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Abstract

Son yillarda stereolojik metotlarin yaygin bir bi¢cimde kullanilir
duruma gelmeleri, laboratuvar uygulamalarinda karsilasilan sorunlar bu
sorunlart ¢ozmeye yarayan bir dizi pratik ¢oziimii de beraberinde
getirmistir. Bu ¢alismada, stereolojik arastirmalarda kullanilan basit arag
ve gereclere ornekler vererek, stereoloji alaninda 6nemli bir yere sahip
olan bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemlerinin genel ozellikleri
tamimlandi. Kaynaklar incelendiginde, stereolojik uygulamalardaki
degisik sorunlarin iistesinden gelmek amaciyla gelistirilmis arag¢ ve
gereclerle, bu calismada belirtilenden daha fazla sayida karsilagmak
miimkiindiir. Her iilkenin ekonomik sartlar1 ve her laboratuvarin da
imkanlar1 farkli oldugundan dogal olarak stereolojik uygulamalar
sirasinda karsilagilan problemler de iilkelere ve laboratuvarlara gore
farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle ¢alismanin bir kismi, grubumuz
arastiricilart ve tilkemizdeki diger arastiricilarin stereolojik calismalart
esnasinda  kargilagtiklart  sorunlara  ¢Oziim  iiretmek amaciyla
gelistirdikleri ara¢ ve gereclerle ilgilidir. Ayrica iilkemizde stereoloji
konusunda calisan arastiricilarin siklikla karsilagabilecekleri problemlere
basit ¢oziim onerileri sunmak, bu tip pratik ¢oziimlere ulasmak isteyen
arastiricilara iiretebilecekleri kendi c¢oziimleri igin bir fikir vermek,
iilkemiz sartlarinda ¢ok fazla maddi kaynak gerektirmeyen basit ara¢ ve
gereclerle uluslararasi nitelikte stereolojik caligmalarin yapilabilirligini
vurgulamak bu ¢aligmanin bir diger amacidir.

Anahtar Kelimeler: Mikroskopi, fotomikrografi,
laboratuvar teknikleri ve prosediirleri
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Since the recently developed design-based stereological methods
have begun to be widely used in various areas during the past few years,
there are a large number of practical solutions currently finding
applicability to many of the specific problems encountered during the
laboratory application of said methods. In the present study we provide
some examples of practical gadgets used in various stereological studies
and present an introduction to the general features of some commonly
used computerized stereological research systems. A brief glance at the
references of the present study will show that there is an extensive range
of tools beyond those mentioned in this study that have been developed
to manage specific problems encountered during stereological
investigations. Since the prevailing economical support mechanisms and
available laboratory tools are different, it is natural that the problems
encountered in individual laboratories and countries are different.
Therefore, the present study comprises some of the tools that have been
developed by our group and other scientists in our country. The purpose
of this review is to suggest some simple and practical solutions to the
problems encountered in different types of stereological studies, to give
inspiration to researchers who desire to solve their own particular
problems in their stereological research, and to emphasize that
international studies may be done using cheap and simple tools and
gadgets, usually without the need for extra financial support.

Key Words: Analysis, photomicrography,
laboratory techniques and procedures

ir yapinin veya organin hacim, yiizey alanm
gibi  degerlerinin  hesaplanmasi, yap1
icerisinde bulunan farkli  bilesenlerin
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birbirlerine gére hacim, uzunluk, alan vb.
yogunluklarinin bulunmasi, bir yapidaki toplam
tanecik (hiicre vb.) sayisinin ortaya ¢ikarilmasi gibi
caligmalar, morfometrinin ©nemli konularin
olusturur." Biyolojik yapilara iliskin bu tip sayisal
verilerin elde edilmesinde kullanilabilecek bir¢ok
yontemin var olmasi, bu yontemler arasindan en
uygun ve giivenilir olaninin secilmesi sorununu da
beraberinde getirmektedir. Onemli olan, herhangi
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bir niceligi hesaplar veya Olgerken, yapidan
miimkiin oldugunca tarafsiz (yani gercek degerden
sistematik bir sapma gostermeyen) sonuglarin elde
edilmesini saglayabilecek bir yontemin tercih
edilmesidir.”® Bu nedenle tasarim-tabanli (design-
based) stereolojik yontemler, bu gerekliligi hem
teorik olarak saglam temellere dayandirmasi, hem
de pratik olarak basit olan uygulamalar1 ile yaygin
bicimde tercih edilmelerine neden olmaktadir.”” "'

