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Summary

Telomerase is a ribonucleoprotein enzyme responsible for the protection of telomeres - structures which
play a key role in stabilizing chromosomes. Its presence assures the possibility of tissue regeneration and
unlimited cell division. On the physiological level telomerase activity is present in germline cells, embryonic
tissues and some hematopoetic stem cells and, on a pathological level, in neoplastic cells. Its expression causes
uncontrolled cell proliferation and may be a characteristic marker of neoplastic transformation and tumor
progression. The aim of the study was to present the presence of telomerase in neoplastic lymphocytes in cases
of lymphoma malignum in dogs. Cytoimmunological procedure with Telomerase (catalytic unit) NCL-L-hTERT
(Novocastra Ltd product) was used to locate telomerase in malignantly transformed lymphocytes and in
normal lymphocytes. The study indicated that telomerase is not present in normal lymphocytes. Higher levels
of telomerase were observed in cenroblastic and immunoblastic lymphoma cells, compared with lower amounts
of the enzyme in lymphoma malignum lymphocyticum B cells. A distinct presence of the enzyme was also
noted in lymphoma cells of skin T-receptors. The level of this ribonucleoprotein may serve as a malignancy

marker of transformed lymphocytes.
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Chromosomy wszystkich komorek organizmu za-
konczone sa telomerami, tj. szescionukleotydowymi
powtarzalnymi sekwencjami, wykazujacymi rdznice
miqdzygatunkowe U ssakow sekwencje te powtarza-
jasie w uktadzie (TTAGGG),. Podczas kazdego cyk-
lu komorkowego telomery ufegajq skracaniu, ponie-
waz odpowiedzialna za replikacj¢ polimeraza DNA
wydluza tancuchy polinukleotydowe tylko w kierun-
ku 5°-3” oraz potrzebuje startera do syntezy nowej nici.
Nadmierne skrocenie telomerdw, do ktérego docho-
dzi w komoérkach somatycznych z reguty po kilkudzie-
si¢ciu podziatach, jest przyczyna uruchomienia me-
chanizmow uniemozliwiajacych dalsze podziaty. Pro-
ces ten jest okreslany mianem ,,zegara mitotycznego”,
ktory odmierza czas zycia komorek (4, 14). Skrocenie
dhugosci telomerow ponizej krytycznej wartosci pro-
wadzi do destabilizacji komorki i wlaczenia progra-
mu jej starzenia. Jednak nie we wszystkich komorkach
organizmu istnieje wspomniany problem skracania
telomerow. Istnieje pula komorek, ktore z pokolenia
na pokolenie zachowuja pierwotna ich dtugos¢. Sa to
dojrzate komorki plciowe, komorki szpiku kostnego
oraz komorki tkanek regenerujacych sig, np.: keraty-
nocyty w warstwie podstawnej naskorka, komorki pro-
liferujacego endometrium, krypt jelitowych (4). W ko-

morkach tych obecny i aktywny jest enzym telomera-
za, ktora ma zdolnos¢ wydhuzania zakonczen chromo-
somow, co zapewnia niesmiertelno$¢ komorki. Podob-
ny mechanizm zapobiegajacy skracaniu telomeréw
zaobserwowano w komorkach nowotworowych, kto-
re poprzez nieograniczong zdolno$¢ proliferacji prze-
kraczaja prog niesmiertelnosci (4, 7). Jednak teoria ta
nie w kazdym przypadku jest prawdziwa. Ot6z nie
zawsze krotkie telomery determinuja zaawansowany
wiek komorki, podobnie jak ich znaczna dlugos$¢ nie
jest dowodem dziatania telomerazy. Wykazano, ze
komorki nowotworowe produkujace telomeraze, cz¢s-
to maja krotsze telomery niz prawidtowe komorki so-
matyczne (4). Wedtug odkrywczyni telomerazy
E. Blackburn, nie dtugo$¢ telomerdéw, a sama obecnos¢
telomerazy moze mie¢ wplyw na zywotno$¢ komorki,
poniewaz podobnie jak inne biatka tworzy ona ochron-
na ,,czapeczke” na koncach chromosomoéw, maskujac
w ten sposob wolne konce DNA 1 stabilizujac nawet
bardzo krotkie telomery (4). Zgodnie z powyzszym
moze doj$¢ do zahamowania podzialéw komoérek
z bardzo dlugimi telomerami, ktoérych konce zostana
pozbawione ochronnego dziatania biatek maskujacych.
Pozbawione ochrony konce chromosomoéw moga ule-
ga¢ zlepianiu, co z kolei prowadzi do zwigkszenia czgs-
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tosci mutacji i zaburzen materialu genetycznego. Wy-
nika z tego, ze telomeraza ma za zadanie stabilizacje
materiatu genetycznego komorki. Jednak z drugiej stro-
ny, mogac wydtuzac¢ telomery, moze by¢ czynnikiem
wprowadzajacym komoérke w stan niepohamownych
podziatow, czyli nowotworzenie.

