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Öz. 
 
Nöronların ve nöronal devrelerin temel özelliklerini anlamayı hedefleyen sinirbilim çalışmaları, sinir sis-
temini farklı ölçeklerde incelemek için kullanılan farklı yaklaşımları içerecek şekilde zamanla genişlemiştir. 
Kullanılan metodların geliştirilmesiyle beraber bu çalışmalar hız kazanmıştır. Canlılığın bütünüyle devam 
ettiği in vivo çalışmalar ve in vitro hücre kültür çalışmaları sinirbilim çalışmalarında sıklıkla kullanılmak-
tadır. Ancak, in vivo çalışmaların kısıtlayıcılığı ve in vitro kültür hücrelerinin sistemik yapıdan uzak oluşu 
sinirsel fonksiyonların açıklanmasında yetersiz kalmaktadır. Taze beyin kesitleri olarak bilinen yaklaşım 
klasik in vivo ve in vitro yaklaşımların erişiminden uzakta kalan alanların deneysel çalışmaları için uygun 
preparatlar olarak kabul edilmektedir. Hücreler arası bağlantıların korunuyor olması ve canlılığın adaptif 
ve plastik süreçlerin incelenmesine imkan verecek kadar uzun olması beyin kesitlerinin sinir bilim çalışma-
larında önemli yer tutmasına yol açmıştır. Akut beyin kesit hazırlığı, nöronların ve nöronal dokunun çeşitli 
fizyolojik koşullara nasıl tepki verdiğinin ayrıntılarını incelemek için ideal bir modeldir.  
Beyin kesitleri çalışmalarında kesitlerin hazırlanma süreci, tasarlanan deneysel çalışmaya göre farklılık 
göstermektedir. Yüksek kalitede beyin kesitlerinin eldesi için, beyin kesitlerinin elde ediliş protokolü ve 
canlılığın uzun süre devam edebilmesi için yapay beyin omurilik sıvısının hazırlanması önemli süreçlerdir. 
Elektrofizyolojik kayıtların elde edilmesi esnasında; kesiti sağlıklı tutmak için uygun ortamın hazırlanması 
(pH, sıcaklık, osmolarite), optik donanımın sağlanması, mikroelektrotları sabit bir şekilde konumlandırmak 
için mekanik araçların temini ve elektronik sinyalleri yükseltme ve kaydetme araçları büyük öneme sa-
hiptir. Bu derlemede, elektrofizyoloji çalışmalarında sıklıkla kullanılan diğer yöntemlerin yanı sıra taze 
beyin kesitlerinin kullanımı, gerekli ekipmanlar, deneysel prosedürler ve tekniğin sunduğu avantajlar 
açıklanmaktadır 
 
Anahtar Kelimeler: Elektrobiyofizik, Ex-vivo kayıt, Alan potansiyelleri, Yama-kenetleme. 
 
Abstract 
 
Neuroscience studies aiming to understand the basic properties of neurons and neuronal circuits have 
expanded over time to include different approaches used to examine the nervous system at different 
scales. These studies have gained momentum with the development of the methods used. In vivo studies 
and in vitro cell culture studies are frequently used in neuroscience studies. However, the limitations of 
in vivo studies and the out of systemic structure of in vitro culture cells are insufficient to explain neural 
functions. The approach known as fresh brain slices are considered to be suitable preparations for exper-
imental studies of areas out of conventional in vivo and in vitro approaches. Preserved intercellular con-
nections and long enough vitality to allow the study of adaptive and plastic processes have led to brain 
slices taking an important place in neuroscience studies. Acute brain slice preparation is an ideal model 
for studying the details of how neurons and neuronal tissue respond to a variety of physiological condi-
tions. 
The preparation process of the brain slices differs according to the designed experimental study. In order 
to obtain high quality brain slices, the protocol of obtaining brain slices and the preparation of artificial 
cerebrospinal fluid for long-term survival are important processes. During the acquisition of electrophys-
iological records; to keep the cross section healthy, the preparation of the appropriate environment (pH, 
temperature, osmolarity), the provision of optical equipment, the provision of mechanical tools to stabi-
lize the position of the microelectrodes, and the equipments of amplifying and recording electronic signals 
are of great importance. In this review, the use of fresh brain slices, necessary equipment, experimental 
procedures and the advantages of the technique, as well as other methods frequently used in electro-
physiology studies, are explained. 
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1. Taze Beyin Kesitleri: Ex-vivo preperatlar 
Sinirbilim çalışmalarında, in vivo olarak da bilinen canlılığın 
bütünüyle devam ettiği şartlarda yapılan çalışmalar önemli 
yer tutmaktadır. Ancak in vivo koşullar büyük ölçüde kısıt-
layıcıdır. Uygulanan protokolün ikincil etkileri her zaman 
için düşünülmesi gereken bir faktördür. Özellikle merkezi si-
nir sistemi için düşünüldüğünde, kan-beyin bariyeri siste-
mik uygulanan kimyasalların/ajanların beyine geçişine izin 
vermeyebilir. In vivo çalışmaların alternatifi ise kültür hüc-
releri ile yapılan in vitro çalışmalardır. Kültür çalışmalarında, 
hücreler bir doku ve sistemden uzakta ve çoğunlukla tek 
olarak yaşarlar. Bu yöntemler sinirbilim çalışmalarında 
önemli yer tutsalar da sinirsel fonksiyonların açıklanma-
sında yetersiz kalmaktadırlar. Taze beyin kesitleri olarak bi-
linen yaklaşım klasik in vivo ve in vitro yaklaşımların erişi-
minden uzakta kalan alanların deneysel çalışmaları için uy-
gun preperatlar olarak karşımıza çıkmaktadır. Her ne kadar 
beyinin bir bütün olarak vereceği sistem cevaplarının ta-
mamı kesitlerde görülemez ise de hücreler arası bağlantıla-
rın korunuyor olması ve canlılığın adaptif ve plastik süreçle-
rin incelenmesine imkan verecek kadar uzun olması beyin 
kesitlerinin sinir bilim çalışmalarında önemli yer tutmasına 
yol açmıştır.  
Taze beyin kesitleri ile yapılan ex-vivo çalışmalar, nöronal 
dokunun organizmadan bütünüyle çıkarılmasını ve deney-
sel süreç boyunca yapay ekstrasellüler sıvıda (artificial 
extracellular solution) canlı ve dinamik tutulmasını gerektir-
mektedir (1,2). Kullanılan yapay ekstrasellüler sıvı, hüc-
redışı ortamda bulunan çeşitli iyonları ve besinleri içerir ve 
enerji kaynaklarını sağlar. Kesit canlılığı için gerekli olan ok-
sijenlenme de bu sıvının oksijenlenmesi ile karşılanır (3).  
Beyin kesitleri çoğunlukla elektrofizyolojik kayıtların elde 
edildiği çalışmalarda kullanılırlar. Uzun süredir kullanılan bu 
teknik (2), beynin farklı bölgelerinin ve beyindeki elektriksel 
devrelerin fizyolojik, biyofiziksel ve farmakolojik olarak in-
celenmesini sağlar. Merkezi sinir sistemi ve sinaptik feno-
menlerin araştırılmasında populer bir yere sahiptir. Taze 
beyin kesit analizleri, izole edilmiş spesifik reseptör fonksi-
yonlarını ve farmakolojisini araştıran in vitro hücre kültür 
deneyleri ile in vivo davranışsal farmakoloji deneyleri ara-
sında önemli bir çarpraz fonksiyonel köprüyü temsil etmek-
tedir. Iyon kanalları, sinaptik bağlantıların araştırılması gibi 
pek çok konuda çığır açmış bir yöntemdir. Taze beyin kesit-
lerinin kullanılma sebebi sunduğu avantajlardan kaynaklan-
maktadır. Tekniğin mekanik stabilitesi, uzun süreli kayıtlara 
izin vermektedir. pO2, pCO2, pH ve sıcaklık kolayca kontrol 
edilebilmekte ve istenilen şekilde ayarlanabilmektedir. Ke-
sitlerle çalışırken kan-beyin bariyerinin bulunmaması çalışıl-
mak istenilen herhangi bir molekülün ekstrasellüler alana 
ulaşımını mümkün kılmaktadır. Ayrıca hücre kültürleri ve 
doku homojenatlarından farklı olarak yapısal bütünlük ko-
runur. Kesit yapısının doğrudan görselleştirilmesiyle birlikte 
hem kayıt hem de uyarıcı elektrotların istenilen bölgelere 
yerleştirilmesine imkan vermektedir. Bu derlemede, elekt-
rofizyoloji çalışmalarında sıklıkla kullanılan diğer yöntemle-

