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Summary

The aim of the study was to evaluate the TRAP assay method of measuring telomerase activity in canine
skin neoplasms. Telomerase activity was measured in 57 samples of tumor tissues from operated dogs. The
samples were also subjected to histopathology investigations. Telomerase activity was measured using the Telo
TAGGG Telomerase PCR ELISA diagnostic kit as well as ROCHE - photometric enzyme immunoassay for
quantitative determination of telomerase activity, utilizing the telomere repeat amplification protocol (TRAP).

The repetition, sensitivity and specificity of telomerase activity measurements were determined. TRAP
assay performed in dogs has high repetition rate within high activity, and lower within small activity. This

method is 100% sensitive and 34% specific.
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Nowotwory stanowia jeden z najpowazniejszych
problemow medycyny ludzkiej, a w ostatnich latach,
w zwiazku ze stale podnoszaca sig jakoscia ustug we-
terynaryjnych, rowniez weterynaryjnej (17, 26). U lu-
dzi najliczniejsza grupa sa nowotwory skory, stano-
wiace okoto 30% wszystkich zmian rozrostowych i w
zwiazku z tym stanowia przedmiot zainteresowania
wielu badaczy w réznych aspektach (8, 14. cyt. 17).
W literaturze przewaza poglad, Ze rowniez nowotwo-
ry skory u pséw stanowia rowniez okoto 1/3 wszyst-
kich nowotwordéw (17, 26). Rozpoznanie nowotwo-
réw skory nastrgcza czgsto wielu probleméw. Mimo
ze anatomiczna lokalizacja pozwala na wnikliwe ba-
danie kliniczne, trzeba jednak bra¢ pod uwagg fakt, iz
wiele innych chorob skéry moze wywotywac podob-
ne zmiany. Metodami wspomagajacymi oceng histo-
patologiczna w badaniu zmian nowotworowych sa
badania ich markerow. Moga nimi by¢ roézne sktadni-
ki komérki np.: biatka lub glikoproteiny btony komor-
kowej, cytoplazmy i jadra komorkowego.

Przedmiotem szczeg6lnego zainteresowania wsrod
marker6w nowotworowych jest telomeraza — enzym
odpowiedzialny za wydtuzanie telomerow (27) — wy-
specjalizowanych kompleksow, zbudowanych z kwa-
su dezoksyrybonukleinowego 1 biatek towarzyszacych,
chroniacych konce chromosoméw (1, 5). Najpo-
wszechniej stosowana do oceny ekspresji telomerazy
metoda wykorzystuje aktywno$¢ telomerazy jako od-
wrotnej transkryptazy 1 jest oparta na wykrywaniu jej

produktow — fragmentdéw DNA o charakterystycznej
sekwencji. Metoda zostata opracowana przez Kima
iwsp. (15) i opublikowana pod nazwa TRAP (telome-
ric repeat amplification protocol) w 1994 r. Od kilku
lat dostepne sa takze gotowe komercyjne zestawy opar-
te na metodzie TRAP. Materialem do badania aktyw-
nosci telomerazy sa wycinki tkanek uzyskane metoda
biopsji, srodoperacyjnie lub podczas sekcji wykona-
nej natychmiast po $mierci oraz ptyny zawierajace
komérki, np. mocz 1 wyptuczyny z pecherza moczo-
wego (9). TRAP jest bardzo czuta metoda, pozwalaja-
ca na badanie probek zawierajacych tylko kilka ko-
morek (28). Od momentu opracowania i opublikowa-
nia metody TRAP wyraznie zaznacza si¢ w piSmien-
nictwie spore zainteresowanie telomeraza (4, 11).

Opublikowano dotychczas szereg artykutow doty-
czacych pomiarow aktywnosci telomerazy w tkankach
roznych typow nowotworow u ludzi (12, 20, 29).
W pordéwnaniu z pracami dotyczacymi aktywnosci te-
lomerazy u ludzi — niewiele jest doniesien na temat
tego zagadnienia u psow. Zadne z opublikowanych do-
tychczas badan u psow nie mialy charakteru metodycz-
nego i tym samym jej oceny w wybranych zmianach
nowotworowych skory u psow.

