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Úvod

Akutní lymfoblastická leukemie (ALL) je nejčastějším
maligním onemocněním dětského věku. Každoročně
je v České republice diagnostikováno přibližně 65 nových
případů této nemoci. Přestože se převážná část pacientů
vyléčí a dlouhodobě žije v 1. kompletní remisi, stále
u 20 až 25 % případů dochází k relapsu ALL. Asi 85 %
ALL vzniká z B lymfocytárních prekurzorů (BCP), zby-
tek  (15 %) jsou T-ALL. Ve většině případů je leukemie
spojena se známými genetickými aberacemi – například
t(12;21), hyperdiploidie, t(9;21), t(4;11), mutace NOTCH
genů, p53 a p16. Přesto ani etiopatogeneze leukemií se zná-
mým genetickým podkladem není stále zcela objasněna.  

PAG, LAT a NTAL patří do skupiny transmembráno-
vých adaptorových proteinů (TRAPs). TRAPs mohou hrát
důležitou roli v etiopatogenezi ALL. Tyto molekuly jsou
klíčovými mediátory signalizačních kaskád lymfocytů
a jejich abnormální funkce ovlivňuje proliferaci a dife-
renciaci buněk. Do současné doby bylo identifikováno 7
TRAPs, přičemž 4 jsou přítomny v membránových mik-
rodoménách – tzv.  raftech (1). “Lipidové rafty” (též ozna-
čované jako GEMs – Glycolipid-Enriched Membrane
Microdomains), jsou submikroskopické okrsky membrá-
ny obohacené o cholesterol a sfingolipidy s unikátním
proteinovým složením. Mají zásadní roli v signalizaci
buňky přes imunoreceptory (2). 

PAG (“Phosphoprotein associated with glycosphingo-
lipid enriched microdomains”), též nazývaný Csk-binding

Adaptorové molekuly PAG, NTAL a LAT ve fyziologických 
lymfocytárních prekurzorech a u dětských leukemií
Švojgr K.1,2, Burjanivová T.1,2, Vášková M.1,2, Kalina T.1,2, Brdička T.3,  Kačerová T.3, Starý J.2, 
Trka J.1,2, Zuna J.1,2

1CLIP – Childhood Leukaemia Investigation Prague, 2Klinika dětské hematologie a onkologie, UK 2. LF a FN 
v Motole, Praha, 3Oddělení molekulární imunologie, Ústav molekulární genetiky AV ČR, Praha

Souhrn
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no sledovat odlišnou dynamiku exprese jednotlivých molekul, zejména TEL/AML1 pozitivní pacienti jsou charakte-
rizováni unikátním profilem exprese. Hladina NTAL při diagnóze T-ALL je prognosticky významným faktorem pre-
dikujícím odpověď na iniciální léčbu kortikosteroidy. Tento jev se podařilo potvrdit i v in vitro experimentu – při in-
kubaci s kortikoidy je procento přežívajících buněk vyšší u nativní linie T-buněčné leukemie než u stejné linie s trans-
fekovaným genem NTAL.
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protein (Cbp), váže tyrosin kinázu Csk, a tím umožňuje
její roli hlavního negativního regulátora Src kináz (3).
V periferních klidových T lymfocytech vede relativně vy-
soký status fosforylace PAG k potlačení některých Src ki-
náz (Lck a Fyn). V průběhu počáteční fáze aktivace
T lymfocytu přes T receptor (TCR) dojde k redukci PAG-
Csk vazby a tím eliminaci inhibice Lck a Fyn působené
Csk (4). Současná studie potvrzuje, že pro správnou in-
hibiční funkci musí být PAG lokalizován v “lipidovém
raftu” (5). Naproti tomu v B lymfocytech aktivace (cross-
link) B receptoru (BCR) vede ke zvýšené fosforylaci PAG
(6). To pravděpodobně potvrzuje fakt, že v B lymfocytech
jsou Src kinázy zapojeny spíše v negativní regulaci sig-
nalizace. PAG je vysoce exprimován v proliferujících
buňkách germinálních center folikulárního lymfomu (7).
Baumgartner ukázal možnou spojitost mezi genem PAG
a leukemií. U skotu indukuje parazit Theileria parva “le-
ukemický” obraz krvetvorby snížením fosforylace PAG.
Po odstranění parazita chemoterapeutiky dojde k opětov-
né fosforylaci PAG a návratu lymfocytů k normálnímu fe-
notypu (8).

