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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 ug of total RNA was
1.58x10" in BCC samples and 6.01x10" 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 badani byto wyznaczenie aktywnosci
transkrypcyjnej genu hTR — podjednostki telomerazy odpo-
wiedzialnej za immortalizacje komdrek, technikg QRT-PCR
w raku podstawnokomdrkowym (BCC) i raku kolczystoko-
morkowym (SCC) oraz ocena korelacji ekspresji hTR ze stop-
niem ztosliwosci choroby. Ocenie molekularnej poddano wy-
cinki uzyskane od pacjentow, u ktorych rozpoznano BCC
(n=9) i SCC (n=9). Z uzyskanych wycinkow wyizolowano
RNA, ktory stanowit matryce w reakcji real time QRT-PCR,
w czasie ktorej oznaczono liczbe kopii mRNA hTR. Wykaza-
no obecnosé mRNA podjednostki hTR genu telomerazy we
wszystkich 18 wycinkach. W komdrkach raka BCC wykaza-
no srednio 1,58x10° a w SCC 6,01x10* kopii mRNA hTR/I
ug RNA. Ekspresja podjednostki hTR genu telomerazy byta
znamiennie statystycznie wyzsza w SCC w pordwnaniu
7 BCC (test t 7 oddzielng estymacjq wariancji, p=0,001).
Ocena ilosciowa, za pomocq real time QRT-PCR, wskazuje
na podwyzszong aktywnosc transkrypcyjng podjednostki hTR
(0 ok. 3,8 raza) w raku SCC w porownaniu z rakiem BCC
skory, a zatem mozemy podejrzewad, ze ekspresja podjed-
nostki hTR genu telomerazy moze byc czynnikiem biorgcym
udziat w powstawaniu bardziej ztosliwego charakteru no-
WOIWOruy.
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Wprowadzenie

Rak skory jest u ludzi rasy biatej jednym z najczgsciej
wystepujacych nowotwordéw. Stanowi ok. 98% wszyst-
kich nowotworéw ztosliwych skéry i ok. 1/3 wszystkich
nowotworéw ztosliwych. Do najczestszych rakéw skory
nalezy rak podstawnokomérkowy (carcinoma basocellu-
lare, BCC) i rak kolczystokomdrkowy (carcinoma spino-
cellulare, SCC). BCC jest nowotworem skory o stosun-
kowo niewielkiej i tylko miejscowej ztosliwosci, nieda-
jacym przerzutéw, rozprzestrzeniajacym si¢ kosztem
otaczajacych go tkanek. Natomiast SCC jest bardziej nie-
bezpieczny ze wzgledu na znacznie wigksza ztosliwos¢,
sktonno$¢ do naciekania oraz mozliwos¢ pojawiania si¢
przerzutow. Poszukiwanie réznic molekularnych pomig-
dzy tymi nowotworami moze wskaza¢ na czynniki biora-
ce udzial w powstawaniu wigkszej ztosliwosci choroby.
Telomeraza jest enzymem syntetyzujacym telomery DNA,

Stowa kluczowe: hTR, telomeraza, rak podstawnokomdor-
kowy, rak kolczystokomdrkowy, real time QRT-PCR.

(PDiA 2005; XXII, 6: 288-292)

przez co odgrywa istotng rol¢ w starzeniu si¢ komorki, jej
niesmiertelnosci i nieograniczonym namnazaniu si¢ (im-
mortalizacji). Sktadowg telomerazy jest podjednostka hTR,
bedgca matrycg dla syntezy brakujgcych fragmentéw te-
lomeréw [1], moze ona réwniez wptywac na ekspresje [2]
i aktywnos¢ telomerazy [3]. Autorzy licznych badar wska-
zuja, ze podjednostka hTR genu telomerazy moze by¢
uzyta jako marker choréb nowotworowych, m.in. w raku
endometrium [4], biataczce [5], nowotworach tkanki ner-
wowej [6]. W czerniaku skéry (melanoma malignum,
MM) gen ten moze by¢ wykorzystany jako marker ztosli-
wosci 1 przerzutowania [7] oraz moze mie¢ zastosowanie
w terapii nowotworowej czerniaka [8] 1 raka trzustki [3].
Jednak badania ekspresji hTR w raku zotadka i okr¢zni-
cy [9], w raku ptuc [10] i endometrium [11] oraz w réz-
nych nowotworach skéry [12, 13] nie potwierdzaja kore-
lacji ekspresji tego genu z choroba.

