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Mikrodalga Isinimi Yardimiyla Myelinli Liflerin
Degerlendiriimesi

Berrin AVCI, Zeynep KAHVECI, Sahin A. SIRMALI

Uludag Universitesi Tip, Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Sinir dokusunun 11k mikroskobik fiksasyonunda ve bircok ndroanatomik boyama metotlarinda mikrodalga kullanimi, kaliteyi arttirmak,
standardizasyonu saglamak, zaman ve kullanilan kimyasallar agisindan ekonomik bir calisma gerceklestirmek amaciyla énerilmektedir.
Bu calismada amag; santral sinir sisteminde myelinin stk mikroskobik incelenmesinde fiksasyon ve boyanma asamalarinda mikrodalga
1isinimint kullanarak esit kalitede preparat elde etmek, preparasyon suresini kisaltarak patoloji laboratuvarlarinda arsiv parafin bloklarinda
uygulanabilecek, demyelinizan hastaliklarin tanisinda kullanilabilecek kisa streli boyama proseduriini gergeklestirmektir. Sican beyin
dokusu myelinli lifleri, normal myelin boyanmasinda kullanilan Weil ve Kluver-Barrera metotlari uygulanarak boyandi.Konvansiyonel
sartlarda iki giin stren fiksasyon, mikrodalga grubunda 16.5-18.5 dakikada gerceklesti. Weil metodunda boyama stiresi 2 dakikaya,
Kluver-Barrera metodunda 15 dakikaya distrildu. Sure kisalmalarinin yanisira morfolojik yapida bozulmaya rastlaniimadi. Calismanin
sonunda demyelinizan hastaliklarin saptanmasinda, myelinin stk mikroskobik fiksasyonunda ve normal myelinin boyanmasinda zamanin
kisitl oldugu durumlarda hem kisa stirede, hem de Kaliteli boyanmayi elde etmek amaciyla mikrodalga isiniminin kullanilabilecegi diisu-
nuldu.

Anahtar Kelimeler: Myelin ve Histolojik Teknikler.
Evaluation of Myelinated Nerve Fibers by Microwave Irradiation

ABSTRACT

Microwave application is recommended for the fixation of nerve tissue in light microscopic analyses and various neuroanatomical staining
methods to increase the quality of the preparation and standardization as well as achieve an economical study concerning the consumed
time and chemicals. The purpose of this study is to obtain qualitatively equal preparations by using microwave irradiation in fixation and
staining steps of the light microscopic analyses of the myelin in the central nervous system and, by shorthening the preparation time, to
achive a concise staining procedure in order to apply on archieve paraffin blocks and to use for the diagnosis of demyelinating diseases in
pathology laboratories.

The myelinated fibers of rat brain tissue were stained by Weil and Kluver-Barrera methods which are routinely used for myelin staining.
The fixation was obtained in 16.5-18.5 minutes in the microwave-group while it takes 2 days in conventional conditions. In the Weil’s
method the fixation time was shortened to 2 minutes and in Kluver-Barrera’s method to 15 minutes. No morphological disturbance was
detected due to the time reductions. As the result of the study, it is suggested that, in order to obtain qualified staining in a short time,
microwave applications can be used during light microscopic fixation of myelin in the diagnosis of demyelinating diseases as well as for
normal myelin staining when the time is limited.

Key Words: Myelin, Histologic Techniques.

Beyin dokusu, yiiksek oranda myelin icerdigi icin  ortaya gikar'.Bu nedenle sinir dokusu icin 6zel histo-
histolojik preparasyondan etkilenmektedir. Myelinin  lojik preparasyon teknikleri gelistirilmistir®®.

varligi permeabiliteyi, permeabilite de preparasyonun  Myelinin gosterilmesinde kullanilan klasik metotlar,
tlim agamalarini etkiler ve sonucta istenmeyen etkiler  goky takibinin ardindan boyamada doku kromat
mordantin kullanimini icerir. Hematoksilen ile bo-
yamanin ardindan, potasyum permanganat/oksalik

Gelig Tarihi: 23.08.2004

Kabul Tarihi: 10.11.2004 asit/sodyum sulfat icinde diferansiasyon gerceklesti-
* 1. Ulusal Sinir Bilimleri Kongresinde (16-20 Mart 2002, rilir. Bu yontemin kullanildigi metotlar (Weigert
Eskisehir) poster olarak sunulmustur. 1884-85-91, Pal 1886-87 ve Kultschitsky metotlar)
Dr. Berrin AVCI muikemmel boyanma verir, fakat ¢ok uzun ve zah-
Uludag Universitesi Tip Fakdltesi, metlidir.  Loyez metodu, lityum  karbonat/
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal hematoksilenle boyamayi takiben % 4 demir alum’un
16059 Gorukle- BURSA V . .
Tel. 0-224-442 82 00/21062 mordant olarak kullanildigi, diferansiasyon uygula-
Fax. 0-224-442 87 23 nan bir boyama metodudur. Weil’in metodu, benzer

