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ÖZ 
Amaç: Doku takibi genel olarak; fiksasyon, dehidrasyon, 
şeffaflandırma, sertleştirme ve doku gömmeyi içermektedir. Doku 
takibi süreci doku histomorfolojisinin incelenmesi adına avantaj ve 
dezavantajlara sahiptir. Çalışmamızın amacı, diğer faktörler 
optimum seviyede tutularak iki farklı dehidrasyon ajanı ile 
hazırlanan dört doku takibi protokolünün rat böbrek dokusunun 
histolojik yapısına etkisini belirlemek ve en ideal yöntemi ortaya 
çıkarmaktır. 
Yöntem: 12 adet Wistar Albino ratlardan alınan 24 adet böbrek 
dokularına dört farklı doku takibi yöntemi farklı dehidratanlar 
(alkol ve aseton) ve süreler (1 gün ve iki gün) uygulanmıştır. Elde 
edilen bloklardan alınan kesitler Hematoksilen&Eozin ve Masson 
trikrom ile boyanmış ve histomorfolojik olarak ışık mikroskobu 
altında değerlendirilmiştir. Bunlara ek olarak, dört farklı grupta 
böbrek glomerül çapları ölçülmüştür. 
Bulgular: Böbrek preparatlarında glomerulus, tubulus distalis, 
tubulus proksimalis, inen henle, çıkan henle ve bowman 
kapsüllerindeki histolojik yapılar ele alınmıştır. Bu doğrultuda, 
böbrek dokusunda belirtilen bütün bölgeler için alkol ve aseton 
kullanılan gruplarda anlamlı bir fark olmadığı fakat iki gün süre ile 
aseton kullanılan grupta böbrek doku bütünlüğünün bozulduğu 
saptanmıştır. Tüm gruplarda ölçülen böbrek glomerül çapları 
normal değerlere yakın bulunmuştur. 
Sonuç: En iyi düzeyde histomorfolojik incelemeler için, doku takibi 
izlenmesi gereken önemli bir süreçtir. Bizde çalışmamızın 
sonuçları doğrultusunda dehidratif ajan olarak uygun süreler 
doğrultusunda aseton ve alkol kullanımını önermekteyiz. 
Anahtar Kelimeler: Doku takibi, histoloji, böbrek, dehidrasyon, 
aseton, rat.   

ABSTRACT 
Objective: The main steps of tissue processing are fixation, 
dehydration, clearing, and embedding. The aim of our study is to 
determine the effects of four different tissue protocols prepared 
with two different dehydration agents on the histological 
structure of rat kidney tissue and to reveal the most ideal method, 
while keeping other factors at an optimum level. 
Methods: Four different tissue processing were designed and 
performed on 24 rat kidney samples by using two different 
dehydration solutions (alcohol and acetone) and two different 
processing times (one and two days). The samples were stained 
with Hematoxylin&Eosin and Masson’s trichrome compared by 
using qualitative histomorphological criteria under the light 
microscope. Additionally, the diameters of renal glomerular 
structures were measured in all groups. 
Results: The histological structure of rat kidney samples 
investigated in terms of renal glomerulus, Bowmans capsule, 
proximal and distal tubules were. There was not any significant 
difference among the groups. However, the histological 
architecture was disrupted by using the acetone for two days 
protocol. The diameters of the renal glomerulus were in normal 
values. 
Conclusion: In conclusion, for optimal histomorphological 
examinations, it is important to follow the tissue preparation 
process. According to the results of our study, we can suggest that 
acetone and alcohol can be used as a dehydrating agents for 
appropriate times. 
Keywords: Tissue preparation process, histology, kidney, 
dehydration, acetone, rat. 
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Giriş 
 
