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1 Zusammenfassung

Die primare zilidre Dyskinesie (engl. Primary ciliary dyskinesia - PCD) ist eine seltene
genetische Erkrankung, welche in erster Linie durch chronische pneumologische Probleme
charakterisiert wird und pathophysiologisch Folge einer verminderten mukoziliaren Clearance
ist. Insbesondere besteht die Schwierigkeit bei dieser klinisch sich oft sehr friih und
unspezifisch manifestierenden Erkrankung in der Diagnosestellung, weswegen wir auf

zuverlassige diagnostische Methoden angewiesen sind.

Die Vitalanalyse mittels Lichtmikroskop (high speed video microscopy analysis [HSVA])
gewann dabei im Verlauf, umso mehr als die technische Verfligbarkeit von schnellen
Aufnahmesystemen zu akzeptablen Preisen eine detaillierte Analyse der Motilitat erlaubte, an
Bedeutung gegenuber der zuvor als Goldstandard angesehenen Transmissions-

elektronenmikroskopie [TEM].

In der vorliegenden Arbeit soll die Erfahrung im Bereich funktionell-strukturelle PCD Analytik,
die in den letzten 35 Jahre am Institut fir Anatomie gesammelt werden konnte, systematisch
zusammengetragen und analysiert, sowie ein Leitfaden fir das technische Prozedere

prasentiert werden.

Abklrzungen

PCD Priméare Ziliare Dyskinesie (primary ciliary dyskinesia)
TEM Transmissionselektronenmikroskop

LM Lichtmikroskop

ODA Ausserer Dyneinarm (outer dynein arm)

IDA  Innerer Dyneinarm (inner dynein arm)

CP Zentrales Tubuluspaar (central pair)

HSVA Hochgeschwindigkeits-Videomikroskopie (high speed video microscopy analysis)
NO  Stickoxyd (nitric oxide)

CBF Zilienschlagmuster (ciliary beat frequency)

CBF Zilienschlagfrequenz (ciliary beat frequency)

FPS Bilder pro Sekunde (frames per second)
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2 Einleitung

Die primare zilidare Dyskinesie (engl. Primary ciliary dyskinesia - PCD) ist eine seltene,
autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, welche in erster Linie durch chronische
pneumologische Probleme charakterisiert wird und pathophysiologisch Folge einer

verminderten mukoziliaren Clearance ist!®.

1904 prasentierte Siewert erstmalig einen Fall eines Patienten mit Sinusitis und Situs
inversus’. 1933 kamen in der Beschreibung von Manus Kartagener noch die bronchographisch
diagnostizierten Bronchiektasen hinzu, zur Formung der beriihmten Kartagener-Trias, welche

nach wie vor oft Synonym fir die ziliare Dyskinesie verwendet wird®°.

Erst 1976 assoziierte Bjorn Afzelius den Symptomenkomplex mit der Immotilitdt der
Kinozilien'1%'1 und fuhrte den Begriff Immotile cilia syndrome — ICS ein. Er stellte
Veranderungen in der mikrotubularen Struktur der Kinozilien, dem sogenannten Axonem?*? und
dem Dynein®314 fest. Zunachst wurde — entsprechend der Bezeichnung — von einer kompletten
Immotilitdt ausgegangen. Etwas spater wurde festgestellt, dass auch verschiedene
Schweregrade der Motilitdtsstérung, ohne kompletten Arrest, die mukoziliare Funktion relevant

einschranken und es wurde die Bezeichnung primare ziliare DYSKINESIE eingeftihrt'>16,

Die klassische Symptomatologie der PCD ist auf das Fehlen einer adaquaten Motilitat
zurtickzufuhren, welche effiziente Transportphdnomene verhindert. Entsprechend sind die
Organsysteme betroffen, welche substanziell Flimmerepithel enthalten: der Luftwegsbaum
des Atemtraktes, die Keimwege (tuba uterina, ductuli efferentes) und die Spermien. Kinozilien,
ob motile oder physiologisch amotile, finden sich an einer Vielzahl von Zellen im Saugetier.
Neben den oben erwéhnten Hauptlokalisationen, sind Kinozilien in fast allen Zelltypen
beschrieben worden, oft als sogenannte Primarzilien mit sensorischer Funktion!’. So als
embryonaler Organisator im Primitivknoten'®® (&> Situs Inversus und andere
Entwicklungsstérungen), in Nierenzellen®®?! (&>  Polyzystische Nierenerkrankung),
Endothelzellen'’, Ependymzellen?? (= Hydrocephalus internus) und in vielen sensorischen
Zellen (Auge, Nase, Ohr). Das Spektrum der zilien-assoziierten Erkrankungen, den sog.
Ziliopathien, ist daher sehr breit, wobei die auf sensorische Funktionsstérungen basierenden

Leiden noch seltener sind als die motilitatsabhangigen mit Bezug zur Lunge?3.

Die Pravalenz der PCD wird mit 1:10'000 bis 1:20'000 angegeben, unter anderem basierend
auf Extrapolationen radiologischer Studien aus Norwegen und Japan?*+?’. Basierend auf
diesen Pravalenzannahmen muss davon ausgegangen werden, dass PCD massiv
unterdiagnostiziert ist und eine frihzeitige Diagnose wichtig ware, um Langzeitschaden
vorzubeugen®2829, Diese Verzdgerung in der Diagnosestellung ist sicher auch mit dem sehr

unterschiedlichen Symptomenspektrum und Manifestationsgrad zusammenhangend (siehe:
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"Klinik der PCD"). Die letzten verfiigbaren Morbiditatsdaten aus der Schweiz (2010) gehen von
65 lebenden Patienten aus?®, was einer Pravalenz von grob tber 1:120'000 entsprechen wiirde
(Bevolkerung der Schweiz 2010: 7.852 Millionen) und 5 — 10 x zu tief liegt!

Da die PCD eine genetische Storung ist, bestehen zurzeit keine kausalen therapeutischen
Ansatze. Dennoch ist eine adaquate Diagnostik unumganglich, da dadurch initiierte

spezifische Therapieschemata den Verlauf von PCD-Betroffenen deutlich verbessern.

In der vorliegenden Arbeit soll die Erfahrung, die aufgrund der funktionell-strukturellen PCD
Analytik der letzten 35 Jahre am Institut fir Anatomie gesammelt werden konnte, systematisch
zusammengetragen und analysiert werden. Zunachst wird eine Bestandsaufnahme des
aktuellen Kenntnisstandes der PCD und im Speziellen der PCD Diagnostik durchgefihrt. Es
werden die diagnostischen Konzepte aufgezeigt, die im PCD Diagnostikzentrum des Institutes
fur Anatomie Bern, angewandt werden. Die in Bern erhobenen Befunde und kursorisch
anamnestische Daten werden in den Kontext der Literatur gesetzt. Die diagnostischen
Erfahrungen aus 35 Jahren Tétigkeit werden diskutiert und in der Folge Richtlinien und
Konzepte zur Verbesserung der PCD Diagnostik ausgesprochen, welche noch viele offene
Punkte beinhaltet.



2.1  Struktur und Funktion der Kinozilien

2.1.1 Zilienstruktur

Kinozilien sind Ausstilpungen der Plasmamembran, welche ein filamentares Geriist aus
Mikrotubuli besitzen. Die Grundstruktur dieses Gerlistes entspricht der Anordnung der
Mikrotubuli in den Zentriolen. Wéahrend der Mitose stellen sie als Zentrosomen den
Sammelpunkt des Spindelapparates dar. Als Basalkorper (basal bodies) bilden sie nahe der

Plasmamembran die Basis der sich dartiber befindlichen Zilien.

Bewegliche Zilien, im deutschen Sprachraum auch Flimmerhaare genannt, weisen im
Atemtrakt einen Durchmesser von 250nm und Langen von 5 — 10um auf. Jede zilientragende
Zelle, Flimmerepithelzelle genannt, kann bis mehrere 100 Kinozilien aufweisen (Abbildung 1
und Abbildung 2).

Abbildung 1: TEM Aufnahme humane Trachea.
Querschnitt durch mehrere Kinozilien (tangential zum Zellapex).



Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme Flimmerepithel

Bronchus, Mensch. Zilienbesetzte Zellen, Becherzellen

In Querschnitten von Kinozilien (Abbildung 3) ist die hochorganisierte Struktur des
zytoskelettalen Geristes, hier Axonem genannt, gut zu erkennen. Einsicht in diese Struktur
erlaubt die Elektronenmikroskopie, mit welcher kurz nach deren Erfindung der axonemale
Aufbau beschrieben wurde?®'32, Die rhythmische Beweglichkeit der Kinozilien ist Folge eines
aktiven, energieabhangigen und koordinierten Gleitmechanismus der Mikrotubuli jeder
einzelnen Zilie®. Verantwortlich fir das Gleiten sind die Dyneine, welche eine der beiden
Motorproteinklassen des mikrotubularen Systems darstellen und in Interaktion mit dem Tubulin
die Zilienbewegung erzeugen34%. Die Kinesine scheinen in der Zilienmotilitat direkt keine
relevante Rolle zu spielen. Gemass neusten Erkenntnissen sind sie aber fir den
intraflagellaren Transport (IFT) wichtig, welcher den Zusammenbau der Kinozilien

verantwortetss.

Die Grundstruktur eines Ziliums ist im Querschnitt durch eine streng definierte
radspeichenartige Anordnung von 9 peripheren Doppeltubuli und einem zentralen
Tubuluspaar gegeben [9x2 + 2 Muster] (Abbildung 3). Die Tubuli des zentralen Paares sind
einzeln abgrenzbar, wéhrend die peripheren Tubulus — "Paare" aus einem vollstandigen A
Tubulus (hellblau in Abbildung 3) und einem angeflanschten, unvollstindigen B Tubulus
(dunkelblau in Abbildung 3) bestehen®”:28 und also de facto kein komplettes Paar bilden. Die
Orientierung der A-B Tubulusverbindung ist organismusweit fixiert. Das Axonem wird dadurch
chiral und rotationsasymmetrisch3®-4!, Demzufolge wird es méglich eine klare Sequenz der
peripheren Doppeltubuli zu bestimmen, welche eine definierte Aufzahlung von 1 — 9 erlaubt*2.
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Weiter kann eine Seite beim Tubuluspaar 1 und eine Gegenseite zwischen den Tubuluspaaren
5 und 6 ("5-6 bridge" in Abbildung 3) bestimmt werden. Dies ist funktionell sehr wichtig, da
dadurch die Ebene und Richtung des Zilienschlages strukturell zugeordnet werden kann: Die
Ebene steht senkrecht zu einer Linie durch die beiden Zentraltubuli (Alternativ zwischen
Tubulus 1 und 5-6 Ubergang) und die Schlagrichtung der aktiveren Schlagkomponente geht
von Tubulus 1 Richtung 5-6 Ubergang.

Outer
dynein arm

Inner
dynein arm

Outer-doublet
B subtubule HRS
Central pair = S lBeat
plane

Radial
spoke

Central pair
projection
= "Central Sheath"

Quter-doublet
A subtubule

Abbildung 3: Querschnitt Kinozilium.

A: TEM Aufnahme, Trachea, Mensch, PT periphere Tubuli, ZT: zentrales Tubuluspaar, IDA: innere
Dyneinarme, ODA: aussere Dyneinarme. B: schematische Darstellung aus Lindemann & Lesich
2015%

Die Dyneine befinden sich am vollstandigen A Tubulus. Die Ordnung der Tubuluspaare
untereinander wird durch die "Radial Spokes" (griin in Abbildung 3 B) unterstiitzt. Der innen
liegende Knopf wird "Spoke Head" genannt. Weitere diskriminierbare Strukturen sind die
zentrale Hulle ("Central Sheath"), der "Nexin Link" und der DRC ("Dynein Regulatory
Complex"). Funktionell sind die Dyneine besonders wichtig, was sich auch in der breiten
Palette an genetischen Mutationen ablesen lasst, die fir PCD verantwortlich gemacht werden
(siehe "Genetik der PCD").

