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Ozet

Bu calismada; Periferik Sinir Sistemi (PSS) kilturlerinde kullaniimakta olan kollajenle kaplama metodunun Merkezi Sinir Sistemi
(MSS) dilimleme doku kulturlerinde Kullanilabilirligi ve buna etki eden diger metodolojik faktérlerin etkinliginin arastiriimasi
amaclandi. Gen¢ Swiss albino tipi farelerden frontal girisimle ¢ikarilan beyinler derhal yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) icine alindi
ve agaroz jel icinde bloklanip; vibrasyonlu mikrotomda 200 pm kalinliginda alinan horizontal canli dilimleme kesitler medyum
icine alindi. Doku Kesitleri 2 grupta incelendi. Grup 1 (kontrol): alinan taze Kkesitler dogrudan incelenirken, Grup 2: alinan kesitler
Kollajenle (Tip I) kaplanarak 3 gliin boyunca %5 COz'li ettivde inkiibe edildi. Kesitler, viabilite icin calcein ve nonviabilite icin propidium
iodide ile boyanarak, konfokal lazer taramali mikroskopta incelenerek gorunttleri alinip degerlendirildi. Normal agarlarin erime
derecelerinin yiksek olusu canliligi etkilediginden; dugsik derecelerde eriyebilen agar ile bloklamanin, ayrica yuksek frekans-
disuk hiza ayarlanmis vibrotomda kesitlerin alinmasinin daha uygun oldugu géruldid. 3 gunlik Kkultir sonrasi incelemelerde
viabilite/ nonviabilite oranlarinin kontrol preparatlari ile karsilastirildiginda olumlu diizeylerde oldugu belirlendi. MSS dilimleme
kulturlerinde kollajenle kaplama metodunun mevcut metotlara etkin, ¢alisir ve daha kolay bir alternatif olarak uygulanabilecegdi
histolojik ve fizyolojik olarak gésterildi.

Anahtar sézcikler: Ffare, Merkezi sinir sistemni, Kiltir, Dilimleme kesit, Konfokal mikroskop

A New Method in CNS (Central Nervous System) /n Vitro Cultures in the
Mouse: Study of Effectiveness

Summary

In this study; to evaluate the effectiveness of collagen coating method, using in the peripheral nervous system cultures,
and its involving factors caused from manipulations in central nervous system (CNS) cultures was aimed. Via frontal approach,
brains, transected from young Swiss albino mice, were taken into artificial cerebro-spinal fluid immediately and made blocks in
agarose gel. With a vibration microtome, 200 um thickness horizontally live slices were taken in to the dishes filled with culture
medium. Tissue sections were analyzed as two groups. In the group 1 (control): fresh slices were evaluated directly. In the group
2: sections were covered with collagen gel (Type I) and left in the incubator (5% COz) for 3 days. These sections were dyed with
calcein and propidium iodide for viability and non-viability and then observed with confocal laser scanning microscope. Images
were captured digitally and examined. Since negative effects of high melting temperature of standard agar on the livability, using
low melting agar to tissue blocking and high frequency - low speed vibrotome setting to cut were more preferably. In the 3 days
cultures, viability/nonviability rates were indicated better values. It is concluded that, in the CNS slicing cultures, collagen coating
method was an easier, effective, useful and alternative method to present techniques.
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Fare In Vitro Merkezi Sinir ...

GIRIS

Morfolojik, fizyolojik, farmakolojik beyin arastirma-
larinda in vitro olarak beyinin farkh bolgelerinden ali-
nan dilimleme kesitleri kullanilagelmektedir. Sinir doku-
sunun in vivo ortamdaki orijinal hiicresel mimarisini
temsil ettiklerinden dolayi, bu kesitlerle yapilan calisma-
larda da gercege yakin veriler elde edilebilmektedir. Ay-
rica islemin kolayligi modelin kullanilabilirligini artir-
maktadir 3. Bununla birlikte bu kesitlerin in vitro or-
tamdaki kisa streli d6mirleri, uzun sireli ¢alismalar igin
alternatif metotlari gerektirmistir 45,