Telomeraza jest polimeraza DNA zalezna od RNA,
zbudowana z katalitycznej podjednostki biatkowej oraz
RNA, ktéry jest matryca do produkceji nowych kon-
cow chromosomoéw. Jednostka biatkowa to odwrotna
transkryptaza, oznaczana u ludzi skrétem hTERT (hu-
man telomerase reverse transcriptase), katalizujaca
przylaczenie matrycy RNA do konca chromosomui je-
go wydhuzenie (2, 4). Jesli telomeraza przed replika-
cja wydhuzy telomery, to ich skrocenie podczas po-
dziatu komorki nie wptynie na ich ostateczna dtugoscé.
W ten sposdb komorki omijaja problem replikacji kon-
ca chromosomu (2, 15).

Oznaczanie dtugosci telomerdéw oraz aktywnosci te-
lomerazy w tkankach nowotworowych i prawidtowych
cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem zarow-
no medycyny, jak 1 weterynarii (1-3, 5, 7, 9, 17, 21).
Z doktadnym poznaniem mechanizmow i zaleznosci,
jakie rzadza skracaniem i wydtuzaniem telomerdw,
wiaza nadzieje nie tylko patomorfolodzy (jeszcze jed-
na metoda diagnostyczno-prognostyczna), ale i klini-
cysci (by¢ moze nowa, skuteczna metoda terapii on-
kologicznej) (9). Zaleta tej metody diagnostycznej jest
niewielka ilo$¢ materiatu, jaka wystarczy do badan.
Aktywnos¢ telomerazy 1 dlugos$¢ telomeréw badano
np. w aspiratach z biopsji cienkoiglowej oraz moczu
1 wyphuczynach z prostaty (1, 17).

Badania przeprowadzane w tkankach psow sa inte-
resujace ze wzgledu na podobienstwo zachowania si¢
telomerow 1 telomerazy w komorkach tych zwierzat
i cztowieka. I tak, telomery psa maja dlugos¢ 12-23 kbp
(kilobase pairs), cztowieka 5-15, a myszy, bedacej kla-
sycznym modelem badan, az 40-60 kbp (9, 11). Dlate-
go tez uwaza si¢, ze w tym obszarze badan pies moze
by¢ alternatywnym modelem do badan poréwnaw-
czych, tym bardziej, ze wyizolowano juz i wykazano
ekspresj¢ psiej katalitycznej podjednostki telomerazy
(dogTERT) odpowiednika znanej od dawna ludzkie;j
transkryptazy (hTERT) (11, 12).

Celem niniejszych badan bylo wykazanie obecnos-
ci telomerazy w komorkach chtoniaka ztosliwego
u psoéw na podstawie ekspresji jej podjednostki katali-
tycznej (TERT), poniewaz u cztowieka dowiedziono,
ze ekspresja tego enzymu jest najwigksza we wezes-
nych etapach rozwoju komorek hematopoetycznych
i ulega zmniejszeniu wraz z ich r6znicowaniem.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano wycinki powigkszonych weztow
chlonnych pséw zuogodlniona postacia chtoniaka zto$liwe-
go. Materiat ten uzyskano w badaniu sekcyjnym lub z diag-
nostycznych badan histopatologicznych nadestanych do
rutynowej diagnostyki histopatologicznej. Kontrolg stano-
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wily niezmienione wezty chlonne pobrane post mortem
od psoéw padtych z innych przyczyn. Materiat utrwalano
w formalinie, zatapiano w parafinie i wykonano standar-
dowe preparaty barwione HE oraz metoda Giemzy. Po
wstepnej weryfikacji, zaszeregowaniu chtoniaka i ocenie
stopnia ztosliwosci pobrano materiat do badan immunohi-
stochemicznych. Do badan postuzyly wycinki z chtoniaka
limfocytarnego B (lymphoma malignum B, LM-B), centro-
blastycznego (LM-CB), immunoblastycznego (LM-IB),
centroblastyczno-centrocytowego (LM CB-CC), centrocy-
towego (LM-CC) oraz z chtoniaka skéry (MF — mycosis

fungoides). Oznaczenie obecnosci telomerazy wykonano

przy uzyciu zestawu Telomerase (catalytic unit) NCL-L-
-hTERT firmy Novocastra Ltd wedlug procedury zaleca-
nej przez producenta.

