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Ozet

Modern plan-tabanli stereolojik yontemler giiniimiizde bir¢ok
bilim dalinda yaygin olarak uygulanmaktadir. Herhangi bir varsayima
dayanmamasi, uygulanabilirliginin kolay, etkin ve tarafsiz olmasi bu
yontemlerin tercih edilme sebepleridir. Ancak son zamanlarda, daha
onceleri tarafsiz olduklar tartigmasiz olarak kabul edilen bu metotla-
rin, ne derecede tarafsiz olduklari sorusu giindeme gelmistir. Son
yillardaki caligmalar, ¢esitli faktorler sonucu stereolojik metotlarda da
bir miktar taraflilik olabilecegini gostermistir. Kullanilan yontemler,
kesitlerin hazirlanmasi sirasinda takip edilen islemler ve gomme
ortamlart bu faktorlerin basta gelenleridir. Tamamen tarafsiz ve hata-
s1z bir yontem heniiz mevcut olmamasina karsin, bu hatalar1 en aza
indirgemek arastirmacilarin elindedir.

Anahtar Kelimeler: Stereoloji, gbmme ortamlari,
sayim yontemleri, hata kaynaklari
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Abstract

Modern design-based stereological methods are widely used in
most of the scientific branches. They are generally methods of choice
because of their purported freedom from assumption and bias as well
as their efficiency and feasiblility. Although these methods were
initially introduced as unbiased with regard to any possible error
source, there has been a growing concern. Recent studies suggest that
some amount of bias could be introduced due to a range of factors.
These factors, including the method of choice and sectioning-
embedding procedures, are briefly reviewed in the present study.
Although these methods are not completely unbiased and error-free,
researchers can minimize these errors with a minimum of additional
effort.

Key Words: Stereology, embedding media,
counting methods, error sources
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tereoloji, histolojik kesitlerin mikroskop

altinda izlenebilen ya da bu kesitlerden

degisik sekillerde elde edilen goriintiilerin-
den o yapilar hakkinda giivenilir ii¢ boyutlu veriler
elde etmek icin kullanilan bir dizi yontemi icerir.
Bu yontemlerle iki boyutlu goriintiilerden yola
cikilarak hacim, yiizey alani, say1 ve uzunluk gibi
bir cok onemli sayisal degere ulasilabilmektedir.'
Tarafsizlik, plan-tabanli stereolojik yoOntemlerin
dogru bir sekilde uygulanmasi ile ortaya cikan
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onemli bir kavramdir. Yapilarin geometrik 6zellik-
leri hakkinda 6nceden herhangi bir varsayim ya-
pilmamasi ve yapinin her noktasina esit 6rneklen-
me sansinin taninmasi, tarafsizlik kavraminin 6zii-
nii olusturmaktadir.

Modern stereolojik yontemlerle ilgili kavram-
lar tanimlanmadan ©once uygulanmakta olan ve
model-tabanli stereoloji olarak da bilinen yontem-
lerin bir kisminda, ilgilenilen yapilarla ilgili degi-
sik 6n kabuller yapilarak calismalar yapilmaktay-
di.*’ Yontemlerin bir kisminda ise calismanin so-
nuglarina degisik diizeltme faktorleri uygulanarak
gercege yakin sonuclar elde edilmeye calisilmak-
taydi.® Ancak modern stereolojik yontemlerin ta-
nimlanmasiyla birlikte, bu eski yontemlerin yerini
almis olan plan-tabanli stereolojik yontemlerde
herhangi bir 6n kabul yapilmadan ve diizeltme
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faktorlerine gerek kalmadan giivenilir veriler elde
edilebilmektedir. Bu nedenden dolayr modern
plan-tabanli yeni stereolojik yontemler igin “tah-
minden-bagimsiz” terimi de kullanilmaktadir.’

Ancak son zamanlarda, tarafliliktan uzak go-
ziiken bu yontemlerin gercekte ne derece tarafsiz
oldugu sorusu giindeme gelmistir. Son yillardaki
caligmalar, 6rnekleme stratejisi, kullanilan yontem
ve kisiden kaynaklanan faktorler sonucu farkli
oranlarda tarafliliklarin olabilecegini gOstermistir.
Ozellikle aym yapilar iizerinde farkli aragtirmacila-
rin elde ettikleri sonuclar arasindaki belirgin farkli-
Iiklar, bu tartismalarin baslamasinda ©6nemli bir
neden olmustur.'*"

Yeni arastirmalar, stereolojik yontemlerin uy-
gulanmasindan  dogan  hata  kaynaklarinin,
stereolojik yontemlerle ilgili olabilecegini goster-
mektedir.”® Ancak calismalarin bir kismi da bir ¢ok
hatanin stereolojik yontemin uygulanmaya bas-
lanmadan 6nce yapilan tespit, doku takipleri, kesit
alma islemleri ya da boyama yontemlerinden kay-
naklanabilecegini gostermektedir. Bu sebepten
dolay1 stereolojik uygulamalarda hata kaynaklari-
nin yontemden kaynaklanan hata kaynaklar1 (Tablo
1) ve yontem dist hata kaynaklar1 (Tablo 2) olarak
ele alinmasi gereklidir.*'

Stereolojik Yontemlerden Kaynaklanan
Hata Kaynaklari
Disektor Uygulamalar Ile Ilgili
Hata Kaynaklan
Optik disektor ve fiziksel disektor gibi modern
plan-tabanli yontemlerin ilk baslarda, yontemlerin

kurallarina uyuldugu taktirde tarafsiz ve dogru
sonuglar verecegi ileri siiriilmiistii. Ancak daha
sonra bir cok arastiricinin dikkatini ¢ceken ve yapi-
lan kalibrasyon analizleri, bu yodntemler dogru
uygulansa bile ¢ogu arastiricinin dikkatini ¢cekme-
yen belirli, fakat kontrol edilebilir bir tarafliliga
neden olabilecegini gostermistir.”’

