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Praca specjalna/Special work

Pierwotnie skórne chłoniaki wywodzące się z komórek T
(ang. cutaneous T-cell lymphoma – CTCL) to różnorodna 
grupa nowotworów o wciąż nie do końca poznanej etiopato-
genezie [1–4]. W ciągu ostatnich lat zaobserwowano na świe-
cie 3-krotny wzrost częstości zachorowań na CTCL [5, 6].

Diagnostyka CTCL, mimo dość jasnych kryteriów, jest
wciąż trudna. Szczególnie dotyczy to wczesnych stadiów
rozwoju chłoniaków, które klinicznie mogą przypominać
choroby zapalne skóry, takie jak wyprysk, atopowe zapa-
lenie skóry, łuszczycę, przyłuszczycę, liszaj płaski oraz ery-
trodermię o różnym podłożu [7–16]. Zwłaszcza w przypad-
ku tej ostatniej badanie histopatologiczne oraz analiza
immunohistochemiczna w 50% przypadków są niejedno-

znaczne i do ustalenia rozpoznania konieczna jest powtór-
na biopsja skóry (często wielokrotna). Pomocne okazują
się wówczas stosunkowo nowe metody diagnostyczne
– analiza klonalności rearanżacji receptora TCR technika-
mi molekularnymi oraz analiza cytogenetyczna.

TCR i rearanżacje genów

Receptory TCR to glikoproteiny występujące na po-
wierzchni limfocytów T, umożliwiające rozpoznawanie
przez te komórki szerokiego spektrum antygenów. Śred-
nia gęstość receptorów TCR na powierzchni limfocytu T
wynosi 5 × 104 [17].

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).
W pracy, która jest pierwszym z trzech artykułów poświęconych badaniom genetycznym chłoniaków, szczegółowo
opisano proces rekombinacji somatycznej oraz zasady reakcji łańcuchowej polimerazy niezbędnej do prowadzenia
analizy monoklonalności metodami molekularnymi.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  CTCL, TCR, aberracje chromosomowe, klon, rozrost monoklonalny.

Abstract
T-cell receptor rearrangement has become a standard in diagnostics of cutaneous T-cell lympoma (CTCL). The process
of somatic recombination and description of polymerase chain reaction method necessary in analysis of TCR genes
monoclonality have been described in the 1st part of the trilogy consisting of genetic analysis of CTCL.

KKeeyy  wwoorrddss:: CTCL, TCR, chromosomal aberration, clone, monoclonality.
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Po raz pierwszy obecność cząsteczki tego receptora
na powierzchni komórki T określono metodami immuno-
logicznymi z wykorzystaniem przeciwciał monoklonal-
nych. Cząsteczkę nazwano TCRαβ, ponieważ jest ona he-
terodimerem dwóch łańcuchów połączonych mostkiem
dwusiarczkowym. Oprócz łańcuchów α i β istnieją też łań-
cuchy γ i δ. Locus δ odkryto w trakcie badań nad locus α,
ponieważ loci genu δ są umiejscowione w obrębie locus
genu α. Geny łańcucha α i δ receptora TCR znajdują się
u człowieka na chromosomie 14q11, β na 7q34, a γ na
7p15. Proces kodowania białek TCR nie jest tak prosty, jak
w większości przypadków, gdzie jeden gen koduje jedno
białko. Geny kodujące łańcuchy receptora TCR są zbiora-
mi wielu fragmentów genu (loci), z których dopiero po wie-
lu przekształceniach powstaje właściwy gen. Budowa ge-
nów TCR warunkuje możliwość zaistnienia u człowieka
wielkiej różnorodności białek TCR, co jest niezbędne ze
względu na funkcję, jaką pełnią [18]. Podobnie jest w przy-
padku immunoglobulin, gdzie także wiele loci koduje biał-
ko składające się z domen warunkujących różnorodność
przeciwciał, wykorzystując przy tym kilka mechanizmów,
z których jeden to rekombinacja somatyczna, zwana też
rearanżacją [19].

