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Diagnostic value of telomerase activity measurement for skin neoplasms in dogs

Summary

The aim of this study was to discern whether telomerase activity might serve as a marker for canine skin
tumors. Telomerase activity was measured in 57 samples of tumor tissues from operated dogs. Telomerase
activity in the samples was measured using the diagnostic kit Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA plus of
ROCHE - photometric enzyme immunoassay for quantitative determination of telomerase activity, utilizing
the telomeric repeat amplification protocol (TRAP). The samples were also investigated histopathologically.
The performed investigations permitted the following conclusions: telomerase activity is substantially higher
in malignant lesions then in benign lesions, but there is no differences between telomerase activity in benign
lesions and normal skin. Telomerase activity in normal skin near malignant tumors is substantially higher
then in normal skin from healthy dogs and there is no correlation between telomerase activity in malignant

tumors and in the normal skin in their proximity.
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Nowotwory s3 jednym z najwazniejszych wyzwan
w medycynie cztowieka, a w ostatnich latach, w zwiaz-
ku z rozwojem uslug weterynaryjnych, rowniez w me-
dycynie weterynaryjnej (8, 19) Badaczom problemu no-
wotworzenia zalezy na ocenie zwlaszcza tych zjawisk,
ktorych poznanie dawaloby nadzieje na opracowanie
mozliwie wczesnej, pewnej i mato inwazyjnej diagnos-
tyki uwzgledniajacej rokowanie (5, 21). Jak juz wspom-
niano w poprzednim artykule, przedmiotem sporego za-
interesowania stata si¢ w ostatnich latach telomeraza —
jeden z markeréw nowotworzenia.

Najpowszechniej stosowana do oceny ekspresji telo-
merazy metoda wykorzystuje aktywnos¢ telomerazy jako
odwrotnej transkryptazy i jest oparta na wykrywaniu jej
produktoéw — fragmentow DNA o charakterystycznej sek-
wencji. Metoda zostala opracowana przez Kima i wsp.
(7) 1 opublikowana pod nazwa TRAP (telomeric repeat
amplification protocol) w 1994 r. Od kilku lat dostgpne
sa takze gotowe komercyjne zestawy oparte na metodzie
TRAP. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach, me-
toda nadaje si¢ do badan u psow (28).

Okoto 80-90% nowotwordw ztosliwych u ludzi cechu-
je sie wysoka aktywnoscia telomerazy w tkance (1, 12,
15), podczas gdy nowotwory niezto§liwe oraz wigkszos¢
tkanek wykazuje brak lub niska jej aktywnos¢ (4, 23).
Opublikowano dotychczas szereg prac dotyczacych
pomiarow aktywnos$ci telomerazy w tkankach réznych
typow nowotworow u ludzi (6, 11, 23).

Taylor 1 wsp. (25) stwierdzili u ludzi w 15 na 18 przy-
padkow raka ptaskonabtonkowego rogowaciejacego pod-

wyzszona aktywnos$¢ telomerazy, podczas gdy Parris
wykazat ja tylko w 3 na 12 przypadkow (2). Taylor i wsp.
(25) wykazali takze podwyzszona aktywnos¢ telomera-
zy w 73 sposrod 77 przypadkow raka podstawnokomor-
kowego, natomiast badajac przypadki czerniaka, wyka-
zat podwyzszona aktywnos¢ telomerazy w 6 na 7 przy-
padkow. Boldrini 1 wsp. (3) wykazali podwyzszona ak-
tywno$¢ telomerazy w 35 przypadkach raka podstawno-
komorkowego i 14 raka ptaskokomorkowego, przy czym
aktywnos$¢ enzymu w tych ostatnich byla statystycznie
istotnie wyzsza. W badaniach przeprowadzonych przez
Schneider-Stock 1 wsp. (17), dotyczacych tluszczakomig-
sakow, podwyzszong aktywnos¢ telomerazy wykazywa-
to 12 z 19 guzéw. W innych badaniach tego samego au-
tora 69% thuszczakomigsakow wykazato podwyzszona
aktywnos¢ telomerazy (18). Na podstawie przeprowadzo-
nych pomiaréw autor wysnul wniosek, ze badanie ak-
tywnosci telomerazy pozwala na réznicowanie nowotwo-
roéw niezlosliwych od ztosliwych wywodzacych sig z tkan-
ki thuszczowej u ludzi.