LAT (“Linker for activation of T cells”) je důležitý ze-
jména pro vývoj T lymfocytů (9). Tato molekula je ne-
zbytná k přenosu signálu od TCR do nitra buňky. LAT –/-
myším chybí zralé periferní T lymfocyty neboť T prekur-
zory (thymocyty) se nevyvinou přes stadium “double-ne-
gative” (DN) (9). LAT je také exprimován v pre-B lym-
focytech, kde je zapojen v signalizaci přes pre-B recep-
tor a vývoji pre-B buněk směrem k nezralým B lymfo-
cytům. B lymfocyty v LAT -/- myších jsou částečně za-
blokované v tomto stadiu a v hematopoetické tkáni je zvý-
šené množství pre-B buněk (10). LAT tak může v B řadě
fungovat jako tumor supresor indukující fyziologickou di-
ferenciaci B lymfocytů (11).    

NTAL (“Linker for activation of T-cells 2”), také nazý-
vaný  LAT2, LAB nebo WBSCR5, byl původně považo-
ván za potenciální homolog LAT genu v B lymfocytech
(12). NTAL je fyziologicky přítomen v B, NK a myelo-
idních buňkách. Po cross-link BCR je NTAL rychle fos-
forylován Syk kinázou a asociuje s Grb2, Sos1, Gap1 a c-
Cbl. NTAL nemá vazebné místo pro PLCgamma (12) –
takže nejspíše není zapojen do signalizační odpovědi čas-
ného zvýšení intracelulárního Ca2+. Na NTAL deficient-
ní myši prokázal Wang lepší Ca2+ influx a lepší prolife-
raci B buněk po antigenní stimulaci (13). Protože je tedy
zapojen spíše do prolongovaného než časného zvýšení
koncentrace intracelulárního Ca2+ (14), není NTAL ekvi-
valentem LAT v B lymfocytech. Podle některých autorů
kompetuje v aktivovaných T lymfocytech NTAL s LAT
o palmitoylaci a lokalizaci v lipidovém raftu a tím inhi-
buje TCR signalizaci (15). NTAL tedy nejspíše funguje
jako negativní regulátor lymfocytární signalizace.

Dynamika exprese PAG, LAT a NTAL v průběhu di-
ferenciace lymfocytů dosud nebyla detailně popsána. Sou-
časné studie navrhují, že TRAPs mohou být užitečné imu-
nofenotypické markery relevantní pro diagnózu a stano-
vení prognosy lymfomů (7, 16). Cílem této studie bylo
charakterizovat expresi PAG, LAT a NTAL na úrovni

m-RNA (pomocí kvantitativní reverzně-transkriptázové
polymerázové řetězové reakce, qRT-PCR) a na úrovni
proteinu (použitím průtokové cytometrie) u normálních
B a T lymfocytárních prekurzorů a současně popsat jejich
roli v dětských leukemiích. 

Materiál a metodika

Normální hematopoetická tkáň, leukemické vzorky 
a buněčné linie

Celkem 9 vzorků periferní krve zdravých dárců bylo
použito k analýze zralých lymfocytů. Pro analýzu vývo-
je B lymfocytů jsme použili kostní dřeň dětí bez známek
maligního onemocnění (pacienti více než 1 rok po ukon-
čení léčby ALL a pacienti, kteří byli vyšetřováni k vy-
loučení hematologické malignity) (16 vzorků).  

Odebrané části tkáně thymu 13 dětí podstupujících ope-
raci srdce byly použity jako zdroj T lymfocytárních pre-
kurzorů.

Pro analýzu maligních lymfocytárních blastů jsme pou-
žili diagnostické vzorky kostní dřeně od 75 dětí s ALL.
Z této skupiny mělo 36 pacientů B-prekurzorovou leu-
kémii (BCP) (15 TEL/AML1 pozitivní, 5 MLL/AF4 po-
zitivní, 8 hyperdiploidní, 8 BCP-ALL bez hyperdiploidie,
TEL/AML1 a MLL/AF4) a 39 pacientů T-ALL (7 preT-
ALL, 13 intermediální T-ALL,19 zralou T-ALL).

K in vitro experimentům jsme použili buněčnou linii
Jurkat (linie pocházející od 14letého  pacienta s T-ALL,
která přirozeně neexprimuje NTAL) a Jurkat buňky trans-
fekované expresním vektorem pEFIRES-N produkujícím
NTAL (12). Exprese NTAL byla v derivované buněčné li-
nii ověřena jak na úrovni mRNA (RT-PCR), tak na úrov-
ni proteinu (Western Blot). V buněčné kultuře se nativní
i derivované Jurkat buňky chovaly obdobně.

