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OZGUN ARASTIRMA

Farkh Epon Solventlerinin Yari ince Kesitlerde
Boyanma Uzerine Etkisi

Ayse AKBAS, Senem Esin YAVAS, Semiha ERSOY, Cigdem USTA

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

OZET

Yar ince kesitlerin kullanim histolojik ve klinik tani ¢alismalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Fakat bu amagla kullanilan plastik gémme
ortamlar1 hidrofobik olduklar i¢in boyalarin dokulara girigini simirlandirmaktadirlar. Bu ¢alismada; yart ince epon kesitlerin boyanmasinda
daha c¢ok detay saglamak tizere bilinen epon solventleri ile asetonun karsilastirilmasi ve daha dnce denenmemis toluidine blue-eozin ikili
boyamasinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada sigan beyin, ince bagirsak ve pankreas doku Orneklerine ait epon bloklardan
ultramikrotom ile 1pm kalinliginda yar1 ince kesitler alindi. Boyama 6ncesi epon kesitlere boyalarin penetrasyonunu kolaylastirmak amaci
ile sodyum hidroksit, periyodik asit ve aseton ile ii¢ ayr1 etching uygulandi. Bir grup kesitte epon uzaklastirilmadi. Toluidine blue ve
toluidine blue-eozin ikili boyamasi uygulanan kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi. Aseton ile etching sonrasi ii¢ dokuya ait toluidine
blue boyama sonuglari, alkali ve asit etchingi sonrasi boyamalara ve etching uygulanmadan yapilan boyamalara gore ¢ok daha basarili olarak
degerlendirildi. Ozellikle pankreasta daha berrak goriintiiler sayesinde daha iyi detay sagladign goriildii. Toluidine blue-eozin boyamasi ile
beyin ve pankreas dokularinda olumlu sonuglar elde edildi. Eponun uzaklastirilmasi amaciyla ilk kez denenen aseton ile basarili sonuglar
elde edildigi i¢in diger solventlere alternatif olarak asetonun rutinde kullanilabilecegi diisiiniildii. Yine ilk kez denenen toluidine blue-eozin
ikili boyamasindan epon kesitlerin degerlendirilmesinde yararlanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Epon. Solventler. Aseton.
The Effect of Different Epon Solvents on Staining of Semithin Sections

ABSTRACT

The use of semithin sections is important in histological and clinical diagnostic studies. However, since the plastic embedding media used for
this purpose are hydrophobic, they limit the penetration of dyes into the tissues. In this study, it was aimed to compare the known epon
solvents and acetone to provide more detail in the staining of semithin epon sections and to evaluate the toluidine blue-eosin double staining
to be tried for the first time. For this purpose, 1um thick semithin sections were taken from epon blocks of rat brain, small intestine and
pancreatic tissue samples with an ultramicrotome. Before staining, three different etchings were applied to the epon sections with sodium
hydroxide, periodic acid and acetone in order to facilitate the penetration of the dyes. Epon was not removed in one set of sections. Sections
with staining of toluidine blue and toluidine blue-eosin were evaluated under the light microscope. The toluidine blue staining results of three
tissues after etching with acetone were evaluated as much more successful than the stainings after alkali and acid etching and staining
without etching. It was observed that it provided clearer images, especially in the pancreas. Positive results were obtained in brain and
pancreatic tissues with toluidine blue-eosin staining. Since successful results were obtained, it was concluded that acetone can be used
routinely as an alternative to other solvents in the removal of epon, and toluidine blue-eosin double staining can be used in the evaluation of
epon sections.

Keywords: Epon. Solvents. Acetone.

Gelig Tarihi: 01.Mart.2023

Yar1 ince kesitlerin kullanimi histolojik ve klinik tani
Kabul Tarihi: 29.Mayis.2023

caligmalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Yar1 ince

Dr. Semiha ERSOY

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Bursa.

