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Mikrodalga Firinda Hematoksilen ve Eozin Boyama Yontemi

ilkin Cavusoglu’, F. Zehra Minbay , Zeynep Kahveci

OZET. Mikrodalga yéntemlerinin geleneksel fiksasyon, boyama ve doku takibi metodlarina pek ¢ok distiinliigii vardr.
Hizli fiksasyon, daha iyi koruma, biyolojik molekiillerin korunmas:, kesitlerin hizli gémiilmesi ve boyanmasi birincil
kazanglaridir. Bu ¢aligmada rutinde histopatoloji laboratuvarlarinda kullamilan hematoksilen ve eozin boyama
yontemine mikrodalga ismimimin etkisi aragtirildi. Bu amagla gegitli parafin doku bloklarindan elde edilen kesitlerin
hematoksilen ve eozin ile boyama agamalar: mikrodalga isinini altinda yapildi. Sonuglar 15tk mikroskobunda
incelendiginde, mikrodalga isimimi ile boyanmis olan kesitlerin boyanma kaliteleri konvensiyonel olarak boyanmis
kesitlerle egdegerdi. Mikrodalga igimimuun kullanimi boyama siiresini belirgin olarak kisaltti.

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga isinimi .Boyama .Isik mikroskopi.

Haematoxylin and Eosin Staining Method in Microwave Oven

SUMMARY. Microwave methods offer many advantages over traditional fixation, staining and histo-processing
methods. Primary benefits include faster fixation, better preservation, retention of biological molecules, faster
specimen embedding and section staining. In this study, we investigated the effects of microwave irradiation on
haematoxylin and eosin staining method which is one of the most routinly used method in histopathology
laboratories. For this aim, tissue sections from different paraffin blocks were stained with haematoxylin and eosin in
microwave oven. Light microscopic analysis of the slides revealed that the staining quality of the microwaved group
was similar to the conventionally stained group. The staining time was reduced by the use of microwave irradiation.

Key Words .Microwave irradiation .Staining .Light microscopy.

Isinin tim reaksiyonlar arttirici etkisinin oldugu uzun
bir stredir bilinmektedir'. Histopatolojide mikrodalga
isiniimi ilk kez 1970 yiinda Mayers tarafindan
fiksasyon isleminde kullaniimisti’. Mikrodalga
finnlarda olusan degisiklik ve gelismelere paralel
olarak  mikrodalga iginiminin  histopatolojide
kullamimi  giderek yayginlasmistir.  Mikrodalga
istnimh firinlar alinan sonuglarda kalite farkhhig
olmamasi, sirelerde belirgin azalmalar olmasi ve
kullanim kolayhgi nedeni ile fiksasyon, doku takibi
ve boyama asamalarinda tercih ediimektedir™>".

Doku kesitlerinin boyanmasi iki faktére bagldir:
Boyanin hucre igine difizyonu ve substrata bag-
lanmasi. Mikrodalga isinimi bu iki faktére de etki
ederek boyanma sirecini hizlandirir. Mikrodalga
Isinimi basladiginda boya solisyonu ve dokunun
sicakhigi hizla yokselir. Ek olarak ytkli molekuller

mikrodalga 1sinimi ile uyarilir. Bu da molekdllerin
birbirine carpigmasini arttirarak, kimyasal reaksi-
yonlari gergeklestirir ve dengeyi saglar®”'"'®. Bu
goriisten yola cikilarak son zamanlarda smear,
parafin ve plastik kesitlerin boyanmasinda mikro-
dalga 1sinimi kullaniimaktadir.

Mikrodalga isimimi ile ilk boyama teknidi Brinn
tarafindan 1983 yilinda yapllﬂ'll$tll'22. Bundan sonra
degisik aragtiricilar tarafindan cesitli  boyama
metodlari mikrodalga 1sinimi altinda denergmis ve

doyurucu sonuglar elde edilmigtir®'>92024-%0

Bu galismada laboratuvar tipi bir mikrodalga firinda
histopatolojide yaygin olarak kullaniian boyama
yontemlerinden hematoksilen ve eozin yoéntemi
denenmistir. Mikrodalga I1sinimi ile boyama stire-
sinin azaltlmasi ve boyama kalitesinde olugabi-
lecek degisikliklerin incelenmesi amaclanmsgtir.
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Gereg ve Yontem

Bu galismada, sigandan alinan akcider, karaciger,
tavsandan alinan medulla spinalis, képekten alinan
dil pargalari kullanildi. Bu pargalar, nétral formalin
ile fikse edildi. Rutin doku takibinin (alkol, ksilol,
parafin) ardindan parafin bloklar hazirlandi ve 5u
kalinhiginda seri kesitler alind..

