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Kurt-Ozcan soliisyonunun gizgili kas dokusu morfolojisi koruyuculugunun
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OZET

Kas biyopsisi 6rnekleri alindiktan sonra derhal sivi azota daldirilarak dondurulmali
ve inceleme asamasina kadar -800C'de saklanmalidir. Bu zorunluluk kas
biyopsisinin transferinin éniinde biyik bir engeldir. Bu nedenle de, tilkemizde,
néromuskdler hastaligi olanlar, ¢izgili kas biyopsisi yaptirabilmek icin perifer
illerden kas laboratuvar bulunan illere seyahat etmek zorunda kalmaktadir.
Hastalarin kas biyopsisi yaptirmak icin seyahat etmeleri yerine; bulunduklar yerde
biyopsi yaptirip, dokunun transferinin saglanmas icin tarafimizca Kurt-Ozcan
adiyla bir sollisyon gelistirilmistir. Kurt-Ozcan sollisyonu, tanisal amach alinan
cizgili kas dokusunun morfolojik 6zelliklerini +4o0C'de 18 saat koruyabilmektedir.
Bu calisma, Gretiminin {izerinden 6 ay gec¢mis olan Kurt-Ozcan sollisyonunun,
cizgili kas dokusu tzerine halen koruyuculugu bulunup bulunmadigini test etmek
icin yapilmistir. Bir adet saglhkli Sprague-Dawley rat sakrifiye edilmis ve alinan kas
dokulari Kurt-Ozcan soliisyonu icerisinde bekletilmis ve sivi azotla ani dondurulan
kas dokular ile morfolojik olarak kiyaslanmistir. Morfolojik degerlendirmede
Hematoksilen-Eozin ve modifiye Gomori Trikrom histokimyasal boyamalari
kullaniimistir. Degerlendirme semikantitatif olarak, 6dem, organizasyon ve
artifisiyel degisiklikler skorlanarak yapilmistir. Kurt-Ozcan soliisyonunda 3, 6
ve 18 saat bekletilen gruplarin ortalama skoru sirasiyla 0.50, 0.66 ve 0.82 olarak
belirlenmistir ve kontrol grubu skoru (0) ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemli
fark olmadigi tespit edilmistir. 6 ay +4oC'de beklemis Kurt-Ozcan soliisyonun 18
saate kadar kas dokusunun morfolojik 6zelliklerini koruma 6zelliginin devam ettigi
anlasiimistir.
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SUMMARY
Testing of the protectiveness of Kurt-Ozcan Solution on the morphology of
the skeletal muscle tissue: control at 6 months

Muscle biopsy samples must be frozen in liquid nitrogen immediately after taken
from patient. This requirement is a major obstacle to the transfer of muscle biopsies.
Therefore, patients with neuromuscular disease often have to travel to centers
with on-site muscle pathology laboratories for muscle biopsy. We developed a
preservative solution named Kurt-Ozcan solution to transfer the patients’ biopsy
material. We have shown that it protects the morphological features of muscle
tissue for 18 hours at +40C. This study was done to test whether the protective
effect of it on muscle tissue continues 6 months after it produced. One Sprague-
Dawley rat was sacrificed; striated muscle tissue samples were collected and kept
in Kurt-Ozcan Solution. Groups were compared morphologically with samples
frozen in liquid nitrogen. Modified Gomori-Trichrome and Hematoxylen-eosine
stains were used for morphological evaluation. Evaluation was conducted semi-
quantitatively by scoring edema, organization and artificial changes. The mean
scores of the groups kept in Kurt-Ozcan solution for 3, 6, and 18 hours were 0.50,
0.66 and 0.82 respectively and there were no differences with the control group
scores. Kurt-Ozcan solution kept at +40C for 6 months is seen to continue to
preserve the morphological characteristics of muscle tissue up to 18 hours.
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Giris

