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OZET

Kigisellestirilmis kanser terapisi ¢aginda, hastanmin tiimériiniin molekiiler profiline olan talep siirekli olarak
artmaktadir. Ileri evre Kiiciik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK) hastalarinda, epidermal biiyiime faktérii
reseptirii (EGFR) mutasyonlart ve anaplastik lenfoma kinaz (ALK) ve c-ros oncogene 1 (ROS1 gen yeniden dii-
zenlemeleri i¢in testler, artik rutin olarak uygulanmaktadir. Anti-EGFR, Anti- ALK ve Anti ROS1 tedavisinden
yararlanma olasiligt yiiksek olan hastalari se¢mek icin klinik pratigin temel bir bileseni haline gelmistir. Ayrica,
tekrarlayan veya metastatik tiimérlerden veya ilk tedaviye yanit etkili terapilere direng gelistiren hastalardan
doku ornekleri elde etmek, tiimor ilerlemesinin molekiiler temelini ve ilag direncini gelistirmemizi anlamak icin
gereklidir. Bu nedenle, patolojik tant ve genomik profilleme i¢in yeterli miktar ve kalitede olan tiimér dokusunun
drneklenmesinin en bastan planlanmasi ve tan sirasinda ekonomik kullanilmas: ¢ok énemlidir. Bu derlemede,
KHDAK hastalarinda rutin molekiiler analiz saglamak icin biyopsi érneklerinin elde edilmesinde ve islenmesinde
dikkate alinmasi gereken faktirler tartigilacaktir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, patoloji, biyopsi, tani, doku 6rnekleme, immunhistokimya.

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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GIRiS

Gegtigimiz son 20 yil boyunca, kugiik hiicreli dis1
akciger karsinomunun (KHDAK) kesin 6lumciil ol-
masinin istesinden gelmek i¢in kapsamh c¢abalar
sarf edilmistir. Bununla birlikte, ne yazik ki klasik
kemoterapétik ajanlarin etkinligi sinirhdir®™. Son
zamanlarda siiricii mutasyonlarinin kesfi ve spesifik
hedefe yonelik ajanlara daha fazla yanit vermesi ile
iligkilendirilmesi KHDAK’larinda 6zellikle de Non-
Skuaméz tip KHDAK'da tedavi geleneksel kemote-
rapiden hedefli tedaviye gecis gostermistir. Bu yeni
kigisellestirilmis terapi dénemi, ile kanserlerde ve
fenotiplerinin yam: sira genotipik karakterizasyonu
saptamanin gerekliligini ortaya koymustur. Ancak
KHDAK'Iu hastalarin iicte ikisinden fazlasi ne yazik
ki tan1 esnasinda ileri evrede diger bir deyisle inope-
rabl bir agamadadir®.

Akciger kanserlerinin %70’ ileri evrelerde yakalan-
dig1 icin rezeke edilemediginden, bu hastalarinin ¢o-
gunlugunda kiicitk biyopsi ve sitoloji érnekleri tam
i¢in patoloji Laboratuvarlarina gonderilen tek érnek
olmaktadir™>%. Bu nedenle, cogu icin, kiiciik biyop-
si veya sitoloji 6rnekleri hem tani hem de molekiler
profilleme i¢in mevcut tek doku olacaktir. Dahasi,
bircok aragtirmaci son zamanlarda hizlica nitks eden
metastatik hastalarin tumorlerinin  digerlerinden
farkini veya ilaca direncli timérlerin molekiiler pa-
tolojisini daha iyi anlamaya odaklanmigtir®. Bunun
sonucunda biyopsi tekrari, biyolojik 6rneklerin art-
tirllmas: daha da buyik bir énem kazanmgtir. Son
olarak da, hastaligin seyrinde farkli zaman araliginda
veya tedavi devam ederken farkli tedavi secenekleri-
ne karar vermek i¢in timérin yeniden detayl analizi
gerekmektedir.