rin yanı sıra taze beyin kesitlerinin kullanımı, gerekli ekip-
manlar, deneysel prosedürler ve tekniğin sunduğu avantaj-
lar açıklanmaktadır. 
2. Taze Beyin Kesitlerinin Hazırlanması 
Yapay Beyin Omurilik Sıvısının Hazırlanması 
Yapay beyin omurilik sıvısının (yBOS-artificial cerebral spi-
nal fluid (aCSF)) bileşenleri, in vitro beyin kesiti hazırlığında 
hücre dışı ortamın kontrolü için temel unsurdur. Temel ola-
rak yBOS, fizyolojik ekstrasellüler sıvının benzeri bir sıvıdır. 
yBOS farklı çalışmalar için farklı formüllerde hazırlanabilir 
ancak yüksek sodyum (Na) ve klor (Cl) iyon konsantrasyon-
ları, daha az oranda potasyum (K) iyonu, nöronal fonksiyon-
lar için gerekli az miktarda kalsiyum (Ca) ve magnezyum 
(Mg) iyonları, pH dengelemek için tampon ve besin olarak 
da glikoz içermektedir. Hazırlanan yBOS’nın içeriği, nöronal 
aktivitenin temel (baseline) seviyelerini (membran dinle-
nim potansiyeli, aksiyon potansiyeli hızı, transport meka-
nizma, hücre içi iyon bileşimi), metabolizmayı (enerji ile ilgili 
parametreleri, oksijen ve glikoz tüketimini) ve protein sen-
tezini etkileyecektir (4). Beyin kesitlerinin yerleşik kullanı-
mına karşın, farklı kesit çalışmalarında yBOS bileşenlerin-
deki önemli farklılıklar hakkındaki sorular varlığını sürdür-
mektedir. Kullanılan yBOS’ların iyonik bileşenleri karşılaştı-
rıldığında en önemli farklılıkların K+ ve Ca+2 konsantrasyon-
larında olduğu görülmektedir. Bu iyonlar nöronlar üzerinde 
ciddi etkiler oluşturur ve bu nedenle konsantrasyonların-
daki farklılıklar önemlidir. Yapılan çalışmalarda K+ seviyesin-
deki değişimlerin nöronların uyarılma popülasyonunda de-
ğişime, ATPazların aktivitesi ve protein sentezi gibi metabo-
lik etkilere sebep olduğu rapor edilmiştir (5-14). In vitro ça-
lışmalarda kullanılan Ca+2 ve Mg+2 konsantrasyonlarındaki 
değişimin, kesitlerin fizyolojik özelliklerini etkilediğini, aksi-
yon potansiyeli eşiğini değiştirdiğini gösteren çalışmalar 
mevcuttur (15,16). Ayrıca sinaptik iletim, Ca+2 iyon konsant-
rasyonundaki küçük değişikliklere oldukça duyarlıdır (17-
19). Çoğu fizyolojik tamponda serbest Ca+2’un bikarbonat 
ve fosfat anyonları ile kompleks oluşturması nedeniyle top-
lam Ca+2 konsantrasyonunun hesaplananın altında olabile-
ceğine de dikkat etmek gerekmektedir (20). İyonik manipü-
lasyonlar, kesitlerin aktivitelerini etkilemek için kullanılabi-
lir. Bu nedenle hangi yBOS sıvısının kullanılması, yapılması 
planlanan deneyde hangi biyolojik sorunun araştırılmakta 
olduğuna göre belirlenmelidir. 
Beyinde glikoz, yüksek plazma konsantrasyonu ve kan-be-
yin bariyerini aşan bol miktarda glikoz taşıyıcıları nedeniyle 
önemli bir enerji substratıdır (21). Tipik bir yBOS formülas-
yonunda kullanılan glikoz konsantrasyonu 10-11 mM olsa 
da 25 mM’a kadar arttırılabilir (22). Ayrıca artan glikoz kon-
santrasyonunun in vitro çalışmalarda nöroprotektif bir rol 
oynadığı düşünülmektedir (23,24). (Tablo 1). 
Gerçek beyin omurilik sıvısının pH aralığı ve osmolaritesi sı-
rasıyla 7,27-7,42 ve 289-315 mOs’dur. yBOS hazırlanırken 
çoğu araştırmacı tampon olarak bikarbonat kullanmasına 
ragmen, Hepes ve tris kullanımı da rapor edilmiştir (15,28). 
pH’taki değişikliklerin boşluk bağlantı (gap junction) geçir-
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genliğini (29) ve membran potansiyelini (30) etkilediği bilin-
mektedir. Bu nedenle yBOS’nın pH stabilitesinin sağlanması 
önemlidir. Ayrıca beyin kesitleri oksijen seviyelerine ol-
dukça duyarlıdır. Beyin kesitleri hazırlanırken kısa bir hipok-
sik dönem geçirir. Çoğu kesitlerin sonunda iyileştiği hipoksik 