Cizgili kas biyopsileri ndromuskuler hastaliklarin tanisinda
dnemli bir aragtir. Ulkemizde gizgili kas biyopsilerinin deger-
lendirilebildigi kas laboratuvari sayisi oldukga kisithdir. Cizgili
kas biyopsileri, patoloji laboratuvarina génderilen her hangi
bir doku gibi degerlendiriimeyip, 6zel bazi histokimyasal bo-
yamalarin yapilmasina ihtiya¢ duyar. Rutin incelemeye gon-
derilen dokular %10’luk tamponlu formaldehit iginde génde-
rilir (1) ancak ¢izgili kas dokusu formaldehit icine konmadan
gonderilmek zorundadir. Kas laboratuvarina fikse edilmeden
(formaldehit igine konmadan) génderilen cizgili kas dokusu
sogutulmus izopentan iginde sivi azota daldirilir ve 10 daki-
ka kadar bekletilir (2). Ardindan histokimyasal boyamalar ve
patolojik degerlendirme yapilana kadar doku -80°C’de bekle-
tilmek zorundadir. Bu islem ¢izgili kas dokusunun tanisal 6zel-
liklerinin kaybolmamasina neden olur (3). Ancak bu zorunluluk
bazi aglimasi zor sorunlara yol agmaktadir. Ornegin, bu isleme
tabi tutulmus c¢izgili kas dokusu transfer edilmek istenirse sivi
azot kullaniimak zorundadir. Sivi azotun hali hazirda her yerde
kolaylikla bulunamamasi (6zellikle perifer illerde), transfer si-
rasinda azotun ugup dokunun bozulma ihtimali olmasi gibi ne-
denler, bu dokularin transferini giiclestirmekte bazen imkansiz
hale getirmektedir. Bu nedenlerle, llkemizde, néromuskiiler
hastali§i olanlar, cizgili kas biyopsisi yaptirabilmek igin perifer
illerden kas laboratuvari bulunan illere seyahat etmek zorunda
kalmaktadir. Bu hastalarin ¢ogunlukla hareket etme glgligi
yasayan ve bazilarinin tekerlekli sandalyeye bagdimli oldugu
da bilinmektedir.

Néromuskdler hastaligi olanlarin bu problemlerine (kas
biyopsisi yaptirmak igin kendilerinin seyahat etmesi yerine;
bulunduklari yerde kas biyopsisi yaptirip, kas dokusunun
transferinin saglanmasi) ¢6zim olabilmek igin, gectigimiz 1.5
yil icinde, tarafimizca bir soliisyon gelistirilmistir. Sollsyon
Kurt-Ozcan sollisyonu olarak isimlendirilmistir. Kurt-Ozcan so-
lisyonu, tanisal amagcli alinan cizgili kas doku biyopsilerinin
morfolojik 6zelliklerini +4°C’de 18 saat koruyabilmektedir. Bu
sure, Ulkemizde her hangi bir ilden, merkezi bir ile ulasmak igin
yeterli bir stredir. Bu galisma, Uretiminin Uzerinden 6 ay geg-
mis olan Kurt-Ozcan soliisyonunun, gizgili kas dokusu iizeri-
ne halen koruyuculugu bulunup bulunmadigini test etmek igin
icra edilmigtir.

Materyal Metot

Bu ¢alismanin etik kurul onayi, GATA Hayvan deneyleri Etik
Kurulundan alinmistir. Cizgili kas dokusu kaynagi igin 1 adet
saglikh Sprague Dawley rat sakrifiye edilmistir. Bu rattan ali-
nan kas dokusu 6rnekleri asagidaki gibi 4 gruba ayrilmistir.

1.grup: Sivi azot ile dondurularak -80°C derin dondurucuda
bekletilen grup (kontrol grubu)(n=6).

2.grup: Kurt-Ozcan soliisyonu igine konulup ve 3 saat +4°C’de
bekletilen grup (n=6).
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3.grup: Kurt-Ozcan soliisyonu igine konulup ve 6 saat +4°C’'de
bekletilen grup (n=6).

4.grup: Kurt-Ozcan soliisyonu igine konulup ve 18 saat
+4°C’de bekletilen grup (n=6).

Kas ornekleri yukarida belirtilen sirelerce bekletildikten
sonra sizi azot ile dondurulmus ve histokimyasal/enzim histo-
kimyasal boyamalar yapilana kadar -80°C derin dondurucuda
bekletilmistir.

Kurt-Ozcan soliisyonunu MgS04 (5 mmol/L), raffinoz pen-
tahidrat (30 mmol/L), laktobiyonat (100 mmol/L), KOH (25
mmol/L), KH2PO4 (25 mmol/L), adenozin (5 mmol/L), glutat-
yon (3 mmol/L), ve allopurinol (1 mmol/L) kullanilarak hazirlan-
mistir. PH 7.4 olarak ayarlanmistir. Tim kimyasallar Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmisgtir.

