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Bobrek igne biopsilerinde tesbitin glomeriil morfoloijisi ve
histokimyasal boyalara olan etkisi (Morfometrik calisma)
Effects of type of fixation on glomerular morphology and staining

(A morphometric study)
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Bobrek biopsilerinin fiksasyon asamasinda farkli
tesbit solusyonlari kullamimaktadir. Bu farklilik his-
tolojik kesitlerde ve rutin histokimyasal boyalarda
farkli gériiniimlere yol acmaktadir. Bu galismada, en
sik kullamilan formalin ve Bouin fiksatifleri, bobrek
biopsisinin farkli korlarina aym anda uygulanip,
hematoksilen eozin, Masson trikrom, methenamine
silver ve periodik asit Schiff boyama yontemlerinin
kalitesi ile glomeril boyutundaki farkhliklar
arastirlmistir .

Morfometrik olarak, Zeiss Vision (KS 400 ver 1.2)
goérinti analizi yazilimi kullanilarak 301 glomeriil vis-
seral ve parietal yapraklan cizilmis; her birinin alan,
cevre ve caplan élcllmustir. Her iki fiksatifte glom-
eril visseral yapragindan yapilan alan élgiimlerde
anlamh fark yokken (p>0,05), parietal yapraktan
yapilan dlcimler formalin ile fikse olan érneklerde
anlamh olarak biiyiik bulunmustur (p<0.0001). Rutin
histokimyasal boyalarin uygulandigi kesitlerde iki fik-
satifin birbirine Ustinligu acikga ortaya kona-
mamistir. Hematoksilen eozin kesitlerde ise
arastiricilar objektif bir degerlendirme yapamamis ve
aliskin olduklar fiksatifi tercih etmiglerdir.

Sonuc olarak bobrek kesitlerinin deger-
lendirilmesinde fiksatiflerin glomeriil morfolojisini
6zel bicimde etkileyebilecegdi ortaya konulmustur. Bu
etkiler, bazi lezyonlarin tanisinda yanilgilara neden
olabilecek derecede oldugundan morfolojik deger-
lendirmede dikkate alinmalidiriar.

Anahtar Kelimeler: Bobrek biopsisi, morfometri, fik-
sasyon, glomerdl

At the fixation process of kidney biopsies differ-
ent fixatives are used and this may cause different
pictures on histological slides in this study, all con-
secutive renal needle biopsies were separated into
two cores and one core has been fixed in 4% forma-
lin and theother in Bouin' solution. Paraffin sections
were prepared and routinely stained. Staining quality
of hematoxylin eosin, periodic acid Schiff,
methenamine silver and Masson's trichrome stains

and glomerular size were evaluated.

Visceral and parietal membranes of glomeruli
were drawn using Zeiss Vision (KS 400 ver 1.2)
image analysis software. Area, perimeter, and feret
calculations were done by the system. Three-hun-
dred and one glomeruli were evaluated. Perimeters
of the parietal membranes were significantly higher
In the formalin-fixed group (p<0.0001), but visceral
membranes were not (p>0,05). The quality of the
special stains were similar between the groups. On
hematoxylin eosin sections the observers were
apparently aware of the differences and choose the
samples fixed with their favored fixative.

As a result, it has been demonstrated that the
type of the fixatives used affect the morphology of
the glomeruli. Since that influence of the fixative
may cause misdiagnosis, it has to be taken into
account during diagnosis.
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Resim 1A: Hematlri nedeniyle arastirilan ve biopsisi normal
sinirlarda degerlendirilen olguda glomerdiller. Olgu 7, formalin,
(HE, x200).
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Resim 1B: Hematuri nedeniyle arastinlan ve biopsisi normal
sinirlarda degerlendirilen olguda glomertiller. Olgu 7, Bouin
(HE, x200).

Resim 2B: Nefrotik sendromiu ve MPGN tanisi alan olguda
glomertller. Olgu 3, Bouin (HE, x200).

