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OZET: Mikrodalga iginimli finnlanin histopatolojik laboratuvarlarinda kullanimi giderek artmakiadir. Bu galismada, mikrodalga isimimi altinda yapilan doku takibi sonuglan
ile konvensiyonel doku takibi sonuglan kargilaghinlmistir. Kontrol grubunda bulunan doku pargalan laboratuvanmizda kulanilan rutin doku takibi islemine alinmigtir.
Deney grubunda bulunan farkli iki biyaklikteki doku pargalanina mikrodalga igimimi altinda takip iglemi uygulanmigtir. Dehidrasyon, saydamlagtirma ve parafin
banyosu agamalan mutfak tipi mikrodalga finnda gergeklestirilmigtir. Mikrodalga igimim ile doku takibi siiresi kisalmis, preparat kalitesi yoninden de doyurucu sonuglar
alinmigtir. Bu sonuglarla mikrodalga 1siniminin histopatoloji laboratuvariarinda doku takibinde kullanilabilecegini séylemek mimkiindir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikrodalga finn, doku takibi, 1stk mikroskopi.

SUMMARY: TISSUE PROCESSING WITH THE MICROWAVE OVEN: The use of microwave ovens in histopathology laboratories is increasing day by day. In this study,
the results of tissue processing performed by microwave irradiation and conventional method were compared. The tissue pieces in the control group were processed
according to the routine method used in our laboratory. The tissue pieces of different size in the experimental group were processed under microwave irradiation.
Dehydration, clearing and paraffin impregnation steps were performed in a domestic microwave oven. By microwave irradiation tissue processing time was reduced.
Also, quality of slides were satisfactory. It's possible to conclude with these results that microwave irradiation can be used in tissue processing in histopathology

laboratories.
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GIRIS

Mikrodalga teknolojisiin giinliik hayatta kullaniminin yani-
sira rutin histoteknik iglemlerde de uygulanabilecegi (fiksas-
yon, doku takibi, boyama v.b.), yapilan degisik ¢aligmalarla
gosterilmigtir (1-10,12-17). Sicakh@in tim kimyasal reaksi-
yonlari arthirmasi 6zelliginden yola gikilarak giiniimiize kadar
histoteknigin bir gok agsamasinda-6zellikle strenin kisaltilma-
sI gereken durumlarda - klasik finnlar, etiivler ve mikrodalga
finnlar kullamimigtir. sicaklik artisinin kontrol edilebildigi ve
igten disa dogru yonlendirilebildigi mikrodalga firinlar, klasik
finnlara gére bazi avantajlara sahiptir. Ozellikle fiksasyon ve
doku takibi agsamalarinda, sicaklik artigini igten disa dogru
gerceklestirmesi nedeni ile, kullanilan soltisyonun dokunun
her noktasina diflizyonunu kolaylastirarak, kisa strede kali-
teli sonug alinmasini saglamaktadir (1,2,4,7,10). Kullanilan
mikrodalga firmin zaman ve sicaklik gostergelerine sahip ol-
masi ve kontrol edilebilir sicaklik artisi saglayabilmesi, yon-
temin glivenirliligini ve basarisini arttirmaktadir. Bu nedenle,
bu 6zellikleri tagiyan laboratuvar tipi mikrodalga firin kullani-
mi tercih edilmektedir. Ancak mutfak tipi mikrodalga firinlar
da, sicaklik/zaman egrileri gizilerek kontrollli sicaklik artigi
saglanabilen kosullarda kullanilabilmektedir (7, 10).

Mikrodalga i1ginimi altinda doku takibi ilk kez 1986 yilin-
da Boon ve arkadaglan tarafindan uygulanmig ve iyi sonug-
lar alindigi, mikrodalga 1giniminin yarattigi bir artefakta rast-
laniimadi@ bildirilmigtir (15). Benzer galigmalar degisik aras-
tirmacilar tarafindan da yapilarak, doyurucu sonuglar alin-
mistir (14,16). Ulkemizde bu konu ile ilgili ilk ¢alisma, 1989
yihinda Umar ve arkadaglan tarafindan 6zel bir patoloji labo-
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ratuvarinda yapilmigtir. Bu arastirmacilar da mikrodalga tek-
niginin klasik histoteknige kiyasla daha Gstiin oldugunu be-
litmiglerdir (17). Boon ve Kok tarafindan Hollanda'da basla-
tilan mikrodalga firinlarin histopatolojide kullanimi, alinan so-
nuglarin iyi olmasi nedeni ile bu ilkede giderek yayginlagsma-
ya baslamistir. 1992 yilinda Hollanda'daki laboratuvarlarin
%50'sinde mikrodalga finnlarin bu amagla kullanildigi bilin-
mektedir (18).

