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Souhrn

Transmembranové adaptorové proteiny nemaji enzymatickou nebo kinazovou funkci, ale jsou zapojeny do prenosu
signalu z bunécného povrchu do bunééného jadra. Na zvirecim modelu vede zména exprese adaptorové molekuly PAG
k obrazu leukemie. V této studii byly vySetfovany adaptorové molekuly PAG, LAT a NTAL ve fyziologickych lymfo-
cytarnich prekurzorech a na souboru 75 diagnostickych vzorka détské akutni lymfoblastické leukemie (ALL). Byla
analyzovana exprese téchto molekul na mRNA irovni (metodou kvantitativni reverzné-transkriptazové polymerazo-
vé Fetézové reakce) a na drovni proteinu (pomoci pritokové cytometrie). V prubéhu fyziologické lymfocytarni matu-
race se hladina nékterych adaptoru signifikantné méni mezi jednotlivymi stadii. V riznych podtypech ALL je moz-
no sledovat odliSnou dynamiku exprese jednotlivych molekul, zejména TEL/AMLI1 pozitivni pacienti jsou charakte-
rizovani unikatnim profilem exprese. Hladina NTAL pri diagnéze T-ALL je prognosticky vyznamnym faktorem pre-
dikujicim odpovéd’ na inicidlni 1é¢bu kortikosteroidy. Tento jev se podatilo potvrdit i v in vitro experimentu — pri in-
kubaci s kortikoidy je procento prezivajicich bunék vyssi u nativni linie T-bunécné leukemie nez u stejné linie s trans-
fekovanym genem NTAL.
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Summary
Svojgr K., Burjanivova T., Vaskova M., Kalina T., Brdi¢ka T., Kacerova T., Stary J., Trka J., Zuna J.: Adaptor
molecules PAG, NTAL and LAT in physiological lymphocyte precursors and in childhood leukaemia

Transmembrane adaptor proteins do not posses an enzymatic or kinase function, but they mediate signal transmis-
sion from cell surface to the nucleus. In animal model, changes in PAG adaptor molecule expression induce a leuka-
emia-like phenotype. In this study, adaptor molecules PAG, LAT, NTAL were analysed in physiological lymphocyte
precursors and in 75 diagnostic samples of childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL). The expression status
was assessed at mRNA level (using real-time quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction) and at pro-
tein level (using flow cytometry). During a physiological maturation of lymphocyte precursors an expression status
of some adaptors shows significant dynamics among distinct maturation stages. Among different ALL subgroups dif-
ferent adaptor molecules expression dynamics can be seen, particularly in TEL/AMLI1 patients displaying a unique
profile of expression. NTAL level at the diagnosis of T-ALL has a prognostic impact predicting good or poor respon-
se to initial corticosteroid treatment. This observation was confirmed in ir vitro assay — after incubation with corti-
coids a percentage of surviving cells is higher in wild-type T-ALL cell line compared to the same cells with transfec-
ted NTAL gene.
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Uvod

PAG, LAT a NTAL patii do skupiny transmembrdno-
vych adaptorovych proteinti (TRAPs). TRAPs mohou hrat

dilezitou roli v etiopatogenezi ALL. Tyto molekuly jsou

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je nejcastéjSim
malignim onemocnénim détského véku. Kazdorocné
je v Ceské republice diagnostikovéno pfiblizné 65 novych
pfipadi této nemoci. PfestoZe se prevazna Cast pacientt
vylééi a dlouhodobé Zije v 1. kompletni remisi, stdle
u 20 az 25 % ptipada dochazi k relapsu ALL. Asi 85 %
ALL vznikd z B lymfocytarnich prekurzori (BCP), zby-
tek (15 %) jsou T-ALL. Ve vétsiné pfipadt je leukemie
spojena se znamymi genetickymi aberacemi — napiiklad
t(12;21), hyperdiploidie, t(9;21), t(4;11), mutace NOTCH
genti, pS3 a p16. Presto ani etiopatogeneze leukemii se zna-
mym genetickym podkladem nenf stle zcela objasnéna.

klicovymi mediatory signalizacnich kaskad lymfocytl
a jejich abnormadlni funkce ovliviiuje proliferaci a dife-
renciaci bunék. Do soucasné doby bylo identifikovdno 7
TRAPs, pficemZ 4 jsou pfitomny v membrianovych mik-
rodoméndch — tzv. raftech (1). “Lipidové rafty” (téZ ozna-
¢ované jako GEMs — Glycolipid-Enriched Membrane
Microdomains), jsou submikroskopické okrsky membra-
ny obohacené o cholesterol a sfingolipidy s unikdtnim
proteinovym sloZenim. Maji zdsadni roli v signalizaci
burky pres imunoreceptory (2).