Bobrek igne biopsilerinin tesbit ve takip asamasinda
farkli solusyonlar ve yéntemlerin énerildigi ve kullanildidi
gorilmektedir "#, Tesbite veya takip asamasina bagl
olarak bobrek biopsi kesitleri arasinda bir takim morfolo-
jik farklilhklar olabilir " Bu igslemlerde doku morfolojisinin
bozulmamasi, daha kaliteli kesit ve boyanma amaclan-
maktadir. Ancak, bobrek biopsilerinin tesbitinde formalin
ve Bouin tesbit solusyonlarini kullanan farkli laboratuvar-
larin kesitlerinde ve ayni laboratuvarda farkll tesbit
solusyonlarinin kullanmimi ardindan elde edilen kesitlerde
glomerll morfolojisinde farkliliklar gézlemlemekteyiz.
Tesbit farkliliginin olusturdugu bu degisiklikliklerin glom-
eriler morfometrik calismalar da etkilemesi olasidir .

Bu cgalismada % 41ik notral formalin ve Bouin
solusyonunda tesbit edilmis bobrek biopsi kesitlerinde,
rutin bobrek boyalarinin kalitesi ve glomertler morfolo-
jideki farkliliklar morfometrik yontem ile arastirildi.

GEREG ve YONTEM

Ardigik olarak bobrek igne biopsi materyalleri

Resim 2A: Nefrotik sendromlu ve MPGN tanisi alan olguda
glomeriiller. Olgu 3, formalin (HE, x200).

immunfluoresan inceleme igin parca alindiktan sonra
ikiye ayrilarak % 4'lik notral formalin ve Bouin solusyon-
larinda tesbit edildi. Dokular rutin takip ardindan parafine
gomuldi, hazirlanan 3-5 um kalinliktaki tim kesitlere
ayni sartlarda hematoksilen eozin (HE), periodik asit
Schiff (PAS), Masson trikrom ve Jones methenamine sil-
ver boyalar uyguland.. lkisi renal patoloji (SS, OG), ikisi
de renal patoloji disinda (BC, AA) calisan dért arastirici
farkl fiksatif ve boyalara ait tim kesitleri kor olarak
inceledi. Fiksatiflerin farkli boyama metodlarinda boyan-
ma kalitesine etkisi i¢in, tim arastiricilar her bir boyama
metodunda daha nitelikli buldugu kesiti secti, kesitler
arasinda tercih yapamadiginda fark yok diye belirtti.
Boyama metodlar icin tim arastiricilann fiksatif tercih
ylzdesi hesaplandi. .

Morfometrik inceleme igin HE kesitlerden 5 ‘'ten fazla
glomerdl iceren biri rastgele secilip, glomerl gorintaleri
Zeiss Axioscope mikroskop, 10x planapochromat objek-
tif, Sony CCD video kamera ve Kontron frame grabber
yardimi ile Intel 486 66Hz islemcili bilgisayar ortamina
aktarildi, Goriintl Gzerinde glomerdler yumagin dis! (vis-
seral yaprak) ve parietal yapraklari (Bowman kapsuld)
cizilerek Zeiss Vision KS 400 ver. 1.2 gérintl analizi
yaziimi ile en buyuk/en kiclik caplar, perimetre ve alan
otomatik olarak hesaplandi. Her olguda tim olgiimlerin
ortalamasi alinarak, formalin ve Bouin solusyonlan
arasindaki morfometrik farkliliklarin istatistiksel anlami,
eslestirilmis 6rnekler icin t testi kullanilarak arastiridi.

BULGULAR

On G¢ olgunun biopsi 6rnegi yeterli bulunarak calis-
maya alindi. Bu olgularin klinik ve patolojik 6zellikleri
tablo 1'de verildi.

