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MEetayL GreEen Pyroniy YoNTEMI ILE INTESTINAL SiSTEMDE
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OZET: Bu calismada timoral veya iltihabi nedenlerden dolay rezeksiyon uygulanmig 20 adet barsak materyalinin patolojik dzellik gostermeyen cerrahi sinirarina ait parafin
blok kesitleri methyl green pyronin ydntemi ile boyanarak 1§k mikroskopunda incelendi. Methyl green pyronin ydnteminin intestinal sisteme ait ganglion hiicrelerinin sap-
tanmasi ve incelenmesinde hematoksilen-eosin yénteminden daha Gstin oldugu sonucuna vanidi.
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SUMMARY: In this study, paraffin block sections obtained from normal surgical margins of large bowel materials resected from 20 patients by reasons of neoplastic or
inflamatory lesions were stained with methyl green pyronin staining method. We conciude that methyl green pyronin staining method is superior to hematoxyline-eosin
in the identification and examination of the intestinal ganglion cells.
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GIRIS ve Hirschsprung hastaliginin etiopatogenezi halen tam ola-
rak agiklanamamigtir (9,12,13). Ancak, bu belirsizliklere
Sindirim kanalinin noral innevrasyonunun gelisim sekli karg! pratik uygulama alaninda Hirschsprung hastaliginin

tanisi aganglionik barsak segmentinin saptanmasina daya-
O DR PR - P nir (2,9). Bu amagla, hastaligin histopatolojik tanisinda en
. = s DUUTRHE. aygin olarak kullanilan yéntem; biopsi materyaline ait he-
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arastinimasidir. Ancak bazi durumlarda hematoksilen eosin
boyasi ile ganglion hiicrelerini saptamak oldukga giigtiir ve
patolog igin sorun olugturur (2,9). Sorunun ¢éziimi amaciy-
la gelistirilen immun histokimyasal ve enzim histokimyasal
yontemler ise tilkemiz kosullan igin genellikle uygulanmasi
gi¢ ve pahal yontemlerdir. Bu galismada methyl green
pyronin yénteminin intestinal sistemde ganglion hicreleri-
nin saptanmasindaki degeri arastiriimistir.

MATERYAL METOD

Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D. 1990 yili biopsi
materyali iginde yer alan 20 adet kolon ve rektum rezeksi-
yon materyali dederlendirildi. Timoral veya iltihabi nedenle-
re bagh olarak gikarilan materyallerin makroskopik olarak
lezyon icermeyen cerrahi sinirlarindan alinan doku pargalan
% 10'luk formaldehid ile tesbit edildi. Rutin takip islemleri
sonucunda elde edilen parafin bloklara ait kesitler hematok-
silen eosin ve methyl green pyronin yéntemleri kullanilarak
boyand.. Isik mikroskopunda karsilastirmali olarak deger-
lendirildi. Methyl green pyronin yéntemi asagida 6zetlendigi
sekilde uygulandi.

Methyl green pyronin boya gdzeltisinin hazirlanmasi:

Methyl green (Merck, kat no: 42585)........... 1gr.
Pyronin Y (Merck, kat no: 45005)............ 0.8 gr.
Elstila=adti o ainsivimnmni cvevian o wle oo 320 ml
Gliserin.... S argas mn il el

Gliserin ve distile su iyice kanigtinilir. Methyl green ve
daha sonra pyronin Y karistirilarak eklenir. Bir ml fenol kati-
lir. Besg damla % 1'lik asetik asit eklenir. Karigimin pH'i 4.2
olana kadar 0.2 M tris buffer eklenir. Gozelti 2 saat dinlen-
dirildikten sonra kullanima hazirdir.