PAG (“Phosphoprotein associated with glycosphingo-
lipid enriched microdomains”), téZ nazyvany Csk-binding
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protein (Cbp), vaze tyrosin kindzu Csk, a tim umoziuje
jeji roli hlavniho negativniho reguldtora Src kindz (3).
V perifernich klidovych T lymfocytech vede relativné vy-
soky status fosforylace PAG k potlaceni n€kterych Src ki-
naz (Lck a Fyn). V prubéhu pocédteni faze aktivace
T lymfocytu pres T receptor (TCR) dojde k redukci PAG-
Csk vazby a tim eliminaci inhibice Lck a Fyn ptisobené
Csk (4). Soucasnd studie potvrzuje, Ze pro spravnou in-
hibi¢ni funkci musi byt PAG lokalizovédn v “lipidovém
raftu” (5). Naproti tomu v B lymfocytech aktivace (cross-
link) B receptoru (BCR) vede ke zvySené fosforylaci PAG
(6). To pravdépodobné potvrzuje fakt, Ze v B lymfocytech
jsou Src kindzy zapojeny spiSe v negativni regulaci sig-
nalizace. PAG je vysoce exprimovan v proliferujicich
bunkdch germindlnich center folikuldrniho lymfomu (7).
Baumgartner ukdzal moZnou spojitost mezi genem PAG
a leukemii. U skotu indukuje parazit Theileria parva “le-
ukemicky” obraz krvetvorby sniZenim fosforylace PAG.
Po odstranén{ parazita chemoterapeutiky dojde k op&tov-
né fosforylaci PAG a navratu lymfocytd k normélnimu fe-
notypu (8).

LAT (“Linker for activation of T cells”) je dilezity ze-
jména pro vyvoj T lymfocytl (9). Tato molekula je ne-
zbytnd k prenosu signalu od TCR do nitra burniky. LAT —/-
mysSim chybi zralé periferni T lymfocyty nebot’ T prekur-
zory (thymocyty) se nevyvinou pres stadium “double-ne-
gative” (DN) (9). LAT je také exprimovén v pre-B lym-
focytech, kde je zapojen v signalizaci pres pre-B recep-
tor a vyvoji pre-B bunék smérem k nezralym B lymfo-
cytim. B lymfocyty v LAT -/- mySich jsou ¢aste¢né za-
blokované v tomto stadiu a v hematopoetické tkéni je zvy-
Sené mnozstvi pre-B bunék (10). LAT tak mize v B fadé
fungovat jako tumor supresor indukujici fyziologickou di-
ferenciaci B lymfocytd (11).

NTAL (“Linker for activation of T-cells 2”"), také nazy-
vany LAT2, LAB nebo WBSCRS5, byl ptivodné povazo-
van za potencidlni homolog LAT genu v B lymfocytech
(12). NTAL je fyziologicky pfitomen v B, NK a myelo-
idnich bunkach. Po cross-link BCR je NTAL rychle fos-
forylovén Syk kindzou a asociuje s Grb2, Sos1, Gap1 a c-
Cbl. NTAL nema vazebné misto pro PLCgamma (12) —
takZe nejspiSe neni zapojen do signalizacni odpovédi Cas-
ného zvyseni intracelularniho Ca2+. Na NTAL deficient-
ni mysi prokdzal Wang lepsi Ca2+ influx a lepsi prolife-
raci B bunék po antigenni stimulaci (13). ProtoZe je tedy
zapojen spiSe do prolongovaného nez ¢asného zvySeni
koncentrace intracelularniho Ca2+ (14), neni NTAL ekvi-
valentem LAT v B lymfocytech. Podle nékterych autorti
kompetuje v aktivovanych T lymfocytech NTAL s LAT
o palmitoylaci a lokalizaci v lipidovém raftu a tim inhi-
buje TCR signalizaci (15). NTAL tedy nejspiSe funguje
jako negativni reguldtor lymfocytarni signalizace.

Dynamika exprese PAG, LAT a NTAL v pribéhu di-
ferenciace lymfocytti dosud nebyla detailné popséna. Sou-
Casné studie navrhuji, Ze TRAPs mohou byt uZite¢né imu-
nofenotypické markery relevantni pro diagnézu a stano-
veni prognosy lymfomi (7, 16). Cilem této studie bylo
charakterizovat expresi PAG, LAT a NTAL na drovni

m-RNA (pomoci kvantitativni reverzné-transkriptdzové
polymerazové fetézové reakce, qQRT-PCR) a na trovni
proteinu (pouZitim pritokové cytometrie) u normdlnich
B a T lymfocytarnich prekurzorti a souasné popsat jejich
roli v détskych leukemiich.