Stereolojik yontemlerin bir¢ogu, uygulamada,
ilgilenilen  yapimin  sistematik-tekdiize-rastgele
olarak elde edilmis ornekleri iizerinde Olgiimler
yaparak, o yapidaki s6z konusu sayisal niceligin
belli ve istatistiksel olarak kabul edilebilir bir hata
payr dahilinde hesaplanmasina dayanir. Cogu
zaman, calisgilan yapilarda ilgilenilen nicelik
(0rnegin bir organdaki hiicre sayis1) biyiik
oldugundan, belli oranda bir ornekleme yapmak
kagimlmazdir.>>'> Bu o6rneklemeler sonucunda
elde edilecek verilerin giivenilirligi ise, pratikte
gecilen uygulama asamalarinda gosterilecek 6zenle
dogrudan iligkilidir. Bir¢ok durumda, makroskobik
bir yapinin paralel dilim veya kesitlere ayrilmast,
bu kesitlerin mikroskopta incelenmesi, bu inceleme
sirasinda belli biiyiikliikte adimlamalarla ilgilenilen
doku bilesenlerinin taranmast ve mikroskop
goriintii  alanlarinda,  biiyiikliigi belli olan
ornekleme alanlarim1 belirlenmesi, bu alanlarin
ardisik goriintii alanlar1 boyunca karsilastirilmast,
kesit kalinliginin olciilmesi  vb. gibi, dikkat
gerektiren basamaklar karsimiza ¢ikar. Bu
basamaklar1 dikkatli ve kurallara uygun bir
bicimde gerceklestirdigimiz takdirde, giivenilir
sonuclara ulasmamamiz i¢in herhangi bir neden
kalmaz.>'*"

Stereolojik yoOntemlerin kuramsal ve pratik
sadeligi, bircok yeni yOntemin hizla literatiire
katilmasimt ve bu yontemlerin morfometrik

caligmalarda bir “alin  standart”  olmasim
saglamaktadir.®’ Ayrica, bu yontemleri
laboratuvarlarinda uygulayan arastiricilar ¢ok

farkli cesitlilikte ortaya cikan ve pratik ¢oziim
isteyen sorunlara bulduklar1 degisik coziimlerle,
yaptiklart caligmalar1 daha kolay, tekrar edilebilir
ve giivenilir bir hale getirmeye
calismaktadirlar.'>'®
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Biz de bu calismada, iilkemizde ve diinyada,
diizenli olarak stereolojik calismalarin yapildigi
degisik laboratuvarlarda kullanilan bazi1 pratik
stereoloji arag-gerecleri hakkinda kisa bir o6zet
vermeye calisacagiz. Buradaki esas amac, basit
stereolojik yontemlerin uygulanmasi sirasinda,
kimi basit arag ve gereclerin, isleri nasil
kolaylastirabilecegine iliskin bazi ornekler vermek
ve bu tip araglardan faydalanmak veya bunlara
benzer bazi pratik coziimler {iiretmek isteyen
arastiricilara  yardimci  olabilmektir.  Bunun
yaninda, ¢calismanin son boliimiinde, parasal yiikii
biraz daha fazla olan bilgisayar destekli stereolojik
analiz cihazlarina da kisa bir giris yaparak,
bunlarin avantajlari ve dez-avantajlar1 {izerinde
tartisilacaktir.

Makroskobik Orneklerin Ahnmasi
Sirasinda Kullanilan Baz1 Arac-Gerecler

Makroskobik ornekleri mikroskop altinda
inceleyebilmek icin cogunlukla bu parcalardan
kiiciik 6rnekler almak gerekir. Ornekler, inceleme
amacina uygun biiyiikliiklerde alindiklarinda, tiim
yapmin ancak c¢ok kiiciik bir miktarin1 temsil
edebilirler. Stereolojik yontemlerin bircogunda,
eger alinan 6rnekler sistematik rastgele drnekleme
kurallarina gore elde edilmigse, ana yapinin bu
sekilde sec¢ilmis cok kiiciik pargalarindan, istenilen
niceligin gilivenilir bir hesaplamasim elde etmek
miimkiin olabilmektedir.>*"’