Všechny experimenty byly prováděny v souladu s Hel-
sinskou deklarací. Projekt byl schválen etickou komisí
a všichni zákonní zástupci dětských pacientů i dobrovol-
ní dárci podepsali informovaný souhlas.

Třídění buněk do jednotlivých subpopulací (sorting)
Za pomoci průtokové cytometrie (FACS Aria, BD San

Jose) jsme provedli rozdělení nemaligních lymfocytů do
frakcí odpovídajících jednotlivým vývojovým stadiím
podle imunofenotypu.

Exprese proteinů PAG, LAT a NTAL v průběhu vývoje
B lymfocytů byla analyzována v následujících vývojových
stadiích: (1) CD34+CD19- lymfocyty, které představují
„non-committed“ prekurzory lymfoidních i myeloidních bu-
něk (n = 8), (2) CD19+CD10+CD34+ (n = 8), (3)
CD19+CD10+CD34- (n = 8) a (4) CD19+CD20+CD10-
(nejzralejší B lymfocyty přítomné v kostní dřeni). Meto-
dou qRT-PCR byly analyzovány pouze subpopulace
CD10+CD20+/- a CD10-CD20+, odpovídající stadiím
(2)+(3) respektive (4). B lymfocyty z periferní krve byly
oběma metodami analyzovány jako stadium (5).

Pro analýzu vývoje T lymfocytů jsme použili klasifi-
kaci ALL publikovanou skupinou EGIL (17), „intermedi-
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ate“ T-lymfocytární populace byla rozdělena na CD3- „ear-
ly-intermediate“ T-buňky a CD3+ „late-intermediate“ T-
buňky. TCR alfa/beta a TCR gama/delta byly sloučeny do
skupiny zralých T-lymfocytů. Stadia (1)-(4) byly FACS sor-
továny z thymů: (1) „pro/pre“ T-buňky CD7+CD3-CD1a-
CD8-; (2) „early-intermediate“ T-buňky CD7+CD3-
CD1a+CD8+/-; (3) „late-intermediate“ T-buňky CD7+CD3
+CD1a+; (4) zralé T-buňky CD7+CD3+CD1a-. Jako sta-
dium (5) byly FACS sortovány CD3+ T-lymfocyty z peri-
ferní krve. Čistota všech sortů byla 87–97,9 %.

Vývojová stadia thymocytů použitá ke qRT-PCR byla
stejná jako pro průtokovou cytometrii, pouze byla podpo-
řena pozitivitou CD34 ve stadiu (1) a (2) a stadium (4) by-
lo rozděleno na „double-positive“ (CD4+CD8+) a „single-
positive“  (CD4+CD8- nebo CD4-CD8+) buňky.

Příprava RNA a qRT-PCR
RNA ze zkoumaných buněk byla extrahována modifi-

kovanou metodou podle Chomczynského a Sacchi (18).
RNA ze sortovaných buněk byla izolována za použití
RNeasy Micro Kit a RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Německo) v závislosti na velikosti sortované po-
pulace. RNA byla přepsána do cDNA MoMLV reverzní
transkriptázou (Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA) podle
protokolu výrobce. 

Všechny qRT-PCR byly provedeny na přístrojích iCyc-
ler iQ system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) nebo ABI
7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Jako
kontrola kvantity a kvality cDNA byl použit housekee-
ping gen ABL (19).  Standardní křivky pro amplifikaci
genů ABL, LAT a PAG byly připraveny logaritmickým
seriovým ředěním cDNA od zdravých dobrovolníků do
vody, pro NTAL jsme použili cDNA z buněčné linie REH.
Výsledná normalizovaná exprese jednotlivých genů
(PAG, LAT, NTAL) ve vzorku byla definována jako po-
měr mezi expresí příslušného genu (PAG, LAT, NTAL)
a expresí ABL. 

Průtoková cytometrie
Vzorky kostní dřeně, periferní krve nebo kryoprezer-

vované thymocytární tkáně byly značeny následujícími
monoklonálními protilátkami (mAbs): anti-CD1a PE
(phycoerythrin) nebo anti-CD1a PC5™, anti-CD3 FITC
(fluorescein isothiocyanate), anti-CD4 ECD™, anti-CD7
FITC, anti-CD7 PE, anti-CD5 PC7™, anti-CD10 ECD™,
anti-CD19 PC7™, anti-CD34 FITC, anti-CD34 PC7™
(Immunotech, Marseille, Francie), anti-CD8 Pacific Blue
(Dako, Glostrup, Denmark), anti-CD20 Alexa Fluor
405™ (Serotec, Kidlington, Oxford, UK) nebo anti-CD20
Pacific Blue™ (eBioscience, San Diego, CA, USA), an-
ti-CD3 Alexa Fluor 700™, anti-CD7 Pacific Blue™,  an-
ti-Cbp/PAG Dyomics647™, anti-LAT Dyomics647™,
anti-NTAL PE, anti-IgG2a Dyomics647™, anti-IgG1 Dy-
omics647™ (Exbio Praha, Česká republika). Značení po-
vrchových molekul bylo provedeno podle dříve popsa-
ných postupů (20). Ke značení intracelulárních adapto-
rových proteinů byl použit FIX&PERM buněčný perme-
abilizační kit (An der Grub, Kaumbach, Rakousko) pod-

