BOLUM 6

CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR
iCIN SPESIFiK, GUNCEL BIOMARKER VE GEN
EKSPRESYONLARI

Eren CANKAYA!
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Infeksiyz sarkoma, venereal granuloma, transmissible lenfosarkoma ve sticker tii-
morii olarak da bilinen bulasic1 venereal tiimér, kopeklerde hem dis hem de ig ge-
nital organlarda goriilebilen retikiilo-endotelyal kokenli bir tiimor olarak tanimlan-
maktadir . Ciftlesme ile bulastirilan bu tiimoére 6zellikle geng ve seksiiel olgunluga
ulagmus disi kopeklerde rastlanmaktadir. Bazi iilkelerde tiimér insidansi ovariokto-
mi ile paralel olarak azalmistir. Tiimor hiicrelerinin genital organ mukozasina imp-
lantasyonu sonucunda hayvandan hayvana bulasma gerceklesmektedir. TVT’ lerde
metastaz olaylarinin degisik kaynaklarda % 5-17 den az oldugu ve erkek hayvan-
larda metastazin (% 16) disilere oranla (% 2) daha yaygin oldugu bildirilmistir (1).
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Sekil 1. Kopekte Transmissible venereal timér (TVT) nin erkek
(A) ve disi (B) genital organlarda gortiiniim.
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Hem disi hem de erkek képeklerde ¢ogunlukla dis genital organlara yerlesen
bu tiimdr deri, deri alt1 bag dokusu, burun, ag1z boslugu goz, beyin, lenf diigtimii,
karaciger, dalak, kemik iligi, abdominal, subinguinal bolge, uterus ve ovaryum
gibi bir ¢ok organa metastaz yaptig1 bildirilmistir ($ekil 2) (2). Diinyaca yaygin
olan bu tiimér ozellikle sicak iilkelerde sokak kopeklerinde sik olarak gozlemn-
mektedir. Timoriin bulasict oldugu eskiden beri bilinmesine ragmen etiyolojisi
tam olarak bilinmemektedir. Patoloji tarihinde bulastirilan ilk tiimor olmasinin
yaninda ilk kez Rus Hekim Novinsky tarafindan 1863 yilinda deneysel olarak ger-
ceklestirilmistir (3).

Tarihsel olarak ise ilk bildilirilen CTVT vakasi 1810da Londrada kayit edil-
mistir (4). 1910dan 6nce ise Amerika Birlesik Devletleri, Fransa, Almanya, Italya,
Japonya ve Papua Yeni Ginede de CTVT nin endemik bir hastalik oldugu belir-
tilmis ve vakanin bu iilkelerde goriildiigi kayit altina alinmigtir (5-9). 1950’lere
gelindiginde yapilan ¢aligmalarda ise CTVT’ nin prevalansinda diisiisler kayde-
dilmis,1954de yapilan diger bir ¢alismada ise New York City’ de CTVT’ nin insi-
dansinda azalma oldugu belirtilmistir (10-17).

Baslangicta 1-3 mm ¢apinda, kii¢iik, giillguni renkte olan neoplastik olusumlar
tedavi edilmediginde 10-15 mm ¢apinda multilobiiler bir yap1 kazanir. Boylece
karnabahar goriiniimiinde kolay zedelenebilen yapilar haline gelirler. Cogunlukla
benign karakterde olan bu tiimérler bagisiklig: diisiik hayvanlarda malign karak-
ter gosterebilecegi bildirilmistir. Tiim bunlara ragmen hastaligin lokal invazyon
orani %40,metastaz orani ise %5 civarindadir (1-6, 8, 9).

Patogenez, Makroskobik ve Mikroskobik Gériiniim

Ciftlesme ve yalama gibi fiziksel temas sirasinda neoplastik hiicreler hayvanlarin
genital, nazal veya oral mukozasina penetre olmaktadir (7,8). Ayrica tiimoriin or-
ganlara implantasyonu, doku biitiinliigiintin bozulmasiyla da artmaktadir (18, 19).