Rearanżacja to proces przegrupowań w obrębie loci
określonego łańcucha TCR, prowadzący do wytworzenia
funkcjonalnych genów TCR. W procesie tym wybrane

na drodze nieznanego mechanizmu segmenty V, J (TCRγ,
TCRα) lub V, J i D (TCRβ, TCRδ) znajdą się blisko siebie i po-
wstanie przegrupowany łańcuch DNA, w którym usunię-
to segmenty znajdujące się między złączonymi odcinka-
mi genu (ryc. 1.) [20–23].

Mechanizm rekombinacji somatycznej jest coraz lepiej
poznany. Określono swoiste sekwencje zasad, działające ja-
ko sekwencje sygnałowe rekombinacji (ang. recombination
signal sequences – RSS). Taka sekwencja sygnałowa znaj-
duje się po stronie 3’ loci segmentów V i D. Składa się ona
z wysoce konserwatywnego heptameru CACAGTG lub 
jego analogu, przerywnika (ang. spacer) w postaci nieza-
chowawczej sekwencji (12 par zasad) oraz wysoce konser-
watywnego nonameru ACAAAAACC lub jego analogu.
Od strony 5’ wszystkich segmentów D i J linii zarodkowej
(ang. germline) znajduje się odpowiadająca poprzedniej
sekwencja sygnałowa, składająca się z nonameru i hepta-
meru, przedzielonych zmiennym fragmentem (23 par 
zasad). Sekwencje heptamerów i nonamerów następują-
ce po segmentach V lub D są komplementarne do tych,
z którymi rekombinują, tzn. poprzedzających segmenty J
lub D. Przerywniki (ang. spacers) o długości 12 i 23 par 
zasad odpowiadają 1 lub 2 obrotom spirali DNA [19–20].

Rekombinacja zachodzi pomiędzy sekwencjami
długości 12 i 23 par zasad, ale nigdy między sekwencjami
tej samej długości [20]. Proces rearanżacji jest kontrolo-
wany przez 2 geny aktywujące rekombinację (ang. recom-
bination activating genes 1 and 2) RAG-1 i RAG-2 [22]. 
U myszy unieczynnienie genów RAG-1 i RAG-2 (wyłącze-
nie, ang. knock-out) prowadzi do braku dojrzałych limfo-
cytów B i T. Zwierzęta te nie mogą syntetyzować Ig ani TCR.
RAG-1 łączy się z sekwencją nonameru, następnie RAG-2
przyłącza się do kompleksu RAG-1-DNA w miejscu sąsia-
dującym z przerywnikiem zbudowanym z 12 par zasad. 
Później powstaje połączenie między wspomnianymi 
przerywnikami  – prawdopodobnie w wyniku połączenia
kompleksu RAG-1 i RAG-2 z sekwencją nonamer-przeryw-
nik z 12 par zasad i RAG-2 z sekwencją nonamer-przeryw-
nik z 23 par zasad.

Po połączeniu zachodzi kontrolowane cięcie endonu-
kleazą między regionami kodującymi V-(D)-J i heptamera-
mi. Kontrolowane jest ono przez sekwencję heptametrów,
a inicjowane przez powstanie jednoniciowej szczeliny
w obszarze granicznym między końcem 5’ heptameru sy-
gnałowego a regionem kodującym. Następnie białka RAG
zamieniają tę szczelinę w przerwę obejmującą obie nici
DNA, co prowadzi do powstania struktury szpilki do wło-
sów (ang. hairpin) końca kodującego. Zakończenia szpil-
kowe likwiduje się w wyniku nadtrawienia przez endonu-
kleazę szczeliny jednej z nici DNA w dowolnym miejscu.
Ubytki w sekwencji uzupełnia się przez syntezę DNA (tu
działa egzonukleaza), a następnie dochodzi do połącze-
nia ze sobą 2 końców (dzięki działaniu ligazy) (ryc. 2.).

Dodatkowa zmienność łańcuchów TCR następuje
w wyniku dodania nukleotydów (zmienność regionu N; 
N – ponieważ kodowany bez potrzeby wzorca) przy udzia-
le końcowej transferazy deoksynukleotydowej [19].
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5’ 3’
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DNA
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(ang. splicing)
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jądrowe RNA
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RRyycc..  11..  Proces rearanżacji i przegrupowań genów prowadzący
do powstania funkcjonalnego białka na przykładzie łańcu-
cha γ receptora TCR [22–23]
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Bez względu na rodzaj łańcuchów TCR, ulegających
ekspresji na powierzchni komórki T, do rekombinacji so-
matycznej dochodzi kolejno w obrębie genów wszystkich
łańcuchów – najpierw δ, następnie γ, β i α – w trakcie pro-
cesu dojrzewania limfocytu T (ryc. 3.).