Bu galismada, dokularin 1sik mikroskopik inceleme once-
si gerekli basamaklardan biri olan doku takibi asamasi, mik-
rodalga 1ginimi kullanilarak gergeklestirilmis ve elde edilen
sonuglar konvensiyonel takip sonuglari ile kargilagtinlmigtir.

GEREC VE YONTEM

Wistar Albino tirii erigkin erkek siganlardan alinan gizgili
kas, karaciger ve dalak doku Grnekleri her birinden 6'sar adet
iceren U¢ gruba aynldi ve nétral formalin iginde oda Isisinda
(18°C'de ) fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 6rnekler 5 dk ¢es-
me suyu altinda yikandi. Kontrol grubu olan |. grup la ve Ib
olarak ikiye ayrildi. la grubunda yer alan 2-5 mm kalinhgin-
daki 3'er adet ¢izgili kas, karaciger ve dalak doku érnekleri-
ne laboratuvarimizda kullanilan doku takibi islemi uygulandi
(11). Ib grubunda yer alan 1-2 mm kalinligindaki 3'er adet
¢izgili kas, karaciger ve dalak doku orneklerine la grubuna
uygulanan doku takibi isleminin aynisi uygulandi.

Mikrodalga agamasi Er 535 MT Vestel/GoldStar marka
mutfak tipi finrnda gergeklestirildi. Il. grupta yer alan 2-5 mm
kalinhgindaki doku érneklerine (gizgili kas, karaciger, dalak)
uzun sireli mikrodalga 1gimiml doku takibi iglemi uygulandi
(Tablo 1). Dokular 200 ml absolii etil alkol igeren cam kap
iginde mikrodalga firina yerlestirildi. Dokular énce %70 gii¢
ile 1 dk sonra %10 gug ile 60 dk 1ginima maruz birakildi. Isi-
nim sonrasi absoli etil alkolden ¢ikarilan dokular 200 ml
isopropil alkol igeren cam kapta %70 giig ile 1 dk ve %10 glg
ile 40 dk mikrodalga 1ginima maruz birakildi. Bu iglem sonra-
si, dokulara 6nce 200 ml parafin | igcinde %100 giic ile 1 dk
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Resim 1: Oda sicakhiginda doku takibi uygulanan ¢izgili kas.
HE X160.

%10 giic ile 30 dk sonra 200 ml parafin |l iginde %100 glicle
1.5 dk %10 giig ile 60 dk 1sinim uygulandi.

lll. grupta yer alan 1-2 mm kalinhigindaki doku érnekleri-
ne (gizgili kas, karaciger, dalak) kisa streli mikrodalga isi-
nimli doku takibi islemi uyguland (Tablo 1). Dokular 200 ml
absol etil alkol iginde %70 gig ile 1 dk ve %10 gig ile 15 dk
mikrodalga 1sinima maruz birakildi. Isinim sonrasi 200 ml
isopropil alkol igine alinan dokulara %70 giig ile 15 dk mikro-
dalga isinimi uygulandi. Bu igslem sonrasi dokulara énce 200
ml parafin | iginde %100 g ile 1dk %10 gii¢ ile 10 dk; daha
onra 200 ml parafin Il iginde %100 gii¢ ile 1.5 dk ve %10 gii¢
ile 20 dk mikrodalga isinimi uygulandi.

Yéntem sirasinda kullanilan sivilarda olusan sicaklik, ter-
mometre yardimi ile isinlama siirelerinin hemen sonunda 6lgiil-
di. Bulunan degerlerin aritmetik ortalamalarn absolu etil alkol ile
isopropil alkolde 75+5°C, parafin I'de 60+5°C, parafin Il'de
80+5°C bulundu (Tablo 1). Parafin bloklar haline getirilen doku
orneklerinden alinan S5pm'lik kesitler, Hematoksilen-Eosin (HE)
ile boyanarak 1sik mikroskobik olarak degerlendirildi.

