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Praca specjalna/Special work

Streszczenie
Ocena klonalności rearanżacji genów łańcucha γ receptora TCR należy już do standardu badań diagnostycznych
w przypadku chłoniaków pierwotnie wywodzących się ze skóry z komórek T (ang. cutaneous T-cell lymphoma – CTCL).
Również analizę aberracji chromosomalnych wykorzystuje się coraz powszechniej w diagnostyce białaczek i chło-
niaków pierwotnie węzłowych i skórnych. Celem przedstawianej pracy jest porównanie częstości występowania
nieprawidłowych klonów komórkowych w CTCL za pomocą metody cytogenetycznej oraz molekularnej, z zastoso-
waniem analizy rearanżacji genów TCRγ. Materiał badań stanowiły biopsje skóry, węzłów chłonnych oraz krew obwo-
dowa, pochodzące od 31 pacjentów z CTCL [25 przypadków ziarniniaka grzybiastego (ang. mycosis fungoides – MF), 
3 zespołu Sezary’ego (ang. Sezary syndrome – SS), 2 wielokomórkowego anaplastycznego chłoniaka z komórek CD30+
(C-ALCL) oraz 1 angiocentrycznego chłoniaka z komórek T/NK]. Dokonano analizy aberracji chromosomowych 
w metafazach uzyskanych z hodowli limfocytów krwi obwodowej pobranej od 27 pacjentów z CTCL (17 z MF, 7 z SS, 
2 z C-ALCL CD30+, 1 z chłoniakiem z komórek T/NK) za pomocą barwienia metodą GTG. W celu analizy rearanżacji
genów TCRγ badano tkanki pochodzące od 31 pacjentów z CTCL (25 przypadków MF, 3 SS, 2 C-ALCL, 1 angiocentrycz-
ny chłoniak z komórek T/NK). Do wykrycia nieprawidłowych klonów zastosowano metodę elektroforezy w gradien-
cie temperatur (ang. temperature gradient gel electrophoresis – TGGE) oraz opracowaną do potrzeb niniejszego 
badania nową technikę PCR/HD-MDE-PAGE (ang. polymerase chain reaction/heteroduplex-MDE-polyacrylamide gel).
Monoklonalność TCRγ wykryto u 22 (71%) spośród 31 chorych z CTCL, natomiast klonalne aberracje chromosomowe
u 19 (70,4%) z 27 badanych z CTCL. Uzyskane wyniki wykazały porównywalną czułość obu metod w wykrywaniu 
komórek nowotworowych oraz komplementarność metody cytogenetycznej i molekularnej opartej na analizie rearan-
żacji genu TCRγ w diagnostyce i monitorowaniu CTCL.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  CTCL, TCR, aberracje chromosomalne, klon, rozrost monoklonalny.
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Wstęp

Chłoniaki T-komórkowe wywodzące się pierwotnie ze
skóry (ang. cutaneous T-cell lymphoma – CTCL) stanowią
niejednorodną grupę nowotworów, z których najczęstszy-
mi są ziarniniak grzybiasty (ang. mycosis fungoides – MF)
i zespół Sezary’ego (ang. Sezary syndrome – SS). Diagno-
styka CTCL, mimo dość wyraźnych kryteriów, jest wciąż
trudna. Szczególnie dotyczy to wczesnych stadiów chło-
niaków, które klinicznie mogą imitować choroby zapalne,
np. wyprysk, atopowe zapalenie skóry, łuszczycę, przy-
łuszczycę, liszaj płaski, a nawet erytrodermię [1, 2]. 
Dużym problemem diagnostycznym w przypadku CTCL
jest wczesna detekcja komórek nowotworowych w skó-
rze i we krwi obwodowej. Jedna z metod ich identyfikacji
to wykrywanie we krwi obwodowej komórek Lutznera 
(Sezary’ego), które mają duże, pofałdowane jądro komór-
kowe (mózgokształtne – cerebriforme). Obecność tych 
komórek w liczbie >1000/mm3 stanowi cechę diagnostycz-
ną w SS. Jednak fakt wykrywania komórek Lutznera w in-
nych, nienowotworowych ww. dermatozach obarcza tę
metodę dużym błędem i nie zawsze pozwala na jedno-
znaczną interpretację wyników [1, 2].

