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Ozet

Kemik dekalsifikasyonu, kemik dokusunun histolojik incelenmesi igin en dnemli adimlardan biridir. Geleneksel
yontemlerde, dekalsifikasyon islemi icin farkli zayif asitler uygulanir. Bu asitler doku i¢indeki hilicresel yapilarin
organizasyonunu olumsuz etkilediginden doku butlnlugini korumak igin yeni yéntemler uygulanmaktadir. Bu
calismada, kemik dekalsifikasyonunda yaygin olarak kullanilan %5 formik asit, asit icerikli RDO ¢ozeltisi ve
elektroliz dekalsifikator sistemi (EDS) olmak Uzere Ug farkl kemik dekalsifikasyon yontemini kargilagtirmayi
amagcladik. Bulgularimiz formik asit ile dekalsifikasyon sonucu doku ve hiicre diizeyinde histomorfolojik ve
immdinohistokimyasal mikroskobik veri kaybinin daha fazla oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, RDO ve EDS
yéntemleri ile dekalsifiye edilen kemik kesitlerinde, HE ve trikrom boyamalarda ve immiunreaktivite agisindan
histomorfolojik ve immuinohistokimyasal verilerin daha kaliteli oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, kemik
dekalsifikasyonunda uzun sureli asit inklibasyonunun doku butinliginu, hicre ici yapilari ve antijenik
molekulleri bozarak gorintu kalitesini distrdiginu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Dekalsifikasyon, Kemik, Mikroskopi, immiinohistokimya.

Abstract

Bone decalcification is one of the most important steps for histological examination of bone tissue. In
conventional methods, different weak acids are applied for decalcification. As these acids adversely affect the
organization of cellular structures within the tissue, new methods are applied to preserve tissue integrity. In this
study, we aimed to compare three different bone decalcification methods, 5% formic acid, acid-containing RDO
solution and electrolysis decalcifier system (EDS), which are widely used in bone decalcification. Our findings
showed that decalcification with formic acid resulted in more loss of histomorphological and
immunohistochemical microscopic data at the tissue and cell level. However, histomorphologic and
immunohistochemical data were found to be better in RDO and EDS groups. These results demonstrate that
long-term acid incubation during bone decalcification degrades tissue integrity, intracellular structures, and
degrades antigenic molecules.

Keywords: Decalcification, Bone, Microscopy, Immunohistochemistry.

Giris giiclii mineral asitler, zayif organik asitler, iyon
. o o ... degistirici inel lektrolitik  cihazl
Kemik ve kemik iceren numunelerin histolojik CEIFUTICL  Tegineler Ve ¢ eXoitk  eliazat
B kullanilmigtir.  Bu  yOntemlerin  bir¢ogu
olarak c¢alisilmasi zordur. Sert doku (kemik) ile . . N )
giiniimiizde ilk tanimlandigt haliyle

yumusak dokunun (kemik iligi, yag veya
neoplastik doku) birbirine giriftligi nedeniyle
kemik iligi biyopsisi numunelerinden, kemik
timorii numunelerinden histopatolojik kesitler
hazirlanmas1 siirecinde bazi1 sorunlar ortaya
cikmaktadir (1). Kemik dekalsifikasyonu, klinik
patoloji, veteriner patoloji ve histoloji arastirma
laboratuvarlarinda kemik dokudaki kalsiyum
iyonlarimin uzaklagtirilmasi ve boylece kemigin
patolojik inceleme i¢in kolay kesilebilir sertlige
getirilmesi siirecidir (2). Zaman alic1 bir siireg
olmasi nedeniyle, 6zellikle klinik uygulamalarda

uygulanmaktadir (2, 5). Son yillarda,
arastirmacilar dekalsifikasyon islemi igin 0Ozel
hazirlanmis  dekalsifikator — ¢ozeltileri  veya
elektrolitik dekalsifikasyon sistemleri
kullanmaktadirlar (2, 5). Uygulanan her bir
metot histomorfolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler acgisindan farkli kalitede sonuclar
saglamaktadir. Yaptigimiz bu g¢aligmada, sigan
femur dokusuna ait kesitlerde histomorfolojik ve
immiinohistokimyasal — mikroskobik  goriintii
kalitesi, doku ve hiicresel biitiinliiglin korunmasi
dod his ici I hi 1 bozul acisindan ¢ farkli dekalsifikasyon yontemi,
ogru teshis icin yapisal ve hucresel bozulma /1o formik asit (FA), asit bazli ajan RDO
olmaksizin kisa silirede kemik dokusunun (RDO) (EMS, ABD) ve Sakura TDE
dekalsifikasyonu ¢ok 6nemlidir. Dekalsifikasyon . - .

