SZEMESZET

139. évfolyam (2002) 55

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum Szemészeti Klinika (igazgato: Berta Andrds
egyetemi tandr)' és a Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet (igazgatd: Fésiis Ldszlo egyetemi tandr)’
kozleménye

Szemészeti tumorok telomerazaktivitasa 1.
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Bevezets: A relomerdz enzim (celluldris reverz transzkriptdz) a kromoszémavégek védelmét biztositja. Normdlis,
Jfelndit szomatikus sejtekben a telomerdz mdr nem expresszdlddik. Malignus sejtekben a telomerdz reaktivdlédhat,
ezért a tumorkutatdsban az enzim detektdldsa fontossd vdlt. A szerzék bemutatjik az ij, dltaluk kidolgozott kvantitativ
mérési modszer kezdeti eredményeit szemészeti és szemhéjszéli bértumorok esetén.

Anyag és médszer: Sajdt miitéti anyagbdl szdrmazo tumorszovet-extraktumok és HL-60 sejtek telomerdz aktivitdsdt a
szerzOk dltal kifejlesztett kvantitativ detektdldssal, a TP-TRAP assay-vel hatdroztdk meg. Hisztopatoldgiai feldolgozdst
kovetden 24 tumormintdbol végeztek (14 intraoculdris, 10 szemhéji és periorbitdlis lokalizdcidjii) enzimmérést.
Eredmények: A mintdk kéziil 12 melanoma malignum chorioideae-bél 7 eset, 5 basalsejtes carcinomdbdl 4 volt
telomerdz-pozitiv. A 2 retinoblastomds anyagminta koziil csak az egyik mutatott pozitivitdst. A benignus tumorban a
telomerdz reaktivdloddsdt nem tudtdak verifikdlni.

Kovetkeztetés: A szerzok az uj telomerdz enzim assay-t (TP-TRAP) elséként alkalmaztik szemészeti tumormintdk
eseteiben. A kezdeti eredmények szerint a mddszer alkalmasnak tiinik a szemészeti tumorok diagnosztikai és
prognosztikai markereinek kifejlesztésére.

Kulcsszavak: telomerdz, telomer, szemészeti tumor, TP-TRAP

TELOMERASE ACTIVITY OF TUMOURS IN THE OCULAR REGION (I)

Introduction: The telomerase enzyme (a cellular reverse transcriptase) protects the integrity of the ends of
chromosomes. In normal human somatic adult cells the telomerase is repressed. In malignant cells however the
enzyme may become reactivated; therefore the determination of the telomerase activity has become essential in
tumour research. Preliminary results are presented for telomerase activity in ocular and periocular skin-tumours,
measured using a new quantitative method developed by the authors.

Method: Tumour tissue samples which had been obtained during surgical interventions carried out in the Department
of Ophthalmology were tested. After histological evaluation the enzyme activity was measured in 24 tissue samples (14
intraocular, 10 from the eyelids or periorbital region). Telomerase activity was determined using the new TP-TRAP
assay method, which was developed by the present authors.

Results: Seven out of 12 uveal melanomas, and 4 out of 7 basal cell carcinomas were telomerase-positive. Telomerase
activity was detected in only one of the two retinoblastoma cases. In samples from benign tumours the presence of the
active form of the enzyme could not be verified.

Conclusion: This is the first time that the new telomerase enzyme assay (TP-TRAP) method has been used to test
ocular tumours. The preliminary data suggest that this method is suitable for developing diagnostic and prognostic
markers of tumours in the ocular region.