le protokolu výrobce. Vzorky byly analyzovány na pří-
stroji FACS Aria (BD, San Jose, CA), CyAn ADP (Da-
ko) nebo BD LSRII (BD). Analýza byla provedena po-
mocí softwaru FlowJo 8.1.1. (Treestar, Ashland, OR,
USA). Ve vzorcích byly vyšetřeny následující antigeny:
BCP-ALL: CD3, CD10, CD19, CD20 a Cbp/PAG nebo
LAT. T-ALL: CD3, CD7, CD5, CD20 a Cbp/PAG nebo
LAT. Nemaligní buňky kostní dřeně: CD34, CD10, CD19,
CD20 a Cbp/PAG nebo LAT. Thymocyty: CD8, CD7,
CD1a, CD4, CD34, CD3 a Cbp/PAG nebo LAT. Pro ana-
lýzu NTAL v thymocytech jsme vyšetřili CD7, CD8,
NTAL, CD4, CD1a, CD34 a CD3.

Exprese LAT, PAG a NTAL v gatovaných populacích
je ukázána jako poměr jejich střední intenzity fluorescen-
ce (MFI) k MFI izotypové kontroly v odpovídajícím ga-
tu. Zvolený postup umožňuje srovnání hodnot získaných
na třech různých průtokových cytometrech. Pro měření
apoptózy byl použit Annexin V (Exbio Praha, Česká re-
publika) a DAPI (Invitrogen, Carlsbad, USA). 

In vitro experimenty
Netransfekované, nativní linie Jurkat a Jurkat/NTAL

transfektanty byly pěstovány za standardních podmínek
v Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 médiu
se 2 mmol/L L-glutaminu, 10% fetálním bovinním sé-
rem a antibiotiky o koncentraci 10 ml/l (penicilinu: 100
jednotek/ml, streptomycinu: 100 μg/ml), při 37 °C a v at-
mosféře s 5% CO2. Transfektanty a nativní Jurkat linie
byly inkubovány s dexamethasonem (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) o koncentraci 25 μM, Methylprednisolonem
(Solu-medrol, Pharmacia Upjohn, Puurs, Belgie) o kon-
centraci 0,5 μM a aqua pro injectionem jako negativní
kontrolou. Po 48 a 72 hodinách jsme po značení Annexi-
nem V a DAPI měřili za použití průtokové cytometrie
procento přežívajících buněk definovaných jako Annexin
V i DAPI negativní.

Statistická analýza
Ke statické analýze byl použit test Mann-Whitney (Stat-

View software, SAS Institute, Cary, NC, USA). 

Výsledky

Normální a leukemické B buňky 
Exprese PAG
Obrázek 1 ukazuje expresi PAG v B lymfocytární linii.

V nemaligní tkáni, nejvíce nezralé “non-committed“
CD19-CD34+ buňky mají velmi nízkou expresi PAG pro-
teinu. Se získáním CD19 pozitivity, exprese PAG rychle
stoupá a při dalším vývoji do zralého B lymfocytu násled-
ně hladina PAG mRNA i proteinu postupně klesá. 

V BCP-ALL byla exprese PAG měřena v následujících
podtypech: TEL/AML1 pozitivní, MLL/ALF pozitivní
(kojenci), hyperdiploidní a „ostatní“ (ne-hyperdiploidní,
TEL/AML1 negativní, MLL/AF4 negativní). Hladina m-
RNA a proteinu PAG koreluje velice dobře. Hladina PAG
ve skupině hyperdiploidních  a „ostatních“ leukemií je ob-
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dobná jako exprese ve zdravých lymfocytech odpovídají-
cího stadia maturace, nízká exprese PAG v kojenecké
MLL/AF4 pozitivní leukemii odpovídá vzniku těchto leu-
kemií z velmi časných CD10-negativních progenitorů
a CD34+CD19- buňky jsou fenotypicky nejbližší nemalig-
ní populací. TEL/AML1 pozitivní leukemické buňky expri-
mují významně vyšší hladiny PAG v porovnání s ostatními
CD10+ ALL podtypy (hyperdiploidní a „ostatní“ ALL, p =
0,0035 pro protein; p < 0,0001 pro mRNA) i s odpovídají-
cími nemaligními protějšky (CD19+CD10+CD34+, p =
0,0045 pro protein; CD20+/-CD10+, p = 0,0526 pro
mRNA).