Fiziksel Disektor

Fiziksel disektér uygulamasinda, bilinen bir
mesafeyle ayrilmig birbirine paralel kesit ¢iftlerin-
de tanecik saymmu yapilir.” Bu kesitlerden birisi
gozlem (look-up), digeri de sayim kesiti (drnek
kesit, reference section) olarak adlandirilir ve sa-
yim kesitinde olup, gozlem kesitinde olmayan
tanecikler sayilir (Sekil 1).* Kesitlerde gézlenen
tanecik izdiisiimlerinin ayn1 tanecige ait oldugunun
tanimlanabilmesi gereklidir. Ayrica, kesitler ara-
sindaki mesafe tanecik boyutunun yaklasik iicte
biri kadar olmalidir.” Burada amag, taneciklerin
atlanmadan sayilabilmesini saglamaktir. Bu yo6n-
temin elektron mikroskobunda elde edilen
mikrograflarinda uygulanmasi oldukc¢a kolaydir.
Ancak benzer alanlarin tespit edilmesindeki zor-
luklar, uygulama i¢in 6zel ekipman gerektirmesi ve
zaman alic1 olmasi gibi etkenler, yontemin ilk akla
gelen bazi olumsuz ozellikleridir.**'

Yontemlerin uygulanmasi sonucu elde edilen
degerlerin dogrulunun onanmasi icin ilk defa fizik-
sel disektor icin kalibrasyon analizleri yapilmistir.
Yapilan bu ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildik-
ten sonra izdiisiimii sayim1 ve optik disektor uygu-
lamalar1 i¢in de kalibrasyon yapilmasi gerekliligi
ortaya ¢ikmustir.”’

Tablo 1. Tanecik sayim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Sayim metodu Avantajlari Dezavantajlari
Profil sayimi Az, mevcut ekipman, ince kesitler icin uygun,  Partikiil boyutu ve sekline dayali tahminlere
nispeten etkin ve hizli, onceki caligmalardan  baglh taraflilik

fazla veri tabani
Optik disektor

Fiziksel disektor
uygulanabilirlik
Seri kesitlerden 3-boyutlu Tarafsiz

yeniden yapilandirma

Nispeten etkili, heterojen partikiillerden etki-
lenmeme, daha fazla ekipman gerektirme

Genellikle tarafsiz, ince kesitlere

Kalin kesit gerekliligi, antikorlar tim kesite
niifuz etmeyebilir, farkli z-ekseni biiztigmeleri
tarafliliga neden olabilir

iki kesitin hizalanmasinda zorluk, 6zel ekipman
gerekliligi, zaman alic1

Zaman alici, ¢cok sayida veya yogun yerlesimli
partikiillere uygulanmasi imkansiz
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Tablo 2. Tanecik sayim metotlarinda kullanilan gomme ortamlart ve kesit alma tekniklerinin avantaj ve

dezavantajlari
Histolojik teknik Avantajlari Dezavantajlari
Parafin Kolay, tehlikesiz, ucuz, iyi boyanma ve  Immun isaretleme icin doku antijenitesinin korunmasinda
morfoloji, diizgiin yiizeyler, serit olus- uygunsuzluk, z-ekseninde farkli distorsiyon
turma, seri kesitlerin birlestirilmesi kolay
Frozen Immun isaretleme icin uygun Vasat boyanma ve morfoloji, seri kesit alma zorlugu
Vibratom Immun isaretleme igin uygun, Diizgiin olmayan yiizeyler, seri kesitlerin birlestirilmesinde
elde edilebilir ekipman zorluk, z-ekseninde farkl distorsiyon
Metakrilat Doku biiziismesi az Kétii boyanma ve morfoloji, gomme ve kesit almada zor-
luk, z-ekseninde farkli distorsiyon, kalin kesitler igin 1sla-
tilma gerekliligi
Selloidin Kalin kesitlerin elde edilme kolayligi, Dokunun boyanma ve igslenmesinde zorluk, seri kesit alma-

iyi morfoloji

da zorluk

Optik Disektor

Optik disektor, kalin bir doku kesiti igerisinde
z ekseni boyunca optik olarak ilerlerken olusturu-
lan sanal bir kiip olarak da diisiiniilebilir. Tarafsiz
sayim cercevesi kurallarina gore olusan bu sanal
kiipiin 6n, iist ve sol yan1 serbest kenarlar olarak
nitelendirilir. Optik disektor uygulamalarinda kii-
plin i¢ kismina ve serbest kenarlara isabet eden ve
tanecik olarak nitelendirilen yapilar sayilmaktadir.
Bu kenarlar, optik disektoriin etrafindaki alani, tiim
objelerin ebat, sekil ve yonelimlerinden bagimsiz
olarak ayni olasilikla sayilabilmelerine izin ve-
rir.***** Fiziksel disektordeki karsilikli iki kesitin
eslestirilmesi zorlugunu ve zaman kaybini 6nleme-
si acisindan da 6nemli bir avantaja sahiptir.* Klasik
optik disektor uygulamalarinda kesitin alt ve {ist
kisimlarinda, kesit alinmasi sirasinda olusan yiizey
diizensizliklerinden sakinmak i¢in, belli bir giiven-
lik kusag1 birakilmaktadir. Dolayisiyla sayim isle-
mi iist ve alt giivenlik kusaklarinin haricinde yani
kesitin orta kistmlarinda gergeklestirilir. Tanecikle-
rin sekil, boyut ve yonelimleri hakkinda herhangi
bir 6n varsayim yapilmamasi, etkili ve kullanimi-
nin kismen kolay olusu, bu yontemi bir ¢cok yon-
temle kiyaslandiginda daha avantajli hale getir-
mektedir (Sekil 2).”*