Morfolojik degerlendirme

Butin kas biyopsisi 6rneginden 8 mikrometre kalinhdinda
kesitler alinmis ve modifiye gomori trikrom (mGT) ve hema-
toksilen eozin (HE) ile boyanmistir (her iki yontemin detaylari

asagida verilmistir (Tablo | ve Tablo II). Morfolojik degerlendir-
me semikantitatif olarak yapilmistir. Semikantitatif olarak yapi-
lan degerlendirmede:

1-Kas fasikullerinin organizasyonu: kontrol grubu ile karsilag-
tinlarak, normal:0, hafif organizasyon bozuklugu: 1, orta de-
recede organizasyon bozuklugu: 2 ve belirgin organizasyon
bozuklugu: 3 olarak skorlanmigtir.

2-Odem: normal: 0, hafif: 1, orta derecede: 2 ve belirgin: 3
olarak skorlanmistir.

3-Artifisiyel degisiklikler: normal:0, hafif artifisiyel degisiklikler:
1, orta derecede artifisiyel degisiklikler: 2 ve belirgin artifisi-
yel degisiklikler: 3 olarak skorlanmigtir.

Bdylece olgunun skoru ne kadar 0’a yakinsa normale yakin;
ne kadar 9’a yakinsa anormale yakin oldugu degerlendirilmis-
tir. Gruplardan elde edilen skorlar istatistiki yontemlerle karsi-
lastiriimistir.

Tablo I. Modifiye gomori trikrom boyama y6ntemi
Kullanilacak soliisyonlar
1-Gomori Trichrome Sol.: 0,6 gr Chromotrope 2R

0,3 gr Fast green FCF

0,8 gr Phosphatungstic asit
1 ml Glacial asetik asit

100 ml distile su

Solusyon hazirlandiktan sonra Ph'i 1 N NaOH ile 3,4'e getirilir.

2-% 2 Glacial Acetic Acide 2 ml glacial asetik asit
98 ml distile su

3-Harris Hematoxyline
GALISMA YONTEM:I:

5 dk akarsuda yikanir.

Kullanima hazir halde satin alinmaktadir.
5 dk harris hematoxylinede bekletilir.

10 dk gomori trichrome sol.de bekletilir.

% 2'lik glacial acetic acide sol.de 15- 20 sn bekletilir.

Distile su ile yikanir.

%380 alkolden 2 defa gegirilir.
%95 alkolden 2 defa gegirilir.
Ksilenden 2 defa gegirilir.
Entellan ile kapatilir.

NOT: Doku kesildikten sonra MGT igin ayrilan lamlar ayni giin igerisinde boyanmalidir.

Gomori trichrome +4 derecede saklanir.

SONUG:

Yesil boyali kas lifleri, iginde kirmizi noktalar halinde mitokondriler.

Tablo Il. HE boyanma yéntemi
Kullanilacak soliisyonlar
1-Harris Hematoxylene:
2-Eosin:

GALISMA YONTEM:I: %95'lik alkolde 3 dk. bekletilir.
Suda yikanir.

Harris HE'de 3 dk bekletilir.
Suda yikanir.

Eosinde 15-20 sn bekletilir.
Suda yikanir.

%95'lik alkolden 2 kez gegirilir.
Xyleneden 2 kez gegirilir.
Entellan ile kapatilir.

SONUG:
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Kullanima hazir satin alinmaktadir.
Kullanima hazir satin alinmaktadir.

Kas lifleri pembe/kirmizi, gekirdekler mavi boyanir
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istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS for Windows V. 17.0 ile yapilmis-
tir. Gruplar arasi karsilastirmalarda ki-kare testi kullaniimistir.
p<0.05 bulunan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edil-
migtir.

Bulgular

Tablo lI'de de 6zetlendidi gibi 1. grup (rutin olarak kullanilan
sivi azotla dondurulup -800C’de saklanan grup (altin standart
yontem)) 3, 6 ve 18. saatlerde, cizgili kas dokusunun morfolo-
jik 6zelliklerini korudugu goérulmustir (Resim 1). Bu beklenen
bir bulgudur ¢linki zaten giincel pratikte de kas patolojisi labo-

ratuvarinda kullanilan yontemdir.

Kurt-Ozcan soliisyonunda bekletilen érneklerde genel ola-
rak iyi sonuglar elde edilmistir. 2. grubun ortalama skoru 0.5,
3. grubun ortalama skoru 0.66 ve 4. grubun ortalama skoru
0.82 olarak belirlenmistir (Tablo 11l ve Resim 2). Her ne kadar
Kurt-Ozcan soliisyonunda bekleme siiresi arttikgca, semikan-
titatif ydontemle elde edilen skor artsa da, her 3 grubun kont-
rol grubu ile karsilastinimasinda, morfolojik bulgularin kontrol
grubundan farksiz oldugu gortimustur. Yani, her 3 grup igin
soliisyonda beklemeleri ile olusan degisiklikler istatistiksel ola-
rak anlamsizdir.

