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OZET :

: Bu makalerde Tip Fakiiltesi Sitogenik Laboratuvarinda uygulanan yéntemler rapor 7
 edilmektedir.

Periferik kan kiiltiirleriyle elde edilen mitotik kromozom preparatlari, énerilen
- genel yontemlerin aksine oda sicakli§inda basariyla G- ve C-bantlamaya iabi tutulmak-
_ tadir. Eide edilen preparatiar yapzsal kromozom analizleri icin yeterli rezolusyonu
saglamaktadiy.

; Bantlama z5lemler1mn oda szcaklzgmda yuruzulmesz bantlama kalitesinde standardi-
. zasyonu kolaylastirmaktadir,

- GIRIS :

’1960'!énn ba§lanndany itibaren periferik kan kiiltiirii yoniemlerinin gelismi insan
sitogenetik ¢aligmalarim hizla biiyiiyen bir ilgi alam ha]me getirmigtir. Bu gelismeler
iilkemizde de yakindan mlenmektedu ’

Hsu (1) ilk defa insanda kromozom sayisini 48 olarak rapor etmistir. Haiali
. olmasina ragmen bu rapor insan sitogenetiginde bir d6niim noktas: olusturmaktadir. Her
ne kadar rapor edilen kromozom sayis: yanligsada kuilamlan teknikler bu alanda yeni
ufuklar agmigtir. 1956'da Tijo ve Levan (2), 6nemli dlgiide Hsu'nun tekniklerini kullana-
~ rak embriyonik akciger fibroblast kiiltiirlerinde insan kromozom sayisini 46 olarak
~ gozlediler. Bu gézlemler ayni y1l Ford ve Hamerton'un (3) testikiiler biyopsi materyla-
linde de 23 ¢ift mayotik kromozom saymasiyla dogrulanmistir. 1956'da Ford ve Ha-
merton'un (4) béliinen hiicreyi metafazda durdurmak i¢in Colchicine ve 1960'da No-

- well'in (5) lokositleri blast hale = gegirmek icin Phytohemagglutinin (PHA)

(*) Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik A.B.D. Dog. Dr.
(**) Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ars. Gér.
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kullanmasiyla asag: yukan bu giin kullanilan sitogenetik tekniklerin temeli aulmugtir,
Daha sonra, preparat yapiminda havada kurutma (6) ve hxpotomk kullaniminin da (7) ek-
lenmesiyle teknik bugunku diizeyini ulagmigtir. .

Insan sitogenetiginde ikinci biiyiik asama 1970'lerde differential staining veya
bantlama denilen kromozomlarin farkli bolgelerinin farkli sekilde boyanmasiyla her
bir kromozomun kolayca taninabilmesidir. Béylece daha 6nceleri kromozomlann sayisal

. degisimlerinden kaynaklanan genetik hastaliklarin yanisira, 6zellikle hematolojik nite-
likli, diger genetik hastaliklaninda da teshis amaciyla kromozom analizlerinin kul-
lanilabilmesinde kap: aralanmig oldu (8).

Ik defa kromozom bantlama yonteminin temelleri Casperson ve arkadaglar1
tarafindan aulmistr (9). DNA'ya spesifik flouroscent bir boya olan Quinacrine mus- :
tard ile kromozomlar1 boyadiklarinda her bir kromozomun kendine 6zgii flouroscent
blantlar olusturdugunu goérmiiglerdir. Kullanilan boyanin adina atfen bu yonteme Q-
bantlama ad1 verilmistir. Benzer blantlama modelleri preparatlar boyamadan énce ge-
rekli muamelere tabi tutulursa Giemsa ile de elde edilebilmektedir. Bugiin G-

‘bantlama denilen bu yontem hemen hemen tiim sitogenetik laboratuvarlannda rutin
olarak kullaniimaktadir (10).

