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GIRIS VE AMAC

Peritoneal ve Plevral ponksiyon sivilart ile, Brongioalveolar lavaj sivilarinin ve Idrar
materyalinin sitolojik degerlendirilmesi, klinik tamiya yardimci ¢ok onemli bir basamaf
olusturmaktadir. Klasik sitolojik yontemlerle, bu sivilardan igerdikleri hiicreleri olduklan gibi
bozulmadan ve kayba ugramadan aymnp degerlendirmek, halen biyiik bir sorun
olugturmaktadir. Sitoloji laboratuvarlarinda bu tiir sivilar igin uzun yillar klasik santrifiij
yontemi uygulanmig, ancak elde edilen hiicrelerin kaybi, yayma sirasinda genig bir alana
dagilmalan ve hiicrelerde meydana gelebilen bozulmalar nedeniyle yerini yeni yontemlere
birakmigtir. Giiniimiizde yaygin olarak, hiicrelerin dogrudan lamlarin tizerine belli bir alana
'yayilmalarim saglayan sitosantrifiij teknigi kullanilmakta olup, degerlendirmeye alinan siv1
hacminin az olmast bu teknifin olumsuz bir yamm olugturmaktadir. Millipore filtrasyon
Eltmjgi ( MFT ) kullanilarak, viicut stvilarinin sitolojik degerlendirilmesinde, sitolojik tam
i¢in alinan biitiin sivi Orneginin siiziilmesi yoluyla, filtre lizerinde sividaki hiicrelerin
toplanmas: ve sitolojik olarak incelenmesi olanagi getirilmigtir. Millipore filtre ¢aligmalan,
aragtirmacilara yiiksek hacimdeki viicut sivilaninin igindeki az sayidaki dokiilmig hiicreleri
elde etme olanafini vererek, tamiya olan giivenin artmasina neden olmugtur. Son derece
muntazam olan por biyikliigi nedeniyle sivi érneginde bulunan biitiin hiicrelerin filtre
yiizeyinde toplanmasi giivencesini saglamakta ve tek bir Millipore lami, 4 - 8 normal lama
esdeger sitolojik materyal igermektedir. —

Calgmamizda, MFT uygulamasiyla Brongioalveolar lavaj (BAL) sivisinda M
cisimcikleri ( Asbestos body - AB ) bakilmasi yaninda; idrarda, peritoneal ponksiyon yada
yikama sivilarinda sitolojik hiicre ozellikleri aragtinlmigtir. MFT uygulamasinda degigik tipte

iki Millipore filtreden yararlanilarak, degerlendirmelerin tiimii faz kontrast mikroskobu ile
yapilmigtir,

Bu ¢aligma ile, Fakiiltemizde hentiz rutine girmemis olan Millipore filtrasyon teknigini,
Idrar ve batin yikama sivilarinin sitolojik tamsi ile, BAL’ da AB degerlendirilmesinde

kullanmak suretiyle, rutin sitolojik ve klinik taniya katkida bulunacak standart uygulama
yontemlerinin geligtirilmesi amaglanmigtir.



GENEL BIiLGILER

Membran filtrelerin genel ézellikleri:

Membran ( MF ) tipi Millipore filtreler, selilloz asetat ve selilloz nitrattan olugan
biyolojik inert karigimlardir ve bu nedenle plastik 6zellik tagirlar. MF tipi Millipore filtrenin
yaklagik % 84 ‘i kapiller porlardan olugmaktadir ( 14 ). Membranlar, firmalan tarafindan,
virisleri alikoyabilecek bir biyiikliik olan 10 milimikron ile, alyuvarlardan ¢ok daha kiigiik
olan 5 mikrona kadar, degisik por bilyiikliklerinde uretilmektedir. Istenilen partikiil
buyiikligine gore segilen membranlanin por biiyiklikleri olduk¢a diizenli olarak
belirlenmigtir ve bu, filtreden siiziiliip giden siv1 igerisinden ayrigan partikiillerin mikroskopla
taranabilmelerini saglamaktadir ( 23 ).

Filtredeki por yapisinin mikroskopta ¢ok biiyiitiilmiis ve sematize edilmis goriintiisii
Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1 : Millipore filtrenin sematik por yapisi
A- Ustten, B- Yan kesit gortiniisii

MF filtreler seyreltilmig asit ve bazlar, alifatik ve aromatik hidrokarbonlar ve polar
olmayan sivilar ile kullamilmaya uygundur. Ketonlar, esterler, eter - alkoller, nitro -
parafinler veya kuvvetli asit ve bazlar ile kullamlmaya uygun degillerdir. pH diizeyi 4 - 7.5
arasindadir. MF - Millipore filtreleri 121 °C 'ye kadar otoklavlanabilir ancak, 75 °C 'nin
altindaki uygulamalar igin tavsiye edilirler (14 ).



MF 'lerin baslica uygulama alanlar: MF’ ler ¢ok degisik alanlarda kullanilirlar.

Ornegin:

- Intra venéz sivilanin ve serumun temizlenmesinde,

- Kimyasal katkilarin, antibiyotiklerin ve doku kilttir ortamlarinin sterilizasyon igin
filtrasyonlarinda,

- Asbest, arsenik, pamuk tozu, metaller ve pestisidler ile, zararh tozlarin havadaki
miktarinin belirlenmesinde, steril odanin kontroliinde,

- Hiicre eldesi ve yitkamasinda

- Viicut sivilarinin sitolojik incelenmesinde,

- Koloni hibridizasyonunda

- Kimyasallarn, yakitlarin ve hidrolik sivilarin kontaminasyon analizlerinde

- Bira, hafif alkollii igeceklerin, su ve sarabin mikrobiyolojik analizinde

- Mikrodiyalizde kullanilmaktadir.

. Millipore filtre teknolojisi, stvilarin mikropordz ve ultrafiltrasyon membranlarindan
filtrasyonlanyla analizleri ve purifikasyonlan igin iriinler, sistemler ve uygulama teknikleri
saglamaktadir. Millipore mikroporéz membran filtrasyonu uzun zamanlar boyunca
endistriyel islemlemenin eksiksiz ve kritik bir basamagim olusturmustur. Farmasotik
imalatinda bu tip bir filtrasyon santral sistem suyunun piirifikasyonundan son asamadaki
triin sterilizasyonuna kadar tiim basamaklarda, solisyonlar: partikillerinden arndirma
islemlerinde  kullamlmaktadir. Igecek madde iglemleyicileri mikroporéz filtrasyonu
mantarlarin, bakterilerin ve partikiillerin uzaklagtinlmastyla bozulmay: énleme ve berraklig:
artirmada kullanirlar. Millipore membran filtrasyonu aynca bir analitik arag olarak
partikiillerin ve mikroorganizmalarin toplanmasi, idantifikasyonu ve dlgiilmesi igin de genis
¢apta kullanilmaktadir. Millipore ultrafiltrasyon membranlari molekiiler ayristirma iglemleri
icin de kullamilir. Cok degisik tiplerdeki biyolojik ve kimyasal sivilarin konsantre hale
getirilmesi ve saflagtinlmasinda, sivilarin temizlenmesinde partikiillerinden olugabilecek

kontaminasyonu énlemek amaciyla kullanihr.

Bir membran filtrenin belirledigi ali koyma sinin ayrica bir sistemin dogrulugunu ve
verimini onaylamak icin bir analitik alet olarakta kullamlabilir. Oregin, temizleme veya
sterilizasyon filtrasyonuna ek olarak bakteri ihtiva eden sivilar filtre edilerek, igerdikleri

mikroorganizmalarin membran yiizeyinde tutulmasi saglanir ve sonra kiiltiirleri ve analizleri



gergeklestirilebilir. Filtre membranin devamh yapisindan dolayr ortam gégii olusmaz.
Normalde filtrenin iginde treme sorunu yoktur. Membran filtreler son filtrasyon ve 6n
filtrasyon iglemlerinde kullaniabilir, ki buna kargihk derinlik filtresi genellikle kantitatif bir
ali koymanin gerekmedigi durumlardaki temizleme uygulamalarinda veya akinti yéniindeki

bir membranin dmrtinii uzatmak igin bir 6n filtre goreviyle kullamlir,

Derinlik Filtresi:

Yapusi, rasgele yonlenmis lifler veya preslenmis boncuklardan olugan matriks, sarilmig
veya bagka tiirlii birbirine baglanmg olarak, akinti agikliklarina sahip dolambagli bir labirenti
olugturabilecek sekilde bir araya getirilmistir. Buna 6rnek olarak pamuk, fiberglas, yiin,
resin-bagh kagit yapraklar veya bagka inorganik mikrofilamentler, 1s1 ve basingla
yapistirilmig maden parcaciklari, porselen ve diyatomatoz toprak verilebilir. Avantaji, yiiksek
partikiil yiikleme kapasitesi ve partikillleri yiizeyinde ve tiim matriksinde tutmasidir.
Dezavantaji ise, devamh olmayan fibroz yapisindan dolayn ortam gogii olugabilmesi ve
fragmentlerin filtre edilmis tiriiniin igine dokilme egilimi olmasidir. Ayrica, filtre matriksinin
icinde tutulmus olan organizmalar sonunda burada ireyerek, filtrati kontamine edebilirler.
Belli bir siire iginde, nem ve besinde verilirse bagarih jenerasyonlar matriksin iginde iyicene
ilerleyerek, sonunda filtrenin akinti yoniindeki tarafina gikabilirler. Simirlandirlmig por
buyukligiine sahip degillerdir. Rasgele matriks alanlan nedeniyle bunun iginden gegebilecek
partikiillerin azami biiyiikliikleri hakkinda bir sinirlandinlma getirilemez. Derinlik filtreleriyle
kantitatif bir ali koyma olanag yoktur. Swi driinlerinin biyiik hacimlerini emip al

koyabildigi igin, pahali stvilar igin dnemli bir problem olusturur ( 14, 20 ).