Na tle badan u ludzi informacje dotyczace zwierzat sa
nieliczne. Yazawa i wsp. (27), badajac rézne rodzaje no-
wotworow u 45 pséw — w tym 21 guzow sutkow, 16 gu-
zOwW skory, gruczotow okotoodbytowych i jamy ustnej,
7 naczyniakow i 1 guz Sertolego stwierdzili, ze istnieje
zwiazek migdzy inwazyjnoscia guza i jego sldonnosmq
do tworzenia przerzutow a aktywnoscia telomerazy. Do
badania zwiazku aktywnosci telomerazy z nowotworami
skory wykorzystano tylko kilka pojedynczych przypad-
kow: 3 gruczolaki i 2 gruczolakoraki z gruczotéw okoto-
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odbytowych, 1 nabloniaka gruczolakowatego torbielo-
wego, 1 raka podstawnokomorkowego, 1 raka ptaskona-
btonkowego rogowaciejacego, 1 czerniaka zlosliwego.
Nie prowadzono zadnych ukierunkowanych badan doty-
czacych konkretnych grup nowotworow skory lub innych
jej chorob. Pojawiajace sig¢ w literaturze dane maja jedy-
nie charakter przyczynkowy i dotycza pojedynczych przy-
padkéw. Funakoshi i wsp. (4) jako przyktadowa wartos¢
aktywnosci telomerazy w zdrowej skorze podali warto$é
ponizej 1 U/2 pg biatka. Natomiast Yazawa (27) podat
warto$ci aktywnosci telomerazy w kilku pojedynczych
przypadkach nowotworéw skory u psow.

Celem badan byto okreslenie aktywnosci telomerazy
w wybranych, zdiagnozowanych zmianach skornych
u psOéw oraz ocena wartosci diagnostycznej wynikoéw tych
pomiarow.

Materiat i metody

Materiatem do badan byly wycinki odgraniczonych zmian
skornych stwierdzanych u pséw — pacjentow ambulatoryjnych,
usuwane chirurgicznie za zgoda wiascicieli. Zmiany skorne
o charakterze odgraniczonym byly usuwane chirurgicznie
z marginesem tkanek niezmienionych. Probki do badan pobie-
rane byly natychmiast po wycigciu zmiany z zachowaniem za-
sad aseptyki i dzielone na dwie cz¢sci. Jeden fragment umiesz-
czany byl w zbuforowanej formalinie w celu pozniejszego
badania histopatologicznego, drugi, wielko$ci ziarna owsa,
umieszczany byl w jalowej probowce okragtodennej, natych-
miast zamrazany w ciekltym azocie (—196°C). Drugi wycinek
byl przeznaczony do oceny aktywnosci telomerazy w tkance.
Zamrozone wycinki przechowywane byty w butli z cieklym
azotem do dalszych badan.

Wycinki tkanek do badania histopatologicznego utrwalane
byly w 4% formalinie buforowanej fosforanami. Wyniki bada-
nia histopatologicznego pobranych tkanek byly podstawa do
kwalifikacji zmian do poszczego6lnych grup nowotworéw oraz
dla poréwnania wynikéw aktywnos$ci telomerazy w tych
nowotworach. Sposrod zebranych przypadkéw, do badan
aktywnosci telomerazy zakwalifikowano 57 wycinkow: 8 przy-
padkow raka plaskonablonkowego rogowaciejacego, 9 przy-
padkow czerniaka ztosliwego, 5 przypadkow raka podstawno-
komorkowego, 7 przypadkéw guza z komorek tucznych, 5 przy-
padkow ttuszczakomigsaka, 8 przypadkow ttuszezaka, 7 przy-
padkow zapalenia skory, 9 probek kontrolnych.

