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A.SITOGENETIK LABORATUVARI

Universitemiz ~ Sitogenetik  birimimiz, kromozomlarla iligkili yapisal ve/veya sayisal
diizensizliklerin neden oldugu hastaliklar1 bulunan hasta ve ailelerine dogum sonrasi (postnatal) ya da bu
tip hastaliklar acisindan riskli gebeliklerde dogum oncesi (prenatal) donemde tani konulabilmesi igin
gerekli laboratuvar hizmetleri sunmaktadir. Ayrica Molekiiler Sitogenetik Laboratuvari'nda rutin
uygulamalara gore daha kisa silirede ¢ok daha fazla hiicreyi analiz etmeye, kanser genetigi ve prenatal

tanida daha hassas ve hizli sekilde hizmet vermeye olanak saglayan FISH yontemi de kullanilmaktadir.

Sitogenetik hizmetleri anabilim dali biinyesinde bulunan sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
laboratuvarlarinda yiiriitiilmektedir. Sitogenetik birimimizde yapilmasi istenen tiim sitogenetik tetkikler
icin hekim tarafindan endikasyon konmasi gerekmektedir. Aile veya hastalarin bireysel bagvuru yapmalari
durumunda, oncelikle klinik genetik polikliniklerimizde hekimlerimiz tarafindan endikasyon uygunlugu

acisindan degerlendirmeler yapilmaktadir.

Sitogenetik analizlerde kullanilacak 6rnek cesitleri, analizlerde kullanilacak teknikler ve testlerden
cikacak potansiyel sonuglarla ilgili bilgiler yani sira hasta ve ailelerinin danismak istedigi tibbi konular
hekimlerimiz tarafindan agiklanmaktadir.

Misyonumuz; laboratuvarimizda uluslararasi kalite standartlarina ve etik kurallara uygun olarak,
bilimsel veriler 15181nda, giivenilir, kaliteli, verimli bir hizmet sunmaktir.

Vizyonumuz; giiven, sayginlik konusunda lider, referans ve ulusal standartlara uygun bir
laboratuvar olmaktir.

Sitogenetik testler saat 08:00°de c¢alisilmaya baslanir. Laboratuvarimizda her tekniker her isi

yapabilecek sekilde egitilmistir. Caligmalar uluslar aras1 yontemlere uygun sekilde ¢alisilir.



B. SITOGENETIK LABORATUVARI’NDA KALITE KONTROL CALISMALARI:

1. iC (INTERNAL) KALITE KONTROL:
I¢ kalite; sonuglar1 dnceden bilinen normal ve patolojik olan hastalarin rnekleri alinarak yeniden calisilir.

Elde edilen preparatlar incelenerek yeniden analiz edilir. Eski sonuglarla karsilastirilir.

2. DIS (EKSTERNAL) KALITE KONTROL:
Sonuglar1 onceden bilinen normal ve patolojik olan hastalarin 6rnekleri alinarak calisilir. Elde edilen

preparatlar ........... laboratuarinda analiz edilir ve ¢ikan sonuglar karsilastirilir.

C. SITOGENETIK LABORATUVARI’NDA CALISILAN TESTLERIN ISTENMESI:
Hastanemiz ilgili polikliniklerinin doktorlar1 tarafindan HBY'S’ye(Hastane Bilgi yonetim Sistemi)girilerek
tetkik adi1 veya tetkik kodu ile istem yapilir. Testlerin tam ve zamaninda c¢ikmasi igin test girisleri tam

eksiksiz yapmalidir. Test girigleri onaylandiktan sonra test eklenmemelidir.

D.SITOGENETIK LABORATUVARDA CALISILAN TESTLERE AIT ORNEKLERIN
ALINMASI:

1. GELEN ORNEKLERIN ALINMASI:
Hastane ici polikliniklerden ve kliniklerden gelen (Kemik iligi, periferik kan ve amniyon mayii)

orneklerinde sitogenetik ve molekiiler sitogenetik testler ¢aligilir.

1.1. ACIL SERVIS VE YATAKLI BIRIMLERDE KAN

ORNEKLERININ ALINMASI:

Yatakl1 birimlerde ve Acil Serviste kimlik dogrulamasi yapildiktan sonra kan alma islemi gerceklestirilir.
Hekim test taleplerini otomasyon sisteminde yapar. Klinik hemsiresi sistemde talepleri goriir. Testlerin
barkotlarin1 basar, tliplere yapistirir. Barkotlarda hastanin kimlik tanimlayicilariyla birlikte, testin adi,
testin hangi servisten istendigi, 6rnegin alinis tarihi ve saati yer alir. Boylece numune alim tarihi ve saati
HBYS(Hastane Bilgi yonetim Sisteminden) ve buna entegre galisan Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LIS)
kaydedilmis olur.



1.2. POLIKLINIKLERDEN KAN ALMA UNITESINE GELEN HASTALARDAN KAN
ORNEKLERININ ALINMASI:

Kan Alma Unitesine gelen hastay, iinite sekreteri karsilar. Unite sekreteri hastaya ait kimlik dogrulamasi
yapar. Hastanin test istemlerini otomasyon sisteminde goriiliir, testlere ait barkotlar1 basar. Barkotlarda
hastanin kimlik tanimlayicilaryla birlikte, testin adi, testin

hangi poliklinikten istendigi, 6rnegin alinig tarih ve saati yer alir. Boylece 6rnegin alim tarihi ve saati
HBYS (Hastane Bilgi yonetim Sisteminden ) ve Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LIS) kaydedilmis olur.
Sekreter, barkotlar ilgili kan tiiplerine yapistirdiktan sonra, tiiplerle birlikte hastay1 kan alma hemsiresine
yonlendirir.

