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Diagnostyka genetyczna chtoniakéw T-komérkowych
pierwotnie wywodzacych sie ze skory
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Streszczenie

Ocena klonalnosci rearanzacji gendw tancucha y receptora TCR nalezy juz do standardu badan diagnostycznych
w przypadku chtoniakéw pierwotnie wywodzacych sie ze skéry z komérek T (ang. cutaneous T-cell lymphoma — CTCL).
W pracy, ktéra jest pierwszym z trzech artykutéw poswieconych badaniom genetycznym chtoniakéw, szczegétowo

opisano proces rekombinacji somatycznej oraz zasady reakcji tancuchowej polimerazy niezbednej do prowadzenia

analizy monoklonalnosci metodami molekularnymi.

Stowa kluczowe: 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 1* part of the trilogy consisting of genetic analysis of CTCL.

Key words: CTCL, TCR, chromosomal aberration, clone, monoclonality.

Pierwotnie skorne chtoniaki wywodzace sie z komorek T
(ang. cutaneous T-cell lymphoma — CTCL) to réznorodna
grupa nowotworéw o wcigz nie do konca poznanej etiopato-
genezie [1-4]. W ciggu ostatnich lat zaobserwowano na Swie-
cie 3-krotny wzrost czestosci zachorowan na CTCL[5, 6].

Diagnostyka CTCL, mimo dos¢ jasnych kryteridw, jest
wcigz trudna. Szczegélnie dotyczy to wczesnych stadiow
rozwoju chtoniakéw, ktére klinicznie moga przypominac
choroby zapalne skéry, takie jak wyprysk, atopowe zapa-
lenie skory, tuszczyce, przytuszczyce, liszaj ptaski oraz ery-
trodermie o r6znym podtozu [7-16]. Zwtaszcza w przypad-
ku tej ostatniej badanie histopatologiczne oraz analiza
immunohistochemiczna w 50% przypadkow sa niejedno-

znaczne i do ustalenia rozpoznania konieczna jest powtor-
na biopsja skory (czesto wielokrotna). Pomocne okazuja
sie wowczas stosunkowo nowe metody diagnostyczne
—analiza klonalnosci rearanzacji receptora TCR technika-
mi molekularnymi oraz analiza cytogenetyczna.

TCR i rearanzacje genéw

Receptory TCR to glikoproteiny wystepujace na po-
wierzchni limfocytéw T, umozliwiajace rozpoznawanie
przez te komérki szerokiego spektrum antygendéw. Sred-
nia gestos¢ receptoréw TCR na powierzchni limfocytu T
wynosi 5 x 10* [17].
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Po raz pierwszy obecnosé czgsteczki tego receptora
na powierzchni komorki T okreslono metodami immuno-
logicznymi z wykorzystaniem przeciwciat monoklonal-
nych. Czasteczke nazwano TCRa, poniewaz jest ona he-
terodimerem dwéch tancuchéw potaczonych mostkiem
dwusiarczkowym. Oprécz tancuchéw o i B istniejg tez tan-
cuchy yi 8. Locus & odkryto w trakcie badan nad locus a,
poniewaz loci genu & s3 umiejscowione w obrebie locus
genu a.. Geny tafncucha a i 6 receptora TCR znajduja sie
u cztowieka na chromosomie 14gl1l, B na 7934, ay na
7p15. Proces kodowania biatek TCR nie jest tak prosty, jak
w wiekszosci przypadkéw, gdzie jeden gen koduje jedno
biatko. Geny kodujgce tancuchy receptora TCR sg zbiora-
mi wielu fragmentow genu (loci), z ktérych dopiero po wie-
lu przeksztatceniach powstaje wtasciwy gen. Budowa ge-
néw TCR warunkuje mozliwos¢ zaistnienia u cztowieka
wielkiej r6znorodnosci biatek TCR, co jest niezbedne ze
wzgledu na funkcje, jaka petnig [18]. Podobnie jest w przy-
padku immunoglobulin, gdzie takze wiele loci koduje biat-
ko sktadajace sie z domen warunkujacych réznorodnosc¢
przeciwciat, wykorzystujac przy tym kilka mechanizméw,
z ktérych jeden to rekombinacja somatyczna, zwana tez
rearanzacja [19].

