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Özet
Bu çalışmada; Periferik Sinir Sistemi (PSS) kültürlerinde kullanılmakta olan kollajenle kaplama metodunun Merkezi Sinir Sistemi 

(MSS) dilimleme doku kültürlerinde kullanılabilirliği ve buna etki eden diğer metodolojik faktörlerin etkinliğinin araştırılması 

amaçlandı. Genç Swiss albino tipi farelerden frontal girişimle çıkarılan beyinler derhal yapay beyin omurilik sıvısı (yBOS) içine alındı 

ve agaroz jel içinde bloklanıp; vibrasyonlu mikrotomda 200 μm kalınlığında alınan horizontal canlı dilimleme kesitler medyum 

içine alındı. Doku kesitleri 2 grupta incelendi. Grup 1 (kontrol): alınan taze kesitler doğrudan incelenirken, Grup 2: alınan kesitler 

kollajenle (Tip I) kaplanarak 3 gün boyunca %5 CO2’li etüvde inkübe edildi. Kesitler, viabilite için calcein ve nonviabilite için propidium 

iodide ile boyanarak, konfokal lazer taramalı mikroskopta incelenerek görüntüleri alınıp değerlendirildi. Normal agarların erime 

derecelerinin yüksek oluşu canlılığı etkilediğinden; düşük derecelerde eriyebilen agar ile bloklamanın, ayrıca yüksek frekans-

düşük hıza ayarlanmış vibrotomda kesitlerin alınmasının daha uygun olduğu görüldü. 3 günlük kültür sonrası incelemelerde 

viabilite/ nonviabilite oranlarının kontrol preparatları ile karşılaştırıldığında olumlu düzeylerde olduğu belirlendi. MSS dilimleme 

kültürlerinde kollajenle kaplama metodunun mevcut metotlara etkin, çalışır ve daha kolay bir alternatif olarak uygulanabileceği 

histolojik ve fizyolojik olarak gösterildi.
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A New Method in CNS (Central Nervous System) In 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 μm 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% CO2) 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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GİRİŞ 

Morfolojik, fi zyolojik, farmakolojik beyin araştı rma-
larında in vitro olarak beyinin farklı bölgelerinden alı-
nan dilimleme kesitleri kullanılagelmektedir. Sinir doku-
sunun in vivo ortamdaki orijinal hücresel mimarisini 
temsil etti  klerinden dolayı, bu kesitlerle yapılan çalışma-
larda da gerçeğe yakın veriler elde edilebilmektedir. Ay-
rıca işlemin kolaylığı modelin kullanılabilirliğini artı r-
maktadır 1-3. Bununla birlikte bu kesitlerin in vitro or-
tamdaki kısa süreli ömürleri, uzun süreli çalışmalar için 
alternati f metotları gerekti rmişti r 4,5.

Bunun için diğer memeli eksplant kültürlerinden yola 
çıkarak beyin dilimleme kesitleri için de organoti pik kül-
tür metotları uygulanmıştı r. Nöron, glia ve diğer memb-
ran yapılarının normal yapı ve özellikle hücre hücre bağ-
lantı larının korunduğu çeşitli beyin bölgelerine ait ke-
sitlerle yapılan bu kültürler sayesinde, çeşitli sinirsel 
mekanizmaların analizi günler hatt a haft alar boyunca 
yapılabilmektedir 1,4,6. Ancak; beyin dilimleme süreci
glutamat eksitotoksiti tesi ve iskeminin bir sonucu ola-
rak, doku hasarına neden olduğundan işleme bağlı bu 
türden bir hasarı minimize etmek için özellikle diseksi-
yon ve dilimleme metodolojisini de opti mize etmek ge-
rekmektedir. Uzun süreli kültürlerde, kültür boyunca 
canlılığı en üst düzeyde tutabilmek, dolayısı ile daha başa-
rılı sonuçlar elde etmek için de kültür gereç ve yöntemle-
rinde farklı yaklaşımlar da denenmektedir. Operasyon 
süresi yanı sıra dilimleme ve kültür sürecindeki birçok 
değişik faktör bu başarıyı doğrudan etkilemektedir.

