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Ozet

Klinik sitogenetik, insan kemik iligi, fibroblast hiicreleri ve lenfosit hiicrelerini dis ortamda iiretip metafaz agamasinda durdurmak sureti ile
mikroskop preparatlart hazirlanmasi, bu preparatlarin boyanmasi, kromozomal bantlarin elde edilmesi ve insan kromozomlarinin sayisal ve
yapisal olarak degerlendirilmesi ¢aligmalari olarak 6zetlenebilir. Klinik sitogenetik c¢aligmalar: goriiste basit bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasini
takiben yapilan preparat boyanmasi gibi basitge dzetlense de, aslinda zahmetli, sabir isteyen, uzman ve tecriibeli laboratuvar personeline ihtiyag
duyulan, hassas, kimi zaman iklim ve bolgesel kosullar tarafindan bile etkilenen siiregleri icerir. Dolayisi ile sitogenetikte yeterli ve kaliteli
metafaz alani elde etmek zordur. Bu nedenle bu ¢alismada sitogenetikte yeterli say1, kalite ve yiiksek bant ¢oziiniirliigiinde metafaz alani elde
etmek i¢in yapilmast gerekenlerden bahsettik. Periferik kan ve kordon kani hiicre kiiltiirii ile hiicre iiretim agamalar1, boyama prosediirleri
karsilastirilarak, en etkili yontemler ve bu asamalarda dikkat edilmesi gereken noktalar belirtildi. Klinik sitogenetikte hangi drnek ¢alisiliyorsa
¢alisilsin en kritik asama hiicre kiiltiirii evresidir. Numunenin alinmasi, numunenin durumu, ekim agamasi, ekim sonrasi inkiibatorde tireme ve
enfeksiyon takibi, kan kiiltiiriinde inkiibatérde bulunan 6rnegin ¢okelmesinin 6nlemesi, besiyeri se¢imi, besiyeri takibi, fiksasyon agamasinda
¢ok yavas metanol-asetik asit eklenmesi 6zellikle onem tagimaktadir.
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Points to Be Considered to Obtain Quality Metaphase Area in Clinical Cytogenetic
Laboratory

Abstract

Clinical cytogenetics, production of human bone marrow cells, fibroblast cells and lymphocyte cells in vitro, preparation of microscope
preparations and stopping in the metaphase stage this cells, staining of these preparations, obtaining of chromosomal bands and quantitative and
structural evaluation of human chromosomes can be summarized. Clinical cytogenetic studies involve processes that are sensitive, sometimes
even influenced by climate and regional conditions, which are simply summarized by a simple cell culture study following a simple cell culture
study, but in fact require laborious, patient, expert and experienced laboratory personnel. Therefore, it is difficult to obtain sufficient and high
quality metaphase area in cytogenetics. For this reason, we mentioned in this study what to do in order to obtain metaphase field in cytogenetics
in sufficient number, quality and high band resolution. The most effective methods and the points to be noted in these steps were determined
by comparing the staining procedures of cord blood, peripheral blood cell culture with cell culture stages. If the sample is studied in clinical
cytogenetics, the most critical stage of the study is the cell culture stage. Addition of methanol-acetic acid is particularly important for the
sampling of the sample, the state of the sample, the stage of sowing, the growth and infection in the post-sowing incubator, the prevention of
precipitation in the incubator in the blood culture.
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GIRiS

Genetik arastirmalar genom projesinin
gerceklestirilmesi, insan genetik yapisinin tamamiyla
ortaya konulmasiyla giiniimiizde biiyilik ilerlemelere tanik
olmustur. Mevcut aragtirmalar 1s1§inda kanser ve diger
bir¢ok hastaligin temelinde hiicre boliinmesini ve replikayon vucut yapist ile ilgili) ve gonozomal (cinsiyet ile
mekanizmalarinin regiilasyonu kontrol eden genlerde ortaya ilgili) olarak degerlendirilmekteydi. Fakat giiniimiizde
cikan mutasyonlarin neden oldugu ortaya konulmustur [1]. bu simflandirmadan  vazgegilmistir  [4]. ~ Giintimiizde
Bu gelismelere ragmen genlerin ortaklasa etkilesimleri, kromozomal anomaliler yapisal ve sayisal olarak iki farkli
aktivite alanlar1 ve senkronizasyonlar1 tamamiyla ¢oziilmiis kategoride ~ degerlendirilmektedir. ~ Sayisal =~ anomalilere
degildir. Genom projesinin sagladigi biiyiik miktardaki ornek verilecek olursa toplumda diger genetik anomalilere
verinin artik giinlimiizde yorumlanip, metabolizma ve genetik nazaran en yaygin goriileni Down sendromu (trizomi 21)