Sekil 2. Transmissible venereal tiimoriin metastaz yaptigi doku ve organlar, (T'VT)’ nin
peniste (A), vulvada (B), ag1iz mukozasinda (C), vulva ve deride (D) goriiniimii
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TVT’li képeklerde mikroskobik olarak ise tiimoriin yuvarlik, oval, poligonal
hiicrelerden meydana geldigi gozlemlenir. Sinirlar1 belirgin olan hiicreler HE bo-
yamalarda solukturlar. Biiytimekte olan timérlerde ise mitotik aktivite yiiksektir.
Niikleusta ekzantrik yerlesmis biiyiik bir niikleolus bulunur. Tiimér hiicreleri sik
yiginiklar halinde olabildigi gibi, ince vaskiiler bir stroma ile kordon ya da adacik-
lara boliinmiis olabilirler (18,19).

Tiimor hiicreleri histiositik kokenli olup ve belirgin kromozom aberasyonu
gosterir. Normal kopeklerde kromozom sayis1 78dir.Buna karsin venereal timor
hiicreleri 57-59 kromozama sahiptir. Spontan iyilesmeden sonra bagisiklik sekil-
lenir (20). Giemsa ile boyal: sitolojik preparatlarda tiimor hiicrelerinin sitoplaz-
masinda ¢ok sayida vakuol bulunmasi TVT tanisi igin tipik bulgulardandir (3).
Genel olarak hematoksilen eozin ile boyanan dokular, incelendiginde (Sekil 3)
kiimeler halinde dagilmis homojen biiyiik yuvarlak neoplastik hiicreler, belirgin
cekirdek ve niikleoller, yogun eozinofilik bazen ise vakuollii sitoplazma, bazen ise
mitotik hiicreler gozlemlenmistir (21).

Sekll 3. Behrgm Qeklrdek (turuncu ok), mitotik aktivite (kirmiz1 ok), vakuollii
sitoplazma (yesil ok), neoplastik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki (A,B,C,D) vezikiiler
goriniim (yildiz) ve marjinal hiperkromazi (ok)

Tumoral kitleden alinan smearler diff plus (Diff Quick) ile boyanarak incelen-
diginde eksantrik yerlesimli ¢ekirdek biiytik ve vakuolar sitoplazmaya (Sekil 4)
sahip timor hiicrelerinin yaninda az sayida nétrofil l6kosit gozlenmektedir (22).
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Sekil 4. Boyamada tiimor hiicrelerinin spesifik goriiniimii-Diff Quick

TANI, AYIRICI TANI-TEDAVI

Yapilan klinik muayeneler ve hasta sahiplerinden alinan bilgiler dogrultusunda
teshis kolaylikla konulabilse de kesin tani histopatolojik incelemeler sonucun-
da ortaya konmaktadir. Mikroskobik incelemede, neoplastik hiicrelerin ¢ok sik,
diizensiz ve hiperkromatik ¢ekirdek 6zelligine sahip, ¢ekirdek/sitoplazma orani-
nin ise gekirdek lehine arttig1 bildirilmistir. Ayrica lenfosit, plazma hiicreleri ve
makrofajlar gibi yangisal hiicrelerinin de histopatolojik kesitlerde arttig1 rapor
edilmistir (1-6,8).

TVT hastaliginda teshise giderken ayirici tanida birgok bakimdan 6énem tasi-
maktadir. Olguyu degerlendirirken; képek lenfomas, histiocytoma, mast hiicre
timori, cyctitis, tiretritis, prostatis gibi hastaliklarin disinda 6striis gibi fizyolojik
olgularda degerlendirilmelidir (23).
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Sekil 5. Transmissible venereal tiimorlerin kopeklerde tedavi bagar: yiizdeleri.

TVT ‘li kopeklerde tedavi cerrahi tedavi, radyoterapi, immunoterapi, biyotera-
pi ve kemoterapi gibi tedavi protokolleri uygulanmaktadir (Sekil 5) (1,2,8). Rad-
yoterapi tedavisi , TVT olgularinda kemoterapiyle birlikte 6zellikle beyin, goz,
burun boslugu gibi organlara ve dokulara metastaz yaptig1 durumlarda timor
lezyonlarinin giderilmesi i¢in kullanilir. Radyoterapi yonteminin ¢ok fazla deza-
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vantaja sahip olmasi, tedavi siirecinin uzunlugu sebebiyle ¢ok fazla tercih edilen
bir yontem degildir. Biyoterapi ve immunoterapi yontemlerinin ise tiimor tedavisi
tizerindeki etkisi genis olmamasindan dolay1 hastaligin tedavisinde tercih edilen
en etkili yontem kemoterapidir (2, 7, 8, 10). Kemoterapi tedavisinde en ¢ok tercih
edilen kemoterapik ilaglar vinkristin siilfat, siklofosfamid ve doksorubisin gru-
bu ilaglardir. Hastaligin tedavisinde kullanilan siklofosfamid, myelosupresyon ve
steril tedavi siirecinde yan etkilere sahip ve en ¢ok karsilagilan komplikasyon he-
morajik sistitistir. Bu nedenle tedavilerde ¢ogunlukla kemoterapi i¢in 0.025 mg/
kg dozunda vinkristin siilfat IV yolla haftada bir kez olmak iizere 2-8 hafta uygu-
lanmaktadir (1-3, 8)

