir, -

" Materyelin birinci boliimi, viicuttan ayrildiktan hemen son-
ra, fikzatér iginde kii¢lik parcalara ayridi Bunlamn bir kism,
fosfat tampon ile pH 7,4 yapilms % 3,5 glutaraldehit icinde 1.
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saal tesbit edildi. Digerleri, aym glutaraldehit fikzatorty iginde
20 dakikahik bir én tesbitten sonra veronal - asetat tampon ile
PH 7,4 yapimis % 2 osmium tetroksit iginde 45 dakikalik arka
fikzasyona birakild:. Hem tek bagina glutaraldehit hem de glhu-
taraldehit - osmium tetroksit ile tesbit edilen parcalarm enkliiz-
yonu vestopal W ile yapildi. Bu bloklardan hazirlanan 200 - 400
Angstrom kalinhigmdaki ultra ince kesitlerin bir kismi oda 1s1-
smda 1 saat % 7 hidrojen peroksit Uzerinde yiizmeye hirgkildL
Tim kesitlerin boyanmas: (kontrast yvapmak) uranil asetat ile
saglandy, :

Materyelin ikinci bélimii, hayvandan ayrildiktan hemen
sonra kriyostat ile -—18° de 40 mikron kalmhg@nda kesiidi. Bu
kaln kriyostat kesitleri fosfat tampon ile pH 7.4 yapilmis % 3,5
glutaraldehit i¢inde 25 dakika on tesbite birakildl ve pH lan
7.4 olan soguk fosfat ve veronsal - asetat tamponlarn her birin-
de dorder defa degistirmek suretiyle yikandiktan sonra, osmi-
um tetroksit ile tesbite gegmeden evvel agagida belirtilen sekiz
ayrl igleme ugratild.

1— % 96 etanol iginde 4° de ¢ sast birakma,.
2 Saf aseton icinde 4° de 4 saat birakma,
3 — Veronal - asetai tampon iginde bir santimetre kiipde

1 mgr. ribontikleaz igeren, pH 6,8 ortamda, 37° de, 1
saat sure ile enkiibasyon.

4 — Veronal - asetat tampon iginde bir santimeire kiipde

1 mgr. dezoksiriboniikleaz igeren, pH 6,8 ortamda, 37°

de, 1 saatb siire ile enkiibasyon.

§— Veronal - asetat tampon iginde 0,1 M etilen diamin tet-
ra asetik asit igeren, pH 7.4 ortamda, 35° de, 45 dakika
siire ile enkitbasyon.

6 — Veronal - asetat tampon icinde final konsanirasyon ola-

rak 10 mM kalsiyum asetat igeren, pH 7.4 ortamda, 35°
de, 6 saat enkiibasyon. Enktibasyon siiresince ortam ya-
Tim saatte bir yenilendi.

7— Veronal - asetat tampon i¢inde final konsantrasyon ola-

rak 10 mM baryum Klorir igeren, pH 7.4 ortamda, 35°
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de, 6 saat enkiibasyon. Ortam yarim saatte bir yenilen-

58— Kontroi : pH 7,4 olan veronal - asetat tamponda enkii-
basyon,

2 yapumig kobaylars aittir, Bunlar glutaraldehit - osmium tet.
roksit ile tesbit edilip vestopal W ile enkliizyon yapilds,

BULGULAR
Bobrex korteksinde tubulus proksimalis epitel hiicrelerinin
intramitokondriyaI granilalar:, glutaraldehit - osmium tetrok-
;i S 5
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mium tetroksid ile esbitten sonxe cok sayida iri ve yogun g0-
ritimeleri kuvvetli osmiyofil olmalarmadan ileri gelir.