Dilimleme için sıklıkla kullanılan ve kalın dilimler ala-
bilen doku dilimleyiciler (ti ssue chopper), daha ince di-
limler alınmasına da olanak veren vibrasyonlu (ti treşimli) 
mikrotom (vibrotom)’lar 7,8 yanı sıra yüksek basınçlı su jeti  
de kullanılmıştı r 9. 

Doğrudan kesitler alınabildiği gibi, agar ve agaroz gibi 
uygun bir bloklama materyali de kullanılabilmektedir. 
Kesit alma sırasında dokuların içinde bulunacağı ve 
daha sonra kültür işleminin gerçekleşti rileceği vasatların 
modifi kasyonları da mümkündür. 

Kültür işlemi için tarif edilen en yaygın metotlardan 
ikisi: plazma pıhtı sı ile kaplama kültür modeli ve yarı 
geçirgen membran üzerine yapılan kültürdür 10. Üçüncü 
metott a ise; doğrudan bir lamel veya kültür kabına alı-
nan dilim kesitlerin üzeri kollajen veya matrijelle kaplan-
makta ve üzerine vasat konulmaktadır. Bu işlem sayesin-
de doku, üç boyutlu varlığını doku hacminde önemli bir
azalma olmaksızın sürdürebilmektedir. Kaplama maddesi 
hücrelerarası madde gibi görev yaparak altt aki dokunun 
beslenmesi yanı sıra fi ziksel bir destek de sağlamaktadır 11-13.

Tüm bu işlemlerin kültürün başarısını ne derecede 

etkilediği de ruti n histokimyasal, immünhistokimyasal, 
insitu ve elektronmikroskopik metotlarla araştı rılmıştı r. Bu 
amaç için en çok irdelenen histo-patolojik parametreler: 
canlılık-ölülük ve apopitozis testleridir 14.

Beyin ve çevre dokuları dilimleme kesiti  kültürlerin-
de bir modifi kasyon olarak daha önce periferik sinir sis-
temi arka kök gangliyonu kültür modelinde kullanılan kol-
lajenle kaplama metodu ile beraber B27 katkılı nörobazal 
besi yerinin kullanılmasının etkilerinin canlılık/ölülük test-
leri kullanılarak konfokal mikroskobik olarak ortaya kon-
ması ile bu metodun etkinliğinin araştı rılması amaçlanmıştı r.

MATERYAL ve METOT

6-8 günlük genç Swiss albino fareler (~20-30 g) kul-
lanıldı. Fareler normal oda ısı ve nem koşullarında, plasti k 
kafeslerde tutuldu, şehir şebeke suyu ve standart pellet 
sanayi yemi (Van Yem Sanayi) ile beslendiler. Çalışmalar, 
Yüzüncü Yıl Üniversitesi Tıp Fakültesi Neuroscience Araş-
tı rma Birimi Deney Hayvanları Ünitesi’nde kurumsal yerel 
eti k kurulu kuralları doğrultusunda gerçekleşti rilmişti r.

Ketamin HCl (100 mg/kg, i.p.) anestezisi altı nda fareler 
frontonasal girişimle skalp ve kraniumları hızla açılıp be-
yin hemisferleri bağlarından kurtarılarak nazik fakat 
hızlı bir şekilde kalvaryumlarından ayrıldı ve hemen 
içerisinde soğuk (0-3oC) vasat (B27 supplement-katkılı 
neurobasal A) bulunan Petri kaplarına alındı. Gerekti ği 
takdirde; yıkama amacı ile vasat yenilendi. Beyinin orta 
hatt an sağ ve sol hemisferleri ayrıldı.

Dilimleme kültürünün kesit alma basamakları için
Gähwiler’ce tarif edilen metotlar esas alındı 11,12. Bloklama 
için: steril bir enjektörden hazırlanmış bir kalıp içine be-
yin hemisferi uygun pozisyonda yerleşti rildi ve üzerine 
etüvde 37oC’de bekleti len düşük erime ısılı agar (Sigma 
A9045) solüsyonu eklendi. Derin dondurucuya alınarak 
agarın hızla jelleşmesi dolayısı ile bloklama sağlandı. 
Blokların sertliği kontrol edilerek kalıptan çıkarıldı ve
cyanoacrylate tabanlı hızlı bir yapıştı rıcı ile kesit plat-
formuna yerleşti rildi. 