MOLEKULER ANLAMDA CTVT

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Molekiiler biyoloji alanindaki ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
olan DNAn1n in vitro kosullarda ¢ogaltilmasidir. Bu yontem ile DNA ¢ok miktar-
da elde edilerek, molekiiler analizinin yapilmasini kolaylik saglamaktadir. In Vit-
ro kosullarda calisilmak istenen genin veya DNA dizisinin ¢ok miktarda kopya-
sinin elde ederek rekombinant DNA yontemleri ile DNA klonlamasinin yaninda
temeli 1980’li yillara dayanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain
Reaction”) ‘da en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir (24).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (PCR), DNA' ya ulagsmak amaciyla Kary Mul-
lis, ytiksek ol¢iide duyarli ve 6zgiin yontem olarak 1985 yilinda ilk kez uygulamas,
bu yontemin bulucusu iinvanina sahip olarak teshis ve arastirma olanaklarinda
devrime yol agan basarisindan dolay1 Nobel 6diiliinti almistir. (25)

“Thermus aquaticus” olarak adlandirilan bakteriden izole edilmis, 1siya da-
yanikli polimeraz enziminin (taq polimeraz) kullanimiya baglamasiyla i¢cin PCR
otomatize sicaklik sikliis cihazlari icat edilmeye baslanilmigtir. Floresan 1s1ma
yontemlerininde kullanilmasiyla Revers Transkriptaz-PCR (RT-PCR)da isteni-
len seviyelere gelinmistir (26). Giiniimiizde hastaliklara daha kolay bir sekilde
tan1 konulmasi, molekiiler anlamda teshise giden yolu kolaylastirmaktadir (27).
Zamanin dar olmasimin disinda taniya giden yolun hizli ve giivenilir olmas: gibi
sebeplerle, tan1 ve epidemiyolojik caligmalar, giinimiizde molekiiler yontemlerin
tercih edilmesini saglamaktadir. Son yillarda hizli bir sekilde gelisen ve gegmis
zamanlarda kullanilan molekiiler yontemlerin temelini saglayan, tani, tedav, ve
bir¢ok sebeble kullanilmasi tercih edilen molekiiler yontemlerden biri de polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR)dur (28).

-85 -



Veteriner Hekimlikte Gtincel Yaklasimlar 11

PCR'1n agamalar1 genel olarak denatiirasyon, annealing-ekstansiyon ve son
ekstansiyon agamalarindan meydana gelmektedir. (Sekil 6). Calismada RNA cali-
silmak isteniyorsa, ilk olarak RNA, DNAya doniistiiriilerek tepkimeye, DNA ¢o-
galtma agamalariyla devam edilir (25). PCR uygulamalarinda istenilen DNAnin
gogaltilmasi ortalama olarak 20-40 siklus igerisinde meydana gelir. Her siklus bir-
birinden farkl: sicakliklardan olusan 3 asamadan meydana gelmektedir. 3 asama
denatiirasyon, kullanilan DNA halkasinin agilrak tek zincirli bir DNA’ ya doniis-
mesidir. 50-60 °Cde gergeklesen Annealing (birlesme) olarak adlandirilan asa-
mada ise tek zincirli DNAnin kullanilan primerlerle bir araya gelerek birlesme
agamasidir. Extension (uzama) asamasi ise 72°C’ de DNA polimeraz enziminin
maksimum aktiviteye ulastig1 asamadir. Tek zincirli DNAnin bilesenleri ise pri-
merlerin disinda Taq polimeraz enziminin ortamdaki ANTP’ ler sayesinde DNA
zincirini uzatarak tek zincirli DNA gift zincirli halka yapisana ulagir. Bu siklus 20-
40 dongti seklinde meydana gelerek devam eder ve hedef DNA istenilen oranda
gogaltilir (29).
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Sekil 6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Dongiisii