Resim 2: Kisa stireli mikrodalga igimimili doku takibi
uygulanan ¢izgili kas. HEX160.

BULGULAR

Orneklerin doku takibi islemi bloklama agsamasina kadar;
I. grupta 27 saat (Resim 1, 4, 7), Il grupta 3 saat 14 dakika
(Resim 2, 5, 8), Ill. grupta ise 1 saat 4 dakikada tamamlandi
(Resim 3,6,9). incelemeler sonucu mikrodalga 1ginimi ile do-
ku takibi uygulanan gruplarda siireye bagimli eosinofili artisi
belirgin olarak gézlendi. Doku takibi islemi sirasinda mikro-
dalga 1ginimi uygulanan dokularda, biyiikliik ve 1ginlama si-
resine gore degisen farkliliklar olmasina kargin her doku 6r-
neginin en az bir grubunda (Resim 1 ve 3, 4 ve 5, 7 ve 9),
konvensiyonel yéntemle karsilastinldiginda es kalitede pre-
parat elde edildigi goriildi.

TARTISMA VE SONUC

Doku takibi agamasi éncesi, kullanilan fiksatifin doku &r-
neklerinden uzaklastiriimasi gereklidir. Konvensiyonel me-
todlarda bu islem, akar su altinda yikanarak ve dereceli al-

Resim 3: Uzun sireli mikrodalga isimmli doku takibi
uygulanan gizgili kas. HEX160.

kollerden gegirilerek saglanir. Mikrodalga i1ginimi yéntemin-
de ise, 6rneklerin gesme suyu altinda 5 dk stire ile yikanma-
si ve Kryofix'de 15 dk siire ile islatiimasi, 55°C'de 3 dk mik-
rodalga isinimi uygulanmasi énerilmektedir (12,14). Kryofit
ile islem sonrasi dokular, direkt olarak absoli alkole alinarak
takip iglemi sirdirilebilir. Ancak fiksasyon formaldehit ige-
ren sivilarla yapilmis ise, takip isleminin akar su altinda yika-
ma sonrasi mikrodalga 1sinimi uygulanan %50 etanol icinde

 slirduriilmesi énerilmektedir. Mikrodalga firinlarda dehidre

edici ajanlar olarak etil alkol, metil alkol, isopropanol, aseton;
saydamlastiric! ajan olarak isopropanol, ksilen, Histo-Clear
ve kloroform kullaniimaktadir. Dehidre edici ajan olarak ¢a-
ligma sirasinda teréth edilen etil alkol, mikrodalga 1sinimli
doku takibinde uzmanlar tarafindan &nerilmekte ve cok iyi
sonuglar alindigi bildiriimektedir (12,14). Bu agsamada etil al-
kol kullanildiginda saydamlastirici ajan olarak isopropanoliin
secilmesi uygundur. Giinki etil alkol ile dehidrasyon tam ola-
rak gerceklesmemis ise isopropanol dehidrasyonu tamamla-
maktadir. Béylece yetersiz dehidrasyonun parafin asamasin-



Resim 4: Oda sicaklhiginda doku takibi wygulanan dalak. HEX160.

da dokularda olusturacagi sigme ve bunun sonucunda
doku bloklarinin kesilemez hale gelmesi énlenerek, ka-
lite arttinlmaktadir (12,14). Ayrica isopropanol, diger
ajanlara (ksilen, Histo-Clear) gore mikrodalga enerijisi-
ni daha iyi absorbe eder. Kaynama noktasi 82°C'dir ve
parafin asamasinda kolaylikla kaynatihp yokedilebilir.
Ksilenden daha az toksiktir ve oldukga ucuzdur (14).
Buna karsin ksilen elektromanyetik dalgalara kars! an-
ten gorevi yapmakta ve enerjiyi absorbe etmektedir.
Bu nedenle, tretilen enerji firin icinde, gbzle goriilebi-
len ve isitilebilen kivilcimlar olusmasina neden olmak-
tadir (13,14). Calismamizda yukanda sozii edilen 6zel-
likler dikkate alinarak, formalin fiksasyonu sonrasi do-
kular akar su altinda yikanmigtir. Ancak dehidrasyon
islemi direkt absolii alkol basamagindan baslatilarak,
Kryofix ile fikse edilmis doku &rneklerinde izlenen yol
uygulanmistir. Mikrodalga 1sinimli doku takibinde gém-
me materyali olarak, parafin ve Paramat éneriimekte-
dir. Bu islem sirasinda tek parafin banyosu kullanilabi-
lir. Ancak ideal olani iki banyo olmasidir. Konvensiyo-
nel ydntemlerde parafin banyolarinin her birinin sicak-

