DUFED, 10 (1) (2021) 95-107

Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi

Dicle University Journal of the Institute of Natural and Applied Science

https://dergipark.org.tr/tr/pub/dufed

Derleme Makalesi / Review Article

Organotipik Beyin Kesitleri Kullaniminin Norobiyolojik Calismalardaki

Yeri

Use of Organotypic Brain Slices in Neurobiological Studies

Elif MUTLU 1*

, Hasan H. S. ABUIYADA ?

L Uskiidar Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik (Ingilizce)

Boliimii, 34000, Istanbul, Tiirkiye

2 Uskiidar Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Norobilim Anabilim Dali, 34000, Istanbul, Tiirkiye

MAKALE BILGISI
Makale Tarihi

Alinis, 24 Mart 2021

Revize, 22 Nisan 2021

Kabul, 22 Nisan 2021

Online Yaymlama, 30 Nisan 2021

Anahtar Kelimeler

Beyin, Kesit kii/tiiri, Organotipik
beyin kesiti, Norobiyoloji

ARTICLE INFO
Avrticle History

Received, 24 March 2021
Revised, 22 April 2021
Accepted, 22 April 2021
Available Online, 30 April 2021

Keywords

Brain, Slice culture, Organotypic
brain slice, Neurobiology

Oz

Organotipik  beyin  kesit  kiiltlirleri  gliniimiizde  ndrobiyoloji
aragtirmalarinda rutin bir protokol haline gelmistir. Beyin kesit kiiltiirii
tekniklerindeki ilerleme sayesinde bir¢ok beyin hastaligi patofizyolojisinin
in vivo duruma ¢ok yakin bir sekilde doku baglaminda incelenmesi firsati
dogmustur. In vivo ¢alismalarda anesteziklerin ve kas gevsetici maddelerin
uzun siireli kullanimina alternatif olmasi yaninda hiicre kiiltiirlerinin ve
homojenatlarinin  aksine yapisal biitinliigiini strdiirebilmesi gibi
avantajlar sunarken bu kiiltiir ortami1 bazi dezavantajlar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu derleme c¢alismasi boyunca beyin kesit kiiltirii
teknolojisi avantajlar1 ve dezavantajlar1 ile birlikte ele almarak
norobiyoloji ¢aligmalarindaki yeri incelenmistir. Hiicresel biitiinliigiin
korundugu bu sistemlerin nérodejenerasyon, ndrogenez, ndrotoksisite gibi
bir¢ok alanda in vitro hiicre kiiltiirii ve in vivo deney hayvani ¢aligmalarina
kiyasla ¢ok daha verimli ve kullanighdir.

ABSTRACT

Organotypic brain slice cultures have now become a routine protocol in
neurobiology researches. Thanks to the advancement in brain section
culture techniques, the opportunity has emerged to examine the
pathophysiology of many brain diseases in a tissue context very close to
the in vivo situation. In addition to being an alternative to the long-term use
of anesthetics and muscle relaxants in in vivo studies, it offers advantages
such as maintaining the structural integrity of cell cultures and
homogenates, while this culture environment also brings some
disadvantages. Throughout this review study, brain slice culture
technology was considered together with its advantages and disadvantages
and its place in neurobiology studies was examined. These systems, in
which cellular integrity is preserved, are much more efficient and useful in
many areas such as neurodegeneration, neurogenesis, neurotoxicity
compared to in vitro cell culture and in vivo experimental animal studies.
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1. GIRIS