Sikluslarin sonucunda DNA fragmenti 2» kadar ¢ogaltilir (n= siklus say1s1). Bu
islemin her bir asamasi farkli sicakliklarda gergeklesir. Ik asamada 94- 98°C; son-
rasinda ikinci asamada 37-65°C; ve en son olarak iigiincii asama 72°C ‘de ger¢ek-
lesmektedir. Bu asamalarin tamam bir-iki saat icerisinde tamamlanir (27). Her
dongti ¢ift sarmall1 bir sablonla baglar ve primerin eslesebilecegi iki tek sarmalli
molekiil olusturmak i¢in denatiirasyon gerekir. Bu, DNA polimerazin baglangi¢
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noktasi olarak islev goriir ve dogru kosullar mevcut oldugunda uzama meydana
gelebilir ve bu da DNA sablonunu iki katina ¢ikartir (26,27).

Denatiirasyon eslesme-uzama dongiisii tekrarlanir ve sablonun biiytitiilmesi
gerceklesir (28). Jelde incelenebilecek DNA bantina ulagmak i¢in ise gerekli olan
amplikasyon dongtilerinin sayis1 hedef DNAnin ilk yogunluguna gore degismek-
tedir. Ornegin; 50 hedef molekiil ogaltabilmek i¢in 40-45 siklus dnerilir, fakat esit
yogunlukta 3x10° molekiilii ¢ogaltmak igin 25-30 siklus gerekli olacaktir. Mey-
dana gelen oransizliga ise “Plato Etkisi” denilmektedir. Bu oransizligin meydana
gelmesinin nedeni kullanilan iiriin yogunlugunun 0,3-1 nMe geldigi PCR’1n bit-
mesine yakin meydana gelen reaksiyonlardaki lineer hizindaki diigiistiir (27,28).

[k basta kullanilan ana molekiiliin yogunlugunun yetersiz geldigi zamanlar-
da ise yeni amplikasyonlardan alinan sonuglar iyi iken siklus sayilarinin 40 veya
daha fazla uygulanmasi sonuglara iyi oranda yansimaz (28,29). Cogaltilan DNA
pargalarinin gosterilmesi i¢in agaroz ya da poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE)
yapilir. Elektroforez ile boylarina gore ayristirilan DNA dizileri etidyum bromiir
gibi ¢ift zincirli DNA boyalari ile boyanarak morétesi 11k (UV) altinda goriintii-
lenir (30).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Cesitleri

Giiniimiizde Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun kullanilmasinin kolay olmasini
iki temel gelisim tarafindan meydana gelmistir;

1) Asir1 sicaklikta yapisini koruyabilen polimeraz enzimlerinin tercih edilmesi
ve sonug olarak tepkime basinda kullanilan polimeraz enzimlerinin istenilen sik-
lus boyunca ayni aktivitede olmasi (25).

b) Sicakligin belirli zamanlarda agamali bir sekilde istenilen 1s1ya indirilip, yiik-
seltebilen 1s1 banyolarinin kullanilmasi. Genel olarak PCR y6ntemleri enfeksiyon-
larin tanisi, ¢alisilmak istenen genlerin izolasyonu, DNA parcalarinin ¢ogaltilma-
sinda biiyitk 6neme sahiptir (25). PCR uygulamalarinin zamanla kullanim orani
artmaktadir. PCR uygulamasinin ilk uygulanisindan bu yana gelismekte olan sa-
nayi ve teknolojiyle birlikte pek ¢ok PCR teknigi ortaya ¢ikmustir. Bu uygulamalar-
dan bazilar1 Real Time PCR, Kantitatif PCR, Ters Transkriptaz PCR, Nested PCR
ve Multipleks PCR dir (20). Multiplex PCR: Eszamanli analizlerine izin veren tek
bir PCRde birden fazla hedefi biiyiitmek i¢in kullanilir (27). Bir dizi farkli gene-
tik lokasyondaki mutasyonlar1 veya ayni genetik lokus i¢cindeki ¢oklu mutasyon-
lar1 saptamak i¢in kullanilan temel PCR'nin bir modifikasyonudur (25,26). Nes-
ted PCR: Beklenmedik primer baglanma bolgelerinin amplifikasyonu nedeniyle
triinlerin spesifik olmayan baglanmasini azaltmaya yonelik modifiye edilmis bir
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PCRdir. Tki PCR adimu igerir. Ilk PCR reaksiyonunda, ikinci PCR 26 reaksiyonu
i¢in bir hedef gorevi géren DNA iiriinlerini iiretmek i¢in bir ¢ift primer kullanilir.
DNA amplifikasyonunun 6zgiilliigiini arttirmaya yardimei olur (30).

