Aus dem Universitatsklinikum Munster
Klinik und Poliklinik fir Kinder- und Jugendmedizin

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Heymut Omran -

Identifizierung von isolierten Defekten des Inneren Dynein-Arm-Komplex

bei Patienten mit Primarer Ciliarer Dyskinesie

INAUGURAL-DISSERTATION
zur
Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultat
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Mlnster

vorgelegt von
Lammers, Franziska Barbara
aus Dorsten

2019



Gedruckt mit der Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster



Dekan: Univ-Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Dr. h.c. Sven Meuth
1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. H. Omran
2. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. R. Wiewrodt

Tag der mindlichen Prifung: 24.11.2020



Aus dem Universitatsklinikum Miinster
Klinik und Poliklinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. H. Omran
Referent: Univ.-Prof. Dr. med. H. Omran
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. med. R. Wiewrodt

ZUSAMMENFASSUNG
Identifizierung von isolierten Defekten des Inneren Dynein-Arm-Komplex bei Patienten mit
Primérer Ciliarer Dyskinesie

Lammers, Franziska Barbara

Die Priméare Ciliare Dyskinesie (PCD) ist eine seltene, genetisch heterogene Erkrankung,
die durch eine defekte Ultrastruktur und/oder Dysfunktion motiler Zilien gekennzeichnet ist.
Die hieraus resultierende Dysfunktion des zilidren Schlags fihrt bei betroffenen Patienten
in unterschiedlichem AusmalB zu rezidivierenden Atemwegsinfektionen, Lateralisations-
defekten und Unfruchtbarkeit. Durch die schwierige Diagnostik wird die PCD oft zu spét
entdeckt, obwonhl eine frihzeitige Diagnose mit sofort eingeleiteter adédquater Therapie die
Lebensqualitéat der Patienten nachhaltig verbessern kann. Zu den haufigen Ursachen der
PCD zahlen Defekte der Motorproteine der Zilien, den Dynein-Armen. In den meisten Fallen
handelt es sich dabei um einen Defekt der duBeren Dynein-Arme. Isolierte Defekte der
inneren Dynein-Armen (IDA) wurden bislang kaum beschrieben.

Zur |dentifikation weiterer bisher unbekannter isolierter Defekte der inneren Dynein-Arme
wurde eine Kohorte von 421 PCD-Patienten mittels Immunfluoreszenzfarbung auf
Abnormalitaten in der Ultrastrukiur der IDAs gescreent. Zehn der dabei auffalligen 82
Patientenproben wurden zur genetischen Untersuchung zum Whole Exome Sequencing
gesendet. Hierbei wurden neben zwei DNAH11-Mutationen und einer homozygoten
LRRC31-Mutation zwei heterozygote DNAH6-Mutationen, eine heterozygote DNAH10-
Mutation sowie zwei heterozygote DNAH174-Mutationen gefunden. Die heterozygoten
Mutationen muissen im weiteren Verlauf noch bestatigt werden und kénnen daher mit
Abschluss dieser Arbeit noch nicht endglltig als ursachlich fir die PCD der Patienten
angesehen werden. Besonders die DNAH10- und die DNAH14-Mutationen geben aber
einen Hinweis auf das Vorkommen weiterer, bisher unbekannter isolierter Defekte innerer

Dynein-Arme.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau der Zilien

Zilien sind komplexe, réhrenférmige Zellorganellen, die sich auf beinahe jeder
eukaryotischen Zelle finden lassen und aus Uber 300 Proteinen bestehen (10, 13, 69).
Die ca. 6 ym langen und 0,2 bis 0,3 um breiten Zilien bestehen aus dem im Zellkérper
verankerten Basalkérper, dem in den Extrazellularraum ragendem Axonem und sind von
einer spezialisierten Plasmamembran umgeben (4, 13). Der Basalkdrper wird von neun
aus y-Tubulin aufgebauten, zirkular angeordneten Mikrotubulus-Tripletten gebildet und
ist vom Mikrotubulus-organisierendem Zentrum umgeben (20, 64). In der
Ubergangszone werden aus diesen Mikrotubulus-Tripletten Mikrotubulus-Doubletten,
die letztlich das Axonem formen. Die Mikrotubulus-Doubletten des Axonems bestehen
aus Heterodimeren von a- und B- Tubulin und bilden 13 bzw. 11 Protofilamente, die
Mikrotubuli A und B (4) (Abbildung 1).

T T I
Basalkoérper Ubergangszone 9+2 Axonem

Abbildung 1 Schematischer Aufbau einer respiratorischen Zilie

Zilien bestehen aus dem im Zellkdrper verankerten Basalkérper, dem in den Extrazellularraum ragendem
Axonem und sind von einer spezialisierten Plasmamembran umgeben. Der Basalkérper wird von neun
Mikrotubulus-Tripletten gebildet. In der Ubergangszone werden aus diesen Mikrotubulus-Tripletten Mikro-
tubulus-Doubletten, die letztlich das Axonem formen. Respiratorische Zilien sind mit einer 9+2 Struktur auf-
gebaut: Neun Mikrotubulus-Doubletten umgeben ein zentrales Mikrotubulus-Paar. Abbildung modifiziert
nach Omran et. al 2009 (64) in Anlehnung an Fliegauf et. al 2009 (20).
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Zilien lassen sich strukturell und funktionell klassifizieren (Tabelle 1).

Tabelle 1 Klassifizierung der Zilien

9+0 Struktur 9+2 Struktur
Motile Zilien Nodale Zilien Sekundare Zilien
Nichtmotile Zilien | Priméare Zilien Kinozilien

Strukturell werden die Zilien durch die Anordnung der Mikrotubulus-Doubletten im
Axonem in zwei Kategorien unterteilt: Zilien mit einer 9+2 Struktur und Zilien mit einer
9+0 Struktur. Die 9+2 Struktur ist durch ein zentrales Mikrotubulus-Paar gekennzeichnet,
das von den neun peripheren Mikrotubulus-Doubletten umgeben ist. Dieses zentrale
Mikrotubulus-Paar fehlt in den Zilien mit einer 9+0 Struktur (4, 13). Zu den Zilien mit einer
9+2 Struktur zahlen die sekundaren Zilien und die Kinozilien. Die priméaren Zilien und die
nodalen Zilien besitzen hingegen eine 9+0 Struktur.

Funktionell werden bewegliche (motile) von unbeweglichen (nichtmotile) Zilien
unterschieden. Die unbeweglichen Zilien sind die Kinozilien (9+2 Struktur) und die
primaren Zilien (9+0 Struktur). Kinozilien befinden sich im Innenohr (65), wahrend die
primaren Zilien beispielsweise in den Nieren der S&uger als Chemo- oder
Mechanosensor agieren (13). Wurden friher nur den primaren Zilien sensorische
Funktionen zugeschrieben, ist mittlerweile bekannt, dass alle Zilienarten auch
sensorisch agieren (65). Zu den beweglichen Zilien zéhlen die nodalen Zilien (9+0
Struktur) und die sekundaren Zilien (9+2 Struktur). Wahrend der Embryonalentwicklung
sorgen die nodalen Zilien durch Rotationsbewegungen fur die richtige Platzierung der
Organe. Da viele Mutationen, die einen Ziliendefekt auslésen, auch die nodalen Zilien
betreffen, treten in solchen Féllen Lateralisationsdefekte (situs inversus
totalis/ambiguus) auf (89).

Am besten erforscht sind die beweglichen sekundaren Zilien (9+2 Struktur) (13). Die
auBeren Mikrobulus-Doubletten sind hier untereinander Gber Nexin-Briicken verbunden
und stehen Uber Radialspeichen mit dem zentralen Mikrotubulus-Paar in Verbindung.
Eingehende Signale werden Uber das zentrale Mikrotubulus-Paar zu den T-férmigen
Radialspeichen (RS) geleitet und gelangen lber diese zum peripheren Mikrotubulus A
(22). Die Nexin-Brucken verbinden wiederum den peripheren A-Mikrotubulus mit dem
benachbarten B-Mikrotubulus und regulieren als Nexin-Dynein-Regulator-Komplex (N-
DRC) die Aktivitat der Dyneine (27). Das zentrale Mikrotubulus-Paar, die RS und der N-
DRC spielen somit eine wichtige Rolle in der Regulierung des zilidren Schlages (27, 33).
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Fir die Bewegung der motilen Zilien sorgen die Dyneine. Diese Motorproteinkomplexe
sind in zwei Reihen (&uBere und innere Dynein-Arme) Uber die gesamte Lange des
Mikrotubulus A an diesen angeheftet (27) (Abbildung 2).

Mikrotubulus B

Mikrotubulus A

auBerer Dynein-Arm

Radialspeichen

Nexin-Briicken

Innerer Dynein-Arm

Zentrales Mikrotubulus-Paar

Abbildung 2 Querschnitt durch das Axonem
Die inneren (rot) und &uBeren (hellblau) Dynein-Arme sind am Mikrotubulus A angeheftet. Die Radialspei-
chen (dunkelblau) verbinden das zentrale Mikrotubulus-Paar mit den peripheren Mikrotubuli. Uber die Nexin-

Briicken (gruin) ist der periphere Mikrotubulus A mit dem benachbarten Mikrotublus B verbunden. Abbildung
modifiziert nach Ibafiez-Tallon et. al 2003 (33).

Mithilfe von Energie aus ATP-Spaltung sorgen die Dynein-Arme dafiir, dass der
Mikrotubulus A am Mikrotubulus B entlang gleiten kann, was zu einer Schlagbewegung
des gesamten Ziliums fuhrt (27). Die Dynein-Arme bestehen aus mehreren Dynein-
Peptiden, die entsprechend ihres Molekulargewichts in schwere Ketten (500-400 kDa),
intermediare Ketten (110-55 kDa) und leichte Ketten (45-8 kDa) eingeteilt werden (89).
Wéhrend die auBeren Dynein-Arme (ODAs) fir die Schlagkraft und die Schlagfrequenz
verantwortlich sind, regulieren die inneren Dynein-Arme (IDAs) die Schlagform (8). Ein
Defekt der Dynein-Arme schrankt daher die Schlagbewegungen ein oder lasst die Zilie
sogar ganz unbeweglich werden. Motile Zilien kommen auf vielen verschiedenen
Zelltypen vor, beispielsweise auf respiratorischen Epithelzellen, auf den Ependymzellen
der Hirnventrikel und den Zellen der Tuba uterina (13). Die Symptome, die durch
pathologisch unbewegliche Zilien hervorgerufen werden, sind daher vielféltig. Eine Folge
ist unter anderem die Primére Ciliare Dyskinesie.
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Info: Aufbau der duBeren Dynein-Arme

Der Aufbau der auBeren Dynein-Arme wurde zunachst an der Alge Chlamydomonas
reinhardtii erforscht. In C. reinhardtii bestehen die auBBeren Dynein-Arme (ODA) aus
drei schweren Dynein-Ketten (a-, B- und y-schwere Kette), zwei intermediaren und
neun leichten Ketten. Uber den ODA-Docking-Komplex sind die &uBeren Dynein-
Arme mit dem Mikrotubulus A verbunden (70). In den humanen &uBBeren Dynein-
Armen wurden keine Orthologe der a-schweren Kette gefunden, allerdings lieBen
sich drei unterschiedliche Orthologe der B-schweren Kette (DNAH11, DNAH17,
DNAH9) sowie zwei Orthologe der y-schweren Kette (DNAH5, DNAH8) nachweisen
(70). Die humanen &uBeren Dynein-Arme bestehen somit zwar nur aus zwei
schweren Dynein-Ketten, bilden jedoch mit diesen unterschiedliche Isoformen aus.
Da DNAHS5 (Ortholog der y-schweren Kette) am gesamten Axonem nachgewiesen
wurde, wahrend DNAH9 (Ortholog der B-schweren Kette) nur distal und DNAH11
(Ortholog der B-schweren Kette) nur proximal am Axonem lokalisieren, existieren
mindestens zwei unterschiedliche Typen der humanen duBeren Dynein-Arme: Ein
proximaler DNAHS- und DNAH11-positiver Typ 1 und ein distal vorkommender
DNAH9- und DNAHS5- positiver Typ 2 (4, 16). Der schematische Aufbau der auBBeren
Dynein-Arme ist in Abbildung 3 dargestellt.

A B C

Abbildung 3 Schematischer Aufbau der &u3eren Dynein-Arme

Im Gegensatz zu den humanen auBeren Dynein-Armen (A und B) bestehen die duBeren Dynein-Arme
in Chlamydomonas reinhardtii aus drei schweren Ketten (a,  und y) (C).

A: Aufbau des humanen proximalen &uBeren Dynein-Arms Typ 1 mit den schweren Ketten DNAH11
und DNAHS5. Dargestellt sind auBerdem die intermediaren (DNAI1, DNAI2, 2) und die leichten Ketten.
B: Aufbau des humanen distalen duBeren Dynein-Arms Typ 2 mit den schweren Ketten DNAH9 und
DNAHS5. Abbildungen modifiziert nach Becker-Heck et.al2012 (4) C: Aufbau der auBeren Dynein-Arme
in Chlamydomonas reinhardtii. Abbildung modifiziert nach Pazour et. al 2006 (70).
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1.2 Primare Ciliare Dyskinesie (PCD)

Die Primére Ciliare Dyskinesie (PCD) bezeichnet eine seltene, genetisch heterogene
Gruppe von Erkrankungen, deren klinische Auspréagung durch ultrastrukturelle oder
funktionelle Defekte von Zilien hervorgerufen wird (23, 60, 84). Die weniger bis gar nicht
mehr beweglichen Zilien fiihren zu einer eingeschrankten mukoziliaren Clearance im
respiratorischen Trakt (23), was im Krankheitsverlauf unter anderem zu otosino-
pulmonalen Beeintrachtigungen und irreversiblen Lungenschaden fihren kann (54, 79).
Vermutlich aufgrund der schwierigen Diagnostik sowie der unterschiedlichen
Konsanguinitétsrate in Gesellschaften variieren die Angaben zur Pravalenz der PCD von
1:4000 bis zu 1:40.000 (3, 48, 84). Die European Respiratory Society hielt 2009 eine
Pravalenz von 1:4100 flr wahrscheinlich (3). Die Erstdiagnose wurde bei Patienten mit
situs inversus im Durchschnitt mit 4,4 Jahren gestellt, bei Patienten ohne situs inversus
mit 6 Jahren (3).