Cytoimmunologiczng lokalizacje reakcji w jadrach roz-
nych typéw chtoniakéw przedstawiono na ryc. 1-5.

Wyniki i omowienie

W jadrach komorkowych limfocytéw stransformo-
wanych nowotworowo obserwuje si¢ r6zng ilos¢ telo-
merazy, wybarwiajaca si¢ na kolor ciemno-, rzadzie;j
Jasnobrazowy. Lokalizuje si¢ ona gtownie w kar1op1az-
mie jadra w postaci drobnych ziarenek, czasami wi-
doczna jest w jaderku, ktore barwi sig¢ na ciemnobra-
zowo, odcinajac si¢ od jasniejszego tla catego jadra.
Ilo$¢ wybarwionego produktu reakcji jest rozna. Ob-
serwuje si¢ jadra limfocytow, ktore sa cale ciemno-
brazowe, jak 1 takie, ktére maja mniej lub tylko §lado-
we ilo$ci telomerazy. Zawarto$¢ enzymu w prawidto-
wych hmfocytach zdrowych qulow chlonnych jest
zdecydowanie mniejsza (lub prawie zerowa) niz w lim-
focytach nowotworowych. Jadra komérkowe wigk-
szosci prawidtowych limfocytow sa niebieskie, a wigc
nie zawieraja telomerazy (sa telomerazo-ujemne) —
ryc. 1.

W badaniach wtasnych wykazano zupelny brak re-
akcji lub reakcje miernego stopnia w wezlach chion-
nych stanowiacych grupg kontrolng. W limfocytach
poszczegdlnych typdéw histologicznych chloniakdéw
obserwowano reakcje o roznym nasileniu; od bardzo
stabej, w pojedynczych rozproszonych hmfocytach po
zdecydowanie silna, obejmujaca wigkszo§¢ komorek
w polu widzenia. Wigkszo$¢ pozytywnych reakcji
obserwowano w preparatach wykonanych z wycinkow
weztow chtonnych. Natomiast stabsza reakcj¢ wyka-
zano w limfocytach tworzacych naciek nowotworowy
w innych tkankach, np. watrobie i nerkach. Najsilniej-
sza reakcje obserwowano w nowotworowo stransfor-
mowanych limfocytach w chioniakach o wysokim
stopniu ztosliwosci, tj. ztozonych gtownie z komorek
mtodocianych, blastycznych. Silng i wyrazna reakcje
w postaci ciemnobrazowych ztogdéw stwierdzono
w komorkach chioniaka centroblastycznego i immu-
noblastycznego, stabsza w limfocytach chtoniaka cen-
troblastyczno-centrocytowego, zas$ bardzo staba, zlo-
kalizowana w pojedynczych komorkach, w limfocy-
tach chtoniaka centrocytowego i limfocytowego B.
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Rye. 1. Brak reakeji w limfocytach zdro-
wego wezla chlonnego. Pow. x 400

Otrzymane wyniki sa zbiezne

z obserwacjami innych autorow, opi-
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Ryec. 2. Pozytywna reakcja immunohisto-
chemiczna stabego stopnia. Ciemnobra-
zowe ziarnistos$ci telomerazy w komor-
kach chloniaka limfocytowego B (LM-B).
Pow. x 400

&

sujacych chtoniaki nieziarnicze | 48

(non-Hodgkins Lymphoma), jak

i dotyczacych relacji tkanka zdrowa %
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pséw. Norrback 1 wsp. (13) wykazali
wzrastajaca dhugosc¢ telomerow oraz
aktywno$¢ telomerazy w komodrkach

centrum namnazania w wezle chfon- #%;

nym zgodnie z etapami dojrzewania
komorek, tj. w kolejnosci: niedojrza-
te komorki pre-B-centroblast — cen-
trocyt. Z kolei Yashima 1 wsp. (19)