ataklarla ilgili görüşler bildirilmiştir (31). Beyin kesitlerinin 
oksijenlenmesi, yBOS içerisinde gerçekleşir ve kesit yüze-
yinde oluşan pO2 yaklaşık 675 mmHg olmalıdır. 

 
Tablo 1. Beyin kesitleri için kullanılan çeşitli yBOS bileşimleri (mM) (25,26,27) 

Tür Kesit Na+ K+ Mg+2 Ca+2 Cl- HCO3 Glikoz H2PO4 

Sıçan Hipokampüs 150-152 3,5-6,2 1,3-2,4 1,5-2,5 132-136 24-26 4,0-10,0 1,2-1,4 
Kobay Hipokampüs 143-150 5,4-6,2 1,3-2 2-2,5 127-133 26-26,2 10,0-11,0 0,92-1,25 
Fare Hipokampüs 151,25 2,5 1,5 2 134,5 25 25 1,25 

 
Beyin kesitlerinin başarı ile korunduğu sıcaklık, oda sıcaklığı 
ile deneyde kullanılacak hayvanın vücut sıcaklığı arasında 
değişmektedir. Örneğin çalışmada sıçan ve kobay gibi bir 
kemirgen kullanılıyorsa bu sıcaklık 38-39oC’ye kadar çıkabil-
mektedir. Ancak yapılan araştırmalarda beyin dokusunun 
vücut sıcaklığından daha düşük sıcaklıklarda daha sağlıklı ve 
uzun süre hayatta kaldığı bulunmuştur. Bu sıcaklık değeri 
30-35°C aralığında değişmektedir. 
Hazırlanan yBOS solüsyonu kesit alma, inkübasyon ve kayıt 
alma aşamaları için değişkenlik göstermektedir. Diseksiyon 
sırasında metabolizmayı yavaşlatmak ve Ca+2 bağımlı eksi-
totoksisiteyi en aza indirmek için soğuk (1-40C) Ca+2 içerme-
yen bir yBOS veya kesme solüsyonu (cut solution) olarak 
isimlendirilen bir solüsyon kullanılmaktadır.  Bir kesme so-
lüsyonunun kimyasal bileşimi için kullanılan 3 farklı solüs-
yon vardır. Bunlardan ilki, NaCl’ün yarı miktarı yerine sükroz 
eklenmesi veya NaCl konsantrasyonuna eşmolar konsant-
rasyonda sükroz ile değiştirilmesidir. Diğeri, Ca+2 konsant-
rasyonunun azaltılması veya tamamen kaldırılması ve 
MgSO4 (veya MgCl2) arttırılması ile elde edilen solüsyondur. 
Son olarak, nöral hücreleri hipoksi ve iskemi hasarından ko-
rumak için NMDA reseptör antagonistlerinin veya diğer re-
aktiflerin eklendiği bir kesme solüsyonu da mevcuttur. En 
sık kullanılan kesme solüsyonunun kimyasal bileşimi Tablo 
2’de verilmiştir.  
 
Tablo 2. Sukroz içerikli kesme solüsyonu kimyasal formülas-
yonu (mM). (32) 

Sukroz NaHCO3 KCl NaH2PO4 CaCl2 MgSO4 Glikoz 

230 26 3 1,25 0,5 10 10 
 
Düşük Ca+2 içeren yBOS solüsyonunun içerisine CaCl2 ekle-
nerek kesitlerin dinlendirileceği “dinlenme solüsyonu” ha-
zırlanır. Dinlenme solüsyonu kayıt sırasında kullanılabile-
ceği gibi deney planlamasına gore bu solüsyona ekleme/çı-
karma yapılarak “kayıt solüsyonu” hazırlanmış olur. 
 
Beyin Kesitlerinin Hazırlanması  
Genel olarak kemirgenler (sıçan, fare, kobay) beyin kesit ça-
lışmalarında tercih edilen deney hayvanlarıdır. Beyin disek-
siyonu, sağlıklı kesitler üretmede en önemli faktör olabilir. 
Araştırmalar genç hayvanların, yaşlı hayvanlardan daha iyi 
sonuçlar verdiğini göstermektedir. Bunun nedeni ince kafa-

