Tibbi Molekiler Test Rehberi
Molektler Patoloji testleri icin patoloji laboratuarina ulasan taze doku, dondurulmus doku,
formalin ile fikse parafine gomuli (FFPG) doku bloklar, H&E ile boyanmis kesitler, boyasiz
doku kesitleri, boyall veya boyasiz sitoloji yayma preparatlari, hiicre blogu, tim viicut sivilari

ve sitolojik sivi materyal kullanilabilir.

1. Doku Ozellikleri:

Dokunun cerrahi islem esnasinda kan kaynaginin kesilmesi ile baslayan ve molekiler analiz

icin kullanilma asamasina gelene kadar icinden gectigi stre¢c “preanalitik sireg¢” olarak
adlandiriimaktadir. Molekller test sonuglari Uzendeki ciddi olumsuz etkileri nedeniyle,
preanalitik stre¢c ugun sekilde yonetiimelidir. Preanalitik slrecte i) dokunun cerrahi
eksizyonu, ii) makroskopik 6rneklenmesi, iii) doku islem sureci, iv) Doku bankasi icin
uygulanacak islemler yer almaktadir. Morfolojik detaylarin korunmasi yaninda, molekuler
analizlerde kullanilacak ntkleik asit ve proteinlerin de test amacina uygun sekilde korunmasi
icin preanalitik stre¢ cok kritiktir. Bu amagla, cerrahi islemle dokunun kan desteginin
sonlandirilmasi ile fiksasyon ya da dondurma ile baslatilacak prezervasyon islemi arasindaki

surenin 30 dk’y1 gecmemesi 6nerilmektedir (1).

» Rezeksiyon materyalleri taze doku olarak laboratuvara ulastiysa timoér alanindan
molekiler incelemeler icin ayri bir doku orneklenerek tercihen hizla dondurularak
uygun dondurulmus saklama kosullarinda muhafaza edilmesi (taze donmus doku
bankasi) tercih edilmelidir. Bu amacla 6rneklenmis dokunun kullaniimadan 6nce
mikroskopik icerigi (timor, nekroz vs) agisindan kontrol edilmesi dnerilmektedir.

= Taze olarak patoloji laboratuarina ulasan 6rneklerin zaman kaybetmeden 3-4mm
kalinhkta drneklenip kasetlenerek doku islem prosediriine alinmasinin hem morfolojik
hem de molekiler i¢erigin korunmasi icin optimal oldugu bildiriimektedir (2,3).

= Molekiler inceleme icin kullanilacak dokularda en uygun tespit soliisyonlari %10’luk
tamponlu formalin solisyonu veya alkol bazl (FineFix, UMFIX, RCL2) fiksatiflerdir (4-
6). Tespit islemi doku boyutuna uygun miktarda fiksatifle yapiimalidir. Tespit isleminde
agir metal iceren tespit solisyonlarindan kacinilmalidir. Agir metaller daha sonra PCR
isleminde kullanilan DNA polimerazin kofakt6r olarak kullandigi Mg ile yarisarak sorun
yaratabilmektedir.

= Tespit suresi doku boyutuna gdére ayarlanmalidir. Tespit stresi kicuk dokular icin
minimum 6 saat, buylk dokular icin 8-18 saat olmalidir. TiUm spesmenler i¢in ortalama
6-24 saat (maksimum 48 saat) fiksasyon molekuler analizler i¢in uygun materyal elde
edilmesini saglamaktadir. Optimize edilmis yontemler disinda, aksi belirtiimedikce,

uzun fiksasyon surelerinden kaciniimahdir.