Rearanzacja to proces przegrupowah w obrebie loci
okreslonego tancucha TCR, prowadzacy do wytworzenia
funkcjonalnych genéw TCR. W procesie tym wybrane

l 3’ DNA

L] II_I |
s | l | | GERMLINE
A% ca

rekombinacja somatyczna

(rearanzacja genow)

limfocytarne
DNA
5’ H—I t 3’ transkrypcja
i jadrowe RNA
5 3’ sktadanie genéw
(ang. splicing)
5 3’ mRNA
II I translacja

Vy9JIC

Ryc. 1. Proces rearanzacji i przegrupowan genéw prowadzacy
do powstania funkcjonalnego biatka na przyktadzie tancu-
cha y receptora TCR [22-23]
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na drodze nieznanego mechanizmu segmenty V, J (TCRy,
TCRa) lub V, J i D (TCRB, TCRS) znajda sie blisko siebie i po-
wstanie przegrupowany tancuch DNA, w ktérym usunie-
to segmenty znajdujace sie miedzy ztgczonymi odcinka-
mi genu (ryc. 1.) [20-23].

Mechanizm rekombinacji somatycznej jest coraz lepiej
poznany. Okreslono swoiste sekwencje zasad, dziatajace ja-
ko sekwencje sygnatowe rekombinacji (ang. recombination
signal sequences — RSS). Taka sekwencja sygnatowa znaj-
duje sie po stronie 3’ loci segmentéw V i D. Sktada sie 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 segmentéw D i ] linii zarodkowej
(ang. germline) znajduje sie odpowiadajaca poprzedniej
sekwencja sygnatowa, sktadajaca sie z nonameru i hepta-
meru, przedzielonych zmiennym fragmentem (23 par
zasad). Sekwencje heptameréw i nonameréw nastepuja-
ce po segmentach V lub D sg komplementarne do tych,
z ktérymi rekombinujg, tzn. poprzedzajacych segmenty J
lub D. Przerywniki (ang. spacers) o dtugosci 12 i 23 par
zasad odpowiadaja 1 lub 2 obrotom spirali DNA [19-20].

Rekombinacja zachodzi pomiedzy sekwencjami
dtugosci 12 i 23 par zasad, ale nigdy miedzy sekwencjami
tej samej dtugosci [20]. Proces rearanzacji jest kontrolo-
wany przez 2 geny aktywujace rekombinacje (ang. recom-
bination activating genes 1 and 2) RAG-1 i RAG-2 [22].
U myszy unieczynnienie genéw RAG-1 i RAG-2 (wytacze-
nie, ang. knock-out) prowadzi do braku dojrzatych limfo-
cytow B i T. Zwierzeta te nie moga syntetyzowac Ig ani TCR.
RAG-1 taczy sie z sekwencjg nonameru, nastepnie RAG-2
przytacza sie do kompleksu RAG-1-DNA w miejscu sgsia-
dujacym z przerywnikiem zbudowanym z 12 par zasad.
PoZniej powstaje potaczenie miedzy wspomnianymi
przerywnikami — prawdopodobnie w wyniku potaczenia
kompleksu RAG-1i RAG-2 z sekwencja nonamer-przeryw-
nik z 12 par zasad i RAG-2 z sekwencjg honamer-przeryw-
nik z 23 par zasad.

Po potaczeniu zachodzi kontrolowane ciecie endonu-
kleaza miedzy regionami kodujacymi V-(D)-J i heptamera-
mi. Kontrolowane jest ono przez sekwencje heptametrow,
a inicjowane przez powstanie jednoniciowej szczeliny
w obszarze granicznym miedzy kohncem 5’ heptameru sy-
gnatowego a regionem kodujacym. Nastepnie biatka RAG
zamieniaja te szczeline w przerwe obejmujaca obie nici
DNA, co prowadzi do powstania struktury szpilki do wto-
sow (ang. hairpin) konca kodujacego. Zakonczenia szpil-
kowe likwiduje sie w wyniku nadtrawienia przez endonu-
kleaze szczeliny jednej z nici DNA w dowolnym miejscu.
Ubytki w sekwencji uzupetnia sie przez synteze DNA (tu
dziata egzonukleaza), a nastepnie dochodzi do potacze-
nia ze sobg 2 koncéw (dzieki dziataniu ligazy) (ryc. 2.).