Die Transmissionselektronenmikroskopie [TEM] erlaubt nach wie vor den detailliertesten
Einblick in die axonemale Struktur, wobei keine molekularbiologischen Zuordnungen mdéglich
sind. Mittels Kryo-Tomographie Elektronenmikroskopie ist ein immer tieferer Einblick in den
molekularen Aufbau mdglich, besonders im Bereich der Dynein-Tubulin Interaktion, was auch
die molekulare Modellierung einschliesst®”34344  Immunfluoreszenz-basierte Methoden
(Abbildung 4) ermoglichen spezifische Darstellungen ziliarer Komponenten und haben das

Potential, pathologische molekulare Strukturen zu analysieren (siehe "Diagnose der PCD").



Abbildung 4: Immunfluoreszenzaufnahme menschliches Flimmerepithel.
Zellkultur aus humaner Trachea. Dynein: griin, Zellkern blau (PD Dr. F. Blank, LCI-
DKF, Universitat Bern).

2.1.2 Zilienfunktion

Die Moatilitat der Zilien wurde bereits frih mikroskopisch an vitalen Frischpraparaten
beobachtet und systematisch beschrieben und mit Transportphdnomenen in Verbindung
gebracht*®. Die Bewegung der Zilien besteht aus zwei aktiven Hauptkomponenten, einer etwas
langsameren, gebogenen ("recovery stroke"™) und einer schnelleren, aufrechten in

entgegengesetzter Richtung ("power stroke" (Abbildung 5)46-4°.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Zilienschlagzyklus - Seitenansicht.
1-9 recovery stroke, 10-12 power stroke, Schlagfrequenz 14.7Hz, Gesamter
Zyklus: 68ms, davon 50ms Bewegungsphasen und 18ms Ruhephase an den
Richtungswechseln. Jeder Schritt [1-12] ca. 4ms. Aus Sanderson & Sleigh,
19814,
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Die Richtung des Zilienschlages ist nur annéhernd in einer Ebene, sondern zeigt ein laterales
Abweichen (Abbildung 6)°%51. Die Summe der Zilien einer Zelle und von benachbarten Zellen
schlagt normalerweise koordiniert langs der Schlagebene, die Uber weite makroskopische
Bereiche ausgerichtet ist*?. Dies ist auch strukturell an Zilienquerschnitten zu erkennen
(Abbildung 1).

mw

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Zilienschlagzyklus - Aufsicht.
mp: Richtung der Mukuspropagation, mw: Richtung der metachronalen Welle
(antiplektisch). Aus Sleigh et al. 1988°%°.

Die zeitliche Koordination entlang der Schlagebene weist eine leichte Latenz auf, was als
metachronale Welle bezeichnet wird*85253, Vom Aspekt her entspricht sie einem Kornfeld, Gber
welches ein Windstoss zieht. Die Welle ist antidrom gegeniber der Richtung des

Mukustransportes und wird als "antiplektisch" bezeichnet®.

Die meisten Vorgéange der Zilienmotilitdt sind noch nicht vollstéandig geklart. So sind die
Mechanismen des mikrotubularen Gleitens mit Interaktion von Dynein und Tubulin®°¢, die
Steuerung des einzelnen Zilienschlages®®°’, die Koordination der Zilien untereinander*%8,
aber auch der Modus der Kraftlibertragung von den motilen Zilien auf den Mukus®?° Inhalt

aktuellster Forschung.

Es muss immer beachtet werden, dass in der Grdssenordnung der Kinozilien
(Mikrometerbereich) die relative Viskositat viel hoher ausfallt und nicht dem normalen
Verstandnis eines bewegten Objektes in wassriger Umgebung entspricht>*6, Dieser Kontext
der hohen Reynoldszahlen verédndert die Phanomenologie der Zilienmotilitat und
Mukuspropagation enorm. Die Einfllisse der perizilidren Umgebung auf jegliche Aspekte der
Motilitat dirfen nicht ausser Acht gelassen werden und erschweren daher die

videomikroskopische Beurteilung in der Diagnostik der PCD.

Die Motilitatsanalyse muss all diese Aspekte beriicksichtigen. Erschwerend kommt hinzu, dass
Zilienfunktionsstérungen von kompletter Amotilitat (wie frih beschrieben) bis zu

videomikroskopisch nahezu unauffélligem Schlagverhalten alle Befunde aufweisen kénnen.
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Primare Zilien, die in der Regel unbeweglich sind und denen das zentrale Tubuluspaar fehlt [9
+ 0 Muster], wurden an vielen epithelialen und epitheloiden Zelltypen gefunden. Bereits in der
frihen Entwicklung werden sie am Primitivknoten gefunden, wo sie mithelfen, die Organtopik
des spateren Organismus zu organisierent®1®, In diesem Kontext ist das Auftreten des Situs
inversus und anderer Entwicklungsstérungen bei PCD zu sehen. Die primaren Zilien werden
grundsatzlich mit sensorischen Funktionen in Verbindung gebracht und stehen mit
verschiedenen sehr seltenen Syndromen in Verbindung®. Unter anderem ist die
Flussmessung eine angenommene Funktion: in Nierentubuli (Defekt - Polyzystische
Nierenerkrankung)?°, an Zellen des Plexus choroideus (Defekt - Hydrocephalus internus)??
und an Endothelzellen!’:83, Amotile Zilien werden auch in vielen sensorischen Zellen (Auge,
Nase, Ohr) gefunden. Die Ziliopathien priméarer Zilien sind nur indirekt mit der PCD verbunden

und nicht Thema dieser Arbeit.
2.2 Genetik der PCD

Fruh war die familiare Haufung der Kartagener — Symptomatik thematisiert worden®6 und die
Konsanguinitat der Zilienproblematik in der Erstbeschreibung des Immotile Cilia Syndromes
postuliert®. In den Neunzigerjahren begann die Suche nach den beeintrachtigten Genen®6:67
und bald wurde klar, dass wohl mehrere Dutzend Gene die komplexe axonemale Struktur der
Zilien codieren. Aktuell sind tiber 30 Gene bekannt, welche fir die PCD verantwortlich gemacht

werden®s.

Natdrlich ist bei einem erblichen Syndrom wie der PCD die genetische Typisierung die
direkteste Analysemethode. Die komplexe Struktur der Zilien erfordert eine breite Palette an
Proteinen, respektive Genen, die daftr codieren (sogenanntes Ciliome)®® und potentiell

mutieren kdnnen.

Das Ciliome soll aus 2500 Genen/Proteinen bestehen’-2, was erahnen lasst, wie heterogen
und komplex sich eine PCD Typisierung darstellt. Immerhin wird davon ausgegangen, dass
2/3 der PCD Falle durch entsprechende Mutationen erklart werden kénnen. Von den Uber 30
festgestellten Mutationen bei PCD (Abbildung 7) betrifft die Mehrzahl die Dyneine (Ubersichten
in%8.73-75) Andere Mutationen betreffen das zentrale Paar, die Radial Spokes, die Nexin Links’®

7 und den DRC (Nexin Dynein Regulatory Complex)&°.
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Gene name Defect Reference
ARMCA4 ODA (50]
C2lorf59 ODA [51]
CCDC103 ODA [52]
CCDC114 ODA [53]
CCDCI151 ODA [54]
CCDC164 (DRC1) ‘Nexin-Dynein [55]
Regulatory Complex’
CCDC39 IDA (56]
CCDC40 IDA (57]
CCDC65 (DRC2) NexinDynein (51]
Regulatory Complex’
CCNO ‘Ciliogenesis’ [58]
DNAAF1 (LRRC50) ODA + IDA [59]
DNAAF2 (KTU) ODA -+ IDA [60]
DNAAF3 ODA + IDA [61]
DNAAFS5 (HEATR2) ODA + IDA [62]
DNAH]1 IDA [63]
DNAHT 1 Normal structure [35]
DNAH5 ODA (64]
DNAH8 ODA [65]
DNAIT ODA 7]
DNAI2 ODA [66]
DNAL] ODA (67)
DYX1C1 (DNAAF4) ODA +IDA [68]
GAS8 (DRC4) NexinDynein [69]
Regulatory Complex’
HYDIN Central apparatus [70]
LRRC6 ODA + IDA 71]
MCIDAS Ciliogenesis [58]
NMES8 (TXNDC3) ODA [72]
OFfDI Ciliogenesis 7]
RPGR Transitional zone [16]
RSPH1 Radial spoke head 73]
RSPH3 Radial spoke head [74]
RSPH4A Radial spoke head [75]
RSPH9 Radial spoke head [75]
SPAGI ODA +IDA [76]
WDR35 Intraciliary transport [18]
ZMYNDI10 ODA + DA [77]

ARMC, armadillo repeatcontaining protein; CCDC, coiledcoil domain-
containing protein; CCNO, cyclin O; DNAAF, dynein, axonemal, assembly
factor; DNAH, dynein, axonemal, heavy chain; DNAI, dynein, axonemal,
intermediate chain; DRC, dynein regulatory complex, subunit; HEADR, heat
repeat-containing protein; HYDIN, hydrocephalus-inducing; IDA, inner dynein
arm; KTU, kintoun; LRRC, leucineich repeat-containing protein; MCIDAS,
multiciliate differentiation and DNA synthesis-associated cell cycle protein;
NME, nucleoside diphosphate kinase; ODA, outer dynein arm; ORDI,
orofaciodigital syndrome 1; RPGR, refinitis pigmentosa GTPase regulator;
RSPH1, radial spoke head 1; SPAGI, sperm-associated antigen; TXNDC,

thioredoxin domain-containing protein; WDR, B-transducin repeat-containing

protein; ZMYND, zinc finger MYND domain-containing protein.

Abbildung 7: Liste identifizierter Genmutationen bei PCD.

Aus Milla, 20167
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2.3 Klinik der PCD

Die PCD kann sich oft sehr friih mit einem neonatalen Atemnotsyndrom (neonatal respiratory
distress syndrome, NRDS) manifestieren?8-85 was auf eine vorgegebene Funktionsstérung
der mukoziliaren Reinigungsmechanismen hindeutet. Durch die autosomale Vererbung
manifestiert sich das Syndrom geschlechtsunabhangig. Das Fehlen der embryonalen
Lateralisierung fuhrt zu einer Zufallsverteilung der Organe, was zu einer durchschnittlichen
Manifestation des Situs inversus (totalis oder partialis) von 50% bei PCD Patienten fuhrt. Die
strenge Nutzung der Trias-Definition nach Kartagener®® wirde also theoretisch 50% der

Patienten unentdeckt lassen.

In jungen Jahren treten zunehmende Zeichen einer chronischen Lungenaffektion auf (Tabelle
1), welche aber recht unspezifisch sind und von Patient zu Patient enorme Unterschiede in der
Form, dem zeitlichen Ablauf und der Intensitat aufweisen. Im weiteren Verlauf entwickeln sich
Langzeitschaden in Gestalt von Bronchiektasen und Lungenatelektasen?, die es notwendig
machen, von PCD betroffene Patienten einer adaquaten Therapie zukommen zu lassen. Eine
kausale Behandlung der PCD ist zurzeit noch nicht mdglich. Die unspezifischen, betont
luftwegsbezogenen Symptome werden durch gebréauchliche antibiotische und
atemtherapeutische Ansatze angegangen, meist mit einem der PCD angepassten Schema®.
Die korrekte Diagnose ist daher entscheidend um Verlauf und Langzeitprognose der

Betroffenen zu verbesserns:30.:84.87,

Wichtig ist auch das Wissen um die allfallige Vererbung und die mogliche Infertilitat durch
Beeintrachtigung der Flimmerfunktion in den Ductuli efferentes, sowie eine Beeintrachtigung
der Spermienbeweglichkeit. Die PCD bedingte Motilitatsstérung im Flimmerepithel der
Eileitern fihrt bei Frauen zu einer Subfertilitat>®88 und allenfalls zu ektopen
Schwangerschaften3%:%, Bedingt durch die dysmotilen Zilien bei PCD scheint die mannliche

Sterilitat eine hohere Penetranz zu besitzen?®192,
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Tabelle 1: Manifestationen und Symptome bei PCD

Neonatales Atemnotsyndrom

Chronisch rezidivierende Bronchitiden mit produktivem Husten

Chronisch rezidivierende Pneumonien

Chronische Rhinorrhoe (umgangssprachlich Rotz- oder Schnudernase)