Obecnie duże nadzieje we wczesnej diagnostyce CTCL
wiąże się z badaniem cytogenetycznym oraz molekular-
nym, opierającym się na wykrywaniu nieprawidłowych
klonów komórek T za pomocą analizy rearanżacji genów
TCRγ [2–7].

W przedstawianej pracy porównano częstość występo-
wania nieprawidłowych klonów komórkowych w pierwot-
nych chłoniakach T-komórkowych skóry analizowanych
za pomocą metody cytogenetycznej oraz molekularnej z za-
stosowaniem analizy rearanżacji genów TCRγ.

Materiał i metody

Materiał badań stanowiły biopsje skóry, węzłów chłon-
nych oraz krew obwodowa, pochodzące od 31 pacjentów
Kliniki Dermatologii Akademii Medycznej z rozpoznaniem
CTCL [25 przypadków MF, 3 SS, 2 anaplastycznego chło-

niaka wielokomórkowego CD30+ (cutaneous anaplastic
large cell lymphoma – C-ALCL) i 1 angiocentrycznego chło-
niaka z komórek NK/T].

Badanie cytogenetyczne polegało na analizie aberra-
cji chromosomowych w metafazach uzyskanych z hodow-
li limfocytów krwi obwodowej pobranej od 27 pacjentów
z CTCL (17 przypadków MF, 7 SS, 2 C-ALCL i 1 pacjent z an-
giocentrycznym chłoniakiem z komórek NK/T), barwio-
nych metodą GTG (trypsyna + Giemsa). Zgodnie z ogólnie
przyjętymi zasadami za aberrację klonalną uznawano ta-
ką, która występowała u pacjenta w 2 metafazach (aber-
racje strukturalne) lub 3 metafazach (aberracje liczbowe).

W celu wykrycia rearanżacji genów TCRγ badano tkan-
ki pochodzące od 31 pacjentów z CTCL (25 przypadków
MF, 3 SS, 2 C-ALCL i 1 angiocentrycznego chłoniaka z ko-
mórek NK/T). Z wycinków skórnych i fragmentów węzłów
chłonnych przechowywanych w temperaturze –80°C izo-
lowano genomowy DNA za pomocą zestawu A&A Biotech-
nology (Polska) i następnie przeprowadzono łańcuchową
reakcję polimerazy z użyciem 3 mieszanin starterów kom-
plementarnych do odcinka łączącego V-J TCRγ, jak opisa-
no poprzednio [3]. Otrzymane produkty rozdzielano me-
todą elektroforezy w gradiencie temperatur (HD-TGGE)
i/lub na żelu denaturującym MDE-PAGE. Uzyskane pro-
dukty rozdziału analizowano i archiwizowano przy użyciu
programu komputerowego FOTOAnalyst PC Image firmy
Fotodyne.

Wyniki

Analiza cytogenetyczna pacjentów z MF wykazała
obecność aberracji chromosomowych u 11 (64,3%) 
z 17 badanych. Klonalne aberracje chromosomowe wykry-
wano u 4 chorych (wyłącznie liczbowe u 3 pacjentów i aber-
rację strukturalną u 1 pacjenta), natomiast u 7 występowa-
ły aberracje nieklonalne. Wszyscy chorzy z aberracjami chro-
mosomowymi byli w stadium zaawansowania CTCL co
najmniej II (T1,2 lub 3, N0,1, M0). Kariotyp prawidłowy
stwierdzono u 6 pacjentów, spośród których 3 było w sta-