Suya getirilen kesitler havada veya etilivde kurutuldu,
boya gbzelisi iginde 25-30 dakika bekletilerek boyandi. Bo-
yanmig preparatlar kurutma kagudi ile iyice kurutuldu. Kesit-
ler ve lam yiizeyi tamamen kurutuluncaya kadar (yaklasik
20 dak.) oda sicakhginda bekletildi, zaman zaman kurutma
kagidi kullanilarak kurutma islemine yardim edildi. Tamamen
kurutulmus preparatlar sira ile tig ayn n-butil alkol (Carlo erb
Analyticals Kat No: 414131) iginde pyroninofilik sivi akma-
yincaya kadar batinlip gikanlarak diferansiye edildi. Dogru-
dan ksilol igine alinan preparatlar temizlendikten sonra sen-
tetik kapatma maddesi ile kapatildi. Kontrol preparati ola-
rak lenf ganglionu, serebral korteks kullanildi. Galisma ¢6-
zeltisindeki pyronin Y oranina, ¢dzeltinin pH'ina, n-butil
alkol differansiasyonundan énce kesitin tamamen kurumus
olmasina, kurutma islemi ve daha sonraki agsamalarda kesi-
tin su ve nem ile temas etmemesine, differansiasyonun ye-
terli dizeyde uygulanmasina 6zen gosterildi.

SONUCLAR

Kigik biyitmelerde bile barsak duvarindaki her iki n6-
ral plekusa ait ganglion hiicreleri methyl green pyronin yon-
temi ile kolayca saptandi. Auerbach pleksusuna ait gangli-
on hiicreleri, mavi-yesil renkte boyanmis gevre diiz kas ve
schwann hiicreleri arasinda pyroninofilik kirmizi renkli nuk-
leolus ve stoplazmasi ile hemen fark edildi. H.E ydntemi ile
gorulmesi oldukga gli¢ olan Henle ve Meissner pleksuslari-
na ait ganglion hiicreleri de benzer ézellikleri ile hemen dik-
kat gekti.

Ganglion hiicresinin nukleusunun ¢ikmadigdi, sadece
stoplazmasinin bulundudu kesitlerde H.E ile ganglion hiic-

resinin varligini belirlemek oldukga giigtii. Ancak biyiik bii-
yutmelerle yapilan dikkatli incelemelerde giigliikle ayirdedi-
len basofilik boyanmis stoplazmanin gérillmesi ganglion
hiicresinin saptanmasini sagladi. Buna karsi methyl green
pyronin yonteminde ganglion hiicresinin stoplazmasi gevre-
deki mavi-yesil zemin Uzerinde kuvvetli pyroninofilik kirmizi
renkte boyanma 6zelligi ile kiigik biiylitmelerde bile kolay-
ca fark edildi.

H.E. preparatlarinda Henle ve Meissner pleksusuna ait
ganglion hiicreleri ancak bilyik biyitmelerde ve dikkatli in-
celemeler sonucunda saptanabildi. Buna karsi ayni hiicre-
ler methyl green pyronin yontemi ile gok daha kolay bir ge-
kilde belirlendi. Zaman zaman ganglion hiicreleri ile submu-
kozada yer alan ve nisbeten ganglion hiicrelerine benzer
boyanma 6zelligi gésteren lenfoid hilcrelerden ve mast hiic-
relerinden ayirim igin blyik biyitmeler kullanildi. Submu-
kozadaki mast hiicreleri igerdekileri asidik mukopolisakka-
rit graniilleri nedeniyle koyu kirmizi-kiremit renginde grani-
ler stoplazmik boyanma gosterdiler. Ganglion hiicrelerinden
daha kiglk oluglar ve stoplazmik boyanma &zelliklerinin
farli olusu nedeniyle kolayca taninip ganglion hiicrelerinden
ayird edildiler. Pyroninofilik stoplazmalari olan lenfoid hiic-
reler daha kigik boyutlu cluglan ile ganglion hiicrelerinden
ayird edildiler.