Tarama Filtresi:

Yapisi, polimerik materyali sert, degismez sekilli devamlt bir agdan olusur ve por gapt
imalati esnasinda ok hassas olarak belirlenir. Buna 6mek olarak, metal elek filtreler,
membran filtreler verilebilir. Avantaji, filtre membranin devamh yapisindan dolayr ortam
go¢u olugmamasidir. Ayrica, normalde filtrenin iginde iireme sorunu yoktur. Por ¢apindan
bilyik organizmalar filtreden gegemezler. Membran filtre olduk¢a incedir, az miktarda s
tutar. Dezavantaji ise, diigiik panikﬁl yikleme kapasitesidir. Partikiil ahi koymas: hemen

yalmzca akintiya karst olan yiizeyi ile siirh kalir ve ¢abuk tikanir.



Membran filtrelerin tipta kullanilmas:

Tipta membran filtrasyonu teknidi ile sitolojik tani, lokosit kemotaksisi, lipozom
ekstriizyonu, alyuvar sekil bozukluklanmin aragtinlmas: gibi birgok spesifik galigmalar
yapilabildigi gibi; doku kiltirinde kullamlan besiyerlerinin, mikroorganizmalardan
anndinlmasi, ¢ozeltilerin belirli biyiiklikteki artefakt olugturucu partikiillerden temizlenmesi

gibi rutin amaglar i¢in de kullamm alam bulunmaktadir.

Millipore filtre, birgok agidan sitolojik tam alaninda biiyiik bir ihtilal gergeklegtirmigtir.
Cunkii aragtirmacilara yuksek hacimdeki viicut sivilarinin igindeki az sayidaki dokilmiis
hiicreleri elde etme imkanim vererek, tamya olan‘ glivenin artmasina da neden olmustur. Son
derece muntazam olan por bilyiikligii nedeniyle sivi drneginde bulunan biitiin hiicrelerin
filtre ylizeyinde toplanmasi giivencesini saglamigtir. Tek bir Millipore lamu 4 - 8 normal lama
esdeger sitolojik materyal igerméktedir. Sitolojik ¢aligmalarda, hiicresel igerikli sivilann, sulu
kisminin santrifiijleme ile tortusundan ayrilmasi, iist kismun atilmast ve yikama gibi islemler,
hiicrelerin pargalanmast ile birlikte, asil degerli hiicresel materyalin kaybina yol agmaktadir.
Santrifijleme sitolojik iglemlerin yararh bir asamasim olusturmustur ve olusturmayada
devam etmektedir. Bununla birlikte, hemen biitiin sivilar Millipore filtrasyonla rahatlikla bu
iglemden gegirilmeden islemlenebilir. Boylece, ilk defa hiicrelerin sivilardan direkt
toplanmasi igin gergek kantitatif bir uygulama bulunmugtur. Hiicresel materyalin filtrasyonla
nazikge toplanmasi normal smear tekniklerinde sik sik olagelen hiicresel bozulmalan énemli
oranda azaltmigtir. Bunun bir sonucu olarakta, bagka tiirlii kaybolacak olan niiklear ve
sitoplazmik ayrintilarin biiyiik bir kismi korunmaktadir. Dikkatli bir filtrasyon yapildiginda,
hiicresel materyal, bitiin filtrasyon yizeyi lizerinde diizenli bir oranda rasgele olarak
biriktiginden, Millipore teknigiyle islemlenen lamlarda, hemen hemen kusursuz bir dagihm
gozlenmektedir. Kiimelenmeler ve bazi alanlarda bos alanlarla birbiri ardina gelen st iste
binmeler gok azdir. Hiicreler, filtreyi ne gegerler ne de matriksinin igine batarlar. Millipore

filtrede hemen biitiin hiicreler tek bir mikroskobik plan tizerinde bulunurlar.

Millipore filtre iizerinde toplandiktan sonra her hiicre ve hiicre grubu filtre yiizeyine
hem mekanik hemde Van der Waals etkisiyle kuvvetlice baglanmaktadir. Bunun bir sonucu
olarakta Millipore filtre temiz bir lama sikica tutturulabilir ve sonra lam, boyama icin ticari
bir daldirma tutucusuna yerlestirilebilir (14 ).



Eger onemli morfolojik detaylar korunmak isteniyorsa, butiin sitolojik ¢aligmalarin
hizli fiksasyonu kesinlikle garttir. Millipore filtrenin kullanilmasi bu gerekliligi hig bir gekilde
degistirmemektedir. Millipore kullanildifinda filtrasyondan o6nce tam bir fiksasyon
uygulamasindan kaginilmalidir. Ciinkii bu ekstraseliiler proteinin pthtilagip filtreyi tikamasina
ve siibstratin boyanmasina yol agarak, detaylarin segilmesini de zorlagtiracaktir.

Millipore tekniginin can alici noktasini, tikanmalara neden olan proteinin ve onun sulu
hiicresel ortaminin, serbestge Millipore filtreden gegmesi ve dokiilmiis hiicrelerin filtre
ylizeyinde tutulmasi olugturmaktadir. Proteinlerin erken pihtilagmasi bu hedefi bozacak ve
aynt zamanda filtre edilebilecek 6megide azaltacaktir. Aym zamanda filtre matriksinde
burugmalara ve diizenli olmayan temizlenmeye yol agabilecek fiksatiflerin kullanimindan da
sakimlmalidir. Konsantre metil alkol, aseton - formaldehit ve herhangi bir eter - alkol
kangimi bu kategoriye girmektedir. % 95 'lik etanolde tam bir fiksasyon, yalnizca érnegin
son filtrasyonundan sonra gergeklestirilmelidir ( 13 ). Membran filtreler % 95 'lik etil alkole
maruz birakildiklannda birazcik genlesirler. Bu sirada alyuvarlar hemolize olup, gériinmez
hale gelirler. Hemoliz, arayiizlerde tuz soliisyonun ve alkoliin kanigmasiyla sonuglanan,
dugiik alkol konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir (9 ).

Millipore filtrasyonun BAL sivilarinda kullamimas:

a) Sitolojik tam igin : Akciferin gesitli hastaliklanmin sitolojik tamisinda, BAL
stvilarmin incelenmesi dnemli katkilar saglar. Klasik sitolojik yoéntemlerle, BAL stvisinin
hiicre igerigi incelenebildii gibi; Millipore filtrasyon yontemi de bu amagcla kullanilmaktadr.
Bu yontemle BAL sivilarinda; mantar, Pneumocystis carinii, viral inkliizyonlar, malign
hiicreler ve atipik hiicreler ydniinden aragtirmalar yapilmistir (17, 19, 28 ). Bu galigmalarda,
BAL sivis1 25 mm gapta, 5 p por biyiikligiinde MF tipi Millipore filtreden siiziildiikten
sonra, filtre serum fizyolojik ile yikamp, % 70 ve %95 'lik alkol ile fikse edildikten sonra;
Papanicolaou boyasiyla boyanarak degisik hiicre 6zelliklerine gére incelenmistir.

b) Asbestos body ( AB ) - Asbest cisimcigi aranmasi icin: Asbeste maruz kalmis
kisilerin akcigerlerinden elde edilen balgam veya BAL sivis1 gibi materyallerde, karakteristik
yapist ile tanimlanan asbest liflerine, Asbestos body ( AB ) - Asbest cisimcigi adi
verilmektedir.

Cesitli meslek gruplan iginde, dzellikle asbest yada asbest Giriinleri yapan fabrikalarda
caliganlar, asbest tozu inhalasyonuna maruz kalmaktadir.