Dokuların ışık mikroskobu ile incelenebilmesi için yapılan 
işlemler dizisine doku takibi adı verilir. Doku takibi süreci 
fiksasyon (tespit), dehidrasyon, şeffaflandırma, 
sertleştirme ve gömme basamaklarını içermektedir.1 
Doku takibinde ilk aşama fiksasyondur.2 Fiksasyonun 
amacı, dokuyu canlı organizmaya en yakın şekilde 
muhafaza etmek, sabitlemek ve dış etkenlerden 
korumaktır3. Fiksasyonu etkileyen faktörler arasında 
sıcaklık, pH, osmolarite, tespitin süresi, konsantrasyon ve 
dokunun boyutu yer almaktadır.4 Tespit için kullanılan 
solüsyonlara fiksatif adı verilir. En yaygın kullanılan 
fiksatif, formalindir. Diğer fiksatifler arasında Carnoy ve 
Bouin sayılabilir. %10’luk formalin, formaldehitin sudaki 
%4’lük çözeltisidir. Formalinde fikse edilen dokular, çeşitli 
özel boyalar ile boyanabilir ve immünohistokimya 
yöntemi uygulanabilir.5  
Doku takibinin ikinci aşaması dehidrasyon basamağı 
dokudan suyun uzaklaştırılması olarak tanımlanır. 
Dehidrasyon ajanları içerisinde alkoller (etil alkol, 
denatüre alkol, metanol, isopropanol, bütanol),  glikol-
eterler (polietilen glikol, etoksi etonol, dioksan) ve diğer 
dehidrasyon ajanları (tetrahidrofuran, 2,2 
dimetoksipropan, aseton,) yer almaktadır. En fazla 
kullanılan dehidrasyon maddesi etil alkoldür. Renksiz, 
kolay alev alabilen, berrak, orta derece organik ve toksik 
çözeltiler ile karışabilen bir sıvıdır. Dehidrasyon için 
yükselen konsantrasyonlarda kullanılır. Diğer bir 
dehidrasyon solüsyonu asetondur. Aseton berrak, 
renksiz, karekteristik kokulu ve alev alabilen bir 
dehidrandır. Hızla dehidrasyon yapar. Aseton hızlıca 
buharlaşarak dokuların sertleşmesini sağlar.6 
Dehidrasyondan sonraki basamak, doku içinde bulunan 
alkolün, şeffaflandırıcı ajan ile yer değiştirmesi olan 
şeffaflandırmadır.7 Şeffaflandırıcı ajanların, dokuya nazik 
davranabilme, dehidrasyon maddesini temizleyebilen, 
sertleştirici madde ile geçimli olabilen özelliklerine sahip 
olması gerekmektedir. Şeffaflandırma ajanları içinde 
hidrokarbonlar (ksilen, tolüen, benzen, kloroform, 
trikloraeten) esterler ve (metil salisilat, n-bütil asetat ve 
metil benzoat) terpenler yer almaktadır. Genellikle sık 
kullanılan şeffaflandırıcı ajan ksilendir. Alev alabilen 
tehlikeli bir maddedir. Dokunun uzun süre ksilende 
kalması sonucunda dokuda sertleşme çok fazla 
olmaktadır. 
Sürecin bir sonraki aşaması dokuların serleştirilerek 
mikrotom cihazı ile kesilebilecek seviyeye gelmesidir. Bu 
basamakta amaç dokudaki mevcut solüsyonların tutucu 
bir madde ile yer değiştirmesini sağlamaktır. Bu işleme 
“sertleştirme” denilmektedir. Bunun için kullanılan 
maddeler arasında parafin, alternatif maddeler (reçine 
yapısında mumlar, mumlar), diğer maddeler (jelatin, 
agar, selloidin) sayılabilir.8 En yaygın ve sık kullanılan 
sertleştirici madde parafindir. İyi bir infiltrasyon için 
dokunun parafinde optimum sürede kalması 
gerekmektedir. Bunun için doku takibinin bu 
basamağında üç farklı parafin kabı olmalı ve son 
kullanılan parafin kabında şeffaflandırıcı ajan kokusu 
olmamalıdır.9 