Bunun icin diger memeli eksplant kiltirlerinden yola
¢ikarak beyin dilimleme kesitleri i¢in de organotipik kiil-
tlir metotlari uygulanmistir. Noéron, glia ve diger memb-
ran yapilarinin normal yapi ve 6zellikle hiicre hiicre bag-
lantilarinin korundugu cesitli beyin bolgelerine ait ke-
sitlerle yapilan bu kiltirler sayesinde, cesitli sinirsel
mekanizmalarin analizi glinler hatta haftalar boyunca
yapilabilmektedir **¢. Ancak; beyin dilimleme sireci
glutamat eksitotoksititesi ve iskeminin bir sonucu ola-
rak, doku hasarina neden oldugundan isleme bagh bu
trden bir hasari minimize etmek igin 6zellikle diseksi-
yon ve dilimleme metodolojisini de optimize etmek ge-
rekmektedir. Uzun streli kilttrlerde, kiltir boyunca
canlihgl en Ust diizeyde tutabilmek, dolayisi ile daha basa-
rili sonuglar elde etmek igin de kultlr gereg ve yontemle-
rinde farkh yaklasimlar da denenmektedir. Operasyon
suresi yani sira dilimleme ve kiltir strecindeki birgok
degisik faktor bu basariyi dogrudan etkilemektedir.

Dilimleme icin siklikla kullanilan ve kalin dilimler ala-
bilen doku dilimleyiciler (tissue chopper), daha ince di-
limler alinmasina da olanak veren vibrasyonlu (titresimli)
mikrotom (vibrotom)’lar 78 yani sira yiksek basingli su jeti
de kullanilmistir °.

Dogrudan kesitler alinabildigi gibi, agar ve agaroz gibi
uygun bir bloklama materyali de kullanilabilmektedir.
Kesit alma sirasinda dokularin icinde bulunacagl ve
daha sonra kiltir isleminin gerceklestirilecegi vasatlarin
modifikasyonlari da mimkindr.

Kaltar islemi icin tarif edilen en yaygin metotlardan
ikisi: plazma pihtisi ile kaplama kiltir modeli ve yari
gecirgen membran (izerine yapilan kiiltiirdir 2. Ugiinci
metotta ise; dogrudan bir lamel veya kiltir kabina al-
nan dilim kesitlerin Gzeri kollajen veya matrijelle kaplan-
makta ve lzerine vasat konulmaktadir. Bu islem sayesin-
de doku, U¢ boyutlu varhgini doku hacminde énemli bir
azalma olmaksizin sirdiirebilmektedir. Kaplama maddesi
hiicrelerarasi madde gibi gorev yaparak alttaki dokunun
beslenmesi yani sira fiziksel bir destek de saglamaktadir 13,

Tum bu islemlerin kultrin basarisini ne derecede

etkiledigi de rutin histokimyasal, imminhistokimyasal,
insitu ve elektronmikroskopik metotlarla arastiriimistir. Bu
amag icin en ¢ok irdelenen histo-patolojik parametreler:
canlilik-6lalik ve apopitozis testleridir 4.

Beyin ve c¢evre dokulari dilimleme kesiti kultlrlerin-
de bir modifikasyon olarak daha dnce periferik sinir sis-
temi arka kok gangliyonu kdiltir modelinde kullanilan kol-
lajenle kaplama metodu ile beraber B27 katkili nérobazal
besi yerinin kullanilmasinin etkilerinin canhlik/6lilUk test-
leri kullanilarak konfokal mikroskobik olarak ortaya kon-
masi ile bu metodun etkinliginin arastiriimasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

6-8 gunlik genc Swiss albino fareler (~20-30 g) kul-
lanildi. Fareler normal oda Isi ve nem kosullarinda, plastik
kafeslerde tutuldu, sehir sebeke suyu ve standart pellet
sanayi yemi (Van Yem Sanayi) ile beslendiler. Calismalar,
Yuziinct il Universitesi Tip Fakiiltesi Neuroscience Aras-
tirma Birimi Deney Hayvanlari Unitesi’nde kurumsal yerel
etik kurulu kurallari dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Ketamin HCI (100 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda fareler
frontonasal girisimle skalp ve kraniumlari hizla acilip be-
yin hemisferleri baglarindan kurtarilarak nazik fakat
hizli bir sekilde kalvaryumlarindan ayrildi ve hemen
icerisinde soguk (0-3°C) vasat (B27 supplement-katkili
neurobasal A) bulunan Petri kaplarina alindi. Gerektigi
takdirde; yikama amaci ile vasat yenilendi. Beyinin orta
hattan sag ve sol hemisferleri ayrildi.

