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ABSTRACT

Objective: the role of telomerase activity and telomere length
in the adenoma-carcinoma sequence of colon carcinogenesis has
not been well established. The objective of this study was to deter-
mine telomerase activity and telomere length patterns in patients
with adenomatous polyps either associated or not with colorectal
cancer, as well as the role of telomeric instability in the adenoma-
carcinoma sequence.

Patients and methods: we included in the study 14 patients

who underwent surgery for colorectal cancer and/or polyps. In 6
of these patients fresh samples of tumor tissue, polyps, and nor-
mal mucosa were obtained; in the 8 remaining cases, we collected
only polyps and normal mucosa. We used the fluorescent-telomer-
ic repeat amplification protocol assay (TRAP-F) to determine
telomerase activity and telomere length using Southern-blot test-
ing.
Results: telomerase activity was detected in 86% of polyps
and 50% of associated normal mucosa. Mean telomerase activity
in polyp tissue was 5.85; in the normal mucosa it was 0.58 TPG.
Mean telomere length was 6.78 Kbp and 7.78, respectively.
Polyps in patients without synchronous cancer had a telomerase
activity that was significantly higher (9.4) than in those with can-
cer (1.1).

Conclusions: telomerase activity increases in the colorectal
adenoma-carcinoma sequence, concurrently with a decrease in
telomere length. The presence of synchronous cancer modifies
telomerase activity in polyps.

Key words: Telomerase activity. Telomere length. Colorectal.
Carcinoma. Polyp.
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INTRODUCTION

Currently, there is clinical, epidemiological and ex-
perimental evidence clearly indicating that polyps or
adenomas are precursor lesions for most colorectal ma-
lignancies. However, this does not mean that all polyps
evolve into cancer (1). From the colorectal cancer pro-
gression model proposed by Fearon and Volgestein (2)
in 1990, several studies have established the changes
apparent in the adenoma-carcinoma sequence. The main
changes are mutations, deletions, and loss of heterozy-
gosity (1,3-6).

Telomeres are structures located at the end of chromo-
somes in eukaryotic cells (7). They regulate gene expres-
sion, participate in the replication of chromosomes, and
protect them from degradation by nucleases. In somatic
cells, telomeres shorten progressively with each succes-
sive cell division. This progressive shortening is an im-
portant mechanism in the timing of human cellular aging.
When telomeres become sufficiently short undergo a
growth arrest called senescence phase, followed by apop-
tosis and death. Some cells escape from this mechanism
and proliferate indefinitely by the action of telomerase.
When these cells accumulate sufficient mutations affect-
ing the cell cycle, they can become cancerous. Telom-
erase is a ribonucleoprotein that compensates the short-
ening of telomeres by reverse transcription using its
intrinsic RNA as a template (8). In germ cells and tissues
with high rates of renewal, telomerase is active and main-
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tains genome integrity and stability ensuring the trans-
mission of total telomere length in each cell division (9).
Telomerase activity was detected in 80-90% of human
cancers, including colorectal cancer (10,11), while its ex-
pression in the normal mucosa was 86% (12).

The role of telomeric dysfunction in the adenoma-car-
cinoma sequence has not been well established. The re-
sults available so far are divergent, and few studies are
found in the literature comparing telomerase activity
(TA) and telomere length (TL) in polyps and the normal
mucosa of one same patient (13).

The first objective of this study was to determine the
behavior of telomerase activity and telomere length in
patients with polyps associated or otherwise with col-
orectal cancer, and the second objective was to explore
the role of telomeric instability in the adenoma-carcino-
ma sequence, as defined by telomerase activity being
higher in polyps than in adjacent normal mucosa, accom-
panied by changes or variations in telomere length.

PATIENTS AND METHODS

This preliminary study included 14 patients undergo-
ing surgery for colorectal cancer and/or for endoscopical-
ly non-resectable polyps at Hospital Universitari Arnau
de Vilanova, Lleida (Spain). Six of these patients had
colonic tumors, polyps, and macroscopically normal mu-
cosa 10 cm away from the tumor, while the remaining 8 sam-
ples had polyps and normal mucosa.