Molekdler testlerin uygulanacagi hedef alan secimi ilgili blogun HE kesitleri dikkate
alinarak belirlenmelidir. Tercihen butinligid korunmus nekrozsuz en genis tumor alani
orneklenmelidir. Bu alan seciminde gerektiginde (bazen de tercihen) birden ¢ok sayida
blok da kullanilabilir. Gunimiz bilgilerine goére kolorektal karsinomlarda hedefe
yonelik tedavilere yonelik molekiler testlerde primer ve/veya metastatik timor blogu
kullanilabilir. Ote yandan Akciger karsinomlari ve malign melanomlar igin metastatik
doku yada son gelisen timdr dokusu tercih edilebilir. Bu durum farkh timor
gruplarinda farklilik gosterebilecegi icin glincel bilgiler ve rehberler takip edilmelidir.
Ozellikle malign melanom 6rneklerinde melanin pigmentinin izole edilen DNA
iceriginde 0.1ng/uL nin Uzerindeki konsantrasyonu DNA polimerazin aktivitesini
bozarak PCR kinetigine negatif etki ettigi bildiriimistir (7). Kolondan DNA ellisyonunun
tekrarinin pigment dansitesini azalttigi bildirilmektedir. Pigment varlhiginin DNA
polimeraz enzimini inhibe ettigi bildirildiginden pigment icermeyen alanin secilmesi
Onerilir. Pigment varliginin DNA polimeraz enzimini inhibe ettigi bildirilmekle birlikte
¢6zim odnerilerine iliskin literatlirde az sayida veri mevcuttur. Bu konudaki gelismeler
acisindan ilgili literattrlerin takip edilmesi 6nerilir.

Test icin optimize edilmis bir sistem kullaniimiyor ise, aksi belirtiimedikce, genellikle 50
ng DNA tek bir PCR reaksiyonu icin yeterli bulunmaktadir. Bu miktar DNA elde
edilecek doku, lezyonun hiicresel icerigine baglh olmakla birlikte, ortalama 5x5 mm
yuzeyli 5 um kalinliktaki tek bir kesitten elde edilebilmektedir. Kesit kalinliginin artmasi
DNA ekstraksiyon surecinde proteolizis basamagdini uzatmaktadir. Bu sire 5 um
kalinhk icin yaklasik 1 saattir. Nukleik asit ekstraksiyonuna esas hedef alanin secilen
bloktaki orani ¢ok diusuk ise selektif mikro/makro diseksiyon teknikleri kullanilarak
hedef alan zenginlestirilebilir. Bu islem icin birden ¢ok sayida blok da kullanilabilir.
Hedef alanin toplam DNA igerigindeki orani, kullanilan teknigin analitik sensitivitesine
bagh olarak farklilik gosterir. Bu oran ¢ok sensitif yontemler icin %1-5 kabul edilebilir
iken, analitik sensitivitesi dusuk yontemlerde bu oranin >%20 olmasi 6nerilmektedir.
Eger baslangic materyali hazir boyali yayma seklinde sitolojik materyal ise boyali
yaymalardan ilgilenilen hicrelerin oldugu alanlar isaretlenerek bistlri ucu ile kazinip
ependorf tlp icerisinde toplanir.

Baslangic materyali sitolojik aspirasyon sivisi ise sividaki htcrelerden pellet
olusturulur veya alternatif olarak hiicre blogu hazirlanarak bloktan elde edilen kesitler
nakleik asit ekstraksiyonunda kullanilir.

Molekdler test amach dis merkeze godnderilecek ornekler, tercihnen uygun hedef
yogunlugunu ve kosullarini saglayan parafin blok seklinde olmalidir. Bunun
saglanamadigi kosullarda adhezivsiz lam Uzerine alinan parafin kesitler boyanmadan

gonderilmelidir. Gonderilen lamlarin sayisi da 6nemlidir. Bunlardan birinin H-E



boyanarak tumor iceriginin belirlenmesi icin kullanilacagr unutulmamalidir. Diger
lamlardaki dokularin hedeflenen islem icin yukarda belirtilen yeterlilikte oldugundan
emin olunmahdir. E§er mumkun ise, herhangi bir test tekrari durumu igin, itiyath
sayida kesit/lam gonderilmesi tercih edilmelidir.