Tablo lll. mGT ve HE boyamalarda elde edilen ortalama skorlar

Qo GIE 2.grup 3. grup 4. grup
2. grup skorlar ortalama 3. grup skorlar ortalama 4. grup skorlar ortalama
skorlar
skor skor skor
Saatler| 3 | 6 | 18 3 3 6 6 18 18

Organizasyon 0,0/ 0 0/1|/0|0O|1|0 0.33 0/0/0|1|1/|0 0.33 0/1/0/0|1]|0 0.33
Odem 0,0/ 0/ 0/0|O0O|1]|0|0 0.16 0/1/0/1]/0|0 0.33 1/0/{0|1,00 0.33
Artifisiyel degisiklikler |0 |0 | 0 /0|0 0|0 |00 0 0/0/0|0|0|O 0.00 0/1/0/0|0]|0 0.16
Toplam ortalama Skor | 0 | 0 | O 0.5 0.66 0.82
P degeri >0.05 >0.05 >0.05

Resim 1: Kontrol grubu 18.saat mGT (x200) ve HE (x200) boyama

Tartisma

Kas biyopsisi néromuskiiler hastaliklar igcin énemli bir tani
aracidir. Bu gereksinim, néromuskuler hastaliga sahip kisilere,
kas biyopsisi yaptirmak igin perifer illerden, Istanbul, Ankara,
izmir veya Adana gibi biiyiik illere seyahat etme zorunlulugu
dogurmaktadir. Bu kisiler gogunlukla zaten hareket etme glg-
Ggu ¢eken kisilerdir. Bu nedenle zaman zaman kas biyopsisi
yaptirilamadigindan, hastalarin tanisiz kaldigi da olmaktadir.
Ayrica bu sorun, perifer illerdeki nérologlarin tecriibe edineme-
mesi, tim hastalarini merkez illere sevk etmesi gibi bir sonug-
lar da dogurmaktadir. Ulkemiz ve diinya genelinin énemli bir
sorunu olan hastadan alinan kas biyopsilerinin acilen sivi azot
ile dondurulmasi ve ¢ok diisiik i1silarda transferi zorunluluguna
¢6zim aranmasi 6nemli bir gereksinimdir. Bu amagla, tarafi-
mizca, Ulkemizdeki herhangi bir ilden merkez bir ile transfer
edilene kadar kas dokusunun morfolojik, histokimyasal, biyo-
kimyasal ve molekuler 6zelliklerini koruyabilen bir solisyon
gelistiriimis ve Kurt-Ozcan soliisyonu olarak isimlendirilmistir.
Bu galismada, 6 ay énce iretilmis Kurt-Ozcan soliisyonunun
¢izgili kas dokusu morfolojisini koruyup korumadigi arastiril-
mis ve +4°C’'de, 18 saate kadar koruyuculugun devam ettigi
gosterilmigtir.

Cizgili kas doku biyopsileri, patoloji laboratuvarlarinin rutin
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Resim 2: Kurt-Ozcan soliisyonu grubu 18.saat mGT (x200) ve
HE (x200) boyama.

yuku icinde kuguk bir yer tutmaktadir. Bu nedenle, patoloji
laboratuvarlari gizgili kas dokusunu degerlendirebilecek 6zel-
lesmeyi genellikle gergeklestirememektedir. Clinkl bu biyopsi
orneklerinin degerlendirilebilmesi, hem fiziki sartlarin gelistiril-
mesi, hem teknisyen yetistiriimesi hem de patologun bu konu
ile ilgili egitim almasini gerektirmektedir. Ornegin, morfolojik
degerlendirme igin alinan cizgili kas dokusu, patoloji labora-
tuvarina rutin inceleme igin gdénderilen diger érneklerin aksine
formaldehit icine konmayip sogutulmus izopentan iginde sivi
azota daldinlip 10 dakika kadar sivi azot icinde bekletiimekte-
dir (4). Sivi azot ile dondurulan kas dokusu -80°C derin don-
durucuya kaldirilmakta ve bdyle saklanmaktadir. Bu iglemin
yapilmamasi durumunda konjenital miyopatiler, mitokondriyal
miyopatiler veya depo hastaliklari gibi sik gorilen kas hasta-
liklarina tani koymak olanaksizlagmaktadir. Butiin bu iglemler,
rutinlerinin kiglk bir béliminu olugturmalarina ragmen, kas
laboratuvari ¢aliganlari igin énemli sorunlardir. Bu nedenlerle
kas laboratuvarlari, (ilkemizde sadece Ankara, istanbul, Ada-
na ve izmir'de mevcuttur.