All samples were frozen at -80 °C until their analysis.
The research protocol was approved by the Hospital’s
Ethics Committee.

Telomerase activity was measured by a quantitative
system using the fluorescent-telomeric repeat amplifica-
tion protocol assay (F-TRAP) (14,15), and the TRAPeze
Telomerase Detection Kit INTERGEN® Purchase, NY).
The methodology was performed using the TRAP tech-
nique previously described (10).

Telomere length determination was performed by
Southern blot using the TeloTAGGG Telomere Length As-
say kit (Roche Diagnostics GMBH Mannheim). Briefly,
2 micrograms of genomic DNA were digested with Hinf I
and Rsa I restriction enzymes, and the fragments separat-
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ed on 0.8 agarose gel. The DNA fragments were trans-
ferred onto a nylon membrane and hybridized to a specif-
ic probe for telomeric repeats (TTAGGG), digoxigenin-
conjugated. The hybridized probe was incubated with a
digoxigenin specific antibody covalently coupled to alka-
line phosphatase. Finally, the immobilized telomere
probe was visualized using a highly sensitive chemilumi-
nescent substrate for alkaline phosphatase. Chemilumi-
nescence was detected by the system based on a DDC
camera (Lumi-Imager), and analyzed with the Lumi-An-
alyst software (Boehringer Mannheim).

Telomere length was estimated according to 2(ODi) /
2 (ODi/Li), where ODi is the intensity of the chemilunis-
cent signal and Li is the length of TRF fragments at point
i. The unit of telomere length was Kilo-base pairs (Kbp).
TRF lengths were recorded as telomere length.

The statistical analysis was performed using the pro-
gram SPSS 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Results of
telomerase activity and telomere length are expressed as
mean values. A mean comparison was calculated using
Student’s t-test, Mann-Whitney U test, and Kruskal-Wal-
lis test. p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

The present pilot study includes 14 patients with col-
orectal polyps, of which 6 showed synchronous colorec-
tal polyps and cancer, while the remaining 8 were isolat-
ed polyps. All samples had telomerase activity and
telomere length measured.

— Patients with colorectal polyps (n = 14). Telomerase
activity expression was detected in 86% (12/14) of
polyps and 50% (7/14) of their corresponding normal
mucosa. Mean TA in polyps was 5.85 TPG and average
normal mucosal 0.58 TPG, the difference did not reach
significance (p = 0.077).

We observed a significantly lower TA in polyps in pa-
tients with synchronous colorectal cancer (1.10 TPG)
versus those who had no cancer (9.42 TPG), p = 0.020
(Table I).

Average telomere length in polyps was 6.78 Kbp, and
7.78 Kbp in the normal mucosa; this difference did not
reach significance (p = 0.082) (Table I).

Table I. Relationship of telomerase activity (TA) and telomere length in polyps and normal mucosa, both overall and in patients
with or without synchronous cancer. Values expressed as mean and range

Telomerase activity =~ Telomerase activity Sig. p Telomere lenght Telomere lenght Sig. p
polyp normal polyp normal
n=14 5.85 (0-33.40) 0.58 (0-2.35) 0.077 6.78 (3.21-6.78) 7.78 (4.83-7.78) 0.082
Cancer
Yes (6/14) 1.10 (0-3.58) 0.33(0-1.64) 0.242 6.96 (4.94-9.91) 7.51 (4.83-9.05) 0.269
No (8/14) 9.42 (0.91-33.4) 0.77 (0-2.35) 0.097 6.65(3.21-11.19) 7.98 (5.64-11.33) 0.173
P 0.020 0.345 0.852 0.950
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— Patients with synchronous colorectal cancer (n = 6).
In all, 83% of tumors (5/6), 67% of polyps (4/6), and
33% of normal mucosa (2/6) samples were telomerase-
positive. Telomerase activity in tumors was 5.65 TPG (0-
19.02), in polyps 1.09 (0-3.57), and in the normal mucosa
0.33 TPG (0-1.64). Differences between means were not
significant but showed a higher TA in tumors than in
polyps, and in polyps vs. normal mucosa (Fig. 1).

