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Nowotwory s¹ jednym z najwa¿niejszych wyzwañ
w medycynie cz³owieka, a w ostatnich latach, w zwi¹z-
ku z rozwojem us³ug weterynaryjnych, równie¿ w me-
dycynie weterynaryjnej (8, 19). Badaczom problemu no-
wotworzenia zale¿y na ocenie zw³aszcza tych zjawisk,
których poznanie dawa³oby nadzieje na opracowanie
mo¿liwie wczesnej, pewnej i ma³o inwazyjnej diagnos-
tyki uwzglêdniaj¹cej rokowanie (5, 21). Jak ju¿ wspom-
niano w poprzednim artykule, przedmiotem sporego za-
interesowania sta³a siê w ostatnich latach telomeraza �
jeden z markerów nowotworzenia.

Najpowszechniej stosowana do oceny ekspresji telo-
merazy metoda wykorzystuje aktywno�æ telomerazy jako
odwrotnej transkryptazy i jest oparta na wykrywaniu jej
produktów � fragmentów DNA o charakterystycznej sek-
wencji. Metoda zosta³a opracowana przez Kima i wsp.
(7) i opublikowana pod nazw¹ TRAP (telomeric repeat
amplification protocol) w 1994 r. Od kilku lat dostêpne
s¹ tak¿e gotowe komercyjne zestawy oparte na metodzie
TRAP. Jak wykazano we wcze�niejszych badaniach, me-
toda nadaje siê do badañ u psów (28).

Oko³o 80-90% nowotworów z³o�liwych u ludzi cechu-
je siê wysok¹ aktywno�ci¹ telomerazy w tkance (1, 12,
15), podczas gdy nowotwory niez³o�liwe oraz wiêkszo�æ
tkanek wykazuje brak lub nisk¹ jej aktywno�æ (4, 23).
Opublikowano dotychczas szereg prac dotycz¹cych
pomiarów aktywno�ci telomerazy w tkankach ró¿nych
typów nowotworów u ludzi (6, 11, 23).

Taylor i wsp. (25) stwierdzili u ludzi w 15 na 18 przy-
padków raka p³askonab³onkowego rogowaciej¹cego pod-

wy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy, podczas gdy Parris
wykaza³ j¹ tylko w 3 na 12 przypadków (2). Taylor i wsp.
(25) wykazali tak¿e podwy¿szon¹ aktywno�æ telomera-
zy w 73 spo�ród 77 przypadków raka podstawnokomór-
kowego, natomiast badaj¹c przypadki czerniaka, wyka-
za³ podwy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy w 6 na 7 przy-
padków. Boldrini i wsp. (3) wykazali podwy¿szon¹ ak-
tywno�æ telomerazy w 35 przypadkach raka podstawno-
komórkowego i 14 raka p³askokomórkowego, przy czym
aktywno�æ enzymu w tych ostatnich by³a statystycznie
istotnie wy¿sza. W badaniach przeprowadzonych przez
Schneider-Stock i wsp. (17), dotycz¹cych t³uszczakomiê-
saków, podwy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy wykazywa-
³o 12 z 19 guzów. W innych badaniach tego samego au-
tora 69% t³uszczakomiêsaków wykaza³o podwy¿szon¹
aktywno�æ telomerazy (18). Na podstawie przeprowadzo-
nych pomiarów autor wysnu³ wniosek, ¿e badanie ak-
tywno�ci telomerazy pozwala na ró¿nicowanie nowotwo-
rów niez³o�liwych od z³o�liwych wywodz¹cych siê z tkan-
ki t³uszczowej u ludzi.