Zainteresowano się szczególnie łańcuchem TCRγ ze
względu na jego prostą budowę oraz fakt, że podlega on re-
kombinacji wcześnie w procesie dojrzewania limfocytów T.
Daje to pewność, że badając klonalność rearanżacji TCR
w CTCL, znajdzie się także klon nowotworowy, do powsta-
nia którego przyczyniły się mutacje we wczesnym okresie
dojrzewania komórek T [23–30]. Liczba możliwych połą-
czeń V–J wynosi w przypadku TCRγ tylko ok. 105, podczas
gdy łańcuch np. β ma ich ok. 1015 (tab. 1.) [31–32].

Na powierzchni limfocytu T dochodzi do ekspresji tylko
jednej odmiany receptora TCR. Receptor TCRαβ występuje
na ponad 95% limfocytów krwi obwodowej i większości ty-
mocytów, na których obserwuje się ekspresję TCR. Pozo-
stałe limfocyty, z receptorami TCRγδ na powierzchni, wy-
stępują stosunkowo licznie w nabłonkach jelita, macicy i ję-
zyka. Limfocyty z receptorem TCRγδ na powierzchni
stanowią niewielki odsetek limfocytów grasicy, narządów
limfatycznych oraz skóry. Komórki Tγδ rozpoznają wiele an-
tygenów bakteryjnych, autoantygenów, tj. białka szoku ter-

micznego, czy też nieklasyczne antygeny HLA, np. CD1. Nie-
mniej jednak funkcja komórek Tγδ nie jest poznana do koń-
ca. Mogą one stanowić pierwszą linię obrony, ograniczając
szerzenie się zakażenia do czasu powstania odpowiedzi
limfocytów Tαβ z klasyczną restrykcją HLA (TCRαβ rozpo-
znaje przetworzony antygen jako fragmenty peptydów zwią-
zanych z cząsteczkami HLA klasy I i klasy II) [19].

Zgodnie z mechanizmem rekombinacji somatycznej,
istnieje wiele możliwych rearanżacji genów TCR, co sta-
nowi podstawę mechanizmu rozpoznawania antygenów
przez komórki T. Badając jednak rearanżację w obrębie
nacieku nowotworowego z komórek T, tak jak jest np.
w CTCL, czyli w zbiorze komórek, z których większość jest
identyczna (klon), nie stwierdza się tak olbrzymiej różno-
rodności rearanżacji. Można znaleźć przewagę jednej 
rearanżacji genów TCR w zbiorze wszystkich komórek T,
ponieważ pojawi się nowotworowy klon komórek T, czyli
zbiór limfocytów T będących wynikiem podziału jednej
komórki. Cechę tę nazywamy monoklonalnością. W przy-
padku CTCL monoklonalność (miara jednorodności 
rearanżacji genów TCR) zalicza się do kryteriów diagno-
stycznych choroby, zgodnie z obowiązującą klasyfikacją
WHO-EORTC i EORTC [33–34].

Reakcja łańcuchowa polimerazy PCR podstawą
oceny klonalności rearanżacji receptora TCR

Do analizy rearanżacji genów receptora TCR wykorzy-
stuje się technikę łańcuchowej reakcji polimerazy (ang.
polymerase chain reaction – PCR). Reakcja PCR to cyklicz-
nie powtarzające się 3 procesy. W pierwszym wybrany
fragment DNA denaturuje w temp. 92–96°C, w drugim
do otrzymanego jednoniciowego łańcucha ssDNA przyłą-
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RRyycc..  22..  Schemat mechanizmu rekombinacji: (            ) kom-
plementarność heptamerów (h) i nonamerów (n)
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GGAAGGAATT
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GGAAGGAATTAATTAATTAACCTTAA
CCTTCCTTAATTAATTAATTGGAATT