1.2.1 Symptome

75-80% der PCD-Patienten werden in den ersten 12-24 Stunden nach der Geburt mit
einem Atemnotsyndrom auffallig (58, 60). Dies zeigt sich durch eine erh6hte Atemarbeit
und eine Tachypnoe sowie den Bedarf an Sauerstoff fir Stunden bis Wochen (42, 58).
Die weiteren Symptome entwickeln sich im Laufe der Kindheit und kdnnen
unterschiedlich stark ausgepragt sein. Wéhrend bei tUber 90% der Neonaten eine
persistierende Rhinitis zu Fitterungsschwierigkeiten fihren kann (60, 84), leiden
Kleinkinder zusétzlich an chronisch produktiven Husten, ganzjahriger chronischer
Sinusitis und therapieresistenter Otitiden mit Otorrhé (23, 60). Durch die chronische
Otitis media kann es zu einem temporaren oder sogar permanten Horverlust kommen,
was zu Sprachentwicklungsstérungen in der frihen Kindheit fihren kann. Schon im
Kindesalter kénnen sich auBerdem Atelektasen und peribronchiale Verdickungen
entwickeln (36, 42). Generalisierte Bronchiektasen lassen sich im Kindesalter bei 56%
der Erkrankten finden, im Erwachsenenalter sind fast alle Patienten betroffen (39). Die
fehlende mukoziliare Clearance kann zwar teilweise durch den produktiven Husten
kompensiert werden, da sich aber dennoch zu viele Erreger im respiratorischen Trakt
befinden, treten Atemwegsinfektionen insgesamt sehr haufig auf (42). Zu den
wichtigsten Erregern im respiratorischen Trakt z&hlen Haemophilus influenza,
Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumonia, bei 15% der Erwachsenen auch
Nontuberculus mycobacteria (75). In der Kindheit treten Lungenverdnderungen meist in
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den Lungenmittel- und spater auch in den Lungenunterlappen auf, dies kann sich jedoch
im spateren Krankheitsstadium auf die Lungenoberlappen ausweiten (39, 84). Ein
verminderter Zilienschlag von nodalen Zilien wahrend der Embryonalentwicklung kann
fOr Lateralisationsdefekte verantwortlich sein. Bei ca. 50% der PCD-Patienten tritt daher
ein situs inversus totalis auf (40). Die Trias aus chronischer Sinusitis, Bronchiektasen
und situs inversus totalis ist als Kartagener Syndrom bekannt (42). Weitere 12% der
Betroffenen weisen einen situs ambiguus auf, der haufig mit strukturellen kongenitalen
Herzerkrankungen assoziiert ist (78). Durch die Strukturdhnlichkeit des Flagellums des
Spermiums und der bei einem Defekt daraus resultierenden Dysmotilitat leiden etwa
50% der méannlichen Patienten an Infertilitat (60, 84). In seltenen Fallen kénnen auch
Frauen von einer reduzierten Fertilitat betroffen sein (60). Aufgrund der Beeintrachtigung
der Zilien in der Tuba uterina kommt es haufiger zu ektopen Schwangerschaften (79).
Da das Ventrikelsystem im Gehirn mit einem Flimmerepithel aus Ependymzellen
ausgekleidet ist, kann es in seltenen Fallen (<1%) zur Ausbildung eines Hydrocephalus
kommen (60). 10% der PCD-Patienten sind auBBerdem von einer Trichterbrust betroffen.
In der restlichen Bevdlkerung tritt dies mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,3% auf (39).
Auch das Risiko fur das Auftreten einer Skoliose ist erhéht. Bei Patienten mit Pectum
excavatium und/oder Skoliose und unerklérlichen sinopulmonalen Erkrankungen sollte
daher eine PCD in Betracht gezogen werden (42, 43).

1.2.2 Diagnostik

Aufgrund der schwierigen Diagnostik der PCD wird diese oft erst spat oder gar nicht
erkannt (48). Haufig kommt es zu Verwechslungen mit bakteriellen oder viralen
Infektionen oder Mukoviszidose. Die Mukoviszidose sollte daher im besten Fall bereits
ausgeschlossen sein. Sollten bei einem Neonaten ein Atemnotsyndrom nach der
Geburt, Sauerstoffbedarf und Auffalligkeiten im Réntgenbild festgestellt werden, muss
eine PCD in Betracht gezogen werden, vor allem wenn dies in Kombination mit einem
situs inversus/ambiguus auftritt (42). Der Algorithmus zur Diagnostik der PCD von 2013
sieht zunachst eine Messung der nasalen Stickstoffmonoxid-Produktionsrate (nNo) vor.
AnschlieBend werden Uber eine Burstenbiopsie respiratorische Epithelzellen
entnommen und mittels Hochfrequenzvideomikroskopie auf funktionelle Defekte
untersucht. Das Ergebnis wird danach tUber Transmissionenelektronenmikroskopie und
hochauflésende Immunfluoreszenzmikroskopie bestétigt. Zur eindeutigen Sicherung der
Diagnose kann dann noch eine Gendiagnostik durchgefiihrt werden (60). Bei der
Messung der nNo-Produktionsrate wird Uber einen Katheter nasale Luft aspiriert und die
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nNO-Produktionsrate sowie der nNO-Gehalt ermittelt. Da die pulmonale NO-
Konzentration wesentlich niedriger ist als die nasale, sollte das Velum palatinum
wahrend der Messung geschlossen sein (60). Dies lasst sich durch Atemanhalten oder
durch Exspiration gegen einen Widerstand erreichen. Das Ergebnis ist somit von der
Kooperation der Patienten abhangig, weshalb die nNO-Messung erst ab finf Jahren
empfohlen wird (23, 60). Da es bei tUber 90% der Kindern wahrend der Ruheatmung
durch einen Widerstand ebenfalls zu einem Verschluss des Velum palatinum kommt,
kann dies bei Kindern unter 5 Jahren versucht werden. Die hierbei gemessenen nNO-
Werte sind jedoch niedriger (60). Ein nasaler NO-Gehalt von >200 ppb (>66nl/min)
spricht fir einen unauffélligen Befund, <100 ppb (<33nl/min) ist pathologisch (60). Der
nNNO-Gehalt kann allerdings auch bei Patienten mit Mukoviszidose verringert sein,
weshalb diese zuvor ausgeschlossen sein sollte (42). Generell hat die nNO-Messung
eine hohe Sensitivitat. Da aber auch PCD-Félle mit einem normalen nasalen NO-Gehalt
auftreten und niedrigere Werte durch andere Erkrankungen bedingt sein kénnen, wird
die  nNO-Messung eher als  Screeningmethode genutzt (60). Die
Hochfrequenzvideomikroskopie (HVMA) kann hingegen auch schon bei Neugeborenen
und Kleinkindern eingesetzt werden. Sie gilt zur Zeit als Goldstandard in der Diagnostik
der PCD (60). Hierbei werden durch eine Zervixbirste respiratorische Epithelzellen aus
dem Bereich der Nasenconchae entnommen und auf einen Objekttrager aufgetragen.
Unter dem Mikroskop werden die Zilienschlagfrequenz, das Schlagmuster und der
Sekrettransport beurteilt (60). Die HVMA hat eine hohe Sensitivitat, allerdings lassen
sich kleinere Defekte nur schwer erkennen und die Unterscheidung zu sekundaren
Zilienveranderungen aufgrund von Infekten anderer Genese ist schwierig (42, 60). Zur
Bestatigung der HVMA wird deshalb die Transmissionenelektronenmikroskopie (TEM)
und die hochauflésende Immunfluoreszenzmikroskopie (IF) genutzt (60). Die TEM war
friher der Goldstandard der PCD-Diagnostik fir die Untersuchung der zilidren
Ultrastruktur. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass 30% der PCD-Patienten einen
funktionellen Defekt bei einer intakten zilidren Ultrastruktur aufweisen (42, 60). Zudem
war die TEM insbesondere bei der schwierigen Beurteilung ultrastruktureller Defekte der
inneren Dynein Arme viel zu haufig falsch positiv. Sie war auBerdem erfolgreicher bei
Biopsien von Erwachsenen als von Kindern (42). Heute wird die TEM zur Bestatigung
der Ergebnisse aus der HYMA genutzt (60). Die hochauflésende IF wird ebenfalls zur
Bestatigung der Diagnose aus der HVMA hinzugezogen und hat eine gute Sensitivitat
und Spezifitdt (60). Die Zilien des respiratorischen Epithels aus der Blrstenbiopsie
werden bei der IF-Mikroskopie mittels fluoreszierender Antikérper auf das Fehlen von
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wichtigen Proteinen oder deren Bestandteile untersucht (21, 42). Im Gegensatz zur TEM
kdnnen mittels IF-Mikroskopie auch Strukturdefekte von Nexin-Briicken und inneren
Dynein-Armen erfasst werden (60). Ein immer wichtiger werdender Teil der Diagnostik
ist die genetische Untersuchung (79). Diese dient zur eindeutigen Sicherung der PCD-
Diagnose, ist in Deutschland jedoch auf den Patienten beschrankt, sodass klinisch
unauffallige Geschwister von PCD-Patienten nicht genetisch untersucht werden dirfen
(60). Die Gendiagnostik sollte von Experten ausgewertet werden, da einige
Aminosaurenaustausche keinen Krankheitswert besitzen und falsch positiv gewertet
werden kdénnten (60).

1.2.3 Therapie

Eine kausale Therapie der PCD ist nicht bekannt. Symptomatisch werden PCD-
Patienten ahnlich wie Patienten mit Mukoviszidose behandelt. Ein wesentlicher Teil ist
dabei vor allem die Physiotherapie und Sport zur Mobilisierung des Bronchialsekrets (3,
23, 73). Des weiteren sollten Umweltexpositionen wie aktives oder passives Rauchen
gemieden werden (3). Als Prophylaxe gegen Atemwegsinfektionen ist auBerdem ein
Pneumokokkenimpfschutz und das regelmaBige Impfen gegen Influenza indiziert (3, 42).
Generell wird dazu geraten mindestens zweimal im Jahr eine Klinik aufzusuchen, um die
Verdnderung der Lungenfunktion Uberwachen zu kdénnen. Hierbei sollten
Thoraxaufnahmen angefertigt werden, um das Fortschreiten der Krankheit beobachten
zu kdnnen (42). Sollten Lungenlappen sehr stark betroffenen sein, kann als Ultima ratio
auch eine Lungenteilresektion durchgefihrt werden (42). Lungenfunktion und
Lebensqualitédt lassen sich durch die Inhalation mit 7%-iger hypertonischer
Kochsalzlésung verbessern (38, 42). Akute Atemwegsinfektionen sollten mittels oraler
Antibiotikagabe behandelt werden. Fir eine prophylaktische Gabe oraler Antibiotika fehlt
allerdings die Evidenz (3). In der Therapie von Mukoviszidose werden Makrolide als
antiinflammatorische Agenten eingesetzt und steigern so die Lungenfunktion und
senken das Auftreten von Exazerbationen. Dieser Effekt wurde auch bei PCD-Patienten
beobachtet, wobei nicht geklart ist, ob dies an der antiinflammatorischen oder der
antibiotischen Wirkung der Makrolide liegt (42). Die chronische Otitis kann zu
Cholesteatomen und Hérverlusten fihren. Zur Verbesserung des Hoérens kdnnen
Paukenrdhrchen eingesetzt werden. Dies ist jedoch umstritten, da Paukenréhrchen bei
PCD das Risiko einer Otorrhd erhéhen und die Haufigkeit des Auftretens der Otitiden
meist mit dem Teenageralter zurlickgeht. In Europa werden Paukenréhrchen bei PCD
daher wenn mdglich vermieden (3, 42, 53). Gegen die Sinusitiden kénnen nasale
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Steroide verordnet werden. Sollte auf die Medikation nicht angesprochen werden, kann
eine funktionelle Sinus-Operation Besserung verschaffen (42). Bei Auftreten von

Polypen ist eine Resektion indiziert (42).

1.2.4 Genetik

Da die Gendiagnostik der PCD eine immer wichtigere Rolle einnimmt, wéachst
zunehmend auch die Anzahl der mit PCD assoziierten entdeckten Gene. Eine aktuelle
Ubersicht ist in Tabelle 2 dargestellt. 70% der PCD-Falle sollen ihre Ursache in
Mutationen der bereits identifizierten Genen haben (42). Die meisten Gene werden
autosomal rezessiv vererbt (60). Bisher sind nur drei Gene bekannt, RPGR, PIH1D3 und
OFD1, die x-chromosomal weitergegeben werden (3, 60, 63). In 81% der Falle handelt
es sich um eine Loss-of-Function Mutation (42). Die am haufigsten betroffenen Gene
sind DNAH5, DNAH11, DNAI1, CCDC39 und CCDC40 (42), wobei in 35% der PCD-
Félle eine DNAH5- oder DNAI1-Mutation ursdchlich ist (3).

Zusammenbau von Proteinen im Zytoplasma der Zilien verantwortlich und fihren daher

Elf Gene sind flr den

zu einem kombinierten Verlust der ODAs und IDAs (42). Fur die Diagnostik ist relevant,
dass Mutationen in RSPH4A, RSPH9 und RSPH1 haufig mit einer normalen zilidren
Schlagform und einer normalen TEM einhergehen. Eine unaufféallige TEM wurde
DNAH11-Mutationen beschrieben (42, 44). Bei
Mutationen von RSPH1 kann auBerdem die nasale NO-Produktionsrate normal sein
(46). Auch sind PCD-Félle durch RSPH1-Defekte haufiger mit einem milderen Verlauf
wahrend eine Mutation von CCDC39 oder CCDC40 meist mit einer
schwereren Erkrankung mit frihem Beginn einhergeht (14, 46). In dieser Arbeit wurde

auBerdem bei Loss-of-Function

assoziiert,

der Schwerpunkt auf die isolierten Mutationen von IDA-Genen gelegt.

Tabelle 2 Ubersicht der bisher bestétigten mit PCD assoziierten Gene. SI=Situs inversus. Tabelle modifiziert
nach Werner et. al 2015 (84) und Knowles et. al 2016 (42)

Struktur/Funktion Gene Phéanotyp TEM Si Quelle
ODA-Untereinheit | DNAI1, DNAI2, ODA-Defekt Ja (24), (52),
DNAHS5, DNALAT, (32), (55),
TXNDC3 (NMES8) (17), (16)
DNAH11 Haufig normal Ja (16)
ODA-Docking- CCDC114, ARMC4, | ODA-Defekt Ja (45), (66),
Komplex CCDC151, TTC25 (28), (83)
Zytoplasmatische | C210rf59, LRRC50 ODA- + IDA-Defekt | Ja (2), (51),
Dynein-Arm- (DNAAF1), KTU (59), (81),
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Assemblierung (DNAAF2), C190rf51 (30), (81),
oder Transport (DNAAF3), DYX1C1 (67), (47),
(DNAAF4), HEATR2 (88), (68),
(DNAAF5), LRRCS, (29)
PIH1D3, SPAGH1,
ZMYND10,
C110RF70,
CCDC103
Radialspeichen RSPH1, RSPHS3, Defekte im CP Nein | (46), (37),
Untereinheit RSPH4A, RSPH9, (11), (19)
DNAJB13/RSPH16A
96nm Axonemal CCDC39, CCDC40 IDA-Defekt und Ja (1)
ruler MT-
Disorganisation
Nexin-Briicken- CCDC65, CCDC164 | Nexin-Briicken- Nein | (2), (85),
Untereinheit (DRCTY), GASS8 Defekt (61)
Untereinheit des HYDIN Defekte im CP Nein | (62)
zentralen Paars
Ziliogenese MCIDAS, CCNO Reduzierte Anzahl | Nein | (6), (42)
der Zilien
Bestandteil des STK36 Defekte im CP und | Nein | (18)
zentralen den
Proteinkomplexes Radialspeichen
Funktion in motilen | RPGR ODA- und IDA- Nein | (56), (42)
Zilien unbekannt Defekt
OFD1 Unbekannt Ja (59), (42)

1.3 Aufbau der inneren Dynein-Arme (IDA)

Die komplexe Struktur der inneren Dynein-Arme wurde zundchst an der Alge

Chlamydomonas reinhardtii erforscht. Acht verschiedene schwere Dynein-Ketten bilden

die sieben IDA-Isoformen a-g. Von diesen sieben Isoformen ist eine, Isoform f,
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zweikopfig, die anderen sechs sind einkdpfig (4, 9). Die sechs einkdpfigen Isoformen a-
e und g bilden wiederum drei funktionelle Dimere (a und b; c und e; d und g) (9, 10). Die
unterschiedliche Lokalisation der Strukturen im Verhaltnis zu den Radialspeichen
unterteilt diese in drei verschiedene Domanen (I1, 12, 13) (49), deren Anordnung sich alle
96nm Uber das gesamte Axonem wiederholt (74).

Die zweikdpfige Isoform f bildet die Doméane |1, die am proximalen Ende des 96nm
groBen Abschnitts lokalisiert ist (4, 26). Sie hat eine dreiteilige Struktur, bestehend aus
den zwei schweren Dynein-Ketten 1a und 13, sowie einem Komplex aus intermediaren
und leichten Dynein-Ketten, dem ICLC-Komplex (26) (Abbildung 4).