Doku takibinin son aşaması bloklama ya da gömme 
basamağında dokular infiltrasyon ortamı ile kaplanır. 
Bloklamada dokunun doğru yönde gömülmesi oldukça 
önemlidir. Dokular gömüldükten hemen sonra parafin 
soğutulmalı ve kristal yapısına dönmesi sağlanmalıdır.10 
Daha önce yapılan bir çalışmada farklı tespit solüsyonları 
(Alkol, Formaldehit, Glasiyal Asetik Asit),  ve formalin ile 
kısa ve uzun süreli tespitin farklı dokulardaki (karaciğer, 
böbrek, deri) histolojik etkilerini karşılaştırılmıştır.11 
Literatürde yer alan diğer bir çalışmada araştırmacılar, 3 
farklı fiksatif ile hazırlanan 4 çözeltinin, doku tespit işlemi 
sürecinde nasıl etkilere sahip olduklarını belirlemek 
amacıyla, dalak ve böbrek dokuları üzerinde 
çalışılmışlardır.12 Diğer bir çalışmada ise farklı fiksatif 
(Formalin, Glyo-Fixx, FineFIX, Cell block ve Greenfix) ve 4 
farklı şeffaflandırıcı (Ksilen, Sub-X, Bio Clear, Shandon 
Xylene Substitute) kullanılarak 13 farklı doku takibi 
kurgulanıp, 13 farklı dokuya uygulanmış ve hematoksilen-
eozin boyalı kesitler histomorfolojik düzeyde niteliksel 
olarak karşılaştırılmıştır.13 
Yukarıda verilen bilgiler doğrultusunda literatürde 
genellikle farklı tespit solüsyonları kullanılarak hazırlanan 
doku takibi protokolleri yer almaktadır, bizde 
çalışmamızda farklı dehidrasyon ajanlarından olan alkol 
ve aseton kullanılarak, bir gün ve iki gün süreli dört farklı 
doku takip protokolünün böbrek dokusu üzerinde nasıl 
etkilere sahip olduklarını belirlemeyi amaçladık. Bu 
doğrultuda solüsyonların en ideal kullanımlarını ortaya 
çıkararak literatüre katkı sağlayacağımızı düşünmekteyiz. 
 

Yöntem 
 
Çalışma için etik kurul onamı Saki Yenilli Deney Hayvanları 
Üretim ve Uygulama Laboratuvarı hayvan deneyleri yerel 
etik kurulu tarafından alınmıştır. Çalışmamızda deney 
Hayvanları Üretim ve Uygulama Laboratuvarından temin 
edilen 12 adet Wistar albino türü dişi sıçanların 24 adet 
böbrekleri materyal olarak kullanıldı. Alınan doku 
örnekleri %10 formalin ile 48 saat süreyle tespit edildi. 
Tespit edilmesinin ardından 24 saat akan suda yıkanan 
örnekler, dört farklı doku takibi yöntemi ile dereceli alkol 
serilerinden geçirilip dehidre edildi ve parafinde 
bloklandı.14,15 Hazırlanan bloklardan 4 µm kalınlığında 
kesitler alındı. Alınan bu kesitlere genel histolojik yapıyı 
belirlemek amacıyla Hematoksilen-Eosin boyama 
yöntemi uygulandı. Farklı doku takip yöntemleri 
uygulanan böbreklere ait preparatlarda glomerulus, 
tubulus distalis, tubulus proksimalis, inen henle, çıkan 
henle ve bowman kapsüllerindeki histolojik yapılar ele 
alınmıştır. Bu yapıların incelenmesi sağlanarak grupları 
arası farkı ortaya çıkarmak amaçlanmıştır. Ayrıca bu 
gruplarda böbrek glomerül çapları daha önce yapılan 
çalışmalara uygun olarak ölçülmüştür.8 Böbrek doku 
hasarı (40X) ışık mikroskobu altında dokuda etkilelenilen 
yüzde derecelendirilerek skorlandı. 0, 0%; 1, <30%; 2, 
31% - 60%; 3, 61% - 100%. Elde dilen tüm skorlar toplandı, 
ortalama değerler alındı ve grafik üzerinde sergilendi16. 
Hazırlanan preparatlar Olympus BX43F (Japonya) ışık 
mikroskobun altında incelendi ve ilgili kısımlarından  
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Tablo 1. Histolojik doku takibi protokolleri
  

Grup I: 1 günlük asetonsuz doku 

takip protokolü  

Grup II: 1 günlük asetonlu doku 

takip protokolü 

Grup III: 2 günlük asetonsuz doku 

takip protokolü 

Grup IV: 2 günlük asetonlu doku 

takip protokolü  

Formalin, %10 24 saat  Formalin, %10 24 saat Formalin, %10 24 saat Formalin, %10 24 saat 

Akan su altında 2 saat Akan su altında 2 saat Akan su altında 2 saat Akan su altında 2 saat 

