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Die primdre zilidre Dyskinesie (,,prima-
ry ciliary dyskinesia“, PCD) ist eine sel-
tene hereditére Erkrankung mit einer
Haufigkeit von etwa 1:20.000. Es han-
delt sich um eine genetisch und kli-
nisch heterogene Krankheit. Mehrere
Gendefekte konnten bereits charakte-
risiert werden [1]. Es ist anzunehmen,
dass eine Vielzahl weiterer Defekte in
naher Zukunft identifiziert wird.

Die verminderte mukozilidre Reinigung
der Atemwege wird durch eine angebore-
ne Dysfunktion der Atemwegszilien (Flim-
merhirchen) verursacht und bedingt chro-
nische Infektionen der Atemwege. Neben
Mittelohrentziindungen und Affektionen
der Nasennebenhéhlen kommt es auf-
grund chronischer entziindlicher Prozes-
se héufig zur Entwicklung von irreversi-
blen Bronchiektasen.

Der Erkrankungsphénotyp kann stark
variieren. Einige Patienten zeigen eine eher
milde Auspragung, andere entwickeln ein
chronisches Lungenversagen im mittleren
Erwachsenenalter und bediirfen einer Lun-
gentransplantation.

Die Diagnose der PCD basiert auf dem
Vorliegen zweier Kriterien:

1. rezidivierende Infektionen der Atem-
wege mit oder ohne Situs inversus,

2. Nachweis von immotilen/dysmotilen
Zilien oder Spermien mittels Direktmi-
kroskopie oder alternativ Nachweis ty-
pischer ultrastruktureller Defekte mit-
tels Elektronenmikroskopie {2, 3].

Eine Reihe unterschiedlicher Storungen
wie z. B. Herzfehler, Hydrocephalus inter-
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Genetische Defekte bei
primarer ziliarer Dyskinesie

nus, Retinitis pimentosa, zystische Nieren-
erkrankungen oder Schwerhorigkeit kon-

_nen assoziiert auftreten und komplizieren

das Erkrankungsbild, wodurch die Diag-
nose hiufig verspitet gestellt wird [1].

In dieser Ubersichtarbeit sollen die Pa-
thophysiologie und Genetik des PCD-Er-
krankungskomplexes vorgestellt werden.

Phanotyp der
Zilienfunktionsstorungen

Eine Reihe verschiedener Zelltypen in ver-
schiedenen Geweben oder Organen be-
sitzt Zilien (8 Abb. 1). Dysfunktionen
dieser Organelle konnen beim PCD-Pa-
tienten neben den Atemwegsinfektionen
zu weiteren assoziierten Symptomen fiih-
ren und tragen zur klinischen Heterogeni-
tit des PCD-Komplexes bei.

Zuféllige Anordnung der
Links-rechts-Korperasymmetrie
(Situs inversus)

Die Halfte der PCD-Betroffenen zeigt
das Bild eines Situs inversus (spiegelbild-
liche Vertauschung der Links-rechts-Kor-
perasymmetrie). Dies ist dadurch erklir-
bar, dass wihrend der frithen embryona-
len Entwicklung Zilien im Bereich des
Knotens (nodale Zilien) mafigeblich fiir
die Determinieryng der Links-rechts-
Korperasymmetrie verantwortlich sind.
Die Zellen des embryonalen Knotens tra-
gen jeweils eine Monozilie [4], welche per-
manent im Uhrzeigersinn rotiert. Die da-
durch erzeugte Stromung (,,nodal flow*)
der umgebenden Fliissigkeit fithrt wahr-
scheinlich zur Aktivierung sensorischer
Zilien [1]. In der Folge kommt es zur asym-

metrischen Genexpression von Transkrip-
tionsfaktoren wie ,,nodal“ und ,,lefty”

Wahrscheinlich unterbleibt bei PCD-
Patienten die Ausbildung des ,nodal flow,
da die nodalen Zilien vermutlich immotil
sind. Dadurch entsteht eine zufillige An-
ordnung der Links-rechts-Kérperasym-
metrie.

