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Mast Hiicrelerinin Boyanmasinda Mikrodalga Isiniminin Uygulanmasi*

Zeynep Kahveci™, I, Zehra Minbay™™, [lkin Cavusoglu™", Semiha Noyan™', Sahin A. Sirmah’™""’

OZET. Mikrodalga isimme ile doku kesitlerinin bovanmasi va damilatma vontemi va da sale iginde yapilabilmekiedir. Bu
calismada mast hiicrelerinin bovanmasinda kullanilan: Thionin, Toluidine blue ve Aldehit fuksin bovama yvantemlerinde
mikrodalga wsmme wygnlandr. Kullantlan véantemlerde mikrodalga wgiimi ile bovama siiresi kisalmuigtir. Bunun yansira
konvensivonel vantemlerle karsilastrildiginda hovama kalitelevinde farklilik goriilmemisiir.

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga igmimi .Mast hiicresi.

The Application of Microwave Irradiation for Staining of Mast Cells

SUMMARY. Staining of tissue sections using the microware irridiation can he performed by immersing the sections in
a staiming dish or covering the tissue by a few drops of the staining solution. In this studv, we investigaied the ¢ffects of
microwave wwradiation on the staining of mast cells by Thionin, Toluidine blue and . Udehvde fuchsin, those are routinely
used in patholeylaboratories. Due to microwave irridiation, it is_jound that the staining time was reduced. In addition, the
stane quality of the sections, those were stained by the microwave irradiation was not different when compared to the

comventionally stained scctions.

key Words Microwave irradiation . Mast cell.

Mast hiicreleri, sitoplazmalari bazofilik grandller
iceren oval ya da yuvarlak bigimli bag dokusu
hicreleridir. Merkezi yerlesimli kiigik yuvarlak
nukleuslar, siklikla, icerdigi sitoplazmik grantiller
tarafindan maskelenir. Granulleri glikozamino-
glikan icerigi nedeni ile Toluidine blue, Azur A,
Bismark brown ve Thionin ile metakromatik
boyanirlar. Birgok Alcian blue metodu ile de
kolaylikla gérilebilirler. Heparin, histamin igeren
granullerinin hematoksilen-eosin ile gésterilmesi
zordur. Bag dokusunda en az iki tip mast hicresi
(bag dokusu mast hiicreleri ve mukozal mast
htcreleri) bulunmaktadir’.

Gunumizde mikrodalga isiniminin_ histoteknik
asamalarda kullanimi giderek artmaktadir’ ™.
Mikrodalga isimimhi finnlarin sagladigi kontrol
edilebilir 1simin; diftizyonu ve kimyasal reaksi-
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yonlar hizlandirma, kimyasal reaktiviteyi arttirma
etkileri vardir?®' ", Mikrodalga iginimhi firinlar,
alinan sonuclarda kalite farkhihgr olmamasi,
siirelerde belirgin azalmalar olmasi ve kullanim
kolayligi nedeni ile fiksasyon, doku takibi ve
boyama asamalarinda konvensiyonel yéntemlere
tercih edilmektedir® ' **™.

Doku kesitlerinin boyanmasi iki faktére bagldir:
Boyanin hiicre igine difizyonu ve substrata
baglanmasi. Mikrodalga 1ginimi bu iki faktére de
etki ederek boyanma surecini hizlandirr.
Difiizyon, fiziksel bir islemdir ve mikrodalga Isl-
mimi ile arttirilabilir. Boyanin substrata bag-
lanmasi ise, hem fiziksel hem kimyasal bir
islemdir ve burada mikrodalga iginiminin _rolu
degisik faktorlere baglldlr._ Boyama isleminde
affinite gok énemlidir. Affinite; boyanin boyama

