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Abstract
hTR subunit of telomerase is known to be responsible for

cell immortalization. The aim of the study was to examine
transcriptional activity of the hTR gene by QRT-PCR in BCC
(basal cell carcinoma) and SCC (squomas cell carcinoma) and
to estimate the correlation between hTR expression and
malignancy grade of the disease. Molecular analysis was
carried out on biopsy specimens collected from patients with
BCC (n=9) and SCC (n=9). Levels of hTR mRNA was measured
by real-time QRT-PCR technique in total RNA extracted from
the studied material. hTR mRNA was present in all 18 cases.
Mean copy number of hTR mRNA in 1 µg of total RNA was
1.58x104 in BCC samples and 6.01x104 in BCC samples.
Expression of hTR encoding gene was significantly higher in
SCC as compared to BCC (t-test with separate estimation of
variance, p=0.001). Quantitative analysis performed in this
study indicates that the transcriptional activity of hTR gene is
elevated in SCC as compared to BCC (approximately 3.8 times).
Thus, we suggest that expression of the hTR subunit of
telomerase may be involved in the progression of malignant
transformation in the course of the disease. 

Key words: hTR, telomerase, basal cell carcinoma, squ-
amous cell carcinoma, real time QRT-PCR.     

Streszczenie
Celem naszych badañ by³o wyznaczenie aktywnoœci

transkrypcyjnej genu hTR – podjednostki telomerazy odpo-
wiedzialnej za immortalizacjê komórek, technik¹ QRT-PCR
w raku podstawnokomórkowym (BCC) i raku kolczystoko-
mórkowym (SCC) oraz ocena korelacji ekspresji hTR ze stop-
niem z³oœliwoœci choroby. Ocenie molekularnej poddano wy-
cinki uzyskane od pacjentów, u których rozpoznano BCC
(n=9) i SCC (n=9). Z uzyskanych wycinków wyizolowano
RNA, który stanowi³ matrycê w reakcji real time QRT-PCR,
w czasie której oznaczono liczbê kopii mRNA hTR. Wykaza-
no obecnoœæ mRNA podjednostki hTR genu telomerazy we
wszystkich 18 wycinkach. W komórkach raka BCC wykaza-
no œrednio 1,58x104 a w SCC 6,01x104 kopii mRNA hTR/1
µg RNA. Ekspresja podjednostki hTR genu telomerazy by³a
znamiennie statystycznie wy¿sza w SCC w porównaniu
z BCC (test t z oddzieln¹ estymacj¹ wariancji, p=0,001).
Ocena iloœciowa, za pomoc¹ real time QRT-PCR, wskazuje
na podwy¿szon¹ aktywnoœæ transkrypcyjn¹ podjednostki hTR
(o ok. 3,8 raza) w raku SCC w porównaniu z rakiem BCC
skóry, a zatem mo¿emy podejrzewaæ, ¿e ekspresja podjed-
nostki hTR genu telomerazy mo¿e byæ czynnikiem bior¹cym
udzia³ w powstawaniu bardziej z³oœliwego charakteru no-
wotworu. 
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Wprowadzenie

Rak skóry jest u ludzi rasy bia³ej jednym z najczêœciej
wystêpuj¹cych nowotworów. Stanowi ok. 98% wszyst-
kich nowotworów z³oœliwych skóry i ok. 1/3 wszystkich
nowotworów z³oœliwych. Do najczêstszych raków skóry
nale¿y rak podstawnokomórkowy (carcinoma basocellu-
lare, BCC) i rak kolczystokomórkowy (carcinoma spino-
cellulare, SCC). BCC jest nowotworem skóry o stosun-
kowo niewielkiej i tylko miejscowej z³oœliwoœci, nieda-
j¹cym przerzutów, rozprzestrzeniaj¹cym siê kosztem
otaczaj¹cych go tkanek. Natomiast SCC jest bardziej nie-
bezpieczny ze wzglêdu na znacznie wiêksz¹ z³oœliwoœæ,
sk³onnoœæ do naciekania oraz mo¿liwoœæ pojawiania siê
przerzutów. Poszukiwanie ró¿nic molekularnych pomiê-
dzy tymi nowotworami mo¿e wskazaæ na czynniki bior¹-
ce udzia³ w powstawaniu wiêkszej z³oœliwoœci choroby.
Telomeraza jest enzymem syntetyzuj¹cym telomery DNA,

