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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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ÖZET

Prostat kanseri ve mesane başta olmak üzere diğer  üriner sistem 
tümörlerinin görülme sıklığı giderek artmaktadır. Bu sebeple yeni 
tümör belirteçlerine ve non-invaziv tanı yöntemlerine ihtiyaç 
duyulmaktadır ve yeni tedavi yöntemlerini ortaya çıkarmak için 
genetik faktörler araştırılmaya başlanmıştır. Kanser etiyopatoge-
nezinde genetik faktörlerin rolünü anlamak için moleküler yön-
temlerin kullanıldığı birçok bilimsel çalışma literatürde yer almak-
tadır. Bu derlemede üroonkolojide kullanılan temel moleküler 
yöntemler kısaca gözden geçirilmiştir.

Anahtar kelimeler: Üroonkoloji, moleküler metodlar
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H
em dünyada hem de ülkemizde en yagın sağlık sorun-
larının başında gelen kanserler, her dört ölümden bir 
tanesine sebep olmaktadırlar. 2013 yılında Amerika 
Birleşik Devletlerinde 1,660,290 yeni kanser olgusu 

belirlenmiş, 580,350 kanserden ölüm meydana gelmiştir. Prostat 
kanseri 238,590 yeni olgu ile 1. sırada bulunmaktadır. Üriner sistem 
kanserlerinde yeni olgu sayısının toplamı 140,430 olarak belirtilmiş 
ve bunların içinde mesane tümörleri 72,570 olgu ile ilk sırada yer 
almıştır (1).

Günümüzde kanser etiyolojisinde genetik faktörlerin önemli bir yer 
kapladığı ortaya konmuş ve preventif ve küratif tedavi stratejileri bu 
özelliklere göre planlanmaya başlanmıştır (2). Kanser tanısının cer-
rahi olarak çıkarılan ya da biyopsi sonucu ile elde edilen dokunun 
histopatolojik olarak incelenmesi sonrası konuyor olması, araştırma-
cıları noninvaziv tanı tekniklerine ve yeni tümör belirteçlerini ortaya 
çıkarmaya yönlendirmektedir (2). Bu amaçla, medikal onkoloji ve 
uroonkolojide yapılan bilimsel çalışmalarda moleküler yöntemler 
yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Teknolojinin de ilerleme-
siyle doku ve gen bankaları kurulmuş gen ekspresyonu databaseleri 
bilimsel çalışmacıların hizmetine sunulmuştur (3, 4).

Bu derlemede moleküler çalışmaların temelini oluşturan hücre 
kültürlerinden ve dokulardan RNA, DNA ve Protein elde edilme 
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yöntemleri ile polimer zincir reaksiyonu (PCR) ve Western blot gibi 
temel moleküler yöntemler gözden geçirilmiştir. Araştırılan genin 
hücresel ya da dokusal düzeyde DNA ekspresyonunu göstermek için 
PCR, protein ekspresyonunu göstermek için Western blot yöntemleri 
kullanılır. Bu temel moleküler çalışmalarda kaliteli ve doğru sonuçlar 
alındıktan sonra bir sonraki moleküler yöntemler olan, Hücrelere gen 
transfeksiyonu, İmmunflorans mikroskobi ve İmmunohistokimya ça-
lışmalarına, Hücrelere gen transfeksiyonlarına ve bu hücrelerde Live 
Cell Imeging sistemleri kullanılarak proteinlerin sentezlendiği anın ve 
hücrede görev yaptığı organellere hareketinin canlı gözlemlenmesi 
gibi ileri moleküler çalışmalara, hücre kültürlerinde ilaç uygulamaları 
sonrasında gen ya da protein ekspresyonunun nasıl ve hangi aşama-
da etkilendiğini gösteren zorluk derecesi artmış PCR ve Western blot 
çalışmalarına, apopitoziz çalışmalarına geçilebilir.

“Araştırılan  genin hücresel ya da dokusal 
düzeyde DNA ekspresyonunu göstermek için 
PCR, protein ekspresyonunu göstermek için 
Western blot yöntemleri kullanılır.”
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RT112, HB-CLS ve ECV-304 , A-498, CaKi-1, RC-
124 olarak örneklendirilmiştir (5, 6).