taslarının daha kolay çıkarılması ve daha az travmatik bir di-
seksiyona izin vermesinden kaynaklı olabilir. (33). Kesim ön-
cesi hayvana anestezi uygulanabilir yada direkt hayvanın 
başı kesilip diseksiyon yapılabilir. Dokunun çıkarılması ve di-
limlenmesinde gösterilen hız ve özenin, diseksiyon hızından 
daha önemli olduğu düşünülmektedir. Ayrıca dokunun nasıl 
dilimlendiğinin elektrofizyolojik ve histolojik kriterlere göre 
değerlendirilmesinde kesitlerin kalitesinde büyük farklılığa 
yol açtığı gösterilmiştir (34).  
Beyin dilimlemede elle kesme veya chopper kullanımı uy-
gulandıysa da (2) günümüzde daha sıklıkla tercih edilen di-
ğer metod ise, vibratom (veya mikrotom) kullanmaktır. Bu 
yöntemde beynin tamamı yada ilgili bölümü cihaza ait tef-
lon bir platforma sabitlenir ve kesme solüsyonu içerisinde, 
ayarlanabilir hızda istenilen kalınlıkta beyin kesitleri alınır. 
Bu metodla elde edilen kesitlerin kalitesi oldukça yüksektir 
ancak beyin dokusu zarar görmeden cihaz platformuna sa-
bitlemek tecrübe gerektirmektedir. Şekil 1’de gösterildiği 
gibi farklı kesimde kesitler almak mümkündür.  
Tüm bu dilimleme işlemleri baş kesildikten sonra hızlı bir şe-
kilde yapılmalıdır.  
 

 
Şekil 1. Fare beyni şematik çizimi üzerinde farklı kesit alma 
gösterimi. 
 
Beyin kafatasından çıkarılmalı, ve %95 oksijen %5 karbondi-
oksit olan gaz karışımı ile dengelenmiş, soğuk (1-5 °C) yBOS 
içerisine alınmalı, kısa süreli dinlenimin ardından dilimleme 
için uygun hale getirilmelidir. Kullanılan yöntemlerle 100-
500 μm kalınlıkta kesitler almak mümkündür. Kesit kalınlığı 
belirlerken, kesitin görünürlüğü, canlılığı ve nöronal devre-
lerin korunmasına dikkat edilmelidir. Elde edilen kesitler 
deneysel olarak kullanılmadan önce genellikle 30 dakika-2 
saat arası bir süre dinlendirilmelidir. Bu dinlenme süresinde 
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kesitler, travma durumundan çıkarlar, kesilme işlemi sıra-
sında kesitlerin yüzeyine yakın bölgelerde yaralanan hücre-
ler ölür, kesitlerin orta derinliklerinde yaşayan hücreler de 
belirli bir denge durumuna gelirler. Kesitler, dinlenme çem-
berlerinde yBOS içinde bulunurlar ve devamlı olarak oksi-
jenlenirler (Şekil 2). 
 

 
Şekil 2. Dinlenme çemberi içerisinde horizontal beyin kesiti 
(hipokampüs). 
 
    3.Taze Beyin Kesitlerinin Deneysel Kullanımı 
    3.1. Elektrofizyolojik Kayıtlar 
Kayıt Çemberi (Odası) 
Kesitler elde edildikten sonra, oksijenli yBOS içeren bir kaba 
alınır ve gerekli inkübasyon ve kayıt işlemleri için pipetle ka-
yıt çemberine aktarılır. Kesitlerin deney boyunca tutulacağı 
böylesi bir ortam uygun oksijenlenme, osmolarite ve sıcak-
lığı karşılamalıdır. Bazı araştırmacılar statik havuz çemberi 
(static-pool chamber) tasarımı kullanmasına rağmen (33), 
en yaygın kullanılan tasarım White ve arkadaşları tarafın-
dan geliştirilen süperfüzyon çember tasarımıdır (35). Bu 
çemberler kesit boyunca yBOS’nın süperfüzyonuna izin ve-
rir. Süperfüzyon odası tasarımlarında, kesitler ya gaz-sıvı 
arayüzeyinde (interface chamber) bir ağ üzerinde durur 
veya tamamen sıvı içerisine batırılır (submersion chamber). 
Farklı çember tasarımlarının her biri farklı avantajlar sunar. 
Oslo kayıt çemberi (Oslo chamber) olarak adlandırılan bir 
arayüz çemberinde (36, 37) kesitler, yBOS’nın yüzey gerili-
mini azaltan ve yBOS’nı kesitlere eşit olarak dağıtan bir mer-
cek kağıdı çemberinde durur. yBOS, kesitlerin altından içeri 
girer ve burada eşmerkezli bir hendeğe boşaltmak için ke-
sitlerin üzerlerinden ve etrafından akar. Sıvı yüksekliği aspi-

rasyonla kontrol edilir, Her bir kesitin üst yüzeyi yBOS’nı yal-
nızca kılcal akışla alır. Bu durum difüzyonu yavaşlatır ve ke-
sitlerin üst yüzeylerinin kurumasına yol açabilir. Haas ve ar-
kadaşları tarafından Oslo tasarımında değişiklikler yapılıp 
yeni bir arayüz çemberi tanımlanmıştır (38). Ancak kesit yü-
zeylerinin kurutulması tüm arayüz çemberlerinin ortak so-
runudur.  
Kesitleri tamamen sıvı içerisine daldırma tasarımı kesit yü-
zeylerinin kuruma sorununu ortadan kaldırmıştır ve farma-
kolojik çalışmalar için kullanışlı hale getirmiştir (Şekil 3). Bu 
çember sistemi kullanılan molekül, iyon ve ilaçların dokuya 
difüzyonunu optimize eder. Ancak bu sistemde suya dal-
dırma mercekli mikroskop kullanılmazsa elektrotların gör-
selleştirilmesi zor olabilir.  

 
Şekil 3. Kesitlerin tamamen yBOS içerisine daldırıldığı çem-
ber sistemi. 
 
Süperfüzyon kayıt çemberi, harici bir saklama kabına veya 
taze yBOS’nı tutan bir şişeye bağlanır (3). yBOS harici kapta 
oksijenlenerek, kayıt çemberine sabit hızda aktarılır (daki-
kada birkaç mililitre). Kayıt çemberinde bulunan bir başka 
tüp çemberde bulunan yBOS’nı atık kabına götürür (1,3, 
35). Bu şekilde kesit bulunduğu çemberde devamlı taze 
yBOS ile perfüze edilmiş olur (Şekil 4). Beyin kesit çalışma-
larında kullanılmış farklı süperfüzyon tasarımları mevcuttur 
(5, 39). Her iki tasarım da deneysel amaçlara ve hedeflere 
bağlı olarak çalışılabilirdir.  
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Şekil 4. Süperfüzyon kayıt çemberi. 
 