Optik disektor uygulamasinda bazi faktorlerin
sonucun dogrulugunu etkileyebilecegi gozlenmis-
tir. Bir kisim ¢alismada doku takibi sirasinda do-
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Sekil 1. Ardisik iki diizlem (sayim-6rnek ve gozlem kesiti) ile
olusturulan ii¢ boyutlu bir hacimde disektor taneciklerinin
sayilmasi. Doku blogu igerisinden birisi sayim, digeri gozlem
kesiti olmak iizere kesit ciftleri alinmistir. Bu kesit ciftleri
birbirinin ardisig1 olabilecegi gibi belirli bir mesafe ile birbi-
rinden ayrilmug kesitler de olabilir. Burada g6z 6niinde bulun-
durulmasi gereken husus, sayim ve gozlem kesitler tarafindan
olusturulan disektor hacmi i¢inde degerlendirmeye alinmayan
tanecik olmamali yani higbir tanecik atlanilmamalidir. Bunlar-
dan, sayim kesitinde gozlenip, gozlem kesitte gozlenmeyen,
yani ardisik kesitlerden birinde gozlenip, digerinde g6zlenme-
yen tanecik izdiigiimleri disektor kuralina gore sayima dahil
edilecektir. Buna gore, koyu renkteki tanecik sayim kesitinde
gozlendiginden gozlem kesitinde gozlenmediginden dolay1
disektor tanecigi olarak sayima dahil edilir.

kuda meydana gelen farkli orandaki biiziisme ve
deformasyonlarin elde edilen sonucun dogrulugunu
etkileyebilecegi saptanmistir. Dokuda z ekseni
boyunca meydana gelen deformasyon, yontemin
uygulanmasi sirasinda ©onemli sapmalara neden
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Sekil 2. Optik parcalamada kullanilan optik disektoriin uygu-
lamasi. (A) Adimlama esnasinda tarafsiz sayim cergevesi
ortasinda bulunan (+) isaretinin incelenen doku iizerine isabet
eden yerlerinde optik disektor yapilmaktadir. Bu sekilde
adimlardan biri (B) daha biiyiikk bir biiyiitmede sematize
edilmistir. Adimin bir bolimiinde doku bulunmamasina rag-
men tarafsiz sayim cercevesinin ortasina yerlestirilen (+)
isaretinin incelenen doku iizerine isabet etmesinden dolay1 bu
adimda optik disektor yapilmaktadir. Kesitin iist yiizeyinden
alt ylizeyine kadar olan mesafede iist (5 pm) ve alt (x pm)
yiizeylerde giivenlik kusaklar1 birakilarak, (h) kadar bir derin-
likte optik disektorler yapilmaktadir. h’nin alt ve iist tarafin-
daki mesafeler giivenlik i¢in birakilan doku kisimlaridir. (C)
ve (D) Optik disektor uygulamasi, kesit yiizeylerinde meyda-
na gelen kayip veya yan kesilmis partikiillerden sakinmak
igin, kesitin her iki yiizeyinden de belirli bir mesafe uzaklasa-
rak kesitin merkezinde sayim yapilmasimi Onermektedir.
Optik disektorde sayima baslanacak yiizeydeki giivenlik
kusaginin mesafesi daima sabit kalirken (6rnegimizde {ist
yiizeydeki giivenlik kusagi daima 5 pum), alt giivenlik kusagi
ise kesitin kalinligina gore degisebilmektedir. (C) ve (D)’de
cizilen sematik doku dilimlerinin (x) ile isaretlenen alt giiven-
lik kusaklarinin mesafeleri kesit kalinliklarinin birbirinden
farkli olmasindan dolay1 degisik oldugunu gostermektedir.

olabilmektedir (Sekil 3). Ciinkii optik disektor
uygulamasi sirasinda nispeten daha az biiziisen
tanecikler goriintii alaninda rahatlikla goriiliir ve
sayima dahil edilir. Bununla birlikte, iist ve alt
giivenlik kusaklarinda daha fazla biiziigsen tanecik-
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Sekil 3. Kesit alma esnasinda mikrotom bicaginin darbesi
sonucunda kesitin alt ve iist yiizeninde meydana gelen tanecik
stkigsmasina iligkin sematik bir goriinim. Bilinen optik parca-
lama yonteminde kesitin orta kisminda tanecik sayimi yapil-
makta buradan ¢ikan sayim sonucu kesitin diger kisimlar ile
ayn1 yogunlukta tanecik bulundurdugu varsayimmi ile tiim
diger basamaklarda hesaplamalar yapilmaktadir. Teorik ola-
rak tarafsiz oldugu savunulan optik par¢alama yonteminin
uygulamada tarafsiz olmadigi kesit deformasyonundan kay-
naklanan sapmalara sahip oldugu gozlenmistir.