Keywords: telomerase, telomer, ocular tumour, TP-TRAP

Bevezetés

A telomerdz enzim egy celluldris reverz transzkriptdz,
mely a kromoszémavégek — az dgynevezett telomerek —
meghosszabbitdsdban, ujraszintézisében vesz részt. A
telomerdz ribonukleoprotein: RNS komponense (hTR) bel-
s6 templdtként, mintaként szolgdl a szintéziséhez, protein
komponense (hTERT) a telomerszekvencia megnyujtdsat
katalizédlja (1. dbra)."*®

Zajacz Magdolna professzorng 70. sziiletésnapja tiszteletére

Normal szomatikus sejtekben a telomeraz kismértékben
vagy egydltaldn nem expresszalodik, ezért e sejtekben a
telomerhossz folyamatosan csokken. A telomer/telomerdz
hipotézis szerint ezen telomerhossz-csokkenés vezet a sej-
tek oregedéséhez, pusztuldsdhoz (replikativ szeneszcencia).
Immortalis sejtekben — beleértve a tumorsejtek nagy részét
is — a telomerdz reaktival6dik, ennek kovetkeztében a meg-
rovidiilt telomerek stabilizdlédnak." Mivel a malignus tu-
morok 85-90%-dban kimutathaté a telomerdz, ezért a
telomerazaktivitds detektdldsdnak fontos szerepet tulajdoni-
tanak a tumorkutatdsban.>®!?
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1. dbra. A telomerdz enzim szerkezete

A telomerdz kvantitativ detektdldsa azonban meglehetd-
sen bonyolult feladat a sejtekbél, szévetekbs] kinyerhets
enzim csekély aktivitdsa miatt. Végiil Kim és mtsai 1994-
ben kifejlesztettek egy PCR (polymerase chain reaction)
alapd telomerdzmérési médszert, a TRAP (Telomeric
Repeat Amplification Protocol) assay-t.'"" Ez a szenzitiv
médszer lehetGvé tette a telomerdzmérést kisméretd tumo-
rok esetében is, példdul akar 100 sejtbdl 4ll6 szolid dagana-
tokbdl is.

E moédszert alapul véve munkacsoportunk kidolgozott
egy modositott, egyszeriibb telomerdzmérési protokollt, a
TP-TRAP-t (two primer-TRAP). 67

A szemészeti tumorok eseteiben a telomeriz enzim sze-
repérdl kevés irodalmi adat ismert.”'* Ezen kozlemények az
eredeti mérési assay-n alapulnak. Munkdnkban a
tumormintdk telomerdz aktivitdsdnak mérésére az tij proto-
kollt hasznéltuk.'® A munkacsoportunk 4ltal médositott,
kvantitativ meghatérozasra kivaléan alkalmas mérési proto-
kollt els6ként alkalmaztuk szemészeti tumorok eseteiben.
Az 1j diagnosztikai médszer lehetévé teszi a daganat rend-
kiviil kis mérete esetén is (néhany mikrogramm) a telome-
rdzaktivitds detektdldsat.

Anyag és médszer
1. Telomerdzt tartalmazé extraktumok készitése

Vizsgdlataink el6tt szdmos sejtvonalat teszteltiink és vé-
giil a HL-60 (human promyelocytds leukaemia) sejtet v4-
lasztottuk, mivel kénnyen tenyészthetd és magas a telome-
rdzszintje. Ezekbdl, illetve a Szemészeti Klinika mdtéti
anyagabol szarmazé tumorszévetekbdl telomerdzt tartalma-
z0 sejt-, illetve szovetextraktumokat készitettiink. Az ext-
raktumok készitéséhez a Kim és mrsai 4ltal bevezett deter-
gens lizis médszert alkalmaztuk.'© A mintdk proteinkon-
centrdcidjat Bio-Rad protein-assay segitségével hatdroztuk
meg. A mintdk intaktsdgdnak ellenGrzésére megmeértiik
ALP (alkalikus foszfatdz) aktivitasukat. Csak azon mintdk
szerepeltek a késGbbi vizsgalatokban, amelyek detektdlhatd
ALP aktivitdssal rendelkeztek.
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2. A telomerdzaktivitds detektdldsa

A telomerdzméréshez sziikséges oligonukleotidokat la-
boratériumunkban szintetizdltuk a Pharmacia Gene As-
sembler Plus oligonukleotidszintetizalg késziiléken. A
PCR-reakcidhoz felhasznélt primerek tisztitdsa gélelektro-
forézissel tortént. A telomerdzmérésekhez felhasznalt
oligonukleotidok:

MTS primer: 5°-AGCATCCGTCGAGCAGAGTT-3’

RP primer: 5’-TAGAGCACAGCCTGTCCGTG-3’

RPC3 primer:

5’-TAGAGCACAGCCTGTCCGTG (CTAACC)3-3

A telomerazaktivitdst az dltalunk modositott PCR alapu,
kvantitativ mérési médszerrel hatdroztuk meg.'""” A mérés
egyszerisitett elve a 2. dbrdn l4thaté.

E médszer esetén a PCR-reakcié nagy részében a reverz
primer nem random médon, hanem csak a DNS-
fragmentek termindlis régiGjahoz kot6dik, igy a 1étrejové
PCR-termékek hossza jél reprezentalja a telomerdz enzim
altal generdlt repeat-ek hosszit.

A keletkez& PCR-terméket 5%-o0s TCA-val csaptuk ki, a
precipititumot GF/C iivegsz{irén izoldltuk, a csapadék ra-
dioaktivitdsat folyadék-szcintilldciés méréssel hatdroztuk
meg.

A tumormintdk esetében a detektilds €rzékenységének
novelése érdekében a PCR-ciklusszdmot a legtobb esetben
megemeltiik 27-r61 29-re. A TP-TRAP Gsszefoglal6 1épése-
ita 2. dbra tartalmazza.

Osszesen 24, szemészek 4ltal eltavolitott, kiilonbdza ré-
gi6bol szdrmazé tumorminta keriilt feldolgozasra. Tizen-
négy intraocularis tumorb6l valamint tiz szemhéjon és peri-
orbitalisan elhelyezkedd terimébdl szarmazé mintdt hasz-
ndltunk.

A végleges diagnézist a kérszovettani feldolgozas utdn
allapitottuk meg. A vizsgalat menetének algoritmusat a 3.
dbran tiintettiik fel.

Tekintettel a mintak alacsony szdmdra, statisztikai anali-
zist nem végeztiink.

Néhdny kontroll vizsgilat esetén a radioaktiv jelolést el-
hagytuk és a PCR-produktumokat 10%-os poliakrilamid
g€len vilasztottuk el (futtatds 2 éran at, 300 V-n). A szétvi-

MTS primer
elongacié telomerézzal (30 percig, 30 °C-on)
NS

l 1-2 PCR-ciklus alacsonyabb hémérsékleten

‘—
RPC3 primer

l 3-29 PCR-ciklusok magasabb hémérsékleten

—
MTS primer RP primer

_— >

2. dbra. A TP-TRAP assay alapelve
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A beteg mutéte
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tumorminta szallitdsa =70 °C-on
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a tumorminta feldolgozésa
(CHAPS puffer, +4 °C, Rn-az inhibitor)
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ALP mérése
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telomeraz-meghatarozas

3. dbra. A miitéttdl a telomerdz-meghatdrozdsig

lasztott fragmenteket SYBR green I. DNS-festékkel tettiik
lathat6va.

Eredmények

Osszesen 24 tumormintdt vizsgaltunk meg, ebbdl 4 min-
ta ALP-negativ volt, ezért ezeket kizértuk a vizsgalatbdl. A
mintdkban mért radioaktivitist az azonos, hdkezelt
tumormintdban mért radioaktivitdssal vetettiik Ossze.
Amennyiben ez az ardny meghaladta a 2,0-et, a mintdban
levé telomerdzaktivitast pozitivnak vettiik.

