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tereoloji, histolojik kesitlerin mikroskop 
altında izlenebilen ya da bu kesitlerden 
de�i�ik �ekillerde elde edilen görüntülerin-

den o yapılar hakkında güvenilir üç boyutlu veriler 
elde etmek için kullanılan bir dizi yöntemi içerir. 
Bu yöntemlerle iki boyutlu görüntülerden yola 
çıkılarak hacim, yüzey alanı, sayı ve uzunluk gibi 
bir çok önemli sayısal de�ere ula�ılabilmektedir.1-6 
Tarafsızlık, plan-tabanlı stereolojik yöntemlerin 
do�ru bir �ekilde uygulanması ile ortaya çıkan 

önemli bir kavramdır. Yapıların geometrik özellik-
leri hakkında önceden herhangi bir varsayım ya-
pılmaması ve yapının her noktasına e�it örneklen-
me �ansının tanınması, tarafsızlık kavramının özü-
nü olu�turmaktadır. 

Modern stereolojik yöntemlerle ilgili kavram-
lar tanımlanmadan önce uygulanmakta olan ve 
model-tabanlı stereoloji olarak da bilinen yöntem-
lerin bir kısmında, ilgilenilen yapılarla ilgili de�i-
�ik ön kabuller yapılarak çalı�malar yapılmaktay-
dı.4-7 Yöntemlerin bir kısmında ise çalı�manın so-
nuçlarına de�i�ik düzeltme faktörleri uygulanarak 
gerçe�e yakın sonuçlar elde edilmeye çalı�ılmak-
taydı.8 Ancak modern stereolojik yöntemlerin ta-
nımlanmasıyla birlikte, bu eski yöntemlerin yerini 
almı� olan plan-tabanlı stereolojik yöntemlerde 
herhangi bir ön kabul yapılmadan ve düzeltme 
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Özet 
Modern plan-tabanlı stereolojik yöntemler günümüzde birçok 

bilim dalında yaygın olarak uygulanmaktadır. Herhangi bir varsayıma 
dayanmaması, uygulanabilirli�inin kolay, etkin ve tarafsız olması bu 
yöntemlerin tercih edilme sebepleridir. Ancak son zamanlarda, daha 
önceleri tarafsız oldukları tartı�masız olarak kabul edilen bu metotla-
rın, ne derecede tarafsız oldukları sorusu gündeme gelmi�tir. Son 
yıllardaki çalı�malar, çe�itli faktörler sonucu stereolojik metotlarda da 
bir miktar taraflılık olabilece�ini göstermi�tir. Kullanılan yöntemler, 
kesitlerin hazırlanması sırasında takip edilen i�lemler ve gömme 
ortamları bu faktörlerin ba�ta gelenleridir. Tamamen tarafsız ve hata-
sız bir yöntem henüz mevcut olmamasına kar�ın, bu hataları en aza 
indirgemek ara�tırmacıların elindedir.  
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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. 
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faktörlerine gerek kalmadan güvenilir veriler elde 
edilebilmektedir. Bu nedenden dolayı modern 
plan-tabanlı yeni stereolojik yöntemler için “tah-
minden-ba�ımsız” terimi de kullanılmaktadır.9 

Ancak son zamanlarda, taraflılıktan uzak gö-
züken bu yöntemlerin gerçekte ne derece tarafsız 
oldu�u sorusu gündeme gelmi�tir. Son yıllardaki 
çalı�malar, örnekleme stratejisi, kullanılan yöntem 
ve ki�iden kaynaklanan faktörler sonucu farklı 
oranlarda taraflılıkların olabilece�ini göstermi�tir. 
Özellikle aynı yapılar üzerinde farklı ara�tırmacıla-
rın elde ettikleri sonuçlar arasındaki belirgin farklı-
lıklar, bu tartı�maların ba�lamasında önemli bir 
neden olmu�tur.10-19 

Yeni ara�tırmalar, stereolojik yöntemlerin uy-
gulanmasından do�an hata kaynaklarının, 
stereolojik yöntemlerle ilgili olabilece�ini göster-
mektedir.20 Ancak çalı�maların bir kısmı da bir çok 
hatanın stereolojik yöntemin uygulanmaya ba�-
lanmadan önce yapılan tespit, doku takipleri, kesit 
alma i�lemleri ya da boyama yöntemlerinden kay-
naklanabilece�ini göstermektedir. Bu sebepten 
dolayı stereolojik uygulamalarda hata kaynakları-
nın yöntemden kaynaklanan hata kaynakları (Tablo 
1) ve yöntem dı�ı hata kaynakları (Tablo 2) olarak 
ele alınması gereklidir.21 

Stereolojik Yöntemlerden Kaynaklanan 
Hata Kaynakları 

Disektör Uygulamaları �le �lgili 
Hata Kaynakları 

Optik disektör ve fiziksel disektör gibi modern 
plan-tabanlı yöntemlerin ilk ba�larda, yöntemlerin 

kurallarına uyuldu�u taktirde tarafsız ve do�ru 
sonuçlar verece�i ileri sürülmü�tü. Ancak daha 
sonra bir çok ara�tırıcının dikkatini çeken ve yapı-
lan kalibrasyon analizleri, bu yöntemler do�ru 
uygulansa bile ço�u ara�tırıcının dikkatini çekme-
yen belirli, fakat kontrol edilebilir bir taraflılı�a 
neden olabilece�ini göstermi�tir.21 