Hacim hesaplamasi icin kullanilan Cavalieri
yontemi ve fiziksel parcalama gibi baz1 hesaplama
yontemleri i¢in, makroskobik bir organi ¢ogu kez
paralel dilimlere ayirmamiz gerekmektedir.'"®* Bu
gibi islemler “tahmini” ya da “goz karan”

yapildiginda meydana cikabilecek bazi
olumsuzluklarin  giderilebilmesi i¢in, cesitli
12,2122

laboratuvarlarda farkli ¢oziimler iiretilmistir.
Bunlardan  biri  Danimarka’daki  stereolojik
arastirma laboratuvarinda gelistirilen ve slabber
(kalin dilimleyici) adi verilen aragtir. Genellikle
insan beyni gibi biiyiik hacimli yapilarin sistematik
tekdiize rastgele paralel dilimlere ayrilmasi icin
kullanilmaktadir. Bu ara¢, aralarinda belli
araliklarla  bicak  oluklar destek
bloklarindan olusur (Sekil 1). ilgilenilen organ, bu

bulunan

673



Canan ve ark.

Fizyoloji-Fizyopatoloji

At lkayiac

Sekil 1. Biiyiik nesneleri paralel olarak dilimlemek amaciyla kullanilan bir kalin dilimleyici (slabber). Dilimlenmek istenen nesne
veya organ, sinirlayici plaklar arasina yerlestirilip agar icerisine gomiillir. Agar sertlestikten sonra plakalar ¢ikarilir ve stirticli vida
yardimiyla hareketli taban istenilen miktarda ilerletilerek, bigak oluklarindan herhangi birinin yardimiyla, istenen araliklarda kesitler

elde edilebilir (12 nolu kaynaktan alinmistir).

aletin i¢ine konduktan sonra, uygun derisimde bir
agar veya jelatin ¢ozeltisine gomiiliir. Bu gémme,
yaptya kesme esnasinda destek saglayarak,
istenmeyen  kivrilmalari  Onleme  amacina
yoneliktir. Kesilmek istenen ve agara gomiilen
doku veya organ blogu bir vida yardimiyla
istenilen miktarda ileri-geri hareket ettirilebilen bir
tabla iizerinde oturmaktadir. Bu tabla, vidayla
istenen miktarda ilerletilerek, arzu edilen herhangi
bir bicak olugu aracilifiyla objenin istenen
kalinlikta dilimlere ayrilmasini saglar. Bu gibi bir
diizenekle, degisik amaglar i¢in farkli kalinliklarda
dilimler elde edilebilir. Sekilde goriilen arag,
makroskobik bir ornekten, 5 mm’ye kadar ince
dilimler alinabilmesini saglamaktadir.'>*

Daha kiigiik yapilar i¢in kullanilan bir baska
basit arag, “tissue slicer” (doku dilimleyicisi)
olarak adlandirilir. Bu ara¢ da genellikle daha
kiiciik organlar (Ornegin, sican bobregi veya
karacigeri vb.) i¢cin bir makroskobik dilimleme
araci olarak kullanilir. Bu basit arag, yine bir vida
yardimiyla hareket eden bir tabla ve bu tablanin
iizerinde sabit bir destekten olusur (Sekil 2). Bu
destek, bicakla kesim yapilan dogrultuyu belirler
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ve vidali ugta bulunan c¢izelge araciligiyla, doku
istenildigi kadar ilerletilerek, bu destek yardimiyla
kesilir. Boylece kiiciik bir yapidan istenilen sayida
ve kalinlikta seri dilimler elde edilmis olur. Boyle
bir aracta kesilecek yapilar da yine siklikla, agar
gibi bir ortama gomiildiikten sonra kesilirler."