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna i molekularna pacjentéw z rakiem podstawnokomérkowym i kolczystokomérkowym

Numer Rozpoznanie kliniczne Ple¢ Wiek (lata) Srednica guza (cm) Liczba kopii mRNA
pacjenta hTR/1 pg RNA
1 BCC M 85 3 16 932
2 BCC M 85 3 15240
3 BCC M 85 1,6 15700
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 L5 17 351
10 Nee M 85 2 14 552
11 SCC M 85 2 83200
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 59220
18 Nee K 73 1 72 540
BCC - rak podstawnokomdrkowy, SCC — rak kolczystokomdrkowy, M — megZczyzna, K — kobieta
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Ryec. 1. Rozklad liczby kopii mRNA podjednostki hTR/1 pg
calkowitego RNA w raku podstawnokomérkowym i kol-
czystokomorkowym

W zwigzku z powyzszymi, sprzecznymi doniesienia-
mi na temat korelacji ekspresji hTR z procesem nowo-
tworowym przeprowadziliSmy analizy oparte na iloscio-
wej ocenie ekspresji podjednostki hTR genu telomera-
zy w 2 najczgSciej wystgpujacych rakach skory,
a réznigcych si¢ stopniem ztosliwosci: w raku podstaw-
nokomoérkowym i kolczystokomérkowym.

Celem naszych badan bylo oznaczanie stopnia ak-
tywnosci transkrypcyjnej genu hTR — podjednostki te-
lomerazy odpowiedzialnej za immortalizacj¢ komédrek
technikg real time QRT-PCR w BCC i SCC oraz poréw-
nanie ekspresji genu hTR w tych 2 guzach skory.

Materiat i metody

Ocenie molekularnej poddano wycinki tkanek nowo-
tworowych uzyskane od 18 pacjentéw (10 mezczyzn,
8 kobiet), srednia wieku 76 lat, ktérzy zostali poddani
zabiegowi chirurgicznego usunig¢cia guzow skory. Ma-
terial do badar porcjowano na 2 czgsci: pierwsza czesé
przeznaczona byta do badania patomorfologicznego, dru-
¢gi jej fragment przechowywano w temp. -80°C do mo-
mentu analizy molekularnej. W prébkach, w ktérych roz-
poznano raka podstawnokomdrkowego (n=9) i raka kol-
czystokomérkowego (n=9), oceniano ekspresje mRNA
podjednostki hTR genu telomerazy (tab. 1.).

Izolacja RNA przeprowadzona zostata za pomocg
metody chloroformowo-fenolowej, opisanej przez Chom-
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czynskiego i Sacchi [14]. Ekstrakty RNA oczyszczano
poprzez trawienie DNA-z3 I na kolumnach RNeasy Mi-
ni Kit (Qiagen, Niemcy) w celu uniknigcia zanieczysz-
czen genomowym DNA. Otrzymany RNA stanowil ma-
tryce w reakcji real time QRT-PCR dla oznaczenia licz-
by kopii mRNA podjednostki h'TR genu telomerazy.
Amplifikacja prowadzona byla jednostopniowo w obec-
nosci termostabilnej polimerazy Tth, primeréw (hTR-24
5" AGG CGC CGT GCT TTT GCT CC 3’, hTR-146
5’GGC CAG CTG ACATTT 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 PRISM™ 7700 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) [15].

Analizg statystyczng uzyskanych wynikéw przepro-
wadzono za pomocg testu F Snedecora dla okreslenia
wariancji poréwnywanych préb oraz test t z oddzielng
estymacjg wariancji dla préb niezaleznych, przyjmujgc
poziom istotnosci p<0,05.

Badania przeprowadzone zostaly zgodnie z wymo-
gami Deklaracji helsiriskiej.

Wyniki

W wyniku reakcji real time QRT-PCR wykazano
obecnosé mRNA podjednostki hTR genu telomerazy
we wszystkich 18 wycinkach pobranych z raka pod-
stawnokomdrkowego i kolczystokomérkowego. We-
dtug komercyjnie dostgpnego zestawu stgzen f-aktyny
(od 1x10° do 2x10* kopii mRNA B-aktyny) (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) wykreslono krzy-
wa standardowg i na jej podstawie obliczono liczbg ko-
pii mRNA podjednostki hTR genu telomerazy w bada-
nych prébkach. Nastgpnie uzyskane liczby kopii mRNA
zostaty przeliczone na 1 pg catkowitego RNA. W ko-
moérkach BCC ekspresja mRNA hTR byta nizsza (od
14 550 do 17 351 kopii mRNA hTR/1 ng RNA) w po-
réwnaniu z komérkami SCC (14 552 do 98 727 kopii
mRNA hTR/I pug RNA) (tab. 1.). Srednia ekspresja
podjednostki hTR genu telomerazy byta o ok. 3,8 raza
wigksza w raku kolczystokomérkowym w poréwnaniu
z rakiem podstawnokomérkowym. Ze wzgledu na to,
ze wariancje porownywanych préb byty statystycznie
rézne (test F Snedecora), por6wnania Srednich doko-
nano testem t z oddzielng estymacjq wariancji, ktory
wykazal, ze ekspresja podjednostki hTR genu telome-
razy byla znamiennie statystycznie wyzsza w SCC
w poréwnaniu z BCC (p=0,001) (ryc. 1.).

