| S0GUK STRESTE KOBAY SURRENALINDE GORULEN DEGISIK-
LIKLERIN HISTO-ENZIMOLOJIK YONTEMLE INCELENMESL.

' Dr. irfan ERDEMLL (x)

OZET 30 adet icobay -4°C de 24-48 saat bt rakz.m ak sogazk 'si:es‘z'n' siznenalde:e"
yaptzgz degisiklikleri, degisik boya metodlary ve enzim tayinleri yapilarak incelendi.
4 kobaydan kontrol olarak yararlamlds. Hematoksilen-Eosin ve Toluidin Blue boya-
lary ile medullada koyu boyanan hiicreler Nor epinefrin, a;:zk boya,mn lch eler epz-
nefrm olarak gozlevzdz

Alkalen fosfataz, ko: te;’»ste en fc'zla glomei ulosada olmak tizere DLiiuﬂ tabaka:—;
la;da pozitif reaksiyon verdi Sogul stres ile reaksiyon siddeti degismedi.

Asit ve' alkalen fosfataz kontrol ve sogulc stresli hayvan siirrenal medullasinda
olumsuz sonug verdi. ATP medullada noz epmeﬁ in lmc:elermde posz olup soguk':
- streste reakszyon §1ddetz amlmaktaydz R R R e S e

-~ GIRIS: Bircok arastiict laboratuvar hayvanlarmm stirrenal medullasmda
iki' tip- ‘hiicrenin bulundugu tammlamiglardir. Bunlarm de egisik: hucre giuplannda
yerlesik oldugu dusunulmus fakat histokimyasal yontemler gehslnceye ‘kadar kesin
ayirimler1 yapilamemistir. Bilindigi gibi biyokimyasal yontem?erle hucresel loke~
hzasyonlar konusunda bxr bﬂ"l elde- edﬂememektedlr 0 ‘

‘ Bu konuda yepﬂen yogun c;ehsmalala geslth ar: stmcﬁal ﬁ,rkh “3mm zellik-
1@11 ﬂerl surmuslerdn Ernnxco, Holtzmm D01mmt7 4 asrc fosfatc. 3 de
farkhhk fizerinde durmuslar, Wood ve Coutland morfolcglk Szellikleri uzetmde,'
Yates-Duncan elektro mikroskopide graniiller c;apta, sitoplazmik - ‘matrikste elekt-
ron densitesinde farklilik oldugunu bildirmiglerdir. Cok basiit olarakta Couplend4
Toluidin blue ve Hematoksilen-Eosin boyamelarlrda bazi medulla. hiicrelerinin
actk bazlarmin koyu bazofil boyanisi, bu hucrelerde geerdel'\:ozelhlden faikh
olduguna dikkati gekmistir. el E m i

Wood 11 ketekobmm depo grmmllermden yeda bucreden salﬁﬂ:# ffiéSllld&
fosfat par(;ahyan erizimin norepmefrm demoshastyOLunda kullamlc.bllecegl h!po-

(x) Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hiétoldji-Embri-yologi bilir:dalt: dgretim’ fiyesi: Dog. Dr.
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tezini4 yonteminin 15181 aitinda ileri siirmiiltiir. SoZuk stresin norojenik uyarti ile
stirrenal medulladaki kromoffin hiicrelerinden katekolaminlerin serbestlestirdigi
ve bu katekolaminlerden sadece norepinefrinin bosaldifi farmakolojik deneyler
sonucu bilinmektedir. /

Krumaffin hiicrelerindeki bazofilinin, ATP ve katekclamin beraberce koromaf-
fin _graniillerde olusturdugu asidik proteine (lcromog1anin) baglannustir. 1 Eger
bu bllgl dogru ise bizim Wood yontemi ile yaptlglmlz soguk strese birakilan hayvan-
larin medullasinda;, caligma ymizda norepinefrin hiicrelerinin bocalmasmda sadece-
kromogranin kaybi- olmaj _/acak stiplazmada relatif olarak bazofilinin azalmas
ortaya gikacaktir.