Average telomere length in tumors was 6.28 Kbp
(4.20-8.80), in polyps 6.95 Kbp (4.94-991), and in the
normal mucosa 7.50 Kbp (4.83-9.05), without any signif-
icant differences (Fig. 1).

— Patients with isolated polyps (n = 8). Telomerase
activity was detected in 100% (8/8) of polyps and 62.5%
(5/8) of their corresponding normal mucosa. Mean telom-
erase activity in polyps was 9.41 TPG (0.91-33.41), and
0.77 in the normal mucosa TPG (0-2.35), but the differ-
ence was not significant between them. Mean telomere
length in polyps was 6.65 Kbp (3.21-11.19), and 7.98 in
the adjacent normal mucosa Kbp (5.64-11-33), without
significant differences.

D Telomerase
activity

- Telomere
lenght

Tumor Polyp Normal

Fig. 1. Telomerase activity (unit: TPG) and telomere length (TRF) (unit:
Kbp) in the tumor, polyp and adjacent normal mucosa of patients with
synchronous polyps and cancer.

Actividad de la telomerasa (unidad: TPG) y longitud del telémero (TRF)
(unidad: Kbp) en el tumor, pdlipo y mucosa adyacente normal de los
pacientes con polipos y cancer sincronico.

DISCUSSION

In our study 86% of polyps expressed telomerase ac-
tivity, as well as 50% of cases in their adjacent normal
mucosa. In one of the few published studies that com-
pared polyps with normal mucosa in the same patients,
the authors obtained TA expression in 22% of colorec-
tal polyps, and none of all normal mucosa specimens
(16). Other studies that compare TA in polyps with the
normal mucosa of different patients found that polyp
TA oscillates between 40 and 62.5%, these values be-
ing 0 and 18.5% in the normal mucosa (17-21). Related
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to those studies we observed a higher TA percentage in
polyps and normal mucosa, which we believe likely
due to the technique we used, fragment analysis by se-
quencing, which is very sensitive and can detect very
low telomerase activities possibly common in the nor-
mal mucosa, and that can be missed by other method-
ologies.

Mean telomerase activity in polyps was 5.85 TPG,
while it was 0.58 TPG in the adjacent normal mucosa.
Other authors published polyp TA figures that oscillate
between 1.7 and 7.8 TPG (17,20) in the normal mucosa,
from O to 3.34 TPG. None of these studies showed signif-
icant differences between polyp TA and normal mucosa
TA (17-20).

Polyps synchronic with tumors have a significantly
lower telomerase activity when compared to isolated
polyps. Paradoxically, those results are accompanied by
greater telomere length in the former. We think that this is
due to the activation of alternative mechanisms for the
maintenance of telomere length (ATL), which act with no
increase in activity (22,23).

Mean polyp telomere length was 6.78 Kbp and 7.78
Kbp in the normal mucosa (difference did not reach
significance). Mean values obtained in other studies in
which the normal mucosa was compared with polyps of
different patients, were as follows: Engelhardt et al.
(20) 7.1 Kbp in polyps and 7.46 Kbp in normal mucosa,
Kim et al. (24) obtained 9,41 Kbp in polyps and 9.25
Kbp in normal mucosa, with no significant differences
in both cases. Differences in mean telomere length
found by those authors between polyps and normal mu-
cosa were very small when compared to those in our
study, possibly due to the fact that they did not work
with paired samples.

We also studied the normal — adenoma — carcinoma se-
quence by measuring TA and TL in samples from 6 pa-
tients who had synchronous polyps and colorectal cancer,
in which we also analyzed the normal mucosa. This part
of the study could not be compared with other similar
studies as we found none the literature.