Chronisch rezidivierende Sinusitiden

Chronisch rezidivierende Otitis media mit moglichem zunehmendem Horverlust

Paukenerguss "glue ear"

Bronchiektasen (mittel-langfristig)

Lungenatelektasen (mittel-langfristig)

Atypisches Asthma

Situs inversus totalis / partialis (Dextrokardie)

Abschliessend muss betont werden, dass die Klinik der PCD eine enorme Spanne an
Symptomen aufweist, die Uberwiegend nicht spezifisch pathognomonisch sind. In Verbindung
mit einer hohen Heterogenitat des zeitlichen Auftretens, des Verlaufes und der

Manifestationsstarke ist das Erkennen der PCD als Ursache enorm anspruchsvoll.
2.4 Diagnose der PCD

Keine der aktuell eingesetzten und hier gelisteten diagnostischen Ansatze kann alle Formen
der PCD eruieren?®%, Es bedarf einer Sequenz von diagnostischen Schritten um in méglichst
vielen Féllen zur Entscheidung zu gelangen®t. In der Schweiz ist die PCD als erbliche
Erkrankung, ein sog. Geburtsgebrechen, anerkannt und in der "Liste der Geburtsgebrechen"
innerhalb der "Verordnung Uber Geburtsgebrechen (GgV)"® aufgelistet. Wie aus dem Eintrag
in Abschnitt VI, Ziffer 249, Zitat, "Primare cilidre Dyskinesie (sofern die
elektronenmikroskopische Untersuchung in einem infektfreien Intervall durchgefiihrt

wurde)", ersichtlich ist, muss die Diagnose obligat strukturell am TEM erfolgen.
2.4.1 Screening Tests

Als erster Screening Test wird die Konzentrationsmessung der Stickoxide (nitric oxide [NOJ)
in der nasalen Ausatemluft genutzt®®°’. Die Bedeutung des NO geht auf Beobachtungen
zuriick, welche den Stickoxyden einen Einfluss auf die Zilienschlagfrequenz zuordneten?® und
empirisch bei PCD, respektive Kartagener-Betroffenen, tiefe Stickoxyd Werte in der Atemluft
aufzeigten®-19, Die Ursache der tiefen NO Werte bei PCD ist noch nicht endgliltig geklart. Die
gangigen Hypothesen gehen von (i) einem erhdhten Abbau der NO durch vermehrten

Verbrauch durch oxydativen Stress, Bakterien etc., (i) von einer verminderten Synthese
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(Aktivitatsverminderung der NO-Synthase [NOS]) oder (iii) dem Einfluss der bei PCD

obstruierten Paranasalsinus!®! aus.

Die Sensitivitat der NO Messung ist recht hoch!%?, wobei jedoch einzelne falsch negative
Befunde auftauchen kdnnen®4. Die Spezifitat wird ebenfalls kritisch diskutiert, da suboptimale
Messbedingungen und andere pulmonale Erkrankungen ein tiefes nasales NO (nNO) zeigen
und so zu unnétigen, kostenintensiven Folgeschritten filhren konnen'®. Dieser rasch
durchfuhrbare Test benétigt eine adaquate Infrastruktur (Zentrumsklinik) und Erfahrungen in
der Messung. In der Summe ist die Nutzung des nNO als frilher Screeningtest zur Zeit noch

kontrovers104,

Der friher regelméssig genutzte Saccharintest, bei welchem nach Aufbringen von
Saccharinpartikeln in der Nase die Latenzzeit gemessen wird, bis eine Sisse im Mund
wahrgenommen wird%®, ist vom Prinzip her bestechend, da direkt die Effizienz des
mukoziliaren Transportes festgestellt wird. Gerade im Kindesalter ist dieser Test allerdings
beziglich Sensitivitat und Spezifitdt ungentigend (u.a. mangelnde Compliance) und wird daher

nicht mehr empfohlens°.
2.4.2 Ultrastruktur (TEM)

Bis vor einigen Jahren war die ultrastrukturelle Analyse mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie [TEM] der klassische Diagnoseweg und wurde als "Gold Standard" in
der PCD Diagnostik bezeichnet!®-19  Die ultrastrukturelle Bildgebung basierte auf einer
langjahrigen technischen Entwicklung in der TEM. Basierend auf der stark organisierten
Struktur des Axonems im Querschnitt (siehe "Zilienstruktur") sind einige "Referenzzeichen"

der PCD als pathognomonisch anerkannt.

Zu diesen Zeichen gehodren die ausseren [ODA] und inneren Dyneinarmdefekte [IDA]
(Abbildung 8), die Transpositionen und die Radial Spokes Defekte!!?. Das Fehlen der ODA an
mehr als 2 peripheren Doppeltubuli ist bereits aussagekraftigh107.111-113, Das Fehlen der IDA ist
weniger klar beschrieben. Breits unter normalen Bedingungen sind IDA in zufélligen
Zilienquerschnitten weniger gut abgebildet, bedingt durch deren axial geringeren Dichte
gegeniuber den ODA (ODA: 24nm Periodizitat im Langsschnitt, IDA 96nm Periodizitat)!'4. In
Standard 60nm Ultradinnschnitten sind IDA nicht in jedem Schnitt reprasentiert. Bereits 2-3
IDA pro Axonem gelten als normal. Ein IDA Defekt ist also nur auszusprechen, wenn diese
komplett fehlen. Selten wurde der IDA Defekt als isolierter Befund beschrieben®. Meistens wird
er in Kombination mit ODA oder Radial Spokes Defekten genannt30:107.113.115-117 nd nicht als

isoliertes Zeichen akzeptiert®8111,

Die sogenannten Transpositionen (Abbildung 9) sind seit langem als klassisches Zeichen der
PCD akzeptiert'8. Dabei fehlt das zentrale Tubuluspaar ([CP] central pair) und ein peripheres
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Paar rutscht in die Mitte. Peripher sind dadurch nur noch 8 Paare z&ahlbar. Meist sind dabei die
Radial Spokes nicht abzubilden (Abbildung 9), was in Einklang mit dem Fehlen ihrer
ordnenden Funktion steht.

Weitere tubuldare Desorganisationen, auch bei Vollzahligkeit der Tubuluspaare, sind durch die
Radial Spokes bedingt, meist mit exzentrischen CP und/oder dislozierten peripheren
Paaren!'®. Vor einigen Jahren wurde auch das isolierte Fehlen des zentralen Paares ohne
Dislokation eines peripheren (CP Defekt) als Zeichen der PCD postuliert'?. Wahrend in der
Originalpublikation das Zentrum komplett leer erschien, sind in Folgepublikationen oft Schatten
elektronendichten Materials zu erkennen?6:115121.122 Cp Defekte sind meist mit Radial Spokes

Defekten verbunden?.

Schwierigkeiten fir die strukturelle und funktionelle Diagnostik bieten seltene Varianten der
PCD, die als Zilienaplasien klassiert werden'?125 Unter Umstanden sind dort einzig

guantitative Parameter aussagekraftig.

Abbildung 8: ODA und IDA Defekte
Pfeile: beide Defekte sichtbar, Befund ist nicht durchgehend
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Abbildung 9: Transpositionen
TEM Bild eines PCD Patienten, rote Pfeile: Transpositionen, blaue Pfeile:

Massive tubulare Desorganisation als Hinweis fiir Radial Spokes Defekt
2.4.3 Videoanalyse (HSVA)

Verschiedene aktuellere Studien zeigten auf, dass PCD Falle ohne erkennbare
ultrastrukturelle Zeichen existieren’4111121 Es entstand eine Unsicherheit bezlglich der
Sensitivitat der TEM mit der Mdéglichkeit falschlich als gesund (falsch negativ) deklarierter
Patienten. In diesem Dilemma entwickelte sich die Hochgeschwindigkeits-Video Mikroskopie
(high speed video microscopy analysis [HSVA]) zu einer aussagekraftigen Methode®, umso
mehr als die technische Verfligbarkeit von schnellen Aufnahmesystemen zu akzeptablen

Preisen eine detaillierte Analyse der Motilitat erlaubten.

Neben der Schlagfrequenz (ciliary beat frequency [CBF]) konnte nun auch das Schlagmuster
(ciliary beat pattern [CBP]) und die Koordination der Zilien untereinander begutachtet werden.
Die CBF eignet sich nur bedingt als alleiniges Kriterium zur Erkennung der PCD. Normale
Vergleichswerte sind nicht standardisiert und werden mit 7 — 20Hz angegeben??6-128, Zudem
ist der Einfluss der Umgebungsbedingungen (Temperatur, Viskositéat, floride Infektionen etc.)
gross. Bezlglich CBP klassierten Chilvers et al. die Stérungen grob in drei Formen: 1) Fast
komplette Akinesie mit nur leichtem Zittern der Zilien, 1) Steifes Vibrieren der Zilien ohne
Differenz zwischen Power- und Recovery-Stroke, Ill) Zirkuléres Rotieren der Zilien, einer

Kegelform entsprechend??®. Neuere Publikationen versuchen die genetisch klassierten
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Defekte mit gewissen Formen der Moatilitatsstorung in Einklang zu bringen’®. Auch wenn die
Beurteilung der Moatilitat schwierig ist (siehe "Zilienfunktion™) sind die Bewegungsphanomene
viel direkter mit einer allfallig verminderten Transporteffizienz verbunden und werden

manchmal als neuer "Gold Standard fiir PCD Diagnostik" bezeichnet.
2.4.4 Genetische Analytik

Aktuell sind grosse Bestrebungen im Gange, die Palette der identifizierten Genmutationen zu
erweitern. Immerhin erlauben die ber 30 bekannten Mutationen eine Diagnose von ca. 2/3

der PCD Manifestationen?:130,

Da von mehreren Hundert bis zu Tausenden Genen ausgegangen wird, die sich fir das
Ciliome verantwortlich zeigen’®72, ist der Aufwand sehr gross, jedoch, dank der rasanten
Entwicklung im Whole Exome / Genome Sequencing®'31-133 im Bereich des Mdoglichen.
Erschwerend kommt jedoch hinzu, dass noch keine einfachen und kostengtinstigen Chips
oder Panels zur breiten Analytik verfugbar sind und die Genanalyse auf wenige Zentren
beschrénkt ist. Die Situation wird sich aber in naher Zukunft sicher verbessern, wenn Next
Generation Sequencing [NGS] diese Aufgabe erleichtert. Ob und wann alle verantwortlichen
Sequenzen der PCD identifiziert werden, ist noch nicht abzusehen. Der Teil der genetisch
nicht zugeordneten und daher nicht detektierten Stérungen wird weiter auf die strukturell-
funktionelle Analytik angewiesen sein und besonders im Bereich des Screenings. In dieser

Arbeit soll nicht weiter auf die genetischen Aspekte der PCD eingegangen werden.
2.4.5 Immunfluoreszenz

Spezifische Markierungen von mutierten Bestandteilen des Axonems, speziell der
Dyneine®**135 und der Radial Spokes Defekte'%®, sind bekannt. Die bestechende Technologie
ist jedoch nur fur einzelne Defekte bekannt und nicht breit verfligbar. In Kombination mit
anderen Methoden und mit einer zukinftig breiteren Analysepalette hat sie aber ein grosses

Potential.
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3 Methoden

3.1 Datenerhebung fir diese Studie

Die strukturellen und videomikroskopischen Daten dieser Arbeit stammen aus der
diagnostischen Tatigkeit zur PCD, welche am Institut fir Anatomie, Universitat Bern, seit 1981
angeboten wird (gegrindet durch Prof. em. Dr. Peter H. Burri). Die in einer Datenbank
gespeicherten Angaben wurden anonymisiert zur Verfigung gestellt, neu geordnet und einer
Validierung unterzogen, um unvollstandige, duplizierte oder irregulare Eintrage zu erfassen,
allenfalls zu erganzen oder zu l6schen. Von urspringlich 257 Datenséatzen von 228 Patienten
waren 32 Datensatze von 31 Patienten nicht nachverfolgbar. Die 225 Datensatze mit
auswertbaren Angaben fihrten bei 199 Patienten zu einem glltigen Resultat, das als

diagnostisches Ergebnis der Arzteschaft zum Zeitpunkt der Biopsien kommuniziert wurde.