Tel: 0224 295 40 63

E-posta: semihaersoy@uludag.edu.tr

Yazarlarin ORCID Bilgileri:

Ayse AKBAS: 0000-0002-0091-9012
Senem Esin YAVAS: 0000-0002-6949-1210
Semiha ERSOY: 0000-0002-6419-0304
Cigdem USTA: 0000-0002-3923-2875

kesitler, parafin kesitlerin 151k mikroskobik goriintiileri
ile transmisyon elektron mikroskobik (TEM) ince
kesitlerin goriintiileri arasinda bir kdprii gorevi goriir.
Yar1 ince kesitler (0.5-1um) parafin kesitlerden (5pm)
daha ince; ince kesitlerden (60-80 nm) ise daha
kalindir. Regineye gomiilen dokulardaki hiicresel
bilesenlerin parafine gomiilenlere nazaran daha iyi
korunmasi ve dokularda daha az biiziilme olmasi yar1
ince kesitlerin en biiyiikk avantajidir. Numune
boyutunun kiiciikligii, kesit eldesinin oldukga zor
olmasi ise parafin kesitlere kiyasla dezavantajlaridir.
Yari ince kesitler boyandiktan sonra standart bir 1s1k
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mikroskobu altinda incelenir. Hiicresel detaylar yari
ince kesitte agikca goriilebildiginden, blok tam olarak
istenilen alan1 gérmek amaciyla trimlenerek elektron
mikroskobu ile incelenmek iizere ince kesit diizeyine
ilerletilir. Bu iki evreli islem, korelatif ¢aligmalara izin
vermesi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Yart ince kesit
kalinligi, oncelikle uygulanacak boyama da dahil
olmak iizere ¢alismanin amacina ve gdmme ortaminin
tirtine gore belirlenir. Genel olarak 0.2pm’den daha
ince kesitlerin alinmasi olduk¢a zordur. Bu incelikte
bir kesitte boya ile reaksiyona girecek kisim da az
oldugundan boyanma yeterli olmaz ve zayif boyanir.
0.5-1.0um’lik kesit kalinligi araligi ¢ogu amag igin
uygundur'.

TEM caligmalarinda; 1- epoksi regineler (rezin), 2-
polyester regineler ve 3- akrilik regineler olmak iizere
baslica lic grup gomme materyali kullanilmaktadir.
Rutin elektron mikroskopide sahip olduklar1 avantajlar
nedeniyle en yaygin olarak epoksi regineler tercih
edilmektedir. Araldit ve epon, en c¢ok kullanilan
epoksi reginelerdir. TEM’de kullanilan plastik gomme
ortamlarmin en biiyllk dezavantaji; hidrofobik
yapilarindan dolay1 hidrofilik boyama ajanlarinin
dokuya penetre olmasimt smirlayarak, boyama
kalitesini diisiirmeleri ve boyanin dokulara ulagsmasini
engellemeleridir. Bu karakterde olan epon da, yari
ince kesitlerde 151k mikroskobik degerlendirme amacli
boya ajanlarmin dokulara gegigini sinirlandirmakta-
dir'?. Plastik gobmme ortamlarinin yarattigi boyanma
problemlerinin ¢dziim Onerilerinden birisi; boyama
isleminden once dokulardaki boyamay1 zorlastiran
gdmme ortamini uzaklastirmaktir. Kesitlerden gdmme
ortaminin uygun ¢oziicii ile uzaklastirilmasi iglemine
“etching” denir. Reginenin uzaklastirildigi kesitlerin
daha parlak boyandig1 ve hiicresel ayrintilarin daha iyi
ortaya c¢iktig1 bilinmektedir. Polimerize epoksi
regineler  standart organik  ¢oziiciiler iginde
coziilemediginden, epoksi recineleri ¢dzebilen ozel
coziicillere ihtiyag vardir. Bu amacla genellikle
sodyum metoksit, benzen ve metil alkol karigimi
kullanilir. Bu tlir ¢oziiciilerin saptanabilir sitolojik
bozulmaya neden olmaksizin regineyi etkili bir sekilde
cikardigi kanitlanmigtir. Ayrica asit veya alkali
hidrolizi, halojen veya perasidler ile oksidasyon gibi
cesitli yontemler Onerilmektedir. Genellikle alkalik
soliisyonlar olarak mutlak etanol i¢inde doymus
potasyum hidroksit veya sodyum hidroksit soliisyonu,
epoksi kesitlerde recineyi uzaklastirmada kullanilan
giivenilir ¢oziiciilerdir. Sodyum metilat da birgok
recineyi ortamdan uzaklastirmak i¢in kullanilan bir
bagka giivenilir ¢oziiciidlir ve metil alkol iginde
¢ozdiiriilerek hazirlanir. Epoksi regineleri kesitlerden
uzaklastirmak i¢in iyot veya brom da kullanilabilir.
Ancak etching islemlerinin asindirici etkisinden dolay1
recine ile doku arasindaki baglar1 kopartabilecegi ve
boyanma kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecegi de
unutulmamalidir.
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Asit  karakterdeki  boyalar, plastik kesitlerin
boyanmasinda iyi sonu¢ vermemektedir. Bu nedenle
bazik karakterdeki toluidine blue, metilen blue, bazik
fuksin, azur B, kristal viyole, safranin O ve thionin
hidrofobik plastik kesitlerin boyanmasinda etching
uygulanmadan kullanilan ve boyanma saglayabilen en
yaygin boyalardir. Asit ve alkali epon uzaklastiricilar
rutin toluidine blue boyamasindan ziyade, epon
kesitlerin anyonik boyalar ile boyanmasinda veya
¢oklu boyamalar uygulanmak istendigi durumlarda
onerilmektedir'™.

