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ince Bagirsagm Fiksasyonunda Mikrodalga
Istmimimin Kullanimi®

Zeynep Kahveci™, Sahin A. Sirmah™

OZET. Isik mikroskopisi i¢in dokularin fiksasyonunda formalin veya diger kimyasal ajanlar kullamimaktadir. Bu
caliymada sigan ince bagirsaginin fiksasyonu igin mikrodalga simmi kullamimis ve sonuglar klasik fiksasyon
vontemleri ile karsilastirilpugtir. Istk mikroskobik olarak; mikrodalga fiksasyonunun sonuglari, klasik fiksasyon
sonuglarindan ayirt edilemeyecek kadar ivi bulunmustur. Calismalarimiza gore; ince bagwrsak fiksasyonunda
mikrodalga  kullaminmi  basit, etkili ve hizli bir yéntem olarak goriilmiis ve giinliik histolojik islemlerde
uygulanabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga 1sinimi .hizli fiksasyon .ince bagirsak.

The Use of Microwave Irradiation For Small Intestine Fixation

SUMMARY. Current methods of fixation employ formalin or other chemical agents for light microscopy. This report
describes the use of microwave irradiation for the fixation of small intestine of rat and the results are compared with
those of obtained by current methods of fixation. In light microscopy, microwave fixation leads to excellent results
that can not be distinguished from optimum conventional fixation. According to our studies; microwave fixation
appears to be a simple, efficient and rapid method of small intestine fixation which can be applied to routine
histological procedures.

Key Words .Microwave irradiation .rapid fixation .small intestine.

Mikroskopi icin ideal bir preparat hazirlamasi, fiksasyonunda doku bozulma riskinin ylksek

artefaktsiz géruntu elde etmeyi amaglar. Bunu olmasina karsin kullaniimaktadir®.

gerceklestirmek icin uygulanan ik ~basamak g kaynagi olarak klasik yontemler yaninda
"fiksasyon"dur ve bu basamak sonraki asamalar  mikrodalga sinimi da kullaniimaktadir. Kapali bir
icin temeldir. Fiksasyon oiayini gerceklestiren  gaiq5 greticisi olan mikrodalga firinlarda enerji, ya

maddelere fiksatif adi verilir'*. Fiksasyonu etkileyen
en onemli faktorlerden biri zamandir. Fiksasyon
zamani; dokunun buyukluga, fiksatifin difizyon
gicd, dokunun cinsi, ortamin 1SS gibi faktorlere
bagl olarak degisir. Geleneksel olarak materyallerin
fiksasyonu oda isisinda yapilir. Fiksasyon islemi
dahil tum kimyasal reaksiyonlar yiksek isilarda
daha hizli olur. Peracchia ve arkadaslar 1972
yiinda fiksasyonu yavag yavas artan 1silarda
yapilmasi gerektigi fikrini ileri strmuslerdir.
Formalinin 60°C’ye kadar isitilmasi acil biyopsilerin
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tek kaynaktan ya da birbirine zit yerlesimli iki
kaynaktan salinir. Batun klasik mutfak firinlar ve
laboratuvar finnlar 2425 - 2475 Hz'e gbre
ayarlanmigtir.

Mikrodalga i1siniminin doku fiksasyonunda ilk kez
kullammi  1970'li  yillarda  baslamistir.  Doku
fiksasyonunda mikrodalga isinimint kullanan ilk
arastirmacinin Mayer oldudu bilinmektedir®®, Bu
yolla postmortem materyallerin fiksasyonunun do-
yurucu sonuglar verdigini bildiren yayinlar vardir®'®.

Gerec¢ ve Yontem

Calismada 250-450 g agirhiginda 10 adet disi sican
kullanildi.  Siganlar disseksiyon teknigine uygun
sekilde acildi.