Na tle badañ u ludzi informacje dotycz¹ce zwierz¹t s¹
nieliczne. Yazawa i wsp. (27), badaj¹c ró¿ne rodzaje no-
wotworów u 45 psów � w tym 21 guzów sutków, 16 gu-
zów skóry, gruczo³ów oko³oodbytowych i jamy ustnej,
7 naczyniaków i 1 guz Sertolego, stwierdzili, ¿e istnieje
zwi¹zek miêdzy inwazyjno�ci¹ guza i jego sk³onno�ci¹
do tworzenia przerzutów a aktywno�ci¹ telomerazy. Do
badania zwi¹zku aktywno�ci telomerazy z nowotworami
skóry wykorzystano tylko kilka pojedynczych przypad-
ków: 3 gruczolaki i 2 gruczolakoraki z gruczo³ów oko³o-
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odbytowych, 1 nab³oniaka gruczolakowatego torbielo-
wego, 1 raka podstawnokomórkowego, 1 raka p³askona-
b³onkowego rogowaciej¹cego, 1 czerniaka z³o�liwego.
Nie prowadzono ¿adnych ukierunkowanych badañ doty-
cz¹cych konkretnych grup nowotworów skóry lub innych
jej chorób. Pojawiaj¹ce siê w literaturze dane maj¹ jedy-
nie charakter przyczynkowy i dotycz¹ pojedynczych przy-
padków. Funakoshi i wsp. (4) jako przyk³adow¹ warto�æ
aktywno�ci telomerazy w zdrowej skórze podali warto�æ
poni¿ej 1 U/2 µg bia³ka. Natomiast Yazawa (27) poda³
warto�ci aktywno�ci telomerazy w kilku pojedynczych
przypadkach nowotworów skóry u psów.

Celem badañ by³o okre�lenie aktywno�ci telomerazy
w wybranych, zdiagnozowanych zmianach skórnych
u psów oraz ocena warto�ci diagnostycznej wyników tych
pomiarów.

Materia³ i metody
Materia³em do badañ by³y wycinki odgraniczonych zmian

skórnych stwierdzanych u psów � pacjentów ambulatoryjnych,
usuwane chirurgicznie za zgod¹ w³a�cicieli. Zmiany skórne
o charakterze odgraniczonym by³y usuwane chirurgicznie
z marginesem tkanek niezmienionych. Próbki do badañ pobie-
rane by³y natychmiast po wyciêciu zmiany z zachowaniem za-
sad aseptyki i dzielone na dwie czê�ci. Jeden fragment umiesz-
czany by³ w zbuforowanej formalinie w celu pó�niejszego
badania histopatologicznego, drugi, wielko�ci ziarna owsa,
umieszczany by³ w ja³owej probówce okr¹g³odennej, natych-
miast zamra¿any w ciek³ym azocie (�196°C). Drugi wycinek
by³ przeznaczony do oceny aktywno�ci telomerazy w tkance.
Zamro¿one wycinki przechowywane by³y w butli z ciek³ym
azotem do dalszych badañ.

Wycinki tkanek do badania histopatologicznego utrwalane
by³y w 4% formalinie buforowanej fosforanami. Wyniki bada-
nia histopatologicznego pobranych tkanek by³y podstaw¹ do
kwalifikacji zmian do poszczególnych grup nowotworów oraz
dla porównania wyników aktywno�ci telomerazy w tych
nowotworach. Spo�ród zebranych przypadków, do badañ
aktywno�ci telomerazy zakwalifikowano 57 wycinków: 8 przy-
padków raka p³askonab³onkowego rogowaciej¹cego, 9 przy-
padków czerniaka z³o�liwego, 5 przypadków raka podstawno-
komórkowego, 7 przypadków guza z komórek tucznych, 5 przy-
padków t³uszczakomiêsaka, 8 przypadków t³uszczaka, 7 przy-
padków zapalenia skóry, 9 próbek kontrolnych.