Alkol %75 30 dk  Alkol %75 30 dk Alkol %75 1 saat Alkol %75 1 saat 

Alkol %96 30 dk  Alkol %96 30 dk  Alkol %75 1 gece Alkol %75 1 gece 

Alkol %96 30 dk  Aseton 1 30 dk Alkol %96 1 saat Alkol %96 1 saat 

Alkol %100 30 dk Aseton 2 30 dk Alkol %96 1 saat Alkol %96 1 saat 

Alkol %100 30 dk Aseton 3 30 dk Alkol %96 1 saat Aseton 1 30 dk 

Ksilen 15dk  Ksilen   15dk Alkol %100 1 saat Aseton 2 30 dk 

Parafin I’de 1 saat  Parafin I’de 1 saat  Alkol %100 1 saat Aseton 3 30 dk 

Parafin II’de 1 saat  Parafin II’de 1 saat Ksilen   15dk Ksilen   15dk 

Parafin III’de 1 saat  Parafin III’de 1 saat  Parafin I’de 1 saat Parafin I’de 1 saat 

Bloklara gömme Bloklara gömme Parafin II’de 1 saat  Parafin II’de 1 saat  

  Parafin III’de 1 saat  Parafin III’de 1 saat  

  Bloklara gömme Bloklara gömme 

fotoğraf çekimleri yapıldı. 4 farklı doku takibi işlemi 
manuel olarak yapılmış olup Tablo 1 de sunulmuştur. 
İstatiksel Analiz  
Verilerin istatistiksel değerlendirmesi SPSS 20.0 (SPSS 
Inc., Chicago, USA) programında tek yönlü varyans analizi 
ve çoklu karşılaştırmalar için One -way Anova ve post-hoc 
Tukey’s testleri kullanılarak yapılmıştır. İstatistiksel 
anlamlılık p < 0.05 olarak kabul edilmiştir. 

 
Bulgular 
 
Bu çalışmada dört farklı doku takip yöntemi uygulanan 
böbreklere ait preparatlarda glomerulus, tubulus distalis, 
tubulus proksimalis, inen henle, çıkan henle ve bowman 
kapsüllerindeki histolojik yapılar ele alınmıştır. Buna göre 
belirtilen bütün bölgeler için Grup I bir günlük asetonsuz 
(Şekil 1), Grup II bir günlük asetonlu doku takibi (Şekil 2), 
ve Grup III iki günlük asetonsuz doku takip protokolleri 
(Şekil 3)  ile hazırlanan böbrek preperatları incelendiğinde 
böbrek dokularının histolojik yapıları arasında anlamlı 
fark gözlenmedi.  
 

 
Şekil 1. Grup I: Bir günlük asetonsuz doku takip protokolu örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti. Gl: Glomerül yumağı; Pt: 
Tubulus Proksimalis, Dt: Tubulus Distalis,bir ratın böbrek kesiti 
(HE, 40X). 

 
 

Bu gruplarda glomerül yumağı ayrılmaların olmadığı ve 
proksimal ve distal tübüller, henle kulpu yapılarının da bir 
bütün halinde olduğu gözlendi. 
 

 
Şekil 2. Grup II: Bir günlük asetonlu doku takip protokolü örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti. Gl: Glomerül yumağı; Pt: 
Tubulus Proksimalis, Dt: Tubulus Distalis,bir ratın böbrek kesiti 
(HE, 40X). 

 

 
Şekil 3. Grup III: İki günlük asetonsuz doku takip protokolü 
örneği ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti. Gl: Glomerül 
yumağı; Pt: Tubulus Proksimalis, Dt: Tubulus Distalis,bir ratın 
böbrek kesiti (HE, 40X). 