Celem niniejszych badan byto okreslenie przydat-
nosci metody TRAP do pomiaru aktywnosci telome-
razy w wycinkach zdrowej 1 nowotworowo zmienio-
nej skory psow.



Materiat i metody

Materiatem do badan byto 57 wycinkéw odgraniczonych
zmian skornych stwierdzonych u ps6w — pacjentow ambu-
latoryjnych, usunigtych chirurgicznie za zgoda wtascicieli.
Probki do badan pobierane byty natychmiast po wycigciu
zmiany z zachowaniem zasad aseptyki i dzielone na dwie
czesci. Jeden fragment umieszczany byt w buforowanej
formalinie w celu p6zniejszego badania histopatologicz-
nego przeprowadzonego w Zakladzie Patologii Katedry
Nauk Klinicznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej,
drugi, wielko$ci ziarna owsa, umieszczany byt w jatowej
probowce okraglodennej, natychmiast zamrazany w ciek-
tym azocie (—196°C).

Kazda probke poddano badaniu w kierunku stgzenia biat-
ka standardowa metoda z uzyciem odczynnika Mikropro-
teina, firmy Pointe Scientific o nr. kat. P7582-120.

Pomiary aktywnosci telomerazy dokonywano testem
Telo TAGGG telomerase PCR ELISA plus, firmy Roche.
Zasada testu wykorzystuje schemat TRAP opracowany
przez Kima i wsp. (15).

Badania obejmowaly oceng powtarzalnosci, reprezenta-
tywnosci, czutosci 1 swoistosci diagnostycznej oznaczen
telomerazy w skorze psow.

Badanie powtarzalnosci oznaczania aktywnosci telome-
razy w tkance. W celu ustalenia powtarzalnosci wynikow
oznaczen w probkach o zréznicowanej aktywnosci telome-
razy przeprowadzono dziesigciokrotne oznaczenie aktyw-
nosci enzymu w kazdej z czterech wybranych probek. Do
badan wybrano probki o aktywnos$ciach telomerazy: 581,
223,47, 5 U/g bialka.

Badanie reprezentatywnosci pojedynczego oznaczenia.
Do badan reprezentatywno$ci wykorzystano te same prob-
ki, ktore stuzyly w ocenie powtarzalnosci. W tym celu ob-
liczono réznice pomigdzy wielkoscig wariancji dla par grup
oraz oceniono jednoczesny brak réznic migdzy $rednimi
tych grup. Wyniki opracowano statystycznie testem anali-
zy wariancji (23).

Badanie czuto$ci diagnostycznej oznaczania aktyw-
nos$ci telomerazy w tkance. Czuto$¢ diagnostyczna metody
okreslono jako odsetek chorych w grupie badanej, ktorzy
za pomoca zastosowanej metody pomiaru aktywnosci telo-
merazy zostali poprawnie zidentyfikowani jako chorzy (7).
Parametr ten oceniano na podstawie stosunku wynikow
prawdziwie dodatnich PD (podwyZszona aktywnos¢ telo-
merazy w tkance nowotworowej) do sumy wynikow praw-
dziwie dodatnich i fatszywie ujemnych FU (brak aktyw-
nosci telomerazy w tkance nowotworowej), uzyskane war-
tosci obliczono wg wzoru [ wyrazono w procentach (7):

Czutosc¢ (%) = PD/(PD + FU) x 100%,
PD — liczba wynikow prawdziwie dodatnich,
FU - liczba wynikow fatszywie ujemnych.