przez co odgrywa istotn¹ rolê w starzeniu siê komórki, jej
nieœmiertelnoœci i nieograniczonym namna¿aniu siê (im-
mortalizacji). Sk³adow¹ telomerazy jest podjednostka hTR,
bêd¹ca matryc¹ dla syntezy brakuj¹cych fragmentów te-
lomerów [1], mo¿e ona równie¿ wp³ywaæ na ekspresjê [2]
i aktywnoœæ telomerazy [3]. Autorzy licznych badañ wska-
zuj¹, ¿e podjednostka hTR genu telomerazy mo¿e byæ
u¿yta jako marker chorób nowotworowych, m.in. w raku
endometrium [4], bia³aczce [5], nowotworach tkanki ner-
wowej [6]. W czerniaku skóry (melanoma malignum,

MM) gen ten mo¿e byæ wykorzystany jako marker z³oœli-
woœci i przerzutowania [7] oraz mo¿e mieæ zastosowanie
w terapii nowotworowej czerniaka [8] i raka trzustki [3].
Jednak badania ekspresji hTR w raku ¿o³¹dka i okrê¿ni-
cy [9], w raku p³uc [10] i endometrium [11] oraz w ró¿-
nych nowotworach skóry [12, 13] nie potwierdzaj¹ kore-
lacji ekspresji tego genu z chorob¹. 

S³owa kluczowe: hTR, telomeraza, rak podstawnokomór-
kowy, rak kolczystokomórkowy, real time QRT-PCR. 

(PDiA 2005; XXII, 6: 288–292)

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna i molekularna pacjentów z rakiem podstawnokomórkowym i kolczystokomórkowym

Numer Rozpoznanie kliniczne P³eæ Wiek (lata) Œrednica guza (cm) Liczba kopii mRNA
pacjenta hTR/1 µµg RNA

1 BCC M 85 3 16 932

2 BCC M 85 3 15 240

3 BCC M 85 1,6 15 700

4 BCC M 85 1,6 14 927

5 BCC K 75 1 15 640

6 BCC K 75 1 16 100

7 BCC K 72 0,3 16 048

8 BCC K 72 0,3 14 550

9 BCC M 79 1,5 17 351

10 SCC M 85 2 14 552

11 SCC M 85 2 83 200

12 SCC M 72 2,5 98 727

13 SCC M 72 2,5 48 431

14 SCC M 77 2,5 69 200

15 SCC K 77 2,5 65 800

16 SCC K 58 0,5 29 000

17 SCC K 58 0,5 59 220

18 SCC K 73 1 72 540

BCC – rak podstawnokomórkowy, SCC – rak kolczystokomórkowy, M – mê¿czyzna, K – kobieta

Ekspresja podjednostki hTR genu telomerazy w raku podstawnokomórkowym i kolczystokomórkowym skóry
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W zwi¹zku z powy¿szymi, sprzecznymi doniesienia-
mi na temat korelacji ekspresji hTR z procesem nowo-
tworowym przeprowadziliœmy analizy oparte na iloœcio-
wej ocenie ekspresji podjednostki hTR genu telomera-
zy w 2 najczêœciej wystêpuj¹cych rakach skóry,
a ró¿ni¹cych siê stopniem z³oœliwoœci: w raku podstaw-
nokomórkowym i kolczystokomórkowym. 

Celem naszych badañ by³o oznaczanie stopnia ak-
tywnoœci transkrypcyjnej genu hTR – podjednostki te-
lomerazy odpowiedzialnej za immortalizacjê komórek
technik¹ real time QRT-PCR w BCC i SCC oraz porów-
nanie ekspresji genu hTR w tych 2 guzach skóry. 

