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Tıbbi Moleküler Test Rehberi

Moleküler Patoloji testleri için patoloji laboratuarına ulaşan taze doku, dondurulmuş doku,

formalin ile fikse parafine gömülü (FFPG) doku blokları, H&E ile boyanmış kesitler, boyasız

doku kesitleri, boyalı veya boyasız sitoloji yayma preparatları, hücre bloğu, tüm vücut sıvıları

ve sitolojik sıvı materyal kullanılabilir.

1. Doku Özellikleri:
Dokunun cerrahi işlem esnasında kan kaynağının kesilmesi ile başlayan ve moleküler analiz

için kullanılma aşamasına gelene kadar içinden geçtiği süreç “preanalitik süreç” olarak

adlandırılmaktadır. Moleküler test sonuçları üzendeki ciddi olumsuz etkileri nedeniyle,

preanalitik süreç ugun şekilde yönetilmelidir. Preanalitik süreçte i) dokunun cerrahi

eksizyonu, ii) makroskopik örneklenmesi, iii)  doku işlem süreci, iv) Doku bankası için

uygulanacak işlemler yer almaktadır. Morfolojik detayların korunması yanında, moleküler

analizlerde kullanılacak nükleik asit ve proteinlerin de test amacına uygun şekilde korunması

için preanalitik süreç çok kritiktir. Bu amaçla, cerrahi işlemle dokunun kan desteğinin

sonlandırılması ile fiksasyon ya da dondurma ile başlatılacak prezervasyon işlemi arasındaki

sürenin 30 dk’yı geçmemesi önerilmektedir (1).

 Rezeksiyon materyalleri taze doku olarak laboratuvara ulaştıysa tümör alanından

moleküler incelemeler için ayrı bir doku örneklenerek tercihen hızla dondurularak

uygun dondurulmuş saklama koşullarında muhafaza edilmesi (taze donmuş doku

bankası) tercih edilmelidir. Bu amaçla örneklenmiş dokunun kullanılmadan önce

mikroskopik içeriği (tümör, nekroz vs) açısından kontrol edilmesi önerilmektedir.

 Taze olarak patoloji laboratuarına ulaşan örneklerin zaman kaybetmeden 3-4mm

kalınlıkta örneklenip kasetlenerek doku işlem prosedürüne alınmasının hem morfolojik

hem de moleküler içeriğin korunması için optimal olduğu bildirilmektedir (2,3).

 Moleküler inceleme için kullanılacak dokularda en uygun tespit solüsyonları %10’luk

tamponlu formalin solüsyonu veya alkol bazlı (FineFix, UMFIX, RCL2) fiksatiflerdir (4-

6). Tespit işlemi doku boyutuna uygun miktarda fiksatifle yapılmalıdır. Tespit işleminde

ağır metal içeren tespit solüsyonlarından kaçınılmalıdır. Ağır metaller daha sonra PCR

işleminde kullanılan DNA polimerazın kofaktör olarak kullandığı Mg ile yarışarak sorun

yaratabilmektedir.

 Tespit süresi doku boyutuna göre ayarlanmalıdır. Tespit süresi küçük dokular için

minimum 6 saat, büyük dokular için 8-18 saat olmalıdır. Tüm spesmenler için ortalama

6-24 saat (maksimum 48 saat) fiksasyon moleküler analizler için uygun materyal elde

edilmesini sağlamaktadır. Optimize edilmiş yöntemler dışında, aksi belirtilmedikçe,

uzun fiksasyon sürelerinden kaçınılmalıdır.
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 Moleküler testlerin uygulanacağı hedef alan seçimi ilgili bloğun HE kesitleri dikkate

alınarak belirlenmelidir. Tercihen bütünlüğü korunmuş nekrozsuz en geniş tümör alanı

örneklenmelidir. Bu alan seçiminde gerektiğinde (bazen de tercihen) birden çok sayıda

blok da  kullanılabilir. Günümüz bilgilerine göre kolorektal karsinomlarda hedefe

yönelik tedavilere yönelik moleküler testlerde primer ve/veya metastatik tümör bloğu

kullanılabilir. Öte yandan Akciğer karsinomları ve malign melanomlar için metastatik

doku yada son gelişen tümör dokusu tercih edilebilir. Bu durum farklı tümör

gruplarında farklılık gösterebileceği için güncel bilgiler ve rehberler takip edilmelidir.

