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Impresyon Sitolojisi
Sevda Soker

OZET

Impresyon sitolojisi, konjunktival goz hastaliklarimin  tamisinda
kullanilan hizh, kolay uygulanabilen, ekonomik ve non-invazif bir tekniktir.
Goziin yiizey epitelinden selliiloz asetat filtre kagitlar: kullanilarak yapilan
konjunktival impresyon sitolojisinin yan etkisi veya kontrendikasyonu
bulunmamaktadwr. Bu makalede, konjunktiva impresyon sitolojisi teknigi
gozden gecirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Impresyon Sitolojisi, Konjunktiva.

Impression Cytology

SUMMARY

Impression cytology is fast, easy to perform, economical and non-
invasive technique for the diagnosis of conjunctival eye diseases.
Conjunctival impression cytology using cellulose acetate filter paper of the
ocular surface epithelium with no side effects or contraindication. In this
article, technique of conjunctival impression cytology is reviewed.
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GIRIS
_ K'o.njl.mktiva .hastal-lklarmn'l _ taPISIHEIa tekrarlanabilen ve gilivenli bir yontem olarak
_51t010J1k 11.1(:ele.rr.1€n1n yerl'énen}hd.lr.. Sitolojik  bildirilmistir. Konjunktivanin sitolojik basist,
incelemenin iyi yapilabilmesi i¢in okiiler konjunktivanin yiizeyel tabakalarinimn sitolojik

ylizeyden 1iyi Ornekler alinmasi gereklidir.
Konjunktivadan sitolojik 6rnekler birkag yolla
alinabilir;

A.Konjunktival kazima yontemi
(Scraping): Invazif bir yontem olup kiiciik yas
gurubundaki hastalarda kullanilmasi oldukca
zor ve risklidir.

B. Pipet yontemi: Uygulanmasi oldukca
zor ve tecriibe gerektirmektedir. Daha ¢ok
dokiilmiis Olii hiicreler alinabildiginden ve
lokalizasyonun tam  belirlenemedigi igin
sonuglar1 genellikle yetersizdir .

C. Pamuk u¢lu aplikator ile frotti yontemi:
Pamuk uglu aplikatér yardimi ile alindig1 i¢in
hiicreler pamuk igerisinde kaybolmakta ve
yeterli detaylar ortaya ¢ikarilamamaktadir.

D. Basi (impresyon) sitolojisi yontemi:

Ilk defa Egbert ve Thatcher tarafindan
1977 yilinda basit konjunktiva biyopsisi olarak
tanimlanan  impresyon  sitolojisi,  cesitli
patolojilere bagli olarak gelisen konjunktiva
epitelindeki hiicresel diizeydeki degisikliklerin
tanis1 ve takibinde kullanilan noninvazif, kolayca

diizeyde incelenmesi amaciyla selliilloz asetat
filtre kagidini konjunktiva  ylizeyine
yapistirarak, epitel Orneklerinin  alinmasi
esasmna  dayanmaktadir. Bu  yOntemin
konjunktiva epitel morfolojisi, sitoplazma-
nukleus orani, hiicre morfolojisi ve ve ozellikle
goblet hiicre yogunlugu hakkinda bilgi vermesi
nedeniyle kuru géze neden olan hastaliklarin
irdelenmesi  konusunda  6nemli  oldugu
vurgulanmustir (1,2) (Tablo 1).

Tablo 1. Impresyon Sitolojisi Yonteminin
Degerlendirildigi Hastaliklar
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Ornek Ahm ve Histolojik Metod

Lokal anestezi: Impresyon sitoloji
ornekleri her iki goze % 0.4’liikk oxibupracaine
hydrochlorid damlatilarak saglanir.