Vibrotomun (Laica, VT) kesit havuzu soğutulmuş yapay 
Beyin Omurilik Sıvısı (yBOS)’la (1-3oC) doldurulup; yüksek 
frekans ve düşük hızda 200 μm’lik koronal kesitler cihazın 
havuzundan steril çok ince bir fı rça veya küçük bir spatula 
yardımı ile önce içinde medyum bulunan bir Petri kabına 
alındı. Preparatlar 2 grup halinde toplanıldı.

1. Kontrol Grubu: Taze kesitler herhangi bir işlem veya 
kültüre tabi tutulmadan vasat içinde serbest yüzer halde 
boyanarak mikroskobik olarak incelendi ve görüntülendi.

2. Deney Grubu: Preparatlar önceden Poly-L-Lysine 
(Sigma P8920) kaplanmış lameller üzerine alınıp üzerleri 
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Nikosia ve Otti  netti  ’ye göre 15 her biri 20-30 μL kollajen 
(Type I, from rat tail-Sigma C7661) solüsyonu ile kap-
landı ve kültür kaplarına aktarılıp üzeri B27 katkılı (Gibco 
17504) Neurobasal A (Gibco, 10888-022) vasatı  ile dol-
durularak derhal %95 nemli %5CO2’li 37oC’lik etüve 
(Sanyo IR) alınıp 72 saat boyunca kültüre edildi (Şekil 1). 
Daha sonra boyanarak incelendi.

Canlılık/ölülük değerlendirmesi için: 10 μL (1μM) 
Calcein AM (Sigma-BioChemika 04558) preparatları kap-
layan vasata eklenerek 15 dak. beklendi ve mikroskobik 
incelemeye alındı. Canlı hücreler sarı-yeşil fluoresan 
yayarlar. Daha uzun sureler canlı hücrelerde toksik etki 
yaparak canlılığı olumsuz etkilediğinden bu süreye aza-
mi dikkat gösterildi. Propidium Iodide (PI), 1/10000 kon-
santrasyonda 10 μl olarak eklenerek PI (Sigma P4170), 
Calcein’le beraber aynı anda kullanıldı.

Mikroskopta inceleme esnasında canlılığı devam 
etti  rmek için özel bir düzenek tasarlandı. Lam ebatla-
rına uygun olarak 5 mm kalınlığında bir pleksiglasın 
ortasında yaklaşık 6X8 mm ölçülerinde prizmati k bir 

kuyucuk açıldı. Bunun alt yüzü geniş bir lamelle kapa-
tı ldı ve silikonla sabitlendi. Tüm görüntüleme işlemi en 
fazla 30 dak. sürdüğünden steril değil, fakat temiz çalış-
maya özen gösterildi. Kuyucuk inkübatörde ısı ve gaz 
dengesi için bekleti lmiş vasatla dikkatlice taşmaya-
cak şekilde dolduruldu. Daha sonra, incelenecek pre-
paratı n yerleşti rildiği lamel 180° çevrilerek bu kuyucu-
ğun üzerine doku kesiti  vasatla temas edecek şekilde 
yerleşti rildi ve iki kenarından platf orma bantla sabit-
lendi (Şekil 2).

Mikroskobik inceleme konfokal lazer taramalı mik-
roskop (KLTM - Zeiss LSM 510 Meta sistemi)’da gerçek-
leşti rildi. Calcein AM için (yeşil fl uoresan) 488 nm, PI için 
ise (kırmızı) 543 nm dalga boyundaki fi ltreler kullanıldı. 
Çeşitli merkezi sinir sistemi bölgelerinin ayrıntı lı görün-
tüleri alındı. Yaklaşık 1 μm kalınlığında alınan Z düzle-
minde opti k kesit görüntüleri .zvi veya .lsm uzantı lı dosyalar 
halinde dijital olarak kaydedildi. Zeiss Axiovision 3.1. 
veya Image J (By, Wayne Rasband, Nati onal Insti tutes of 
Health, USA) programı ile değerlendirildi. 