1.3. KAN ORNEKLERI ALIM KURALLARI:

1.3.1. Hasta en az 15 dakika kadar rahat bir pozisyonda olmalidir. Kol omuz hizasinda diiz durmalidir.
1.3.2. Fistiil, damar grefti uygulanmis ya da mastektomili meme tarafindaki kol, 6demli ve skarli bolgeler,
hematom, kan transfiizyonu ile IV sivi tedavisi uygulanan kolda iist seviyeler, zorunlu kalinmadik¢a
venoz kan alimi i¢in uygun degildir.

1.3.3. Hematom olusabileceginden hastanin kolu kesinlikle biikiilmemelidir.

1.3.4. Hem genis hem de ylizeye yakin damar secilmelidir.

1.3.5. Hastaya IV infiizyon yapiliyorsa infiizyona 5 dakika ara verildikten sonra veya miimkiinse diger
koldan kan alinmalidir.

1.3.6. Turnike, kan alinacak damardan yaklasik 10 cm. yukar1 baglanir. Turnike en fazla bir dakika
uygulanmalidir ve igne damara girdikten sonra hemen gevsetilmelidir.

1.3.7. Kan, enjektor ile alinmis ise, hemoliz olmamasi i¢in igne ¢ikarildiktan sonra yavasga ve tiip
kenarindan kaydirarak tiipe bosaltilmalidir.

1.3.8. Damara girilmeden dnce yumruk acilip kapatilmamalidir; bu hareket, plazma potasyum, fosfat ve
laktat konsantrasyonlarini artirir.

1.3.9. Once katki maddesiz, sonra katki maddeli tiiplere kan alinmalidir.

1.4. KAN ORNEKLERI VERILMEDEN ONCE DIKKAT EDILMESI GEREKEN KONULAR:
1.4.1. Laboratuvar testleri i¢cin sabah kan verilmelidir

1.4.2. Hastaneye gelmeden dnce agir ve zorlayici egzersiz yapilmamalidir, kan vermeden 6nce, yarim saat
kadar dinlenilmesi onerilir.

1.4.3. Diizenli olarak kullanilan ilaglar varsa, kan vermeden 6nce doktora danigilmasi gerekmektedir.

1.5, AMNIYON SIVISI ALIM KURALLARI:
1.5.1.Islemden &nce hamile kadin ultrason masasinda sirtiistii uzanr.
1.5.2. ignenin girilecegi alan antiseptik soliisyonlar ile temizlendikten sonra karn steril 6rtii ile ortiiliir.

1.5.3. Bir doktor ultrason ile islemi gergeklestirecek olan doktora rehberlik eder. Islem tek kisi ile
yapilacak ise 6zel tasarlanmis ultrson guide'lar1 kullanilmalidir.

4



1.5.4. Islemi yapacak olan kisi ultrason goriintiisii altinda igneyi karin iizerinden yerlestirir ve dnce karin
katlarin1 daha sonra rahim kasini gegerek amniyon kesesine girer.

1.5.5.ignenin ucunu ultrasonda gordiikten sonra arkasina bir enjektor takarak yaklasik 20 mililitre s1vi alir.
Bu agamada bebegin tiim amniyon sivisinin miktar1 yaklagik 200-300 mililitredir.

1.5.6.Alinan stvinin kanli olmamasi gerekir. Yeterli miktarda sivi alindiktan sonra igne tek bir hamlede
¢ikarilir ve iglem tamamlanmis olur.

1.6. KEMIK ILiGi ALIM KURALLARI:

1.6.1.isleme baslamadan énce hasta uygun konuma getirilir.

1.6.2.Biyopsi yaparken oldukga saglam ve ig ice gegmis metal bir igne kullanilir.

1.6.3.islemin yapilacagi alandaki killar tiras edildikten sonra bu bélge dezenfektan madde ile temizlenir.

1.6.4.Bunun ardindan, bolge deri ve derialtina verilen yerel anestezikler ile uyusturulur.

1.6.5.Anestezik maddenin etkisini gostermesi icin birkag dakika beklendikten sonra ignenin girecegi
alandaki deri biraz kesilir.

1.6.6.igne deriden, derialtindan, kemik zarindan ve kemigin dis bélimiinden gegirildikten sonra hafif bir
déndiirme hareketiyle kemik iligine sokulur. ignenin kemik iligine girdigi, zorlamanin aniden ortadan
kalkmasi ile anlasilir. ignenin disindaki halka bir diizeyden sonra ignenin daha ileri gitmesine engel olur.

1.6.7.ignenin icindeki kilavuz igne gekilir; kemigin icinde kalan ignenin ucuna 10-20 ml kapasitesinde bir
enjektor yerlestirilerek yeterli miktarda kemik iligi cekilir.

1.6.8.1lik cekildikten sonra igne hemen cikarilir. Bu sirada olusabilecek kanamalari engellemek icin
bolgeye kisa bir siire basing uygulanir.


http://www.saglik.im/biyopsi/
http://www.saglik.im/sac-ve-killar/

E . SITOGENETIK LABORATUVARI’NDAKI TESTLERE AiT ORNEKLER

1.HEPARINLE YIKANMIS 5 cc’lik ENJEKTOR
Periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinin alinmasinda kullanilir.Steril ortamda laminar flow igerisinde
hazirlanir.

2. HEPARINLI TUP

Alman periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinin transportunda kullanilir.

3. STERIL 20cc’lik ENJEKTOR

Amniyon drneklerinin alinmasinda ve transportunda kullanilir.

F.SITOGENETIK LABORATUVARINA ORNEKLERIN TRANSFERI VE AYRISTIRILMASI:

1. Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LIS) test girisleri yapilirken testlerin ayn1 zamanda HBYS (Hastane
Bilgi yonetim Sisteminden )test girisleri ve kayitlar1 yapilmis olmasi gereklidir.