Material a metodika

Normdlni hematopoetickd tkari, leukemické vzorky
a bunécné linie

Celkem 9 vzorkd periferni krve zdravych darcd bylo
pouZito k analyze zralych lymfocytd. Pro analyzu vyvo-
je B lymfocytti jsme pouZili kostn{ dient déti bez zndmek
maligniho onemocnénf (pacienti vice neZ 1 rok po ukon-
Ceni 1écby ALL a pacienti, ktefi byli vySetfovani k vy-
louceni hematologické malignity) (16 vzorkd).

Odebrané ¢asti tkané thymu 13 déti podstupujicich ope-
raci srdce byly pouZity jako zdroj T lymfocytéarnich pre-
kurzord.

Pro analyzu malignich lymfocytdrnich blastil jsme pou-
zili diagnostické vzorky kostni dfené od 75 déti s ALL.
Z této skupiny mélo 36 pacientti B-prekurzorovou leu-
kémii (BCP) (15 TEL/AMLI pozitivni, 5 MLL/AF4 po-
zitivni, 8 hyperdiploidni, 8 BCP-ALL bez hyperdiploidie,
TEL/AMLI1 a MLL/AF4) a 39 pacientd T-ALL (7 preT-
ALL, 13 intermedialni T-ALL,19 zralou T-ALL).

K in vitro experimentim jsme pouZzili buné¢nou linii
Jurkat (linie pochdzejici od 14letého pacienta s T-ALL,
ktera prirozené neexprimuje NTAL) a Jurkat bunky trans-
fekované expresnim vektorem pEFIRES-N produkujicim
NTAL (12). Exprese NTAL byla v derivované bunécné li-
nii ovéfena jak na dirovni mRNA (RT-PCR), tak na tirov-
ni proteinu (Western Blot). V bunééné kultufe se nativn{
i derivované Jurkat buniky chovaly obdobné.

Vsechny experimenty byly provadény v souladu s Hel-
sinskou deklaraci. Projekt byl schvalen etickou komis{
a vSichni zdkonn{ zastupci détskych pacientl i dobrovol-
ni dérci podepsali informovany souhlas.

Trideni bunék do jednotlivych subpopulaci (sorting)

Za pomoci priitokové cytometrie (FACS Aria, BD San
Jose) jsme provedli rozdéleni nemalignich lymfocytti do
frakci odpovidajicich jednotlivym vyvojovym stadiim
podle imunofenotypu.

Exprese proteinti PAG, LAT a NTAL v prubéhu vyvoje
B lymfocytd byla analyzovéna v ndsledujicich vyvojovych
stadiich: (1) CD34+CD19- lymfocyty, které predstavuji
,-non-committed** prekurzory lymfoidnich i myeloidnich bu-
nék (n = 8), (2) CD19+CD10+CD34+ (n = 8), (3)
CD19+CD10+CD34- (n = 8) a (4) CD19+CD20+CD10-
(nejzralejsi B lymfocyty pfitomné v kostni dfeni). Meto-
dou ¢RT-PCR byly analyzovdny pouze subpopulace
CD10+CD20+/- a CD10-CD20+, odpovidajici stadiim
(2)+(3) respektive (4). B lymfocyty z periferni krve byly
obéma metodami analyzovény jako stadium (5).

Pro analyzu vyvoje T lymfocytd jsme pouzili klasifi-
kaci ALL publikovanou skupinou EGIL (17), ,,intermedi-
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ate* T-lymfocytarni populace byla rozdélena na CD3- ,,ear-
ly-intermediate” T-buniky a CD3+ ,,late-intermediate™ T-
burky. TCR alfa/beta a TCR gama/delta byly slouceny do
skupiny zralych T-lymfocyti. Stadia (1)-(4) byly FACS sor-
tovany z thyma: (1) ,,pro/pre* T-buriky CD7+CD3-CD]1a-
CDS8-; (2) ,early-intermediate“ T-buriky CD7+CD3-
CD1a+CD8+/-; (3) ,,late-intermediate* T-buiky CD7+CD3
+CDla+; (4) zralé T-bunky CD7+CD3+CD]1a-. Jako sta-
dium (5) byly FACS sortovany CD3+ T-lymfocyty z peri-
ferni krve. Cistota viech sortil byla 87-97.9 %.

Vyvojova stadia thymocyttl pouzitd ke qRT-PCR byla
stejnd jako pro pritokovou cytometrii, pouze byla podpo-
fena pozitivitou CD34 ve stadiu (1) a (2) a stadium (4) by-
lo rozdéleno na ,,double-positive** (CD4+CD8+) a ,,single-
positive” (CD4+CDS8- nebo CD4-CD8+) buriky.

Priprava RNA a qRT-PCR

RNA ze zkoumanych bunék byla extrahovdna modifi-
kovanou metodou podle Chomczynského a Sacchi (18).
RNA ze sortovanych bunék byla izolovédna za pouZiti
RNeasy Micro Kit a RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Némecko) v zdvislosti na velikosti sortované po-
pulace. RNA byla prepsana do cDNA MoMLV reverzni
transkriptdzou (Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA) podle
protokolu vyrobce.