'G-bantlama y6nteminin yam sira karyotipteki belli kromozomlar iizerinde bulunan
belli fonksiyonel bolgeleri analizlemeye yonelik degisik bantlama yontemleri.de
gelistirilmigtir (10-11,12). Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Sitogenetik Laboratu-
varinda da G-bantlama yéntemi rutin olarak uygulanmaktadr.

Tiim blantlama y6ntemleri gibi G-bantlama da belli tip DNA molekiillerinin kro-
mozom boyunca organizasyonunu yansitmaktadir. Buntlama yontémleri kullanilan
boyanin kromozomu olugturan DNA tipleriyle degisik reaksiyonlar vermesi esasina
dayanmaktadir. A-T baz ciftleriyle zengin DNA segmentleri, C-G blaz ¢iftleriyle zen-
gin segmentlerle alternatif ~ bir sekilde kromozom iizerinde yerlesmis durumdadir. Bu
diizen hemen hemen tiim kromozomlar i¢in spesifik bir model olusturur. Ek olarak bazi
segmentler de kromozomlarin belli bolgelerinde kendilerini sik sik tekrar ederler. Bunun
sonucu olarak bantlama tekniklerinin gogunda dogrudan DNA iizerine etkin olan ajanlar

kullanilmaktadir (10).

Bu makalenin amaci laboratuvarimizda uygulanaﬁ sitogenetik yontemleri, uygula-
ma sartlanni ve ortamini tamtmaktir.

UYGULANAN YONTEMLER :

Mitoz Plaklalrimn Elde Edilmesi :

Kromozom preparatlar: direkt olarak kemlk iliginden veya periferik kan
kiiltiirlerinden elde edilmektedir. Periferik kan kiiltiirii i¢in uygulanan yéntem asagida
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6zetlenmistir.

1. Yaklagtk 1ml. heparinli venoz kan 5-6 ml. antibiyotik eklenmis ve yaklagik
%20 oraninda fotal dana veya koyun serumuyla takviye edilmig RPMI 1640 besiyeri-
ne. konulur. Lékositlerin boliinmesini tegvik etmesi igi phytohemagglutinin ortama
‘onceden ilave edilir.

2. Plastik, steril tiiplerdeki kan kiiltiirleri 37°C'de bir inkﬁbatﬁrde 70 saat bekleti-
lir. . '

3. 70. saatte kiiltiirlere 1-2 damla colchicine véya colcemid gibi bir mitotik
inhibitdr ¢ozeltisi (5g/ml) ilave edilir.

4. Kiltiirler tekrar inkiibatore konulur ve 72. saatten 6nce hipotonik ¢cOzeltiye
alir. 10-15 dakika sonra Carnoy fiksatifi ile tesbit edilir.

_ 5. Tespit isleminden éénra, kiiltiirler son kez santrifiijlenip; dipte kalan beyaz
pelet bir damlalikla temiz ve 1slak lamlara yayilir, boyanmadan 6nce kurutulur.

Kiiltiir yontemleri ile ilgili détayh bilgi icin (1 1,13;17)’ye bakiniz.

Boyama Yontemleri :

Laboratuvarimizda uygulanan boyama yontemlerinde Giemsa boyas: kul-
lanilmaktadir. Giemsa bilegimi itibariyle kompleks bir yapiya sahiptir. Bu nedenle
yapisinda bulunan boyar maddeler (Eosin, Azur B), degisik sartlarda (pH, 1s1 konsantra-
syon gibi), degisik yapilani degisik sekillerde boyayabilir. Bu nedenle boyanacak prepa-
ratlara uygulanan 6n muameleler, boyamanin sadece kalitesi agisindan degil, boyanan
~ bolgeler agisindan da 6nem tasimaktadir(10,11). Laboratuvarimizda Giemsa ile
gergeklegtirilen G-bantlama yontemi asagidaki gibidir. ' '

: 1. 1-2 giin siireyle havada kurutulup, yaslandirilan preparatlar Séransan tampo-
nu ile hazirlanmig % 0,05'lik Trypsin (Difco) ¢ozeltisi icerisinde 10-60 saniye bekle-
tilir, ' ' ‘ '
2. Tripsinden ¢ikartilan preparatlar akan musluk suyunda iyice calkalanir.

3. Fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig % 4'liik Giemsa cozeltisi igerisinde 4-5
dakika tutulur.

4. Preparatlar musluk sﬁyundav yikanir ve kurutularak incelenir. Saklanacaksa ka-

- patlma iglemine tabi tutulur. v
Regetede ad: gegen ¢ozeltilerin hazirlamist igin (11) ve (15)'e bakimiz.

99



C-bantlamada da G-bantlamada oldugu gibi kromozomlarin heterokromatin
bélgeleri koyu boyanmaktadir. G-Bantlamadan farkli olarak sentromerler ve Y kromozo-
munun distal ucu da boyanabilmektedir. Ayrica oldukga yiiksek oranda repetitif DNA
iceren satellitleri vé bazt GC ciftlerince zengin segmentleri boyayabilmektedir (10): ’

. C-bantlama igin alkali bir Giemsa ¢zeltisi (pH=10.4) kullamimaktadir. Asagidaki
prosediir Aghamohammadi ve Savage (18,19)'dan modifiye edilmistir.

1. Havada kurutulmus preparatlar fosfat tamponu ile taze hazirlanmig % 7.5 luk
Giemsa ¢ozeltisine (pH=10,4) baurilir. Ortalama 4-5 dakika beklenir. Tamponun PH'
- g ayarlanmasinda NAOH veya Ba(OHy yerine 1N NHz20H kulaniimaktadur.

2. Boyadan ¢ikaruilan pref)aratlar musluk suyunda iyice yikanir.

3. Kurutulup, aseton-ksilol ve ksilol serilerinden sonra Kanada baslanu veya
entellan ile kapatilir. )

Ayrica kromozomlardaki sayisal degisimleri, kiriklan ve agikliklan (gap) analizle-
mek icin de, fosfat tamponu (pH=6.8-7.0) ile hazirlanmig % 4'liik Giamsa cozeltisi ile
tiim boyama yapilmaktadir.

Kromozomal Analizler Ve Kullamilan Teknikierin Uygulanmas: :
Kromozomal anomaliler iki gruba 'aynhr':

1- Sayisal degisimler
2- Yapisal deisimier

insan genetigi acisindan ele aldifimizda kromozomlarda meydana gelen bu
degisimlerin hemen hemen hepsi gerek homozigot, gerekse heterozigot durumda,
¢esitli saglik sorunlarina neden olduklarindan sonraki nesillere aktariima ganslari ok
diisiiktiir. Aneuploidi denilen sayisal deZisimlerin biiyiik bir kismi tastyan bireyde cesitli
gelisim bozukluklarina neden olur. Bu bireyler bazi kongenital malformasyonlarla dogar
ve kisa bir yasam stirebilirler.

~ Diger taraftan-yapisal kromozom anomalileri (delesyon, duplikasyon, in-
versiyon, transiokasyon), sayisal anomalilér kadar garpici, kolay taninabilen ano-
‘maliler olmamakia beraber, yaraiifi saghk sorunlari agisindan daha gok ilgi
cekmektedir. Ozellikle heterozigot durumda genetik transmisyonun miimkiin olugu,
bazen fenotipe yansimalari ve gelisimin ileri safhalarina kadar ertelenebilmeleri toplum
saghgi agisindan da 6nem tagimaktadir. ‘

Gerek sayisal gerekse yapisal anomalilerin bazilan organizmada mozaik olarak- da :
bulanibilirler. Bu durumda sitogenetik yontemlerle taninmalan ancak ilgili doku ve/veya
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organlardan alinacak materyalin kiiltiirii ve incelenmesi ile miimkiindiir.