Abbildung 4 Aufbau der |1-Doméne
Die I1-Doméane hat eine dreiteilige Struktur, bestehend aus den zwei schweren Dynein-Ketten 1a und 14,

sowie dem ICLC-Komplex, einem Komplex aus intermedidren und leichten Dynein-Ketten. Abbildung modi-
fiziert nach Wirschell et. al 2009 (86).

Die intermedidren Ketten des ICLC sind die Ketten 1C140, IC97 und IC138, die leichten
Ketten sind die Ketten LC8, LC7a, LC7b, Tctex1 und Tctex2b (26). Die einzelnen
Strukturen Gbernehmen verschiedene Aufgaben innerhalb der 11 Doméane (2). So ist die
schwere Dynein 1B-Kette wichtig fir den Zusammenbau des gesamten I1-Komplexes
(71) und agiert als Motor (26). Die schwere 1a-Kette soll hingegen eher eine
Regulatorfunktion Gbernehmen (26). 1C138, eine intermediare Kette des ICLC-
Komplexes ist fir den Zusammenbau des IC138-Subkomplexes verantwortlich, der aus
den Ketten IC138, IC97, LC7b und dem assoziierten Protein FAP120 besteht, dessen
exakte Lokalisation aber unbekannt ist (7, 26). Der Phosphorylierungsstatus von 1C138
ist auBerdem entscheidend fiir die Dynein-Aktivitat. Ist die 1C138 durch die Casein
Kinase 1 oder die Typ 2 Protein Phosphatase phosphoryliert, wird die Dynein-Aktivitat
vermindert (25, 26, 41). Des weiteren leitet IC138 Signale zwischen den Radialspeichen
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und den schweren Ketten weiter (4, 41). Zusammen mit IC138 spielt vermutlich auch
IC97, ein weiterer Teil des IC138 Subkomplex, eine Rolle in der Regulation der Dynein-
Aktivitat (86). IC97 interagiert direkt mit IC138 und 1C140, sowie mit a- und B-Tubulin
(86). IC140 wiederum soll die Anheftung an die &uBeren Mikrotubulidoubletten
regulieren (4).

Die I11-Domane ist durch viele Verbindungen mit mehreren Nachbarstrukturen verknipft,
was sie fir die Signalweiterleitung pradistiniert. So kénnte das assoziierte Protein
FAP120 mit Dynein d assoziiert sein, dies ist allerdings nicht bewiesen (26). Von der
schweren 1a-Kette gehen auBerdem Verbindungen zum A-Tubulus aus (26). Auch der
ICLC-Komplex ist direkt mit dem A-Tubulus verbunden. Das distale Ende der 11-Domane
steht mit dem Nexin-Dynein-Regulator-Komplex in Verbindung. Zusatzlich gibt es eine
proximale Verbindung zu den auBeren Dynein-Armen (26). Eine seilartige Struktur
zwischen dem A-Mikrotubulus und 11 kénnte auBerdem als Spannungssensor fungieren
(26) und somit dazu beitragen, dass die Domane |1 nicht nur als Motor agiert, sondern
auch regulatorische Aufgaben bei der Beugung des Ziliums Ubernehmen kann und so
die Dynein-Aktivitat als Antwort auf Signale aus dem Zentralen Paar-Radialspeichen-

Komplex steuert (26).

Die sechs einkdpfigen Isoformen bilden zusammen die Doméanen 12 und I3. Innerhalb
der beiden Doménen lassen sich anhand des Aufbaus die p28-assoziierten Isoformen
von den Centrin-assoziierten Isoformen unterscheiden (Abbildung 5).

96 nm

24nm

M p28-assoziiert
M Centrin-assoziiert

RS1 RS2

Abbildung 5 Aufteilung der p28- und Centrin-assoziierten Isoformen

Neben der I1 Domane (gelb, fa, f und f ICLC) sind hier die p28-assoziierten Isoformen (lila, Dyneine a, c,
d) sowie die Centrin-assoziierten Isoformen (rot, Dyneine b, e, g) dargestellt. Abbildung modifiziert nach Bui
et. al2012 (10).
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Zu den p28-assoziierten Isoformen zahlen die Dyneine a, ¢ und d. Sie bestehen jeweils
aus einer einkdpfigen schweren Kette, die mit Aktin und p28 verbunden ist (siehe
Abbildung 6). P28, dessen humanes Ortholog DNALI1 ist, gilt als wichtig fir den
Zusammenbau der p28-assoziierten Isoformen sowie deren Bindung an den
Mikrotubulus A (4).

C

Abbildung 6 Schematischer Aufbau der p28-assoziierten Isoformen

Die p28-assoziierten Isoformen werden von den Dyneinen a, ¢ und d gebildet. Sie bestehen jeweils aus
einer einkdpfigen schweren Kette (rot, HC), die mit Aktin (beige) und p28 (lila) verbunden ist. Abbildung
modifiziert nach Yanagisawa et. al 2001 (87).

Die Centrin-assoziierten Isoformen b, e und g sind fast wie die p28-assoziierten
Isoformen aufgebaut. Die schwere Kette ist allerdings mit Centrin anstelle von p28
verbunden (4) (Abbildung 7). Die Funktionen von Aktin und Centrin sind hier unbekannt.
Aufgrund ihrer Aufgaben in anderen cytoskelettalen Strukturen wird aber vermutet, dass
sie in Ca?*-abhangige Prozesse eingebunden sind (4, 76).

Centrin

Abbildung 7 Schematischer Aufbau der Centrin-assoziierten Isoformen

Die Centrin-assoziierten Isoformen b, e und g sind fast wie die p28-assoziierten Isoformen aufgebaut. Die
schwere Kette (rot, HC) ist hier mit Centrin (gelb) und Aktin (beige) verbunden. Abbildung modifiziert nach
Yanagisawa et. al 2001 (87).
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Die humanen Orthologe der inneren Dynein-Arme in Chlamydomonas reinhardtii sind
DNAH?7 (Centrin-assoziiert, Dynein b), DNAH14 (Centrin-assoziiert, Dynein e), DNAH1
(p28-assoziiert, Dynein d), DNAH12 (p28-assoziiert, Dynein a), DNAH10 (11, Dynein fa),
DNAH2 (I1, Dynein f8) und DNAHG6 (Centrin-assoziiert, Dynein g). Sie sind in Abbildung
8 dargestellt (4).

96 nm

24nm

M p28-assoziiert
M Centrin-assoziiert

Abbildung 8 Humane Orthologe von Chlamydomonas reinhardtii

Dargestellt ist der schematische Aufbau der inneren Dynein-Arme, eingeteilt in die Doméane |1 (gelb), die
p28-assoziierten Isoformen (lila), sowie die Centrin-assoziierten Isoformen (rot) und die entsprechenden
humanen Orthologe der inneren Dynein Arme in Chlamydomonas reinhardftii. Diese sind DNAH10 (11, Dy-
nein fa), DNAH2 (11, Dynein f3), DNAH12 (p28 assoziiert, Dynein a), DNAH7 (Centrin-assoziiert, Dynein b),
DNAH14 (Centrin-assoziiert, Dynein e), DNAH6 (Centrin-assoziiert, Dynein g) und DNAH1 (p28-assoziiert,
Dynein d). Abbildung modifiziert nach Bui et. al 2012 (10).

In dieser Arbeit wurden Antikérper gegen DNAH10, DNALI1 und DNAH6 genutzt.
DNAH10 ist das humane Ortholog der 1a schweren Kette der |1-Doméane in
Chlamydomonas reinhardtii. Der Aufbau gleicht dem der anderen Dyneine. Die
ringférmige Motordoméane steht Uber einen in sich gedrehten Schwanz mit dem ICLC-
Komplex von I1 in Verbindung. Durch eine weitere Verbindung zum A-Mikrotubulus sorgt
[1a vermutlich fir die Stabilisierung des 11-Komplexes (26). Im Gegensatz zur 18-
schweren Kette (humanes Ortholog DNAH2) scheint die Aufgabe nicht der Antrieb (82),
sondern eher eine Regulatorfunktion zu sein. Uber diese kann I1a Einfluss auf die 11p-
schwere Kette nehmen, welche wiederum die Aktivitdt der ODAs sowie die Form des
Zilienschlags bestimmt (26, 82). Die IF-Farbung gegen DNAH10 wurde genutzt, um I1-
auffallige Patientenproben zu selektieren, die dann im Anschluss auf Abnormalitaten in
den p28-assoziierten und den Centrin-assoziierten Isoformen untersucht werden
konnten. Dazu wurden im n&chsten Schritt Antikérper gegen DNALI1, das humane
Ortholog von p28, flr die p28-assoziierten Isoformen verwendet. DNALI1 soll wichtig fur
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den Zusammenbau der p28-assoziierten Dyneine sein sowie deren Bindung an den
Mikrotubulus A (4). Der Antikérper gegen DNAH6, das humane Ortholog von Dynein g,
wurde schlieBlich zur Uberpriifung der Centrin-assoziierten Isoformen genutzt. Es
besteht aus einer ringférmigen Kopfstruktur und interagiert mit Centrin. Die Kombination
der drei Antikérper machte es méglich, eine groBe Gruppe von Patienten auf isolierte
IDA-Mutationen zu untersuchen.

1.4 IDA-Defekte und PCD

Die inneren Dynein-Arme sind vor allem fir die Schlagform der Zilienbewegung
verantwortlich. So wiesen Mutanten ohne IDAs in Chlamydomonas reinhardtii zwar eine
normale Frequenz, aber eine geringere Amplitude der Schlagform auf (8). IDA-Defekte
oder -Verluste im Krankheitsbild der PCD wurden bisher fast ausschlieBlich in
Kombination mit ODA-Defekten oder einer Disorganisation der Mikrotubulus-Doubletten
beschrieben (Tabelle 2). Ursachlich flir kombinierte IDA-Defekte sind in den meisten
Fallen Mutationen in DNAAF-Genen oder Mutationen in CCDC39/CCDC40. Die DNAAF-
Gene sind fir den Zusammenbau von ODAs und IDAs im Zytoplasma verantwortlich.
Eine Mutation dieser Gene fihrt daher zu einem kombinierten ODA- und IDA-Defekt
bzw. -Verlust. Bei Mutationen von CCDC39 oder CCDC40 kommt es zu einem Fehlen
von IDAs sowie einer Disorganisation der 9+2 Mikrotubulus-Struktur. Hierbei kann neben
einer Verlagerung der peripheren Mikrotubulus-Doubletten nach zentral auch das
komplette Fehlen des zentralen Mikrotubulus-Paares (9+0) oder dessen Verdopplung
(9+4) auftreten (1). Der Verlust der IDAs in diesen Mutationen wurde hdufig anhand des
Fehlens von DNALI1 und somit abnormen p28-assoziierten Isoformen bemerkt (2).
Wahrend kombinierte IDA-Defekte besonders in der letzten Zeit vermehrt entdeckt

wurden, konnten isolierte IDA-Defekte bisher nur selten nachgewiesen werden.

1.5 lIsolierte IDA-Mutationen und PCD

Obwohl die inneren Dynein Arme wichtiger fir die Funktion des Ziliums sein sollen als
die auBeren Dynein-Arme (9), sind isolierte IDA-Mutationen bislang bei PCD kaum
beschrieben. Wurde zunachst noch vermutet, dass sich bis zu 30% der PCD-Falle auf
isolierte IDA-Mutationen zurickfihren lassen, relativierte sich diese Zahl, als man
erkannte, dass gerade die TEM-Diagnostik bei IDA-Defekten viel zu haufig falsch positiv
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ist (80). Nur weniger als 1% der bestatigten PCD-Falle lieBen sich auf eine isolierte IDA-
Mutation zurlckfUhren (42). So konnte Ben Khalifa 2014 zeigen, dass DNAH1-
Mutationen zu einer verminderten Beweglichkeit von Spermien und damit zur
Unfruchtbarkeit fihren kénnen (5). Spermien und Zilien haben eine ahnliche Struktur,
sind aber nicht gleich aufgebaut. Da auBBer der Unfruchtbarkeit keine weiteren PCD-
Symptome auftraten, wurde vemutet, dass eine DNAH1-Mutation in den Zilien besser
kompensiert werden kdnne als im Spermium. Imtiaz wies bei zwei consanguinen
Schwestern eine isolierte DNAH1-Mutation nach, auf die er die PCD-Symptome
zurlckfuhrte, allerdings wurden keine weiteren strukturellen Untersuchungen
durchgefiihrt (34). Li et. al konnte 2016 in 8 von 149 Heterotaxie-Patienten DNAH6-
Mutationen nachweisen. Bei sechs dieser acht Patienten wurden allerdings auch
Mutationen im DNAH5- bzw. DNAI1-Gen gefunden, weshalb Li eine Interaktion dieser
Gene mit DNAH6 vermutete (50). 2002 wurde auBBerdem Uber das Fehlen von DNAH7
bei einem PCD-Patienten berichtet. Dabei wurden die Bestandteile von DNAH7 zwar im
Zytoplasma der Zelle gefunden, aber nicht zusammengebaut und in das Axonem
transportiert. Da jedoch keine urséchliche Mutation im DNAH7-Gen gefunden werden
konnte, wurde vermutet, dass eventuell eine Mutation eines Transportproteins fur den
DNAH7-Verlust verantwortlich sein kénnte. Dies wurde jedoch nicht weiter verfolgt (90).

1.6 Ziel der Arbeit

Bisher sind isolierte IDA-Defekte insgesamt sehr selten beschrieben. Eine mdgliche
Erkarung ware, dass sich IDA-Defekte in einem geringer ausgepragten klinischen
Phanotyp &uBern und somit leichter Gbersehen werden. Hinzu kommt die schwierige
Diagnostik ultrastruktureller IDA-Defekte. In der Vergangenheit wurde hier vor allem die
TEM genutzt, die sich jedoch fir die Beurteilung der IDAs als viel zu ungenau erwies
(60, 80). So zeigte die TEM hinsichtlich der IDAs zu haufig falsch positive Ergebnisse.
Mit der Entwicklung neuer Antikérper gegen unterschiedliche Bestandteile der IDAs
eréffnete sich nun die Mdglichkeit, Patienten mittels Immunfluoreszenz auf isolierte IDA-
Defekte zu untersuchen. Die hochauflésende IF-Mikroskopie ist in der Lage IDA-Defekte
zu erfassen und eignet sich dafiir als Screening-Methode. Ziel dieser Arbeit ist es
isolierte IDA-Defekte in einer Kohorte mit 421 PCD-Patienten zu identifizieren. Mithilfe
der Immunfluoreszenzmikroskopie als Screening-Methode wurden Patientenproben, die
in der hochauflésenden IF-Mikroskopie bisher unaufféllig waren fir ODA-, N-DRC- und
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RS-Defekte, die aber die Klinik einer PCD zeigten, zunachst gegen DNAH10 gefarbt.
Auffallige Patientenproben wurden dann gegen DNALI1 und DNAH6 geférbt, so dass
alle Isoformen untersucht wurden. Im Anschluss wurde bei ausgewahlten Patienten eine

Gendiagnostik durchgefihrt.
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Im folgenden Abschnitt sind alle in diesem Projekt benutzten Chemikalien (Tabelle 3),

Gerate (Tabelle 4), Programme (Tabelle 5), Antikérper (Tabelle 6, Tabelle 7), sowie

Verbrauchsmaterialien (Tabelle 8) angefihrt.

