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Souhrn: Vychodiska: Zkracovani telomer (specifickych struktur na koncich chromozomii) na urcitou délku mize dat butice
signal k zastaveni déleni s naslednou bunécnou smrti. Ribonukleoproteinovy enzym telomeraza je klicova slozka, ktera je
schopnaudrzet délku telomer atim zarugit buinkam nesmrtelnost. Cilem nasi praceje zhodnotit kvantitativni metodu stanoveni
aktivity telomerazy (TeloTAAG Telomerase PCR-ELISA) pro odli $eni benigni a maligni tkané prsu a korelovat vysledky
stradi¢nimi prognostickymi indikatory a vyvojem onemocnéni. Metody, vysledky: Telomeraza byla vysettena ve tkanich 27
fibrocystickych adysplastickych [ézi, 27 fibroadenomi afyloidnich nadora a 154 karcinomi. Relativni aktivitatelomerazy se
v téchtotkanich signifikantné lisila, nejvyssi aktivitabylanal ezenavetkani karcinomi. Senzitivitatohoto stanoveni umalignich
mamarnich nadora je 73 % pii 93 % specificité u skupiny benignich mamarnich nadora. Ukazuje se, ze telomeraza je
prognostickym faktorem nezavislym na klasickych prognostickych faktorech pT, pN, ER a PR, protoze jsme nenalezli
signifikantni korelaci mezi aktivitou telomezy avelikosti nadoru, postizenim miznich uzlinakoncentradi steroidnich receptor.
Vyssi aktivitu telomerazy vykazuji nadory vice dediferencované a nadory nemocnych, u nichz ve sledovaném obdobi doslo
k progresi onemocneni. Zavér: Metoda kvantitativni analyzy aktivity telomerazy je vhodna k odliseni maligniho charakteru
z minimalniho vzorku tkang mléené zlazy. Vyssi aktivita telomerazy je asociovanas agresivnéjsim fenotypem nadoru.

Kli¢ova slova: telomeraza, kvantitativni analyza, karcinom prsu, benigni tkan prsu, korelace s klinicko-patol ogickymi Gdgji

Summary: Backgrounds: Shortening of telomeres (specialized structures at the ends of chromosomes) beyond acertain length
may signa a cell to stop division and to enter cell death. A ribonucleoprotein enzyme, telomerase, is akey component in
maintaining telomere length and is responsible for continuous cell growth. The aim of our work was to measure the levels of
telomerase expression in primary breast cancers and benign breast lesions by means of quantitative method (Telo TAAG
Telomerase PCR ELISA) and correlate telomerase activities with traditional prognostic indicators and disease outcome.
Methods, results: We analyzed telomerase activity in fibrocystic and dysplastic tissues (N= 27), fibroadenomas and phylloid
tumors (N=27) and breast carcinomas (N=154). Relative telomerase activity differed significantly in thesetissues. The highest
activity was found in breast cancer. Clinica sensitivity of telomerase activity determination for malignant tissues was 73% at
93% specificity in comparison with benign mammary tumors. The telomerase activity seemsto be an independent prognostic
factor in relation to pT, pN, ER, PR, because tumor size, positive axillary lymph nodes, and steroid receptor levels did not
correlate with telomerase activity. Thetrend of higher telomeraseis characteristic for less differentiated tumors and tumors of
patients with disease progression. Conclusions. Quantitative determination of telomerase activity is useful for distinguishing
benign and malignant tissuein minimal specimens of tumors. The higher activity isassociated with more aggressive malignant
phenotype.

Key words. telomerase, quantitative analysis, benign and malignant tumors, correlation with clinical and pathological data

Uvod

Starnuti somatickych bunék je zpiisobeno postupnym
zkracovanim specifickych zakon¢eni chromozomu — telomer
- pti kazdém mitotickém déleni. PFi ur¢ité minimalni délce
telomer sebuikauz dalenedéli aumira. Nadorové azarodetné
buiky nemaji tento replikacni limit diky ribonukleoproteinu
telomeraze. Tento enzym-— reverzni transkriptaza- je schopen
udrzovat telomery v dostateéné délce pridavkem druhové
specifickych sekvenci DNA (prolidské telomery jeto sled bazi
TTAGGG). Tim zgjistuje telomeraza nadorovym
azarodec¢nym buitkam nesmrtelnost (1-3).