Laboratuvarlarda kullanilan basit araclardan
birisi “parcalama bicag1” olarak adlandirilan bir
aractir. Bu arag, istege gore ayarlanabilir araliklarla
birbirlerinden ayrildiktan sonra sabitlestirilen
bicaklardan olusur (Sekil 3). Bigaklar, mikrotomda
kullanilan enli bigaklardandir ve aralarindaki
mesafe ise tutturuldugu raylar iizerinde aralarina
konan celik pullar ile belirlenebilmektedir. Boyle
bir ara¢ yardimiyla, degisen kalinlikta pullar ve
degisik biiyiikliikte bicaklar kullanilmak yoluyla,
bir ¢ok organin paralel ve sistematik rastgele
dilimlere ayrilmasi kolayca gerceklestirilebilir. Bu
bicak kalibi, organ iizerine rastgele bir yonelimle
yerlestirilip  bastirildiginda, organin  birbirine
paralel ve sistematik tekdiize rastgele dilim
ornekleri elde edilebilir (Sekil 3).2
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destegi
-

Striicu vida

Sekil 2. Kiigciik makroskobik nesneleri paralel dilimlere ayirmada kullanilan bir bagka dilimleyici (tissue slicer). Burada yine bir
vida yardimiyla ileri-geri istenen mesafelerde hareket ettirilebilen bir hareketli tabla ve bir bicak destegi bulunmaktadir. Hareketli
tabla iizerinde bulunan tirtikli zemin iizerine agar i¢inde yerlestirilen yapi, tablanin istenen oranda ilerletilmesi ve bigcak destegi
yardimiyla sabitlenen bir bicakla kesme yoluyla paralel ve esit aralikli dilimlere ayrilabilir. Bu cihaz, Danimarka’da HIG
Gundersen tarafindan tasarlanmis olup, nesneden 0.5 mm aralikla dilimler elde etmeyi saglar. Bu amag icin bir bagka tasarim
Michel ve Cruz-Orive tarafindan yapilmustir.*'

Mikrotom Bigaklari

Raylar ve _,f;____,.-» -

aralik pullar

Sekil 3. Paralel dilimleme islemleri igin kendi laboratuvarlarimizda kullandigimiz dilimleme aleti. Bu basit arag, mikrotom
bicaklarinin takilabilecegi iki adet ray ve mikrotom bigaklarini belli araliklarla birbirlerinden ayirmak iizere kullanilan degisik
kalinliklarda celik pullardan olusmaktadir. Bu ara¢ yardimiyla uygun biiyiikliikte objeler paralel ve esit aralikli dilimlere
ayrilabilmektedir. Seklin sag tarafinda, bu aragla dilimlenmis bir koyun beyni gériilmektedir.?

Mikroskobik Diizeyde Kullanilan gerekir. Bu asamada c¢ogu kez, ilgilenilen
Bazi Arac ve Gerecler yapinin kesit goriintiileri lizerinde belli adim

Stereolojik sayim ve dlciim ySntemlerinin alanlariyla taramalar yaparak, bunlarin icinde

birgogunda, yapidan alinan sistematik rastgele 6%‘1161.(1‘6'311'6'311 alanlar ﬁzeﬁn@e, ilgilen.d'%gir.niz
Srneklerin, mikroskopta incelenmeye uygun bir niceligi 6lgmek gerekmektedir. Bunun i¢in ise,
bicimde kesitlere ayrilmas1 ve daha sonra bunlarin, mikroskoptaki  goriintii - alanlarinin, - verimli,

yine sistematik rastgele Ornekleme mantigina kolay ve .tffkraflanablhr bir  tarzda
uyeun olarak mikroskop altinda incelenmeleri adimlanabilmesini saglamak esastir. Bu amacla
en giivenilir olani, motorlu bir mikroskop
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tablas1  kullanmaktir. Bu tablalarin  degisik
bicimleri piyasada bulunmakla beraber, bazisi
bilgisayar destekli, bazilar1 da analog birimlerce
kontrol  edilebilecek  sekilde tasarlanmustir.
Tiimiiniin temel islevi, istenilen araliklarla,
incelenecek Ornegi tasiyan mikroskop tablasini,
sabit objektif altinda hareket ettirerek, goriintii
alanlarinin  belli bir sira icinde incelenmesini
saglamaktir. Bu tablalar yiiksek hassaslikta bir
hareket yetenegine sahip olduklarindan, bunlarla
yapilan taramalarin giivenilirligi ve
tekrarlanabilirligi yiiksek olmakla beraber fiyati
pahali cihazlar olduklarindan, her laboratuvarda
bulunmalar1 kolay degildir. Bunun i¢in alternatif
bir cihaz olarak Kaplan ve ark. tarafindan
gelistirilen sistem  kullanilabilir.>*  Adim-6lger
(stepmeter) olarak adlandirilan bu cihaz, normal
bir arastirma mikroskobunun tablasina monte
edilen iki adet sanayi tipi yayli kumpastan
olugmaktadir (Sekil 4). Bu kumpaslarin harekete
duyarli uclari, mikroskop tablasinin hareketli
kisimlarina temas edecek sekilde yerlestirilip