2.1 Chemikalie

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Bezeichnung

Hersteller

Agarose
DNA-Polymerase

dNTPs

Ethidiumbromid
EXO/SAP

H20 reinst
Kernfarbstoff
Hoechst (1:1000 in
PBS)

Ladepuffer

MgCI2

Milchpulver

Paraformaldehyd
PBS- Puffer
PCR-Puffer
Primer

Sephadex

Biozym LE-Agarose

GoTag®Flexi DNA Po-
lymerase

100 mM dNTP Set,
PCR Grade (10297-
0128)
Ethidiumbromidlésung
0,025%

ExoSap-IT®

Hoechst 33342

5x GoTag® Flexi Reac-
tion Buffer

Magnesium Chloride
Solution

Milchpulver Blotting
grade, pulverisiert, fett-
arm

Paraformaldehyde, rea-
gent grade, crystalline
10x PBS Puffer, pH 7.4

5x Colorless GoTag®
Flexi Reaction Buffer
siehe Anhang Tabelle

ilustra TM Sephadex
TM G-50 fine DNA
Grade

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
Promega GmbH, Mannheim

Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),
Waltham, USA

CARL ROTH GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Affymetrix (Thermo Fisher Scien-
tific), St. Clara, USA

AplliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
USA

Promega GmbH, Mannheim (Madi-
son-USA)

Promega GmbH, Mannheim (Madi-
son-USA)

CARL ROTH GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
USA

Thermo Fisher Scientific Baltics
UAB

Promega GmbH Mannheim

APARA-Bioscience GmbH, Denzlin-
gen

GE Medical Systems Deutschland
GmbH & CO. KG, Solingen
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Sequenzier-Puffer
TBE-Puffer

Triton-X-100

2.2 Gerate

Tabelle 4 Geréte
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BigDye Terminator
V.3.1 Cycle Sequenc-
ing Kit

10x TBE-Puffer
Triton-X-100, T8787-
100ML

Perkin Elmer Inc., Waltham, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

SIGMA-ALDRICH, Co., 3050 Spruce
Street, St. Louis, USA

Hersteller

Apotome
Eismaschine

Gefrierschrank -
80°
Gel-Detektiergerat

Gelelektrophorese-

gerat

Gelwanne
Kuhlschrank
Mikrowelle
Millipore-Anlage

Mini-Zentrifuge

PCR-Maschine
Waage

Waage Ethidium-
bromid-Raum
Wecker

Pipetboy

Pipette 0,5-10ul

Pipette 2-20ul

Zeiss Apotome Axiovert
Eismaschine ZBE70-35

SANYO

E-BOX VX2 2.0 MP
Geldokumentationssys-
tem

peqPOWER E300
Power Supply -230
VAC
PerfectBlueGelsystem
Mini

Liebherr Profi line

Milli-Q Integral Wasser-
aufbreitungssystem
Sprout® Mini-Centri-
fuge, 220-230 VAC,
50/60 Hz

BIO RAD T100TM
Thermal Cycler

Mettler PE3600 Delta
Range R

Triple Time Digitaler 3-
fach Timer
INTEGRA Pipetboy

Eppendorf Research
plus
Eppendorf Research
plus

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
ZIEGRA Eismaschinen GmbH, I-
sernhagen

EWALD Innovationstechnik GmbH,
Bad Nenndorf

VWR International GmbH, Life Sci-
ence Competence Center, Erlangen

VWR International GmbH, Life Sci-
ence Competence Center, Erlangen

VWR International GmbH, Life Sci-
ence Competence Center, Erlangen
Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der Rif3

Amica International GmbH, Asche-
berg

Merck KGaA, Darmstadt

Heathrow Scientific LLC, lllinois,
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, MUin-
chen
Mettler-Toledo GmbH, GieBen

Sartoirus AG, Géttingen

TFA Dostmann GmbH& Co. KG,
Wertheim-Reicholzheim
INTEGRA Bioscience GmbH, Bie-
bertal

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
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Pipette 100-1000ul  Eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg

plus
Pipette 2-200ul Eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg
plus
Pipette 0,1-2,5ul Eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg
plus
2.3 Programme
Tabelle 5 Programme
Programm Hersteller
Adobe Creative Suite CS4 Adobe Systems, San José, USA
AxioVision 4.8.2 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
CodonCode Aligner Version 4.2.7 CodonCode Corporation, Centerville,
USA
Ensembl http://www.ensembl.org/index.html
NCBI Gene https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/55130
PolyPhen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/in-
dex.shtml
SIFT http://sift.jcvi.org/
2.4 Primare Antikorper
Tabelle 6 Primare Antikérper (AK)
Bezeichnung Hersteller Konzentration
anti-DNAH10-  rabbit IgG  polyklonal  Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 500
AK holm, Schweden
anti-acety- mouse mono- Sigma-Aldrich Co. LLC, 1 zu 10000
liertes-a-Tubu- klonal St. Louis, USA
lin-AK
anti-DNAH14-  rabbit IgG  polyklonal Atlas Antibodies, Stock-
AK holm, Schweden
anti-DNAH11-  mouse mono- Prof. Zentgraf, DKFZ
AK (i-DNAH11  IgG klonal Heidelberg
(Subclones

29/2 and -/12))
anti-DNAH6- rabbit IgG  polyklonal  Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 400

AK holm, Schweden
anti-DNALI1- rabbit, affi- polyklonal Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 500
AK nity isola- holm, Schweden

ted

anti-WDR63- rabbit IgG  polyklonal Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 250
AK holm, Schweden
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anti-CCDC39

anti-WDR16

anti-RSPH4A

rabbit affi-  polyklonal  Sigma (prestige Antibo- 1 zu 300

nity puri- dies)

fied

rabbit polyklonal  Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 400
holm, Schweden

rabbit, affi- polyklonal Atlas Antibodies, Stock- 1 zu 400

nity puri- holm, Schweden

fied

2.5 Sekundare Antikorper

Tabelle 7 Sekundare Antikrper

Antikorper Hersteller Konzentration
goat anti-rabbit IgG (H+L) Life Technologies Ziege 1 zu 1000
Alexa Fluor 546 conjugate GmbH, Darmstadt
goat anti-mouse IgG (H+L)  Life Technologies Ziege 1 zu 1000
Alexa Fluor 488 conjugate GmbH, Darmstadt

2.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8 Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Dako
Deckglaser

Eppis, 1,5ml
Eppis, 5ml

Falcons, 15ml

Falcons, 50ml

Fettstift

Dako Fluorescence
Mounting Medium
Deckglaser fur Mikro-
skopie 24x50mm no.1
SafeSeal Gefa3 1,5mi

Eppendorf Tubes® 5.0
mL

Corning® CentriStar
TM 15ml Centrifuge
Tube

Corning® CentriStar
TM 50ml Centrifuge
Tube

Liquid Blocker

Handschuhe Vasco® sensitive, unsteriler pu-
derfreier Untersuchungshandschuh aus Na-

turlatex
Pasteurpipette

PCR-8er Streifen

Pasteurpipetten aus
Glas

Multiply® -uStrip Pro
8er Kette

Dako North America, Inc.,
Carpinteria, USA

Engelbrecht Medizin- und Labortech-
nik gmbh, Ederminde

Sarstedt AG&Co., Niimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Corning Incorporated, New York,
USA

Corning Incorporated, New York,
USA

Science Services GmbH, Miinchen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Brand GmbH + CO KG, Wertheim

Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
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Stripette 5mi
Pippettenspitzen
Sephadex Platte

Sephadex Lade-
platte
Tlcher

Objekttrager

Pipettenspitzen bi-
osphere
Pipettenspitzen bi-
osphere
Pipettenspitzen bi-
osphere
Pipettenspitzen bi-
osphere
Pippettenspitzen

Pippettenspitzen
Pippettenspitzen
Stripette 10ml
Stripette 25ml

PCR Platte
Sephadex Abdeck-
folie

Microtube Tough-
Spots
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Costar Stripette 5ml

Quality Pipette Tips
100-1000ul
Multiscreen®-HV, 96
Well-Plates
MultiScreen® Filtration
System, coumn loader
clean and clever Tu-
cher

Objekttrager ca.
76x26mm/3x1 inch Ge-
putzt/Gebrauchsfertig
Biosphere® Filter Tips
2-200ul

Biosphere® Filter Tips
0,1-10ul

Biosphere® Filter Tips
0,1-2,5ul

Biosphere® Filter Tips
100-1000ul

Quality Pipette Tips 2-
200ul

Quality Pipette Tips
2,5-10ul

Quality Pipette Tips
0,1-2,5ul

Costar Stripette 10ml

Costar Stripette 25ml

96 PCR-Platte randlos

Adhesive PCR Sealing
Foil sheets
Microtube Tough-Spots

Corning Incorporated, New York,
USA

Sarstedt AG&Go Nirmbrecht

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

IGEFA Handelsgesellschaft gmbH &
Co. KG, Ahrensfelde

Engelbrecht Medizin- und Labortech-
nik gmbh, Edermiinde

Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Sarstedt AG&Go Nirmbrecht
Sarstedt AG&Go Nirmbrecht
Sarstedt AG&Go Nirmbrecht
Corning Incorporated, New York,
USA

Corning Incorporated, New York,

USA
Sarstedt AG&Co, Nirmbrecht

Thermo Scientific

Diversified Biotech, USA
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3 Methoden

Zur Identifizierung isolierter Defekte von inneren Dynein-Armen wurde die
Immunfluoreszenzfarbung als Screening-Methode verwendet. Aufféllige Proben wurden
zur Gendiagnostik nach KéIn gesendet und die dort im Whole Exome Sequencing
gefundenen Mutationen mittels PCR und Sanger Sequencing bestéatigt. Die in dieser
Arbeit angewandten Methoden der IF-Farbung, der PCR und des Sanger Sequencings
sind im folgenden Abschnitt beschrieben.

3.1 Immunfluoreszenzfarbung (IF)

3.1.1 Prinzip

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Detektion und Lokalisation von Proteinen in
Zellen. Der Mechanismus beruht auf der Spezifitdt von Antigen-Antikérper-Bindungen.
An das zu detektierende Protein bindet ein spezifischer primarer Antikdrper. Der primare
Antikérper wird dann mit einem sekundaren, mit fluoreszierenden Farbstoff markierten
Antikdrper detektiert. Das Fluoreszenzmikroskop regt den fluoreszierenden Farbstoff
durch Licht einer spezifischen Wellenlange an (Excitation) und erfasst das emittierte
Licht, so dass der Nachweis des Antigens in den Zellen mdglich ist. Hierbei wird die
direkte von der indirekten Immunfluoreszenzfarbung unterschieden. Die direkte
Immunfluoreszenzfarbung wird heutzutage kaum noch angewendet und bezeichnet die
Verwendung von nur einem mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérper, der an das
Antigen bindet. Bei der indirekten Immunfluoreszenzfarbung wird der primare von dem
sekundaren Antikdrper unterschieden. Der primare Antikdrper bindet direkt an das
Antigen, ist jedoch nicht mit dem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Erst der sekundére
Antikérper, welcher wiederum gegen den Wirt des primaren Antikdrpers gerichtet ist, ist
mit dem Farbstoff gekennzeichnet.

3.1.2 Monoklonale Antikérper

Zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern werden Plasmazellen aus zuvor
immunisierten Tieren, meist Mausen, entnommen und mit Myelomzellen fusioniert. Die

entstehenden Hybridomazellen produzieren in vitro eine unbegrenzte Menge von
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Antikérpern. Da monoklonale Antikérper aus der selben sich fortwahrend teilenden
Hybridomazelle entstehen, erkennen sie auch nur ein Epitop auf dem Antigen und sind
damit hochspezifisch (64).

3.1.3 Polyklonale Antikorper

Die Gewinnung von polyklonalen Antikdrpern ist weniger zeitaufwéndig. Hier wird einem
zuvor immunisierten Tier, haufig Kaninchen, Blut entnommen. Die Antikérper aus dem
Serum werden extrahiert. Ein Antigen hat mehrere Epitope, gegen die das immunisierte
Tier jeweils Antikérper bildet. So entsteht eine Mischkultur, die in ihrer Gesamtheit den
polyklonalen Antikérper darstellt. Damit ist zwar gewahrleistet, das auch kleinere Peptide
mit weniger Epitopen erkannt werden, allerdings ist ebenfalls das Risiko einer
unspezifischen Bindung wesentlich erhéht (64).

3.1.4 Durchfihrung

Mit Einverstédndnis der Patienten wurden respiratorische Epithelzellen mittels nasaler
Burstenbiopsie enthommen und in ein Zellkulturmedium gegeben (RPMI). Danach
wurden die Proben auf einen Objekttrager aufgetragen, luftgetrocknet und bei -80°C bis

zur weiteren Verwendung eingefroren.

Die IF-Farbung wurde anhand des Standardprotokolls des Labors durchgefiihrt. Zur
besseren Detektion von Pathologien wurden in diesem Projekt jeweils zwei primare und
zwei sekundére Antikdrper verwendet. Der primare monoklonale Maus-Antikérper anti-
a-Tubulin farbte als Kontrolle das gesamte Zilium, so dass mithilfe des zweiten
polyklonalen Kaninchen-Antikérpers gegen das jeweilige gesuchte Antigen nicht nur das
Fehlen des Proteins, sondern auch dessen inkomplette Auspragung detektiert werden
konnte. Als sekundare fluoreszierende Antikérper wurden Ziege-anti-Maus- und Ziege-
anti-Kaninchen-Antikérper genutzt. Nach dem Auftauen der Objekitrager wurden die
Zellen zunéachst fur 5 Minuten mit 1X isotonischer phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen. Dies minimiert die Hintergrundféarbung und verbessert so die Qualitat der
IF-Farbung. AnschlieBend wurden die Zellen mittels 4% Paraformaldehyd (PFA) fir 15
Minuten fixiert. PFA ist ein Vernetzungsmittel, welches Uber Aminogruppen ein
Antigennetzwerk bildet. Da dies allerdings auch die Bindung des Antikérpers an das
Antigen erschwert, ist bei Verwendung von PFA ein Permeabilisierungsschritt
notwendig. Nach zweimaligen finfminitigen Waschschritten mit 1X PBS wurde dieser
mit 2% Triton-X-100 fur 10 Minuten durchgeflihrt. Danach wurden die Zellen dreimal kurz
mit 1X PBS gewaschen und 1% Magermilch (gelést in 1X PBS) tber Nacht bei 4°C
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aufgetragen. Dies dient der Blockierung unspezifischer Antigene und stellt so die
Spezifitat der Antikérperbindung sicher.

Am darauf folgenden Tag wurden die beiden primaren Antikdrper in ihrer spezifischen
Konzentration in 200ul 1% Magermilch geldst und inkubierten fir vier Stunden bei
Raumtemperatur. Die Zellen wurden dann 6 Mal innerhalb von 30 Minuten mit PBS
gewaschen. Es folgte die 30-mindtige Inkubation mit den beiden sekundéren
Antikérpern, jeweils 1:1000 in 200ul 1% Magermilch geldst. Nach erneuten 5-6 maligen
Waschschritten in 30 Minuten mit PBS wurden die Zellkerne angefarbt. Dazu wurde 10
Minuten lang Hoechst 33342, 1:1000 in 200ul 1X PBS geldst, aufgetragen. Im Anschluss
an drei weitere funfminltige Waschschritte wurde mit DAKO Aqueous mounting medium
gedeckelt.

Die Objekttrager wurden dann mit dem Zeiss Apotome Axiovert mit einem 63x Objektiv
mikroskopiert und die aufgenommenen Bilder schlieBlich mit der Software Axiovision
4.8.2. ausgewertet.