ler ise uygulama sirasinda gozden kacarak sayim
digt birakilabilir. Bu durum bazen elde edilecek
verilerin gercek degerden uzaklasmasina neden ola-
rak sistematik bir hataya sebep olabilir.>"****

Morfometrik caligmalarin bir kisminda ise
immiin-isaretleme yontemleri kullanilmaktadir. Bu
gibi caligmalarda stereolojik yontemler kullanil-
mak istenildiginde isaretlenmis antikorlarin kalin
kesitin tiimiine niifuz etmemesi gibi bir problemle
karsilagilir. Bu durumun caligmalarda sistematik
bir hataya sebep olabileceginin g6z 6niinde bulun-
durulmas1 gerekmektedir.*'

Disektor Uygulamalarinda
Kalibrasyon Yontemi

Disektor uygulamalart esnasindaki hata kay-
naklarinin sonuglar etkileyip etkilemedigini dog-
rulamak ve calismalar sonunda elde edilen farkli
sonuglardan dogan problemlere karsi kalibrasyon
bir ¢6ziim olarak gosterilmektedir. Bazi arastirma-
cilar tiim yeni 6l¢lim yontemlerinin kalibre edilme-
si gerektigini savunmaktadirlar. Kalibrasyonun
temelini elde edilen kesitlerin tekrar bir araya geti-
rilip hesaplanmasi olusturmaktadir. Bu yontem “3-
boyutlu yeniden yapilandirma” (3D reconstruction)
olarak adlandirilir. Ik bakista oldukca fazla bir is
yiikli gerektirir gibi goziikse de, aslinda basit ve
uygulamasi kolaydir (Sekil 4).%
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Sekil 4. Kesitlerdeki taneciklerin izdiisiimleri takip edilerek
birlestirilmesiyle tanecikler tekrar elde edilir. Hicbir tanecik
atlanmadig1 ya da yanlig tanimlanmadig siirece bir 6rnekleme
alanindaki tanecik sayis1t o dokudaki gercek tanecik sayisini
verecektir. Numaralandirilmis taneciklerin kesitlerdeki izdii-
stimleri takip edilir ve en son goriildiigii kesitte bir tanecik
olarak sayilirsa alinan kesit serisindeki toplam gergek tanecik
sayis1 elde edilir.

Disektor uygulamalarinda ilgilenilen yapi ta-
necik olarak adlandirildigina gore, kalibrasyon
uygulamasinda yine taneciklerin yeniden degerlen-
dirilmesi yapilir. Yontemin esasini her bir taneci-
gin en az bir kesitte gdzlenmesi ve izdiisiimlerinin
bir kesitten digerine dogru takip edilmesi olusturur.
Kalibrasyon i¢in dl¢iimler dogrudan ii¢ boyutlu bir
uzayda yapildig1 i¢in bu yontem bazi arastiricilar
icin calismanin dogrulugunu gosteren “altin stan-
dart” olarak da tanimlanur."*

Kalibrasyon uygulamasi yaklasik 5-10 seri ke-
sit kullanilarak yapilabilir (Sekil 4). Bir kesitte
secilen alandaki tanecikler belirlendikten sonra,
ardigik kesitte ayni alan bulunarak isleme devam
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edilir. Bir kesitte kan damar1 ya da belirgin diger
yapilarin saptanmasi, bir sonraki kesitte ayni alanin
ve dolayisiyla taneciklerin yerini belirlemede ko-
laylik saglar. Eldeki tiim kesitlerde, belirlenen
alandaki taneciklerin hepsinin tanimlanmasi ge-
rekmektedir. Taneciklerin izdiislimlerinin takip
edilerek birlestirilmesi ile tanecikler tekrar elde
edilir. Higbir tanecik atlanmadigi ya da yanlis ta-
nimlanmadig siirece bu 6rnekleme alanindaki say1
gercek sayiy1 verecektir. Bu tiir uygulama icin en
az 100 partikiiliin yeniden yapilandirilmas: gerek-
tigi belirtilmektedir (Sekil 4).21

Teorik olarak tamamen tarafsiz goziiken optik
disektor yontemi ile elde edilen degerler ile yukari-
da tarif edilen kalibrasyon yontemi ile elde edilen
kalibrasyon
sonuclarinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bas-
ka bir ifadeyle, optik disektor yontemi kullanilarak
elde edilen sayim sonuglarinin, gercek degerden
daha az c¢ikmasi s6z konusu olabilmektedir. Daha
once de deginildigi gibi optik disektorde, kesitin alt
ve st yliziinde giivenlik kusagi birakilarak kesitin
orta kisminda sayim yapilmaktadir (Sekil 2). Arasti-
ricilar klasik optik disektor uygulamalar: ile elde
edilen sonuglarin gercek degerden daha az ¢ikmasi-
nin, kesitin alt ve iist yiizeylerinde birakilan giiven-
lik kusaklarinda sayim yapilmamasina bagl olabile-
cegini belirtmektedirler (Sekil 3). Bu durumun ger-
cek nedeni, optik disektor uygulamalarinda siklikla
kullanilan parafin ve plastik gdmme ortamlarinin
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
parafin kesitler kullanildiginda, kesitin alt ve {ist
giivenlik kusagmin disinda sayim yapilan bolgeler-
deki (5-15um araligindaki mesafede) hiicre yogun-
lugunun giivenlik kusagindaki hiicre yogunluguna
gore %25 kadar daha az oldugunu gostermektedir.™