Badanie swoistosci diagnostycznej oznaczania telome-
razy w tkance. Swoisto$¢ diagnostyczna metody okreslono
jako odsetek pacjentow zdrowych w grupie badanej, u kto-
rych za pomoca metody oznaczania aktywno$ci telomera-
zy wykluczono chorobg (7). Swoistos¢ diagnostyczna oce-
niano na podstawie stosunku wynikéw prawdziwie ujem-
nych PU (brak aktywnosci telomerazy w tkance histopato-
logicznie niezmienionej) do sumy wynikow prawdziwie
ujemnych i falszywie dodatnich FD (podwyzszona aktyw-
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no$¢ telomerazy w tkance histopatologicznie niezmienio-
nej), uzyskane wartosci obliczono wg wzoru i wyrazono
w procentach (7):

Swoisto$é (%) = PU/(PU + FD) x 100%,
PU - liczba wynikoéw prawdziwie ujemnych,
FD — liczba wynikow fatszywie dodatnich.

W analizie statystycznej zastosowano test Levene’a jed-
norodnosci wariancji dla prob niezaleznych, test Kruskala-
-Wallisa, test Manna-Whitneya, test Spearmana, test Chi-
-kwadrat oraz doktadny test Fishera.

Wyniki i omdwienie

Wyniki badania powtarzalno$ci oznaczen aktywnosci
telomerazy w badanej probce przedstawiono w tab. 1.
Uzyskane warto$ci wspotczynnikow zmiennosci wska-
zuja, ze metoda jest wysoce powtarzalna w zakresie
wysokich wartosci aktywnosci telomerazy, co kwali-
fikuje ja jako przydatna do oceny aktywn0501 enzymu
w zmianach nowotworowych skory psow.

W celu potwierdzenia powtarzalnosci metody po-
stanowiono obliczy¢ roéznice pomig¢dzy wielkoscia
wariancji dla par grup oraz oceni¢ jednoczesny brak
roéznic migdzy srednimi tych grup. Jedynie w przypad-
ku zapalen stwierdzono 1st0tna r6éznicg pomiedzy $red-
nimi 1 bardzo duza réznicg w wielkosci odchylenia
standardowego. Pozwala to wnioskowac, ze metoda
jest przydatna do badania zmian rozrostowych. Brak
r6znicy migdzy wariancjami w przypadku guzéw pod-
stawnokomorkowych moze wynika¢ z malej liczeb-
nosci grupy, lecz rowniez w tym przypadku mozna
uzna¢ metodg¢ za przydatna, poniewaz warto$¢ istot-
nosci zblizata si¢ do granicy warto$ci pozadane;.

W badaniach reprezentatywnosci pojedynczego
oznaczenia (tab. 2) stwierdzono, ze jedynie w przy-
padku zapalen wystepuje istotna rdznica pomlqdzy
$rednimi warto$ciami w grupie i bardzo wysoka r6z-
nica w wartosci odchylenia standardowego. Brak roz-

Tab. 1. Wyniki badania powtarzalno$ci i wspolczynniki zmien-
no$ci pomiaréw aktywnosci telomerazy

Numer badania 1 prébka | 2 probka | 3 probka | 4 probka

1 581 223 47 5

2 562 212 45 4

3 575 231 49 5

4 600 246 47 3

5 583 211 48 6

6 585 211 45 5

7 578 195 51 5

8 592 198 50 3

9 581 201 49 6

10 597 207 47 5
Srednia arytmetyczna 5834 | 213,5 47,8 4,7
SD +11,09 | £15,81 | +1,99 +1,06
Wspotczynnik zmiennosci V% 1,9 7,4 41 22
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Tab. 2. Réznice pomigdzy Srednimi aktywnosci telomerazy w badanych grupach zmian skér- podstawie autorzy wysungli

nych wniosek, ze u psOw pomiar
. Srednia Odchylenie Istotno$é Istotno$ ¢ roznic aktyWHOSCI telomerazy