o . . . . . dekalsifikasyon soliisyonu (ref 1428) iceren
icin formik asit ve hidroklorik asit veya EDTA Elektroliz ~ Dekalsifikator ~ Sistemi ~ (EDS)
gibi farkl asitler kullanilmaktadir (1, 3, 4). (SAKURA TDE™ 30 Hollanda)

Yillar boyunca dekalsifikasyon yontemlerinde karsilastirilmustir.
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Gereg ve YOntem

Calismada baska bir c¢alismanin  kontrol
grubunda yer alan 6 adet, saglikli, erkek Wistar
Albino sigana (200-220 g) ait femur kemikleri
kullanildi. Ketamin/xylazine anestezi altinda
dekapite edilmis ve esas c¢alismanin doku
ornekleri alindiktan sonra ¢ikarilan femur
kemiklerinden ii¢ farkli dekalsifikasyon yontemi
icin transvers diizlemde ayr1 ayr1 5 mm kalinlikta
parcalar alindi. Kemik dokular1 oda sicakliginda,
calkalayic1 tlizerinde 36 saat siireyle %10’luk
formaldehit iginde tespit edildi. Fiksasyondan
sonra, formik asit dekalsifikasyonu i¢in kemik
pargalar haftalik yenilenen 250 ml, %5’lik
formik asit sollisyonuna konularak 6 hafta
boyunca formik asitte bekletildi. RDO
dekalsifikasyonu i¢in kemik pargalar 250 ml
RDO soliisyonunda 5 saat siire ile bekletildi.
EDS dekalsifikasyonu icin kemik parcalar1 250
ml Sakura TDE dekalsifikasyon soliisyonu (ref
1428) iceren elektroliz dekalsifikator sistemi ile
3 saat silireyle dekalsifikasyona tabi tutuldu.

Dekalsifikasyon islemleri tamamlandiktan sonra,
kemik dokular1 etanol ile dehidratasyon, ksilen
ile seffaflandirma ve 62°C’de erimis parafin
infiltrasyonu  basamaklarini  igeren  rutin
histolojik doku takip isleminden gegirildi. Daha
sonra kemik pargalar1 parafin bloklara gémiildii
ve parafin bloklardan mikrotom ile 6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitler
icin Hematoksilen-Eozin (HE) ve Gomori
trikrom boyamalar1 uygulandi.

Immunohistokimyasal analiz kalitesini

degerlendirmek icin osteopontin (OPN, LFMb-
Inc.) ve

14) (Santa Cruz Biotechnology,
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osteokalsin  (OC, FL-100) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) antikorlari uygulandi.
Kesitler Leica DFC 280 1sik mikroskobu ve
Leica QWin Plus goriintii analiz sistemi (Leica
Micros Imaging Solutions Ltd. Cambridge, UK)
kullanilarak incelendi. Immunohistokimyasal
uygulama yapilan kesitlerde immumreaktivite
pozitifligi H skoru belirlendi (6).

Bulgular

Histokimyasal Analiz

RDO ve EDS gruplarinda, kemik dokusu
hiicreleri, periosteum, endosteum ve bag dokusu
boyanma  Ozellikleri  normal  histolojik
goriiniimdeydi. Her iki grupta da, kemik iligi
hematopoietik hiicreleri iyi kontrastli ve normal
heterokromatik 6zellikte gozlendi (Sekil 1A, B).
RDO grubunda, EDS grubu ile
karsilastirildiginda kemik iligi hiicrelerinde yer
yer heterokromatik boyanma artis1 izlendi (Sekil
1A). Formik asit grubunda, kemik iligi
hiicrelerinde niikleer kromatoliz ~ goriintiisii
yaygindi. Kesitlerdeki hiicrelerin  boyanma
kontrastt RDO ve EDS gruplarina gore zayifti.
Formik asit grubunda kemik hiicresel alanlarinda
biiziisme etkisi belirgindi. Tiim kesit alanlarinda
ozellikle hematopoietik doku alanlarinda zayif
kontrast goriintiisii dikkati ¢ekti (Sekil 1C).

