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Sinirbilim Arastirmalarinda Taze Beyin Kesitleri:
Fizyolojik Yontemler, Avantajlari Ve Kullanim Alanlari
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Néronlarin ve néronal devrelerin temel 6zelliklerini anlamayi hedefleyen sinirbilim galigmalari, sinir sis-
temini farkli 6lgeklerde incelemek igin kullanilan farkli yaklasimlari icerecek sekilde zamanla genislemistir.
Kullanilan metodlarin gelistiriimesiyle beraber bu g¢alismalar hiz kazanmistir. Canliligin biittintyle devam
ettigi in vivo g¢alismalar ve in vitro hiicre kiiltlr ¢aligmalari sinirbilim ¢alismalarinda siklikla kullaniimak-
tadir. Ancak, in vivo galismalarin kisitlayiciligi ve in vitro kilttr hiicrelerinin sistemik yapidan uzak olusu
sinirsel fonksiyonlarin agiklanmasinda yetersiz kalmaktadir. Taze beyin kesitleri olarak bilinen yaklasim
klasik in vivo ve in vitro yaklagimlarin erisiminden uzakta kalan alanlarin deneysel ¢alismalari igin uygun
preparatlar olarak kabul edilmektedir. Hiicreler arasi baglantilarin korunuyor olmasi ve canhligin adaptif
ve plastik stireglerin incelenmesine imkan verecek kadar uzun olmasi beyin kesitlerinin sinir bilim ¢alisma-
larinda 6nemli yer tutmasina yol agmistir. Akut beyin kesit hazirligi, néronlarin ve néronal dokunun gesitli
fizyolojik kosullara nasil tepki verdiginin ayrintilarini incelemek igin ideal bir modeldir.

Beyin kesitleri calismalarinda kesitlerin hazirlanma siireci, tasarlanan deneysel galismaya gore farklilik
gostermektedir. Yuksek kalitede beyin kesitlerinin eldesi igin, beyin kesitlerinin elde edilis protokoli ve
canhhgin uzun siire devam edebilmesi igin yapay beyin omurilik sivisinin hazirlanmasi 6nemli stireglerdir.
Elektrofizyolojik kayitlarin elde edilmesi esnasinda; kesiti saglikli tutmak igin uygun ortamin hazirlanmasi
(pH, sicaklik, osmolarite), optik donanimin saglanmasi, mikroelektrotlari sabit bir sekilde konumlandirmak
icin mekanik araglarin temini ve elektronik sinyalleri ylikseltme ve kaydetme araglari biiyik 6neme sa-
hiptir. Bu derlemede, elektrofizyoloji ¢alismalarinda siklikla kullanilan diger yontemlerin yani sira taze
beyin kesitlerinin kullanimi, gerekli ekipmanlar, deneysel prosediirler ve teknigin sundugu avantajlar
aciklanmaktadir

Anahtar Kelimeler: Elektrobiyofizik, Ex-vivo kayit, 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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Oztiirk ve Abidin

1. Taze Beyin Kesitleri: Ex-vivo preperatlar

Sinirbilim calismalarinda, in vivo olarak da bilinen canlihigin
bitlintyle devam ettigi sartlarda yapilan ¢alismalar 6nemli
yer tutmaktadir. Ancak in vivo kosullar biyiik dl¢tide kisit-
layicidir. Uygulanan protokoliin ikincil etkileri her zaman
icin diisiiniilmesi gereken bir faktordiir. Ozellikle merkezi si-
nir sistemi icin disindldiginde, kan-beyin bariyeri siste-
mik uygulanan kimyasallarin/ajanlarin beyine gegisine izin
vermeyebilir. In vivo ¢alismalarin alternatifi ise kiltir hiic-
releriile yapilanin vitro ¢alismalardir. Kiltir ¢calismalarinda,
hiicreler bir doku ve sistemden uzakta ve ¢ogunlukla tek
olarak yasarlar. Bu yontemler sinirbilim c¢alismalarinda
onemli yer tutsalar da sinirsel fonksiyonlarin agiklanma-
sinda yetersiz kalmaktadirlar. Taze beyin kesitleri olarak bi-
linen yaklasim klasik in vivo ve in vitro yaklasimlarin erisi-
minden uzakta kalan alanlarin deneysel ¢alismalari igin uy-
gun preperatlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her ne kadar
beyinin bir biitliin olarak verecegi sistem cevaplarinin ta-
mami kesitlerde gorilemez ise de hiicreler arasi baglantila-
rin korunuyor olmasi ve canliigin adaptif ve plastik stiregle-
rin incelenmesine imkan verecek kadar uzun olmasi beyin
kesitlerinin sinir bilim calismalarinda 6nemli yer tutmasina
yol agmistir.