Yetiskin bir bireyde beyin, viicut agirliginin ortalama %2’sini temsil etmekte ve nispeten kiigiik
yapisina ragmen istirahat halinde viicuttaki oksijen ve kalorinin yaklasik %20’sini tiiketmektedir [1].
Bunun yaninda beyin, noronlar ve destekleyici hiicreler arasindaki dogal ve siiregelen iletisimi saglamak
i¢in viicuttaki toplam enerjinin %60-80'ini kullanmakta iken, bir faaliyet dogrultusunda aktif olan beyin
toplam enerjinin sadece %0.5-1.0"n1 kullanmaktadir [2]. insan beyni, karmasik ve cok gesitli hiicre
gruplarindan olusan karmasik bir etkilesim agidir. Beyindeki bu mikroyap1 Santiago Ramo” n y Cajal’in
onciiliigiinde kesfedilmis olup aragtirmalar giiniimiize kadar 6liim sonrasi insan beyin 6rnekleri tizerinde
[3,4] ve deney hayvani caligmalari ile devam ettirilmektedir [5,6]. Merkezi sinir sistemi igindeki bu
mikroyapinin 6z bilesenleri noéronlardir ve bu hiicreler tarafindan kendilerine ulasan sinyallerin
islenmesi ve entegrasyonu ile olusan ¢iktilarin, bilis ve 6grenme gibi daha yiiksek beyin fonksiyonlariin

temelini olusturdugu disitinilmektedir [6].

Organotipik beyin kesit modeli bilim camiasina ilk kez Crain ve arkadaslar1 tarafindan 1982
yilinda omurilik dorsal kdk gangliyonu iizerinde yapilan bir ¢aligsmada tanitilmis; 1984 yilinda Géhwiler
ve Hefti tarafindan silindir tiip kiiltlirii seklinde kullanima uygun bir model haline getirilmistir [7,8].
Teknik, zaman iginde membrana bagli kalici kiiltiirler olabilecek sekilde modifiye edilmis [9,10] ve bu
stirecte bir¢ok bilim insani tarafindan kullanilmistir [11-14]. Organotipik beyin kesitleri néroprotektif
molekiilleri, bilylime faktorleri, noroaktif ilaglar gibi bircok ajani test etmek igin kolaylikla
kullanilabildigi gibi ayrica norotoksikolojik taramalar yapmak i¢in de olanak saglayan modellerdir [15-
17]. Kesitler belirli bir beyin bolgesinden elde edilen tek bir kesit olarak kiiltiire edilebildigi gibi
foksiyonel olarak iliskili iki beyin kesiti ko-kiiltiir seklinde kiiltiire edilebilmektedir [18].

2. ORGANOTIPIK BEYIN KESITLERI KULLANIMININ AVANTAJLARI

Beyin kesit kiiltiirleri belirli in vivo deneylere alternatif olarak kullanilabilmekte, bdylece belirli
caligmalar i¢in kullanilmasi gereken deney hayvani sayisi azaltilmakta ve noérodejenerasyon galigmalari

icin bir¢ok deney hayvaninin yaslandirilmasi gerekliligi ortadan kaldirilmaktadir [19].

Kesit kiiltiirlerinin gogu tipik olarak farelerden veya siganlardan dogum sonrasi 12. giinde alinan
beyin dokularindan iiretilmektedir; bu dénemde noronlarin hiicre mimarisi kurulmusg olup, beyin
kolaylikla manipiile edilebilecek sekilde yeterince biiyiiktiir ve noéronlar eksplantasyon sonrasi hayatta
kalabilecek kapasitededirler [20]. Ayrica kesitler, yiiksek diizeyde noroplastisite gosterirler ve bu sayede
kesit alma asamasinda ger¢eklesen mekanik travmaya karst direng gosterirler [21]. EKk olarak, doku
kesitlerinde glia ve sinir hiicrelerinin birliktelik varliginin devam etmesi, noronlarin farklilagsmasini

kolaylastiran bir mikro ortam saglamaktadir [22]. Dogum sonras1 ve siitten kesilmeden once farelerden
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elde edilen beyin kesit kiiltiirlerinin bir bagka faydasi da daha kiigiik fare kolonilerinin yeterli olmasi
sebebi ile zamandan ve maliyetten tasarruf edilmesi, agir fenotipli yash farelere olan gereksinimin

azaltilmasidir [19].