Selliiloz asetat filtre kagidi ozelikleri ve
kullanimi: 0.022 ile 0.025 mikrometre (pm)
por biiyiikliigiine sahip sellilloz asetat filtre
kagitlart (Sartorius, 11107-50-N) kullanil-
maktadir. Selliiloz asetat filtre kagitlari 3x4
mm, dikdortgen seklinde kesilip, mat yiizeyi
konjunktivaya gelecek sekilde, digsiz bir
penset yardimiyla alt kenar1 limbustan 2 mm
uzakta olacak sckilde saat 12 hizasinda {ist
bulber konjunktivaya 3-4 saniye siire ile
hafif¢e bastirilir. Filtre kagid1 siingersi yapidaki
kiiciik  bosluklar sisteminden olusmaktadir.
Konjunktiva epitelinin en ylizeydeki hiicre kat1
ornek alinimi sirasinda bu bosluk sistemi icine
bastirilmakta bdylece filtre kagidi ile yiizeyel
hiicre tabakast arasinda siki  bir iliski
olusturulmaktadir. Filtre kagidi konjunktivadan
¢ekildigi zaman, epitelin bir ya da birkag hiicre
kat1 filtre kagidi lizerinde kalmaktadir (3).

Selliiloz asetat filtre kagidi parlak ve mat
olmak tizere iki farkli yiizeye sahiptir. Bu
yiizeyler farkli yapigsma o6zelliklerine sahiptir.
Diizenli ve parlak olan yiizey konjunktiva
basisinda kullanildiginda sadece mukus, kaba
ve mat olan yiizey kullanildiginda ise daha ¢ok
hiicreler alinabilmektedir (4).

Fiksasyon ve Boyama: Islanan ve
iizerinde sitolojik diizeyde konjunktiva epitel
ornegi tasiyan filtre kagitlari, fiksasyon amaci
ile sag ve sol ornekler karismayacak sekilde ve
hiicre Ornekleri yukar1 bakacak sekilde,
iclerinde % 70’lik etil alkol, % 37’lik
formaldehit ve glisial asetik asitin 20:1:1
oranindaki karisimi igeren flakonlarda fikse
edilerek, + 4°C’de buzdolabinda saklanir (1,5-
7). Ya da ornekler, flakon siselerden kaselerin
icine aktarilir, Periodic Acid Schiff (PAS)-
Hemalun ile boyanir (4) (Tablo 2).
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Tablo 2. Periodic Acid Schiff (PAS)- Hemalun
Boyama protokolii.

1. Distile su ile yikama (5 dk.)

2.% 0.5 periyodik asit ile oksidasyon (3-5 dk)
3.Distile su ile yikama (5 dk)

4. Schiff reaktifi ile boyama (3-4 dk)
5.Cesme suyunda yikama (5 dk)
6.Hemalun ile boyama (2 dk)
7.Cesme suyunda yikama (5 dk)

8. Asit alkolde ¢alkalama (1 dk)
9.Cesme suyunda yikama (5 dk)

10. %1 ‘lik amonyakl su (2 dk)

11. Cesme suyunda yikama (5 dk)
12. Distile su ile yikama (2 dk)

13. %95 ‘lik alkol (1 dk)

14. %95 ‘lik alkol (1 dk)

15. %100’k alkol (1 dk)

16. %100’lik alkol (1 dk)

17. Ksilol (1 dk)

18. Ksilol (1 dk)

19. Entellan ile kapama.

Istk  Mikroskobunda Inceleme ve
Degerlendirme: Preperatlar boyama islemin-
den sonra 1sik mikroskobunda incelenir. Bu
inceleme sirasinda ;

a) Epitel hiicrelerindeki
degisimler (Resim 1-4).