Dodatkowa zmiennos¢ tancuchéw TCR nastepuje
w wyniku dodania nukleotydéw (zmiennosc¢ regionu N;
N — poniewaz kodowany bez potrzeby wzorca) przy udzia-
le koncowej transferazy deoksynukleotydowej [19].
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Ryc. 2. Schemat mechanizmu rekombinacji: ( ) kom-

plementarnos¢ heptameréw (h) i nonameréw (n)

Bez wzgledu na rodzaj tancuchéw TCR, ulegajacych
ekspresji na powierzchni komérki T, do rekombinacji so-
matycznej dochodzi kolejno w obrebie gendw wszystkich
tancuchéw — najpierw 8, nastepnie y, B i . —w trakcie pro-
cesu dojrzewania limfocytu T (ryc. 3.).

Zainteresowano sie szczegélnie tancuchem TCRy ze
wzgledu na jego prosta budowe oraz fakt, ze podlega on re-
kombinacji wczesnie w procesie dojrzewania limfocytow T.
Daje to pewnos¢, ze badajac klonalnosé rearanzacji TCR
w CTCL, znajdzie sie takze klon nowotworowy, do powsta-
nia ktérego przyczynity sie mutacje we wczesnym okresie
dojrzewania komarek T [23-30]. Liczba mozliwych pota-
czen V=) wynosi w przypadku TCRy tylko ok. 10°, podczas
gdy tancuch np. B maich ok. 10” (tab. 1.) [31-32].

Na powierzchni limfocytu T dochodzi do ekspres;ji tylko
jednej odmiany receptora TCR. Receptor TCRap wystepuje
na ponad 95% limfocytéw krwi obwodowej i wiekszosci ty-
mocytow, na ktérych obserwuje sie ekspresje TCR. Pozo-
state limfocyty, z receptorami TCRyd na powierzchni, wy-
stepuja stosunkowo licznie w nabtonkach jelita, macicy i je-
zyka. Limfocyty z receptorem TCRyd na powierzchni
stanowig niewielki odsetek limfocytow grasicy, narzadéw
limfatycznych oraz skory. Komoérki Tyd rozpoznaja wiele an-
tygendw bakteryjnych, autoantygenow, tj. biatka szoku ter-
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Ryc. 3. Schemat sekwencji kolejnych rearanzacji podczas
procesu dojrzewania tymocytu: 1 — multipotencjalna
komérka 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

micznego, czy tez nieklasyczne antygeny HLA, np. CD1. Nie-
mniej jednak funkcja komérek Tyd nie jest poznana do koh-
ca. Moga one stanowi¢ pierwsza linie obrony, ograniczajac
szerzenie sie zakazenia do czasu powstania odpowiedzi
limfocytow Taf z klasycznag restrykcjg HLA (TCRaf rozpo-
znaje przetworzony antygen jako fragmenty peptydow zwia-
zanych z czasteczkami HLA klasy | i klasy I1) [19].

Zgodnie z mechanizmem rekombinacji somatycznej,
istnieje wiele mozliwych rearanzacji genéw TCR, co sta-
nowi podstawe mechanizmu rozpoznawania antygenow
przez komorki T. Badajac jednak rearanzacje w obrebie
nacieku nowotworowego z komérek T, tak jak jest np.
w CTCL, czyli w zbiorze komérek, z ktorych wiekszos¢ jest
identyczna (klon), nie stwierdza sie tak olbrzymiej rézno-
rodnosci rearanzacji. Mozna znalez¢ przewage jednej
rearanzacji genéw TCR w zbiorze wszystkich komérek T,
poniewaz pojawi sie nowotworowy klon komaérek T, czyli
zbiér limfocytéw T bedacych wynikiem podziatu jednej
komorki. Ceche te nazywamy monoklonalnoscig. W przy-
padku CTCL monoklonalnos¢ (miara jednorodnosci
rearanzacji gendw TCR) zalicza sie do kryteriéw diagno-
stycznych choroby, zgodnie z obowigzujaca klasyfikacja
WHO-EORTC i EORTC [33-34].