Özellikle malign melanom örneklerinde melanin pigmentinin izole edilen DNA

içeriğinde 0.1ng/uL nin üzerindeki konsantrasyonu DNA polimerazın aktivitesini

bozarak PCR kinetiğine negatif etki ettiği bildirilmiştir (7). Kolondan DNA elüsyonunun

tekrarının pigment dansitesini azalttığı bildirilmektedir. Pigment varlığının DNA

polimeraz enzimini inhibe ettiği bildirildiğinden pigment içermeyen alanın seçilmesi

önerilir. Pigment varlığının DNA polimeraz enzimini inhibe ettiği bildirilmekle birlikte

çözüm önerilerine ilişkin literatürde az sayıda veri mevcuttur. Bu konudaki gelişmeler

açısından ilgili literatürlerin takip edilmesi önerilir.

 Test için optimize edilmiş bir sistem kullanılmıyor ise, aksi belirtilmedikçe, genellikle 50

ng DNA tek bir PCR reaksiyonu için yeterli bulunmaktadır. Bu miktar DNA elde

edilecek doku, lezyonun hücresel içeriğine bağlı olmakla birlikte, ortalama 5x5 mm

yüzeyli 5 um kalınlıktaki tek bir kesitten elde edilebilmektedir. Kesit kalınlığının artması

DNA ekstraksiyon sürecinde proteolizis basamağını uzatmaktadır. Bu süre 5 um

kalınlık için yaklaşık 1 saattir. Nükleik asit ekstraksiyonuna esas hedef alanın seçilen

bloktaki oranı çok düşük ise selektif mikro/makro diseksiyon teknikleri kullanılarak

hedef alan zenginleştirilebilir. Bu işlem için birden çok sayıda blok da kullanılabilir.

Hedef alanın toplam DNA içeriğindeki oranı, kullanılan tekniğin analitik sensitivitesine

bağlı olarak farklılık gösterir. Bu oran çok sensitif yöntemler için %1-5 kabul edilebilir

iken, analitik sensitivitesi düşük yöntemlerde bu oranın >%20 olması önerilmektedir.

 Eğer başlangıç materyali hazır boyalı yayma şeklinde sitolojik materyal ise boyalı

yaymalardan ilgilenilen hücrelerin olduğu alanlar işaretlenerek bistüri ucu ile kazınıp

ependorf tüp içerisinde toplanır.

 Başlangıç materyali sitolojik aspirasyon sıvısı ise sıvıdaki hücrelerden pellet

oluşturulur veya alternatif olarak hücre bloğu hazırlanarak bloktan elde edilen kesitler

nükleik asit ekstraksiyonunda kullanılır.

 Moleküler test amaçlı dış merkeze gönderilecek örnekler, tercihen uygun hedef

yoğunluğunu ve koşullarını sağlayan parafin blok şeklinde olmalıdır. Bunun

sağlanamadığı koşullarda adhezivsiz lam üzerine alınan parafin kesitler boyanmadan

gönderilmelidir. Gönderilen lamların sayısı da önemlidir. Bunlardan birinin H-E
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boyanarak tümör içeriğinin belirlenmesi için kullanılacağı unutulmamalıdır. Diğer

lamlardaki dokuların hedeflenen işlem için yukarda belirtilen yeterlilikte olduğundan

emin olunmalıdır. Eğer mümkün ise, herhangi bir test tekrarı durumu için, itiyatlı

sayıda kesit/lam gönderilmesi tercih edilmelidir.