Pomiaru aktywnosci telomerazy dokonywano testem Telo
TAGGG telomerase PCR ELISA plus, firmy Roche. Zasada
testu wykorzystuje schemat TRAP opracowany przez Kima
1 wsp. (7).

Ze wzgledu na to, ze rozktad badanej cechy nie miat charak-
teru normalnego, do obliczen statystycznych zastosowano
testy nieparametryczne. Za pomoca testu Kruskala-Wallisa,
bedacego odpowiednikiem analizy wariancji dla cech o roz-
ktadzie normalnym (14), z zastosowaniem nieparametryczne-
go testu Manna-Whitneya, stuzacego do badania dwdch cech
niezaleznych, oceniane byty réznice w aktywno$ci telomerazy
w poszczegblnych rodzajach zmian skornych (14). Porownano
pod wzgledem aktywno$ci telomerazy wszystkie pary nowo-
twordéw. Dodatkowo postuzono si¢ doktadnym testem Fishera,
wykorzystywanym w przypadku malej liczebnos$ci grup (14).

Wyniki i omdwienie
Srednia aktywno$¢ telomerazy w badanych zmianach

skormych u psow oraz w skorze psow z grupy kontrolnej
przedstawiono w tab. 1.
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Tab. 1. Aktywnos$¢ telomerazy w badanych zmianach skér-
nych

Rodzaj zmiany n | Srednia SD = Min. | Max.
Guz z komdrek tucznych 7 611,57 63,492 547 720
:‘(}1';\':::;';‘;::;"““"“‘"’" 8 | 40750 | 87513 | 339 | 560
Guz podstawnokomdérkowy | 5 192,60 49,783 111 242
Czerniak 9 536,00 | 111,125 374 | 670
Ttuszczakomigsak 5 316,40 29,134 281 345
Ttuszczak 1 7,29 8,597 0 25
Skdra zmieniona zapalnie 7 25,57 22,112 0 58
Kontrola 9 1,56 2,651 0 7

Tab. 2. Poréwnanie aktywno$ci telomerazy testem Manna-
-Whitneya przy pomocy rang w zalezno$ci od charakteru
zmiany (zlosliwe/niezlosliwe)

Grupa zmian przb:fazgltéw Srr::;aia Srednia SD =
Zmiany nieztoSliwe 23 12,0 10,61 16,259
Nowotwory ztosliwe 34 40,5 438,53 162,340
Razem 57
Istotno$¢é asymptotyczna 0,000 (*)

Objasnienie: * p < 0,01

Tab. 3. Porownanie aktywnosci telomerazy w zalezno$ci od
rodzaju guza zlosliwego testem Kruskala-Wallisa

L przly.{i:aztl::éw Srr::;;a
Guz z komdrek tucznych 7 217,57
Guz podstawnokomdrkowy 5 3,00
Czerniak 9 24,17
Rak ptaskonabtonkowy rogowaciejacy 8 15,75
Ttuszczakomigsak 5 8,70
Istotno$¢é asymptotyczna *

Objasnienie: * p < 0,01

Najwigkszy rozrzut wartosci stwierdzono w przypad-
ku czerniakéw 1 rakéw podstawnokomodrkowych.
Uwzgledniajac charakter rozktadu aktywnosci telomera-
zy w poszczegdlnych grupach zmian, istotnos¢ roznic
migdzy stwierdzanymi aktywnosciami obliczonych testem
Manna-Whitneya (14) przedstawiono w tab. 2. Przepro-
wadzona analiza aktywnos$ci telomerazy w zmianach
o charakterze zlosliwym oraz w pozostalych zmianach
wykazata, ze aktywnos$¢ enzymu w pierwszej grupie jest
istotnie wyzsza.

