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- I -
Moleküler patoloji laboratuvarının 

kurulumu ve testlerin standardizasyonu 



Klinik laboratuvar testleriyle ilgili kurallar, FDA tarafından ilk kez 1976 yılında 
başlatıldı. 

Laboratuvarda yapılan Klinik testlerin kalite standartlarının sağlanması için 
1988 yılında CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendment) 
oluşturuldu. 2003 yılında son revizyonu yapıldı.

CLIA’nın denetlemesini CMS (Center for Medicare&Medicaid Services) yapıyor. 
CMS, CLIA dışında, akreditasyon faaliyeti gösteren 3 büyük 
organizasyonu da tanıyor: 

- CAP: College of American Pathologist

- JCAHO: The Joint Commission on Accreditation of Healthcare 
Organizations

- COLA: The Commission for Office Laboratory Accreditation.

CLIA’da Moleküler Patoloji için özel bir yapılanma yoktur. Bu nedenle Moleküler 
Patoloji laboratuvarlarının hemen tümünü CAP akredite eder (CAP-
Laboratory accreditation. Checklist 12: Molecular Pathology Laboratory)

(CLIA: There are few specific requirements for molecular testing, but the 
general guidelines and requirements still apply and are considered 
sufficient).

CLSI: Clinical Laboratory Standarts Institute.



CLIA yaptırımları klinik test yapan tüm 
laboratuvarların serifikasyonunu gerektirir.

Buna yönelik olarak, CLIA genel laboratuvar 
sertifikasyonu ve daha spesifik 
laboratuvarların sertifikasyonu için „yol 
gösterici‟ kurallar ve dökümanlar hazırlar.



CLIA regulations require 

certification of all 

laboratories performing 

clinical testing of any kind 

and provide both general 

guidelines and 

subspecialty-specific 

standards.

Although there is a 

cytogenetic subspecialty

under CLIA, there is no 

molecular pathology 

subspecialty. 

As a consequence, there 

are few specific 

requirements for molecular

testing, but the general 

guidelines and 

requirements still apply 

and are considered 

sufficient.
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- II -
Mutasyon tarama teknikleri: 

mutasyon analiz tekniklerinin 
avantajları / dezavantajları



MAPK (mitogen-activated protein kinase) Sinyal Yolağı

http://edrv.endojournals.org/cgi/content/abstract/28/7/742: Endocr Rev.2007; 28: 742-762 
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EGFR; E18, E19, E20, E21

KRAS; E2 (±E3)

BRAF; E15 (V600E)



Yöntem;

1 – Dideoxysequencing
2 - Pyrosequencing
3 - Ion Torrent
4 - HR-MCA
5 - Sekans (Alel) spesifik PCR
6 - Mikro yonga üzerinde çoklu hibridizasyon



1. Dideoxysequencing





Dideoxysequencing

Mutant alel                        15- 20

Wild-type alel                       100

- Tümör dıĢı normal doku

- Tümördeki wild-type aleller



MUTASYON PROFĠLĠ ĠÇĠN 
OLASILIK MODELLEMESĠ
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(FLA) Fragment length analysis

EGFR
Ekzon 19: delsyon                 Ekzon 20: insersiyon
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2. Pyrosequencing





Pyrosequencing

Mutant alel                        1- 10

Wild-type alel                       100

- Tümör dıĢı normal doku

- Tümördeki wild-type aleller



3 - Ion Torrent













4 - HRMA

http://www.dna.utah.edu/Image/Hi_Res Melting_Normalized.JPG


HRMA





HR-MCA

Linda Sabatini, PhD, technical director for 
molecular pathology at ACL Laboratories in 
suburban Chicago, has brought up real-time 
PCR with melt curve analysis to screen for 
KRAS mutations. 

“It is very specific and very reliable,” 

“We can quickly report out all wild-type results. 
When we see an abnormal melt curve, we 
confirm it with sequencing.” 



J Clin Pathol 2009;62:1096-1102

KRAS



EGFR Ekzon 21, L858R

Exon. 21, R836R

EGFR



Sonuç:

HRMA iyi bir tarama seçeneği (EGFR, KRAS)

Mutasyon yoksa rapor edilir.