Organotipik kiiltiirler ve akut kesitler, in vivo olarak bulunan i¢ sinaptik baglantilar1 koruyarak
noronlar ve astrositler gibi komsu hiicreler arasindaki etkilesimlerin ve fonksiyonel iliskilerin
devamliligimi saglamaktadir [23]. Ayrica, beyin kesit kiiltiirlerinde eksprese edilen baz1 genlerin ve
proteinlerin in vivo ekspresyon seviyeleri ile karsilastirilabilir oldugu da gosterilmistir [20,24]. Beyin
kesit kiiltiirlerinde hiicre 6liimiiniin analizi propidyum iyodiir veya benzer boyalar ile yapilabildigi gibi,
metabolik aktivite 6l¢iimii de yapilabilmektedir [25,26]. Bir deney hayvanindan birden fazla kesit
kiiltiirii hazirlanabildiginden, bir sistemdeki cesitli degiskenlerin arastirilmasina olanak saglanip

degiskenlik potansiyel olarak azaltilmis olur [27].

Bir tek P8/9 fareden 350um kalinliginda 36 adet beyin kesiti elde edilebilir, boylece ayni
zamanda ayni deney hayvanindan elde edilen doku {izerinde, bir¢ok hastalik ile ilgili degisimlerin zaman
icinde gozlenmesi miimkiin olmaktadir [27,19]. Bu sekilde de bir deney dizaynindan en yiiksek verimle
faydalanmanin miimkiin oldugu sdylenebilir. Bu ex vivo sistemin bir baska avantaji, beyin kesit

kiilttirlerinin hiicre ve sinaps gelisiminin, in vivo beynin gelisimini taklit etmesidir [21].

Noronlar, kesit preparatlarinda in vivo durumda gosterdikleri gibi ex vivo morfolojik gelisir ve
bozulmamisg beyinde gdzlemlendigi gibi benzer sinaptik baglantilar siirdiiriir, saglikli néronal fonksiyon
gosterir ve noral devreyi korurlar. Ornegin, organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri elektriksel
ozelliklerini siirdiiriir [28] ve sinaptik baglantilar1 yetiskin beynindeki siirece paralel olarak olgunlasir
[20,21]. Bir bagka calismada kesitlerdeki noral dikenlerin yogunlugu ve sekillerinde gozlemlenen
gelisimsel degisikliklerin ve artan konnektivitenin yasla eslenmis zaman noktalarinda in vivo fenotipi

yansitmakta oldugu belirtilmistir [21,29].

Adcock ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yayimlanan ¢alismada organotipik serebellar
kesit Kkiiltiirlerinde purkinje hiicrelerinin gelisimi incelenmistir. Bir néronun dendritik agacinin
gelisiminin, duyusal liflerden gelen sinaptik girdi ve ndrotrofik faktorler tarafindan aktiviteye baglh
sinyallemeyle diizenlendigi bilinmektedir. Fakat yapilan ¢alismada, ex vivo beyin dilimlerinde purkinje
hiicreleri dendritik agaci gelisiminin, uyarici nérotransmisyon ve beyin tiirevli ndrotrofik faktor (BDNF)
sinyali yoklugunda da normal oldugunu buldular. Bu goézlemlerden, purkinje hiicreleri dendritik
gelisiminin bir¢cok yoniiniin igsel bir biiyiime programi ile elde edildigi sonucuna varmiglardir.
Dolayisiyla kesit kiiltiirlerinde noroplastisite ve gelisimin de in vivo kosullara paralel bir sekilde

korundugu ve devam ettigi goriilmektedir [30].
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3. ORGANOTIPIK BEYIN KESITLERI KULLANIMININ DEZAVANTAJLARI

Kiiltiire edilmis kesitlerdeki bazi noronlar kesit biitiinliigii icindeki diger néronlarla olan aksonal
baglantilarin1 korurken ayni zamanda kesitte yer almayan daha uzak seviyelerdeki ndronlarla olan
normal baglantillarin1 kaybederler. Kiiltiire edilmis kesit i¢indeki duyusal (afferent) baglantilarin
kaybedilmesi ile birlikte uzak alanlara gonderilen motor (efferent) baglantilarin kaybedilmesi,
aksonlarin denerve terminallere dogru yeniden organize olmasi ve genislemesi ile sonuclanmaktadir
[31].