Die bereinigten Daten der gesamten analysierten Kohorte (PCD und nicht-PCD) waren
Grundlage der statistischen Betrachtungen und Interpretation der diagnostischen
Gegebenheiten und Resultate. Im Zeitraum dieser Rickschau (35 Jahre) haben sich die
technischen Mdglichkeiten besonders in der Motilitatsanalyse (Video) drastisch verbessert.

Durchgéngige Vergleiche der Videoanalyse sind daher nicht méglich.

Neben den strukturellen TEM und funktionellen HSVA Befunden, wurden anamnestische
Angaben verwertet, welche von den Anmeldeformularen zur Diagnostik stammten. Dies waren
Alter, Geschlecht sowie wenige klinische Angaben und Symptombeschreibungen (1-2 Zeilen)
die den Verdacht auf PCD deklarierten.

Von den im Zeitraum 1981 bis 2010 diagnostizierten PCD Betroffenen (ultrastrukturell im TEM
bestétigt) wurden Uber informiertes Einverstandnis weitere klinisch-anamnestische Angaben
aus Krankengeschichten gesammelt. Nach initialer telefonischer Kontaktaufnahme der
Betroffenen, erfolgte die schriftliche Anfrage zwecks Einholung des Einverstandnisses. Es
wurden die Kontaktdaten der behandelnden Arzte und betreuenden Kliniken erfragt. Zum
Zeitpunkt der Anfragen war dieses Vorgehen im Einklang mit den gtltigen ethischen Regeln
fur retrospektive nicht-interventionelle und anonymisierte Analysen, die nur die temporare
Befreiung von der arztlichen Schweigepflicht betraf. Nach Kontaktaufnahme mit den
behandelnden Arzten wurden die anonymisierten Krankenakten gesammelt. Anschliessend
wurden die Daten aufbereitet und Angaben zu einer summarischen Reihe relevanter
Stichworte erfasst. Die Stichwortliste wurde in Zusammenarbeit mit Kollegen der
Kinderpneumologie des Inselspitals erstellt (Tabelle 2). Einige der Stichworte ergaben
retrospektiv keine relevanten Schlussfolgerungen und Gesetzmassigkeiten waren aufgrund
der zu kleinen Fallzahlen oft nicht aussagekraftig. Die klinisch-anamnestische Auswertung

wird daher in dieser Arbeit nur kursorisch verwendet.
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Tabelle 2: Checkliste anamnestische Daten

Erkrankungen
PCD, Kartagener Syndrom, Situs inversus, Bronchiektasie, Otitis Media, Mukotympanon,

Sinusitis, Pneumonie, Bronchitis, neonatales Atemnotsyndrom, Dysmorphiesyndrome,

Tuberkulose, Extrauteringraviditat (ektope Schwangerschatft)

Untersuchungen
Spirometrie, arterielle Blutgasanalyse, NO Messung

Mikrobiologie
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis, Streptococcus

pneumoniae, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Mycobakterien

Familiare Assoziation
Situs inversus, PCD

Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
Paukenrdhrchen, Schallleitungsstdrung

3.2 Strukturell-funktionelle PCD Diagnostik in Bern

Im seit 1981 angebotenen Diagnoseservice werden Patientensamples von Kindern und selten
auch Erwachsenen zugesandt, die wegen rekurrierenden, unklaren respiratorischen

Problemen unter dringendem Verdacht fur eine PCD stehen (siehe: "Klinik der PCD").
3.2.1 Vitalanalyse (HSVA)

Bis 2004 wurden lediglich klassische Videoaufnahmen (24fps) der Zilienmotilitat erstellt und
dienten lediglich als grobes Screening, bevor fast alle Proben der TEM zugefiihrt wurden. Nach
Einfuhrung der HSVA 2004 stieg in Bern die Bedeutung und Sensitivitat der Vitaluntersuchung

und wurde zum effizienten Triagetool, bevor die massiv aufwendigere TEM eingesetzt wurde.

Heute wird in den meisten Féallen respiratorisches Flimmerepithel der unteren Conchae
nasales mittels nasalem Brushing entnommen. Die Brushes sind Interdentalbirstchen "fein",
"IDB-G 3mm" (Top Caredent, Zirich, Schweiz) (Abbildung 10), welche mit einer Pipettenspitze
als Griff und einer zweiten als "Gewebeentferner" versehen sind (Eigenentwicklung). Die
Offnung der zweiten Spitze ist soweit vergrossert, dass sie knapp iber den Biirstendraht
bewegt werden kann, jedoch beim Streichen Uber den Bereich der Borsten entnommenes

Zellgewebe entfernt, um es der Analyse zuzufihren.
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Abbildung 10: Brushes zur nasalen Entnahme von Flimmerepithel

Rechte Spitze: angeklebter "Griff", linke Spitze: beweglicher Gewebeentferner

In einigen Fallen wurde das Brushing bronchial durchgefiihrt, wenn eine Bronchoskopie fiir
andere Interventionen geplant war. Bis vor einigen Jahren wurden Proben fast nur
endoskopisch mit kleinsten Biopsiezangen entnommen. Dieses Verfahren, welches eine
hohere Belastung fur die Patienten und hoheren interventionellen Aufwand bedeutet, wird nur
noch selten durchgefiihrt, obwohl es sehr gute Resultate liefert. Die ganzen Brushes werden
in 6ml Falcon Réhrchen mit einem Nahrmedium (CRML 1066, Gibco, Lubio Science, Luzern,
Schweiz) Ubertragen und idealerweise innerhalb von 30 Minuten ins Institut fir Anatomie
gebracht. Vor dem Offnen werden die Rohrchen intensiv geschiittelt, um das Zellmaterial von
den Brushes ins Medium zu transferieren. Das Nahrmedium wird sodann in eine Petri Schale
geleert. An den Borsten verbliebenes Zellmaterial wird mittels "Gewebeentferner” (siehe oben)
ebenfalls in die Schale Ubertragen. Einzelne kleine Gewebestiickchen und —flocken werden in
einem Tropfen Nahrmedium mit einer Pipette auf einen Objekttréager gebracht und mit einem

Deckglas zugedeckt.

Auf einem Olympus Vanox aufrechten Lichtmikroskop (Olympus AG, Volketswil, Schweiz)
werden mit Differenz-Interferenzkontrast (DIC, Nomarski) die ungefarbten Proben
begutachtet. Eine chemische Farbung wiirde die Vitalfunktion unter Umstanden hemmen oder
verhindern. Die Proben werden auf einem temperaturkontrollierten Mikroskoptisch bei
konstant 30°C gehalten. Nach Suche mit kleineren Vergrosserungen (10x — 20x Objektive)
wird die Vitalbeurteilung und Videoaufnahme mit einem 40x Objektiv (Endvergrosserung 400x)

durchgefinhrt.

Interferometrische Techniken zur Kontrastgewinnung (DIC, Dunkelfeld, Phasenkontrast)
bendtigen sehr dinne Proben, um trotz fehlender Farbung eine gute Beurteilung des
mikroskopischen Bildes zu erlauben. Ohne Deckglas sind keine befriedigenden Abbildungen
mdglich. Die Messung des Flussigkeitsfiims ergab eine Dicke von 25 — 30um, was den

Zilienschlag der maximal 7um langen Zilien an vielen Stellen nicht tangiert. Eine leichte
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Immobilisation der Gewebestiickchen und Zellen durch das Deckglas ist sogar forderlich, da

sonst das Gewebe durch die Kraft der Zilien oft sofort aus dem Gesichtsfeld verschwindet.

Bildserien werden mit einer Hochgeschwindigkeits CMOS-Monokamera (Flea FL3-U3-13Y3M-
C, Point Grey Research GmbH, Ludwigsburg, Germany) mit 300 Bilder pro Sekunde (frames
per second: fps) als Einzelbildserien wahrend jeweils 2 Sekunden aufgenommen (600 Bilder
pro Aufnahme). Die Bilddaten werden direkt Giber USB 3 an einen Standard-PC (Microsoft ®
Windows 7 ®, 64bit, 16GByte RAM, SSD Disk) ubertragen, auf welchem die PointGrey
Kamerainterface-Software die Kamerasteuerung und Bildformatierung (TIFF, 8bit, 640x480
Pixel, 300fps) erlaubt. Pro Analyse werden durchschnittlich 5 Deckglaser verwendet und pro

Deckglas 6 Aufnahmeserien (ca. 15GByte) durchgefiihrt.

Die Charakterisierung des Zilienschlages (CBP) wird mittels eines in ImageJ'’
programmierten Tools ermdglicht, welches einfach die Bildserien in Zeitlupe bis zur
Einzelbildanalyse erméglicht und auch Prozesse zur Bildverbesserung (Kontrast,
Kantendetektion) zur Verfugung stellt. Die Bewegungsmusteranalyse wird Uber die ganze
Feldgrosse an Stellen mit sichtbaren Zilien erhoben. Die Frequenzanalyse wird mittels Fourier
Spektralanalyse durchgefuihrt, wie in Ryser et al. 2007%° vorgestellt. Die Zerlegung und
Spektrendarstellung wird in einem Tool basieren auf IDL (Interactive Data Language, Excelis

/ Harris Corporation, Melbourne FL, USA) ausgefuhrt.

Pro Video wird in mehreren Subregionen mit sichtbaren Zilien die Frequenzanalyse
durchgefihrt. Die Frequenzwerte werden pro Bild und dann pro Patient gemittelt. Keine
Analyse wird in Regionen durchgefiihrt, in denen eine deutliche dussere Beeintrachtigung
besteht (Zeichen mukdsen Schleims, durch Zellkonglomerate und Zelltrimmer behinderte
Zilien, Zilien von zerstorten Zellen, verklebte Zilien). Auf diese Gewichtung wird in der
Diskussion naher eingegangen. Die Motilitat wird semiquantitativ gescored. Als normal werden

folgende Befunde festgelegt, die in Kombination von mindestens 3 Anteilen auftreten missen:

A) Schlagfrequenzen im Bereich von 8-16Hz

B) Gut diskriminierbarer Recovery- und Power Stroke beziiglich
1) Form (deutlich gekrimmt im Recovery und deutlich gestreckt im Power Stroke)
2) Zeitverlauf (deutlich kiirzerer Power Stroke)

C) Partikeltransport

D) Koordination der Zilien
1) Einer Zelle

2) Einer Zellgruppe (interzellular)
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In Anlehnung an Chilvers et al. 2003'?° werden folgende Muster als auffallig erkannt:

a) Amotilitdt mit allenfalls minimstem Zittern der Zilienspitzen

b) Vibrieren der ganzen Zilien mit kleiner Amplitude, teils hochfrequent tiber 20Hz

c) Steifes Schlagen der Zilien, etwas grossere Amplitude, Recovery- und Power stroke
nicht unterscheidbar, normal- bis tieffrequent

d) Rotieren der Zilien

Bei Auswertungen, die vital eine oder mehrere dieser Befunde zeigen oder deren Befunde

nicht geniigende Normalcharakteristika aufweisen, wird eine TEM Analyse durchgefuhrt.
3.2.2 Ultrastrukturanalyse (TEM)

Bei jedem Nasalbrushing wird zusatzlich eine benutze Bulrste direkt in Fixativ (2.5%
Glutaraldehyd, 350mOsm, gepuffert auf pH7.4 mit Hepes) Uberfihrt. Die Fixationsqualitat ist
besser als von vorher fir die Vitalanalyse benutztem Zellmaterial. Dennoch wird auch das
Material nach Begutachtung im LM in ein zuséatzliches Fixativréhrchen eingebracht. Die
Gewebestiickchen werden mit Osmium nachfixiert und nach Dehydratation in Epon
eingebettet. 2 * 2 mm messende Ultradiinnschnitte (60nm) werden an einem Leica Ultracut
UC6 Ultramikrotom (Leica Microsystems, Wien, Osterreich) geschnitten und auf 200 Loch
Kupfernetzchen transferiert. Der Kontrast wird mit Uranylacetat und Bleizitrat an einem Leica

Ultrastainer (Leica Microsystems, Wien, Osterreich) erhoht.

