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Praca oryginalna Original paper

Chromosomy wszystkich komórek organizmu za-
koñczone s¹ telomerami, tj. sze�cionukleotydowymi
powtarzalnymi sekwencjami, wykazuj¹cymi ró¿nice
miêdzygatunkowe. U ssaków sekwencje te powtarza-
j¹ siê w uk³adzie (TTAGGG)

n
. Podczas ka¿dego cyk-

lu komórkowego telomery ulegaj¹ skracaniu, ponie-
wa¿ odpowiedzialna za replikacjê polimeraza DNA
wyd³u¿a ³añcuchy polinukleotydowe tylko w kierun-
ku 5�-3� oraz potrzebuje startera do syntezy nowej nici.
Nadmierne skrócenie telomerów, do którego docho-
dzi w komórkach somatycznych z regu³y po kilkudzie-
siêciu podzia³ach, jest przyczyn¹ uruchomienia me-
chanizmów uniemo¿liwiaj¹cych dalsze podzia³y. Pro-
ces ten jest okre�lany mianem �zegara mitotycznego�,
który odmierza czas ¿ycia komórek (4, 14). Skrócenie
d³ugo�ci telomerów poni¿ej krytycznej warto�ci pro-
wadzi do destabilizacji komórki i w³¹czenia progra-
mu jej starzenia. Jednak nie we wszystkich komórkach
organizmu istnieje wspomniany problem skracania
telomerów. Istnieje pula komórek, które z pokolenia
na pokolenie zachowuj¹ pierwotn¹ ich d³ugo�æ. S¹ to
dojrza³e komórki p³ciowe, komórki szpiku kostnego
oraz komórki tkanek regeneruj¹cych siê, np.: keraty-
nocyty w warstwie podstawnej naskórka, komórki pro-
liferuj¹cego endometrium, krypt jelitowych (4). W ko-

mórkach tych obecny i aktywny jest enzym telomera-
za, która ma zdolno�æ wyd³u¿ania zakoñczeñ chromo-
somów, co zapewnia nie�miertelno�æ komórki. Podob-
ny mechanizm zapobiegaj¹cy skracaniu telomerów
zaobserwowano w komórkach nowotworowych, któ-
re poprzez nieograniczon¹ zdolno�æ proliferacji prze-
kraczaj¹ próg nie�miertelno�ci (4, 7). Jednak teoria ta
nie w ka¿dym przypadku jest prawdziwa. Otó¿ nie
zawsze krótkie telomery determinuj¹ zaawansowany
wiek komórki, podobnie jak ich znaczna d³ugo�æ nie
jest dowodem dzia³ania telomerazy. Wykazano, ¿e
komórki nowotworowe produkuj¹ce telomerazê, czês-
to maj¹ krótsze telomery ni¿ prawid³owe komórki so-
matyczne (4). Wed³ug odkrywczyni telomerazy
E. Blackburn, nie d³ugo�æ telomerów, a sama obecno�æ
telomerazy mo¿e mieæ wp³yw na ¿ywotno�æ komórki,
poniewa¿ podobnie jak inne bia³ka tworzy ona ochron-
n¹ �czapeczkê� na koñcach chromosomów, maskuj¹c
w ten sposób wolne koñce DNA i stabilizuj¹c nawet
bardzo krótkie telomery (4). Zgodnie z powy¿szym
mo¿e doj�æ do zahamowania podzia³ów komórek
z bardzo d³ugimi telomerami, których koñce zostan¹
pozbawione ochronnego dzia³ania bia³ek maskuj¹cych.
Pozbawione ochrony koñce chromosomów mog¹ ule-
gaæ zlepianiu, co z kolei prowadzi do zwiêkszenia czês-
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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
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to�ci mutacji i zaburzeñ materia³u genetycznego. Wy-
nika z tego, ¿e telomeraza ma za zadanie stabilizacjê
materia³u genetycznego komórki. Jednak z drugiej stro-
ny, mog¹c wyd³u¿aæ telomery, mo¿e byæ czynnikiem
wprowadzaj¹cym komórkê w stan niepohamownych
podzia³ów, czyli nowotworzenie.