Taze beyin kesitleri ile yapilan ex-vivo g¢alismalar, néronal
dokunun organizmadan biitlinlyle gikariimasini ve deney-
sel slre¢ boyunca yapay ekstraselliiler sivida (artificial
extracellular solution) canl ve dinamik tutulmasini gerektir-
mektedir (1,2). Kullanilan yapay ekstraselliler sivi, hic-
redisi ortamda bulunan gesitli iyonlari ve besinleri icerir ve
enerji kaynaklarini saglar. Kesit canhhgi icin gerekli olan ok-
sijenlenme de bu sivinin oksijenlenmesi ile karsilanir (3).
Beyin kesitleri gogunlukla elektrofizyolojik kayitlarin elde
edildigi calismalarda kullanilirlar. Uzun siredir kullanilan bu
teknik (2), beynin farkli bélgelerinin ve beyindeki elektriksel
devrelerin fizyolojik, biyofiziksel ve farmakolojik olarak in-
celenmesini saglar. Merkezi sinir sistemi ve sinaptik feno-
menlerin arastirilmasinda populer bir yere sahiptir. Taze
beyin kesit analizleri, izole edilmis spesifik reseptor fonksi-
yonlarini ve farmakolojisini arastiran in vitro hiicre kultur
deneyleri ile in vivo davranigsal farmakoloji deneyleri ara-
sinda énemli bir garpraz fonksiyonel kopriiyl temsil etmek-
tedir. lyon kanallari, sinaptik baglantilarin arastiriimasi gibi
pek ¢cok konuda ¢igir agmis bir yontemdir. Taze beyin kesit-
lerinin kullanilma sebebi sundugu avantajlardan kaynaklan-
maktadir. Teknigin mekanik stabilitesi, uzun sureli kayitlara
izin vermektedir. pO2, pCOz, pH ve sicaklik kolayca kontrol
edilebilmekte ve istenilen sekilde ayarlanabilmektedir. Ke-
sitlerle calisirken kan-beyin bariyerinin bulunmamasi galisil-
mak istenilen herhangi bir molekilin ekstraselliler alana
ulasimini mimkan kilmaktadir. Ayrica hiicre kiltirleri ve
doku homojenatlarindan farkl olarak yapisal bitiinlik ko-
runur. Kesit yapisinin dogrudan gérsellestirilmesiyle birlikte
hem kayit hem de uyarici elektrotlarin istenilen bolgelere
yerlestiriimesine imkan vermektedir. Bu derlemede, elekt-
rofizyoloji calismalarinda siklkla kullanilan diger yontemle-
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rin yani sira taze beyin kesitlerinin kullanimi, gerekli ekip-
manlar, deneysel prosedirler ve teknigin sundugu avantaj-
lar aciklanmaktadir.

2. Taze Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Yapay beyin omurilik sivisinin (yBOS-artificial cerebral spi-
nal fluid (aCSF)) bilesenleri, in vitro beyin kesiti hazirliginda
hiicre disi ortamin kontroli igin temel unsurdur. Temel ola-
rak yBOS, fizyolojik ekstraselliiler sivinin benzeri bir sividir.
yBOS farkh ¢ahsmalar icin farkl formillerde hazirlanabilir
ancak yliksek sodyum (Na) ve klor (Cl) iyon konsantrasyon-
lari, daha az oranda potasyum (K) iyonu, néronal fonksiyon-
lar icin gerekli az miktarda kalsiyum (Ca) ve magnezyum
(Mg) iyonlari, pH dengelemek icin tampon ve besin olarak
da glikoz icermektedir. Hazirlanan yBOS’nin igerigi, néronal
aktivitenin temel (baseline) seviyelerini (membran dinle-
nim potansiyeli, aksiyon potansiyeli hizi, transport meka-
nizma, hiicre igi iyon bilesimi), metabolizmayi (enerji ile ilgili
parametreleri, oksijen ve glikoz tiiketimini) ve protein sen-
tezini etkileyecektir (4). Beyin kesitlerinin yerlesik kullani-
mina karsin, farkl kesit ¢calismalarinda yBOS bilesenlerin-
deki 6nemli farkliliklar hakkindaki sorular varhgini strdir-
mektedir. Kullanilan yBOS’larin iyonik bilesenleri karsilasti-
rildiginda en énemli farkliliklarin K* ve Ca*2 konsantrasyon-
larinda oldugu gorilmektedir. Bu iyonlar néronlar tzerinde
ciddi etkiler olusturur ve bu nedenle konsantrasyonlarin-
daki farkhliklar 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda K* seviyesin-
deki degisimlerin noéronlarin uyarilma popilasyonunda de-
gisime, ATPazlarin aktivitesi ve protein sentezi gibi metabo-
lik etkilere sebep oldugu rapor edilmistir (5-14). In vitro ¢a-
lismalarda kullanilan Ca*? ve Mg*? konsantrasyonlarindaki
degisimin, kesitlerin fizyolojik 6zelliklerini etkiledigini, aksi-
yon potansiyeli esigini degistirdigini gdsteren c¢alismalar
mevcuttur (15,16). Ayrica sinaptik iletim, Ca*? iyon konsant-
rasyonundaki kigik degisikliklere oldukg¢a duyarhdir (17-
19). Cogu fizyolojik tamponda serbest Ca*?’un bikarbonat
ve fosfat anyonlari ile kompleks olusturmasi nedeniyle top-
lam Ca*? konsantrasyonunun hesaplananin altinda olabile-
cegine de dikkat etmek gerekmektedir (20). iyonik manipii-
lasyonlar, kesitlerin aktivitelerini etkilemek i¢in kullanilabi-
lir. Bu nedenle hangi yBOS sivisinin kullanilmasi, yapilmasi
planlanan deneyde hangi biyolojik sorunun arastiriimakta
olduguna gore belirlenmelidir.

Beyinde glikoz, yiiksek plazma konsantrasyonu ve kan-be-
yin bariyerini asan bol miktarda glikoz tasiyicilari nedeniyle
6nemli bir enerji substratidir (21). Tipik bir yBOS formuilas-
yonunda kullanilan glikoz konsantrasyonu 10-11 mM olsa
da 25 mM’a kadar arttirilabilir (22). Ayrica artan glikoz kon-
santrasyonunun in vitro ¢alismalarda noroprotektif bir rol
oynadigl diisiinilmektedir (23,24). (Tablo 1).