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

Ze wzglêdu na to, ¿e rozk³ad badanej cechy nie mia³ charak-
teru normalnego, do obliczeñ statystycznych zastosowano
testy nieparametryczne. Za pomoc¹ testu Kruskala-Wallisa,
bêd¹cego odpowiednikiem analizy wariancji dla cech o roz-
k³adzie normalnym (14), z zastosowaniem nieparametryczne-
go testu Manna-Whitneya, s³u¿¹cego do badania dwóch cech
niezale¿nych, oceniane by³y ró¿nice w aktywno�ci telomerazy
w poszczególnych rodzajach zmian skórnych (14). Porównano
pod wzglêdem aktywno�ci telomerazy wszystkie pary nowo-
tworów. Dodatkowo pos³u¿ono siê dok³adnym testem Fishera,
wykorzystywanym w przypadku ma³ej liczebno�ci grup (14).

Wyniki i omówienie
�redni¹ aktywno�æ telomerazy w badanych zmianach

skórnych u psów oraz w skórze psów z grupy kontrolnej
przedstawiono w tab. 1.

Najwiêkszy rozrzut warto�ci stwierdzono w przypad-
ku czerniaków i raków podstawnokomórkowych.
Uwzglêdniaj¹c charakter rozk³adu aktywno�ci telomera-
zy w poszczególnych grupach zmian, istotno�æ ró¿nic
miêdzy stwierdzanymi aktywno�ciami obliczonych testem
Manna-Whitneya (14) przedstawiono w tab. 2. Przepro-
wadzona analiza aktywno�ci telomerazy w zmianach
o charakterze z³o�liwym oraz w pozosta³ych zmianach
wykaza³a, ¿e aktywno�æ enzymu w pierwszej grupie jest
istotnie wy¿sza.

W celu weryfikacji istotno�ci ró¿nic pomiêdzy kon-
kretnymi rodzajami nowotworów w grupie zmian o cha-
rakterze z³o�liwym przeprowadzono analizê aktywno�ci
poszczególnych przypadków, obliczaj¹c istotno�æ ró¿nic
w parach nowotworów z³o�liwych testami Kruskala-
-Wallisa oraz Spearmana. Uzyskane wyniki przedstawio-
no w tab. 3 i 4.

azugjazdoR
abzciL

wókdapyzrp
ainder�

agnar

hcynzcutkerómokzzuG 7 75,72

ywokrómokonwatsdopzuG 5 2 00,3

kainrezC 9 71,42

yc¹jeicawogorywokno³banoksa³pkaR 8 57,51

kasêimokazczsu³T 5 1 07,8

anzcytotpmysaæ�ontotsI *

Tab. 3. Porównanie aktywno�ci telomerazy w zale¿no�ci od
rodzaju guza z³o�liwego testem Kruskala-Wallisa

Obja�nienie: * p £ 0,01

ynaimzjazdoR n ainder� ±DS .niM .xaM

hcynzcutkerómokzzuG 7 75,116 294,36 745 027

ywokno³banoksa³pkaR
yc¹jeicawogor 8 05,704 315,78 933 065

ywokrómokonwatsdopzuG 5 06,291 387,94 111 242

kainrezC 9 00,635 521,111 1 473 076

kasêimokazczsu³T 5 04,613 431,92 182 543

kazczsu³T 7 11 92,7 1 795,8 0 1 52

einlapazanoineimzarókS 7 1 75,52 211,22 0 1 85

alortnoK 9 21 65,1 1 156,2 0 21 7

Tab. 1. Aktywno�æ telomerazy w badanych zmianach skór-
nych

Tab. 2. Porównanie aktywno�ci telomerazy testem Manna-
-Whitneya przy pomocy rang w zale¿no�ci od charakteru
zmiany (z³o�liwe/niez³o�liwe)

