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OZET: Uzun histoteknolojik yontemlerin aldifi zaman, gogu kez bir sorun olarak patologun kargisina
¢ikmaktadir. Once Hollanda'da patoloji laboratuanna giren mikrodalga uygulamas: ile biiyiik élgiide ki-
salan iglemler sayesinde zaman problemi hemen hemen ortadan kalkmigur. Bu galigmamizda degisik
dokulardan rutin yontemlerle hazirlanan parafin kesitler H-E ve &zel boyalar ile hem klasik y6ntem,
hem de mikrodalga kullanilarak boyanmig, sonugta kalite bozulmaksizin boyanma siirelerinin onemli
dlgiide kisaldigi gozlenmistir.

SUMMARY: Time devoted histotechnologic methods often become a problem for the pathologist. As
the methods are shortened by the usage of microwaves which were first applied to pathology in
Netherlands, time has almost entirely ceased to be a problem. In this study, paraffin sections prepared
from various tissues by classical methods, stained with H-E and special stains both by routine meth-
ods and microwave application, are compared. As a result, the staining times are found out to be shor-
tened considerably with the preservation of the quality.

GIRIS

Patoloji alaninda histoteknolojik yontemlerin 6nemi bilinmektedir. Dogru histopatolojik
taniya kaliteli bir kesit olmaksizin ulagabilmek olduk¢a zordur. Bu arada zaman faktérii
de bir engel olarak patologun karsisina gikmaktadir. Zaten fazlasiyla zaman alan doku ig-
lemi ve mikroskobik kesitlerin hazirlanmasi agsamalarina, bu kesitlere rutin ve gogu za-
man Ozel boyalarin uygulanmasi zorunlulugu da eklenmektedir. Boyle olunca bir olgu igin
patologun mikroskop baginda gecgirdigi zamanin defalarca fazlasi laboratuarda gegmek-
tedir. Ayrica, distnilen olasi tanilara gére istenen 6zel boyalarin beklenmesi, yogun bir
ortamda, calismalari da aksatabilmektedir.

Boon ve Kok'un galismalar sonucu histoteknoloji alanina giren mikrodalga (MW) kul-
lanimi, yukaridaki sorunlarin ¢ozimim yolunda biyik kolayliklar saglamistir. 1984 yilin-
da Hollanda'da baslatilan uygulama (3), giderek yayginlasmistir. Onceleri mutfak tipi MW
finnlar kullanilirken, daha sonralan bu is icin 6zel havalandirma donanimli ve termostatli
firnlar Gretilmistir (2). Ayrica Avrupa'da bu konuyla ilgili periodikler de yayinlanmaktadir
(7).

Turkiye'de ilk uygulama Umar ve ark. tarafindan baslatiimistir. Arastiricilar kendi labo-
ratuarlarindaki materyalle éncelikle doku islemi lizerinde, Boon'un uyguladigi yéntemin
modifiye edilmis ve daha pratik bir sekli ile calismislardir (8).

Bu galismada Umar ve ark.'nin deneyimlerinden de yararlanarak, MW 1sinimin parafin
ve frozen kesitlerin boyanmasi Gzerindeki etkisini inceledik. Hematoksilen-eozin (H-E)
yanisira PAS, alcian blue, Masson trikrom, Masson- Fomana Retikilin, Verhoeff elastik
boyasi ve PTAH boyalari uyguladik.

(*) Dokuz Eylil Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Dogenti.
(**) Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Asistani.
(***) Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Profesérii.
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MATERYAL-METOD

Anabilim Dalimiz'a gelen gesitli materyalden rutin yéntemlerle hazirlanan parafin ke-
sitler, H-E yanisira alcian blue, Masson Trikrom, Masson-Fontana, PAS, retikiilin, Verho-
eff elastik boyasi ve PTAH 6zel boyalari ile hem rutin yontemle, hem de MW i1sinim kullani-
larak boyanmis, daha sonra her iki yontem, preparatlar ¢ift kér degerlendirilerek kalite
yoninden karsilastinimistir. Ek olarak frozen kesitlere de H-E boyasi uygulanmistir. Ayri-
ca iki ydntemin uygulama sureleri ayri yari degerlendirilmistir.

