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Summary:

Purpose: To introduce important genetic diagnostic methods for diagnosis of ataxia telangiectasia.

Material and methods: Methods comprised: standard neuropsychiatric and ophthalmologic clinical investigations, analysis of
karyograms obtained from cultured lymphocytes, and electronic measurements of lymphocyte nuclei for establishing phases of
the cell cycle in radiated and non-radiated lymphocytes that were recovered from a patient.

Results: Cerebellar atrophy in MRT was associated with typical neuroophthalmological symptoms. Structural chromosomal ab-
normalities with deletion or translocation was found. The cell cycle study showed a characteristic high sensitivity on radiation;
particularly high reduction of active cells after radiation was observed in the G1 and S phases. The defective G1/S and S check-
paints were established.

The G2/GF ratio was more than threefold higher compared to that of the control group. A very high alpha-fetoprotein level was

also noticed.

Conclusions: A clinical diagnosis of ataxia-telangiectasia should be confirmed through genetic methods.

Stowa kluczowe:
Key words:

Ataksja-teleangiektazja (A-T), znana réwniez jako zespot
Louis-Bar, charakteryzuje sie szerokim spektrum objawéw kli-
nicznych, przede wszystkim neurologicznych, ale réwniez oku-
listycznych, internistycznych i dermatologicznych (1, 2, 3, 4).
Wszystkie te zmiany fenotypu spowodowane sg wystepowa-
niem mutacji genu ATM (ataxia-teleangiectasia mutated), kto-
ry poprzez rozpoznawanie uszkodzen DNA odgrywa wazng role
w kontroli cyklu komérkowego.

Aby zrozumie¢ skomplikowang symptomatyke kliniczng na-
lezy przede wszystkim zapoznac sie z genetycznymi aspektami
tego schorzenia, ktére dziedziczone jest autosomalnie recesyw-
nie i powstaje najczesciej w wyniku braku (w 85% lub rzadziej)
obecnosci metabolicznie nieaktywnego, zmutowanego biatka
powstatego z genu ATM (5). Fragment biatka zawierajgcy okoto
10% czasteczki spetnia role kinazy (5).

Zlokalizowany na 11. chromosomie gen ATM podlega cze-
stym mutacjom (poznano ponad 400 mutacji), czego efektem
jest wypadniecie roli typowej kinazy komérkowej (5). Prowa-
dzi to do niestabilno$ci genomu, a wraz z tym do réznego typu
aberracji chromosomowych w postaci translokacji, delecji czy
inwersji. Przy czym wystepowanie tych zmian na 7. i 14. chro-
mosomie jest klasyczng cechg A-T (6). Réwnoczesnie ulegajg
zaburzeniu réwniez inne funkcje komérki kontrolowane poprzez
kinaze ATM, do ktdrych nalezy kontrolowanie przebiegu cyklu
komérkowego, dtugosci telomeréw i apoptozy (5,6).

ataksja teleangiektazja, fenotyp, aberracje chromosomowe, cykl komérkowy.
ataxia telangiectasia, phenotype, chromosomal aberrations, cell cycle.

Schematyczne zestawienie dziatania genu ATM oraz powstale;
z niego kinazy, z zaznaczeniem patologii komdrkowej klinicznych
cech zmutowanego fenotypu A-T, przedstawiono na ryc. 1. Zmie-
nione patologicznie funkcje komérkowe prowadzg przy niestabil-
nosci DNA do skrécenia telomeréw oraz zwigkszonej wrazliwosci
na napromienianie, manifestujgce si¢ zmianami w fazach cyklu
komérkowego (5). Z drugiej strony zaburzenia apoptozy, zwiazane
z réwnoczesnym rozwojem stresu oksydacyjnego, dziatajg szcze-
gdlnie szkodliwie na komérki uktadu nerwowego i limfatycznego
(6). Wszystkie te wymienione zmiany na poziomie komdrkowym
sg przyczyng powstawania patologicznego fenotypu klinicznego A-
T, do ktérego naleza: ataksja, teleangiektazja, bronchiektazje, atrofia
gonad, progeria i zaburzenia immunologiczne (5, 6). Zmiany feno-
typowe majg swoje odzwierciedlenie w zmianach patologicznych
narzaddw, np. ataksja jest wynikiem atrofii mézdzku, natomiast za-
burzenia immunologiczne zwigzane s3 z atrofig grasicy (4).