Die Netzchen werden an einem Philips CM 12 oder Tecnai Spirit TEM betrachtet und Bilder
bei ca. 50'000-facher Vergrésserung geschossen. Pro Patient werden zwischen 40 und 80
Bilder aufgenommen, welche in der Summe idealerweise mindestens 100 streng orthogonal
abgebildete beurteilbare Querschnitte enthalten. Situationsabhangig muss die Analyse auch
mit weniger Querschnitten durchgefihrt werden. Zur Analyse der Ausrichtung werden auch

kleine Vergrosserungen im Zellapexbereich aufgenommen um Wurzelfisschen darzustellen.

An den Querschnitten werden die fir PCD charakteristischen Zeichen erfasst ((siehe
"Ultrastruktur (TEM)": Dyneinarme, Radial Spokes, Transpositionen, Tubulusdefekte und -
desorganisationen, Zentralpaardefekte), aber auch sog. Compoundzilien (Verschmelzen von

Zilien als Zeichen florider Entziindungen bei sekundaren Dyskinesien)*38).

Auch die Orientierungen der Zilien und ganz allgemein der Fixationsgrad werden festgestellt.

Die Befunde werden semi-quantitativ erfasst.
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4 Resultate

Die Tabelle 3 listet die Patientenkohorte in der Zeitperiode 1981 bis 2015 auf, welche bei 199
Patienten zu einer konklusiven Aussage fiihrte. Es wird das diagnostische Vorgehen
zusammengefasst. Die Zahl der Analyseantréage ist in den letzten 35 Jahren stetig gewachsen
und erreichte im 2015 18 Anfragen (siehe Abbildung 11). Weiter sind die klaren Trends zu
mehr Nasalbiopsien versus Bronchialbiopsien (Abbildung 12 ) und mehr Vitalanalysen versus
TEM Untersuchungen (Abbildung 13) dargestellt. Klar ersichtlich ist auch die fast identische
Geschlechtsverteilung bereits der Verdachtsfille sowie der PCD-Diagnostizierten. Der
Zeitpunkt der Analyse war im Median bei 8.2 Jahren (Mittel: 15 Jahre). In Abbildung 14 wird
klar der Trend zur friheren Diagnosestellung ersichtlich. Bei 16 Patienten (8%) musste die
funktionelle und/oder strukturelle Diagnostik wiederholt werden und bei 6 brauchte es einen 3.
Versuch (3%).

Tabelle 3: Ubersicht der Analysetatigkeit 1981-2015

Patientenubersicht

Patienten mit konklusiver Analytik 199
weiblich 102 (51.3%)
mannlich 97 (48.7%)

Alter zum Zeitpunkt der strukturellen Analyse: Median: 8.2J, Mittel: 15J

Patienten ohne funktionell-strukturelle Zeichen der PCD 161

PCD Diagnose aufgrund struktureller Zeichen 38
weiblich 20 (52.6%)
mannlich 18 (47.4%)

Biopsie Lokalisation ¥

Bronchialbiopsie, meist Zange (bis 2010: 80%) 133 (61.3%)
Nasalbiopsie, nur Brush (seit 2010: 80%) 81 (37.3%)
Sperma 3 (1.4%)
Diagnostische Methode(n)
Video Analyse (HSVA) @ 162
Video normal [mit Transport: 41, 34% der normalen] 123 (75.9%)
Video anormal 25 (15.4%)
Video inkonklusiv 17 (10.5%)
TEM Analyse @ 149
TEM normal oder unspezifisch / sekundare Zeichen 108 (72.5%)
TEM PCD 38 (25.5%)
TEM inkonklusiv @ 3 (2.0%)

(1) Einige Patienten hatten mehrfache Biopsien von 2 bis 3 Orten. Die Summe der "Lokalisationen" ist
daher hoher als die Gesamtzahl der konklusiven Resultate.
(2) Nicht alle Biopsien wurden mit HSVA und TEM analysiert. Die Gesamtzahl konklusiver Resultate je

Technik ist daher kleiner als die Gesamtzahl konklusiver Resultate.
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4.1 Strukturelle und funktionelle Befunde Gesamtkohorte

Die diagnostischen Prozedere in der PCD Analytik im Institut fur Anatomie wurden in den
vergangenen Jahren immer mehr verfeinert, im Besonderen die HSVA. Mangels detaillierter
technisch-praparatorischer Beschreibungen in der Literatur, konnten jedoch kaum Vergleiche
oder Validierungen durchgefiihrt werden. Es wurde daher hier angestrebt, mittels
zusammenfassender Betrachtung der analytischen Resultate, eine eigene Validierung

anzustreben und einige Postulate, die in Bern angewandt werden, zu Uberprifen.

Auch wenn in der HSVA in 2/3 der Analysen eine PCD bereits vital ausgeschlossen werden
konnte und dadurch die viel aufwendigere TEM seit einigen Jahren viel weniger beansprucht
werden muss, so besteht doch ein relevantes, v.a. praparatorisch-technisches

Verbesserungspotential.

In der gesamten Zahl der Analysen aus nasalen Brushings zeigten 1/3 Zeichen einer viskdsen
Verschleimung, was teils bereits am Burstchen, wahrend des Transfers des Zellmaterials aus
dem Medium in die Petrischale, auf den Objekttrager oder unter dem Mikroskop sichtbar war.
In diesen Fallen war dann oft eine zusatzliche bakterielle Kontamination feststellbar (sub-
zellular grosse Partikel, die teils leicht beweglich waren). 50% der auffallig verschleimten
Proben zeigten dennoch im Mittel normale Schlagmuster und —frequenzen, wobei die
Heterogenitét der Befunde grdosser war, als in weniger verschleimten Proben. Zusatzlich waren
in den verschleimten Proben weniger Transportphdnomene zu beobachten (nur in 1/3 bei
sonst normaler HSVA Befundung). In Proben ohne Zeichen Ubermassiger Verschleimung war
Partikeltransport in 2/3 vorhanden. Dies flhrte dazu, dass, aufgrund von unklaren HSVA
Befunden, mehr verschleimte Proben ultrastrukturell nachuntersucht wurden (50% gegeniber
30% bei nicht verschleimten Proben). Kursorisch war auch die Qualitat der TEM Bildgebung
bei lichtmikroskopisch verschleimten Proben schwieriger zu beurteilen, bedingt durch
schlechteren strukturellen Erhalt (rupturierte Zellmembranen, ddemattse Zilien, deutlich
schlechtere  Kontrastgebung). Von den zweifelhaften HSVA  Befunden mit

Verschleimungszeichen war ein einziger im TEM als PCD identifiziert worden.

Die Analysen von Bronchialbiopsien (meist mit Brush, einige mit Forceps) zeigten durchgehen
eine eindeutigere und einfachere Befundung im HSVA, bedingt durch deutlich geringere
Verschleimungstendenz (nur in 12%, nasal 35%). Auch der Erhaltungszustand des Gewebes

und dadurch die Beurteilbarkeit in der TEM war hier besser.
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41.1 Zeiteinflisse

Die Latenz zwischen Zellentnahme und Vitalbegutachtung kann das Resultat beeinflussen.
Um die Richtlinie von maximal 30 Minuten zu verifizieren, wurden Zeitserien von
Videoaufnahmen normaler Biopsien ohne Zeichen einer PCD aufgenommen und nachfolgend

Schlagfrequenzmessung durchgefuhrt (Abbildung 15).

Die Frequenzen, aber auch das Schlagmuster (Daten hier nicht gezeigt) blieben bei adaquater
Feuchthaltung Uber Stunden konstant. Die grosste Beeinflussung entstand durch die

Austrocknung der Probe zwischen Objekttrager und Deckglas.
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Abbildung 15: CBF Zeitserien

A, grune Linie: normale humane Probe mit einer initialen mittleren CBF von 10Hz. Objekttrager
auf konstant 30°C temperiert, keine Befeuchtung. Frequenz verringert sich kurz nach initialer
Begutachtung, Probe trocknet aus. B, rote Linie: normale Probe mit 12Hz Initialfrequenz.
Objekttrager wird konstant feucht gehalten, 30°C: Frequenz bleibt 2 Stunden normal. C, blaue
Linie: normale Probe mit 12Hz Initialfrequenz. Jeder Messpunkt entstammt einem neuen
Gewebestilickchen welches vom Brush entnommen wird, aufbewahrt im Nahrmedium bei 25°C
(Analysetemperatur 30°C). Erst nach mehr als 7 Stunden Verminderung der CBF, nach 24h
immer noch > 8Hz. Mittel von 20 — 30 Messungen.

4.1.2 Temperatur

Temperaturserien von normalen Epithelproben ergaben im Bereich von 25 — 35°C keine

relevanten Anderungen der CBF (kursorisch).
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4.2 Strukturelle und funktionelle Befunde bei PCD Betroffenen

Im Zeitraum 1981 — 2015 wurden im Institut fir Anatomie der Universitat Bern 38 Diagnosen
der PCD gestellt (Krankenaktenerfassung nur bis 2010). In der Schweiz ist aktuell die PCD
Diagnosestellung obligat auf die TEM Bestatigung angewiesen (siehe "Diagnose der PCD").
Es besteht daher eine Verzerrung der strukturellen Befundung in Richtung TEM. Die
Diagnosestellung ist sowohl an Bronchialbiopsien als auch an Nasalbrushings mdglich.
Erstaunlich ist die Beobachtung von 9 "normalen” Vitalbefunden bei ultrastruktureller PCD.
Diese Befunde stammen alle aus der Zeit vor Etablierung der HSVA 2004. Der haufigste
ultrastrukturelle Befund waren ODA-Defekte, gefolgt von IDA-Defekten. Die meisten der
Befunde traten in Kombinationen auf. In geringer Zahl traten ODA- [7]; IDA-Defekte [2] und
Transpositionen [3] isoliert auf. Radial Spokes und Central Pair Defekte traten nie isoliert auf
(Tabelle 4 und Abbildung 16).
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Tabelle 4: Strukturell-funktionelle Befunde bei PCD

Patienten mit PCD Diaghose 38
weiblich 20
mannlich 18
Alter zum Zeitpunkt der strukturellen Analyse: Median: 8.1J, Mittel: 11.8J
Biopsie Lokalisation ®
Bronchialbiopsie, meist Zange (bis 2010: 90%) 30 (75%)
Nasalbiopsie, nur Brush (seit 2010: 100%) 10 (25%)
Video Analyse (HSVA) 33
Befunde @:
normal 9 (27.3%)
anormal 18 (54.5%)
inkonklusiv 6 (18.2%)
TEM Analyse 38 (100%) @
Befunde
ODA 23 (60.5%)
(als isolierter Befund): 7 (18.4%)
IDA 20 (52.6%)
(als isolierter Befund): 2 (5.3%)
Transpositionen 14 (36.8%)
(als isolierter Befund): 3 (7.9%)
Radial Spokes Defekt 8 (21.0%)
(meist mit Transposition)
CP Defekt 10 (27.0%)
(nie als isolierter Befund)
Achsen desorientiert 21 (55.2%)
(kein priméares PCD Zeichen)

(1) Uberwiegend bronchial, da die meisten Diagnosen vor 2010 erfolgten. Bei zwei Patienten war

Material von 2 Lokalisationen vorliegend.

(2) Altere Videoanalysen waren aufgrund der Technik rein kursorisch und daher weniger aussagekréftig.

High-Speed Analyse seit 2010.