Deshalb erscheint, aus stochastischen
Griinden, bei der Hilfte der PCD-Patien-
ten ein Situs inversus. Die Assoziation des-
selben mit PCD wird auch als Kartagener-
Syndrom bezeichnet.

Infertilitat

Minnliche PCD-Betroffene sind haufig in-
fertil. Ursichlich sind dysmotile oder un-
bewegliche Spermienschwinze. Dies lasst
sich durch die identische axonemale Struk-
tur von Spermienschwinzen und Zilien
erklaren. Einige weibliche PCD-Paticn-
ten zeigen, vermutlich aufgrund einer ge-
storten zilidren Transportfunktion der Ei-
leiter, eine reduzierte Fertilitit. Aufgrund
des gleichen Defekts ist moglicherweise
die Rate der Tubargravidititen erhéht.

Hydrocephalus internus

Seltener liegen bei PCD-Patienten assozi-
ierte Erkrankungsmanifestationen wie ein
Hydrocephalus internus vor. Ependymzel-
len kleiden die inneren Hirnwasserrdume
aus und tragen motile Zilien. Deren Rol-
le war lange unklar. Der Nachweis der ob-
ligatorischen Hydrozephalusentwicklung
in der Mdnahs™~'~-Maus, einem Knockout-
Tiermodell fiir PCD, wies auf eine Funk-
tion derselben bei der Aufrechterhaltung
des Liquortransports hin [s].



Die exakte ultrastrukturelle und funk-
tionelle Analyse muriner Ependymzellen
ergab, dass der gerichtete Schlag der Epen-
dymzilien einen Liquorfluss innerhalb des
Aquaeductus cerebri (,ependymal flow*)
erzeugt, der wihrend der Hirnentwick-
lung fiir die Durchgingigkeit des Aqua-
eductus cerebri, der den III. mit dem IV.
Hirnventrikel verbindet, essenziell ist.

Madnahs™'"--Miuse entwickeln infolge
des Aquédduktverschlusses einen triven-
trikuldren Hydrocephalus internus. Epi-
demiologische Untersuchungen zeigten,
dass die Rate von angeborenen Aquidukt-
verschliissen (Aquaduktstenosen) mit be-
gleitendem Hydrocephalus internus bei
PCD-Patienten erhoht ist. Dies belegt,
dass der pathophysiologische. Mechanis-
mus der Hydrozephalusentstehung in der
Mdnahs™'--Maus auch beim Menschen ei-
ne Rolle spielt [6].

Sonstige Erkrankungen

Eine Reihe anderer Erkrankungen wird
ebenfalls durch Zilienfunktionsstérun-
gen verursacht [1]. Bei zystischen Niere-
nerkrankungen konnten Ziliendefekte sen-
sorischer renaler tubularer Zellen nachge-
wiesen werden [7, 8]. Selten weisen PCD-
Patienten zystische Nierenerkrankungen
(z. B. Nephronophthise) auf. Dysfunktio-
nen der ,,connecting cilia‘, welche das du-
fere mit dem inneren Segment des Pho-
torezeptors verbindet, kénnen Retinitis
pigmentosa verursachen. Andere assozi-
ierte Storungen umfassen z. B. angebore-
ne Herzfehler, Innenohrschwerhorigkeit
und bilidre Leberfibrosen.

Zilienfunktion
Anatomie der motilen Zilien

Ein Querschnitt durch eine Atemwegszi-
lie zeigt die typische Anatomie des so ge-
nannten Axonems (8 Abb. 2). Das Axo-
nem der respiratorischen Zilien besteht
aus 9 peripheren Mikrotubuluspaaren (A-
und B-Tubulus), die um 2 zentral gelegene
Einzelrohren angeordnet sind (9+2-Struk-
tur). In einigen Fillen, wie bei der beweg-
lichen nodalen Monozilie, fehlen die zent-
ralen Mikrotubuli (9+0-Struktur). An den
peripheren A-Tubuli sind die radial ausge-

richteten Speichen sowie die inneren und
dufleren Dyneinarme verankert [9].