Sekil 4. Kesit goriintiileri {izerinde sistematik rastgele
ornekleme alanlarinin belirlenmesi amaciyla Kaplan ve ark.
tarafindan gelistirilen “adim-olcer” diizenegi. Bu diizenek, iki
adet sanayi tipi yayli kumpasin mikroskop tablasinin x ve y

(saga-sola ve On-arkaya) eksenlerindeki hareketlerini
Olgebilecek bigimde, tablanin uygun (hareketli) yerlerine
temas edecek sekilde monte edilmeleriyle elde edilmistir.
Boylece, mikroskop tablasi x ve y dogrultularinda istenen
miktarda hareket ettirilerek, kesit goriintiileri tizerindeki alan
orneklerinin koordinatlarina rahat ve kesin bir bicimde
ulasilabilmektedir. Buradaki kumpaslarin hareket duyarlilig

10 mikrometre olup, bir¢ok stereolojik 6l¢iim igin uygun bir
Al 24
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sabitlenerek, tablanin hareketleri, kumpaslarin
gostergelerinden okunabilmektedir. Bu sayede
mikroskop tablasinin x ve y (ileri-geri ve saga-
sola) eksenlerinde istenilen aralikta ilerlemeler ve
adimlamalar yapmak miimkiin olmaktadir. Bu
gere¢ icin kullanilan kumpaslarm 10, 5 ve 1
mikrometre duyarlilifa sahip olanlar1 piyasada
bulunmaktaysa da, 10 mikrometrelik duyarliliga
sahip olan tipleri bir¢ok stereolojik ol¢iim icin
yeterli olabilmektedir.***

Kesit goriintiileri tizerinde adimlama yaparken
kullamilan bazi1 bagka alternatif yoOntemler de
mevcuttur. Bunlardan biri de, kiiciik biiyiitmede,
kesit goriintiisii lizerindeki belli dogal basvuru
noktalarindan faydalanilarak, istenilen alanlarin
taranmasi1 ve biiyilk bilyiitmelerde olc¢timlerin
yapilmasidir. Fakat bu tip goz kararina dayali
yontemler, kullanict hatasina ¢ok agik ve
uygulanmasi nispeten zor oldugundan, ¢cok dikkatli
bir sekilde uygulanmalidirlar.

Kesit Kalinhig1 Hesaplamalarinda

Kullanilabilecek Bazi Pratik Coziimler

Stereolojik yontemlerin birgogunda, kesit
kalinlig1 veya ol¢iim yapilan kesit yiiksekliginin
ortalama kesit kalinligima oram1 bilinmelidir.
Ozellikle optik disektor ve optik pargalama
(fractionator) gibi optik sayim ve hesaplama
yontemlerinde kesit kalinliginin hassas bir bigimde
olciilmesi onemlidir.'**

Kesit kalinligi, cogunlukla, kalin bir kesit
icerisinde, gbzlenen odak noktasinin kesit iginde
ilerlemesi seklinde gozlemlenebilen, mikroskop
tablasinin sabit objektif altinda dikey dogrultu
boyunca yaptig1 hareketlerin Olciilmesi ile elde
edilebilir. Bu yontem, “odak degisimi ile kalinlik
ol¢iimii” olarak bilinir.”’ Bu yontemde, kesitin alt
ve iist ylizeyleri odaklama yapilarak goz karariyla
tespit edildikten sonra, bu iki yiizey arasinda,
mikroskop tablasinin kat ettigi mesafenin uygun
bir aragla Olciilmesi esastir. Dolayisiyla kesit
kalinlig1 ol¢timii i¢in, mikroskop tablasinin dikey
(z) eksendeki hareketlerinin okunabilecegi bir
gerece gereksinim bulunmaktadur.'®?’