Şekil 1. Kültür için; kollajenle kap-
lanmış kesitlerin yer aldığı lamel 
vasatla doldurulmuş bir Petri kabına 
yerleştirilmesi

Fig 1. For culture; placing a collagen 
coated slice preparation to a Petri dish 
fi lled media

Şekil 2. Özel tasarlanmış görüntüleme 
platformu

Fig 2. Special designed imaging 
chamber
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BULGULAR

Pilot çalışmalarda kesit alma işleminde vibrotomun 
frekans ve hızının bu işlemin başarısını çok etkilediği 
görülmüş olup; en iyi sonuçlar, yüksek frekans ve düşük 
hızlarda elde edildi. Alınan kesitlerin konulduğu yBOS
’nin de daha sonraki kollajenle kaplama işleminde jel-
leşmeyi olumsuz etkilediği görüldü. Bu nedenle her ne 
kadar kesitler ilk çalışmalarda yBOS içinde alınsa da, da-
ha sonra Nörobasal medyum kullanılması ile bu sorun 
giderildi.

İn vivo ortama benzer ekstraselüler bir ortam oluş-
turulmak için invert mikroskopta canlı inceleme için 
tarafımızca tasarlanan kompartımanda kesitler med-
yumla ters çevrilmiş olarak temas etmekteydi. Bu kuyu-
cuğun sahip olduğu vasat ve gaz içeriğinin inceleme sü-
reci kısa bir süreyi kapsadığından yeterli olduğu görüldü.

Bu çalışmada fl uoresan işaretleme metotları yanı sıra 
lazer taramalı konfokal mikroskop kullanılmıştı r. Kesit 
diliminin kalınlığı arttı  kça konvansiyonel mikroskobik tek-
niklerde görüntünün ayırt edici detaylı analizi zorlaşır-
ken; konfokal mikroskopide kesit kalınlığının bir olumsuz 
yönü yoktur. Bu sayede 200 mikrometrelik kesitlerden Z 
düzleminde belli yüksekliklerden 1 mikrometrelik opti k 
kesit görüntülerini alındı ve dolayısı ile daha detaylı kesit 
görüntüleri alınabildi.

Kesit canlılığı fl uoresan Calcein AM ve propidium 
iodide (PI)  kullanılarak canlı-ölü karşılaştı rmalı olarak de-
ğerlendirildi. Canlılık - ölülük değerlendirilmeleri de nite-
liksel planda değerlendirilmişti r.

Kesiti  takiben (taze preparatlarda) yapılan boyamalarda 
hücrelerin büyük kısmının canlı olduğu görüldü. Canlılık 
kesiti n periferik bölgelerinde daha belirgindi. Ayrıca 
opti k kesitlerde kesiti n dış bölgelerinde de boyanmanın 
daha yoğun olduğu dikkati  çekti  (Şekil 3/A). Yer yer PI 
ile boyanmış hücrelerin çoğunda Calcein-AM’le de poziti f 
bir çift  boyanma gözlendi. PI ile boyanmış ve ölü olarak 
kabul edilen bu hücreler de Calcein-AM ile boyanan 
hücrelerin yoğun olduğu bölgelere denk düşmekteydi. 
Bu hücreler, ölü değil fakat ölmekte olan hücreler ola-
rak kabul edildi (Şekil 3/B). Genel olarak histolojik yapı
bütünlüğü ve hücresel membran bütünlüğü korunmuştu. 
PI ile boyanmış hücreler bireysel bir karakter göster-
mekteydi.

Üç günlük kültür işlemi sonunda da taze preparat-
larda olduğu gibi canlılığın özellikle periferik bölgelerde 
daha bariz olduğu; merkezi bölgelerde ise daha zayıf bir 
Calcein-AM boyanmasının olduğu gözlendi (Şekil 3/C). 
Büyük objekti f büyütmelerinde de PI ile boyanan hücre 
oranının da daha fazla olduğu belirlendi. Yine de PI ile 

boyanan bu hücrelerin bir kısmının sitoplazmalarında 
da Calcein-AM ile boyanmış parti küllerin varlığı dikkati  
çekmekteydi (Şekil 3/D).