2. Orneklerin iizerinde mutlaka barkot olmasina dikkat edilmelidir.

3. Poliklinik, Acil Servis ve yatakli birimlerden alinan tiim kan ornekleri testlere gore Genetik AD,
Sitogenetik laboratuvarina bekletilmeden gonderilir.

4. Laboratuvara ulagan ornekler ilgili laboratuvar teknisyenlerince diizenli olarak toplanir ve testlere gore
gruplanir.

5. Testlere gore gruplanmis 6rnekler, numune kabul kriterleri’ne gore uygunlugu kontrol edilir, kabul-ret

kriterleri dogrultusunda barkot okuyucudan gegcirilerek girisi yapilir.



G. SITOGENETIK LABORATUVARI ORNEK KABUL KRIiTERLERI:

1.
2.

Ornekler analize uygun tiip ya da enjektére alinns olmalidir.

Periferik kan ve kemik iligi Ornekleri pihtili olmamalidir. Amniyon sivist 6rnegi ise kanl
olmamalidir.

Ornekler yeterli miktarda alinmis olmalidir.

Hastane bilgisayar sistemine girilen ve barkot etiketi kesilen 6rnekler kabul edilir. Barkot kesimi
ile numune kabulii arasindaki siire 30 dakikay1 gegmemelidir.

Acil testler i¢in de, 6rnekler hastadan alindiktan ve barkot etiketleri kesildikten sonra, en ge¢ 30
dakika i¢inde gonderilmis olmalidir.

Barkot etiketleri silik ve yirtik olmamali, barkot etiketi tiipiin etiketi {izerine denk gelecek sekilde

diizgiin yapistirtlmis olmalidir.

H. SITOGENETIK LABORATUVARI ORNEK RET KRIiTERLERI:

1.

2
3.
4

Analize uygun olmayan tiip veya kaplara alinmis olan 6rnekler ret edilir.
Pihtili kan ve kanli amniyon sivis1 drnekleri ret edilir.

Yetersiz miktarda alinan &rnekler ret edilir.

Hastane bilgisayar sistemine girilmeyen ve barkot etiketi kesilmeyen ornekler
ret edilir.

Acil testler i¢in, hastadan alindiktan ve barkot etiketleri kesildikten sonra,

en ge¢ 30 dakika icerisinde gonderilmemis o6rnekler ret edilir.

Barkot etiketleri silik ve yirtik 6rnekler, barkot etiketi tiipitin etiketi {izerine
diizgiin sekilde yapistirilmamig olan 6rnekler ret edilir.

Dondurulmus 6rnekler ret edilir.

I. SITOGENETIK LABORATUVARI SONUCLARINA ERiSiM VE SONUC TESLiM SURESI:

Test sonuclar1 dogrudan hastaya veya birinci dereceden yakinlarina verilmektedir, glivenlik amaciyla

sisteme verilmemektedir.

Kromozom analiz sonuglar1 2-3 hafta i¢inde verilir. Arastiritlma yapilmasi gereken durumlarda stire

uzayabilir.

FISH analiz sonuglar1 2-3 giin igerisinde verilir. Arastirilma yapilmasi gereken durumlarda siire

uzayabilir.

i. SITOGENETIK LABORATUVARI PERSONELININ EGIiTiMi

Personel egitimi i¢in her hafta bir adet olmak tizere ayda dort adet seminer yapilmaktadir.



J. SITOGENETIK LABORATUVARINDA YAPILAN TESTLER ve UYGULAMA
PROSEDURLERI

Sitogenetik laboratuvarinda yapilan analizler; prenatal c¢alismalar, postnatal caligmalar ve

molekiiler sitogenetik ¢aligmalar olmak {izere ii¢ ana baglik altinda toplanmaktadir.

1.Prenatal Cahiymalar

1.1. Amniyon sivisindan kromozom analizi
1.2.Abort materyalinden kromozom analizi
1.3.Kordon kanindan kromozom analizi

1.4.Koryonik villustan kromozom analizi

2.Postnatal Calismalar

2.1.Periferik kandan kromozom analizi

2.2.Periferik kandan HRB teknigi ile kromozom analizi
2.3.Kemik iliginden kromozom analizi

2.4.NOR Bantlama

2.5.C Bantlama

3. Molekiiler Sitogenetik Calismalar
3.1.Prenatal tan1 i¢in FISH analizi
3.2.Kemik iliginden FISH analizi
3.3.Periferik kandan FISH analizi

Analizlerde Kullanilan Numuneler:
1) Postnatal ¢aligmalarda periferik kan ve kemik iligi 6rnekleri
2) Prenatal ¢alismalarda amniyon sivisi, kordon kani,abort materyali ve koryonik villus numuneleri

3) Molekiiler sitogenetik ¢aligmalarda ise postnatal ve prenatal ¢aligmalarda kullanilan tim numuneler.

PERIFERIK KAN LENFOSIT KULTURUNDEN KROMOZOM ELDESI
A-SOLUSYONLAR:

1. Kiiltiir Vasati:

RPMI 100 ml
Fetal Calf Serum 20 ml
Penisilin Streptomisin Sol 1ml



Fitohemaglutinin 2ml
L Glutamine 1ml

Steril olarak karistirilir ve 5 ml’lik steril kiiltiir tiiplerine boliiniir.

2. Colsemid
3. Hipotonik
0,56 gr.KCl

100 ml distile su

4. Fixatif

3 birim metanol
1 birim glacial asetik asit

5. Tripsin

1 adet PBS tablet
100 ml distile suda eritilir.
0,05 gr. toz Tripsin eklenir.

o

Giemsa Boya
5 ml giemsa
95 ml soransen tamponu
B-UYGULAMA:
1 Kiiltiir Teknigi:

1.1. Steril heparinize enjektdre alinan periferik kan 6rneginden, icinde 5 ml kiiltlir vasati bulunan 37
°C deki tiiplere 10-12 damla damlatilarak ekim yapilir.