Standart arastirma mikroskoplarinda bulunan

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2004, 24
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mikro vidalar iizerinde, mikroskop tablasinin bu
hareketlerini Olcebilecegimiz bir derecelendirme
genellikle mevcuttur. Fakat bu mikro vidalarla
yapilan oOlgiimlerde, mikro vidalarin zit donme

yonleri  arasindaki  hareket  bosluklarindan
(backlash) dolayi, ol¢iimlerde bazi hatalar
meydana gelebilmektedir.*® Ayrica, bu

derecelendirmelerin duyarlilii da ¢ogu zaman ya
yetersizdir veya fazla giivenilir degildir. Bunlardan
sakinmak icin kalinlik 6lciimiinde bir baska arac
kullanmak genelde basvurulan bir secenektir.
Mikroskop tablasinin dikey eksendeki hareketlerini
saptamak i¢in en giivenilir olani, dijital mikrokator
adi verilen araglardir. Bu arag, mikroskop tablasina
monte edilen optik veya benzeri bir hareket dl¢iicii
ile, bu oOl¢iiciiniin yaptig1 ol¢iimleri dijital olarak
gosteren bir ekrandan ve cesitli kontrollerden
(stfirlama, ayarlama vb.) olusur (Sekil 5). Bu tip
araclarla kesit kalinligini, daha dogrusu, mikroskop
tablasinin  hareketlerini olduk¢a yiiksek (0.1
mikrometre kadar) duyarlilikta ©Slgmek olasidir.

Fakat bu araclarin yiikksek maliyetleri, her
laboratuvarda rahatca kullanilmalarini
engellemektedir.

Kesit kalinlig1 6lgmek icin bir baska secenek,
mekanik bir mikrokator kullanmaktir (Sekil 6)."*
Mekanik  mikrokatorlar hazir olarak satin
aliabilecegi gibi, yukarida belirtilen adim-6lger

Mikrokator

Mikroskop tablasi

Sekil 5. Dijital mikrokator. Bu arag tablanin dikey eksendeki
hareketlerini 6lgmeye yarar. Sekildeki mikrokator 0.5
mikrometre duyarlilikta 6l¢iim yapmay1 miimkiin kilmaktadir.
Bu tip dijital mikrokatorlar 6zellikle optik stereolojik sayim ve
Olciim yontemlerinde siklikla kullanilmaktadirlar.
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Kaba
hareket

Mikroskop
tablas1

Sekil 6. Mekanik bir mikrokator (12 nolu kaynaktan
alinmustir).

aygitt icin kullanilan kumpaslara benzer araglar
yardimiyla da elde edilebilirler. Burada yapilmasi
gereken, uygun bir Ol¢iim aracini, mikroskop
tablasimin z (dikey) eksenindeki hareketlerini
Olcecek sekilde, bu yonde hareketli bir tabla
bolgesine uygun sekilde tutturarak, tablanin
hareketlerini Ol¢cmektir. Bu tip bir aragla da
giivenilir kalinlik 6l¢iimleri yapilabilir (Sekil 6).

Mikroskop  iizerindeki mikro  vidalarin
“bosluk” probleminin giderilmesinin yollarindan
birisi de, mikro vida iizerindeki derecelendirmenin
“genisletilerek” daha duyarli hale getirilmesidir.”’
Bu genigletme islemi, mikro vida hareketlerini
gosteren bir ibre ve bu ibrenin hareketi
gosterebilecegi  genisletilmis  bir  skaladan
olugabilir. Boyle bir skala, mikroskobun makro
vidasi iizerine monte edilebilecek bir yarim halka
bicimindeki levha iizerine isaretlenerek elde
edilebilir. Bu sekilde, mikro vidanin hareketi daha
duyarli olan biiyiikk bir skalaya aktarilarak,
Olctimlerin dogrulugu arttirilabilir. Aslinda bu
diizenek de mekanik bir mikrokator olarak
diisiiniilebilir fakat, 6l¢timleri kesin olmaktan daha
cok bagil ozellik tasir. Bu yoOntem, kesit
kalinliginin kesin olarak 6l¢ciimiinii gerektiren optik
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disektdr ve yapt hacim hesaplamalarindan ¢ok,
sadece kesit kalinlig1 ile ol¢ciim yapilan sondanin
yiikseklikleri arasindaki oranin bilinmesinin yeterli
oldugu  optik  pargalama  yontemi  i¢in
kullamlabilir.'**”° Kalinhk o6lciimiinde belli bir
hata olsa da, iki kalinlik degeri (yani, ortalama
kesit kalinlig1 ile, kesit i¢inde ol¢iimiin yapildigt
“disektor yiiksekligi”) arasindaki oran, yeterli bir
dogrulukta saptanabilmektedir.