=Y o

R
& Bl = -
Ryec. 4. Pozytywna silna reakcja immu-
nohistochemiczna. Ciemnobrazowe ziar-
nisto$ci w komoérkach chloniaka immu-
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Ryec. 3. Pozytywna, silna reakcja immu-
nohistochemiczna. Ciemnobrazowe ziar-
nistosci w komoérkach chloniaka centro-
blastycznego (LM-CB). Pow. x 400

Ryc. 5. Wyrazna pozytywna reakcja im-
munohistochemiczna $redniego stopnia.
Ciemnobrazowe ziarnistosci w komor-

opisali niska aktywno$¢ enzymu
w chtoniakach ztos§liwych oraz prze-
rzutach nowotworowych do weziow.

W komoérkach chtoniakéw skory
(T receptorowych) w badaniach
wiasnych obserwowano reakcjg od $redniej po silna.
W preparatach z tego typu nowotworow reagowaty
rowniez komoérki warstwy podstawnej naskorka
(ryc. 5), w ktorych obecno$¢ telomerazy opisano
wczesniej] w innych badaniach (4, 9, 18). Wyrazna
reakcja zaobserwowana w licznych komorkach chto-
niaka skory wskazuje na wysoki poziom telomerazy.
Podobne wyniki, tj. wysoka aktywnos$¢ enzymu oraz
dodatkowo krotkie telomery wykazali Wu i wsp. (18)
w T-receptorowych chloniakach skéry u cztowieka.
Wyniki takie otrzymali nie tylko w komodrkach ze
zmian zaawansowanych klinicznie, ale takze w komor-
kach wczesnych stadiow, takich jak zmiany tuszczy-
cowe 1 tuszczycopodobne, co moze by¢ czynnikiem
prognostycznym dla rozrostow tego typu u ludzi (18).

Argyle 1 Nasir (2) w oparciu o prace innych auto-
row zebrali dane na temat ponad 100 litych nowotwo-
réw psow (m.in. nowotwory gruczotu sutkowego, raki
podstawnokomorkowe, czerniaki zlosliwe, naczynia-
komigsaki), sposrod ktorych ponad 95% cechowato si¢
wysoka aktywnoscia telomerazy. Te same badania nie
wykazaty zadnej lub bardzo nikta aktywno$¢ enzymu
w wigkszos$ci prawidlowych tkanek psa. Dane te ko-
reluja dodatnio z badaniami przeprowadzanymi na
nowotworach i tkankach prawidtowych cztowieka (1,

noblastycznego (LM-IB). Pow. x 400

kach chloniaka skory (mycosis fungoides
— MF) oraz w komérkach warstwy pod-
stawnej naskoérka. Pow. x 400

8, 10, 13, 15). Biller 1 wsp. (3), ktérego wyniki badan
m.in. postuzyly do powyzszego zestawienia, na 26
przebadanych ztosliwych nowotwordéw wykazatl ak-
tywna telomerazg w 24 z nich, podczas gdy 3 z 4 nie-
zto§liwych nowotworow oraz badane tkanki zdrowe
byty negatywne. Ten sam zesp6t badaczy wykazat po-
dobnie wysoka specyficznos¢ enzymu w nowotworach
u kotéw (az 29 z 31 nowotwordw ztosliwych i tylko
1 z 22 nieztosliwych cechowato si¢ aktywnoscia telo-
merazy).

Badania przeprowadzone przez Carioto 1 wsp. (6),
wykonane metoda TRAP (telomeraze repeat amplifi-
cation protocol) na chtoniakach ztosliwych u psow,
wykazaly aktywno$¢ telomerazy w tkankach 13 na 14
badanych pséw chorych. Jednak w grupie kontrolnej
jaka stanowity psy zdrowe réwniez wykazano obec-
no$¢ enzymu w komoérkach weztow chtonnych. Zda-
niem autoréw zaobserwowane nikle réznice w pozio-
mach aktywnosci telomerazy migdzy weztem chton-
nym zdrowym i nowotworowo zmienionym nie upo-
wazniaja do roznicowania procesu chorobowego je-
dynie na tej podstawie. Podobne wyniki uzyskali Klap-
per 1 wsp. (8), ktorzy w chtoniakach B receptorowych
wykazali podobna aktywnos$¢ telomerazy co w prawid-
towych 1 reaktywnych weztach chtonnych. Jedynie
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w komorkach chloniaka Burkitta poziom aktywnos$ci
enzymu byt wysoki. Aktywno$¢ telomerazy korelowata
dodatnio z ekspresja hTERT i c-myc, ale byta zdecy-
dowanie niezalezna od aktywnosci proliferacyjnej ko-
morek. Autorzy przypuszczaja, ze regulacja aktywnos-
ci telomerazy w chtoniakach ma zwiazek z innymi
czynnikami od tych, ktore stymuluja tkanke limfatycz-
na do proliferacji.