Asbest mineralleri; minerolojik yapisina, kimyasal bilesimine ve kristal sekline gore,
Serpantin ve Amfibol asbestleri olarak iki biiyiik gruba aynlirlar. Serpantin grubunda lifli
minerallerden Chrysotil; Amfibol grubunda da: Crocidolit, Amosit, Antrophyllit, Tremolit
ve Actinolit mineralleri yer alir. Biitin bu maddeler, silikatlardir ve kristallerden
olugsmuglardir. Asbest tozu inhalasyonu sonucﬁ ortaya ¢itkan patolojik durumlardan ilk
taninanm Asbestosis’ tir. Asbestosis tanisinda, solunum sisteminden elde edilen balgam, BAL
stvist gibi materyallerde, AB bakisi 6nem tagimaktadir. BAL sivilanndan sitosantrifiyj
preparati yapilarak AB bakilabildigi gibi ( 29, 30 ); Millipore filtrasyon yontemi kullanilarak
da, AB bakisi yapilmaktadir ( 4, 5, 6, 18, 21, 22, 30, 31 ). Bu galiymalardaki yontem genel
olarak agagidaki basmaklari igermektedir.

1- BAL sivist alindiktan sonra, 20 ml’ si, egit miktarda sodyum hipoklorit ile karigtirilip,
organik hiicre igeriinin sindirilmesi igin 5 - 10 dakika arasinda bir stire bekletilir.

2- Karisim daha sonra, por ¢ap1 0,45 p olan Millipore MF tipi filtreden stiziiliir.

3- Filtre 60 °C’ ta kurutulur.

4- Filtre lama yerlestirilip, iizerine1/1 amil ve etil asetat karigimu konarak lamel ile kapatilir,
5- Faz kontrast mikroskopta 250 kez biiyiitmede AB bakisi yapilir.

6- Mikroskopik degerlendirmede; iki ucu gigkin, ince seffaf ¢ekirdekleri olan, yer yer
bogumlu bir yap: gosteren, sari-kahverengi goriilen, karakteristik yapii asbest lifleri
Asbestos body ( AB ) - Asbestos cisimcii olarak degerlendirilir.

Baz1 ¢aligmalarda, AB morfolojisi g6steren yapilanin dis katmanin ferroprotein ile
kapl olmast ve demir boyalariyla boyanmast nedeniyle, “ ferruginous bodies ” - demirimsi
govdeler olarak adlandinldiklan da goriilmektedir ( S, 6, 31).

AB sayis1 1 ml BAL sivisi igin standartize edilerek, bu alanda uluslararas: kabul edilmig
bir AB degerlendirme tablosu ortaya konmustur ( 4 ). Buna gore;

1 mI’sinde hi¢ AB olmayana : 0
1 ml'sinde 0.1 - 0.9 AB bulunana : 1
1 ml 'sinde 1 - 9.9 AB bulunana : 2
1 ml 'sinde 10 - 99 AB bulunana : 3
1 ml 'sinde 100 - 999 AB bulunana : 4
1 ml 'sinde 1000 'den fazla AB bulunana : 5 degeri verilmigtir.

Faz kontrast mikroskopta yapilan AB sayimlarinda, m!l’ deki asbest sayisina gore,
yukandaki tablo uygulanmaktadir. 1 wve izerindeki degerler, asbest maruziyetini
gostermektedir.



Millipore filtrasyonun idrarda kullaniimas:

Idrarda sitolojik inceleme yapimasinda; santrifiijleme ile hiicrelerin ayrilmasi,
sitosantrifiij yontemi gibi klasik sitolojik yontemler, yaygin olarak kullamlmakla beraber,
idrarin Millipore membran filtrasyonu y6ntemi kullamlarak ta sitolojik incelenmesine olanak
veren galigmalar yapilmustir ( 2, 7, 10, 13, 15, 23, 26, 33 ). Idrann Millipore filtrasyonu igin
kullamlan yontemler ¢ogunlukla benzer olmakla beraber, farkh basamakian olan
uygulamalar da vardir. Genelde uygulanan yontemde; idrar 6rnegi toplandiktan hemen
sonra , ¢ok berrak idrarlar igin 100 ml 'ye kadar, bulanik veya patolojik idrarlar buna oranla
daha az miktarda % 30 'luk 1 - propanol solﬁsybnu ile 1 : 3 oraninda seyreltilir. Kolloidal
proteini tamamen dafitmak ve ayirmak igin idran igeren kap, derecesi ayarl olan bir sicak
su banyosuna konarak, kisa bir sire iginde 35 °C 'ta getirilir. Igerigin tiimii , propanol ile
beraber 400 ml 'lik hacim , Millipore diizeneginin toplama kabina bosaltilir ve iginde hazir
bulunan SM filtre iizerinden filtre edilir. Kullanllan SM filtre, 45 mm ¢apinda ve por
buyuklagii S p olup, yaklasik 20 mm Hg vakum altinda, siiziiliir. Son olarak 10 - 20 ml
fizyolojik su ile yikama iglemi uygulanir, Yikama soliisyonunu, iginde bulunabilecek
dokintilerden anndirmak agisindan, onceden Millipore filtrasyondan gegirmek gerekir.
Daha sonra filtreler kurumadan fiksasyon sivisina gegirilir. Fiksasyon igin % 95’lik alkol
(13, 15 ), % 99 luk i1soprdpil alkol veya Carnoy soliisyonu ( 10 ) kullaniimaktadir. Fikse
edilen filtreler, ortadan kesilerek lamlara Kklipslerle tutturulur ve rutin boyama
yontemlerinden biri ile boyandiktan sonra, alkolde dehidratasyonu yapilarak ksilole getirilir.

Balsam ve lamelle kapatlarak preparasyonu tamamlandiktan sonra, mikroskopta incelenir
(13, 14).

Blanck ve arkadaglan ( 2 ), enjektor ucuna takilabilen 25 mm ¢apta, 5 p por
buyiklugii olan, kigik Millipore filtreleri ile yaptiklart ¢aligmada, basit ve pratik bir
filtrasyon tekniBi gelistirerek, gocuk idrarlanmin sitolojik aragtirmalanni gerceklegtirmek

tizere kullanmiglardir. Bu yontemin yaygin sitomegalik inkliizyon hastaligi giiphesinde, rutin
bir tarama testi olarak yararli olabilecegini rapor etmiglerdir.

Taylor ve arkadaglan ( 26 ), idrarda Millipore filtrasyon uygulamasinda, Epitel

hiicrelerinden anndirmak igin 6rneklerin, 37 p 'luk goézleri olan metal elekten on

filtrasyonunun yapilmasim, sonrada 5 p 'luk Millipore filtre ile filtrasyonu 6nermiglerdir.



Idrarm sitolojik incelenmesinde, Millipore filtrasyonu uygulanarak yapilan degisik bir
yontem de; Aseton ve denatiire alkolden olugan soliisyon ile hiicre fiksasyonu yapilirken,
filtre membraninin ¢oziildiigti ve preparasyon sonucu berrak bir zeminde ¢ok iyi korunmug

hiicrelerin elde edildigi bir ¢aliymadir ( 33 ).
Millipore filtrasyonun uygulandig: diger viicut sivilan

Millipore filtrasyon teknigi ; plevral stvi, asidik sivi, kan, kalin bagirsak yikamasi ve
BOS gibi bir dizi degisik 6rnek tizerinde basanyla denenmigtir ( 7 ).

Plevral ve Asidik Sivilar: Plevral ve Asidik sivilarda gogu kez, ¢ok genis hacimlerde
pul pul dokilmis hiicresel materyal bulunmaktadir. Filtrasyonda, 6érnegin tiimiinin filtre
edilmeye kalkilmasi, genellikle filtre yiizeyinin agin kaplanmasiyla sonuglanacaktir.
Proteinlerin dnceden g¢okmemesi i¢in dikkat edilmelidir. Ornegin toplanmasindan hemen
sonra Ornek, her mililitre 6rnek hacmi igin bir iinite heparin eklenerek, heparinize
edilmelidir. Filtre her zaman, iginden 6rnek gegirilmeden énce, normal fizyolojik su ile
nemlendirilir. Ornek eklenmeden énce, birkag ml fizyolojik su filtre tutucusuna bosaltilarak,
hicrelerin havaya maruz kalmamalan saglamr. Heparinize edilmis sivi 6rnegi hemen
filtrasyon diizeneginin igerisinde bulunan bir SM filtrenin {izerine bosaltiir. Burada
kullanilan SM filtre, 45 mm ¢apinda, 5 p por biyikligindedir. Filtrasyon diizeneginin
vakum kaynagindan baglantisi, rneinin hava - sivi diizeyi filtreye ulasmadan hemen once
aynlarak kesilir. Bu islem havanin filtre i¢inden ge¢mesini 6nlemektedir. Filtre tutucusu
aynlarak, filtre ¢ikanhir ve hiicreyle kaplt yiizeyi asajiya gelecek sekilde hemen fiksatife
yerlestirilir. En az 10 dakikalik bir fiksasyon siiresinden sonra filtre arastinlan teknige gore
boyanir ve mikroskopta incelenir ( 11, 13, 25, 27 ). Millipore filtrasyon teknigi ile hiicresel
detay ok iyi korunmaktadir. Santrifiij ihtiyacim gerektirmedigi igin de bu teknik daha
hizhdir (7).