sitogenetik arastirmalar rutin sitogenetik laboratuvarlarinda
gerceklestirilmektedir [3]. Konvansiyonel klinik
sitogenetik aragtirmalari rutin olarak yaklasitk 50 yili
agskin bir siiredir devam etmektedir. Bu c¢alismalarin
baslangicinda kromozomal anomaliler otozomal (genel

hastaliklarin genetik mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi
icin biyoinformatik bilimi ortaya ¢ikmustir [2].

Biitiin bu gelismelerin dncesinde ¢ogu hastaligin ilgili
oldugu gen ve kromozom bolgeleri neredeyse tamamen
aydinlatilmistir.  Bu  hastalaliklarla ilgili  molekiiler

vakasidir. Trizomi 18, trizomi 15, trizomi X, tetrazomi X
digerlerine ornek verilebilir. Cinsiyet kromozomlarinda
ortaya ¢ikan monozomi, trizomi ve tetrazomiler genel olarak
yasamla bagdagmakla birlikte lireme ve zeka sorunlarina
neden olmaktadir. Otozomal kromozomlarin trizomileri
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ciddi metabolik ve yapisal hasarlara neden olabilmektedir.
Yapisal anomalilerin baginda translokasyon gelmektedir.
Translokasyonlar neticesinde parga kaybi olmamigsa
dengeli translokasyon, eger parca eksilmigse dengesiz
translokasyonlardan bahsedilir. Dengesiz translokasyonlar
delesyonlara neden olacagi i¢in prenatal sitogenetikte
olduk¢a oOnemlidir [5]. Yapisal anomalilerin digerlerine
inversiyonlar, delesyonlar ve duplikasyonlar &rnek
verilebilir. Her ne kadar yapisal yeniden diizenlenmeler
dengeli olarak degerlendirilse de kopma ve yapisma
bolgelerinde olabilecek muhtemel gen hasar ve kayiplari
ihtimali her zaman i¢in mevcuttur. Marker kromozomlar ise
sentromer bdolgesinin varligr veya yokluguna bagl olarak
vucut hiicrelerine esit olarak dagilmamakta etkileri ise
heterokromatin ve okromatin bdlge varligina bagli olarak
degismektedir [6].

Giinlimiizde yukarida bahsedilen triploidi, translokasyon,
inversiyon, duplikasyon, delesyon ve marker kromozomlar
gibi yeniden diizenlenmeler molekiiler yontemler ile de
tespit edilmektedir. Fakat bu molekiiler yontemler sadece
belli kromozom ve kromozom bélgelerine 6zel oldugundan
dolay1 hastanin biitin kromozomlarinin normalligi veya
anormalligi konusunda karar vermemizi saglamaz. Ayrica
sitogenetik ve molekiiler genetik testlerinin birbirlerini
destekler bigimde uyumlu olmalar1 hastalik hakkindaki
taniy1 gliclendirmektedir [7].

Sitogenetik testler hasta karyotipinin belirlenmesi
konusunda alternatifsiz olmakla beraber sonuglarin nispeten
uzun siirede ¢ikmasi, deneyimli laboratuvar personeline
ihtiya¢g duyulmasi, mevsimsel dongiilerden etkilenmesi
ve ¢ok asamali olmalart giigliikler yaratmaktadir [8]. Bu
nedenlerden dolayr mevsimsel ve bolgesel farkliliklara
dayali laboratuvar optimizasyonlarinin iyi yapilmasi ve sinir
degerlerinin belirlenmesi, FISH ¢aligmalarinda labaratuvar
hata oranin1 veren cut — off iyi hesaplanmast sonuglarin
giivenligi ve kalitesi agisindan 6zellikle onemlidir [9].