Fiziksel Disektör 
Fiziksel disektör uygulamasında, bilinen bir 

mesafeyle ayrılmı� birbirine paralel kesit çiftlerin-
de tanecik sayımı yapılır.5 Bu kesitlerden birisi 
gözlem (look-up), di�eri de sayım kesiti (örnek 
kesit, reference section) olarak adlandırılır ve sa-
yım kesitinde olup, gözlem kesitinde olmayan 
tanecikler sayılır (�ekil 1).22 Kesitlerde gözlenen 
tanecik izdü�ümlerinin aynı taneci�e ait oldu�unun 
tanımlanabilmesi gereklidir. Ayrıca, kesitler ara-
sındaki mesafe tanecik boyutunun yakla�ık üçte 
biri kadar olmalıdır.7 Burada amaç, taneciklerin 
atlanmadan sayılabilmesini sa�lamaktır. Bu yön-
temin elektron mikroskobunda elde edilen 
mikrograflarında uygulanması oldukça kolaydır. 
Ancak benzer alanların tespit edilmesindeki zor-
luklar, uygulama için özel ekipman gerektirmesi ve 
zaman alıcı olması gibi etkenler, yöntemin ilk akla 
gelen bazı olumsuz özellikleridir.4,21 

Yöntemlerin uygulanması sonucu elde edilen 
de�erlerin do�rulunun onanması için ilk defa fizik-
sel disektör için kalibrasyon analizleri yapılmı�tır. 
Yapılan bu çalı�maların sonuçları de�erlendirildik-
ten sonra izdü�ümü sayımı ve optik disektör uygu-
lamaları için de kalibrasyon yapılması gereklili�i 
ortaya çıkmı�tır.21 

 
 
 
 
 

Tablo 1. Tanecik sayım yöntemlerinin avantaj ve dezavantajları 

 
Sayım metodu Avantajları Dezavantajları 
Profil sayımı Az, mevcut ekipman, ince kesitler için uygun, 

nispeten etkin ve hızlı, önceki çalı�malardan 
fazla veri tabanı 

Partikül boyutu ve �ekline dayalı tahminlere 
ba�lı taraflılık 

Optik disektör Nispeten etkili, heterojen partiküllerden etki-
lenmeme, daha fazla ekipman gerektirme 

Kalın kesit gereklili�i, antikorlar tüm kesite 
nüfuz etmeyebilir, farklı z-ekseni büzü�meleri 
taraflılı�a neden olabilir 

Fiziksel disektör Genellikle tarafsız, ince kesitlere 
uygulanabilirlik 

�ki kesitin hizalanmasında zorluk, özel ekipman 
gereklili�i, zaman alıcı 

Seri kesitlerden 3-boyutlu 
yeniden yapılandırma 

Tarafsız Zaman alıcı, çok sayıda veya yo�un yerle�imli 
partiküllere uygulanması imkansız 
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Optik Disektör 
Optik disektör, kalın bir doku kesiti içerisinde 

z ekseni boyunca optik olarak ilerlerken olu�turu-
lan sanal bir küp olarak da dü�ünülebilir. Tarafsız 
sayım çerçevesi kurallarına göre olu�an bu sanal 
küpün ön, üst ve sol yanı serbest kenarlar olarak 
nitelendirilir. Optik disektör uygulamalarında kü-
pün iç kısmına ve serbest kenarlara isabet eden ve 
tanecik olarak nitelendirilen yapılar sayılmaktadır. 
Bu kenarlar, optik disektörün etrafındaki alanı, tüm 
objelerin ebat, �ekil ve yönelimlerinden ba�ımsız 
olarak aynı olasılıkla sayılabilmelerine izin ve-
rir.4,23,24 Fiziksel disektördeki kar�ılıklı iki kesitin 
e�le�tirilmesi zorlu�unu ve zaman kaybını önleme-
si açısından da önemli bir avantaja sahiptir.4 Klasik 
optik disektör uygulamalarında kesitin alt ve üst 
kısımlarında, kesit alınması sırasında olu�an yüzey 
düzensizliklerinden sakınmak için, belli bir güven-
lik ku�a�ı bırakılmaktadır. Dolayısıyla sayım i�le-
mi üst ve alt güvenlik ku�aklarının haricinde yani 
kesitin orta kısımlarında gerçekle�tirilir. Tanecikle-
rin �ekil, boyut ve yönelimleri hakkında herhangi 
bir ön varsayım yapılmaması, etkili ve kullanımı-
nın kısmen kolay olu�u, bu yöntemi bir çok yön-
temle kıyaslandı�ında daha avantajlı hale getir-
mektedir (�ekil 2).7,25 

Optik disektör uygulamasında bazı faktörlerin 
sonucun do�rulu�unu etkileyebilece�i gözlenmi�-
tir. Bir kısım çalı�mada doku takibi sırasında do-

kuda meydana gelen farklı orandaki büzü�me ve 
deformasyonların elde edilen sonucun do�rulu�unu 
etkileyebilece�i saptanmı�tır. Dokuda z ekseni 
boyunca meydana gelen deformasyon, yöntemin 
uygulanması sırasında önemli sapmalara neden 

Tablo 2. Tanecik sayım metotlarında kullanılan gömme ortamları ve kesit alma tekniklerinin avantaj ve 
dezavantajları 

 
Histolojik teknik Avantajları Dezavantajları 

Parafin Kolay, tehlikesiz, ucuz, iyi boyanma ve 
morfoloji, düzgün yüzeyler, �erit olu�-
turma, seri kesitlerin birle�tirilmesi kolay 

�mmun i�aretleme için doku antijenitesinin korunmasında 
uygunsuzluk, z-ekseninde farklı distorsiyon 