gercek degerler karsilastirildiginda,

Farkh Optik Disektor Uygulamalari

Bir kisim arastiricilar tarafindan klasik optik
disektor uygulamasindan elde edilen sonuglarin
gercek degerden daha az c¢ikabilecegi ve bunun
muhtemel sebepleri ortaya konduktan sonra, bazi
arastiricilar da klasik optik disektor yontemini
degistirerek degisik bir uygulamaya baslamislar-
dir.* Degistirilmis optik disektér yontemi olarak da
adlandirilabilecek olan bu yontemin esasini kesit-
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lerde alt ve iist giivenlik kusaklar1 birakilmadan
tamaminin Orneklenmesi olusturmaktadir. Dolayi-
styla bu teknikle, kesitin sadece orta kisminin de-
gerlendirildigi optik disektdr uygulamalarindan
gercege daha yakin sonuclar elde edilebilmesi a-
maclanmaktadir.

Degistirilmis optik disektor uygulamasi, klasik
uygulamanin meydana getirebilecegi tarafliligi en
aza indirmek i¢in gerekli bir dizi farkli uygulamay1
icermektedir. Uygulamanin temel mantigi, klasik
optik disektdr uygulamasinda kesitin kalinligi bo-
yunca orneklemenin (sayimin) yapildigi kisimlarin
(genellikle kesitin 5-15 pm’lik kisimlari) disinda
kalan ve giivenlik kusagi diye adlandirilan bolgele-
rin de Orneklemeye dahil edilmesi gerekliligi iize-
rine kurulmugstur. Klasik optik disektor uygulama-
sinda kesitin alt ve iist ylizeylerinde giivenlik ku-
sag1 birakilir (Sekil 2). Buradaki amag taraflilifi
ortadan kaldirmak i¢in yarim-kesilmis hiicre cekir-
deklerinin sayim dis1 birakilmasidir.” Klasik optik
disektor yonteminde giivenlik kusagi uygulamasi
tiim kesitler icin standart bir uygulama oldugu icin
tarafliliga sebep olmayacag: belirtilmektedir. An-
cak siklikla parafin ve plastik (glycolmethacrylate)
kesitlerde wuygulanan klasik optik disektorde,
gomme ortamlarindan kaynaklanan nedenlerden
dolay1 kesitin ortasindaki hiicre yogunlugu ylizey
bolgeye gore daha diisiiktiir. Gergekte bu gomme
ortamlar1 ile hazirlanan kesitlerde optik disektor
uygulamasi icin alt ve iist ylizeylerinde giivenlik
kusaklar1 birakilmasi gerekebilir. Ciinkii gémme
ortamlarindan kaynaklanan sebeplerden dolay1
kesitin iist ve alt ylizeylerinde sayilabilecek nitelik-

teki taneciklerin ylizeylerden diismesi miimkiin-
dur.26,31»34

Degistirilmis optik disektdr uygulamasim ta-
nimlayan ve uygulayan arastiricilar ise parafin ve
plastik gbmme ortamlarinin yukarida bahsedilen
nedenlerden dolay1 optik disektdor uygulamalari
icin uygun olmadigini, bu yontem i¢in en iyi kesit-
lerin dondurulmus (frozen) kesitler oldugunu be-
lirtmektedirler.”** Bu tiir uygulamalarda frozen ile
hazirlanmis her bir kesitin {ist ve alt yiizeylerinde
giivenlik kusagi birakmadan, kesit derinliginin
tamaminda optik disektér yontemi uygulanmakta-
dir. Degistirilmis optik disektdr uygulamasi, yiize-
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ye yakin kisimlarin 6rnekleme disi1 tutuldugu oriji-
nal sayim kutusunun ya da optik disektoriin yeni-
den tanmimlanmasi anlamina gelir. Uygulamada
tarafsiz sayim cercevesi kurallarinda herhangi bir
degisiklik yoktur ve bu cerceve kurallarina gore
sayim yapilir. Ancak esas farklilik, kesitlerin de-
gerlendirmeleri yapilacak olan 3-boyutlu ortamda
yeniden yapilandirilmas: ve optik disektor kavra-
munin yeniden tanimlanmasinda yatmaktadar.*"

Yapilan bir c¢alismada, degistirilmis optik
disektor ile 3-boyutlu yeniden yapilandirma isle-
minden elde edilen sonuclar karsilastirilmistir. Bu
calismada Trochlear ¢ekirdege ait, 25 um’lik para-
fin kesitlerden dordii bir araya getirilmis ve sonuc-
ta 207 noron elde edilmistir. Degistirilmis optik
disektdr uygulamas: sonucunda ise 201.4 ndron
hesaplanmigtir. Her iki sonug¢ karsilastirildiginda
sonuclarin %97.3 dogrulukta bir yakinlik gosterdi-
gi gozlenmektedir. Kisaca 3-boyutlu yeniden yapi-
landirma islemi ile elde edilen sonuglarin gercek
degerlere ne derece yakin oldugu belirlenebilir.*