3.2 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

3.2.1 Prinzip

Durch die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist es mdglich DNA innerhalb von
kirzester Zeit zu vervielféltigen. Hierzu werden zu der Ausgangs-DNA (Template) eine
thermostabile DNA-Polymerase, zwei passende Oligonucleotidprimer, Puffer, MgCl. und
Nucleotide gegeben. Der Puffer dient dazu, das pH-Optimum der Polymerase (>8)
herzustellen. In der PCR-Maschine werden die Proben dann zunéchst auf 94°C erhitzt,
wodurch sich die Strdnge der Template-DNA auftrennen. Daraufhin folgt der
Annealingschritt, in dem die Oligonucleotidprimer sich an die einzelstrangige Template-
DNA anlagern. Die Temperatur des Annealingschritts kann je nach Temperaturoptimum
der benutzten Primer verandert werden (57). Der sich anschlieBende Elongationsschritt
wird bei 72°C durchgeflhrt, dem Temperaturoptimum der DNA-Polymerase. Diese
verlangert nun die Primer, bis die zu amplifizierenden DNA-Abschnitte erneut
doppelstrangig vorliegen. Der Zyklus wird wiederholt, wobei sich die DNA-Abschnitte pro
Zyklus um den Faktor 1,6-1,7 vervielfachen. Die einzelnen Schritte sind in ihrer Dauer

variabel.
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3.2.2 Primerdesign

Die Primer wurden mit NCBI Primer-BLAST designt. Um eine ausreichende Spezifitat
bei gleichzeitiger Stabilitdt zu gewéahrleisten, wurde darauf geachtet, dass die Lange der
Primer 18-22 Basenpaare betrégt. Abhangig von der Konzentration an Guanin (G) und
Cytosin (C) ist die Schmelztemperatur. Die GC-Konzentration sollte zwischen 50-60%
und die Annealingtemperatur zwischen 50-70°C liegen (57). Aufgrund der Ausbildung
von drei Wasserstofforiickenbindungen sind Guanin und Cytosin-Bindungen
thermodynamisch stabiler. Um die Stabilitédt der Primerbindung zu gewéhrleisten wurde
hier darauf geachtet, dass die Primer mdglichst auf Guanin oder Cytosin enden (12).
AuBerdem sollten sich die Primer mindestens zwanzig Basenpaare vor bzw. hinter dem

zu codierenden Exon anlagern.

3.2.3 Durchfihrung

Durch Zugabe der spezifischen Menge HPLC-Grade H>O (Herstellerangaben) wurden
die Primer aufgeldst und dann bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die
Patienten-DNA wurde in einer Konzentration von 500ng in 50ul HPLC-Grade H-O
verdinnt. 10ul Primer wurden in 90ul HPLC-Grade H>O gel6st (Konzentration 1:10,
10pmol/ul). Der Grundstock des Mastermix bestand aus 10ul Puffer, 3ul MgClz, 3ul
dNTPs, 0,3ul Polymerase und 22,7ul HPLC-Grade H>O. Dieser wurde mit der Anzahl
der Proben multipliziert und in ein autoklaviertes 1,5ml Eppendorfgeféal3 pipettiert. In
autoklavierte Achterstreifen wurden je 3pl der Patienten-DNA pipettiert sowie 4l des
jeweiligen Forward- und 4pul des Reverse-Primers. AuBerdem wurden 39ul des
Mastermix hinzugeftgt. AnschlieBend wurden die Proben in die PCR-Maschine gegeben
und das Standardprogramm des Labors durchgefuhrt (Tabelle 9).

Tabelle 9 PCR-Programm des Labors

Schritt Temperatur | Dauer

Initiale Denaturierung | 94°C 3 Minuten

Denaturierung 94°C 30 Sekunden

Annealing 60°C 30 Sekunden 32 Zyklen
Elongation 72°C 1 Minute

Finale Elongation 72°C 10 Minuten

Kihlung 4°C o0




Methoden 27

3.3 Gradienten-PCR

Zur exakten Bestimmung der optimalen Temperatur des Annealingschrittes der
jeweiligen Primer wurde eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde eine PCR nur
mit Gesundkontrollen-DNA pipettiert, die zu untersuchenden Primer hinzugegeben und
in der PCR-Maschine ein Temperaturgradient von 5°C Uber acht Proben verteilt

eingestellt.

3.4 Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR wurde zur Uberpriifung deren Erfolgs eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt.

3.4.1 Prinzip

Ein Agarosegel wird in eine Gelelektrophoresekammer gelegt und diese mit Tris-Borat-
EDTA-(TBE)-Puffer aufgefullt . AnschlieBend wird das Agarosegel mit den Proben aus
der PCR beflllt und die Kammer unter Strom gesetzt. Da die Kammer aus einer Kathode
und einer Anode besteht, wandern die negativ geladenen DNA-Molekiile gleicher GréBe
Richtung Anode. Das im Gel enthaltene Ethidumbromid interkaliert mit der DNA und
macht die Banden so unter UV-Licht sichtbar.

3.4.2 Durchfiuhrung

Als Gel wurde ein 2% Agarosegel, bestehend aus 3g Agarose, 150ml TBE und 4 Tropfen
Ethidiumbromid verwendet. Zu 5ul der Proben aus der PCR wurde 3pl Loading Dye (5x
Green GoTaq Flexi Buffer) gegeben und diese 8ul in die Geltaschen pipettiert. Als
Marker wurde der 100bp GeneRulerPlus genutzt, von welchem 5ul in die erste Tasche
gegeben wurde. Das Gel lief dann bei 110 Volt fir ca. 45 Minuten. AnschlieBend wurden
die DNA-Banden im Geldokumentationssystem sichtbar gemacht.
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3.5 Whole Exome Sequencing

Zur Identifikation von mdglichen Mutationen wurde die DNA auffalliger Patienten zum
Cologne Center for Genomics (CCG) zum Whole Exome Sequencing geschickt. Die dort

gefundenen Mutationen wurden mittels Sanger-Sequenzierung Uberpriift.

3.6 Sanger-Sequenzierung

3.6.1 Prinzip

Das Prinzip der Sanger-Sequenzierung dhnelt dem der PCR. Die Forward- und Reverse-
Primer werden allerdings jeweils einzeln in ein Tube gegeben, so dass pro verwendeter
Probe zwei Ansatze entstehen. Zusatzlich zu den vier 2-Desoxynucleotiden werden
auBerdem vier mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte 2,3-
Didesoxynucleotide verwendet. Bei diesen fehlt jeweils die Hydroxyl-Gruppe des dritten
C-Atoms der Ribose, an die normalerweise das néchste Nucleotid anknupfen wirde.
Wahrend des Sequenzierungs-PCR-Programms bricht die Elongation des Strangs daher
ab und es entstehen nach dem Zufallsprinzip viele DNA-Fragmente unterschiedlicher
Lange. Die Basenendung der Fragmente ist dabei von dem jeweils eingebauten 2,3-
Didesoxynucleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) abhangig. Wahrend der
Elektrophorese werden die Fluoreszenzfarbstoffe dann mittels eines Lasers angeregt
und das emittierte Licht gemessen, so dass eine Aufschllsselung der Basensequenz
maoglich ist. Zur Verminderung des Hintergrunds durch nicht eingebaute Primer oder
Nucleotide wird der Ansatz im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR aufgereinigt und
die Proben auf ein Dextran-Epichlorhydrin-Copolymer-Gel (Sephadex) gegeben.

3.6.2 Durchfiuhrung

Zunachst wurden die DNA-Proben aus der PCR mit ExoSap-IT® aufgereinigt, um die
dort enthaltenen tbriggebliebenen Primer und Nucleotide auszuwaschen. Dazu wurden
zu 3ul der DNA-Proben 1,5ul ExoSap-IT® pipettiert. Das darauffolgende PCR-
Programm bestand aus 15 Minuten bei 37°C und 80°C flrr erneute 15 Minuten.

Im Anschluss wurde eine Sequenzierungs-PCR durchgefiihrt. Hierzu wurden zu den
zuvor pipettierten 4,5ul 1yl des jeweiligen Primers (Foward oder Reverse), 0,75ul Big
Dye (2,3 Didesoxynukleotide mit Fluoreszenzfarbstoff markiert), 2ul Seq Puffer und
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1,75ul HPLC-Grade H20 gegeben. Danach wurde das Sequenzierungs-PCR-Programm
des Labors durchgefihrt (Tabelle 10).

Tabelle 10 Sequenzierungs-PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer

Denaturierung 96°C 2 Minuten

Denaturierung 50°C 5 Sekunden

Annealing 60°C 2 Minuten 25 Zyklen
Elongation 94°C 10 Sekunden

Cooling 14°C 0

Das pulverisierte Dextran-Epichlorhydrin-Copolymer (Sephadex) wurde auf eine
Sephadex-Platte aufgetragen und nach Zugabe von 300ul HPLC-Grade-H2O fir drei
Stunden quellen gelassen. Nach 5-mindtiger Zentrifugation der Platte bei 2200 rpm
wurden die Proben aus der Sequenzierungs-PCR aufgetragen, 20ul HPLC-Grade-H-O
hinzugefigt und die Platte erneut fir 5 Minuten bei 2200 rpm abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Proben an das Zentrallabor des Uniklinikums Mdunster
gegeben. Die dort ermittelteten Sequenzen wurden mittels Codon Code Aligner

ausgewertet.
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4 Patientenkohorte

Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation von isolierten IDA-Defekten. Daher wurden
Patienten, bei denen bereits Auffalligkeiten im ODA-Komplex, den Radialspeichen, den
Nexin-Bricken oder dem zentralen Mikrotubulus-Paar festgestellt worden waren, aus
der Kohorte ausgeschlossen. In Frage kamen somit nur solche Patienten, die zwar den
klinischen Phéanotyp einer PCD zeigten, bei denen aber alle bisher durchgefihrten
Screening-Farbungen auf die haufigsten PCD-Mutationen unaufféllig waren. Unter
diesen Voraussetzungen ergab sich aus der vorherigen Patientenanzahl von 4779 eine
Kohorte mit 421 Patienten. Bei 202 (48%) dieser 421 Patienten war DNA-Material durch
vorherige Blutabnahmen vorhanden, weshalb diese fir eine mdgliche Gendiagnostik im

Anschluss an die Immunfluoreszenzfarbung in Frage kamen (Abbildung 9).

Patientenkohorte

202 (48%)

= mit DNA = ohne DNA

Abbildung 9 Haufigkeit von DNA-Material in der Patientenkohorte

In der aus 421 Patienten bestehenden Kohorte, war bei 219 (52%, blau) kein DNA-Material vorhanden, bei
202 (48%, orange) war DNA-Material zur genetischen Untersuchung vorhanden.
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5 Ergebnisse

Die Patientenproben wurden zunéchst mit einem Antikdrper gegen DNAH10 zur Unter-
suchung der 11-Komponente gefarbt. Hierbei ergaben sich 82 auffallige Proben. Da bei
37 dieser 82 Patienten geniigend DNA-Material fir eine anschlieBende Gendiagnostik
vorhanden war, wurden diese 37 gegen DNALI1 und DNAH6 gefarbt. Im Anschluss
wurde DNA-Material von zehn der 37 Patienten zur Gendiagnostik nach KéIn und DNA-
Material von 23 Patienten in das Institut fir Humangenetik Miinster gesendet. Die in K&In
gefundenen Mutationen wurden mittels Sanger Sequenzierung bestétigt. Die detaillier-

ten Ergebnisse sind im folgenden Abschnitt beschrieben.

5.1 Immunfluoreszenz-Farbung

In dieser Arbeit wurde der Antikdrper gegen DNAH10 genutzt, um die Patientenproben
auf Auffélligkeiten der 11-Doméne zu Uberprifen (Abbildung 11) 94 der 421 Patienten-
proben waren bereits zuvor von Anja Matter gegen DNAH10 gefarbt, aber nicht abschlie-
Bend analysiert worden. Bei den restlichen 327 Patienten wurde eine Immunfluoreszenz-
farbung geman dem Standardprotokoll des Labors durchgefihrt. Zur weiteren Untersu-
chung wurden nur Proben ausgewahlt, die bei der hochauflésenden IF-Mikroskopie auf-
fallig waren, bei denen das DNAH10-Protein also entweder fehlte oder nur unvollstandig
ausgepragt war (Abbildung 10). Dies war bei 82 (19%) der 421 mikroskopierten Patien-

tenproben der Fall.

Anzahl der DNAH10-auffalligen Patienten und DNA

339; 81% <82; 19%

= Unauffallige Patientenproben Patientenproben ohne DNA Patientproben mit DNA

Abbildung 10 Anzahl der DNAH10-auffélligen Patienten

In der Kohorte mit 421 Patienten waren 339 Patientenproben unaufféllig. Bei den 82 auffélligen Patienten-
proben war bei 45 kein DNA-Material vorhanden. Bei 37 Patienten lag DNA-Material zur weiteren Untersu-
chung vor.
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Control

Abbildung 11 Beispielféarbung mit dem anti-DNAH10 AntikSrper

Der anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper farbt das Axonem griin. A: anti-DNAH10-Farbung einer Kontrolle
mit regelrechter zilidrer Farbung durch den anti-DNAH10-Antik6rper (rot). B: Anti-DNAH10-Beispielfarbung
der Zilie eines PCD-Patienten. Es lasst sich kein DNAH10 im Zilium detektieren. Merge=Uberlagerung bei-

der Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit
Hoechst 33342 geférbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10um.

Bei 37 (45%) der 82 DNAH10-auffélligen Patienten war DNA-Material in ausreichender
Menge zur Gendiagnostik verfigbar. Diese 37 wurden anschlieBend jeweils mit einem
polyklonalen anti-DNALI1-Antikérper und einem polyklonalen anti-DNAH6-Antikdrper
gefarbt.

Zur Uberpriifung auf Abnormalitdten der p28-assoziierten Isoformen wurde der
polyklonale anti-DNALI1-Antikérper verwendet (Abbildung 12).

.
..

Abbildung 12 Beispielfarbung mit dem anti-DNALI1 Antikérper

Der anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper farbt das Axonem griin. A: anti-DNALI1-Farbung einer Kon-
trolle mit regelrechter zilidrer Farbung durch den anti-DNALI1-Antikdrper (rot). B: Anti-DNALI1-Beispiel-
farbung der Zilie eines PCD-Patienten. Es lasst sich kein DNALI1 im Zilium detektieren. Merge=Uberla-
gerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne
(blau) wurden mit Hoechst 33342 geférbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10um.
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Zur Uberpriifung der Centrin-assoziierten Isoformen wurde im Anschluss eine Farbung
mit dem polyklonalen anti-DNAH6 Antikdrper durchgefiihrt (Abbildung 13).

Patient

Abbildung 13 Beispielfarbung mit dem anti-DNAH6 Antikérper

Der anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper farbt das Axonem griin. A: anti-DNAH6-Farbung einer Kon-
trolle mit regelrechter zilidrer Farbung durch den anti-DNAH6-Antikérper (rot). B: Anti-DNAH6-Bei-
spielfarbung der Zilie eines PCD-Patienten. Es lasst sich kein DNAH6 im Zilium detektieren.
Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren.
Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10um.

Die Farbergebnisse aus der anti-DNAH10-, anti-DNALI1- und anti-DNAH6-Farbung
lieBen sich in vier Auffalligkeitsgruppen unterteilen (Tabelle 11). Hierbei waren 18
Proben in allen IDA-Isoformen auffallig und wurden damit der Gruppe 1 zugeordnet
(49%). 5 Proben waren nur DNAH10-aufféllig und zahlten daher zur Gruppe 2 (13%).
Gruppe 3 bestand aus 11 Patienten, die DNAH10- und DNAH6-auffallig waren, bei
denen die DNALI1-Farbung sich aber als normal herausstellte (30%). In der Gruppe 4
war nur die DNAH6-Farbung unaufféllig, DNAH10 und DNALI1 waren aufféllig. Dieser
Gruppe wurden 3 Patienten zugeordnet (8%) (Abbildung 14).