Noéromuskuler hastalik nedeni ile alinan kas dokusu 6rnek-
leri, molekdler, biyokimyasal veya patolojik inceleme icin ali-
nabilir. Srinivasan ve ark. 2002 yilinda yaptiklari bir derlemede
doku fiksatiflerinin nukleik asitler Gizerine etkisini degerlendir-
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miglerdir (5). Bu galismada taze doku saklamanin uygun yolu-
nun, doku hastadan gikarilir gikarilmaz sivi azot ile dondurmak
ve -20°C veya -80°C’de saklamak oldugu belirtiimektedir. Ciz-
gili kas dokusu da, kas laboratuvarlarinda benzer muameleye
tabii tutulmaktadir. Kurt-Ozcan soliisyonunun dizayn edildigi
dnceki calismamizda, +4°C'de Kurt-Ozcan sollisyonunun be-
ta-aktin geni mRNA'sini 6 saat korudugu gdsterilmigstir (heniiz
yayinlanmamig bilgi). Srinivasan ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada farkli fiksatiflerde, farkl stirelerde tutulan dokularin
nukleik asitlerinin farkli sekilde etkilenebilecedi vurgulanmistir.

Kamikawa ve ark. 2004 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda
farkh doku koruyucu sollsyonlarin diiz kas dokusu Uizerine ko-
ruyuculuklarini test etmiglerdir (6). Bu calismada, “Cell Ban-
ker 2” (NZK Biochemicals, Fukushima, Japan), “Cellvation”
(Celox Laboratories, MN, USA), “Cryoprotective” (Bio Whit-
taker, MD, USA), “SFM101” (Nissui Pharmaceuticals, Tokyo,
Japan), “OPTE-MEM” (Invitrogen Corporation, NY, USA) ve
“Dulbecco’s Ca2+- and Mg2+-free phosphate buffer ” solis-
yonu (Nissui Pharmaceuticals, Tokyo, Japan) kullaniimistir.
Bazilarinin igine 5-20% dimethylsulphoxide (DMSO) eklen-
mistir. Bes saat sure ile kas dokusunun fonksiyone olup olma-
dig1 degerlendiriimis ve SMF101 sollisyonunun daha koruyu-
cu oldugu gérulmustdr.

Literatlirde koruyucu sollisyonlarin gizgili kas doku biyop-
silerini koruyuculuguna dair yayinlar sinirlidir. Var olanlar ise
cogunlukla transplantasyon icin yapilan doku nakline ait bilgi-
lerdir (7,8). van der Heijden ve arkadaslarinin galismasinda
(9) sogukta farkh koruyucu soliisyon iginde bekletilen kas do-
kusunun fonsiyonalitesi degerlendirilmistir. Kas dokusu 6rnek-
leri, 2, 4 ve 8 saat 100C’de, “University of Wisconsin (UW)”,
“Euro-Collins (EC)”, “HTK-Bretschneider (HTK)", reversed St.
Thomas' Hospital (ST2)” ve “Krebs-Henseleit (KH)” solisyon-
larinda bekletilmigtir. Kas 6rneklerinin fonksiyonalitesi direk
elektrik stimllasyonu ile dederlendirilmistir. Ardindan da mor-
folojik analiz yapilmistir. Sonug olarak, UW ve HTK solisyo-
nunun en koruyucu solisyonlar oldugu sonucuna varilmistir.

Kurt-Ozcan soliisyonu, kendi (ilkemize ait, daha ucuz bir ko-
ruyucu sollsyon gelistiriimesi amaci ile Uretilmigtir ve 18 saate
kadar +4°C’de kas dokusunun morfolojini korudugu tarafimiz-
ca gosterilmistir. Bu galismada, 6 ay +4°C’de beklemis Kurt-
Ozcan soliisyonun koruyuculugunun devam edip etmedigi
degerlendirilmis ve 18 saate kadar kas dokusunun morfolojik
ozelliklerini korudugu tespit edilmistir.
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