Trikrom boyamasi sonucunda, kemiklerin bag
doku  komponentlerinin RDO ve EDS
gruplarinda en 1iyi sekilde boyanmis oldugu
saptandi. Bununla birlikte, niikleer boyanma ve
lakiinalar RDO grubunda EDS grubuna gore
daha belirgindi (Sekil 1D, E). Formik asit
grubunda, lakiinalar ve osteositler tam olarak
belirgin degildi (Sekil 1F).

Sekil 1. HE ve Gomori's trikrom boyanmasi. A) RDO grubu, HE, x40. B) EDS grubu, HE, x40. C) FA grubu, HE, x40. D)
RDO grubu, Trk, x20. E) EDS grubu, Trk, x20. F) FA grubu, Trk, x20.
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Immunohistokimyasal Analiz

RDO ve EDS gruplarinda OPN ve OCN igin
immiinreaktivite pozitifligi benzer sekilde
belirgin olarak izlenirken (Sekil 2A, B, D,E),
formik asit grubunda her iki antikor i¢in de
immiinreaktivite olduk¢a zayif diizeyde
izlendi. (Sekil 2C, F). RDO ve EDS

gruplarmin H skorlart OPN i¢in sirastyla 60.0

" 'l

+ 4,8 ve 58.3 £ 3,7 olmak tizere birbirine
benzerdi ve formik asit grubundan (25.0 +
4,6) anlamli derecede yiksekti (p<0.05).
Benzer sekilde RDO ve EDS grubunun OCN
icin H skoru birbirine yakin (sirasiyla 43.3 +
3.6 ve 51.7 + 3.9) ve formik asit grubundan
(23.3 + 3.3) istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksekti (p<0.05) (Sekil 3).

5 - 1y

Sekil 2. OPN ve OCN i¢in immiinohistokimyasal boyanma. A) RDO grubu, OPN, x40. B) EDS grubu, OPN, x40. C) FA,
OPN, x40. D) RDO grubu, OCN, x40. E) EDS grubu, OCN, x40. F) FA grubu, OCN, x40. Oklar: immiinpozitif hiicreler.

70

60

50

m Osteopontin

H Score

REDO

EDs
Groups

m Osteocalcin

Formilc Asit

Sekil 3. Gruplar arasinda OPN ve OCN'nin immiinreaktivitesinin H skor analizi. OPN: RDO ig¢in 60,0 + 4,8; EDS i¢in 58,3
+ 3,7; Formik asit i¢in 25,0 +4,6. OCN: RDN i¢in 43,3 + 3,6; EDS i¢in 51,7 + 3,9; Formik asit i¢in 23,3 = 3,3 (p<0.05).

Tartisma
Kemik  dekalsifikasyonu, sert  dokuyu
yumusatmak igin kemikten inorganik

bilesenlerin ¢ikarilmasi amaciyla uygulanir (2).
Bu uygulama, dekalsifikasyon igin kullanilan
asitlerin hiicresel yapilarin bozulmasina neden
olmasi1 nedeniyle hiicresel biitiinliigiin korunmast
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acisindan ¢ok Onemli bir adimdir. Doku
orneklerini tespit etme ve dekalsifikasyon iglemi
sirasinda doku igerisinde enzimlerin, antijenlerin,

hiicresel ~ ultrastriiktiirlerin =~ ve  hiicrelerin
proteoglikan  igeriginin  korunmasi ic¢in doku
parcalarini  miimkiin oldugunca kiicik tutmak

gerekir, ancak bu her zaman miimkiin degildir

).
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Bu nedenle, son yillarda bir¢ok farkl
dekalsifikasyon yontemi uygulanmaktadir. Bu
calisgmamizda, formaldehit ile tespit edilmis
kemik Orneklerini, yaygin olarak kullanilan
formik asit, asit-igerikli dekalsifikasyon ¢ozeltisi
ve elektroliz yontemleri ile dekalsifiye ederek,
histomorfometrik ve  immiinohistokimyasal
verilerin kalitesi acisindan karsilastirdik.