TA was found in 83% (5/6) of tumors, in 67% (4/6) of
polyps, and in 33% (2/6) of normal mucosa samples.
Mean TA in tumor samples was 5.65 TGP, 1.09 TPG in
polyps, and 0.53 TPG in normal mucosa. Those differ-
ences did not reach significance. We observed intermedi-
ate TA in polyps lower than in cancer but higher than in
normal mucosa. We can conclude that there exists a pro-
gressive increase in TA levels in the sequence normal
mucosa — adenoma — carcinoma, accompanied by a
diminution of telomere length. We observed a tendency
in the sequence normal tissue—adenoma—carcinoma
where TA increases with cell malignancy grade, and
telomere length diminishes. This behavior we think it due
to the fact that the cell division ratio also increases with
the passage from one tissue type to the next. We cannot
compare those results because we found no similar stud-
ies in the literature.



182 C. VALLS BAUTISTA ET AL.

We think that with more cases those differences could
be significant and confirm the existence of a sequence in
telomere behavior (TA and TL) from normal towards tu-
moral mucosa through polyps. We believe that for a study
of the sequence adenoma-carcinoma able to obtain coher-
ent results it is necessary that mucosa samples showing
the various stages of carcinogenic progression be studied
in the same patients. With this approach we eliminate
possible differences between individual patients and can
compare the same number of cases for each type of mu-
cosa. On the other hand, it allows to study the sequence
in each patient individually.

In all 8 patients with isolated polyps we observed the
same behavior as in all polyps taken together or in polyps
synchronic with tumors: a higher TA in polyps than in the
normal mucosa and lower telomere length in polyps ver-
sus the normal mucosa.

Although this is a preliminary study we can conclude
that there is a growing telomerase activity in the adeno-
ma-carcinoma sequence in the colonic mucosa, as well as
a decrease in telomere length as we move toward the nor-
mal mucosa from the tumor. The presence of synchro-
nous cancer modifies polyp telomerase activity.

In colorectal cancer there is an expression of telom-
erase that has been shown in previous studies. In the ade-
noma-cancer sequence we have demonstrated that there
is obvious telomeric dysfunction. This finding would be a
mechanism taking into account the changes already
known to occur in this sequence, including deletions, mu-
tations, oncogene activation, suppressor genes, or loss of
heterozygosity.
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RESUMEN

Objetivo: el papel de la actividad de la telomerasa v la longi-
tud del telébmero en la secuencia adenoma-carcinoma de la carci-
nogénesis colénica no ha sido bien establecido. El objetivo fue de-
terminar el comportamiento de la actividad de la telomerasa y la
longitud del telbmero en pacientes con poélipos adenomatosos
asociados 0 no a cancer colorrectal y conocer el papel de la ines-
tabilidad telomérica en la secuencia adenoma-carcinoma.

Pacientes y métodos: se estudiaron 14 pacientes interveni-
dos de cancer colorrectal y/o pélipos. En 6 de ellos se recogieron
muestra colénica tumoral, pélipo v muestra de mucosa colénica
normal, mientras que en los 8 restantes se tomaron muestras de
polipos y mucosa normal. Se determind la actividad de la telome-
rasa mediante el protocolo de amplificacién de repeticiones telo-
méricas (TRAP-F) y la longitud del telébmero por Southern-blot.

Resultados: se detect6 actividad de la telomerasa en un 86%
de los pélipos y en un 50% de sus correspondientes mucosas nor-
males. La actividad de la telomerasa en los polipos fue de 5,85 y
en la mucosa normal 0,58 TPG. La longitud del telémero fue
6,78 kbp y 7,78 respectivamente. Se observo que los pélipos de
pacientes que no presentaban cancer sincronico mostraban una
actividad de telomerasa significativamente superior (9,4) a aque-
llos con céncer (1,1) (p = 0,02).

Conclusiones: existe una actividad de la telomerasa creciente
en la secuencia adenoma-carcinoma en la mucosa colonica asi
como una disminucion de la longitud del telémero. La presencia
de céancer sincrénico modifica la actividad de telomerasa del poli-
po.

Palabras clave: Actividad telomerasa. Longitud telémero. Co-
lorrectal. Carcinoma. Pélipo.