Genel olarak MSS dokularının katmanlarına ait his-
tolojik mimari ve damarsal yapılarda da bütünlük korun-
makla birlikte; hücresel olarak membran bütünlüğü kıs-
men bozulmuştu. PI ile boyanmanın yer yer grupsal bir 
karakter gösterdiği izlendi (Şekil 3/E,F).
                   

TARTIŞMA ve SONUÇ

Bu tür model ve etkinlik araştı rmalarında ana amaç-
lardan birisi: en uygun ve verimli metodu bulmak, di-
ğeri: işlemler esnasında oluşan zararlı etkileri en aza in-
dirgemekti r.

Dilimleme kültürleri ile farklı beyin bölgelerinden elde
edilen ko-kültürler, ilaç veya toksik maddelerin uygu-
lamaları, nöral plasti site ve nöral bağlantı ların gelişim-
leri, fi bril gelişimi ve sinapti k transmisyon analizinde 
yeteri kadar uzun bir süre için preparatların canlılığını 
sağlayarak anlık ve videomikroskopik izlenmesini sağlar 4. 

Tek tabakalı dilimler nöropil görüntülemesi dahil 
deneysel uygulamaların bir çoğu için hücrelerin canlı 
popülasyonlarını sağlayabilen bir ortam oluşturur. Ayrıca 
elektro-fi zyolojik uygulamalarda elektrotların daha rahat 
yerleşti rilmesi, farmakolojik ve toksikolojik çalışmalarda 
ise ilaç kalibrasyonunun daha rahat yapılması ve yıkama 
işlemlerinin daha kolay ve etkin yapılabilmesi gibi 
avantajları da vardır 16.

Hangi kültür sisteminin seçileceği deney ihti yacına 
göre ayarlanmalıdır. Kısa süreli bir çalışma planlanıyorsa, 
üç boyutlu (3D) ve morfolojiye dönük çalışılacaksa, 
elektro-fi zyolojik özellikle de çoklu kayıt yapılacaksa 
veya biyokimyasal çalışmalar için büyük miktarda doku 
gerekiyorsa kaplama metodu daha uygundur 2.

Bu çalışmada da, diğer tekniklerin dezavantajları göz 
önüne alınarak; daha önce fare arka kök gangliyonu 
(periferik sinir) in-vitro kültürlerinde kullanılan kolla-
jenle kaplama modelinin bu kültüre bir uyarlaması kul-
lanıldı. Bu modelin bir dezavantajı olarak oksijenizasyon 
sınırlı olduğundan: ya fötal bir dokudan alınmalı veya 
süre kısa tutulmalı veyahut da dilimlerin kalınlığı daha 
ince (100-150 mikrometre) olmalıdır 2. Bu çalışmada lite-
ratürdeki sınırlar içerisinde 200 μm’lık bir kesit kalınlığı 
ve konfokal mikroskobik inceleme tekniği kullanılmıştı r. 
Bu çalışmada farklı kesit kalınlıkları denenmediğinden 
karşılaştı rmalı bir veri olmamakla birlikte; bu düzeydeki 
bir kesit kalınlığının hem histolojik yapıyı uygun düzeyde 
yansıtması, hem de canlılığın makul düzeylerde bulun-
ması nedeni ile tercih edilebilir olduğu söylenebilir. 
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Farelerle yapılan deneysel çalışmalarda donör yaşı-
nın da önemli olduğu; 1-2 günlük beyinlerde viabilite, 
4-13 günlük beyinlerde ise morfolojinin daha belirgin 
olduğu, ancak birkaç günden sonra bu canlılığın düş-
tüğü görülmüştür 1. Merkezdeki nekrozisin sebebi O2 
yetersizliğidir 2. Bu avantajdan faydalanmak için biz de 
çalışmamızda genç hayvanları kullandık.

Dilimleme süreci glutamat eksitotoksiti tesi ve iske-
minin bir sonucu olan doku hasarına neden olur 17. Kon-
vansiyonel işlem soğuk (ice-cold) yBOS içinde mikro-
tomla kesmekti r 18. 50 mikrometrelik bir kesitt e doku-
nun kompresyon veya stres nedeni ile hasra uğradığı ve 

oluşan debrisin gaz ve substrat geçişini engellediği bu-
nun da nöron canlılığını etkilediğini iddia edilmişti r. Ke-
sim işleminin bir takım zararlar oluşturması söz konu-
sudur 9.