İster primer hücre kültürü olsun ister sürekli 
hücre kültürü olsun, tüm hücre kültürü çalış-
maları laminer flow kabinler içinde, çevreden 
gelebilecek bakteri ve virüs kontaminasyonu-
na karşı gerekli önlemler alınarak yapılmalıdır. 
Hücre kültürü çalışmalarında en sık karşılaşı-
lan sorun bakteri kontaminasyonudur. Bu 
sebeble kontaminasyonu önlemek için hücre 
kültürlerinin sıvı ortamlarına antibiyotik ek-
lenmesi faydalı olmaktadır. Kontaminasyon 
engellenemez ise bu kontaminasyona sebep 
olan bakteri veya virüsün RNA veya protein-
leri yapılan PCR ve Western blot analizlerinde 
hatalı sonuçların çıkmasına neden olur.

RNA, DNA ve Protein elde edilmesi:

Hücre kültürlerinden veya dokulardan RNA 
elde etmek için en sık kullanılan kimyasal 
ajan TRİzol’dür. Doku yada hücrelerin üzerine 
eklenen trizol lizise sebep olur ve bu lizata ek-
lenen kloroform-izoproponol ile, uygulanan 
santrifüj sonrası RNA çöktürülür. Ethonol ile 
çözülen RNA nın konsantrasyonu spektro-
fotometrik yöntemlerle ölçülür (Ref 3,4). Bu 
RNA dan cDNA sentezi kitleri kullanılarak tek 
zincirli cDNA elde edilir. Elde edilen cDNA’ lar 
RT-PCR da araştırılacak genin primer DNA se-
kanslarıyla birlikte gen ekspresyonunu belir-
lemek için kalıp olarak kullanılır. RNA çok hızlı 
bir şekilde denatüre olabileceğinden ve elde 
edilen RNA miktarları genellikle çok düşük 
olduğundan protokollerin tüm aşamaları buz 
üstünde çalışılmalıdır (7, 8). 

Protein eldesi için ilk aşama hücrelerin veya 
dokunun mekanik olarak parçalanmasıdır. 
Hücre kültürlerinin içinde bulunduğu pa-
sajlama plaklarından sıvı besiyerleri aspi-
rasyonla uzaklaştırılır. Hücreler bulundukları 
plaktan kazınarak, dokular ise seramik bir 
havanda sıvı nitrojen ile dondurulduktan 
sonra ezilerek protein eldesi için hazır hale 
getirilirler. Parçalama işlemi uygulanmış 
doku yada hücrelere içinde proteaz inhibi-
törleri bulunan lizis buffer eklenir ve sant-
rifüj işlemi uygulanır. Dipte kalan hücre ve 
doku artıkların üstündeki sıvı kısım ayrı bir 
tüpe alınır ve spektrofotometrik olarak pro-
tein konsantrasyonu ölçülür. (REf5). Protein 
eldesi işleminde deneratürasyondan korun-
mak için protokollerin tüm basamaklarının-
da tüpler buz içinde olmalı ve aşamalar +4 
C derecelik soğuk odalarda yapılmalıdır (8). 

Hücre kültürleri ve dokulardan 

RNA, DNA ve protein sentezi

Hücre kültürleri elde ediliş yöntemine göre 
ya primer hücre kültürleri ya da sürekli hücre 
kültürleri olarak ikiye ayrılır. 

Primer hücre kültürleri

Primer hücre kültürleri dokulardan izole edilir. 
Birden fazla hücre tipini örneğin fibroblastları 
ve epitel hücrelerini bir arada içerebilir. Primer 
hücre kültürü elde etmek için doku alındıktan 
hemen sonra ya bir besiyerinin içine konur ya 
da daha sonra kullanılmak üzere genellikle 
sıvı nitrojen içinde dondurulup -180 C dere-
cede saklanır. Dokular enzimatik veya meka-
nik yöntemlerle parçalanarak hücre kültürleri 
için uygun sıvı besiyerlerinde 37 C derecede 
inkübe edilirler. Dokulardan elde edilen pri-
mer hücre kültürlerinin çoğalma yeteneği 
sınırlıdır. Pasajlandıkça özelliklerini kaybetme 
eğilimindedirler.

