TEMEL TIP BILIMLERI

Histoloji

Histolojide Kullanilan

Metabolik Haritalama Teknikleri

Metabolik haritalama, 06zellikle sinir sisteminde
hangi uyarinin nerede cevap olusturdugunu belirlemek
amaciyla kullanilan histofizyolojik bir yontemdir.

Uyarilan hiicrelerde metabolizma artar. Bu meta-
bolizma artisi ¢esitli yontemlerle gosterilebilmektedir.
En basit sekli, hiicrelerde olugan aksiyon potansiyelle-
rinin elektrografik olarak yazdiriimasidir. G6z klinik-
lerinde kullanilan "Gorsel uyariya kortikal cevap" tek-
niginde, cesitli 1s1k uyarilarinin goérme korteksinde
olusturdugu degisiklikler yazdiriimaktadir.

Metabolizma artisi, histolojik kesitlerde de gosteri-
lebilmektedir. Sitokrom oksidaz aktivitesi, 2-deoksi-gli-
koz alinimi ve fos protein immuinoreaktivitesi metabolik
haritalamada kullanilan histolojik tekniklerin basinda
gelmektedir. Bu derleme, (¢ teknik hakkinda kisaca bil-
gi vermek ve bunlarin birbirlerine olan Usttnliklerini or-
taya koymak amaciyla planlanmistir.

1-Sitokrom Oksidaz Aktivitesi

Uyarilan hucrelerin oksidatif enerji metabolizmalari
arttigindan sitokrom oksidaz aktivitelerinde de artis ol-
maktadir. Bu nedenle, enzimin histokimyasal olarak
gosterilmesi, dolayli olarak metabolik aktiviteyi de yan-
sitmaktadir (1).

Oksidatif fosforilasyon zinciri, aerob organizmalarin
en buyik enerji kaynagini olusturur. Burada, sitrik asit
siklusundan ayrilan elektronlar, tasiyici bir seri enzim
Uzerinden oksijene aktarilir. Agiga c¢ikan enerji de, ATP
yapiminda kullanilir (2). Tasiyici enzimlerden son hal-
kayi olusturan sitokrom a ve sitokrom a3, bir kompleks
olarak gorev yaptigindan, bu ikisi sitokrom oksidaz ola-
rak adlandiriimiglardir (Sekil 1).

Cesitli yontemlerle, bu enzim aktivitesi ortaya ko-
nabilmektedir. Bu amagla kullanilan diaminobenzidin
(DAB), enzim etkisiyle okside olmakta ve bu haliyle
enzim Uzerine ¢Okerek, onu goérindr hale getirmektedir
(3,4,5). Ayrintili histokimyasal yontem Tablo 1'de goste-
rilmistir. Elektron mikroskobik calismalarda, DAB'In, si-
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tokrom oksidazin bulundugu mitokondri i¢ zarina ¢ok-
tigu gosterilmistir (6). DAB'In olusturdugu siyah renkli
reaksiyon uriinl ile yapilan kantitatif calismalar da, me-
tabolik aktivite derecesi hakkinda bilgi vermektedir (7).
Wong-Riley, gbézi cikarilan kedilerde, gérme korteksi
hiicrelerinin, sitokrom oksidaz aktivitelerini disik bul-
mustur (8). Bir baska calismada ise, kobay bagirsak
segmentlerindeki miyenterik pleksus ndéronlarinin, tonik
sitokrom oksidaz aktivitesi gOsterdikleri ortaya kon-
mustur (9).

2-Deoksiglikoz Alinimi

ik olarak 1977'de Sokoloff ve arkadaslari tarafin-
dan geligtirilen bu yéntem, uyarilan hicrelerde glikoz
metabolizmasinin arttiyi gerceginden hareketle, aktif
hiucreleri gostermek amaciyla disunilmustir (10). Bu-
rada damar yoluyla verilen 2-deoksiglikoz, glikozu
tasiyan sistemler Uzerinden hiicrelere ulasir. Hicre
icinde, bu madde hekzokinaz enzimi igin glikozla ya-
rigsarak fosforlanir. Sonugta, belli oranlarda 2-deoksigli-
koz 6-fosfat ile glikoz-6-fosfat meydana gelir (Sekil 2).