Exprese LAT
Absolutní množství LAT mRNA v B lymfocytárních

prekurzorech je velmi nízké, o řád nižší ve srovnání s T-
ALL, přibližně na úrovni nemaligních thymocytů. Hladi-
na LAT má tendenci stoupat s vyzráváním B linie, ale roz-
dílná exprese není mezi jednotlivými stadii signifikantní.

Exprese LAT v analyzovaných podtypech dětské BCP-
ALL odpovídá nemaligním prekurzorům s výjimkou sku-
piny “ostatních” BCP-ALL, kde jsou hladiny LAT nižší.

Rozdíl mezi touto skupinou a nemaligními prekurzory do-
sahuje statistické signifikace (p = 0,0247). 

Hladiny proteinu LAT v nemaligních B prekurzorech
i v BCP-ALL jsou tak nízké, že jsme je nebyli schopni
metodami průtokové cytometrie detekovat.

Exprese NTAL
Množství mRNA genu NTAL je téměř stejné

v CD10+CD20+/- a CD10-CD20+ B lymfocytárních pre-
kurzorech a nesignifikantně vyšší v periferních B buň-
kách. Při proteinové analýze dosahujeme podobných vý-
sledků, navíc u nejméně zralých B-lymfocytárních pre-
kurzorů (analyzovaných pouze průtokovou cytometrií),
detekujeme nejvyšší hladiny proteinu NTAL.

Všechny vyšetřované podtypy BCP-ALL s výjimkou
TEL/AML1 pozitivních leukemií mají vyšší expresi NTAL
než jejich nemaligní protějšky. Zajímavé je že exprese
NTAL v TEL/AML1 pozitivních blastech je téměř 10krát
nižší než u ostatních BCP-ALL podtypů a je obdobná
jako hladina NTAL v nemaligních prekurzorech. Rozdíl me-
zi hladinou NTAL mRNA u TEL/AML pozitivních ALL
a fenotypicky obdobného podtypu hyperdiploidních ALL je
statisticky vysoce signifikantní (p = 0,004).

Normální a leukemické T buňky 
Exprese PAG

V maligních i nemaligních T lymfocytech jsme nalez-
li pouze slabou expresi PAG, přibližně o 1 řád nižší než
v B lymfocytech.

V normálních thymocytech je hladina PAG mRNA
konstantní s výjimkou „early intermediate“ stadia
(CD7+CD3-CD1a+CD8+/-), ve kterém je exprese PAG
nižší (p = 0,0495). Zralé periferní T lymfocyty mají vý-
znamně vyšší hladinu mRNA genu PAG v porovnání
s thymocyty (p = 0,0339).

Ve vzorcích T-ALL je tendence ke snižování exprese
PAG se zralejším genotypem maligních blastů (pre T-ALL
versus zralá T-ALL, p = 0,0367). Nicméně mezi maligní-
mi blasty a thymocyty není statisticky významný rozdíl.

Na úrovni proteinu je hladina PAG konstantně nízká,
mezi jednotlivými stadii vývoje T lymfocytu není v ex-
presi žádný rozdíl (včetně periferních T lymfocytů). Stej-
ně tak se hladina PAG proteinu v T maligních blastech ne-
liší od normálních T buněk.

Exprese LAT
Hladina LAT se v průběhu vývoje normálního T lym-

focytu zvyšuje, jak je ukázáno na obrázku 2. Zatímco na
úrovni mRNA se exprese signifikantně zvyšuje pouze me-
zi thymocyty a periferními T lymfocyty (p = 0,0036), roz-
díly na proteinové úrovni jsou detekovatelné v celém prů-
běhu vývoje T lymfocytu (CD7+CD3-CD1a+CD8+/-
„early intermediate“ versus CD7+CD3+CD1a+ „late in-
termediate“, p = 0,0163; zralé „double-positive“ versus
zralé „single-positive, p = 0,0373; thymocyty versus
CD3+ periferní T lymfocyty, p = 0,0143).