Yontemlerden Kaynaklanan
Hatalara Yaklasim

Son 20 yilda tanimlanan modern stereolojik
yontemler, calisma sonuglarinin bir ¢ok etkenden
ve on kabulden bagimsiz olmasi sebebiyle kisa
siirede ¢ok genis bir uygulama alan1 bulmustur.
Modern stereolojik yontemler daha onceden tar-
tismasiz kabul edilen bir ¢ok dogru kabullerin de
degismesine neden olmustur. Son yillarda bir kisim
arastirici, stereolojik calismalarin sonuclarinin da
stereolojik yontemlerden kaynaklanan bazi hata-
lardan dolay: tarafli olabilecegini ileri siirmektedir.
Bagka bir ifadeyle bilimin her alaninda oldugu gibi
stereolojinin uygulama alanlar1 genisledik¢e yon-
temleri de tartisitlmaktadir. Burada akla gelen en
Oonemli soru “acaba stereolojik yontemlerle elde
edilen sonuclar bilimsel gercekten uzak mi1?” soru-
sudur. Stereolojik yontemlerin tartigildig: caligma-
lar incelendiginde bu sorunun sorulmadig,
stereolojik yontemlerin temelini olusturan geomet-
rik ispatlarin tartismasiz kabullenildigi goriilmek-
tedir. Bu calismalarda yontemlerin uygulanmasi
sirasinda karsilagilan bazi problemleri ¢ézmeye
yonelik tartigmalar yapilmakta olup, bir kisminda
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da mevcut yontemlerin modifikasyonlar1 yapilmak-
tadir. Bu nedenle stereolojik uygulamalar gecerlili-
gini gittikge artan bir oranda devam ettirmekte-
dir.10-19,21

Stereolojik Yontemlerin Disindaki
Muhtemel Hata Kaynaklari
Kesitlerin Hazirlanmasinda Kullanilan
Degisik Gomme Ortamlart ile Ilgili
Hata Kaynaklart

Stereolojik caligmalarda kesitlerin hazirlandigt
gdmme ortamlari, yontemlerin uygulanmasi sira-
sinda meydana gelebilecek hata kaynaklarinin bir
kismini olugturur. Bir kisim arastirici stereolojik
caligmalar icin sadece plastik gdmme ortamlarin
kullanirken bir kismu1 ise hem parafin, hem de plas-
tik gdbmme ortamlarini kullanmaktadir. Son yillar-
da ise parafin ve plastik gomme ortamlarindan
kaynaklanan hata kaynaklarinin fazla oldugu ve bu
hatalarin caligmalarin sonuglarini belirgin bir se-
kilde etkiledigi saptandigindan,®*® arastiricilar
degisik alternatiflere yonelmiglerdir. Bir kisim
arastirict degisik gdmme ortamlarinin stereolojik
calismalar i¢in uygun olabilecegini belirtirken, bir
kismi ise gdmme ortamlarinin yerine gémme orta-
m1 kullanmadan frozen kesitler almayi tercih ede-
rek, gdmme ortamlarindan kaynaklanan hatalardan
kurtulma yolunu segmektedir.*"*°

Parafin Gomme Ortami
Doku biiziismesinin, stereolojide 6nemli bir
faktor oldugu ve verilerin yanlis yorumlanmasina
yol agabildigi belirtilmektedir. Doku biiziismesinin
derecesi dokunun sertligine baghidir. Bu da yine
kollagen gibi hiicre dis1 matriks bilesenlerinin ice-
rigine bagli olabilir.***

Parafin, arastirma laboratuarlarinda preparat
hazirlanmasi i¢in 6zel amaclarin disginda en ¢ok
tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan bir gdm-
me maddesidir. Dokularin iyi bir sekilde boyanma-
s1 ve morfolojik 6zelliklerinin kolayca ortaya cik-
masin1 saglamasi, kesitlerinde diizgiin ylizey elde
edilmesi, ucuz olusu ve seri kesit alinmasinin ko-
laylig1 gibi 6zellikler kullanimini arttiran sebepler-
dir (21). Ancak yiiksek 1sinin kullanildig1 ¢aligsma-
larda doku biiziismesini arttirmasi ve artefaktlarin
olusmasi parafinin kullanim alanimi sinirlandirmak-
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tadir.”’

Plastik Gomme Ortam

Metakrilat gibi plastik gdomme maddeleri ise,
parafin kullaniminda karsilagilan problemlerin
bazilarim ortadan kaldiran gomme ortamlaridir.
Plastik gdmme ortamn parafine gore dokularda
daha az biiziismeye sebep olur ve bu gémme or-
tamlarinda daha az artefakt gériiliir.37 Buna karsin,
immunositokimyasal tekniklerin ve fluoresan isa-
retleyicilerin  kullanildigi ¢alismalarda, plastik
maddenin alinan kesitlerden tam olarak uzaklastiri-
lamamasi nedeniyle, tanecik olarak nitelendirilen
isaretlendirilmis yapilarin tam olarak ortaya c¢ik-
mamasina ve sayim dis1 kalmasina neden olur. Bu
durum stereolojik calismalar i¢in arastiricinin far-
kina varamadigi ancak calismanin gercek sonu-
cundan sistematik bir sapmaya neden olacak bir
hata kaynagidir. Bununla birlikte, plastik gomme
ortami kullanilan dokulardan kesitlerin hazirlan-
mas1 her laboratuarda bulunmayan 6zel ekipmanlar
gerektirir.”®