Bu ¢alismada; rutin TEM takibi ile elde edilecek epon
kesitlerin  boyanmasi; bir grup kesitte epon
uzaklastirilmadan, diger kesit gruplarinda da etching
amacl ii¢ farkli ajan sonrasi denenecektir. Sodyum
hidroksit (alkali) ve periyodik asit, klasik kitaplarda
onerilen etching ajanlaridir. Asetonun epon ve benzeri
rezinleri ¢oziicli etkisi bilinmekle birlikte, literatiirde
yar1 ince epon kesitlerde boyama Oncesi etching
amaclh  kullanildigina  iliskin ~ bir  c¢aligmaya
rastlanmamistir. Aseton, TEM laboratuvarlarinda
takip siireci sonrast epon bulagiklarinin temizligi
amaciyla kullanilmaktadir. Yine, bazi yari ince epon
kesit boyamalarinin son asamasinda seffaflandirma
amact ile Onerilmektedir. Calismamizda boyama
oncesi  kesitlerdeki  eponu  uzaklastirabilecegi
diisiincesinden yola ¢ikilarak, igiincii etching ajani
olarak aseton segilmistir. Sonuglarin basarili olmasi
durumunda; ayrimi  saglanan hiicre ve doku
bilesenlerinin lokalizasyon ve kuantifikasyonunun 1sik
mikroskobik diizeyde kolaylikla yapilabilmesi, bu
sayede ultrastriiktiirel korelasyon i¢in ¢aligmanin ince
kesit diizeyine ilerletilmesi amaglanmuistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma; Bursa Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1  Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden egitim amaghi kullanim i¢in temin
edilen Wistar albino tiirli erigskin erkek ve disi sigan
dokular1 kullanilarak, Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali,
Transmisyon Elektron Mikroskopisi Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Eter anestezisi uygulan si¢anlardan
beyin, ince bagirsak ve pankreas doku Ornekleri
1x1x1mm boyutlarinda alindi.

TEM Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alimi

Alman doku oOrnekleri 0.13M Sorensen’in  fosfat
tamponu (pH 7.2) ile hazirlanmig %5 gluteraldehit ile
1 gece +4°C’de fikse edildi. Siire sonunda fosfat
tamponu ile yikanan orneklere daha sonra 1 saat %1
osmiyum tetroksit ile postfiksasyon iglemi uygulandi.
Sonrasinda tampon soliisyonu ile yikanan dokular
elektron mikroskobik incelemeler igin takibe alindi.
Oncelikle dehidrasyon i¢in 10’ar dakika %50, %70,
%90, %96’lik alkollerde ve iki kez 15°er dakika
absolii alkolde tutuldu. Daha sonra dokular 2 kez
30’ar dakika propilen oksit soliisyonunda bekletildi.



Yeni Bir Solvent Olarak Aseton

Bir sonraki gémme ortamina hazirlik asamasi icin
dokular 1:1 oraninda karistirilmis Propilen oksit:Epon
karigiminda 5-6 saat bekletildi. Bu iglemin ardindan
saf epona alinan dokular, gece boyu bekletildikten
sonra Epon 812 ile bloklandi. Polimerizasyon
isleminin gergeklesmesi igin bloklar 60°C’lik etiivde
48 saat bekletildi. Siire sonunda elde edilen epon
bloklar Ultratrim (Reichert) cihazi ile trimlenerek, yar1
ince kesit alimma hazir hale getirildi. Trimlenen
dokulardan ultramikrotom (Reichert Supernova) ile
cam bicaklar kullanilarak 1pm kalinliginda yari ince
kesitler alindi. Tim kesitler dokiilme riskini en aza
indirmek icin jelatin kapli lamlara topland.