W celu weryfikacji istotnosci réznic pomigdzy kon-
kretnymi rodzajami nowotwordéw w grupie zmian o cha-
rakterze ztosliwym przeprowadzono analizg aktywnosci
poszczegolnych przypadkow, obliczajac istotno$¢ roznic
w parach nowotwordéw ztosliwych testami Kruskala-
-Wallisa oraz Spearmana. Uzyskane wyniki przedstawio-
no w tab. 314.
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Tab. 4. Wyniki korelacji aktywno$ci telomerazy w parach nowotwo- nie zdiagnozowanych zmianach. Dodatkowym

réw zlosliwych

utrudnieniem byty takze czgsto sprzeczne informa-

cje odnosnie do stwierdzanych zaleznosci (3, 16, 24).

. a Istotno$ ¢ Ocena .. .

I nowotwor Il nowotwor asymptotyczna | istotnosci Podobnie jak w badaniach przeprowadzonych
Suz 2 Komdrek 0 g comdrk p " przez Boldriniego (3) u ludzi, w badaniach wtas-
uz z komorek tucznyc uz podstawnokomorkowy 0,00 nych u psow aktywnos¢ telomerazy byla istotnie
Guz z komérek tucznych | Czerniak 0,314 n.i. wyZzsza W przypadkach raka ptaskonabtonkowego
Suz 2 komarek tucanyeh | Rk praskonabtonkowy 0.003 . niz w guzach podstawnokomoérkowych. W bada-
y rogowaciejacy : niach wlasnych aktywno$¢ telomerazy w przypad-
Guz z komérek weznych | Thuszezakomigsak 0,004 - ku raka ptaskokomorkowego wynosita srednio 399
U/ug biatka, we wszystkich badanych przypadkach

Guz podstawnokomorkowy | Rk praskonablonkowy 0,003 oa byta podwyzszona.

rogowaciejacy . .

- . : W przypadku guzéw podstawnokomoérkowych
Guz podstawnokomadrkowy | Ttuszczakomigsak 0,371 n.i. we wszystkich badanych zmianach stwierdzono
Guz podstawnokomérkowy | Czerniak 0,003 *x podwyzszona aktywno$¢ telomerazy, zas Srednia
Crommiak e 0018 . warto$¢ wyniosta 212,6 U/ug biatka. U 1’1}d21 Tay-
rogowaciejacy , lor (25) Wykazglrpodwyzszona( alftywnosc telome-
p— Thuszezakomigsak 0,003 i razy w ’73 sposrod 77 przypadkow raka podstaw-
nokomdrkowego. Nowotwory wykorzystane w ba-
foa';‘l:'*::i';‘? ":'” onkoWY | 14usaczakomigsak 0.016 . daniach wiasnych byly w zaawansowanym stadium
9 facy klinicznym i prawdopodobnie dlatego, w odroznie-
Objasnienie: ** p < 0,01; * p < 0,05; ni — nieistotne niu od innych doniesien (3, 16, 24), wszystkie wy-

Wykazano, ze pomiar aktywnos$ci telomerazy w tkan-
ce guza ztosliwego moze by¢ wykorzystany do czgscio-
wego réznicowania zmiany ztosliwej, z wyjatkiem czer-
niaka i guza z komorek tucznych oraz guza podstawno-
komorkowego 1 thuszczakomigsaka. W przypadku tych
dwoch par réznice migdzy wynikami aktywnosci telo-
merazy byty statystycznie nieistotne. W grupie zwierzat
ze zmianami o charakterze niezto§liwym oraz w wycin-
kach skory psow z grupy kontrolnej aktywnos¢ telome-
razy nie rdznila si¢ istotnie. Wyniki odno$nych obliczen
przedstawiono w tab. 5.

Porownanie aktywnosci telomerazy i analiza istotnos-
ci r6znic w grupie zmian nieztosliwych i skorze psow
klinicznie zdrowych dokonane w poszczeg6lnych parach
testem Spearmana przedstawiono w tab. 6.