Vsechny qRT-PCR byly provedeny na pristrojich 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 pouZit housekee-
ping gen ABL (19). Standardni kiivky pro amplifikaci
gent ABL, LAT a PAG byly pfipraveny logaritmickym
seriovym fedénim cDNA od zdravych dobrovolniki do
vody, pro NTAL jsme pouZili cDNA z buné¢né linie REH.
Vyslednd normalizovand exprese jednotlivych gent
(PAG, LAT, NTAL) ve vzorku byla definovana jako po-
mér mezi expresi piislusného genu (PAG, LAT, NTAL)
a expresi ABL.

Pritokovd cytometrie

Vzorky kostni diené, periferni krve nebo kryoprezer-
vované thymocytarni tkdné byly znaleny ndsledujicimi
monoklondlnimi protilitkami (mAbs): anti-CDla PE
(phycoerythrin) nebo anti-CD1la 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, Ceska republika). Znageni po-
vrchovych molekul bylo provedeno podle dfive popsa-
nych postupti (20). Ke znaceni intraceluldrnich adapto-
rovych proteinti byl pouzit FIX&PERM bunéény perme-
abiliza¢nf kit (An der Grub, Kaumbach, Rakousko) pod-

le protokolu vyrobce. Vzorky byly analyzovany na pfi-
stroji FACS Aria (BD, San Jose, CA), CyAn ADP (Da-
ko) nebo BD LSRII (BD). Analyza byla provedena po-
moci softwaru FlowJo 8.1.1. (Treestar, Ashland, OR,
USA). Ve vzorcich byly vySetieny nasledujici antigeny:
BCP-ALL: CD3, CD10, CD19, CD20 a Cbp/PAG nebo
LAT. T-ALL: CD3, CD7, CD5, CD20 a Cbp/PAG nebo
LAT. Nemaligni buriky kostni dfené: CD34,CD10,CD19,
CD20 a Cbp/PAG nebo LAT. Thymocyty: CD8, CD7,
CDla,CD4,CD34,CD3 a Cbp/PAG nebo LAT. Pro ana-
lyzu NTAL v thymocytech jsme vySetfili CD7, CDS,
NTAL, CD4, CDla, CD34 a CD3.

Exprese LAT, PAG a NTAL v gatovanych populacich
je ukdzana jako pomér jejich stfedni intenzity fluorescen-
ce (MFI) k MFI izotypové kontroly v odpovidajicim ga-
tu. Zvoleny postup umoznuje srovnani hodnot ziskanych
na tfech rtiznych pritokovych cytometrech. Pro méfeni
apopt6zy byl pouZit Annexin V (Exbio Praha, Cesk4 re-
publika) a DAPI (Invitrogen, Carlsbad, USA).

In vitro experimenty

Netransfekované, nativni linie Jurkat a Jurkat/NTAL
transfektanty byly péstovany za standardnich podminek
v Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 médiu
se 2 mmol/L L-glutaminu, 10% fetdlnim bovinnim sé-
rem a antibiotiky o koncentraci 10 ml/l (penicilinu: 100
jednotek/ml, streptomycinu: 100 pg/ml), pti 37 °C a v at-
mosféfe s 5% CO,. Transfektanty a nativni Jurkat linie
byly inkubovany s dexamethasonem (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) o koncentraci 25 uM, Methylprednisolonem
(Solu-medrol, Pharmacia Upjohn, Puurs, Belgie) o kon-
centraci 0,5 UM a aqua pro injectionem jako negativni
kontrolou. Po 48 a 72 hodindch jsme po znaceni Annexi-
nem V a DAPI mé&fili za pouZiti pritokové cytometrie
procento prezivajicich bunék definovanych jako Annexin
V i DAPI negativni.

Statistickd analyza
Ke statické analyze byl pouZit test Mann-Whitney (Stat-
View software, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Vysledky

Normdlni a leukemické B buiiky
Exprese PAG
Obrazek 1 ukazuje expresi PAG v B lymfocytérnf linii.

V nemaligni tkdni, nejvice nezralé “non-committed*
CD19-CD34+ bunky maji velmi nizkou expresi PAG pro-
teinu. Se ziskdnim CD19 pozitivity, exprese PAG rychle
stoupd a pri dal$im vyvoji do zralého B lymfocytu nasled-
né hladina PAG mRNA i proteinu postupné klesa.

