DÖNEM II  2 Modül
LABORATUVAR UYGULAMALARI KILAVUZU

Uygulamanın Adı: Lenfositlerden metafaz kromozomlarının eldesi


Uygulama No (Dönem no-Modül no-Uygulama no): 2.2.1

Uygulama-Sorumluları: Derya KARAER, Taner DURAK, Ozan ÇETİN ve Kadri KARAER
I. Uygulamanın Amacı: Lenfosit hücrelerinden metafaz kromozomlarının elde edilmesi

II. Genel Bilgiler: Lenfosit kültürü ve metafaz kromozomlarının eldesi uzun bir süre gerektirdiğinden laboratuvar uygulamamıza 7. basamaktan itibaren başlanacaktır. Uygulama süresince 1. durakta 2 öğrenci bir grup oluşturacak ve lenfositlerden kromozom eldesini birlikte devam ettirecektir.

III. Uygulama İçin Gerekli Malzemeler:

	Lenfosit Kültür Ortamı

Colchemid

0,075 M KCl

Methanol

Glasiyel asetik asit
	Santrifüj

Pastör pipeti

Kültür tüpü

Lam





	Değerlendirme kriterleri:

1= Basamağın yanlış uygulanması veya atlanması

2= Basamağın doğru ve sırasında uygulanması ve basamaktan basamağa rahat geçilememesi

3= Basamağın doğru ve sırasında uygulanması ve basamaktan basamağa rahat geçilmesi


	Katılımcının Adı Soyadı:




IV.
Uygulama Basamakları: 
	1. Lenfosit kültürü için periferik kanın alınması. Periferik kan antikoagulan bir madde olan heparin ile sıvanmış tüpe 2 ml kadar alınır. En kısa sürede kültüre edileceği laboratuvara ulaştırılır.

2. Periferik kan steril koşullar altında kültür ortamına ekilir.  Periferik kandan lenfositlerin üremesini sağlayacak lenfosit ortamı (RPMI 1640 olarak tanımlanmış standart besi yeri içerisinde %20 fötal dana serumu, %3 fitohemaglutinin ve %1 L-glutamin, 100U/ml penisilin, 100µg/ml streptomisin) içerisine 5 damla eklenir. Kültür 37 °C’de etüve konulur. Etüvde kültürler 72 saat inkübasyona bırakılır.

3. Kültür ortamına 71. saatte Colchemid eklenir. Kültür tüpü etüvden alınarak, mitozu metafaz aşamasında durduran Colchemid adı verilen kimyasal maddeden 10 µg/ml olacak şekilde eklenir. Tüp tekrar 72. saat doluncaya kadar etüvde inkübasyona bırakılır.

4. Lenfositler kültüre edildiği ortamdan ayrılır. 72. saatte etüvden alınan hücre kültürü tüpü 130 X g’de 5 dakika santrifüjlenerek kültüre edilen hücreler ortamdan ayrılır.

5. Pastör pipeti kullanılarak, santrifüjleme işlemi sonucu oluşmuş fazların (çökelti/üst sıvı) ayrılması ve üst fazın atılması. Santrifüjleme sonrasında hücre peleti ve kültür ortamı birbirinden ayrılır. Pelet üzerindeki kültür ortamı pelet kaldırılmadan pastör pipeti yardımı ile atılır. Pelet üzerinde çok az miktarda ortam bırakılır. Hücre çökeltisi ile bırakılan az miktardaki kültür ortamı pastör pipeti yardımı ile iyice homojenize edilir.

6. Lenfositlerin ve diğer hücrelerin hipotonik solüsyon ile şişirilerek eritrositlerin parçalanması sağlanır. Bu aşamada hipotonik solüsyon olarak 0.075 M KCl solusyonu kullanılır. 0.075 M KCl iyice homojenize edilmiş hücre çökeltisi ortamına toplam hacim 10 ml olacak şekilde eklenir. Hipotonik solüsyonun etkisini daha iyi göstermesi için 30 dakika 37°C su banyosunda inkübe edilir. Bu aşamada eritrositler patlar, lenfositler gergin bir form halini alır.

7. Hücreler ile hipotonik solusyonun birbirinden ayrılması için tüpler 130 X g’de 5 dakika santrifüjlenir.  Dipte oluşan çökelti kaldırılmadan üst sıvı pastör pipeti yardımı ile uzaklaştırılır. Bu aşamada da pelet üzerinde az miktarda sıvı bırakılır ve bu sıvı ile çökelti iyice homojenize edilir. 

8. Hücre ve metafaz kromozomlarının fikse edilmesi. Bu aşamada homojen süspansiyon üzerine taze olarak hazırlanmış fiksatif, pastör pipeti ile eklenir. Fiksatif 1/3 oranında glasiyel asetik asit ve metanolden oluşur. Fiksatifin soğuk olması gerekmektedir. Bu aşamada fiksatif ile tüp içerisindeki süspansiyon pastör pipeti yardımı ile iyice homojenize edilir. Toplam hacim 10 ml olacak şekilde tüp içerisine fiksatif eklenir. Bu aşamada koyu kahverengi bir renk oluşumu gözlenir. Fiksatifin hücre süspansiyonu üzerine çabuk bir şekilde eklenmesi ve iyi homojenizasyonu bu aşama için önemlidir. Oluşan koyu renk eritrositlerin parçalanması nedeniyle ortaya çıkan hemoglobinden kaynaklanmaktadır.