Protein sentezinin fazia, hiicre déngisunin hizl oldugu
mukoza epitel hiicrelerinde pyroninofilik stoplazma 6zelligi
gozlendi. Bazi goblet hiicreleri de stoplazmik pyroninofili
gosterdiler. Ancak tim bu hiicreler lokalizasyon ve sekil
6zellikleri nedeniyle kolayca taninip ganglion hiicrelerinden
ayird edildiler.

Schwann hiicrelerinde ve aksonik uzantilarinda pyroni-
nofilik boyanma gériilmedi. Diiz kas hiicreleri hemen tim ol-
gularda mavi-yesil renkte boyanma gésterdi. Belirgin pyro-
ninofili saptanmad..

Siddetli fibroblastik proliferasyon ve diiz kas hipertrofisi
gosteren durumlarda fibroblast ve diiz kas hicreleri igerdik-
leri artmis stoplazmik RNA nedeniyle pyroninofili gésterdi-
lerse de hiicrelerin sekilleri, lokalizasyonlar, boyutlari, da-
ha az yodun pyroninofili gostermeleri ile ganglion hiicrele-
rinden ayird edildiler.

Ganglion hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinden biri de
belirgin pyroninofilik boyanmis nukleoluslarin varligi idi. An-
cak kesitin gegtigi dizlemin uygun olmamasi nedeniyle za-
man zaman bazi ganglion hiicrelerinde nukleoluslar izlene-
medi.

TARTISMA

Hirschsprung hastaliginin tanisi aganglionik barsak seg-
mentinin saptanmasina dayanmaktadir (2,9). Bu amagla bi-
opsi materyalinde H.E yéntemi ile ganglion hilcresi aranma-
si en yaygin kullanilan histopatolojik tam yéntemidir. Ayrica
néron spesifik enolaz ve peptiderjik innervasyon ile ilgili
histokimyasal yontemlerle arastiriimasi; asetil kolin este-
raz, asetilthiokolin esteraz diizeylerinin enzim histokimya-
sal olarak arastinlmasi kullanilan diger tekniklerdir
(2,6,9,12,13).

Ganglion hiicreleri nukleolusu belirgin iri vezikiler nuk-
leuslari, genis basofilik multipolar, bipolar stoplazmalari ile
genellikle kolay taninan hiicrelerdir (9,10).

Ancak ganglion hiicrelerinin seyrek oldugu, maturasyo-
nunu tamamlamadidi, biopsi materyalinin miskiler tabakay1
igermeyip sadece mukoza ve submukozadan olustugu du-
rumlarda Hematoksilen-eosin yontemi ile ganglion hicreleri-
ni saptamak oldukga gigtiir ve patolog igin genellikle sorun
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olusturur (2,9). :

Ganglion hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi stoplazmalarin-
da bulunan Nissl granilleridir. Niss! graniilleri ok miktarda
RNA iceren endoplazmik retikulumdan olusur (9). Bu neden-
le ganglion hiicreleri RNA igeridi agisindan en zengin hiicre-
lerin baginda gelir. RNA'nin bilyiik diglide sentezlendigi yer
olan nukleoluslar da ganglion hiicrelerinin en garpici 6zellik-
lerinden biridir. Galigmamizda belirtilen bu 6zelliklerinden
yararlanarak ganglion hiicrelerinin belirlenmesi amaclandi.
Bu amagla methy green pyronin yéntemi uyguland.

Mthyl green pyronin yéntemi niikleik asitlerin 6zellikle
de RNA'nin gosterilmesi igin kullanilan histokimyasal yén-
temdir (3). Ik olarak Pappenheim tarafindan 1898'de tanim-
lanmistir (3'den naklen). 1940'da Brachet ile baslayan ¢alis-
malarda niikleik asitlerin boyanma 6zellikleri incelendi ve
Pironin Y'nin RNA'y1, metil greenin DNA'y1 boyadi§i belirlendi
(8'den naklen).

