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ÖZET

Kişiselleştirilmiş kanser terapisi çağında, hastanın tümörünün moleküler profiline olan talep sürekli olarak 
artmaktadır. İleri evre Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) hastalarında, epidermal büyüme faktörü 
reseptörü (EGFR) mutasyonları ve anaplastik lenfoma kinaz (ALK) ve c-ros oncogene 1 (ROS1 gen yeniden dü-
zenlemeleri için testler, artık rutin olarak uygulanmaktadır. Anti-EGFR, Anti- ALK ve Anti ROS1 tedavisinden 
yararlanma olasılığı yüksek olan hastaları seçmek için klinik pratiğin temel bir bileşeni haline gelmiştir. Ayrıca, 
tekrarlayan veya metastatik tümörlerden veya ilk tedaviye yanıt etkili terapilere direnç geliştiren hastalardan 
doku örnekleri elde etmek, tümör ilerlemesinin moleküler temelini ve ilaç direncini geliştirmemizi anlamak için 
gereklidir. Bu nedenle, patolojik tanı ve genomik profilleme için yeterli miktar ve kalitede olan tümör dokusunun 
örneklenmesinin en baştan planlanması ve tanı sırasında ekonomik kullanılması çok önemlidir. Bu derlemede, 
KHDAK hastalarında rutin moleküler analiz sağlamak için biyopsi örneklerinin elde edilmesinde ve işlenmesinde 
dikkate alınması gereken faktörler tartışılacaktır.
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SUMMARY

In the era of personalized cancer therapy, the demand for molecular profiling of the patient’s tumor is steadily 
increasing. In advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) patients, testing for epidermal growth factor recep-
tor (EGFR) mutations and anaplastic lymphoma kinase (ALK) and c-ros oncogene (ROS1) genes rearrangements 
has become an essential component of clinical practice to select patients who are most likely to benefit from 
EGFR, ALK and ROS1 tyrosine kinase inhibitors, respectively. Furthermore, obtaining tissue specimens from 
recurrent or metastatic tumors or from patients who develop resistance to initial effective therapies are essential 
for our understanding of the molecular basis of tumor progression and development of drug resistance. Therefore, 
the sampling of tumor tissue that is representative and is adequate in quantity and quality for pathological diag-
nosis and genomic profiling is crucial. In this review, we will discuss factors that should be considered in obtaining 
and processing biopsy specimens to enable routine molecular analysis in NSCLC patients. 
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Geçtiğimiz son 20 yıl boyunca, küçük hücreli dışı 
akciğer karsinomunun (KHDAK) kesin ölümcül ol-
masının üstesinden gelmek için kapsamlı çabalar 
sarf edilmiştir. Bununla birlikte, ne yazık ki klasik 
kemoterapötik ajanların etkinliği sınırlıdır(1). Son 
zamanlarda sürücü mutasyonlarının keşfi ve spesifik 
hedefe yönelik ajanlara daha fazla yanıt vermesi ile 
ilişkilendirilmesi KHDAK’larında özellikle de Non-
Skuamöz tip KHDAK’da tedavi geleneksel kemote-
rapiden hedefli tedaviye geçiş göstermiştir. Bu yeni 
kişiselleştirilmiş terapi dönemi, ile kanserlerde ve 
fenotiplerinin yanı sıra genotipik karakterizasyonu 
saptamanın gerekliliğini ortaya koymuştur. Ancak 
KHDAK’lu hastaların üçte ikisinden fazlası ne yazık 
ki tanı esnasında ileri evrede diğer bir deyişle inope-
rabl bir aşamadadır(2,3). 

Akciğer kanserlerinin %70’i ileri evrelerde yakalan-
dığı için rezeke edilemediğinden, bu hastalarının ço-
ğunluğunda küçük biyopsi ve sitoloji örnekleri tanı 
için patoloji Laboratuvarlarına gönderilen tek örnek 
olmaktadır(1,2,4). Bu nedenle, çoğu için, küçük biyop-
si veya sitoloji örnekleri hem tanı hem de moleküler 
profilleme için mevcut tek doku olacaktır. Dahası, 
birçok araştırmacı son zamanlarda hızlıca nüks eden 
metastatik hastaların tümörlerinin diğerlerinden 
farkını veya ilaca dirençli tümörlerin moleküler pa-
tolojisini daha iyi anlamaya odaklanmıştır(1). Bunun 
sonucunda biyopsi tekrarı, biyolojik örneklerin art-
tırılması daha da büyük bir önem kazanmıştır. Son 
olarak da, hastalığın seyrinde farklı zaman aralığında 
veya tedavi devam ederken farklı tedavi seçenekleri-
ne karar vermek için tümörün yeniden detaylı analizi 
gerekmektedir. 