Omowienie wynikow
W naszych badaniach wykazano ekspresj¢ hTR we

wszystkich pobranych wycinkach z raka podstawnoko-
moérkowego i raka kolczystokomoérkowego. Jednak oce-
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na ilosciowa za pomocg real time QRT-PCR wskazata
na podwyzszong ekspresj¢ hTR w raku o wigkszej zto-
sliwosci (SCC) w poréwnaniu z rakiem o mniejszej zto-
sliwosci (BCC), a zatem mozemy podejrzewac, ze eks-
presja podjednostki hTR genu telomerazy moze kore-
lowaé ze zlosliwoscig choroby. Dane literaturowe
potwierdzajg nasze wyniki, Swiadczace o tym, ze pod-
wyzszona aktywnos¢ transkrypcyjna podjednostki hTR
moze korelowac z bardziej ztosliwym typem nowotwo-
ru skéry. Wiele innych prac wskazuje, ze podjednost-
ka hTR obecna jest zar6wno w tkankach nowotworo-
wych, jak i prawidtowych, ale poziom jej ekspresji ko-
reluje z przerzutami i wielkoscig guza w raku zotgdka
[16] oraz ze stopniem zaawansowania raka krtani [17].
Badania w raku piersi wykazaty, ze wysoka ekspresja
podjednostki hTR wigzata si¢ z gorszg prognozg co do
przezycia [18]. Stwierdzono réwniez, ze staba ekspre-
sja ww. jednostki obserwowana byta w fagodnych roz-
rostach tkanek gruczotu sutkowego, srednia w atypo-
wym rozroscie, silna w cigzkim atypowym rozroscie,
natomiast najwigksza ekspresje stwierdzano w raku sut-
ka, a zatem ekspresja hTR genu telomerazy korelowa-
fa ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej
[19]. W nowotworach tkanki nerwowej zaobserwowa-
no silng ekspresje podjednostki hTR w zaawansowa-
nych guzach typu neuroblastoma, co wigze si¢ ze zlg
prognozg kliniczng, a we wezesnym okresie procesu no-
wotworowego stabg ekspresje (dobra/bardzo dobra pro-
gnoza kliniczna). W zwigzku z tym autorzy wysuneli
wniosek, ze podjednostka hTR moze by¢ dobrym
wskaznikiem agresywnosci nowotworéw tkanki nerwo-
wej [6]. Inne badania wskazuja, ze podjednostka hTR
genu telomerazy moze by¢ uzyta jako nowy marker dia-
gnostyczny ztosliwosci czerniaka. Autorzy japonscy
wykazali, ze ekspresja podjednostki hTR genu telome-
razy wystepowala czgsciej w czerniaku niz w znamie-
niu barwnikowym i w normalnej skérze. Co wigcej, in-
tensywnos¢ ekspresji hTR byta statystycznie silniejsza
w przerzutujgcych czerniakach niz w czerniakach nie-
dajacych przerzutéw, co moze by¢ wykorzystane w pro-
gnozowaniu przerzutowania [7]. Wykazano réwniez, ze
poziom telomerazowego RNA w tkance czerniaka ko-
reluje z klinicznym stopniem zaawansowania choroby
i moze pomaga¢ w diagnozie tkanki z linii ci¢cia ope-
racyjnego [20].