e-mail: berrin@uludag.edu.tr

163



sonuclari elde etmek i¢cin demir alum ve
hematoksileni kullanir. Her iki teknikte de kesitler
geri donlsumlli olarak boyanir ve iki asamada da
diferansiasyon uygulanir. ilk olarak % 4 iron alum
tutunan boyayi uzaklastirir, ikinci olarak boraks- ferri
siyanid sollisyonu (Weigert’in diferansiatorl) okside
edici ajan olarak etki gosterir ve nonspesifik boyan-
malari uzaklastirir®.

Myelin boyalari Nissl boyalari ile kombine edildi-
ginde, ndronal yerlesimlerin belirlenmesinin  de
mimkin oldugu kullanish metotlar ortaya ¢ikar®.
Nissl boyalari (neutral red, metilen blue, toluidine
blue, cresyl fast viole) merkezi sinir sistemi calisma-
larinda kullanilan rutin boyama metotlaridir. Bu
boyalarin sadece Nissl granillerini belirlemede kul-
lanildigi disuncesi yanhstir. Bu metotlarla hiicre
dagihminin belirlenmesi ve hiicre yapisinin agiklan-
masinda aydinlatict  sonuclar elde edilebilir.
Hematoksilen-eozin’den daha ayrintili hiicre gorin-
tlst verirler. Boyanin pH’sina ve diferansiasyon
derecesine bagli olarak sadece Nissl granilleri boya-
nir ya da noronlar ve diger hicrelerin gekirdekleri
belirginlesir®. Nissl boyamasi, PAS ve hematoksilen
metotlari ile kombine edilir. Luxol fast blue parafin
bloklarda myelin boyamada kullanilir. Kluver-
Barrera metodunda Nissl (cresyl fast viole) ve myelin
(Luxol fast blue) boyamasi bir arada uygulanir*®.

Butlin 1sitma yontemleri primer olarak proteinler
olmak (zere hiicre vyapilarinda presipitasyonu,
koagulasyonu ve ¢apraz baglantilari etkileyerek hiic-
re yapisini korur. Mikrodalga kullanimiyla isitma,
beyin ve periferal sinirlerin fiksasyonunu hizlandir-
mak, enzimatik ya da diger postmortem kimyasal
degisikliklerin olusumuna engel olmak amaciyla,
noral dokularda bulunan cesitli néropeptid ve prote-
inlerin  histokimyasal, immunohistokimyasal ve
imminoelektron mikroskobik calismalar igin korun-
masinda kullanilir™®. Mikrodalga fiksasyonu hiicresel
yaply! hizla ve hicre biyokimyasinda minimal degi-
siklik yaparak korur®. Fiksatiflerle fiksasyonun mik-
rodalga 1sinimi ile stimlle edilmesinde amac,
fiksatiflerin dokulara diflizyon suresini kisaltip, kim-
yasal tepkimeleri hizlandirmaktir®.

Doku kesitlerinin boyanmasi; boyanin hiicre icine
difuizyonu ve substrata baglanmasina baglidir. Mik-
rodalga 1sinimi bu iki faktore etki ederek boyanma
strecini hizlandirir. Mikrodalga 1sinimi altinda bo-
yamada 1s1 kontroll ve sollisyonun hava kabarciklari
olusturarak fiziksel calkalanmasi énemlidir'®.

Mikrodalga 1sinimi stimilasyonu ile boyama yontem-
leri, bu metotlarin standart sekilleri ile esdeger, bazen
daha Ustlin kalitede bulunmustur''. Boyama sireleri
geleneksel metotlara gére %10 ve Uzerinde kisalmak-
tadir. Kalite kaybi olmaksizin herhangi bir boyama
tekniginde boyama  siresinin kisaltiimasi,
klinisyenlerin taniya ulasim suresini kisaltmasi aci-
sindan ve kullanilan kimyasallarin miktarinin azal-
mas! ile maliyetin diismesi nedeniyle énemlidir™.
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Bu calismanin amaci; sinir dokusunda normal myelin
kiliflarin mikroskobik olarak gosterilmesinde sorun-
lara neden olan konvansiyonel yontemlerin yerine
gecebilecek, hem fiksasyon hem de boyama asama-
sinda mikrodalga 1siniminin kullanildigr bir yéntem
gelistirmektir.