Gergek beyin omurilik sivisinin pH araligi ve osmolaritesi si-
rasiyla 7,27-7,42 ve 289-315 mOs’dur. yBOS hazirlanirken
¢ogu arastirmaci tampon olarak bikarbonat kullanmasina
ragmen, Hepes ve tris kullanimi da rapor edilmistir (15,28).
pH’taki degisikliklerin bosluk baglanti (gap junction) gegir-
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genligini (29) ve membran potansiyelini (30) etkiledigi bilin-
mektedir. Bu nedenle yBOS’nin pH stabilitesinin saglanmasi
onemlidir. Ayrica beyin kesitleri oksijen seviyelerine ol-
dukga duyarlidir. Beyin kesitleri hazirlanirken kisa bir hipok-
sik donem gegirir. Cogu kesitlerin sonunda iyilestigi hipoksik

Beyin Kesitlerinde Elektrofizyolojik Olgiim

ataklarla ilgili gortsler bildirilmistir (31). Beyin kesitlerinin
oksijenlenmesi, yBOS icerisinde gerceklesir ve kesit ylize-
yinde olusan pO: yaklasik 675 mmHg olmalidir.

Tablo 1. Beyin kesitleri igin kullanilan gesitli yBOS bilesimleri (mM) (25,26,27)

Tir Kesit Na* K* Mg*?
Sigan Hipokamplis 150-152 3,5-6,2 1,3-2,4
Kobay Hipokampls 143-150 5,4-6,2 1,3-2
Fare Hipokampis 151,25 2,5 1,5

Ca*? [ol} HCO3 Glikoz H2PO4
1,5-2,5 132-136 24-26 4,0-10,0 1,2-1,4
2-2,5 127-133 26-26,2 10,0-11,0 0,92-1,25
2 134,5 25 25 1,25

Beyin kesitlerinin basari ile korundugu sicaklik, oda sicakligi
ile deneyde kullanilacak hayvanin viicut sicakligi arasinda
degismektedir. Ornegin calismada sican ve kobay gibi bir
kemirgen kullaniliyorsa bu sicaklik 38-39°C’ye kadar ¢ikabil-
mektedir. Ancak yapilan arastirmalarda beyin dokusunun
viicut sicakligindan daha diisuk sicakliklarda daha saglikli ve
uzun silre hayatta kaldigi bulunmustur. Bu sicaklik degeri
30-35°C araliginda degismektedir.

Hazirlanan yBOS soliisyonu kesit alma, inklibasyon ve kayit
alma asamalari icin degiskenlik gostermektedir. Diseksiyon
sirasinda metabolizmayi yavaslatmak ve Ca*? bagimli eksi-
totoksisiteyi en aza indirmek i¢in soguk (1-4°C) Ca*? icerme-
yen bir yBOS veya kesme sollisyonu (cut solution) olarak
isimlendirilen bir soliisyon kullaniimaktadir. Bir kesme so-
lisyonunun kimyasal bilesimi icin kullanilan 3 farkl solis-
yon vardir. Bunlardan ilki, NaCl’tin yari miktari yerine siikroz
eklenmesi veya NaCl konsantrasyonuna esmolar konsant-
rasyonda siikroz ile degistirilmesidir. Digeri, Ca*?> konsant-
rasyonunun azaltilmasi veya tamamen kaldiriimasi ve
MgS04 (veya MgClz) arttiriimasi ile elde edilen soliisyondur.
Son olarak, noral hiicreleri hipoksi ve iskemi hasarindan ko-
rumak icin NMDA reseptor antagonistlerinin veya diger re-
aktiflerin eklendigi bir kesme sollisyonu da mevcuttur. En
sik kullanilan kesme sollisyonunun kimyasal bilesimi Tablo
2’de verilmistir.

Tablo 2. Sukroz igerikli kesme sollisyonu kimyasal formiilas-
yonu (mM). (32)

Sukroz NaHCOs KCI NaH:PO; CaCl; MgSOs  Glikoz

230 26 3 1,25 0,5 10 10

Diisiik Ca*? iceren yBOS soliisyonunun igerisine CaCl, ekle-
nerek kesitlerin dinlendirilecegi “dinlenme sollsyonu” ha-
zirlanir. Dinlenme sollisyonu kayit sirasinda kullanilabile-
cegi gibi deney planlamasina gore bu solisyona ekleme/gi-
karma yapilarak “kayit soliisyonu” hazirlanmis olur.

Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Genel olarak kemirgenler (sican, fare, kobay) beyin kesit ¢a-
lismalarinda tercih edilen deney hayvanlaridir. Beyin disek-
siyonu, saghkli kesitler Gretmede en 6nemli faktor olabilir.
Arastirmalar geng hayvanlarin, yash hayvanlardan daha iyi
sonuglar verdigini gdstermektedir. Bunun nedeni ince kafa-

taslarinin daha kolay ¢ikarilmasi ve daha az travmatik bir di-
seksiyona izin vermesinden kaynakli olabilir. (33). Kesim 6n-
cesi hayvana anestezi uygulanabilir yada direkt hayvanin
basi kesilip diseksiyon yapilabilir. Dokunun ¢ikariimasi ve di-
limlenmesinde gosterilen hiz ve 6zenin, diseksiyon hizindan
daha 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica dokunun nasil
dilimlendiginin elektrofizyolojik ve histolojik kriterlere gore
degerlendirilmesinde kesitlerin kalitesinde blyik farkhhga
yol acgtigi gosterilmistir (34).

Beyin dilimlemede elle kesme veya chopper kullanimi uy-
gulandiysa da (2) glinimizde daha siklikla tercih edilen di-
ger metod ise, vibratom (veya mikrotom) kullanmaktir. Bu
yontemde beynin tamami yada ilgili bolimu cihaza ait tef-
lon bir platforma sabitlenir ve kesme sollisyonu igerisinde,
ayarlanabilir hizda istenilen kalinlikta beyin kesitleri alinir.
Bu metodla elde edilen kesitlerin kalitesi oldukca yiksektir
ancak beyin dokusu zarar gérmeden cihaz platformuna sa-
bitlemek tecriibe gerektirmektedir. Sekil 1'de gosterildigi
gibi farkl kesimde kesitler almak mumkiindar.