g1 aynidir ve erime noktasinin biraz izerindedir. Oysa mik-
rodalga firnn yonteminde parafin banyolarinin sicakh@i birbir-

Resim 6: Uzun stireli mikrodalga isunmh doku takibi wygulanan
dalak. HEX160

lerinden farklidir ve erime noktasinin (izerindedir. Iki
farkli sicaklikta ve erime noktasinin lzerinde parafin
kullaniminin impregnasyonu arttirdigi ve iyi sonuglar
alindig: bildiriimektedir (12). Bu bilgilerden yararlanila-
rak calismamizda etil alkol, isopropanol ve ikili parafin
banyosu tercih edilmistir.

Boon ve arkadaslarinin yaptgi benzer bir calismada,
Leiden fiksatifi ve tamponlu formalin kullanilarak fikse
edilen pargalara mikrodalga takip islemi benzer olarak
uygulanmistir. Konvensiyonel doku takibi ile morfometrik
yonden karsilastinidiginda her iki grupta da biiziismeye
rastlanilmamistir (15). Ayni ¢alismada epitel dokusunda
mikrodalga ile yapilan takip isleminin gok daha iyi sonug
verdigi de belirtiimistir. Leong, 2 cm'den biyiik olan ve
yag iceren dokularda, takip sirasinda problem oldugu ve
bu dokularin iyi saydamlasmadigini bildrmektedir (16).
Calismamizda morfometrik élglim yapiimamistir. Say-
damlasma ile ilgili olarak Leong'un belirtigi duruma rast-
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Resim 5: Kisa stireli mikrodalga simimh doku takibi wygulanan
dalak. HEX160.

lanilmamis olmasi, secilen doku &rneklerinin ve buyklikleri-
nin yapilan doku takibi islemine uygun oldugu kanisini dogur-

mustur. Umar ve arkadaslar tarafindan yapilan gcalisma
ile fiksasyon asamasinin mikrodalga 1sinimi altinda ya-
piimasi, doku takibi asamalarindan ksilol ve parafin ba-
samaklarinin firin iginde kivileim olustugu igin oda sicak-
hginda yapilmis olmasi gibi nedenlerden dolayi tam bir
karsilastirma yapma olanagi olmamisti (17). Ancak bu
calismanin sonucunda mikrodalga tekniginin bir yontem
olarak 6nerilmesi tarafimizdan da paylasiimaktadir. Bu
disunceye ek olarak degisik dokularin takibi sirasinda
uygulanacak yontemin konvensiyonel yéntemlerde oldu-
gu gibi sabit sireler, giicler ve kullanilacak ajanlarin
énerilmesi igin daha bir cok denemeye gereksinim oldu-
gu agiktir.

Mikrodalga 1simmi uygulanan gruplarda, kontrol
grubuna gore eosinofilide gériilen artis, literatiir bulgu-
su ile uyumludur (1).

Sonug olarak, doku takibi asamasinda isinimi kul-
laniimasi ile laboratuvarimizda uygulanan konvensiyo-
nel doku takibi yontemi arasinda kalite yontnden fark-
lilik olmadigi; ancak doku takibi siiresinin ¢ok kisaldigi
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Resim

-

gorulmustir. Dokulanin biiyikligiine ve cinsine bagli
arak kisa ya da uzun siireli mikrodalga 1simmli doku
takibinin, belirtilen dokular ve doku buyiikliikleri igin uy-
gulanabilecedi kanisina vanimistir.