Calisma iki asamada gerceklestirildi. On galisma
olarak planlanan birinci asamada, mikrodalga
firinin glict saptandi. Bu amagla alinan kesitler 40
ml boyama sollsyonlar iginde, sabit strelerde, 90
W, 180 W, 360 W, 600 W ve maksimum glgte
mikrodalga 1sinim uygulanarak her bir boyama igin
uygun mikrodalga glcii saptandi. Calismada
kullanilan mikrodalga firin; frekansi 2450 MHz,
mikrodalga c¢ikis giuct maksimum 900 W olan,
glgli gaz ekstraksiyon sistemine, isi probu ve
dijital 1s1 gostergesine sahip Bosch HMT 882 G'dir.
Caligmaya baslamadan énce kullanilan mikrodalga
firnin “elekirik alan dadilim haritasi” cikarildi.
Bunun igin mikrodalga firinin tabanina isiya duyarli
fax kagidi yerlestirildi. 200 W gtcle 1 dakika isinim
verildikten sonra fax kadidi (zerinde renk
degistiren alanlar hot spot olarak belirlendi. Bu
bilgilerden yararlanilarak ikinci agamada; tablo I'de
belirtilen basamaklarda boyama iglemi gergek-
lestirildi. Boya soltisyonlari konvensiyonel yéntem-
lerde onerildigi gibi hazirlandi®®. Kesitler 40ml boya
solusyonu iceren cam salelere yerlestirildikten
sonra ‘hot spot' noktasina kondu. Isi probu boya
solisyonu i¢ine daldirildiktan sonra i1sinim verildi.
Solusyonlarin  ilk ve son silan  kaydedildi.
Mikrodalga 1sinimi altinda yapilan her basamak on
ayri kesite tek tek uygulandi.

Tablo I- Konvensiyonel (oda sicakliginda) ve mikrodalga
1simimli hematoksilen ve eozin boyama yontemi.
Kesitler;

Ksilolde deparafinize edilir.

2 | Absolii, % 96'lik ve % 70'lik alkollerde 3'er dakika
hidre edilir.

3 | Akar musluk suyu ile yikanir.
Harris'in hematoksileni ile

4 | Oda sicakhginda 8
dakika boyanir.

Mikrodalga finnda 360 W
gligle 30 saniye boyanir.

5 | Akar musluk suyu altinda en az 10 dakika yikanir.
% 1'lik Eozin ile

6 | Oda sicakhginda 4
dakika boyanir.

Akar musluk suyunda yikanir.
8 | % 70'lik, % 96'lik ve absoli alkollerde dehidre edilir.
Ksilolde saydamlastirilir ve kapatilir.

Mikrodalga firinda 360 W
glicle 30 saniye boyanir.

Bulgular

Mikrodalga 1sinimi  altinda boyama sirasinda
erigilen son sicakliklarin aritmetik ortalamasi Harris
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hematoksileni igin 50.8°C, eozin igin 60.5°C olarak
bulundu.

Oda sicakhi@ (Resim 1) ve mikrodalga isinimi
altinda (Resim 2) hematoksilen ve eozin ile
boyanmis akciger preparatlarinda normal yap
gozlendi. Boyanma o¢zelligi agisindan mikrodalga
isinimh grubun oda sicakliginda yapilan yontem-
den farkli olmadigi, hematoksilen ve eozin boya-
masinin sonuglarini gésterdigi gézlendi.

Resim: 1
Akciger dokusu, oda sicakligi hematoksilen ve eozin boyamas
(x400)

Resim: 2

Akciger dokusu, mikrodalga igmiml hematoksilen ve eozin
boyamas (x400)

Karacigerde, hem oda sicakliginda hem de
mikrodalga isinimh grupta (Resim 3) hematoksilen
ve eozin boyamasinda normal yapi gorildi.
C)_zellikle hepatosit gekirdeklerinin kromatin pater-
ninde iki grup arasinda farklilik olmadigi gézlend

Ancak mikrodalga isinimli grupta hafif bir eozinofi
artigi saptandi.

