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Metabolik haritalama, özellikle sinir sisteminde 
hangi uyarının nerede cevap oluşturduğunu belirlemek 
amacıyla kullanılan histofizyolojik bir yöntemdir. 

Uyarılan hücrelerde metabolizma artar. Bu meta­
bolizma artışı çeşitli yöntemlerle gösterilebilmektedir. 
En basit şekli, hücrelerde oluşan aksiyon potansiyelle­
rinin elektrografik olarak yazdırılmasıdır. Göz klinik­
lerinde kullanılan "Görsel uyarıya kortikal cevap" tek­
niğinde, çeşitli ışık uyarılarının görme korteksinde 
oluşturduğu değişiklikler yazdırılmaktadır. 

Metabolizma artışı, histolojik kesitlerde de gösteri­
lebilmektedir. Sitokrom oksidaz aktivitesi, 2-deoksi-gli-
koz alınımı ve fos protein immünoreaktivitesi metabolik 
haritalamada kullanılan histolojik tekniklerin başında 
gelmektedir. Bu derleme, üç teknik hakkında kısaca bil­
gi vermek ve bunların birbirlerine olan üstünlüklerini or­
taya koymak amacıyla planlanmıştır. 

1-Sitokrom Oksidaz Aktivitesi 
Uyarılan hücrelerin oksidatif enerji metabolizmaları 

arttığından sitokrom oksidaz aktivitelerinde de artış ol­
maktadır. Bu nedenle, enzimin histokimyasal olarak 
gösterilmesi, dolaylı olarak metabolik aktiviteyi de yan­
sıtmaktadır (1). 

Oksidatif fosforilasyon zinciri, aerob organizmaların 
en büyük enerji kaynağını oluşturur. Burada, sitrik asit 
siklusundan ayrılan elektronlar, taşıyıcı bir seri enzim 
üzerinden oksijene aktarılır. Açığa çıkan enerji de, ATP 
yapımında kullanılır (2). Taşıyıcı enzimlerden son hal­
kayı oluşturan sitokrom a ve sitokrom a3, bir kompleks 
olarak görev yaptığından, bu ikisi sitokrom oksidaz ola­
rak adlandırılmışlardır (Şekil 1). 

Çeşitli yöntemlerle, bu enzim aktivitesi ortaya ko-
nabilmektedir. Bu amaçla kullanılan diaminobenzidin 
(DAB), enzim etkisiyle okside olmakta ve bu haliyle 
enzim üzerine çökerek, onu görünür hale getirmektedir 
(3,4,5). Ayrıntılı histokimyasal yöntem Tablo 1'de göste­
rilmiştir. Elektron mikroskobik çalışmalarda, DAB'ın, si­

tokrom oksidazın bulunduğu mitokondri iç zarına çök­
tüğü gösterilmiştir (6). DAB'ın oluşturduğu siyah renkli 
reaksiyon ürünü ile yapılan kantitatif çalışmalar da, me­
tabolik aktivite derecesi hakkında bilgi vermektedir (7). 
Wong-Riley, gözü çıkarılan kedilerde, görme korteksi 
hücrelerinin, sitokrom oksidaz aktivitelerini düşük bul­
muştur (8). Bir başka çalışmada ise, kobay bağırsak 
segmentlerindeki miyenterik pleksus nöronlarının, tonik 
sitokrom oksidaz aktivitesi gösterdikleri ortaya kon­
muştur (9). 

2-Deoksiglikoz Alınımı 
İlk olarak 1977'de Sokoloff ve arkadaşları tarafın­

dan geliştirilen bu yöntem, uyarılan hücrelerde glikoz 
metabolizmasının arttığı gerçeğinden hareketle, aktif 
hücreleri göstermek amacıyla düşünülmüştür (10). Bu­
rada damar yoluyla verilen 2-deoksiglikoz, glikozu 
taşıyan sistemler üzerinden hücrelere ulaşır. Hücre 
içinde, bu madde hekzokinaz enzimi için glikozla ya­
rışarak fosforlanır. Sonuçta, belli oranlarda 2-deoksigli­
koz 6-fosfat ile glikoz-6-fosfat meydana gelir (Şekil 2). 