Materiał i metody
Ocenie molekularnej poddano wycinki tkanek nowo-

tworowych uzyskane od 18 pacjentów (10 mê¿czyzn,
8 kobiet), œrednia wieku 76 lat, którzy zostali poddani
zabiegowi chirurgicznego usuniêcia guzów skóry. Ma-
teria³ do badañ porcjowano na 2 czêœci: pierwsza czêœæ
przeznaczona by³a do badania patomorfologicznego, dru-
gi jej fragment przechowywano w temp. -80oC do mo-
mentu analizy molekularnej. W próbkach, w których roz-
poznano raka podstawnokomórkowego (n=9) i raka kol-
czystokomórkowego (n=9), oceniano ekspresjê mRNA
podjednostki hTR genu telomerazy (tab. 1.). 

Izolacja RNA przeprowadzona zosta³a za pomoc¹
metody chloroformowo-fenolowej, opisanej przez Chom-

czyñskiego i Sacchi [14]. Ekstrakty RNA oczyszczano
poprzez trawienie DNA-z¹ I na kolumnach RNeasy Mi-
ni Kit (Qiagen, Niemcy) w celu unikniêcia zanieczysz-
czeñ genomowym DNA. Otrzymany RNA stanowi³ ma-
trycê w reakcji real time QRT-PCR dla oznaczenia licz-
by kopii mRNA podjednostki hTR genu telomerazy.
Amplifikacja prowadzona by³a jednostopniowo w obec-
noœci termostabilnej polimerazy Tth, primerów (hTR-24
5' AGG CGC CGT GCT TTT GCT CC 3', hTR-146
5'GGC CAG CTG ACA TTT TTT GTT T 3') i sondy
hybrydyzacyjnej (S-hTR 5'FAM CCT GCC GCC TTC
CACCGT TCA TTC TAMRA 3') z zastosowaniem de-
tektora sekwencji ABI PRISMTM 7700 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) [15]. 

Analizê statystyczn¹ uzyskanych wyników przepro-
wadzono za pomoc¹ testu F Snedecora dla okreœlenia
wariancji porównywanych prób oraz test t z oddzieln¹
estymacj¹ wariancji dla prób niezale¿nych, przyjmuj¹c
poziom istotnoœci p<0,05. 

Badania przeprowadzone zosta³y zgodnie z wymo-
gami Deklaracji helsiñskiej. 

Wyniki

W wyniku reakcji real time QRT-PCR wykazano
obecnoœæ mRNA podjednostki hTR genu telomerazy
we wszystkich 18 wycinkach pobranych z raka pod-
stawnokomórkowego i kolczystokomórkowego. We-
d³ug komercyjnie dostêpnego zestawu stê¿eñ β-aktyny
(od 1x103 do 2x104 kopii mRNA β-aktyny) (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) wykreœlono krzy-
w¹ standardow¹ i na jej podstawie obliczono liczbê ko-
pii mRNA podjednostki hTR genu telomerazy w bada-
nych próbkach. Nastêpnie uzyskane liczby kopii mRNA
zosta³y przeliczone na 1 µg ca³kowitego RNA. W ko-
mórkach BCC ekspresja mRNA hTR by³a ni¿sza (od
14 550 do 17 351 kopii mRNA hTR/1 µg RNA) w po-
równaniu z komórkami SCC (14 552 do 98 727 kopii
mRNA hTR/1 µg RNA) (tab. 1.). Œrednia ekspresja
podjednostki hTR genu telomerazy by³a o ok. 3,8 raza
wiêksza w raku kolczystokomórkowym w porównaniu
z rakiem podstawnokomórkowym. Ze wzglêdu na to,
¿e wariancje porównywanych prób by³y statystycznie
ró¿ne (test F Snedecora), porównania œrednich doko-
nano testem t z oddzieln¹ estymacj¹ wariancji, który
wykaza³, ¿e ekspresja podjednostki hTR genu telome-
razy by³a znamiennie statystycznie wy¿sza w SCC
w porównaniu z BCC (p=0,001) (ryc. 1.). 