Dilimleme kdlturinin kesit alma basamaklari igin
Gahwiler’ce tarif edilen metotlar esas alindi 2, Bloklama
icin: steril bir enjektérden hazirlanmis bir kalip igine be-
yin hemisferi uygun pozisyonda yerlestirildi ve Uzerine
etlvde 37°C’de bekletilen dusik erime isili agar (Sigma
A9045) soliisyonu eklendi. Derin dondurucuya alinarak
agarin hizla jellesmesi dolayisi ile bloklama saglandi.
Bloklarin sertligi kontrol edilerek kalptan gikarildi ve
cyanoacrylate tabanh hizli bir yapistirici ile kesit plat-
formuna yerlestirildi.

Vibrotomun (Laica, VT) kesit havuzu sogutulmus yapay
Beyin Omurilik Sivisi (yBOS)’la (1-3°C) doldurulup; yiksek
frekans ve diistik hizda 200 um’lik koronal kesitler cihazin
havuzundan steril cok ince bir firca veya kiiclk bir spatula
yardimi ile dnce icinde medyum bulunan bir Petri kabina
alindi. Preparatlar 2 grup halinde toplanildi.

1. Kontrol Grubu: Taze kesitler herhangi bir islem veya
kiiltire tabi tutulmadan vasat iginde serbest ylzer halde
boyanarak mikroskobik olarak incelendi ve goriintilendi.

2. Deney Grubu: Preparatlar dnceden Poly-L-Lysine
(Sigma P8920) kaplanmis lameller Gzerine alinip tzerleri



Nikosia ve Ottinetti’'ye gore ** her biri 20-30 uL kollajen
(Type |, from rat tail-Sigma C7661) sollsyonu ile kap-
landi ve kultur kaplarina aktarilip tizeri B27 katkili (Gibco
17504) Neurobasal A (Gibco, 10888-022) vasati ile dol-
durularak derhal %95 nemli %5C0O2’'li 37°C’lik etilive
(Sanyo IR) alinip 72 saat boyunca kultlre edildi (Sekil 1).
Daha sonra boyanarak incelendi.

Canlilik/élulik degerlendirmesi igin: 10 pL (1uM)
Calcein AM (Sigma-BioChemika 04558) preparatlari kap-
layan vasata eklenerek 15 dak. beklendi ve mikroskobik
incelemeye alindi. Canli hicreler sari-yesil fluoresan
yayarlar. Daha uzun sureler canli hiicrelerde toksik etki
yaparak canliligi olumsuz etkilediginden bu silireye aza-
mi dikkat gosterildi. Propidium lodide (P1), 1/10000 kon-
santrasyonda 10 pl olarak eklenerek Pl (Sigma P4170),
Calcein’le beraber ayni anda kullanildi.

Mikroskopta inceleme esnasinda canlligi devam
ettirmek icin 6zel bir dizenek tasarlandi. Lam ebatla-
rina uygun olarak 5 mm kalinhginda bir pleksiglasin
ortasinda yaklasik 6X8 mm olgilerinde prizmatik bir
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kuyucuk acildi. Bunun alt ylzi genis bir lamelle kapa-
tildi ve silikonla sabitlendi. Tim gorintileme islemi en
fazla 30 dak. sirdiglinden steril degil, fakat temiz calis-
maya Ozen gosterildi. Kuyucuk inkiibatorde 1s1 ve gaz
dengesi icin bekletilmis vasatla dikkatlice tasmaya-
cak sekilde dolduruldu. Daha sonra, incelenecek pre-
paratin yerlestirildigi lamel 180° cevrilerek bu kuyucu-
gun Uzerine doku kesiti vasatla temas edecek sekilde
yerlestirildi ve iki kenarindan platforma bantla sabit-
lendi (Sekil 2).