Kan : Tanssal sitoloji ve kandaki kanser hiicre aragtirmalannin sitopreparasyonunda,
filtrasyon, kendisini degerli bir teknik olarak ispatlamigtr. Kanla cahgirken iyi bir
sitopreparasyon i¢in énemli olan ; ayngtrma, yogunlagtirma, toplama ve goéstermeden
olugan 4 ana fazi kendi iginde tek bagina birlegtiren, baz filtrasyon teknikleri gelistirilmistir.

Bunlardan bilinen en iyi uygulama; islenmemis, seyreltiimig kanin por bityiikligii 10 p olan
filtreden filtre edilmesidir ( 8, 16, 24).
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Kanla yapilan Millipore filtrasyon ¢aligmalan iginde, Chang ve arkadaglarninm ( 3 )
¢aliymasinda, degisik bir yontem uygulanmaktadir. Bu g¢aliymada; konsantre sivi filtrasyon
apareyine bogaltilmadan 6nce, flask 5 mm Hg gibi hafif bir vakum altinda fizyolojik suyla
doldurularak, membran filtre islanlmakta ve konsantrede bulunan hiicresel elemanlarin
filtrenin tim ylizeyine daha iyi dagilabilmeleri saglanmaktadir. Filtrasyon esnasinda 25 mm
Hg ’dan yiiksek bir vakum uygulanmamgtir; Ciinkii bu hiicrelerin membran filtreye
yapismast igin Onemlidir. Filtre filtrasyon apareyinden g¢ikartilarak ikiye kesilmigtir. Her
parga hemen dondurulmus bir lamin tizerine yerlegtirilerek, hiicresel elemanlar dondurulmug
yuzeye gelecek sekilde oturtulmugtur. Hafif fakat yinede basingla, bir cam veya metal ¢ubuk
filtre Gzerinden gegirilerek, bunun lama yapismas: saglanmigtir. Lamlar sonra bir boyama
tutucusuna yerlestirilerek ya etil asetata yada tetrahidrofurana daldirilmigtir. Membran filtre
etil asetatta 90 dakika iginde tamamen ¢oziiniirken, tetrahidrofuranda 30 dakikada
¢Ozlinmisttir. Daha sonra lam tizerindeki hiicreler boyanarak incelenmistir,

Kahn bagirsak yikamasy:: Millipore filtrasyon uygulamasi yapilan az sayidaki
orneklerden biri olan kalin biclgnrsak yikamalarinda; bosaltimi yiikseltmek igin, stvinin her
litresine 10 mg bisacodyl tozu eklenerek elde edilen filtrat, S p por gaphi bir Millipore
filtreden gegirilerek hiicreler elde edilmistir. Filtre modifiye bir Papanicolaou metoduyla
boyanarak, lam ve lamelie kapatilmigtir ( 12).

Beyin omurilik sivis1 ( BOS ): Viicuttan 6zel yontemler ile alinan beyin omurilik
stvist ( BOS ) *nda biitiin hiicre tipleri iyi korunamaz. Genelde ¢ok az miktardaki sivi iginde
az sayida hiicrenin kayba ugramadan incelenmesi gereklidir. Bunun igin, 6rnegin alnmas: ile
fiksasyonu arasindaki siire gok kritiktir ve asgari olmak zorundadir. Basit yaymalarda,
degerlendirilebilecek hiicrelerin azhfi nedeniyle, BOS i¢in Millipore filtrasyonu yontemi,
hiicrelerin hepsinin filtre yiizeyinde toplanmasim sagladigs igin ¢ok daha iyi sonuglar
vermektedir . Bu yontemde ; BOS 5 p por bityiikliigiine sahip bir selilloz membran filtreden
siziilir. Yavagga artan siddette hafif bir vakum uygulanir. Membran yiizeyindeki sivi diizeyi
gozden kaybolunca, kurumasina izin vermeden ustiine bir miktar % 95 “lik alkol bosaltilir.
Vakum kesilir ve boyamadan evvel membranin en az 30 dakika fikse edilmesi saglanr.
Hiicrelerin membran iizerinde boyaqmasx normal Papanicolaou tipi boyalarla gergeklestirilir.
Yapigtirma vasati Permount ile lama yapighnhir ve bir lamelle kapatihr. Yapigirma vasati
eklendiginde membran geffaf hale gelir. Tiim hiicreler membran tizerinde tek bir tabaka

halinde, morfolojik aragtirma igin ideal bir yap: olugtururlar ( 32).



GEREC VE YONTEM

Arastirmamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali 'nda

bulunan Millipore filtrasyon diizenegi kullanild1.

Bu diizenegin genel goriinigi Resim 1 'de ve sematik olarak igerdigi pargalar,

Sekil 2 'de gosterilmigtir.

Resim 1: Millipore filtrasyon diizeneginin genel goriiniigii
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A-25 mm ¢apta Millipore filtre takiminin pargalar: B- 45 mm ¢apta Millipore filtre takiminin parcalar:
1- Paslanmaz gelikten siv doldurulan filtre tutucu boélme 1- Camdan siv1 doldurulan huni bolmesi 2- Plastik filtre
2- 0.45p “luk Millipore membran filtresi 3- Paslanmaz celik  tutucu tst parga 3- 5 p ‘luk Millipore membran filtresi

destek elegi 4- Teflon conta 5- Cam destck yuvasi 6- Filtre  4- Filtre tutucu alt 1zgara pargas: 5- Lastik tapa

tutucu kelepge 7- Lastik tapa 8- Vakum Kabi. 6- Vakum kabi

Sekil 2

Millipore filtrasyon diizenegi

Millipore filtrasyon diizenegi Sekil 2'de de gorildugi gibi gesitli pargalardan
olusmaktadir. A’da 25 mm gaptaki filtre diizenegi, B’de 45 mm gaptaki filtre diizenegi
goriilmektedir. B’deki camdan sivi doldurulan huni bolmesi tarafimizdan yapilmig olup, 6zel
bir baglanti pargasiyla orijinal filtrenin plastik filtre tutucu st pargasina baglanmustir. Diger

orijinal pargalarin ayrintili 8zellikleri ve katalog numaralan agagida gikariimugtir:
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a- Millipore marka paslanmaz gelikten, sivi doldurulan filtre tutucu bélme, 50 ml 'lik
ve 25 ml ile 50 ml hacim gizelgeli; ( Kat. No: XX10 025 40).

b- Millipore marka membran filtre 1: Filtre materyali seliloz ester ve seliiloz nitrat
kanigimy, filtre por gozenegi 0.45 p, filtre gapt 25 mm, diiz beyaz HA tipi; (Kat.
No: HAWP 02500 ).

Membran filtre 2: Filtre por gozenegi 5.0 p, filtre gap1 47 mm, diiz beyaz SM tipi;
( Kat. No: SMWP 04700 ).

¢- Paslanmaz gelik destek elefsi; ( Kat. No: XX50 02501).

d- Teflon conta; ( Kat. No: XX10 025 35).

e- Cam destek yuvast; ( Kat. No: XX10 025 42).

£ Aliiminyum filtre tutucu kelepge; ( Kat. No: XX10 025 03 ).

g- No: 8 Neoprene lastik tapa, 9.5 mm delikli; ( Kat. No: XX20 047 18).

h- 1 It 'lik Vakum kabr; ( Kat. No: XX10 047 05.)

i- Vakum basing pompasi, 220 V, 50 Hz; ( Kat. No: XX55 220 50).

k- Plastik filtre tutucu st parga ile alt 1zgara pargast; ( Kat. No: SX00 047 00 ).

Filtrasyon

Calismamizda Millipore filtrasyon uygulamas: Brongioalveolar lavaj ( BAL ) sivilari,
idrar ve batin sivilanmin incelenmesi amaciyla kullanilmigtir. BAL sivilaninda Millipore
filtrasyon uygulamasiyla inorganik partikil ve 6zellikle Asbest cisimcigi ( Asbestos Body -

AB ) aragtinlmast amaciyla caligild.
Bronsioalveolar Lavaj ( BAL ) materyalinin Millipore filtrasyonu

Gopiis Hastaliklari Ana Bilim Dali 'ndan asbest maruziyeti diginiilen olgulardan
alinip, kapali cam kavanozlar igerisinde Ana Bilim Dali 'miza gonderilen BAL sivilari, 6nce
hacimleri olgillerck, iizerine esit miktarda sodyum hipoklorit eklendi. Stvinin proteinik
madde igeriginin sindirimi igin yapilan bu islemde, kaynaklarda 5 - 10 dakika bekletme
onerilirken ( 18 ); deneylerimizde bu siirenin yeterli gelmedigi ve sindirilmemis proteinik
maddelerin filtrenin por gozeneklerini tikadiklan gorildii. Sorunun gozilmesi igin, BAL
stvist esit miktarda sodyum hipoklorit ile birlikte 1 saat ile 24 saat arasinda degisik strelerde

bekletilerek, filtrasyonlan yapildi. Bunlar arasinda 1 gece boyunca + 4 °C ‘de bekletmenin ,
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proteinik maddelerin tamamen sindirilmesi ve materyalin daha kolay filtre edilmesi agisindan
en iyi sonucu verdigi gozlendi. + 4 °C 'de bir gece bekletildikten sonra 50 ml 'si 0.45 p por
caph bir Millipore filtreden filtre edildi. Millipore filtre 20 ml distile su ile yikandiktan sonra
filtre tutucusundan gikartilip, tozsuz bir ortamda bir gece baska bir filtre kagidi iizerinde
tutuldu ve sonra 2 saat 60 °C 'de etiivde birakilarak kurutuldu. Bu yontemin uygulamginda

gesitli aligmalardaki uygulamalardan yararlanldi (4, 5, 6, 16,118. 27, 22).