Sondan bir énceki Diinya Saglik Orgiitii (DSO) akci-
ger tiimorleri siniflamasinda (2004)® ézellikle kiigiik
biyopsilerde ve sitolojik orneklerde sadece Kugik
Hiicreli Akciger Karsinomu (KHK) ve Kiigiik hiicreli
olmayan Akciger karsinomu (KHDAK) tams: yeterli
oldugu belirtilmekteydi. Ancak son DSO simiflama-
sinda (2016) bunun yeterli olmadig1 vurgulanmak-
tadir®. Yeni tedavi seceneklerinin ortaya c¢ikmasi
KHDAKda i¢in kesin histolojik alt tiplemeyi zorun-
lu kilmistir. Ozellikle skuamoz hiicreli karsinomlar
(SqCC) ile skuamoz hiicreli olmayan karsinomlar:
arasindaki ayriminin yapilmas: gerekmektedir; ikin-
cisi cogunlukla ADC ve biiyiik hucreli karsinomlar
kapsar®*",

Son faz Il caligmalarinda pemetrexed, skuaméoz hiic-
reli karsinomlara (SqCC) kiyasla adenokarsinomlarda
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(ADC) ve bityiik hiicreli karsinomlarda tstiin etkinlik
gostermistir, ayrica pemetrexedin SqCC karsinom-
larda kullanimi éliimciil kanamalara neden olmusg-
tur®*”, Bu nedenle de Oncelikle KHK ayrimindan
sonra ADC ve adenokarsinom diginda kalanlari belir-
lemek akciger patologunun gérevi olmugtur.

Biyopsi Yapilacak Alanin Segimi ve Biyopsi Sayisi ve
Klinisyenin Dikkat Etmesi Gereken Onemli Noktalar

Biyopsi i¢in uygun lezyonlarin secimi genellikle kli-
nisyenler, cerrahlar veya girigsimsel radyologlar ta-
rafindan belirlenir. Tam i¢in biyopsi alinacak loka-
lizasyon belirlenirken kolay ulagilabilirligi yani sira
nekrotik olmamasina da dikkat edilmelidir. Nekroz
artik yeni radyolojik inceleme yéntemleri ile belirle-
nebilmektedir®?.

Tek bir alandan biyopsi/sitolojik materyal alinacak
ise timor biytkligine gére birden ¢ok 6rnekleme
yapilmaya caligtlmahidir. Tek bir biyopsi érnegi alinan
materyal tiimériin tiim 6zelliklerini yansitmayabilir;
bunun nedeni timériin ¢ogunlukla heterojen gene-
tik profilinin olmasidir®™. Genomik ¢aligmalar, ayn1
tamorin farkli bolgelerinde, primer ve metastatik
tiimérlerde ve hatta eszamanh farkhi metastatik bol-
geler arasindaki heterojenlik ve tiimoérin de genetik
evrim gecirdigini géstermistir®. Tum bu veriler
dogrultusunda akciger kanseri digiinillen hastadan
alinacak biyopsi yeri secilirken maksimum érnekle-
me yapmay1 amag edilmek ¢ok ¢ok énemlidir.

Bir lezyondan elde edilebilecek insizyonal biyopsi
veya kor biyopsinin net sayis1 yoktur, miimkin oldu-
gunca fazla tumér dokusu elde etmenin yararlarim
vurgulayan pek ¢ok ulusal ya da uluslararas: rehberler
yazilmigtir®>?¥, Servikal mediastinoskopi, torakos-
kopi ile sonucu primer tiimérden elde edilen biyop-
siler 3-6 biyopsi érnegi alinabilmesi tan: ve testlerde
yalana negatif ¢ikma olasihigini %10’un altina indir-
mektedir®. Transtorakal ince igne aspirasyon biyop-
silere gelince tani ve genotipleme icin yeterli doku
saglamak i¢in hedef lezyon bagina en az dért igne
aspirasyonu yapilmasi énerilmektedir.