Literatiirde kemik dokuda dekalsifikasyon
yontemlerinin karsilastiriimasi amaciyla
yapilmis birgok calisma bulunmaktadir. Ippolito
ve ark. dekalsifikasyon i¢in notr ve tamponsuz
EDTA, formik asit, nitrik asit, siilfosalisilik asit
ve oOzel HCl c¢ozeltisi kullanarak kikirdak
dokusunu dekalsifiye edip, alcian mavisi ile
boyamisglardir (7). Bu grup, ¢alismalarinda daha
hizli  dekalsifikasyon i¢in ve minimum
proteoglikanin kayb1 i¢in %5 formik asit
uygulamasimi tercih etmislerdir (2, 7). Benzer
sekilde, %5’lik formik asit ¢ozeltisi, Decalcifier
I (Surgipath Europe Ltd. Peterborough,
Ingiltere) ve Boidec-R (Bio-Optica Milano,
Italya) cozeltilerini karsilastirdigimiz bir dnceki
calismamizda, formik asit uygulamasinin kemik
dokusunun dogal histolojik yapisim diger
gruplara gore en iyi korudugunu ve beklenen
boyanma ozelliklerini belirgin sekilde
sagladigini tespit ettik. Diger iki uygulamanin ise
formik asite kiyasla hiicre ve doku &zelliklerini
daha az koruyabildikleri ve boyama ozellikleri
acgisindan birbirlerine benzer olduklari gorildii

(3).

Formik asit uygulamasi uzun zaman aldigindan,
hem deneysel c¢aligmalar i¢cin hem de klinik
arastirmalar i¢in dezavantajli olmaktadir. Bu
nedenle bu calismamizda kisa  siirede
dekalsifikasyon saglayan yontemlerle formik asit
uygulamasimi karsilagtirdik. Mevcut g¢aligmada,
dekalsifikasyon i¢in formik asit inkiibasyonunun,
uzun siire asit maruziyetinden dolayr RDO ve
EDS yontemine gére mikroskobik goriintiilerde
veri kaybi ve kalite diisiikliigiine neden oldugunu
tespit ettik. RDO ve EDS yontemleri kullanilarak
dekalsifiye edilen kemik kesitlerinin
mikroskobik incelemesinde doku ve hiicre
diizeyinde sitolojik ve histolojik yapilarin daha
iyi  korundugu ve mikroskobik  goriintii
kalitesinin daha iyi oldugu belirlendi. Athanasou
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada uzun siire
asit maruziyetinin immiinreaktiviteyi engelledigi
belirtilmigtir 9). Caligmamizda da
immiinohistokimyasal olarak uygulanan OPN ve
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OCN antikorlan i¢in formik asit grubunda ¢ok
diisiik immiinreaktivite izlenirken RDO ve EDS
gruplarinda ayni antikorlar i¢in immiinreaktivite
pozitifliginin formik asit grubuna gore belirgin
sekilde yiiksek oldugu goriildii. Bu durum RDO
ve EDS ile dekalsifikasyonun doku ve
hiicrelerdeki antijenik yapilarin korunmasinda
formik asit ile dekalsifikasyon
yontemindekinden  daha  etkili  oldugunu
gostermektedir. Ayrica RDO ve EDS yontemleri
ile  dekalsifikasyonu = formik  asit ile
dekalasifikasyona gore cok daha kisa siirede
yapilabilmesi 0zellikle histopatolojik tani hizi
acisindan RDO ve EDS yontemlerini daha
kullanish hale getirmektedir.

Sonug

Kemik dokusunun kisa siirede islenebilir hale
getirilmesi ve bu siirecte gerek klinik tani igin
gerekse de deneysel arastirmalar igin dnemli olan
hiicre zari, sitoplazma, hiicre iskeleti, niikleus
gibi hiicresel yapilarin ve enzim, protein, DNA

gibi  hiicre i¢i  molekiillerin  korunmasi
klinisyenler ve arastirmacilar igin Onemini
korumaktadir. Yaptigimiz caligmanin

sonuglarina gore, RDO ve EDS uygulamasinin
hem bahsedilen yapt ve molekiilleri daha iyi
korumalari hem de Onemli derecede zaman
kazandirmas1 nedeniyle bu iki yontem uzun
stireli formik asit uygulamasina tercih edilebilir.
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