stur.
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soliisyonunda hiicreye dogru hareketidir. Bo-
yama sistemindeki herhangi bir faktér (boya,
¢oziicti vb.) boyanin hiicreye olan affinitesini
etkiler. Boya hicre iligkisini etkileyen en basit
giic Colomb guigleridir. Colomb glic, zit elektrik
yukla hicresel subtratiara iyonik boyalarin
baglanmasinda rol oynayan gug olarak tanim-
lanabilir. Giemsa metodundaki Azur A'nin
DNA'ya etkisi buna iyi bir érnektir. Bu reak-
siyonlar isiya bagimlidir. Yiksek sicakliklarda
baglanma islemi daha kisa surelerde ger-
ceklestirilir. Boya iyonlarinin iglem yapilan
dokuya girmesi yalnizca yukleri ile degil,
buyuklikleri ile de iligkilidir. Ayni zamanlarda
boya banyosunda bulunan boya disindaki
elektrolitlerin miktari da dokunun sismesine ya
da bliziismesine neden olarak boyama iglemini
etkiler. Mikrodalga 1simimi bagladiginda boya
soliisyonu ve dokunun sicaklidi hizla yikselir. Ek
olarak yukli molekiller mikrodalga 1sinimi ile
uyarihir. Bu da molekuilerin birbirine carpmasini
arttirarak kimyasal reaksiyonlar gergeklestirir ve
dengeyi saglar’®>7®, Bu gériisten yola cikilarak
son zamanlarda smear, parafin ve plastik
kesitlerin boyanmasinda mikrodalga isinimi
uygulanmaktadir. Brinn®>’®, 1983 yilinda mikro-
dalga isinimi kullanarak, bobrek kesitlerine
Methenamine silver boyama teknigi uygulamis
ve normalde 90-180 dk siren boyama islemini
mikrodalga finnda 20 dk'da gergeklestirmistir.
Buna ek olarak degisik arastirmacilar tarafindan
kullanilan bazi boyama metodiar, mikrodalga
isimimi altinda denenmis ve doyurucu sonuglar
elde edilmistir’’®. Mikrodalga 1sinimi ile boyama,
sale igerisinde yapilabildigi gibi, kesit Gzerine
damlatma metodu ile de uygulanabilir. Yéntemin
secimi; kullanilan mikrodalga firinin 1s1 probu
olup olmamasina, boyanin tipine ve arastiricinin
deneyim sahibi olup olmamasina baghdir.
Damlatma metodu, yayma preparatlar icin kulia-
nilan ideal bir yéntemdir®®,

Bu galismada, mast hiicrelerinin g&steriimesin-
de kullanilan Aldehit fuksin, Toluidine blue ve
Thionin boyama metodiari mikrodalga 1sinimi
altinda uygulanmis ve elde edilen preparatlar
1stk mikroskobik olarak degerlendiriimistir.

Gereg ve Yontem

Wistar Albino turi erigskin erkek sicanlar
deserebre edildikten sonra, interscapular bélge
deri altindan alinan doku 6rnekleri yayma
preparat haline getirildi. Bu preparatlar 20 dk
absoll alkol icinde fikse edildi. Preparatlara 3
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farkli boyama yodntemi oda sicakiiginda ve
mikrodalga 1sinimi altinda uygulandi. Kullanilan
metodlarda boya sollusyonlar klasik formiillere
gbre hazirlandi™. Klasik boyama yéntemlerinde
mikrodalga sinimi uygulanan basamaklar Tablo
I, Il ve llI'de gosterilmektedir. Deneyde ER 535
MT Vestel/GoldStar marka mutfak tipi mikro-
dalga firin kullanildi. Boyamalar damlatma yén-
temi ile gergeklestirildi. Fazla 1sinin sogurulmasi
amaci ile platform Uzerine 200 ml oda sicak-
liginda bekletilmis su igeren kap konuldu. Bu
suyun sicakhg mikrodalga isimmi sonrasi
élctlmek sureti ile boyama sicakligi belirlendi.