Organotipik beyin kesit kiiltiirlerinde sinir hiicreleri baglantilarmi siirdiirebilseler de, kesitler
aksotomize bir sistem oldugu i¢in hedef innervasyonlarini kaybedebilirler. Bu aksotomi hiicre 6liimiine
sebep oldugu igin, kesit kiiltiir sisteminin en biiyiik dezavantajidir [31]. Ozellikle embriyonik ve
yenidogan beyinleri aksotomiye karsi olduk¢a duyarlidirlar ¢linkii hedef kaynakli nérotrofik faktorlere
bagimlidirlar. Daha olgun beyinlerde ise aksotomi, biiyiime faktorlerinin yerel liretimi ve salinimina
bagli olarak hiicresel 6liime sebep olmamakla birlikte rejeneratif yanitlarin olusturulmasina sebep
olabilmektedir [31]. Bununla birlikte, farkli néronal/astroglial sistemler ve tiim beyin yapisinin kilcal
damarlar ile arasindaki etkilesimin kaybi tek organotipik beyin kesitlerinin dezavantajlarindan bir

baskasidir.

Bir bagka ¢alismada floresan boya ile isaretlenmis noronlarin takibi ile artan sinaptik baglanti
sayist gozlemlenmis ve organotipik beyin kesitlerinin diisiiniildiigiinden daha karmasik bir yapida
oldugu sonucuna ulagilmigtir. Bununla tutarli olarak, organotipik dilimlerde glutamaterjik sinaps
sikliginda 6nemli bir artig tespit edilmistir. Kesitlerin hazirlanmasi asamasinda travmatize olan aksonlar
kiiltiir siireci boyunca yeni noral baglantilar olusturmak iizere yonlenmektedirler, bu da artan sinaptik

baglant1 sayisini agiklamaktadir [29].

Kesit kiiltiirii yapilmadan once belirli bir doku ve ndronal popiilasyon i¢in biiyiime faktorlerine
duyulan ihtiya¢ deneysel olarak belirlenmelidir. Yapilan bir caligmada, serotonerjik néronlarin biiyiime
faktorii eklenmeden de hayatta kalabildigi raporlanmistir; bununla birlikte bir beyin kesitindeki tim
noronlar aksotomize olmamaktadir; 6rnegin, striatumdaki kolinerjik ara néronlar aksotomize olmayan

izole bir sistem olarak incelenebildigi belirtilmistir [31].

Yetiskin hayvanlardan alinan beyin kesitleri birka¢ saatten fazla hayatta kalamadig: icin, bu
yontem kullanilarak raporlanmis ¢aligsmalar oldukg¢a az sayidadir. Kiiltiir ortaminin sicakligini diigiirme,
farkli bilesenler ile hazirlanmig kiiltiir ortamlari, karbojen atmosferler ve bazi yetiskin beyin kesit
kalinligimin azaltilmasi1 dahil olmak iizere geleneksel protokol parametrelerinde dnemli degisiklikler
yapildigini bildiren galigmalar var olsa da genis hiicre kayiplarinin varhigi hala gozlenmektedir [31-33].
Daha o6nce belirtildigi gibi, her teknik belirli bir zaman dilimi i¢inde en kullanislidir ve hasar erken tespit

edilebilse de, tekniklerin cogu ilk 24 saat i¢inde en giivenilir olanlardir. Bu durum analizlerin dogru bir
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sekilde yapilabilmesi i¢in, dl¢limiin yapilacagi zaman noktasimnin veya araligimin dikkatli bir sekilde
secilmesini gerektirmektedir. Dokuda olusan hasar gozden kagirilabilir; ilerlemis zaman noktalarinda
skar dokusu olusumu ve fagositozun karmasik dinamikleri sebebi ile enfraktiis boyutu ile doku kayb1
her zaman eslesmeyebilir [34,35]. Kesit kalitesi yalnizca hazirlik sirasinda olusturulan doku hasari ile
iligkili olmayip ayni zamanda kesitin inkiibasyon ortamina getirilmesine kadar gecen siirede olusan

dolasim durmasi periyodu ile de iliskilidir.