Her iki fiksatife ait HE kesitlerde, arastiricilardan
ikisi, olgularin 12'sinde formalin tesbitlileri tercih ederken
diger iki arastinici tam tersine (10 ve 11 olgu) Bouin tes-
bitli kesitleri tercih etmisti (Resim 1-3). Diger boyalarda
ise tercihlerde bu kadar belirgin bir farkhiik olmadid
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O _ Yas c Klinik P Patoloji Oyk, Ozellik

1 20 E Asemptomatik P 4 MMP 4 ay once akut nefritik sendrom

2 20 E SLE bobrek tutulumu 1.5 Lupus nefrit WHO IV Eklem ve kas agris! etiolojisi

3 21 E NS 7 MPGN Enfeksiyon ardindan gelisen 6dem
4 22 E Asemptomatik P+H 0.3 MMP 4 ay 6nce akut nefrotik sendrom
5 26 E Asemptomatik P+H 0.5 MMP hemattiri etiolojisi, anti tbc tedavili
6 37 E NS (Hodgkin lenf.) 10 MLH ile uyumlu 1992 de Hodgkin hastaligi

7 37 E Asemptomatik P+H 0.5 Normal sinirlarda hematdri etiolojisi, tbc -

8 24 E Asemptomatik P 1.5 MMP Guatr operasyonu rutininde P

9 22 E NS 3.7 MPGN

10 32 E NS 10 MPGN 1 yilik 6dem oykuisl

11 21 E Asemptomatik P+H 2 Ig A nefropatisi Steroid tedavi sonrasi takip

12 24 E Asemptomatik P+H 4 Ig A nefropatisi Klinik arastirma sirasinda

13 43 E NS 12 FSG 1 aydir dem oykist

O, olgu; C, cinsiyet; E, erkek; P, Proteintri (gm/gln); MMP. minimal mezenjial proliferasyon; NS, nefrotik sendrom; H, hematiiri, MLH,
minimal lezyon hastaligi; MPGN, membranoproliferatif glomerilonefrit; FSG, fokal segmental glomeriiloskleroz, tbc; tliberkiiloz

Tablo 1: Olgulara ait ozellikler

ancak methenamine silver'da Bouin fiksatifli kesitlerin
daha cok tercih edildigi dikkati cekti. Tim arastincilann
boyama metodlarina gére tercih ettikleri fiksatif ylzdeleri
tablo 2'de verildi. Genel olarak 4 arastirici da ayni olgu-
nun o&zel boyalarinda farkl fiksatifleri tercih etmisti.
Ayrica arastiricilanin tercih ettikleri fiksatif olgular arasin-
da da degiskenlik gostermekteydi.

Morfometrik olarak 148 Bouin, 153'0 formalin ile
tesbitli toplam 301 glomerl incelenmistir. Formalin tes-
bitli glomerdillerin parietal yapraktan yapilan tim olgtim-
lerinin anlamh olarak buylik oldugu saptanmistir
(p<0.0001). Visseral yapraga goére yapilan olcimlerde
ise iki grup arasinda anlaml bir fark bulunamamistir
(p>0.1) (Tablo 3).

TARTISMA

Bobrek biopsisi degerlendirilen merkezlerde ve kay-
naklarda farkll tesbit ve takip asamalarn oldugunu
gdrmekteyiz. Bunlarda daha kaliteli kesit elde etme ve
boyanma kalitesini artirma amaci yanisira bireysel

[Fiksatif tercihi HE PAS MT MS
Formalin %50 %3846 %48.08 %21.15
|Bouin % 4230 % 3269 %4231 %65.38
[Fark yok %770 %2885 %9.62 %1346
Toplam % 100 % 100 % 100 % 100 I

HE; hematoksilen eosin, PAS; periodik asit Schiff, MT, Masson
trikom, MS; Jones methenamine silver.