 
Deneysel Düzenek 
Beyin kesitlerinden elektrofizyolojik kayıtlar elde ederken 
genel amaç, dokunun in vivo deneyimlediği ortamı müm-
kün olduğunca yakından taklit eden bir ortam hazırlamak 
ve bu ortamda dokunun hücre dışı alanında bir elektrot ile 
sinyal almaktır. Bu nedenle kesitin konulacağı, doku sıcak-
lığını koruyan (ısıtıcı kaynak), oksijenlendiren ve perfüze 
eden bir çember (odacık) gereklidir. Son zamanlarda aynı 

anda birden çok beyin kesitinden kayıt yapabilme avanta-
jını sağlayan, böylece hayvan kullanımını azaltan ve veri 
kalitesini yükselten birkaç çok kesitli elektrofizyoloji sis-
temi tanımlanmıştır (40-42).  
Bir elektrofizyolojik kurulumun dört ana bileşeni vardır 
(Şekil 5).  
 

 
Şekil 5. Deneysel düzeneğin A) şematik ve B) gerçek gösterimi. 
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Bunlar; kesiti sağlıklı tutmak için uygun ortamın hazırlan-
ması, optik donanımın sağlanması, mikroelektrotları sabit 
bir şekilde konumlandırmak için mekanik araçların temini 
ve elektronik sinyalleri yükseltme ve kaydetme araçlarıdır. 
Ayrıca çalışma ortamının titreşim ve elektrik izolasyonunun 
yapılması gerekmektedir.  
Kesiti daha yakından görmek ve mikroelektrotları istenilen 
doku bölgesine yerleştirebilmek için düşük güçlü bir mikros-
kop yeterli olmaktadır. Voltaj kenetleme sisteminde zo-
runlu olan sabit izole masa ortamı bu çalışmalar için zaruri 
değildir. Ayrıca mikromanipülatörler kayıt esnasında kayma 
titreme yapmamak koşuluyla kaba mekanik tipte olabilirler. 
Mikro elektrot amplifikatörü ve bir bilgisayar elektriksel sin-
yallerin yakalanması için bulunması gereken temel araçlar-
dır. Kullanılan amplifikatörün kazancı en az 1000 olan düşük 
gürültülü bir voltaj yükseltici olmasına dikkat edilmelidir 
(43). 
3.1.1 Kesitlerde Patch-Clamp Uygulamaları 
Patch clamp (yama kenetleme), bir membran parçasına uy-
gulanan voltojın membran parçasında oluşturduğu akımın 
ölçülmesiyle iletkenliği hakkında bilgi veren bir elektrofizyo-
lojik kayıt yöntemidir. Kenetleme yöntemi sadece voltaj için 
değil, akımın belirlenen bir değerde kenetlenmesi ile bir 
membran parçası boyunca oluşan voltajı ölçmek için de uy-
gulanabilir. Bu teknik 1986’da Neher ve Sakmann tarafın-
dan tanıtılmıştır (44). Zamanla farklı konfigürasyonlar kulla-
nılarak geliştirilen tekniğin günümüzde kullanılan 5 farklı 
konfigürasyonu bulunmaktadır. Bunlardan ilki olan “cell at-
tached patch” (hücre bağlı yama) kayıt alma elektrodunun 
basınç uygulanarak membranın küçük bir parçasına sıkıca 
kenetlenmesini sağlamaktadır. Yaklaşık 1-2 μm açıklığa sa-
hip bir mikroelektrot kullanıldığında, elektrot ve hücre 
membranı arasında kimyasal ve elektriksel olarak kararlı bir 
bağlantı oluşur. Gigaohm (GΩ) seviyesinde olan yüksek 
elektrik direnci nedeniyle “gigaseal” olarak adlandırılır. Bu 
durum düşük arka plan gürültüsü ile pA aralığındaki akımla-
rın kaydedilmesini sağlamaktadır. Bu direncin oluşturul-
ması, hedeflenen kayıtta gürültünün azaltılması, membran 
voltajının zaman ve genlik kontrolünün sağlanması için ge-
reklidir. “Cell attached patch” genel olarak diğer konfigü-
rasyonların temelini oluşturmaktadır. Elektrod içerisinde 
bulunan sıvı ve sitoplazma arasındaki membran parçası, sı-
kıca mühürlenmiş pozisyondayken pipete uygulanan ters 
basınç (emme) ile membran bütünlüğü bozulur (45). Buna 
tam hücre konfigürasyonu (whole cell) denilmektedir. Bu 
pozisyonda pipet yavaşça çekilir ve kesilmiş yama elde edi-
lir. Bu konfigürasyona dış-dış yama (outside out patch-OOP) 
denilmektedir. Pipet “Cell attached patch” pozisyonunday-
ken, aniden çekilerek çıkarıldığında ise elde edilen memb-
ran parçası içten dışa yama (inside out patch-IOP) olarak ad-
landırılır. Çünkü plazma zarının içi artık yapay ekstrasellüler 
sıvı ortamına maruz kalmaktadır. Çoğu zaman hücre, hasarlı 
membranı yeniden mühürler ve bu işlemler aynı hücrede 