Reakcja tancuchowa polimerazy PCR podstawa
oceny klonalnosci rearanzacji receptora TCR

Do analizy rearanzacji genéw receptora TCR wykorzy-
stuje sie technike tancuchowej reakcji polimerazy (ang.
polymerase chain reaction — PCR). Reakcja PCR to cyklicz-
nie powtarzajace sie 3 procesy. W pierwszym wybrany
fragment DNA denaturuje w temp. 92-96°C, w drugim
do otrzymanego jednoniciowego taficucha ssDNA przyta-
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Tab. 1. Budowa gendéw TCR. N region — kilka nukleotydow wprowadzonych podczas procesu rekombinacji somatyczne;j

do genu miedzy taczone segmenty V, J i D

Liczba segmentéw w germline

Najczestsza struktura genu

Przyblizona liczba r6znych

po rearanzacji genéw po rearanzacji

TCR \' D J

o ok. 100 0? ok. 100 V-N-J ok. 10
B ok. 40 2 13 V-N,-D-N,-J ok. 10"
Y ok. 10 0 5 V-N-J ok. 10°
5 ok. 10 3 3 V-N;-D;-N,-D,-N3-D5-N,,-J ok. 10®

czaja sie startery, zgodnie z zasada komplementarnosci
w temp. 37-65°C. Etap trzeci to wydtuzanie przytaczonych
starterow przez dosyntetyzowanie dezoksyrybonukleoty-
déw w temp. 70-73°C z udziatem Taqg polimerazy DNA.
Uzyskane produkty ponownie ulegaja denaturacji (1. etap)

badany fragment DNA

i 92-95°C

dsDNA

denaturacja

ssDNA

przytaczanie starteréw

dATP
dGTP wydtuzanie nici
dcTp

dTTP

nowe matryce dsDNA

Ryc. 4. Cykl taricuchowej reakcji polimerazy PCR

T
—

N A

itd.

Ryc. 5. tancuchowa reakcja polimerazy: po 1. cyklu z 1 kopii
powstaja 2 kopie, nastepnie 4, potem 8 itd.
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i kolejne etapy powtarzajga sie cyklicznie [35]. Przebieg re-
akgjiilustruja ryc. 4.1 5.

Liczba kopii DNA powstajaca w kolejnych cyklach PCR
wzrasta teoretycznie wyktadniczo zgodnie ze wzorem:

Y=(2-2n) X,

gdzie: Y — liczba kopii DNA po PCR,

n —liczba cykli,

2n — produkty pierwszorzedowego i drugorzedowego
(o nieokreslonej dtugosci) wydtuzania primerdw,

X — poczatkowa liczba kopii matrycy.

Produkty pierwszorzedowe powstaja w wyniku synte-
zy DNA po denaturacji matrycy uzytej do reakcji w cyklu 1.,
natomiast produkty drugorzedowe (o nieokreslonej dtu-
gosci) wskutek syntezy DNA po denaturacji produktow
pierwszorzedowych i sg amplifikowane liniowo podczas
nastepnych cykli [36]. W praktyce po ok. 40 cyklach PCR
liczba kopii juz nie wzrasta (faza plateau).

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

Wiadomo, ze w przypadku rozrostéw limfoprolifera-
cyjnych z dojrzatych komaérek T CD3+ rearanzacje loci ge-
néw TCRy i TCRP znajduje sie odpowiednio w 100 i 96%
przypadkow. Tak jest tez w przypadku chtoniakéw pier-
wotnie wywodzacych sie ze skory z komérek T (CTCL), be-
dacych obiektem badan [43].