Hidrojen peroksid e jslernden sonra, telc bagina glutaral-
denit tesbifi yaplmig kesitlerde degisiklik pulunmadi haide,
glutaraldehit- osmium tetroksid ile tesbit edilmis kesitlerde in-
tranﬁtokondriy&l granilalar cogunluklia yerlerinde beyaz delik-
ler bwrakarak kayholurlar (Resim 3 V@ 4), o

com

Resim 3 vo 4 — Clutaraldehit - osmium tetroksid ile teshit edilmis ve
H, O, ile iglem yapimis pobrek korteksi Kesiti, Tubulus proksimalise git bir
epitet hicresinin sntrasitoplazmik membranlaria smirlanin:s bazal sitoplaz-
ma kompa-rtimanlarmda verlesmiy uzan mitokondrivalar igindeki intrami-
takendrival granilalarin kayholduklari ve verlerinde poyez delikler hrak-

pklgr goriliyor. X 22000,

% 98 hk stanol ile ckstraksivondan sonra intramitokon-
driyal granilalar goriilmezler (Resim 5). Saf aseton ile iglem-
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Resim 5 — Efanol ekstraksivonu yapilmig mitokondriya. Intramitokon-
drival gramilalar gérilmiyor. X 20000,

den sonra ise biraz daha kiiclik ve az yogun olmakla beraber
- osmium tetroksit ile yine reaksiyon verirler,

Riboniiklsaz ve dezoksiribontikleaz enzimlerinin etkisine
birakilan materyelde intramitokondriyal granilalar degismeksi-
zin sayl, biyiklik ve yap: itibariyle kontrol materyelinde géyz-
lenen normal durumlarim korurlar,

Baz1 katyonlarin hiicreye sokulmasi deneylerine gore, igine
kalsiyum asetat katilmg ortamda enkibasyona birakilan ma-
feryele iliskin kesitlerde intramitokondriyal grantlalar syl ve .
bliyGklik itibariyle artarlar, Caplar: 500 - 1000 Angsirome ula-
I, grantla igeren, dzellikle ikiden fazla graniila iceren mito-
kondriyalara daha sik rastlanir (Hesim 6). Hatta yogun grani-
la kiimesi igeren mitokondriyalar da mevcuttur., Bu sonuncu-
larda, yogun graniilalarin kimelenmesi yaninda krista mito-
kondriyalisler geniglemis, mitokondriya matriksi ise, az yogun
durume gelmigtir. Intramitokondriyal granilalar genel olarak
daha yogundur. Kuvvetli biyiiltme ile agk renk bir zemin lize-
rinde daha koyu ufak taneciklerin paralgl veye radiyer dizil-
mesi suretiyle lameller bir yap gosterirler (Resim 7). '

Baryum klortir ile muameleden sonra intramitokondriyal
granllalarn yoguniuk, biiyiiklik ve saylarinm artisi kalsiyum
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Resim & — Glutaraldehit- osmium tefroksid ile tesbit edilmis ve kal-
siyum asetat igeren ortamda & saat enktbasyona birakilimig bobrek kortek-
si kesiti. Bir tubulus proksimalis’ epitel hilicresinin intrasitoplazmik mem-
branlarla smrlanmig bazal sitoplazme kompartimanlarindaki mitokondri-
valarm matriksi i¢inde gérilen intramitokondriyal graniilalar yogunluk sa-
vl ve biiylklik itibariyle artmis durumda. Bunlar tam homojen degil, ince
graniler yapilan oOzellikle sad iist kosedeki iri hir intramitokondrival gra-
nilada iyi goriliiyor. Mitokondriva matriksi az yoZun, kriste mitokondn-
valisler ise geniglemis durumda. X 28500.

asetat ile muamele edilmis materyelde gozienene kivasla dghsa
az belirgindir, Bununle beraber, bunlarm kontrol gruba gére
biraz deha iri olduklar ve daha sik rastlandiklar: séylenebilir.,

Baz1 ketyonlarin oturduklar: yerlerden uzaklagtinlmas: de-
neyleri, dokunun, séz konusu katyonlar: keldwan herbiri igin
dzel etken madde ile muamele edilmesi suretiyle saglandr. Béy-
lece kalsiyumu kaldirp uzaklagtirmek icin etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA), demiri uzaklagtirmak igin desferal kullaml-
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Resim 7 — Kuvvetli buyiltme ile intramitokondriyal graniilalar az vo-
£un bir esas yapl lizerinde cok vogun taneciklerin paralel veya radiver di-
zilmeleri suretivle lameller bir yapl gosteriyoriar. X 82000

di. Bu iglemlere ugratilan materyele ait kesitlerde intramito-
kondriyal granilalarda onemli bir defisme yok. Yalniz EDTA
ile muameleden sonra bunlar, biraz dahs az yogun ve simrlan
az belirgindir, EDTA iceren ortamda enktibasyona brakilan
materyelde ayrica genel hiicre yapisinin 8zellikle mitokondriya
ve ribozomlarm iyi korundugu bu organellerin  kuvvetli bir
kontrast ile ayrmtih belirgin olduklar dikkati gekmektedir.