Bu calismada maksimum giicii 980 W olan Vestel Goldstar MW mutfak firini kullanil-
mistir (Model No: ER-5054 T). Boya soliisyonlari ise klasik formillere gére hazirlanmistir
(1).

Boyama sirasinda MW i1ginimin hangi agamada ne gekilde uygulandigi Tablo 1'de gés-
terilmistir. Her iki ydntemde de boya soliisyonlarinin bazisi salelerde 80 ml. olarak kullani-
lirken, bazisi preparat Gizerine 2 ml. damlatilarak uygulanmistir. Ayrica preparatlar sale-
deki 80 ml. son absoli alkolde % 100 giig ile 1' ve son ksilolde % 100 gig¢ ile 2' isinlanmis-
tir. Diger asamalar ise klasik yonteme uygun olarak gergeklestirilmistir (1). Termometre
ile sivilarin 1s1 kontrolu yapilarak ve ek olarak koyulan su kaplari ile fazla i1si sogurularak
iIsinin 50°C'tan fazla olmamasina dikkat eciimistir.

TABLO 1: MW igintmuin boyamanin hangi asamasinda ne gekilde uygulandig.

-
Boya Asama Giig (%) Siire (T op!am]\
H-E Hematoksilen* 100
Retikiilin Potasyum permanganat 13 30"

Iron-alum 15 1
Giimiig soliisyonu* &5 30"
Sodyum tiosulfat 75 30"
PAS Periodik asit 40 1
Schiff* 100 3
Alcian blue Alcian blue 100 15
Nuclean fast red 80 10"
Masson Demir hematoksilen 80 30"
trikrom Asit fuksin 80 3!
Fosfotungustik asit 80
Light green 80 30"
Masson- Giimiit nitrat* 100 3
Fontana Altun kloriir* 100 i
Sodyum Tiosulfat : 50 1
Nuclear fast red 80 a8
Verhoeff Calisma soliisyonu 50 1
elastik
PTAH Sodyum Tiosulfat 50 30"
Cesme suyu* 100 Z
PTAH* () 100 4
*- Preparatlar galedeki 80 ml. soliisyonun igine koyularak igmlanmigtir.
(:)- Solisyonlann isilarinin istenen diizeyde tutulmalan igin sogumalan beklenmis, boylece
soliisyonda gegen toplam giire giimii§ nitrat igin 5', PTAH igin 15' olmugtur.
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TABLO 2: Klasik ve MW kullanilan yéntemlerin boya serisindeki distilesudan
sonraki siirelerinin kargilagtinlmast.

-
Boya Klasik Yéntem Mikrodalga
H-E 40" 1 s
Retikiilin 3 55" 13'
PAS 42' 22
Alcian blue 3 8
Masson trikrom 60’ 15
Mason-Fontana 100 : 16'
Verhoeff elastik 45' 17
PTAH 24 £ 26'
* saa )

SONUCLAR

Klasik ve MW kullanilan yontemlerin boya serisindeki distile sudan sonraki sireleri
Tablo 2'de kargilastinlmigtir. Daha énceki basamaklar standard kabul edilmigtir.

Gorlldugu gibi belirli asamalarda MW isinim uygulanmasi, histokimyasal reaksiyonla-
rin gok daha kisa bir siirede olusmasini saglamaktadir. Degisik boyama yéntemlerinde
boyanma siiresinin ileri derecede kisaldig! ve 1/2 saatin ¢ok altina indigi gérilmektedir.
Ornek olarak, H-E'de 40'dan 17'ye, PTAH'de 24 saatten 26'ya, Mason-Fontana'da
100'dan 16'ya, alcian blue'da 55'dan 8'ya inmistir.