Telomeraza jest polimeraz¹ DNA zale¿n¹ od RNA,
zbudowan¹ z katalitycznej podjednostki bia³kowej oraz
RNA, który jest matryc¹ do produkcji nowych koñ-
ców chromosomów. Jednostka bia³kowa to odwrotna
transkryptaza, oznaczana u ludzi skrótem hTERT (hu-
man telomerase reverse transcriptase), katalizuj¹ca
przy³¹czenie matrycy RNA do koñca chromosomu i je-
go wyd³u¿enie (2, 4). Je�li telomeraza przed replika-
cj¹ wyd³u¿y telomery, to ich skrócenie podczas po-
dzia³u komórki nie wp³ynie na ich ostateczn¹ d³ugo�æ.
W ten sposób komórki omijaj¹ problem replikacji koñ-
ca chromosomu (2, 15).

Oznaczanie d³ugo�ci telomerów oraz aktywno�ci te-
lomerazy w tkankach nowotworowych i prawid³owych
cieszy siê coraz wiêkszym zainteresowaniem zarów-
no medycyny, jak i weterynarii (1-3, 5, 7, 9, 17, 21).
Z dok³adnym poznaniem mechanizmów i zale¿no�ci,
jakie rz¹dz¹ skracaniem i wyd³u¿aniem telomerów,
wi¹¿¹ nadzieje nie tylko patomorfolodzy (jeszcze jed-
na metoda diagnostyczno-prognostyczna), ale i klini-
cy�ci (byæ mo¿e nowa, skuteczna metoda terapii on-
kologicznej) (9). Zalet¹ tej metody diagnostycznej jest
niewielka ilo�æ materia³u, jaka wystarczy do badañ.
Aktywno�æ telomerazy i d³ugo�æ telomerów badano
np. w aspiratach z biopsji cienkoig³owej oraz moczu
i wyp³uczynach z prostaty (1, 17).

Badania przeprowadzane w tkankach psów s¹ inte-
resuj¹ce ze wzglêdu na podobieñstwo zachowania siê
telomerów i telomerazy w komórkach tych zwierz¹t
i cz³owieka. I tak, telomery psa maj¹ d³ugo�æ 12-23 kbp
(kilobase pairs), cz³owieka 5-15, a myszy, bêd¹cej kla-
sycznym modelem badañ, a¿ 40-60 kbp (9, 11). Dlate-
go te¿ uwa¿a siê, ¿e w tym obszarze badañ pies mo¿e
byæ alternatywnym modelem do badañ porównaw-
czych, tym bardziej, ¿e wyizolowano ju¿ i wykazano
ekspresjê psiej katalitycznej podjednostki telomerazy
(dogTERT) odpowiednika znanej od dawna ludzkiej
transkryptazy (hTERT) (11, 12).

Celem niniejszych badañ by³o wykazanie obecno�-
ci telomerazy w komórkach ch³oniaka z³o�liwego
u psów na podstawie ekspresji jej podjednostki katali-
tycznej (TERT), poniewa¿ u cz³owieka dowiedziono,
¿e ekspresja tego enzymu jest najwiêksza we wczes-
nych etapach rozwoju komórek hematopoetycznych
i ulega zmniejszeniu wraz z ich ró¿nicowaniem.

Materia³ i metody
Do badañ wykorzystano wycinki powiêkszonych wêz³ów

ch³onnych psów z uogólnion¹ postaci¹ ch³oniaka z³o�liwe-
go. Materia³ ten uzyskano w badaniu sekcyjnym lub z diag-
nostycznych badañ histopatologicznych nades³anych do
rutynowej diagnostyki histopatologicznej. Kontrolê stano-

wi³y niezmienione wêz³y ch³onne pobrane post mortem
od psów pad³ych z innych przyczyn. Materia³ utrwalano
w formalinie, zatapiano w parafinie i wykonano standar-
dowe preparaty barwione HE oraz metod¹ Giemzy. Po
wstêpnej weryfikacji, zaszeregowaniu ch³oniaka i ocenie
stopnia z³o�liwo�ci pobrano materia³ do badañ immunohi-
stochemicznych. Do badañ pos³u¿y³y wycinki z ch³oniaka
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 ch³oniaka skóry (MF � mycosis
fungoides). Oznaczenie obecno�ci telomerazy wykonano
przy u¿yciu zestawu Telomerase (catalytic unit) NCL-L-
-hTERT firmy Novocastra Ltd wed³ug procedury zaleca-
nej przez producenta.

Cytoimmunologiczn¹ lokalizacjê reakcji w j¹drach ró¿-
nych typów ch³oniaków przedstawiono na ryc. 1-5.