2011 yilinda Ullrich ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada tiim beyin sagital vibro-
kesitlerinin dogum sonrasi sicanlarda birka¢ hafta boyunca kiiltiirlenebildigi, kesitlerde bulunan
kolinerjik ve dopaminerjik noronlarin, gii¢lii kilcal baglantilarin ve sinir lifi bilylimesinin siirdiiriildiigii
gosterilmistir [36]. Sinir lifi biiylimesi son derece iyi kontrol edilen bir siirectir ve ko-kiiltiirlerdeki sinir
lifleri kismen tiim yonlerde biiyiimektedir, bu durum kesitlerin in vivo durumu tam olarak temsil
edemedigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, beyne noron transplantasyonu sonrasinda belirli
bolgelerde son derece kontrollii bir sekilde sinir lifi biiyiimesi goriilmiistiir fakat ayn1 zamanda liflerin
in vivo uzun mesafeli biiytimesi ve sinir liflerinin yeniden yapilanmasi basarisiz olmaktadir. Dolayisiyla,
bu modelde lif rekonstriiksiyonu iizerine daha ileri caligmalarda bulunmak biiyiik zorluk olacaktir. Fakat
izleme ve elektrofizyoloji ¢calismalarinin birlikteligi ile birbirinden uzakta bulunan farkli beyin alanlan
arasinda iglevsel bir baglanti oldugu kanitlanabilir ve boyle bir model ile in vitro ortamda beynin kismen

yeniden olusturulmasi ve kiiltiire edilmesi i¢in bir sans sunabilir [36].

4. HIPOKAMPAL KESIT KULTURU CALISMALARI

Organotipik beyin kesit kiiltiirleri, yeni olusturulan graniil hiicrelerin hipokampal aga anatomik
ve fizyolojik olarak entegrasyonunun arastirilmasi igin ¢esitli avantajlar saglamaktadir. 1-2 hafta
icerisinde silindir tiiplii kiiltlirler 400 pm kalinliktan 50- ila 100 pm kalinliga incelir; boylece néronlarin
gorsellestirilmesi ve mikromanipiilasyonu i¢in tek tek hiicrelere erisilebilirligi biyiikk oOlgiide
kolaylastirmaktadir [37]. Ayrica bu durum hipokampiis kesitleri iizerinde norogenez caligmalar

acisindan da avantajlidir.

Beyin kesit kiiltiirleri elektrofizyolojik ¢alismalar i¢in siklikla kullaniliyor olmasinin yaninda;
ndrodejenerasyon caligmalarinda da yaygin olarak kullanilmakta olup, bu yontem ile en ¢ok kiiltiire
edilen beyin bdlgesi hipokampustur. Ciinkii bu bolge bir¢ok nérodejeneratif hastalikla iliskili patolojiler
ve noronal kayiplardan tipik olarak etkilenmektedir [27]. Bir ¢alismada, lizozomotropik ajanlar ile
muamele edilen organotipik hipokampal kesitlerde normal siire¢ icerisinde yaslanan insan beyninin
gosterdigi Ozelliklere benzer 6zellikler olustugu gdzlenmistir. Buna gore, hipokampus kesitlerinde
mikrotiibiil iligkili protein tau seviyesinin ve kesitlerin eksitotoksisiteye karsi hassasliginin arttig

goriilmiistiir [20].
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Genellikle hipokampus, sinaps olusumu ve 6zellikle yosunsu lif filizlenmesi ¢aligmalari igin
secilen bir beyin bdlgesidir. Bu konudaki 6nciil ¢alisma 1993 yilinda yapilmis olup; 1 ila 3 haftalik
hipokampal organotipik kiiltiirlerde norit biiyiimesi ve sinaptogenez olusumu gosterilmistir [38]. Buna
gore, lezyon olusumundan bir giin sonra ¢ok sayida dejeneratif ve rejeneratif siirecin yer aldigi ve birgok
yeni fonksiyonel sinaptik temasin olustugu ve iletimin 3 ila 6 giin iginde tamamen iyilestigi

gbzlemlenmistir.