Ozetle, en az bes endobronsiyal/transbronsiyal for-
seps biyopsisi alinmalidir. Yine doku hacmini en st
dizeye ¢ikarmak icin, ek bir bes forseps biyopsisi
veya iki kryobiyopsisi dustnilebilir. Hedef lezyon
basina en az dort adet EBUS/endoskopik ultrason
igne aspirasyonu 6nerilir. 18-20 G igne kullanarak en
az iki perkiitan ince igne biyopsisi yapilmalidir. Doku
hacmini maksimuma ¢ikarmak i¢in 3-6 kor igne bi-
yopsisi diisiintilebilir®®. KHDAK siiphesi olan hasta-
lardan biyopsinin mamkiinse cuma giinii ya da uzun
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tatillerden hemen 6nceki giin yapilmamasi gereklidir.
Daha sonra anlatilacak olan materyallerin saglikl
fiksasyonu icin bu ¢ok énemlidir. Fiksasyonun uygun
olmamasi taniya ulagimi fazlaca olumsuz etkilemese
de daha sonra gerekecek olan molekiiler testlerin ba-
sarisin1 oldukea olumsuz etkileyecektir®?.

Ornek eger sadece kemik dokudan alinabilecekse,
patologun bunun i¢in énceden uyarilmasi ¢cok énem-
lidir. Kemik dokular uygun doku takip iglemlerin ya-
pilabilmesi i¢in dekalsifikasyona tabi tutulmaktadur.
Dekalsifikasyon islemi asit ile muamele edilerek ya-
pilir. Asit ise molekiiler testlerin bagarisini oldukca
olumsuz etkileyen bir sividir; asit ile muamele do-
kularda DNA ve RNA degrade olur, par¢alanir hicre
sayis1 yeterli olsa bile saglikli sonu¢ alinamaz®?.
Eger patolog kemik dokudan akciger kanseri tanisi ve
molekiiler iglemler yapacagim bilirse dokuyu daha az
zedeleyebilecek dekalsifikasyon iglemi (asit igerme-
yen ETDA ile dekalsifikasyon) yapabilir ve bu igleme
gerek olmayan yumusak kisimlar1 hemen takibe ala-
bilir ve testler bu dokulara uygulanabilir.

Ornekler Patolojiye Ulastiktan Sonra Patologun
Dikkat Etmesi Gerekenler

Analiz oncesi agamadaki gereklilikler: Tan: icin
alinmig biyopsinin yerinin énemi yoktur; biyopsiler
derhal uygun bir miktarda (biyopsinin en az 5-10 kat
volimiine) nétr tamponlu %10 formalinle uygun se-
kilde fikse edilmelidir. Dokular miimkiin olan en kisa
siirede (30-60 dakikadan daha kisa siire icinde) fiksa-
tife konmalidar.

Molekiiler analiz i¢in optimal fiksasyon siiresi, kiiciik
biyopsi 6rnekleri icin 6-12 saat ve daha buyik cerra-
hi érnekler icin 12-48 saattir®®. Son kilavuzlar, 6-48
saatlik fiksasyon zamanlarinin klinik molekiiler test-
ler i¢in kabul edilebilir oldugunu géstermektedir™®.
Hematoksilin ve eosin boyama, immunohistokimya
ve FISH analizi olumsuz etkilendiginden, fiksasyon
stiresi alt1 saatten az olmamahdir. Fiksasyon stiresi
48 saati agarsa da, DNA'nin kalitesi bozulur®!” mo-
lekiiler tetkik bagarisiz olur ve FISH analizindeki sin-
yaller zayiflar. Ayrica, geleneksel boyama ile immiin-
histokimya (IHC) ve floresan in situ hibridizasyon
(FISH) analizleri olumsuz etkilendigi i¢in alt1 saatin
altindaki fiksasyon siiresi de onerilmez. Ornekleme
veya rezeksiyondan 10 dakika sonra dokularda be-
lirgin biyokimyasal degisiklikler meydana geldigin-
den, hiicrelerde RNA ve proteinlerin bozulmasim
azaltmak icin 6n sabitleme siiresi en aza indirilme-
lidir®71219_ Rezeksiyon materyallerinde ise numu-
nenin makroskopik incelenmesi ve ince dilimlere ay-
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rilmasy, fiksatiflerin penetrasyonunu kolaylagtirmak
icin mumkiin olan en kisa siirede yapilma ve yine
hemen fiksatife konmalidir®?. Ayrica, patologun ya
da biyopsiyi alan merkze fiksatife koyarak parcay:
gonderecekse fiksasyonun baglama saatini génderme
kagidina yazmasi yukarida anlatilan siireler uymak
i¢in son derece énemlidir (yazarin yorumu).