naimzapurG
abzciL

wókdapyzrp
ainder�

agnar ainder� ±DS

ewil�o³zeinynaimZ 32 0,21 16,01 1 952,61

ewil�o³zyrowtowoN 43 5,04 35,834 043,261

mezaR 75

anzcytotpmysaæ�ontotsI )*(000,0

Obja�nienie: * p £ 0,01
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Wykazano, ¿e pomiar aktywno�ci telomerazy w tkan-
ce guza z³o�liwego mo¿e byæ wykorzystany do czê�cio-
wego ró¿nicowania zmiany z³o�liwej, z wyj¹tkiem czer-
niaka i guza z komórek tucznych oraz guza podstawno-
komórkowego i t³uszczakomiêsaka. W przypadku tych
dwóch par ró¿nice miêdzy wynikami aktywno�ci telo-
merazy by³y statystycznie nieistotne. W grupie zwierz¹t
ze zmianami o charakterze niez³o�liwym oraz w wycin-
kach skóry psów z grupy kontrolnej aktywno�æ telome-
razy nie ró¿ni³a siê istotnie. Wyniki odno�nych obliczeñ
przedstawiono w tab. 5.

Porównanie aktywno�ci telomerazy i analiza istotno�-
ci ró¿nic w grupie zmian niez³o�liwych i skórze psów
klinicznie zdrowych dokonane w poszczególnych parach
testem Spearmana przedstawiono w tab. 6.

Analiza wewn¹trzgrupowa pozwoli³a na u�ci�lenie
obserwowanych wcze�niej zale¿no�ci. Okaza³o siê, ¿e
istotne ró¿nice wykazano jedynie w odniesieniu do gru-
py zapaleñ skóry w porównaniu ze skór¹ zdrow¹. Mimo
i¿ �rednie warto�ci aktywno�ci telomerazy w tkance t³usz-
czaków i skórze zdrowej ró¿ni³y siê znacznie, to du¿y
rozrzut warto�ci w obu grupach sprawi³, ze nie wykaza-
no miêdzy nimi istotnych ró¿nic.

Liczba nowotworów skóry u psów, w których ozna-
czano aktywno�æ telomerazy jest stosunkowo niedu¿a
i ogranicza siê do kilku przypadków niejednorodnych
morfologicznie (4, 27). Yazawa (27), badaj¹c aktywno�æ
telomerazy w zmianach nowotworowych u psów, stwier-
dzi³ w 16 przypadkach ró¿nych zmian (skóry dotyczy³o
zaledwie 5 przypadków) aktywno�æ enzymu w zakresie
od 4 do 924 U/2 µg bia³ka, za� u 5 zdrowych osobników
stanowi¹cych kontrolê nie wykaza³ obecno�ci telomera-
zy. Z przeprowadzonych przez tego autora badañ wyni-
ka, ¿e aktywno�æ telomerazy stwierdzano zarówno w no-
wotworach niez³o�liwych, jak i z³o�liwych. Podobne ba-
dania przeprowadzone u ludzi w wybranych nowotwo-
rach skóry wskaza³y na bardzo szeroki zakres stwierdza-
nych aktywno�ci enzymu w takich samych histologicz-

nie zdiagnozowanych zmianach. Dodatkowym
utrudnieniem by³y tak¿e czêsto sprzeczne informa-
cje odno�nie do stwierdzanych zale¿no�ci (3, 16, 24).

Podobnie jak w badaniach przeprowadzonych
przez Boldriniego (3) u ludzi, w badaniach w³as-
nych u psów aktywno�æ telomerazy by³a istotnie
wy¿sza w przypadkach raka p³askonab³onkowego
ni¿ w guzach podstawnokomórkowych. W bada-
niach w³asnych aktywno�æ telomerazy w przypad-
ku raka p³askokomórkowego wynosi³a �rednio 399
U/µg bia³ka, we wszystkich badanych przypadkach
by³a podwy¿szona.

W przypadku guzów podstawnokomórkowych
we wszystkich badanych zmianach stwierdzono
podwy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy, za� �rednia
warto�æ wynios³a 212,6 U/µg bia³ka. U ludzi Tay-
lor (25) wykaza³ podwy¿szon¹ aktywno�æ telome-
razy w 73 spo�ród 77 przypadków raka podstaw-
nokomórkowego. Nowotwory wykorzystane w ba-
daniach w³asnych by³y w zaawansowanym stadium
klinicznym i prawdopodobnie dlatego, w odró¿nie-
niu od innych doniesieñ (3, 16, 24), wszystkie wy-
kazywa³y wysok¹ aktywno�æ telomerazy. Fakt ten

mo¿e stanowiæ potwierdzenie doniesieñ mówi¹cych
o zwi¹zku aktywno�ci telomerazy i stadium klinicznego
guza (9).