Bu arastirmada, 2-deoksiglikoz-6-fosfat, ikinci kar-
bon atomundaki hidroksil grubunun bir hidrojen ato-
muyla yer degistirmesi nedeniyle, sonraki reaksiyonlara
giremez ve bu haliyle hicre iginde birikir. Hekzosmo
nofosfat yolundaki glikoz-6- fosfat dehidrogenaz enzim
de bu maddeyi etkileyemez. Glikoz-6-fosfat ise, fosfo
hekzoizomeraz enzimi ile fruktoz-6-fosfata donuserek
reaksiyon sonunda karbondioksit ve suya yikilir (11).
Buradan hareketle, 2-deoksi glikoz; C , trityum gibi
radyoaktif bir maddeyle isaretlenip verildiginde hiicre-
lerde biriken radyoaktif madde miktari otoradyografik
yontemlerle Olglilerek, hiicre aktivasyonu hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Nitekim, 2-deoksiglikoz ile yapilan
haritalama g¢alismalarinda, uyarilan hiicreler daha yogun
olarak isaretlenmektedir (12,13,14).

Bu yontem, daha sonra santral sinir sisteminin
metabolik fonksiyonlarinda uygulanmakla beraber son
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Sekil 1. Sitokrom c tarafindan oksitlenerek enzim Uzerine ¢o-
ken DAB, dolayli olarak sitokrom oksidaz (cyta-a3) aktivitesini
yansitir. (SDH: Suksinat Dehidrogenaz, DAB: Diaminobenzidin,
CytSitokrom, e:Elektron) (Seligman AN, et al. J Cell Biol 1968;
38:2)

Tablo 1. Sitokrom oksidaz teknigi

1. Dokular %4 Paraformaldehitle tespit edilir.

2. Dondurma kesitler 0.1 M fosfat tamponla yikanir.

3. Kesitler, 50 mg DAB, 30 mg Sitokrom C, 90 cc 0.1 M fosfat
tampon soliisyonunda PH:7.4, 37°C'de 1 saat sireyle
inkiibe edilir.

4. Gliserin serilerinden sonra balzamla kapatilir.

zamanlarda iskelet kasindaki aktivasyonlari gdstermek
amaciyla da kullaniimaktadir (15,16).

3-Fos Proteini immiinoreaktivitesi

Uygulamaya yeni giren bu yontemde, hicrelerdeki
fos proteini, imminohistokimyasal olarak gdsterilmekte-
dir. Bu protein, bir onkogen olan c-fos geninin sentez-
lettigi c¢ekirdek proteinlerindendir ve aktif hiicrelerde
yiksek dulzeylerde bulunur (17,18). Normal sartlarda,
¢ok dusik miktarlarda bulunan fos proteini, hiicre disi
uyariimalar sonucu artmaktadir. Bu proteinin hiicrelerde
Uglincl haberci olarak gorev yaptigi, kisa sureli hicre
disi uyaranlari daha uzun sireli hiicre igi sinyallere do-
nistirerek, hiicre islevlerini dizenledigi disinilmekte-
dir (19,20). Bu sistem, blyik olasilikla hiicre igi ikinci
haberciler olan cAMP, kalsiyum-kalmodulin ve protein-
kinaz C tarafindan uyariimakta, sentezlenen protein,
transkripsiyonu diizenleyen proteinlerden AP-1'in DNA
Uzerindeki yerine baglanarak gen aktivasyonu yapmak-
tadir (Sekil 3) (21-24).

C-fos geni uyarilardan 5 dakika sonra aktive ol-
makta ve aktivasyon 15-20 dakika devam etmektedir
(25). Fos proteinin yari 6mrii ise yaklagik olarak iki
saattir (26). Uyarilarin fos protein miktarini artirdigi im-
minohistokimyasal olarak gosterilebilmektedir. Burada
kullanilan antikorlar tavsandan elde edilmekte ve bu
proteinin 127-152 aminoasit dizilimine uymaktadir (27).
Poliklonal olan bu antikorlar, fos proteini ile birlikte
sentez edilen Jun, Fra, Fab gibi proteinleri de tanimak-
tadir (28). Yapilan galismalarda, retinanin isik ile uyaril-
masl sonucu gorme korteksi noéronlarinda fos protein
sentezinin arttigi gosterilmigtir (29,30). Ayrica, NGF
(nerve growth factor), FGF (fibroblast growh factor),
EGF (elongating growh factor), potasyum, nikotinik
agonistler, elektriksel uyarilar, cCAMP benzeri maddeler,

TKlin Tip Bilimleri 1993, 13

PLAZMA [ e
HUCRE

(140206 ——+ L ——»  (c'y20G —» (C14)2DG.6.P
Glikoz — | - =S Glikoz = - > Glikoz-6-P
[ J,
COz + HzO