Sondan bir önceki Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) akci-
ğer tümörleri sınıflamasında (2004)(5) özellikle küçük 
biyopsilerde ve sitolojik örneklerde sadece Küçük 
Hücreli Akciğer Karsinomu (KHK) ve Küçük hücreli 
olmayan Akciğer karsinomu (KHDAK) tanısı yeterli 
olduğu belirtilmekteydi. Ancak son DSÖ sınıflama-
sında (2016) bunun yeterli olmadığı vurgulanmak-
tadır(6). Yeni tedavi seçeneklerinin ortaya çıkması 
KHDAK’da için kesin histolojik alt tiplemeyi zorun-
lu kılmıştır. Özellikle skuamöz hücreli karsinomlar 
(SqCC) ile skuamöz hücreli olmayan karsinomları 
arasındaki ayrımının yapılması gerekmektedir; ikin-
cisi çoğunlukla ADC ve büyük hücreli karsinomları 
kapsar(2,4,7).

Son faz III çalışmalarında pemetrexed, skuamöz hüc-
reli karsinomlara (SqCC) kıyasla adenokarsinomlarda 

(ADC) ve büyük hücreli karsinomlarda üstün etkinlik 
göstermiştir, ayrıca pemetrexedin SqCC karsinom-
larda kullanımı ölümcül kanamalara neden olmuş-
tur(3,4,7). Bu nedenle de Öncelikle KHK ayrımından 
sonra ADC ve adenokarsinom dışında kalanları belir-
lemek akciğer patoloğunun görevi olmuştur.

Biyopsi Yapılacak Alanın Seçimi ve Biyopsi Sayısı ve
Klinisyenin Dikkat Etmesi Gereken Önemli Noktalar

Biyopsi için uygun lezyonların seçimi genellikle kli-
nisyenler, cerrahlar veya girişimsel radyologlar ta-
rafından belirlenir. Tanı için biyopsi alınacak loka-
lizasyon belirlenirken kolay ulaşılabilirliği yanı sıra 
nekrotik olmamasına da dikkat edilmelidir. Nekroz 
artık yeni radyolojik inceleme yöntemleri ile belirle-
nebilmektedir(8,9).

Tek bir alandan biyopsi/sitolojik materyal alınacak 
ise tümör büyüklüğüne göre birden çok örnekleme 
yapılmaya çalışılmalıdır. Tek bir biyopsi örneği alınan 
materyal tümörün tüm özelliklerini yansıtmayabilir; 
bunun nedeni tümörün çoğunlukla heterojen gene-
tik profilinin olmasıdır(10). Genomik çalışmalar, aynı 
tümörün farklı bölgelerinde, primer ve metastatik 
tümörlerde ve hatta eşzamanlı farklı metastatik böl-
geler arasındaki heterojenlik ve tümörün de genetik 
evrim geçirdiğini göstermiştir(10,11). Tüm bu veriler 
doğrultusunda akciğer kanseri düşünülen hastadan 
alınacak biyopsi yeri seçilirken maksimum örnekle-
me yapmayı amaç edilmek çok çok önemlidir.

Bir lezyondan elde edilebilecek insizyonal biyopsi 
veya kor biyopsinin net sayısı yoktur, mümkün oldu-
ğunca fazla tümör dokusu elde etmenin yararlarını 
vurgulayan pek çok ulusal ya da uluslararası rehberler 
yazılmıştır(12-14). Servikal mediastinoskopi, torakos-
kopi ile sonucu primer tümörden elde edilen biyop-
siler 3-6 biyopsi örneği alınabilmesi tanı ve testlerde 
yalancı negatif çıkma olasılığını %10’un altına indir-
mektedir(12). Transtorakal ince iğne aspirasyon biyop-
silere gelince tanı ve genotipleme için yeterli doku 
sağlamak için hedef lezyon başına en az dört iğne 
aspirasyonu yapılması önerilmektedir.