V BCP-ALL byla exprese PAG méfena v nasledujicich
podtypech: TEL/AMLI1 pozitivni, MLL/ALF pozitivni
(kojenci), hyperdiploidnf a ,,ostatni* (ne-hyperdiploidni,
TEL/AMLI negativni, MLL/AF4 negativni). Hladina m-
RNA a proteinu PAG koreluje velice dobfe. Hladina PAG
ve skupiné hyperdiploidnich a,,ostatnich* leukemif je ob-
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Obr. 1. Hladina exprese mRNA (A) a proteinu (B) genu PAG v prubé-
hu fyziologického vyvoje B lymfocytu a u détskych BCP-ALL.

BCP-ALL, B-prekurzorova leukemie; MLL/AF4 (mRNA n = 5); HD, hy-
perdiploidni (mRNA n = 8, protein n = 4); TEL/AMLI (mRNA n = 15,
protein n = 6); ostatni, ne-hyperdiploidni, fizni geny negativni B-pre-
kurzorovd leukemie (mMRNA n = 8, protein n = 16); fyziologicka
BCP 0, CD34+CD19- buiky (protein n = 8); fyziologickd BCP 1,
CD19+CD10+CD34+ (protein n = 8); fyziologicki BCP 2,
CD10+CD20+/- v analyze mRNA (n=2) a CD19+CD10+CD34- v prote-
inové analyze (n = 8); fyziologickd BCP 3, CD20+CD10- v analyze mRNA
(n=2) a CD19+CD20+CD10- v proteinové analyze (n = 8); PB, fyziolo-
gické periferni B lymfocyty, CD19+ (mRNA n = 4, protein n = 4).

dobna jako exprese ve zdravych lymfocytech odpovidaji-
ciho stadia maturace, nizka exprese PAG v kojenecké
MLL/AF4 pozitivni leukemii odpovida vzniku téchto leu-
kemii z velmi ¢asnych CDI10-negativnich progenitort
a CD34+CD19- bunky jsou fenotypicky nejblizsi nemalig-
ni populaci. TEL/AML1 pozitivni leukemické bunky expri-
muji vyznamné vyssi hladiny PAG v porovnani s ostatnimi
CD10+ ALL podtypy (hyperdiploidn{ a ,,ostatni*“ ALL, p =
0,0035 pro protein; p < 0,0001 pro mRNA) i s odpovidaji-
cimi nemalignimi protéjSky (CD19+CD10+CD34+, p =
0,0045 pro protein; CD20+/-CD10+, p = 0,0526 pro
mRNA).

Exprese LAT
Absolutni mnozstvi LAT mRNA v B lymfocytarnich

prekurzorech je velmi nizké, o fad nizsi ve srovnani s T-
ALL, pfiblizné na trovni nemalignich thymocytd. Hladi-
na LAT ma tendenci stoupat s vyzravanim B linie, ale roz-
dilnd exprese neni mezi jednotlivymi stadii signifikantni.

Exprese LAT v analyzovanych podtypech détské BCP-
ALL odpovidd nemalignim prekurzoriim s vyjimkou sku-
piny “ostatnich” BCP-ALL, kde jsou hladiny LAT niZzsi.

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

Hladiny proteinu LAT v nemalignich B prekurzorech
1 v BCP-ALL jsou tak nizké, Ze jsme je nebyli schopni
metodami pritokové cytometrie detekovat.

Exprese NTAL

Mnozstvi mRNA genu NTAL je téméf stejné
v CD10+CD20+/- a CD10-CD20+ B lymfocytarnich pre-
kurzorech a nesignifikantné vyssi v perifernich B bun-
kéch. Pri proteinové analyze dosahujeme podobnych vy-
sledkti, navic u nejméné zralych B-lymfocytarnich pre-
kurzort (analyzovanych pouze pritokovou cytometrif),
detekujeme nejvyssi hladiny proteinu NTAL.

Vsechny vysetiované podtypy BCP-ALL s vyjimkou
TEL/AMLI pozitivnich leukemii maji vySsi expresi NTAL
neZ jejich nemaligni protéjSky. Zajimavé je Ze exprese
NTAL v TEL/AMLI pozitivnich blastech je téméf 10krat
niz$i nez u ostatnich BCP-ALL podtypt a je obdobna
jako hladina NTAL v nemalignich prekurzorech. Rozdil me-
zi hladinou NTAL mRNA u TEL/AML pozitivnich ALL
a fenotypicky obdobného podtypu hyperdiploidnich ALL je

statisticky vysoce signifikantni (p = 0,004).

Normdlni a leukemické T buriky
Exprese PAG

V malignich i nemalignich T lymfocytech jsme nalez-
li pouze slabou expresi PAG, priblizn€ o 1 fad nizsi nez
v B lymfocytech.

V normdlnich thymocytech je hladina PAG mRNA
konstantni s vyjimkou ,early intermediate” stadia
(CD7+CD3-CD1a+CD8+/-), ve kterém je exprese PAG
niZsi (p = 0,0495). Zralé periferni T lymfocyty maji vy-
znamné vySSi hladinu mRNA genu PAG v porovnani
s thymocyty (p = 0,0339).