Die axonemalen Dyneine sind die bio-
logischen Motoren, welche die Bewegung
der Zilien vermitteln, wobei die schweren
Dyneinketten die Schliisselfunktion bei
der Bewegungsentstehung innehaben.

Thre Basis ist permanent mit einem
A-Tubulus verbunden, wihrend ihre kopf-
dhnliche Struktur nur zeitweise an der
B-Rohre des benachbarten Doppelmikro-
tubulus bindet. Eine ATP-abhéngige Reak-
tion am so genannten ,,P1-loop” der schwe-
ren Dyneinketten bewirkt eine Konforma-
tionsinderung des Dyneinkopfs. Diese
wiederum verursacht eine Verschiebung
der benachbarten Doppelmikrotubuli in
die entgegengesetzte Langsrichtung und
vermittelt dadurch die Zilienbewegung.

Evolutiondre Konservierung

Zilien und Geifieln (Flagellen) gehoren
aus evolutionarer Sicht zu den iltesten
Strukturen pflanzlichen und tierischen
Lebens. Zahlreiche Erkenntnisse zur Gei-
Rel- und Zilienfunktion wurden in der
Griinalge Chlamydomonas rheinhardtii
generiert [9]. Die inneren und #ufleren
Dyneinarme sind grofle Multiproteinkom-
plexe, welche aus schweren (Molekularge-
wicht: 400.000-500.000), mittelschwe-
ren (Molekulargewicht: s5.000-110.000)
und leichten (Molekulargewicht: 80oo0-
45.000) Dyneinketten bestehen. Der au-
Bere Dyneinarm setzt sich vermutlich aus
3 schweren (HC), 2 mittelschweren (IC)
und 8 leichten Ketten (LC) zusammen.
Die meisten Proteine des dufleren Dynein-
arm(,outer dynein arm‘, ODA)-Komple-
xes der Griinalge Chlamydomonas sind be-
kannt (@ Abb. 3). Mutationen in den fiir
diese Strukturproteine kodierenden Chia-
mydomonas-Genen verursachen ODA-De-
fekte und eine verminderte Geifelbeweg-
lichkeit.

= Elektronenmikroskopische Unter-
suchungen des respiratorischen
Epithels von PCD-Patienten zeigen
haufig Defekte zilidrer Strukturen.

Nur bei einem kleinen Teil der Betroffe-
nen (<5%) sind keine ultrastrukturellen
Defekte nachweisbar, d. h. in diesen Fil-
len kann die Elektronenmikroskopie die
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Abb. 14 Zilien oder
Flagellen (Spermien-
schwinze) verschiedener
Zelitypen

Abb.3« Modelldesiul!‘ennbynddavms
der Chiamydomonas-Alge: 3 schwere

Dyneinketten (a-, f-, und y-HC) mit groBen
C-terminalen kugeligen Mo nen,
.an N-terminaler Stieldoméane binden mittel-
schwere (IC1/1C2) und leichte Dyneinketten

Abh.2 & Schematische Darstellung eines
Zilienquerschnitts, peripher: 9 Doppelroh-
ren, jeweils bestehend aus einem A- und
einem B-Tubulus, Zentrum: 2 singuldre
Mikrotubuli, Dyneinarme sind stets an der
A-Rohre verankert

Diagnose nicht sichern. Ultrastruklurelle
IJefekte umfassen das Fehlen dulerer oder
innerer Dyneinarine {~8o% der Fille), De-
fekte der radialen Speichen und Nexinver-
bindungen ader eine axonemale Disorga-
nisation. Aufgrund dieser elektronenmi

kroskopischen Befunde spekulierte Afzeli-
us (2] bereits 1976, dass PCD wahrschein-
lich durch Defekte der Dyneinstrukturen
oder anderer zilidrer Strukturproteine ver-
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ursacht wird. Deshalb erscheinen Gene,
die fur zilidre Strukturproteine kodieren,
als exzellente Kandidatengene fiir PCI.