Bu araştırmada, 2-deoksiglikoz-6-fosfat, ikinci kar­
bon atomundaki hidroksil grubunun bir hidrojen ato-
muyla yer değiştirmesi nedeniyle, sonraki reaksiyonlara 
giremez ve bu haliyle hücre içinde birikir. Hekzosmo 
nofosfat yolundaki glikoz-6- fosfat dehidrogenaz enzim 
de bu maddeyi etkileyemez. Glikoz-6-fosfat ise, fosfo 
hekzoizomeraz enzimi ile fruktoz-6-fosfata dönüşerek 
reaksiyon sonunda karbondioksit ve suya yıkılır (11). 
Buradan hareketle, 2-deoksi glikoz; C , trityum gibi 
radyoaktif bir maddeyle işaretlenip verildiğinde hücre­
lerde biriken radyoaktif madde miktarı otoradyografik 
yöntemlerle ölçülerek, hücre aktivasyonu hakkında bilgi 
edinilebilmektedir. Nitekim, 2-deoksiglikoz ile yapılan 
haritalama çalışmalarında, uyarılan hücreler daha yoğun 
olarak işaretlenmektedir (12,13,14). 

Bu yöntem, daha sonra santral sinir sisteminin 
metabolik fonksiyonlarında uygulanmakla beraber son 
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Şekil 1. Sitokrom c tarafından oksitlenerek enzim üzerine çö­
ken DAB, dolaylı olarak sitokrom oksidaz (cyta-a3) aktivitesini 
yansıtır. (SDH: Süksinat Dehidrogenaz, DAB: Diaminobenzidin, 
CytSitokrom, e:Elektron) (Seligman AN, et al. J Cell Biol 1968; 
38:2) 

Tablo 1. Sitokrom oksidaz tekniği 

1. Dokular %4 Paraformaldehitle tespit edilir. 
2. Dondurma kesitler 0.1 M fosfat tamponla yıkanır. 
3. Kesitler, 50 mg DAB, 30 mg Sitokrom C, 90 cc 0.1 M fosfat 

tampon solüsyonunda PH:7.4, 37°C'de 1 saat süreyle 
inkübe edilir. 

4. Gliserin serilerinden sonra balzamla kapatılır. 

zamanlarda iskelet kasındaki aktivasyonları göstermek 
amacıyla da kullanılmaktadır (15,16). 

3-Fos Proteini İmmünoreaktivitesi 
Uygulamaya yeni giren bu yöntemde, hücrelerdeki 

fos proteini, immünohistokimyasal olarak gösterilmekte­
dir. Bu protein, bir onkogen olan c-fos geninin sentez-
lettiği çekirdek proteinlerindendir ve aktif hücrelerde 
yüksek düzeylerde bulunur (17,18). Normal şartlarda, 
çok düşük miktarlarda bulunan fos proteini, hücre dışı 
uyarılmalar sonucu artmaktadır. Bu proteinin hücrelerde 
üçüncü haberci olarak görev yaptığı, kısa süreli hücre 
dışı uyaranları daha uzun süreli hücre içi sinyallere dö­
nüştürerek, hücre işlevlerini düzenlediği düşünülmekte­
dir (19,20). Bu sistem, büyük olasılıkla hücre içi ikinci 
haberciler olan cAMP, kalsiyum-kalmodulin ve protein-
kinaz C tarafından uyarılmakta, sentezlenen protein, 
transkripsiyonu düzenleyen proteinlerden AP-1'in DNA 
üzerindeki yerine bağlanarak gen aktivasyonu yapmak­
tadır (Şekil 3) (21-24). 

C-fos geni uyarılardan 5 dakika sonra aktive ol­
makta ve aktivasyon 15-20 dakika devam etmektedir 
(25). Fos proteinin yarı ömrü ise yaklaşık olarak iki 
saattir (26). Uyarıların fos protein miktarını artırdığı im­
münohistokimyasal olarak gösterilebilmektedir. Burada 
kullanılan antikorlar tavşandan elde edilmekte ve bu 
proteinin 127-152 aminoasit dizilimine uymaktadır (27). 
Poliklonal olan bu antikorlar, fos proteini ile birlikte 
sentez edilen Jun, Fra, Fab gibi proteinleri de tanımak­
tadır (28). Yapılan çalışmalarda, retinanın ışık ile uyarıl­
ması sonucu görme korteksi nöronlarında fos protein 
sentezinin arttığı gösterilmiştir (29,30). Ayrıca, NGF 
(nerve growth factor), FGF (fibroblast growh factor), 
EGF (elongating growh factor), potasyum, nikotinik 
agonistler, elektriksel uyarılar, cAMP benzeri maddeler, 

Şekil 2. Glikoz ve 2DG, aynı metabolik yolları izleyerek fosfor-
lanır. Fakat 2DG-6-P, CO2 ve hteO'ya yıkılmadığından bu şekliyle 
hücre içinde birikir. (C14:Radyoaktif karbon, 2DG:2-deoksiglikoz) 
(lennart H. Neuroanatomical tract-tracing methods, 1981:528). 