1. Anizositoz varligi,

2. Cekirdek sitoplazma orani,

3. Niikleer kromatindeki yapisal degisikligin
(yilanvari kromatin) varligi

b)Goblet hiicre yogunlugundaki degisimler
aragtirilabilir; Normalde goblet hiicreleri,
konjunktivanin degisik bolgelerinde birbirin-
den oldukca farkli hiicre yogunluklarina
sahiptir. Yogunluk nazal palpebral konjunktiva-
da en yiiksek sirayla azalan miktarlarda
temporal, palpebral, fornikse yakin bulber,
limbusa yakin bulber konjunktivada bulunmak-
tadir (4,8).

morfolojik
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Resim 1. Impresyon Sitolojisi. (PAS-
Hematoksilen, Orijinal biiyiitme X 41) GH:
Goblet Hiicresi.

Resim 2 (PAS-

Impresyon  Sitolojisi.
Hematoksilen, Orijinal biyiitme X 82) GH:
Goblet Hiicresi

Resim 3. Impresyon Sitolojisi. Multinukleer
konjunktival epitelial hiicreler (MNH) (PAS-
Hematoksilen, Orijinal biiyiitme X 164).
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Resim 4. Impresyon Sitolojisi. Yilan vari
kromatin (YVK) varligi. (PAS-Hematoksilen,
Orijinal bityiitme X 164).

Goblet hiicrelerinin sayimi igin Ornekler-
den rastgele alan segilir. 10x40°lik bilyiitme
alanina (10x40’lik biyiitmede bir mikroskop
alan1 0.19 mm?) diisen goblet hiicreleri sayilir.
Saymm 5 komsu mikroskop alaninda gergekles-
tirildikten sonra ortalama deger bulunur. Bu
sekilde 1 mm? alana diisen goblet hiicre sayis

hesaplanir.
Konjunktiva sitolojik basi ile hiicre
morfolojisi ve goblet hiicre yogunlugunu

incelemek i¢in degisik evrelendirme sistemleri
kullanilabilir  (3,9) (Tablo 3-5). En sik
kulanilan Nelson Evreleme sistemidir (Tablo
3). Bu smiflama da; Evre 0 normal sitolojiyi,
Evre 1 erken skuamdz metaplazi, Evre 2 ve 3
ise artan sgiddette ge¢ skuamdz metaplaziyi
belirtir.

Bunlara ek olarak konjunktiva sitolojik
basisinda inflamatuvar hiicrelerde  varsa
bunlarda kaydedilmelidir.
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Tablo 3. Nelson Evreleme Sistemi (3)
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Tablo 5. Saini Evreleme Sistemi (8)

Evre 0: Epitel hiicreleri kiiglik ve yuvarlaktir.
Sitoplazma eozinofilik boyanir niikleus biiylik ve
bazofiliktir. Niikleositoplazmik oran: 1/2’dir.
Goblet hiicreleri sayica fazla, yogun, dolgun ve
oval karakterde olup PAS pozitif sitoplazmalidir.
Evre 1: Epitel hiicreleri biraz daha biiyiik ve
poligonaldir. ~ Sitoplazma eozinofilik boyanir.
Niikleus biiyiimeye baslamistir. Niikleositoplazmik
oran: 1/3’tiir. Goblet hiicreleri sayica azalmis
olmasmna ragmen biyiiklikleri ayni, dolgun ve
oval, PAS pozitif sitoplazmalidir.

Evre 2: Epitel hiicreleri daha biiyiik ve poligonaldir.
Degisik boyanma gosteren sitoplazma ve nadiren
multiniikleus vardir. Niikleositoplazmik oran: 1/4 -
1/5 dir. Goblet hiicreleri sayica belirgin bi¢imde
azalmig, kiiglilmiis ve kaybolmaya baslamstir.
Hiicresel sinirlar1  belirsizlesmistir. Daha hafif
olarak PAS pozitif boyanma vardir.

Evre 3: Epitel hiicreleri ¢ok biiyiik ve poligonaldir.
Renkleri agiktir ve katlanmalar gosterir. Sitoplazma
bazofilik boyanir. Niikleus kii¢iik, piknotik ve cogu
hiicrede mevcut degildir. Niikleositoplazmik oran:
1/6’dan biiyiiktiir. Goblet hiicreleri ¢ok az yada
tamamen kaybolmustur.