Frozen �mmun i�aretleme için uygun 
 

Vasat boyanma ve morfoloji, seri kesit alma zorlu�u 

Vibratom �mmun i�aretleme için uygun,  
elde edilebilir ekipman 

Düzgün olmayan yüzeyler, seri kesitlerin birle�tirilmesinde 
zorluk, z-ekseninde farklı distorsiyon 

Metakrilat Doku büzü�mesi az Kötü boyanma ve morfoloji, gömme ve kesit almada zor-
luk, z-ekseninde farklı distorsiyon, kalın kesitler için ısla-
tılma gereklili�i 

Selloidin Kalın kesitlerin elde edilme kolaylı�ı, 
iyi morfoloji 

Dokunun boyanma ve i�lenmesinde zorluk, seri kesit alma-
da zorluk 

 

 
�ekil 1. Ardı�ık iki düzlem (sayım-örnek ve gözlem kesiti) ile 
olu�turulan üç boyutlu bir hacimde disektör taneciklerinin 
sayılması. Doku blo�u içerisinden birisi sayım, di�eri gözlem 
kesiti olmak üzere kesit çiftleri alınmı�tır. Bu kesit çiftleri 
birbirinin ardı�ı�ı olabilece�i gibi belirli bir mesafe ile birbi-
rinden ayrılmı� kesitler de olabilir. Burada göz önünde bulun-
durulması gereken husus, sayım ve gözlem kesitler tarafından 
olu�turulan disektör hacmi içinde de�erlendirmeye alınmayan 
tanecik olmamalı yani hiçbir tanecik atlanılmamalıdır. Bunlar-
dan, sayım kesitinde gözlenip, gözlem kesitte gözlenmeyen, 
yani ardı�ık kesitlerden birinde gözlenip, di�erinde gözlenme-
yen tanecik izdü�ümleri disektör kuralına göre sayıma dahil 
edilecektir. Buna göre, koyu renkteki tanecik sayım kesitinde 
gözlendi�inden gözlem kesitinde gözlenmedi�inden dolayı 
disektör taneci�i olarak sayıma dahil edilir. 
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olabilmektedir (�ekil 3). Çünkü optik disektör 
uygulaması sırasında nispeten daha az büzü�en 
tanecikler görüntü alanında rahatlıkla görülür ve 
sayıma dahil edilir. Bununla birlikte, üst ve alt 
güvenlik ku�aklarında daha fazla büzü�en tanecik-

ler ise uygulama sırasında gözden kaçarak sayım 
dı�ı bırakılabilir. Bu durum bazen elde edilecek 
verilerin gerçek de�erden uzakla�masına neden ola-
rak sistematik bir hataya sebep olabilir.21,26-28 

Morfometrik çalı�maların bir kısmında ise 
immün-i�aretleme yöntemleri kullanılmaktadır. Bu 
gibi çalı�malarda stereolojik yöntemler kullanıl-
mak istenildi�inde i�aretlenmi� antikorların kalın 
kesitin tümüne nüfuz etmemesi gibi bir problemle 
kar�ıla�ılır. Bu durumun çalı�malarda sistematik 
bir hataya sebep olabilece�inin göz önünde bulun-
durulması gerekmektedir.21 

Disektör Uygulamalarında 
Kalibrasyon Yöntemi 

Disektör uygulamaları esnasındaki hata kay-
naklarının sonuçları etkileyip etkilemedi�ini do�-
rulamak ve çalı�malar sonunda elde edilen farklı 
sonuçlardan do�an problemlere kar�ı kalibrasyon 
bir çözüm olarak gösterilmektedir. Bazı ara�tırma-
cılar tüm yeni ölçüm yöntemlerinin kalibre edilme-
si gerekti�ini savunmaktadırlar. Kalibrasyonun 
temelini elde edilen kesitlerin tekrar bir araya geti-
rilip hesaplanması olu�turmaktadır. Bu yöntem “3-
boyutlu yeniden yapılandırma” (3D reconstruction) 
olarak adlandırılır. �lk bakı�ta oldukça fazla bir i� 
yükü gerektirir gibi gözükse de, aslında basit ve 
uygulaması kolaydır (�ekil 4).20 

 
�ekil 2. Optik parçalamada kullanılan optik disektörün uygu-
laması. (A) Adımlama esnasında tarafsız sayım çerçevesi 
ortasında bulunan (+) i�aretinin incelenen doku üzerine isabet 
eden yerlerinde optik disektör yapılmaktadır. Bu �ekilde 
adımlardan biri (B) daha büyük bir büyütmede �ematize 
edilmi�tir. Adımın bir bölümünde doku bulunmamasına ra�-
men tarafsız sayım çerçevesinin ortasına yerle�tirilen (+) 
i�aretinin incelenen doku üzerine isabet etmesinden dolayı bu 
adımda optik disektör yapılmaktadır. Kesitin üst yüzeyinden 
alt yüzeyine kadar olan mesafede üst (5 µm) ve alt (x µm) 
yüzeylerde güvenlik ku�akları bırakılarak, (h) kadar bir derin-
likte optik disektörler yapılmaktadır. h’nın alt ve üst tarafın-
daki mesafeler güvenlik için bırakılan doku kısımlarıdır. (C) 
ve (D) Optik disektör uygulaması, kesit yüzeylerinde meyda-
na gelen kayıp veya yarı kesilmi� partiküllerden sakınmak 
için, kesitin her iki yüzeyinden de belirli bir mesafe uzakla�a-
rak kesitin merkezinde sayım yapılmasını önermektedir. 
Optik disektörde sayıma ba�lanacak yüzeydeki güvenlik 
ku�a�ının mesafesi daima sabit kalırken (örne�imizde üst 
yüzeydeki güvenlik ku�a�ı daima 5 µm), alt güvenlik ku�a�ı 
ise kesitin kalınlı�ına göre de�i�ebilmektedir. (C) ve (D)’de 
çizilen �ematik doku dilimlerinin (x) ile i�aretlenen alt güven-
lik ku�aklarının mesafeleri kesit kalınlıklarının birbirinden 
farklı olmasından dolayı de�i�ik oldu�unu göstermektedir. 
 