Omówienie wyników

W naszych badaniach wykazano ekspresjê hTR we
wszystkich pobranych wycinkach z raka podstawnoko-
mórkowego i raka kolczystokomórkowego. Jednak oce-
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Ryc. 1. Rozk³ad liczby kopii mRNA podjednostki hTR/1 µµg
ca³kowitego RNA w raku podstawnokomórkowym i kol-
czystokomórkowym
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na iloœciowa za pomoc¹ real time QRT-PCR wskaza³a
na podwy¿szon¹ ekspresjê hTR w raku o wiêkszej z³o-
œliwoœci (SCC) w porównaniu z rakiem o mniejszej z³o-
œliwoœci (BCC), a zatem mo¿emy podejrzewaæ, ¿e eks-
presja podjednostki hTR genu telomerazy mo¿e kore-
lowaæ ze z³oœliwoœci¹ choroby. Dane literaturowe
potwierdzaj¹ nasze wyniki, œwiadcz¹ce o tym, ¿e pod-
wy¿szona aktywnoœæ transkrypcyjna podjednostki hTR
mo¿e korelowaæ z bardziej z³oœliwym typem nowotwo-
ru skóry. Wiele innych prac wskazuje, ¿e podjednost-
ka hTR obecna jest zarówno w tkankach nowotworo-
wych, jak i prawid³owych, ale poziom jej ekspresji ko-
reluje z przerzutami i wielkoœci¹ guza w raku ¿o³¹dka
[16] oraz ze stopniem zaawansowania raka krtani [17].
Badania w raku piersi wykaza³y, ¿e wysoka ekspresja
podjednostki hTR wi¹za³a siê z gorsz¹ prognoz¹ co do
prze¿ycia [18]. Stwierdzono równie¿, ¿e s³aba ekspre-
sja ww. jednostki obserwowana by³a w ³agodnych roz-
rostach tkanek gruczo³u sutkowego, œrednia w atypo-
wym rozroœcie, silna w ciê¿kim atypowym rozroœcie,
natomiast najwiêksz¹ ekspresjê stwierdzano w raku sut-
ka, a zatem ekspresja hTR genu telomerazy korelowa-
³a ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej
[19]. W nowotworach tkanki nerwowej zaobserwowa-
no siln¹ ekspresjê podjednostki hTR w zaawansowa-
nych guzach typu neuroblastoma, co wi¹¿e siê ze z³¹
prognoz¹ kliniczn¹, a we wczesnym okresie procesu no-
wotworowego s³ab¹ ekspresjê (dobra/bardzo dobra pro-
gnoza kliniczna). W zwi¹zku z tym autorzy wysunêli
wniosek, ¿e podjednostka hTR mo¿e byæ dobrym
wskaŸnikiem agresywnoœci nowotworów tkanki nerwo-
wej [6]. Inne badania wskazuj¹, ¿e podjednostka hTR
genu telomerazy mo¿e byæ u¿yta jako nowy marker dia-
gnostyczny z³oœliwoœci czerniaka. Autorzy japoñscy
wykazali, ¿e ekspresja podjednostki hTR genu telome-
razy wystêpowa³a czêœciej w czerniaku ni¿ w znamie-
niu barwnikowym i w normalnej skórze. Co wiêcej, in-
tensywnoœæ ekspresji hTR by³a statystycznie silniejsza
w przerzutuj¹cych czerniakach ni¿ w czerniakach nie-
daj¹cych przerzutów, co mo¿e byæ wykorzystane w pro-
gnozowaniu przerzutowania [7]. Wykazano równie¿, ¿e
poziom telomerazowego RNA w tkance czerniaka ko-
reluje z klinicznym stopniem zaawansowania choroby
i mo¿e pomagaæ w diagnozie tkanki z linii ciêcia ope-
racyjnego [20]. 

Jednak wyniki badañ innych autorów nie potwier-
dzaj¹ korelacji ekspresji podjednostki hTR z chorob¹.
Okaza³o siê, ¿e ekspresja hTR genu telomerazy wystê-
puje zarówno w rakach ¿o³¹dka i okrê¿nicy, jak i w nor-
malnej b³onie œluzowej i w limfocytach krwi obwodo-
wej [9], w raku p³uc i w przyleg³ej do niej prawid³owej
tkance [10] oraz w normalnych i nowotworowych wy-
cinkach pobranych z endometrium [11]. Równie¿ ana-