Bu yazida dogum oOncesi ve erigkin hastalarin genetik
testlerinde kullanilan konvansiyonel sitogenetik testlerinden
kan kiiltiiriinden bahsedilecektir.

MATERYAL VE METOT

Periferik kan Kkiiltiirii: Besiyeri Ortami olarak
Rpmi 1640 (100 ml), Fetal Calf Serum (20 ml),
Penicilline-Streptomycin (2 ml), L-Glutamine (2 ml),
Phytohemaglutinin ( 3 ml ), Kolsemid: 2-3 Damla,
Hipotonik: (0.075 M Kcl ), 0.56 G Bidistile Su, 100 ml
Fiksatif: Glasial Asetik Asit 1 Hacim Methanol 3 Hacim
gereken malzemelerdir. Steril enjektére 0.5 ml heparin
cekilir. Enjektor heparinize edildikten sonra hastadan en az
2-3 ml veno6z kan alinir. Ekim agamasi laminar flow’da steril
kosullarda gerceklestirilir. Steril konik kiiltiir tiipiin {izerine
hastanin adi, soyadi , ¢alisilan yontem, tarih , saat yazilir.
Steril kosullarda icinde besi ortami bulunan konik kiiltiir
tiiptine 9-11 damla damlatilir. Kapak kapatilir. Tiip hafifce
alt-tist edilerek karigimi saglanir [10]. Bu miktar bebekler
i¢in 5-6, kordon kani igin 3-5 damladir. Tiip 37°C etiivde
72 saat bekletilir. 70. saatte (ya da 67-68. saatte) enjektore
¢ekilmis kolsemidden 2-3 damla kiiltiir ortamina damlatilir.
Tiip igerigi hafifge karistirilir. 2 saat (ya da 75 dakika ) 37°C
etiivde bekletilir. Tiip etiivden ¢ikartilarak 10 dakika 1.000
rpm de santrifiij edilir. Tipiin dibinde yaklasik 1 ml kalacak
sekilde supernatant pastor pipeti ile atilir. Dipte ¢okmiis
sekilli elemanlar tizerine 0.075 M KClI soliisyonundan 5 ml
eklenir. 20- 35 dk etiivde bekletildikten sonra 1.000 rpm

de 10 dakika siireyle santrifiij edilir. Supernatant atildiktan
sonra hiicre kiimesinin tizerine mikser kullanilarak soguk ve
yeni hazirlanmis fiksatiften damla damla 5 ml eklenir. Bu
asamada +4° C de bir gece veya -20° C’de 30 dk. bekletilir.
Fiksatifile yikama islemi en az 3 kez tekrarlanir. En sonunda
hiicre kiimesi beyaz bir renk aldiktan sonra supernatant atilir.
Yaklasik 0.5 ml kadar birakilan ¢okeltinin tizerine 0.5-1.0
ml fiksatif eklenir. Hiicreler pastor pipetiyle yavas yavas
pipetaj yapilarak karistirilir. Daha 6nce hazirlanmis soguk
ve 1slak lamlara 45°° lik a¢1 ile 3-4 damla damlatilarak
yayim saglanir. Preparatlar bantlanma teknikleri uygulamak
iizere kapali bir yerde saklanir [11-12]. Kuruyan preparatlar
Tripsin-Giemsa Bandlama yontemi ile boyanir. Bu yontem
icin gerekenler: PBS soliisyonu (Phosphate buffered saline).
PBS hazirlamak i¢in: 1 litre distile su i¢ine 8 gr NaCl, 0,2
gr KCl, 0.2 gr KH,PO,, 2.319 gr Na,HPO,.12 H,O eklenir.
A solusyonu hazirlamak igin: 1 litre distile su i¢inde 9.073
gr KH,PO, karistirtlir. B solusyonu hazirlamak igin: 1 litre
distile su iginde 11.87gr Na,HPO,.2 H,O ya da 23.864 gr
Na HPO,.12 H,0O karstirilir [13-14]. YONTEM: 1) 5 adet
saleye sunlar konur.Birinci sale: 40 mgr Tripsin, 80 ml PBS,
Ikinci sale: 80 ml PBS, Ucgiincii sale: 53 ml A soliisyon, 47
ml B soliisyonu, 2 ml Giemsa boyasi, Dordiincii sale : Su,
Besinci sale : Su 2) Preparantlarin bekleme siiresine gore
Tripsinde bekletilme siiresi deneme preparatlari ile belirlenir.
3) 1. Saleden ¢ikarilan preparatlar 2. Salede yaklasik 15 sn
calkalanir ve Giemsa salesine konur.4) Giemsa boyasinda
6-10 dakika tutulduktan sonra preparatlar 4 ve 5. salelerdeki
distile sulardan gegirilerek kurumaya birakilir. 5) Boyanmis
preparatlarin 151k mikroskobunda sayim ve analizi yapilir
[15].