Alkol bazh fiksatifler rutin boyama ile ilgili olarak
ayn1 ozelliklere sahiptir ve nikleik asit korunumu
icin ozellikle guvenlidir, ancak niikleer morfolojiyi
degistirebilirler. Ancak, FISH testinde sinyalleri bo-
zabilecekleri icin 6nerilmemektedir*®. Pikrik asit
(Bouin, Duboscq- Brazil, Hollande) iceren fiksatifler,
hizli niikleik asit degradasyonundan sorumludur
ve fiksasyon siireleri ne olursa olsun ciddi bigimde
olumsuz etkilenen FISH ve molekiiler analizler nede-
niyle énerilmemektedir®.

Uygun fiksasyonu tamamlanan dokular doku takibi
sonrast parafin bloklara gomulmelidir.

Mikroskobik inceleme: Mikroskobik incelemede
karsinom saptandiginda ilk gereken gey KHAK ile
KHDAK'u ayrimimin yapilmasidir. Sonra KHDAK
disiniliyorsa, hematoksilen + eozin (H+E) boya ile
taniya gidilebiliyorsak ek immiinhistokimyasal ince-
leme gerekmeyebilir (sadece adenokarsinom diigini-
layorsa akciger kaynakli oldugunu ispat etmek i¢in
TTE-1 uygulanabilir). Eger karsinomun alt tip tayini
i¢in morfoloji, H+E boyas1 yeterli degil ise bir Ade-
nokarsinom bir de SqCC lehine boyanacak iki primer
antikor ile immunhistokimyasal boya uygulanmas:
énerilmektedir®*?. Bu anlatilanlar $ekil 1'de sema
ile 6zetlenmisgtir.

Bir adenokarsinom ile skuaméz hiicreli kanser ayri-
mu icin literatiirde en kabul géren primer antikorlar
TTF1 ve p63/p40dir. Bu iki antikor ile sonuglarin
nasil yorumlanacag Tablo 1'de verilmisgtir. Sadece Bu
iki primer antikor uygulamasi ve Tablo 1'deki sekilde
yorumlanmasi ile %73-87 oraninda saglikli ve dogru
bir gsekilde KHDAK'da alt tiplendirme yapilabilecegi
bildirilmektedir®?.

Sitolojik materyaller de, akciger kanseri tamisinda
giicli bir aragtir. Sitolojinin avantajlari, minimal in-
vaziv ve basit bir prosediir olmasi, daha hizli rapor-
lama yapilmasina yardimci olmasi ve nispeten ucuz
olmasidir. Sitolojik muayenenin dogrulugu, malze-
menin toplanmasi, hazirlanmasi, boyanmas: ve yo-
rumlanmas kalitesine bityik él¢iide baghdir®”. Bu
nedenle de sitopatoloji diinyada her yerde patolojinin
bir yan dalidir ve patoloji tizerine yapilan yan dal egi-
timi ile sitopatolog yetismektedir.



Sekil 1. KHDAK tanisinda ve molekiiler testler icin ilk hazirliklar olarak yapilmasi gerekenler.
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KHDAK’ da tani ve testler

Nos- KHDAK NOs- KHDAK

%10

%25-40

DNA
Rehberler 3 ekstaksiyonu
ve icin segi
protokollere
uygun
biyolojik
belirleyici
testleri IHK ve FISH
icin kesit
ecimi

.

0Oz Adenokarsinom
Secilmis Sku HK ve KHK

Tablo 1. Kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri alt tiplendirme.

P63/p40- P63/p40+ P63/p40++
TTF1++ | ADC ADC ADC
TTF1+ |ADC ADC SqCC
TTF1- | Ayrim yapilmaz KHDAK-nos Ayrim yapilmaz KHDAK-nos SqCC

Sitolojik inceleme yapilmasi planlanan hastada iglem
basinda patologun, radyolog ya da sitolojik inceleme
icin materyali alacak olan hekime (gégiis hastaliklary
uzmani) hasta bag1 yeterliligi vermesi bagariy1 artti-
ran ¢ok 6nemli bir hizmettir. Ancak tilkemizde her
hastanede yeterli sitopatolog bulunmamasi nedeniy-
le gerektigi 6l¢iide uygulanamamaktir.