Tizenkét melanoma malignum chorioideae-t vizsgéltunk
meg. A szdvettani feldolgozds sordn a 12 mintdb6l 10 orsé-
sejtesnek, 2 epithelialis sejtesnek adddott. Az igazolt
melanoma malignum eseteiben a telomerdzaktivitds 7 eset-
ben volt pozitiv. A basalsejtes carcinomédbdl 5 minta feldol-
gozdsdra kertilt sor. Ezek koziil 4 volt telomerdz-pozitiv.
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5. dbra. Radioaktivitds basalioma eseteiben
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4. dbra. Radioaktivitds melanoma malignum eseteiben

A fentieken kiviil egy benignus elvdltozast, keratosis
seborrhoicit is feldolgoztunk: ebben a mintdban telomerdz
enzimet nem tudtunk detektdlni.

Vizsgalatainkban szerepelt 2 retinoblastomds anyagmin-
ta is. Az egyik mintdban nem taldltunk telomerdzaktivitdst.
A madsikban azonban mind a hékezelt, mind a nem hdkezelt
minta esetében magas radioaktivitdsértékeket kaptunk.

A pozitiv enzimaktivitds szdmadatait a 4., 5., 6. dbra
grafikonjai szemlélteti.

Annak érdekében, hogy megtudjuk, mi okozta néhédny
esetben a kiugréan magas dpm (desintegration per minute)
értékeket, a mintdkat gélelektroforézissel is megfuttattuk.
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6. dbra. Radioaktivitds retinoblastoma eseteiben
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CHAPS-puffer esetén nem kaptunk enzimaktivitdsra uta-
16 jelet. HL-60-extraktum esetén DNS-1étrit detektaltunk,
melynek fokai — felfelé haladva — egyre t5bb telomert tar-
talmazé szekvencia képét mutattik. A retinoblastoma-minta
esetén tehdt volt telomerjel, mig a hékezelt mintdndl ezt
nem lattuk, de a gél fels6 részén a degraddlt hosszabb
DNS-szakaszoknak megfelel§ sévok a pozitiv aktivitast je-
161hetik. Két melanoma malignum chorioideae-bdl szdrma-
z6 mintdt is megfuttattunk. A folyadék-szcintillaciéval
telomerdz-pozitivitdst mutaté minta gélelektroforézissel is
pozitiv jelet adott.

A folyadék-szcintilldciéval negativitdst mutaté minta
gé€lelektroforézissel sem mutatott aktivit4st.

Megbeszélés

Az elmilt években szdmos metodikat dolgoztak ki a
telomerdzaktivitds kimutatdsdra, illetve kvantitativ megha-
tdrozdsara.”'*'*'” Minden mérési eljdrds azon alapszik,
hogy a telomerdz enzim meghosszabbit egy oligonukleotid
primert a telomerszekvencidk beépitésével. Az igy keletke-
zett elsédleges produktum kozvetleniil detektdlhatd (kon-
venciondlis médszer) vagy PCR (polimeréz lancreakcio) -
amplifikdldst kovetSen valik mérhet6vé. A telomerazaktivi-
tds kvantitativan a primerek meghosszabbitdsdb6] szdrma-
20, beépiilt telomerszakaszok 0sszmennyiségével jellemez-
hetS. A telomerazaktivitds tehdt fiigg az enzim processzivi-
tdsdtol, vagyis attdl, hogy dtlagosan hédny darab telomerikus
ismétlgdéssel hosszabbodnak meg a primerek, valamint
fiigg az enzim dtvételi ardnyatdl, azaz adott idG alatt meny-
nyi primert hosszabbit meg az enzim.®

A telomerdz enzim kutatdsdban nagy 4ttorést jelentett a
PCR alapi telomerdzmérési médszer, az ugynevezett
TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) assay
kifejlesztése.' Ezen médszer nagysdgrendekkel megemelte
a telomerdzaktivitds mérésének érzékenységét.

A PCR alapti telomerdzmérési eljarasbol kiindulva egy
egyszer(sitett protokollt dolgoztunk ki. A Kim és mtsai 4l-
tal bevezetett TRAP assay-nek kifejlesztettiik egy modosi-
tott véltozatat, amelynél a telomerdz-produktumok hossza
nem véltozott a PCR-amplifikdlds sordn. Ez a médositott
protokoll alkalmasnak bizonyult a telomeriz processzivi-
tdsdnak meghatdrozdsdra is.'®!”