BULGULAR VE SONUC

Yontem kisminda anlatilan standart kiiltiir ve boyama
prosediiriinde asagida belirtilen noktalara dikkat edilirse her
preparatta 60-70 adet, ¢oziiniirliigli iyi metafaz alani elde
etmek miimkiin olur (Sekil 1).

l. Vendz kan aliminda, kan en uygun damardan zor-
lamadan ideal bir bigimde alinmalidir. Kan alimi 6ncesi en-
jektor heparin ile yikanmali, igerisine 0,5 ml heparin ¢ekil-
melidir. Kan alimindan hemen sonra enjektor elde agagi yu-
kar1 gevirilerek heparinin alinan vendz kana karigmasi, ho-
mojen hale gelmesi saglanmalidir. Miimkiin ise alinan kanin
o giin iginde ekimi yapilmalidir. Eger bekletilecekse +4 C’de
saklanmasi uyundur. Kan prenatal tan1 i¢in kullanilacak kor-
don kani ise alinmasini miitakip KClI ile fetal-maternal olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in o anda test edilmelidir. Kan
kiiltiirtiniin basarili olabilmesi i¢in hastanin o esnada kullan-
mis oldugu ilaglar ve tedavi varsa bilinmesinde fayda vardir.

II.  Kan ekimi laminar flow kabininde yapilmalidir.
Ekim esnasinda tiiplerin agz1 bek alevinden gegirilmelidir.
Kan kiiltiirinde enfeksiyon nadir gozlenen bir durumdur,
fakat sterilizasyona dikkat etmekte fayda vardir. Ekimden
once enjektor ucu ¢ikartilmali, enjektdr agzindaki 3-4 dam-
la kan disar1 atilmali, enjektoriin pistonu 1 ml hava boslu-
gu kalacak sekilde geri ¢ekilmeli, bu sekilde hava boslugu
olusturulan enjektdre ucu tekrardan takilarak, enjektor 5-6
defa yukar1 asag1 dondiiriilerek i¢indeki kan Srneginin iyice
karigmasi saglanmalidir. Bunun nedeni eritrositlere gore ¢ok
az oranda bulunan lemfositlerin kan 6rnegi icinde homojen
dagilmasinin saglanmasidir. Kan ven6z kan ise 10-11 damla,
kordon kani ise 4-5 damla 5 ml besi yerine ekilmedir. Ekim
sonrasinda falkon tiipii agz1 hizlica bek alevinden gegirilmeli
ve beklemeden kapagi kapatilmalidir. Ekim tiipli 3-4 defa
nazik¢e yukari-asagi cevirilerek karigmasi saglanmalidir.
Tiiplere isim yazma ekim oncesinde yapilmalidir. Ekim ya-
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pilaca tiip ve icinde kan bulunan enjektor drneklerin karig-
masini 6nlemek i¢in deney tiipii standina arkali 6nlii yerles-
tirilmelidir.