Najwy¿sz¹ aktywno�æ telomerazy w badaniach w³as-
nych stwierdzono w guzach z komórek tucznych. �red-
nia warto�æ wynosi³a 612,5 U/µg bia³ka, a wysokie war-
to�ci aktywno�ci telomerazy stwierdzano we wszystkich
badanych próbkach. U ludzi rozrost komórek tucznych
ma inny charakter ni¿ u psów (18). Na skórze pojawia
siê najczê�ciej w postaci ³agodnej zmiany w wieku dzie-
ciêcym i zanika w okresie dorastania (18). Prawdo-
podobnie w zwi¹zku z tym, ¿e nie stanowi powa¿nego
problemu zdrowotnego, nie zosta³y opublikowane ¿adne
badania dotycz¹ce pomiaru aktywno�ci telomerazy w gu-
zie z komórek tucznych skóry u ludzi. U psów guz

rówtowonI rówtowonII
æ�ontotsI

anzcytotpmysa
anecO

ic�ontotsi

hcynzcutkerómokzzuG ywokrómokonwatsdopzuG 400,0 **

hcynzcutkerómokzzuG kainrezC 413,0 .i.n

hcynzcutkerómokzzuG
ywokno³banoksa³pkaR

yc¹jeicawogor 300,0 **

hcynzcutkerómokzzuG kasêimokazczsu³T 400,0 **

ywokrómokonwatsdopzuG
ywokno³banoksa³pkaR

ycajeicawogor 300,0 **

ywokrómokonwatsdopzuG kasêimokazczsu³T 173,0 .i.n

ywokrómokonwatsdopzuG kainrezC 300,0 **

kainrezC
ywokno³banoksa³pkaR

yc¹jeicawogor 810,0 *

kainrezC kasêimokazczsu³T 300,0 **

ywokno³banoksa³pkaR
yc¹jeicawogor kasêimokazczsu³T 610,0 *

Tab. 4. Wyniki korelacji aktywno�ci telomerazy w parach nowotwo-
rów z³o�liwych

Obja�nienie: ** p £ 0,01; * p £ 0,05; ni � nieistotne

Tab. 5. Porównanie aktywno�ci telomerazy testem Kruskala-
-Wallisa w grupie zmian niez³o�liwych i w skórze zdrowej

iknaktjazdoR wókdapyzrpabzciL agnarainder�

einelapaZ 7 63,61

kazczsu³T 7 46,21

alortnoK 9 1 11,8

mezaR 32 1

anzcytotpmysaæ�ontotsI )SN(711,0

Obja�nienie: NS � nieistotna

Tab. 6. Wyniki korelacji aktywno�ci telomerazy w parach
zmian niez³o�liwych i skóry zdrowej

aknaktI aknaktII æ�ontotsI
anzcytotpmysa ic�ontotsianecO

einelapaZ awordzarókS 720,0 *

� kazczsu³T 551,0 SN

kazczsu³T awordzarókS 970,0 SN

Obja�nienie: * � istotna; NS � nieistotna
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komórek tucznych stanowi powa¿ny problem onkologicz-
ny (15), jednak¿e równie¿ w przypadku tego gatunku
zwierz¹t brak jest doniesieñ dotycz¹cych aktywno�ci te-
lomerazy. Uzyskane w badaniach wyniki s¹ po raz pierw-
szy publikowane i mog¹ stanowiæ podstawê ustalenia
warto�ci referencyjnych.