Bylo prokazano, Ze telomeraza je exprimovana az v 90 %
lidskych nadort, zatimco v normalnich somatickych bunkach
je obvykle nedetekovatelna (4). Telomeraza se tedy zda byt
nadéjna jako obecny marker malignity, jehoz vysetieni Ize
provadét z neinvazivnich odbéra napi. v burikach ziskanych

vyplachem télnich dutin, v burikach uvolnénych do moce,
eventualné v odbérech s limitovangm mnozstvim tkang.
Dosavadni postupy stanoveni aktivity telomerazy uzivaji totiz
PCR amplifikaci telomerazového produktu, metoda tedy
vyzaduje minimalni mnozstvi vzorku (5). Vyvoj detekce
amplifikovaného produktu vedl od metod pavodné
kvdlitativnich k metodam kvantifikace aktivity telomerazy. Fxi
téchto postupech sevsak v ur¢itém procentu nadorovych vzorki
vyskytujenegativni interferenceinhibitori Tag polymerazy pri
PCR (6). Cilem nasi pr ace bylo vysetiit aktivitu telomerazy za
uziti kvantitativni metody jejiho stanoveni v extraktech benigni
amaligni tkang prsu a ziskané vysledky zhodnotit ve vztahu
k dostupnym Klinicko-patol ogi ckym udajam.

Pacienti, metody
V obdobi 1998 — 2000 jsme vysettili priabézné tkané nadort
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prsu operovanych v nasem ustavu, a to 27 fibrocystickych
adysplastickychlézi, 22 fibroadenomt abenignich fyloidnich
nadora a 101 karcinomt prsu. Retrospektivné bylo
analyzovano 53 karcinomu a 5 fibroadenomu a fyloidnich
nédorﬁ,ojejichi tkané byly ulozeny od operace v r.1990-1995
pii —80°C. V souboru karcinomu prsu bylo 51 % invazivnich
duktalnich karcinomu, 16 % lobularnich karcinomt a 33 %
nadort jiného typu. Patomorfologicka charakterizace nadora
byla provedena dle WHO kriterii. Nemocné byly léceny
asledovany v nasem ustavu podle standardnich postupi.

Te omerézakl)jxl avysetiovanametodou TeloTAAG Telomerase

PCR ELISAFLUS (Roche) (5). Uvedena kvantitativni ELISA
srovnava vysedny signal (=fotometricky méienou absorbanci)
produktu po puasobeni telomerazy amplifikovaného
polymerazovoutetézovou reakci (PCR) sesignalem ziskanym
amplifikaci vnitiniho standardu v piitomnosti nadorového
extraktu. Dojde-li k vyraznému shizeni absorbance obou
alikvott reakci, jeto dikazem pEitomnosti inhibitoru v extraktu
nadoru a vysledek je nehodnotitelny. V celkovém poctu
vysetienych vzorka jsme pozorovali inhibici této reakce jen
u vzorka karcinomu, a to v 6 ze celkového poctu 154
vysetienych (1. asi ve4 % pripada). Tytovzorky nelze powzitou
metodikou analyzovat a byly ze souboru vylouceny.
Analyticka charakteristikametody (7) odpovida komplexnosti
postupu molekularng-biologickych technik.