Tablo 2: Arastiricilanin her bir histosimik inceleme igin formalin
ve Bouin fiksasyonunu tercih ylzdeleri.

aliskanliklar veya laboratuvar kosullar gibi bazi faktorler
etkili olmaktadir. Bu asamalarda doku morfolojisinin
bozulmamasi istenilen bir dzelliktir. Bobrek biopsi kesit-
lerinde, hastanin bireysel 6zelliklerine #**" ve glomer(ler
patolojiye “**'# ait morfometik farkliiklar disinda tesbit
ve takibe bagl morfometrik farklliklar beklenmektedir
“. Biz de formalin ve Bouin solusyonlarinda tesbit edilmis
bdbrek kesitlerinde Bowman mesafesinde ve glomertler
yumakta hucresellikte ve bazal membran yapisinda fark-
lliklar gbzlemekteyiz. Bu calismada ayni hastaya ait
biopsi korlarini % 4'ltik nétral formalin ve Bouin fiksatifleri
ile es zamanl fikse ve takip ederek iki fiksatifin rutin
kosullarda boyama kalitesine ve morfometrik dlgtimlere
olan etkilerini arastirmayl amacladik.

Daért arastinci hematoksilen eozin ve methenamine
silver boyalarinda Bouin solusyonunun boyanma
kalitesini olumlu etkiledigi konusunda hem fikirdir. Ancak
HE kesitlerde Bouin solusyonu, nlkleer detayr daha
belirginlestirmekte ve niikleuslarin normale gére daha
blaylk gorinmesine neden olmaktadir. Bu nedenle
hucresel proliferasyon izlenimi verebilmektedir. Ayrica
rutin HE kesitlerde Bouin solusyonuna aliskin olmayan-
larda Bowman mesafesini daraltmasi nedeniyle
Bowman kapsiline olan yapisikliklar ve bazal mem-
bran konturlarini tam gostermemesi nedeniyle de nor-
mal veya minimal dedisiklikler izlenen glomerilleri
degerlendirmede yanilgiya yol acabilir. Erken ddnem
membrandz glomerilonefritte HE ile Bouin fiksatifinde
glomerul bazal membranini degerlendirmek glic olabilir
ve imminfluoresan inceleme, methenamine silver gibi
6zel boyama teknikleri kesin tani icin gereklidir.

Bu calismada her iki tesbit solusyonunun kesit ve
boyanma kalitesinde birbirine olan Ustinligl agikga
ortaya konamadi. Sonuglar her arastiricinn 6zel boyalar-
da surekli ayni fiksatifi secmedigini ve arastiricilar arasin-
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Resim 3A: Nefrotik sendromlu ve glomeruloskleroz tanisi alan
olguda glomertiller. Olgu 13, formalin, (HE, x200).

Resim 3B: Nefrotik sendromlu ve fokal segmémal tanisi alan
olguda glomerdller. Olgu 13, Bouin, (HE, x200).

da da fiksatif tercihinin degisken oldugunu ortaya koy-
mustur.  Bu degiskenligi yorumlamak gugtdr.
Hematoksilen eozin kesitlerde ikiser arastiricininda for-
malin veya Bouin fiksatifini tercih etmesi bu aragtincilarin
fiksatif aliskanliklan ile iliskili bulunmustur. Ayrica labo-
ratuvar kosullarinin degiskenlik gostermesi de 6zel boya
kalitesini fiksatifler kadar etkileyebilir. Genel olarak HE
diginda ayni fiksatif, aym arastirici tarafindan strekli ter-
cih edilmedigi gibi, aym olgunun farkli boyalarinda da
ayni fikstatif kesitleri tercih edilmemistir. Gdzlemciler
arasinda ¢zel boyalarda fiksatif tercihinde uyum oldukga
disuk oldugundan kesin bir yorum yapilamamigtir .
Morfometrik calisma asamasinda formalin tesbitli
bobreklerin parietal yapraktan yapilan tim olcimlerinin
Bouin'e gére anlamli olarak blyluk olmasi, visseral
yaprak oOlcUmlerinin anlamh fark gostermemesi,
Bowman mesafesindeki blytmenin, glomerdl yumagin
kiculmesinden gok interstisyumum blizlilmesinden kay-
naklandigim disundirmektedir. Bouin solusyonunda
glomerdler yumagin Bowman mesafesini doldurmasi,
icindeki glasial asetik asitin, pikrik asitin blzlcul etkisini

