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BÖLÜM 6

CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TÜMÖR 
İÇİN SPESİFİK, GÜNCEL BİOMARKER VE GEN 

EKSPRESYONLARI

Eren ÇANKAYA1 

Hatice ERÖKSÜZ2

GİRİŞ

İnfeksiyöz sarkoma, venereal granuloma, transmissible lenfosarkoma ve sticker tü-
mörü olarak da bilinen bulaşıcı venereal tümör, köpeklerde hem dış hem de iç ge-
nital organlarda görülebilen retikülo-endotelyal kökenli bir tümör olarak tanımlan-
maktadır . Çiftleşme ile bulaştırılan bu tümöre özellikle genç ve seksüel olgunluğa 
ulaşmış dişi köpeklerde rastlanmaktadır. Bazı ülkelerde tümör insidansı ovariokto-
mi ile paralel olarak azalmıştır. Tümör hücrelerinin genital organ mukozasına imp-
lantasyonu sonucunda hayvandan hayvana bulaşma gerçekleşmektedir. TVT’ lerde 
metastaz olaylarının değişik kaynaklarda % 5-17 ’den az olduğu ve erkek hayvan-
larda metastazın (% 16) dişilere oranla (% 2) daha yaygın olduğu bildirilmiştir (1).

Şekil 1. Köpekte Transmissible venereal tümör (TVT)’nin erkek  
(A) ve dişi (B) genital organlarda görünümü.
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Hem dişi hem de erkek köpeklerde çoğunlukla dış genital organlara yerleşen 
bu tümör deri, deri altı bağ dokusu, burun, ağız boşluğu göz, beyin, lenf düğümü, 
karaciğer, dalak, kemik iliği, abdominal, subinguinal bölge, uterus ve ovaryum 
gibi bir çok organa metastaz yaptığı bildirilmiştir (Şekil 2) (2). Dünyaca yaygın 
olan bu tümör özellikle sıcak ülkelerde sokak köpeklerinde sık olarak gözlemn-
mektedir. Tümörün bulaşıcı olduğu eskiden beri bilinmesine rağmen etiyolojisi 
tam olarak bilinmemektedir. Patoloji tarihinde bulaştırılan ilk tümör olmasının 
yanında ilk kez Rus Hekim Novinsky tarafından 1863 yılında deneysel olarak ger-
çekleştirilmiştir (3).

Tarihsel olarak ise ilk bildilirilen CTVT vakası 1810’da Londra’da kayıt edil-
miştir (4). 1910’dan önce ise Amerika Birleşik Devletleri, Fransa, Almanya, İtalya, 
Japonya ve Papua Yeni Gine’de de CTVT’nin endemik bir hastalık olduğu belir-
tilmiş ve vakanın bu ülkelerde görüldüğü kayıt altına alınmıştır (5-9). 1950’lere 
gelindiğinde yapılan çalışmalarda ise CTVT’ nin prevalansında düşüşler kayde-
dilmiş,1954’de yapılan diğer bir çalışmada ise New York City’ de CTVT’ nin insi-
dansında azalma olduğu belirtilmiştir (10-17).

Başlangıçta 1-3 mm çapında, küçük, gülguni renkte olan neoplastik oluşumlar 
tedavi edilmediğinde 10-15 mm çapında multilobüler bir yapı kazanır. Böylece 
karnabahar görünümünde kolay zedelenebilen yapılar haline gelirler. Çoğunlukla 
benign karakterde olan bu tümörler bağışıklığı düşük hayvanlarda malign karak-
ter gösterebileceği bildirilmiştir. Tüm bunlara rağmen hastalığın lokal invazyon 
oranı %40,metastaz oranı ise %5 civarındadır (1-6, 8, 9).

Patogenez, Makroskobik ve Mikroskobik Görünüm
Çiftleşme ve yalama gibi fiziksel temas sırasında neoplastik hücreler hayvanların 
genital, nazal veya oral mukozasına penetre olmaktadır (7,8). Ayrıca tümörün or-
ganlara implantasyonu, doku bütünlüğünün bozulmasıyla da artmaktadır (18, 19).