 
�ekil 3. Kesit alma esnasında mikrotom bıça�ının darbesi 
sonucunda kesitin alt ve üst yüzeninde meydana gelen tanecik 
sıkı�masına ili�kin �ematik bir görünüm. Bilinen optik parça-
lama yönteminde kesitin orta kısmında tanecik sayımı yapıl-
makta buradan çıkan sayım sonucu kesitin di�er kısımları ile 
aynı yo�unlukta tanecik bulundurdu�u varsayımı ile tüm 
di�er basamaklarda hesaplamalar yapılmaktadır. Teorik ola-
rak tarafsız oldu�u savunulan optik parçalama yönteminin 
uygulamada tarafsız olmadı�ı kesit deformasyonundan kay-
naklanan sapmalara sahip oldu�u gözlenmi�tir. 
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Disektör uygulamalarında ilgilenilen yapı ta-
necik olarak adlandırıldı�ına göre, kalibrasyon 
uygulamasında yine taneciklerin yeniden de�erlen-
dirilmesi yapılır. Yöntemin esasını her bir taneci-
�in en az bir kesitte gözlenmesi ve izdü�ümlerinin 
bir kesitten di�erine do�ru takip edilmesi olu�turur. 
Kalibrasyon için ölçümler do�rudan üç boyutlu bir 
uzayda yapıldı�ı için bu yöntem bazı ara�tırıcılar 
için çalı�manın do�rulu�unu gösteren “altın stan-
dart” olarak da tanımlanır.1,29 

Kalibrasyon uygulaması yakla�ık 5-10 seri ke-
sit kullanılarak yapılabilir (�ekil 4). Bir kesitte 
seçilen alandaki tanecikler belirlendikten sonra, 
ardı�ık kesitte aynı alan bulunarak i�leme devam 

edilir. Bir kesitte kan damarı ya da belirgin di�er 
yapıların saptanması, bir sonraki kesitte aynı alanın 
ve dolayısıyla taneciklerin yerini belirlemede ko-
laylık sa�lar. Eldeki tüm kesitlerde, belirlenen 
alandaki taneciklerin hepsinin tanımlanması ge-
rekmektedir. Taneciklerin izdü�ümlerinin takip 
edilerek birle�tirilmesi ile tanecikler tekrar elde 
edilir. Hiçbir tanecik atlanmadı�ı ya da yanlı� ta-
nımlanmadı�ı sürece bu örnekleme alanındaki sayı 
gerçek sayıyı verecektir. Bu tür uygulama için en 
az 100 partikülün yeniden yapılandırılması gerek-
ti�i belirtilmektedir (�ekil 4).21 

Teorik olarak tamamen tarafsız gözüken optik 
disektör yöntemi ile elde edilen de�erler ile yukarı-
da tarif edilen kalibrasyon yöntemi ile elde edilen 
gerçek de�erler kar�ıla�tırıldı�ında, kalibrasyon 
sonuçlarının daha yüksek oldu�u saptanmı�tır. Ba�-
ka bir ifadeyle, optik disektör yöntemi kullanılarak 
elde edilen sayım sonuçlarının, gerçek de�erden 
daha az çıkması söz konusu olabilmektedir. Daha 
önce de de�inildi�i gibi optik disektörde, kesitin alt 
ve üst yüzünde güvenlik ku�a�ı bırakılarak kesitin 
orta kısmında sayım yapılmaktadır (�ekil 2). Ara�tı-
rıcılar klasik optik disektör uygulamaları ile elde 
edilen sonuçların gerçek de�erden daha az çıkması-
nın, kesitin alt ve üst yüzeylerinde bırakılan güven-
lik ku�aklarında sayım yapılmamasına ba�lı olabile-
ce�ini belirtmektedirler (�ekil 3). Bu durumun ger-
çek nedeni, optik disektör uygulamalarında sıklıkla 
kullanılan parafin ve plastik gömme ortamlarının 
özelli�inden kaynaklanmaktadır. Yapılan çalı�malar 
parafin kesitler kullanıldı�ında, kesitin alt ve üst 
güvenlik ku�a�ının dı�ında sayım yapılan bölgeler-
deki (5-15µm aralı�ındaki mesafede) hücre yo�un-
lu�unun güvenlik ku�a�ındaki hücre yo�unlu�una 
göre %25 kadar daha az oldu�unu göstermektedir.30 

Farklı Optik Disektör Uygulamaları 
Bir kısım ara�tırıcılar tarafından klasik optik 

disektör uygulamasından elde edilen sonuçların 
gerçek de�erden daha az çıkabilece�i ve bunun 
muhtemel sebepleri ortaya konduktan sonra, bazı 
ara�tırıcılar da klasik optik disektör yöntemini 
de�i�tirerek de�i�ik bir uygulamaya ba�lamı�lar-
dır.30 De�i�tirilmi� optik disektör yöntemi olarak da 
adlandırılabilecek olan bu yöntemin esasını kesit-

 
�ekil 4. Kesitlerdeki taneciklerin izdü�ümleri takip edilerek 
birle�tirilmesiyle tanecikler tekrar elde edilir. Hiçbir tanecik 
atlanmadı�ı ya da yanlı� tanımlanmadı�ı sürece bir örnekleme 
alanındaki tanecik sayısı o dokudaki gerçek tanecik sayısını 
verecektir. Numaralandırılmı� taneciklerin kesitlerdeki izdü-
�ümleri takip edilir ve en son görüldü�ü kesitte bir tanecik 
olarak sayılırsa alınan kesit serisindeki toplam gerçek tanecik 
sayısı elde edilir. 
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lerde alt ve üst güvenlik ku�akları bırakılmadan 
tamamının örneklenmesi olu�turmaktadır. Dolayı-
sıyla bu teknikle, kesitin sadece orta kısmının de-
�erlendirildi�i optik disektör uygulamalarından 
gerçe�e daha yakın sonuçlar elde edilebilmesi a-
maçlanmaktadır. 