Calismanin Amaglar: Kobaylarda siirrenal medullasi morfoloji ve enzim
yapisini belirlemek sofuk streste olusan’ degigiklikleri saptamdk Ve enzimatik
yfjntémlerin ,rutin ',olarak‘ kull'amhr ,f'duruma ‘getirilmesini;:fsaglamaktxr. SRS RS

MATERYAT METOD Calismada 4-6 ayhk 30 adet, 2gu’hk1au 300 540 gr.’
arasinda degisen erkek ve digi kobay kullanildi. Bu koybaylardan 2 erkek, 2 disi-
olmak iizere 4 tanesi kontrol grup olarak ayrllch ‘Gerek kontx ol Gerekse denemeye
aliman ha yvanlar ayni kosullar altinda beslendi. ' i

- Soguk - stres igin 4°C ye ayarlanan buzdolabma. deneye. alman  hayvanlar
24-48 saat dorder; dérder kalmak tizere yeterli yiyecek ve su ile birlikte konuldu..
Is1 artif1 olmamast icin deneme siiresince dolabin kapist hi¢ agilmadi.- Dolayist ile
hayvanlarm hal ve hareketlerini izlemek olasiizida bulunmad.

. Siire sonunda hayvanlar buz dolabindan tek tek ¢ikarilarak hicbir anestezik
‘vermeden kafalarina bir demir cubukla vurularzk soka sokuldu. Kalb atislart-dur-
madan. agildi: S23 ve sol surrenal bezler ahinarak uygulanacak olan ayriayri metod
lar igin bir kismi taze hazirlanmig soguk aretonda 24 saat kalmak iizere tesbite aln-
d1. Bir kism ile ATP aktivasyonunu gostermek iizere <30°C derecede donduruldu.
Bu islem 3-4 dakikal k bir siire i¢inde yapildi. Parafin blok igin p‘.rgabr iki defa
he1b1r1nde 0,5 -1 saat tutalarak bezen’de seffaflandmldl 56°C de 2-3 -3 saat (vakum
atiiv ulmadl 81 1(;111) paraf in inf lltrasyonu yc,plldl Daha sonra paraf in bloka a,lmdl

, Callsmada hlstokxmy sal yontemlere tltxzhkle dlkkat ed11d1
o Kesrdere Sayrt hlstoklmyasal reakson uygulandl
, Cahsmada uygulanan reaksxyonlax i '

1- Hematoksilen-Eosin (a.ker)2

2- Toluidin Blue (Aker)2

3- Alkalen fosfataz: Kobalt sulflt meLodu (Gomenaen modxf iye 1950)5
4- Asit fosfataz: Kursun nitrat metodu (Gomori)®

5<:ATP aseigin: Kursun nitrat metodu 22 -
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A- Morfolopk Bulgular Nm'mal sa_rﬂar altinda beslenmeye tab1 tutulan ko-
baylarda her hangi ‘bir: morfoloyk ve fiyolojik deglslkhkler gorulmedl Soguk
strese konulan hayvanlam dlsarldan izlemek olanagt olmadJ Dlsseks1yon yapmak
{izere dolaptan alman kobaylar adeta kugulmus vazxyette ve ayaklanm karinla-
rina gekerek duruyorlardl : e

B- Makroskoblk Bulgular Hayvanlar normal olarak a"ﬂdl Ic; oroanlarda
herhang1 b1r degls‘k bulguya rastam]madl : :

C- Mlkroskoplk Bulgular 1- Kontrol Gurubu, Hematoksﬂen—Eosm prepa.—
ratlari: Normal sartlarda beslenen kobay]arm smreuallen tesbit ve taktp edildik-
ten sonra Hematoksilen Eosm 11e boyanmls ve asagldakl bulgular kaydedllrmstnr

Sunenal bezi dlstan f 1broz b1r bag dokusu 11e yaplh k,a.psul 11e her ta.ra.fmdan
sar11m1st1 K?psula fibrozay1 olusturan bag ‘dokusu 1(;mde kan kaplllerlerme, sinir
kemtlerne vé bag dokusunun hucre vef 1br111er1ne rastlamlmlsur Kapsulamn hemen
altinda korteksm bumcx tali tabaka91 olan zona glome ,Iosa yer almakta Burada
hiicreler glomerul sekilde bir tertlplenme gostermekt idi. Hiicre: mukleuslan
sentrlk olup kromat‘nden oldukqa zengm 1d11er' o o

Zona glomerullosamn altmda Zona fas1ku1ata dedxgnmz hucrelen gl
losa ile retikiileris arasinda blrblrme paralel radier bir qekllde dikkati gekmekte 1d1
Hiicreler poligonal sekilli olup zona glomerulozayr olusturan Hiicrelere nazaran
daha biiyiik capta idi. Hiicrelerin lipoidten zengin olusu ve 11p01d1er1n rutin hema-
toksilen-eosin boyalalarmnda ksilolden gegerken erlmem ile hiicrelerin vakuoler
bir goriiniimde olduklart izlendi. Retxkulata ile glomerulosa hududunda ‘mitotik
attivitenin daha fazla oldugu dikkatimizi gektl Zona 1et1ku1ar1s, hucrelerm retiku-
lum yapacak gekilde karmasik tertlplenmeeu ile olusan b1r tabaka olarak segxldl
Medulla ile retikularisi olusturan hiicre kordonlarinm medulla 1<;erlsme yer yer
sokuldugu goriildii. Bu hiicre kordonlarmm arasmda duzensxz <ek11]1 smusoxdal
tip kan kapilleri oldukga fazla 1d1 o