Vibrotom kesitlerinde beklenen kesi zararlarından 
olan doku kaybı ve zedelenmesinin engellenerek daha 
homojen ve düzgün kesitler alınabilmesi, cihazın yüksek 
ti treşim frekansında ve çok düşük hızlarda kullanılması 
ile büyük oranda sağlandı. Aksine, yüksek hız ve düşük 
frekansın dokunun frajilitesi nedeni ile kesit kalınlığının 
her tarafı nda homojen olmaması ve kesit yüzeyinin 
pürüzlü olması gibi sorunlara yol açtı ğı gözlendi.

Şekil 3. Konfokal LTM ile alınan Calcein 
AM (yeşil)-PI (kırmızı) ile boyanmış 
viabilite-nonviabilite görüntüleri. A: 
Taze preparat: 10X genel görüntüde 
çevrede kuvvetli canlılık (ince oklar), B: 
Taze preparat: 40X detay görüntüde 
çift boyanmış hücreler (ok başları), 
C: 3 günlük kültür sonrası: 10X genel 
görüntüde merkezde zayıf canlılık, 
D: 3 günlük kültür sonrası: 40X detay 
görüntü, E: PI ile boyanmış ölü hücre 
toplulukları (10X) ve F: PI ile boyanmış 
ölü hücre toplulukları (kalın şerit oklar) 
(40X) görülmektedir

Fig 3. Viability and nonviability images of 
sections dyed by Calcein AM (green)-PI 
(red) on confocal microscope. A: From a 
fresh section: 10X magnifi cation, general 
view (viability was stronger at side) (thin 
arrows), B: From a fresh section: 40X 
magnifi cation, detailed view (double 
dyed cells) (arrow heads), C: From 3 days 
culture: 10X magnifi cation, general view 
(viability was poorer at the center), D: 
From 3 days culture: 40X magnifi cation, 
detailed view, E: Dead cells mass dyed 
with PI, 10X, F: Dead cells mass dyed 
with PI (thick arrows), 40X
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Dilimleme kültürlerinde modifi kasyonlar ile vasat 
(medyum) ve kültür şartları opti mize edilmeye çalışılmış-
tı r. Bu çalışmada da dokunun ilk çıkarılmasından iti ba-
ren kültür işlemine kadar olan aşamalarda soğuk ortam 
ve vasatlar (yBOS ve Nörobasal Medyum) kullanılmış-
tı r 19. Bu işlem dokunun metabolizmasını yavaşlatarak 
besin ve oksijene olan ihti yacını azaltacak, dolayısı ile bu 
aşamada meydana gelecek doku hasarını en az düzeye 
indirecekti r 20. 

Literatürde de bu çalışmada kullanılan konfokal mik-
roskopla yapılmış benzer çalışmalar olmakla birlikte sı-
nırlıdır 21,22. KLTM’de 200 mikrometre gibi çok daha 
kalın kesitler veya doku parçaları incelenebilir. KLTM’de
odak belirli aralıklarla değişti rilerek preparatı n isteni-
len seviyelerinden opti k kesitler alınabilir ve daha son-
ra bunlardan üç boyutlu, interakti f görüntüler elde edi-
lebilir.

Araştı rmalarda canlı hücre boyaması için Calcein-AM, 
ve MTT 22-26 gibi, ölü hücre boyaması için de propidium 
iodide (PI) 21,24,27, eti dium bromide, DAPI, trypan blue 22,25 
kullanılmıştı r. 

Calcein AM, canlı hücrelerin membranlarından ser-
bestçe geçebilen bir fl uoresan klorometi l türevidir 23,24,26.
Canlı hücreler birkaç saat sarı-yeşil fl uoresan yayarlar. 
Calcein AM boyaması için 15 dakika yeterlidir. Daha 
uzun sureler canlı hücrelerde toksik etki yaparak can-
lılığı olumsuz etkilediğinden bu süreye azami dikkat gös-
terilmelidir.