TARTISMA

Intramitokondriyal granilalarin lipidlerden zengin oldugu
sigan esmer yag dokusunda (9}, sigan karacigerinde (1}, sican
karacigeri ve esmer yag dokusunda (12) gosterilmistir. Ancak
sonuncu otdrier bu grantilalarin kioroform - metanol skstraksi-
yonu ile kaybolduklar: halde hexane ile degismeyip yine osmi-
yofil olarak ortaya qiktiklar igin, nétral lipid degil fosfolipid
vapisinda olduklarmni ileri siirmiislerdir.

Bu ¢ahsmada ortaya konulan gézleml'ere gore, intramito-
kondriyal graniilalar, elektron mikroskopinin olagan fikzatorii
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osmium tetroksid ile teshit edilmis kesitlerde hemen siyah renk-
de ¢ok yogun olarak belirirler. Ancak bunlar osmium tetroksid
tesbitini izleyen H,O, ile islemden sonry beyaziagirlar. ayn ge-
kilde tek bagsmna glutaraldehit ile teshit edilmis materyelds de
ancak nadiren ve pek az yogun 'giirﬁleb_ilirler. 5Su halde intra-
mitokondriyal graniilalar kuvvetli osmiyofildir. Bunlar oksidan
madde osmium tetroksid; indirgeyerek indirgenmis wmetal og:
miurmu tizerlerine ¢éktiiriirler. Osmiyofil maddelerin basinda Ji-
pidler gelir. Gercekton lipid erificilerden etanol ile ekstraksi-
yondan sonra intramitokondriyal granilalar kaybolur. Fakat
saf aseton ile islem sonucunda pek degismeksizin birgz daha
&% yogun osmivyofil olarak ortaya ¢ikarlar. Bu huigulara dava-
narak intramitokondriyal grantlalarin fosfolipidlerden zengin
olduklary sonucung varhr. Esasen asetonun fosfolipidler igin
uygun eritici olmadigl, aseton ile ancak az miktarda fosfolipid
eritilebildigi kromatografik ayirma yontemi ile saptanmigtir. (3.
1), '

Bu ¢aliymamn bulgularna gire intamitokondriyal granii-
lalar RNA nin sipesifik enzimi riboniikleaz ve DNA nin sipesi-
fik enzimi dezoksiriboniikleaz ile enzimatik hidroliz olayl so-
- Ducunda etkilenmez, hic degismemis olarak gdritirler. Bu ba-

" kimdan bunlarmn RNA ve DNA icermedikleri s3ylenebilir,

Intramitokondriyal grantilalarn katyonlarla iliskisi konu-
sunda ¢ok cesithi gérisler mevcuttur. Bunlarn demir (8), kalsi-
yum ve difer iyonlarm (10, 2, 4) ¢Skmesinden olustuklar: ve-
va daha 6nce meveout granilalar {izerine hu katyonlarin otur-
mas sonucunde yogunluk ve bliyitkliklering artirdiklar, sa
--ve iyon iletiminin siddetli oldugu dokularda bol bulunduklars
(7) acklanmistir. Riedel, Bucher ve Erkocak (1988) in bulgula-
rina gére, intramitokondriyal grantilalar sodyum iyonlarmin
iletilmesine katilirlar, sodyumu ortaya kovan sitokimyasal yén-
temin uygulanmasindan sonra daha, yogun goriliir, siirrena-
lektomi veya sodyumdan fakir rejim uygulayarak viicudun sod-
yumdan fakirlestirifmesi kosullarmda ise daha az yogun olur-
lar. O zaman iyi segilebilen membran yapdarindan olusmus bir
_diizen gésterirler. : " :
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Bu simdiki galigmada, intramitokondriyal graniilalarn fos-
folipidlerden zengin olduklar: ve bunlar fizerine hiicrenin fiz-
yolojik ve elektrolit durumuna bagl: olarak baz katyonlarm hig
olmazsa kalsiyumun oturdugu sonucuna, variimigtir. Bu sonug,
Riedel, Bucher ve Erkogak’'m yukarda belirtilen bulgulart ile
uyum halindedir. Zira membran yapiarn bol fosfolipid igerir-
ler ve osmiyofildirler. Membranlar {izerine hiicre metabolizma-
sma iliskin enzimler ile kalsiyum baglanmig bulunur. Su halde
intramitokondrival grantlalann fosfolipidleyden zenginlikleri,
osmiyofili ve kalsiyumu baglama &zellikleri bunlarin membra-
néz yapilar: ile ilgili olabilir.