Yari ince epon kesitler 4 gruba ayrildi:

1. Grup: Etching
(konvansiyonel) grup

uygulanmadan boyanan

2. Grup: Alkali karakterde sature sodyum hidroksit
soliisyonu (Solvent-I) ile etching uygulandiktan
sonra boyanan grup

3. Grup: Asit karakterde periyodik asit soliisyonu

(Solvent-II) ile etching wuygulandiktan sonra
boyanan grup
4. Grup: Aseton (Solvent-III) ile etching

uygulandiktan sonra boyanan grup

Kesitlerin dokiilmesini en aza indirmek igin etching
islemi dncesinde lamlar 60°C’de hotplate iizerinde 1
dk. 1sitilip kesitlerin lama tutunmasi saglandiktan
sonra kesitler yeniden oda 1sisina getirildi. Tim
gruplara ait kesitler toluidine blue (bazik boya) ile,
eozin (asit boya) ile ve toluidine blue-cozin ikili
kombinasyonu ile boyandi. Etching ve boyama
islemlerinde orijinal metotlarda onerilen siire, sicaklik
gibi bazi kriterlerde yasanan sorunlar, mindr
degisiklikler yapilarak optimize edildi.

Etching Islemleri

Solvent-I: Sodyum Hidroksit ile Etching’

1- Solvent-I (absolii alkolde sature sodyum hidroksit
soliisyonu)’de oda sicakliginda 2-10 dk. muamele ve
filtre kagidina emdirme

2- %70 alkolde 3 dk. ve filtre kagidina emdirme

3- Akarsuda 3 dk. yikama, kurutma

4- Boyama.
Solvent-II: %2.5 Periyodik Asit ile Etching’

1- Solvent-II’de 80°C’de 2 dk. muamele ve filtre
kagidina emdirme

2- Akarsuda 2dk. yikama, kurutma

3- Boyama.

Solvent-I1I: Aseton ile Etching

1- Asetonda 60°C’de 5dk. muamele, kurutma
2- Distile suda 2dk. yikama, kurutma

3- Boyama.

Boyama Yéntemleri
Toluidine blue Boyamasi*:

1- Toluidine blue (boraksli) soliisyonunda 80°C’de
1dk. boyama, akarsuda 1dk. yikama

2- %50 alkolden ge¢irme, kurutma, ksilende

seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma

Eozin Boyamasi:

1- Alkolik eozin Y soliisyonunda oda sicakliginda
2dk. boyama, akarsuda yikama (2dk.)

2- Absoli alkolden gecirme, kurutma,
seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma.

ksilende

Toluidine blue-Eozin Ikili Boyamast:

1- Toluidine blue (boraksli) soliisyonunda 80°C’de
1dk. boyama, distile suda 1dk. yikama

2- Alkolik eozin Y soliisyonunda oda sicakliginda
1dk. boyama, akarsuda yikama

3- %50 alkolden gegirme, kurutma,
seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma.

ksilende

Boyanan kesitler 1g1tk mikroskobu (Zeiss-Primostar)
ile degerlendirildi ve fotomikroskop (Olympus BX50)
kullanilarak fotograflandi.

Bulgular

Toluidine blue boyama sonuglar

Beyin kesitlerinde:

Gri cevher alanlarinda genel morfoloji ve ozellikle
ndronal detaylar yoniinden etching uygulanmayan 1.
Grup, alkali etchingi uygulanan 2. Grup ile aseton
etchingi uygulanan 4. Grup birbirine esdeger ve
basarili olarak degerlendirildi. Asit etchingi uygulanan
3. Grubun kesitlerinde detaylar yeterince izlenemedi.
Aksonlardaki miyelin boyanma kalitesi agisindan da
yine; 1. ve 4. Gruplarin kesitlerinde diger iki gruba
gore daha iyi kontrast izlendigi i¢in, demiyelinizasyon
ve remiyelinizasyon ¢aligmalarinda  stereolojik
degerlendirmelerde aseton etching uygulamasindan
yararlanilabilecegi diistiniildii. Alkali ve asit etchingi
uygulanan 2. ve 3. Gruplarin kesitlerinde dokularda

invazyona bagli  giive yenigi  gOrliniimiinde
vakuolizasyonlar izlendi (Sekil 1).
Niron