Tabelle 11 Einteilung der Gruppen der Féarbeergebnisse

Gruppe 1 18 Patienten | Gruppe 2 5 Patienten
DNAH10 Auffallig DNAH10 Auffallig
DNALI1 Auffallig DNALI1 Normal
DNAH6 Auffallig DNAH6 Normal
Gruppe 3 11 Patienten | Gruppe 4 3 Patienten
DNAH10 Auffallig DNAH10 Auffallig
DNALI Normal DNALI1 Auffallig
DNAH6 Auffallig DNAH6 Normal
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Gruppen der Farbeergebnisse

18; 49%

m Gruppel = Gruppe3 = Gruppe?2 Gruppe 4

Abbildung 14 Verteilung der Gruppen der Farbeergebnisse
Dargestellt ist die Verteilung der Patienten entsprechend der Farbeergebnisse aus der IF-Farbung in die
vier Auffalligkeitsgruppen. Von 37 Patienten wurden 18 Patienten (49%) der Gruppe 1 zugeteilt (blau), 11

Patienten (30%) der Gruppe 3 (rot), 5 Patienten (13%) der Gruppe 2 (grau) und 3 Patienten der Gruppe 4
(8%) (gelb).

5.2 Whole Exome Sequencing

Zehn der 37 auffalligen Proben, bei denen DNA-Material vorhanden war, wurden zum
Whole Exome Sequencing zum CCG nach KdIn gesendet. 23 weitere DNA-Materialien
wurden in das Institut fir Humangenetik Minster gegeben, um mégliche Mutationen in
bereits bekannten PCD-Genen zun&chst ausschlieBen zu kénnen. Hier wurden bei 19
Patienten keine Mutationen in bereits bekannten PCD-Genen gefunden. Bei den
restlichen vier Patienten besteht der Verdacht auf eine RPGR-, eine HYDIN-, sowie zwei
DNAH11-Mutationen. Bei den zehn zum Whole Exome Sequencing gesendeten DNA-
Proben ergaben sich zwei DNAH11-Mutationen (homozygot und heterozygot), zwei
heterozygote DNAH14-Mutationen, eine heterozygote DNAH6-, eine heterozygote
DNAH10-, und eine homozygote LRRC31-Mutation. Bei vier weiteren wurde eine
genauere Varbank-Analyse durchgefihrt, da potenzielle krankheitsverursachende
Genmutationen nicht auf Anhieb gefunden werden konnten. Die genauen Mutationen,
sowie die Klinik der Patienten sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 12 Ergebnisse des WES und Klinik der untersuchten Patienten. FG=Farbegruppe

Patient Mutation FG Klinik
OP-2173 111 DNAHG6: ?
c.9436A>G, p.S3246G (het.)
OP-1534 111 DNAH11: rezidivierende Otitis media mit
c.7943T>G, p. F2648S (hom.) Perforation, rezidivierende
Sinusitis, rezidivierende
Pneumonie, Bronchiektasen,
obstruktive Stérungen
OP-2323 111 DNAH11: chronische Sinusitis,
€.11224-2A>G (het.), chronische Mittelohrprobleme,
€.2965C>T, p.R989* (het.), Bronchitis, feuchter Husten,
c.8276A>T, p.D2759V (het.) Bronchiektasen
OP-1759 111 DNAHG6: rezidivierende Otitis media,
c.6502A>T, p.M2168L (het.) obstruktive Stérungen
OP-2055 111 Varbank rezidivierende Otitis media,
rezidivierende Sinusitis,
rezidivierende Pneumonie,
obstruktive Stérungen,
Adenoide, Asthma, chronische
Bronchitis
OP-2168 111 Varbank rezidivierende Otitis media,
rezidivierende Sinusitis,
rezidivierende Pneumonie,
offenes Foramen ovale mit
Spontanverschluss
OP-2188 111 Varbank Chronische Bronchitis
OP-1521111 DNAH10: rezidivierende Pneumonie,
c.12718G>Y, p.E4240* (het.) ausgepragte Bronchiektasen,
obstruktive Stérungen, bisher
unerflllter Kinderwunsch
OP-1733 111 LRRC31: Situs Inversus, kongenitale

c.1467_1468del(C)2insC,

kardiale Malformationen
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p. L490Ffs*20 (hom.)

OP-2371 111 DNAH14: 3 Situs ambiguus, Ventrikel
c.4857_4860delAATT, Septum Defekt, chronischer
p.11620Rfs*, Husten

c.10012G>A, p.G3338R (het.)

5.3 Sanger Sequenzierung und weitere IF-Farbungen

5.3.1 OP-2323 lI1 und OP-1534 II1

OP-2323 11 und OP-1534 111 wurden ihren Farbeergebnissen aus der
Immunfluoreszenzfarbung entsprechend der Gruppe 1 zugeordnet, in der die IF-
Mikroskopie fir DNAH10, DNALI1 und DNAHG6 auffallig war (Abbildung 15 und Abbildung
16).
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OP-2323 11

OP-2323I1
OP-2323111

Abbildung 15 IF-Farbeergebnisse von OP-2323 |11

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefihrt. OP-2323 1l1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10 (B), der anti-
DNALI1 (D) und der anti-DNAH6-Farbung (F). Zum Vergleich sind Kontrollfarbungen der jeweiligen Antikor-
per dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Pro-

teine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht
10 um.
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Control

OP-1534 i1

OP-1534 i1

OP-1534 111

.

F

£
Merge

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefiihrt. OP-1534 111 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10 (B), der anti-
DNALI1 (D) und der anti-DNAH6-Farbung (F). Zum Vergleich sind Kontrollfarbungen der jeweiligen Antikor-
per dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Pro-
teine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht
10 ym.

Abbildung 16 IF-Farbeergebnisse von OP-1534 |11
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Ein Whole Exome Sequencing durchgefiihrt in Kéln ergab drei heterozygote DNAH11-
Mutationen bei OP-2323 II1 und eine homozygote DNAH11-Mutation bei OP-1534 II1.
Die DNAH11-Mutationen wurden im Anschluss mittels Sanger-Sequenzierung bestatigt
(Abbildung 17).

A B C

¢.7953T>C, p.F2641S thom.}

OP-1534 OF-2323

n

OP-1534111

D E

€2965C>T pRIBI* (het.) ¢.11224-2A>G (het))

wr NV
< G TG cjca ; 3 GC [ 5
QM| N|R|[I]|A]|T
0P-2323 11 ]\ f!{‘ le \ ﬁ\ ” & 0p-2323 1 0P-2323 11
< G TG coTe 1:‘ VG( C . T TTTC CCAGGIG C T|ITT T <
Q| M[N|[R&*| I/ | AT/ Intron A |F N

Abbildung 17 DNAH1 1-Mutationen und Stammb&ume von OP-1534 II1 und OP-2323 |1

Abgebildet sind die Stammb&aume sowie die mittels Sanger-Sequenzierung bestatigten DNAH1 1-Mutationen
von OP-1534 |11 und OP-2323 II11. A: Stammbaum von OP-1534 |I1. B: Stammbaum von OP-2323 II1. C:
Mutation von OP-1534: Exon 49, Mutation: ¢.7953T>C F2641S. D-F: Mutationen von OP-2323 1I1: D: Exon
15, Mutation ¢.2965C>T p.R989*, E: Exon 69, Mutation c.11224-2A>G. F: Exon 50, ¢.8276A>T, p.D2759V

OP-1534 111 wurde auBerdem mit einem monoklonalen Antikdrper gerichtet gegen
DNAH11 geféarbt. Dies wurde in Kombination mit einem anti-RSPH4A-Antikdrper als
axonemalen Marker durchgefihrt. Diese IF-Farbung war ebenfalls auffallig und
bestétigte so die gefundene DNAH11-Mutation auch in der Farbung (Abbildung 18).
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Control

OP-1534 i1

B

Abbildung 18 anti-DNAH11-Farbung von OP-1534 II1

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit anti-RSPH4A als axonemalem Marker durchgefiihrt. A: Zum
Vergleich ist eine Kontrollfarbung gegen DNAH11 dargestellt. Hier ist deutlich die proximale Féarbung des
anti-DNAH11-Antik6rpers zu sehen. B: OP-1534 IlI1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-
DNAH11-Farbung. Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine

kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10
pm.

5.3.2 OP-21731I1

OP-2173 111 wurde gemaB den Farbeergebnissen der IF-Farbung der Gruppe 1
zugeordnet (Abbildung 19). Im Whole Exome Sequencing wurde ein heterozygoter
Basenaustausch im DNAH6-Gen gefunden. Die méglichen Folgen dieser Mutation
werden im SIFT und Polyphen als schadlich angegeben.



Ergebnisse 41

OoP-2173111 ,
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OP-21731I1

Abbildung 19 IF-Farbeergebnisse von OP-2173 11

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefihrt. OP-2173 1l1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10 (B), der anti-
DNALI1 (D) und der anti-DNAH6-Farbung (F). Zum Vergleich sind Kontrollfarbungen der jeweiligen Antikor-
per dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Pro-
teine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht
10 um.
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5.3.3 OP-17591I1

Bei OP-1759 11, dessen Farbungen ebenfalls der Gruppe 1 zugeordnet wurden
(Abbildung 20), ergab das Whole Exome Sequencing einen heterozygoten
Basenaustausch im DNAH6-Gen. Auch dieser wurde von SIFT und Polyphen als
krankheitsverursachend eingeordnet, misste allerdings im Sanger Sequencing noch
bestétigt werden. Inwieweit er wirklich krankheitsverursachend ist, lasst sich au3erdem
nicht hinreichend beurteilen.
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Control

OP1759111

Control

OP1759 Ii1

Abbildung 20 IF-Farbeergebnisse von OP-1759 II1

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper als axonemalem
Marker durchgefiihrt. OP-1759 II1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10 (B), der anti-
DNALI1 (D) und der anti-DNAH6-Farbung (F). Zum Vergleich sind Kontrollfarbungen der jeweiligen Antikérper
dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine
kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Der MafBstabsbalken entspricht 10

pm.
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5.3.4 OP-1521 111

Bei dem zu Gruppe 2 (nur DNAH10-auffallig) zugeordneten OP-1521 111 (Abbildung 22)
lieB sich im Whole Exome Sequencing eine heterozygote DNAH10-Mutation finden
(Abbildung 21). Diese lie3 sich mittels Sanger-Sequenzierung bestatigen. Im Anschluss
an die Sanger-Sequenzierung wurden eine Coverage- sowie eine IGV-Analyse
durchgefiihrt, um andere eventuell krankheitsverusachende Mutationen ausschlieBen zu
kénnen. Die gefundene DNAH10-Mutation blieb dabei starkster Kandidat. Zur weiteren
Uberpriifung wurden Patientenproben zum Whole Genome Sequencing gegeben. Die
Ergebnisse fehlten jedoch noch beim Abschluss dieser Arbeit.

A B

OP-1521 ¢.12718G>Y, p.E4240* {het.)

11 Q

OP-152111

N/

C'GCTTC
R/ | F/

CT6G
L

G

E E/*

Abbildung 21 Stammbaum und DNAH10-Mutation von OP-1521 |1

Abgebildet ist der Stammbaum und die mittels Sanger-Sequenzierung bestatigte DNAH10-Mutation von OP-
1521 [I1 A: Stammbaum von OP-1521 li1 B: DNAH10-Mutation: Exon 74, ¢.12718G>Y, p.E4240*.
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OP-1521 111

Control

OP-1521 111
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Abbildung 22 IF-Farbeergebnisse von OP-1521 111

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefihrt. OP-1521 1l1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10-Farbung (B).
Die anti-DNALI1 und die anti-DNAH6-Farbung waren unauffallig (D und F). Zum Vergleich sind Kontrollfar-
bungen der jeweiligen Antikdrper dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Far-
bung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 gefarbt.

Der MaBstabsbalken entspricht 10 ym.
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5.3.5 OP-23711I1

GemaB den Farbeergebnissen lieB sich OP-2371 [11 der Gruppe 3 zuordnen, womit
DNAH10 und DNAH®6 aufféllig sind, DNALI1 jedoch normal ist (Abbildung 23).
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Abbildung 23 IF-Farbeergebnisse von OP-2371 111

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefihrt. OP-2371 |1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10 (B) und der anti-
DNAH6-Farbung (D), die anti-DNALI1-Farbung war unauffallig (F). Zum Vergleich sind Kontrollfarbungen
der jeweiligen Antikdrper dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe Farbung be-
deutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 geférbt. Der
MaBstabsbalken entspricht 10 pm.
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Im Whole Exome Sequencing wurden zwei DNAH14-Mutationen gefunden. Beide lieBen
sich mittels Sanger-Sequenzierung bestatigen (Abbildung 24). Aufgrund fehlender DNA
der Eltern von OP-2371 Il1 konnte eine Segregationsanalyse zur Bestétigung einer
compound-Heterozygotie der DNAH14-Mutationen nicht durchgefihrt werden. Der
Versuch die DNAH14-Mutation mittels IF-Farbung nachzuweisen, schlug fehl, da zwei
unterschiedliche anti-DNAH14 Antikdrper jeweils nur ungenliigende Farbeergebnisse bei

Gesundkontrollen zeigten.

A B C

OP-2371
€10012G>A, p.G3338R (het) €.4857_4860delAATT, p.l1620Rfs* (het)

WT
h]

OP-237111

i

Abbildung 24 Stammbaum und DNAH14-Mutationen von OP-2371 |1

Dargestellt sind die beiden mittels Sanger-Sequenzierung bestatigten DNAH714-Mutationen, sowie der
Stammbaum von OP-2371 1I1. A: Stammbaum von OP-2371 II1 B: heterozygote Mutation in Exon 65
¢.10012G>A, p.G3338R C: heterozygote Mutation in Exon 30, c.4857_4860delAATT, p.11620Rfs*.

5.3.6 OP-17331I1

OP-1733 II1 ist ein consanguiner Patient (Abbildung 25 A), dessen Farberergebnisse
der Gruppe 2 zugeordnet wurden, bei der nur DNAH10 auffallig ist (Abbildung 26). Im
Whole Exome Sequencing wurde eine homozygote LRRC31-Mutation (Deletion,
Abbildung 25, B) gefunden, die sich mittels Sanger-Sequenzierung bestatigen liel3.
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OP-1733

c.1467delC, p. L490Ffs*20 (hom.)

WT
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Abbildung 25 Stammbaum und LRRC31-Mutation von OP-1733

Abgebildet sind der Stammbaum sowie die mittels Sanger-Sequenzierung bestatigte LRRC31-Mutation von
OP-1733 111 A: Stammbaum von OP-1733 |11 B: Homozygote LRRC31-Mutation: Exon 9, ¢.1467delC,
p.L490Ffs*20
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Abbildung 26 Farbeergebnisse von OP-1733 II1

Die Farbungen wurden alle in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper als axonemalem
Marker durchgefihrt. OP-1733 1l1 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-DNAH10-Farbung (B).
Die anti-DNALI1-Farbung (D) und die anti-DNAH6-Farbung (F) waren unauffallig. Zum Vergleich sind Kon-
trollfarbungen der jeweiligen Antikérper dargestellt (A, C, E). Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe
Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 ge-
farbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10 pm.
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Um herauszufinden ob LRRC31 Einfluss auf den Zusammenbau der 11-Doméane hat,
wurde bei OP-1733 II1 eine Immunfluoreszenzfarbung gegen WDR63, dem humanen
Ortholog von IC140 der I1-Doméne durchgefiihrt. Diese Farbung war ebenfalls aufféllig
(Abbildung 27).

Control

OP-1733 111

Merge

Abbildung 27 anti-WDR63-Farbung von OP-1733 |1

Die Farbung wurden in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper als axonemalem Mar-
ker durchgeflihrt. A: Zum Vergleich ist eine Kontrollfarbung gegen WDR63 abgebildet. B: OP-1733 111 zeigte
ein negatives Farbeergebnis bei der anti-WDR63 Farbung. Merge=Uberlagerung beider Bilder. Die gelbe

Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit Hoechst 33342 ge-
farbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10 pm.