(3) Aufgrund der gesetzlichen Vorgaben missen in der Schweiz alle PCD Félle ultrastrukturell mittels

TEM bestatigt werden (Situation: 2016). In den meisten Fallen wurde diese Diagnose von einem

pathologischen Resultat in der HSVA begleitet (ab 2010). Die meisten Patienten zeigten ultrastrukturell

mehrere Befunde, so dass die Summe der einzelnen spezifischen TEM Befunde tber 100% liegt.
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Abbildung 16: TEM Befunde bei PCD

Entgegen den Beschreibungen in der Literatur'?®, traten in den untersuchten TEM
Querschnitten von PCD Patienten einige Befunde nie isoliert auf, so die Radial Spokes und
besonders die CP-Defekte. In 10 PCD Fallen (27%) waren CP-Defekte mit anderen Stérungen
kombiniert. In 15 Fallen waren CP Defekte jedoch von keinen anderen HSVA und TEM
Befunden begleitet und wurden daher nicht mit einer PCD Diagnose assoziiert. Es bestanden
jedoch Zeichen mangelhaft fixierten Materials (zerrissene Plasmamembranen, geschwollene
oder geschrumpfte Zilienquerschnitte) sowie unscharfe, zentrale Schatten mit
elektronendichtem Material. Sie wurden nicht als pathognomonisch interpretiert. Beispiele fur
sekundare CP Defekte sind in Abbildung 17 aufgefihrt.
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Abbildung 17: CP-Defekte, sekundar
Zilienquerschnitte im TEM, 70'000x, Pfeilkopfe: CP-Defekte, Pfeile: Membrandefekte, Sterne:
Zytoplasmaschwellung. Alle Beispiele von Patienten bei welchen keine PCD ausgesprochen wurde. A:

4-jahriges Méadchen mit chronischem Husten. Vitalanalyse mit normaler CBP und CBF (Mittel: 12Hz)
mit Partikeltransport. Defekte CP in 5 von 45 Bildern. Diese 5 Felder zeigten klare Zeichen von
Fixationsproblemen. 40 Bilder mit normalem axonemalem Befund. B 10-jahriges Madchen mit
chronischer Rhinitis und Otitis media, vital unauffallig. CP Veranderungen in 7 von 73 Feldern. C: 3-
jahriger Knabe mit chronischem Husten, Vitalanalyse unaufféllig. Defekte CP in 3 von 30 Bildern. D 10-
jahriges Madchen mit Rhinitis, Situs inversus und normalem nasalen NO zum Zeitpunkt der Biopsie. CP
Veranderungen in 5 von 50 Bildfeldern. In 45 Feldern normale axonemale Befunde. Balken: 250nm

4.3 Klinisch-anamnestischer Kontext PCD Betroffener

Einige der erhobenen anamnestischen Daten stammen aus dem anonymisierten
Anmelderegister der in Bern durchgefiihrten PCD Strukturanalysen. Diese Angaben umfassen
die gesamte Zahl von 38 Féllen. Zwei Diagnosen wurden im Rahmen internationaler
Zusammenarbeit erstellt. Die verbleibenden 36 Falle entsprachen 55.4% der im 2012
registrierten PCD Félle in der Schweiz [65]%8. In der PCD Kohorte bestand, wie erwartet, eine
ausgeglichene Geschlechterverteilung (m: 18, w: 20). Ein Situs Inversus wurde bei 12
Patienten festgestellt (31.6%). Die Diagnosestellung war im Mittel bei 11.8 und im Median bei
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8.1 Jahren. Die friiheste Diagnose wurde im zweiten Lebensmonat und die spateste mit 43
Jahren gestellt. Es bestand ein klarer Trend zu friherer Diagnostik im Verlauf der Jahre
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Alter bei PCD Diagnose

Linearer Trend (Methode der kleinsten Quadrate)

Eine detaillierte Analyse der klinischen Verlaufe wurde mittels KG Analysen angestrebt. 25 der
38 PCD Faélle konnten kontaktiert werden und 18 stimmten zu, anonymisierte Daten aus ihren
Krankengeschichten zur  Verfugung Zu stellen (2011, vor Inkrafttreten
Humanforschungsgesetz). Diese Zahl entspricht 27.7% der registrierten PCD Félle in der
Schweiz. Dennoch gestaltete sich die Auswertung der anamnestischen Angaben als schwierig
und zur Formulierung umfangreicher allgemeingultiger Aussagen war die Fallzahl zu klein.
Kursorisch konnten die folgenden Befunde aus den Krankengeschichten erhoben werden: Von
18 Rucklaufen waren 12 Frauen und 6 Manner. In Tabelle 5 sind die auffalligsten Befunde
aufgelistet in Relation zu den 18 Fallen und in Anlehnung an die bekannten Symptome gemass
Tabelle 1.
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Tabelle 5: PCD Anamnese

Befund

5 3

< T
Familienanamnese mit PCD 2 11%
Situs Inversus 7 39%
Dysmorphien 2 11%
Neonatales oder friihkindliches Atemnotsyndrom 6 33%
Rezidivierende Bronchitiden 17 94%
Rezidivierende Pneumonien 11 61%
Bronchiektasen 11 61%
Rezidivierende Sinusitiden 13 72%
Rezidivierende Otitiden 12 66%
Seromukotympanon 9 50%
Paukenrohrchen Einsatz 6 33%
Gehdorprobleme 8 44%
Tiefes nasales NO (100% der Falle ab Verfugbarkeit des Testes) 9 50%

15 Patienten hatten wiederholte spirometrische Untersuchungen, allerdings konnte keine
eindeutige, sich wiederholende pathologische Gesetzmdassigkeit bei deren Auswertung
aufgedeckt werden. Bezuglich in Antibiogrammen rapportierter Bakteriologien war der
haufigste Keim Haemophilus influenza (14), gefolgt von Streptococcus pneumoniae (13),
Staphylococcus aureus (9) und Pseudomonas aeruginosa (8). Das Verlaufsspektrum und die
Prognose umfasste, ebenso wie die Klinik, ein sehr breites Spektrum: von nahezu symptomfrei
ohne jegliche Massnahmen (2 Falle), Uber gute Verlaufe bei disziplinierter Atemtherapie,
rigoroser Infektbekdmpfung und teils antibiotischer Prophylaxe (Mehrzahl), bis zu
invalidisierenden Verlaufen, teils mit notwendiger Lungentransplantation, waren alle
Schattierungen vorhanden.
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5 Diskussion

Die primére ziliare Dyskinesie wird nicht adaquat erfasst. Dies wird zum Beispiel in der
Diskrepanz zwischen registrierter Pravalenz in der Schweiz (1:120'000)?2 und dem erwarteten
Wert von 1:10'000 bis 1:20'000%+27 wiederspiegelt. Die Griinde sind (A) ein breites
Symptomenspektrum mit sehr unterschiedlichen Manifestationsstarken und Verlaufen, (B) ein
breites Spektrum an mdglichen Mutationen mit einer breiten Palette an funktionellen und
strukturellen Merkmalen. (C) Die PCD ist eine seltene Erkrankung, die es kleinen Institutionen
nicht erlaubt, grosse diagnostische Erfahrung zu sammeln. (D) Einige analytische Verfahren

sind nur mangelhaft standardisiert.

Es wird angenommen, dass rund 1/3 der Patienten mit priméarer zilidrer Dyskinesie (PCD)
durch genetische Analysen bisher noch nicht erfasst werden!®®140, Zudem sind die
genetischen Tools nicht weit verbreitetet und nur in grésseren nationalen Zentren verfugbar.
In dieser Situation behalten die funktionelle Videoanalyse (HSVA) und die ultrastrukturelle
Diagnostik am TEM grosse Bedeutung, besonders in Anbetracht der mangelhaften oder zu
spaten Erfassung. Speziell die prinzipiell einfach zu implementierende HSVA kann eine
wichtige Rolle in der besseren Erkennung von PCD Betroffenen Ubernehmen, sofern die
Methodik unkompliziert und tragbar ist, sowie gut reproduzierbare, selektive und sensitive
Resultate liefert. Fur einen Teil der PCD Diagnosen, wird, nach entschiedener Triage, die TEM

Untersuchung die Analytik der Wahl bleiben.

Die Darstellung von 35 Jahren Erfahrung und deren kritische Diskussion soll helfen, die
Voraussetzungen fir eine hohe Verfiigbarkeit und hohe Qualitat der PCD Diagnostik zu

verbessern.

Der anamnestische Kontext, der in Bern funktionell und strukturell untersuchten PCD
Verdachtsfalle und ausgesprochenen Diagnosen, steht in Einklang mit den in der Literatur
vorhandenen aktuellen Angaben’585130.141 Dije diagnostische Fragestellung PCD ist zu 100%
aus der respiratorische Problematik motiviert. In den vergangenen 35 Jahren ist in der Kohorte
ein signifikanter Trend zu friherer Analytik, aber auch zu friherer Diagnosestellung zu sehen,
was den dringenden Forderungen nach friher Diagnose zwecks Vermeidung frih
einsetzender Langzeitschaden entgegenkommt?®2°. Sowohl in der analysierten, als auch in

der diagnostizierten Kohorte bestehen keine Geschlechtspraferenzen.

Das klinische Spektrum der hier rapportierten PCD Betroffenen war sehr breit und zeigte eine
enorme Heterogenitat, sowohl bezlglich der recht unspezifischen Symptomatologie, der
Intensitat und dem Verlauf. In einer Subkohorte der PCD Betroffenen wurde anamnestisch ein
Spektrum von asymptomatischen Verlaufen bis Langzeitverlaufen mit schwersten

Beeintrachtigungen gefunden. Diese Heterogenitat ist eines der Hauptprobleme der
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Erkennung der PCD als Entitdt in der Klinik. PCD-Diagnostizierte wiesen zu 100%
respiratorische Symptome auf, meist rezidivierend, in jedem Fall anamnestisch. In Anbetracht
der Zuweisungssymptomatik ist dies aber offensichtlich. Das Muster der Symptome entsprach
aber Uber weite Teile den in der Literatur publizierten Schemata. Wir werten diese gute
Ubereinstimmung als Qualitatszeichen der an der Universitat Bern durchgefiihrten funktionell-

strukturellen Analytik.
5.1 Problematik der PCD Diagnostik

Die Analytik der PCD verbleibt trotz jahrelanger Erfahrung und Erforschung ein schwieriges
Unterfangen. Die strukturelle und besonders funktionelle Analyse, sowie deren Interpretation
ist komplex und wird von einer grossen Zahl — auch sekundaren — Gegebenheiten beeinflusst.
In beiden Ansétzen ware die stringente Definition des methodologischen Kontextes
entscheidend, was aber leider nicht der Fall ist. Es bestehen sehr viele Konsenspublikationen,
mit dem Ziel, das diagnostische Prozedere zu vereinheitlichen®29:30.93.94.142.143  Dahei werden
analytische Verfahren meist nur allgemein beschrieben und nicht im Detail auf konkrete
Verfahren und die mikroskopische Préparationsweise eingegangen. Im Bereich der
funktionellen und strukturellen Diagnostik sind in der neusten ERS Guideline der Wert der
HSVA und TEM Verfahren klar untermauert®, wobei explizit auf fehlende Standardisierung der
HSVA eingegangen wurde. Hauptmotivation dieses Textes ist daher praktisch umsetzbare
Ratschlage von der Gewebeentnahme, Datenaufnahme bis zur Interpretation der
mikroskopischen Befunde zu erteilen, die aus 35-jahriger Erfahrung am Institut fir Anatomie

der Universitat Bern herriihren.

Im taglichen Umgang mit zugesandtem bioptischem Material ist man oft mit suboptimalen
Bedingungen und beschadigten oder beeintrachtigten Gewebeproben konfrontiert. Dazu
gehort ein eingeschrankter Vitalstatus, der durch das Brushing traumatisierten Zellen oder die
Anwesenheit von hochviskdsem Schleim oder Bakterien. Diese Bedingungen kénnen das
Resultat sowohl der HSVA als auch der TEM sekundér beeinflussen. In der Literatur finden
sich kaum Beschreibungen solcher Probleme, obwohl in der mindlichen Kommunikation mit
Kollegen aus dem Arbeitsfeld dies sehr wohl thematisiert wird. Um die Belastung der Patienten
in einem verninftigen Mass zu halten, sind Wiederholungen der schmerzhaften Brushings

oder der hochinterventionellen Bronchoskopien moglichst zu vermeiden.
5.1.1 Anforderungen an die Gewebeentnahme

Es muss bewusst sein, dass Flimmerepithelzellen nach einem Brushing oder einer Biopsie
immer in einem komplett artifiziellen Kontext beobachtet werden. Dies betrifft die zellulare und
gewebliche Integritéat mit Verlust des Organkontextes, aber auch die perizilidre Umgebung,

welche in komplexer Interaktion mit den motilen Zilien steht!44-147, Die Qualitat der periziliaren
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Mukusschicht hat direkte Auswirkungen auf das HSVA Resultat und kann auch den

Fixationszustand fur die TEM Analytik negativ beeinflussen.