Wyniki i omówienie
W j¹drach komórkowych limfocytów stransformo-

wanych nowotworowo obserwuje siê ró¿n¹ ilo�æ telo-
merazy, wybarwiaj¹c¹ siê na kolor ciemno-, rzadziej
jasnobr¹zowy. Lokalizuje siê ona g³ównie w karioplaz-
mie j¹dra w postaci drobnych ziarenek, czasami wi-
doczna jest w j¹derku, które barwi siê na ciemnobr¹-
zowo, odcinaj¹c siê od ja�niejszego t³a ca³ego j¹dra.
Ilo�æ wybarwionego produktu reakcji jest ró¿na. Ob-
serwuje siê j¹dra limfocytów, które s¹ ca³e ciemno-
br¹zowe, jak i takie, które maj¹ mniej lub tylko �lado-
we ilo�ci telomerazy. Zawarto�æ enzymu w prawid³o-
wych limfocytach zdrowych wêz³ów ch³onnych jest
zdecydowanie mniejsza (lub prawie zerowa) ni¿ w lim-
focytach nowotworowych. J¹dra komórkowe wiêk-
szo�ci prawid³owych limfocytów s¹ niebieskie, a wiêc
nie zawieraj¹ telomerazy (s¹ telomerazo-ujemne) �
ryc. 1.

W badaniach w³asnych wykazano zupe³ny brak re-
akcji lub reakcjê miernego stopnia w wêz³ach ch³on-
nych stanowi¹cych grupê kontroln¹. W limfocytach
poszczególnych typów histologicznych ch³oniaków
obserwowano reakcje o ró¿nym nasileniu; od bardzo
s³abej, w pojedynczych rozproszonych limfocytach po
zdecydowanie siln¹, obejmuj¹c¹ wiêkszo�æ komórek
w polu widzenia. Wiêkszo�æ pozytywnych reakcji
obserwowano w preparatach wykonanych z wycinków
wêz³ów ch³onnych. Natomiast s³absz¹ reakcjê wyka-
zano w limfocytach tworz¹cych naciek nowotworowy
w innych tkankach, np. w¹trobie i nerkach. Najsilniej-
sz¹ reakcjê obserwowano w nowotworowo stransfor-
mowanych limfocytach w ch³oniakach o wysokim
stopniu z³o�liwo�ci, tj. z³o¿onych g³ównie z komórek
m³odocianych, blastycznych. Siln¹ i wyra�n¹ reakcjê
w postaci ciemnobr¹zowych z³ogów stwierdzono
w komórkach ch³oniaka centroblastycznego i immu-
noblastycznego, s³absz¹ w limfocytach ch³oniaka cen-
troblastyczno-centrocytowego, za� bardzo s³ab¹, zlo-
kalizowan¹ w pojedynczych komórkach, w limfocy-
tach ch³oniaka centrocytowego i limfocytowego B.
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Otrzymane wyniki s¹ zbie¿ne
z obserwacjami innych autorów, opi-
suj¹cych ch³oniaki nieziarnicze
(non-Hodgkins Lymphoma), jak
i dotycz¹cych relacji tkanka zdrowa
� nowotwór, zarówno u ludzi, jak i u
psów. Norrback i wsp. (13) wykazali
wzrastaj¹c¹ d³ugo�æ telomerów oraz
aktywno�æ telomerazy w komórkach
centrum namna¿ania w wê�le ch³on-
nym zgodnie z etapami dojrzewania
komórek, tj. w kolejno�ci: niedojrza-
³e komórki pre-B-centroblast � cen-
trocyt. Z kolei Yashima i wsp. (19)
opisali nisk¹ aktywno�æ enzymu
w ch³oniakach z³o�liwych oraz prze-
rzutach nowotworowych do wêz³ów.

W komórkach ch³oniaków skóry
(T receptorowych) w badaniach
w³asnych obserwowano reakcjê od �redniej po siln¹.
W preparatach z tego typu nowotworów reagowa³y
równie¿ komórki warstwy podstawnej naskórka
(ryc. 5), w których obecno�æ telomerazy opisano
wcze�niej w innych badaniach (4, 9, 18). Wyra�na
reakcja zaobserwowana w licznych komórkach ch³o-
niaka skóry wskazuje na wysoki poziom telomerazy.
Podobne wyniki, tj. wysok¹ aktywno�æ enzymu oraz
dodatkowo krótkie telomery wykazali Wu i wsp. (18)
w T-receptorowych ch³oniakach skóry u cz³owieka.
Wyniki takie otrzymali nie tylko w komórkach ze
zmian zaawansowanych klinicznie, ale tak¿e w komór-
kach wczesnych stadiów, takich jak zmiany ³uszczy-
cowe i ³uszczycopodobne, co mo¿e byæ czynnikiem
prognostycznym dla rozrostów tego typu u ludzi (18).