Şekil 2. Transmissible venereal tümörün metastaz yaptığı doku ve organlar, (TVT)’ nin 
peniste (A), vulvada (B), ağız mukozasında (C), vulva ve deride (D) görünümü
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TVT’li köpeklerde mikroskobik olarak ise tümörün yuvarlık, oval, poligonal 
hücrelerden meydana geldiği gözlemlenir. Sınırları belirgin olan hücreler HE bo-
yamalarda solukturlar. Büyümekte olan tümörlerde ise mitotik aktivite yüksektir. 
Nükleusta ekzantrik yerleşmiş büyük bir nükleolus bulunur. Tümör hücreleri sık 
yığınıklar halinde olabildiği gibi, ince vasküler bir stroma ile kordon ya da adacık-
lara bölünmüş olabilirler (18,19).

Tümör hücreleri histiositik kökenli olup ve belirgin kromozom aberasyonu 
gösterir. Normal köpeklerde kromozom sayısı 78’dir.Buna karşın venereal tümör 
hücreleri 57-59 kromozama sahiptir. Spontan iyileşmeden sonra bağışıklık şekil-
lenir (20). Giemsa ile boyalı sitolojik preparatlarda tümör hücrelerinin sitoplaz-
masında çok sayıda vakuol bulunması TVT tanısı için tipik bulgulardandır (3). 
Genel olarak hematoksilen eozin ile boyanan dokular, incelendiğinde (Şekil 3) 
kümeler halinde dağılmış homojen büyük yuvarlak neoplastik hücreler, belirgin 
çekirdek ve nükleoller, yoğun eozinofilik bazen ise vakuollü sitoplazma, bazen ise 
mitotik hücreler gözlemlenmiştir (21).

Şekil 3. Belirgin çekirdek (turuncu ok), mitotik aktivite (kırmızı ok), vakuollü 
sitoplazma (yeşil ok), neoplastik hücrelerin çekirdeklerindeki (A,B,C,D) veziküler 

görünüm (yıldız) ve marjinal hiperkromazi (ok)

Tümoral kitleden alınan smearler diff plus (Diff Quick) ile boyanarak incelen-
diğinde eksantrik yerleşimli çekirdek büyük ve vakuolar sitoplazmaya (Şekil 4) 
sahip tümör hücrelerinin yanında az sayıda nötrofil lökosit gözlenmektedir (22).
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Şekil 4. Boyamada tümör hücrelerinin spesifik görünümü-Diff Quick

TANI, AYIRICI TANI-TEDAVİ

Yapılan klinik muayeneler ve hasta sahiplerinden alınan bilgiler doğrultusunda 
teşhis kolaylıkla konulabilse de kesin tanı histopatolojik incelemeler sonucun-
da ortaya konmaktadır. Mikroskobik incelemede, neoplastik hücrelerin çok sık, 
düzensiz ve hiperkromatik çekirdek özelliğine sahip, çekirdek/sitoplazma oranı-
nın ise çekirdek lehine arttığı bildirilmiştir. Ayrıca lenfosit, plazma hücreleri ve 
makrofajlar gibi yangısal hücrelerinin de histopatolojik kesitlerde arttığı rapor 
edilmiştir (1-6,8).

TVT hastalığında teşhise giderken ayırıcı tanıda birçok bakımdan önem taşı-
maktadır. Olguyu değerlendirirken; köpek lenfoması, histiocytoma, mast hücre 
tümörü, cyctitis, üretritis, prostatis gibi hastalıkların dışında östrüs gibi fizyolojik 
olgularda değerlendirilmelidir (23).

Şekil 5. Transmissible venereal tümörlerin köpeklerde tedavi başarı yüzdeleri.