PI nöronal hücre ölümünü hesaplamada eski, fakat 
etkin bir metodudur. Fluoresan yoğunluğu ile hücre ölü-
mü arasında lineer bir ilişki bulunmuştur. PI, intakt/canlı 
bir hücre membranından geçemezken; ölü hücrelerde 
oldukça erken bir dönemde nükleer bozulmanın bir so-
nucu olarak sitoplazma içine dağılan nükleer materyali 
veya çekirdeği parlak pembe/kırmızı fl uoresan renge 
boyar 21,27. Nöral bütünlüğe ait bir gösterge olarak kul-
lanılmakta olup; temelde sinir hücreleri için nontoksik 
olarak kabul edilir 12.

Canlı/ölü değerlendirmelerinde PI ve Calcein AM 
kombinasyonu kullanılmaktadır. Bu ölü veya ölmekte 
olan hücreler ile intakt canlı hücreleri aynı anda göste-
rebilmektedir. Tek problem, PI tek başına DNA veya 
RNA’ya tutunduğundan denatüre intraselüler nükleik asi-
de sahip ölmekte olan hücreleri de göstermemektedir. 
Fakat bu eksiklik de canlı hücreleri gösteren Calcein
AM ile kapatı lmıştı r 16. Bu çalışmada da bu yaygın kom-
binasyon tercih edilmişti r. Boyalar bu metott a birbirle-
rinin kontrolü gibi çalışmaktadır. Diğer ve en önemli avan-
tajı ise, aynı anda kullanılabilir olmalarıdır. Zira ayrı 
zamanlarda yapılacak canlı/ölü değerlendirmeleri doku-

nun sadece o andaki durumunu yansıtacağından eş 
zamanlı veriler olarak değerlendirilmesi tartı şmalıdır. 

Ancak bu boyamada dikkati  çeken çift e boyanmış 
hücrelerin varlığıdır. Bu büyük olasılıkla Calcein-AM’in 
hücrelerde yaptı ğı toksik etkiye bağlıdır. Boyama için 
inkübasyon süresi kısa tutularak bu asgari düzeye indi-
rilebilse de, özellikle uzayan konfokal incelemelerde bu 
çift  boyamanın arttı  ğı gözlendi. Dolayısı ile her ne kadar 
bir hücre PI ile boyanmışsa da eğer Calcein-AM ile de 
boyanmışsa bu o hücrenin ölmüş bir hücre değil büyük 
ihti malle toksik etkiye bağlı olarak ölmekte olan bir hücre 
olduğunu gösterir. Bundan dolayı bu hücreleri de canlı 
olarak kabul etmek mümkündür. 

Bu metodun bir açık tarafı  da nöron yanı sıra diğer glia 
hücrelerinin hatt a damar endotelinin de boyanmasıdır. 
Bu morfolojik ayırımı gerekti ren bir husus olup genellikle 
sorun oluşturmaz. Tabii ki immünhistokimyasal teknikler 
veya insitu-hibridizasyon metotları daha özgün olmakla 
birlikte uygulanışları prati k değildir 28. 

Bu çalışma bir yöntem arayışı ve etkinlik çalışması 
olması yönüyle, morfolojik yorumları canlı ölü testi  ile 
sınırlandırılmış olup; bu canlılık - ölülük değerlendirilme-
leri de niteliksel planda değerlendirilmiş ve herhangi 
bir niceliksel ve istati sti ksel yoruma gidilmemişti r. Bu ça-
lışmanın niceliksel stereolojik çalışmalar yanı sıra immun-
histokimyasal veya insitu teknikleri içeren daha ileri 
çalışmalarla desteklenmeleri gerekmektedir. 

Sonuç olarak: model olarak öngörülen MSS dilim-
leme ve organoti pik kültürü metodu ile bu metodun 
etkinliğini çabuk ve kolay bir şekilde ve eş zamanlı ola-
rak ortaya koyabilen Calcein-AM ve PI canlılık/ölülük 
testi nin, kısa süreli in vitro uygulamalar için etkin, de-
nenmiş ve başarılı bir metot olarak kullanılabilir olduğu 
ve bu tür metotların invivoyu yüksek temsil kabiliyeti  ile 
farmakolojik, toksikolojik ve gelişimsel hayvan deneyleri 
için uygulanabilir bir model olduğu kanısına varılmıştı r.
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