INTRODUCCION

Actualmente existen evidencias clinicas, epidemiold-
gicas y experimentales que indican que los pélipos o ade-

Este estudio ha sido financiado en parte por el Fondo de Investigaciones
Sanitarias (01/0620) y FEDER. Cristina Valls: Beca predoctoral de la Ge-
neralitat de Catalunya.
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nomas son las lesiones precursoras de la mayoria de cén-
ceres colorrectales, aunque esto no indica que todos los
polipos desarrollen una neoplasia (1). A partir del modelo
de progresion del céncer colorrectal propuesto por Fea-
ron y Volgestein (2) en 1990 diferentes estudios han esta-
blecido los cambios que se producen en la secuencia ade-
noma-carcinoma. Los principales cambios corresponden
a mutaciones, deleciones y pérdida de heterocigosidad
(1,3-6).

Los teldmeros son estructuras localizadas en los extre-
mos de los cromosomas de las células eucariotas (7). Re-
gulan la expresion génica, participan en la replicacion
completa de los cromosomas y los protegen de la degra-
dacién por nucleasas. En las células somdticas, en cada
division celular se produce un acortamiento de los teld-
meros. Esta pérdida progresiva de longitud telomérica es
un importante mecanismo en el envejecimiento de las cé-
lulas humanas. Cuando los telémeros son suficientemen-
te cortos, se detiene de forma irreversible el crecimiento
celular, lo que se conoce como fase de senescencia, se-
guido de apoptosis y muerte. Algunas células escapan de
este mecanismo y se reproducen indefinidamente por ac-
cion de la telomerasa. Cuando estas células acumulan su-
ficientes mutaciones que afectan al ciclo celular, pueden
convertirse en cancerosas. La telomerasa es una ribonu-
cleoproteina que compensa el acortamiento de los teld-
meros mediante transcripcion inversa usando su ARN in-
trinseco como molde (8). En las células germinales y
tejidos con altas tasas de renovacion, la telomerasa estd
activada y mantiene la integridad y la estabilidad del ge-
noma, asegurando la transmisién de la longitud total del
telomero en cada division celular (9). Entre un 80-90%
de los canceres humanos presentan actividad de la telo-
merasa, incluyendo el cdncer colorrectal (10,11), mien-
tras la expresion en la mucosa normal oscila entre el 86%
(12).

El papel de la disfuncién telomérica en la secuencia
adenoma-carcinoma no ha sido bien establecido. Los re-
sultados existentes hasta hoy son divergentes y escasos
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los estudios encontrados en la literatura en los cuales se
compara la actividad de la telomerasa (AT) o la longitud
del telomero (LT) del pdlipo con las de la mucosa normal
del mismo paciente (13).

El primer objetivo de este estudio es determinar el
comportamiento de la actividad de la telomerasa y la
longitud del telémero en pacientes con pdlipos adeno-
matosos asociados o no a cdncer colorrectal y el segun-
do objetivo es conocer el papel de la inestabilidad telo-
mérica en la secuencia adenoma carcinoma, definida
como un aumento de la actividad de la telomerasa en el
polipo superior a la correspondiente mucosa normal,
acompaifiado de cambios o variaciones en la longitud de
los telomeros.

PACIENTES Y METODOS

Este estudio preliminar incluye 14 pacientes interveni-
dos quirtrgicamente de cdncer colorrectal y/o pdlipos no
resecables endoscopicamente en el Hospital Universitari
Arnau de Vilanova de Lleida. En 6 de estos pacientes se
recogieron muestra coldnica tumoral, pélipo y muestra
de mucosa coldnica macroscépicamente normal, alejada
10 cm del tumor, mientras que en los 8 restantes se toma-
ron muestras de pélipos y mucosa normal.

Todas las muestras fueron congeladas a -80 °C hasta el
momento de su andlisis. El protocolo de investigacion fue
aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica
del Hospital (CEIC).

La actividad de la telomerasa fue determinada a través
de un sistema cuantitativo, Fluorescent-Telomeric Repeat
Amplification Protocol assay (TRAP-F) (14,15), usando
el TRAPeze Telomerase Detection Kit (INTERGEN®,
Purchase, NY). La metodologia se realizé segtin la técni-
ca TRAP descrita previamente (10).