Argyle i Nasir (2) w oparciu o prace innych auto-
rów zebrali dane na temat ponad 100 litych nowotwo-
rów psów (m.in. nowotwory gruczo³u sutkowego, raki
podstawnokomórkowe, czerniaki z³o�liwe, naczynia-
komiêsaki), spo�ród których ponad 95% cechowa³o siê
wysok¹ aktywno�ci¹ telomerazy. Te same badania nie
wykaza³y ¿adnej lub bardzo nik³¹ aktywno�æ enzymu
w wiêkszo�ci prawid³owych tkanek psa. Dane te ko-
reluj¹ dodatnio z badaniami przeprowadzanymi na
nowotworach i tkankach prawid³owych cz³owieka (1,

8, 10, 13, 15). Biller i wsp. (3), którego wyniki badañ
m.in. pos³u¿y³y do powy¿szego zestawienia, na 26
przebadanych z³o�liwych nowotworów wykaza³ ak-
tywn¹ telomerazê w 24 z nich, podczas gdy 3 z 4 nie-
z³o�liwych nowotworów oraz badane tkanki zdrowe
by³y negatywne. Ten sam zespó³ badaczy wykaza³ po-
dobnie wysok¹ specyficzno�æ enzymu w nowotworach
u kotów (a¿ 29 z 31 nowotworów z³o�liwych i tylko
1 z 22 niez³o�liwych cechowa³o siê aktywno�ci¹ telo-
merazy).

Badania przeprowadzone przez Carioto i wsp. (6),
wykonane metod¹ TRAP (telomeraze repeat amplifi-
cation protocol) na ch³oniakach z³o�liwych u psów,
wykaza³y aktywno�æ telomerazy w tkankach 13 na 14
badanych psów chorych. Jednak w grupie kontrolnej
jak¹ stanowi³y psy zdrowe równie¿ wykazano obec-
no�æ enzymu w komórkach wêz³ów ch³onnych. Zda-
niem autorów zaobserwowane nik³e ró¿nice w pozio-
mach aktywno�ci telomerazy miêdzy wêz³em ch³on-
nym zdrowym i nowotworowo zmienionym nie upo-
wa¿niaj¹ do ró¿nicowania procesu chorobowego je-
dynie na tej podstawie. Podobne wyniki uzyskali Klap-
per i wsp. (8), którzy w ch³oniakach B receptorowych
wykazali podobn¹ aktywno�æ telomerazy co w prawid-
³owych i reaktywnych wêz³ach ch³onnych. Jedynie

Ryc. 5. Wyra�na pozytywna reakcja im-
munohistochemiczna �redniego stopnia.
Ciemnobr¹zowe ziarnisto�ci w komór-
kach ch³oniaka skóry (mycosis fungoides
� MF) oraz w komórkach warstwy pod-
stawnej naskórka. Pow. × 400

Ryc. 4. Pozytywna silna reakcja immu-
nohistochemiczna. Ciemnobr¹zowe ziar-
nisto�ci w komórkach ch³oniaka immu-
noblastycznego (LM-IB). Pow. × 400

Ryc. 3. Pozytywna, silna reakcja immu-
nohistochemiczna. Ciemnobr¹zowe ziar-
nisto�ci w komórkach ch³oniaka centro-
blastycznego (LM-CB). Pow. × 400

Ryc. 2. Pozytywna reakcja immunohisto-
chemiczna s³abego stopnia. Ciemnobr¹-
zowe ziarnisto�ci telomerazy w komór-
kach ch³oniaka limfocytowego B (LM-B).
Pow. × 400

Ryc. 1. Brak reakcji w limfocytach zdro-
wego wêz³a ch³onnego. Pow. × 400
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w komórkach ch³oniaka Burkitta poziom aktywno�ci
enzymu by³ wysoki. Aktywno�æ telomerazy korelowa³a
dodatnio z ekspresj¹ hTERT i c-myc, ale by³a zdecy-
dowanie niezale¿na od aktywno�ci proliferacyjnej ko-
mórek. Autorzy przypuszczaj¹, ¿e regulacja aktywno�-
ci telomerazy w ch³oniakach ma zwi¹zek z innymi
czynnikami od tych, które stymuluj¹ tkankê limfatycz-
n¹ do proliferacji.