Özetle, en az beş endobronşiyal/transbronşiyal for-
seps biyopsisi alınmalıdır. Yine doku hacmini en üst 
düzeye çıkarmak için, ek bir beş forseps biyopsisi 
veya iki kryobiyopsisi düşünülebilir. Hedef lezyon 
başına en az dört adet EBUS/endoskopik ultrason 
iğne aspirasyonu önerilir. 18-20 G iğne kullanarak en 
az iki perkütan ince iğne biyopsisi yapılmalıdır. Doku 
hacmini maksimuma çıkarmak için 3-6 kor iğne bi-
yopsisi düşünülebilir(12). KHDAK şüphesi olan hasta-
lardan biyopsinin mümkünse cuma günü ya da uzun 
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tatillerden hemen önceki gün yapılmaması gereklidir. 
Daha sonra anlatılacak olan materyallerin sağlıklı 
fiksasyonu için bu çok önemlidir. Fiksasyonun uygun 
olmaması tanıya ulaşımı fazlaca olumsuz etkilemese 
de daha sonra gerekecek olan moleküler testlerin ba-
şarısını oldukça olumsuz etkileyecektir(12).

Örnek eğer sadece kemik dokudan alınabilecekse, 
patoloğun bunun için önceden uyarılması çok önem-
lidir. Kemik dokular uygun doku takip işlemlerin ya-
pılabilmesi için dekalsifikasyona tabi tutulmaktadır. 
Dekalsifikasyon işlemi asit ile muamele edilerek ya-
pılır. Asit ise moleküler testlerin başarısını oldukça 
olumsuz etkileyen bir sıvıdır; asit ile muamele do-
kularda DNA ve RNA degrade olur, parçalanır hücre 
sayısı yeterli olsa bile sağlıklı sonuç alınamaz(3,15). 
Eğer patolog kemik dokudan akciğer kanseri tanısı ve 
moleküler işlemler yapacağını bilirse dokuyu daha az 
zedeleyebilecek dekalsifikasyon işlemi (asit içerme-
yen ETDA ile dekalsifikasyon) yapabilir ve bu işleme 
gerek olmayan yumuşak kısımları hemen takibe ala-
bilir ve testler bu dokulara uygulanabilir.

Örnekler Patolojiye Ulaştıktan Sonra Patoloğun
Dikkat Etmesi Gerekenler

Analiz öncesi aşamadaki gereklilikler: Tanı için 
alınmış biyopsinin yerinin önemi yoktur; biyopsiler 
derhal uygun bir miktarda (biyopsinin en az 5-10 katı 
volümüne) nötr tamponlu %10 formalinle uygun şe-
kilde fikse edilmelidir. Dokular mümkün olan en kısa 
sürede (30-60 dakikadan daha kısa süre içinde) fiksa-
tife konmalıdır.

Moleküler analiz için optimal fiksasyon süresi, küçük 
biyopsi örnekleri için 6-12 saat ve daha büyük cerra-
hi örnekler için 12-48 saattir(16). Son kılavuzlar, 6-48 
saatlik fiksasyon zamanlarının klinik moleküler test-
ler için kabul edilebilir olduğunu göstermektedir(7,15). 
Hematoksilin ve eosin boyama, immünohistokimya 
ve FISH analizi olumsuz etkilendiğinden, fiksasyon 
süresi altı saatten az olmamalıdır. Fiksasyon süresi 
48 saati aşarsa da, DNA’nın kalitesi bozulur(1,17) mo-
leküler tetkik başarısız olur ve FISH analizindeki sin-
yaller zayıflar. Ayrıca, geleneksel boyama ile immün-
histokimya (IHC) ve floresan in situ hibridizasyon 
(FISH) analizleri olumsuz etkilendiği için altı saatin 
altındaki fiksasyon süresi de önerilmez. Örnekleme 
veya rezeksiyondan 10 dakika sonra dokularda be-
lirgin biyokimyasal değişiklikler meydana geldiğin-
den, hücrelerde RNA ve proteinlerin bozulmasını 
azaltmak için ön sabitleme süresi en aza indirilme-
lidir(3,7,12,15). Rezeksiyon materyallerinde ise numu-
nenin makroskopik incelenmesi ve ince dilimlere ay-

rılması, fiksatiflerin penetrasyonunu kolaylaştırmak 
için mümkün olan en kısa sürede yapılma ve yine 
hemen fiksatife konmalıdır(1,7). Ayrıca, patoloğun ya 
da biyopsiyi alan merkze fiksatife koyarak parçayı 
gönderecekse fiksasyonun başlama saatini gönderme 
kağıdına yazması yukarıda anlatılan süreler uymak 
için son derece önemlidir (yazarın yorumu).