Yapilan calismalar parafin ve plastik kesitler-
de, kesitin alt ve iist yilizeylerinde tanecik yogunlu-
gunun hemen hemen ayni oldugunu gostermekte-
dir. Ancak disektor uygulamasinin yapildig: alt ve
iist giivenlik kusaklar1 arasinda kalan kesitin orta
kisminda ise tanecik yogunlugunun kenarlara gére
%50 kadar daha az olabildigi de gosterilmistir.*
Calismalar kesitin kenarlarindaki yogunlugun orta
kisma gore daha fazla olmasinin nedenini, kesit
alma islemi sirasinda kullanilan bicagin dokuya
baski yapmasi sonucu kenarlarda meydana gelen
yogunluk artisindan kaynaklanabilecegini goster-
mektedir. Bu durum hem metal, hem de cam bicak-
larin kullaniminda goriilebilmektedir. Bu sikistir-
ma etkisi, bicagin keskinligine, kesitin bloktan
aliis acisina veya blogun mikrotoma tutturulmasi
sirasindaki basingtan da kaynaklanabilir. Bu tiir
parametreler tanecik sayis1 hesaplamalarin1 dogru-
dan etkilemekte ve orneklenen alanlardaki yogun-
luk tiim kesiti temsil etmedigi icin ¢alisma sonuc-
larimin tarafli olmasina yol agmaktadr.*

Selloidin
Ozellikle merkezi sinir sistemi dokularinda ya-
pilacak olan calismalar i¢in uygun olan selloidin
kullanimi giderek metakrilatin yerini almaya bagla-
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mustir.” Bu madde daha cok kalin kesitler ile cali-
stlmast planlanan caligmalarda tercih edilmektedir.
Kalin kesitlerin kolay elde edilmesi ve doku morfo-
lojisini daha iyi korumasi selloidinin avantajli yon-
lerindendir. Parafinde oldugu gibi yiiksek 1s1
gerektirmez. Ancak boyama sirasinda karsilasilan
giicliikler ve kesit alirken karsilasilan bazi sorunlar
selloidin  kullammimin bazi olumsuz yanlaridir.”'
Ayrica bir kisim arastirict selloidin kullaniminda
%40-70’e varan bir doku biiziigmesi olabilecegini
de belirtilmektedir. Selloidine gomiilii doku kesitleri
immun boyama i¢in uygun degildir."**

Vibratom

Vibratom, dokularin gémiilmesine ya da don-
durulmasina gerek olmadan, 6zel bir jilet vasitasiyla
kesitler alinmasin1 saglayan bir sistemdir. Dokular
taze veya tespit edilmis olarak kesilebilirler.
Vibratomda kesit alma islemi basladiktan sonra,
tim doku kesilene kadar kesme islemi
durdurulamaz.’' Kesit alma sirasinda dokular, icinde
serum fizyolojik bulunan bir banyo igerisinde tutu-
lurlar. Bu islem sirasinda dokularin serum fizyolojik
icerisinde tutulmasi dokular icin bir cesit fizyolojik
ortam saglar. Burada dikkat edilmesi gereken nokta,
kullanilan doku ne kadar yumusak ise, kullanilan
serum fizyolojik 1sisinin da o derece diisiik olmasi
gerektigidir. Bagka bir ifadeyle dokunun yumusak-
lig1 ile, serum fizyolojik 1s1s1 arasinda ters bir oranti
vardir. Ornegin kas ve kalp gibi sert dokular oda
1s1s1na sahip serum fizyolojik igerisinde, sinir doku-
su gibi yumusak dokular da soguk serum fizyolojik
icerisinde tutulurlar. Burada 1sinin diisiik tutulmasi-
nin nedeni yumusak dokularin sertlesmesinin sag-
lanmasi ve kesit alirken karsilasilabilecek sorunlarin
en aza indirilmesidir. Ayrica kesit alma islemi sira-
sinda eger doku yumusak ise genlik arttirilmali ve
jiletin acs1 da diklestirilmelidir.'®*>**

Vibratom kullanilmasi ile kesilecek dokularin
serum fizyolojik icerisinde tutulmas: dokunun
enzim aktivitesinin bozulmamasini da saglar. Do-
kularin enzim aktivitesinin bozulmamasi nedeniy-
le, bu yontem oOzellikle enzim c¢aligmalarinda bir
alternatiftir.”® Vibratom kesitler immun isaretleme-
de de kullanilabilmektedir. Ancak elde edilen ke-
sitlerde diizensiz ylizeyler olugmasi ve kesitlerin
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doku morfolojisinin ¢ok iyi bir sekilde ortaya cika-
cagr kesitler olmamasi nedeniyle, optik disektor
uygulamalari i¢in uygun degildir. Ayrica kesitlerde
meydana gelen diizensiz yiizeyler, 3-boyutlu yeni-
den yapilandirma icgin gerekli olan seri kesitlerin
bir araya getirilmesinde problemler ortaya ¢ikara-
bilmektedir. *'*

Dondurma

Optik disektdr uygulamalari, boyama ve ka-
patma islemlerinden sonra en az 20-30 um kalinli-
ginda olan kesitler kullamilarak gerceklestirilir.
Toplam ndron sayisinin hesaplanmasinda kalin
frozen kesitlerin kullanimi bir ¢ok arastirici tara-
findan rutin hale gelmistir. Hatta &ni-dondurma
(snap-frozen) kesitler kullanilarak yapilan ¢alisma-
lardan bile daha giivenilir sonuglar elde edildigi de
ileri siiriilmektedir.”® Calismalarda frozen kesitler-
de tanecik yogunlugu acisindan bakildiginda kesi-
tin kenarlar1 ve orta kismu arasinda anlamli bir
farkin olmadig1 goriilmiis ve ¢alismalardan bekle-
nen sonuglar elde edilebilmistir.*