1.2. Ekim yapilan kiiltiir tiipleri 72 saat siirecek inkiibasyon icin 37 °C lik etiive 45 ° lik egimle
konulur.

2.Kromozom Eldesi:

2.1. Inkiibasyonun sonunda steril igne ucuyla 5-6 damla kolcemid eklenir. Iyice alt iist edilip tekrar
etlive konur. 30 dakika etiivde bekletilir.

2.2. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler etiivden alinarak 6 dk. 1200 rpm de santrifiij edilir.

2.3 Siipernatan pastor pipet ile atilir. Dipte kalan kisim vortexlenir.



2.4. Ugzerine 6nceden hazirlanan ve sicaklig1 37 °C ye getirilmis olan hipotonikten 10 ml basingla eklenir.
Kiilttirler 25-30 dakika inkiibasyon i¢in tekrar etiive alinir.

2.5. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler etiivden almarak 6 dk. 1200 rpm de santrifiij edilir.

2.6. Siipernatan atildiktan sonra kalan kisma vortex iizerinde 20 damla kadar soguk fixatiften (damla
damla) eklenir. Uzerine basingla 8 ml fixatif eklenir.

2.7. Kiiltiirler tekrar 6 dk. 1200 rpm de santrifiij edilir.

2.8. Siipernatan atildiktan sonra kalan kisim vortexlenir ve iizerine basingla 5 ml fixatif eklenir.
2.9. Kiiltiirler tekrar 6 dk. 1200 rpm de santrifiij edilir.

2.10. Siipernatan atildiktan sonra kalan kisim vortexlenir ve iizerine basingla 3 ml fixatif eklenir.
2.11. Siipernatan atildiktan sonra dipte kalan kisim pipetaj yapilir.

2.12. Hiicreler temiz 1slak ve soguk lamlar iizerine 45° lik egimle damlatilir ve oda 1sisinda bir gece
kurumaya birakilir.

2.13. Kuruyan preparatlar tripsinle muamele edilip sonra giemsa boya ile bantlama yapilir.

HRB (High Resolution Banding)
A-Soliisyonlar:
1. Hazirlanms 5 ml lik vasat
2. Metotreksat (MTX) soliisyonu
Stok:

2,5 mgr metotreksat

5 ml Hank’s BSS  Steril ortamda karistirilir. Ependorflara 1 ml seklinde béliiniip -20 °C de 1 yil
saklanabilir.

Calisma icin 1 ml stok soliisyona 100 ml HBSS eklenir.Bu da -20 °C de 1 yil saklanabilir.

3. Thymidine
5 mgr thymidine

20 ml HBSS  Steril ortamda karistirilir. -20 °C de 1 y1l saklanabilir. +4 °C de ise 2 ay
saklanabilir.
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4. Calisma icin gerekli diger malzemeler

B-CALISMA:

Periferik kan kiiltiirii i¢in hazirlanan vasatlara ayn1 sekilde ekim yapilir ( Saat
16:00 da ) inkiibasyon i¢in 37 °C lik etiive 45 ° lik egimle konulur. inkiibasyonun 48.
saatinde (iki giin sonra saat 16:00 da) 50 pl MTX (metotreksat) eklenir. lyice altiist
edilir ve tekrar etiive almir. inkiibasyonun 64. saatinde (ertesi sabah saat 08:00 da)
50 ul thymidine eklenir. Iyice altiist edilir ve tekrar etiive almir. Inkiibasyonun
72. saatinde ( saat 12:00 da) kolsisin eklenir. 18-20 dk etiivde bekletilir. Sonraki
caligma periferik kan ¢alismasinin aynisidir. Ancak HRB de hipotonik siireside

20 dk kadardr.

KEMIK iLiGi CALISMASI
A-SOLUSYONLAR:
1. Kiiltiir Vasati:
RPMI 100 ml
Fetal Calf Serum 25 ml
Penisilin Streptomisin Sol 1ml

Steril olarak karigtirilir ve 5 ml’lik steril kiiltiir tiiplerine boliindir.

4. Kolsisin
5. Hipotonik
0,57 gr.KClI

100 ml distile su

4. Fixatif
3 birim metanol

1 birim glacial asetik asit
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5. Tripsin
1 adet PBS tablet
100 ml distile suda eritilir.

0,05 gr. toz Tripsin eklenir.

6. Giemsa® Boya
5 ml giemsa

95 ml soransen tamponu

B-UYGULAMA:
1 Kiiltiir Teknigi:

1.1.  Steril heparinize enjektore alinan kemik iligi 6rneginden, i¢inde 5 ml kiiltiir vasati bulunan 37 °C
deki tiiplere 16kosit sayisina gore damlatilarak ekim yapilir.

1.2. Ekim yapilan kiiltiir tiiplerinin iki tanesi direk ¢aligilir.Digerleri ise 24,48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar i¢in 37 °C lik etiive 45 ° lik egimle konulur.

2.Kromozom Eldesi: Bundan sonraki galismasi periferik kan ¢aligmast ile aynidir. Kolsisin siiresi 25
dakika hipotonik stiresi 25 dakikadir.

Lokosit Sayisina Gore Ekim Miktarlari
Lokosit Damla sayisi

1000-2500 30-35
2500-5000 25-30
5000-10000 20-25
10000-25000 15-20
25000-100000 5-10

>100000 2-3
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C BANTLAMA TEKNIGi

Kiilttirlerden elde edilen preparatlar havada 3-4 giin kurutulduktan sonra sirayla asagidaki islemler

uygulanir.