Relativn/ telomer dzova aktivita (RTA) byla piepoétena na

aktivitu standardniho materialu s definovanou koncentraci
syntetického telomerazového produktu (7) a normalizovana
na jednotnou optimalni koncentraci bilkoviny ve vzorku.
Bilkovina v extraktu tkané byla stanovena Bradfordovym
¢inidlem v pritomnosti extrakéniho pufru (8).
Stanoveni steroidnich receptori bylo provadéno do roku 1998
ligand-satura¢ni analyzou (9), diskrimina¢ni hranice byla
10 fmol/mg proteinu. Od r. 1999 pouzivame ELISA techniku
(ER, PgR EIA Monaoclonal, ABBOTT), cut-off je 15 fmol/mg
proteinu.
Vzhledem k negaussovkému rozlozeni hodnot aktivity
telomerazy byl na porovnani mezi raznymi skupinami dat
pouzit neparametricky neparovy Wilcoxontv test. Analyza
homogenity soubori vysetienych bezprostiedné i po delsi dobgé
uschovy tkani bylaprovedenataké dalsimi neparametrickymi
testy (viztab.1). Korelace mezi aktivitou telomerazy adal§imi
parametry bylahodnocena pomoci Spearmanova poradového
korelacniho koeficientu. Diskriminac¢ni hranice mezi
benignimi a malignimi nadory byla stanovena jako 90 %
kvantil aktivity telomerazy ve skupiné benignich fyloidnich
nadori a fibroadenomi. Pravdépodobnost bezptiznakového
pieziti bylastanovenametodou dleK aplan-Meiera, porovnani
funkci pieziti bylo provedeno Wilcoxonovym testem. Pro
statistickou anayzu dat jsme pouzili program S.A.S (SA.S.
Corp., verze 6.12 Carry USA).

Vysedky

Sovndn/m aktivity telomerdzy ve skupiné invazivnich duktalnich
karcinomii, odebranych v letech 1990-1995 a 1998-2000 jsme
ovéiili, zeneexistujesgnifikantni diferencemezi obémaskupinami
(tab.1). Pro dalsi andyzu byly proto obasoubory douceny.

Tab.l. Srovnani aktivity telomerazy v invazivnich duktalnich
karcinomech prsu vysetienych retrospektivné a prospektivné

RTA2
SOUBOR N b pd
MEDIAN Q1 Q3¢
1990-1995 33 1,199 0,470 2,380
1998-2000 46 1,327 0,716 2,005

aRTA relativni aktivitatelomerazy, P dolni kvartil (25 % kvantil), © horni
kvartil (75% kvantil), @ pro hodnoceni signifikance uzity testy: Wilcoxon,
medianovy, Kruskal-Wallis, Van der Waerden, Kolgomorov-Smirnov,
Cramer-von Mieses aKniper
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Tab. 2. Srovnani aktivity telomerazy v benigni a maligni tkani prsu

RTA?2

TKAO N pd

MEDIAN Q1P Q3¢
Fibrocystické a
dysplastické léze 27 0,007 0,000 0,075
Fibroadenomy,
fyloidni nadory 27 0,050 0,005 0,233 0,0001
Karcinomy 154 1,148 0420 2,320

ab iz tab.1, dsignifikace dle Wil coxonovatestu

Tab. 3. Aktivita telomer 4zy ve vztahu ke stupni diferenciace
karcinomi prsu

RTA2
GRADING N b pd
MEDIAN Q1 Q3¢
1+2 42 1,155 0410 1,901 0,0316
3 35 1,769 0,810 2457
abcdyiz tah.2

Tab. 4. Relativni telomer azova aktivita v nadorech dvou skupin
nemocnych vevztahu k progresi onemocnéni

N RTA?2
PREZITI N b pd
MEDIAN Q1 Q3¢
bez progrese 32 0,805 0,278 2,335 NS
sprogresi 20 1,454 0,376 2,288

abcd - viztah.2.

Tab.5. Hladiny steroidnich receptori v karcinomech prsu
stanovenych v nasem soubor u metodou ligand-vazebré analyzy (1990-
1998) a EL | SA technikou (1999-2000)