Ozel bir duzenek yardimiyla ince bagirsaktan 10
mm  uzunlugunda pargalar alindi. Kontrol

grubundaki pargalar oda sicakliginda (18°C) 210 cc '

nétral formalin iginde fikse edildi. Fiksasyon stresini
saptamada Madevar'in d=kV't formulinden yarar-
lanildi®. Kontrol grubu igin bu siire 1 saat 38 dakika
olarak bulundu. Deney grubundaki parcalar mikro-
dalga finnda 210 cc nétral formalin igeren 6zel bir
kapta fiksasyona tabi tutuldu. Dokularin disseke
edilip, nétral formaline atilmasi ile mikrodalga
firnda fiksasyon isleminin gerceklestiriimesine
kadar gecen sire (=i1slatma asamasi) 15 dakikadir.
Deneyde ER 535 MT modelinde, 550 watt cikis
guglt, mikrodalga salinimi 2450 MHZ olan
Vestel/Goldstar marka mutfak tipi mikrodalga firin
kullanildi. Fiksasyonun 55°C'de gerceklestiriimesi
icin mikrodalga finn ik 1 dakika tam glg
seviyesinde (PL=10) calistirilarak 55°C dakika
cahstinlarak sicaklidin sabit kalmasi saglandi ve
fiksasyon gergeklestirildi. Fikse edilen dokulardan

e

Sekil: la
Ince bagirsak genel yapisi. Oda sicakliginda fikse
edilen grup. HE x 25.2

Sekil: 2a
Ince bagirsakta silindirik epitel, goblet hiicreleri
Oda sicakliginda fikse edilen grup.
Masson trikrom x 1280

b

Z. Kahveci, S.A. Sirmal;

alinan kesitler Hematoksilen ve Eosin (HE) ve
Masson trikrom teknikleri ile boyandi. Kontrol ve
deney grubu 151k mikroskobik olarak incelendi; doku
yapisi, eritrositlerin sadlamhgdi, kromatin yapisi
incelenerek karsilastirildi, 3 puan (zerinden
degerlendirildi. Bu de@erlendirmelerin aritmetik
ortalamalar alindi. Alinan sonuglara Mann-Whitney
U testi uygulandi.

Bulgular ve Sonug

Oda sicakhginda fikse edilen grupta; ince bagirsak
yapisi timuyle korunmustu (Sekil: 1a; Sekil: 2a).

Mikrodalga firinda fikse edilen grupta; ince
bagirsakta yer alan tum tabakalar normal yapida
gézlendi (Sekil: 1b; Sekil: 2b). Sadece villuslarin ug
kisimlariyla lamina propria'da yer alan damarlar
icinde eritrolizis gozlenirken, submukozadaki da-
marlarda bulunan eritrositler saglamdi. HE
boyamasinda eosinofilide artis géruldi.

) Sekil: 1b
Ince bagirsak genel yapisi. Mikrodalga isinimi ile fikse
edilen grup. HE x 25.2

. Sekil: 2b
Ince bagirsakta silindirik epitel, goblet hiicreleri.
Mikrodalga isimmi ile fikse edilen grup.
Masson trikrom x 800
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Ince bagwsagin

ince baQirsada ait bulgulanin dederlendirimesi
tabloda gérulmektedir. Istatistiksel olarak deney
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamii- farklihik
saptanmamsgtir.

Tartisma

Bir organ parcgas! bir fiksatif icine konuldugunda,
fiksatifin difuzyonu geneliikle fiksatifin dokularla
reaksiyona girmesinden daha hizli olur. Bunun
sonucunda fiksasyon ilerledikce matervalde
konsanirik tabakalar olusmaya: baslar'®. Kon-
vansiyonel bir finn 1si kaynadr olarak kulla-
midiginda, parga distan ige: dogru isimir (distan
isimm)®® 7% Oncelikle isinan dis  boilimde
gerceklesen fiksasyon, fiksatifin derine penet-
rasyonuna engel olan bir bariyer olusturur ve
sonugta, fiksasyon orami paradoksal olarak
yavaglar. Bu olay formaldehit ve daha az olarak da
alko! fiksasyonunda olabilir””. Mikrodalga finnda
isinlama, fiksatifin doku igine difizyonunu artirir.
Bunun yanisira isinin yardimiyla fikse olmamig
merkezi bolum mikrodalga firinda i1gimimin igten
disa dogru olmasi (igten 1simm) ile fikse edi-
lebilir"®'®. Bu olaya "mikrodalga stabilizasyonu"
denir ve mikrodalganin herhangi bir kimyasal ayirag
kullaniimadan yalnizca 1sinim etkisiyle ger-
ceklestirdigi fiksasyonu tanimlar®'®'® . Mikrodalga
stabilizasyonu, mikrodalga firinda kimyasal ayirag
kullanilarak (formaldehit gibi) yapilan ve
"mikrodalga stimile edilen kimyasal madde fik-
sasyonu" olarak bilinen fiksasyondan fark-
hdif 192021223 gonucta, dista mikrodalga firinda
stimile edilen kimyasal madde fiksasyonu ile icte
mikrodalga stabilizasyonu ile gergeklesen fiksasyon
arasinda konsantrik bir tabakalanma olusur’’. Boyle
bir etkiyi azaltmak igin once fiksatif ajaninin oda
isisinda dokuya girmesi saglanir. Buna "islatma
asamas!” denir®. Bundan sonra mikrodalgalama ile
reaksiyon hizlandirilir. Boylece kismen fikse olmus
dokunun igersine daha fazia fiksatifin girmesi
kolaylastinlir. Mikrodalga firinda stimule edilen
kimyasal madde fiksasyonundaki bu ozellik dikkate
alinarak, calismamizda, 1slatma agamasi literattirde
onerildigi gibi*® 15 dakika uyguland.

