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OZET

Prostat kanseri ve mesane basta olmak lizere diger Uriner sistem
timorlerinin gorilme sikhgr giderek artmaktadir. Bu sebeple yeni
timor belirteglerine ve non-invaziv tani yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir ve yeni tedavi yontemlerini ortaya ¢ikarmak icin
genetik faktorler arastiriimaya baslanmistir. Kanser etiyopatoge-
nezinde genetik faktorlerin roliini anlamak icin molekuler yon-
temlerin kullanildidi bircok bilimsel calisma literatiirde yer almak-
tadir. Bu derlemede Uroonkolojide kullanilan temel molekdler
yontemler kisaca gézden gegirilmistir.
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em diinyada hem de tlkemizde en yagin saglik sorun-

larinin basinda gelen kanserler, her dort 6limden bir

tanesine sebep olmaktadirlar. 2013 yilinda Amerika

Birlesik Devletlerinde 1,660,290 yeni kanser olgusu
belirlenmis, 580,350 kanserden 6lim meydana gelmistir. Prostat
kanseri 238,590 yeni olgu ile 1. sirada bulunmaktadir. Uriner sistem
kanserlerinde yeni olgu sayisinin toplami 140,430 olarak belirtilmis
ve bunlarin icinde mesane timdrleri 72,570 olgu ile ilk sirada yer
almistir (1).

GlUnumizde kanser etiyolojisinde genetik faktorlerin nemli bir yer
kapladigi ortaya konmus ve preventif ve kiiratif tedavi stratejileri bu
Ozelliklere gore planlanmaya baslanmistir (2). Kanser tanisinin cer-
rahi olarak ¢ikarilan ya da biyopsi sonucu ile elde edilen dokunun
histopatolojik olarak incelenmesi sonrasi konuyor olmasi, aragtirma-
alari noninvaziv tani tekniklerine ve yeni timor belirteclerini ortaya
cikarmaya yonlendirmektedir (2). Bu amacla, medikal onkoloji ve
uroonkolojide yapilan bilimsel ¢alismalarda molekiiler yontemler
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Teknolojinin de ilerleme-
siyle doku ve gen bankalari kurulmus gen ekspresyonu databaseleri
bilimsel calismacilarin hizmetine sunulmustur (3, 4).

Bu derlemede molekiler calismalarin temelini olusturan hicre
kultirlerinden ve dokulardan RNA, DNA ve Protein elde edilme
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ABSTRACT

Incidences of prostate cancer and other urological cancers par-
ticularly bladder cancer have increased in recent years. For this
reason requirement for new tumor markers and non invasive di-
agnostic tools has raised and genetic factors for tumor pathogen-
esis have been studied to reveal new therapeutic methods. Many
studies that used molecular methods took place in the literature
to explain genetic factors for cancer etiopathogenesis. Basic mo-
lecular methods that are used in urooncology are reviewed in this

paper.
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Arastirilan genin hiicresel ya da dokusal
diizeyde DNA ekspresyonunu gostermek icin
PCR, protein ekspresyonunu gostermek igin
Western blot yontemleri kullanilir.”

yontemleri ile polimer zincir reaksiyonu (PCR) ve Western blot gibi
temel molekiler yontemler gézden gegirilmistir. Arastirilan genin
hiicresel ya da dokusal diizeyde DNA ekspresyonunu géstermek icin
PCR, protein ekspresyonunu gdstermek icin Western blot yontemleri
kullanihir. Bu temel molekuler ¢alismalarda kaliteli ve dogru sonuglar
alindiktan sonra bir sonraki molekiler yontemler olan, Hiicrelere gen
transfeksiyonu, immunflorans mikroskobi ve immunohistokimya ca-
lismalarina, Hiicrelere gen transfeksiyonlarina ve bu hiicrelerde Live
Cell Imeging sistemleri kullanilarak proteinlerin sentezlendigi anin ve
hiicrede gorev yaptigi organellere hareketinin canli gézlemlenmesi
gibi ileri molekiiler calismalara, hiicre kilturlerinde ilag uygulamalari
sonrasinda gen ya da protein ekspresyonunun nasil ve hangi asama-
da etkilendigini gosteren zorluk derecesi artmis PCR ve Western blot
calismalarina, apopitoziz calismalarina gecilebilir.
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“Siirekli hiicre Fiiltiirlerinin
daha bzl biiyiime

hizlar: ve daha yiiksek
klonlanma yetileri ve
daha cesitli kromozom
komponentleri vardar.
Sonsuz ¢ogalma yetenegi
olan tek tip hiicrelerden
olusurlar. genellikle kanser
dokularindan ya da

epitel hiirelerinden elde
edilmislerdir.”