Ayrica bu veriler, bir baska calisma ile desteklenerek yosunsu liflerin ug alanlarinin genisledigi
ve dentat girus ile CA3 alanlarina dogru ilerledigi gosterilmistir [39]. Ayni yil yapilan bir baska
calismada so6z konusu filizlenme reaksiyonlarinin, noral hiicre adezyon molekiilerinin ekspresyonu ile
tetiklendigini ve bu reaksiyonlarin sinaps rejenerasyonu mekanizmasinda onemli bir rol oynadigi
bulunmustur [40]. Bir dezavantaj olarak goriinen aksotomi ayni zamanda hipokampal kesit kiiltiirlerinde
yosunsu liflerin yeniden diizenlenmesi, organotipik beyin kesit kiiltiirlerinde reaktif sinaptogenez ve

noronal filizlenme gibi durumlarin incelenmesine izin vermektedir [41,42].

In vivo norogenez, insanlar da dahil olmak {izere bircok omurgali tiriiniin yetiskin
hipokampiisiinde meydana gelmektedir [43]. Yeni graniil néronlar subventrikiiler bolgede dogar ve
farklilagmak iizere dentat girusa go¢ ederler. Iskemik ve kimyasal hasar, yeni dogan hiicrelerin sayisini
gegici olarak artiriyor gibi goriinse de bunlarin siirdiiriilebilme ve onarima katkida bulunma yetenekleri
biiyiik Olciide bilinmemektedir. Bir¢cok caligmada, kiiltiirlenmis postnatal hipokampal dokunun yeni
glial hiicreler ve ndronlar olusturma kapasitesini incelemistir. Serebral eksplantasyonun hemen ardindan
astrositlerin (cogunlukla reaktif tip II), mikroglia ve fibroblastik hiicrelerin, hipokampal kesit yiizeyinde
tip II astrositik glial ortiiye yol agan genis bir proliferasyon gerceklestirmektedir. Bununla birlikte tip |
astrositlerin ve fibroblastlarin ¢cogunun, substratum kiiltiir arayiiziinde asir1 bilylime bdlgeleri ile sinirh
oldugu goriinmektedir. Bu veriler, 6nemli siireler boyunca hipokampal kesit kiiltlirlerinde néronlarin
dogumunu ve olgunlagsmasini ve bu hiicrelerin bolgesel ve fenotipik olarak uygun sekilde farklilagtigini

acikca gostermektedir [29].

5. INSAN BEYIN KESIT KULTURLERI

Kemirgen beyin dokusu ile yapilan c¢aligmalardan farkli olarak, insan beyin dokusuna ait
organotipik beyin kesit kiiltiirii olusturmaya yonelik ge¢gmis ¢alismalar dokunun canliligi ve biitinliigi
acisindan belirli kisitlamalarla sinirlanmustir [44,45]. Fakat insan beyin kesitleri iizerinde yapilan bazi
caligmalar ile elektrofizyolojik islev ve optogenetik hedefleme [46] hakkinda umut vaat edici veriler
saglamistir. Devam eden ¢alismalarda, birkag giin gibi kisa siireli kiiltiirler iizerinde ilgili problarin viriis
giidiimlii hizli ekspresyonu ile basarili bir sekilde noral etiketleme, optik manipiilasyon ve kalsiyum