Sürekli hücre kültürleri

 Sürekli hücre kültürlerinin daha hızlı büyüme 
hızları ve daha yüksek klonlanma yetileri ve 
daha çeşitli kromozom komponentleri vardır. 
Sonsuz çoğalma yeteneği olan tek tip hücre-
lerden oluşurlar. genellikle kanser dokuların-
dan ya da epitel hürelerinden elde edilmişler-
dir. Üroonkolojide prostat, mesane ve böbrek 
kanseriyle ilgili çalışmalarda kullanılan ve 
American Type Cell Culture (ATCC) den elde 
edilebilecek sürekli hücre hatların dan bazıla-
rı sırasıyla LNCaP, DU145 ve PC-3, T24, RT24, 

Quantitative Reel- Time PCR (qRT-
PCR) ile gen ekspresyonu ölçümü

RNA dan elde edilen cDNA’nın kalıp olarak 
kullanıldığı qRT-PCR için ekspresyonu araş-
tırılacak genin primerleri (5’ ve 3’ DNA kalıp-
ları) DNA polimeraz enzimi, dNTP(nukleotid)
ler gerekmektedir.(ref 3, 4) Web’te http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov adresi kullanılarak 
genin DNA’sının primer DNA sekansları ha-
zırlanır ve önerilen tek zincirli DNA parçaları 
firmalara sentezlettirilir.

cDNA’lar PCR öncesi 50 C derecede 2 dakika 
ve 95 C derecede 10 dakika ısıtılır. Reel-Time 
PCR cihazında aşamalar genellikle 50 siklus 
üzerinden, her siklus 15 saniye 95 C derece-
de denaturesyon ve 1 dakika 60 C derecede 
annealing ve extension olacak şekilde kuru-
lur. Reaksiyon sonlandığında çeşitli bilgisayar 
programları kullanılarak örneklerin gen eks-
presyon düzeyleri quantitative olarak hesap-
lanır. Ayrıca PCR ürünleri genellikle agoroz 
jel üzerinde elektroforezle ayrıştırılır. Hedef 
genin moleküler ağırlığına göre jel üzerindeki 
yeri semi-quantitative olarak belirlenir (8, 9). 

RT-PCR’ da dikkat edilmesi gereken 

anahtar noktalar

Elde edilen RNA’nın ve sentezlenen cDNA’nın 
çalıştığının kontrolü için genelde GAPDH 
gibi Housekeeping genler kullanılır.

Kullanılan protokollerin basamakları atlan-
madan uygulanmalıdır.

Mikrolitre düzeyinde ölçülerle çalışıldığı için 
otomatik pipetler kalibre edilmelidir.

Tüm aşamalar buz üstünde yapılmalıdır. 

DNA kontaminasyonunu önlemek için eldi-
ven mutlaka takılmalıdır.

RT-PCR sonuçları iyi analiz edilmeli ve sonuç 
alınamadıysa, PCR sikluslarının sayısı ve sü-
releri değiştirilmelidir. Tekrar sonuç alınama-
ması durumunda araştırılacak gen için yeni 
primerler sentezlenerek yeniden RT-PCR 
kurulmalıdır.

Araştılılacak gen için birden çok primer si-
pariş etmek zaman kaybedilmesini önlemek 
acısından faydalıdır.

Deneyler sık tekrarlanmalı, sabırlı ve titiz 
çalışılmalıdır. 

Western Blot ile protein 
ekspresyonu ölçümü

Western Blot yöntemi için doku veya hücre 
kültürü örneklerinden elde edilen proteinler, 
primer antikor olarak araştırılacak proteine 

“Sürekli hücre kültürlerinin 
daha hızlı büyüme 

hızları ve daha yüksek 
klonlanma yetileri ve 

daha çeşitli kromozom 
komponentleri vardır. 

Sonsuz  çoğalma yeteneği 
olan tek tip hücrelerden 

oluşurlar. genellikle kanser 
dokularından ya da 

epitel hürelerinden elde 
edilmişlerdir.”
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spesifik antikor, sekonder antikor, protein işa-
retleyicisi, yükleme solüsyonları ve poliacriy-
lamid jel gerekmektedir. Bu yöntem elektro-
forez, transfer ve immunblot aşamalarından 
oluşmaktadır. Poliacriylamid Jel Elektroforez 
(PAGE) aşamasında proteinler moleküler 
ağırlıklarına göre jel üzerinden geçen elektrik 
akımı sayesinde ayrıştırılırlar. Ayrıştırılan pro-
teinler transfer solüsyonları ile elektrik akımı 
kullanılarak PVDF membrana transfer edilirler 
ve daha sonra önce primer antikorla sonra 
sekonder antikorla immunblot işlemi yapılır. 
Membran üzerindeki protein antikor ilişkisi-
ni göstermek için kemilüminisans maddeler 
kullanılarak filme aktarılan spesifik sinyal ve 
X-Ray cihazları ile görüntülenir (8, 10).