tekrar gerçekleştirilebilir. Beşinci konfigürasyon, “cell attac-
hed patch” pozisyonunda hücre membranının kırılmadığı, 
ancak hücre içine erişim için pipet solüsyonu aracılığıyla ya-
pay iyon kanalları eklenerek geçirgen hale getirildiği geçir-
genleştirilmiş yama tam hücre (permeabilized-patch WC) 
konfigürasyonudur (46). Şekil 6’da patch-clamp konfigüras-
yon diyagramı gösterilmektedir. 
Hücresel elektrik sinyalleri üretmenin temeli, hücrenin özel 
membran taşıyıcıları ve kanalları aracılığıyla kimyasal/elekt-
riksel gradyanlar oluşturarak bir kapasitör boyunca elektrik-
sel potansiyeller üretme kabiliyetinde yatar. Hücre zarları 
boyunca elektriksel potansiyelin büyüklüğü birkaç milivolt-
tan (sinaptik potansiyeller), 100 mV’un üzerine (aksiyon po-
tansiyelleri) kadar değişir. Elektrik akımları, iyonların 
mambran boyunca akmasına izin veren iyon kanallarının 
açılıp kapanmasıyla üretilir ve birkaç pikoamperden (tek bir 
kanalın açılması), nanoamperlere kadar (binlerce kanalın eş 
zamanlı açılması) değişir. Patch clamp tekniği, membranı 
elektriksel olarak izole eder ve arka plan gürültüsünü en aza 
indirir. Bu nedenle kanal aktivitesini doğru bir şekilde karak-
terize etmek için güçlü bir yöntemdir. Patch clamp kayıtla-
rında iki ana mod vardır: voltaj kenetleme ve akım kenet-
leme. Voltaj kenetleme modunda, membran voltajı ampli-
fikatör tarafından kayıt pipeti aracılığıyla kontrol edilir ve pi-
pet boyunca karşılık gelen akım ölçülür. Akım kenetleme 
modunda, amplifikatör pipetten geçen akım miktarını kont-
rol eder ve buna karşılık gelen voltaj değişikliği ölçülür. Vol-
taj kenetleme modunda akım, iletkenlik ile doğru orantılı-
dır. Bu teknik ile membran dinlenim potansiyelini ve aksi-
yon potansiyelini ölçmek mümkündür. Şekil 7’de patch-
clamp tekniğiyle alınmış sinyal kayıt örneği gösterilmiştir. 
Patch clamp tekniği, pasif ve aktif membranı nicel olarak ta-
nımlama yeteneği açısından önemli olduğu gibi aynı za-
manda elektrofizyolojik davranışının altında yatan mekaniz-
maların daha derinlemesine anlaşılmasına katkısı açısından 
da önemlidir. Membran iletkenliğindeki değişiklikler (kanal-
dan geçen iyonların oranı) dahil olmak üzere tek bir kanalın 
aktivitesindeki değişiklikleri gerçek zamanlı olarak gözlem-
leme yeteneği sağlayan bu yöntem, belirli iyon kanallarının 
voltaj, iyon ve ligandlara karşı hassasiyetlerinin belirlenme-
sine izin verir. Bu teknik, çeşitli iyon kanalı türlerinin keşfe-
dilmesini ve bunların sınıflandırılmasını sağlamıştır. İyon ka-
nallarının elektriksel ve kinetik özellikleri açıklanmış ve bu 
kanalların fizyolojik modülasyonu ve ayrıca hastalık durum-
larındaki değişimleri hakkında fikir vermiştir. İyon kanalla-
rındaki kusurlarla birçok hastalık ilişkilendirilmiştir (47). Ay-
rıca iyon kanalı modülatörlerinin mekanizmalarını anlamak 
için farklı konformasyonel durumlarda bir ilaç ile belirli bir 
iyon kanalı arasındaki etkileşimi aydınlatmak için kullanıl-
mıştır. Örneğin; epilepsi, diyabet, hipertansiyon ve ağrı da-
hil birçok hastalığı tedavi etmek için kullanılan iyon kanalı 
modülatörlerinin farmakolojik özelliklerini incelemek için 
yapılmış çalışmalar bulunmaktadır (48). 
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Şekil 6. 5 farklı patch clamp konfigürasyon diyagramı. Şekil, ekstrasellüler sıvıya daldırılmış yandan görülen canlı bir 
hücreyi temsil etmektedir. A) Hücreye bağlı yama (cell attached patch) B) Tam hücre yaması (whole cell patch) C) İç dış 
yama (inside out patch) D) Dış dış yama (outside out patch) E) Geçirgenleştirilmiş yama (permeabilized patch). 
 

 
 
Şekil 7. Hiperpolarize ve depolarize edici akım enjeksiyonlarına yanıt olarak elde edilen temsili elektrofizyolojik kayıt 
örneği. 
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Sistemde kullanılan kayıt cihazları, çok yüksek bir giriş em-
pedansına (1012-1015 mΩ) ve mV aralığında düşük gürültüye 
sahip, yüksek kazançlarda yeterli bant genişliğine sahip FET 
(Field effect transistor-Alan etkili transistor) işlemsel ampli-
fikatörlerdir. Ayrıca genel bir ex-vivo kayıt düzeneğine ek 
olarak, uygulamanın hassasiyeti nedeniyle titreşimsiz masa 
kullanılması ve dış elektromanyetik alanları uzaklaştırmak 
için Faraday kafesi kullanımı zaruridir. Ayrıca patch clamp 
tekniğinde kullanılan kayıt elektrotlarının içerisine ekstra-
sellüler kayıt pipetlerinden farklı olarak özel bir solüsyon 
hazırlanır. 
 