Bu amacla beyin dokularina konvansiyonel sartlarda
ve mikrodalga 1sinimi yardimiyla  kimyasal
fiksasyonun ardindan, normal myelin yapisini gos-
termek icin Weil ve Kluver-Barrera metotlari
konvansiyonel sartlarda ve mikrodalga Isinimi yar-
dimiyla uygulanarak normal myelin yapisi degerlen-
dirilmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma Merke-
zi’nden temin edilen ortalama 250 gr agirhginda 10
adet disi Sprague- Dawley tiri sican kullanildi. De-
ney hayvani kullanimi i¢in calisma 6ncesinde Deney
Hayvani Bakim ve Kullanim Komitesi’nden onay
alindi.

Sicanlarin beyin dokularindan 2 adet farkl seviyeden
2 mm kalinliginda, her iki hemisferi de iceren kesitler
alindi. Doku 6rneklerinin biri konvansiyonel sartlar-
da kimyasal fiksasyona, digeri mikrodalga isinimi
yardimiyla kimyasal fiksasyona maruz birakildi. Bu
doku orneklerinden 5’er adet parafin kesit alind.
Kesitlerden birine hematoksilen-eozin boyamasi
yapilarak fiksasyon Kalitesi degerlendirildi. 2 kesit
Weil’in metodu ile konvansiyonel sartlarda ve mik-
rodalga 1sinimi yardimiyla boyandi. Diger iki kesit
ise Kluver-Barrera metodu ile konvansiyonel boyama
ve mikrodalga I1sinimi yardimiyla boyamada kullanil-
dr.

Fiksasyon: On adet sican eter inhalasyonu ile uyutul-
du, dekapitasyonu takiben hizla beyin dokulari mi-
nimum zarara ugrayacak sekilde cikarildi. Serum
fizyolojikte yikanan beyinler, 15 dakika formol salin
fiksatifinde™ bekletildikten sonra beyincikler ayrildi
ve beyin matriksi yardimi ile 2 mm kalinhkta dilim-
lere ayrildi. Her hayvandan ikiser tane olmak (zere
alinan toplam 20 adet 2 mm’lik beyin dilimi, her
hayvanin beyin dilimlerinden birini icerecek sekilde
2 gruba ayrildi.

Birinci grupta yer alan on adet beyin dilimi
konvansiyonel sartlarda 2 giin sureyle 300 ml formol
salin fiksatifi icinde immersiyon fiksasyona maruz
birakildi. ikinci gruptaki 10 adet beyin dilimine mak-
simum c¢ikis giicti 900 W, mikrodalga salinimi 2450
MHz, magnetron 1sinma siresi 4 saniye, siklus stresi
25 saniye olan Bosch HMT 882 G marka modifiye
mikrodalga firin kullanilarak formol salin icinde
mikrodalga 1sinimi yardimiyla kimyasal fiksasyon
uygulandi. Bu prosedir icin beyin dilimleri 200 ml
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formol salin iceren 250 mI’lik cam behere yerlestiril-
di. Dilimler 15 dakika oda sicakliginda bekletildi
(1slatma asamasinda). Mikrodalga firinin cam tabla-
sinin ortasina yerlestirilen beherin icine sicakligin
takibi amaciyla fiber optik sicaklik probu konuldu.
Water-load kullaniimadi. Fiksatif sicakhigl 55°C’ye
ulasana kadar maksimum giicte (900 W) yaklasik 1.5
dakika sireyle 1sinim uygulandi. Ardindan 90 W
glcte 2 dakika streyle 1sinim uygulanarak sicakligin
korunmasi saglandi. Isinim sonrasi fiksatif sicaklig
ortalama 58.5°C (n:10) olarak bulundu.

Fiksasyon isleminin ardindan beyin dokular
laboratuvarimizda uyguladigimiz Maxwell’in doku
takibi programina alindi*®, Doku takibinin ardindan
tim kesitler parafin blok haline getirildi. Parafin
bloklardan 10 um kalinliginda kesitler alind.

Boyama: Weil metodu® konvansiyonel sartlarda lite-
ratlrde belirtildigi sekilde uygulandi. 20 adet beyin
dokusu blogu (10 adet konvansiyonel fiksasyon + 10
adet mikrodalga 1sinimiyla fiksasyon) iki gruba ay-
rildi. 5 adet konvansiyonel fiksasyon ve 5 adet mik-
rodalga ile fiksasyon uygulanmis beyin dokularindan
alinan 10 um kahnhgindaki kesitler konvansiyonel
sartlarda ve mikrodalga 1sinimi yardimiyla boyandi.