Intramitokondriyal grantila @izerine kalsiyurn ¢okmesi, inor-
ganik birlesik kalsiyum fosfat halinde veya organik baglani;
ile olabilir, Calismamizda kalsiyum igeren enkiibasyon orta-
minda fosfat gruplar: bulunmadig: igin, intramitokondrival gra-
niila {izerine kalsivum cékmesi kalsiyumun organik baglantis:
ile olmahdir. Kanimzea kalsiyum, Intramitokondriyal grani-
lanm esas yapisim olusturan fosfolipidlerin fosfat gruplarinag
baglanabilir, Kuvvetli biiyiiltme ile intramitokondriyal granii-
lanin lameller yap: gdstermesi, elektronlars, karst yogun olan
kalsiyumun fosfolipid molekiilii boyunce fosfat gruplarma
baglanmasmdan ileri gelehilir. :

Yukarda belirtilen yapisal verilere dayanarak intramito-
kondriyal graniilalarm fonksiyonu konusunds baz yvaklagimlar
- vapmak olasiligi vardir. Bunlar, genel sitoplazma ve mitokon-
driya ici iyon hareketleri ve iletiminin diizenlenmesinde rol
oynayabilir, ayrica hiicre solunumuna baglh mitokondriyal me-
tabolizma olaylarina katilabilirler. '

OZET

Bobrek korteksinde tubulus proksimalisin intramitokondri-
yal granilalarinin yapist ve bazi katyonlarla iligkisi sitokimya-
sal bir yaklasimla elekiron mikroskopda incslendi.
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Osmium tetroksid ile tesbit edilmis kesitlerde yogun géri-
len intramitokondriyal granilalar, H202 ile iglemden sonra be-
vazlagiyor, tek bagina glutaraldehit tesbiiinden sonra, nadiren
ve az yogun olarak segilebiliyorlar. Bu bulgulara gére kuvvet-
Ii osmiyofil karakterleri saptanan bu grantlalar, etanol ile
ekstraksiyon sonucunda kaybolduklar igin lipidlerden zengin-
dir. Ancak aseton etkisile degismediklerine gore nitral lipidden
ziyade fosfolipid igerdikleri séylenebilir.

Riboniikleaz ve dezoksiriboniikleaz ile enzimatik hidroliz-
den etkilenmeyen intramitokondrival graniilalards ne RNA ne
de DNA mevcut degildir.

Kalsiyum asetat ortaminda enkiibasyondan sonra, kalsiyum
iyonlarim fzerlerine biriktiren intramitokondriyal graniilalar
daha ¢ok sayida, daha iri ve yogun cluyorlar. Bu gbézlem bar-
yum ile ¢ok daha az belirgindir.