goriintiileme gerceklestirilmistir [47].
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Bir bagka calismada insan beyin omurilik sivisimin néral canlilifi ve insan beyni kesit
kiiltiirlerinin uzun vadeli hayatta kalmasin1 6nemli 6l¢iide destekledigi ve 21. giine kadar noral ag
aktivitesinin kayitlariin alinmasini sagladigi gosterilmistir. Calismada, 2 hafta boyunca genel
elektrofizyolojik ve yapisal stabilite saglandigindan tiim katmanlar boyunca piramidal ndronlar ve ara
noronlarin sistematik analizinin yapilma imkan1 yakalanmistir. Kesit kiiltiir ndronlari iizerinde dl¢iilen
parametrelerin ¢ogunun (viriis aracili gen ekspresyonu, dentritik diken morfolojisi, glutamaterjik néron
popiilasyonu analizi) akut (0. giin), erken (2-3. giin) ve ge¢ (7-14) asama kiiltiirlerinde farklilik
gostermedigi ortaya koyulmustur. Tek fark gdsteren parametre olarak, piramidal néronlarda 0. giinde
Olciilen dinlenme zar potansiyeli diger giinlerden kii¢iik bir farkla da olsa anlamli derecede diisiik
cikmistir. Yine de, 14 giinliikk kiiltiir slireci boyunca yapilan analizler sonucunda kesit kiiltiirlerinin
kortikal ag bileseni olan piramidal néronlarin morfolojik ve elektrofizyolojik parametrelerinde dikkate

deger bir stabilite oldugu gdsterilmistir [48].

2019 yilinda yapilan bir néro-onkoloji ¢calismasinda insan beyin kesitleri kullanilmis ve kesit
kiiltiirlerine hastalardan elde edilmis tiimor hiicreleri enjekte edilerek glioblastomanin dogal ortaminda
ilerleyisi incelenmistir. Caligmada, serumsuz biiylime ortaminda kiiltiire edilen 300-pum kalinligindaki
kesitlerin 7 giline kadar hiicre mimarisinin korundugu bulunmustur. Ayrica yapilan elektrofizyolojik,
immunohistokimyasal ve gen ekspresyonu degerlendirmeleri ile insan kesit kiiltiirlerinin in vivo ortami
son derece iyi yansittigi gosterilmistir. Kanser patolojisi mekanizmalar1 ve kanser ilact gelistirme
caligmalart ¢ogunlukla genetigi degistirilmis hiicre hatlar1 ksenogreftleri ve hastadan tiiretilmis
ksenogreft fare modellerine dayanmaktadir. Geleneksel bu teknikler belirli immiin yanitlara sebep
olmalarmin yani sira bir dezavantaj olarak tiirler arasi farkliliklar1 da biiyiik 6l¢iide yansitmaktadir. Ravi
ve arkadaglar1 tarafindan bu galigma ile insan beyni kesit kiiltiirleri malign glioma invazyonunun eX vivo
incelenmesi i¢in bir alternatif olarak onerilmistir [18]. Serumsuz ortamda hiicre canliliginin devamliligi,

serum varliginin asir1 nérotrofik faktdr ve enerji kaynaklarindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilebilir.

6. BULGULAR VE TARTISMA

Ozellikle artan sayida hayvan arastirma deneyi goz oniine alindiginda, in vitro kiiltiirler deney
hayvanlarinin sayisinin ve acilarinin belirgin sekilde azaltilmasina olanak saglayarak 4R kuralina
katkida bulunmaktadir. Yaygin kullanilan bir deney yontemi olarak birincil hiicre kiiltiirleri foksiyon,
morfoloji ve sag kalim caligmalarinin yani sira koruyucu veya toksik kimyasallarin etkilerinin
incelenmesine olanak tanimaktadir. Fakat izole edilmis hiicrelerin, bu izolasyondan dolayr dogal
ortaminda bulunan komsu hiicreler ile olan temasinin kesilmesi sebebi ile organizmanin dogasini
yansitmadig1 s6ylenebilir. Buna ragmen son 10 yilda organotipik kiiltiirlerin in vivo benzeri durumlari

simiile edebilme konusunda biiyiik bir adim oldugu bulunmustur.
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Organotipik kiiltiirler, orijinal dokunun sinaptik organizasyonunun ve yapisal biitlinliigiiniin
bir¢cok yonden korunmasina ve devamliligina olanak tanimaktadir. Yolaklar biiylik 6l¢lide baglantisiz
kalmasina ragmen, karmasik ii¢c boyutlu mimari kismen korunmaya devam eder. Bu yiizden, birincil
hiicre kiiltiirleriyle kiyaslandiginda, organotipik kesit kiiltiirleri in vivo duruma en yakin teknik oldugu

gorlilmektedir.