Kaynaklarda, kurutulan Millipore filtrenin lam tizerine konduktan sonra iizerine egit
hacimlerde kanstinlmig etil asetat ve amil asetat kangimi damlatildiktan sonra lamel

kapatilip, faz kontrast mikroskopta inceleme yapildig: belirtilmektedir (4, 5, 6).

Bu alanda yaptigimiz 6n aragtirmalarda, etil asetat ve amil asetat karigim ile kapatilmig
preparatlann hemen bakilmas gerektigini ve zaman gegirildiginde, preparatlarin
bozuldugunu gozledik. Bu sorunu ¢ozmek igin yaptigimiz aragtirmada, yeni bir yontem
gelistirerek problemi ¢ozdiik. Buna gore, esit oranlarda etil asetat ve amil asetat kangimi,
1 /1 oraninda sentetik balsam ile kangtinlarak, bir kapatma ortami elde edilmekte ve
kurutulmus filtre lama yerlestirildikten sonra, izerine bu karigim damlatilarak lamel
kapatilmaktadir. Ilk uygulamalarda opaklagmig olan preparatlari kurtarmak ve bunlan
tekrardan seffaflagrmak igin, lamlar 1 : 1 amil - etil asetat kangimina yerlestirilip,
buzdolabinda kapiller diftizyon ile filtre tekrar seffaflanincaya kadar bekletildi. Daha sonra,
11 oraninda sentetik balsam ve etil-amil asetat karigimi ile kapatildi. Balsamn, amil - etil
asetat ile esdeger hacimde kullanilmasi ile seffaflifi bozulmayan uzun sire dayanikli

preparatlar elde edildi.

Preparasyonu tamamlanmig preparatlarda, Asbestos Body ( AB ) degerlendirmesi,
Wild M 20 faz kontrast mikroskobunda yapildi. Mikrofotolar, faz kontrast mikroskopa
eklenen Olympus PM 10 Otomatik mikrofoto aygiti ve Kodacolor Gold II 100 ASA’lik
film kullanilarak ¢ekildi.
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idrar materyalinin Millipore filtrasyonu

idrarda Millipore filtrasyon uygulamast igin materyal, Uroloji Ana Bilim Dali 'ndan
mesane kanseri tamisi konmug olgulardan toplandi. Uygulanacak yontem igin gesitli
kaynaklardan yararlanldi ( 10, 13, 15, 23 ). Olgulardan steril, kapakli cam kavanozlar
igerisinde 20 - 100 ml sabah idrarlar alinip, {izerlerine hacimlerinin 3 kati kadar % 30 'luk
1 - propanol soliisyonu eklendi. Su banyosunda 35 °C 'ye getirilip, proteinik igeriginin
¢oziilmesi saglandi ve sonra, Sekil 2-B ’deki diizenekte, 5.0 p por ¢aph Millipore filtreden
filtre edildi. Millipore filtre 100 ml fizyolojik su ile yikandiktan hemen sonra, % 95 'lik etil
alkol igerisine alinip, en az 30 dakika fiksasyonu yapildi.

Fiksasyondan sonra filtre ortadan kesilerek, lamlara klipsler ile tutturuldu ve agagida
verilen yontemle, Hematoksilen - eosin boyast ile boyand. Ksilol 'den sonra kapatma vasati

kondu ve lamelle kapatilip, normal 151k mikroskobunda incelendi.

Hematoksilen - eosin boyama teknigi

1- % 80 'lik etil alkol 10 dalding ( 1 dalding = 1 saniye )
2- % 70 'lik etil alkol 10 dalding
3- % 50 'lik etil alkol 10 daldinig
4- Distile su 10 dalding
5- Harris' Hematoksileni 3 - 5 dakika
6- Cesme suyu altinda yikanir 2 dakika
7- % 70 'lik etil alkol igerisinde % 1 'lik HCI 15 dalding
8- Cesme suyu altinda yikanir 2 dakika
9- NH4OH soliisyonu ( % 28 'likten 1 dakika

6 damla / 100 cc su )
10- Cesme suyu altinda yikanir 2 dakika
11- Sulu Eosin 15 dalding
12- % 95 'lik etil alkol 2 dakika
13- % 95 'lik etil alkol 2 dakika
14- Absolii 1 - propanol 20 dakika
15- 1 - propanol ve Ksilol (1: 1) 20 dakika
16- Ksilol 20 dakika

17- Hemen kapatma ortamt konup lamel ile kapatilir.
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Batin Yikama materyalinin Millipore filtrasyonu

Patoloji Ana Bilim Dal 'dan elde edilen batin yikama materyallerinden, 2 - 10 ml
arasinda alinan drnekler, 5.0 p por ¢aph Millipore filtreden filtre edildi. Kanli materyallerde
miktar az almarak, filtrenin tkanmamasina dikkat edildi. Hiicre igerigi fazla olan, bulanik
goriniglii batin sivilarindan, 2 ml ahnip, 1:1 oraninda serum fizyolojik ile seyreltildikten
sonra filtrasyon uygulandi. Filtre, 100 ml fizyolojik su ile yikandiktan sonra, % 95 'lik etil
alkol igerisine alinip, en az 30 dakika fiksasyonu yapildi (7, 11, 13).

idrar preparasyonunda oldugu gibi, bu filtreler de fiksasyondan sonra ortadan
kesilerek, lamlara klipslerle tutturuldu ve Hematoksilen - eosin boyast ile boyandi.
Ksilol 'den sonra filtre lam iizerine kapatma vasati ve lamelle kapatilip, normal 151k

mikroskobu ile incelendi.



BULGULAR

Caligmamizda Millipore filtrasyon teknigi uyguladifimiz 6rneklerle ilgili bulgular ana
bagliklar altinda ortaya konmustur.

Bronsioalveolar Lavaj ( BAL ) Sivisinda Millipore Filtrasyon Bulgular

BAL sivilarinda asbestos cisimeigi ( AB ) bakilan 10 olguda, faz kontrast mikroskobik
incelemelerde filtre yiizeyinde gok sayida asbest lifi gozlendi. Bunlar arasinda iki ucu sigkin,
yer yer bogumlar igeren govde kismi ile, tipik AB yapisi gosteren asbest lifleri
degerlendirmeye alindi.

Resim 2 'de faz kontrast mikroskopta AB 'lerin iki ucu sigkin, yer yer bogumlu gubuk
seklinde govdesi ile tipik yapisi goriinmektedir.

Resim 2: 900 x
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Resim 3 'te qubuk bolgesinde degisik biiyikliklerde bogumlar igeren bir AB gorilmektedir

Resim 3: 900 x
Bazi olgularda AB 'lerin bir araya toplanarak iigli dortlic AB gruplan olusturduklart

gozlenmistir ( Resim 4 ).

Resim4: 900 x
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Caligmamizda Millipore filtrasyon teknigi uygulanarak BAL sivilarinda AB 'lerin
izolasyonu ve preparasyonu ile ilgili bir aragtirma yiiritilmiis. BAL sivilarinin sayica yeterli

olmamasi nedeniyle, AB 'lerin ml 'de AB sayilarina yonelik bir degerlendirme yapilmamuigtir.

BAL sivilarinda AB bakast icin, gereg yontem boliimiinde verildigi gibi, standart sonug
veren bir yontem gelistirilmis olup, sonuglarimiz bu yontemin rutin olarak laboratuvarimizda

uygulanabilecegini gostermistir.
idrarda Millipore Filtrasyon Bulgular

idrarda Millipore filtrasyon 3 normal kontrol ve biyopsi sonucu Mesane tumori tanisi

almig olan 7 olgunun idrarlarina uygulandi.

Millipore filtrasyonun idrar materyaline uygulanmasinda birkag 6nemli hususa dikkat

edilmesi gerektigi saptandi.
1. idrarm hiicre icerigi

a- Hiicre icerigi az idrar materyalleri: Hiicre igerifi az, tortusu olmayan, berrak
idrarlarda Millipore filtrasyon sonucu elde edilen filtre materyalindeki hiicrelerin normal
gruplarda ( Resim 5 ) gozlendigi gibi, filtre iizerinde diizgiin dagilms epitel hiicreleri ve tek

tiik yangsal hiicreler seklinde dagilim gosterdigi saptandi.