Yukarida bazi orneklerini verdigimiz basit
ara¢ gereclerin bir kismi ile Sekil 7°de goriilen
toplu diizenek elde edilebilir. Bu diizenekte optik
parcalama yontemi kullanilarak toplam say1
hesaplamalar1  yapilmaktadir. Farkli ihtiyaclara
uyarlanabilen bu tip bir sistem, oldukc¢a diisiik
maliyetlerde kolayca kurulabilmektedir (Sekil 7).

Bilgisayar Destekli Stereolojik Analiz
Sistemleri
Yeni stereolojik yontemlerin ortaya ¢ikisindan
kisa bir siire sonra, bu yontemlerin sagladigi

Kamera

Mikroskop

g_\_ Monitor
Akt

Sekil 7. Optik parcalama ile toplam hiicre sayisinin
hesaplanmasina iliskin caligmalarda kullanilan diizenegin
genel goriiniimii. Mikroskop goriintii alanlar {izerindeki adim
orneklemeleri  adim-Olcerler  (stagemeter)  araciligiyla
gerceklestirilirken, kesit kalinlign ve disektdr sondasi
yitksekligi Olctimleri, dijital bir mikrokator araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Bir bilgisayar monitorii, kamera
araciligiyla aliman mikroskop goriintiistiniin izlenmesi ve
goriintii  iizerine ¢esitli Olgiim cetvelleri (tarafsiz sayim
cercevesi, noktali alan oOl¢im cetvel vb.) yerlestirmek
amaciyla kullanilmaktadir. Diizenekteki mikroskop ise
standart bir arasgtirma mikroskobu olup, optik sayim
tekniklerinin giivenli bir bigcimde uygulanabilmesi i¢in yiiksek
sayisal acikliga (ortalama ola{]ak NA= 1.35) sahip immersiyon
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Sekil 8. Bir bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemi
(CAST Olympus-Danimarka; A: Arastirma mikroskobu,
B: Bilgisayar kontrollii mikroskop tablasi, C: CCD kamera,
D: Mikrokator, E: Mikroskop tabla motoru, F: Pentium PC,
G: Bilgisayar ekrani, H: Tabla kontrol ¢ubugu).

kesinlik ve giivenilirlikten, kavranmalarindaki ve
uygulanmalarindaki sadelikten ve siirekli gelisip
degisen yeni ol¢iim araclarindan dolayi, stereolojik
yontemlere olan ilgide Onemli bir artis
gerceklesmistir."'”***" Bunun dogal bir sonucu
olarak, bu yoOntemleri hizli bir bicimde
uygulayabilecek bazi ¢dziim arayislari da giindeme
gelmistir. Bilgisayar teknolojisi, yasamin bircok
alaninda oldugu gibi, kisa bir siire sonra bu konuda
da Onemli gelisimlere neden olacak sekilde
kullamlmaya  baslanmistir.  Cesitli ~ firmalar
tarafindan pazarlanan farkli ozelliklere sahip
bilgisayar destekli stereolojik analiz (BDSA)
cihazlar1 da hizli bir bicimde piyasada gozlenmeye
ve ¢cok miktarda talep bulmaya baglamislardir.

Ik gelismis BDSA sistemi, Danimarka’da
bulunan Olympus firmas:t tarafindan, modern
stereolojik yontemlerin bir¢ogunun babasi sayilan
HJG Gundersen ile yapilan isbirligi sonucunda
gelistirilmistir (Computer Assisted Stereological
Toolbox [CAST Grid], Olympus-Danimarka)
(Sekil 8). Bu sistem, daha sonra piyasaya c¢ikacak
olan sistemler icin de bir model olusturmus ve
bundan sonra, cok farkli 6zelliklere sahip BDSA
sistemleri, farkli firmalarca gelistirilerek piyasaya
stiriilmiistiir. Gilinlimiizde piyasada bulunan BDSA
sistemlerinin bazilar1 sunlardir:

1.  Stereo  Investigator-MicroBrightField
(http://www.microbrightfield.com/prod_si.htm)

2. CAST Grid-Olympus (http://www. olympus-
europa.com/mikro-countries/microl_n.htm)
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3. Stereologer (http://www.stereologer.com)

4. Digital Stereology Software-Kinetic Imaging
(http://www kineticimaging.com/Stereology. html)

5. Q-Prodit-Leica (http://www.leica-microsys-
tems.com/website/lms.nsf; patoloji
laboratuvarlar1  i¢in  gelistirilmis  stereolojik
uygulamalar1 sinirl bir sistem)

ozellikle

Bu sistemler birbirinden farkli bir takim
ozelliklere sahip olsalar da, genel donanim
itibariyle su bilesenleri icerirler:

a) Bir arastirma mikroskobu,

b) Mikroskop {iizerinde bilgisayar kontrollii
bir motorlu tabla,

¢) Uygun bir mikroskop kamerast,

d) Pentium islemcili ve yiiksek islem gii¢lii
bir bilgisayar,

e) Bilgisayarda yiiksek kapasiteli bir canl
goriintli yakalama karti,

f) Stereolojik
bilgisayar yazilimu,

analizler icin uygun bir
g) Mikrokator (yazilim veya diger donanim
elemanlarinda da bulunabilmektedir).

Bu tip sistemler, stereolojik y&ntemlerin
uygulanmalarini son derece hizli ve giivenilir bir
hale getirmektedirler. Kullanilan yazilimlar, bircok
stereolojik yontemde kullanilan ve istege gore
uyarlanabilen, farkli tiplerde Ol¢iim araglarim
(gridler, cerceveler vb.) icermektedirler. Bu araclar
canli veya Onceden yakalanmig ve disklere
kaydedilmis goriintiiler lizerine uygulanabilmekte
ve 1ilgili Ol¢iimler, bilgisayar teknolojisinden
yararlanilarak cok hizli bir bicimde
gerceklestirilebilmektedir  (Sekil 8). Bu tip
sistemlerin kullanilmasinin en ¢ekici yanlarindan
birisi de  mikroskoplarda  bulunan tabla
motorlarinin  arttk  ¢ogunlukla  bilgisayardaki
yazilimlar araciligiyla kontrol edilebilmeleridir.
Stereolojik Ol¢iimlerde en fazla zaman harcanan
boliim kesit goriintiilerinin alan drneklemeleri ve
bu alanlar iizerinde rastgele belirlenen adimlarda
ilgili 6l¢timlerin yapilmasinin tamamen otomatize
edilerek, zamandan ve i giiciinden énemli oranda
tasarruf saglamasidir. Ayrica, bilgisayar destekli

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2004, 24

sistemle yapilan calismalarda, kullanici hatasina
onemli derecede sinirlama getirilmekte ve yapilan
calismanin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi de
biiyiik oranda artmaktadir."

Bir BDSA sisteminin maliyeti, 06zellikle
iilkemizdeki bir¢ok laboratuvar igin oldukca
fazladir. Sistemin maliyeti, Ozelliklerine bagl
olarak  75.000 ila 150.000 € arasinda
degismektedir. Sistemin her zaman kolaylikla satin
almamayacagi aciktir. Boyle bir sistemin satin
alimmasinda maliyet/yararlilik orant iyi
hesaplanmalidir.  Rutin  olarak  stereolojik
calismalar yapilan bir merkez i¢in bdyle bir cihaz
paha bicilmez degerde iken, stereolojiyi bir yan
yontem olarak kullanan laboratuvarlar icin bu tip
bir sistem “liikks” olarak degerlendirilebilir. Ayni1
zamanda, iilkemizin i¢inde bulundugu zor kosullar
da gbz Oniine alindiginda, bodyle bir sisteme sahip
herhangi bir kurulusun, bu sistemi iilkedeki tiim
arastiricilarin uygun sartlarda faydalanabilecegi bir
sekilde isletmesi akla yatkin olacaktir. Bdylece, bu
yiiksek maliyetli cihazlarin tam randimanli olarak
kullanilmalart saglanabilir ve iilkemizdeki bilimsel
gelismeye de 6nemli katkilar da bulunabilir.
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