ER PR

ANALYZA N a
Median >cut-off Median >cut-off P

ligand-vazebna
metoda 6

ELISA 78

11,7 53 % 701 41%

0,0001

433 64 % 352 60%

aggnifikance dle Wilcoxonovatestu

Dysplasticka tkdsi prsuvykazujeaktivitu telomerazy nahranici
detekéniho limitu (tab.2). Telomer dzovd aktivita fibroadenomi
a fyloidnich tumori je vyrazné vyssi, ngjvyssi aktivita byla
zjisténa pro skupinu karcinomii. Wilcoxoniv test prokazuje
vysokou signifikanci rozdilu rozlozeni hodnot (tab.2,
p<0.0001). Diskriminac¢ni hranici mezi maligni a benigni
tkani jsme stanovili jako 90 % kvantil aktivity telomerazy
benignich fyloidnich nadora (RTA = 0.459). Za téchto
podminek dosahuje klinicka senzitivita telomerazy pro
karcinomy 73 % pii specificité 93 %, vztazeno na skupinu
nemalignich tumort. Skute¢né nulovou hodnotu RTA jsme
nalezli pouze ve 3% malignich nadord.

Mezi jednotlivymi histologickymi podtypy karcinomi jsme
nezjistili signifikantni diferenci, RTA bylanevyrazné vyssi ve
skuping invazivnich duktalnich karcinomi. Senzitivita
stanoveni se vsak lisila— pro duktalni karcinomy dosahovala
79 %, pro lobularni 72 % a ostatni nadory 65 %. Pramérna
aktivita telomerazy ve 3 karcinomech in situ (2 lobularni, 1
duktalni) se pohybovala na hranici cut-off. Priblizné 13 %
nadort z naseho souboru (predevsim vysetitenéhov letech 1998-
2000) bylo bi- nebo multifokalniho typu. RTA souboru
monofokalnich nadora se nelisila od skupiny nadort s vice
lozisky vjednom prsu. V ngjpocetngjsi histol ogické podskuping
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invazivnich duktalnich karcinoma jsme zhodnotili RTA ve
vztahu k diferenciacn/imu stupni (tab. 3). Aktivita telomerazy
vykazuje trend zvysenych hodnot s rostouci dediferenciaci
nadoru. Homogenita stanoven/ telomerdzy v individualnim
nadoru byla ovérena opakovanym stanovenim z jednoho fezu
(varia¢ni koeficient se pohyboval do 30 %). Telomeraza
v invazivnim duktalnim karcinomu T3 stanovena ve trech
riznych fezech vykazovala vétsi variacni koeficient - 71 %.
Tato vysoka variabilita odpovida morfologické charakterizaci
hodnocené v tésném sousedstvi odbéru tkang pro telomerazu
a koreluje s obsahem nadorovych bungk v preparatu. Podil
nadorovych bunek (asi 80, 20 a25 %) v téchto riznych odbérech
koreloval saktivitou telomerazy (odpovidgjici RTA byla2,630;
0,716 a0,901).

Progresi onemocnéni ve vztahu k RTA jsme hodnotili pouze
v retrospektivni ¢asti souboru (tab.4). | kdyz je ve skuping
nemocnych s progresi aktivita telomerazy vyssi, nedosahuje
signifikantnich hodnot. Vyznamnost tohoto rozdilu bude
zhodnocena ve vétsim souboru nemocnych.

Ve skuping karcinomi prsu jsme neprokazali vzajemnou
korelaci mezi hladinou RTA a velikosti nddoru, postizenim
miznich uzlin a obéma receptory steroidnich hormon:z. Trend
nepiimé asociace telomerazy a ER a PR byl nalezen pro
skupinu nadort vysettenych v prospektivni ¢asti studie.
Stanoveni receptori provedenych v tomto obdobi bylo
provedeno ELISA technikou, vysledky tohoto stanoveni se
signifikantné lisi od stanoveni ligand-vazebnou metodou jak
vlastni velikosti hladin obou receptorti, tak i procentem
pozitivnich nadora (tab.5). Statisticky vyznamnych hladin
dosahuje neprima korelace RTA s bezptiznakovym piezitim
(rg= -0,5068, p<0,0226, N=20), tentyz (statisticky
neprikazny) trend sleduje i celkové preziti (N =15).