Evre 1: Diizgiin bir tabaka halinde 6rnek, kiiglik
ve yuvarlak epitel nukleus/ sitoplazma orani:1 /2,
cok sayida koyu PAS pozitif boyanan goblet
hiicreleri.

Evre 2: Diizgilin bir tabaka halinde, daha biiyiik
poligonal epitel hiicreleri nukleus/ sitoplazma
orant: 1/3, sayisal olarak biraz azalmis fakat
halen koyu PAS pozitif goblet hiicreleri.

Evre 3: Daha biiyiik poligonal epitel hiicreleri ve
kiiglilmiis nukleus/sitoplazma orani siklikla hafif
boya alan az sayida goblet hiicreleri.

Evre 4: Yamalar tarzinda elde edilen Ornek
izerinde, piknotik c¢ekirdeklere sahip, biiyiik,
poligonal, bazofilik epitel hiicreleri siklikla hiicre

Tablo 4. Tseng Evreleme Sistemi (5)

Evre 0: Normal konjunktiva epiteli mavi yesil
sitoplazmali, nukleus/sitoplazma orant 1/1 olan
epitel hiicreleri ve bunlarin arasinda goblet
hiicreleri.

Evre 1: Keratinizasyon olmadan goblet hiicre
yogunlugunda azalma. Mavi-yesil sitoplazmali
epitellerinde hafif biiylime, nukleus/sitoplazma
orani 1/2-1/3 arasi.

Evre 2: Keratinizasyon olusmadan goblet
hiicrelerinde total kayip, tiim epitel hiicreleri orta
derecede biiylimiis ve yassilagsmig. Sitoplazmalari
mavi yesil ile hafif pembe arasinda ve
nukleus/sitoplazma orani: 1/4.

Evre 3: Erken ve orta derecede keratinizasyon, tim
epitel hiicreleri belirgin skuamdz yap1 almig, bazi
epitel hiicreleri goriiliir diizeyde keratin igermekte,
sitoplazmada metakromatik pembe renkte degisim,
cekirdek piknotik goriiniimde, nukleus/sitoplazma
orani 1/6.

Evre 4: Orta derecede keratinizasyon evre 3’teki
skuamoz ve metakromatik biiyiik epitel hiicrelerinin
arasinda yogun keratin flamanlar1 ve keratohiyalin
graniilleri iceren hiicreler, nukleus /sitoplazma
orani: 1/8.

Evre 5: flleri derecede keratinizasyon, cekik
sitoplazma ve daha yogun keratin flamanlari,
cekirdekler belirgin olarak piknotik veya litik
goriiniimde.

ici  keratin  gOriinimii, kaybolmus goblet
hiicreleri.
impresyon Sitolojisinin Tarihsel

Kullanim Alanlari:

Konjunktiva sitolojik basi yontemi ilk defa
1977°de Thatcher tarafindan kullanilmistir (2).
Thatcher gelistirdigi  yontem ile ¢esitli
konjunktivit  durumlarinda  konjunktivanin
sitolojik, eksfolyatif ve eksiidatif durumlarini
incelemis ve bu yontemin konjunktivitlerin
ayirict  tanisindaki  faydasmi  vurgulamustir.
Inflamasyon ya da mikroorganizma tipini
tespit etmeye calismis allerjik, viral veya
bakteriyel tabiattaki konjunktivitlerin ayirict
tanilarin1 aragtirmistir. Thatcher sitolojik basi
yontemi ile 6rnek aliminda ucunda polistren-
den yapilmis 8x1 mm’ lik disk seklinde
aplikatorii olan plastik spatiil kullanmisgtir.
Aplikatorii konjunktivanin degisik alanlaria
birkac saniyelik aralarla 10-15 kez dokundur-
mus, disk iizerinde toplanan siviyr Once
kurutmus daha sonra metanolle fikse ettikten
sonra boyayarak Ornegi lama yerlestirmis ve
incelemistir (2).