Sekil 2. Glikoz ve 2DG, ayni metabolik yollar izleyerek fosfor-
lanir. Fakat 2DG-6-P, CO2 ve hteO'ya yikilmadigindan bu sekliyle
hiicre icinde birikir. (C*“:Radyoaktif karbon, 2DG:2-deoksiglikoz)
(lennart H. Neuroanatomical tract-tracing methods, 1981:528).
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Sekil 3. Uyarllarla sitoplazmada sentezlenen nikleer protein-
ler, DNA Uzerindeki AP-1 bolgesine baglanarak cesitli genlerin
ekspresyonuna neden olurlar (NGF: Nerve Growth Factor, FGF:
Fibroblast Growth Factor, EGF: Elongating Growth Factor, GER:
Granilli Endoplazma Retikulumu) Franza BR, et al Science
1988; 239:1152)

Sekil4. Kobay miyenterik pleksus ganglionlarinda endojen c-
fos reaktivitesi gosteren noéron cekirdekleri (oklar)izZienmektedir.
Yayma preperat, x466. (Karaosmanoglu T. Birinci Histoloji ve
Embriyoloji Sempozyumu 26-28 Mart 1992, Ankara). Bu ca-
lismada kullanilan yéntem Tablo 2'de belirtiimistir. Bu yontem,
bugiin 6zellikle merkezi sinir sisteminin metabolik haritalamasin-
da yaygin olarak kullaniimaktadir (36-38).
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Tablo 2. C-fos igin imminohistokimyasal Yéntem

Bagirsak segmentleri %4 Paraformaldehitle tespit edilir.
Mikrodiseksiyonla mukoza ve sirkller kaslar kaldirilir.
Yayma dokular bir gece c-fos antikoru ile inklbe edilir.
Biotinli Goat-Anti-Rabbit'le 1 -2 saat inklibasyon yapilir.
PAP'la igaretli Avidin sollisyonunda bir saat tutulur.
%1 DAB, %1 CoCl2, %1 Ni(NH,)2S04 iceren 15 cc Fosfat
tamponu sollsyonunda 20 dakika bekletilir.
7. Bu sollisyon Uzerine %0.02 H202 sollisyonu dokulerek

5 dakika beklenir.
8. Gliserin serilerinden sonra kapatilir.

oohwN

baryum ve epileptik ilaglarin hiicrelerde fos protein
sentezini artirdigi ortaya konmustur (31-34). Tarafimiz-
dan yapilan bir galismada, miyenterik pleksus ndronla-
rinin endojen c-fos reaktivitesi godsterdigi saptanmistir
(35) (Sekil 4).

SONUG

Bu U¢ teknik ginimuzde metabolik haritalama ca-
lismalarinda kullanilmaktadir. Teknik sec¢imi, calisilacak
doku orneklerine, istenen rezolusyon derecesine ve uy-
gulanan kolayhga gore yapilmaktadir.
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Sitokrom oksidaz, hicresel dizeyde gorintu ver-
mesine ragnen, spinal kord, karacigar, enterik sinir
sistemi gibi dokularda bazal enzim aktivitesi nedeniyle
spesifisitesi duslik olan bir tekniktir. Ayrica, kantitasyon
zorlugu, teknik uygulamasi sirasinda kullanilan toksik
maddeler, bu teknigin yavas yavas terkedilmesine ne-
den olmaktadir. Gintimizde, elektron mikroskobik ca-
lismalarda tercih edilmektedir (39,40).

2- deoksiglikoz yontemi, Uzerinde en fazla calisil-
mis olan bir yontemdir. Glikoz utilizasyonunun oldugu
her dokuda kullanilabilir. Ancak, htcresel dizeyde go-
rintl verememesi, uygulanmasinin zor ve uzun olmasi
gunumuz arastiricilarini yeni teknikler bulmaya itmigstir
(41,42). Fos teknigi, yeni olmasina ragmen, uygulama
kolayligi, hiicresel duzeyde goérintu olusturmasi ve kan-
titasyona olanak tanimasi nedeniyle tercih edilen bir
yoéntem olmustur. Bu ydntemin, 2-deoksiglikoz yonte-
mine olan Ustunltgu, bir calismada gdsterilmistir (43).
Uygulamada hala poliklonal antikorlarla ¢aligiliyor olma-
s1, bu teknigin ¢6zim bekleyen en bluyuk sorunudur.

Sonug olarak, her t¢ yontemin de gercek fizyolo-
jik durumu tam olarak yansittigi sdéylenemez. Bu ne-
denle, yapilacak metabolik haritalama calismalarinda
en az iki yéntemin birlikte kullanilmasinin uygun olacagi
distnudlmektedir.
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