Mikroskobik inceleme konfokal lazer taramali mik-
roskop (KLTM - Zeiss LSM 510 Meta sistemi)’da gergek-
lestirildi. Calcein AM igin (yesil fluoresan) 488 nm, Pl igin
ise (kirmizi) 543 nm dalga boyundaki filtreler kullanildi.
Cesitli merkezi sinir sistemi bolgelerinin ayrintili goriin-
tuleri alindi. Yaklasik 1 um kalinliginda alinan Z duzle-
minde optikkesitgoriintileri.zviveya.lsmuzantilidosyalar
halinde dijital olarak kaydedildi. Zeiss Axiovision 3.1.
veya Image J (By, Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA) programi ile degerlendirildi.

vasat

Kollajen  jel sekil 1. Kiltir icin; kollajenle kap-
lanmis  kesitlerin yer aldigi lamel
vasatla doldurulmus bir Petri kabina
yerlestirilmesi

lam
Fig 1. For culture; placing a collagen
coated slice preparation to a Petri dish

kesit filled media

Sekil 2. Ozel tasarlanmis gériintiileme
platformu

180°

Fig 2. Special designed imaging
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BULGULAR

Pilot galismalarda kesit alma isleminde vibrotomun
frekans ve hizinin bu islemin basarisini cok etkiledigi
gorilmus olup; en iyi sonuglar, yiiksek frekans ve dislik
hizlarda elde edildi. Alinan kesitlerin konuldugu yBOS
‘nin de daha sonraki kollajenle kaplama isleminde jel-
lesmeyi olumsuz etkiledigi goriildi. Bu nedenle her ne
kadar kesitler ilk ¢calismalarda yBOS iginde alinsa da, da-
ha sonra Norobasal medyum kullaniimasi ile bu sorun
giderildi.

in vivo ortama benzer ekstraseliiler bir ortam olus-
turulmak icin invert mikroskopta canl inceleme igin
tarafimizca tasarlanan kompartimanda kesitler med-
yumla ters ¢evrilmis olarak temas etmekteydi. Bu kuyu-
cugun sahip oldugu vasat ve gaz iceriginin inceleme si-
reci kisa bir streyi kapsadigindan yeterli oldugu goruldu.

Bu ¢alismada fluoresan isaretleme metotlari yani sira
lazer taramali konfokal mikroskop kullaniimistir. Kesit
diliminin kahinhgi arttikga konvansiyonel mikroskobik tek-
niklerde gorintinin ayirt edici detayll analizi zorlagir-
ken; konfokal mikroskopide kesit kalinhiginin bir olumsuz
yoni yoktur. Bu sayede 200 mikrometrelik kesitlerden Z
dizleminde belli ylksekliklerden 1 mikrometrelik optik
kesit goruntilerini alindi ve dolayisi ile daha detayl kesit
goriintuleri alinabildi.

Kesit canhlihgl fluoresan Calcein AM ve propidium
iodide (PI) kullanilarak canh-6ll karsilastirmali olarak de-
gerlendirildi. Canhlk - 6lilik degerlendirilmeleri de nite-
liksel planda degerlendirilmistir.

Kesititakiben (taze preparatlarda)yapilanboyamalarda
hicrelerin blylk kisminin canh oldugu goéruldi. Canlihk
kesitin periferik bolgelerinde daha belirgindi. Ayrica
optik kesitlerde kesitin dis bolgelerinde de boyanmanin
daha yogun oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3/A). Yer yer PI
ile boyanmis hiicrelerin gogunda Calcein-AM’le de pozitif
bir ¢ift boyanma gozlendi. Pl ile boyanmis ve 6ll olarak
kabul edilen bu hiicreler de Calcein-AM ile boyanan
hicrelerin yogun oldugu bdlgelere denk dismekteydi.
Bu hicreler, 6li degil fakat 6lmekte olan hiicreler ola-
rak kabul edildi (Sekil 3/B). Genel olarak histolojik yapi
bltlnlugl ve hiicresel membran bitunligu korunmustu.
Pl ile boyanmis hiicreler bireysel bir karakter goster-
mekteydi.