Medulla spinalisin hematoksilen ve eozin boyame-
sinda her iki grupta da néron ve glia hucrelerinin
normal yapisini korudugu, ak cevher ve gri
cevherin yapisinda farkiilik olmadigi goruldi. Oda
sicakliginda yapilan boyamaya oranla, mikrodalga
isinimli - boyamada (Resim 4) gri cevherde
eozinofilide hafif artis gézlendi.
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Resim: 3
Karaciger dokusu, mikrodalga igonumii hematoksilen ve eozin
boyamasi (x200)

Resim: 4

Medulla spinalis, mikrodalga isinimli hematoksilen ve eozin
boyamasi (x400)

Dil preparatlarinin hematoksilen ve eozin boyan-
masinda epitel, baj dokusu, cizgili kas ve bez
yapilarinin oda sicakliginda ve mikrodalga isinimi
altinda yapilan boyamada (Resim 5) es kalitede
oldugu gérildii. Ancak mikrodalga isinimli grupta
ozellikle gizgili kaslarda eozinofilinin artmig oldugu
ve enine ¢izgilenmenin daha belirgin  oldugu
gbzlendi.

Resim: 5
Dil preparaty, ¢izgili kas dokusu, mikrodalga ismimli
hematoksilen ve eozin boyamasi (x400)
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Tartisma

Konvensiyonel boyama yontemleri mikrodalga
yontemleri ile Kkarsilagtirnldiginda yalnizca zaman
kisalmasi degil ayni zamanda parlak, temiz zemine
sahip tercih edilebilen boyamalar elde edilmistir.
Mikrodalga i1sinimi ile boyamada istenilmeyen
durumlar da ortaya gikabilir. Bunlar; soluk boyan-
ma, kesitlerin kirisma ya da ayrilmasi, boyama
paterninde degisiklikler (renk dengesinde zayiflik,
boyanin lokalizasyonundaki azlik, zemin boyanma-
sinda artis gibi) ve yogunluk artisidir™.

Mikrodalga 1sinimi ile olusan artefaktlar genellikle
1s1 artefaktlaridir ve mikrodalga firinlarin yapi ve
islev farkliliklarindan (isi/zaman egrisi, mikrodalga
elektrik alan dagiim haritasi gibi) kaynaklanir. Bu
farkliigin ortadan kaldiriimasi igin, klasik mutfak
tipi mikrodalga firinlarda, modelleri ayni olsa bile,
calisiimaya baslamadan 6nce, firinin i1si/zaman
egrisi cizilmelidir. Laboratuvar tipi firinlarda bu
problem en aza indirilmistir.

Mikrodalga fininlarda gergeklestirilen boyama
yonteminde isi kontrolil énemlidir. Metalik olmayan
boyamalar igin uygun isi 55-60°C iken, metalik
boyamalar icin 75-80°C'dir*>. Ayrica boyamalarin
50°C'nin**?” ya da 60°C'nin®®*® altinda yapilmasi
gerektigini belirten yayinlar da vardir. Daha ytksek
derecede boyama, kimyasallarin ya da boyalarin
yapisinin bozulmasina, kesitlerin ayriimasina ve
morfolojik ayrintinin kaybina neden olabilir. Ayrica
lamlarda kesitlerin iyi tutunmasinin saglanmasi da
gereklidirzs.

Literatirde hematoksilen ve eozin boyama yonte-
minde genellikle yalnizca hematoksilen asama-
sinda mikrodalga isinimi uygulanmistir.  Bir
calismada®®, hematoksilen ve eozin boyama yénte-
minde, mikrodalga firinda sicakhgin 50°C’nin
altinda tutulabilmesi amaciyla firin icine su dolu
kaplar yerlestirilmisti. Hematoksilen ve eozin
boyama yonteminin yalnizca hematoksilen asa-
masi sale igcinde (80 ml) % 100 gi¢ kullanilarak
yapiimis ve 40 dakikalik strenin 17 dakikaya
indirildigi belirtiimigtir. Bizim caligmamizda her bir
boyama sollsyonu igin uygun olan mikrodalga
isinim giicl ve siresi 6n galisma ile belirlendigi icin
finn igcine enerjinin fazlasini soduracak su yukid
konmamustir. Bu sartlar altinda solUsyonlarin 1sisi
50-60°C civarinda tutulabilmistir.