Néron

Solventsiz

I

1

Sekil 1.
Beyin yart ince epon kesitlerinde toluidine blue
boyamasi.
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Ince bagirsak kesitlerinde:

Etching uygulanmayan 1. Grup, alkali etchingi
uygulanan 2. Grup ve aseton etchingi uygulanan 4.
Grup kesitlerinde; genel morfoloji, sitoplazma/nukleus
ayrimlart, Paneth ve  goblet  hiicrelerinin
identifikasyonu kolaylikla yapilabildi. Asit etchingi
uygulanan 3. Grupta yetersiz kontrast, litik
dejenerasyon ve bulaniklasma seklindeki goriintiiler
nedeniyle hiicresel ve nuklear detaylar net olarak
secilemedi. Goblet hiicreleri ayirt edilebilmekle
birlikte Paneth hiicreleri net olarak segilemedi (Sekil
2).

Pankreas

incebagirsak

Solvent 11 Solvent I Solventsiz

Solvent ITI

_ Sekil 2.
Ince bagirsak ve pankreas yari ince epon kesitlerinde
toluidine blue boyamasu.

Pankreas kesitlerinde:

Genel morfoloji, boyanma kontrasti, sitoplazma/
nukleus ayrimlari, ekzokrin pankreastaki serdz asinar
hiicrelerin bazal bazofilisi ile apikal zimojenik
graniillerinin ayrimi, endokrin boéliimler ile ekzokrin
komponentlerin ayrimi; etching uygulanmayan 1.
Grup ile aseton etchingi uygulanan 4. Grupta oldukga
basarili bulundu. Alkali ve asit etchingi uygulanan 2.
ve 3. Gruplarin kesitlerinde litik dejenerasyon,
hiicrelerde sisme ve bulamiklasma  seklindeki
goriintiiler nedeniyle bu iki grup degerlendirilen
kriterler agisindan yetersiz bulundu (Sekil 2).

Toluidine blue-Eozin boyama sonuglari
Beyin kesitlerinde:

Asidofilik  ve  bazofilik doku  Dbilesenlerinin
olusturdugu kontrast sayesinde, sadece toluidine blue
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ile boyanan kesitlere gore daha ileri identifikasyon
saglandi. Gri cevher alanlarinda genel morfoloji ve
ozellikle noronal detaylar yoniinden yapilan
degerlendirmede etching uygulanmayan 1. Grup, asit
etchingi uygulanan 3. Grup ve aseton etchingi
uygulanan 4. Grup kesitleri olumlu, alkali etchingi
uygulanan 2. Grup olumsuz olarak degerlendirildi.
Aksonlardaki miyelin boyanma kalitesi yoniinden
degerlendirilen kesitlerde etching uygulanmayan 1.
Grup ile aseton etchingi uygulanan 4. Grup kesitleri
olumlu bulundu. Alkali ve asit etchingi uygulanan 2.
ve 3. Gruplarin kesitlerinin goriinimii ve miyelinli
akson identifikasyonu olumsuz bulundu (Sekil 3).

Niron

Néron

Miyelin

Solvent IT Solvent I Solventsiz

Solvent ITI

Sekil 3.
Beyin yart ince epon kesitlerinde toluidine blue-eozin
ikili boyamasi.

Beyin dokusu kesitlerinde etching islemi sonrasinda
ikili kombinasyon boyamasinda en iyi sonucun aseton
ile alindig1 konusunda karar verilerek, ince bagirsak
ve pankreas kesitlerine toluidine blue-eozin boyamasi
oncesinde sadece aseton etchingi uygulandi ve
sonuglar1 degerlendirildi.

Ince bagirsak kesitlerinde:

Beklenen renk kontrasti izlenmemekle birlikte, mavi-
viyole tonlarinda sitoplazmik boyanmalar ile mor-
lacivert nukleuslar ve detaylar1 gozlendi (Sekil 4a).

Pankreas kesitlerinde:

Soluk pembe boyanan alanlar seklinde pankreastaki
endokrin bdliimler kolaylikla belirlendi. Ekzokrin
asinar hiicrelerde bazofilik bazal sitoplazmik alan,
burada lokalize lacivert nukleuslar ve mavimsi-pembe
refle veren zimojenik graniillerin yerlestigi apikal
sitoplazma birbirinden ¢ok net olarak ayirt edildi
(Sekil 4b).