Hladina LAT má také tendenci vzrůstat se zralejším fe-
notypem maligních blastů, ale z důvodu nízkého počtu

Obr. 1. Hladina exprese mRNA (A) a proteinu (B) genu  PAG v průbě-
hu fyziologického vývoje B lymfocytu a u dětských BCP-ALL. 
BCP-ALL, B-prekurzorová leukemie; MLL/AF4 (mRNA n = 5); HD, hy-
perdiploidní (mRNA n = 8, protein n = 4); TEL/AML1 (mRNA n = 15,
protein n = 6); ostatní, ne-hyperdiploidní, fúzní geny negativní B-pre-
kurzorová leukemie (mRNA n = 8, protein n = 16); fyziologická
BCP 0, CD34+CD19- buňky (protein n = 8); fyziologická BCP 1,
CD19+CD10+CD34+ (protein n = 8); fyziologická BCP 2,
CD10+CD20+/- v analýze mRNA (n=2) a CD19+CD10+CD34- v prote-
inové analýze (n = 8); fyziologická BCP 3, CD20+CD10- v analýze mRNA
(n = 2) a CD19+CD20+CD10- v proteinové analýze (n = 8); PB, fyziolo-
gické periferní B lymfocyty, CD19+ (mRNA n = 4, protein n = 4). 
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vzorků v jednotlivých podtypech T-ALL (pre T – interme-
diate T – zralá T) nedosahují rozdíly statistické význam-
nosti. Pre T a intermediate T-ALL mají vyšší expresi LAT
než fyziologické pre T a intermediate T buňky. Zralé T-
ALL mají vyšší hladinu LAT v porovnání se zralými T thy-
mocyty, i když statistické významnosti dosahují tyto změ-
ny pouze na úrovni proteinu (p = 0,0079 pro „single-posi-
tive“ thymocyty a p = 0,0062 pro „double-positive“ thy-
mocyty). Hladina LAT ve zralých T-ALL však nedosahu-
je úrovně nalezené v normálních periferních T lymfocytech
(p = 0,0887 pro mRNA, p = 0,0428 pro protein).

Exprese NTAL
Detekovatelnou hladinu NTAL mRNA jsme překvapi-

vě nalezli ve všech thymocytárních populacích s výjim-
kou CD4 „single-positive“ lymfocytů. Hladina NTAL
mRNA v průběhu vývoje T lymfocytu klesá a stejný trend
je vidět i na úrovni proteinu, kdy pro/pre-T buňky mají
nejvyšší hladiny NTAL.

Exprese NTAL rozděluje T-ALL do 2 skupin – s níz-
kou a s vysokou hladinou NTAL mRNA. Práh mezi „níz-
kou“ a „vysokou“ expresí byl stanoven jako dvojnáso-
bek exprese NTAL v buněčné linii REH (ta byla pro qRT-

PCR analýzu exprese NTAL mRNA použita jako stan-
dard). Rozdělení do NTAL „vysoké“ a „nízké“ skupiny
nekoreluje s imunofenotypem, věkem pacientů při dia-
gnose, ani s počáteční hladinou leukemických blastů v pe-
riferní krvi. Nicméně tyto 2 skupiny se významně liší
v odpovědi na iniciální léčku ALL. Zatímco více než po-
lovina pacientů (6/11) s nízkou expresí NTAL odpoví
špatně na počáteční léčbu prednizonem (= prednison “po-
or responders”), velká většina (20/24) pacientů v vyso-
kým NTAL mají dobrou odpověď na prednizon (= pred-
nison “good responders”) (p = 0,04). Rozdíl hladin NTAL
mezi „good“ a „poor responders“ je statisticky význam-
ný (p = 0,0285) (obr. 3).

In vitro odpověď na terapii kortikoidy
Nativní a NTAL-transfekovaná linie Jurkat byly inku-

bovány s dexamethasonem, methylprednisolonem a sa-
motným rozpouštědlem (H2O) jako negativní kontrolou.
V každém časovém bodě byl počet živých buněk ve vzor-
ku negativní kontroly stanoven jako 100%. Po 48 hodi-
nách inkubace s dexamethasonem se počet přežívajících
buněk lišil, v nativní linii přežívalo o 12% více leukemic-
kých buněk než v linii exprimující NTAL. Po 72 hodinách
inkubace byl rozdíl dokonce 46 %. Obdobný efekt methyl-
prednisolonu byl méně výrazný (nesignifikantní rozdíl po
48 hodinách, 5% rozdíl po 72 hodinách).