GGAAGGAATTAATTGGCCCC AACCTTAA
CCTTCC CCGGGGTTAATTGGAATT

GGAAGGAATTAATTGGCCCCAATTAACCTTAA
CCTTCCTTAATTAACCGGGGTTAATTGGAATT

RRyycc..  33..  Schemat sekwencji kolejnych rearanżacji podczas
procesu dojrzewania tymocytu: 1 – multipotencjalna
komórka pnia HLA-DR, CD34; 2 – protymocyt HLA-DR, CD34,
CD7, TdT+; 3 – pretymocyt CD7, CD2, TdT+; 4 – tymocyt CD7,
CD2, CD4, CD8; 5A – limfocyt T helper CD2, CD3, CD4; 
5B – limfocyt T cytotoxic/supresor CD2, CD3, CD8
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5B

TTCCRRδδ

TTCCRRγγ

TTCCRRββ

TTCCRRαα
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czają się startery, zgodnie z zasadą komplementarności
w temp. 37–65°C. Etap trzeci to wydłużanie przyłączonych
starterów przez dosyntetyzowanie dezoksyrybonukleoty-
dów w temp. 70–73°C z udziałem Taq polimerazy DNA.
Uzyskane produkty ponownie ulegają denaturacji (1. etap)

i kolejne etapy powtarzają się cyklicznie [35]. Przebieg re-
akcji ilustrują ryc. 4. i 5.

Liczba kopii DNA powstająca w kolejnych cyklach PCR
wzrasta teoretycznie wykładniczo zgodnie ze wzorem:

YY==((22nn––22nn))  XX,,

gdzie: Y – liczba kopii DNA po PCR,
n – liczba cykli,
2n – produkty pierwszorzędowego i drugorzędowego
(o nieokreślonej długości) wydłużania primerów,
X – początkowa liczba kopii matrycy.

Produkty pierwszorzędowe powstają w wyniku synte-
zy DNA po denaturacji matrycy użytej do reakcji w cyklu 1.,
natomiast produkty drugorzędowe (o nieokreślonej dłu-
gości) wskutek syntezy DNA po denaturacji produktów
pierwszorzędowych i są amplifikowane liniowo podczas
następnych cykli [36]. W praktyce po ok. 40 cyklach PCR
liczba kopii już nie wzrasta (faza plateau).

Produkty PCR analizuje się m.in. metodami elektrofo-
retycznymi na żelu poliakrylamidowym (PAGE) [4, 37–38],
denaturującym w gradiencie temperatur (TGGE) [39–40]
lub w gradiencie czynnika chemicznego (DGGE, MDE) [26,
41], metodą analizy polimorfizmu konformacji jednonicio-
wych cząstek DNA (SSCP) [23, 41] lub sekwencjonowa-
niem [40, 42].

Wiadomo, że w przypadku rozrostów limfoprolifera-
cyjnych z dojrzałych komórek T CD3+ rearanżacje loci ge-
nów TCRγ i TCRβ znajduje się odpowiednio w 100 i 96%
przypadków. Tak jest też w przypadku chłoniaków pier-
wotnie wywodzących się ze skóry z komórek T (CTCL), bę-
dących obiektem badań [43].

Zastosowanie oceny monoklonalności rearanżacji
genu receptora TCR w diagnostyce CTCL

Zgodnie z klasyfikacją WHO-EORTC chłoniaków 
pierwotnie wywodzących się ze skóry, monoklonalną re-
aranżację genu TCR stwierdza się powszechnie w nowo-
tworowych komórkach Tαβ w skórze pacjentów z CTCL,
a także w komórkach nowotworów wywodzących się
z limfocytów Tγδ. W tym ostatnim przypadku TCRβ może
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TTaabb..  11..  Budowa genów TCR. N region – kilka nukleotydów wprowadzonych podczas procesu rekombinacji somatycznej
do genu między łączone segmenty V, J i D

LLiicczzbbaa  sseeggmmeennttóóww ww  ggeerrmmlliinnee NNaajjcczzęęssttsszzaa  ssttrruukkttuurraa  ggeennuu PPrrzzyybblliiżżoonnaa  lliicczzbbaa  rróóżżnnyycchh  
ppoo  rreeaarraannżżaaccjjii ggeennóóww  ppoo  rreeaarraannżżaaccjjii