Reverse transcriptase PCR: RT-PCR, baslangi¢ materyali olarak mRNAy1 iger-
mistir ve mRNAy1 tamamlayict DNAya (cDNA) dontistiirmek i¢in ters transkrip-
taz kullanir. Bu cDNA daha sonra diizenli PCR yardimiyla biiyiitiiliir (27). Real
time PCR(Quantitative PCR): Belirli bir 6rnekteki hedef DNA (veya RNA) mikta-
rini1 nicelemek i¢in kullanilir. Amplifikasyon ilerledik¢e PCR iiriiniiniin kantitatif
tahminine izin verir. SYBR® green I veya floresan rezonans enerji transferi gibi
spesifik olmayan boya kullanir. Daha sonra DNA iiriinleri i¢cindeki bazlarin sira-
sini1 belirlemek i¢in PCR iriinleri dizilir (30).

MYC GENI

Myc geni , onkogenler ailesinin bir {iyesi olup, mutasyon durumunda anormal
bityiime hizi ve béliinmeyen bir hiicrede boliinmenin tetiklenmesine sebep olan
bir gendir (31).

c-Myc geni, hiicresel metabolizma ve proliferasyonunun “ana diizenleyicisi”
olarak hizmet eder. Cok sayida onkojenik yolak tarafindan aktive edildiginden ve
karsiliginda malign doniisiimle sonuglanan bir¢ok metabolik degisikligi uyardi-
gindan, karsinogenezde biiytik 6nem tagir (31).

Normal kosullar altinda c-Myc, ekspresyonu ve islevi i¢in mitojenik stimiilas-
yona baglidir. c-Myc, hizli hiicre béliinmesi igin gerekli olan goklu sentetik fonk-
siyonlari ¢alistirirken ayni zamanda antiproliferatif fonksiyonlara sahip genlerin
ekspresyonunu inhibe eden ¢ok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktoriidiir. Apop-
tozu indiikleme egilimi nedeniyle ekspresyonu siki bir sekilde diizenlenir. Doniis-
tirtilmiis hiicrelerin anormal biiyiime yeteneklerine katkida bulunan ¢ok ¢esit-
li gen ailelerinin ifadesini etkiler. Hiicre fonksiyonunun diizenlenmesindeki bu
merkezi roliin, yeni kanser tedavileri gelistirmek igin egsiz bir firsat1 temsil ettigi
oldukga aciktir (31,32).

CTVT hiicreleri, myc geninin st bolgesinde spesifik uzun sekilde yerlesmis
niikleer elementler (LINE) igerir ve bu, tanisal polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
tabanli bir saptama tahliline izin verir. CTV'Dler de histiositik tiimorlerle ayni
orijini paylasir, bu nedenle immiinohistokimyasal yontemler bazi durumlarda ye-
tersiz kalabilir (31).

CTVT, normal somatik hiicrelerde ve diger tiimor hiicrelerinde bulunmayan
bir c- myc gen yeniden diizenlemesine dayanan bir molekiiler 6zellige sahiptir. Bu

-88 -



Veteriner Hekimlikte Gtincel Yaklagsimlar 11

nedenle, cmyc, LINE elementinin varligindan kaynakli in situ polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ve tartigmali vakalarda konvansiyonel PCR kullanilarak (Sekil

7) CTVT vakalarinin daha hizli ve giivenilir teshisini yapmak i¢in bir tan1 arac1
olarak kullanilmistir (31,32).

TVT orijinli LINE1 -c- myc gen
yeniden diuzenlemesinin PCR tespiti

PCR drunleri
(1=100 bp DNA isaretgisi, 2= PK
=i (pozitif kontrol grubu) , 3= NK
(negatif kontrol grubu) , 4-9, vajinal

kitle , cilt kiitlesi , nazal kitle , burun

kitlesi ve kronik inflamasyon

Sekil 7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nda c-myc Geninin Incelenmesi
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