Weil metodunda mikrodalga isinim yardimiyla bo-
yamada,demirli hematoksilenle boyama asamasi
disinda diger asamalar konvansiyonel sartlarda uygu-
landi. Taze hazirlanmis 45 ml demirli hematoksilen
sollisyonu cam sale icine konuldu. 10 adet 10 um
kalinliginda kesit sale icine yerlestirildi. Mikrodalga
firinin cam tablasinin ortasina boya solisyonu ve
kesitleri iceren sale, arka ortasina da 200 ml musluk
suyu iceren beher (water-load amaci ile) konuldu. Isi
probu musluk suyu iceren beher iginde tutuldu. % 50
glcte (450 W) 2 dakika stireyle mikrodalga isinimi
uygulandi. Boya soliisyonunun sicakhigi 1sinim énce-
si ve sonrasi civall termometre ile 6lcildi. Boyama
prosediirt Tablo I’de verilmistir. Uygulanan 5 boya-
ma denemesinde Isinim sonrasi elde edilen boya
solusyonlarinin sicaklik ortalamasi 77.8°C olarak
bulundu.

Normal myelin ve Nissl boyamasinin birlikte uygu-
landigi Kluver- Barrera® metodu konvansiyonel sart-
larda asagida belirtildigi sekilde uygulandi. Litera-
tirde® belirtildigi sekilde kesitlerin kesit alma asama-
sinin hemen ardindan %95’lik alkole gecirilip, ardin-
dan lama alinarak uygulanan boyama sonuclari,
deparafinizasyonun yapilmamasi nedeniyle yeterli
kalitede boyanma gdstermedigi icin, boyama oncesi
deparafinizasyon ve rehidrasyon asamalari metoda
eklendi. Boyanacak Kkesit gruplarinin  ayirimi
konvansiyonel boyama grubunda Weil metodu’nda
uygulandigi sekilde yapild.

Kluver- Barrera metodunda mikrodalga isinim yar-
dimyla  boyamada, konvansiyonel sartlarda
deparafinizasyonu ve rehidrasyonu gerceklestirilen
10 um kalinligindaki kesitler Luxol fast blue ile bo-

yama asamasinda mikrodalga Isinimina maruz bira-
kildi. Diger asamalar konvansiyonel sartlarda uygu-
landi. Plastik mikrodalga firin salelerine 25 ml boya
konuldu. Kesitler sale icine yerlestirildi. Plastik sale
cam tablanin ortasinda, 200 ml musluk suyu (water-
load olarak) cam tablanin arka ortasinda olacak se-
kilde yerlestirildi. Maksimum glicte (900 W) 1 daki-
ka + 90 W 4 dakika slireyle mikrodalga 1sinimi uygu-
landi. ilk 1 dakikalik 1sinim esnasinda boya sicaklig
75-80°C’ye ¢iktiginda 1sinima ara verildi. Boya si-
cakliginin 55- 60°C’ye dusmesi ile 1sinim baslatildi.
Bu uygulama birkac kez tekrarlandi. Isinim esnasinda
boya sicakliginin 80°C’nin Uzerine ¢ikmamasina
dikkat edildi. Maksimum gucte I1sinim uygulamasinin
ardindan boya sicakliginin 60°C’ye dismesi ile 4
dakikalik 1sinim uygulamasi baglatildi ve sicaklik
Isinim sdresince korundu. Sogutma asamalarinda
uygulanan beklemelerle birlikte, prosedir yaklasik
15 dk sirdi. Boyama prosediri Tablo I’de verilmis-
tir. Uygulanan 5 boyama denemesinde Isinim sonrasi
elde edilen boya solusyonlarinin sicaklik ortalamasi
61.8°C olarak bulundu.

Tablo I- Beyin dokusunda normal myelin boyama

yontemleri

Konvansiyonel sartlarda | Mikrodalga isinimi

boyama yardimiyla boyama
Weil Demirli hematoksilen Demirli hematoksilen
Metodu | 30 dk (37°C) 450 W (%50 giig), 2 dk
Kluver- | Luxol fast blue 2 saat Luxol fast blue
?Aftféi (60°C) Krezil violet 5 dk | 900 W (%100 gig), 1 dk +

(oda sicaklign) 90 W (%10 guc), 4 dk

(sogutma sireleriyle 15 dk)
Bulgular

Weil Metodu uygulanan preparatlar incelendiginde;
doku butlnlugi acisindan fiksasyon uygulanan her
iki grup arasinda farklilik gorilmedi (Sekil-
la,b,c,d,e,f). Incelenen alanlarda presipitata rastla-
niimadi. Dért grupta da myelinli liflerin ayirimi yapi-
labiliyordu. Mikrodalgada boyanan gruplarda (Sekil-
1b,d,f) myelinli liflerin kontrasti arttiracak bicimde
koyu mavi-siyah boyandigi gorildi. MW-Oda (mik-
rodalga 1sinimi yardimiyla  fikse  edilip,
konvensiyonel sartlarda boyanmis) grubunda (Sekil-
1e) myelin kontrastinin diger gruplara gore daha az
oldugu goéruldu. Oda-Oda (konvensiyonel sartlarda
fikse edilmis ve boyanmis) (Sekil-1 a) ve MW-MW
(mikrodalga 1sinimi yardimiyla fikse edilmis ve bo-
yanmis) (Sekil-1 b) grubunun stereomikroskopta
cekilen fotograflarinda myelin boyanmasinin ki
grupta da kontrast olusturacak bicimde belirgin oldu-
gu, MW-MW grubunda myelinli liflerin ayiriminin
daha kolay yapilabildigi gorilda.
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Sekil 1:

Weil Metodu uygulanan beyin dokular ina ait fotomikrograflar. a- Konvansiyonel sartlarda fiksasyon ve boyama
uygulanan beyin dokusunun stereomikroskopta gekilen fotomikrografi X1. b- Mikrodalga 1sinimiyla fiksasyon ve
boyama uygulanan beyin dokusunun stereomikroskopta cekilen fotomikrograf X1. c- Konvansiyonel sartlarda
fiksasyon ve boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4. d- Konvansiyonel sartlarda fiksasyon ve
mikrodalga 1sinimiyla boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4. e- Mikrodalga 1sinimiyla fiksasyon
ve konvansiyonel sartlarda boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4. f- Mikrodalga isinimiyla
fiksasyon ve boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4.

Kluver-Barrera Metodu uygulanan preparatlar deger-
lendirildiginde kesit butunligunin tum gruplarda
korundugu goruldii (Sekil 2a,b,c,d,ef). Gruplarda
presipitata rastlanmadi. Myelin kontrasti agisindan
incelendiginde Oda-Oda (Sekil-2a,c), Oda-MW
(konvensiyonel sartlarda fikse edilip, mikrodalga
Isinimi yardimiyla boyanmis) (Sekil-2d) ve MW-
MW (Sekil-2b,f) gruplarinda esit derecede kontrast
elde edilirken, MW-Oda grubunda (Sekil-2e) diger
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gruplara gore kontrastin daha az oldugu goéraldd.
Myelinli liflerin  rengi acisindan bakildiginda,
konvansiyonel sartlarda fiksasyon uygulanan gruplar
(Sekil-2a,c,d) mikrodalga 1sinimi  yardimiyla
fiksasyon uygulanan gruplara goére daha lacivert
boyanma gosterdi. Mikrodalga 1sinimi yardimiyla
fiksasyon uygulanan  gruplarda  (Sekil-2b,e,f)
myelinli lifler mavi renkte net olarak gérulda.
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Sekil 2:

Kluver-Barrera Metodu uygulanan beyin dokular ina ait fotomikrograflar. a- Konvansiyonel sartlarda fiksasyon ve
boyama uygulanan beyin dokusunun stereomikr oskopta ¢ekilen fotomikrografi X1. b- Mikrodalga 1sinimiyla
fiksasyon ve boyama uygulanan beyin dokusunun stereomikroskopta cekilen fotomikrograf X1. c- Konvansiyonel
sartlarda fiksasyon ve boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4. d- Konvansiyonel sartlarda
fiksasyon ve mikrodalga 1sinimiyla boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4. e- Mikrodalga Isini-
miyla fiksasyon ve konvansiyonel sartlarda boyama uygulanan beyin dokusuna ait fotomikrograf X4 f- Mikrodalga
Isinimiyla fiksasyon ve boyama uygulanan beyin
dokusuna ait fotomikrograf X4.

Sekil 3:
Mikrodalga 1sinimiyla fiksasyon ve boyama uygu-
lanan beyin dokusunda Nisdl grantillerini gosteren
fotomikrograf. Kluver-Barrera X40.
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Oda-Oda ve MW-MW grubunun stereomikroskopta
cekilen fotograflarinda myelinin boyanmasi agisin-
dan farklilik olmadigi géraldu (Sekil-2a,b).

Nissl boyanmasi yoniinden incelendiginde Oda-Oda
ve MW-MW gruplarinda graniller daha net ayirt
edilebilirken, Oda-MW grubunda boyanma daha az,
MW-QOda grubunda granil ayirimi yapilamayan mor
renkte bir boyanma elde edildigi géruldi. MW-MW
grubunda Nissl boyanmasinda granil ayrimi net
olarak yapilabiliyordu (Sekil-3).