O-

10-

0,2 N’ lik HCI’de 20 dakika calkalanir.
0,2 N’lik HCI= 1,66 cc HC1 + 100 cc distile su

Ug aynt distle suda calkalanir(yikanmir) ve havada kurutulur.( Kendi kendine kurumaya
birakilir.)

Oda sicakliginda NaOH ile 50 saniye calkalanir.
NaOH= 1,4 gr.NaOH+ 100 cc distile su

2xSSC’ de ii¢ kez ¢alkalanur.
2xSSC=1 1,75 gr. NaCl+100 cc distile su] + [ 0,88 gr.Na sitrat + 100 cc distile su]

65 derecede 2xSSC’ de 4 saat inkiibe edilir.

Sirastyla 2 adet % 70’ lik 3 adet % 90 ‘lik alkolden gegirilir.(¢calkalanir)

Havada kurutulur.

Soransende c¢alkalanir.

Giemsada yaklagik 30 dakika boyanir.

Distile suda ¢alkalanir(yikanir) ve havada kurutulur.

Kuruduktan sonra vakit kaybedilmeden kapatiimalidir.
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NOR- BANTLAMA TEKNIiGi

A-Kullanilacak soliisyonlar
1. %50 lik Giimiis Nitrat soliisyonu
1 gr AgNO3 ( Merck ), 2ml distile su igerisinde ¢oziilir. Aliiminyum folyo ile sarilir, + 4°C de

saklanir.

2. Amonyak soliisyonu ( NH3 )
6,4 ml NHs ( Merck ), 3,6 ml bidistile su ile karistirilarak stok soliisyonu hazirlanir.

3. Amonyak- Giimiis Nitrat soliisyonu ( AgNO3 )
0,5 gr AgNO:s iizerine stok amonyak soliisyonundan 1,25 ml ilave edilir ve karistirilir. Aliminyum

folyo ile sarilir ve + 4°C de saklanir.

4. %35 lik formaldehit soliisyonu

3,5ml Formaldehit ( merck ) iizerine 6,5 ml distile su ilave edilerek karistirilir

5. %2 lik Giemsa soliisyonu

2ml Giemsa boyasi, 98 ml Soérensen tamponuna ilave edilir.

B-Yapilacak islemler

1.Plastik veya cam petri kabinin tim tabanini kaplayacak sekilde adi kurutma kagidi yerlestirlerek, distile
su ile nemlendirilir.

2.Preparatin lizerine %50 lik AgNOs soliisyonundan damlatilr ve lamelle kapatilir. Petri kutusuna konarak
kapagi kapatilir. igerisine su girmemesi ve nemini kaybetmemesi icin etrafi parafilm ile
kapatilir,aliiminyum folyo ile sarilir ve naylon torbaya konarak agzi baglanir.

3.Petri 60°C de ki su banyosunda 3 saat bekletilir.
4.Sonra preparat 45°C lik egimle tutularak distile su ile yikanir ve lamel uzaklastirilir.
5.Preparat havada sallanarak kurutulur.

6.Preparatin yayma olmayan ucuna ayri ayri amonyak giimis nitrat ve %35 lik formaldehit
sollisyonlarindan birer damla konur. Pastor pipeti ile hemen karistirilip tGzeri lamel ile kapatilir. Fazla
sollisyon kurutma kagidi ile alinir. Mikroskop altinda 10x objektifte, hiicrelerin ve metafazlarin
renklerinin saridan acik kahverengiye dénisleri gozlenerek, preparat incelenir. Preparatin tiim ylizeyinde
renk degisikligi oldugunda preparat distile sudan gecirilerek tizerindeki lamel uzaklastirilir. Preparat
havada sallanarak kurutulur.Bu asamanin son derece siiratli yapilmasi ¢cok dnemlidir. Cok koyu boyanirsa
sonug iyi cikmaz.Ayrica eller boyandiginda dikkatli calismak gerekir.

7.%2lik Giemsa ile 10 saniye boyanir.Pisetle yikanir Whatman 40 kurutma kagidiile  kurutulur ve lamel
entellan ile kapatilir.
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FISH CALISMASI

Caligsma bittikten sonra {istte kalan supernatan kismi atilir. Pipetaj yapilip temiz soguk ve 1slak

lama damlatilir. Lam mikroskopta incelenerek metafazlarin veya interfaz hiicrelerinin yogun oldugu bolge

isaretlenir.

8.

9.

Preparat kuruduktan sonra:

1. Sirasiile 2X SSC, % 75, % 85 ve % 100’ liik etanol serisinde oda sicakliginda 2 ser dakika
yikanir. Bir saleden digerine kurutmadan direk olarak gegirilir.

2. Lamel iizerine FISH probu koyulur ve isaretli olan bolgeye lamel ters ¢evrilerek yapistirilir.
Lamelin etrafi bosluk kalmayacak sekilde yapistirilir.

Slide hot platein tizerinden alinir, hot plate 80 °C’ye getirilir ve 3,30 dakika daha bekletilir.

4. 39 °C ye ayarlanmis etiiv veya kapali hot plate igerisinde nemli olacak sekilde bir gece
bekletilir.

5. Ertesi giin 72 °C’de 1s1tilmig olan benmari igerisine bir saleye 4XSSC(100 cc SSC igerisine 50
mikrolitre Tween 20 eklenir) konur ve lam tlizerindeki lamel ayrilarak sale igerisinde 1,30
dakika bekletilir.

6. Oda sicakligindaki 2XSSC(Tween 20 ilave edilmis) de de 30 sn bekletilir ve 5 mikrolitre dapi
koyulmus lamel ile kapatilir. Bu asamalarda lamin kurumasi beklenmez. Karanlik ve soguk

ortamda bakilincaya kadar bekletilebilir.