La determinacién de la longitud del telémero se reali-
z6 mediante Southern Blot, usando el kit 7eloTAGGG Te-
lomere Length Assay (Roche Diagnostics GMBH Mann-
heim). Brevemente, dos microgramos del DNA
gendmico fueron digeridos por las enzimas Hinf I y Rsa
I, y los fragmentos separados mediante una electroforesis
en gel agarosa al 0,8%. Los fragmentos de DNA se trans-
firieron a una membrana de nylon y se hibridaron con
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una sonda especifica para repeticiones teloméricas
(TTAGGG), conjugada con digoxigenina. Seguidamente
se incubd con anticuerpo especifico para digoxigenina
unido covalentemente a fosfatasa alcalina. Finalmente, la
sonda telomérica inmovilizada fue visualizada mediante
un sustrato quimioluminiscente para fosfatasa alcalina.
La quimioluminiscencia fue detectada por el sistema ba-
sado en DDC cdmara (Lumi-Imager) y analizada con el
software Lumi-Analyst (Boehringer Mannheim).

La longitud del telémero fue estimada usando la fér-
mula 2(0ODi) / 2 (ODi/Li), donde ODi era la sefal qui-
mioluminiscente y Li la longitud del fragmento TRF en
la posicién i. La unidad de la longitud del telémero fue
Kilopares de bases (Kpb).

El estudio estadistico de los resultados fue realizado
mediante el programa SPSS 14.0 (SPSS, Inc., Chicago,
IL). Los resultados de la actividad de la telomerasa y la
longitud del telémero se expresaron como medias. Se uti-
lizaron las pruebas T, U de Mann Whitney y Kruskal-Wa-
llis para la comparacién de medias. El grado de significa-
cion se establecid para una p <0,05.

RESULTADOS

Este estudio incluye por un lado 14 pacientes con poli-
pos colorrectales, de los cuales 6 presentaban sincrénica-
mente polipos y cdncer colorrectal mientras los 8 restan-
tes presentaban dnicamente pélipos aislados. De todas las
muestras se determind la actividad de la telomerasa y la
longitud del telémero.

— Estudio de los pacientes (n = 14) con pdlipos colo-
rrectales. La actividad de la telomerasa fue detectada en
un 86% (12/14) de los pdlipos y en un 50% (7/14) de las
correspondientes mucosas normales. La media de la AT
en los pélipos fue 5,85 TPG y la media en la mucosa nor-
mal 0,58 TPG, la diferencia entre ambos valores no llegd
a ser significativa (p = 0,077).

Observamos una AT significativamente inferior en los
polipos de pacientes con cdncer colorrectal sincrénico
(1.10 TPG) con respecto a los que no lo presentaban
(942 TPG), p = 0,020 (Tabla I).

La media de la longitud del telémero en los p6lipos fue
6,78 Kpb y en la mucosa normal 7,78 Kpb, siendo esta
diferencia no significativa (p = 0,082) (Tabla I).

Tabla I. Relacion de la actividad de la telomerasa (AT) y la longitud del telémero en los pélipos y la mucosa normal,
globalmente y en pacientes con o sin cancer sincrénico. Valores expresados como media y rango

Actividad telomerasa Actividad telomerasa  Sig. p

Longitud del teldmero  Longitud del teldmero  Sig. p

polipo normal polipo normal
n=14 5,85 (0-33,40) 0,58 (0-2,35) 0,077 6,78 (3,21-6,78) 7,78 (4,83-7,78) 0,082
Neoplasia
Si(6/14) 1,10 (0-3,58) 0,33 (0-1,64) 0,242 6,96 (4,94-9,91) 7,51 (4,83-9,05) 0,269
No (8/14) 9,42 (0,91-33,4) 0,77 (0-2,35) 0,097 6,65 (3,21-11,19) 7,98 (5,64-11,33) 0,173
P 0,020 0,345 0,852 0,950
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— Estudio de los pacientes (n = 6) con cdncer sincro-
nico. Resultaron telomerasa positivos un 83% de los tu-
mores (5/6), un 67% de los pdlipos (4/6) y un 33% de las
mucosas normales (2/6). La media de la AT del tumor fue
5,65 TPG (0-19,02), la del pdlipo 1,09 (0-3,57) y la de la
mucosa normal 0,33 TPG (0-1,64). Las diferencias entre
las medias no fueron significativas pero se observd una
mayor AT en el tumor que en el pdlipo y mayor AT en
este que en la mucosa normal (Fig. 1).