Ve vzorcich T-ALL je tendence ke sniZovdni exprese
PAG se zralejsim genotypem malignich blastl (pre T-ALL
versus zrald T-ALL, p = 0,0367). Nicméné mezi maligni-
mi blasty a thymocyty nenf statisticky vyznamny rozdil.

Na drovni proteinu je hladina PAG konstantné nizk4,
mezi jednotlivymi stadii vyvoje T lymfocytu nenf v ex-
presi Zadny rozdil (véetné perifernich T lymfocytt). Stej-
né tak se hladina PAG proteinu v T malignich blastech ne-
1i§1 od normélnich T bunék.

Exprese LAT
Hladina LAT se v pribéhu vyvoje normélniho T lym-

focytu zvySuje, jak je ukdzano na obrdzku 2. Zatimco na
urovni mRNA se exprese signifikantné zvySuje pouze me-
zi thymocyty a perifernimi T lymfocyty (p = 0,0036), roz-
dily na proteinové trovni jsou detekovatelné v celém pri-
béhu vyvoje 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+ periferni T lymfocyty, p = 0,0143).

Hladina LAT m4 také tendenci vzristat se zralej$im fe-
notypem malignich blastti, ale z divodu nizkého poctu
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Obr. 2. Hladina exprese mRNA (A) a proteinu (B) genu LAT v pribéhu
fyziologického vyvoje T lymfocytu a u détskych 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 analyze mRNA (n = 3)
a CD34+CD7+CD3-CD1a-CD8- v proteinové analyze (n = 5); TCP 2,
CD7+CD3-CD1a+CD8+/- v analyze mRNA (n = 3) a CD34+CD7+CD3-
CD1a+CD8+/- v proteinové analyze (n = 5); TCP 3, CD7+CD3+CDla+
(mRNA n =3, protein n = 5); TCP 4, CD74+CD3+CDla- (n = 3); TCP 4a,
CD7+CD3+CD1a-CD4+CD8+ (n = 5); TCP 4b, CD7+CD3+CD]la-
CD4+CD8- nebo CD7+CD3+CD1la- CD8+CD4- (n = 5); PB, fyziologic-
ké periferni T-lymfocyty, CD3+ (mRNA n = 4, protein n = 4).

vzorkl v jednotlivych podtypech T-ALL (pre T — interme-
diate T — zrald T) nedosahujf rozdily statistické vyznam-
nosti. Pre T a intermediate T-ALL maji vyssi expresi LAT
nez fyziologické pre T a intermediate T bunky. Zralé T-
ALL maji vyssi hladinu LAT v porovnani se zralymi T thy-
mocyty, i kdyz statistické vyznamnosti dosahuji tyto zmé-
ny pouze na urovni proteinu (p = 0,0079 pro ,,single-posi-
tive™ thymocyty a p = 0,0062 pro ,,double-positive* thy-
mocyty). Hladina LAT ve zralych T-ALL vsak nedosahu-
je trovné nalezené v normalnich perifernich T lymfocytech
(p = 0,0887 pro mRNA, p = 0,0428 pro protein).

Exprese NTAL
Detekovatelnou hladinu NTAL mRNA jsme prekvapi-

veé nalezli ve vSech thymocytarnich populacich s vyjim-
kou CD4 ,;single-positive” lymfocytd. Hladina NTAL
mRNA v priibéhu vyvoje T lymfocytu klesd a stejny trend
je vidét i na drovni proteinu, kdy pro/pre-T buiniky maji
nejvyssi hladiny NTAL.

Exprese NTAL rozdéluje T-ALL do 2 skupin — s niz-
kou a s vysokou hladinou NTAL mRNA. Prah mezi ,,niz-
kou* a ,,vysokou* expresi byl stanoven jako dvojndso-
bek exprese NTAL v bunécné linii REH (ta byla pro qRT-

_I_
o T

1 .

.

5

PGR PPR

Obr. 3. Hladina NTAL m-RNA u pacientii s T-ALL s riznou odpovédi
na inicidlni prednizonovou 1é¢bu.
PGR, prednison “good responders”; PPR, prednison “poor responders”

PCR analyzu exprese NTAL mRNA pouZita jako stan-
dard). Rozdéleni do NTAL ,,vysoké*“ a ,,nizké* skupiny
nekoreluje s imunofenotypem, vékem pacientil pii dia-
gnose, ani s pocatecni hladinou leukemickych blasti v pe-
riferni krvi. Nicméné tyto 2 skupiny se vyznamné liS{
v odpovédi na inicidln{ 1é¢ku ALL. Zatimco vice neZ po-
lovina pacientd (6/11) s nizkou expresi NTAL odpovi
$patné na pocatecni 1é¢bu prednizonem (= prednison “po-
or responders”), velkd vétSina (20/24) pacientli v vyso-
kym NTAL maji dobrou odpovéd na prednizon (= pred-
nison “good responders”) (p = 0,04). Rozdil hladin NTAL
mezi ,,good* a ,,poor responders® je statisticky vyznam-
ny (p = 0,0285) (obr. 3).