Tam bu dilimleme islemleri bas kesildikten sonra hizli bir se-
kilde yapilmahdir.

Sagital kesit

Horizontal kesit
Sekil 1. Fare beyni sematik gizimi izerinde farkh kesit alma
gosterimi.

Beyin kafatasindan gikarilmali, ve %95 oksijen %5 karbondi-
oksit olan gaz karisimi ile dengelenmis, soguk (1-5 °C) yBOS
icerisine alinmali, kisa siireli dinlenimin ardindan dilimleme
icin uygun hale getirilmelidir. Kullanilan yontemlerle 100-
500 um kalinhkta kesitler almak mimkiindir. Kesit kalinligi
belirlerken, kesitin gértintrligi, canhhg ve néronal devre-
lerin korunmasina dikkat edilmelidir. Elde edilen kesitler
deneysel olarak kullaniilmadan 6nce genellikle 30 dakika-2
saat arasi bir siire dinlendirilmelidir. Bu dinlenme siiresinde
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kesitler, travma durumundan cikarlar, kesilme islemi sira-
sinda kesitlerin ylizeyine yakin boélgelerde yaralanan hiicre-
ler olir, kesitlerin orta derinliklerinde yasayan hiicreler de
belirli bir denge durumuna gelirler. Kesitler, dinlenme ¢cem-
berlerinde yBOS iginde bulunurlar ve devamli olarak oksi-
jenlenirler (Sekil 2).

Sekil 2. Dinlenme ¢emberi icerisinde horizontal beyin kesiti
(hipokampis).

3.Taze Beyin Kesitlerinin Deneysel Kullanimi
3.1. Elektrofizyolojik Kayitlar

Kayit Cemberi (Odasi)

Kesitler elde edildikten sonra, oksijenli yBOS iceren bir kaba
alinir ve gerekli inklibasyon ve kayit islemleri icin pipetle ka-
yit cemberine aktarilir. Kesitlerin deney boyunca tutulacagi
bdylesi bir ortam uygun oksijenlenme, osmolarite ve sicak-
hg karsilamalidir. Bazi arastirmacilar statik havuz ¢emberi
(static-pool chamber) tasarimi kullanmasina ragmen (33),
en yaygin kullanilan tasarim White ve arkadaslari tarafin-
dan gelistirilen stperflizyon ¢ember tasarimidir (35). Bu
cemberler kesit boyunca yBOS'nin siiperflizyonuna izin ve-
rir. Stperflizyon odasi tasarimlarinda, kesitler ya gaz-sivi
araylzeyinde (interface chamber) bir ag lizerinde durur
veya tamamen sivi igerisine batirilir (submersion chamber).
Farkli gember tasarimlarinin her biri farkli avantajlar sunar.
Oslo kayit cemberi (Oslo chamber) olarak adlandirilan bir
arayliz cemberinde (36, 37) kesitler, yBOS'nin ylizey gerili-
mini azaltan ve yBOS'ni kesitlere esit olarak dagitan bir mer-
cek kagidi gemberinde durur. yBOS, kesitlerin altindan igeri
girer ve burada esmerkezli bir hendege bosaltmak icin ke-
sitlerin Uzerlerinden ve etrafindan akar. Sivi yiksekligi aspi-

Beyin Kesitlerinde Elektrofizyolojik Olgiim

rasyonla kontrol edilir, Her bir kesitin Ust ylizeyi yBOS’ni yal-
nizca kilcal akisla alir. Bu durum diflizyonu yavaslatir ve ke-
sitlerin Ust ylzeylerinin kurumasina yol agabilir. Haas ve ar-
kadaglari tarafindan Oslo tasariminda degisiklikler yapilip
yeni bir arayliz cemberi tanimlanmistir (38). Ancak kesit yi-
zeylerinin kurutulmasi tiim arayiiz cemberlerinin ortak so-
runudur.

Kesitleri tamamen sivi igerisine daldirma tasarimi kesit yu-
zeylerinin kuruma sorununu ortadan kaldirmistir ve farma-
kolojik ¢alismalar igin kullanigh hale getirmistir (Sekil 3). Bu
c¢ember sistemi kullanilan molekiil, iyon ve ilaglarin dokuya
difizyonunu optimize eder. Ancak bu sistemde suya dal-
dirma mercekli mikroskop kullanilmazsa elektrotlarin gor-
sellestirilmesi zor olabilir.

Sekil 3. Kesitlerin tamamen yBOS icerisine daldirildigi cem-
ber sistemi.

Superflzyon kayit gemberi, harici bir saklama kabina veya
taze yBOS'ni tutan bir siseye baglanir (3). yBOS harici kapta
oksijenlenerek, kayit gemberine sabit hizda aktarilr (daki-
kada birkag¢ mililitre). Kayit gemberinde bulunan bir baska
tip ¢emberde bulunan yBOS’ni atik kabina gotarar (1,3,
35). Bu sekilde kesit bulundugu ¢cemberde devaml taze
yBOS ile perfiize edilmis olur (Sekil 4). Beyin kesit ¢alisma-
larinda kullaniimig farkli stiperflizyon tasarimlari mevcuttur
(5, 39). Her iki tasarim da deneysel amaglara ve hedeflere
bagli olarak galigilabilirdir.
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yBOS €=
cikigi

Kayit cemberi

Atik kabi
Sekil 4. Stperfiizyon kayit gemberi.