Hiicre kiiltiirleri ve dokulardan
RNA, DNA ve protein sentezi

Huicre kiiltlrleri elde edilis yontemine gore
ya primer hiicre kilturleri ya da stirekli hiicre
klturleri olarak ikiye ayrilir.

Primer hiicre kiiltiirleri

Primer hiicre kilturleri dokulardan izole edilir.
Birden fazla hiicre tipini 6rnegin fibroblastlari
ve epitel hiicrelerini bir arada icerebilir. Primer
hiicre kilttrt elde etmek icin doku alindiktan
hemen sonra ya bir besiyerinin icine konur ya
da daha sonra kullanilmak tzere genellikle
sivi nitrojen icinde dondurulup -180 C dere-
cede saklanir. Dokular enzimatik veya meka-
nik yontemlerle parcalanarak hticre kilturleri
icin uygun sivi besiyerlerinde 37 C derecede
inklibe edilirler. Dokulardan elde edilen pri-
mer hiicre kilturlerinin cogalma yetenegi
sinirlidir. Pasajlandikca ozelliklerini kaybetme
egilimindedirler.

Surekli hiicre kiiltirleri

Surekli hiicre kilttrlerinin daha hizli biylime
hizlar ve daha yiiksek klonlanma yetileri ve
daha ¢esitli kromozom komponentleri vardir.
Sonsuz ¢ogalma yetenegi olan tek tip hticre-
lerden olusurlar. genellikle kanser dokularin-
dan ya da epitel hirelerinden elde edilmisler-
dir. Uroonkolojide prostat, mesane ve bébrek
kanseriyle ilgili calismalarda kullanilan ve
American Type Cell Culture (ATCC) den elde
edilebilecek surekli hiicre hatlarin dan bazila-
r sirastyla LNCaP, DU145 ve PC-3, T24, RT24,
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RT112,HB-CLS ve ECV-304, A-498, CaKi-1, RC-
124 olarak 6rneklendirilmistir (5, 6).

ister primer hiicre kiiltiiri olsun ister siirekli
hiicre kiltiiri olsun, tiim hicre kilttrt calis-
malari laminer flow kabinler icinde, cevreden
gelebilecek bakteri ve virlis kontaminasyonu-
na karsi gerekli dnlemler alinarak yapilmalidir.
Hcre kiltlra calismalarinda en sik karsilasi-
lan sorun bakteri kontaminasyonudur. Bu
sebeble kontaminasyonu 6nlemek icin hiicre
kdltirlerinin sivi ortamlarina antibiyotik ek-
lenmesi faydali olmaktadir. Kontaminasyon
engellenemez ise bu kontaminasyona sebep
olan bakteri veya virlisiin RNA veya protein-
leri yapilan PCR ve Western blot analizlerinde
hatali sonuglarin ¢ikmasina neden olur.

RNA, DNA ve Protein elde edilmesi:

Hiicre kultlrlerinden veya dokulardan RNA
elde etmek icin en sik kullanilan kimyasal
ajan TRizol'diir. Doku yada hiicrelerin {izerine
eklenen trizol lizise sebep olur ve bu lizata ek-
lenen kloroform-izoproponol ile, uygulanan
santriflij sonrasi RNA ¢oktirilir. Ethonol ile
¢ozilen RNA nin konsantrasyonu spektro-
fotometrik yontemlerle 6lcilir (Ref 3,4). Bu
RNA dan cDNA sentezi kitleri kullanilarak tek
zincirli cDNA elde edilir. Elde edilen cDNA'lar
RT-PCR da arastirilacak genin primer DNA se-
kanslariyla birlikte gen ekspresyonunu belir-
lemek icin kalip olarak kullanilir. RNA ¢ok hizli
bir sekilde denattire olabileceginden ve elde
edilen RNA miktarlari genellikle ¢ok distk
oldugundan protokollerin tim asamalar buz
Uistiinde calisilmalidir (7, 8).