Baz katyonlarn kaldirilip uzaklastiriimas: deneyleri, intra-
mitokondriyal granfilalarda énemli bir degisme meydana getir-
miyor. '

Bu galigmanin ve daha onceki difer ¢alismalarn sagladaft
vapisal verilerin is1gmnda, intramitokondriyal grantilalara fonk-
siyonel yaklasim vapild,

Etude ulirastrucfurale et cytochimique a propos des
granules intramitochondriaux des cellules des
tubes initiaux dans le cortex rénale

Résumé

La structure des granules intramitochondriaux des tubes
initiaux du cortex rénale et leur relation avec certains cations
ont été étudides au mlcroscope électronique avec une approche
cytochlrmque

Les granules intra,mltochondnaux qui se montrent dens sur
les coupes fixées au tétroxyde d'osmium, blanchissent par le
traitement au H.Qu aprés la fixation & glutaraldéhyde seule,
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ils ne se distinguent gue rarement et peu dens. Ces granules
dont les caractéres osmiophiles sont prouvés d'apres ces obser-
vations, sont riches en lipides puisqu’ils disparaissent
aprés Pextraction par l'éthancl, mais résistant a lextraction
par Yacétone ils contiennent des phospholipides plutét que des
lipides neutres. o

il n’existe pas ni ARN ni ADN dens les granules intrami-
tochondriaux gqui semblent reésister a Thidrolise enzymatique
par Vaction de ribonucléase et désoxyribonuctéase. :

Aprés V'incubation dans un milieu de Vacetate de calcium,
les granules intramitochondriaux qui accumulent le calcium,
paraissent de taille plus grande, plus nombreux et dens, Cetle
constatation est bien moins apparente pour barium.

Les expériences d'enlévement de certains cations ne pro-
duissent pas une modification importante dans les granules
intramitochondriaux.

Une approche fonctionelle concernant aux granules intra-
mitochondriaux a été faite’ a la lumiere des données structu-
rales obtenues par ce travail et par d'autres travaux autéri-
BUrS.

LIiTERATUR

1 — Ashworth, C.T. Leonard, J.8. Bigonbrodt, E.H. and  Wrightsman,
F.J.: Hepatic intracellutar osmiophilic droplets: effect of lipid solvents
during tissue preparation J Cell Bicl 31 301-318 (1786},

o _. Creenawalt, J. W, Bossi, CS. and Lehninger, A.L.: Effect of activa
accumulation of calcium  and phosphate ions on the structure  of
rat liver mitochondria J. Cell Biol 23 21-38. .

3 — Hanahan. B. ., Dittmer, J. C. and Warashina, E.: A column chromsato-

" graphic separation of classes of phospholipids. J. Biol. Chem. 228
685 (1975}

4 — Peachey, L.D. : Electron microscopic observations on the accumulation
of divalent cations in intramitochondrial granules. J. Cell Biol, 20:
05 - 109 (1964).



490 Dr. ALIYE ERKOCAK

5 — Richter, G.W.: A study of hemosiderosis. with the aid of electron
microscopy, J. Exp. Med 106 (1957). '

8 — Riedel. B., Bucher, Q. und Erkogak, A, . Weilere befunde an den gra-
nula intramitochondrialia des distalen abschniftes  der hanntsticke
der meerschweinchenniere. Z. Anat, Entwickl-Gesch. 127 165 -174,
(1968). . . .

7 — Rouiller, C.: Internat. Rev, Cytol, (G. H. Bourne and J. F, Danieili.
edilors}, 9. 227, 1960,

$ ~— Banzone, G. Swartzendruber, I.C. and Snyder, F.: Inclusions of
mitochondria of preputial glands from mice: a combined biochemical
and morphojogical study. Biochim. Biophys. Acta 201 401 (1970).

9 — Suter, E. R. and Steaubli, W. An ultrastructural histochemical study
of brown adipose tissue from neonatal rats. J. Histochem. and Cytoc-
hem. 18 100-106 (19702, .

I~ Vasington, F.D. and Murphy, J. V.. Ca++ uptake by ral kidney
mitechondria and its dependence on respiration and phosphorylation,
J. Biol Chem., 237: 2770, (1962).

11 — Weiss, J. M. : Mitochondrial changes induced by polassium and sodium
in the duodenal absorptive cell as studied with the eleciron micros-
cope. J. Exp. Med., 102. 783, (1g55). .

12 — Wendel. P. and Barnard, T. . A. Gytochemical approasch to the lipid
composition of mitochondrial matrix granules in brown adipose tissue
and liver, J. Histochem. Cytochem, 2z 1028 - 1033 (19741,