_ Mezaisizm durumunda mozaiklik gonadlar1 da etkilerse, eger steriliteye neden
olmamigsa gelecek nesillere de aktarilabilir. :

Bu genel bilgiler 1§1gmda laboratuvanmlzda uygulanan yontemler gerek sayisal ge- -

rekse yapisal kromozom anomalilerinin: analizine bliiyiik dlgiide imkan vermektedir.
Diger bir deyisle periferik kan elemanlarindan I6kositlerin kromozomlarina yansiyan

xromozom anomalilerini incelemek miimkiindiir. Bununla beraber preparat kalitesi ve
kullandigimiz mikroskobun kalitesi dzellikle yapisal degisimlerin incelenmesinde nem
agimaktadir. Uygulaldigimiz yontemlerin total rezoliisyonu 300-350 bantlik preparatlar-
da tek bir banda kadar inebilmektedir. Klinik bulgularin.yonlendirmesi halinde ve
siipheli durumlarda senkronize kiiltiirlerle yiiksek resoliisyonlu bantlama (High reso-
lution banding) yapilabilmekte ve band sayist 1200'e kadar ¢ikarilabilmektedir. Bu
 durumda subbantlan incelemek miimkiin olmaktadir. Bantlarin incelenmesi ve karyotip-
- lerin yapilmasinda ISCN (21,22) sistemi uygulanmaktadir.

Laboratuvanimizda uygulanan G- ve C-bantlama yontemlerinde kromozomlarnn
A-T baz ¢iftlerince zengin heterokromatik bolgeleri boyanmaktadir. Uygulama agisindan-
 buiki bantalama yéntemi benzer sonuglar vermekle bereber; C-bantlamada bazi G-C'den
zengin segmentler de boyanir. G-bantlamadan farkl: olarak C-bantlama ile setromerler, Y
kromozomunun distal ucu ve satellitler de boyanir. Her ikisinde de replikatif DNA
- boyanmaktadir. Fakat C-bantlamada S-fazimin son agamasinda sentelenen DNA'nin
boyanmasi, Kardes Kromatid Degisimi (SCE) analizlerinde G-bantlamadan daha
kullanighdir (10,11).

SONUC :

Laborutuvarimizda uygulanan sitogenetik yontemler genel olarak kiliniklerden ge-
lebilecek rutin isteklere cevap verebilecek diizeye ulagmistir. Bu yontemlerin uygulana-
bilmesinde en kritik asama kiiltiir asamasidir. Bu agamanin basarisi igin gerekli tiim
cabanin sarfedilmesi gereklidir. Bu iglemde kargimiza ¢ikan en 6nemli sorun kontaminas-
yon olmaktadir ki; bunun da kaynagl genellikle hastadan 6rnek alinmasi sirasinda gerekli

titizligin gosterilmemesidir. Ikinci 6nemli problem, alinan 6rnegin laboratuvara gereken
 siiratle ulagtinlamamasidir. Bu durum biiyiik oranda hiicre 6limlerine neden olmakta ve
blast saymi diigiirmektedir. ‘

Periferik kan kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalar; periferik kan hiicrelerine
yansimayan mozaik durumlar diginda hemen hemen her tip kromozomal anomahmn
taninmasina yeterlidir. .
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SUMMARY :

" DESCRIPITION AND EVOLUATION OF THE CYTOGENETIC
METHODS IMPLIMENTED FOR THE CYTOGENETIC LABORATORY
OF THE FACULTY OF THE MEDICINE OF ATATURK UNIVERSITY

In this paper, cytogenetic methods implimented in the cytogenetlc laboratory of
the faculty of medicine are reponed

On the mitotic chromosome silides obtained from peripheric whole blood micro-
cultures

G- and C-bandings were succefully applied at room temperature contrary to the wi-
dely suggested head pretreatments. The slrdes were provided satisfactory resoluuon for -
structural chromosome analysis.

Carriying out the whole procedures at room temperature simplifies the standardiza- ;
tion in banding quality. ‘
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