Şekil 3. Uyarılarla sitoplazmada sentezlenen nükleer protein­
ler, DNA üzerindeki AP-1 bölgesine bağlanarak çeşitli genlerin 
ekspresyonuna neden olurlar (NGF: Nerve Growth Factor, FGF: 
Fibroblast Growth Factor, EGF: Elongating Growth Factor, GER: 
Granüllü Endoplazma Retikulumu) Franza BR, et al Science 
1988; 239:1152) 

Şekil 4. Kobay miyenterik pleksus ganglionlarinda endojen c-
fos reaktivitesi gösteren nöron çekirdekleri (oklar)izlenmektedir. 
Yayma preperat, x466. (Karaosmanoğlu T. Birinci Histoloji ve 
Embriyoloji Sempozyumu 26-28 Mart 1992, Ankara). Bu ça­
lışmada kullanılan yöntem Tablo 2'de belirtilmiştir. Bu yöntem, 
bugün özellikle merkezi sinir sisteminin metabolik haritalamasın-
da yaygın olarak kullanılmaktadır (36-38). 
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Tablo 2. C-fos İçin İmmünohistokimyasal Yöntem 

1. Bağırsak segmentleri %4 Paraformaldehitle tespit edilir. 
2. Mikrodiseksiyonla mukoza ve sirküler kaslar kaldırılır. 
3. Yayma dokular bir gece c-fos antikoru ile inkübe edilir. 
4. Biotinli Goat-Anti-Rabbit'le 1 -2 saat inkübasyon yapılır. 
5. PAP'la işaretli Avidin solüsyonunda bir saat tutulur. 
6. %1 DAB, %1 C0CI2, %1 Ni(NH 4)2S04 içeren 15 cc Fosfat 

tamponu solüsyonunda 20 dakika bekletilir. 
7. Bu solüsyon üzerine %0.02 H2O2 solüsyonu dökülerek 

5 dakika beklenir. 
8. Gliserin serilerinden sonra kapatılır. 

baryum ve epileptik ilaçların hücrelerde fos protein 
sentezini artırdığı ortaya konmuştur (31-34). Tarafımız­
dan yapılan bir çalışmada, miyenterik pleksus nöronla­
rının endojen c-fos reaktivitesi gösterdiği saptanmıştır 
(35) (Şekil 4). 

SONUÇ 
Bu üç teknik günümüzde metabolik haritalama ça­

lışmalarında kullanılmaktadır. Teknik seçimi, çalışılacak 
doku örneklerine, istenen rezolusyon derecesine ve uy­
gulanan kolaylığa göre yapılmaktadır. 

Sitokrom oksidaz, hücresel düzeyde görüntü ver­
mesine rağnen, spinal kord, karaciğar, enterik sinir 
sistemi gibi dokularda bazal enzim aktivitesi nedeniyle 
spesifisitesi düşük olan bir tekniktir. Ayrıca, kantitasyon 
zorluğu, teknik uygulaması sırasında kullanılan toksik 
maddeler, bu tekniğin yavaş yavaş terkedilmesine ne­
den olmaktadır. Günümüzde, elektron mikroskobik ça­
lışmalarda tercih edilmektedir (39,40). 

2- deoksiglikoz yöntemi, üzerinde en fazla çalışıl­
mış olan bir yöntemdir. Glikoz utilizasyonunun olduğu 
her dokuda kullanılabilir. Ancak, hücresel düzeyde gö­
rüntü verememesi, uygulanmasının zor ve uzun olması 
günümüz araştırıcılarını yeni teknikler bulmaya itmiştir 
(41,42). Fos tekniği, yeni olmasına rağmen, uygulama 
kolaylığı, hücresel düzeyde görüntü oluşturması ve kan-
titasyona olanak tanıması nedeniyle tercih edilen bir 
yöntem olmuştur. Bu yöntemin, 2-deoksiglikoz yönte­
mine olan üstünlüğü, bir çalışmada gösterilmiştir (43). 
Uygulamada hala poliklonal antikorlarla çalışılıyor olma­
sı, bu tekniğin çözüm bekleyen en büyük sorunudur. 

Sonuç olarak, her üç yöntemin de gerçek fizyolo­
jik durumu tam olarak yansıttığı söylenemez. Bu ne­
denle, yapılacak metabolik haritalama çalışmalarında 
en az iki yöntemin birlikte kullanılmasının uygun olacağı 
düşünülmektedir. 
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