Genetische Defekte bei PCD

PCI) st eine genetisch helerogene Erkran

kung, die in der Regel autosomal-rezes-
siv vererbt wird | 10]. Fiir autosomal-rezes-
siv vererbte PCD-Varianten mit Defekten

{LC2-8), leichte Kette 1 bindet an y-HC

des dufleren Dynetnarms wurden bislang
3 Genorte auf den Chromosomen 9piI3-
P21, 19q13.3-qter und sp15-pr4 lokalisiert
[11=13]. Fiir 2 Genorte konnte das verant

wortliche Gen identifiziert werden. Rezes-
sive Mutationen in einem weiteren Gen

{(DNAH) [Ghren moglicherweise eben-
falls zu PCD. Selten wurden eine domi-
nante oder X-chromosomal-rezessive Ver-
erbung beobachtet.
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Abb, 5a-c A Spezifische Expression des DNAH5-Mausgens (DNAHS) in 2 Zellen des
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Abb.§ & Intron-Exon-Struktur des DNAHS-Gens und Darstellung ailer bislang

bei PCD-Patienten publizierten Mutationen

DNAIT

Das GenDNAL kartiert auf Chromo-
som gpr3—p21 und kodiert fir ein avs
699 Aminosiuren bestehendes Protein,
welches hohe Homologien zar Clidamy-
domanas-1C1-Dyneinkette des duferen
Dyneinarms (@ Abb. 3) aufweist. Mittels
Northern-Blot- Analyse konnte ein spezi-
fisches Transkript in Trachea und 'lestis
nachgewiesen werden [11], was zu einer Ex-
pression in respiratorischem Epithel und
Spermien passt.

== DIVAIT-Mutationen verursachen
PCD mit Defekten des dul3eren
Dyneinarms (& Abb. 4), eine
Randomisierung der Links-rechts-

Korperasymmetrie sowie mannliche
Infertilitat [11, 14].

Selten konnten Keimbahnmutationen im
DONAT-Gen nachgewiesen werden [15].
Von 121 PCD- Patienten, die auf das Vor
licgen von DNAL Mutationen untersucht
wurden, waren 14% DNAD-Mutationstri-
ger (m=17). 15 mutierte Allele entfielen
auf die DNAJ-Mutation {2194 3insT) [16].
Aus diesem Grund erscheint ein systema-
tisches Screening auf das Vorliegen dieser
Mutatien bei PCD-Patienten sinnvoll. Wei-
tere Analysen zeigten, dass dentsche PCD-
Betroffene {#=56) die 219~ 3ins T-Mulation
nicht aufwiesen (unveroffentlichte Daten
des Verfassers), interessanterweise wurde
jedoch die 219-3insT-Mutation in 2 briti-

Abb.4 < Ultrastrukturelle
Befunde respiratorischer
Zilien, a normale Anato-
mie, Pfeile duBere Dynein-
-arme, b Fehlen aller auBle-
ren Dyneinarme bei
“einem Patienten mit
nachgewiesener
homozygoter Loss-of-
- function-Mutation
des DNAHS-Gens

19 19
A

schen Familien gefunden. Wahrscheinlich
handelt es sich bei dieser um eine Foun-
der{Griinder)-Mutation, die bevorzugt in
der franzdsischen, englischen und ameri-
kanischen PCD-Population zu finden ist,