Mutasyon varlığı durumunda ise sekans 
konfirmasyonu gerekir: 

„ Her bulunan mutasyon tedavi alakalı 
olmayabilir‟ 

- varyasyonlar

- sessiz mutasyonlar  



5 - Sekans (Alel) spesifik PC
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Bilinen mutasyonları hedefler



6 – Mikro yonga üzerinde çoklu 
hibridizasyon teknolojileri 

Bilinen mutasyonlar

EGFR
KRAS
BRAF





KRAS BRAF EGFR 

YÖNTEMLERĠN KARġILAġTIRILMASI

- ĠLK YATIRIM MALĠYETĠ

- TEST MALĠYETĠ

- DUYARLILIK / ÖZGÜNLÜK

- TEST SÜRESĠ

- AVANTAJLARI / DEZAVANTAJLARI



Sanger

Sekans

Pyro

Sekans

İon

Torrent

Sekans

Spesifik

PCR

HRMA MPCR+

Mikro-yonga 

Hibridizasyon

İlk yatırım 

maliyeti

(Birim)

2-5 2-3 5 3-4 1 3-4

Test 

maliyeti

(Birim)

2 5-6 4-5 5-6 1 5-6

Test süresi

(Saat)

8 6 >24 6 4 8

Sensitivite 10-30 ≤ 5 ≤ 1 1-10 10-20 1-10

Avantaj Sensitivite Sensitivite Sensitivite Ucuz, 

Kolay

Dezavantaj Poli-N Ön işlem Bilinen 

Mutasyonlar

Sensitivite

Limit var

Bilinen 

Mutasyonlar



LAB KURULUMU ~ STRATEJĠ

EGFR, KRAS, BRAF



EGFR; E18, E19, E20, E21

• Sanger sekans

• Pyrosekans

• Ġon Torrent

– Mutaston var/yok raporlanır



•Sekans (Alel) spesifik PCR 
•Mikro-yongo hibridizasyon

→ Mutasyon varsa raporlanır
→ Mutasyon saptanmaz ise mutasyon yok 
anlamına gelmez. 

(Tam sekans okuması: Dideoksi / Pyro / Ġontorrent)

EGFR; E18, E19, E20, E21



EGFR; E18, E19, E20, E21

• HRMA 

→ Mutasyon yoksa raporlanır
→ Mutasyon var ise tam sekans okuması 
yapılmalıdır *

(* Dideoksi / Pyro / İontorrent)



KRAS E2 (kodon 12, 13) ; E3 (kodon 61)

• Sangersekans
• Pyrosekans
• Ġon Torrent
• Sekans (Alel) spesifik PCR 
• Mikro-yongo hibridizasyon

– Mutaston var / yok raporlanır



• HRMA 

→ Mutasyon yoksa raporlanır
→ Mutasyon var ise diğer yöntemlerle 
tanımlanmalıdır.

KRAS E2 (kodon 12, 13) ; E3 (kodon 61)



BRAF E15 (kodon 600)

• Sekans (alel) spesifik PCR 
• Sanger sekans
• Pyrosekans
• Ġon Torrent
• Mikro-yonga

– Mutaston var/yok raporlanır



KIT, PDGFRA

• KIT; E9, E11 (Nükslerde E13, E14, E15, E16, E17) 
• PDGFRA; E12, E14 (Nükslerde E18)

• Sanger sekans 
• Pyrosekans
• Ġon Torrent

– Mutaston var/yok raporlanır



YÖNTEMDEN BAĞIMSIZ 
LĠMĠTASYONLAR

Heterojenite

Kontaminasyon



Mutasyon analizleri;

1. Hangi hastaya yapılmalı?
2. Biyopsinin teste uygunluğu için kriterler nelerdir? 
3. Sitolojik örnekler uygun mu?
4. Hangi hedefler için mutasyon analizleri yapılmalıdır?
5. En uygun DNA ekstraksiyonu nasıl yapılmalıdır?
6. Hangi yöntem en iyisidir? 
7. Hangi durumlarda test tekrarı gereklidir?
8. Sonuçlar için makul süre nedir?
9. Sonuç raporu neleri içermelidir?
10.Raporu kim hazırlamalıdır?













QIAGEN® therascreen KRAS PCR kit 

enables the detection of seven KRAS 

mutations:

G12A, G12R, G12D, G12C, G12S, G12V, 

and G13D