A médszert eddig még a szemészeti tumorok telomerdz-
aktivitdsdnak kimutatdsdra nem alkalmaztik. Sajdt vizsga-
latainkban ezzel az dj TP-TRAP eljdrdssal sikeriilt a telo-
merdz enzimet kimutatni az intraocularis, valamint a szem
kornyéki tumorb6l szdrmazé mintakbél.

Az irodalmi adatok alapjdn a szemészeti tumor kutatés-
ban a telomerdz enzim szerepét uvealis melanoma
malignumok €és retinoblastoma eseteiben vizsgaltak.

A jelen tanulmény vizsgilati eredményei az irodalmi
adatokkal nem teljesen korreldlnak. Heine és mtsai minden
vizsgdlt melanoma esetében pozitiv telomerazaktivitdst
detektéltak.” Rohrbach tanulmanydban a melanoma
malignumbdl szdrmazé tumormintdk 90%-dban taldlt
telomerazreaktivitdst." Sajat vizsgdlatainkban az igazolt
melanoma malignumok 58,3%-a bizonyult telomerdz-pozi-
tivnak. Valdszindleg a metodikak kiilonboz8sége magya-
rdzza az eltérést. A retinoblastomak vizsgdlata sordn mind
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a hokezelt, mind a nem hékezelt mintdk értékelése sordn
magas dpm-értékeket kaptunk, de pozitivnak csak az egyik
minta bizonyult. A Gupta és mtsai dltal végzett vizsgdlatok
szerint a telomerdzaktivitds hidnyéban, illetve a még megle-
v0 hosszi telomerldncok esetében is a retinoblastoma’ né-
vekedésre képes. Val6szintinek tartjuk, hogy a vizsgilt
retinoblastomds mintdinkban is ez a jelenség magyardzza a
két teljesen kiilonboz6 aktivitdsi értéket.

Az altalunk vizsgalt kiilonb6zd tumortipusok eltérd
ardnyban mutattak aktivitdst. A nem hékezelt tumormintik
radioaktivitdsa a hkezeltekhez képest legnagyobb arany-
ban a basaliomdk eseteiben volt emelkedett. Ennek oka a
telomerdz enzim reaktivédcidjanak kiilonbozé mértéke lehet.
A kapott eredményekre irodalmi vonatkozds nem ismert. A
mai modern molekuldris bioldgiai médszerek tovédbbfe;jls-
désével mdr a telomerdzt expresszdlé géneket is tudjak
részben azonositani, illetve klénozni.'

Ett6l a médszerek tovabbi finomitdsa, a szenzitivitds fo-
koz6dasa vérhaté a kozeljovében.

A nem tumoros szemészeti szovetmintik telomerdzak-
tivitdsdt csak az utobbi idSben vizsgaltdk.>'> Az enzimet
cornealis endothelsejtekbdl €s pterygiumbdl detektaltdk. A
cornealis endothelsejtekben nem mutatott aktivitdst az en-
zim.’ A pterygium eseteiben a szerzsk felvetik a reaktival4-
dott telomeraz patogenetikai szerepét is a korkép kialakuld-
sdban."

Lavelle és mtsai 6sszefoglalé tanulményukban az eddigi
ismeretek Osszegzéseként felvetik annak lehet&ségét, hogy
a telomer/telomerdz timaddspont (target) a 3. évezred
tumorterdpidjdnak alapkove lehet. A kiilonbozé stratégiai
lépések lehetnének: a telomerdz direkt inhibicidja, a telo-
merek kozotti interferencia és egyéb telomerekkel valg in-
terakcio.

Mind a sajét eredmények, mind az irodalmi adatok alap-
jan ugy véljiik, hogy az 1j telomerdz enzim assay (TP-
TRAP) vizsgilat a jovSben fontos diagnosztikus és prog-
nosztikai markerré vélhat a szemészeti tumorok eseteiben.
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