Ayrica, MW kullanilarak hazirlanan preparatlarda kalitenin bozulmadigi, hatta gogu
zaman daha kaliteli preparatlar elde edildigi gézlenmistir (Resim 1,2,3,4). yine frozen ke-
sitlerin H-E boyanmasinda kalitenin 6nemli dlglide arttigi saptanmistir.

Resim 1: Myometrium retikiilin boyast, a. MW, b. Klasik yéntem (260X).
Resim 2: Aorta Verhoeff elastik boyast, a. MW, b. Klasik yontem (200X).
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Resim 3: Cizgili kas PTAH boyast, a. MW, b. Klasik yéntem (400X).
Resim 4: Malign melanom Masson-Fontana boyasi, a. MW, b. Klasik yéntem (400X).

TARTISMA

Teknik yonden patoloji laboratuarina ¢ok biiyiik kolayliklar getiren MW isinim, frozen
kesitleri boyama (3) doku islemi (3,8), Ziehl-Neelsen boyama (5), parafin kesitlere immun-
peroksidaz yontemin uygulanmasi (4), 1sik ve elektron mikroskobu igin fiksasyon (6) ile
pekcok 6zel boya ve kemik dekalsifikasyonunda (3) kullanim alani bulmaktadir.

Mikroskobik kesitlerin boyanmasinda iki faktor rol oynamaktadir. Bunlar boyanin hiic-
releri difiizyonu ve substratlarina baglanmalandir. Fiziksel bir olay olan difuzyon, MW uy-
gulanmasi ile asin sekilde hizlanmaktadir. Boyanin substratina baglanmasi ise fizikokim-
yasal bir olay olup, afinite, Kolomb kuvvetleri gibi faktérler ile ilgilidir. Bu reaksiyonlar 1si-
ya bagimlidir; i1s1 yikseldikge hizlanirlar. MW 1sinim ise isiy1 hizla yikseltmektedir (3).

Uygulamalar sirasindaki deneyimlerimize gére, kullandigimiz firimin mutfak firini olma-
s1, 6zel termostat sistemi bulunmamasi nedeniyle, yeterli deneyim olmadan kullanildigin-
da isinin kiimilatif bicimde artmasi, kesitlerin bozulmasina yol agabilmekte ya da preparat
Uzerine damlatilan soliisyonlari hizla buharlastirmaktadir. Bu nedenlerle 1sinlama siresini
cok iyi ayarlamak gerekmektedir. Calismamizda bu amagla termometre ile i1si kontrolu ya-
piimis ve I1sinin 50°C'in Uizerine ¢gikmamasi saglanmistir. Ancak boyanin preparat izerine
damlatilarak uygulandigl asamalarda bu olanak bulunmadigindan gok dikkatli olmak ge-
rekmektedir. Bu amagla ici su dolu kaplar preparatlarla birlikte koyularak fazla 1s1 sogurul-
mustur.

Yine, klasik yéntemlerde oldugu gibi, kullanilan soliisyonlarin tazeligi basariy: etkile-
mektedir. Sollisyonlarin durumu, 1sinlama siresi ve glicl arasindaki dengenin iyi ayarla-
nabilmesi, basari icin gereklidir. Aksi halde kesitler bozulmakta veya boyalar ya yetersiz
ya da ¢ok koyu olmaktadir.

Yontemler glikometakrilat, plastik ya da parafin kesitlere gore degisiklik ve karmasik-
liklar gostermektedir (3). Ancak kanimizca bunlar kesin kurallar olmayip eldeki olanaklara
gore deneme-yaniima yoluyla modifiye edilebilecek yontemlerdir.

Sonug olarak patoloji laboratuarindaki pekgok islemde kullanilan MW isinimin 6zel bo-
yalara uygulanmasi 6zellikle zaman bakimindan ve kaliteyi bozmaksizin biiylk kolayliklar
saglamaktadir.
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