Wyniki badan wlasnych pozwolity na do$¢ jedno-
znaczne odrdznienie procesu nowotworowego od zdro-
wego wezta chtonnego, jednak nie kazda badana pro-
ba tkanki nowotworowej reagowata dodatnio. Moze
to mie¢ zwiazek z nieodpowiednim przygotowaniem
materiatu do obrobki, np. dluzszym niz 24-godzinne
utrwalanie wycinka w formalinie. Wykazanie silnej
reakcji w wielu komodrkach chtoniakow o wysokim
stopniu ztosliwosci odpowiada podobnej zaleznosci
opisanej w przypadku chloniakéw nieziarniczych
o wysokim stopniu ztosliwosci (HG-NHL-high grade
non-Hodgkin’s Lymphoma) u cztowieka (10). W ba-
daniach tych aktywnos$¢ telomerazy potwierdzono
w 93% chioniakéw o wysokim stopniu ztosliwosci.
Dodatkowo autorzy tej pracy wykazali dodatnia kore-
lacje miedzy aktywnos$cia enzymu a ekspresja biatek
antyapoptycznych i ujemna korelacj¢ z biatkami pro-
apoptycznymi. Na tej podstawie stwierdzili, ze wyso-
ka aktywno$¢ telomerazy taczy si¢ z wyjgciem spod
kontroli czynnikow odp0w1ed21alnych za przezyc1e
1 proliferacje komoérki oraz moze przyczyniac si¢ do
rozwoju 1 progresji chtoniaka (10). Podobne wyniki
dotyczace antyapoptycznej aktywnos$ci odwrotnej
transkryptazy telomerazy (hTERT) opisuja Rahman
1 wsp. (16). Autorzy ci potwierdzili poglad o ujem-
nym wptywie podjednostki katalitycznej telomerazy
na efektywnos$¢ p53 zaleznej apoptozy. Podobnie
Yashima i wsp. (19) wykazali zdecydowane rdéznice
w poziomie aktywnos$ci telomerazy mierzonej meto-
da TRAP w prawidlowych i nowotworowo zmienio-
nych weztach chtonnych. Autorzy badali zardwno
wezty chlonne pierwotnie, jak i wtornie objgte prze-
rzutami komoérek nowotworowych. Wykazali oni zde-
cydowanie wyzsza ekspresje katalitycznej podjednost-
ki telomerazy w komorkach metastatycznych rakoéw
niz w limfocytach w centrach namnazania i grudkach.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze w badaniach
wiasnych, podobnie jak u ludzi wykazano w komor-
kach chtoniakéw nieziarniczych wyzsze wartos$ci te-
lomerazy w limfocytach nowotworowych niz prawid-
towych. Réznice w sile reakcji w poszczegolnych ty-
pach chtoniakéw zalezne sa od stadium zréznicowa-
nia i aktywacji limfocytow nowotworowych, tj. wy-
razna reakcje¢ potwierdzajaca obecno$¢ enzymu stwier-
dzono w komoérkach nowotworow bardziej ztosliwych.

Wykazanie obecnosci telomerazy w komorkach
chloniakow jest cennym uzupehlieniem diagnostyki
histopatologicznej, pozwalajacym na dodatkowa oce-
n¢ stopnia ztosliwosci nowotworu. Jednak wprowa-
dzenie oznaczen immunohistochemicznych do wete-
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rynaryjnej diagnostyki histopatologicznej wymaga
standaryzacji metody oraz wykonania badan na wigk-
szej 1losci materiatu 1 wykazania ewentualnej korela-
cji 1 innych zaleznos$ci uzyskanych wynikow z pozo-
statymi markerami zto§liwosci 1 proliferacji nowotwo-
rowe;j.
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