Stawiajac diagnoze, nalezy bra¢ pod uwage wystepowanie
innych autosomalnie recesywnych ataksji mézdzkowych, tzw.
ARCA (autosomal recessive cereberal ataxias), jak np. choroba
Friedreicha, ktérej wprawdzie nie towarzyszy teleangiektazja,
jednak podobnie jak A-T charakteryzuje sie ona niestabilnos-
cig genomu. Dla postawienia diagnozy w tego typu jednost-
kach chorobowych nalezy uwzgledni¢ mozliwie wiele zmian
z patologicznego fenotypu klinicznego i komérkowego. Dlatego
tez przy genetycznym podtozu A-T wprowadzono rézne testy
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Ryc. 1. Uproszczony model funkcji ATM genu i powstatego z niego
biatka. Z lewej strony schematu zaznaczona jest normalna
regulacja wyszczegélnionych funkcji komérkowych, z prawej
strony — zaburzenia patologiczne, wywotane brakiem albo za-
burzeniami w czasteczce biatka ATM.

Fig. 1. Simplified model for the function of the ATM gene and ATM
protein. On the left side the normal regulation of some cellular
functions. On the right side a pathological path caused through
the absence or structural disturbance of ATM protein

diagnostyczne, przede wszystkim genetyczne, ktére pozwalajg
na poziomie badan komérkowych zweryfikowaé diagnoze kli-
niczna. Dostepne badania sekwencji nukleotydéw genu ATM
z okresleniem rodzaju mutacji majg, ze wzgledu na koszty, tylko
ograniczone znaczenie w diagnostyce klinicznej. Uwzgledniajac
trudnosci w diagnostyce réznicowej A-T, postawili§my sobie za
cel pracy zestawienie niezbednych elementéw z dokumentac;ji
klinicznej fenotypu wraz z zaznaczeniem koniecznej rutynowej
diagnostyki genetycznej, pozwalajgcej na postawienie diagnozy.

Materiat i metoda

Badania przeprowadzono u 35-letniego pacjenta z klinicznymi
objawami A-T. Badania te obejmowaty szczegétowy stan neuro-
logiczny i okulistyczny. Pobrana zheparynizowana krew postuzyta
do wykonania diagnostyki cytogenetycznej wyhodowanych lim-
focytéw (Uniwersytet w Heidelbergu) po zastosowaniu mitomy-
cyny C i bleomycyny dla okres$lenia liczby uszkodzonych przez
pekniecie chromosomoéw. Uzyskane z hodowli limfocytéw chro-
mosomy postuzyly do wykonania analizy kariograméw. W drugiej
czesci badan (Uniwersytet w Wiirzburgu), po izolacji na fikolu
(Ficoll, Pharmacia), w limfocytach uzyskanych z krwi przeprowa-
dzono poréwnawczg analize cytometryczng stadiéw cyklu komér-
kowego, na podstawie metodyki opisanej przez Seyschab i wsp.
(7). W 72-godzinnej hodowli limfocytéw pacjenta poréwnano
grupe kontrolng bez naswietlania z grupg po naswietleniu promie-
niami rentgenowskimi w dawce 1,5 Gy. Wyizolowane limfocyty
zabarwiono za pomocg barwnika Hoechst 33258, aby nastepnie
przebada¢ je cytometrycznie. Znajdujace sie¢ w réznych fazach
cyklu komérkowego jadra komdrkowe zostaty policzone za pomo-
cq automatycznej cytometrii przeptywowej. Z uzyskanych w ten
sposob liczb bezwzglednych obliczono procentowy rozdziat jader
komérkowych przypadajgcych na poszczegdlne fazy cyklu. Réw-

Ryc. 2a. Niezbornos¢ konczyn gérnych z widoczng asynergia.
Fig. 2a. Ataxia of upper extremities with asynergy.

Ryc. 2b. Asynergia mézdzkowa tutowia (retropulsja).
Fig. 2b. Retropulsion of trunk.
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Ryc. 3. Maskowata twarz.