Konjunktiva sitolojik basisinin  temel
prensipleri ilk kez 1977°de Egbert ve
arkadaglar1 tarafindan belirlenmistir (1). Egbert
konjunktivanin yiizeysel hiicrelerini alabilmek
icin (fotograf filmi, duralon gibi sentetik
filtreler) ¢esitli yapigkan bantlar kullanmis,
deneyimler sonucunda sellilloz asetat filtre
kagidinin en uygun oldugunu bulmustur.
Egbert kullandigt MF-Milipor VS Seliiloz
asetat filtre kagitlarin1 2x6 mm’lik seritler
halinde kesmis, bir ucundan penset ile tutarak
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tizerinden cam bir g¢ubukla konjunktiva
ylizeyine 3-5 sn. bastirarak &rnek almistir.
Filtre kagitlarmin kurumasindan sonra goblet
hiicrelerinin sayimi1 icin PAS epitel hiicreleri-
nin morfolojisini incelemek i¢in hematoksilen
eozin kullanmigtir. %95’lik saf alkolle yikamig
lam {izerinde kuruttuktan sonra immersiyon
yagr ile filtre kagidim1 saydamlastirarak
mikroskop altinda incelemistir.

1979°da  Adams normal konjunktivanin
miikdz sistemini incelemek igin sitolojik basi
ve invivo india boya teknigi ile arastirmalar
yapmistir  (10). Adams sitolojik bast igin
0.025 um por biiyiikliigline sahip milipor
filtrelerini 3x12 mm’lik seritler halinde kesmis
ve plastik bir aplikatér yardimiyla alt tarsal
konjunktivaya 2-3 sn siire ile bastirmistir.
Adams filtre kagidinin parlak tarafi ile aldig:
orneklerde, cesitli formlarda pembe renkli PAS
pozitif miik6z deskuame olmus epitel hiicreleri
ve bakteriler, filtre kagidinin mat ylizeyi ile
aldig1 orneklerde ise diizenli bir sekilde epitel
ve goblet hiicrelerinin goriildiigiini bildirmistir
(10).

1980°de Marner ilk defa keratokonjunktivi-
tis sikkali hastalar1 bu yontem ile incelemistir.
Marner por biiyiikligii 0.025um olan milipor
MFVS  Sellilloz asetat filtre kagitlarim
Smm’lik yuvarlak parcalar halinde kesmis ve
cift tarafli yapigkan bantlarla plastik bir gubuga
tespit etmistir. Ornek aliminda esit miktarda
basing uygulamak icin plastik ¢ubuga tespit
ettigi tonometre aleti ile bulber konjunktivaya
2 sn. siire ile 25-30 mm Hg. basing uygulamis-
tir. Ornek alinan filtre kagitlarin1 havada
kuruttuktan sonra PAS ve Mayer’in hematoksi-
len boyasi ile boyayip ksilol ile saydamlastira-
rak incelemistir. Marner ilk kez keratokonjunk-
tivitis sikkali hasta gurubunda, konjunktiva
epitel hiicreleri c¢ekirdeklerinde snake-like
terimi ile tanimlanan yilanvari goriinlimdeki
kromatin  goriinlimiinii  bildirmistir. Hasta
gurubundaki  semptomlarin  ciddiyeti ile
yilanvari kromatin goriiniim siklig1 arasinda bir
korelasyon oldugunu diistinmiistiir (11).