Alkol bazlı fiksatifler rutin boyama ile ilgili olarak 
aynı özelliklere sahiptir ve nükleik asit korunumu 
için özellikle güvenlidir, ancak nükleer morfolojiyi 
değiştirebilirler. Ancak, FISH testinde sinyalleri bo-
zabilecekleri için önerilmemektedir(7,18). Pikrik asit 
(Bouin, Duboscq- Brazil, Hollande) içeren fiksatifler, 
hızlı nükleik asit degradasyonundan sorumludur 
ve fiksasyon süreleri ne olursa olsun ciddi biçimde 
olumsuz etkilenen FISH ve moleküler analizler nede-
niyle önerilmemektedir(7).

Uygun fiksasyonu tamamlanan dokular doku takibi 
sonrası parafin bloklara gömülmelidir.

Mikroskobik inceleme: Mikroskobik incelemede 
karsinom saptandığında ilk gereken şey KHAK ile 
KHDAK’u ayrımının yapılmasıdır. Sonra KHDAK 
düşünülüyorsa, hematoksilen + eozin (H+E) boya ile 
tanıya gidilebiliyorsak ek immünhistokimyasal ince-
leme gerekmeyebilir (sadece adenokarsinom düşünü-
lüyorsa akciğer kaynaklı olduğunu ispat etmek için 
TTF-1 uygulanabilir). Eğer karsinomun alt tip tayini 
için morfoloji, H+E boyası yeterli değil ise bir Ade-
nokarsinom bir de SqCC lehine boyanacak iki primer 
antikor ile immünhistokimyasal boya uygulanması 
önerilmektedir(2,4,7). Bu anlatılanlar Şekil 1’de şema 
ile özetlenmiştir.

Bir adenokarsinom ile skuamöz hücreli kanser ayrı-
mı için literatürde en kabul gören primer antikorlar 
TTF1 ve p63/p40’dır. Bu iki antikor ile sonuçların 
nasıl yorumlanacağı Tablo 1’de verilmiştir. Sadece Bu 
iki primer antikor uygulaması ve Tablo 1’deki şekilde 
yorumlanması ile %73-87 oranında sağlıklı ve doğru 
bir şekilde KHDAK’da alt tiplendirme yapılabileceği 
bildirilmektedir(19,20).

Sitolojik materyaller de, akciğer kanseri tanısında 
güçlü bir araçtır. Sitolojinin avantajları, minimal in-
vaziv ve basit bir prosedür olması, daha hızlı rapor-
lama yapılmasına yardımcı olması ve nispeten ucuz 
olmasıdır. Sitolojik muayenenin doğruluğu, malze-
menin toplanması, hazırlanması, boyanması ve yo-
rumlanması kalitesine büyük ölçüde bağlıdır(4,7). Bu 
nedenle de sitopatoloji dünyada her yerde patolojinin 
bir yan dalıdır ve patoloji üzerine yapılan yan dal eği-
timi ile sitopatolog yetişmektedir.
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Sitolojik inceleme yapılması planlanan hastada işlem 
başında patoloğun, radyolog ya da sitolojik inceleme 
için materyali alacak olan hekime (göğüs hastalıkları 
uzmanı) hasta başı yeterliliği vermesi başarıyı arttı-
ran çok önemli bir hizmettir. Ancak ülkemizde her 
hastanede yeterli sitopatolog bulunmaması nedeniy-
le gerektiği ölçüde uygulanamamaktır.