Tablo: I- Schmorl'un thionin metodunda oda
sicakligi ve mikrodalga 1gmimi altinda
uygulanan sicaklik ve siireler

ODA SICAKLIGI MIKRODALGA
Sicaklik | Sure | Sicakhk | Sire
Thionin 18°C 10dk. | 55°C+5 | 1dk |
Tablo: II- Toluidine blue metodunda oda sicakhift

ve mikrodalga 1gimmm altinda
uygulanan sicaklik ve siireler

ODA SICAKLIGI | MIKRODALGA
Sicaklhikk | Siire | Sicaklik | Siire
% 1 Toluidine
blue 18°C 1 dk. 25°C+5 | 5sn

Tablo: II-  Aldehit fuksin metodunda oda sicaklif!
ve mikrodalga 1gimimi altinda
uygulanan sicaklik ve siireler

ODA SICAKLIGI | MIKRODALGA
Sicaklik | Siire | Sicakik | Sure
% 0.5 lyot 18°C 30dk | 55°C+5 | 2dk
Aldehit fuksin | 18°C 60dk | 55°C+5 | 2dk
Ehrlich
o k
hematoksileni| 18°C Sdk | 55°C#5 | 1¢

Mikrodalga iginimi altinda uygulanan boyama
yontemlerinde elde edilen boyama sureieﬂ'"f?e"'
azalmalar Tablo \V'de gésterilmistir. Elde edilen
en fazla siire kazanci, 90 dakika ile aldehit fuksi”
boyamasinda elde edilmistir. Resim 1, 2 ve 3¢
konvensiyonel yéntemler ile yapilan; Thioni
(Resim: 1), Toluidine blue (Resim: 2) ve Aldeht
fuksin (Resim: 3) boyamalari; resim 4, 5 ve 642
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mikrodalga 1sinimi altinda uygulanan; Thionin
(Resim: 4), Toluidine blue (Resim: 5) ve Aldehit
fuksin (Resim: 6) boyamalarn ile elde edilen
preparatlarin sonuglan gérilmektedir. Deri alti
bag dokusundan elde edilen yayma preparat-
lardaki mast hucreleri ve granillerinin her G¢
yontemle boyanmasinda, konvensiyonel yéntem
ile mikrodalga yontemi arasinda bir farklihk go-
rilmemistir.

Tablo: IV- Oda sicaklig: ve mikrodalga 1gmmimi
altinda boyama metodlarmmn stirelerinin

karsilagtirlmasi
: - Kazanilan
Oda Sicakhd@ | Mikrodalga Siire
Aldehit fuksin et .08
Metodu 02:38:30 saat | 01:08:30 saat 90 dk
Thionin Metodu 00:13:30 saat | 00:04:30 saat 9dk
Toluidine blue o £0 4
melcaid 00:51:00 saat | 00:50:00 saat 1dk
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Resim: |
Oda sicakhgmnda yapilan Thionin boyamasi X 400

Resim: 2
Oda sicakhiginda yapilan Toluidine blue boyamasi
X 400
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Resim: 3

Oda sicakliginda yapilan Aldehit fuksin boyamasi

X 400

Resim: 4

Mikrodalga igtnim ile yapilan Thionin boyamast X

400

Resim: 5
Mikrodalga isumimi ile yapilan Toluidine blue
boyamasi X 400
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Resim: 6

Mikrodalga 1ginim ile yapilan Aldehit fuksin
boyamasi X 400

Tartisma ve Sonug

Ulkemizde ilk kez Umar ve arkadaslari™ mikro-
dalga sinimini histoteknik islemlerde kullan-
miglardir. Bu grubun disinda Yérikoglu ve
Ozen”, mikrodalga 1ginimint imminoperoksidaz
boyamada kullanmiglar ve klasik yénteme gére
kalitede belirgin artis saglandigini belirtmislerdir.
Mikrodalga 1giniminin parafin kesitlerin boyan-
masina etkisi, Kipelioglu ve arkadaslan®
tarafindan aragtinlmistir. Sonucta kalite bozul-
maksizin boyanma surelerinin énemli Slgude
kisaldiini  bildirmiglerdir. Deneme yapilan
boyamalar (Hematoksilen-Eosin, PAS, Alcian
blue, Masson‘un trikromu, PTAH) bizim kullan-
digimiz boyamalardan farkhdir. Calismamiza
benzer bir arastirma da'’, mukozal mast hiic-
releri, oda sicakhgi ve mikrodalga isimimi altinda
Astra blue ve Alcian blue sollusyonlan ile
boyanmigtir. Calisma sonucunda hangi yéntem
ile daha fazla mast hiicresi gdsterildigi aras-
tinlmis ve mikrodalga 1sinimi ile boyama
yapildiginda gérilen mast hiicre sayisi, ista-
tistiksel olarak anlamli derecede fazla bulun-
mustur. Galismamizda kullandigimiz deri alti bag
dokusunun damar icerigi degistiginden sayisal
kargilagtirma yapma olanagi oimamistir.

