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Wstep

Podczas dojrzewania limfocytéw T dochodzi do rezaaji rGznych regionéw gendéw TCR.
Powstaje olbrzymia liczba #aych klas limfocytow T. U chorych z pierwotnymi
chtoniakami skory T-komorkowymi nagtuje proliferacja jednej klasy limfocytéw T.
Osoba taka w odemieniu od zdrowej posiada pewien zngoz procent (w zabenosci od
stadium zaawansowania choroby) limfocytow monokioyeh, o identycznym typie
rearaacji genow TCR. Identyfikacja frakcji komoérek monhahkalnych (czasem
biklonalnych) jest szeroko stosowarmmetod, diagnozowania chioniakow skory T-
komoérkowych we wczesnych etapach rozwoju chorobigedyk obraz Kliniczny i
histopatologiczny nie pozwala na postawienie 100&grbzy. Ma to ogromne znaczenie
terapeutyczne i jest zadane z rokowaniem. Temporal Temperature Gel Elphtesis
(TTGE) przeprowadzone w systemie DNA Pointer wylstano do analizy rearaacji
genow receptora limfocytow T gamma (TCR gamma).

Materiaty i Metody

W badaniach genu wykorzystano startery reakcji H@Riologiczne do regionéw V1-8
TCR gamma, w ktérych wykrywane jest ok. 80% przyuad monoklonalnéci (pozostate
20% lokalizuje st w regionach: V9-V11).

Otrzymany produkt PCR o wielko 420 pz zdenaturowano termicznie przez 10 mirb¥ 9
C, a nasipnie w celu uzyskania heterozygot renaturowano zpr2@ min w 55° C.
Heterozygotyczne produkty namo na 9,6%T, 2%Czel poliakrylamidowy z 7 M
mocznikiem, z dodatkiem 4% glicerolu w buforze M©OPS. Rozdziat elektroforetyczny
metody TTGE prowadzono w buforze 1 x MOPS (PH=8.0) w ¢aghcych warunkach: 30
min w 35° C, podgrzanie do 55°C (10 min), 35 miri%/C, podgrzanie do 55°C (10 min),
oraz 35 min w 5° C. Elektroforezprowadzono przy statej mocy 40 W. Po rozdziale DNA
wybarwiano metoglsrebrovd przy wyciu zestawu Silver Stain (nr kat. 200-111).

Wyniki i dyskusja

U os6b zdrowych wyspuje szereg tych klas limfocytow T. Amplifikacja i renaturacja
produktow PCR rejonu TCR powoduje powstanie olbrieyriczby raznych heterozygot
(produkty PCR maj wprawdzie ¢ sam wielkos¢, lecz & mieszanin réznych sekwencji).
W wyniku tego po wybarwienigelu na ktorym rozdziela sitaka mieszanina heterozygot
uzyskuje st jednolicie zabarwiomsciezke.



U os6b chorych u ktérych napita nadprodukcja jednej klasy limfocytow T (frakcj
komoérek monoklonalnych o identycznej sekwencji eokydowej) widoczne sas
charakterystyczne dla tej klasyapki. W badaniach jako kontr@lpozytywry uzyto DNA
izolowane z linii komorkowej "Jurkatt”, jako ujemn DNA izolowane z krwi zdrowych
pacjentow.
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Analiza produktéw PCR rejonéw V1-8 genu TCR gamnetath TTGE w systemie DNA
Pointer jest szybk powtarzalg i tania metody pozwalagca wykry¢ monoklonala
proliferacg limfocytow T, wystpujaca w pierwotnych chioniakach skéry T-komaorkowych.
Mozliwos¢ zmiany temperatury prébek w trakcie elektroforgmyzwala na stworzenie
denaturujcych, zmieniaicych s¢ w czasie warunkoéw wzelu bez uycia fizycznego
gradientu denaturanta #elu, co znacznie upraszcza proced@go przygotowania dki
zastosowaniu jednorodnycieli do rozdziatu. Catkowity czas analizy @ekapc barwienie
zestawem Silver Stain) wynosi ok. 6 min na prolrzy wyciu komory na 32 probki).

Koszt odczynnikéw niezfsinych do analizy prébki to ok. 2 PLN na préhlkie wliczajc
PCR).
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