La media de la longitud del telémero en la mucosa tu-
moral fue 6,28 Kpb (4,20-8,80), la del pdlipo 6,95 Kpb
(4,94-991) y la de la mucosa normal 7,50 Kpb (4,83-
9,05) sin que las diferencias llegasen a ser significativas
(Fig. 1).

— Estudio de los pacientes (n = 8) con pdlipos colo-
rrectales aislados. La actividad de la telomerasa fue de-
tectada en un 100% (8/8) de los pdlipos y en un 62,5%
(5/8) de las correspondientes mucosas normales. La me-
dia de la actividad de la telomerasa en los p6lipos fue
9,41 TPG (0,91-33,41) y en la mucosa normal 0,77 TPG
(0-2,35), sin que la diferencia entre ambas mucosas fuera
significativa. El valor medio de la longitud del telémero
en los polipos fue 6,65 Kpb (3,21-11,19) y en la mucosa
normal 7,98 Kpb (5,64-11-33) sin diferencias.

DISCUSION

En este trabajo los pdlipos expresaron actividad de la te-
lomerasa en un 86% de los casos mientras que en su co-
rrespondiente mucosa normal se expresé en un 50%. En
uno de los pocos trabajos en la literatura que compara los
polipos con la mucosa normal de los mismos pacientes, los
autores obtuvieron una expresioén de AT en el 22% de los
polipos colorrectales, siendo negativa en todas las mues-
tras de la mucosa normal (16). Otros estudios comparan la
AT de los pdlipos con la actividad de la mucosa normal sin
que ambas mucosas pertenezcan al mismo paciente. Estos
estudios muestran una AT en los pdlipos que oscila entre el
40y el 62,5% y en la mucosa normal entre el 0-18,2% (17-
21). Hemos observado un porcentaje superior de AT tanto
en los pdlipos como en la mucosa normal en relacién con
los estudios anteriormente citados y creemos que podria
ser debido a que la técnica que hemos utilizado, andlisis de
fragmentos por secuenciacion, es muy sensible y puede de-
tectar actividad muy baja de la telomerasa, como la que
puede presentar la mucosa normal, pudiendo pasar desa-
percibida por otras metodologias.

La media de la AT en los pdlipos fue 5,85 TPG,
mientras que en la correspondiente mucosa normal fue
0,58 TPG. Otros autores han publicado cifras de AT en
los pélipos que oscilan entre 1,7 y 7,8 TPG (17,20) y en
la mucosa normal de 0 a 3,34 TPG respectivamente.
Ninguno de los estudios ha mostrado diferencias signi-
ficativas entre la AT del polipo y la de la mucosa nor-
mal (17,20).
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Los pélipos sincrénicos con el tumor presentaron una
actividad de la telomerasa significativa menor que aque-
llos pdlipos aislados. Paraddjicamente, estos resultados
se acompafiaban de una longitud del telémero superior en
los primeros. Creemos que esto es debido a la activacién
de mecanismos alternativos de mantenimiento de la lon-
gitud del telémero (ALT), que mantendrian la longitud
sin el consiguiente aumento de la actividad (22,23).