Organotipik kesit kiiltiirlerinin, beyindeki ¢ok cesitli hiicre tiplerinin karmasik bir ag icinde
calisilmasia izin veren yenilikgi ve giiglii bir in vitro metot oldugu soylenebilir. Beyin kesiti
analizlerine dayanan deneyler, sakrifiye edilen deney hayvanlarina ait beyin dokusunun in vivo
durumdaki hiicresel ve molekiiler islevlerine ¢ok yakin bir sekilde incelenmesini saglama avantajina

sahiptir.

Kesit kiiltiirleri deney hayvanlar1 refahi etik kurallarina uyum icin sagladigl zeminin yaninda
insan beyni lizerinde gergeklestirilen néro-onkoloji caligsmalarinda kullanilan ksenogreft ¢aligmalarinda
karsilasilan immiinolojik reaksiyonlar ve tiirler arasi farkliliklardan kaynaklanan molekiiler diizeydeki

sorunlara da alternatif olmaktadir.

Organotipik beyin kesitlerinde in vitro noral yeniden diizenlemelerin gézlenmesi, destekleyici
bir ortamda hasarli aksonlarin yeniden olusturulabilecegini gosterdiginden lezyon sonrasi biiyiimenin
incelenmesi ve akut iskemi, travmatik yaralanma gibi noral yaralanmalar ve uzun siireli iyilesme
stiregleri lizerine eksitotoksisite ve sinaptik ateslemenin etkilerinin incelenmesi gibi énemli konularda

caligma alani saglamakta oldugu dikkat ¢gekmektedir.

Tek organotipik beyin kesit kiiltiirlerinin tiim beyin vaskiiler sisteminden ayrilmasi bu sistemi
genel vaskiiler calismalar acisindan uygun bir ortam saglamamaktadir. Bununla birlikte beyin
kesitlerinde yerel diizeyde oksijen-glukoz deprivasyon uygulamalar1 ile iskemi modellemesi

gerceklestirilebilmektedir.

S6z konusu kesit kiiltiirleri kullanilarak yapilan caligmalarda ekipman tedariki agisindan
miitevazi bir yatirimin yeterli olmasi, bu modelin aliminda biiyiik kisitlamalar ile karsilagilmayacagini
da gostermektedir. Doku diseksiyonu ve kesit alma metodlar1 ¢ok ¢esitli olup farkliliklar gosterse de

teknik kolaylikla uygulanabilmektedir.

7. SONUCLAR

Arastirma boyunca incelenen ve tartisilan deneyler ve bulgular, kapsamli karakterizasyon ve
optimizasyondan sonra, bdyle bir sistemin potansiyel olarak insan hastaliklar1 ¢aligmalarina ve yeni
terapotik stratejilerin gelistirilmesine bir arag olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. Arastirma

kaynaklarinda gosterilen bulgular tiimii ile ele alindiginda, uzun siireli organotipik kesit kiiltiirlerinin
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ndrodejenerasyon, ndrogenez, ndrotoksisite, néro-onkoloji, sinaptogenez, noronal plastisite, hiicresel
atrofi ve yas ile iliskili siirecleri incelemek ve belirli ajanlarin nicel ve nitel etkilerini gdzlemlemek igin

giiclii bir model oldugu agiktir.

Sonug olarak, sahip oldugu dezavantajlara ragmen hiicresel biitiinliigiin korundugu beyin kesit
kiiltiirleri, dogru deney diizenekleri ve deney parametreleri kurgulandiginda birincil hiicre kiiltiirleri ve
in vivo calismalara alternatif ve/veya tamamlayic1 olarak verimli bilimsel sonuglar elde edilmesi

yoniinden oldukca kullanighdir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar ¢ikar ¢atismasi olmadigini bildirmektedirler.

YAZARLARIN KATKILARI
Elif MUTLU: Orijinal taslak hazirlama, diizenleme ve veri toplama. Hasan HS ABUIYADA:

veri toplama, yazma-gozden gegirme ve diizenleme.
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