TVT ‘li köpeklerde tedavi cerrahi tedavi, radyoterapi, immunoterapi, biyotera-
pi ve kemoterapi gibi tedavi protokolleri uygulanmaktadır (Şekil 5) (1,2,8). Rad-
yoterapi tedavisi , TVT olgularında kemoterapiyle birlikte özellikle beyin, göz, 
burun boşluğu gibi organlara ve dokulara metastaz yaptığı durumlarda tümör 
lezyonlarının giderilmesi için kullanılır. Radyoterapi yönteminin çok fazla deza-
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vantaja sahip olması, tedavi sürecinin uzunluğu sebebiyle çok fazla tercih edilen 
bir yöntem değildir. Biyoterapi ve immunoterapi yöntemlerinin ise tümör tedavisi 
üzerindeki etkisi geniş olmamasından dolayı hastalığın tedavisinde tercih edilen 
en etkili yöntem kemoterapidir (2, 7, 8, 10). Kemoterapi tedavisinde en çok tercih 
edilen kemoterapik ilaçlar vinkristin sülfat, siklofosfamid ve doksorubisin gru-
bu ilaçlardır. Hastalığın tedavisinde kullanılan siklofosfamid, myelosupresyon ve 
steril tedavi sürecinde yan etkilere sahip ve en çok karşılaşılan komplikasyon he-
morajik sistitistir. Bu nedenle tedavilerde çoğunlukla kemoterapi için 0.025 mg/
kg dozunda vinkristin sülfat İV yolla haftada bir kez olmak üzere 2-8 hafta uygu-
lanmaktadır (1-3, 8)

MOLEKÜLER ANLAMDA CTVT

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Moleküler biyoloji alanındaki çalışmalarda en çok kullanılan yöntemlerden biri 
olan DNA’nın in vitro koşullarda çoğaltılmasıdır. Bu yöntem ile DNA çok miktar-
da elde edilerek, moleküler analizinin yapılmasını kolaylık sağlamaktadır. İn Vit-
ro koşullarda çalışılmak istenen genin veya DNA dizisinin çok miktarda kopya-
sının elde ederek rekombinant DNA yöntemleri ile DNA klonlamasının yanında 
temeli 1980’li yıllara dayanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain 
Reaction”) ‘da en çok tercih edilen yöntemlerdendir (24).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (PCR), DNA’ ya ulaşmak amacıyla Kary Mul-
lis, yüksek ölçüde duyarlı ve özgün yöntem olarak 1985 yılında ilk kez uygulamış, 
bu yöntemin bulucusu ünvanına sahip olarak teşhis ve araştırma olanaklarında 
devrime yol açan başarısından dolayı Nobel ödülünü almıştır. (25)

“Thermus aquaticus” olarak adlandırılan bakteriden izole edilmiş, ısıya da-
yanıklı polimeraz enziminin (taq polimeraz) kullanımıya başlamasıyla için PCR 
otomatize sıcaklık siklüs cihazları icat edilmeye başlanılmıştır. Floresan ışıma 
yöntemlerininde kullanılmasıyla Revers Transkriptaz-PCR (RT-PCR)’da isteni-
len seviyelere gelinmiştir (26). Günümüzde hastalıklara daha kolay bir şekilde 
tanı konulması, moleküler anlamda teşhise giden yolu kolaylaştırmaktadır (27). 
Zamanın dar olmasının dışında tanıya giden yolun hızlı ve güvenilir olması gibi 
sebeplerle, tanı ve epidemiyolojik çalışmalar, günümüzde moleküler yöntemlerin 
tercih edilmesini sağlamaktadır. Son yıllarda hızlı bir şekilde gelişen ve geçmiş 
zamanlarda kullanılan moleküler yöntemlerin temelini sağlayan, tanı, tedav, ve 
birçok sebeble kullanılması tercih edilen moleküler yöntemlerden biri de polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR)’dır (28).
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PCR’ın aşamaları genel olarak denatürasyon, annealing-ekstansiyon ve son 
ekstansiyon aşamalarından meydana gelmektedir. (Şekil 6). Çalışmada RNA çalı-
şılmak isteniyorsa, ilk olarak RNA, DNA’ya dönüştürülerek tepkimeye, DNA ço-
ğaltma aşamalarıyla devam edilir (25). PCR uygulamalarında istenilen DNA’nın 
çoğaltılması ortalama olarak 20-40 siklus içerisinde meydana gelir. Her siklus bir-
birinden farklı sıcaklıklardan oluşan 3 aşamadan meydana gelmektedir. 3 aşama 
denatürasyon, kullanılan DNA halkasının açılrak tek zincirli bir DNA’ ya dönüş-
mesidir. 50-60 °C’de gerçekleşen Annealing (birleşme) olarak adlandırılan aşa-
mada ise tek zincirli DNA’nın kullanılan primerlerle bir araya gelerek birleşme 
aşamasıdır. Extension (uzama) aşaması ise 72°C’ de DNA polimeraz enziminin 
maksimum aktiviteye ulaştığı aşamadır. Tek zincirli DNA’nın bileşenleri ise pri-
merlerin dışında Taq polimeraz enziminin ortamdaki dNTP’ ler sayesinde DNA 
zincirini uzatarak tek zincirli DNA çift zincirli halka yapışana ulaşır. Bu siklus 20-
40 döngü şeklinde meydana gelerek devam eder ve hedef DNA istenilen oranda 
çoğaltılır (29).