Protein eldesi icin ilk asama hiicrelerin veya
dokunun mekanik olarak parcalanmasidir.
Hicre kiltirlerinin icinde bulundugu pa-
sajlama plaklarindan sivi besiyerleri aspi-
rasyonla uzaklastirilir. Hiicreler bulunduklari
plaktan kazinarak, dokular ise seramik bir
havanda sivi nitrojen ile dondurulduktan
sonra ezilerek protein eldesi icin hazir hale
getirilirler. Parcalama islemi uygulanmis
doku yada hiicrelere icinde proteaz inhibi-
torleri bulunan lizis buffer eklenir ve sant-
rifij islemi uygulanir. Dipte kalan hiicre ve
doku artiklarin Gsttindeki sivi kisim ayri bir
tlipe alinir ve spektrofotometrik olarak pro-
tein konsantrasyonu olcilir. (REf5). Protein
eldesi isleminde deneratiirasyondan korun-
mak icin protokollerin tiim basamaklarinin-
da tlipler buz icinde olmali ve asamalar +4
C derecelik soguk odalarda yapilmalidir (8).

Quantitative Reel- Time PCR (qRT-
PCR) ile gen ekspresyonu ol¢iimii

RNA dan elde edilen cDNA'nin kalip olarak
kullanildigr qRT-PCR icin ekspresyonu aras-
tinlacak genin primerleri (5’ ve 3' DNA kalip-
lar1) DNA polimeraz enzimi, dNTP(nukleotid)
ler gerekmektedir.(ref 3, 4) Web'te http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov adresi kullanilarak
genin DNA'sinin primer DNA sekanslari ha-
zirlanir ve 6nerilen tek zincirli DNA parcalari
firmalara sentezlettirilir.

cDNA'lar PCR 6ncesi 50 C derecede 2 dakika
ve 95 C derecede 10 dakika isitilir. Reel-Time
PCR cihazinda asamalar genellikle 50 siklus
Uizerinden, her siklus 15 saniye 95 C derece-
de denaturesyon ve 1 dakika 60 C derecede
annealing ve extension olacak sekilde kuru-
lur. Reaksiyon sonlandiginda cesitli bilgisayar
programlari kullanilarak érneklerin gen eks-
presyon dlzeyleri quantitative olarak hesap-
lanir. Ayrica PCR Urunleri genellikle agoroz
jel Uzerinde elektroforezle aynstirlir. Hedef
genin molekiiler agirhgina gore jel tizerindeki
yeri semi-quantitative olarak belirlenir (8, 9).

RT-PCR’ da dikkat edilmesi gereken
anahtar noktalar

Elde edilen RNA'nin ve sentezlenen cDNA'nin
calistiginin kontrolu icin genelde GAPDH
gibi Housekeeping genler kullanilr.

Kullanilan protokollerin basamaklari atlan-
madan uygulanmalidir.

Mikrolitre duizeyinde dlcllerle cahsildidi icin
otomatik pipetler kalibre edilmelidir.

Tim asamalar buz tstlinde yapilmalidir.

DNA kontaminasyonunu énlemek icin eldi-
ven mutlaka takilmahdir.

RT-PCR sonuglari iyi analiz edilmeli ve sonug
alinamadiysa, PCR sikluslarinin sayisi ve si-
releri degistirilmelidir. Tekrar sonug alinama-
mas! durumunda arastirilacak gen icin yeni
primerler sentezlenerek yeniden RT-PCR
kurulmalidir.

Arastililacak gen icin birden ¢ok primer si-
paris etmek zaman kaybedilmesini nlemek
acisindan faydalidir.

Deneyler sik tekrarlanmali, sabirli ve titiz
calisiimahdir.

Western Blot ile protein
ekspresyonu olcimii

Western Blot yontemi icin doku veya hiicre
kdltarh 6rneklerinden elde edilen proteinler,
primer antikor olarak arastirlacak proteine
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“...arastirdan genin DNA

ve Protein ekspresyonu icin
oncelikle hiicre kiiltiirlerinde
¢alismak, PCR igin
primerlerin ve Western blot
icin antikorlarin ¢alistigindan
emin olup, arastirilan genin
ve proteinin ozelliklerine
iyice asina olduktan sonra
doku ¢alismalarina gegilmesi
onerilir.”

spesifik antikor, sekonder antikor, protein isa-
retleyicisi, yiikleme sollisyonlari ve poliacriy-
lamid jel gerekmektedir. Bu yontem elektro-
forez, transfer ve immunblot asamalarindan
olusmaktadir. Poliacriylamid Jel Elektroforez
(PAGE) asamasinda proteinler molekdler
agirliklarina gore jel tizerinden gecen elektrik
akimi sayesinde aynistirilirlar. Ayristinlan pro-
teinler transfer sollisyonlari ile elektrik akimi
kullanilarak PVDF membrana transfer edilirler
ve daha sonra 6nce primer antikorla sonra
sekonder antikorla immunblot islemi yapilr.
Membran Uzerindeki protein antikor iliskisi-
ni gostermek icin kemilliminisans maddeler
kullanilarak filme aktarilan spesifik sinyal ve
X-Ray cihazlari ile goriintdlenir (8, 10).