Yeni Bir Solvent Olarak Aseton

Ince bagirsak (a) ve pankreas dokusunun (b) yart ince
epon kesitlerinde aseton etchingi sonrasi toluidine
blue-eozin ikili boyamasu.

Eozin boyama sonuglar

Eozin ile boyanan tiim gruplarda histolojik detaylar
ayirt edilemedigi icin fotograflar kullanilmadi.

Tartisma ve Sonug

1960’11 yillarda baslayan plastik kesitlerin boyanmasi
alaninda; klasik olarak kullanilmakta olan bazik
boyalarin tek olarak daha pratik kullanilabilmelerine
yonelik pH, 1s1, mikrodalga 1smmimi gibi etkenlerin
arastirilldigt  birgok ¢alisma  yapilmigtir.  Mevcut
metotlarin veya yeni gelistirilecek metotlarin daha
hizli, kolay, pratik ve giivenilir 6zellikte olmasi, en
iistlin histolojik detaylarin elde edilmesine olanak
vermesinin hedeflendigi bu alandaki arastirmalara
giiniimiizde halen devam edilmektedir. Plastik
kesitlerde monokromatik boyama alaninda; toluidine
blue ilk olarak bir grup arastirmaci tarafindan
osmiyum tetroksit fiksasyonu sonrasi yari ince epon
kesitlerin  boyanmasinda denenmistir’. Toluidine
blue’nun yiiksek alkali sollisyonu ile yaptiklar
boyama ve aldiklar1 olumlu sonuglar, protokoliin ve
boyanin giiniimiizde de tiim laboratuvarlarda bu
alanda yaygin olarak kullanilmasinin miladi olmustur.
Bu boya plastige gomiilii tiim dokularda genel olarak
mavi tonlarinda boyanma saglarken, bazi hiicrelerde
ve doku komponentlerinde kirmizimsi-mor renkte
metakromatik boyanmaya neden olur.

Degisik boya ve kombinasyonlarinin epon kesitlerde
kolaylikla uygulanmasina imkan vermek tizere alkali
hidrolizi, halojenizasyon, asit-aracili oksidasyon ile
etching ve deosmikasyon mekanizmalart gibi ¢esitli
ajanlar ve protokollerin Onerildigi ve pek c¢ok
arastirmanin yapildigr goriilmistiir. Yart ince epon
kesitlerde  farkli  boyamalarin  ¢alisildigi  bir
aragtirmada; Azan boyamasi i¢in dncesinde potasyum
dikromat muamelesinin gerekliligi, H&E boyamasi
icin deosmikasyon gerekliligi, PAS-methenamin silver
boyamast i¢in herhangi bir modifikasyona gerek
olmadigi bildirilmistir6. Bir baska calismada, yar1 ince
epon kesitler tek agsamali Mallory-Heidenhain boyasi
ile boyanmigtir. Osmiyumun uzaklastirilmasi icin kisa
bir hidrojen peroksit muamelesi, celestine blue ile
nuklear boyama ve son olarak modifiye Cason

soliisyonu (sodyum bikarbonat) uygulanan kesitlerde;
bircok  yapmnin  farkli  renklerde = boyandig:
bildirilmistir’. Bir diger boyama calismasinda;
gluteraldehit-paraformaldehit ile fikse ve osmiyum
tetroksit ile postfikse dokularin {i¢ farkli epon tipine
gomiilmesi ile elde edilen yar1 ince kesitlere boyama
oncesi oksidasyon ve agartma islemi uygulanmistir.
Sonrasinda karbol metilen blue-karbol gentian violet
soliisyonu ile boyama ve pararosanilin ile kontur
boyamasi yapilmistir. Farkli epon tiplerinde standart
boyanma saglayan bir metot gelistirildigi rapor
edilmistir®.  Cahsmamuzda  gluteraldehit-osmiyum
tetroksit  ikili  fiksasyonu  yapilan  dokularda
deosmikasyon yapilmadan boyamalar uygulandi. Bu
nedenle calisma sonug¢larimizin bu arastirmalarin
sonuglari ile karsilastirilmas: yapilamadi.