DNAHS

Mit Hilfe einer Homozygotiekartierungs-
strategie konnte bei ¢iner grofien konsan-
guinen PCD-Familie eine Region verein-
bar mil Vererbung durch gemeinsame Ab-
stammung (,,homozygosity by descent™)
aut Chromosom spi4-pis identifiziert wer-
den. Die Kopplungsanalyse erbrachie for
diesen Genort cinen signifikanten LOD-
Score von Z{max}=3,51 [13]. Innerhalb der
kritischen genetischen Region auf Chromo-
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som 5p1g-m3 konnte ein Gen {DNAH3)
lakalisiert werden, das fiir ein Protein ko-
diert, welches ¢ine hobe Homologice zur
schweren axoneralen y-Dyneinkette der
Gritnalge Chlamydomonas aufweist. Muta-
tionen schwerer axonemaler Dyneinketten
lihren bei Chlarypdomonas zar Dysmotili-
tit der Algenschwinze. Elektronenmikro-
skopisch ist bet diesen Algen em Verlust der
auferen Dyneinarme nachweisbar,

Das Expressionsmuster von DNAHS
passt zum PCD-Phinotyp: Expressionsana.
lysen des Mausorthologs (DNAHs) zeig-
ten eine spezifische Expression in Zilien
tragenden Geweben wie respiratorischem
Epithel der Atemwege, embryonaler Kno-
ten und lirnependym (8 Abb. 5).

Aufgrund der chromosomalen ILokali-
sation, der funktionellen Bedeutung des
Chiantydomenas-Orthologs und der Ex-
pressionsanalysen wurde DNAS L5 als aus-
sichtsreiches Kandidatengen fiir PCD ein-
gestuft [13].

Aulgrond der Grole des DNALHs-Gens
waren molekulargenetische Analysen sehr
autwindig. Es besteht aus 79 Exons und ei-
nem alternativem ersten Exon (B3 Abb, 6).
Das Transkript ist 13.872 Nukleolide lang,
die fiir ein Protein, bestehend aus 4624
Aminosiuren, kodieren.

== Mutationsanalysen zeigten, dass
rezessive Mutationen des ONAHS-
Gens PCD mit Defekten des aulleren
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A CCA A

Abb,7» Sequenzanalyse

A TG T bei einer Patientin mitim-
Asn IVS motilen Zilien mit homo-
zygoter DNAHS-Mutation

Dyneinarms und Randomisierung
der Links-rechts-Korperasymmetrie
verursachen,

Bet & von 25 PCD-Familien, welche eine
Kopplung zum sp-Locus antwicsen, war
der Nachweis von Mutationen méglich
[17]. Die detektierten Mutationen fithren
zumeist zu einem vorzeitigen Abbruch
der Translation aufgrund des Avltretens
eines vorzeiligen Stoppkodons. Es handel-
te sich also bei den meisten Mutationen
um so genannte Loss-of-function-Mutatio-
nen (83 Abb, 7),

[es Weiteren wurden obligatorische
Spleifistellenmutationen und Mutationen,
dicvinen nichtkonservativen Aminosaure-
austausch bewirken, identifiziert. Der ho-
he Anteil von Mutationstrigern bei unter-
suchten PCD-Patienten weist darauf hin,
dass DNAHs-Mutationen in viclen Fallen
fiir die Exkrankung verantworltlich sind.
Eine aktuelle Untersuchung an einer gro-
fen Patientenkohorte (1=86) bestiitigte
diese Lrgebnisse {unverffentlichte Da-
ten).

DNAHT1

Es kartiert auf Chromosom 7p15.3-21
und kodiert ebenfalls fiir eine axonemale
schwere Dyncinkette [18]. Es besteht aus
82 Exons. Das orthologe Mausgen {Ird)
ist bekannt. Rezessive Missense-Mutatio-

nen in digsem Gen fabren im iw'iv (Inver-
sum visceram)-Mausmodel zu Randomi-
sierung der Links-rechts-Kérperasymme
tric durch immotile Zilien am ¢mbryona-
len Knoten. Molekulargenetische Unter-
suchungen bei einem Patienten mit Mu-
koviszidose (homozygote ¢ftr-Mutation)
und Situs inversus zeiglen eine uniparen-
tale Isodisomie fiir Chromosom 7; die Mu-
tationsanalyse des DNAH11-Gens konn-
te eine homozygote Nonsense-Mutation
{c.B554C > I3 R2852X) im Exon 52 nach-
weisen. Da elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen der respiratorischen Zilien
unauffillig waren, konnte bei dicsem Pati-
enten PCD nicht mit letzter Sicherheit be-
statigt werden. Sequenzanalysen bet weite-
ren PCD-Patienten identilizierten keine
zusatzlichen Mutationen.