Deneysel Diizenek

Beyin kesitlerinden elektrofizyolojik kayitlar elde ederken
genel amag, dokunun in vivo deneyimledigi ortami mim-
kiin oldugunca yakindan taklit eden bir ortam hazirlamak
ve bu ortamda dokunun hiicre disi alaninda bir elektrot ile
sinyal almaktir. Bu nedenle kesitin konulacagi, doku sicak-
ligin1 koruyan (isitici kaynak), oksijenlendiren ve perfiize
eden bir gember (odacik) gereklidir. Son zamanlarda ayni
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Taze yBOS

Doku

<€— YyBOS
girisi

anda birden ¢ok beyin kesitinden kayit yapabilme avanta-
jini saglayan, bdylece hayvan kullanimini azaltan ve veri
kalitesini ylikselten birkag ¢ok kesitli elektrofizyoloji sis-
temi tanimlanmistir (40-42).

Bir elektrofizyolojik kurulumun dért ana bileseni vardir
(Sekil 5).

A B
Mikroskop
\\\\ Doku
Amplifikator /
oo o 1 y805
cikisl girigi
Kayit gemberi

|| Bilgisayar Il

Sekil 5. Deneysel diizenegin A) sematik ve B) gergek gosterimi.
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Bunlar; kesiti saghkli tutmak igin uygun ortamin hazirlan-
masl, optik donanimin saglanmasi, mikroelektrotlari sabit
bir sekilde konumlandirmak icin mekanik araclarin temini
ve elektronik sinyalleri ylkseltme ve kaydetme araclaridir.
Ayrica ¢alisma ortaminin titresim ve elektrik izolasyonunun
yapilmasi gerekmektedir.

Kesiti daha yakindan gormek ve mikroelektrotlari istenilen
doku bélgesine yerlestirebilmek igin disik glicli bir mikros-
kop yeterli olmaktadir. Voltaj kenetleme sisteminde zo-
runlu olan sabit izole masa ortami bu calismalar igin zaruri
degildir. Ayrica mikromaniplatorler kayit esnasinda kayma
titreme yapmamak kosuluyla kaba mekanik tipte olabilirler.
Mikro elektrot amplifikatori ve bir bilgisayar elektriksel sin-
yallerin yakalanmasi igin bulunmasi gereken temel araglar-
dir. Kullanilan amplifikatoriin kazanci en az 1000 olan disiik
gurultdlu bir voltaj yukseltici olmasina dikkat edilmelidir
(43).

3.1.1 Kesitlerde Patch-Clamp Uygulamalarn

Patch clamp (yama kenetleme), bir membran pargasina uy-
gulanan voltojin membran pargasinda olusturdugu akimin
olcilmesiyle iletkenligi hakkinda bilgi veren bir elektrofizyo-
lojik kayit yontemidir. Kenetleme yontemi sadece voltaj igin
degil, akimin belirlenen bir degerde kenetlenmesi ile bir
membran pargasi boyunca olusan voltaji 6lgmek igin de uy-
gulanabilir. Bu teknik 1986’da Neher ve Sakmann tarafin-
dan tanitilmistir (44). Zamanla farkli konfigtirasyonlar kulla-
nilarak gelistirilen teknigin glinimiizde kullanilan 5 farkli
konfiglirasyonu bulunmaktadir. Bunlardan ilki olan “cell at-
tached patch” (hicre bagh yama) kayit alma elektrodunun
basing uygulanarak membranin kiiglk bir parcasina sikica
kenetlenmesini saglamaktadir. Yaklasik 1-2 um agikliga sa-
hip bir mikroelektrot kullanildiginda, elektrot ve hiicre
membrani arasinda kimyasal ve elektriksel olarak kararli bir
baglanti olusur. Gigaohm (GQ) seviyesinde olan yiksek
elektrik direnci nedeniyle “gigaseal” olarak adlandirilir. Bu
durum dislk arka plan guiraltisi ile pA araligindaki akimla-
rin kaydedilmesini saglamaktadir. Bu direncin olusturul-
masi, hedeflenen kayitta giiriltiiniin azaltilmasi, membran
voltajinin zaman ve genlik kontrolliniin saglanmasi icin ge-
reklidir. “Cell attached patch” genel olarak diger konfigi-
rasyonlarin temelini olusturmaktadir. Elektrod igerisinde
bulunan sivi ve sitoplazma arasindaki membran parcasi, si-
kica mihirlenmis pozisyondayken pipete uygulanan ters
basing (emme) ile membran btlinlGgi bozulur (45). Buna
tam hiicre konfiglirasyonu (whole cell) denilmektedir. Bu
pozisyonda pipet yavasga gekilir ve kesilmis yama elde edi-
lir. Bu konfiglirasyona dis-dis yama (outside out patch-OOP)
denilmektedir. Pipet “Cell attached patch” pozisyonunday-
ken, aniden cekilerek cikarildiginda ise elde edilen memb-
ran parcasl icten disa yama (inside out patch-IOP) olarak ad-
landirilir. Clinkd plazma zarinin igi artik yapay ekstrasellller
sivi ortamina maruz kalmaktadir. Cogu zaman hicre, hasarl
membrani yeniden muihrler ve bu islemler ayni hiicrede
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tekrar gerceklestirilebilir. Besinci konfiglirasyon, “cell attac-
hed patch” pozisyonunda hiicre membraninin kirilmadigi,
ancak hiicre igine erisim igin pipet solisyonu araciligiyla ya-
pay iyon kanallari eklenerek gegirgen hale getirildigi gegir-
genlestirilmis yama tam hiicre (permeabilized-patch WC)
konfiglirasyonudur (46). Sekil 6’da patch-clamp konfiglras-
yon diyagrami gosterilmektedir.