9. Lenfositlerin diğer hücresel elemanlardan ayrıştırılması için 130 X g’de 5 dakika santrifüjlenir. Santrifüjleme sonrası çökelti üzerindeki üst sıvı pastör pipeti yardımı ile atılır. Dipteki çökelti yine pastör pipeti yardımı ile az miktarda kalan sıvı ile homojenize edilir. 

10. Oluşan koyu rengin tekrarlayan fiksatif yıkamaları ile berraklaştırılması. Lenfosit ve diğer hücresel elemanların birbirinden iyice ayrıştırılması için fiksatif ile yıkama aşaması 2-5 kez tekrarlanır (8 ve 9. Basamaklar). İlk fiksatif solüsyonunun eklenmesi sırasında oluşan koyu renk açılıncaya kadar fiksatif ile yıkama işlemi tekrarlanır.

11. Lenfositlerin patlatılarak lam üzerinde metafaz alanlarının elde edilmesi. Fiksatif ile yıkamalar sonrasında koyu renk uzaklaşıp berrak renk elde edildiğinde, santrüjleme sonrası üst sıvı atılır ve dipte kalan çökelti az miktardaki fiksatif solusyonu ile homojenize edilir. Homojenizasyon işleminden sonra pastör pipeti ile alınan az miktarda hücre süspansiyonu 50-70 cm yükseklikten temiz bir lam üzerine damlatılır.

12. Lam üzerine damlatma işleminden sonra lamlar oda sıcaklığında kurutulur. Kurutma işleminin arkasından lamlar boyama işlemine tabi tutulur.
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DÖNEM II 2. Modül
LABORATUVAR UYGULAMALARI KILAVUZU

Uygulamanın Adı: Metafaz kromozomlarının solid boyanması ve incelenmesi




Uygulama No (Dönem no-Modül no-Uygulama no): 2.2.2

Uygulama-Sorumluları: Derya KARAER, Taner DURAK, Ozan ÇETİN ve Kadri KARAER
I- Uygulamanın Amacı: Lenfosit kültürü ile elde edilen metafaz kromozomlarının boyanması ve incelenmesi

II. Uygulama İçin Gerekli Malzemeler:

	%10’luk Giemza boya solusyonu

Distile su

Beher
	Şale

Mikroskop

İmmersiyon yağı


	Değerlendirme kriterleri:

1= Basamağın yanlış uygulanması veya atlanması

2= Basamağın doğru ve sırasında uygulanması ve basamaktan basamağa rahat geçilememesi

3= Basamağın doğru ve sırasında uygulanması ve basamaktan basamağa rahat geçilmesi


III. Uygulama Basamakları: 
	1- Lamların kurutulması: Metafaz kromozomlarının elde edilmesi işlemi sonrasında elde edilen lamların iyice kuruması beklenir.

2- Kurumuş preparatların boyanması: İyice kuruyan lamlar şale içerisindeki %10’luk Giemsa boya solusyonu içerisine daldırılır.

3- Lamlar 8 dakika boya solusyonu içerisinde bekletilir.

4- Boyanmış preparatların yıkanması: Boyama sürecinin sonrasında lamlar distile su ile boyası iyice akıncaya kadar yıkanır.

5- Lamlar kurutulur.

6- Preparatların incelenmesi: Kurutulan lamlar mikroskopta 10x ve 100x objektif ile incelenir.

7- Solid boyanan preparatlar ile bandlanmış preparatların karşılaştırılması: Solid boyanan preparatlar ile mikroskoplarda hazır halde bulunan tripsin-giemsa yöntemi ile bandlanmış preparatlar karşılaştırılır.
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IV. Uygulamada Öğrenilen Bilgilerin Değerlendirilmesi:
	1- RPMI 1640; inorganik tuzlar, amino asitler, vitaminler, şeker ve tamponlayıcı birtakım kimyasal maddeler içeren bir besi yeridir. Bununla beraber lenfosit kültürü yapılan ortama uygulama rehberinizde miktarları tanımlanmış fötal dana serumu, L-glutamin, fitohemaglutinin, penisilin ve streptomisin gibi maddeler eklenmiştir. RPMI 1640 içerisine eklenen bu maddelerin lenfosit kültüründe ne gibi etkileri vardır?   

2- Kültür ortamına 71. Saatte eklenen colchemid mitozu metafaz aşamasında nasıl bloke eder? Tartışınız.

3- Hipotonik solusyon olarak 0.075 M KCl’den başka bir solusyon kullanılabilir miydi?  Kullanmayı düşündüğünüz solusyonun lenfositler ve eritrositler üzerine etkisini tartışınız.

4- Fiksatifin hücre ve kromozomlar üzerine etkisinin neler olabileceğini tartışınız.

5- Metafaz kromozomlarının elde edilmesinde son aşama fiksatif yıkamalarından sonra elde edilen çökeltinin temiz bir lam üzerine 50-70 cm yüksekten damlatılmasıdır. Damlatma işleminin yüksekten yapılmasının nedenini tartışınız.




V. Anahtar Sözcükler: Metafaz kromozomları, lenfosit kültürü, solid boyama.

VI. Kaynaklar: 

	1- Freshney R. Ian, “Culture of animal cells: a manual of basic technique” Alan R. Liss, Inc. New York, 7.ed., 2016.

2- Rooney D.E., Czepulkowski B.H.” Human Cytogenetics: A pratical Approach” Vol.1, IRL press, Oxford, NewYork, Tokyo, 1992.

3- SigmaAldrich Cell Culture Catalogue, 2025
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