Diskuse

Exprese telomerazy v priblizné 90 % malignich nadora stavi
metodu jejiho stanoveni do popiedi zajmu nejen pro moznosti
diagnostiky, de i terapie nadord (10). S vyuzitim PCR-
amplifikace produktu telomerazové muaze byt nyni tento
ribonukleoprotein detekovan s vysokou citlivosti, i kdyz jeho
hladina ve tkani je velice nizka. Diivéjsi metody umoziovaly
pouze kvalitativni testovani aktivity telomerazy, ato za uziti
autoradiografie s detekci radioaktivné znateného produktu.
Kvantitativni stanoveni TEloTAAG PCR ELISA ma proti t¢émto
metodam predevsim prednost postupu bez radi oaktivniho znateni
vzorku. Spolec¢na amplifikace anadedna specificka hybridizace
vnitiniho standarduv pritomnosti extraktu vzorku mizeupozornit
nainterferujici latky v nadorovém extraktu, vedoudi k falesng
negativnim vysledam (6). | kdyz ma tato metoda svoje omezeni
(nizké procento vzorkt nelze stanovit vzhledem k interferenci
vzorku s amplifikatni PCR reakci), umoziuje kvantitativni
vysetteni s reprodukovatelnosti odpovidagjici nékolikastupiiové
andyze (7). Stabilitatelomerazy po dobu minimalng 10 let byla
potvrzenai v dalsich studiich, které byly provadény nasouborech
nadort ulozenych v nadorové bance (11,12).

V nasem souboru bylo zpracovano celkem 208 vzorka.
Falesna negativitavliveminerferencepti PCR bylaprokazana
ve 4% pripadd. Ve skuping karcinomi bylo nalezeno 27 %
nadort, jejichz aktivitatelomerazy se pohybovala pod nami
ur&enou diskrimina¢ni hranici malignich abenignich hodnot.
Naopak, 7% ptipadia benignich fyloidnich nadort nebo
dysplastickych tkani piredevsim odebranym v sousedstvi
karcinomu vykazoval o vy $3i aktivitu nez bylauréena cut-off.
Tytozvysené hodnoty sevsak obvykle pohybovaly tésné nad
diskrimina¢ni hranici. Vysledky hodnoceni naseho souboru
mammarnich nadord odpovidaji dosud publikovanym
zavéram studii uzivajicich jiné kvalitativni metody prakazu
telomerazy (11-18).

Pricinanizké nebo nulové aktivity telomerazy v urgitém podilu
nadort prsu (5— 20 %) je dosud neobjasnéna. Jednaz moznych

vysvétleni je heterogenita nadoru nebo degradace telomerazy
vevzorku. Bylo ovéieno, ze pri uziti korekce méiené aktivity
na nadorovou celularitu bylo nalezeno asi 1% piipadi, kde
v analyzovaném vzorku nebyla rRNA jako mira bunéénosti
prokazana (11). Zjisténa heterogenita stanoveni telomerazy
v objemném nadort odpovida vysledkam vysetieni mnoha
dalsich parametrt, napt. steroidnich receptori. Ve srovnani
svysetienim nafezu tkang semuazejevit zaurcitych okolnosti
analyza extraktu vétsiho mnozstvi nadorového vzorku
vyhodou — charakterizuje spisereprezentativni vzorek nadoru.
Pecliva histologicka konfirmace nadoru a mikrodisekce pro
analyzu aktivity telomerazy vsak mohou snizit negativitu
malignich nadori na5 % (14).

Pres intenzivni studie zabyvajici se mechanismem ovlivnéni
exprese katalytické subjednotky telomerazy (hTERT), ktera je
limitujici determi nantou tel omerazové aktivity, neni dosudjasné,
zda n¢které maligni tumory nemohou mit skutesné jeji expres
blokovanu. Pri¢inoutétoinhibiceby mohlabyt bud’ nepritomnost
pozitivng pasobicich transkripénich faktor, nebo naopak
pritomnost aktivnich represori hTERT transkripce (15).