Préabioptisch muss daher eine gute Nasen- oder Luftwegstoilette, mir allfélliger antibiotischer
Sanierung angestrebt werden. In Bern zeigten Bronchialbiopsien und -brushings weitaus
homogenere und besser beurteilbare Resultate als die Nasalbrushings, was ebenfalls von
anderen Analytikern bestatigt wurde (persénliche Kommunikation, Universitat Basel). Dies
kann auch in Verbindung mit den bei Kindern meist etwas verschleimten Nasensituation

("Schnudernase") sein148.149,

Es wurde zudem beschrieben, dass im Bronchialtrakt die Schlagfrequenz (CBF) héher und die
Viskositat tiefer sein kann (1°9-1%2 und eigene, nicht statistisch gepriifte Beobachtungen).
Brushings ergeben meist genligend Zellmaterial, in Form einzelner Zellen, kleiner Zellgruppen
und manchmal ganzer Zellbander, die eine Beurteilung zulassen. Biopsien mittels kleiner
(bronchoskopischer) Zangen (Forceps) ergeben auch grdssere Epithelkonglomerate, die
einem natirlicheren geweblichen Kontext entsprechen. Aufgrund der deutlich héheren
interventionellen Belastung fur die Patienten sollten jedoch bronchoskopische Entnahmen
elektiv nur in klar umrissenen Situationen angewandt werden. Im Rahmen einer aus anderen
Grunden notwendigen Bronchoskopie ist aber dieser Entnahmeweg durchaus

empfehlenswert.

Die Anwendung von Lokalanasthetika ist zu vermeiden. Die Datenlage Uber deren Einflisse
ist kontrovers: wahrend einige Autoren keine Effekte feststellten>3-156, wurde von anderen eine
signifikante Verminderung der CBF oder sogar Ziliostase beschrieben!®”-161, Auch Einflisse

globaler Anasthesie werden unterschiedlich dokumentiert!28.162.163,

Diagnostische Ansatze mittels Flimmerepithelgewebekultur haben den Vorteil, dass
infektbedingte Einflisse vermieden und die Gewebeintegritdt aufrecht erhalten werden
kann64185 Der grosse Aufwand und die geringe Verfligbarkeit der Technik sind hier hinderlich.

Zudem sind auch in Kulturen die periziliaren Bedingungen artifiziell (HSVA!).
5.1.2 Praparatorische Anforderungen

Die Vitalitat entnommener Zellen ist in addaquaten Kulturmedien Uber Stunden gegeben, wie in
der Literatur'®® und in unseren Zeitserien gezeigt wurde. Die Aufbewahrung wahrend dieser
Serien geschah bei Zimmertemperatur (keine Vergleichswerte mit anderen Temperaturen),
was auch langere Transportwege aus peripheren Praxen und Spitélern zulassen sollte. In
Anbetracht der kaum vermeidbaren bakteriellen Kontamination der Patienten mit der
Verdachtsdiagnose, ist bei der Vorbereitung der Transportmedien auf Sterilitdt zu achten. In
den langsten unserer Zeitserien (+24 Stunden) fuhrte bakterielles Wachstum beim HSVA
Resultat zu Beeintrachtigungen.
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Einflisse der Temperatur auf die Motilitdt sind bekannt, wobei nicht von einer linearen
Temperatur-Frequenz Relation ausgegangen werden kann?5127.167.168 ' Aych das Schlagmuster
(CBP) ist temperaturabhangig, wobei nicht klar ist, ob dies mit temperaturabhé&ngigen
Veranderungen der perizilidren Viskositat oder der Zilienmotorik zusammenhangt!®®. HSVA
bei tiefen Temperaturen'’® kénnen daher zu Fehlinterpretationen fiihren. Im analytischen
Setting in Bern wird mittels Heizeinrichtung die Temperatur wahrend der Beobachtung
konstant bei 30°C gehalten. Diese Temperatur entspricht den im Nasenraum (Concha nasalis
inferior) physiologisch vorhandenen Werten'’%172, Der etwas unter der Korpertemperatur
(37°C) liegende Wert trocknete das Praparat weniger schnell aus und erlaubte langere
Beobachtungszeiten ohne die Verwendung einer umstandlichen und teuren Klimakammer.
Zudem ist die Temperatur-CBF Relation zwischen 30°C und 40°C sehr flach®. Auf
Anderungen des pH und der Osmolaritat soll die Motilitat, respektive die CBF weniger
empfindlich reagieren'®”173, In unseren Zeitserien filihrte jedoch die kontinuierliche
Austrocknung mit offensichtlicher Erhéhung der Osmolaritdt zu einem Erlahmen des

Zilienschlages (keine explizite Bestimmung der Osmolaritat im Medium).

Seit einigen Jahren werden wéahrend der Gewebegewinnung maoglichst zwei Proben/Brushes
entnommen, wobei eine direkt in das Fixativ fur die TEM Analytik eingebracht wird. Die Qualitat
der Aufnahmen dieser sofort fixierten Gewebe erwies sich als signifikant besser und zeigte

intaktere Zellstrukturen.

Grundsatzlich ist eine zuverlassige mikroskopische PCD Diagnostik nur mit adaquat

vorbereitetem Material moglich.
5.1.3 Anforderungen an die Datenerhebung und Dateninterpretation

In der Vitalanalytik mit ihren dynamischen Phanomenen und video-basierten Befunden ist die
Interpretation enorm komplex. Die Systematisierung und Reproduzierbarkeit ist noch nicht gut
entwickelt und lasst einen breiten Spielraum, der zu Fehldeutungen fiihren kann. Obwohl die
Phanomenologie des Zilienschlages besonders in der Biophysik sehr intensiv erforscht
wird42:46,51,146.174-177 " fah|t in der Diagnostik eine klare "Grundlinie" des normalen, effizienten
Zilienschlages. Was ist die "normale" CBF, was ist das "normale"” CBP? Bereits der

Normalbefund der CBF schwankt je nach Publikation von 7 — 20Hz126-128,

Noch schwieriger ist die systematische Klassifizierung des faktisch vierdimensionalen
Schlagmusters. Was ist fur die Effizienz des Transportes bedeutsam? Was ist noch normal?
Was ist pathologisch? Dies flihrt dazu, dass die HSVA nach wie vor mehrheitlich deskriptiv
geschieht'??, Diese Vereinfachung birgt jedoch das Risiko von Fehlinterpretationen. Wahrend
in der Literatur meist klare Phanomene und Bilder, mit problemloser Diskriminierung und guter

Reproduzierbarkeit in vielen Bildfeldern publiziert werden, treten in der taglichen Analytik viel
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unklarere und inhomogenere Befunde auf, die oft, mangels Gewebe, an nur wenigen Stellen
erhoben werden konnen. Auf einzelnen Bildfeldern sowie verschiedenen Gewebestlickchen
eines einzelnen Patienten treten enorme Inhomogenitéaten auf (siehe Abbildung 19), was seit

langer Zeit bekannt ist*?7,

Die Ursachen dieser Frequenzinhomogenitaten stehen in Verbindung mit viskoser
Verschleimung und mechanischer Behinderung (Zelltrimmer, enge Nachbarschaft). Diese
sind aber oft mikroskopisch nicht eruierbar. In unseren Analysen waren normale CBP begleitet
von guter interzellularer Koordination (mit sogar sichtbarem Partikeltransport) von einem

breiten Frequenzspektrum begleitet.
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Abbildung 19: Frequenzinhomogenitéten

Regionale Differenzen innerhalb eines Bildfeldes. Regionen R1 — 4 mit ihren entsprechenden
Fourierspektren und resultierenden CBF. Probe eines ansonsten als unauffallig klassierten Patienten
(HSVA und TEM).

Die Phanomenologie des Zilienschlages wird bei weitem nicht komplett verstanden, weder was
die Steuerung, Krafttibertragung noch die Interaktion mit der Umgebung angeht. Besonders in
der biomedizinischen Forschung werden viele physikalische Fakten ignoriert, die einen
drastischen Einfluss auf das Verstandnis und die Effizienz des Zilienschlages haben. So flihrt
der banale Umstand der Kleinheit der Kinozilien zu einer komplett anderen Beschreibung der
Fluiddynamik in der "Welt der kleinen Reynoldszahlen"®!. Intuitive Erklarungen verlieren dabei
ihre Gultigkeit. Der periziliare Flissigkeitsfilm, sogar die tieferviskdse Hypophase werden nicht
mehr als "Newtonsche", sondern als "Cassonsche" Flissigkeit bezeichnet46:54177,

Auf ersten Blick mag dies fur die PCD Diagnostik wenig Einfluss haben, doch beeinflussen
diese Gegebenheiten die Interpretation jedes HSVA Resultates. Alle Umstande der HSVA
werden dabei beeinflusst, sei es die CBF, CBP, die Bildung der metachronalen Welle, Effekte

der Probengrésse (Einzelzelle, Zellgruppe, Band) oder Effekte einer Verschleimung. In diesem
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Kontext ist nicht verstandlich, wie gewisse Postulate aufgestellt werden kdnnen, ohne dass
dafir die notwendigen Erklarungen vorhanden sind. So wird dem Auftreten von
Partikeltransport in einer Biopsie keine diagnostische Bedeutung beigemessen®. In der
komplexen und zurzeit noch nicht verstandenen Kaskade von Vorgangen, die zum effizienten
Transport fihren, muss unserer Ansicht nach, dem Ph&anomen am Schluss der Kette eine

relevante Bedeutung zugesprochen werden.

Ebenso unklar sind Betrachtungen, welche der Frequenzanalyse geringere Bedeutung als der
Musteranalyse zuordnen wollen”. In der Tat sind auch in unseren Proben normale
Transportphdnomene und Schlagmuster mit unterschiedlichen CBF aufgetreten (bei generell
Normalbefunden). Daraus sollte jedoch keine Gesetzmassigkeit kreiert werden, da die
Interaktionen zwischen CBF, CBP und der Kraftibertragung ausserst komplex und
voneinander abhangig sind®®. Die generelle Forderung, dass die Vitalanalyse nur an
Zellgruppen durchgefiihrt werden kann!?®178 st nachvollziehbar, da die Zerstérung des
Gewebeumfeldes zur Beeintrdchtigung der einzelnen Zelle fuhrt. Ob eine gut erhaltene

Einzelzelle nicht dennoch beurteilt werden kann, ist nicht bewiesen.

Solange die Komplexitat der Zilienmotilitat nicht erfasst ist und nicht systematisch in die
Interpretation der HSVA einfliessen kann, mag es erlaubt sein, Vereinfachungen anzuwenden

und die deskriptiven Elemente zu ordnen.

Im in Bern entwickelten Interpretationsschema kommen die folgenden Kriterien zur
Anwendung: (i) Bei inhomogenen Befunden, werden gewichtete Durchschnitte der normal
erscheinend Regionen errechnet, sofern dies der Mehrheit der Begutachtungsfelder
entspricht. Durch die vielen &usseren Einflisse ist die Gefahr gross, dass sekundare
Stoérungen das Bild verfalschen und so falsch-pathologische Ergebnisse liefern. (ii) Die
Beobachtung von schnellem, gerichtetem Partikeltransport (Zellfragmente, Erythrozyten) und
auch die Rotation oder Translation herausgeloster Zellen'®® werden als Hinweis fiir einen
effizienten Zilienschlag gewertet. (iii) Sind bei spéarlichem Biopsiematerial nur Einzelzellen

sichtbar und zeigen diese eine normale Motilitat, wird dies als aussagekraftig interpretiert.

Aktuell werden Methoden entwickelt, welche eine systematischere Charakterisierung der
Zilienmotilitat erlauben, basierend auf Vektoranalysen'’®, Bewegungsdekomposition!®, sowie

einer eigenen Entwicklung im Institut fir Anatomie zur Aktivitdtsgewichtung.