Surrenal Medullas1 Medullc_da yer. alan hucreler duzens1z 561{1111 behrh b1r
»hucre tertiplenmesi gostermiyen kiimeler halinde idiler. Hiicre: dizisi ve kan kapil-
lerlerinin arasimda kortekse nazaran gok daha. fazla bag dokusu hiicre ve t1br1ller1ne
rastlanmakta 1d1 : :

Medulla da gluplar yapmis veya tek tek bulunan sempatlk ganghon 11ucrele1 ine
hemen her preparatta rastanild. Hiicreler bilyiik gaplau oval goriiniimleri ile he-
men dikkati cekmekte idi. Hafif eksentrlk lokahzasyonlu nukleuslan kromatmden
son derece fakir olmakla adeta bir vakuolu ammsatmakta idi. ‘Bir iki veya g : adet
nukleolus nukleusun 1cer151nde koyu lekeler halmde dlkk?tl geknyordu (Re i

Tolmdm Blue boya51 ile Surrenal: Korteks ve Medullasinin Tetkiki: T oluidin’ blue
ile incelenen siirrenal korteksinde hematoksxlen—Eosm ‘boyamalarmdan: farkl- bll‘

3’0‘1 ‘



Kooay surrenal kortel<;51 as1t fosfaxaz ve ve alka en fosftataz aktmteasyonu.
bvi{lmmdan pozitif sonug verdigi izlendi. Zona glomerulosa hiicreleri gerek asid
fosfataz gerek alkalenfosfataz-aktivitesi baklmmdan diger zona' hucreleune nazaran
dazhagok aktivasyon gosteriyordu. Resim 2. slerdina

Medullazin 1ncelenmesmde'7 ‘medulla’ par?nkunasml ‘olusturan geiek epmef-
rin gerekse norepinefrin hiicrelerinin asxt fosfataz ve zlkc.len fosfataz aktlvuesl
vermedxkle 1tesb1ted11d1 SEEE BT A S apnes e o ol ki

'al kob':ilarda Surrenal medul!asmm ATP ase aktxvxtesx Yonunden m-

9p1kel kLtup arasinda daha kes1f oldﬁgu dikkatimizi g:ektl. Koyu renkh bu par-
tikiilerin arasmi; homogen gorunumlu koyu i gn ATP ase aktmte sahalan tazafm—

dan doldurulmakta idi:- (Res1m 3.
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Resim 2- Siirrenal: ki
fataz, aktivi



tiler hahnde dikkati- gekmekteduf (Bu itme 200 x)

negatif sonug: vérmekte olup hucre stlppplazmalarl son derece sonuk boyanmaktadl X

(Biylitme 400 x).



Kisuz-enzim aktivitesinde - deg1§1khg yol ; :
ile 1Ig1h enzimlerde ya ertlk yeda azalma gomlur. Bu tir c2 1§gng.la1;g§ _h




grup h: yva da (k'ntrol ve: soguk stres) medui-

EES

fosfataz aktivitesi

lir, diisiincesiyle
‘boyamast. toluidin
'oldugunu gdrduk

teraz aktivitélerini arastirmgtir:’ ,Bﬁtiiii‘;:gruplarda, e.pmefun Ne' .norepmefnn hucre-
relerinin karekteristik yapida oldugu belirlenmigtir. Sinir lifleri boyunca norepi-:
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nefrin_hiicrelerinde: ATP. ase aktivitesinin. yaygm, oldugu gostenlmlsnr szlm
normal kobaylardaki galismamizda ATP ase: aktivitesi-norepinefrin.
‘behrh b1r sekxlde bulunmustur Soguk stres altmda ise norepmefrm huc lermm

serpin vermisler. Sonugta reserpin enjeks1yonunun surrenal medullasmda’ kete-
kolamin bosaltilmasm artirdifim saptamuslardir. Bu arastiricilara gdre surrenal
‘medullasiidan serbestléstirilenkatekolaminles. sifif s:stennmn‘fkéﬁfrom altndadir
‘ve serbestlesme ATP: ase aktivitesiile yakmdan. 1lg1hd1r Bizimw calismamizda ATP

ase aknvxtesmm norepmefrm bulgularl 11e kontras teskxl etmekted' lb“,k‘ no-
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