Vztah telomerazy k histologickému podtypu nadoru nebyl
jednozna¢né prokazan, i kdyz trend vyssich hodnot
uinvazivniho duktalniho karcinomu byl, podobre jako v nasem
souboru, nalezen (12). Telomeraza nevykazovala podie
drivéjsich studii provedenych bud kvalitativni nebo
semikvantitativni metodou korelaci s velikosti nadoru,
postizenim axilarnich miznich uzlin a stupném diferenciace
nadoru (11,16,17), i kdyz ptimy vztah ke gradingu byl také
prokazan(12). V nasem souboru jsmezvysené hodnoty aktivity
telomerazy s rostoucim stupném dediferenciace nalezli.
Nizka, spise nulova aktivita telomerazy v benignich
postizenich mléené zlazy bylajiz diive v malém procentu
piipadi dokumentovana (18,19). Uzitou metodou jsme
ovefili, zev mlééné zlaze sdysplastickymi zménami vykazuje
telomeraza obvykle aktivitu na arovni detekéniho limitu
pouzité metody. Pritomnost aktivni telomerazy v malém
podilu vzorki korel uje pravdépodobné spritomnosti drobnych
oblasti proliferace, coz potvrzujerovnéz nalez urcitého podilu
bunék této tkané v S-fazi (19), obzvlasté u mladych zen.
Rovnéz mammarni kmenové buiky, které sediferencuji bud’
v epitelialni nebo myoepitelialni buiiky, mohou ptisobit tuto
slabou pozitivitu (19). O néco vyssi hladiny telomerazové
aktivity dosahuji fibroadenomy a fyloidni nadory, obzvl asté
maligniho typu (18,20,21). Karcinomy in situ jsou pom &rné
¢asto pozitivni (22).

Nedavno byly publikovany nové poznatky o vlivu estrogenu
a progesteronu na regulaci telomerazy v cilové tkani. Oba
hormony se podilgji na transaktivaci vlastni katalytické
podjednotky telomerazy (hTERT) (23,24). In vitro bylo
prokdzano, ze zatimco estrogen telomerazu aktivuje,
dlouhodoby efekt progesteronu piisobi inhibi¢né proti estrogen-
indukované aktivaci hTERT exprese (23,24). Ve tkani
primarnich karcinomu prsu nebylaobvyklekorel acetel omerazy
s ER a PR prokazana (16,25,26). V nasem souboru jsme sice
nalezli mezi témito parametry (za uziti ELISA techniky
stanoveni steroidnich hormonti) naznak nepiimé korelace,
podobn¢ jako dalsi autori zauziti ligand-vazebné anayzy (11).
V obou souborech vsak neby! vztah téchto parametri statisticky
vyrazny. Vzajemné vztahy mezi mechanismy exprese
steroidnich receptori aaktivitou tel omerazy vinvivo systémech
jetiebaoverit naveétsich souborech.

Prace hodnotici prognosticky vyznam telomerazy nejsou
uzavieny, jeviak zigimé, zejgi vyssi aktivitakoreluje shorsi
prognézou (11, 12), jak také naznacuje nas soubor nemocnych.
Presurcité omezeni (PCR inhibice v malém procentu vzork)
je metoda kvantitativniho stanoveni aktivity telomerazy
vhodna pro priikaz maligniho fenotypu tkané mlééné zlazy.
Prestoze je vysledny projev telomerazy ovlivnén dalsimi ne
piesné prostudovanymi faktory (k nim patii délka telomer,
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regulacni proteiny, vlastni exprese katalytické podjednotky
hTERT apod.), jevi se uziti tohoto enzymu v nékterych
oblastech onkologie vyznamné. Vhodnost testovani
telomerazy v materialu ziskaném odbérem tenkou jehlou
v piipadech suspektniho karcinomu prsu bylapotvrzenamnoha
studiemi (15,27-29). Vyznam vyuziti stanoveni telomerazy ¢i
jejich slozek pro hodnoceni minimalnich ¢i neinvazivnich
odbéra, pii stanoveni chemoresistence nadort (30), pfi
monitorovani aktivity v séru (31) apii uziti anti-telomerazové
terapi e bude pravdépodobné zhodnocen v blizké budoucnosti.
Na modelu kvasinek byly nedavno popsany alternativni cesty
udrzovani délky telomer (AL T) nezavislé naaktivite telomerazy,
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