lizy przeprowadzone przez Hu i wsp. [13] wykaza³y eks-
presjê hTR zarówno w prawid³owej skórze, w nieprze-
rzutowym i z³oœliwym raku, oraz w rogowaceniu s³o-
necznym i w stanach zapalnych skóry. Wyniki te po-
twierdzaj¹ równie¿ badania Wu i wsp., które wykaza³y
ekspresjê hTR z podobn¹ czêstotliwoœci¹ zarówno
w prawid³owej skórze, jak i w ró¿nych jej schorzeniach
(znamiê wywodz¹ce siê z komórek znamionowych, ro-
gowacenie ³ojotokowe, guz wywodz¹cy siê z gruczo³ów
potowych ekrynowych, choroba Bowena, rogowacenie
s³oneczne, BCC, MM, miêsak wywodz¹cy siê z komó-
rek jasnokomórkowych, SCC, rak wywodz¹cy siê z gru-
czo³ów potowych ekrynowych, z³oœliwy guz wywodz¹-
cy siê z histiocytów, z³oœliwy guz wywodz¹cy siê z miê-
œnia przyw³oœnego) [12]. Wyniki te wskazuj¹, ¿e
ekspresja hTR genu telomerazy nie jest zwi¹zana ze z³o-
œliwymi zmianami skórnymi. Jednak powy¿sze donie-
sienia, niepotwierdzaj¹ce korelacji ekspresji podjednost-
ki hTR z rozwojem choroby nowotworowej ¿o³¹dka,
okrê¿nicy, p³uc, endometrium i skóry opiera³y siê jedy-
nie na badaniu czêstoœci wystêpowania mRNA podjed-
nostki hTR w badanych grupach. Analizy te nie
uwzglêdnia³y jednak ró¿nic w poziomie aktywnoœci
transkrypcyjnej podjednostki hTR. Analiza jakoœciowa
wydaje siê byæ niewystarczaj¹ca przy okreœleniu korela-
cji pomiêdzy aktywnoœci¹ transkrypcyjn¹ podjednostki
hTR a zaawansowaniem choroby. Nasze badania, prze-
prowadzone na podstawie analizy iloœciowej real time
QRT-PCR wykaza³y korelacjê ekspresji hTR z bardziej
z³oœliwym typem nowotworu skóry, a wiêc wydaje siê,
¿e ocena molekularna podjednostki hTR powinna byæ
wykonana na podstawie analizy iloœciowej, a nie tylko
jakoœciowej. 

Udzia³ podjednostki hTR w procesie nowotworze-
nia nie zosta³ do koñca wyjaœniony. Podjednostka hTR
jest sk³adow¹ telomerazy, enzymu, który syntetyzuje
DNA telomerów. W trakcie ka¿dego podzia³u komórek
somatycznych zachodzi systematyczne skracanie ter-
minalnych fragmentów chromosomów, czyli utrata
DNA telomerów, co prowadzi do blokady podzia³ów
i œmierci komórek. Telomeraza jest enzymem o aktyw-
noœci odwrotnej transkryptazy specyficznie wyd³u¿aj¹-
cej koniec 3' DNA, a wiêc utrzymuje ona sta³¹ d³ugoœæ
telomerów i zapewnia przekazanie komórce potomnej
pe³nej informacji genetycznej. Aktywnoœæ telomerazo-
w¹ stwierdzono w komórkach nowotworowych, co wi¹-
¿e siê z nieœmiertelnoœci¹ tych komórek i ich zdolno-
œci¹ do nieograniczonych podzia³ów [21]. Z danych li-
teraturowych wynika, ¿e podjednostka hTR mo¿e
regulowaæ zarówno ekspresjê [2], jak i aktywnoœæ telo-
merazy [3], a zatem hTR wydaje siê byæ jednym z ge-
nów bior¹cych udzia³ w transformacji nowotworowej.
Korelacja pomiêdzy podwy¿szon¹ ekspresj¹ hTR a bar-
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dziej z³oœliwym rakiem SCC nasuwa przypuszczenie,
¿e poziom ekspresji tego genu poprzez silniejsz¹ sty-
mulacjê telomerazy mo¿e wp³ywaæ na powstanie bar-
dziej z³oœliwego raka skóry. 
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