KAYNAKLAR

Resim 9: [izun stirveli nil
karaciger. HEXT160

Kok LP, Boon ME. Microwaves for microscopy 1990; 158:291-322.
Kok LP- Boon ME. Physics of microwave technology in histoche-
mistry. Histochem J 1990; 22: 381-388.

Leong AS-Y, Daymon ME, Million J. Microwave irradiation as a
form of fixation for light and electron microscopy. J Pathol 1985
146: 313-321.

Leong AS-Y. microwave iradiation in histopathology. Pathol Annu
1988, 2 (23): 213-233.

Umar MH, Pabugguodlu HU, Ocal $SD. histoteknikte modifiye mik-
rodalga metodu. Tiirk Patoloji Derg 1990; 6 (2): 67-70.

Kayser K, Bubenzer J. Microwave-assisted staining procedures in
routine histopathology. histochem J 1990; 22:365-370.

Kahveci Z.Degigik dokulann fiksasyonunda mikrodalgamin kul-
lanimi. (Doktora tezi), Bursa; Uludag Univ Saglhk Bilimleri Ens-
titlisii, 1993,

Leong AS-Y. Microwave techniques for diagnostic laboratories.
Scanning 1993; 15:88-98.

Kahveci Z, Gavusoglu i, Minbay Z, Badakov S, Sirmali $ A. The app-

lication of microwave irradiation in fixation of liver tissue for TEM
Medical Sciences Suppl 1995; 31

{alga igmmmh doku takibi wygulanan

17-

 Oda sicakhgmda doku takibi uygulanan karaciger. HEX160

14-

15-

16-

13+ 1+« OCAK 1997

- Kahveci Z, Sirmali SA. ince bagirsagin fiksasyonunda mikrodalga
iginiminin kullanimi. Uludad Univ Tip Fak Derg 1995; 1-3:1-4.

- Smith A, Bruton J. A colour atlas of Histological Staining Tech-
niques. London: Wolfe Medical Publications Ltd, 1977:184
Suurmeijer AJH. Microwaves and staining. In: Boon ME, Kok LP,
editors. Microwave Cookbook of Pathology. The Art of Micros-
copic Visualization, 2nd ed. Leiden: Coulomb Press, 1988:119-
121

- Umar MH, Pabugcuoglu HU, ince U, Falakali S. Mikroelektroman-

yetik dalgalarin histoteknige uygulanmasi. Ege Univ Tip Fak derg

1989; 28 (4): 1773-1780.

Kok LP, Visser PE, Boon ME. Histoprocessing with the microwave

oven: an update. Histochemical Journal 1988; 20:323-328.

Boon ME, Kok LP, Qewerkerk-Noordam E. Microwave-stimulated

diffusion for fast processing of tissue: reduced dehydrating,

clearing and impregnating times. Histopathology 1986; 10 (3):

303-309.

Leong AS-Y. Microwave fixation and rapid processing in a large

throughput histopathology laboratory. Pathology 1991; 23:271-

273.

Boon ME, Kok LP. Microwaves for immunohstochemistrl. micron

1994; 25(2): 151-170.

Resim 8: Kisa siiveli mikrodalga igimimh doku takibi uygulanan
karaciger. HEX160.

TrJ

/~ TABLO 1. MIKRODALGA ISINIMLI DOKU hos !

TAKIiBi YONTEMLERI*

Il. GRUP

lil. GRUP

Absolii etil alkol
200 mi

%70 gigle 1 dk
%10 giigle 60 dk
7515°C

%70 gigle 1 dk
%10 giigle 15 dk
75+5°C

isopropil alkol %70 giicle 1 dk %70 gigle 1 dk

200 ml %10 glgle 40 dk %10 glgle 15 dk
7515°C 7545°C

Parafin | %100 glgle 1 dk %100 glgle 1 dk

200 mi %10 gligle 30 dk %10 gligle 10 dk
6045 °C 60+5°C

Parafin Il %100 giigle 1.5 dk %100 giicle 1.5

dk

200 ml %10 gigle 60 dk %10 giigle 20 dk

805 °C

BO£5°C

“Mikrodalga 1simimh doku takibi agarnalan; Boon ve Kok'un "Microwave
Cookbook of Pathology” kitabindaki method modifiye edilerek

gergeklegtirilmigtir (12).
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