Fig. 3. Masked face

nocze$nie okreslono na podstawie stosunku komérek w fazie G2
do GF (catkowita liczba dzielacych sie komérek) wrazliwo$é lim-
focytéw pacjenta na na$wietlanie promieniami rentgenowskimi.
Dane te poréwnano z materiatem zebranym od innych pacjentéw
z A-T w Instytucie Genetyki Cztowieka w Wiirzburgu. Dodatkowo
okres$lono w surowicy poziom alfa-fetoproteiny, ktérej podwyz-
szone warto$ci sg typowe dla klasycznej formy A-T.

Wyniki
Zespot obserwowanych objawdw:

® Badanie psychiatryczne wykazato, przy normalnej $wiado-
mos$ci i orientacji oraz przy braku objawéw psychotycznych,
znaczne spowolnienie proceséw myslenia, przy Srednim de-
ficycie intelektualnym. Typowej dyzartrii towarzyszyta skan-
dowana mowa.

* Badanie neurologiczne wykazato zanik gtebokich odruchéw
miesniowych, zwigzany z atrofig mig§niowg na wszystkich
konczynach oraz z obwodowymi niedowtadami i z hipotonig
migsniowa. Bardzo wyrazna niezborno$¢ konczyn z drze-
niem zamiarowym potgczona byta z mdzdzkowq ataksjg
tutowia i ruchem tutowia do tytu, tzw. retropulsjg (ryc. 2
a, b). Brak odruchu Babinskiego byt wyrazem prawidtowe-
go funkcjonowania drég piramidowych. Przy polineuropatii
w konczynach dolnych wystepowato znaczne obnizenie czu-
cia wibracji. Bardzo typowa byta maskowata, miopatyczna
twarz (ryc. 3). Przeprowadzony rezonans magnetyczny (MR)
wykazat znaczng atrofie mézdzku z towarzyszacym jej ex va-
cuo poszerzeniem 4. komory (ryc. 4).

® W badaniu okulistycznym stwierdzono, przy zredukowanej do
0,5 sile wzroku (badanej obuocznie ze wzgledu na oczoplas),
symetryczne, zlokalizowane w cze$ciach skroniowej i nosowe;j
spojéwki obojga oczu teleangiektazje naczyn zylnych, ktére nie
wykazywaty zwigkszonej przepuszczalno$ci w obrazie angio-
grafii fluorescencyjnej (ryc. ba, bb). Przy niezmienionej czesci
optycznej oka i siatkéwce wystepowaty zaburzenia ruchomosci
gatek ocznych w postaci poziomego ataktycznego oczoplasu,
lekkiego ograniczenia przywodzenia i odwodzenia oraz ogra-
niczenia konwergenciji. Wynik badania widzenia obuocznego,
przeprowadzonego testem Bagoliniego, byt pozytywny. Pod-
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Ryc. 4. Atrofia mézdzku w obrazie MR.
Fig. 4. Cerebellar atrophy in MRI.

Ryc. 5a. Symetryczne teleangiektazje, usytuowane w nosowej i skro-
niowej czesci spojowki.

Fig. 5a. Symmetric telangiectatic vessels in nasal and temporal parts
of the conjunctiva.

czas obserwacji skojarzonych ruchéw gatek ocznych wyraznie
zaznaczone byly zaburzenia refiksacji przy wykonywaniu mimo-
wolnych ruchéw podazajacych, czego wynikiem byto charak-
terystyczne ostfabienie utrzymania kierunku spojrzenia.

® Badania genetyczne po zastosowaniu mitomycyny C i bleo-

mycyny wykazaty zwigkszong ilo§¢ peknie¢ chromosomow,
za$§ w kariogramach uzyskanych z hodowli limfocytéw —
translokacje pomiedzy 7. i 14. parg chromosomoéw (ryc. 6,7),
delecje w 14. parze (ryc. 8) albo monosomig 21. pary (ryc. 9).

® Po analizie cytometrycznej stadidw cyklu komérkowego (tab.

I i ll) stwierdzono bardzo typowe blokowanie normalnego
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Ryc. 8. Delecja w 14. parze chromosoméw.
Fig. 8. Deletion in the 14" chromosome.