Şekil 6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Döngüsü

Siklusların sonucunda DNA fragmenti 2ⁿ kadar çoğaltılır (n= siklus sayısı). Bu 
işlemin her bir aşaması farklı sıcaklıklarda gerçekleşir. İlk aşamada 94- 98°C; son-
rasında ikinci aşamada 37-65°C; ve en son olarak üçüncü aşama 72°C ‘de gerçek-
leşmektedir. Bu aşamaların tamamı bir-iki saat içerisinde tamamlanır (27). Her 
döngü çift sarmallı bir şablonla başlar ve primerin eşleşebileceği iki tek sarmallı 
molekül oluşturmak için denatürasyon gerekir. Bu, DNA polimerazın başlangıç 
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noktası olarak işlev görür ve doğru koşullar mevcut olduğunda uzama meydana 
gelebilir ve bu da DNA şablonunu iki katına çıkartır (26,27).

Denatürasyon eşleşme-uzama döngüsü tekrarlanır ve şablonun büyütülmesi 
gerçekleşir (28). Jelde incelenebilecek DNA bantına ulaşmak için ise gerekli olan 
amplikasyon döngülerinin sayısı hedef DNA’nın ilk yoğunluğuna göre değişmek-
tedir. Örneğin; 50 hedef molekül çoğaltabilmek için 40-45 siklus önerilir, fakat eşit 
yoğunlukta 3x10⁵ molekülü çoğaltmak için 25-30 siklus gerekli olacaktır. Mey-
dana gelen oransızlığa ise “Plato Etkisi” denilmektedir. Bu oransızlığın meydana 
gelmesinin nedeni kullanılan ürün yoğunluğunun 0,3-1 nM’e geldiği PCR’ın bit-
mesine yakın meydana gelen reaksiyonlardaki lineer hızındaki düşüştür (27,28).

İlk başta kullanılan ana molekülün yoğunluğunun yetersiz geldiği zamanlar-
da ise yeni amplikasyonlardan alınan sonuçlar iyi iken siklus sayılarının 40 veya 
daha fazla uygulanması sonuçlara iyi oranda yansımaz (28,29). Çoğaltılan DNA 
parçalarının gösterilmesi için agaroz ya da poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) 
yapılır. Elektroforez ile boylarına göre ayrıştırılan DNA dizileri etidyum bromür 
gibi çift zincirli DNA boyaları ile boyanarak morötesi ışık (UV) altında görüntü-
lenir (30).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun Çeşitleri
Günümüzde Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun kullanılmasının kolay olmasını 

iki temel gelişim tarafından meydana gelmiştir;
1) Aşırı sıcaklıkta yapısını koruyabilen polimeraz enzimlerinin tercih edilmesi 

ve sonuç olarak tepkime başında kullanılan polimeraz enzimlerinin istenilen sik-
lus boyunca aynı aktivitede olması (25).