BUKKAL MUKOZA FISH CALISMASI
RPMI 1640 besiyeri soliisyonundan (antibiyotiksiz) Sml, 50 ml’lik falkon tiipline aktarilir.
Hastanin agzini suyla iyice ¢alkalamasi sdylenir.

Ornek yanak i¢i mukozadan abeslang ile hafif kazinarak alinir ve falkon tiipiiniin icerisinde
hiicreleri yerinden ¢ikarmak amaciyla abeslang ¢alkalanir.Alinan &rnek beklenmeden galismaya
almur.

3500 rpm’de10 dk boyunca santrifiij edilir.
Stipernatan uzaklastirilir ve pelet fiksatifle silinmis kuru temiz lama yayilir.
Oda sicakliginda kurumaya birakilir.

Kuruduktan sonra lamin iizeri tamamen kaplanacak sekilde %96 Metanol damlatilir,2 dk bekletilir
ve lam 45 derecelik agiyla konularak bir gece kurumaya birakilir.

Ertesi giin %100 Etanol,%85 Etanol,%70 Etanol ve dH?O ‘dan 2’ser dk gegirilir.

Preparatlar siiziiliir ve elmas uglu kalemle preparatin arka tarafindan bolge isaretlenir.

10. 95C’ye ulasan kaynatma soliisyonuna preparatlar konulur ve 20 dk kaynatilir.
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11. Preparatlar dH?0 ile 2 dk yikanur.

12. Preparatlarin suyu iyice siiziildiikten sonra varsa su damlaciklari kurutma kagidi ile dokuya
zarar vermeden iyice kurulanir.

13. Preparatlar pepsin enzimi damlatilip tizerine lamel kapatilir ve 37 C etiivde 15 dk inkiibe edilir.

14. Siire sonunda iizerindeki lamel ¢ikarilan preparatlar dH?O’da 1 dk,2xSSC’de 5 dk
bekletilir. Ardindan %70 Etanol,%85 Etanol ve %100 Etanol’de 1’er dk bekletilir.

15. Preparatlarin oda sicakliginda kurudugundan emin olduktan sonra,ilgili FISH probu lamele
konulur,preparatin isaretli bolgesi ile birlestirilip lamelin etrafi yapistirici ile kapatilir ve 80 T’de
10 dk denatiirasyon iglemi gergeklestirilir.37 C etiivde nemli ortamda 1 gece bekletilir.

16. Ertesi giin yapistiricisi ve lameli tizerinden alinan preparatlar 70 C’de 10-20 sn siireyle
0,4xSSC’de; oda sicakliginda 30-45 sn siireyle 2xSSC ‘de bekletilir ve %70 Etanol,%85 Etanol
ve %100 Etanol serisinde 2’ser dk yikanir.

17. Yikama sonrasi kuruyan preparatlar, yeni lamel iizerine konulan dapi ile kapatilarak analize hazir
hale getirilir.

AMNIYOTIK SIVI DOKU KULTURU
A-EKiM

1-Pistonsuz steril enjektérde gelen (yaklasik 20 cc) amnion sivisinin ilk olarak kayit ve etiket islemleri
yapilip fotograflari ¢ekilir.

2-Laminar Flow’da steril olarak amnion sivisi 1,5cc olmak iizere 3 ependorf tiiptine,kalan kismi ise 3 ayri
kiiltiir ekim tiipline esit olarak aktarilir.

3-Hiicreleri ¢oktlirmek amaciyla 1500RPM de 8 dk. santrifiij islemi gergeklestirilir.
4-Bu arada 3 ayri flask isimlendirilip A,B,C olmak iizere tarih atilarak hazirlanr.
5-A flaskina Amniochrome,B flaskina Bio-Amf2,C flaskina Chang Medium ( 3 cc) eklenir.

6-Santrifiijii tamamlanan amnion sivisinin yine steril ortamda laminar flow da siipernatanti cam pipet
yardimu ile atilir.Pellet kismin1 homojenize etmek icin pipetaj yapilir ve flasklara ekilir.

7-Flasklarin kapaklar kapatilarak 37 derece ,%0,5 CO2 igeren etiivde 7 giin hiicreler {iremeye birakilir.
B-ILK KONTROL-US KURMA-BESLEME

1-Yaklasik 1 haftada hiicreler kiiltiir kabinin i¢inde gogalmaya baslayip flasklarin yiizeyine yapismistir.

2-Mikroskobik olarak ilk incelemeler yapilarak hiicrelerin tutundugu alanlar isaretlenir.

3-Yeterince bolgede tutunma var ise iis kurmak iizere 3 ayr flask A’,B’,C’ seklinde isimlendirilir.

4-Uremenin oldugu flasklardaki besiyeri ,yeni isimlendirilen diger flasklara aktarilir.

5-I¢i bosalan eski flasklara 3 cc yeni besiyeri eklenir.
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6-Eger tiremenin oldugu ana flasklardaki hiicreler harwest asamasina gececek kadar ¢ogalmis ise kiiltiir
sonlandirilir yada gerekli durumlarda subculture yontemi uygulanip devam ettirilir,degilse kiiltiirler tekrar
inkiibasyona birakilir.

7-Hemen hergiin kontrolii yapilarak gerekli durumlarda besiyeri degistirilir.

8-Beslenenecek flasklardaki sivi atilarak yerine 3 cc besiyeri eklenir.(besleme)

C- HARWEST
1-Uremesi sonlandirilacak kiiltiirlere optimizasyon kosullarina gére enjektér ucu ile (ignesiz)5 damla
‘colsemid’ damlatilarak Greme durdurulur.
2-Yaklasik 50 dakika flasklarin kapaklari siki kapatilarak etiivde bekletilir.

3-Bu arada kac flask varsa flask basina 2’ser cc olmak lizere s6kme isleminde kullanilacak besiyeri ve
tripsin-edta enjektorlere cekilerek etiive kaldirilir.