Western Blot yonteminde dikkat
edilmesi gereken anahtar noktalar

Protein
olctlmelidir.

konsantrasyonlari dogru
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Primer antikorun calistigindan ve western
blot icin uygunlugundan emin olunmalidir.

Elektroforez tanklarinda ve transfer tank-
larinda uygun elektrik akimi ve voltaji
kullanilmahdir.

Yikama sollisyonlari dogru hazirlanmali ve
yitkama stirelerine uyulmalidir.

Negatif ve pozitif kontroller mutlaka

kullanilmahdir.

Protokollerin tim asamalar, proteinlerin
denaturasyonunu 6nlemek icin buz tstlinde
ve +4C derecede yapilmalidir.

Eder sinyal alinamadiysa, protein eldesinde
sorun olabilir veya protein konsantrasyonu
Olcimi yanhs yapilmig olabilir. Uygun an-
tikor secilmemis antjen antikor iliskisinde
uyumsuzluk veya PVDF membrana transfer
gerceklesmemis, uygun yikama surelerine
uyulmamis olabilir. Elektroforez isleminde
yeteri kadar slire beklenmez ise hiicre veya
dokunun yapisindaki tiim proteinler bir-
birlrinden yeteri kadar ayrilamazlar ve aras-
tinlan protein net secilemez. Gereginden
fazla konsantrasyonda primer ve sekonder
antikor kullanildiysa, uygun yikama suresi-
ne uyulmadiysa arka fonda kirlilik nedeniyle
zayif sinyal alinabilir. Farkl molekdiller agilikh
protein bantlarinda isaretlenme varsa uygun
sicaklikta (+4 C derecede) calisiimadigindan
veya cok yiksek voltajda elektroforez yapil-
digindan dolayi proteinler denatiire olmus,
parcalanmis olabilir ve yeniden protein elde-
si gerekebilir (8, 10).

Dokular hiicre kdlturlerine goére daha
kompleks protein ve DNA yapilarina sahip-
tirler. Aranan genin DNA'si ve Proteini doku-
lardan elde edilen toplam RNA ve Proteinin
icinde orantisal olarak hicre kdltirlerinden
elde edilenlere gore daha azdir. Bu sebeple
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arastirilan genin DNA ve Protein ekspresyo-
nu icin 6ncelikle hiicre kulturlerinde cahs-
mak, PCR icin primerlerin ve Western blot
icin antikorlarin calistigindan emin olup,
arastirilan genin ve proteinin 6zelliklerine
iyice asina olduktan sonra doku calismalari-
na gecilmesi 6nerilir. Hatta bu amacla doku
calismalarinda hiicre kulttrleri calismalarn
pozitif kontrol olarak kullanilir. Ornegin
androjen yanitt maximum diizeyde olan
LNCaP hiicrelerinden elde edilen protein-
lerin, androjen uygulamasiyla sekresyonu
artan bir proteinin prostat dokularinda eks-
presyonu arastirilirken pozitif kontrol ola-
rak kullanilmasi faydali olabilir. Son yillarda
uygulamaya giren Lazer Mikrodiseksiyon
yontemleriyle mikroskobik olarak doku
kesitlerinden hedef alanlar (6rnek kanser
alanlar) direkt ayrilip bu érneklerden RNA
ve Protein elde edilerek daha kaliteli sonug-
lar alinabilir (11).
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Molekiler yontemlerin kullanildidi bilimsel
calismalar onkolojde ve tiroonkolojide giderek
artmakta ve molekiiler yontemlerin ise tek-
nolojinin de ilerlemesiyle karmasik hale gelip
zorluk derecesi artmaktadir. Ulkemizde ise kli-
nisyen arasgtirmacilar tarafinda molekiiler yon-
temlerin kullanildidi bilimsel calismalarin sayisi
giderek artmaktadir. Bazi klinikler kendi mole-
kiler laboratuvarlarini kurmaya ve bir ¢ok uz-
manlik 6grencisi tez calismasinda bu yontem-
leri kullanmaya baslamistir. Bu derleme yazisi
ile molekiiler yontemleri kullanarak literattire
katki yapmak isteyen akademisyenlere yar-
dimar olmak istenmis ve bu amacla Hiicre ve
doku kulttrleri, RNA, DNA ve protein sentezi,
RT-PCR ve Western blot yontemleri hakkinda
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