b) Sıcaklığın belirli zamanlarda aşamalı bir şekilde istenilen ısıya indirilip, yük-
seltebilen ısı banyolarının kullanılması. Genel olarak PCR yöntemleri enfeksiyon-
ların tanısı, çalışılmak istenen genlerin izolasyonu, DNA parçalarının çoğaltılma-
sında büyük öneme sahiptir (25). PCR uygulamalarının zamanla kullanım oranı 
artmaktadır. PCR uygulamasının ilk uygulanışından bu yana gelişmekte olan sa-
nayi ve teknolojiyle birlikte pek çok PCR tekniği ortaya çıkmıştır. Bu uygulamalar-
dan bazıları Real Time PCR, Kantitatif PCR, Ters Transkriptaz PCR, Nested PCR 
ve Multipleks PCR dir (20). Multiplex PCR: Eşzamanlı analizlerine izin veren tek 
bir PCR’de birden fazla hedefi büyütmek için kullanılır (27). Bir dizi farklı gene-
tik lokasyondaki mutasyonları veya aynı genetik lokus içindeki çoklu mutasyon-
ları saptamak için kullanılan temel PCR’nin bir modifikasyonudur (25,26). Nes-
ted PCR: Beklenmedik primer bağlanma bölgelerinin amplifikasyonu nedeniyle 
ürünlerin spesifik olmayan bağlanmasını azaltmaya yönelik modifiye edilmiş bir 
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PCR’dir. İki PCR adımı içerir. İlk PCR reaksiyonunda, ikinci PCR 26 reaksiyonu 
için bir hedef görevi gören DNA ürünlerini üretmek için bir çift primer kullanılır. 
DNA amplifikasyonunun özgüllüğünü arttırmaya yardımcı olur (30).

Reverse transcriptase PCR: RT-PCR, başlangıç materyali olarak mRNA’yı içer-
miştir ve mRNA’yı tamamlayıcı DNA’ya (cDNA) dönüştürmek için ters transkrip-
taz kullanır. Bu cDNA daha sonra düzenli PCR yardımıyla büyütülür (27). Real 
time PCR(Quantitative PCR): Belirli bir örnekteki hedef DNA (veya RNA) mikta-
rını nicelemek için kullanılır. Amplifikasyon ilerledikçe PCR ürününün kantitatif 
tahminine izin verir. SYBR® green I veya floresan rezonans enerji transferi gibi 
spesifik olmayan boya kullanır. Daha sonra DNA ürünleri içindeki bazların sıra-
sını belirlemek için PCR ürünleri dizilir (30).

MYC GENİ

Myc geni , onkogenler ailesinin bir üyesi olup, mutasyon durumunda anormal 
büyüme hızı ve bölünmeyen bir hücrede bölünmenin tetiklenmesine sebep olan 
bir gendir (31).

c-Myc geni, hücresel metabolizma ve proliferasyonunun “ana düzenleyicisi” 
olarak hizmet eder. Çok sayıda onkojenik yolak tarafından aktive edildiğinden ve 
karşılığında malign dönüşümle sonuçlanan birçok metabolik değişikliği uyardı-
ğından, karsinogenezde büyük önem taşır (31).

Normal koşullar altında c-Myc, ekspresyonu ve işlevi için mitojenik stimülas-
yona bağlıdır. c-Myc, hızlı hücre bölünmesi için gerekli olan çoklu sentetik fonk-
siyonları çalıştırırken aynı zamanda antiproliferatif fonksiyonlara sahip genlerin 
ekspresyonunu inhibe eden çok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktörüdür. Apop-
tozu indükleme eğilimi nedeniyle ekspresyonu sıkı bir şekilde düzenlenir. Dönüş-
türülmüş hücrelerin anormal büyüme yeteneklerine katkıda bulunan çok çeşit-
li gen ailelerinin ifadesini etkiler. Hücre fonksiyonunun düzenlenmesindeki bu 
merkezi rolün, yeni kanser tedavileri geliştirmek için eşsiz bir fırsatı temsil ettiği 
oldukça açıktır (31,32).

CTVT hücreleri, myc geninin üst bölgesinde spesifik uzun şekilde yerleşmiş 
nükleer elementler (LINE) içerir ve bu, tanısal polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 
tabanlı bir saptama tahliline izin verir. CTVT›ler de histiositik tümörlerle aynı 
orijini paylaşır, bu nedenle immünohistokimyasal yöntemler bazı durumlarda ye-
tersiz kalabilir (31).

CTVT, normal somatik hücrelerde ve diğer tümör hücrelerinde bulunmayan 
bir c- myc gen yeniden düzenlemesine dayanan bir moleküler özelliğe sahiptir. Bu 
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nedenle, cmyc, LINE elementinin varlığından kaynaklı  in situ polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) ve tartışmalı vakalarda konvansiyonel PCR kullanılarak (Şekil 
7) CTVT vakalarının daha hızlı ve güvenilir teşhisini yapmak için bir tanı aracı 
olarak kullanılmıştır (31,32).

Şekil 7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda c-myc Geninin İncelenmesi
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