De�i�tirilmi� optik disektör uygulaması, klasik 
uygulamanın meydana getirebilece�i taraflılı�ı en 
aza indirmek için gerekli bir dizi farklı uygulamayı 
içermektedir. Uygulamanın temel mantı�ı, klasik 
optik disektör uygulamasında kesitin kalınlı�ı bo-
yunca örneklemenin (sayımın) yapıldı�ı kısımların 
(genellikle kesitin 5-15 µm’lik kısımları) dı�ında 
kalan ve güvenlik ku�a�ı diye adlandırılan bölgele-
rin de örneklemeye dahil edilmesi gereklili�i üze-
rine kurulmu�tur. Klasik optik disektör uygulama-
sında kesitin alt ve üst yüzeylerinde güvenlik ku-
�a�ı bırakılır (�ekil 2). Buradaki amaç taraflılı�ı 
ortadan kaldırmak için yarım-kesilmi� hücre çekir-
deklerinin sayım dı�ı bırakılmasıdır.25 Klasik optik 
disektör yönteminde güvenlik ku�a�ı uygulaması 
tüm kesitler için standart bir uygulama oldu�u için 
taraflılı�a sebep olmayaca�ı belirtilmektedir.4 An-
cak sıklıkla parafin ve plastik (glycolmethacrylate) 
kesitlerde uygulanan klasik optik disektörde, 
gömme ortamlarından kaynaklanan nedenlerden 
dolayı kesitin ortasındaki hücre yo�unlu�u yüzey 
bölgeye göre daha dü�üktür. Gerçekte bu gömme 
ortamları ile hazırlanan kesitlerde optik disektör 
uygulaması için alt ve üst yüzeylerinde güvenlik 
ku�akları bırakılması gerekebilir. Çünkü gömme 
ortamlarından kaynaklanan sebeplerden dolayı 
kesitin üst ve alt yüzeylerinde sayılabilecek nitelik-
teki taneciklerin yüzeylerden dü�mesi mümkün-
dür.26,31-34 

De�i�tirilmi� optik disektör uygulamasını ta-
nımlayan ve uygulayan ara�tırıcılar ise parafin ve 
plastik gömme ortamlarının yukarıda bahsedilen 
nedenlerden dolayı optik disektör uygulamaları 
için uygun olmadı�ını, bu yöntem için en iyi kesit-
lerin dondurulmu� (frozen) kesitler oldu�unu be-
lirtmektedirler.26,30 Bu tür uygulamalarda frozen ile 
hazırlanmı� her bir kesitin üst ve alt yüzeylerinde 
güvenlik ku�a�ı bırakmadan, kesit derinli�inin 
tamamında optik disektör yöntemi uygulanmakta-
dır. De�i�tirilmi� optik disektör uygulaması, yüze-

ye yakın kısımların örnekleme dı�ı tutuldu�u oriji-
nal sayım kutusunun ya da optik disektörün yeni-
den tanımlanması anlamına gelir. Uygulamada 
tarafsız sayım çerçevesi kurallarında herhangi bir 
de�i�iklik yoktur ve bu çerçeve kurallarına göre 
sayım yapılır. Ancak esas farklılık, kesitlerin de-
�erlendirmeleri yapılacak olan 3-boyutlu ortamda 
yeniden yapılandırılması ve optik disektör kavra-
mının yeniden tanımlanmasında yatmaktadır.21,26,30 

Yapılan bir çalı�mada, de�i�tirilmi� optik 
disektör ile 3-boyutlu yeniden yapılandırma i�le-
minden elde edilen sonuçlar kar�ıla�tırılmı�tır. Bu 
çalı�mada Trochlear çekirde�e ait, 25 µm’lik para-
fin kesitlerden dördü bir araya getirilmi� ve sonuç-
ta 207 nöron elde edilmi�tir. De�i�tirilmi� optik 
disektör uygulaması sonucunda ise 201.4 nöron 
hesaplanmı�tır. Her iki sonuç kar�ıla�tırıldı�ında 
sonuçların %97.3 do�rulukta bir yakınlık gösterdi-
�i gözlenmektedir. Kısaca 3-boyutlu yeniden yapı-
landırma i�lemi ile elde edilen sonuçların gerçek 
de�erlere ne derece yakın oldu�u belirlenebilir.30 