Ryc. 5b. Pdézna faza zylna angiografii fluorescencyjnej naczyn spojowki ? 1’ ? "' *"’
z widocznymi teleangiektazjami. " ﬂ ﬂ g §

Fig. 5b. Late venous phase of the conjunctival fluorescein angiography
with telangiectasias.
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Ryc. 9. Monosomia 21. pary chromosoméw pacjenta.
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Ryc. 10. Zestawienie wynikéw badan wrazliwosci na naswietlanie pro-
mieniami rentgenowskimi u pacjentéw z A-T (zaznaczonych na
czerwono) oraz z grupy kontrolnej (zaznaczonych na zielono)

aﬁ g %é g ﬁg E Eg R& 2% w materiale Uniwersytetu w Wiirzburgu. Wynik opisanego
R i, i i iT C T przez nas pacjenta zaznaczono kolorem niebieskim.
Fig. 10. A comparative diagram of the radiation sensitivity by A-T (red
Ryc. 7. Inny przykiad tej samej translokacji u pacjenta. labelled) and control (green labelled) patients in the material of
Fig. 7. Another chromosomal translocation in the same patient. Wiirzburg University. Our A-T case is labelled in blue.
przebiegu cyklu po naswietlaniu promieniami rentgenow- komérkowych, w Il cyklu, wystepuje bardzo wyrazne obnize-
skimi. Juz w | cyklu komérkowym w fazie GO/G1 pozostato nie aktywno$ci mitotycznej limfocytéw po naswietlaniu, np.
38,6% komérek naswietlanych (w poréwnaniu do 29,4% ko- w fazie G2 znaleziono w tej grupie tylko 2,6% komérek przy
morek w grupie bez naswietlania), co byto wynikiem zabu- 6,9% w grupie bez naswietlania, a w fazie S1 odpowiednio
rzen w punkcie kontrolnym G1/S. W dalszej analizie cykléw 7,1% w stosunku do 15,1%. W Il cyklu w sumie znaleziono
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Cykl komérek I il

Cell cycle I b
Kompartment ; 7 . @ @ o
C GO/G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2

ompartment

% Komarek
% Cells

294 1.4 4,0 12,8 6,9

3,6 71 15,1 6,9 4,4 2,2 0,2

Tab. l. Analiza cytometryczna stadidéw cyklu komérkowego limfocytéw bez naswietlania.
Tab.l. Cytometric analysis of the cell cycle of unirradiated lymphocytes.
Cykl komérek | I m v
Cell cycle
gompaniment | Go/G1 | s G2 | & | s | 6 | & | s | e | e | s | e
ompartment
o ;
% Komorek 386 | 76 | 196 | 58 | 55 | 72 | 54 | 71 | 28 | 03 | 00 | 00
% Cells

Tab. II.
Tab. II.

29,1% limfocytéw w grupie bez naswietlania w poréwnaniu
do 15,4% w grupie po naswietlaniu. Podsumowanie analizy
cykléw komdrkowych daje wykres wrazliwosci na promienie
rentgenowskie. W materiale Uniwersytetu w Wiirzburgu sto-
sunek G2/GF w grupie kontrolnej wynosi $rednio ponizej 0,1,
podczas gdy u naszego pacjenta stosunek ten wynosit 0,319,
przy czym nalezy zaznaczy¢, ze $rednia warto$¢ stosunku G2/
GF u pacjentéw z A-T lezy w granicach 0,4 (ryc.10). Bardzo
typowe byly tez stwierdzone w surowicy podwyzszone war-
tosci alfa-fetoproteiny (AFP), ktére wyniosty 635,4 ng/ml
(norma 10 ng/ml).