Zur weiteren Uberpriifung wurde eine Sanger-Sequenzierung mit allen fiinf Patienten
der Gruppe 2 auf alle neun Exone des LRRC31-Gens durchgefiihrt. Hierbei fanden sich
in den Exonen 1-4, 6 und 8 keine Mutationen. Die homozygote LRRC31-Mutation von
OP-1733 111 im Exon 9 wurde bestétigt. Im Exon 7 fand sich bei OP-1843 II1 ein seltener
heterozygoter Basenaustausch (c.1082G>A, p.E342K, Abbildung 28), der von SIFT und
PolyPhen als schadlich eingestuft wurde (SIFT: 0,02 deleterious; PolyPhen:0,951
probably damaging).

.1082G>A, p. E342K (het)

Abbildung 28 L RRC31-Mutation von OP-1843 |I1

Abgebildet ist die heterozygote LRRC31-Mutation von OP-1843 II1: Exon 7, Mutation: c.1082G>A, p.E342K.
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Die Untersuchung von Exon 5 war zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht abgeschlossen.
OP-1733 111 wurde im Anschluss von Lucas Wennemann mit einem anti-LRRC31-
Antikérper (1:200, in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikdrper)
gefarbt. Diese Farbung war ebenfalls aufféllig und bestatigt so die gefundene Mutation
(Abbildung 29).

Control

OP-1733 111

OP-1733 111

Abbildung 29 anti-LRRC31 Farbung von OP-1733 Il1

Die Farbung wurden in Kombination mit einem anti-acetyliertes-a-Tubulin-Antikérper als axonemalem
Marker durchgefihrt. A: Zum Vergleich ist eine Kontrollfarbung gegen LRRC31 abgebildet. B und C: OP-
1733 111 zeigte ein negatives Farbeergebnis bei der anti-LRRC31 Farbung. Merge=Uberlagerung beider
Bilder. Die gelbe Farbung bedeutet, dass beide Proteine kolokalisieren. Die Zellkerne (blau) wurden mit
Hoechst 33342 gefarbt. Der MaBstabsbalken entspricht 10 um. Farbung durchgefihrt von Lucas Wenne-
mann.

Basierend auf den von Diana Frank angefertigten RNA-Sequenzierungsdaten, wurden
zur Beurteilung der gewebespezfischen RNA-Expression von LRRC31 im V ergleich zu
den anderen IDA-Genen Heatmaps angefertigt (Tabelle 13). Diese zeigte aber, wie die
RNA-Expression von LRRC31 wahrend der Ziliogenese (Abbildung 30), keine
Korrelation.
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Gene Nasale Biopsie|Nasale Bio
LRRC31 2

DNAH10 16
DNALI1 Sl
DNAH6 30
Gene ALI-Kultur 1 |ALI-KuItur2 |Nasale Biopsie 1
LRRC31
DNAH10 3 28
DNALI1 51 g5
DNAH6 g 62

Tabelle 13 Heatmaps der gewebespezifischen RNA-Expression von LRRC31 im Vergleich zur Expression
der IDA-Gene

Die RNA-Sequenzierungsdaten wurden zu PPIH normalisiert. Die IDA-Gene DNAH10, DNAH6 und DNALI1
zeigten die stérkste Expression im Material nasaler Burstenbiopsien. In EBV-transformierten Lymphozyten
und in Blutzellen wurden die IDA-Genen hingegen kaum exprimiert. LRRC31 ist im Vergleich dazu zwar
ebenfalls schwach in EBV-infizierten Lymphozyten und in Blutzellen exprimiert, allerdings l&sst sich auch
kaum Expression im Material nasaler Burstenbiopsien nachweisen.

RNA Expression

60,00

590 ’/-

40,00
/ == RRC31
30,00 == DNAH10
== DNAH6
== DNALI1
20,00 /
10,00
000 :ﬁ/l ) .

T=0 T=1 T=3 T=15 T=30

relative Gen Expression normalisiert zu PPIH

Abbildung 30 RNA-Expression von LRRC31 im Vergleich zu IDA-Genen in ALI-Kulturen nasaler Biirsten-
biopsien wahrend der Ziliogenese

Die RNA-Sequenzierungsdaten wurden zu PPIH normalisiert und die Expression an finf verschiedenen
Zeitpunkten (T=0 bis T=30) gemessen. Die RNA-Expression bleibt bei den friihen Zeitpunkten (bis T=3)
niedrig. Ab T=3 steigt die RNA-Expression von DNAH10 steil an, die RNA-Expressionen von DNAH6 und
DNALI1 steigen ebenfalls, jedoch deutlich schwacher. Im Gegensatz dazu bleibt die RNA-Expression von
LRRC31 (rot) gleichbleibend sehr niedrig.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit sollten isolierte Defekte der inneren Dynein-Arme in einer Kohorte von
421 PCD-Patienten identifiziert werden. 82 Patientenproben erwiesen sich dabei als
auffallig und DNA-Material von zehn dieser 82 Patienten wurde zur Gendiagnostik nach
KéIn gesendet. Beim Whole Exome Sequencing fanden sich unter den zehn
Patientenproben eine homozygote LRRC31-Mutation, zwei heterozygote DNAH6-
Mutationen, eine heterozygote DNAH10-Mutation, zwei heterozygote DNAH14-
Mutationen und zwei DNAH11-Mutationen (homozygot und heterozygot). Die einzelnen
Mutationen sowie ihre eventuelle Bedeutung fur die PCD-Erkrankung soll im Folgenden

diskutiert werden.

6.1 Mutationen in DNAH6

Bei OP-2173 111 und OP-1759 II1, beide entsprechend der Farbeergebnisse der
Aufalligkeitsgruppe 1 zugeordnet, wurden jeweils heterozygote Basenaustausche in
DNAHS6 gefunden, die im SIFT und Polyphen als schadlich beurteilt werden. DNAHG ist
als Dynein g eine Centrin-assoziierte Isoform und bildet ein funktionelles Dimer mit dem
p28-assoziierten DNAH1 (Dynein d). Ein DNAH6-knockdown in Zebrafisch flhrte bei
diesem zu Lateralisationsdefekten. Die weitere Untersuchung von 149 Heterotaxie
Patienten zeigte sieben DNAH6-Mutationen, sechs heterozygote und eine homozygote
Mutation. Vier der heterozygoten DNAHG6-Mutationen hatten auBerdem Mutationen in
DNAH5. Bei DNAH6 wurde dabei eine Rolle in der Stabilisierung der axonemalen
Mikrotubuli-Doubletten (berlegt. Auch eine Interaktion mit anderen PCD-Genen, vor
allem DNAI1, wurde vermutet (50). In dieser Arbeit ist die Symptomatik von OP-2173 111
nicht bekannt, OP-1759 II1 leidet an rezidivierender Otitis media und obstruktiven
Stérungen, aber nicht an Heterotaxie. Auch wurde bei keinem der beiden Patienten eine
weitere Mutation in einem anderen PCD-Gen festgestellt. In der durchgefihrten Studie
blieb eine DNALI1-IF-Farbung zudem unauffallig (50), bei OP-2173 II1 und OP-1759 II1
sind jedoch alle IDA-Isoformen betroffen. Dies kénnte darauf hindeuten, dass DNAH6
auch mit den anderen IDA-Domanen interagiert. Auch ware eine Beteiligung von DNAH6
am Zusammenbau der IDAs denkbar, was in der oben genannten Studie aufgund der
unauffalligen DNALI1-Farbung ausgeschlossen wurde (50). Weder bei OP-2371 i1,
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noch bei OP-1759 |11 wurde bisher eine weitere DNAH6-Mutation gefunden, die bei
einem autosomal-rezessiven Erbgang jedoch nétig ware um eine Klinik hervorzurufen.
Somit lassen sich die bestatigten heterozygoten DNAH6-Mutationen momentan nicht
endglltig als krankheitsverursachend einstufen und mussen im weiteren Verlauf
genauer untersucht werden. AuBerdem sollten die einzelnen Interaktionen der IDAs
untereinander noch besser untersucht werden, um die auffalligen Farbeergebnisse von
OP-2173 111 und OP-1759 II1 in allen drei IDA-Komponenten erklaren zu kénnen.

6.2 Mutationen in DNAH10

Die bei OP-1521 II1 gefundene heterozygote DNAH70-Mutation stimmt mit den
Farbeergebnissen dieses Patienten Uberein. So ist einzig DNAH10 auffallig, die
Lokalisation von DNALI1 und DNAHS6 ist normal. OP-1521 II1 ist eine Patientin mit
rezidivierender Pneumonie, ausgepragten Bronchiektasen, obstruktiven Stérungen und
einem bisher unerfullten Kinderwunsch. Durch Coverage- und IGV-Analyse konnten
Mutationen in anderen PCD-Genen bei OP-1521 II1 ausgeschlossen werden. Als
humanes Ortholog der 1a-schweren Kette der I1-Doméne reguliert DNAH10 vermutlich
die Aktivitat der 1B-schweren Kette, die wiederum die Aktivitat der ODAs reguliert. Eine
DNAH10-Mutation kénnte damit durchaus eine PCD-Erkrankung auslésen. Die
bestatigte Stopmutation in Exon 74 von DNAH10 ist allerdings heterozygot, weshalb
auch hier eine weitere DNAH10-Mutation gefunden werden misste, um sie bei dem
autosomal-rezessiven Erbgang der PCD als krankheitsverusachend einstufen zu

kdénnen.

6.3 Mutationen in DNAH14

Die Farbeergebnisse von OP-2371 II1 konnten der Gruppe 3 zugeordnet werden, in der
die Lokalisationen von DNAH10 und DNAH6 auffallig sind, die von DNALI1 jedoch
normal ist. Auch hier I&sst sich, ahnlich wie bei den heterozygoten DNAH6-Mutationen,
eine Interaktion von DNAH14 mit zumindest der 11-Domé&ne vermuten. DNAH14 ist das
humane Ortholog von Chlamydomonas reinhardtii Dynein e. Die im Whole Exome
Sequencing gefundenen heterozygoten DNAH14-Mutationen lieBen sich mittels Sanger-
Sequenzierung bestatigen. OP-2371 1I1 hat einen situs ambiguus, einen Ventrikel
Septum Defekt und chronischen Husten. Die Lateralitdtsdefekte in Kombination mit der
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unauffalligen DNALI1-Farbung erinnern an die Studie mit DNAH6 (50). Eine Interaktion
zwischen DNAH14 und DNAH6 wurde bisher jedoch nicht beschrieben. Im weiteren
Verlauf kdnnte diese daher ndher untersucht werden. AuBerdem waére die Etablierung
weiterer Antikdrper gerichtet gegen DNAH14 notwendig, um die gefundenen Mutationen
auch mittels IF-Farbung bestatigen zu kénnen. In diesem Fall wurden zwei verschiedene
DNAH14-Mutationen bei einem Patienten gefunden. Da die PCD einem autosomal-
rezessiven Erbgang folgt, missen beide Allele eines Gens verandert sein, um eine Klinik
hervorzurufen. Wenn beide Mutationen von einem Elternteil vererbt wurden, liegen sie
auf nur einem Chromosomenstrang (in-cis) und haben keinen Krankheitswert. Bei der
Compound-Heterozygotie handelt es sich um zwei verschiedene Mutationen des
gleichen Gens, die auf unterschiedlichen Chromosomenstrangen (in-trans) vorliegen
und krankheitsverusachend sein kénnen (77). Um bei OP-2371 II1 eine Compound-
Heterozygotie der DNAH14-Mutationen abschlieBend bestatigen zu kénnen, ist daher
eine Segregationsanalyse der Eltern erforderlich. Da auBer den DNAH14-Mutationen
keine weiteren Mutationen in anderen PCD-Genen bei OP-2371 111 gefunden wurden,
kénnten die DNAH14-Mutationen nach bestéatigter Compound-Heterozygotie durchaus
als krankheitsverusachend in Frage kommen.

6.4 Mutationen in LRRC31

LRRC31 ist ein wenig erforschtes Protein. Es wurde bisher im Zusammenhang mit
eosinophiler Osophagitis beschrieben (15). Hier soll es die Kalikrein-Expression
regulieren und so Einfluss auf die Barrierefunktion des 6ésophagealen Epithels nehmen.
Induziert wird LRRC31 in diesem Fall durch IL-13 (15). Aufféllig ist, dass die h6échste
MRNA-Expression von LRRC31 dabei im Darm, aber auch im Epithel der Atemwege
festgestellt wurde (15). Da in diesem Projekt eine homozygote LRRC317-Mutation im
Zusammenhang mit PCD-Symptomen festgestellt wurde, stellt sich die Frage, ob
LRRC31 nicht auch in anderen Bereichen Einfluss nimmt. OP-1733 II1 ist die Tochter
einer konsanguinen Ehe gesunder Partner. Klinisch vorherrschend ist hier ein situs
inversus und eine kongenitale kardiale Malformation. Die im Whole Exome Sequencing
gefundene homozygote @ LRRC31-Mutation in Kombination mit der IF-
Auffalligkeitsgruppe 2, bei der nur DNAH10 auffallig ist, deutet darauf hin, dass LRRC31
mit Dynein-Komponenten interagiert, hier besonders die 11-Doméane betreffend. Die
durchgefihrte Immunfluoreszenzfarbung gegen WDR63 war ebenfalls auffallig. WDR63
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ist das humane Ortholog von Chlamydomonas reinhardtii 1C140, einer intermediaren
Kette des Intermediar-Leichtketten-Komplex der 11-Doméane (ICLC) (70). Es spielt eine
wichtige Rolle im Zusammenbau des ICLC und halt vermutlich die einzelnen
Substrukturen zusammen (72). AuBerdem ist WDR63 fir das Anheften des ICLC-
Komplex am Mikrotubulus A verantwortlich (4). Da sich bei OP-1733 Il1 WDR63 nicht
mehr detektieren Iasst, ist es wahrscheinlich, dass der gesamte ICLC-Komplex nicht
richtig zusammengebaut wurde. Dies wirde die Vermutung unterstitzen, dass eine
LRRC31-Mutation Uber eine WDR63-Interaktion indirekt fir den Zusammenbau der 11-
Domane verantwortlich ist. Diese These wirde vor allem dadurch gestltzt werden, dass
die bislang besser erforschten Proteine LRRC6 und DNAAF1/LRRC50 jeweils Einfluss
auf den Zusammenbau bzw. den Transport von Dyneinen nehmen und so urséachlich fir
eine PCD sind. Mutationen in DNAAF1/LRRC50 fihren zu einem Fehlen von DNAHS5,
DNAH9, DNAI2 und DNALI1, was sich in der Hochfrequenzvideomikroskopie in
immotilen Zilien auBert (4, 51). LRRC6 soll an dem Transport von aufBBeren Dynein-
Armen oder Teilen von auBeren Dynein-Armen aus dem Zytoplasma in das ziliare
Axonem beteiligt sein (35). Die Untersuchung der restlichen finf Patienten der
Auffélligkeitsgruppe 2 ergab eine weitere heterozygote LRRC317-Mutation. Dies war ein
seltener heterozygoter Basenaustausch bei OP-1843 II1, der von SIFT und Polyphen
zwar als schadlich eingestuft wurde, bei dem aber dennoch nicht geklart ist, ob es sich
auch um eine krankheitsverursachende Mutation handelt. Exon 5 lie3 sich zudem nicht
beurteilen, da die Sequenzierung zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen
war. Die Mutation von OP-1733 II1 lieB sich auch in den von Lucas Wennemann
angefertigten IF-Farbungen gegen LRRC31 bestéatigen. Fraglich ist, warum die auf
gewebespezifische RNA-Expression basierenden angefertigten Heatmaps keine
Korrelation aufwiesen. Zwar war die Expression von LRRC31 wie auch anderer IDA-
Gene wie erwartet kaum in Blutzellen und EBV-infizierten Lymphozyten nachweisbar,
allerdings auch nicht im Material nasaler Birstenbiopsie in denen die IDA-Gene am
starksten exprimiert waren. Auch wahrend der Ziliogenese lieB sich kein
Zusammenhang zwischen der gleichbleibend niedrigen LRRC31-Expression und den
gegen Ende ansteigenden Expressionen der IDA-Gene nachweisen. Bei der
eosinophilen Osophaygitis, bei der im Osophagus ebenfalls eine im Vergleich zum Darm
viel geringere RNA-Expression in Gesundkontrollen festgestellt worden war, wurde dies
dadurch erklart, dass die LRRC31-Expression erst wahrend der aktiven Erkrankung
durch IL-13 induziert wird (15). Ob dies auch im respiratorischen Epithel der Fall sein

kénnte, misste weiter untersucht werden. Insgesamt ist es durchaus wahrscheinlich,
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dass LRRC31 die PCD bei OP-1733 II1 verursacht hat. Da es sich bei dieser Mutation
jedoch vermutlich um eine seltene Mutation handelt, misste die Stichprobe wesentlich
vergréBert werden. Mit einem funktionierenden LRRC31-Antikérper, der IF-Screening-
Farbungen von PCD-Patienten mit IDA-Defekten ermdglicht und einer anschlieBenden
Gendiagnostik kénnte eine genauere Untersuchung durchgefiihrt werden. Mittels
weiterer Antikdper gegen andere |1-Bestandteile (WDR78, DNAHZ2) konnte auBerdem
der genaue Aufbau von I1 und die Interaktionen der einzelnen Komponenten
untereinander besser verstanden werden sowie die eventuellen Auswirkungen eines

LRRC31-Verlusts auf diese Komponenten.