Hiicre konsantrasyonu az olan idrarlarda, Millipore filtrasyon uygulamast
mikrohematiiri gosteren olgularin belirlenmesinde de yararh oldu ( Resim 6 ). Burada
normal gruptan alinan idrar 6rneginde tiip epitelleri yaninda, az sayida eritrosit varlif

Millipore filtrasyon yontemi yardimiyla gosterildi.
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Resim 5: 225 x

Resim 6: 900 x



2

b- Hiicre icerigi fazla idrar materyalleri: Resim 7 'de biyopsi ile Mesane timori
tanist konmug bir olgunun ¢ok yogun yangsal hiicrelerden ve ¢ok sayida timor hiicre ve
plakarlarindan olugan idrar materyalinin Millipore filtrasyon preparati gorilmektedir. Burada
yogun hiicre igerigi nedeniyle, hiicrelerin filtre yiizeyinde ist iste toplandiklan
gozlenmektedir. Bu durum yangsal hiicrelerin yaninda bulunan, yer yer tek tek, yer yer

plakarlar olusturan timor hiicrelerin segilmesini ve taninmasin giiglestirmektedir.

Resim 7: 450 x

Ayni olgudan alinan idrar materyalinin, % 25 idrar + % 75 propanol olacak sekilde
seyreltilmesinden sonra yapilan Millipore filtrasyonda ( Resim 8 ), ¢ok sayida yangisal hiicre
ve epitel hiicresi yaninda, belirgin Mesane tiimérii hiicresel 6zelliklerini gosteren plakarlar
ayirt edilmigtir. Bu da, yogun hiicre igerigi olan idrarlarda, uygun seyreltmelerle hiicre
ayrintilarinin daha iyi ortaya konulabilecegini gostermektedir.



Resim 8: 450 x

2. Uygulanan vakum miktar

Yaptiimiz galigmada, idrann hiicre igerigi yaminda Millipore filtrenin por
biiyiikligiine gore uygulanan vakum miktarinin da Millipore filtrasyon sonucunu etkiledigini
gozledik.

a- Yiiksek vakum uygulamasi: Yiiksek vakum uygulamast 5 p por apl filtreler igin
literatiirde 6nerilen 15 - 20 mm Hg arasinda yapildiginda, Millipore filtrenin yiizeyinde filtre
tagtyict yuva oyuklarina, vakum etkisi ile filtrenin gokmesi nedeniyle, filtre yiizeyi
mikroskobik diizeyde dalgali bir gérinim kazanmaktadir. Bu dalgali gorinim, filtre
yiizeyindeki hiicreler boyandii zaman, boyanma ve netlik yapma yoniinden sorunlar ortaya
¢ikarmaktadir. Boyanma ozelligi yoniinden filtrenin gukur alanlan agik, tiimsek alanlar
koyu boyanarak bir farklilik gostermektedir ( Resim 9 ). Koyu ve agik boyanmis bolgelerin
yiikseklik fakliliklan olmast nedeniyle, hiicrelerin mikroskop alanindaki netligi de
degismektedir. Resim 10 'da agik renkte boyanmig gukur filtre alaninda netlestirilen mesane
epiteli ve noétrofillerin hemen yaninda, solda kalan koyu boyanmis ve tiimsek alandaki
hiicrelerin aym anda net olmadigi goriilmektedir.
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Resim 9: 90 x

Resim 10: 450 x
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b- Diisiik Vakum uygulamas:: Hiicre igerigi fazla idrar materyalinde, 5 - 10 mm Hg
arasinda diigik miktarda bir vakum uygulanarak, filtre uzerinde yiksek vakum
uygulamasinda kargilagilan  sorunlarin  azaltilmasi, filtre iizerinde dagilan hiicresel

elemanlarmin homojen boyanmalan ve tek diizlemde dagiimalan saglanmigtir (Resim 11 ).

Resim 11: 90 x

Batin ( Peritoneal ) Yikama Swvilarinda Millipore Filtrasyon Bulgular

8 olgunun batin ytkama sivilarina uygulanan Millipore filtrasyonda, hiicre ve proteinik
madde igerigi yoniinden iki farkl bulgu saptanmugtir.

Hiicre igerigi ve proteinik maddesi az olgularda ( Resim 12 ), Millipore filtre
yiizeyinde hiicre dagilimlari diizenli, boyanma ozelligi yoniinden homojen bir goriintii

izlendi.
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Resim 12: 450 x

Hiicre igerigi ve proteinik maddesi fazla olgularda ( Resim 13 ), proteinik materyalin
filtre yiizeyine yogun bir sekilde toplanmasindan dolay, dagilmig hiicrelerin 6rtilmesi
izlenmis olup, yalnizca plakarlar olusturan biyik hiicre gruplan segilebilmektedir. Bu durum
nedeniyle, proteinik materyal ve ortilii hiicrelerin fazla boya tutmast sonucu, preparat daha
koyu boyanmaktadir.

Hiicre yogunlugu ¢ok fazla olmayan batin yikama sivilarinda ( Resim 14 ), filtre
yiizeyinde serbest ve plakarlar olusturan hiicre yapilarinin net bir sekilde ayirt edilebildigi
gozlenmigti. Bu olgularda hicreler gok iyi kontrast veren bir boyanma ozelligi

gostermislerdir.
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Resim 13: 225 x

Resim 14: 450 x
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Resim 16: 450 x

Resim 17: 225 x



TARTISMA

Cesitli viicut sivilarnin - sitolojik degerlendirilmesinde, klasik sitoloji yontemleri
yamnda, Millipore filtrasyon teknigi ( MEFT ) de, genis kullanim alani bulmustur. Bu yontem,
brongioalveolar lavaj, idrar, plevral sivi, batin yikama sivisl, beyin omurilik sivisi, kan,

gastrik sivi1 ve sinoviyal sivi gibi degisik 6rnekler tizerinde basanyla denenmistir ( 7).

Bizim g¢aligmamizda, MFT uygulamastyla Brongioalveolar lavaj (BAL) sivisinda
Asbestos cisimcikleri ( Asbestos body - AB ) bakilmasi yaninda; idrarda, peritoneal
ponksiyon yada yikama sivilarinda sitolojik hiicre ozellikleri aragtlmigtir. Birbirinden farkl
ozelliklerdeki  viicut stvilarmda  MFT  uygulamasii  yaparken, sitolojik  tantyt
destekleyebilecek standart sonuglar veren, rutin bir uygulama yontemi gelistirilmesi

amaglanmugtir.

Calismamizin baglangicinda, MFT 'ni 6ncelikle balata fabrikasinda ¢aligan ve asbest
maruziyeti agisindan taranan igcilerin  BAL  drneklerine uyguladik. Kaynaklardan
sagladigimiz ve gereg yontem bolimiinde verdigimiz bilgilerle, BAL sivilarinin
preparasyonunu yaparak, AB bakilmasi igin uygulamaya bagladik. Ancak, kaynaklarda
verilen yontem bilgilerini, bize gelen materyallere uyguladiimizda, birgok ydntem
basamaginda degisiklikler yapmamiz geregi ortaya gikti. BAL sivisinin alinmasindan sonra
uygulanan ilk basamakta; sivimin proteinik madde igeriginin sindirimi igin, sivinin esit
miktarda sodyum hipoklorit ile kangtirlmasi ve 5 - 10 dakika etkilesime birakilmast
onerilirken ( 18 ); deneylerimizle bu siirenin yeterli gelmedigini ve sindirilmemig proteinik
maddelerin filtrenin por gozeneklerini tikadiklarim gordiik. BAL sivisini egit miktarda
sodyum hipoklorit ile birlikte 1 saat ile 24 saat arasinda degisik siirelerde bekleterek,
filtrasyonlarini yaptik. Bunlar arasinda 1 gece boyunca + 4°C ‘de bekletmenin , proteinik
maddelerin tamamen sindirilmesi ve materyalin daha kolay filtre edilmesi agisindan en iyi