Omowienie

Wystepowanie opisanych objawdw klinicznych pozwala jedy-
nie na postawienie podejrzenia diagnozy A-T. Posrdd tych objawdéw
szczegdlnej uwagi wymagajg objawy neurookulistyczne. Oczoplas
wystepuje u 81% pacjentéw z A-T, a patologiczne ruchy skokowe
oczu, po prébach ruchéw podazajgcych, u 76% (1). Z punktu widze-
nia neurologicznego w przebiegu A-T coraz wigkszg role poza atro-
fig mézdzku odgrywajg zaburzenia funkcji pnia mézgu, w ktérym
mieszczg sie miedzy innymi o$rodki kontroli poziomego spojrzenia
(3, 4). Ataksja mdzdzkowa spowodowana jest przede wszystkim
zanikiem komérek Purkinjego i powstaje prawdopodobnie w wyni-
ku stresu oksydacyjnego (6,8). Podobne przyczyny leza tez u pod-
stawy powstawania teleangiektazji, ktére u 91% pacjentéw z A-T
wystepujg na spojéwece, a u 33% pacjentéw na twarzy (1).

Teleangiektazje w oku powstajg wskutek uszkodzenia DNA
komérek endotelialnych, czego dowodzg badania popromien-
nego uszkodzenia naczyniéwki (9). Te hipoteze potwierdzajg
réwniez badania mutacji genu ATM u pacjentéw z teleangiekta-
zjami siatkowki albo naczyniéwki, ktére sugeruja mozliwo$¢ ich
indukcji poprzez zmienione sekwencje w genie ATM. Wsréd 30
przebadanych pacjentéw z teleangiektazjami az u 21 stwierdzo-
no zaburzenia sekwencji genu ATM (10).

Progeria u pacjentéw z A-T, ktérzy najczesciej nie przekraczajg
20. roku zycia, zwigzana jest genetycznie ze skréceniem telome-
réw chromosoméw (11). Z drugiej strony za skrocenie diugosci

Analiza cytometryczna stadiéw cyklu komérkowego limfocytéw po naswietlaniu.
Cytometric analysis of the cell cycle of irradiated lymphocytes.

zycia odpowiedzialne sg réwniez zmiany patologiczne fenotypu, do
ktérych naleza: bronchiektazje i wystepowanie zaburzer immuno-
logicznych z towarzyszacg limfopenig i uszkodzeniem dojrzewania
limfocytéw T oraz obnizeniem poziomu immunoglobuliny A (4)
— w wyniku ktérych u pacjentéw z A-T dochodzi do typowych
infekcji gérnych drég oddechowych i ptuc. W naszym przypadku
pacjent osiggnat 35. rok zycia tylko dzieki optymalnej opiece inter-
nistycznej i fizykoterapii. Réwnocze$nie zwigkszona czestotliwos$é
zapadania na nowotwory (10%) u homozygot A-T, a szczegdlnie na
nowotwory ukfadu chtonnego, np. biataczki limfatyczne oraz chfo-
niaki, prowadzi réwniez do zwigkszonej $miertelno$ci pacjentow
(4). Nalezatoby tu dodaé, ze u heterozygotycznych nosicieli ATM
zaobserwowano zwigkszong zapadalno$¢ na raka piersi (5).

WSsrod uzupetniajgcych metod diagnostycznych A-T bardzo
wartos$ciowe, cho¢ niespecyficzne, jest oznaczanie AFP w su-
rowicy, ktorej podwyzszone wartosci wystepuja u 95% pacjen-
téw. Podwyzszone warto$ci wystepujg réwniez w niektérych
wrodzonych schorzeniach neurologicznych, takich jak spina
bifida albo niedorozwoje mézgowe. Wydaje sie, iz podwyzszo-
ne warto$ci AFP u pacjentdw z A-T sg zwigzane z degeneracjg
mozdzkowych komérek Purkinjego (6).

Najwiekszg specyficzno$¢ w nowoczesnej diagnostyce A-T
osiggnety metody genetyczne. Przeprowadzone w naszym przy-
padku badania kariograméw, potwierdzajgce zwigkszong liczbe
aberracji chromosoméw, pozwalajg uzna¢ naszego pacjenta za
pacjenta z klasycznym zespotem A-T.

Szczegbine znaczenie przy badaniach fenotypu komérkowe-
go pacjentéw z A-T ma patologiczna odpowiedz dzielacych sie
komérek na napromienienie, przy czym zaréwno hodowane lim-
focyty, jak i fibroblasty wykazujg kilkakrotnie zwigkszong wrazli-
wos$¢ na napromienienie w poréwnaniu do kontroli (12).