Czerniaki analizowane w badaniach w³asnych stano-
wi³y drug¹ grupê o najwy¿szej �redniej aktywno�ci telo-
merazy po guzach z komórek tucznych. Wynosi³a ona
536 U/µg bia³ka. Wszystkie próbki czerniaków wykazy-
wa³y podwy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy i jest to wynik
bardzo zbli¿ony do rezultatów badañ Taylora. Wyniki te
potwierdzaj¹ wysok¹ z³o�liwo�æ tego nowotworu.

We wszystkich przypadkach t³uszczakomiêsaków
stwierdzono podwy¿szenie aktywno�ci telomerazy
w tkance guza � �rednia warto�æ wynios³a 316 U/µg bia³-
ka. Badania w³asne u psów wskaza³y, ¿e zachowanie te-
lomerazy w przypadku omawianych nowotworów jest
podobne jak u ludzi (17).

W zmianach o charakterze niez³o�liwym wykorzysta-
nych do oceny aktywno�ci telomerazy, warto�ci by³y istot-
nie ni¿sze. W przypadku t³uszczaków �rednia warto�æ
aktywno�ci telomerazy wynios³a zaledwie 7 U/µg bia³ka
i nie ró¿ni³a siê istotnie od �rednich warto�ci uzyskanych
w przypadku zapaleñ skóry (25,6 U/µg bia³ka) oraz skó-
rze klinicznie zdrowych psów pochodz¹cych z grupy kon-
trolnej (2,3 U/µg). Ponadto w dwóch przypadkach t³usz-
czaków i dwóch zmian zapalnych w ogóle nie stwier-
dzono aktywno�ci telomerazy. Doniesienia o aktywno�ci
enzymu w skórze zdrowej s¹ stosunkowo czêste u ludzi.
Ueda (26) wykaza³, ¿e w czê�ci przypadków nie zmie-
nionej nowotworowo skóry aktywno�æ telomerazy by³a
podwy¿szona. W szczególno�ci dotyczy³o to komórek
warstwy podstawnej, a wiêc obszaru o stosunkowo naj-
wiêkszej aktywno�ci proliferacyjnej. Na tej podstawie
wysnuto wniosek, ¿e u ludzi komórki naskórka podob-
nie jak komórki macierzyste s¹ wyj¹tkiem od regu³y
mówi¹cej o braku aktywno�ci telomerazy w komórkach
somatycznych (10, 13). W badaniach w³asnych okaza³o
siê, ¿e równie¿ u psów mo¿na wykazaæ aktywno�æ telo-
merazy w zmianach nienowotworowych oraz skórze kli-
nicznie niezmienionej, przy czym stwierdzane warto�ci
s¹ bardzo niskie.

Analiza statystyczna uzyskanych wyników wykaza³a,
¿e na podstawie aktywno�ci telomerazy mo¿na ró¿nico-
waæ zmiany niez³o�liwe od z³o�liwych, co jest zgodne
z licznymi doniesieniami dotycz¹cymi badañ telomerazy
u ludzi (24, 26). Przeprowadzone badania stanowi¹ roz-
szerzenie nielicznych obserwacji dotycz¹cych psów (4,
11, 27). Ponadto, co dotychczas nie by³o przedmiotem
badañ, wykazano istnienie pewnych zale¿no�ci pomiê-
dzy rodzajem nowotworu z³o�liwego i warto�ciami
aktywno�ci telomerazy w jego tkance. Fakt ten stwier-
dzono porównuj¹c statystyczne ró¿nice w warto�ciach
aktywno�ci telomerazy w parach nowotworów z³o�li-
wych. Wyj¹tkiem by³y czerniaki i guzy z komórek tucz-
nych oraz t³uszczakomiêsaki i guzy podstawnokomór-
kowe. Miêdzy tymi parami nowotworów brak by³o istot-
nych ró¿nic w aktywno�ci telomerazy.

Na podstawie przeprowadzonych badañ mo¿na stwier-
dziæ, ¿e pomiar aktywno�ci telomerazy w tkance guza
pozwala na ocenê jego charakteru i jest dodatkowym
wska�nikiem rozszerzaj¹cym informacje uzyskane w ba-
daniu histopatologicznym.
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