Impresyon sitolojisi teknigi iizerine genis
arastirmalar yapan Nelson, sitolojik basi
teknigi ile 1982°de okiiler yiizey hastaliklart ve
okiiler pemphigoidi, 1983°de kuru goz
sendromunu, 1984°te normal gozler ve okiiler
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yiizey hastaliklarinda goblet hiicre yogunlugu-
nu incelemistir (6, 9,12). 6.2 mm. ¢apl selliiloz
asetat filtre kagitlarm1 mat ylizeylerini
konjunktivaya gelecek sekilde konjunktivanin
nazal ve temporal interpalpebral ve limbusa
yakin iist bulber konjunktiva ve alt palpebral
konjunktivadan 6rnekler almistir. Disk seklin-
de filtre kagitlarina aldigi Ornekleri sirayla
%95’lik alkol ile fikse ettikten sonra hematok-
silen ve PAS boyalarindan gegirip incelemistir.
Nelson ¢aligmalarinda goézyas1 eksikliginin,
travmanin ve inflamatuar hastaliklarin skuaméz
metaplaziye neden oldugunu gosterirken,
konjunktiva sitolojik basist ile primer ve
sekonder konjunktiva hastaliklarinin ayrila-
bilecegini bidirmistir.

Tseng adli arastirici, 1985 yilinda sitolojik
bas1 yontemi ile okiiler yiizey hastaliklarimi
incelemis, metaplazi siireci i¢in yeni bir
derecelendirme sistemi gelistirmistir (5). Tseng
klasik boya yontemleri ile goblet hiicre kaybi
ve bunu takiben giderek artan keratinizasyon ve
tabakalasmanin yeterince degerlendirilemedigini
bildirmistir. Tseng sitolojik bas1 ydntemi i¢in
%0.5 propakain damlattiktan sonra S5x5mm.
boyutlarinda kestigi HAWP 304 Tipi Selliiloz
asetat filtre kagidin1 kullanmugtir.  Aldigt
omekleri  %70‘lik  etil alkol  %37‘lik
formaldehit ve glisial asetik asitin 20:1:1
oranlarinda karistiritlmig soliisyonlarinda fikse
ettikten sonra Gill’in modifiye edilmis
papanicolau boyasi ile boyamistir (5).

Gotz ve arkadaglar1 1986 yilinda saglikl
gozlerdeki konjunktiva epiteli ile primer ve
sekonder Sjogren sendromuna  bagh
keratokonjunktivitis siccali hastalar ve kontakt
lens takan hastalar1 konjunktiva epitel
degisikligini  sitolojik  bast  yoOntemiyle
inceleyerek kiyaslamiglardir (13). Sjogren
sendromunda ve kontakt lens uygulanan
hastalarda skuam6z metaplazi, goblet hiicre
yogunlugunda azalma ve bazi hastalarda yilan
vari kromatin degisikligini gostermiglerdir.
Incelemelerini milipor VSWP tip selliiloz
asetat kagitlarin1 limbustan 3-5 mm uzakliktaki
iist bulber konjunktivaya uygulayarak yapmis-
tir. Aldig1 ornekleri fikse ettikten sonra
modifiye PAS hematoksilen ile boyamislar,
alkol ile dehidrate edip havada kuruttuktan
sonra incelemislerdir.
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Maskin ve ark. mukopolisakkaridozlarda
konjunktivanin basisi ve biyopsi yontemlerini
151k ve elektron mikroskobu ile karsilagtirmali
olarak incelemistir. Maskin, mukopolisakkari-
doz depo hastaliklar tanisi igin sitolojik bast
yonteminin kullanilabilecegini géstermistir (14).

Yine Wittpenn ve arkadaslari sitolojik basi
yontemini A vitamini eksikliginin erken tanisin-
da kullanilabilecegini bildirmislerdir. Vitamin
A tedavisinden sonra alinan konjunktiva
orneklerinde histolojik iyilesmenin impresyon
sitolojisi  yontemi ile gdsterilebilecegini
bildirmislerdir (15,16).

Cakmak ve arkadaglar1 yumusak kontakt
lenslerin konjunktiva yiizeyine etkisini impres-
yon sitoloji teknigi ile incelemis ve kontakt
lens kullanan bireylerde kontrol grubuna oranla
belirgin derecede skuaméz metaplazi, goblet
hiicre yogunlugunda azalma saptamislardir

(17).
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