Wyniki badañ w³asnych pozwoli³y na do�æ jedno-
znaczne odró¿nienie procesu nowotworowego od zdro-
wego wêz³a ch³onnego, jednak nie ka¿da badana pró-
ba tkanki nowotworowej reagowa³a dodatnio. Mo¿e
to mieæ zwi¹zek z nieodpowiednim przygotowaniem
materia³u do obróbki, np. d³u¿szym ni¿ 24-godzinne
utrwalanie wycinka w formalinie. Wykazanie silnej
reakcji w wielu komórkach ch³oniaków o wysokim
stopniu z³o�liwo�ci odpowiada podobnej zale¿no�ci
opisanej w przypadku ch³oniaków nieziarniczych
o wysokim stopniu z³o�liwo�ci (HG-NHL-high grade
non-Hodgkin�s Lymphoma) u cz³owieka (10). W ba-
daniach tych aktywno�æ telomerazy potwierdzono
w 93% ch³oniaków o wysokim stopniu z³o�liwo�ci.
Dodatkowo autorzy tej pracy wykazali dodatni¹ kore-
lacjê miêdzy aktywno�ci¹ enzymu a ekspresj¹ bia³ek
antyapoptycznych i ujemn¹ korelacjê z bia³kami pro-
apoptycznymi. Na tej podstawie stwierdzili, ¿e wyso-
ka aktywno�æ telomerazy ³¹czy siê z wyjêciem spod
kontroli czynników odpowiedzialnych za prze¿ycie
i proliferacjê komórki oraz mo¿e przyczyniaæ siê do
rozwoju i progresji ch³oniaka (10). Podobne wyniki
dotycz¹ce antyapoptycznej aktywno�ci odwrotnej
transkryptazy telomerazy (hTERT) opisuj¹ Rahman
i wsp. (16). Autorzy ci potwierdzili pogl¹d o ujem-
nym wp³ywie podjednostki katalitycznej telomerazy
na efektywno�æ p53 zale¿nej apoptozy. Podobnie
Yashima i wsp. (19) wykazali zdecydowane ró¿nice
w poziomie aktywno�ci telomerazy mierzonej meto-
d¹ TRAP w prawid³owych i nowotworowo zmienio-
nych wêz³ach ch³onnych. Autorzy badali zarówno
wêz³y ch³onne pierwotnie, jak i wtórnie objête prze-
rzutami komórek nowotworowych. Wykazali oni zde-
cydowanie wy¿sz¹ ekspresjê katalitycznej podjednost-
ki telomerazy w komórkach metastatycznych raków
ni¿ w limfocytach w centrach namna¿ania i grudkach.

Podsumowuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e w badaniach
w³asnych, podobnie jak u ludzi wykazano w komór-
kach ch³oniaków nieziarniczych wy¿sze warto�ci te-
lomerazy w limfocytach nowotworowych ni¿ prawid-
³owych. Ró¿nice w sile reakcji w poszczególnych ty-
pach ch³oniaków zale¿ne s¹ od stadium zró¿nicowa-
nia i aktywacji limfocytów nowotworowych, tj. wy-
ra�n¹ reakcjê potwierdzaj¹c¹ obecno�æ enzymu stwier-
dzono w komórkach nowotworów bardziej z³o�liwych.

Wykazanie obecno�ci telomerazy w komórkach
ch³oniaków jest cennym uzupe³nieniem diagnostyki
histopatologicznej, pozwalaj¹cym na dodatkow¹ oce-
nê stopnia z³o�liwo�ci nowotworu. Jednak wprowa-
dzenie oznaczeñ immunohistochemicznych do wete-

rynaryjnej diagnostyki histopatologicznej wymaga
standaryzacji metody oraz wykonania badañ na wiêk-
szej ilo�ci materia³u i wykazania ewentualnej korela-
cji i innych zale¿no�ci uzyskanych wyników z pozo-
sta³ymi markerami z³o�liwo�ci i proliferacji nowotwo-
rowej.
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