 
Grup IV iki günlük asetonlu doku takip protokolu 
izlenerek elde edilen böbrek preperatları incelendiğinde 
glomerül yumağında parçalanmalar tespit edildi. Bu 
grupta tubulus proksimalis, tubulus distalis, çıkan henle 
ve inen henlelerin hücre sınırlarında parçalanmaların 
meydana geldiği gözlendi (Şekil 4). 
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Şekil 4. Grup IV: İki günlük asetonlu doku takip protokolü örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti. Glomerül yumakta 
parçalanmalar (yıldız) proksimal ve distal tübüllerde ayrılmalar 
(ok) gözlenmiştir. Medullada Henle kulpu yapısında 
parçalanmalar (ok) tespit edilmiştir. (HE,40X) 

 
Grup I,II ve III doku takip yöntemleri uygulanarak 
hazırlanan böbrek dokularında tüm oluşumların 
bütünlüklerini korudukları belirlendi. Tüm gruplara ait  
böbrek dokularında yer alan glomerülus, Bowmann 
kapsülü, tubulus distalis, tubulus proksimalis, inen ve 
çıkan Henle yapılarındaki hasar dereceleri  ve ölçülen 
glomerül çaplarının ortalama değerleri tablo 2 de ve 
semikantitatif analizi  Şekil 9 da sunulmuştur. 
 

 
Şekil 5. Grup I: Bir günlük asetonsuz doku takip protokolü örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti Masson Trikrom Boyaması. 
Gl: Glomerül yumağı; Pt: Tubulus Proksimalis, Dt: Tubulus 
Distalis, bir ratın böbrek kesiti (40X). 
 

Bunlara ek olarak Masson trikrom ile boyanan böbrek 
doku kesitleri grup I (Şekil 5), grup II (Şekil 6) ve grup III 
(Şekil 7) de resimlenmiştir. Grup I,II ve III doku takip 
yöntemleri uygulanarak hazırlanan böbrek dokularında 
histomorfolojik olarak tüm yapıların bütünlüğünü 
koruduğu tespit edilmiştir. Fakat Grup IV te (Şekil 8) 
böbrek dokusunda yer yer parçalanmalar gözlenmiştir. 
 
Tablo 2. Gruplardaki glomerülus, Bowmann kapsülü, tubulus 
distalis, tubulus proksimalis, inen ve çıkan Henle hasar 
oranlarının gösterimi 

 
*G: Grup 

 
Şekil 6. Grup II: Bir günlük asetonlu doku takip protokolü örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti Masson Trikrom Boyaması. 
Gl: Glomerül yumağı; Pt: Tubulus Proksimalis, Dt: Tubulus 
Distalis,bir ratın böbrek kesiti (40X). 
 

 
Şekil 7. Grup III: İki günlük asetonsuz doku takip protokolü 
örneği ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti. Masson Trikrom 
Boyaması. Gl: Glomerül yumağı; Pt: Tubulus Proksimalis, Dt: 
Tubulus Distalis,bir ratın böbrek kesiti (40X). 
 

 
Şekil 8. Grup IV: İki günlük asetonlu doku takip protokolü örneği 
ile elde edilen bir ratın böbrek kesiti Masson Trikrom Boyaması. 
Glomerül yumakta parçalanmalar (yıldız) tübüllerde ayrılmalar 
(ok) gözlenmiştir. (40X) 

 

 
Şekil 9. Böbrek doku hasarı semikantitatif analizi. Glomerülus, 
Bowmann kapsülü, tubulus distalis, tubulus proksimalis, inen ve 
çıkan Henle hasarı, Grup IV te diğer gruplara oranla anlamlı 
derecede artmıştır. 
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Tartışma 

 