Olgiim Formalin (SS)  Bouin (SS) p deg

Par. bilylk cap  223+32 um 19129 um 0.000
Par. kiigilk gap  172+27 um 147+23 um 0.000
Par. alan 30096+9502um* 22101+=7341um* 0.000
56986 um 0.000
Vis biyiik cap 17329 um 17127 um 0.746
Vis. kiigiik cap 134 +26 um 132+22 um 0.521
Vis. alan 18044 +6640 pm* 17864 +6140 um* 0.657

Vis. perimetre 555132 um 52087 pm 0.211

Par. perimetre ~ 663+99 um

SS, Standart sapma; Par, parietal yaprak; Vis. visseral yaprak-
tan yapilan olgimin ortalamasi

Tablo 3: Formalin ve Bouin takibinde glomeriillere ait dlgiimlerin
ortalama, standart sapma ve istatistiksel anlamlari.

tamponlamadaki dengesizliginden kaynaklanabilir 2.
Bu ayni zamanda vyalanci htcresel proliferasyon
gériinimiine yol acabilir. icindeki bu maddeler
nedeniyle Bouin solusyonu mordant olarak da kullanil-
maktadir .

Glomeruler morfometri ile ilgili ¢alismalar glomertil
boyutunun prognostik dnemi ve teknik imkanlarin art-
masi ile 6n plana ¢ikmistir. Bu calismada % 4 'lik notral
formalin kullaniimigtir. Yapilan calismalarda genelde
%10'luk nétral formalin kullanildigi, glomerdler dlcum-
lerin de yumak *"" veya kapsulden ***"® yapilmis oldugu
gorllmektedir. Morfometrik olarak formalinin degisik
konsantrasyonlar arasinda belirgin bir fark yoktur <.
Bizim oOlgumlerimizden c¢ikan bir diger sonuca gore tes-
bit solusyonlari farkl olsa da glomerdil visseral yapragin-
dan yapilan olcimlerde anlaml fark yoktur ve dolasim
bozuklugu sonucunda olusan glomeriler patolojiler
(iskemik glomerdler kollaps) ve Bowman mesafesinde
genislemeye neden olabilen Ureter obstriksiyonu gibi
olaylar disinda, glomeril boyutu calismalarinda visseral
yaprak 6lgimlerinin kullanilmasi daha uygun olabilir.
Ancak visseral yaprak Olgumlerinin kullaniimasi daha
uygun olabilir. Ancak visseral yaprak olgtimleri glomerdl
lobdllerinin belirgin hale geldigi lobuler glomertlonefrit
gibi 6zel durumlarda birtakim zorluklar yaratabilir .

Bobrek kesitlerinde seri kesitlerle takip etmedigimiz
slrece glomerulin tam boyutunu saptamak gigtlr. Bu
nedenle farkll yéntemler dnerilmektedir ©**”, Bu calis-
mada rastgele 5'ten fazla glomerdll igeren bir kesit
secilmis ve kesitteki tim glomerillerde oOlgtmler
yapilmistir. Calisma iki farkh tesbit solusyonunun glom-
erller morfolojiye olan etkisini arastirmayl amacladigin-
dan ve iki grupta da ayn! ydntem uygulandigindan uygu-
lamamizin yeterli oldugunu disiniyoruz. Glomeril
boyutunu saptamaya yonelik galismalarda diger yon-
temler uygulanabilir.

Bulgularimiz bobrek biopsi kesitlerini deger-
lendirirken kullanilan tesbit solusyonunun 6zelliklerinin



gozénine alinmasi gerektigini ve morfometrik &lgim-
lerde visseral yaprak olglimlerinin yapiimasinin daha
uygun olacagini géstermektedir.
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