Konvansiyonel bir firnda formalinin isisini 60°C’ye
kadar artirarak fiksasyon gerceklestirildiginde
dokularda bozukluk oldugu belirtimektedir’. Oysa
buna benzer galigmalar mikrodalga firinda yapil-
diginda sonuglarin gok iyi oldugunu bildiren yayinlar
vardir® 10122415 Aradaki farkhiigin, 1sinim yonlerinin
(icten ya da distan 1sinim) etkisiyle mi, yoksa
mikrodalga 1giniminin_ etkisiyle mi oldudu tarti-
siimaktadir.

Mikrodalga fiksasyon igin 50-70°C'nin uygun s
oldugunu, 50°C’nin altinda fiksasyonun yetersiz,
70°C uzerinde ise histolojik sonucun kotl oldugunu
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bildiren yayinlar vardir®**. Dokularin fiksasyonu icin
gerekli 1sinin 55°C civarinda oldudu bildirildiginden,
calismamizda 1sinin 55°C'de sabit tutulmasi uygun
bulundu®.

Uikemizde bu konuyla ilgili ok az sayida aragtirma
bulunmaktadir. Buniann ccdunda patolojik mater-
yaller kullaniimistir. Bu caligmalarda materyallerin
laboratuvara ulagana kadar gegen 1slatma a52Mas)
suresi belirsizdir. Ayrica bu ¢aligmaiardaki dokularin
histopatoloiiz  dederlenditiimesinin ayrintili  bir
sukide belitimemesi ve yontemin dokularin
boyanma asamasinda kullaniimig olmasi gibi ne-
denler bizim galismamiz iie yeterli karsilastirma
yapabilmemizi engellemigtir’®?.

Leong ve arkadaglar’®, 1986 yilinda 67-74°C
arasinda 4-9 dakika serum fizyolojik iginde
mikrodalgalama uyguladiklar pargalardan ince
bagirsakta, 12-18 saat formalinde oda sicakiginda
fikse edilen gruba gore: sitomorfolojinin gok iyi
korundugunu bildirmislerdir. 1988 yilinda Leong™
serum fizyolojik icinde 58°C'der 120 saniye mik-
rodalgalama uyguladig) ince bagirsakta yapinin gok
iyi korundugunu bildirmigtir. Ancak, sonuglarla ilgili
ayrintilar verilmemistir. Bulgularimizda mikrodalga
firnda fikse edilen grupta eritrositlerin, yalnizca
villuslarin ug kisminda yer alan kapillerlerde lizise
ugramis olmasi, diger bdlumlerde sadlam olarak
bulunmasinin bu iki calismada da gorulip gordl-
medigini bilemiyoruz. Bunun diginda yapinin ko-
runmus oldugu sonucu bizim bulgularimizia
uyumludur. Yine literatir bulgulariyla desteklenen
bir bulgumuz da, mikrodalga ile fikse edilen ve HE
ile boyanan preparatlarda eosinofilide gorilen
artistir®®'®. Mikrodalga finnin dezavantajlarindan
olan eritrolizis daha once de bildirilmigtir®'®%.
Eritrolizis mikrodalgalama bagladiginda metilen
glikolin olmadigi doku bolgelerinde olmaktadir’®.
Eritrolizisin nedeni yiksek 1si degildir. 37°C'de
mikrodalga kullanildiinda olusan eritrolizisin 50-
60°C'de olandan farksiz oldugunu, isi olmadan
eritrolizis oldugunu bildirir yayin vardir'®. Mikrodalga
firinin, dokuda fikse olmamus eritrositleri zedeledigi,
bunun da lizis ile sonuglandigi disunulmektedir ve
mekanizmasi henuz ¢ézulememistir. Ancak dokular
formaldehitte tutuiup "1slatma asamasi"ndan sonra
mikrodalga firina serum fizyolojik iginde konursa
eritrolizis gortuimemistir. Bu nedenle islatma asa-
masiyla birlikte formaldehit fiksasyonunun mikro-
dalga ile olan zedelenmeyi nétralize edecedi dusu-
nilmastar. Ancak 1slatma asamasinin 4 saat gibi
uzun bir stre olmas: Gnerilmektedir. Fiksatif, for-
maldehit igermese bile eritrolizisin yine de oldugu
goralmastar'® .