Yöntemlerden Kaynaklanan 
Hatalara Yakla�ım 

Son 20 yılda tanımlanan modern stereolojik 
yöntemler, çalı�ma sonuçlarının bir çok etkenden 
ve ön kabulden ba�ımsız olması sebebiyle kısa 
sürede çok geni� bir uygulama alanı bulmu�tur. 
Modern stereolojik yöntemler daha önceden tar-
tı�masız kabul edilen bir çok do�ru kabullerin de 
de�i�mesine neden olmu�tur. Son yıllarda bir kısım 
ara�tırıcı, stereolojik çalı�maların sonuçlarının da 
stereolojik yöntemlerden kaynaklanan bazı hata-
lardan dolayı taraflı olabilece�ini ileri sürmektedir. 
Ba�ka bir ifadeyle bilimin her alanında oldu�u gibi 
stereolojinin uygulama alanları geni�ledikçe yön-
temleri de tartı�ılmaktadır. Burada akla gelen en 
önemli soru “acaba stereolojik yöntemlerle elde 
edilen sonuçlar bilimsel gerçekten uzak mı?” soru-
sudur. Stereolojik yöntemlerin tartı�ıldı�ı çalı�ma-
lar incelendi�inde bu sorunun sorulmadı�ı, 
stereolojik yöntemlerin temelini olu�turan geomet-
rik ispatların tartı�masız kabullenildi�i görülmek-
tedir. Bu çalı�malarda yöntemlerin uygulanması 
sırasında kar�ıla�ılan bazı problemleri çözmeye 
yönelik tartı�malar yapılmakta olup, bir kısmında 
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da mevcut yöntemlerin modifikasyonları yapılmak-
tadır. Bu nedenle stereolojik uygulamalar geçerlili-
�ini gittikçe artan bir oranda devam ettirmekte-
dir.10-19,21 

Stereolojik Yöntemlerin Dı�ındaki  
Muhtemel Hata Kaynakları 

Kesitlerin Hazırlanmasında Kullanılan  
De�i�ik Gömme Ortamları ile �lgili  

Hata Kaynakları 
Stereolojik çalı�malarda kesitlerin hazırlandı�ı 

gömme ortamları, yöntemlerin uygulanması sıra-
sında meydana gelebilecek hata kaynaklarının bir 
kısmını olu�turur. Bir kısım ara�tırıcı stereolojik 
çalı�malar için sadece plastik gömme ortamlarını 
kullanırken bir kısmı ise hem parafin, hem de plas-
tik gömme ortamlarını kullanmaktadır. Son yıllar-
da ise parafin ve plastik gömme ortamlarından 
kaynaklanan hata kaynaklarının fazla oldu�u ve bu 
hataların çalı�maların sonuçlarını belirgin bir �e-
kilde etkiledi�i saptandı�ından,21,26 ara�tırıcılar 
de�i�ik alternatiflere yönelmi�lerdir. Bir kısım 
ara�tırıcı de�i�ik gömme ortamlarının stereolojik 
çalı�malar için uygun olabilece�ini belirtirken, bir 
kısmı ise gömme ortamlarının yerine gömme orta-
mı kullanmadan frozen kesitler almayı tercih ede-
rek, gömme ortamlarından kaynaklanan hatalardan 
kurtulma yolunu seçmektedir.21,26 

Parafin Gömme Ortamı 
Doku büzü�mesinin, stereolojide önemli bir 

faktör oldu�u ve verilerin yanlı� yorumlanmasına 
yol açabildi�i belirtilmektedir. Doku büzü�mesinin 
derecesi dokunun sertli�ine ba�lıdır. Bu da yine 
kollagen gibi hücre dı�ı matriks bile�enlerinin içe-
ri�ine ba�lı olabilir.3,35,36 

Parafin, ara�tırma laboratuarlarında preparat 
hazırlanması için özel amaçların dı�ında en çok 
tercih edilen ve yaygın olarak kullanılan bir göm-
me maddesidir. Dokuların iyi bir �ekilde boyanma-
sı ve morfolojik özelliklerinin kolayca ortaya çık-
masını sa�laması, kesitlerinde düzgün yüzey elde 
edilmesi, ucuz olu�u ve seri kesit alınmasının ko-
laylı�ı gibi özellikler kullanımını arttıran sebepler-
dir (21). Ancak yüksek ısının kullanıldı�ı çalı�ma-
larda doku büzü�mesini arttırması ve artefaktların 
olu�ması parafinin kullanım alanını sınırlandırmak-

tadır.37 

Plastik Gömme Ortamı 
Metakrilat gibi plastik gömme maddeleri ise, 

parafin kullanımında kar�ıla�ılan problemlerin 
bazılarını ortadan kaldıran gömme ortamlarıdır. 
Plastik gömme ortamı parafine göre dokularda 
daha az büzü�meye sebep olur ve bu gömme or-
tamlarında daha az artefakt görülür.37 Buna kar�ın, 
immunositokimyasal tekniklerin ve fluoresan i�a-
retleyicilerin kullanıldı�ı çalı�malarda, plastik 
maddenin alınan kesitlerden tam olarak uzakla�tırı-
lamaması nedeniyle, tanecik olarak nitelendirilen 
i�aretlendirilmi� yapıların tam olarak ortaya çık-
mamasına ve sayım dı�ı kalmasına neden olur. Bu 
durum stereolojik çalı�malar için ara�tırıcının far-
kına varamadı�ı ancak çalı�manın gerçek sonu-
cundan sistematik bir sapmaya neden olacak bir 
hata kayna�ıdır. Bununla birlikte, plastik gömme 
ortamı kullanılan dokulardan kesitlerin hazırlan-
ması her laboratuarda bulunmayan özel ekipmanlar 
gerektirir.38 