Materyal gonderilirken beraberinde patoloji raporunun bir 6rneg@i bulunmalidir.

Kemik iceren dokularda dekalsifikasyon islemi asit soliisyonlarin DNA (zerindeki
siddetli fragmantasyon etkisi nedeniyle asidik soliisyonlarla yapilmamaldir.

Dekalsifikasyon iglemi icin ¢elasyon yapan ajanlar (EDTA) kullanilabilir (8,9).

2. Nikleik asit/Protein elde edilmesi ve analiz:

Molekdler test icin kullanilacak materyal uygun alt yapi ve cihaz donanimina sahip molekuler

tani laboratuarina ulastirilir.

Molekdler tani laboratuarinda bulunmasi gereken cihazlar laboratuarda uygulanacak test

grubuna gore belirlenmelidir. Ancak laboratuarda bulunmasi gereken her bir test grubu icin

temel cihazlar asagida belirtiimistir:

PCR temelli testler:

Termal dongu cihazi (PCR)
Gergek zamanli termal dongu cihazi (Bu var ise PCR cihazi aranmaz)
Biyoemniyet kabini veya UV yilizey sterilizasyonu

En az 1 derece hassasiyetle ayarlanabilir 1sI inkibasyonunu saglayacak cihaz (su
banyosu, is1 blogu ve benzeri)

Santrifdj cihazi
Pipetor
Elektroforez sistemi (RT-PCR cihazi var ise aranmaz)

Nukleik asit kantitasyon sistemi

ISH tabanl testler:

insitu hibridizasyon icin 1si inkiibatérii (otomatize ISH sistemi var ise aranmaz)
Mikroskop (floresan isaretli problar icin floresan kabiliyeti olan mikroskop gereklidir)

Testle uyumlu iF filtreleri

DNA dizi analizi tabanl testler:

Dizi analizi cihazi

Santrif(j (dizi analizi cihazina gore 6zellik gosterebilir)



Secilen test grubu cihazlarindan bagimsiz olarak
+4 C sogutucu
-20 C dondurucu

Materyal toplama asamasindan sonra laboratuar icinde optimize edilmis bir nikleik
asit/protein ekstraksiyon metodu ile nikleik asitler elde edilir. Kullanilacak yontem, baslangic
materyalinin 6zelligine gore optimize edilmis olmalidir.

Elde edilen nikleik asit/proteinin kantite ve kalitesi uygun yontemlerle degerlendirilir.

Kalite ve kantitesi belirlenen nikleik asit/protein arastirilacak molekuler degisiklik icin uygun
yontem belirlendikten sonra bu yontemde kullantlir.

Kullanilacak yontem arastirilan molekdler degisiklige goére (bilinmeyen mutasyonlarin
arastiriimasi, bilinen hot-spot mutasyonlarin  arastirilmasi, amplifikasyon-delesyon
arastiriimasi, hedef DNA dizininin arastiriimasi) degisiklik gdsterebilir. Hedef molekuller

degisiklik icin preanalitik ve analitik stre¢ icin validasyonu yapilimis bir yontem kullaniimalidir.

3. Raporlama
Test sonuclari elde edildikten sonra raporlama asamasina gegilir.

Sonu¢ Raporunda en az asagidaki icerik bulunmalidir:
1- Hasta kimlik bilgileri
2- Test laboratuvari bilgileri
3- Tani materyalinin tanimi ve yeterliligi
4- Yapilan testin adi
5- Kullanilan yéntemlerin adi
6- Testin sonucu
7- Test sonucuyla iliskili kisa 6z bir agiklama/yorum

8- Test sonucundan sorumlu hekim onayi

Molekdler test icin izole edilen DNA/RNA/protein artan miktarlari rapor tarihinden itibaren en
az 1 ay sure ile tekrar kullanima uygun sekilde saklanmalidir. Bu durum sonug¢ raporunda da

belirtilebilir.
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