Tartigsma

Myelinin 1s1k mikroskobik gosterimi, sinir dokusu-
nun normal histolojisinin ve cesitli patolojik durum-
larda olusan myelin kaybinin belirlenmesinde 6nem-
lidir**. Myelinde organik coziiciler icinde eriyen lipit
yapinin yogun olmasl histolojik preparasyonunu
giiclestirmektedir®. Bu calismada normal myelin
boyanmasini gostermek icin Weil ve Kluver-Barrera
boyama teknikleri secilmistir. Bu metotlarin segilme
nedeni, normal myelinin gdsterilmesinde sik kullani-
lan boyamalar olmasi, Weil metodunda daha &nce
mikrodalga 1sinimi tekniginin kullaniimamis olmasi,
Kluver-Barrera metodunda mikrodalga Isiniminin
kullanildigi  calismalar®®'® gézonine alinarak bu
metotta farkli bir mikrodalga prosedirii denemek
istenmesidir.

Sinir dokusunda mikrodalga Isiniminin,
preparasyonun farkli asamalarinda kullanildigi ca-
hismalar bulunmaktadir®®"#"?¢ Ornegin mikrodalga
Isinimi mandplasyon 6ncesi dokunun sertlestirilme-
sinde?’, ardindan fiksasyon basamaginda kullanilabi-
lir®®. Beyin dokusunda mikrodalga 1sinimi kullanila-
rak bircok stabilizasyon ve mikrodalga Isinimi

stimulasyonu ile fiksasyon denemeleri de bulunmak-
tad|r3,7,l9,21,22.

Boon ve Marani®® yaptiklari bir calismada insan
beyin dokusuna mikrodalga stabilizasyonu, Kkisa
streli %10 formalinde immersiyon fiksasyonu ve
ayni fiksatif icinde mikrodalga 1sinimi uygulamislar-
dir. Sonuclarini 6 hafta ayni fiksatifte beklemis beyin
dokusu ornekleri ile Karsilastirdiklarinda; Nissl,
Kluver-Barrera ve Bodian metotlari uyguladiklari
kesitlerde, her iki grubun bulgularini mikemmel
olarak degerlendirmiglerdir. Login yaptigi calismalar
sonucunda®*® hizlh  primer mikrodalga-kimyasal
fiksasyon metodunun, immersiyon fiksasyon kalite-
sinde sonuglar verdigini, noral doku Orneklerinde
uygulanan kalitatif ve kantitatif calismalarda avantaj-
I1 bir metot oldugunu vurgulamistir.

Mikrodalga 1sinimi ile fiksasyonda dokunun boyutu,
mikrodalga 1siniminin  etkisi, fiksatifin diflizyon
derinligi ve diflizyon siresi sonucu etkileyen faktor-
lerdir. Beyin dokusunun bitlinlyle preparasyonunda
doku boyutu blyik oldugundan mikrodalga isinimi
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kullanildiginda, ©nceden fiksatif icinde bir sire
immersiyon  fiksasyonunun ya da perflizyon
fiksasyonunun uygulanmasi gerekir. Beyin dokusu
icin mikrodalgalarin derinliginin yaklasik olarak 2
cm oldugu bildirilmektedir’. Bu ¢alismada beyin total
olarak fikse edilmemistir. Beyin kisa bir sire (15 dk)
total olarak fiksatifte bekletilerek, kesilecek sertlige
ulastiktan sonra 2 mm kalinhginda kesitler alinarak
mikrodalga 1sinimi uygulanmistir. Bu élcilerde cali-
stldigindan belirtilen mikrodalga derinliginin tzerine
cikilmamustir.

Mikrodalga firinlarda fiksasyon sirelerinin yapilan
calismalarda saniyelerle-saatler arasinda degistigi
gorilmektedir®®32, Bu islem sirasinda dokunun
ulastigi sicakhk cok énemlidir. Beyin calismalarinda,
Ozellikle myelin yapilar igin sicaklhigin 50-60°C
arasinda olmasinin 6nemli oldugu, yiksek sicakligin
ayrica ndron ve glial hiicre morfolojisinde de zararl
etki yapabilecegi bildirilmistir®®. Bu calismada
fiksasyon asamasinda en ¢ok 60°C sicakliga ¢ikilmis-
tir ve artefaktlar gézlenmemistir. Olasilikla bu ulasi-
lan sicakliklarin uygun sicakhk olarak belirtilen 50-
60°C’ye cok yakin olmasi nedeniyledir.