3.1.2. Kesitlerden Ekstrasellüler Alan Potansiyel Kayıtları 
Beyin tarafından bilginin depolanması, birbirine bağlı büyük 
nöron ağlarında meydana gelmektedir. Iletişim kuran nöron 
kümesindeki aktivitenin, ağı oluşturan nöronlar arasında 
değişmiş sinaptik bağlantı güçleri olarak gösterilen hafızayı 
oluşturduğuna inanılmaktadır (49). Hipokampüsün limbik 
korteksi de dahil olmak üzere korteks bölgelerinden alınan 
beyin kesitleri, bu ağdaki bireysel sinapslarda meydana ge-
len değişikliklerin altında yatan hücresel süreçleri tanımla-
mada ve anlamada son derece yararlı olmuştur (50).  
Beyin kesitleri, hafizanın altında yatan değişmiş sinaptik 
kuvvetlerin hücresel yönlerinin, uzun vadeli sinir uyarıları-
nın gücündeki artışın (long term potentiation-LTP) ve sinap-
tik kazançta uzun vadeli bir azalma olan uzun vadeli depres-
yonun (long term depression-LTD) aydınlatılmasında kulla-
nılan en önemli metoddur. Sinaptik iletimde LTP’nin, nöro-
nal ağlarda anıların kodlanmasında önemli bir rol oynadığı 
kabul edilmektedir (51,52). Bu fenomen ilk olarak bir in vivo 
preparatta keşfedilmiştir (53) ancak mekanizmanın çözül-
mesindeki en önemli gelişmeler in vitro beyin kesitlerinden 
elde edilmiştir (54-60). LTP ve LTD’nin tipik bir beyin kesiti 
çalışması, ilgili post sinaptik hücrelere öncülük eden uya-
ranları etkinleştirmek için stimülasyon elektrodu kullan-
mayı gerektirir. Monosinaptik uyarıcı post sinaptik potansi-
yeller (EPSP), hücreiçi veya tam hücre kayıt teknikleri kulla-
nılarak nöronlardan veya alan kayıt teknikleri kullanılarak 
nöron popülasyonlarından kaydedilebilir. LTP veya LTD’yi 
oluşturmak için afferentlere tekrarlayan stimülasyon uygu-
lanır. LTD, düşük frekanslı bir stimülasyonla  (2-7 Hz/ 
100’lerce uyarım) indüklenirken, LTP yüksek frekanslı bir 
stimülasyonla (50-400 Hz/saniye) indüklenir. Yapılan beyin 
kesiti çalışmaları, ön beyin sinapslarının iki farklı LTP formu 
sergilediğinin gösterilmesini sağlamıştır (61). Beyin kesit 
metodu, bireysel sinapslarda meydana gelen sinaptik deği-
şikliklerin doğasını ve mekanizmalarını anlamada yüksek öl-
çüde fayda sağlamıştır. Sinaptik kazanç değişikliklerine N-
Methyl-D-aspartat (NMDA), α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropiyonik asit (AMPA) ve metabotropik glutamat 
reseptörlerinin katkıları hakkında mevcut bilgilerin nere-
deyse tamamı beyin kesit çalışmalarından sağlanmıştır. Bir 
beyin kesitinde spesifik bir yolağı uyarmak ve nöronal ağın 

korunduğu beyin bölgelerinde belirli postsinaptik hücreleri 
diğer sinaptik girdilerin kontaminasyonu olmadan kaydede-
bilmek mümkündür. Çünkü bu metod, sinaptik bir yapıyı ka-
rıştırıcı ağ etkilerinden izole eder ve kontrollü çevresel ko-
şullarda incelemeye olanak sağlar. Bu konulardaki mevcut 
bilgimiz çoğunlukla hipokampal kesitlerdeki çalışmalardan 
kaynaklanmaktadır.  
Beyin kesitlerinin yaygın olarak kullanıldığı bir diğer araş-
tırma alanı ise epileptik olmayan beyin dokusu kesitlerinde 
nöbet benzeri olaylar geliştirmektir. Hücre dışı Ca+2 ve Mg+2 
içermeyen çözeltiler (4,16, 62), artmış hücre dışı K+ (63) epi-
leptiform aktivite oluşumuna yol açan sinir ağı uyarılabilirli-
ğinde önemli bir artışa neden olur. Ayrıca Pentilentetrazol 
(PTZ), NMDA, tetanik kontraksiyon toksinleri veya Gama-
aminobütirik asit (GABA) reseptör antagonistleri (penisilin, 
pikrotoksin, bikukulin) gibi bileşiklerin kesit perfüzyonuna 
eklenmesi ile nöbet benzeri olaylar geliştirilmektedir (64). 
Bu deneysel modeller akut nöbet oluşum modellerini (ikto-
genez) temsil etmektedir. In vitro beyin kesitlerinde epilep-
tiform aktiviteyi indükleyen K+ kanal blokörü 4AP (4-amino-
piridin) de kullanılmaktadır (65-70). Bu modelde, ilaçla uzun 
süreli perfüze olan kesitte nöbet benzeri iktal deşarjlar, tah-
min edilemeyen zaman ve alanlarda kendiliğinden ortaya 
çıkmaktadır (68) (Şekil 8).  
Kesitlerin, ayrıntılı hücresel ve sinaptik fenomenleri araştır-
mak için sahip oldukları teknik avantajlar, temporal lob epi-
lepsisi (TLE) ve epileptogenez modellerinin incelenmesinde 
özellikle önemli olmuştur. Genel olarak epileptojenik bir 
olay veya uyaranı izleyen iki dönem araştırılmıştır: kendili-
ğinden tekrarlayan nöbetler gösterdiği kronik epilepsi fazı 
(epilepsi) ve ilk travma ile ilk spontan nöbet arasındaki sü-
reç (epileptogenez) olan latent dönem. Kronik hayvan mo-
dellerinden hipokampal kesitleri incelemenin en önemli 
avantajı, bu hayvanların epileptik olmalarıdır. Hayvanda 
oluşturulan epileptik durumla ilişkili veya nedensel olarak 
iktogenez ile ilişkili olabilecek parametreleri analiz etmek 
bu modelde mümkündür. Ancak, epileptik hayvanlardan 
alınan kesitlerde fizyolojik koşullar altında interiktal benzeri 
veya iktal benzeri deşarjların meydana geldiği bildirilme-
miştir (72). Bunun yanısıra, kronik modeller kesitlerin epi-
leptik eğilimini ortaya çıkarmak için kullanılabilir. Kontrol ve 
epileptik kesitler arasında interiktal benzeri veya iktal ben-
zeri aktivitenin modelini ve özelliklerini karşılaştırmak, epi-
leptogenez sırasında veya epilepsinin kronik aşamasında 
meydana gelen fonksiyonel yapılanmalar (uyarıcı aksonla-
rın filizlenmesi) hakkında önemli bilgiler ortaya çıkabilir (73-
78). Bu kesitlerin başka bir kullanımı, epileptik durumla iliş-
kili hipokampal devre değişikliklerinin ayrıntılarını araştır-
maktır. Birçok çalışmada elektrofizyoloji, fonksiyonel mor-
foloji veya moleküler biyolojiyi birleştiren multidisipliner bir 
yaklaşıma dayanmaktadır (79-88). Epilepsi modelinde veri-
lerin yorumlanması karşılaşılan en önemli zorluktur.  
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Şekil 8. 4AP ile indüklenmiş alan potansiyel kayıt örnekleri A) İnteriktal deşarj benzeri aktivite kayıt örneği, B) İktal 
deşarj benzeri aktivite kayıt örneği. (71) 