Warte podkreslenia jest to, ze naswietlanie promieniami jo-
nizujgcymi zwigksza wiasciwosci interakeji pomiedzy biatkiem
ATM a DNA (13). Powstajace w wyniku napromieniania pek-
nigcia podwdjnej spirali DNA, tzw. DSB (double-strand break),
inicjujg spontanicznie procesy naprawcze, ktére w normalnych
warunkach sg sterowane przez rézne kinazy, miedzy innymi ki-
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naze ATM (5,13). W przebiegu A-T wyprodukowane patologicz-
ne biatko ATM powoduje zablokowanie tych proceséw w ko-
morkach, czego wynikiem jest zaburzenie funkcji DNA (12). Te
zaburzenia uwidaczniajg sie przede wszystkim w przebiegu cy-
klu komérkowego, ktérego fazy wykazujg znaczne odchylenia od
normy. Uzyskane w naszej pracy wyniki cytometrycznego bada-
nia faz cyklu komérkowego po napromienieniu dowodzg bardzo
znacznych zaburzen w fazach, szczegélnie G2 i S1. Bardzo uzy-
teczne w diagnostyce A-T jest réwniez poréwnanie wrazliwosci
komérek na napromienianie, ktére w naszym badaniu przekro-
czyto trzykrotnie $rednie wartosci grupy kontrolne;.

Przedstawiony we wstepie tancuch regulacyjny cyklu ko-
morkowego zostat dla przejrzystosci uproszczony do funkcji
biatka ATM. W rzeczywisto$ci powyzszy tancuch regulacyjny
polega na wspétpracy réznych biatek, np. ATM z p53 w fazie G1
albo ATM z kompleksem Mre11 w fazie S1, przy czym prawdo-
podobnie biatko ATM jest odpowiedzialne za fosforylacje réz-
nych czynnikéw, uczestniczacych w cyklu komérkowym (5, 14).
Zainteresowanych czytelnikéw odsytamy w tym miejscu do ar-
tykutu pogladowego Shiloh i Kastan (6).

Kliniczne objawy zespotu Louis-Bar opisano w roku 1941,
a jego genetyczne aspekty poznano dopiero po 50 latach. Ze
wzgledu na to, ze niektére autosomalnie recesywne zespoty, jak
np. wspomniany juz ARCA, ATLD (A-T-like disease), NBS (Nijme-
gen breakage syndrome), posiadajg pewne wspéine cechy kli-
niczne z klasyczng formag A-T, wprowadzono metody genetyczne
uscislajace diagnoze, a co najwazniejsze pozwalajgce na wczes-
niejsze postawienie diagnozy juz u matych dzieci (15). Z drugiej
strony niektdre testy genetyczne w A-T, opierajace sie na wyka-
zaniu zwigkszonej wrazliwo$ci na napromienianie, sg pozytywne
rowniez w ALTD albo NBS. W powyzszych zespotach nie wyste-
puje typowa cecha fenotypu klinicznego w postaci teleangiektazji
(15). Dlatego tez diagnoze A-T ukfada sie jak puzzle z wielu skitad-
nikéw fenotypu klinicznego i wynikéw badan genetycznych.

Nalezatoby réwniez podkresli¢é pewne praktyczne aspekty
wynikajgce z badan diagnostycznych fenotypu A-T, poniewaz
zwigkszona wrazliwo$¢ na napromienianie zainicjowata dalsze
badania genetyczne nad zwigkszeniem wrazliwo$ci nowotwo-
réw na napromienianie. Rdwnocze$nie bardzo wczesne posta-
wienie diagnozy pozwala mie¢ nadziej¢ na przyszte skuteczne
ingerencje lecznicze przy uszkodzeniu genomu w A-T.

Whioski

1. Tylko diagnostyka genetyczna pozwala na sprecyzowanie
diagnozy w podejrzeniu zespotu A-T .

2. Poprzez uwzglednienie mozliwie wielu parametrow diagnostyki
klinicznej i genetycznej mozliwe jest odréznienie A-T od innych
podobnych dziedziczonych autosomalnie recesywnie zespofow.
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