Grupa zmian skérnych n L . , . h h. iak
arytmetyczna | standandardowe | wariancji | pomigdzy Srednimi Wpiynac ustrOJowyc Ja o
Pomiary wybranej prébki czerniaka 10 583,40 11,088 Jedyny test w ocenie zmian
Czerniaki g 536.00 P 0,000~ 0,238 nowotworowych, jest mato
zerniaxd : : przydatny i nie pozwala na
S T R B U IR jednoznaczne postawicnie
P g 0,086 0,234 rozpoznania. Billeri wsp. (3)
Guz podstawnokomaérkowy 5 192,60 49,783 Wykazali Wysokq korelach
Pomiary wybranej probki ttuszczaka | 10 4,70 1,059 0015+ 0458 miedzy aktywnoscia telome-
Thuszezaki 7 7,20 8,507 ’ ’ razy w tkance a stopniem
Pomiary wybranej prébki zapaleni 10 47,80 1,989 zlosliwosci guza. Cytowam
SR e D TR DL ’ ’ 0,001** 0,038* autorzy obliczyli, ze zasto-
Zapalenia 7 25,57 22,112 sowana metoda pomiaru ak-

Objasnienie: * p < 0,05; ** p < 0,01; ni — nieistotna

nicy mi¢dzy wariancjami w przypadku guzéw pod-
stawnokomorkowych moze wynika¢ z malej liczeb-
nosci grupy, lecz rowniez w tym przypadku mozna
uzna¢ metodg za przydatna, gdyz wartosc istotnosci
zblizata si¢ do wartos$ci pozadane;j.

Czuto$¢ diagnostyczna metody pomiaru aktywnos-
ci telomerazy w tkance guzow ztosliwych wyniosta
100%. Wynikalo to z faktu, iz wszystkie badane no-
wotwory zlosliwe wykazywaty aktywno$¢ telomerazy
w tkance. W przypadku tluszczaka, bedacego nowo-
tworem nieztosliwym, czuto$¢ diagnostyczna wynios-
ta 71,4%, co byto zwiazane z brakiem aktywnosci te-
lomerazy w dwodch jego przypadkach.

Swoistos¢ diagnostyczna pomiaru aktywnosci telo-
merazy w przypadku nowotwordw ztosliwych wyno-
sita 34%. Bylo to zwiazane z wyst¢gpowaniem aktyw-
nosci telomerazy w zmianach nieztosliwych (zapale-
nie) i 3 przypadkach skory zdrowe;.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze czu-
to$¢ metody wynosita 100% w przypadku nowotwo-
réow ztosliwych. W opinii wielu autorow (13, 22, 24,
29), wyniki pomiaru aktywnosci telomerazy w guzach
skory u ludzi sa podobne, jednak r6znia si¢ w ocenie
czutos$ci metody. Istnieja doniesienia, ze czulo$¢ me-
tody uzalezniona jest od rodzaju badanej tkanki i tak
np. w odniesieniu do guzéw sutka wynosi okoto 40%,
podczas gdy w nowotworach jajnikéw sigga 100%
(19). Chen 1 wsp. (6), ktorzy we wszystkich przypad-
kach rakéw plaskonabtonkowych rogowaciejacych
i rakow podstawnokomorkowych wykazali u ludzi ak-
tywno$¢ telomerazy, czutos¢ metody okreslili na 100%.
Villa i wsp. (31) okreslili czutos¢ metody w przypad-
ku czerniakow ztosliwych u ludzi na 84,6%, za$ Mi-
racco 1 wsp. (18) réwniez u ludzi, wykazali aktyw-
no$¢ telomerazy we wszystkich pierwotnych guzach
skory 1 tym samym wykazali 100% czuto$¢ metody.
Spangler 1 wsp. (28) badajac czutos¢ metody oznacza-
nia telomerazy w plynie wysigkowym z opiucnej
u psoéw 1 kotow z nowotworami stwierdzili, ze bada-
nie to nie przewyzsza czulo$cia badania cytologiczne-
go (czutos$¢ 50%) 1 jest mniej swoiste (83%). Na tej

tywnosci telomerazy cecho-
wala si¢ 92% czutoscia. Do-

tyczyto to zardowno guzéw skory, jak 1 innych zmian
nowotworowych zlokalizowanych w réznych narza-
dach. Probki tkanki watrobowej nie wykazujacej zmian
nowotworowych, a wycinki nowotworu fagodnego —
watrobiaka (hepatoma) nie wykazywaly aktywnosci
enzymu, podczas gdy w wycinkach z raka z komorek
watroby stwierdzano jej wysoka aktywnosc¢ (3).