Zastosowanie oceny monoklonalnosci rearanzacji
genu receptora TCR w diagnostyce CTCL

Zgodnie z klasyfikacja WHO-EORTC chtoniakow
pierwotnie wywodzacych sie ze skéry, monoklonalng re-
aranzacje genu TCR stwierdza sie powszechnie w nowo-
tworowych komérkach Tap w skérze pacjentéw z CTCL,
a takze w komoérkach nowotworéw wywodzacych sie
z limfocytow Tyd. W tym ostatnim przypadku TCRB moze
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nie podlegac rearanzacji, ale nie ma to znaczenia w wiek-
szosci wykonywanych badan diagnostycznych, gdyz oce-
nie poddaje sie najczesciej gen tancucha y receptora TCR.

W przypadku najczesciej wystepujacej odmiany CTCL,
jaka jest ziarniniak grzybiasty, monoklonalnos¢ gendw re-
ceptora TCR w skérze pacjentdw stwierdza sie w ponad
90% przypadkoéw. Podobnie jest w zespole Sezary’ego,
w ktérym oprécz monoklonalnosci genu TCR w skorze,
rozpoznaje sie ja takze we krwi obwodowej pacjentow.
Badanie klonalnosci gendw receptora TCR jest uznang
metoda pomocnicza w réznicowaniu erytrodermii o ta-
godnym i nowotworowym podtozu [33, 34, 44-47].

Monoklonalnosé TCR stwierdza sie takze w biatacz-
ce/chtoniaku z komérek T u dorostych (ang. adult T-cell
leukemia/lymphoma — ATLL). Metodami molekularnymi
wykrywa sie takze geny wirusa HTLV-1 we wszystkich przy-
padkach odmiany CTCL. Odréznia to klasyczne przypadki
ATLL od zespotu Sezary’ego i zaawansowanych stadiow
ziarniniaka grzybiastego [33].

W przypadku anaplastycznego wielkokomérkowego
chtoniaka pierwotnie skérnego z komoérek T CD30+
(ang. cutaneous anaplastic large cell lymphoma — C-ALCL)
monoklonalnos¢ TCR rozpoznaje sie w prawie wszystkich
przypadkach, a w lymphomatoid papulosis w ok. 60-70%
[48-51]. W pozaweztowym chtoniaku z komoérek NK/T
typu nosowego w wiekszosci przypadkéw odnotowuije sie
konfiguracje germline genu TCR. Rearanzacje monoklo-
nalng stwierdza sie niezmiernie rzadko w odmianie
o fenotypie limfocytéw T cytotoksycznych [33-34].

W rzadko spotykanych chtoniakach skéry powstajacych
z matej/sredniej wielkosci pleomorficznych komérek T
monoklonalnosé rearanzacji genu TCR pozwala na rézni-
cowanie z chtoniakami rzekomymi z komarek T, ktére tak-
ze moga objawiac sie litymi naciekami lub guzkami, szcze-
gblnie na twarzy, jak w typie CTCL [33].

Wysoka czestosé rearanzacji genu TCR potwierdza przy-
datnos¢ tego badania w diagnostyce CTCL Ocena klonal-
nosci metodami molekularnymi nie powinna jednak sta-
nowi¢ samodzielnego kryterium diagnostycznego. Opisuje
sie przypadki monoklonalnosci TCR u 0s6b zdrowych
i w dermatozach o tagodnym przebiegu, np. w liszaju twar-
dzinowym i zanikowym [52]. Zmusza to klinicystéw do ca-
tosciowej oceny obrazu klinicznego, w tym badania histo-
patologicznego i immunohistochemicznego skory, weztdw
chtonnych, badania cytologicznego i immunofenotypowa-
nia krwi obwodowej oraz szpiku, a takze, jesli zachodzi ta-
ka potrzeba, wynikéw badah obrazowych narzadéw we-
wnetrznych przed postawieniem ostatecznego rozpozna-
nia [53-56].
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