Analiza wewnatrzgrupowa pozwolita na uscislenie
obserwowanych wczesniej zaleznosci. Okazato sig, ze
istotne r6znice wykazano jedynie w odniesieniu do gru-
py zapalen skory w porownaniu ze skora zdrowa. Mimo
iz $rednie warto$ci aktywnosci telomerazy w tkance thusz-
czakow 1 skorze zdrowej roznity si¢ znacznie, to duzy
rozrzut warto$ci w obu grupach sprawit, ze nie wykaza-
no migdzy nimi istotnych réznic.

Liczba nowotwordéw skory u psow, w ktorych ozna-
czano aktywno$¢ telomerazy jest stosunkowo nieduza
i ogranicza si¢ do kilku przypadkéw niejednorodnych
morfologicznie (4, 27). Yazawa (27), badajac aktywnos¢
telomerazy w zmianach nowotworowych u pséw, stwier-
dzil w 16 przypadkach réznych zmian (skory dotyczyto
zaledwie 5 przypadkow) aktywnos¢ enzymu w zakresie
od 4 do 924 U/2 pug biatka, zas u 5 zdrowych osobnikow
stanowiacych kontrolg nie wykazat obecnosci telomera-
zy. Z przeprowadzonych przez tego autora badan wyni-
ka, ze aktywnos¢ telomerazy stwierdzano zarowno w no-
wotworach nieztosliwych, jak i ztosliwych. Podobne ba-
dania przeprowadzone u ludzi w wybranych nowotwo-
rach skory wskazatly na bardzo szeroki zakres stwierdza-
nych aktywnos$ci enzymu w takich samych histologicz-

kazywaly wysoka aktywno$c¢ telomerazy. Fakt ten
moze stanowi¢ potwierdzenie doniesien moéwiacych
o zwiazku aktywnosci telomerazy i stadium klinicznego
guza (9).

Najwyzsza aktywnos¢ telomerazy w badaniach wias-
nych stwierdzono w guzach z komorek tucznych. Sred-
nia warto$¢ wynosita 612,5 U/ug bialka, a wysokie war-
tosci aktywnosci telomerazy stwierdzano we wszystkich
badanych probkach. U ludzi rozrost komoérek tucznych
ma inny charakter niz u psow (18). Na skorze pojawia
sig najczesciej w postaci fagodnej zmiany w wieku dzie-
cigcym i zanika w okresie dorastania (18). Prawdo-
podobnie w zwiazku z tym, Ze nie stanowi powaznego
problemu zdrowotnego, nie zostaty opublikowane zadne
badania dotyczace pomiaru aktywnosci telomerazy w gu-
zie z komorek tucznych skory u ludzi. U psow guz

Tab. 5. Poréwnanie aktywnosci telomerazy testem Kruskala-
-Wallisa w grupie zmian niezlo§liwych i w skorze zdrowej

Rodzaj tkanki Liczba przypadkéw $rednia ranga
Zapalenie 7 16,36
Ttuszczak 1 12,64
Kontrola 9 8,11
Razem 23

Istotno$¢é asymptotyczna 0,117 (NS)

Objasnienie: NS — nieistotna

Tab. 6. Wyniki korelacji aktywnoS$ci telomerazy w parach
zmian niezlosliwych i skory zdrowej

| tkanka Il tkanka as\:sl;::tl:?:cézna Ocena istotnosci
Zapalenie Skora zdrowa 0,027 *
” Ttuszczak 0,155 NS
Ttuszczak Skora zdrowa 0,079 NS

Objasnienie: * — istotna; NS — nieistotna
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komorek tucznych stanowi powazny problem onkologicz-
ny (15), jednakze rowniez w przypadku tego gatunku
zwierzat brak jest doniesien dotyczacych aktywnosci te-
lomerazy. Uzyskane w badaniach wyniki sa po raz pierw-
szy publikowane i moga stanowi¢ podstawe ustalenia
wartosci referencyjnych.