Uc giinltik kiltir islemi sonunda da taze preparat-
larda oldugu gibi canliigin 6zellikle periferik bolgelerde
daha bariz oldugu; merkezi bolgelerde ise daha zayif bir
Calcein-AM boyanmasinin oldugu gozlendi (Sekil 3/C).
Bliylk objektif blylutmelerinde de Pl ile boyanan hiicre
oraninin da daha fazla oldugu belirlendi. Yine de Pl ile

boyanan bu hicrelerin bir kisminin sitoplazmalarinda
da Calcein-AM ile boyanmis partikillerin varligi dikkati
cekmekteydi (Sekil 3/D).

Genel olarak MSS dokularinin katmanlarina ait his-
tolojik mimari ve damarsal yapilarda da buttnlik korun-
makla birlikte; hiicresel olarak membran butlnligu kis-
men bozulmustu. Pl ile boyanmanin yer yer grupsal bir
karakter gosterdigi izlendi (Sekil 3/E,F).

TARTISMA ve SONUC

Bu tir model ve etkinlik arastirmalarinda ana amag-
lardan birisi: en uygun ve verimli metodu bulmak, di-
geri: islemler esnasinda olusan zararh etkileri en aza in-
dirgemektir.

Dilimleme klturleri ile farkli beyin bolgelerinden elde
edilen ko-kultlrler, ilag veya toksik maddelerin uygu-
lamalari, noral plastisite ve noral baglantilarin gelisim-
leri, fibril gelisimi ve sinaptik transmisyon analizinde
yeteri kadar uzun bir sire igin preparatlarin canliligini
saglayarak anlik ve videomikroskopik izlenmesini saglar 4.

Tek tabakal dilimler noropil gorintilemesi dahil
deneysel uygulamalarin bir ¢ogu icin hicrelerin canl
populasyonlarini saglayabilen bir ortam olusturur. Ayrica
elektro-fizyolojik uygulamalarda elektrotlarin daha rahat
yerlestirilmesi, farmakolojik ve toksikolojik calismalarda
ise ilag kalibrasyonunun daha rahat yapilmasi ve yikama
islemlerinin daha kolay ve etkin yapilabilmesi gibi
avantajlari da vardir .

Hangi kiltir sisteminin secilecegi deney ihtiyacina
gore ayarlanmalidir. Kisa sireli bir ¢calisma planlaniyorsa,
U¢ boyutlu (3D) ve morfolojiye donik calisilacaksa,
elektro-fizyolojik o6zellikle de c¢oklu kayit yapilacaksa
veya biyokimyasal galismalar i¢in blylik miktarda doku
gerekiyorsa kaplama metodu daha uygundur 2.

Bu calismada da, diger tekniklerin dezavantajlari goz
Online alinarak; daha once fare arka kok gangliyonu
(periferik sinir) in-vitro kulturlerinde kullanilan kolla-
jenle kaplama modelinin bu kiltiire bir uyarlamasi kul-
lanildi. Bu modelin bir dezavantaji olarak oksijenizasyon
sinirli oldugundan: ya foétal bir dokudan alinmal veya
sure kisa tutulmali veyahut da dilimlerin kalinhigi daha
ince (100-150 mikrometre) olmalidir 2. Bu ¢alismada lite-
ratUrdeki sinirlar igerisinde 200 pum’lik bir kesit kalinhgi
ve konfokal mikroskobik inceleme teknigi kullanilmistir.
Bu calismada farkli kesit kalinliklari denenmediginden
karsilastirmali bir veri olmamakla birlikte; bu diizeydeki
bir kesit kalinliginin hem histolojik yapiyl uygun diizeyde
yansitmasi, hem de canliligin makul dizeylerde bulun-
masi nedeni ile tercih edilebilir oldugu séylenebilir.
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Sekil 3. Konfokal LTM ile alinan Calcein
AM (yesil)-PI (kirmizi) ile boyanmis
viabilite-nonviabilite gorlntileri. A:
Taze preparat: 10X genel gorintide
cevrede kuvvetli canlilik (ince oklar), B:
Taze preparat: 40X detay gorlntide
cift boyanmis hicreler (ok baslar),
C: 3 gunlik kdltir sonrasi: 10X genel
goruntide merkezde zayif canlilik,
D: 3 ginluk kdltir sonrasi: 40X detay
goruntd, E: PI ile boyanmis 6l hicre
topluluklari (10X) ve F: PI ile boyanmis
Olu hicre topluluklari (kalin serit oklar)
(40X) gorilmektedir