Dokunun canlı organizmadan uzaklaştırılmasının hemen 
ardından ilk aşama fiksasyon ve doku takibi sırasında, 
kimyasal ve yapısal bütünlük göz önüne alınarak verilen 
ödünlerin minimum düzeyde tutulması gerekir. Doku 
takip basamaklarına etki eden faktörler arasında takip 
şekline bağlı olanlar, takip ajanlarına ait olanlar ve dokuya 
ait olanlar şeklinde sınıflandırılabilir.  Takip ajanlarına ait 
faktörler solüsyonların konsantrasyonu, viskoziteleri, 
polaritesi, birbirleri ile uyumu ve buharlaşma hızıdır. 
Doku takibinin aşamaları fiksasyonu takiben dehidrasyon, 
şeffaflandırma, sertleştirme ve gömmedir.10 
Farklı fiksasyon yöntemleri ve bu amaç için kullanılan 
çeşitli fiksasyon ajanları vardır. Şu zamana kadar tüm 
dokular için uygun tek bir fiksatifin bulunmaması 
araştırmacıların faklı fiksatifler üzerine yoğunlaşmasına 
neden olmuştur. Literatürde yer alan çalışmalar 
incelendiğinde, formalinin genel olarak moleküler açıdan 
bir ya da birkaç farklı fiksatifle karşılaştırıldığı tespit 
edilmiştir. Çalışmaların birçoğunda, formaline alternatif 
olan fiksatiflerin moleküler metodların kullanımı 
bakımından formalinden daha üstün oldukları 
gösterilmiştir. Hindi17 ve koyun18 böbrek dokularının ve 
bazı memeli türlerinde19 dalağın histolojik yapısını 
değerlendirmeye yönelik çalışmalar vardır. Ratların 
böbrek dokuları üzerine yapılan bir çalışmada 0.1 M 
fosfat tamponlu gluteraldehit, 0.1 M fosfat tamponlu 
%10 formaldehit, 0.1 M kakodilat tamponlu 
paraformaldehit tespit solüsyonlarıyla immersiyon tespit 
yöntemi kullanılmıştır. Çalışmanın sonucunda böbrek 
tübüllerinde ve Bowman kapsülünde parçalanmaların 
meydana geldiği bildirmiştir20. Literatürde yer alan diğer 
çalışmalarda ise, farklı fiksasyon tipleri akciğer21 ve kolon 
kanserlerinde22, ince iğne aspirasyonlarında23, tiroid 
dokusunda24, karaciğer dokusunda25, normal kolon 
mukoza örneklerinde26 değerlendirilmiştir. Bu ideal 
fiksatif arayışları, dehidratif alternatiflerini geri planda 
bırakmıştır. 
Dehidrasyon ajanlarını seçerken dikkat edilecek özellikler 
arasında ekonomik olması, doku takibinde yer alan diğer 
solüsyonlar ile uyumlu olması ve dokuyu ne kadar 
küçülttüğü sayılabilir.  Dehidrasyon yeterli olmadığı 
taktirde şeffaflandırma ve infiltrasyon basamakları da 
kötü olacağı için çamur gibi, ortası yumuşak dokular elde 
edilebilir. Tam tersi olarak fazla dehidrasyon ise zor kesit 
alınabilen, çok sert ve kırılgan dokular elde edilmesine 
sebep olur. 
Biz de çalışmamızda, diğer çalışmalardan farklı olarak 
böbrek dokusuna dehidratifleri ve süreleri farklı olan dört 
adet doku takibi yöntemi uyguladık. İki doku takibi 
protokolünde dehidratif olarak alkol diğer ikisinde 
aseton, sırasıyla bir ve iki gün süre ile uygulandı.  Ancak 
dokular formalin dışında alternatif bir fiksatif ile fikse 
edilmedi. 
Çalışmamızda kullandığımız farklı dehidratifler ve farklı 
doku takipleri ile elde ettiğimiz kesitler, mikroskobik 
olarak alışılagelmiş morfolojiye benzer ya da daha iyi 
özellikte sonuç vermiştir. Değerlendirilen tüm 
parametreler Grup I, Grup II ve Grup III te doku bütünlüğü 

ve tüm yapılar göz önüne alındığında genel olarak, 
morfolojik açıdan benzer sonuç verdiği gözlendi. Ancak iki 
günlük doku takipleri karşılaştırıldığında aseton 
kullanılarak uygulanan protokolde kesitlerde 
parçalanmalar olduğu ve böbrek doku bütünlüğünün 
kaybedildiği gözlendi. Bunlara ek olarak Gruplarda 
ölçülen glomerül çaplarının ortalama değerleri literatüre 
yakın bulunmuştur.27 
Sonuç olarak, rutin histolojik incelemelerde, doku 
morfolojisinin korunmasında en önemli etken doku 
takibidir. Bu süreç ne kadar başarılı ise mikroskoptaki 
ayrıntı düzeyi de o derecede iyi olacaktır bu durumda 
temel histomorfolojik incelemeler için uygun bir zemin 
oluşturacaktır. Bizde çalışmamızda elde ettiğimiz verilere 
dayanarak doku takibi sürecinde dehidratif ajan olarak 
aseton kullanımını önermekteyiz. 
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