Abstract
TCRγ genes rearrangement analysis has already become a standard diagnostic method in cutaneous T-cell lymphomas
(CTCL). Chromosomal aberration analysis has been more commonly used in diagnostics of leukaemias and lymphomas.
The aim of the study was to compare the frequency of neoplastic clone incidence in CTCL determined by cytogenetic
and molecular methods (TCRγ genes rearrangement analysis). The skin, lymph nodes and peripheral blood from 
31 patients (25 with mycosis fungoides, 3 with Sezary syndrome, 2 with CTCL CD30+, 1 with angiocentric NK/T cell
lymphoma) were analyzed. The chromosomal aberrations in metaphase culture of peripheral blood lymphocytes from
27 patients with CTCL (17 – MF, 7 – SS, 2 C-ALCL, 1 – angiocentric T/NK cell lymphoma) were tested with GTG method.
The TCRγ genes rearrangement in biopsies from 31 patients with CTCL (25 – MF, 3 – SS, 2 – C-ALCL, 1 – angiocentric
NK/T cell lymphoma) were analyzed with PCR TGGE (polymerase chain reaction/temperature gradient gel electrophoresis)
and PCR/HD-MDE-PAGE (PCR/Heteroduplex – MDE – Polyacrylamide Gel). TCRγ monoclonality was confirmed in 71%
of patients with CTCL. Clonal chromosomal aberrations were found in 70.4% of CTCL cases. The results were comparable
and confirmed the complementarity of both methods in diagnostics and monitoring of CTCL.

KKeeyy  wwoorrddss:: CTCL, TCR, chromosomal aberrations, clone, monoclonalproliferation.
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dium I zaawansowania, a 3 w stadium II. Monoklonalność
genów TCRγ wykryto u 64% pacjentów z MF – wszyscy by-
li w co najmniej II stadium zaawansowania choroby (tab. 1.).

U wszystkich pacjentów z zespołem Sezary’ego wy-
krywano klonalne aberracje chromosomowe. Poza 1 przy-
padkiem z delecją del(8)(p21), jako jedyną zmianą w ko-
mórkach, kariotyp pozostałych pacjentów był najczęściej
złożony, z licznymi aberracjami strukturalnymi i liczbowy-
mi. Odnotowano okołodiploidalną liczbę chromosomów
z klonami poliploidalnymi. Obserwowane aberracje chro-

mosomowe prowadziły najczęściej do utraty materiału
chromosomów 2, 9, 10, 13 i 17. Wyniki badań cytogene-
tycznych pacjentów przedstawiono w tab. 2. i 3. Przykła-
dowe kariotypy zamieszczono na ryc. 1. i 2.

Aberracje chromosomalne stwierdzono także u 1 z 2
pacjentów z CTCL CD30+. Kariotyp pozostałych pacjen-
tów z tej grupy był prawidłowy (wyniki tab. 2.–3.). Mono-
klonalność genów TCRγ odnotowano u wszystkich pacjen-
tów z SS, C-ALCL, a także u pacjenta z angiocentrycznym
chłoniakiem z komórek NK/T. Zestawienie badań cytoge-
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TTaabb..  11..  Wyniki badania monoklonalności rearanżacji łańcucha γ receptora TCR

LLiicczzbbaa  ppaaccjjeennttóóww RRoozzppoozznnaanniiee MMoonnookklloonnaallnnoośśćć PPoolliikklloonnaallnnoośśćć

25 ziarniniak grzybiasty (MF) 16 (64%) 9

3 zespół Sezary'ego (SS) 3 0

2 CTCL CD30+ 2 0

1 angiocentryczny chłoniak z komórek T/NK 1 0

TTaabb..  22..  Wyniki badania cytogenetycznego pacjentów z zespołem Sezary’ego

LLpp.. IInniiccjjaałłyy PPłłeećć//wwiieekk KKaarriioottyypp

1. MS M/49 46,XY,del(8)(p21) [3]

2. JJ K/73 44,XX,-1,der(1)t(1;14)(q12;q11),der(3)t(1;3)(p32;p21),+der(3)t(3;?8)(q12;q22),der(4)t(1;?;4)
(q21;?;p16),del(5)(p12;p14),-9,inv(9)(p11;q13)c,der(10)add(10)(p13)t(10;17)(q23;q11),
der(12)t(9;12)(q13;p13),del(13)(q12q14),-14,-17,psudic(17;?)(p11;?),+mar [28]/46,XX, 
inv(9)(p11;q13) [30]

3. FH M/69 46,XY,der(1)t(1;11)(p36;q21),add(4)(q31),-10,+11,der(11)t(1;11)(p36;q21),der(11)t(11;20)(q13;q11),
der(20)t(13;20)(q14;q11)[cp11]/46,idem,add(1)(p36),t(2;14)(q11;q32) [5]

4. JK M/38 38-39,XY,add(2)(q31),add(10)(q22),der(12)(t(7;12)(q11;p13),add(11)(q25),add(12)(p13),-14,-15, 
i(17)(q10),+3mar [3]