Hicresel elektrik sinyalleri Giretmenin temeli, hlicrenin 6zel
membran tastyicilari ve kanallari araciligiyla kimyasal/elekt-
riksel gradyanlar olusturarak bir kapasitor boyunca elektrik-
sel potansiyeller Gretme kabiliyetinde yatar. Hiicre zarlar
boyunca elektriksel potansiyelin bilyikligi birkag milivolt-
tan (sinaptik potansiyeller), 100 mV’un lzerine (aksiyon po-
tansiyelleri) kadar degisir. Elektrik akimlari, iyonlarin
mambran boyunca akmasina izin veren iyon kanallarinin
acilip kapanmasiyla uretilir ve birkag pikoamperden (tek bir
kanalin agilmasi), nanoamperlere kadar (binlerce kanalin eg
zamanli agilmasi) degisir. Patch clamp teknigi, membrani
elektriksel olarak izole eder ve arka plan glriltisini en aza
indirir. Bu nedenle kanal aktivitesini dogru bir sekilde karak-
terize etmek i¢in gl¢li bir yontemdir. Patch clamp kayitla-
rinda iki ana mod vardir: voltaj kenetleme ve akim kenet-
leme. Voltaj kenetleme modunda, membran voltaji ampli-
fikator tarafindan kayit pipeti araciligiyla kontrol edilir ve pi-
pet boyunca karsilik gelen akim olguliir. Akim kenetleme
modunda, amplifikator pipetten gegen akim miktarini kont-
rol eder ve buna karsilik gelen voltaj degisikligi 6l¢tlir. Vol-
taj kenetleme modunda akim, iletkenlik ile dogru orantili-
dir. Bu teknik ile membran dinlenim potansiyelini ve aksi-
yon potansiyelini 6lgmek mumkindir. Sekil 7’de patch-
clamp teknigiyle alinmis sinyal kayit 6rnegi gésterilmistir.
Patch clamp teknigi, pasif ve aktif membrani nicel olarak ta-
nimlama yetenegi acisindan onemli oldugu gibi ayni za-
manda elektrofizyolojik davranisinin altinda yatan mekaniz-
malarin daha derinlemesine anlasilmasina katkisi agisindan
da 6nemlidir. Membran iletkenligindeki degisiklikler (kanal-
dan gegen iyonlarin orani) dahil olmak tzere tek bir kanalin
aktivitesindeki degisiklikleri gercek zamanl olarak gozlem-
leme yetenegi saglayan bu yontem, belirli iyon kanallarinin
voltaj, iyon ve ligandlara karsi hassasiyetlerinin belirlenme-
sine izin verir. Bu teknik, ¢esitli iyon kanali tlrlerinin kesfe-
dilmesini ve bunlarin siniflandirilmasini saglamistir. iyon ka-
nallarinin elektriksel ve kinetik 6zellikleri agiklanmis ve bu
kanallarin fizyolojik modilasyonu ve ayrica hastalik durum-
larindaki degisimleri hakkinda fikir vermistir. iyon kanalla-
rindaki kusurlarla birgok hastalik iliskilendirilmistir (47). Ay-
rica iyon kanali modilatorlerinin mekanizmalarini anlamak
icin farkli konformasyonel durumlarda bir ilag ile belirli bir
iyon kanali arasindaki etkilesimi aydinlatmak igin kullanil-
mistir. Ornegin; epilepsi, diyabet, hipertansiyon ve agri da-
hil bircok hastaligi tedavi etmek igin kullanilan iyon kanali
moddlatorlerinin farmakolojik 6zelliklerini incelemek igin
yapilmis calismalar bulunmaktadir (48).
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Sekil 6. 5 farkli patch clamp konfigiirasyon diyagrami. Sekil, ekstrasellller siviya daldirilmis yandan gorilen canli bir
hiicreyi temsil etmektedir. A) Hiicreye bagl yama (cell attached patch) B) Tam hiicre yamasi (whole cell patch) C) i¢ dis
yama (inside out patch) D) Dis dis yama (outside out patch) E) Gegirgenlestirilmis yama (permeabilized patch).
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Sekil 7. Hiperpolarize ve depolarize edici akim enjeksiyonlarina yanit olarak elde edilen temsili elektrofizyolojik kayit
ornegi.
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Sistemde kullanilan kayit cihazlari, ¢ok yiiksek bir giris em-
pedansina (10*2-10*> mQ) ve mV araliginda diisiik giriiltiye
sahip, ylksek kazanglarda yeterli bant genisligine sahip FET
(Field effect transistor-Alan etkili transistor) islemsel ampli-
fikatorlerdir. Ayrica genel bir ex-vivo kayit dizenegine ek
olarak, uygulamanin hassasiyeti nedeniyle titresimsiz masa
kullanilmasi ve dis elektromanyetik alanlari uzaklastirmak
icin Faraday kafesi kullanimi zaruridir. Ayrica patch clamp
tekniginde kullanilan kayit elektrotlarinin icerisine ekstra-
sellliler kayit pipetlerinden farkh olarak 6zel bir sollisyon
hazirlanir.

3.1.2. Kesitlerden Ekstraselliiler Alan Potansiyel Kayitlari
Beyin tarafindan bilginin depolanmasi, birbirine bagh blylk
noron aglarinda meydana gelmektedir. lletisim kuran néron
kiimesindeki aktivitenin, agl olusturan noéronlar arasinda
degismis sinaptik baglanti glicleri olarak gosterilen hafizayi
olusturduguna inanilmaktadir (49). Hipokampdsiin limbik
korteksi de dahil olmak lizere korteks bolgelerinden alinan
beyin kesitleri, bu agdaki bireysel sinapslarda meydana ge-
len degisikliklerin altinda yatan hiicresel suregleri tanimla-
mada ve anlamada son derece yararl olmustur (50).