Ill.  Kan ekimi yapildiktan sonra ¢ikarim islemi yapi-
lincaya kadar her giin, giinde iki defa falkon tiipleri inkiiba-
torden gikartilarak 3-4 defa alt tist edilerek hafif¢e karismasi
saglanmalidir. Bu sekilde kan kiiltiriiniin ¢okerek iremenin
yavaglamasi 6nlenmis olur, daha fazla sayida metafaz alani
elde edilir.

IV.  Kan ekiminden 48 saat sonra damlatilarak ¢ika-
rim giinii metafaz sathasinda daha uzun kromozomlar elde
edilir, bu sayede yliksek bant seviyesini gdrmek miimkiin
olur.

'a.‘ N\ 5 ‘.‘\
i ;.‘;; o }f Bl

Sekil 1. 550-600 bant seviyesinde high resolution
bantlama ile hazirlanmig 46 XX kromozom kurulusuna
sahip normal konstitiisyonel karyotip fotografi (orijinal).

V. Kiiltiirtin 70. Saatinde 2-3 damla kolsemit eklenir
hafifce calkalanarak karistirilir. 2 saat bekletilir, 10 dakika
1.000 rpm de santrifiij edilir, lizeri plastik pipet ile atilir, ¢6-
kelti iizerine ¢ok fazla sarsmadan vortekslenerek hipotonik
eklenir, tekrardan inkiibatore konur. 20 dakika bekletilir. Hi-
potonik siiresi kisa olursa hiicre patlamaz kromozomlar i¢
ice geger ve boyanma basarisiz olur. Hipotonik siiresi uzarsa
kromozomlar daha siskin, metafazlar dagilmis halde gozle-
nir, tam saha elde etmek zorlasir. Hipotonik ¢ozeltisinin si-
caklig1 37 C olmalidir. Bu nedenle ¢ikarim yapilacak giintin
sabah1 hipotonik ¢dzelti inkiibatore konulmalidir.

VI.  Hipotonik siiresi dolan kiiltiir tiipleri 10 dakika
1.000 rpm de santrifiij edilir @istleri pipetle atilir, vortexte
cok yavas damla damla soguk fiksatif (metanol — asetik asit)
eklenir. Her 2-3 saniyede en fazla 1 damla fiksatif eklenme-
lidir. Bu esnada tiip siirekli vortekste spin hareketi yapiyor
olmalidir. Tiipiin dibindeki ¢okelti ve fiksatif karigimi 1,5
— 2 ml oluncaya kadar fiksatif yavas eklenmelidir. Biitiin
tiplerin ilk 1,5 — 2 mI’lik fiksatif ekleme islemi bitince ikin-
ci fiksatif ekleme turuna gegilmelidir. Ikinci turda fiksatif
biraz daha hizli eklenebilir. Tiiplerin i¢indeki ¢ozelti 5 ml
olunca tiipler, tiip sporu iginde -20 C’de derin dondurucuya
konulmalidir. En az 1 giin derin dondurucuda bekletilen
ornekler 1.000 rpm de santrifiij edilip Gstleri pipetle atildiktan
sonra tiizerine soguk fiksatif eklenerek yikanmalidir. Tiip
icerisindeki ¢ozelti tamamen saydamlsincaya kadar yikama
islemi 2-3 defa yapilmalidir.

VIl.  Yayma yapilacak giliniin 6ncesinde lamlar distile
su i¢inde salelere yerlestirilmeli ve -20 C donmalar1 sag-
lanmalidir. Donmus lamlarin saleden ¢ikarilabilmesi igin
yaymadan 1 saat Once ¢ikarilan salelerin kismi ¢oziinmesi
saglanmalidir. Lamlar olduga soguk olmalidir. Aksi takdirde

yapisma ger¢eklesmez.