Umar ve arkadaslaninin'® mikrodalga firini doku
takibi amaci ile kullandiklar bir ¢alismada elde
edilen preparatlar hematoksilen ve eozin ile
mikrodalga 1sinimi altinda boyanmistir. Yalnizca
hematoksilen asamasi % 20 glgle 3 dakika 1sinim
uygulanarak gerceklestiriimigtir. Eozin boyamasi
ise oda sicakliinda yapiimistir. Sonugta mikro-
dalga tekniginin konvensiyonel histoteknide tstiin
oldugu sonucuna variimistir.

Kayser ve Bubenzer', mutfak tipi mikrodalga
firnda frozen kesitlere hematoksilen ve eozin
boyamas! uygulamiglardir. % 80 glg¢ kullanarak
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gerceklestirdikleri boyamayi toplam 25 saniyede
tamamlamiglardir. Sonugta daha iyi kontrast elde
edildigini, standart metotlara gére esit ya da daha
ustin boyama saglandigini vurgulamiglardir.

Bu ¢alismada mikrodalga iginimi altinda gercek-
lestirilen hematoksilen ve eozin boyamasinda
gorillen eozinofili artigi, mikrodalgada bu boyama
yontemini gerceklestiren diger arastiricilar'*?%%
tarafindan bildirilen bir bulgu degildir. Bu durum,
mikrodalga isiniminin  yalnizca hematoksilen
asamasinda kullanimina bagh olabilir. Ancak
mikrodalganin fiksasyon asamasinda kullanildigi
bazi galigmalarda"'®*"** eozinofilide artis oldugu
belirtilmistir. Eozinofili artisi arastirmaci agisindan
istenilmeyen bir durum ise, eozinde boyama
siresinin azaltiimasi 6nerilmistir.

Unutulmamalidir ki boyama yénteminin basarisi
renklerin dengesi ile ilgilidir ve bu da subjektif bir
faktérdur. Bu galismada belirtilen sire ve giglerde
gerceklestirilen  mikrodalga isinimhi boyama
yonteminde zamanin c¢ok kisaldigi bir gercektir
(Tablo II). Zaman kazancinin yanisira rutinde sik
kullanilan bu boyama yénteminde elde edilen
sonuglarin iyi oldugu, boyama paterninde degi-
siklik, zemin boyanmasinda artis, kesitlerin
kirngmasi ya da kaybi gibi istenmeyen sonuclarla
karsilasiimadidi gorilmektedir.

Mikrodalga finrnda boyama prosediirlerinin asama
asama, belli sureler verilerek klasik kitaplara
gecirilmesi, mikredalga firinlarin ayni modelinde
bile farkliliklarin olmasi nedeni ile hentiz mimkin
degildir. Ancak bizim laboratuvarimizda kullan-
digimiz mikrodalga firin ile ilgili ézellikler tarafi-
mizdan bilindiginden, gerceklestirdigimiz boyama
denemelerinde hep ayni sonuglan almak ve bu
yontemleri gelistirmek mimkindir. Elbetteki her
laboratuvar sahip oldugu finn ile ilgili 6zellikleri
bilerek ve inklibasyon sollsyonunun son sicak-
hgina dikkat ederek cesitli boyama yontemlerini
gerceklestirebilir.  Sonug¢  olarak; mikrodalga
firinlarin histopatolojik incelemelerin her asama-
sinda kullanilabilecedi ve doyurucu sonuclar
alinabilecegi; ozellikle, kisa strede yanit bekleyen
tanisal patolojilerde yaygin olarak kullanilabilecegi
goérusltndeyiz.

Tablo II-Hematoksilen ve eozin boyama yonteminde
konvensiyonel ve mikrodalga isimimli siirelerin
karsilagtirtimasi

Konvensiyonel Mikrodalga
Yontem Siiresi | Isimimh Yéntem
Siresi
Hematoksilen 8 dk 30 sn
Eozin 4 dk 30sn
Hematoksilen ve 12 dk 1dk
eozin

Bu galisma SBAG-AYD-104 proje nolu TUBITAK projesi kap-
saminda alinan mikrodalga finnda gergeklestirilmigtir.
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