Pironin Y, niikleik asitlerin yogunlasmasina, daha sonra
kimelenmesine ve ¢cokmesine yol agarak gorinir hale gel-
mesini saglar. Tek zincirden olusan poliriboniikleotidlere
polideoksiriboniikleotidlerden daha kuvvetli baglanir. Daha
sabit RNA-pironin Y (RNA-PY) kompleksleri olugturur. Nik-
leik asitler igerdikleri baz ve seker tipine gore degisik piro-
nin Y (PY) konsantrasyonlarinda yogunlagsma (kondensas-
yon) gosterir. En diisik PY konsantrasyonlarinda poliriboa-
denin (poly-rA) ve poliribourasil (poly-rU) yogunlasir. Tek
zincirli nikleik asitler, gift zincirli nikleik asitlere gére; riboz
iceren niikleik asitler dezoksiriboz igerenlere gére daha di-
sik PY konsantrasyonlarinda yodunlagarak goriiniir hale
gelirler. PY konsantrasyonu yiikseldikge 6zellikle guanin
ve sitozinden zengin DNA'nin da yogunlasarak boyandigi
izlenir. PY konsantrasyonunun 5x10-°M veya % 2'den daha
yiksek oldugu durumlarda RNA ile birlikte DNA'nin da bo-
yandigi gbzlenir (5,8).

Metil green pironin (MGP) yénteminde kromatin yesil-
mavi, nukleolus kirmizi, sitoplazma kirmizi, kikirdak matrik-
si, mast hicreleri ve bazen musin kirmizi-portakal renkte
boyanir (1,3). Kullanilan PY'nin saflik derecesi boyanin ba-
sanisinda 6nemli rol oynar (4). Biolojik Boya Komisyonu, bo-
ya sonuglarinin yeterli diizeyde olabilmesi igin kullanilan
PY'nin en az % 42 oraninda aktif madde icermesi gerektigini
bildirmigtir (1). Yapilan galigmada ticari olarak bulunan
PY'lerden bazilarinin saflik agisindan yeterli diizeyde olma-
digi gorilmistir (1,11). Saf PY elde etme ve saflik derece-
sini belirleme ydntemleri saptanmistir (1). Bugiin igin saf
PY'nin ticari olarak bulundugu belirtiimektedir (8).

Belittilen nedenlerden dolay1 MGP ydnteminin i1gik mik-
roskopik diizeyde kantitatif RNA-DNA incelemeleri yapmak
icin yeterince duyarl bir yontem olmadig ileri strilmustir
(5). Ancak yine de proliferasyon gdsteren hiicreleri, nonp-
rolifere diferansiye hiicrelerden ayird etmede kullanilabile-
cedi de belirtilmistir (7).

Caligmamizda, barsak cidarindaki ganglion hiicreleri
yiksek diizeydeki RNA igeriklerine bagh olarak kuvvetli
pyroninofilik boyanma 6zelligi gosterdiler ve bdylece diger
hiicrelerden kolayca ayirdedildiler. Ganglion hiicrelerinin

belirlenmesinde methyl green pyronin yénteminin H.E yon-
teminden istiin oldugu gériildi. Methyl green pyronin yén-
teminin barsak cidarindaki ganglion hiicrelerinin patolojik
durumlarda gosterdikleri degisikliklerin incelenmesinde ve
bu arada Hirschsprung hastaliginin degerlendiriimesinde
yararl olabilecegdi disiinlldi. Ayrica barsaktaki niral doku
geligiminin ve néral innervasyon modellerinin incelenmesin-
de; mast hiicreleri ile vaksiler ve néral yapilar arasindaki
iliskilerin degerlendiriimesinde deger tagiyabilecegi diisi-
nildi.

Boya solusyonundaki methyl green/pyrenin Y orani, kul-
lanilan pyronin Y'nin saflik derecesi, solusyonun pH'i, boya-
ma sonrasi kurutma isleminin ok iyi yapilmasi, uygulanan
differansiasyon isleminin yeterli olmasi boyanin basarisinda
etkili faktorler olarak dikkat gekti.
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