Alkalik ajanlarla yapilan ¢aligmalar arasinda; insan
periferik sinir dokularinin gluteraldehit ve osmiyum
tetroksit ikili fiksasyonu sonrasi yar1 ince kesitlerine
potasyum hidroksit ile epon uzaklastirma islemi
uygulanmistir. Sonrasinda hidrojen peroksit ile
deosmikasyon uygulanan kesitler, mikrodalga-aracili
antijen retrieval’a tabi tutulmus ve
immiinohistokimyasal uygulamalar gerceklestirilmis-
tir. Zemin boyanmasimnin olmadigi ifade edilen
calismada, immiin boyamalar son derece basaril
bulunmustur’. Gluteraldehit ile fikse fare ve sigan
bobrek dokularinda yapilan bir arastirmada, osmiyum
tetroksit postfiksasyonu uygulanan ve uygulanmayan
yar1 ince epon kesitlerde bazi membran proteinlerinin
immiinositokimyasi ¢aligilmigtir. Potasyum hidroksit

ile epon uzaklasgtirmasi igleminin  ardindan
mikrodalgada antijen retrieval uygulamasi sonrasi
gergeklestirilen immiinoperoksidaz ve
immiinofloresan isaretlemelerde olumlu sonuglar

alindig1 bildirilmistir'. Sicanlara ait sinir dokularinda
miyelinli  liflerin  gdsterilmesi amaglanan  bir
calismada, gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ikili
fiksasyonu sonrast yar1 ince kesitlere alkali etching
ajanlarindan sodyum  etoksit  uygulanmistir.
Sonrasinda diaminobenzidin (DAB) soliisyonu ile
muamele edilen kesitlerde miyelinli lifler kolaylikla
izlenebilmistir.  Metot, osmiyum ile DAB’mn
reaksiyona girme mekanizmasina dayandigt igin,
osmiyum fiksasyonunun sart oldugu belirtilmistir'".
Yine bir arastirma c¢aligmasinda gluteraldehit ile
fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan epona
gomiilen sican bobrek ve karaciger dokularindan 100-
1000nm arasinda yar1 ince kesitlere immiinofloresan
teknik uygulanmustir. Arastirmacilar sodyum etoksit
ile epon etching islemi sonrasi yapilan immiin
boyamalarda en net floresan goriintiiniin 100-250nm
kalinliktaki kesitlerde elde edildigini bildirmislerdir'.
Loeffler’in metilen blue metodu, peryodik asit-
methenamine silver boyamasi, Giemsa, PAS ve
hematoksilen kontur boyamalarinin bobrek biyopsisi
yar1 ince epon kesitlerine uygulanmasinin denendigi
bir ¢alismada; boyama oncesi diisiik alkali soliisyon
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amacli dimetil siilfoksit i¢inde eritilen crown eter ile
epon uzaklastirmast ve sonrasinda boyamalar
uygulanmig, tanisal anlamda oldukca tatminkar
sonuglar elde edildigi ifade edilmistir'’®. Calismamizda
da yukaridaki aragtirmalara benzer olarak; alkali ajan
olarak sodyum hidroksit ile etching uygulanan beyin,
ince bagirsak ve pankreas dokularma ait yar: ince
epon kesitlerin toluidine blue boyamasinda pankreas
dokusu disinda diger dokularda basarili sonuglar elde
edildi. Bu sonug, her ajanin her doku tipinde ayni
etkiyi gostermedigi seklinde yorumlandi. Toluidine
blue-eozin ikili kombinasyonu ile boyanan beyin
kesitlerinde ise alkali etchingi basarili bulunmadi.

Bunun, sodyum hidroksitin invaziv etkisi ile
olabilecegi disiiniildii.

Asit  ajanlarin  etching amaci ile kullanildig:
arastirmalardan birinde, yar1 ince epon Kkesitlerin
toluidine boyamast oncesi HCl ile muamele
edildiginde c¢ok daha iyi kontrast olustugu
bildirilmistir”. Bir baska c¢alismada elektron