Mikrodalga i1ginimi ile yapilan boyama isleminde
difizyonun ve kimyasal reaksiyonlarin hizlan-
masi sonucu artefaktlar ortaya c¢ikabilmektedir.
Artefaktlar, kimyasal ajanlarin bozulmasi ya da
¢okmesi seklinde olabilir. Bu durumda 1sinin
miktari ve isinlama siiresi 6nem kazanir®®.
Sicaklik gdstergesi bulunmayan mutfak tipi
mikrodalga firn kullanilacak ¢aligmalarda,
deneye baslamadan énce sicaklik/zaman egri-
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sinin gizilmesi gerekmektedir®. Yeterli deneyim
kazaniimadan ve mikrodalga firinin sicakiik/
zaman egrisi ¢izilmeden caligmaya baslaniimas
halinde, kontrol edilemeyen sicaklik artiginin
neden oldugu doku ya da kesitlerin bozulmas|
boyama sirasinda preparat tzerine damlatilan
solUsyonlarin buharlagmasi gibi istenilmeyen
sonuglar ortaya cikabilir. Bu nedenle isinlama
sUresi iyi ayarlanmali ve sicaklik kontroli
yapiimahdir. Sale iginde yapilan boyamalarda
sicaklik kontroli daha kolay olmasina karsin;
damlatma ydnteminde, damlanin sicakhgini
6lcme olanagi olmadigindan, preparat dzerine
damlatilan boya solliisyonunun buharlasma
olasihgina karsi dikkatli olmak gerekmektedir.
Calismamizda sicaklik kontroli yapabilmek ve
fazla i1siy1 sogurabilmek igin, boyama sirasinda
200 ml su dolu bir kap mikrodalga firn igine
konulmus, boyama sicakligi lgtimleri, bu suyun
sicakligi 6lgilerek elde edilmistir. Ideal olan,
sale icindeki boyama sollsyonunun sicakiiginin
élgllmesidir. Bu 6lguim, laboratuar tipi mikro-
dalga firinlarda yapilabilmektedir.

Kullanilan sollsyonlarin tazeligi de boyama
kalitesini etkilemektedir. Bunun yanisira mikro-
dalga finrnda bazi boya solusyonlarinin tekrar
tekrar kullaniminin sakincalari vardir. Yapilan bir
f;ah$mada”, Toluidine blue soliisyonunun mikro-
dalga i1sinimi uygulandiktan sonra boyama
6zelligini kaybettigi bildirilmistir. Kullandigimiz
boyalarin béyle bir 6zelligi olup olmadidini
bilmedigimiz igin ve kimyasal yapisinda olusan
degisiklikleri aragtirma olanagimiz olmad:gindan
damlatma ydntemi tercih edilmistir.

Sonugta, boyama sirasinda mikrodalga 1§in-
minin uygulanmasi, reaksiyonlarin gok daha kisa
bir strede olusmasini saglamaktadir. Ayrica bu
yontemle boyanan preparatlarda kalitenin bo-
zulmadigr gériilmektedir. Kazanilan sirelerle
sonuca ulagsmada elde edilen zamanda azalma,
gunimizin kosullarinda elbette énemlidir. Bu-
nun yanisira oda sicakligi ve mikrodalga 1ginim
altinda gergeklestirilen boyamalarda segilen
sicaklik ve sirelerde esit kalitede sonuglar elde
edildiginden, denedigimiz bu yéntemlerle mast
hicrelerinin boyanmasinda mikrodalga iginim
kullaniimasini Onermekteyiz.
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