Beyin kesitleri, hafizanin altinda yatan degismis sinaptik
kuvvetlerin hucresel yonlerinin, uzun vadeli sinir uyarilari-
nin gliclindeki artisin (long term potentiation-LTP) ve sinap-
tik kazangta uzun vadeli bir azalma olan uzun vadeli depres-
yonun (long term depression-LTD) aydinlatiimasinda kulla-
nilan en dnemli metoddur. Sinaptik iletimde LTP’nin, néro-
nal aglarda anilarin kodlanmasinda énemli bir rol oynadigi
kabul edilmektedir (51,52). Bu fenomen ilk olarak bir in vivo
preparatta kesfedilmistir (53) ancak mekanizmanin ¢6zil-
mesindeki en dnemli gelismeler in vitro beyin kesitlerinden
elde edilmistir (54-60). LTP ve LTD’nin tipik bir beyin kesiti
calismasi, ilgili post sinaptik hiicrelere 6nciiliik eden uya-
ranlari etkinlestirmek icin stimilasyon elektrodu kullan-
may! gerektirir. Monosinaptik uyarici post sinaptik potansi-
yeller (EPSP), hiicreigi veya tam hticre kayit teknikleri kulla-
nilarak néronlardan veya alan kayit teknikleri kullanilarak
noéron popllasyonlarindan kaydedilebilir. LTP veya LTD’yi
olusturmak igin afferentlere tekrarlayan stimilasyon uygu-
lanir. LTD, dusuk frekansh bir stimilasyonla (2-7 Hz/
100’lerce uyarim) indiklenirken, LTP yiksek frekansh bir
stimilasyonla (50-400 Hz/saniye) indiklenir. Yapilan beyin
kesiti calismalari, 6n beyin sinapslarinin iki farkli LTP formu
sergilediginin gosterilmesini saglamistir (61). Beyin kesit
metodu, bireysel sinapslarda meydana gelen sinaptik degi-
sikliklerin dogasini ve mekanizmalarini anlamada yuksek 6l-
¢ude fayda saglamistir. Sinaptik kazang degisikliklerine N-
Methyl-D-aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropiyonik asit (AMPA) ve metabotropik glutamat
reseptorlerinin katkilari hakkinda mevcut bilgilerin nere-
deyse tamami beyin kesit calismalarindan saglanmistir. Bir
beyin kesitinde spesifik bir yolagi uyarmak ve néronal agin
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korundugu beyin bélgelerinde belirli postsinaptik hiicreleri
diger sinaptik girdilerin kontaminasyonu olmadan kaydede-
bilmek miimkindur. Clinki bu metod, sinaptik bir yapiyi ka-
rigtirici ag etkilerinden izole eder ve kontrolli cevresel ko-
sullarda incelemeye olanak saglar. Bu konulardaki mevcut
bilgimiz cogunlukla hipokampal kesitlerdeki ¢alismalardan
kaynaklanmaktadir.

Beyin kesitlerinin yaygin olarak kullanildigi bir diger aras-
tirma alani ise epileptik olmayan beyin dokusu kesitlerinde
nébet benzeri olaylar gelistirmektir. Hiicre disi Ca*2 ve Mg*?
icermeyen ¢ozeltiler (4,16, 62), artmis hiicre disi K* (63) epi-
leptiform aktivite olusumuna yol agan sinir agi uyarilabilirli-
ginde onemli bir artisa neden olur. Ayrica Pentilentetrazol
(PTZ), NMDA, tetanik kontraksiyon toksinleri veya Gama-
aminobtirik asit (GABA) resept6r antagonistleri (penisilin,
pikrotoksin, bikukulin) gibi bilesiklerin kesit perflizyonuna
eklenmesi ile nébet benzeri olaylar gelistiriimektedir (64).
Bu deneysel modeller akut nébet olusum modellerini (ikto-
genez) temsil etmektedir. In vitro beyin kesitlerinde epilep-
tiform aktiviteyi indikleyen K* kanal blokort 4AP (4-amino-
piridin) de kullanilmaktadir (65-70). Bu modelde, ilagla uzun
sureli perfiize olan kesitte nobet benzeri iktal desarjlar, tah-
min edilemeyen zaman ve alanlarda kendiliginden ortaya
cikmaktadir (68) (Sekil 8).

Kesitlerin, ayrintili hiicresel ve sinaptik fenomenleri arastir-
mak i¢in sahip olduklari teknik avantajlar, temporal lob epi-
lepsisi (TLE) ve epileptogenez modellerinin incelenmesinde
ozellikle 6nemli olmustur. Genel olarak epileptojenik bir
olay veya uyarani izleyen iki donem arastiriimistir: kendili-
ginden tekrarlayan nébetler gosterdigi kronik epilepsi fazi
(epilepsi) ve ilk travma ile ilk spontan nébet arasindaki si-
rec (epileptogenez) olan latent donem. Kronik hayvan mo-
dellerinden hipokampal kesitleri incelemenin en énemli
avantaji, bu hayvanlarin epileptik olmalaridir. Hayvanda
olusturulan epileptik durumla iliskili veya nedensel olarak
iktogenez ile iliskili olabilecek parametreleri analiz etmek
bu modelde miamkiindir. Ancak, epileptik hayvanlardan
alinan kesitlerde fizyolojik kosullar altinda interiktal benzeri
veya iktal benzeri desarjlarin meydana geldigi bildirilme-
mistir (72). Bunun yanisira, kronik modeller kesitlerin epi-
leptik egilimini ortaya ¢ikarmak icin kullanilabilir. Kontrol ve
epileptik kesitler arasinda interiktal benzeri veya iktal ben-
zeri aktivitenin modelini ve 6zelliklerini karsilastirmak, epi-
leptogenez sirasinda veya epilepsinin kronik asamasinda
meydana gelen fonksiyonel yapilanmalar (uyarici aksonla-
rin filizlenmesi) hakkinda 6nemli bilgiler ortaya gikabilir (73-
78). Bu kesitlerin baska bir kullanimi, epileptik durumla ilis-
kili hipokampal devre degisikliklerinin ayrintilarini arastir-
maktir. Bircok calismada elektrofizyoloji, fonksiyonel mor-
foloji veya molekdiler biyolojiyi birlestiren multidisipliner bir
yaklasima dayanmaktadir (79-88). Epilepsi modelinde veri-
lerin yorumlanmasi karsilasilan en 6nemli zorluktur.
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Sekil 8. 4AP ile indiiklenmis alan potansiyel kayit érnekleri A) interiktal desarj benzeri aktivite kayit 6rnegi, B) iktal

desarj benzeri aktivite kayit 6rnegi. (71)