Diskuse 

Pomocí metod qRT-PCR a průtokové cytometrie jsme
analyzovali expresi 3 adaptorových molekul na protei-
nové a mRNA úrovni. Obecně, hladina i dynamika
mRNA i proteinu korespondují velmi dobře. Definovali
jsme změny v expresi adaptorových molekul v průběhu
normálního lymfocytárního vývoje u lidí a porovnali jsme
výsledky fyziologické exprese s hladinami v hlavních
podtypech dětské ALL. Nalezli jsme statisticky význam-
né změny v expresi adaptorových molekul u leukemií
s rozdílným genetickým podkladem a ukázali jsme jejich
prognostický význam. Naše primární data mohou být pou-
žita pro následnou funkční analýzu těchto molekul, která
je pro plné porozumění jejich role ve vývoji B a T lym-
focytů a u leukemií nezbytná.

Analýza na úrovni proteinu a mRNA ukázala, že zatím-
co některé adaptorové molekuly jsou při vývoji B a T

Obr. 2. Hladina exprese mRNA (A) a proteinu (B) genu LAT v průběhu
fyziologického vývoje T lymfocytu a u dětských T-ALL.
„Pre“ T-ALL (mRNA n = 4, protein n = 1); IM, “intermediate” T-ALL
(m-RNA n = 6, protein n = 1); „mature“ T-ALL (mRNA n = 8, protein
n = 6); TCP 1, CD7+CD3-CD1a-CD8- v analýze mRNA (n = 3)
a CD34+CD7+CD3-CD1a-CD8- v proteinové analýze (n = 5); TCP 2,
CD7+CD3-CD1a+CD8+/- v analýze mRNA (n = 3) a CD34+CD7+CD3-
CD1a+CD8+/- v proteinové analýze (n = 5); TCP 3, CD7+CD3+CD1a+
(mRNA n = 3, protein n = 5); TCP 4, CD7+CD3+CD1a- (n = 3); TCP 4a,
CD7+CD3+CD1a-CD4+CD8+ (n = 5); TCP 4b, CD7+CD3+CD1a-
CD4+CD8- nebo CD7+CD3+CD1a- CD8+CD4- (n = 5); PB, fyziologic-
ké periferní T-lymfocyty, CD3+ (mRNA n = 4, protein n = 4). 

Obr. 3. Hladina NTAL m-RNA u pacientů s T-ALL s různou odpovědí
na iniciální prednizonovou léčbu. 
PGR, prednison “good responders”; PPR, prednison “poor responders” 
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lymfocytu přítomny v relativně konstantních hladinách,
jiné ukazují statisticky významnou dynamiku (snižování
exprese NTAL, zvyšování exprese LAT v průběhu vývo-
je T buněk, snižování hladiny PAG při vývoji B řady). Ta-
to pozorování ukazují, že v průběhu fyziologického lym-
focytárního vyzrávání jsou zapojeny rozdílné adaptoro-
vé proteiny a aktivovány rozdílné signalizační dráhy.

Pro pochopení funkce a patologie těchto molekul je
velmi užitečné studium maligních protějšků normálních
lymfocytů. My jsme analyzovali leukemické buňky nej-
častějších podtypů dětských ALL, porovnávali expresi
adaptorových molekul v leukemických buňkách a v od-
povídajících fyziologických prekurzorech a následně jsme
se zaměřili na prognostický vliv rozdílných hladin někte-
rých adaptorů. 

TEL/AML1 a hyperdiploidní leukemie tvoří dohroma-
dy přibližně polovinu dětských ALL. Tyto dvě velmi dob-
ře definované podskupiny mají velmi podobnou charak-
teristiku – každá tvoří 20–25 % případů ALL u dětí, ty-
picky jsou obě diagnostikovány v předškolním věku (1–5
let), mají podobný imunofenotyp (CD34+19+10+), odpo-
věď na léčbu i celkovou prognózu přežití (velmi dobrou).
Přesto, překvapivě, se právě u těchto 2 podtypů leukemií
významně liší exprese adaptorových molekul (TEL/AML1
mají vyšší expresi PAG a nižší hladinu NTAL, p = 0,001,
p = 0,004). Rovněž se u těchto podtypů liší exprese adap-
torů i při porovnání s odpovídajícími nemaligními B pre-
kurzory. Toto pozorování nejspíše reflektuje odlišné bio-
logické pozadí těchto leukemií a ukazuje, že adaptorové
molekuly by přímo nebo nepřímo mohly hrát roli při eti-
opatogenezi TEL/AML1 nebo hyperdiploidní ALL.