Weit geringer sind die Unklarheiten bei der TEM Analytik. Es ist dort ein Portfolio klarer

Kennzeichen definiert, die pathognomonisch und gut zu identifizieren sind. Es muss aber

beriicksichtigt werden, dass, mit Ausnahme der Transposition, alle weiteren Zeichen unter

gewissen Bedingungen imitiert werden kénnen. So kann die Abbildung der ODA, IDA und

Radial Spokes durch schlechten Erhaltungszustand der Probe (Fixation, floride bakterielle

Infekt) mangelhaft sein. Die in der Literatur beschriebenen isolierten Defekte des zentralen
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Paares (CP-Defekt) als PCD Kennzeichen traten in Bern nur in Kombination mit anderen
Kennzeichen auf. Isoliert waren sie nur bei schlechtem Erhaltungszustand der Strukturen

vorhanden, bei sonst unauffalligem Gesamtbefund.
5.1.4 Technische Anforderungen

Die HSVA ist eine zuverldssige Methode, welche rasch und mit akzeptablem Aufwand
Verdachtsfalle der PCD triagiert. Sie kann bei entsprechender Vereinheitlichung der Methodik
auch in kleineren Institutionen angeboten werden. Das teuerste Zubehor ist ein Mikroskop,
welches Uber ein Verfahren zur interferometrischen Kontrastgebung der vitalen Zellen verfugt
(gut geeignet: Differenz Interferenzkontrast, DIC-Nomarski). Gemass dem Nyquist Theorem
muss zur Bestimmung der CBF mindestens die doppelte Bildrate (fps) angewandt werdené!,
was bei einer angenommenen maximalen CBF von 25Hz bei 50fps liegt. Das in der Literatur
oft zitierte SAVA System?®? reicht mit 120fps dafir aus. Obwohl dieses bereits 16 Jahre
genutzte Tool von vielen als Referenzsystem bezeichnet wird, hat es, neben einem sehr hohen
Preis, einige entscheidende Nachteile, die es als wenig geeignet erscheinen lassen. Neben
einer fUr heutige Verhaltnisse sehr tiefen Aufnahmerate ist das System als Blackbox konzipiert,

welche die Weiterverarbeitung der Bildserien nicht vorsieht.

Zur Begutachtung des Schlagmusters sind deutlich hohere Aufnahmeraten notwendig, um
eine flissige Darstellung aller Sequenzen zu erméglichen und um die Zilienbewegung
kontinuierlich zu verfolgen. Bei einer angenommenen CBF von 14Hz hat die schnellere
Schlagkomponente (power oder fast stroke) eine Dauer von unter 20ms*°. Um die gesamte
schnelle Bewegungssequenz einigermassen nachverfolgbar darzustellen sind 5 Bilder
notwendig (Start, ¥4 Weg, ¥2 Weg, % Weg und Ende). Dies resultiert in eine Aufnahmerate von
250/sec (5 Bilder in 20ms). Die Aufnahme von Bildserien in hoher Frequenz (bis 500fps) kann
heutzutage mit preiswerten (<CHF 1000.-) USB 3 Kameras an einem PC Interface realisiert
werden. Die Kameraschnittstellen erlauben ein transparentes Handling der Daten, welches
eine Weiterverarbeitung in zugeschnittenen Programmen (z. B. ImageJ**’, Freeware) zulasst.
Auf ImageJ-Basis sind wir daran, ein Gratis-Tool anzubieten, welche die Verarbeitung,

Analyse und Interpretation von Zilienvideos erlaubt.
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5.2 Praktischer Leitfaden

Es mag erstaunen, dass in einem so intensiv erforschten Gebiet wie der PCD, recht viele
diagnostische Prozedere, Befunde und Interpretationen nicht endgtltig definiert sind. Die
Literatur und die eigenen Erfahrungen auf dem Gebiet der PCD machen jedoch klar, dass nur
ein Zusammenspiel verschiedener analytischer Schritte in einer mdglichst gut definierten
Sequenz zu einer effizienten Diagnostik mit hoher Sensitivitéat und Spezifitat fuhrt. Aus unseren
Beobachtungen leiten wir ein an Nisslein et al. 20136 angelehntes Schema der Sequenz der

analytischen Schritte inklusive allfalliger Iterationen in Abbildung 20 ab.
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Abbildung 20: PCD Diagnoseschema Bern

Aufgrund von relativ haufigen inkonklusiven Resultaten, oft durch sekundéare Problematiken
(Mukus, Infektion, schlechter Erhaltungszustand, wenig Material) bedingt, kbnnen mehrere
Iterationen im Verlauf notwendig sein. Dabei ist natirlich die Belastung der Patienten durch
das schmerzhafte Brushing oder die recht invasive Bronchoskopie miteinzuberechnen. Es
muss den Klinikern (berlassen werden, den Zeitablauf zu bestimmen und allfallige
Nachuntersuchungen mit einer dem Lebensalter angepassten Latenz zu wahlen, sofern die

diagnostischen Konsequenzen dies zulassen.
42



Wie in dieser Studie gezeigt, werden die Patienten im betrachteten Kollektiv zum Zeitpunkt der
Analyse immer junger und der Forderung nach mdglichst friher Diagnose wird
nachgekommen?®. Da jedoch eine spezifisch-kausale Therapie fehlt, muss der optimale
Zeitpunkt der Analytik (traumatischere Intervention mit geringerem Erfolg und Gefahr mehrerer
Iterationen beim Kleinstkind versus etwas spatere Diagnostik) gefunden werden. Dies ist aber

weder Teil dieser Arbeit noch in unserer Kompetenz.

Aktuell (Ende 2016) wird die genetische Analyse (violett in Abbildung 20) in Bern nicht
regelmassig angewandt und das Spektrum der detektierten Mutationen ist im Aufbau. Natdrlich
wird dieses Schema bei steigender Verflugbarkeit, Analysebreite und Erschwinglichkeit der
genetischen Analyse substantielle Anderungen erfahren. Wahrend die strukturell-funktionelle
Analyse rein deskriptiv ist, bietet die Genetik den Vorteil der konklusiven Typisierung. Da
jedoch 1/3 der Falle noch gar nicht definiert sind, verbleibt eine diagnostische Liicke, die

vermutlich nie vollstéandig geschlossen werden kann.

Aufgrund der in den letzten 35 Jahren gemachten Erfahrungen in funktionell-struktureller PCD
Analytik, welche in dieser Arbeit systematisch zusammengetragen und analysiert wurden,
schlagen wir, in Verbindung mit dem in Abbildung 20 prasentierten Schema eine Reihe

praktischer Leitlinien zur Verbesserung der strukturell-funktionellen PCD Analytik vor.

e Gebrushtes oder biopsiertes Zellmaterial soll aus einer intakten, infekt- und
entziindungsfreien Region mit mdglichst wenig zdhem Schleim, Eiter oder Blut
entnommen werden. Es ist auf eine penible Nasentoilette und abschirmende
Vorbehandlung zu achten.

e Die Zeitspanne zwischen Entnahme und Analyse unter dem LM ist mdglichst kurz zu
halten. Im entsprechenden Medium kann jedoch von Stunden ausgegangen werden,
bis sekundare Einflisse relevant werden. Zusendungen aus weiten Teilen der Schweiz
sind daher moglich (gute Erfahrungen per Bahn / Velokurier aus Luzern).

e Ein Teil des Gewebes soll direkt in Fixativ (Glutaraldehyd) eingebracht werden, da der
Strukturerhalt im TEM verbessert ist.

e Die Vitalanalytik erfordert kein teures Equipment. Ein Standard-Mikroskop mit DIC
ausgestattet mit einer modernen USB3 Kamera an einem Standard Windows PC
erlaubt Aufnahmen im Bereich der notwendigen 300fps. Offene Systeme speichern die
Daten transparent in offenen Formaten, welche die Bearbeitung mit der Open Source
Software ImageJ erlauben und auch Datenaustausch zwecks konsultatorischer
Hilfestellung zulassen. Eine Dezentralisierung der Vitalanalytik, welche dadurch zu
einem effizienten Screening Verfahren wirde, ist anzustreben. Die Zilienarbeitsgruppe
in Bern entwickelt zurzeit ein einfach anzuwendendes Programm zur Motilitatsanalyse,

welche dieser Bestrebung weiter Vorschub leisten sollte.
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Wahrend der Analyse soll eine konstante Temperatur der Probe von 30°C herrschen.
Unter einem Deckglas ist der Flussigkeitsfilm ausreichend um den Zilienschlag nicht
relevant zu beeinflussen. Wegen eintretender Austrocknung sollte ein Objekttrager
nicht langer als 10 Minuten begutachtet werden. Danach wird die Motilitat
beeintrdchtigt. In  einer mikroskop-assoziierten  Klimakammer kann die
Beobachtungszeit verlangert werden. Aus Griinden der Stichprobenstatistik sind aber
die kurzere Begutachtung mdglichst vieler Proben / Objekttrager anzustreben.

Die Beobachtung von effizientem, gerichteten Partikeltransport (Zelltrimmer, ECSs)
koénnen als Zeichen effizienter, normaler Zilienmotilitat gewertet werden.

In Anbetracht der grossen Heterogenitat an Motilitdtsbefunden innerhalb einer Biopsie,
einer Zellprobe und sogar innerhalb eines Gesichtsfeldes ist eine bevorzugte
Gewichtung der normal beweglichen Regionen anzuwenden, sofern die als unauffallig
deklarierten Stellen in der Mehrzahl auftreten und dem generellen Aspekt tber viele
Analysefelder entsprechen. Die Beeinflussung durch fast immer vorhandene
sekundare Beeintrachtigungen wirde die Mittelwerte artefaktbedingt verfalschen und
falsch-pathologische Resultate liefern. Einzelzellen, die normale Motilitét zeigen, sind
als aussagekraftig zu werten.

Ein HSVA Resultat mit effizienter Motilitat, basierend auf normalen CBF und CBP ist,
auch ohne sichtbaren Transport konklusiv nicht-pathologisch.

Im Falle inkonklusiver HSVA wird das Brushing wiederholt, wenn der Verdacht auf PCD
klinisch persistiert. Bei nicht sanierbaren oberen Luftwegen ist eine bronchoskopische
Gewebeentnahme (Forceps oder Brush) ein valable Alternative. Bronchialproben
ergeben tendenziell konklusivere Resultate. Sollte eine Bronchoskopie aus anderen
Grinden geplant sein, ist eine solche Entnahme anzustreben.

Eine TEM Analyse wird bei auffalliger HSVA durchgefuhrt. Stark sekundar
beeintrachtigte Proben (Infekt, Mukus etc.) sind in der Regel auch in der TEM von
geringerer Aussagekraft.

Die TEM Kennzeichen der PCD sind ODA-, IDA- und Transpositionen. Radial Spokes
und Central Pair Defekte erfordern eine genauere Betrachtung.

Mehrere analytische Iterationen sind recht oft erforderlich.
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5.3 Abschliessende Bemerkung

Ein Teil der PCD Betroffenen wird immer auf die Analyse mittels beschreibender funktioneller
und struktureller Mikroskopie angewiesen sein. Als Screening Methode wird die HSVA eine
kostenglinstige und einfach anzuwendende Mdoglichkeit bieten, sofern ein maximaler Grad an
Methodenvereinheitlichung erreicht wird. Wie in der ganzen biomedizinischen Forschung gilt
der etwas profane Kernspruch "garbage in, garbage out" in der hoch diffizilen PCD Diagnostik
besonders. In Absenz eindeutiger und umfassender Definitionen vieler Phanomene der
struktur-funktionellen PCD Diagnostik ist die nachvollziehbare und reproduzierbare
Beschreibung der analytischen Gegebenheiten von eminenter Bedeutung, um die oben
erwahnte Vereinheitlichung zu erlangen. Erst dies wird die Diskussion der Befunde in der PCD
Forschergemeinde in einer Qualitat erlauben, die den Interpretationsspielraum weiter

verengen lasst.

In Anbetracht der PCD Beschreibungen ohne ultrastrukturelle Zeichen’11%121 st die in der
Schweiz festgelegte Anforderung nach einer "elektronenmikroskopischen" Bestatigung der
PCD Diagnose in Frage zu stellen. Zudem erreichen die HSVA Befunde qualitativ ein Level,
dass einige Diagnosen damit alleine ausgesprochen werden kdénnen. Werden genetische
Tools und immunfluoreszenz-basierte Mikroskopie spezifische Zuordnungen erlauben, sind in
diesen Fallen TEM Untersuchungen obsolet. Die involvierten Schweizer Padiater sollten sich

bei der Neuauflage des Geburtsgebrechenliste intensiv dafiir einsetzen.
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