TTCCRR VV DD JJ

α ok. 100 0? ok. 100 V-N-J ok. 107

β ok. 40 2 13 V-N1-D-N2-J ok. 1010

γ ok. 10 0 5 V-N-J ok. 105

δ ok. 10 3 3 V-N1-D1-N2-D2-N3-D3-N4-J ok. 1015

RRyycc..  44..  Cykl łańcuchowej reakcji polimerazy PCR

nowe matryce dsDNA

dATP
dGTP

dCTP dTTP
wydłużanie nici

przyłączanie starterów

denaturacja

badany fragment DNA

92–95°C

dsDNA

ssDNA

RRyycc..  55..  Łańcuchowa reakcja polimerazy: po 1. cyklu z 1 kopii
powstają 2 kopie, następnie 4, potem 8 itd.

itd.
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nie podlegać rearanżacji, ale nie ma to znaczenia w więk-
szości wykonywanych badań diagnostycznych, gdyż oce-
nie poddaje się najczęściej gen łańcucha γ receptora TCR.

W przypadku najczęściej występującej odmiany CTCL,
jaką jest ziarniniak grzybiasty, monoklonalność genów re-
ceptora TCR w skórze pacjentów stwierdza się w ponad
90% przypadków. Podobnie jest w zespole Sezary’ego,
w którym oprócz monoklonalności genu TCR w skórze,
rozpoznaje się ją także we krwi obwodowej pacjentów.
Badanie klonalności genów receptora TCR jest uznaną
metodą pomocniczą w różnicowaniu erytrodermii o ła-
godnym i nowotworowym podłożu [33, 34, 44–47].

Monoklonalność TCR stwierdza się także w białacz-
ce/chłoniaku z komórek T u dorosłych (ang. adult T-cell
leukemia/lymphoma – ATLL). Metodami molekularnymi
wykrywa się także geny wirusa HTLV-1 we wszystkich przy-
padkach odmiany CTCL. Odróżnia to klasyczne przypadki
ATLL od zespołu Sezary’ego i zaawansowanych stadiów
ziarniniaka grzybiastego [33].

W przypadku anaplastycznego wielkokomórkowego
chłoniaka pierwotnie skórnego z komórek T CD30+ 
(ang. cutaneous anaplastic large cell lymphoma – C-ALCL)
monoklonalność TCR rozpoznaje się w prawie wszystkich
przypadkach, a w lymphomatoid papulosis w ok. 60–70%
[48–51]. W pozawęzłowym chłoniaku z komórek NK/T 
typu nosowego w większości przypadków odnotowuje się
konfigurację germline genu TCR. Rearanżację monoklo-
nalną stwierdza się niezmiernie rzadko w odmianie 
o fenotypie limfocytów T cytotoksycznych [33–34].

W rzadko spotykanych chłoniakach skóry powstających
z małej/średniej wielkości pleomorficznych komórek T
monoklonalność rearanżacji genu TCR pozwala na różni-
cowanie z chłoniakami rzekomymi z komórek T, które tak-
że mogą objawiać się litymi naciekami lub guzkami, szcze-
gólnie na twarzy, jak w typie CTCL [33].

Wysoka częstość rearanżacji genu TCR potwierdza przy-
datność tego badania w diagnostyce CTCL. Ocena klonal-
ności metodami molekularnymi nie powinna jednak sta-
nowić samodzielnego kryterium diagnostycznego. Opisuje
się przypadki monoklonalności TCR u osób zdrowych
i w dermatozach o łagodnym przebiegu, np. w liszaju twar-
dzinowym i zanikowym [52]. Zmusza to klinicystów do ca-
łościowej oceny obrazu klinicznego, w tym badania histo-
patologicznego i immunohistochemicznego skóry, węzłów
chłonnych, badania cytologicznego i immunofenotypowa-
nia krwi obwodowej oraz szpiku, a także, jeśli zachodzi ta-
ka potrzeba, wyników badań obrazowych narządów we-
wnętrznych przed postawieniem ostatecznego rozpozna-
nia [53–56].
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