Swoistos¢ metody w badaniach wiasnych wynosita
34%. Sa to wyniki odmienne od uzyskanych przez
Kima i wsp. (15). Autorzy ci wykazali aktywnos¢ te-
lomerazy w 90% komodrek nowotworowych oraz
w 98% komorek macierzystych. Swoistos¢ opracowa-
nej metody cytowani autorzy okreslili na 100%, nie
wykazujac w zadnej z probek pobranych z niezmie-
nionych klinicznie tkanek cztowieka aktywnosci en-
zymu. W pozniejszych badaniach innych naukowcow
swoisto$¢ byta juz oceniana wyraznie nizej, w grani-
cach 80-90% (3, 13, 24, 30). Mogto to wynika¢ z udos-
konalenia metody wykrywania aktywnos$ci telomera-
zy w tkankach, co spowodowalo obnizenie progu wy-
krywalno$ci tego enzymu.

W badaniach wlasnych niska swoisto§¢ wynikata
z obecnosci telomerazy w zmianach nienowotworo-
wych oraz skorze zdrowej. W 3 z 9 przypadkow skory
klinicznie zdrowej wykazano aktywno$¢ telomerazy
powyzej zera, jednak warto$ci te byly bardzo niskie
1 pozostawaty daleko poza zakresem wartosci stwier-
dzanych w zto§liwych zmianach nowotworowych.
Obecnos¢ telomerazy w skorze zdrowej mogta by¢
zwiazana z obecno$cia komorek macierzystych lub,
zachowujacych si¢ w zakresie aktywno$ci telomerazy
podobnie, komoérek mieszkéw wtosowych (25).

Analiza czulo$ci 1 swoistosci wykazata, ze zastoso-
wana metoda pomiaru aktywnosci telomerazy w tkan-
ce objetej procesem nowotworowym jest bardzo czu-
tym testem, co jest zgodne z doniesieniami innych
autoréw (3, 15), ale o niezbyt wysokiej swoistosci.

Powtarzalno$¢ metody poddano ocenie, przeprowa-
dzajac po 10 pom1ar0w aktywnosci telomerazy w jed-
nej probce 1 poréwnujac statystyczme Z pomiarami
aktywnosci telomerazy w grupie nowotworow, z kto-



rych wybrano dana probke. Do tego badania wybrano
po jednej probee raka podstawnokomoérkowego, czer-
niaka, ttuszczaka i zapalenia wykazujacych zréznico-
wane wartosci aktywnosci telomerazy. Rozrzut war-
tosci byt najnizszy w przypadku czerniaka reprezen-
tujacego najwyzsze wartosci (V = 1,9%), zas najwyz-
szy w przypadku zapalenia, bedacego przyktadem
wartos$ci niskich (V = 22%). Taki wynik potwierdza
wigksza przydatnos¢ metody do analizowania wartos-
ci dotyczacych zmian ztosliwych. Porownanie migdzy
wariancjami w kazdej grupie 10 pomiarow i w gru-
pach odpowiadajacych im nowotwordéw oraz porow-
nanie $rednich warto$ci w tych grupach wskazuje, ze
metoda TRAP jest przydatna do badania aktywnosci
telomerazy w wycinkach tkanek zmienionych nowo-
tworowo. Potwierdzaja to wyniki autorow wykorzy-
stujacych juz wczesniej t¢ metode u ludzi (2, 10, 16,
21).

Metoda TRAP jest powtarzalnym i reprezentatyw-
nym badaniem w przypadku ztosliwych guzoéw skory
u psow. Charakteryzuje si¢ takze wysoka czuto$cia
i niewielka swoistoscia diagnostyczna.
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