5. DR K/66 43-46,X,-X,der(X;17)(q10;p10),add(2)(p13),del(6)(q23),-9,add(9)(p21),-10,add(11)(q23),-13, 
+16,+mar[cp12]

6. BK K/66 43-45,X,der(X)t(X;11)(p22.1;q13),der(2)t(10;2;10;2;10;13;4;13;4),der(4)t(4;13;4)(q22;?;q31),+7, 
der(10)(t(3;10)(p11;q11),der(13)t(2;13)(p23;q14?),i(17)(q10),der(18)t(18;12;22)(p11.2;?;q13?) 
der(19)t(19;21)((p13;q11),-21[cp29]/44-45,idem,+7,+7 [4]/44-45,X,-X, 
der(2)t(10;2;10;2;10;13;4;13;4),t(2;11)(q21;q11),+der(2)t(2;11)(q21;q11),der(4)t(4;13;4)(q22;?;q31), 
+7,del(8)(q22),del(9)(q13),+del(9)(q13),+del(9)(q11),-10,der(10)(t(8;10)(q22?;p15),-13,der(13)
t(2;13)(p23;q14?),der(17)t(X;17)(q13;p11)der(18)t(18;12;22)(p11.2;?;q13?),der(19)t(19;21)(p13;q11), 
-21[cp19]/46,XX [9]/92,XXXX [6] 

7. WB M/66 43,XY,add(2)(p13),add(3)(p21),-9,-10,add(12)(q24),-13,-17,A+mar [30])/86,XXYY idemx2 [8]

TTaabb..  33.. Wyniki badania cytogenetycznego pacjentów z CTCL CD30+ i angiocentrycznym chłoniakiem z komórek T/NK nosa

LLpp.. IInniiccjjaałłyy KKaarriioottyypp

CTCL CD30+

1. RH 46,XX [30]

2. LG 46,XY,del(3)(p23) [2]/54-62,+1,+7[2]/92,XXYY [3], niekl. [4]

chłoniak angiocentryczny nosa z komórek T/NK

1. ŁH 46,XY/92,XXYY [30/2]
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netycznych oraz molekularnych przedstawia tab. 3. Łącz-
nie w badaniu molekularnym monoklonalność wykryto
u 22 (71%) spośród 31 badanych z CTCL, natomiast obec-
ność klonalnych aberracji chromosomowych u 19 (70,4%)
spośród 27 badanych z CTCL.

Dyskusja

Pomimo wyraźnego określenia kryteriów diagnostycz-
nych CTCL, ich diagnostyka nadal nie jest łatwa. Oprócz ba-
dania histopatologicznego oraz immunohistochemicznego

skóry, powiększonych węzłów chłonnych, szpiku i badań
obrazowych narządów wewnętrznych, współczesna dia-
gnostyka oferuje możliwość oceny klonalności rearanżacji
genów receptora TCR oraz analizę aberracji chromosomal-
nych zarówno w skórze, jak i we krwi chorych [1, 3, 7, 8].

Zastosowanie metody łańcuchowej reakcji polimera-
zy PCR oraz elektroforezy o wysokiej rozdzielczości pozwa-
la na wykrywanie klonu TCR we krwi u ok. 40% pacjen-
tów z MF, natomiast w skórze w 90% przypadków MF
[9–13]. Ogólnie nieprawidłowe klony komórkowe wykry-
wano w 40–90% wszystkich CTCL [14].

W przeprowadzonych badaniach monoklonalność ge-
nu TCRγ stwierdzono u 64% pacjentów z MF, u wszystkich
pacjentów z SS, C-ALCL, a także u pacjenta z angiocen-
trycznym chłoniakiem z komórek T/NK typu nosowego.
Łącznie monoklonalność wykryto u 22 (71%) spośród 
31 badanych CTCL, co jest wynikiem zgodnym z badania-
mi innych autorów [2, 14]. Monoklonalność rearanżacji ge-
nów TCRγ korelowała z obrazem klinicznym CTCL oraz ze
stopniem zaawansowania choroby. Poliklonalność rearan-
żacji odnotowano we wczesnych stadiach MF, natomiast
monoklonalność raczej w późnych stadiach MF i SS.