Fig 3. Viability and nonviability images of
sections dyed by Calcein AM (green)-PI
(red) on confocal microscope. A: From a
fresh section: 10X magnification, general
view (viability was stronger at side) (thin
arrows), B: From a fresh section: 40X
magnification, detailed view (double
dyed cells) (arrow heads), C: From 3 days
culture: 10X magnification, general view
(viability was poorer at the center), D:
From 3 days culture: 40X magnification,
detailed view, E: Dead cells mass dyed
with PI, 10X, F: Dead cells mass dyed
with PI (thick arrows), 40X

Farelerle yapilan deneysel calismalarda donor yasi-
nin da 6nemli oldugu; 1-2 gilnlik beyinlerde viabilite,
4-13 ginlik beyinlerde ise morfolojinin daha belirgin
oldugu, ancak birka¢ glinden sonra bu canliigin dis-
tuglu gorulmustir 1. Merkezdeki nekrozisin sebebi 02
yetersizligidir 2. Bu avantajdan faydalanmak icin biz de
calismamizda gen¢ hayvanlari kullandik.

Dilimleme sireci glutamat eksitotoksititesi ve iske-
minin bir sonucu olan doku hasarina neden olur *’. Kon-
vansiyonel islem soguk (ice-cold) yBOS icinde mikro-
tomla kesmektir 8. 50 mikrometrelik bir kesitte doku-
nun kompresyon veya stres nedeni ile hasra ugradigi ve

olusan debrisin gaz ve substrat gecisini engelledigi bu-
nun da noéron canlihgini etkiledigini iddia edilmistir. Ke-
sim isleminin bir takim zararlar olusturmasi s6z konu-
sudur®,

Vibrotom kesitlerinde beklenen kesi zararlarindan
olan doku kaybi ve zedelenmesinin engellenerek daha
homojen ve dlzgin kesitler alinabilmesi, cihazin yiksek
titresim frekansinda ve ¢ok disiik hizlarda kullaniimasi
ile buylk oranda saglandi. Aksine, ylksek hiz ve diislik
frekansin dokunun frajilitesi nedeni ile kesit kalinhginin
her tarafinda homojen olmamasi ve kesit ylzeyinin
piarizla olmasi gibi sorunlara yol agtigl gozlendi.
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Dilimleme kdltlrlerinde modifikasyonlar ile vasat
(medyum) ve kiltlr sartlar optimize edilmeye ¢alisiimig-
tir. Bu calismada da dokunun ilk ¢ikarilmasindan itiba-
ren kultlr islemine kadar olan asamalarda soguk ortam
ve vasatlar (yBOS ve Norobasal Medyum) kullaniimis-
tir . Bu islem dokunun metabolizmasini yavaslatarak
besin ve oksijene olan ihtiyacini azaltacak, dolayisi ile bu
asamada meydana gelecek doku hasarini en az diizeye
indirecektir 2°.

Literatlirde de bu ¢alismada kullanilan konfokal mik-
roskopla yapilmis benzer calismalar olmakla birlikte si-
nirhdir 22, KLTM’de 200 mikrometre gibi ¢ok daha
kalin kesitler veya doku pargalari incelenebilir. KLTM’de
odak belirli araliklarla degistirilerek preparatin isteni-
len seviyelerinden optik kesitler alinabilir ve daha son-
ra bunlardan (¢ boyutlu, interaktif gorintiler elde edi-
lebilir.

Arastirmalarda canli hlicre boyamasi igin Calcein-AM,
ve MTT 2226 gibi, 6lU hiicre boyamasi icin de propidium
iodide (PI) 242427 etidium bromide, DAPI, trypan blue 2%
kullaniimistir.

Calcein AM, canlh hicrelerin membranlarindan ser-
bestce gecebilen bir fluoresan klorometil turevidir 22426,
Canli hicreler birka¢ saat sari-yesil fluoresan yayarlar.
Calcein AM boyamasi icin 15 dakika yeterlidir. Daha
uzun sureler canh hicrelerde toksik etki yaparak can-
lihg1 olumsuz etkilediginden bu slireye azami dikkat gos-
terilmelidir.