Frozen kesitlerin elde edilmesi sirasinda ca-
lisma siiresinin oldukca kisalmasi, doku takibi
sirasinda kullanilan maddelerin her laboratuarda
kolaylikla bulunabilecek olmasi ve elde edilen
kesitlerde artefaktlarin biiyiik oranda goriilmemesi,
bu yontemi diger takip yontemlerine ve gdomme
ortamlarina gore daha uygun hale getirmektedir.
Bu olumlu o6zelliklerin yani sira yaklagik 100 uym
kalinliga kadar kesitlerin bu yontemle elde edile-
bilmesi, bu yontemi kullanmay1 diisiinen arastirici-
ya planlayacagi ¢aligmalar i¢in de biiyiik bir avan-
taj saglamaktadir. Ciinkii frozen kesitler, uygun bir
boyama yontemi kullanildiginda 100um’lik bir
kesitin tiim katmanlarinin morfolojik 6zelliklerini
ayn1 netlikte inceleyebilme, biiyiik hiicrelerin co-
gunun tamamini kesilmeden degerlendirebilme ya
da damarlar1 100 um’lik bir kalinlikta degerlendi-
rebilme sansin1 arastiriciya vermektedir.'®*%*%3*
Ancak bazi calismalarda, frozen kesitlerde yapila-
rin %80’ e kadar varan bir biiziisme gosterdikleri de
bildirilmektedir. Ancak 6zellikle MSS dokular
iizerinde planlanan optik disektor uygulamalarinda,
genellikle hiicre ¢ekirdegi sayilabilir nitelikte tane-
cik olarak belirlendiginden, bu biiziisme caligmalar
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icin bir sorun olusturmamaktadir. Dondurulmus
kesitlerin elde edilmesinde bir diger dezavantaj ise
kesitlerin alinacagi cihazin her laboratuarda bulun-
durulamayacak kadar pahali olmasidir.'®*®

Kesitlerdeki Farkh Tanecik
Yogunlugunun Nedenleri

Daha once de deginildigi gibi, kesit alma is-
lemi sirasinda kullanilan bigagin dokuya dogru
basi yapmasi ve taneciklerin dokunun i¢ine dogru
itmesi s6z konusudur. Bu islem kesit kenarlarim
orta kisma gore daha c¢ok etkilemektedir. Doku
biiziismesinin tanecikleri ve hiicre dis1 alam farkli
derecede etkileyebilmesi ve bunun kesitin kenarlari
ve orta kismi arasinda bir yogunluk farkina yol
acabilmesi de so6z konusudur. Ornegin, parafin
kesitlerdeki biiziisme ¢ekirdekleri diger doku bile-
senlerinden daha az etkilemektedir. Parafin kesitle-
rin lam {izerine alinmadan Once su iizerinde yiizdii-
rillmesi islemi de bu dagilim farkliligina yol aca-
bilmektedir. Frozen kesitlerde ise taneciklerin fark-
I dagilim yogunlugu gostermemesinin nedeni ta-
necikler ile hiicre dist alan igeriginin benzerligidir.
Ay sekilde, parafin ve plastik kesitlerdeki tanecik
ve hiicre dis1 alan igeriginin farkliligi bu kesitler-
deki farkli tanecik yogunlugunun nedeni olarak
gosterilebilir.

Yontem Dist Olasi1 Hata Kaynaklarina
Yaklasim

Taraflilik, ne kadar 6rnekleme yapilirsa yapil-
sin gercek degerden sistematik bir sapmanin Oniine
gecilemeyecegini ifade eden bir kavramdir. Aslin-
da her calismada oldugu gibi stereolojik caligma-
larda da farkli etkenlerden kaynaklanan tarafliliklar
mevcuttur."'*"** Bunlardan bir kismi, 6rnegin
arastirmacinin kendi Ozellikleri gibi etkenler her
calisma icin dogal olan tarafliliklardir. Ancak yu-
karida da bahsedildigi gibi kesitlerin farkli oranda
biiziismesi, gomme ortamlar1 ya da doku takip
islemleri gibi etkenler ise her calismaya gore degi-
siklik gosterebilecek tarafliliklardir. Bu nedenle
yapilmas1 gereken, her bir calismada tarafliligin
boyutunun degerlendirilerek, planlanan ¢aligmanin
ozelligine gore tarafliligi en aza indirecek uygun
laboratuar sartlarinda kesitlerin elde edilmesidir.
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Boyle bir yaklagim stereolojik sayim yontemleri ile
daha dogru ve daha tarafsiz bir sonug elde edilmesi-
ni saglayacaktir.”'

Bilimsel hi¢ bir yontemin kusursuz olmadig1 ve
zamanla daha dogru sonuglar elde etme yoniinde
biiyiik-kiiciik bir takim uyarlamalara maruz kalmasi
gerektigi de unutulmamalidir. Onemli olan, yeni
gelismeleri takip ederek, morfometrik verileri en
dogru bicimde elde etmeyi saglayacak yontemlerin
belirlenmesidir. Giiniimiizde bu is icin en uygun
ara¢, halen yaygin olarak kullanilmakta ve kabul
gormekte olan modern stereolojik yontemlerdir.
belirgin tarafliliklarin Oniine gecmek iizere gereken
Onemlerin alinmasi halinde, bu yontemlerin doga-
sinda bulunan temel matematiksel ve istatistiksel
kurallar, “dogru” veriler elde etmeyi miimkiin kil-
maktadir.
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