 Materyal gönderilirken beraberinde patoloji raporunun bir örneği bulunmalıdır.

 Kemik içeren dokularda dekalsifikasyon işlemi asit solüsyonların DNA üzerindeki

şiddetli fragmantasyon etkisi nedeniyle asidik solüsyonlarla yapılmamalıdır.

Dekalsifikasyon işlemi için çelasyon yapan ajanlar (EDTA) kullanılabilir (8,9).

2. Nükleik asit/Protein elde edilmesi ve analiz:

Moleküler test için kullanılacak materyal uygun alt yapı ve cihaz donanımına sahip moleküler

tanı laboratuarına ulaştırılır.

Moleküler tanı laboratuarında bulunması gereken cihazlar laboratuarda uygulanacak test

grubuna göre belirlenmelidir. Ancak laboratuarda bulunması gereken her bir test grubu için

temel cihazlar aşağıda belirtilmiştir:

PCR temelli testler:
 Termal döngü cihazı (PCR)

 Gerçek zamanlı termal döngü cihazı (Bu var ise PCR cihazı aranmaz)

 Biyoemniyet kabini veya UV yüzey sterilizasyonu

 En az 1 derece hassasiyetle ayarlanabilir ısı inkibasyonunu sağlayacak cihaz (su
banyosu, ısı bloğu ve benzeri)

 Santrifüj cihazı

 Pipetör

 Elektroforez sistemi (RT-PCR cihazı var ise aranmaz)

 Nükleik asit kantitasyon sistemi

ISH tabanlı testler:

 İnsitu hibridizasyon için ısı inkübatörü (otomatize ISH sistemi var ise aranmaz)

 Mikroskop (floresan işaretli problar için floresan kabiliyeti olan mikroskop gereklidir)

 Testle uyumlu İF filtreleri

DNA dizi analizi tabanlı testler:

 Dizi analizi cihazı

 Santrifüj (dizi analizi cihazına göre özellik gösterebilir)
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Seçilen test grubu cihazlarından bağımsız olarak

 +4 C soğutucu

 -20 C dondurucu

Materyal toplama aşamasından sonra laboratuar içinde optimize edilmiş bir nükleik

asit/protein ekstraksiyon metodu ile nükleik asitler elde edilir. Kullanılacak yöntem, başlangıç

materyalinin özelliğine göre optimize edilmiş olmalıdır.

Elde edilen nükleik asit/proteinin kantite ve kalitesi uygun yöntemlerle değerlendirilir.

Kalite ve kantitesi belirlenen nükleik asit/protein araştırılacak moleküler değişiklik için uygun

yöntem belirlendikten sonra bu yöntemde kullanılır.

Kullanılacak yöntem araştırılan moleküler değişikliğe göre (bilinmeyen mutasyonların

araştırılması, bilinen hot-spot mutasyonların araştırılması, amplifikasyon-delesyon

araştırılması, hedef DNA dizininin araştırılması) değişiklik gösterebilir. Hedef moleküler

değişiklik için preanalitik ve analitik süreç için validasyonu yapılmış bir yöntem kullanılmalıdır.

3. Raporlama

Test sonuçları elde edildikten sonra raporlama aşamasına geçilir.

Sonuç Raporunda en az aşağıdaki içerik bulunmalıdır:

1- Hasta kimlik bilgileri

2- Test laboratuvarı bilgileri

3- Tanı materyalinin tanımı ve yeterliliği

4- Yapılan testin adı

5- Kullanılan yöntemlerin adı

6- Testin sonucu

7- Test sonucuyla ilişkili kısa öz bir açıklama/yorum

8- Test sonucundan sorumlu hekim onayı

Moleküler test için izole edilen DNA/RNA/protein artan miktarları rapor tarihinden itibaren en

az 1 ay süre ile tekrar kullanıma uygun şekilde saklanmalıdır. Bu durum sonuç raporunda da

belirtilebilir.
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