Yapılan çalı�malar parafin ve plastik kesitler-
de, kesitin alt ve üst yüzeylerinde tanecik yo�unlu-
�unun hemen hemen aynı oldu�unu göstermekte-
dir. Ancak disektör uygulamasının yapıldı�ı alt ve 
üst güvenlik ku�akları arasında kalan kesitin orta 
kısmında ise tanecik yo�unlu�unun kenarlara göre 
%50 kadar daha az olabildi�i de gösterilmi�tir.30 
Çalı�malar kesitin kenarlarındaki yo�unlu�un orta 
kısma göre daha fazla olmasının nedenini, kesit 
alma i�lemi sırasında kullanılan bıça�ın dokuya 
baskı yapması sonucu kenarlarda meydana gelen 
yo�unluk artı�ından kaynaklanabilece�ini göster-
mektedir. Bu durum hem metal, hem de cam bıçak-
ların kullanımında görülebilmektedir. Bu sıkı�tır-
ma etkisi, bıça�ın keskinli�ine, kesitin bloktan 
alını� açısına veya blo�un mikrotoma tutturulması 
sırasındaki basınçtan da kaynaklanabilir. Bu tür 
parametreler tanecik sayısı hesaplamalarını do�ru-
dan etkilemekte ve örneklenen alanlardaki yo�un-
luk tüm kesiti temsil etmedi�i için çalı�ma sonuç-
larının taraflı olmasına yol açmaktadır.30 

Selloidin 
Özellikle merkezi sinir sistemi dokularında ya-

pılacak olan çalı�malar için uygun olan selloidin 
kullanımı giderek metakrilatın yerini almaya ba�la-
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mı�tır.39 Bu madde daha çok kalın kesitler ile çalı-
�ılması planlanan çalı�malarda tercih edilmektedir. 
Kalın kesitlerin kolay elde edilmesi ve doku morfo-
lojisini daha iyi koruması selloidinin avantajlı yön-
lerindendir. Parafinde oldu�u gibi yüksek ısı 
gerektirmez. Ancak boyama sırasında kar�ıla�ılan 
güçlükler ve kesit alırken kar�ıla�ılan bazı sorunlar 
selloidin kullanımının bazı olumsuz yanlarıdır.21 
Ayrıca bir kısım ara�tırıcı selloidin kullanımında 
%40-70’e varan bir doku büzü�mesi olabilece�ini 
de belirtilmektedir. Selloidine gömülü doku kesitleri 
immun boyama için uygun de�ildir.13,20 

Vibratom 
Vibratom, dokuların gömülmesine ya da don-

durulmasına gerek olmadan, özel bir jilet vasıtasıyla 
kesitler alınmasını sa�layan bir sistemdir. Dokular 
taze veya tespit edilmi� olarak kesilebilirler. 
Vibratomda kesit alma i�lemi ba�ladıktan sonra, 
tüm doku kesilene kadar kesme i�lemi 
durdurulamaz.31 Kesit alma sırasında dokular, içinde 
serum fizyolojik bulunan bir banyo içerisinde tutu-
lurlar. Bu i�lem sırasında dokuların serum fizyolojik 
içerisinde tutulması dokular için bir çe�it fizyolojik 
ortam sa�lar. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, 
kullanılan doku ne kadar yumu�ak ise, kullanılan 
serum fizyolojik ısısının da o derece dü�ük olması 
gerekti�idir. Ba�ka bir ifadeyle dokunun yumu�ak-
lı�ı ile, serum fizyolojik ısısı arasında ters bir orantı 
vardır. Örne�in kas ve kalp gibi sert dokular oda 
ısısına sahip serum fizyolojik içerisinde, sinir doku-
su gibi yumu�ak dokular da so�uk serum fizyolojik 
içerisinde tutulurlar. Burada ısının dü�ük tutulması-
nın nedeni yumu�ak dokuların sertle�mesinin sa�-
lanması ve kesit alırken kar�ıla�ılabilecek sorunların 
en aza indirilmesidir. Ayrıca kesit alma i�lemi sıra-
sında e�er doku yumu�ak ise genlik arttırılmalı ve 
jiletin açısı da dikle�tirilmelidir.16,32,40-42 

Vibratom kullanılması ile kesilecek dokuların 
serum fizyolojik içerisinde tutulması dokunun 
enzim aktivitesinin bozulmamasını da sa�lar. Do-
kuların enzim aktivitesinin bozulmaması nedeniy-
le, bu yöntem özellikle enzim çalı�malarında bir 
alternatiftir.39 Vibratom kesitler immun i�aretleme-
de de kullanılabilmektedir. Ancak elde edilen ke-
sitlerde düzensiz yüzeyler olu�ması ve kesitlerin 

doku morfolojisinin çok iyi bir �ekilde ortaya çıka-
ca�ı kesitler olmaması nedeniyle, optik disektör 
uygulamaları için uygun de�ildir. Ayrıca kesitlerde 
meydana gelen düzensiz yüzeyler, 3-boyutlu yeni-
den yapılandırma için gerekli olan seri kesitlerin 
bir araya getirilmesinde problemler ortaya çıkara-
bilmektedir. 21,40 

Dondurma 
Optik disektör uygulamaları, boyama ve ka-

patma i�lemlerinden sonra en az 20-30 µm kalınlı-
�ında olan kesitler kullanılarak gerçekle�tirilir. 
Toplam nöron sayısının hesaplanmasında kalın 
frozen kesitlerin kullanımı bir çok ara�tırıcı tara-
fından rutin hale gelmi�tir. Hatta âni-dondurma 
(snap-frozen) kesitler kullanılarak yapılan çalı�ma-
lardan bile daha güvenilir sonuçlar elde edildi�i de 
ileri sürülmektedir.26 Çalı�malarda frozen kesitler-
de tanecik yo�unlu�u açısından bakıldı�ında kesi-
tin kenarları ve orta kısmı arasında anlamlı bir 
farkın olmadı�ı görülmü� ve çalı�malardan bekle-
nen sonuçlar elde edilebilmi�tir.30 