Jednak wyniki badan innych autoréw nie potwier-
dzaja korelacji ekspresji podjednostki hTR z chorobg.
Okazalo sig, ze ekspresja hTR genu telomerazy wyste-
puje zaréwno w rakach zotadka i okreznicy, jak i w nor-
malnej btonie sluzowej i w limfocytach krwi obwodo-
wej [9], w raku ptuc i w przylegtej do niej prawidlowej
tkance [10] oraz w normalnych i nowotworowych wy-
cinkach pobranych z endometrium [11]. Réwniez ana-

Postepy Dermatologii i Alergologii XXII; 2005/6

lizy przeprowadzone przez Hu i wsp. [13] wykazaly eks-
presje hTR zar6wno w prawidlowej skérze, w nieprze-
rzutowym i ztosliwym raku, oraz w rogowaceniu sto-
necznym i w stanach zapalnych skéry. Wyniki te po-
twierdzaja rowniez badania Wu i wsp., ktére wykazaty
ekspresj¢ hTR z podobng czestotliwoscia zar6wno
w prawidlowej skérze, jak i w réznych jej schorzeniach
(znami¢ wywodzace si¢ z komérek znamionowych, ro-
gowacenie tojotokowe, guz wywodzacy sie z gruczotéw
potowych ekrynowych, choroba Bowena, rogowacenie
stoneczne, BCC, MM, mig¢sak wywodzacy si¢ z komé-
rek jasnokomérkowych, SCC, rak wywodzacy si¢ z gru-
czoléw potowych ekrynowych, zlosliwy guz wywodza-
cy sie z histiocytéw, zlosliwy guz wywodzacy sie z mig-
$nia przywlosnego) [12]. Wyniki te wskazuja, ze
ekspresja hTR genu telomerazy nie jest zwigzana ze zto-
Sliwymi zmianami skérnymi. Jednak powyzsze donie-
sienia, niepotwierdzajace korelacji ekspresji podjednost-
ki hTR z rozwojem choroby nowotworowej zotadka,
okreznicy, ptuc, endometrium i skéry opieraty si¢ jedy-
nie na badaniu czgstosci wystepowania mRNA podjed-
nostki hTR w badanych grupach. Analizy te nie
uwzglednialy jednak réznic w poziomie aktywnosci
transkrypcyjnej podjednostki hTR. Analiza jakosciowa
wydaje si¢ by¢ niewystarczajaca przy okresleniu korela-
cji pomigdzy aktywnoscig transkrypcyjng podjednostki
hTR a zaawansowaniem choroby. Nasze badania, prze-
prowadzone na podstawie analizy ilosciowej real time
QRT-PCR wykazaty korelacje ekspresji hTR z bardziej
zlosliwym typem nowotworu skéry, a wiec wydaje sig,
ze ocena molekularna podjednostki hTR powinna by¢
wykonana na podstawie analizy iloSciowej, a nie tylko
jakosciowej.

Udzial podjednostki hTR w procesie nowotworze-
nia nie zostal do konica wyjasniony. Podjednostka hTR
jest sktadowg telomerazy, enzymu, ktéry syntetyzuje
DNA telomeréw. W trakcie kazdego podziatu komérek
somatycznych zachodzi systematyczne skracanie ter-
minalnych fragmentéw chromosoméw, czyli utrata
DNA telomeréw, co prowadzi do blokady podziatéw
i Smierci komorek. Telomeraza jest enzymem o aktyw-
nosci odwrotnej transkryptazy specyficznie wydtuzaja-
cej koniec 3’ DNA, a wigc utrzymuje ona statg dtugosé
telomeréw i zapewnia przekazanie komérce potomne;j
petnej informacji genetycznej. Aktywnos¢ telomerazo-
wa stwierdzono w komoérkach nowotworowych, co wig-
ze si¢ z niesSmiertelnoscig tych komoérek i ich zdolno-
$cig do nieograniczonych podziatéw [21]. Z danych li-
teraturowych wynika, ze podjednostka hTR moze
regulowac zaréwno ekspresje [2], jak i aktywnos¢ telo-
merazy [3], a zatem hTR wydaje si¢ by¢ jednym z ge-
néw biorgcych udziat w transformacji nowotworowe;.
Korelacja pomiedzy podwyzszong ekspresjg hTR a bar-
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dziej ztosliwym rakiem SCC nasuwa przypuszczenie,
ze poziom ekspresji tego genu poprzez silniejszg sty-
mulacj¢ telomerazy moze wptywac na powstanie bar-
dziej ztosliwego raka skory.

Podziekowania

Autorzy pragna podzigkowaé mgr Longinie Swiat-
kowskiej z Katedry i Zaktadu Analizy Instrumentalne;j
Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach za nieoce-
niong pomoc w statystycznym opracowaniu wynikéw.