Aufgrund dieser Daten ist anzunehmen,
dass DNAH1r-Mutationen einen Situs in-
versus verursachen konnen, Inwiewdit die-
ses Gen auch fir PCD verantwortlich ist,
miissen zukiinftige Analysen zeigen.

RPGR

Retinitis pigmentosa ist das bekannteste
und haufigste Keaukheitsbild der bereditéir-
en Netzhaut- Aderhaut-Dystrophien. fn 15-
20% der Fille sind RPGR-Mutationen fiir
diese Erkrankung verantwortlich, Sie ver-
ursachen eine X-chromosomal-rezessive
vererbte Retinitis pigmentosa. In Einzelfil-
len wurden bei ménnlichen Patienten mit
Retinilis pigmentosa und nachgewiesenen
RPGR-Mutationen typische Symptome ei-
ner PCD beobachtet [19, 20, 21, 22|. Die Di-
agnose einer PCD konnte durch den spezi-
fischen Nachweis ultrastruktureller Defek-
te respiratorischer Zilien bestatigt werden.
Einige der Betroftenen wiesen zudem eine
Innenohrschwerhdrigkeit aul.

Nachweis von Defekten mittels

Ammunfluoreszenzmikroskopie

Mittels hoch auflosender Tmmuntluares-
zenzmikroskopie {IF, B Abb. 8) lassen
sich schon jetzt Defekte des duBeren Dyn-
einarms {haufigster PCD-Delfekt) anhand
von Atemwegsepithel sicher nachweisen
(personliche Daten). Das Material wird
durch transnasale Burstung, welche nur
eine geringe Belastung flir den Patienten
bedeutet, gewonnen. Dieses neue Verfah-



ren hat den Vortet), dass in vielen Fallen

die belastende Zangenbiopsie zur Entnah-
me von Gewebe zur elektronenmikroske
pischen Untersuchung vermeidbar ist.
Aktuell konnen damit noch nicht alle ul-
trastrukturell detektierbaren PCD-Defek
te nachgewiesen werden. Defekte des in-
neren Dyneinarms sind wahrscheinlich
in naher Zukunft ebenfalls mittels [mmun.
fluoreszenzmikroskopie nachweishar. so
dass dann mittels IF in mehr als 8o% der
Fille die Diagnose PCD bestitigt werden
kann.

Fazit

Mittels molekulargenetischer Untersu-
chungen wurden bereits mehrere gene-
tische Defekte bei PCD identifiziert, des-
halb kann in einem zunehmenden Anteil
von Patienten die Diaghose molekularge-
netisch gesichert werden.

Studien zur Identifikation weiterer PCD-
Gene werden fortgesetzt (http:/fwww.
ukl.uni-freiburg.de/kinderkl/omran}.

Die Identifikation verantwortlicher Gene
hat zu einem besseren Verstandnis der

Zilienfunktion gefiihrt. Dieses Wissen ist
die Basis zur Entwicklung neuer diagnos-
tischer Verfahren, 2. B. der heute bereits
zur Detektion von Defekten des dullercn
Dyneinarms eingesetzten hoch auflosen-
den Immunfluoreszenzmikroskopie, De-
fekte des inneren Dyneinarms sind wahr-
scheinlich bald ebenfalls mittels Immun-
fluoreszenzmikroskopie nachweisbar, so-
dass dann die Diagnose PCD mit dieser
Methode in mehr als 80% der Fille besta-
tigt werden kann.
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