Cunkl TLE modelinde nobetler genellikle birkag limbik bol-
geyi icerir ve ndbetin baslangicinin ve yayilmasinin tam ana-
tomik konumu bilinmemektedir. Ayrica bu durum hastadan
hastaya farklilik gosterebilir. Bu nedenle, TLE ile iliskili anor-
mallikler icin hipokampal kesitlerde bakilmasi gereken ana-
tomik noktalar belirsizdir. Calismalarda epilepsiye bagh plas-
tisiteye odaklanmak ve bu degisikliklerin ayrintilarini aydin-
latmak daha yararhdir. Ayrica kesit calismalarindan elde edi-
len verilerdeki degisikliklerin potansiyel olarak “proepilep-
tik” olabilecegi parametreleri tanimlamak yeni terapotik he-
defler saglayabilir (79,88).

3.2. Kesitlerin Biyokimyasal Analizler igin Kullanimi: Hi-
poksi

Akut beyin kesiti hazirligi, tanimlanmig hiicre mimarisi, me-
kanik stabilitesi ve oksijen varyasyonlarina karsi bilinen du-
yarliligi ile, oksijen yoklugunun néronal fizyoloji Gzerindeki
etkisinin ayrintili olarak calisilabilecegi bir in vitro model sag-
lamaktadir. (89-91). Bir beyin kesitindeki oksijen ortamini
uzay-zamansal olarak kontrol edebilme avantaji, canli beyin-
deki oksijen ve néronal fonksiyon arasindaki iliski hakkinda
bilgi verecektir. 1zole edilmis bir néronal dokuyu hipoksik ha-
sara maruz birakan ¢ogu calisma, oksijen kaynaginin arastir-
maci tarafindan diizenlendigi perfiizyon cemberlerine daya-
nir (92-95). Oksijen kaynagiile ayni basingta verilen %100 N2
gazi ile gazlandirilan yBOS soliisyonunun kesiti perfiize et-
mesiyle hipoksik olaylar indiiklenir (96). In vitro beyin kesit-
lerindeki ¢alismalar, plrin ve pirimidin nikleotid seviyele-
rinde ve oksijen/glukoz tilkenmesi sirasinda ve sonrasinda
meydana gelen canlilik durumunda ciddi degisiklikler oldu-
gunu gostermistir (97, 98). Ayrica hipoksi gibi iskeminin eslik
eden vaskiiler ve diger sistemik yanitlar nedeniyle beyini ye-
rinde nasil etkiledigini arastirmak zordur. Bu nedenle ince in
vitro beyin kesiti, hipoksinin isleyen sinir dokusunun fizyolo-

jisi Gzerindeki etkisini incelemek icin pratik bir yontem sag-
lar. Beyin kesitlerinde tanimlanabilir sinir katmanlari iginde
gerceklestirme firsati, beynin yakinlarindaki mikro ortamla-
rinin hipoksisine karsi reaktivitedeki farkhliklarin karsilastiril-
masina izin verir.

SONUC

Akut beyin kesiti hazirligl, néronlarin ve néronal dokunun ge-
sitli fizyolojik kosullara nasil tepki verdiginin ayrintilarini in-
celemek icin ideal bir modeldir. Ex-vivo beyin kesitleri yarim
ylzyildir hayvan beyninde elektrofizyolojik g¢alismalar igin
kullaniimaktadir (99). In vivo hazirliktan hem daha hizli,
hemde daha ucuzdur. Beyin dokusunun vicuttan gikaril-
masi, kalp atiginin ve solunumun mekanik etkilerini ortadan
kaldirir. Bu da hucre igi kayitlarin daha uzun alinmasina izin
verir. Oksijen, karbondioksit seviyeleri veya hiicre digi sivinin
pH’1 gibi kesitin fizyolojik kosullari ayarlanabilir ve korunabi-
lir. Kapali in vivo sistemde mimkiin olmayan kayit elektro-
dunun istenilen bolgeye dikkatlice yerlestirilmesi igin uygun-
dur. Bir beyin kesitinde izole edilmis sinaptik devre, asil bu-
lundugu bolgedeki devrenin basit bir modelini temsil eder.
Hicre kultiirlerinde veya homojenlestirilmis dokuda kaybo-
lan yapisal baglantilar bu modelde korunur. Beyin kesitleri,
beynin geri kalaninin ilgilenilen sinir devresi Gizerindeki etki-
lerinin ortadan kaldirilmis olmasiyla daha fazla deneysel
kontrol saglar. Agonistlerin ve antagonistlerin perflizyonu
yoluyla noérotransmitter aktivitesinin hassas manipiilasyo-
nuna izin verir. Ancak beyin kesitlerinden elde dilen veriler
yorumlanirken, izole edilmis bir kesitin beyinde mevcut olan
olagan giris cikis baglantilarindan yoksun oldugu unutulma-
malidir. Ayrica kesit alma islemi stirecindeki komplikasyonlar
gbz 6nlinde bulundurulmali ve canl doku hiicrelerinin mik-
tarini maksimize etmek icin kesim islemi uygun kosullarda ve
hizli yapilmaldir. Kesitin uzun sdreli perflizyon ortaminda
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dinlendirilmesine dikkat edilmelidir. Kayit esnasinda doku-
nun, saghkl bir hayvandan daha hizli bozunup yaslanacagi
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