Stwierdzenie monoklonalności genów TCR zostało uzna-
ne za niezależny negatywny czynnik prognostyczny w od-
powiedzi CTCL na leczenie [13]. W większości przypadków
zaobserwowano identycznie zrearanżowany klon w skórze,
węzłach chłonnych i krwi pacjentów z CTCL [13]. Znajdowa-
no także różne klony zrearanżowanego genu TCR w skórze
i węzłach chłonnych u ok. 1/3 pacjentów z MF [12]. Stwier-
dzenie monoklonalności genów TCR nie jest jednoznaczne
ze złośliwością procesu chorobowego [15]. Odnotowano 
bowiem jej obecność we krwi zdrowych osób oraz w skó-
rze pacjentów z dermatozami zapalnymi [15–18]. Istnienie
klonu nowotworowego w tych przypadkach zależało od wie-
ku i wiązało się głównie z komórkami CD8+ [19].

Występowanie aberracji chromosomowych jest jedną
z cech komórek nowotworowych, która pozwala na ich
odróżnienie od komórek prawidłowych. U chorych z MF/SS
aberracje wykrywa się w ok. 60% przypadków, najczęściej
w zaawansowanych stadiach tych chłoniaków. Kariotyp
opisanych do tej pory przypadków MF/SS był często zło-
żony, z licznymi aberracjami strukturalnymi i liczbowymi.
Nie wykryto dotychczas swoistej, powtarzalnej aberracji
chromosomowej [7, 20–25].

TTaabb..  44..  Zestawienie wyników badań molekularnych i cytogenetycznych (M – monoklonalność, P – poliklonalność, (+) stwierdzo-
no klonalne aberracje chromosomalne, (–) nie stwierdzono klonalnych aberracji, (+/–) stwierdzono aberracje, ale nieklonalne

RRoozzppoozznnaanniiee LLiicczzbbaa  ppaaccjjeennttóóww KKlloonnaallnnoośśćć  TTCCRRγγ AAbbeerrrraaccjjee  cchhrroommoossoommaallnnee

ziarniniak grzybiasty (MF) 11 6M 2(+);4(-)
5P 1(+);2(+/-);2(-)

zespół Sezary’ego 2 2M 2(+);0(-)

CTCL CD30+ 2 2M 1(+);1(-)

angiocentryczny chłoniak z komórek T/NK 1 1M 1(-)

A 1 2 3 4 5B

C

D E

F G X Y

RRyycc..  11..  Kariogram pacjenta z zespołem Sezary’ego z charak-
terystycznymi aberracjami: monosomią chromosomów 9,
10, 13 i 17 (pełny zapis kariotypu w tab. 2.)

6

13 14 15 16 17 18

7 8 9 10 11 12

19 20 21 22

1 2 3 4 5

RRyycc..  22..  Kariogram pacjenta z zespołem Sezary’ego z charak-
terystycznymi aberracjami, delecją 6q, izochromosomem
i(17q) oraz monosomią chromosomów 9, 10 i 13 (pełny 
zapis kariotypu w tab. 2.)

6

13

19 20 21 22 X  Y

14 15 16 17 18

7 8 9 10 11 12
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Diagnostyka genetyczna chłoniaków T-komórkowych pierwotnie wywodzących się ze skóry. Część III

W badanych przez autorów artykułu przypadkach
MF/SS, aberracje chromosomowe obserwowano u wszyst-
kich pacjentów z SS, a tylko u 64% chorych z MF. Złożo-
ność aberracji chromosomowych korelowała ze stadium
klinicznym zaawansowania choroby.

Cechą badanych pacjentów z MF/SS była niestabilność
chromosomowa, objawiająca się zmiennością kariotypo-
wą oraz występowaniem licznych komórek z nieklonalny-
mi aberracjami strukturalnymi. Zjawisko takie obserwowa-
li także inni autorzy, co wskazuje na niestabilność gene-
tyczną komórek MF/SS [21, 24, 26, 27]. Dostrzeżone
w badaniu aberracje chromosomowe prowadziły najczę-
ściej do utraty materiału chromosomów 2, 9, 10, 13 i 17, co
jest zgodne z obserwacjami innych autorów [20–25] i mo-
że wiązać się z utratą zlokalizowanych w tych chromoso-
mach genów supresorowych CDKN2A i 2B (locus 9p21),
RB1 (locus 13q), PTEN (locus 10q) i TP53 (locus 17p) [20–25].