PiSmiennictwo

1. Counter CM: The roles of telomeres and telomerase in cell li-
fe span. Mutat Res 1996; 366: 45-63.

2. Natarajan S, Chen Z, Wancewicz EV, et al.: Telomerase rever-
se transcriptase ("'TERT) mRNA and telomerase RNA (hTR)
as targets for downregulation of telomerase activity. Oligonuc-
leotides 2004; 14: 263-73.

3. Hayashidani Y, Hiyama E, Murakami Y, et al.: Attenuation of
telomerase activity by hammerhead ribozymes targeting human
telomerase RNA and telomerase reverse transcriptase in pan-
creatic carcinoma cells. Hiroshima J Med Sci 2005; 54: 21-7.

4. Btasiak J, Kadlubek M, Kubryn I, et al.: Expression of human
telomerase subunit genes in endometrial cancer. Pol J Gyna-
ecol Investig 2001; 3: 153-6.

5. Nowak J, Januszkiewicz-Lewandowska D, Pernak M, et al.:
Wysoka aktywnosc i ekspresja telomerazy jako marker nowo-
tworowy w ostrych biataczkach u dzieci. Pediat Prakt 2002;
10: 33-6.

6. Maitra A, Yashima K, Rathi A, et al.: The RNA component of
telomerase as a marker of biologic potential and clinical outco-
me in childhood neuroblastic tumors. Cancer 1999; 85: 741-9.

7. Wei Q, Fen S. Significance of human telomerase RNA expres-
sion in situ in malignant melanoma. Hunan Yi Ke Da Xue Xue
Bao 1999; 24: 107-9.

8. Glukhov Al, Zimnik OV, Gordeev SA, et al. Inhibition of te-
lomerase activity of melanoma cells in vitroby antisense oli-
gonucleotides. Biochem Biophys Res Commun 1998; 248:
368-71.

9. Nowak J, Januszkiewicz D, Lewandowski K, et al.: Activity
and expression of human telomerase in normal and malignant
cells in gastric and colon cancer patients. Eur J Gastroenterol
Hepatol 2003; 15: 75-80.

10. Chen W, Xiong X, Zhou H, et al.: Expression of telomerase
activity, telomerase RNA component and telomerase catalytic
subunit gene in lung cancer. Chin Med J (Engl) 2002; 115:
290-2.

11. Kyo S, Kanaya T, Takakura M, et al.: Human telomerase re-
verse transcriptase as a critical determinant of telomerase ac-
tivity in normal and malignant endometrial tissues. Int J Can-
cer 1999; 80: 60-3.

12. Wu A, Ichihashi M, Ueda M: Correlation of the expression of
human telomerase subunits with telomerase activity in normal
skin and skin tumors. Cancer 1999; 86: 2038-44.

13. Hu S, Chan HL, Chen MC, et al.: Telomerase expression in
benign and malignant skin neoplasms: comparison of three
major subunits. J] Formos Med Assoc 2002; 101: 593-7.

14. Chomczynski P, Sacchi N: Single-step method of RNA isola-
tion by acid guanidium thiocyanate-phenol-chlorophorm
extraction. Anal Biochem 1987; 162: 156-9.

292

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Witek A, Mazurek U, Paul M i wsp.: IloSciowa ocena ekspre-
sji genow telomerazy TERT, HTP1 i TR w prawidlowym en-
dometrium. Gin Pol 2001; 72, 12a: 1543-8.

Yoo J, Park SY, Kang SJ, wt al.: Expression of telomerase acti-
vity, human telomerase RNA, and telomerase reverse transcrip-
tase in gastric adenocarcinomas. Mod Pathol 2003; 16: 700-7.
Du BD, Wang P, Liu G, et al.: Telomerase activity and expres-
sion of its RNA component in laryngeal cancer. Lin Chuang
Er Bi Yan Hou Ke Za Zhi 2000; 14: 390-2.

Poremba C, Heine B, Diallo R, et al.: Telomerase as a progno-
stic marker in breast cancer: high-throughput tissue microar-
ray analysis of hTERT and hTR. J Pathol 2002; 198: 181-9.
Song M, Mi X, Li B, et al.: Expression of telomerase genes in
cancer development in atypical hyperplasia of the mammary
duct. Chin Med J (Engl) 2002; 115: 1221-5.

Ramirez RD, D’ Atri S, Pagani E, et al.: Progressive increase
in telomerase activity from benign melanocytic conditions to
malignant melanoma. Neoplasia 1999; 1: 42-9.

Jaruga E. Udzial telomeréw w regulacji podzialéw komoérko-
wych i starzeniu. Kosmos 1999; 48: 255-64.

Postepy Dermatologii i Alergologii XXII; 2005/6