Mikrodalga 1sinimi kullanimi ile yapilan boyama
calismalar™*%3**? ile boyama siiresinin kisaldig|,
zeminde presipitasyon oraninin azaldigi belirtilmek-
tedir. Brinn 1983’de glimis impregnasyon metodunu
mikrodalga 1sinimi yardimiyla gerceklestirerek gece
boyu surecek impregnasyon siresini 15-20 dakikaya
dustrmistar. Metalik boyamalarla birlikte mikrodal-
ga isinimi kullaniminin hizh, basit, pratik olarak
gerceklestigi ve nonspesifik boyanmayi ¢ok aza indi-
ren  sonuclar  verdigi  belirtilmektedir'-*®%42,
Noroglial hiicrelerin ve sinir liflerinin boyanmasinda
kullanilan glmis impregnasyon teknigi gibi uzun
stren, zahmetli boyama yoéntemlerinde mikrodalga
isinimi uygulanimi ile olumlu sonuclar alindigi bildi-
rilmistir. Bunun mikrodalga 1sinimi ile dokuda
molekiler hareketin artmasi ve hizli i1sitma sonucu
doku kesitlerinde metal impregnasyon suresinin ki-
salmasi nedeniyle oldugu o6ne strilmistar. Cesitli
klasik sinir dokusu boyama metotlarinda (Nissl,
Kluver-Barrera, Bodian, Haggqvist ve Bielschowsky
gumis impregnasyon metodu gibi) mikrodalga Isini-
mi kullaniminin kaliteyi arttirdigi ve inkibasyon
siiresini kisalttigi rapor edilmistir®®%*4,

Feirabend ve arkadaslari*’ on yil %10 formalinde
bekletilen insan beyninin frozen kesitlerine, Kluver-
Barrera metodunu mikrodalga 1sinimi stimilasyonu
ile denemislerdir. Luxol fast blue solisyonunda 15,
30 ve 60 dakikalik %70 giicte mikrodalga 1sinimi
stimulasyonu ile orijinal yontemlere esit kalitede
sonuclar elde ettiklerini, ancak 5 ve 10 dakikalik
boyama surelerinin yetersiz oldugunu bildirmislerdir.
Ayni calismada optimum myelin boyanmasini sag-
lamak amaciyla, cresyl viole diferansiyasyonu sonra-
dan yapilmistir. Boyama 40 um kalinhgindaki kesit-
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lere uygulanmistir. Orijinal Kluver-Barrera myelin
boyamasinda Luxol fast blue basamagi 24 saate ihti-
ya¢ gosterirken, uyguladiklari metot ile bu basamak
15-60 dakikada gerceklesmistir. Nissl boyamasi
asamasinda zaman kazanci sinirli olmus (5 dakika),
fakat daha distk konsantrasyonda boya kullaniimis
olmasi avantaj olarak bulunmustur.

Bu calismada fiksatif olarak formol salin kullandigi-
miz, hem oda sicakliginda hem de mikrodalga 1sinimi
ile fikse ettigimiz beyin dokularinin parafin blokla-
rindan elde edilen 10 um kalinhgindaki kesitlere,
Kluver-Barrera metodunu’nun sadece Luxol fast blue
boyama asamasinda 1 dk sire ile 900W ve 4 dk sire
ile 90W mikrodalga 1sinimi uygulayarak metotta
degisiklik yaptik. Boylece Feirabend ve arkadaslari-
nin'’ insan beynine Luxol fast blue ve Cresyl viole
boyamasi sirasinda uyguladiklari mikrodalga i1sinimi
yontemini, bu calismada sican beyninde hem
fiksasyon asamasinda farkli bir fiksatif icinde, hem
de sadece Luxol fast blue asamasinda farkli siire ve
glcte uygulayarak gerceklestirdik. Konvansiyonel
olarak 2 saat slrede gerceklestirilen, Feirabend ve
arkadaslarinin’’ yaptigi calismada en az 15 dk mik-
rodalga 1sinimi uygulandiginda konvansiyonele esit
kalitede sonug elde edilirken, calismamizda esit kali-
tede sonug, sogutmalarla birlikte toplam 15 dakikada
gerceklestirilmistir.

Weil metodu ile ilgili olarak yapilan literatlr tarama-
larinda mikrodalga 1siniminin bu yénteme uygulan-
digi bir cahismaya rastlanmamistir. Calismamizda
Weil metodunda demirli hematoksilen boyamasi 2
dk’da 450 W mikrodalga 1sinimi ile gerceklestirildi.
Konvansiyonel olarak 30 dk olan boyama siresi,
uygulanan yontem ile 2 dk’ya indirilmis oldu.
Myelinli liflerin  Weil metodu ile konvansiyonel
boyanmasinda teknik ayni olmasina karsin myelinin
gri, mavi ve siyah arasinda degisen boyama sonuclari
verdigi  belirtilmektedir*****,  Bu  calismada
konvansiyonel sartlarda yapilan boyamalarda elde
edilen kahverengi-gri sonuc¢ ile mikrodalga isinimi
yardimiyla boyamalarda elde edilen koyu mavi-siyah
tonlamanin gértlmesi ve ayni grup icinde farkli
preparatlar arasinda da farkli tonda boyanmalarin
elde edilmesi bu bilgiler ile uyumludur. Calismamiz-
da beyin dokusunda MW-MW grubunda Weil meto-
du ile myelinli liflerin ayiriminin daha kolay yapil-
masinin, boyanmanin koyu mavi-siyah olmasina
bagh oldugu kanisina variimistir. Bu mikrodalga
isiniminin boyamay! arttirici olumlu etkisinin**° bir
sonucu olabilecegi gibi, elde edilen renk farkliliklari-
nin boyama metodunda uygulanan iki asamali
diferansiyasyon ile iliskili olmasi da muhtemeldir.
Calismamizda Weil metodunda ilk diferansiyasyon
asamasli, myelinli liflerin kesit Uzerinde net ayriminin
yapilabilecek  seviyeye ulasmasiyla, ikinci
diferansiyasyon asamasi ise zemin boyanmasi griden