Pl noronal hicre 6limini hesaplamada eski, fakat
etkin bir metodudur. Fluoresan yogunlugu ile hiicre 6li-
mi arasinda lineer bir iliski bulunmustur. PI, intakt/canli
bir hiicre membranindan gegcemezken; 6lU hiicrelerde
oldukca erken bir donemde nikleer bozulmanin bir so-
nucu olarak sitoplazma igine dagilan nikleer materyali
veya cekirdegi parlak pembe/kirmizi fluoresan renge
boyar 2%, Noral butiinlige ait bir gosterge olarak kul-
lanilmakta olup; temelde sinir hiicreleri icin nontoksik
olarak kabul edilir 2,

Canli/6li degerlendirmelerinde Pl ve Calcein AM
kombinasyonu kullanilmaktadir. Bu oOli veya olmekte
olan hicreler ile intakt canli hiicreleri ayni anda goste-
rebilmektedir. Tek problem, Pl tek basina DNA veya
RNA’ya tutundugundan denatiire intraselller niikleik asi-
de sahip 6lmekte olan hiicreleri de gdstermemektedir.
Fakat bu eksiklik de canli hiicreleri gosteren Calcein
AM ile kapatilmistir %6, Bu ¢alismada da bu yaygin kom-
binasyon tercih edilmistir. Boyalar bu metotta birbirle-
rinin kontrolU gibi calismaktadir. Diger ve en 6nemli avan-
taji ise, ayni anda kullanilabilir olmalaridir. Zira ayri
zamanlarda yapilacak canli/6lu degerlendirmeleri doku-

nun sadece o andaki durumunu yansitacagindan es
zamanli veriler olarak degerlendirilmesi tartismahdir.

Ancak bu boyamada dikkati ¢eken ¢ifte boyanmis
hicrelerin varligidir. Bu biylk olasilikla Calcein-AM’in
hiicrelerde yaptigl toksik etkiye baglidir. Boyama igin
inklibasyon siiresi kisa tutularak bu asgari diizeye indi-
rilebilse de, 6zellikle uzayan konfokal incelemelerde bu
¢ift boyamanin arttigi gozlendi. Dolayisi ile her ne kadar
bir hiicre Pl ile boyanmissa da eger Calcein-AM ile de
boyanmissa bu o hiicrenin 6Imus bir hiicre degil biyuk
ihtimalle toksik etkiye bagh olarak 6lmekte olan bir hiicre
oldugunu gosterir. Bundan dolayl bu hiicreleri de canli
olarak kabul etmek mimkunddr.

Bu metodun bir acik tarafi da néron yani sira diger glia
hiicrelerinin hatta damar endotelinin de boyanmasidir.
Bu morfolojik ayirimi gerektiren bir husus olup genellikle
sorun olusturmaz. Tabii ki immuinhistokimyasal teknikler
veya insitu-hibridizasyon metotlari daha 6zgiin olmakla
birlikte uygulanislari pratik degildir .

Bu calisma bir yontem arayisi ve etkinlik calismasi
olmasi yonuyle, morfolojik yorumlari canli 6l0 testi ile
sinirlandirilmis olup; bu canhlik - 6lildk degerlendirilme-
leri de niteliksel planda degerlendirilmis ve herhangi
bir niceliksel ve istatistiksel yoruma gidilmemistir. Bu ¢a-
lismanin niceliksel stereolojik ¢alismalar yani sira immun-
histokimyasal veya insitu teknikleri iceren daha ileri
calismalarla desteklenmeleri gerekmektedir.

Sonug olarak: model olarak 6ngorilen MSS dilim-
leme ve organotipik kiltiri metodu ile bu metodun
etkinligini cabuk ve kolay bir sekilde ve es zamanl ola-
rak ortaya koyabilen Calcein-AM ve Pl canhhk/o6lulik
testinin, kisa sireli in vitro uygulamalar i¢in etkin, de-
nenmis ve basarili bir metot olarak kullanilabilir oldugu
ve bu tir metotlarin invivoyu yiksek temsil kabiliyeti ile
farmakolojik, toksikolojik ve gelisimsel hayvan deneyleri
icin uygulanabilir bir model oldugu kanisina variimistir.
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