Frozen kesitlerin elde edilmesi sırasında ça-
lı�ma süresinin oldukça kısalması, doku takibi 
sırasında kullanılan maddelerin her laboratuarda 
kolaylıkla bulunabilecek olması ve elde edilen 
kesitlerde artefaktların büyük oranda görülmemesi, 
bu yöntemi di�er takip yöntemlerine ve gömme 
ortamlarına göre daha uygun hale getirmektedir. 
Bu olumlu özelliklerin yanı sıra yakla�ık 100 µm 
kalınlı�a kadar kesitlerin bu yöntemle elde edile-
bilmesi, bu yöntemi kullanmayı dü�ünen ara�tırıcı-
ya planlayaca�ı çalı�malar için de büyük bir avan-
taj sa�lamaktadır. Çünkü frozen kesitler, uygun bir 
boyama yöntemi kullanıldı�ında 100µm’lik bir 
kesitin tüm katmanlarının morfolojik özelliklerini 
aynı netlikte inceleyebilme, büyük hücrelerin ço-
�unun tamamını kesilmeden de�erlendirebilme ya 
da damarları 100 µm’lik bir kalınlıkta de�erlendi-
rebilme �ansını ara�tırıcıya vermektedir.18,26,28,34 

Ancak bazı çalı�malarda, frozen kesitlerde yapıla-
rın %80’e kadar varan bir büzü�me gösterdikleri de 
bildirilmektedir. Ancak özellikle MSS dokuları 
üzerinde planlanan optik disektör uygulamalarında, 
genellikle hücre çekirde�i sayılabilir nitelikte tane-
cik olarak belirlendi�inden, bu büzü�me çalı�malar 
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için bir sorun olu�turmamaktadır. Dondurulmu� 
kesitlerin elde edilmesinde bir di�er dezavantaj ise 
kesitlerin alınaca�ı cihazın her laboratuarda bulun-
durulamayacak kadar pahalı olmasıdır.18,26 

Kesitlerdeki Farklı Tanecik 
Yo�unlu�unun Nedenleri 

Daha önce de de�inildi�i gibi, kesit alma i�-
lemi sırasında kullanılan bıça�ın dokuya do�ru 
bası yapması ve taneciklerin dokunun içine do�ru 
itmesi söz konusudur. Bu i�lem kesit kenarlarını 
orta kısma göre daha çok etkilemektedir. Doku 
büzü�mesinin tanecikleri ve hücre dı�ı alanı farklı 
derecede etkileyebilmesi ve bunun kesitin kenarları 
ve orta kısmı arasında bir yo�unluk farkına yol 
açabilmesi de söz konusudur. Örne�in, parafin 
kesitlerdeki büzü�me çekirdekleri di�er doku bile-
�enlerinden daha az etkilemektedir. Parafin kesitle-
rin lam üzerine alınmadan önce su üzerinde yüzdü-
rülmesi i�lemi de bu da�ılım farklılı�ına yol aça-
bilmektedir. Frozen kesitlerde ise taneciklerin fark-
lı da�ılım yo�unlu�u göstermemesinin nedeni ta-
necikler ile hücre dı�ı alan içeri�inin benzerli�idir. 
Aynı �ekilde, parafin ve plastik kesitlerdeki tanecik 
ve hücre dı�ı alan içeri�inin farklılı�ı bu kesitler-
deki farklı tanecik yo�unlu�unun nedeni olarak 
gösterilebilir.26,30 

Yöntem Dı�ı Olası Hata Kaynaklarına  
Yakla�ım 

Taraflılık, ne kadar örnekleme yapılırsa yapıl-
sın gerçek de�erden sistematik bir sapmanın önüne 
geçilemeyece�ini ifade eden bir kavramdır. Aslın-
da her çalı�mada oldu�u gibi stereolojik çalı�ma-
larda da farklı etkenlerden kaynaklanan taraflılıklar 
mevcuttur.1,12-19,29 Bunlardan bir kısmı, örne�in 
ara�tırmacının kendi özellikleri gibi etkenler her 
çalı�ma için do�al olan taraflılıklardır. Ancak yu-
karıda da bahsedildi�i gibi kesitlerin farklı oranda 
büzü�mesi, gömme ortamları ya da doku takip 
i�lemleri gibi etkenler ise her çalı�maya göre de�i-
�iklik gösterebilecek taraflılıklardır. Bu nedenle 
yapılması gereken, her bir çalı�mada taraflılı�ın 
boyutunun de�erlendirilerek, planlanan çalı�manın 
özelli�ine göre taraflılı�ı en aza indirecek uygun 
laboratuar �artlarında kesitlerin elde edilmesidir. 

Böyle bir yakla�ım stereolojik sayım yöntemleri ile 
daha do�ru ve daha tarafsız bir sonuç elde edilmesi-
ni sa�layacaktır.21 

Bilimsel hiç bir yöntemin kusursuz olmadı�ı ve 
zamanla daha do�ru sonuçlar elde etme yönünde 
büyük-küçük bir takım uyarlamalara maruz kalması 
gerekti�i de unutulmamalıdır. Önemli olan, yeni 
geli�meleri takip ederek, morfometrik verileri en 
do�ru biçimde elde etmeyi sa�layacak yöntemlerin 
belirlenmesidir. Günümüzde bu i� için en uygun 
araç, halen yaygın olarak kullanılmakta ve kabul 
görmekte olan modern stereolojik yöntemlerdir. 
belirgin taraflılıkların önüne geçmek üzere gereken 
önemlerin alınması halinde, bu yöntemlerin do�a-
sında bulunan temel matematiksel ve istatistiksel 
kurallar, “do�ru” veriler elde etmeyi mümkün kıl-
maktadır. 
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