sonucu verdigini gozledik.
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Filtrasyonda uygulanan vakum, kalan son siv1 hacmi filtreyi gegmeden hemen once
kesilmelidir ve kalan hacmin kendiliginden sizilmesine izin verilmelidir. Bu filtrenin igine
hava girmesini engelliyecektir. Filtrenin kurutulmast da BAL sivisinin iglemlenmesinin
onemli bir asamasim olugturmaktadir. lyi kurutulmayan veya son sivi hacmi filtreyi
gegmeden once vakumu kesilmeyen filtrelerde, kapatma iglemi sirasinda bozulmalar
méydana gelerek filtrelerin opaklagmasina yol agmaktadir ( 9 ). BAL sivist filtrasyonunda,
kurutulmus filtrenin kapatilmasi agamasinda benzer bir sorun ile kargilagtik. Kaynaklarda
filtrenin 1 : 1 oraninda amil asetat-etil asetat kangim ile kapatilarak mikroskopta incelenmesi
onerilmektedir ( 4, 5, 6, ). Bizim galiymamizda, bu uygulama yapildiktan kisa bir siire sonra
kapatma ortaminin buharlagip preparattan uzaklagmasina bagl olarak, filtrenin opaklagtiini
gozledik. Bu gekilde hazirlanmus filtre dayaniksiz olup, bir saat iginde mikroskopik bakisinin
yapilmast gerekiyordu. Bu sorunu ¢ozmek igin yaptifimiz aragtirmada, yeni bir yontem
geligtirerek problemi ¢6zdiik. Buna gore, esit oranlarda etil asetat ve amil asetat kangim,
1: 1 oraninda sentetik balsam ile karistirilarak, bir kapatma ortamu elde edildi. Kurutulmus
filtre lama yerlestirildikten sonra, iizerine bu karigim damlatilarak lamel kapatildi. Bu suretle
uzun siire bozulmadan inceleme olanagin veren preparatlar elde edildi. ik uygulamalarda
opaklagmig olan preparatlan kurtarmak ve bunlar tekrardan geffaflastirmak igin, lamlar 1 : 1
amil - etil asetat karisimina yerlestirilip, buzdolabinda kapiller difuzyon ile filtre tekrar
seffaflanincaya kadar bekletildi. Daha sonra, 1:1 oraninda sentetik balsam ve etil-amil asetat
karigimi ile kapatildi. Balsamin, amil - etil asetat ile esdefer hacimde kullamilmasi ile

seffafli bozulmayan uzun sire dayanikli preparatlar elde edildi.

Gill ve arkadaslan ( 9 ), kurumus Millipore filtrelerin beyaz opak gorinimiinin
ign porlardaki difraksiyonundan kaynaklandifini, benzer kinlma oranina sahip sivilarla
preparasyon yapildiginda transparan hale getirilebileceklerini ve bu amag igin Eukitt adh
ozel bir preparasyon ortaminin” kullamimasini onermektedirler. Biz Eukitt bulamadigimiz

igin sorunu yukarida belirttigimiz bigimde ¢6ziimledik.

MFT’ nin idrarda uygulamasinda, kaynaklarda 6nerildigi gibi ( 2, 7, 13 ), 45mm gapta
ve 5 . por biiyiikliginde Millipore filtre kullanildi. Ancak, kaynaklarda 6nerilen 15-20 mm
Hg arasindaki vakum uygulamasinda; 15 mm Hg’ dan fazla vakum uygulandiginda ve
filtrasyon siiresi iki dakikay! gegtifinde, filtrede dalgalanmalar meydana geldigini gozledik.

Bu dalgalanma, boyanmus filtrelerde hiicrelerin iki ayn plan uzerinde netlegmesine ve
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mikroskobik degerlendirmenin giiglesmesine neden oldu. Yaptigimiz aragtirma ile, idrar
filtrasyonunda, 5-10 mm Hg gibi diisiik miktarda bir vakum uygulamasi ile, dalgalanma
sorunu goziilerek, filtre tizerinde dagilan hiicresel elemanlanin homojen boyanmalan ve tek

diizlemde dagilmalan saglanmigtir.

Vakum olusturmak igin enjektor kullamlmig olan Blanc ve arkadaglarimin galigmasinda
( 2 ), teknigin daha kolay ve ekonomik oldugu, enjektorin kirlenmedigi igin
temizlenmesinin gerekmedigi, filtrasyonun hizh gergeklestigi, sitolojik detay ve hiicre kaybi

goriilmedigi bildirilmig olup, idrarda sitomegalik inklizyon aranmasinda kullanilmigtir.

Taylor ve arkadaglar ( 26 ), idrarin millipore filtrasyonu ile elde edilen bulgularin,
siipheli mesane, treter ve renal pelvis epiteliyal tiimdrlerinin sitolojik incelenmesinde tant
icin tek aragtrma olarak kullamlamiyacagimi, ancak bu prosediiriin, sistoskobik ve
piyelografik bulgularin bir timér varhigim diisiindirdagi durumlarda degerli ve yararl
olabilecegini rapor etmiglerdir. Bizim galismamizda da, klinik tamsi ve patolojik biyopsi
sonucu mesane timorii tamst almig olgularin idrar omekleri kullanildi. Uygun

preparasyonlari yapilan olgularda, klinik ve patolojik tantyr destekler sonuglar aldik.

MFT ’nin batin yikama sivilarina uygulanmasinda da, hiicre igerigi ve proteinik
materyal igerigine gore degisik sonuglar aldik. Batin yikama stvisinin filtrasyonunda, filtrenin
onceden serum fizyolojik ile 1slatlmasi onerilmektedir ( 11, 13 ). Ilk uygulamalarimizda bu
oneriyi uyguladik. Ancak, filtre edilen sivi igerisinde bulunan hiicrelerin, filtrenin yalnizca bir
bolimi izerinde toplanmasina neden olan bir sonug aldik. Filtreyi 1slatmadan, batin ytkama
materyalini dogrudan dogruya filtre ederek, hiicrelerin filtre tizerine daha homojen olarak
dagildiklarini gordik ve filtrasyona bu gekilde devam ettik. Batin yikama stvisindaki
hiicrelerin  kiimelesmesini engellemek igin, her ml 'sine 1 tnite heparin kullaniimasi
onerilmekle ( 11 ) beraber, bizim uygulamalanmizda, gok daha iyi preparasyonlar

sagglamamast nedeniyle, bu islemi uygulamadik

Yiiksek kalitedeki hiicresel morfoloji detaylarini elde etmek igin filtrenin kurumasina
izin verilmeden, hemen fikse edilmelidir. Fiksasyon filtrasyondan sonra yapilmahdir. Ciinku

fikse olmamus hiicreler, hiicre membranlarinin yiizeyine daha iyi tutunurlar ( 11, 13 ). Bizim
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¢aligmamizda da, filtrasyon sonrast serum fizyolojik ile yikama ve % 95 'lik alkol ile

fiksasyon uygulandi.

Millipore filtrasyonun birgok viicut sivisina uygulanmasi ile sitolojik tam alaninda
onemli gelismeler elde edilmistir. Ancak, bu yontemin gegitli zorluklar1 da aragtiricilar
tarafindan ortaya konmusgtur. Bernhardt ve arkadaglan (1) yaptiklan galigmada; membran
filtrelerin genel kullanimini azaltan birgok dezavantaja sahip olduklarini ileri siirmiiglerdir.
Bunlara gore : a- Filtrenin gok pahali olmast; b~ Ozel lam ve lamele gereksinim olmast,
¢- Normal bir lama uymast igin boyanmug filtrenin sikici olan kesme agamast; d- Boyama
esnasinda ozel plastik filire tutuculann kullanilmas; e- Filtrasyon i¢in vakum pompasi ve
manometre kullanilmasi;, f- Filtrenin havayr ¢ekip kuruma tehlikesi; g- 5 p por
bityiikliigindeki filtrenin gabuk tikanmas; h- Filtrenin yapistiriimasi esnasinda bozulmast;
i- Boyama esnasinda filtrenin temizlenmesindeki zorluklar bu yontemin dezavantajlarim

olugturmaktadir.

Bizim calismamizda da, MFT ’nin BAL sivisy, idrar ve batin yikama sivilariyla ilgili

uygulamasinda, gesitli zorluklarla kargilagilmis ve bunlarin ¢oziimlenilmesine galigimigtir.
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Elimizdeki kaynaklara dayanarak yiriitmiis oldugumuz galismamizin sonucunda,
BAL sivisinda AB taramasi igin kullanilan yontemle memnun edici sonuglar elde edilmig
olup, AB bakist igin standart bir uygulama yontemi olugturuldu, Bu yontemle, asbest
maruziyeti olan kisilerde, BAL sivisinda AB bakisi yapilarak, asbest maruziyetini ortaya
koyabilecek ve rutin uygulanabilecek standart bir uygulama getirilerek sitolojik taniya katki
saglandi.

Idrar materyalindeki uygulamada, materyalin igerdigi hiicre yogunluguna gore
uygun seyreltmeler yapildiginda iyi sonuglar elde edilmis olup, standart bir uygulama
yontemi olugturulmast igin yeni galigmalar yapilmast gerektigi saptand.

Batin yikama materyalinde; hiicre ve protein igerigi fazla, kanl materyallerde,
uygun seyreltmeler yapildiginda, iyi sonuglar elde edildi. Ancak tam standart bir yéntemin
olugturulmast igin, filtrede gabuk tikanmaya neden olan gok fazla proteinik igerigin ortadan
kaldinlmasina yonelik gaigmalarin geligtirilmesi gerektigi sonucuna varilds.

idrar ve batin yikama sivilarindan yapilan preparasyonlarda, iyi bir hiicre eldesi
saglanmig olup, sitosantrifiij preparatlan ile kargilagtirildiklarinda hiicresel morfoloji ile
detaylarin daha iyi korunduklari ve biyiik hacimdeki swvilar igerisindeki az sayidaki

hiicrelerin izole edilmesi igin uygun bir yontem olugturdugu gozlendi.