 
Çünkü TLE modelinde nöbetler genellikle birkaç limbik böl-
geyi içerir ve nöbetin başlangıcının ve yayılmasının tam ana-
tomik konumu bilinmemektedir. Ayrıca bu durum hastadan 
hastaya farklılık gösterebilir. Bu nedenle, TLE ile ilişkili anor-
mallikler için hipokampal kesitlerde bakılması gereken ana-
tomik noktalar belirsizdir. Çalışmalarda epilepsiye bağlı plas-
tisiteye odaklanmak ve bu değişikliklerin ayrıntılarını aydın-
latmak daha yararlıdır. Ayrıca kesit çalışmalarından elde edi-
len verilerdeki değişikliklerin potansiyel olarak “proepilep-
tik” olabileceği parametreleri tanımlamak yeni terapötik he-
defler sağlayabilir (79,88). 
 
3.2. Kesitlerin Biyokimyasal Analizler için Kullanımı: Hi-
poksi 
Akut beyin kesiti hazırlığı, tanımlanmış hücre mimarisi, me-
kanik stabilitesi ve oksijen  varyasyonlarına karşı bilinen du-
yarlılığı ile, oksijen yokluğunun nöronal fizyoloji üzerindeki 
etkisinin ayrıntılı olarak çalışılabileceği bir in vitro model sağ-
lamaktadır. (89-91). Bir beyin kesitindeki oksijen ortamını 
uzay-zamansal olarak kontrol edebilme avantajı, canlı beyin-
deki oksijen ve nöronal fonksiyon arasındaki ilişki hakkında 
bilgi verecektir. Izole edilmiş bir nöronal dokuyu hipoksik ha-
sara maruz bırakan çoğu çalışma, oksijen kaynağının araştır-
macı tarafından düzenlendiği perfüzyon çemberlerine daya-
nır (92-95).  Oksijen kaynağı ile aynı basınçta verilen %100 N2 
gazı ile gazlandırılan yBOS solüsyonunun kesiti perfüze et-
mesiyle hipoksik olaylar indüklenir (96). In vitro beyin kesit-
lerindeki çalışmalar, pürin ve pirimidin nükleotid seviyele-
rinde ve oksijen/glukoz tükenmesi sırasında ve sonrasında 
meydana gelen canlılık durumunda ciddi değişiklikler oldu-
ğunu göstermiştir (97, 98). Ayrıca hipoksi gibi iskeminin eşlik 
eden vasküler ve diğer sistemik yanıtlar nedeniyle beyini ye-
rinde nasıl etkilediğini araştırmak zordur. Bu nedenle ince in 
vitro beyin kesiti, hipoksinin işleyen sinir dokusunun fizyolo-

jisi üzerindeki etkisini incelemek için pratik bir yöntem sağ-
lar. Beyin kesitlerinde tanımlanabilir sinir katmanları içinde 
gerçekleştirme fırsatı, beynin yakınlarındaki mikro ortamla-
rının hipoksisine karşı reaktivitedeki farklılıkların karşılaştırıl-
masına izin verir. 
 
SONUÇ 
Akut beyin kesiti hazırlığı, nöronların ve nöronal dokunun çe-
şitli fizyolojik koşullara nasıl tepki verdiğinin ayrıntılarını in-
celemek için ideal bir modeldir. Ex-vivo beyin kesitleri yarım 
yüzyıldır hayvan beyninde elektrofizyolojik çalışmalar için 
kullanılmaktadır  (99). In vivo hazırlıktan hem daha hızlı, 
hemde daha ucuzdur. Beyin dokusunun vücuttan çıkarıl-
ması, kalp atışının ve solunumun mekanik etkilerini ortadan 
kaldırır. Bu da hücre içi kayıtların daha uzun alınmasına izin 
verir. Oksijen, karbondioksit seviyeleri veya hücre dışı sıvının 
pH’ı gibi kesitin fizyolojik koşulları ayarlanabilir ve korunabi-
lir. Kapalı in vivo sistemde mümkün olmayan kayıt elektro-
dunun istenilen bölgeye dikkatlice yerleştirilmesi için uygun-
dur. Bir beyin kesitinde izole edilmiş sinaptik devre, asıl bu-
lunduğu bölgedeki devrenin basit bir modelini temsil eder. 
Hücre kültürlerinde veya homojenleştirilmiş dokuda kaybo-
lan yapısal bağlantılar bu modelde korunur. Beyin kesitleri, 
beynin geri kalanının ilgilenilen sinir devresi üzerindeki etki-
lerinin ortadan kaldırılmış olmasıyla daha fazla deneysel 
kontrol sağlar. Agonistlerin ve antagonistlerin perfüzyonu 
yoluyla nörotransmitter aktivitesinin hassas manipülasyo-
nuna izin verir. Ancak beyin kesitlerinden elde dilen veriler 
yorumlanırken, izole edilmiş bir kesitin beyinde mevcut olan 
olağan giriş çıkış bağlantılarından yoksun olduğu unutulma-
malıdır. Ayrıca kesit alma işlemi sürecindeki komplikasyonlar 
göz önünde bulundurulmalı ve canlı doku hücrelerinin mik-
tarını maksimize etmek için kesim işlemi uygun koşullarda ve 
hızlı yapılmalıdır. Kesitin uzun süreli perfüzyon ortamında 
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dinlendirilmesine dikkat edilmelidir. Kayıt esnasında doku-
nun, sağlıklı bir hayvandan daha hızlı bozunup yaşlanacağı 
bilinip, deney kayıt süresi buna gore ayarlanmalıdır. 
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