La media de la longitud del telémero en los pdlipos fue
6,78 Kpb y en la mucosa normal 7,78 Kpb sin que la dife-
rencia llegara a ser significativa. En otros estudios en los
cuales la mucosa normal con la que comparan los pélipos
no era del mismo paciente las medias fueron las siguien-
tes: Engelhardt y cols. (20) 7,1 Kpb en los pdlipos y 7,46
Kpb en la mucosa normal, Kim y cols. (24) obtuvieron
941 Kpb en los pdlipos y 9,25 Kpb en el tejido normal,
sin que las diferencias fuesen significativas en ninguno
de ambos casos. Las diferencias en las medias de la lon-
gitud del teldémero que observaron estos autores entre po-
lipos y mucosa normal eran muy discretas en relacion
con las que encontramos nosotros, posiblemente esto sea
debido a que no trabajaban con muestras apareadas.

Otro aspecto de este trabajo fue el estudio de la se-
cuencia mucosa normal-adenoma-carcinoma con la de-
terminacién de la AT y la LT en 6 pacientes que presenta-
ban pdlipos y céncer colorrectal sincrénico, y de los
cuales también se analizé la mucosa normal. Esta parte
del estudio no pudo ser comparada con otros trabajos si-
milares porque no los hallamos en la literatura.

Un 83% (5/6) de los tumores presentaron AT, un 67%
(4/6) de los pdlipos y un 33% (2/6) de las muestras de
mucosa normal. La media de la AT en las muestras tumo-
rales fue 5.65 TGP, en los pdlipos 1,09 TPG y en la mu-
cosa normal 0,53 TPG. Las diferencias no resultaron ser
significativas entre ninguna de las muestras. Se observé
una AT intermedia de los pélipos inferior a la de la muco-
sa tumoral pero superior a la de la mucosa normal. Podri-
amos concluir que existia un aumento de los niveles de
AT progresivo en la secuencia mucosa normal-adenoma-
carcinoma, acompafiado de una disminucién de la longi-
tud del telémero. Se observa una tendencia en la secuen-
cia tejido normal-adenoma-carcinoma, donde la AT
aumenta con el grado de malignidad de las células y la
longitud del telémero disminuye, este comportamiento
creemos que es debido a que el ratio de divisiones de las
células también aumenta al pasar de un tipo de tejido a
otro. No podemos comparar estos resultados porque no
existen estudios similares en la literatura.

Creemos que con un mayor nimero de casos estas di-
ferencias podrian llegar a ser significativas y confirmar la
existencia de una secuencia en el comportamiento de los
telomeros (AT y LT) desde la mucosa normal hasta la tu-
moral pasando por los pdlipos. Nosotros creemos que
para poder estudiar la secuencia adenoma-carcinoma y
poder obtener unos resultados coherentes debe hacerse
estudiando en un mismo paciente las diferentes mucosas
que corresponden a diferentes fases de la evolucidn carci-



186 C. VALLS BAUTISTA ET AL.

nogénica. Asi por un lado, eliminamos las posibles dife-
rencias entre individuos y podemos comparar el mismo
nimero de casos en cada una de las mucosas. Por otro
lado, nos permite estudiar la secuencia individualmente
en cada paciente.

También merece un comentario los resultados en los
8 pacientes con polipos aislados, en los que se observd
el mismo comportamiento que cuando se analizaron to-
dos los pélipos en general o los pdlipos sincrénicos al
tumor, es decir, una AT superior en los pdlipos que en
la mucosa normal y en la longitud del teldémero menor
en el polipo que en la mucosa normal.

A pesar de tratarse de un estudio preliminar pode-
mos concluir que existe una actividad de la telomerasa
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creciente en la secuencia adenoma-carcinoma en la
mucosa coldnica, asi como una disminucion de la lon-
gitud del telémero a medida que avanzamos de la mu-
cosa normal hacia la tumoral. La presencia de cdncer
sincrénico modifica la actividad de telomerasa del p6-
lipo.

En el CCR existe expresion de la telomerasa como se
ha evidenciado en estudios anteriores. En la secuencia
adenoma-céncer hemos demostrado que se produce una
disfuncion telomérica evidente. Este hallazgo supondria
un mecanismo m4s a tener en cuenta en los cambios ya
conocidos que se producen en esta secuencia como dele-
ciones, mutaciones, activacién de oncogenes o genes su-
presores o pérdida de heterocigosidad.
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