Bu galigma sonunda bulgularimiz bize géster-
mektedir ki, mikrodalga firinda fiksasyon ile oda
sicakligindaki fiksasyona esit kalitede histolojik
kesitler elde edilebilmektedir. Literatur bilgileri
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mikrodalga tekniginin degdisik bir ¢ok dokunun
fiksasyonunda bir yoéntem olarak kullaniimasi
gerektidini 6nerecek kadar iyi preparat elde
edildigini gostermektedir®*®*'. Degisik dokularda
(akciger, beyin, karaciger, dil, bobrek) uygu-
ladigimiz bu texnik ve sonuglar ince pagirsagin
fiksasyonu ornek zhinaiak bu calismada agik-
lanmaktadir. Mikrodalga firnda fiksasyonun
stresinin  3zaltiimasi doku bilimcileri dogrudan
ilgilendirmemektedir. Bizler igin dnemli olan kaliteli
preparat elde etmektir. Mikicdaiga finin ile elde
editen sonuglarin kalitesi ve zaman kazanci, mikro-
dalga tekniginin amaca uygufi ise kullaniimasini
énermemize neden olmustur.

Tablo: ince bagirsaga ait bulgularin istatistik

degerleri
Puanlarin
Preparat = e Standart | Standart
Sayisi ) Sapma Hata
Ortalamasi
Doku yapisi
Mikrodalga firin 10 28 04 0.1
Oda sicakhdi 10 2.8 0.4 01
Eritrositler
Mikrodalga firin 10 2.7 0 0
Oda sicakhgi 10 27 05 0.1
Kromatin yapisi
Mikrodalga firin 10 29 0.3 0.1
Oda sicakhigt 10 28 0.4 0
Dr. Zeynep KAHVECI
Uludag Universitesi Tip Fakdltesi
Histoloji-Embriyoloji ABD
Tel: 442 82 00 / 21160
16059 Gorlkle / BURSA
Kaynaklar
1. Drury Rab, Wallington EA: Carleton's Histological

Technique. 4. edition. Oxford University Press, New York:
1967, pp. 33-46.

2. Junqueira LC, Carneiro J, Kelley OR: Basic Histology. 6.
edition. Appleton & Lange, New Jersey: 1989, pp. 1-496.

3. Hopwood D: Fixation and fixatives, in Bancroft JD, Steven
A(ed): Theory and Practice of Histological Techniques. 2.
Edition. Churchill Livingstone, New York: 1982, pp. 20-39.

4. Bloom W, Fawcett W: A Textbook of Histology. 9. edition.
WB Saunders Co, Philadelphia: 1968, pp. 9-10.

5. Kok LP, Boon ME: Physics of microwave technology in
histochemistry. Histochem J. 22: 381-388, 1990.

6. Kok LP, Boon ME: Microwaves for microscopy. Microscopy.
158: 291-322, 1990.

7. Turner CR, Zuczek S, Knudsen DJ, Wheeldon EB:
Microwave fixation of the lung. Stain Techn. 65: 95-101,
1990.

8. Hopwood D, Coghill G, Ramsay J, Mine G, Kerr M:
Microwave fixation: its potential for routine techniques,
histochemistry, = immuno-cytochemistry and electron
microscopy. Histochem J. 16: 1171-1191, 1984,

9. Bernard GR: Microwave irradiation as a generator of heat

10.