Western Blot yönteminde dikkat 

edilmesi gereken anahtar noktalar

Protein konsantrasyonları doğru 
ölçülmelidir.

Primer antikorun çalıştığından ve western 
blot için uygunluğundan emin olunmalıdır.

Elektroforez tanklarında ve transfer tank-
larında uygun elektrik akımı ve voltajı 
kullanılmalıdır.

Yıkama solüsyonları doğru hazırlanmalı ve 
yıkama sürelerine uyulmalıdır.

Negatif ve pozitif kontroller mutlaka 
kullanılmalıdır.

Protokollerin tüm aşamaları, proteinlerin 
denaturasyonunu önlemek için buz üstünde 
ve +4C derecede yapılmalıdır.

Eğer sinyal alınamadıysa, protein eldesinde 
sorun olabilir veya protein konsantrasyonu 
ölçümü yanlış yapılmış olabilir. Uygun an-
tikor seçilmemiş antjen antikor ilişkisinde 
uyumsuzluk veya PVDF membrana transfer 
gerçekleşmemiş, uygun yıkama sürelerine 
uyulmamış olabilir. Elektroforez işleminde 
yeteri kadar süre beklenmez ise hücre veya 
dokunun yapısındaki tüm proteinler bir-
birlrinden yeteri kadar ayrılamazlar ve araş-
tırılan protein net seçilemez. Gereğinden 
fazla konsantrasyonda primer ve sekonder 
antikor kullanıldıysa, uygun yıkama süresi-
ne uyulmadıysa arka fonda kirlilik nedeniyle 
zayıf sinyal alınabilir. Farklı moleküller ağılıklı 
protein bantlarında işaretlenme varsa uygun 
sıcaklıkta (+4 C derecede) çalışılmadığından 
veya çok yüksek voltajda elektroforez yapıl-
dığından dolayı proteinler denatüre olmuş, 
parçalanmış olabilir ve yeniden protein elde-
si gerekebilir (8, 10).

Dokular hücre kültürlerine göre daha 
kompleks protein ve DNA yapılarına sahip-
tirler. Aranan genin DNA’sı ve Proteini doku-
lardan elde edilen toplam RNA ve Proteinin 
içinde orantısal olarak hücre kültürlerinden 
elde edilenlere göre daha azdır. Bu sebeple 

araştırılan genin DNA ve Protein ekspresyo-
nu için öncelikle hücre kültürlerinde çalış-
mak, PCR için primerlerin ve Western blot 
için antikorların çalıştığından emin olup, 
araştırılan genin ve proteinin özelliklerine 
iyice aşina olduktan sonra doku çalışmaları-
na geçilmesi önerilir. Hatta bu amaçla doku 
çalışmalarında hücre kültürleri çalışmaları 
pozitif kontrol olarak kullanılır. Örneğin 
androjen yanıtı maximum düzeyde olan 
LNCaP hücrelerinden elde edilen protein-
lerin, androjen uygulamasıyla sekresyonu 
artan bir proteinin prostat dokularında eks-
presyonu araştırılırken pozitif kontrol ola-
rak kullanılması faydalı olabilir. Son yıllarda 
uygulamaya giren Lazer Mikrodiseksiyon 
yöntemleriyle mikroskobik olarak doku 
kesitlerinden hedef alanlar (örnek kanser 
alanları) direkt ayrılıp bu örneklerden RNA 
ve Protein elde edilerek daha kaliteli sonuç-
lar alınabilir (11).

Sonuç

Moleküler yöntemlerin kullanıldığı bilimsel 
çalışmalar onkolojde ve üroonkolojide giderek 
artmakta ve moleküler yöntemlerin ise tek-
nolojinin de ilerlemesiyle karmaşık hale gelip 
zorluk derecesi artmaktadır. Ülkemizde ise kli-
nisyen araştırmacılar tarafında moleküler yön-
temlerin kullanıldığı bilimsel çalışmaların sayısı 
giderek artmaktadır. Bazı klinikler kendi mole-
küler laboratuvarlarını kurmaya ve bir çok uz-
manlık öğrencisi tez çalışmasında bu yöntem-
leri kullanmaya başlamıştır. Bu derleme yazısı 
ile moleküler yöntemleri kullanarak literatüre 
katkı yapmak isteyen akademisyenlere yar-
dımcı olmak istenmiş ve bu amaçla Hücre ve 
doku kültürleri, RNA, DNA ve protein sentezi, 
RT-PCR ve Western blot yöntemleri hakkında 
kısa hatırlatmalar yapılmıştır.
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