mikroskopi i¢in hazirlanan epon bloklardan alinan yar1
ince kesitler, lamel iizerine toplanarak seri kesitler
seklinde boyanmistir. Hot plate iizerinde kurutulan
kesitler periyodik asit muamelesi sonrasi bazik fuksin
ve alkalik metilen blue ile boyanmistir. Kesit almaya
ara vermeksizin seri kesit eldesi ve boyanmasi basarili
bir sekilde saglanmistir'. Boyama dncesi asit etchingi
yapilan ve olumlu sonuglarm alindigi bu ¢aligmalarin
aksine, ¢aligmamizda periyodik asit ile etching sonrasi
toluidine blue ile boyanan ii¢ farkli dokuya ait
kesitlerde sisme, bulaniklagsma etkisi nedeniyle yeterli
detay izlenemedi. Toluidine blue-eozin ikili
kombinasyonu ile boyanan beyin kesitlerinde ise gri
cevher alanlarinda iyi sonug verdigi halde, miyelinli
beyaz cevher alanlarinda basarili bulunmadi. Bu
olumsuzluklarin nedeni, periyodik asitin doku
bilesenleri ilizerindeki eraziv etkisi ve gecirgenlikteki
artis sonucu  hidropik  dejenerasyon  gelismis
olabilecegi seklinde yorumlandi.

Iyot/brom buharina maruz birakildiktan sonra asetonla
yikanarak eponun kesitlerden uzaklastirilmasinin
Onerildigi temel bilgi haricinde literatiir taramasinda
sadece bir caligmada, yar1 ince epon kesitlere boyama
oncesinde aseton uygulandigi goriilmistiir. Oil red O
boyamasi sonrasi thionin ve azur B ile kontur boyama
uygulanan kesitlerde, intraselliiler lipidler kirmizi
renkte ¢ok belirgin olarak izlenmistir. Ancak renklerin
kalict olmadigi ifade edilmistir'®. Calismamiz
kapsaminda  igiincii  etching  ajamt  olarak
uyguladigimiz aseton sonrasi yapilan ii¢ dokuya ait
toluidine blue boyama sonuglari, alkali ve asit etchingi
sonrasi boyamalara ve etching uygulanmadan yapilan
boyamalara gore c¢ok daha basarili olarak
degerlendirildi.  Ozellikle  pankreasta  etching
uygulanmayan konvansiyonel boyamalara esdeger
hatta daha berrak goriintiiler sayesinde daha iyi detay
sagladigr goriildii. Taranan literatiirde aseton ile
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etching uygulamasinin, toluidine blue boyamasinda
denendigine rastlanmamistir. Bu anlamda buldugumuz
sonuglar hem ilk, hem de olumludur. Beyin dokusu
kesitlerinde etching islemi sonrasinda yapilan
toluidine blue-eozin ikili boyamasinda en iyi sonug,
aseton etchingi ile elde edildi. Bu nedenle ince
bagirsak ve pankreas kesitlerine toluidine blue-eozin
boyamasi 6ncesinde sadece aseton etchingi uyguland.
Ince bagirsak boyanmasi ¢ok tatmin edici olmamakla
birlikte, pankreasta son derece olumlu sonuglar elde
edildi.

Calistigimiz  dokularin  epon kesitlerinde aseton
etchingini izleyen boyama sonuglarimin alkali ve
asitlere gore daha basarili oldugu goriildigiinden,
kullandigimiz dokular ve boyama metotlarinda eponu
uzaklastirarak daha detay veren kaliteli boyamalar
elde etmek amaciyla asetondan yararlanilabilecegi
sonucuna varildi. Elde edilen olumlu sonuglar
sayesinde ¢alismamizin amaglari olan; hiicre ve doku
bilesenlerinin lokalizasyon ve kuantifikasyonunun 1sik
mikroskobik diizeyde kolaylikla yapilabilmesi, bu
sayede ultrastriiktiirel korelasyon i¢in ¢aligmanin ince
kesit diizeyine ilerletilmesine imkan saglandigi
kanisina  varildi.  Calismada  kullanilan  etching
uygulamalar1 ve boyama metodlarimin farkli doku
tiplerinde de denenmesi ve degerlendirilmesinin
yararli olacag1 distiniildi.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Calismada egitim amagh elde edilen doku kesitleri kullanildigindan
etik kurul onayina gerek yoktur.

Arastirmaci Katki Beyani:
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C.U.; Analiz ve verilerin yorumlanmasi: A.A., S.E.Y., S.E., C.U,;
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Destek ve Tesekkiir Beyani:

Caligsma i¢in destek alinmamuistir.

Cikar Catismasi Beyani:

Makale yazarlarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani yoktur.
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