VIIl.  Yaymadan once tiipler 1.000 rpm de santrifiij edi-
lip tistleri pipetle atilmalidir. Tiip i¢inde 2-3 mm kalinliginda
krem rengi ¢okelti tstinde 1-1,5 ml fiksatif birakilmalidir.
Plastik pipetle 4-5 defa pipetaj yapilarak ¢okeltinin fiksatif-
te homojen ¢oziilmesi saglanmalidir. Sonrasinda 40-45 cm
yiiksekten soguk lam {izerine Z ¢izerek damlatilmalidir. In-

kiibator tepsisine yerlestirilen yayilmis lamlarimn inkiibatorde
kurumasi saglanmalidir. Cok fazla h-kuruyan preparatlarda
kromozomlar ¢ubuk goriiniimiinde olur ve boyama sonrasin-
da bant gézlenmez, tamamen koyu renkte olur. Az kuruyan
preparatlarda kromozomlarin kenarlari ipliksi ¢ikintili rulo
firga goriiniimiinde, siskin olarak gozlenir. Bant olugmaz.

IX. Boyama esnasinda preparatlar oda sicakliginda
olmalidir. Preparat sicakligi tripsin siiresi i¢in Snemlidir.
Tripsin siiresi uzarsa kromozomlar tamamen eriyecegi i¢in
silik bir goriintii olusur, kisa tutulursa yeterince bantlasma
gozlenmez. Tripsin ¢6zeltisi boyama giinii sabah taze hazir-
lanmalidir. Tampon ¢6zeltisi i¢cinde ¢dzlinen enzim soliisyo-
nu boyamadan 3-4 saat 6nce 37 C’de inkiibatorde bekletil-
melidir. Her laboratuvar tripsinde bekletme siiresini kendi
kosullarma gore belirlemelidir.

X.  Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerlerinin saklan-
masina ve tarihlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihi
yaklasan besiyerlerinin daha verimsiz oldugu goriilmistiir.
Besiyerlerinin rengine dikkat etmek gerekir, 6zellikle sari
renge kayanlarda hi¢ tireme olmamaktadir. Aslinda besi-
yerinin pH degerini gosteren boya indikatorleri pH degisen
besiyerleri hakkinda kullaniciy1 uyarmaktadir. Vakti dolma-
ya yakin besiyerlerine L glutamin eklemekte fayda vardir.
Hipotonik, tampon, boya, fiksatif ¢ozeltileri hazirlaninca
lizerine hazirlanma tarihi not diisiilmelidir. Laboratuvarda
kullanilan distile suyun safligindan ve cam malzemelerin
camasir suyu, deterjan ve mineral kalintis1 icermediginden
emin olunmalidir. Cam malzemeler ¢esme suyundan gegiril-
dikten sonra mutlaka distile sudan gegirilmelidir.

TARTISMA

Klinik sitogenetik calismalari, kromozomlarin
sayisal (trizomiler), yapisal (inversiyon, translokasyon,
ring kromozom, izokromozom) anomalilerini, belirli bir
seviyeye kadar delesyonlari, kromozom varyasyonlarin
belirlenmesi saglar. Bu sayede biiyiikk oranda prenatal
tantya  yardimci  olurken, infertilite  hastalarmin
durumlarinin netlestirilmesinde veya bu hastalara uygun
genetik danigma verilmesini saglar. Sitogenetik sonug
biitlin kromozomlara ayni anda bakma firsati verdigi
icin kapsayict ve klinik acidan ¢ok oOnemlidir. Fakat
800 bant seviyesinde dahi mikrodelesyonlar1 gérmek
mimkiin olmadig1 i¢in, delesyonlar bu sonug ile ekarte
edilemedigi i¢in hastanin durumuna gore molekiiler genetik
yontemleri ile desteklenmesi gerekebilir fakat genetik
tanida ilk ve mutlaka bagvurulmasi gereken yontemdir.
Bu nedenle 6zellikle periferik kan kiiltiirii laboratuvarda
yogun olarak caligilmaktadir. Periferik kan kiiltiiriiniin
asamalarmin inceliklerinin iyi bilinmesi, hastalarin tekrara
gitmemesi, yeterli alan olmasindan dolay1 sonucun hizli
cikmas1 laboratuvar calisanlarmin ytikiinii azaltacak ve
zaman israfinin Online gegecektir. Bu c¢alismada siireler
her laboratuvar i¢in degisiklik gosterebilir, bu nedenle
her merkez kendi iklim kosullarina gore, laboratuvarda
kullandiklart alet ve ekipmanlarin durumuna gore prosediirii
optimize etmelidir.
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