U leukemií z B prekurzorů je nejvýraznější odchylkou
vysoká exprese PAG v TEL/AML1 pozitivních maligních
blastech. Vysoká hladina PAG může ukazovat na vznik
těchto leukemií z časného B progenitoru. To korespondu-
je s našimi předchozími pozorováními založenými na de-
tailní imunofenotypické analýze této skupiny (21). Vyšší
hladina exprese PAG v TEL/AML1 pozitivních leukemic-
kých buňkách by také mohla vysvětlovat známý fenomén
vysoké VDJ rekombinantní aktivity, která vede k vysoké-
mu počtu přestaveb genů pro immunoglobuliny a T buněč-
né receptory v TEL/AML1 pozitivních buňkách v porov-
nání s TEL/AML1 negativními leukemiemi (22). Jak by-
lo zmíněno dříve, vyšší aktivita PAG v B prekurzorech ve-
de k vyšší aktivitě Csk a tím k potlačení Src kinázové ak-
tivity. Tím se sníží fosforylace inhibičních ITIM motivů
což umožní vyšší propagaci aktivačního signálu včetně
VDJ rekombinantní aktivity. Dále PAG statisticky vý-
znamně koreluje s expresí CD27 antigenu. Tato moleku-
la je exprimována na buňkách s vysokou aktivitou VDJ re-
kombinantní aktivity –časné B progenitory přestavující ge-
ny pro těžké imunoglobulinové řetězce, B-buňky v germi-
nálních centrech a také ALL s TEL/AML1 fúzním genem
(7, 16, 21, 23). Vysoká exprese proteinu PAG byla nedáv-
no popsána ve vzorcích folikulárního lymfomu (7).

Hladina LAT se signifikantně zvyšuje se zráním malig-
ních i nemaligních T buněk. U T-ALL z nejméně zralých
progenitorů exprese LAT překročí hladinu nalezenou ve

zralých thymocytech, ale nedosáhne hladiny, která se vy-
skytuje v periferních T lymfocytech. Protože LAT je ne-
zbytný pro aktivaci T buněk (24), vysoká hladina LAT
v periferních T lymfocytech pravděpodobně reflektuje an-
tigenní zkušenost těchto buněk. Nižší hladina LAT v le-
ukemických buňkách tak může demonstrovat fakt, že ač-
koliv jsou leukemické a neleukemické buňky fenotypic-
ky ve stejném maturačním stadiu, maligní T buňky nejsou
schopny adekvátně odpovědět na antigenní stimulaci.

Naše výsledky ukazují, že rozdílná exprese NTAL u T-
ALL ovlivňuje časnou odpověď na léčbu a tím i prognó-
zu onemocnění (nízká hladina NTAL signifikantně kore-
luje se špatnou odpovědi na iniciální týdenní terapii pred-
nisonem, p = 0,028). Tato data získaná analýzou pacient-
ských vzorků se nám následně podařilo potvrdit i v in
vitro experimentu. Po dvou až třídenní kultivaci buněčné
linie dětské T-ALL jsme detekovali významný rozdíl me-
zi buňkami lišícími se pouze expresí adaptorové mole-
kuly NTAL. Stejně jako u pacientských vzorků jsme po-
zorovali významnější “léčebný” efekt (tedy menší pro-
cento přežívajících leukemických buněk) u linie s expre-
sí NTAL. NTAL může fungovat jako předpokládaný tu-
mor supresorový gen, působící pravděpodobně přes kom-
petitivní inhibici LAT (jehož aktivita je nezbytná k pro-
pagaci signálu do buněčného jádra), a snižovat tak úro-
veň fosforylace Src kináz. NTAL a LAT mohou soupeřit
o pozici v určitém lipidovém raftu či o účinnou palmito-
ylaci (připojení zbytku kyseliny palmitové na –SH skupi-
nu cysteinu) nutnou ke správné funkci obou proteinů.
U jiných typů leukemie (konkrétně u TEL/AML1 pozi-
tivních ALL) má vysoká exprese NTAL spíše nepříznivý
prognostický vliv – pacienti, kteří následně prodělají re-
laps onemocnění, mají tendenci k vyšším hladinám ex-
prese NTAL. Přestože tato změna nedosahuje hranice sta-
tistické významnosti (p = 0,071), tento fenomén ukazuje
na možnou rozdílnou roli molekuly NTAL v maligních
B a T prekurzorech.

Naše data ukazují, že rozdílná exprese transmembrá-
nových adaptorových molekul je u určitých podtypů ALL
specifická – zvláště u TEL/AML1 pozitivní ALL. Dále
jsme prokázali, že rozdílná exprese některých adaptorů
může hrát důležitou roli v časné odpovědi na léčbu dět-
ské ALL.
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