11,

12,

13.

14.

15.

16.

7

18.

19.

20.

21.

22

23.

24,

25.

26.

27

28.

29,

30.

31.

Z. Kahveci, S.A. Sirmal;

for histological fixation. Stain Technol. 49: 215-224, 1974
Login GR: Microwave fixation versus formalin fixation of
surgical and autopsy tissue. Am J Med Technol. 44: 435-
437, 1978.

Patterson MK, Bulard R: Microwave fixation of cells in
tissue cuiture. Stain Technol. 55: 7i-75, {280

Daymon ME, Leong ASY: Microwave fixation for surgical
and autopsy tissues. Pathology. 16: 481, 1984.

Van Valkenburg CFM, Marani E, Boon ME, Visser P: The
use of microwave irradiation with low formalin
concentrations to enhance the conversion of dopamine into
norsalsolinol in rat brain. A pilot study. Histochem J. 22:
353-357, 1990.

Cieary SF, Liu L-M, Garber F: Erythrocyte hemclysis by
radiofrequency fields. Bioelectromagnetics. 6: 313-322,
1985.

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

Leong AS-Y, Duncis CG: A method of rapid fixation of large
biopsy specimens using microwave irradiation. Pathology.
18: 222-225, 1986.

Horobin RW, Flemming L: 'Trouble-shooting’ microwave
accelerated procedures in histology and histochemistry:
Understanding and dealing with artefacts, errors and
hazards. Histochem J, 22: 371-376, 1990.

Kok LP, Boon ME, Ouwerkerk-Noordam E, Gerrits PO: The
application of a microwave technique for the preparation of
cell blocks from sputum. J Microsc. 144: 193-199, 1986.
Leong AS-Y: Microwave irradiation in histopatology. Pathol
Annu. 2(23): 213-233, 1988.

Boon ME, Gerrits PO, Moorlag HE, Nieuwenhuis P, Kok LP:
Formaldehyde fixation and microwave irradiation.
Histochem J. 20: 313-322, 1988.

Marani E, Guldemond JM, Adriolo PJM, Boon ME, Kok LP:
The microwave Rio-Hortega technique: A 24 hour method.
Histochem J. 19: 658-664, 1987.

Hopwood D, Yeaman G, Milne G: Differentiating the effects
of microwave and heat on tissue proteins and their
crosslinking by formaldehyde. Histochem J. 20: 341-346,
1988.

Login GR, Dvorak AM: Microwave fixation provides
excellent preservation of tissue, cells and antigens for light
and electron microscopy. Histochem J. 20: 373-387, 1988.
Login GR, Dovarak AM: Microwave energy fixation for
electron microscopy. Am J Pathol. 120: 230-243, 1985.
Reed W, Erichsen A: Rapid supplementary fixation in frozen
sections: Microwave versus conventional fixation. Path Res
Pract, 187: 824-827, 1991.

Hopwood D, Milne G, Penston J: A comparison of micro-
waves and heat alone in the preparation of tissue for
electron microscopy. Histochem J. 22: 358-364, 1990.
Umar MH, Pabugcuodlu HU, Ince U, Falakali S: Mikro
elektromagnetik dalgalarin histoteknige uygulanmasi. Ege
Universitesi Tip Fak. Derg. 28(4): 1773-1780, 1988.
Yorikoglu K, Ozen E: Mikro elektromagnetik dalgalann
immiunperoksidaz boyamada kullanimi. Tirk Patoloji Derg.
6(2): 71-72, 1990.

Kipelioglu AA, Gékden N, Gokden M, Ozen E: Mikrodalga
iginlarin parafin kesitlerin boyanmasina etkisi. Tirk Patoloji
Derg. 5(1): 7-11, 1589.

Kayser K, Stute H, Lilbcke J, Wazinski U: Rapid microwave
fixation-a comparative morphometric study. Histochem J.
20: 347-352, 1988.

Kok LP, Visser PE, Boon ME: Histoprocessing with the
microwave oven: an update. Histochem J, 20: 323-328,
1988.

Uludag Univ Tip Fak Derg 1-2-3: 1993