4-Her flask i¢in 20 cc olacak sekilde fiksatif (1 asetik asit/3 methanol)sogumak iizere -20 derecede
bekletilir.

D-SOKME
1-ilk olarak her flask icin tiip,cam,pipet,pastér pipeti hazirlanarak ismlendirilir.
2-Etiivden ¢ikarilan her flaskin igindeki vasat her hasta i¢in hazirlanan kiiltiir ekim tiipiine bosaltilir ve

2 cc tripsin-edta eklenip,yaklasik 2 dk. etiivde bekletilerek hiicrelerin kiiltiir kaplarindan ayrilmasi
saglanir.

3-Mikroskopta kontrol edilir,eger hiicreler sokiilmiis ise flasklara 2 cc s6kme besiyeri eklenerek tripsin-
edta notiirlenir,flaskin tamamu kiiltiir ekim tiipiine aktarilir. Bazi durumlarda tutunan hiicrelerin bi kismi
sokiiliir,bi kismida flaskda subculture yontemi ile devam ettirilir.

4-Kiiltiirti sonlanan hiicreler 1500 Rpmde 8 dk. santrifiij edilir,¢oktiirtiliir.

5-Siipernatant kism atilarak vortexlenip homojenizasyon saglanir.

6-Yaklasik 8 cc (%56 KCL,distile su) hipotonik ¢ozeltisi hacimli bir sekilde eklenerek hiicreler patlatilir.
7-Optimizasyon kosullarina gore 5 dk. 30 sn etiivde bekletilir.

8-Tekrar 1500 Rpm de 8 dk. santrifiij edilerek fiksatif ile yikama islemine gegilir.

9-1lk fiks vortexte pipetle damla damla (10-15 damla)girilir.

10-Siipernatant atilarak pellet vortexlenir.2. fiksatif enjektorle basingli sekilde 5 cc olarak tiiplere
bosaltilir. Tekrar 1500 Rpm de 8 dk. vortexlenip ,siipernatant atilir.Son olarak 3 cc fiks ile yikama
gerceklesir.Harwesti tamamlanan tiipler +4 derecede muhafaza edilir.

E-DAMLATMA
1- Damlatmanin yapilacagi lamlar soguk ve temiz olmahdir
2- Calismas1 tamamlanan tiiplerin slipernatant atilarak pellet pipetaj yapilir.

3- Cam pipet yardimu ile her tiip pellet miktarina gore ortalama olarak {i¢ lama yayilir.

4- Lamlar bir miktar fiks ile nemlendirildikten sonra ,mikroskop altinda metafaz kalitesine gore uzaktan
veya daha yakindan damlatma yapilir.
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5- Bir giin kurumaya birakilan preparatlar analiz i¢in hazir hale gelmistir.
CVS/DUSUK MATERYALI DOKU KULTURU
A-EKIiM

1-Igerisinde besiyeri olan steril falkon tiipiinde gelen cvs materyali ilk olarak kayit islemi yapilip
fotografi ¢ekilir.

2-Her hasta i¢in 2 flask isimlendirilip A,B olmak iizere ve ekim tarih atilarak hazirlanir.
3-Laminar flow’da steril olarak Petri kabinda yikanir ve ayiklanir.

4-Ayiklanan materyal bistiiri ucu ile kii¢lik parcalar haline getirilip,kiiltiir ekim tiipiine aktarilir.
5-Kiiltiir ekim tiipiine 2cc tripsin-edta ilave edilip 1 saat 37 derece etiivde bekletilir.

6-1 saat sonunda 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

7-Santrifiijden sonra tekrar laminar flow’da steril olarak siipernatanti cam pipet yardimu ile hig tripsin-edta
kalmayacak sekilde atilir.

8-Kalan materyal yeni bir kiiltiir ekim tiipline aktarilir ve {izerine 2cc kollajenaz ilave ediilip,1 saat 37
derecede etiivde bekletilir.

9-1 saat sonunda kiiltiir ekim tiipiiniin iizerine 8cc besiyeri ilave edilir ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilir.

10-A ve B flaskina 2cc Chang-Medium besiyeri ilave edilir.

11-Santrifiijii tamamlanan cvs materyali laminar flow’da steril olarak siipernatanti cam pipet yardimu ile
atilir.Pellet kismin1 homojenize etmek icin pipetaj yapilir ve bir kism1 A flaskina,kalanida B flaskina
ekilir.

12- Flasklarin kapaklar kapatilarak 37 derece ,%0,5 CO2 igeren etiivde 7 giin hiicreler iremeye birakilir.
B-ILK KONTROL-US KURMA-BESLEME

1-Yaklasik 1 haftada hiicreler kiiltiir kabinin i¢inde ¢ogalmaya baslayip flasklarin yilizeyine yapismistir.
2-Mikroskobik olarak ilk incelemeler yapilarak hiicrelerin tutundugu alanlar isaretlenir.

3-Yeterince bolgede tutunma var ise iis kurmak tizere 1 flask A’B’ seklinde isimlendirilir.

4-Uremenin oldugu flasklardaki besiyeri ,yeni isimlendirilen diger flaska aktarilir.

5-I¢i bosalan eski flasklara 3 cc yeni besiyeri eklenir.

6-Eger tiremenin oldugu ana flasklardaki hiicreler harwest asamasina gegecek kadar ¢ogalmus ise kiiltiir
sonlandirilir yada gerekli durumlarda subculture yontemi uygulanip devam ettirilir,degilse kiiltiirler tekrar
inkiibasyona birakilir.

7-Hemen hergiin kontrolii yapilarak gerekli durumlarda besiyeri degistirilir.