OZET

Giiniimiizde Millipore filtrasyon teknigi ( MFT ), sanayinin birgok dalinda stvilarin
sterilizasyonunda, mikrobiyolojik analizinde ve santral sistem suyunun temizlenmesinde
kullanildign gibi; tipta, gesitli hastaliklarm sitolojik tanisinda, hicre ve doku kiiltiri sarf
malzemelerinin temizliinde ve sterilizasyonunda; steril oda gibi, baz1 yerlerin havasinin
belirli biiyiiklikteki partikiillerinden armdinlmasinda kullanilmaktadir.

Calismamizda, MFT uygulamastyla Brongioalveolar lavaj (BAL) sivisinda Asbestos
cisimcikleri ( Asbestos body - AB ) bakilmasi yaninda; idrarda, peritoneal ponksiyon yada
yikama sivilarinda sitolojik hiicre 6zellikleri aragtirildi.

BAL sivisinda AB bakast igin, sivi_esit miktarda sodyum hipoklorit ile karigtirilip bir
giin birakildi. 25 mm gapta, 0.45 mikron por biiyiikliginde Millipore filtreden filtre
edilerek, 60°C ’de kurutuldu ve lam tizerine yerlestirilip, 1 / 1 oraninda kangtirlmig sentetik
balsam ve 1 : 1 etil asetat amil asetat kangimindan olugan kapatma ortamu ve lamel ile
kapatildi. Preparatlar faz kontrast mikroskobunda 250 kez biyiitmede incelenerek AB
degerlendirmesi yapildi

idrar materyali 1 : 3 oraninda % 30 'luk I - propanol ile seyreltilip , 45 mm gapta,
5 mikron por bityiikliginde Millipore filtreden filtre edildi. Filtre % 95 'lik etil alkolde fikse
edildikten sonra, hematoksilen - eosin boyasi ile boyandi ve normal 151k mikroskobunda
hiicrelerin sitolojik 6zellikleri agisindan incelendi.

Batin materyali proteinik igerigine ve kanli olup olmadigina gore, fizyolojik su ile
seyreltilip, 45 mm gapta, 5 mikron por bityiikliginde Millipore filtreden filtre edildi. Filtre
% 95 'lik etil alkolde fikse edildikten sonra, hematoksilen - eosin boyasi ile boyand: ve
normal itk mikroskobunda hiicrelerin sitolojik 6zellikleri agisindan incelendi.

Calismamizin sonucunda, BAL sivisinda AB taramast icin kullanilan yontemle
memnun edici sonuglar elde edilmis olup, AB bakisi igin standart bir uygulama yontemi
olusturuldu. Bu yontemle, asbest maruziyeti olan kisilerde, BAL sivisinda AB bakist
yapilarak, asbest maruziyetini ortaya koyabilecek ve rutin uygulanabilecek standart bir

uygulama getirilerek sitolojik taniya katki saglandi.
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Idrar materyalindeki uygulamada; materyalin igerdigi hiicre yogunluguna gore
uygun seyreltmeler yapildiginda iyi sonuglar elde edilmis olup, standart bir uygulama
yontemi olugturulmast igin yeni galigmalar yapilmas: gerektigi saptandi.

Batin yikama materyalinde; hiicre ve protein igerigi fazla, kanl materyallerde, uygun
seyreltmeler yapildiginda, iyi sonuglar elde edildi. Ancak tam standart bir yontemin
olusturulmast igin, filtrede gabuk tikanmaya neden olan gok fazla proteinik igerigin ortadan
kaldirilmasina yonelik galigmalarin geligtirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

idrar ve batin yikama sivilarindan yapilan preparasyonlarda, iyi bir hicre eldesi
saglanmig olup, sitosantrifij preparatlan ile kargilagtinldiklarinda hiicresel morfoloji ile
detaylarin daha iyi korunduklari ve biyik hacimdeki swilar igerisindeki az sayidaki

hiicrelerin izole edilmesi igin uygun bir yontem olusturdugu gozlendi.



ZUSAMMENFASSUNG

Heutzutage wird die Millipore Filtration Technik ( MFT ) wie neben den vielen
Bereichen der Industrie, z. B. in der Sterilization von Fliissigkeiten, deren Mikrobiologische
Analyse und zur Reinigung des Wassers vom Zentralen Wassersystem; auch in der Medizin,
z. B. zur Zytologischen Identifikation verschiedener Krankheiten, zur Reinigung und
Sterilization der fiir die Zell- und Gewebekulturen verwendeten Materialien, zur Reinigung
der Luft von Raumen, wie z B. steriles Kabinett, von Partikeln bestimmter Grofen
angewendet.

In unserer Arbeit wurde die MFT neben dem bestimmen von Asbestosekorperchen
( Asbestos body - AB ) in der bronchoalveolaren Lavage ( BAL ) Flussigkeit, auch zum
untersuchen von Zytologischen Zellbesonderheiten von Urin, Peritonealer Punktion- oder
Waschfliissigkeit verwendet.

Fiir die Bestimmung von AB in der BAL Flissigkeit, wird diese mit dem gleichen
Volumen Natriumhipochloride vermischt und einen Tag lang zum einwirken gelassen.
Nachdem es durch einen Millipore Filter von 25 mm Durchmesser und 0.45 Mikrometern
PorengroBe gefiltert wird, wird es bei 60 °C getrocknet, auf einen Objekttrager gelegt, und
mit Hilfe einer in der Proportion von 1 / 1 mit synthetischem Balsam und mit der in der
Proportion von 1 : 1 angefertigten Athyl- und Amylacetat Losung selbst
zusammengestellten Eindeckmittel mit einem Deckglass verdeckt. Die Praparate werden
anhand eines Phasenkontrast Mikroskobes mit einer Gesamtvergroferung von 250 nach AB
durchsucht.

Die Urin Probe wird in einer Proportion von 1 : 3 mit 30 % 'igem | - Propanol
verdiinnt und durch einen Millipore Filter mit 45 mm Durchmesser und 5 Mikrometern
Porengrofe gefiltert. Nach dem fixieren des Filters in 95 % 'igem Athylalkohol, wird es mit
einer Hematoxylen - Eosin Farbung gefirbt und die Zellen mit einem normalem
Lichtmikroskop nach deren Zytologischen Eigenschaften hin untersucht.

Die Peritoneale Waschfliissigkeitsprobe wird nach ihrem Eiweif- und Blutgehalt mit
physiologischem Salzwasser verdiinnt und durch einen Millipore Filter mit 45 mm

Durchmesser und 5 Mikrometern PorengroBe gefiltert. Nach dem fixieren des Filters in
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95 % 'igem Athylalkohol, wird es mit einer Hematoxylen - Eosin Farbung gefarbt und die
Zellen mit einem normalem Lichtmikroskop nach deren Zytologischen Eigenschaften hin
untersucht.

Am Ende unserer Arbeit wurde mit der Methode fiir das aufspiiren von AB in der
BAL Fliissigkeit ein gutes Resultat erzielt und fir diese Anwedung eine gute
Standartsmethode zusammengestellt. Mit dieser Methode konnen von Leute mit Asbest
Belastung, mit dem aufsuchen von AB in deren BAL Fliissigkeit, die Asbest Belastung
gezeigt und mit einer in der Routine verwendbaren Standartsmethode, der Zytologischen
Diagnose ein Beitrag geleistet werden.

In der Methode fiir die Urin Probe wurde ein gutes Resultat erzielt, nachdem diese
nach ihrem Zellgehalt hin verdiinnt wurde; doch fiir das Erstellen einer Standartsmethode
miien noch weitere neue Arbeiten durchgefiihrt werden.

In der Methode fiir die Peritoneale Waschfliissigkeitsprobe wurde ein gutes Resultat
erzielt, nachdem diese angemessen nach ihrem Zell-, EiweiB- und Blutgehalt verdiinnt
wurde. Doch um eine korrekte Standartsmethode zu erstellen, miilen zusitzliche Arbeiten
fur das Entfernen des iiberfliiBigen Proteingehalts unternommen werden, damit diese das
Filter nicht zu schnell verstopft.

Bei den Priparationen der Urin- und Peritonealen Waschfliissigkeitsproben wurde
ein guter Zellertrag erzielt und bei der Vergleichung deren, mit Zytocentrifuge Verfahren
angefertigten Praparationen festgestellt, daf8 die Zellmorphologie und Einzelheiten besser
aufbewahrt werden. Beobachtet wurde auch, das dieses, fiir die Isolierung von wenigen

Zellen die sich in groBen Fliissigkeitsvolumen befinden, eine gute Methode darstellt.
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