Hiicre blogu olusturmak; sitolojik materyallerin al1-
mindan sonraki iglemlerde patologun 6nemli bir
gorevi de hiicre blogu olusturmak olmaldir. Siringa
icinde/kiiciik doku parcalar1 iceren sividan olugturu-
lan pihtidan hiicre blogu hazirlanmas: tam ve daha
sonraki testler icin ¢ok faydalidir. Literatiirde birka¢
farkli hiicre blogu olusturma metodu bulunmakta-
dir?. Tani i¢in ve sonrasindaki islemlerde kullanmak
icin (IHC ve molekiller testler gibi) gelecekte 6zel
cahigmalar icin ek materyal bu gekilde saglanmis ola-
caktir. Molekiiler ¢calismalarda da hiicre blogu numu-
neleri genellikle smear lamlari kadar yararh olacaktir;
cunk hiicre blogu kesitlerinde timér hiicreleri doku

gibi kolaylikla degerlendirilebilir, boylece hem oriji-
nal tanisal slaytlar arsivlenebilir ve hem de gerekti-
ginde ek yardima testler yapilabilir.

Patologun bir gérevi de KHDAK tamisi koyduktan
sonra eger geride kalan materyal molekiiler testler
i¢in yeterince tiimor hiicresi icermiyorsa bunu rapor-
da belirtmek olmalidir.

Baz1 iilkelerde KHDAK tanisi konmasimin hemen
ardindan, hasta ileri evrede ise molekiiler testler ek
bir istemi beklemeden yapilabilmektedir (=refleks
test®. Ulkemizde ise SGK kurallar1 geregi tedaviyi
diizenleyecek hekim (tercihan medikal onkolog) tara-
findan resmi test isteminin yapilmasi gerekmektedir.

Genel olarak, dondurularak saklanmig preparatlar-
da hiicre miktar1 ve elde edilen DNA'nin konsant-
rasyonu mutasyon analizinde daha az sorunludur.
Sitoloji 6rneginin yani sira ¢ok digitk miktarda DNA
veren kicitk biyopsi 6rnekleri, daha hassas tespit
yontemleri kullanildiginda mutasyonlar: tespit
edebilir®?), Fakat 300 hiicreden az timér hiicresi
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iceren bir materyal bir de formalinle fikse edilmisg
ise DNA az da olsa parcalanabilir; 6rneklerde mu-
tasyonlarin saptanamamasi (yalanci negatiflik) ris-
kini arttirir.

Sonug olarak; hedefe yonelik tedaviden yararlanacak
akciger kanseri hastalarinin genomik profilini belir-
lemek artik standart olmugtur. KHDAK i¢in timér
dokusunun malignite temsilcisi olarak yeterli miktar
ve yeterli kalitede olmasi kritik éneme sahiptir. Tu-
mor ornekleri biyopsi sirasinda miimkiin oldugunca
bol olarak alinmalidir. Sitolojik aspirasyon biyop-
silerinde numunenin yeterliligini saglamak i¢in bir
patolog veya iyi egitilmis bir teknisyen tarafindan
yerinde hizli degerlendirme sistemin kurulmas: ¢ok
onemlidir. Optimal molekiiler analiz i¢in tiimér hiic-
reselligi, materyalin fiksasyon durumu ve kalitesi ¢ok
onemlidir. Gogiis hastaliklar: uzmani, medikal onko-
log, patolog ve molekiiler patolog arasindaki yakin
iletisim, dogru histopatolojik tani ve molekiiler test
i¢in yeterli timér dokularini elde etmede bagari i¢in
sarttir. Tan1 ve tedavi i¢in yeterli biyopsinin alinmasi-
nin uygun yolunu ve kisisellegtirilmis kanser tedavisi
i¢in tedavi stratejisinin dogru yénlendirilmesini sag-
lamak i¢in kritik éneme sahiptir.

Daha sonra yapilacak molekiiler testler icin cesitli
rehberler ve nasil yapilacagini tarifleyen giincel ya-
yinlar mevcuttur®1416.2229,
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