In vitro odpovéd na terapii kortikoidy

Nativni a NTAL-transfekovand linie Jurkat byly inku-
bovany s dexamethasonem, methylprednisolonem a sa-
motnym rozpoustédlem (H,O) jako negativni kontrolou.
V kazdém casovém bodé byl pocet Zivych bunék ve vzor-
ku negativni kontroly stanoven jako 100%. Po 48 hodi-
nach inkubace s dexamethasonem se pocet preZivajicich
bunék lisil, v nativn{ linii prezivalo o 12% vice leukemic-
kych bunék nez v linii exprimujici NTAL. Po 72 hodinach
inkubace byl rozdil dokonce 46 %. Obdobny efekt methyl-
prednisolonu byl méné vyrazny (nesignifikantni rozdil po
48 hodinach, 5% rozdil po 72 hodinach).

Diskuse

Pomoci metod qRT-PCR a pritokové cytometrie jsme
analyzovali expresi 3 adaptorovych molekul na protei-
nové a mRNA urovni. Obecné, hladina i dynamika
mRNA i proteinu koresponduji velmi dobie. Definovali
jsme zmény v expresi adaptorovych molekul v pribéhu
normdlniho lymfocytdrniho vyvoje u lidi a porovnali jsme
vysledky fyziologické exprese s hladinami v hlavnich
podtypech détské ALL. Nalezli jsme statisticky vyznam-
né zmény v expresi adaptorovych molekul u leukemii
s rozdilnym genetickym podkladem a ukdzali jsme jejich
prognosticky vyznam. NaSe primdrni data mohou byt pou-
zZita pro néslednou funkéni analyzu téchto molekul, ktera
je pro plné porozuméni jejich role ve vyvoji B a T lym-
focyti a u leukemif nezbytna.

Analyza na drovni proteinu a mRNA ukdzala, Ze zatim-
co nékteré adaptorové molekuly jsou pfi vyvoji B a T
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lymfocytu pritomny v relativné konstantnich hladinach,
jiné ukazujf statisticky vyznamnou dynamiku (sniZovéan{
exprese NTAL, zvySovani exprese LAT v priibéhu vyvo-
je T bunek, snizovani hladiny PAG pfi vyvoji B fady). Ta-
to pozorovani ukazuji, Ze v prib&hu fyziologického lym-
focytarniho vyzravani jsou zapojeny rozdilné adaptoro-
vé proteiny a aktivovany rozdilné signalizacni drahy.

Pro pochopeni funkce a patologie téchto molekul je
velmi uzite¢né studium malignich protéjskd normdlnich
lymfocytl. My jsme analyzovali leukemické buriky nej-
CastéjSich podtypl détskych ALL, porovnavali expresi
adaptorovych molekul v leukemickych bunkéch a v od-
povidajicich fyziologickych prekurzorech a nasledné jsme
se zaméfili na prognosticky vliv rozdilnych hladin nékte-
rych adaptor(.

TEL/AMLI a hyperdiploidni leukemie tvori dohroma-
dy priblizné polovinu détskych ALL. Tyto dvé velmi dob-
fe definované podskupiny maji velmi podobnou charak-
teristiku — kazdd tvori 20-25 % piipadi ALL u déti, ty-
picky jsou ob¢ diagnostikovany v predskolnim véku (1-5
let), maji podobny imunofenotyp (CD34+19+10+), odpo-
véd na 1é¢bu i celkovou prognézu preZiti (velmi dobrou).
Presto, prekvapive, se pravé u téchto 2 podtypi leukemif
vyznamné 1i8i exprese adaptorovych molekul (TEL/AML1
maji vyS§i expresi PAG a nizs8i hladinu NTAL, p =0,001,
p =0,004). Rovnéz se u téchto podtypt 1isi exprese adap-
tord i pii porovnani s odpovidajicimi nemalignimi B pre-
kurzory. Toto pozorovani nejspiSe reflektuje odlisné bio-
logické pozadi téchto leukemif a ukazuje, Ze adaptorové
molekuly by pfimo nebo nepifimo mohly hrat roli pfi eti-
opatogenezi TEL/AMLI1 nebo hyperdiploidni ALL.