Czerniaki analizowane w badaniach wlasnych stano-
wity druga grupg o najwyzszej $redniej aktywnosci telo-
merazy po guzach z komorek tucznych. Wynosita ona
536 U/pug biatka. Wszystkie probki czerniakow wykazy-
waty podwyzszong aktywnos$¢ telomerazy i jest to wynik
bardzo zblizony do rezultatow badan Taylora. Wyniki te
potwierdzaja wysoka zto§liwos¢ tego nowotworu.

We wszystkich przypadkach tluszczakomigsakow
stwierdzono podwyzszenie aktywnosci telomerazy
w tkance guza — Srednia warto$¢ wyniosta 316 U/ug bial-
ka. Badania wlasne u pséw wskazaty, ze zachowanie te-
lomerazy w przypadku omawianych nowotwordéw jest
podobne jak u ludzi (17).

W zmianach o charakterze nieztosliwym wykorzysta-
nych do oceny aktywnosci telomerazy, warto$ci byly istot-
nie nizsze. W przypadku thuszczakoéw $rednia warto$¢
aktywnosci telomerazy wyniosta zaledwie 7 U/pg biatka
i nie roznila si¢ istotnie od $rednich warto$ci uzyskanych
w przypadku zapalen skory (25,6 U/ug biatka) oraz sko-
rze klinicznie zdrowych pséw pochodzacych z grupy kon-
trolnej (2,3 U/pg). Ponadto w dwoch przypadkach thusz-
czakoéw 1 dwoch zmian zapalnych w ogodle nie stwier-
dzono aktywnosci telomerazy. Doniesienia o aktywnosci
enzymu w skorze zdrowej sa stosunkowo czeste u ludzi.
Ueda (26) wykazal, ze w czgsci przypadkdéw nie zmie-
nionej nowotworowo skory aktywnos¢ telomerazy byta
podwyzszona. W szczego6lnosci dotyczyto to komorek
warstwy podstawnej, a wigc obszaru o stosunkowo naj-
wigkszej aktywnosci proliferacyjnej. Na tej podstawie
wysnuto wniosek, ze u ludzi komorki naskorka podob-
nie jak komorki macierzyste sa wyjatkiem od reguty
mowiacej o braku aktywnosci telomerazy w komorkach
somatycznych (10, 13). W badaniach wtasnych okazato
sig, ze rowniez u psOw mozna wykaza¢ aktywnos¢ telo-
merazy w zmianach nienowotworowych oraz skorze kli-
nicznie niezmienionej, przy czym stwierdzane warto$ci
sg bardzo niskie.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata,
ze na podstawie aktywnosci telomerazy mozna rdznico-
wa¢ zmiany nieztosliwe od ztosliwych, co jest zgodne
z licznymi doniesieniami dotyczacymi badan telomerazy
u ludzi (24, 26). Przeprowadzone badania stanowia roz-
szerzenie nielicznych obserwacji dotyczacych psow (4,
11, 27). Ponadto, co dotychczas nie byto przedmiotem
badan, wykazano istnienie pewnych zaleznosci pomig-
dzy rodzajem nowotworu ztosliwego i warto§ciami
aktywnosci telomerazy w jego tkance. Fakt ten stwier-
dzono poréwnujac statystyczne réznice w wartos$ciach
aktywnosci telomerazy w parach nowotwordéw ztosli-
wych. Wyjatkiem byty czerniaki i guzy z komoérek tucz-
nych oraz tluszczakomigsaki i guzy podstawnokomor-
kowe. Migdzy tymi parami nowotworow brak byto istot-
nych r6znic w aktywnosci telomerazy.
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwier-
dzi¢, ze pomiar aktywnosci telomerazy w tkance guza
pozwala na oceng jego charakteru i jest dodatkowym
wskaznikiem rozszerzajacym informacje uzyskane w ba-
daniu histopatologicznym.
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