Hücre bloğu oluşturmak; sitolojik materyallerin alı-
mından sonraki işlemlerde patoloğun önemli bir 
görevi de hücre bloğu oluşturmak olmalıdır. Şırınga 
içinde/küçük doku parçaları içeren sıvıdan oluşturu-
lan pıhtıdan hücre bloğu hazırlanması tanı ve daha 
sonraki testler için çok faydalıdır. Literatürde birkaç 
farklı hücre bloğu oluşturma metodu bulunmakta-
dır(7). Tanı için ve sonrasındaki işlemlerde kullanmak 
için (IHC ve moleküler testler gibi) gelecekte özel 
çalışmalar için ek materyal bu şekilde sağlanmış ola-
caktır. Moleküler çalışmalarda da hücre bloğu numu-
neleri genellikle smear lamları kadar yararlı olacaktır; 
çünkü hücre bloğu kesitlerinde tümör hücreleri doku 

gibi kolaylıkla değerlendirilebilir, böylece hem oriji-
nal tanısal slaytlar arşivlenebilir ve hem de gerekti-
ğinde ek yardımcı testler yapılabilir.

Patoloğun bir görevi de KHDAK tanısı koyduktan 
sonra eğer geride kalan materyal moleküler testler 
için yeterince tümör hücresi içermiyorsa bunu rapor-
da belirtmek olmalıdır.

Bazı ülkelerde KHDAK tanısı konmasının hemen 
ardından, hasta ileri evrede ise moleküler testler ek 
bir istemi beklemeden yapılabilmektedir (=refleks 
test(15). Ülkemizde ise SGK kuralları gereği tedaviyi 
düzenleyecek hekim (tercihan medikal onkolog) tara-
fından resmi test isteminin yapılması gerekmektedir.

Genel olarak, dondurularak saklanmış preparatlar-
da hücre miktarı ve elde edilen DNA’nın konsant-
rasyonu mutasyon analizinde daha az sorunludur. 
Sitoloji örneğinin yanı sıra çok düşük miktarda DNA 
veren küçük biyopsi örnekleri, daha hassas tespit 
yöntemleri kullanıldığında mutasyonları tespit 
edebilir(15,21). Fakat 300 hücreden az tümör hücresi 

Şekil 1. KHDAK tanısında ve moleküler testler için ilk hazırlıklar olarak yapılması gerekenler.

P63/p40- P63/p40+ P63/p40++ 

TTF1++ ADC ADC ADC
TTF1+ ADC ADC SqCC
TTF1- Ayrım yapılmaz KHDAK-nos Ayrım yapılmaz KHDAK-nos SqCC

Tablo 1. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri alt tiplendirme.
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içeren bir materyal bir de formalinle fikse edilmiş 
ise DNA az da olsa parçalanabilir; örneklerde mu-
tasyonların saptanamaması (yalancı negatiflik) ris-
kini arttırır.

Sonuç olarak; hedefe yönelik tedaviden yararlanacak 
akciğer kanseri hastalarının genomik profilini belir-
lemek artık standart olmuştur. KHDAK için tümör 
dokusunun malignite temsilcisi olarak yeterli miktar 
ve yeterli kalitede olması kritik öneme sahiptir. Tü-
mör örnekleri biyopsi sırasında mümkün olduğunca 
bol olarak alınmalıdır. Sitolojik aspirasyon biyop-
silerinde numunenin yeterliliğini sağlamak için bir 
patolog veya iyi eğitilmiş bir teknisyen tarafından 
yerinde hızlı değerlendirme sistemin kurulması çok 
önemlidir. Optimal moleküler analiz için tümör hüc-
reselliği, materyalin fiksasyon durumu ve kalitesi çok 
önemlidir. Göğüs hastalıkları uzmanı, medikal onko-
log, patolog ve moleküler patolog arasındaki yakın 
iletişim, doğru histopatolojik tanı ve moleküler test 
için yeterli tümör dokularını elde etmede başarı için 
şarttır. Tanı ve tedavi için yeterli biyopsinin alınması-
nın uygun yolunu ve kişiselleştirilmiş kanser tedavisi 
için tedavi stratejisinin doğru yönlendirilmesini sağ-
lamak için kritik öneme sahiptir.

Daha sonra yapılacak moleküler testler için çeşitli 
rehberler ve nasıl yapılacağını tarifleyen güncel ya-
yınlar mevcuttur(3,14,16,22-25).
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