U leukemif z B prekurzori je nejvyrazngjsi odchylkou
vysoka exprese PAG v TEL/AML1 pozitivnich malignich
blastech. Vysoka hladina PAG miZe ukazovat na vznik
téchto leukemii z Casného B progenitoru. To korespondu-
je s naSimi predchozimi pozorovanimi zalozenymi na de-
tailni imunofenotypické analyze této skupiny (21). Vyssi
hladina exprese PAG v TEL/AML1 pozitivnich leukemic-
kych bunkdach by také mohla vysvétlovat znamy fenomén
vysoké VDJ rekombinantni aktivity, kterd vede k vysoké-
mu poctu piestaveb gentl pro immunoglobuliny a T bunéé-
né receptory v TEL/AMLI pozitivnich burnkach v porov-
ndni s TEL/AML1 negativnimi leukemiemi (22). Jak by-
lo zminéno dfive, vyssi aktivita PAG v B prekurzorech ve-
de k vyssi aktivité Csk a tim k potlaceni Src kindzové ak-
tivity. Tim se sniZi fosforylace inhibi¢nich ITIM motivt
coZ umozni vySsi propagaci aktivacniho signdlu véetné
VDJ rekombinantni aktivity. Dale PAG statisticky vy-
znamné koreluje s expresi CD27 antigenu. Tato moleku-
la je exprimovéna na bunkdach s vysokou aktivitou VD] re-
kombinantn{ aktivity —Casné B progenitory prestavujici ge-
ny pro t€zké imunoglobulinové fetézce, B-bunky v germi-
ndlnich centrech a také ALL s TEL/AMLI fiiznim genem
(7,16,21, 23). Vysoka exprese proteinu PAG byla nedav-
no popséna ve vzorcich folikularntho lymfomu (7).

Hladina LAT se signifikantné zvySuje se zranim malig-
nich i nemalignich T bunék. U T-ALL z nejméné zralych
progenitord exprese LAT prekro¢i hladinu nalezenou ve

zralych thymocytech, ale nedosdhne hladiny, kterd se vy-
skytuje v perifernich T lymfocytech. ProtoZze LAT je ne-
zbytny pro aktivaci T bunék (24), vysoka hladina LAT
v perifernich T lymfocytech pravdépodobné reflektuje an-
tigenni zkuSenost téchto bunék. Niz§i hladina LAT v le-
ukemickych burikdch tak mize demonstrovat fakt, Ze ac¢-
koliv jsou leukemické a neleukemické bunky fenotypic-
ky ve stejném matura¢nim stadiu, maligni T buriky nejsou
schopny adekvatné odpovédét na antigenni stimulaci.

Nase vysledky ukazuji, Ze rozdilnd exprese NTAL u T-
ALL ovliviiuje ¢asnou odpovéd na 1é¢bu a tim i progné-
zu onemocnéni (nizkd hladina NTAL signifikantné kore-
luje se Spatnou odpovédi na inicidlni tydenni terapii pred-
nisonem, p = 0,028). Tato data ziskand analyzou pacient-
skych vzorki se ndm nasledné podafilo potvrdit i v in
vitro experimentu. Po dvou az tfidenni kultivaci buné¢né
linie détské T-ALL jsme detekovali vyznamny rozdil me-
zi bunkami liSicimi se pouze expresi adaptorové mole-
kuly NTAL. Stejné jako u pacientskych vzorkt jsme po-
zorovali vyznamné&jsi “l1écebny” efekt (tedy mensi pro-
cento prezivajicich leukemickych bunék) u linie s expre-
si NTAL. NTAL mize fungovat jako pfedpoklddany tu-
mor supresorovy gen, pisobici pravdépodobné pies kom-
petitivni inhibici LAT (jehoZ aktivita je nezbytna k pro-
pagaci signdlu do buné¢ného jadra), a sniZovat tak tro-
ven fosforylace Src kindz. NTAL a LAT mohou soupefit
o pozici v urcitém lipidovém raftu ¢i o tcinnou palmito-
ylaci (pfipojeni zbytku kyseliny palmitové na —SH skupi-
nu cysteinu) nutnou ke spravné funkci obou proteint.
U jinych typl leukemie (konkrétné u TEL/AMLI1 pozi-
tivnich ALL) ma vysoka exprese NTAL spiSe nepfiznivy
prognosticky vliv — pacienti, ktefi nasledné prodélaji re-
laps onemocnéni, maji tendenci k vy$§im hladindm ex-
prese NTAL. PrestozZe tato zména nedosahuje hranice sta-
tistické vyznamnosti (p = 0,071), tento fenomén ukazuje
na moznou rozdilnou roli molekuly NTAL v malignich
B a T prekurzorech.

NaSe data ukazuji, Ze rozdilna exprese transmembra-
novych adaptorovych molekul je u ur¢itych podtypt ALL
specifickd — zvlasté¢ u TEL/AMLI pozitivni ALL. Déle
jsme prokazali, Ze rozdilnd exprese nékterych adaptort
muiZze hrat dilezitou roli v ¢asné odpovédi na 1é¢bu dét-
ské ALL.
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