Obecność aberracji chromosomalnych obok rearanżacji
TCR przemawia za klonalną ekspansją komórek T. Wykrycie
aberracji może przemawiać za zbliżającym się nawrotem
choroby lub jej postępem [19, 28]. Obecność komórek z ta-
kimi samymi klonalnymi aberracjami chromosomowymi nie-
którzy badacze [28–31] wykrywali nie tylko we krwi, ale tak-
że w skórze i węzłach chłonnych osób zdrowych. 

Związek klonalności genów TCR z obecnością zabu-
rzeń chromosomalnych opisywano już w chłoniakach.
Stwierdzono np. trisomię chromosomu 7 w linii nowotwo-
rowych komórek wywodzących się z CTCL równolegle do
3 klonalnie zrearanżowanych odcinków TCRβ zarówno w tej
linii komórek, jak i w skórze oraz krwi pacjenta, od którego
ta linia się wywodziła [32]. Trisomię chromosomu 7 spoty-
ka się także w tkankach bez złośliwego procesu rozrosto-
wego i najprawdopodobniej wiąże się z wiekiem, przez co
nie może być markerem złośliwości procesu [2, 33].

Wykazywano także na poziomie pojedynczej komórki,
że nowotworowe limfocyty T wykazują zarówno rearanża-
cje monoklonalne TCRγ, jak i mikroskopowo wykrywalne
aberracje chromosomowe stanowiące wspólnie wyznacz-
nik złośliwości procesu [34].

W przypadku C-ALCL monoklonalność TCR stwierdza
się w większości przypadków. Monoklonalny rozrost w obu
przypadkach C-ALCL może być potwierdzeniem tych wy-
ników. Za pomocą badania cytogenetycznego aberracje
wykryto tylko w 1 przypadku tego chłoniaka. Nie wykryto
t(2;5), swoistej dla ALCL CD30+ o pozaskórnym pochodze-
niu, co potwierdzać może fakt rzadkiego występowania
tej aberracji w skórnej postaci ALCL [33, 34].

W pozawęzłowym chłoniaku z komórek NK/T typu no-
sowego w większości przypadków odnotowuje się konfi-
gurację germline genu TCR. Rearanżację monoklonalną
stwierdza się niezmiernie rzadko w odmianie o fenotypie
limfocytów T cytotoksycznych [2, 13]. Cechą kariotypu tych
guzów jest delecja długich ramion chromosomu 6 [34].
Badany przypadek chłoniaka angiocentrycznego z komó-
rek T/NK typu nosowego wykazywał monoklonalność ge-
nów TCRγ i brak klonalnych aberracji chromosomowych.

Łącznie w przeprowadzonych badaniach testami mo-
lekularnymi monoklonalność wykryto u 22 (71%) spośród
31 badanych z CTCL, natomiast obecność klonalnych aber-
racji chromosomowych stwierdzono u 19 (70,4%) spośród
27 badanych z CTCL, co daje porównywalną czułość dwóch
metod w wykrywaniu klonalnych rozrostów nowotworo-
wych. Podobne wyniki uzyskali w swoich badaniach 
Muche i wsp. [2].

Za pomocą badania cytogenetycznego wykrywa się
niewielkie klony komórkowe. Pozwala to na śledzenie pro-
gresji nowotworu i klonalnej ewolucji komórek nowotwo-
ru, jednak jego wykonanie jest czasochłonne i wymaga du-
żego doświadczenia badacza. Za badaniem klonalności
za pomocą metod analizy rearanżacji genu receptora TCR
przemawia wysoka czułość, szybkość wykonania badania
i mniejsza pracochłonność, jednak wykrywanie monoklo-
nalności u niektórych osób zdrowych oraz osób z derma-
tozami zapalnymi ogranicza jego wartość diagnostyczną.

W podsumowaniu przeprowadzone badania wskazu-
ją na komplementarność metody cytogenetycznej i mo-
lekularnej opartej na analizie rearanżacji genu TCRγ w dia-
gnostyce i monitorowaniu CTCL.
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