kahverengiye déniisim olmadan durdurulmustur. Bu
sirelerin uygulanan metodun disinda kesit kalinhg
ve ylzey genisligindeki minimal farkhliklardan da
etkilendigi gozlenmistir. Dolayisiyla diferansiyasyon
srelerinin sabit tutulmasi mimkin olmamistir. Ayni
problemler Kluver-Barrera metodunda uygulanan iki
asamali diferansiyasyonda da gértlmustir. Calisma-
mizda tim boyamalarda diferansiyasyon asamasi
stirelerini mimkin oldugunca yakin tutmaya calistik.
Kontroller sirasinda, olusan stre farkhligi nedeni ile
tonlamada rastlanilan degisikliklerin bu ¢alismanin
amacina ulasmada (myelinli liflerin gosterilmesi)
engel olmadigl gorisundeyiz. Bununla birlikte renk-
lerde elde edilen ton farklihgl bir problem olarak
goralurse, diferansiyasyon suresi ile ilgili ayri bir
calisma yapilmasiyla bu sorun ortadan kaldirilabilir.
Normal beyin dokusunda uygulanan Weil ve Kluver-
Barrera metotlarinda preparatlar myelin kontrasti
acisindan degerlendirildiginde; Oda-Oda, Oda-MW
ve MW-MW gruplarinda esit kalitede bulgular elde
edilmistir. Kluver-Barrera metodu ile beyin dokusu
boyamalarinda, Oda-Oda ile MW-MW gruplarinda
Nissl grandllerinin net ayiriminin yapilmasi, buna
karsin fiksasyon asamasi ile boyama asamalarinin
farkli ortamlarda (Oda-MW ve MW-Oda gruplarin-
da) gerceklestirilmesinin granullerin net ayirimi (ize-
rine ters etkisi olabilecegini akla getirmistir. Bu grup-
larda grandl ayirimi yapilamayan mor renkte bir
boyanma elde edildigi gorulmistir.

Calisma gruplarimiz myelin boyanmasi agisindan
degerlendirildiginde; beyin dokusunda Weil metodu
ile normal myelinin boyanmasinda, konvansiyonel
sartlarda fikse edilip (2 gun sireyle) konvansiyonel
sartlarda  boyanan (30 dk sireyle) grup,
konvansiyonel sartlarda fikse edilip (2 giin slreyle)
mikrodalga 1sinimi yardimiyla boyanan (2 dk sirey-
le) grup ve mikrodalga 1sinimi yardimiyla fikse edilip
(18.5 dk slreyle) mikrodalga 1sinimi yardimiyla
boyanan (2 dk slireyle) grupta esit kalitede sonuclar
alinmistir.

Beyin dokusunda Kluver-Barrera metodu ile normal
myelinin boyanmasinda, konvansiyonel sartlarda
fikse edilip (2 gin sireyle) konvansiyonel sartlarda
boyanan (2 s sureyle) grup, konvansiyonel sartlarda
fikse edilip (2 gun sureyle) mikrodalga i1sinimi yar-
dimiyla boyanan (5 dk mikrodalga 1sinimi + 10 dk
sogutma) grup ve mikrodalga isinimi yardimiyla
fikse edilip (18.5 dk sureyle) mikrodalga 1sinimi
yardimiyla boyanan (5 dk mikrodalga i1sinimi + 10 dk
sogutma) grupta esit kalitede sonuclar alinmistir.

Sonug olarak; beyin dokusunda normal myelinin 1sik
mikroskobik degerlendirilmesinde uygulanan Weil
ve Kluver-Barrera metotlarinda mikrodalga 1sinimi
yardimiyla fiksasyonu ve boyamayi dnermekteyiz.
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Tesekkir

Bu calismada TUBITAK SBAG-AYD-104 nolu
proje kapsaminda satin alinan mikrodalga firin kulla-
nilmistir.
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