8-Beslenenecek flasklardaki sivi atilarak yerine 3 cc besiyeri eklenir.(besleme)
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C- HARWEST

1-Uremesi sonlandirilacak kiiltiirlere optimizasyon kosullarina gore enjektor ucu ile (ignesiz)5 damla
‘colsemid’ damlatilarak {ireme durdurulur.

2-Yaklasik 40 dakika flasklarin kapaklari siki kapatilarak etiivde bekletilir.

3-Bu arada kag flask varsa flask bagina 2’ser cc olmak {izere sokme isleminde kullanilacak besiyeri ve
tripsin-edta enjektorlere ¢ekilerek etiive kaldirilir.

4-Her flask i¢in 20 cc olacak sekilde fiksatif (1 asetik asit/3 methanol)sogumak tizere -20 derecede
bekletilir.

D-SOKME
1-11k olarak her flask igin tiip,cam,pipet,pastdr pipeti hazirlanarak ismlendirilir.

2-Etiivden ¢ikarilan her flaskin igindeki besiyeri her hasta i¢in hazirlanan kiiltiir ekim tiipiine bosaltilir ve
2 cc tripsin eklenip,2 dk. etiivde bekletilerek hiicrelerin kiiltlir kaplarindan ayrilmasi saglanir.

3-Mikroskopta flasklar kontrol edilir,eger hiicreler sokiilmiis ise flasklara 2 cc sokme besiyeri eklenerek
tripsin notiirlenir,flaskin tamamu kiiltiir ekim tiipiine aktarilir.Bazi durumlarda tutunan hiicrelerin bi kism
sokiiliir,bi kismida flaskda subculture yontemi ile devam ettirilir.

4-Kiiltiirti sonlanan hiicreler 1500 Rpmde 8 dk. santrifiij edilir,¢oktiirtiliir.

5-Siipernatant kism atilarak vortexlenip homojenizasyon saglanir.

6-Yaklasik 8 cc (%56 KCL,distile su) hipotonik ¢dzeltisi hacimli bir sekilde eklenerek hiicreler patlatilir.
7-Optimizasyon kosullarina gore 6 dakika etiivde bekletilir.

8-Tekrar 1500 Rpm de 8 dk. santrifiij edilerek fiksatif ile yikama islemine gegilir.

9-1lk fiks vortexte pipetle damla damla (10-15 damla)girilir.

10-Siipernatant atilarak pellet vortexlenir.2. fiksatif enjektorle basingh sekilde 5 cc olarak tiiplere
bosaltilir. Tekrar 1500 Rpm de 8 dk. vortexlenip ,slipernatant atilir.Son olarak 3 cc fiks ile yikama
gerceklesir.Harwesti tamamlanan tiipler +4 derecede muhafaza edilir.

E-DAMLATMA
1- Damlatmanin yapilacagi lamlar soguk ve temiz olmalidir
2- Calismas1 tamamlanan tiiplerin slipernatant atilarak pellet pipetaj yapilir.
3- Cam pipet yardimu ile her tiip pellet miktarina gére ortalama olarak ii¢ lama yayilir.

4- Lamlar bir miktar fiks ile nemlendirildikten sonra ,mikroskop altinda metafaz kalitesine gore uzaktan
veya daha yakindan damlatma yapilir.

5- Bir giin kurumaya birakilan preparatlar analiz i¢in hazir hale gelmistir.
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9.

AMNIYON FISH CALISMASI
Gelen amnion mayiinden 2-3 cc ayrilarak santrifiij edilir.

Santrifiij edildikten sonra {ist kismi atilir ve 5 cc Tripsin —-EDTA vortexlenerek konur.30 dk.37
derecede etiivde bekletilir.

Sonra etiivden ¢ikarilir ve 1500 rpm de 8 dk.santrifiij edilir.

Siipernatan atilir,5 cc hipotonik soliisyon (KCl)ilave edilir.Vortexlenir ve etiivde 37 derecede 30
dakika prefiksasyon yapilir.1 saat bekletilir.

1 saatin sonunda 1500 rpm de 8 dk. santrifiij edilir.Siipernatan kismu atilir ve 6nce yavas olarak
7-8 damla olacak sekilde 5 cc 1. fix girilir.(1/3 asetik asit /metanol)

1500 rpm de 8 dk. Santrifiij edilir.Siipernatan kismu atilir ve 5 cc 2. fix girilir.
1500 rpm de 8 dk. Santrifiij edilir.Siipernatan kismu atilir ve 3 cc 3. fix girilir.

1500 rpm de 8 dk. Santrifiij edilir.Siipernatan kismu atilir ve altta kalan kisim 1,5 ml lik ependorf
tiipe aktarilir.

Ependorf tiip 2000 rpm de 10 dk. santrifiij edilir.

10. Ust kisim atilarak ,altta kalan hiicreli kisim mikro pipetle temiz bir lama damlatilir.

11. Damlatilan bolgeye FISH probu uygulanir.

KORDOSENTEZ APT TESTI
5 cc distile su iki adet test tiipiine alinir.

Distile su bulunan iki tiipten birisine 0,05 cc fetal kan digerine ise 0,05 cc yetiskin kani(yaklagik
4-5 damla)eklenir

Kan su karigim1 1200 rpm de 6 dakika santrifiij edilir.
Santrifiijden sonra iki tiipe de pastor pipeti ile 1 ml NaOH damlatilir.

Yetigkin kaninda Hemoglobin A bulundugundan NaOH ile reaksiyona girerek sari-yesil bir renk
olusacaktir.Fetusta bulunan hemoglobin F ise NaOH ile reaksiyona girmedigi i¢in renk degigimi
gdzlenmez.Kan kirmiz1 renkte kalir.

Fetus kaninin bulundugun tiipte renk degisimi oluyorsa kan anne kanina aittir degerlendirilmesi
yapilir.
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