6.5 Mutationen in DNAH11

Eine DNAH11-Mutation wurde bei zwei von zehn genetisch untersuchten Patienten
nachgewiesen. Insgesamt sollen DNAH71-Mutationen fir 6-7% der PCD-Félle
verantwortlich sein (44). DNAH11 ist Teil der duBeren Dynein-Arme. Es ist das humane
Ortholog der B-schweren Kette der ODAs in Chlamydomonas reinhardtii, dies jedoch nur
im proximalen Teil des Ziliums, wahrend im distalen Teil DNAH9 zu finden ist (16).
Klinisch sind DNAH11-Mutationen oft mit einem Situs inversus und respiratorischen
Problemen verbunden (3). In diesem Fall leiden beide Patienten an rezidivierenden
Pneumonien, Bronchiektasen, chronischer Sinusitis und Otitis media und haben klinisch
unaufféllige Eltern. OP-2323 111 wurde bereits vor Beginn des Projektes auf DNAH11
mittels eines DNAH11-Antikérpers und IF-Mikroskopie auf eine DNAHT1-Mutation
untersucht. Die IF-Farbung war damals aber normal, im Gegensatz zu der nun
nachgewiesenen heterozygoten Mutation. Wahrend sehr viele DNAH11-Mutationen gut
mittels eines monoklonalen anti-DNAH11-Antikdrpers nachzuweisen sind, gibt es immer
noch solche Mutationen, die zu einem Funktionsverlust von DNAH11 fihren aber die
Proteinlokalisation in der IF-Mikroskopie nicht beeintrachtigen (16). Fraglich bleibt
auBerdem warum sich beide DNAH71-Mutationen in der IF-Mikroskopie mit
Auffalligkeiten gegen DNAH10, DNALI1 und DNAH6 (Gruppe 1) darstellten. Aufgrund
der proximalen Lokalisation von DNAH11 ist ein Einfluss auf den Zusammenbau der
IDA-Doméanen unwahrscheinlich. Durch die hohe Sensitivitdt der DNAH10-Farbung
kommt es haufig zu falsch auffalligen Ergebnissen. Daher sollte zur Uberpriifung eine
gréBere Stichprobe an Patienten mit bekannten DNAHT1-Mutationen gegen die IDA-
Domanen gefarbt werden, um zu untersuchen ob sich die hier erzielten Farbeergebnisse
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reproduzieren lassen. Zusatzlich sollte die IF-Mikroskopie mit dem anti-DNAH10-
Antikérper und mit neuen Proben von OP-2323 |11 durchgefihrt werden, um den
auffélligen Befund zu bestétigen.

6.6 AbschlieBende Beurteilung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden 82 von 421 Patientenproben mit IDA-Auffalligkeiten identifiziert.
Von diesen 82 Patienten wurden zehn genetisch untersucht und dabei vier Mutationen
in IDA-Genen gefunden: Zwei Patienten mit heterozygoten DNAH6-Mutationen, ein
Patient mit heterozygoter DNAH10-Mutation und ein Patient mit compound
heterozygoten DNAH14-Mutationen. Aufgrund der Heterozygotie und der Tatsache,
dass wir von einem autosomal rezessiven Erbgang ausgehen, lassen sich die DNAH6-
Mutationen und die DNAH10-Mutation bisher nicht als krankheitsverursachend einstufen
und auch die Compound-Heterozygotie der DNAH14-Mutationen muisste dazu erst
bestatigt werden. Die gefundenen Mutationen kénnen somit bisher nur als Hinweis
gedeutet werden, dass isolierte Mutationen in IDA-Genen zu einer PCD flhren kénnen.
Mit vier Mutationen in 421 Patientenproben sind die IDA-Mutationen aber insgesamt
selten. Hier ist jedoch zu bedenken, dass bei der Screening-Farbung mit dem anti-
DNAH10-Antikdrper alle Patienten mit einer normalen DNAH10-Lokalisation aussortiert
wurden. Damit kdnnten eventuell aber auch Patienten von der weiteren Diagnostik
ausgeschlossen worden sein, die nur DNALI1- und/oder DNAH6-auffallig und DNAH10
normal waren. AuBBerdem bleiben IDA-Mutationen auch beim typischen Phanotyp einer
PCD schwer zu diagnostizieren. So zeigte die TEM in der Vergangenheit viel zu haufig
falsch positive IDA-Auffélligkeiten. Die IF-Farbung gilt als sensitivste Screening-Methode
und eignet sich somit am besten um die H&ufigkeit von IDA-Auffalligkeiten zu
untersuchen. Durch die unterschiedlichen Interaktionen der einzelnen Bestandteile der
Zilien scheint sie jedoch wenig spezifisch fir isolierte IDA-Mutationen zu sein. In zehn
genetisch untersuchten Patienten wurden zwei DNAHT1-Mutationen gefunden, die
jedoch beide in der Immunfluoreszenzfarbung eher einen isolierten IDA-Defekt vermuten
lieBen. IF-Farbungen sind auBerdem stark von der Qualitat der Patientenproben und der
genutzten Antikérper abhangig. Eine schlechte Patientenprobe (z.B. zu viel Schleim)
kann die Farbung beeintrachtigen und das Ergebnis kann falschlicherweise als auffallig
interpretiert werden, obwohl es dies eigentlich nicht ist. Hinzu kommt, dass die
Ergebnisse gelegentlich schwer zu interpretieren sind. In wenigen Fallen gab es auch
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auffallige und unaufféllige Zellen auf der gleichen Probe. Hier sollte weiterhin versucht
werden neue Patientenproben anzufordern, um mdgliche aufféllige Proben eindeutig
bestatigen zu kénnen. Im Rahmen der weiteren Forschung musste auch die Interaktion
der IDA-Doménen untereinander noch naher untersucht werden. So legen die beiden
DNAH6-Mutationen, bei denen alle drei IDA-Domanen auffallig waren, eine
Verbundenheit der IDA-Komponenten nahe. Bei der DNAH10- und der LRRC31-
Mutation ist allerdings jeweils nur die 11-Doméane aufféllig. Es wéare daher zu Gberlegen,
inwieweit ein betroffener Komplex mit dem anderen interagiert und diesen ebenfalls in
der Auspragung beeinflussen kann. AuBerdem sollte DNA-Material der restlichen 44
auffélligen Patienten angefordert werden. Dies wirde eine genetische Diagnostik aller
auffalligen Patienten ermdglichen.

Auch wenn mit Abschluss dieser Arbeit keine Mutation endgdltig als ursachlich fiir PCD
bestatigt werden konnte, geben aber vor allem die DNAH710- und die DNAH14-
Mutationen Hinweise auf das Vorkommen weiterer, bisher nicht beschriebener IDA-
Mutationen.
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7 Zusammenfassung

Die Primare Ciliare Dyskinesie (PCD) ist eine seltene, genetisch heterogene
Erkrankung, die durch eine defekte Ultrastruktur und/oder Funktion von motilen Zilien
gekennzeichnet ist. Mutationen in den bisher entdeckten mit PCD-assoziierten Genen
fihren meist zu einer Dysfunktion des zilidren Schlages. Die mukozilidren Clearance im
respiratorischen Trakt ist daher vermindert, woraus bei betroffenen Patienten
rezidivierende Atemwegsinfektionen resultieren. Da auch motile Zilien wahrend der
Embryonalentwicklung  sowie  Spermien  betroffen  sein  kdnnen, z&hlen
Lateralisationsdefekte und Unfruchtbarkeit zu den haufigen Symptomen. Durch die
unspezifischen respiratorischen Symptome und die schwierige Diagnostik, die im besten
Fall in einem PCD-Zentrum erfolgen sollte, werden PCD-Patienten oft erst spat
diagnostiziert, so dass eine adaquate Therapie nur verzdgert eingeleitet werden kann.
Die zilidre Dysfunktion lasst sich haufig auf einen Defekt der Motorproteine, der Dynein-
Arme zurickflhren. Hier sind meist die auBeren Dynein-Arme betroffen. Defekte der
inneren Dynein-Arme treten fast ausschlieBBlich in Kombination mit Defekten anderer
zilidrer Strukturen auf. Isolierte Defekte von inneren Dynein-Armen wurden bisher kaum
beschrieben. Eine mdgliche Erklarung wére, dass Defekte innerer Dynein-Arme mit
einem schwécheren klinischen Phénotyp einhergehen und daher haufiger Ubersehen
werden kdnnten. Hinzu kommt, dass sich IDA-Defekte nur schwer untersuchen lassen.
So ist die zur Bewertung der Ultrastruktur oft verwendete TEM bei inneren Dynein-Armen
viel zu haufig falsch positiv. Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von isolierten
Defekten der inneren Dynein-Arme in einer Kohorte von PCD-Patienten zu identifizieren.
Dazu wurde die Immunfluoreszenzmikroskopie als Screening-Methode verwendet. 421
Patientenproben wurden so auf Abnormalitaten der inneren Dynein-Arme hin untersucht.
Zehn der dabei auffélligen 82 Patientenproben wurden zur genetischen Untersuchung
zum Whole Exome Sequencing gesendet. Hierbei wurden zwei heterozygote DNAH6-
Mutationen, eine heterozygote DNAH10-Mutation, zwei heterozygote DNAH14-
Mutationen, eine homozygote LRRC31-Mutation und zwei DNAHT1-Mutationen
gefunden. Die Auswirkungen der Mutationen in LRRC31 muss im Anschluss noch weiter
untersucht werden. Auch die heterozygoten DNAH6-, DNAH10-, und DNAH14-
Mutationen mussen im Weiteren noch bestéatigt werden. Dennoch geben vor allem die
DNAH10- und die DNAH14-Mutation Hinweise auf das Vorkommen weiterer, bislang
unbekannter IDA-Mutationen.
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Tabelle 14 Patientenkohorte (n=421). Kons=Konsanguinitat; NO=nasales NO gemessen in ppb

Patient Kons. Video nativ EM NO
OP-1014 Am ehesten immotil mit Restzuckun-
12 gen
OP-1262
OP-1262
OP-1513 Nein Normal
111
OP-1514
1N
OP-1515
111
OP-1519 Normal
1N
OP-1520 Nein Normal Normal
OP-1521 Nein
1k
OP-1526
OP-1527
1k
OP-1528 GroBtenteils normal Normal
111
OP-1530 Ja
1N
OP-1534 Nein Koordiniertes Schlagmuster mit ver- 43
[ minderter Amplitude und Ruckwarts-
schlag
OP-1536
1N
OP-1538 Nein Normal
111
OP-1540 Nein
OP-1542 Nein
111
OP-1546 Nein
OP-1549 Nein Normal Normal
111
OP-1550 Normal Normal
1N
OP-1551 Nein
111
OP-1552 Teilweise hypomotile Zilien Normal
1N
OP-1553 Nein
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OP-1554
[
OP-1556
1
OP-1557
[
OP-1560
1
OP-1560
112
OP-1561
1
OP-1564
[
OP-1565
1
OP-1566
[
OP-1567
OP-1569
[
OP-1570
1
OP-1571
[
OP-1573
OP-1581
[
OP-1583
1

OP-1584
[
OP-1585

OP-1586
OP-1587
1
OP-1588
[
OP-1590
OP-1591
[
OP-1592
1
OP-1594
[
OP-1596
1
OP-1597

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein

Teilweise eingeschrankte Amplitude

Teilweise leicht reduzierte Frequenz
und Amplitude

Normal

Teilweise leicht hyperkinetisch, steif

Normal

Frequenz normal (4-6 Hz), Koordina-
tion teilweise steif (eher sek. Veran-
derungen)

Wenig zilienschlagende Zellen, ohne
Schlagfrequenz
Normal

Frequenz vermindert (2-3 Hz), Zilien-
schlag steif bei verminderter

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

294

13

57

36

200

129
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OP-1599
1
OP-1600
[
OP-1602

OP-1607
[
OP-1609
1
OP-1610
[
OP-1612
1
OP-1617
OP-1618
1
OP-1621
[
OP-1624
1

OP-1625
[
OP-1626
1
OP-1629

OP-1631
1
OP-1634

OP-1635
OP-1636
OP-1637

OP-1638

OP-1639
OP-1641
OP-1642

OP-1643
OP-1644
OP-1645
OP-1646
OP-1647

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein
Nein
Nein

Amplitude und reduzierter Ausholbe-
wegung

Wenige zilientragende immotile Zel-
len

Zum Teil Zilien steif, hyperkinetisch,
erhéhte Frequenz

Zum Teil hyperkinetisch und dysko-
ordiniert

Normal

Hochgradig frequenzvermindert (<
2Hz), Amplitude reduziert, dyskine-
tisch, eher Restzuckungen

Normal

Zustand nach Infekt: viele immotile
Zilien (sekundér), ein reifer Zellver-
bund mit normalem Schlag und Fre-
quenz

Mischbild aus dyskinetischen und
hyperkinetischen Zilien

Frequenz 4-8 Hz, zum Teil im Zell-
verbund dyskoordiniert (eher sekun-
dare Veranderungen)

Normal

Normal
Normal 353
Normal 800
Normal
Normal
Normal

116
Normal

54,6
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OP-1648
OP-1649
OP-1650
1
OP-1651
[
OP-1653

OP-1654
[
OP-1655
12
OP-1655
K
OP-1656
1

OP-1657
[
OP-1659
OP-1660
OP-1661
1
OP-1663
[
OP-1664
1
OP-1668
[
OP-1669
1
OP-1670
[
OP-1671
1
OP-1676
[
OP-1677
1
OP-1679
OP-1681
OP-1683
[
OP-1684
1
OP-1685
[
OP-1686

OP-1687

Nein

Nein

Nein

Ja

Ja

Ja

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Frequenz 2-4 Hz, teilweise redu-
zierte Amplitude durch zu geringe
Ausholbewegung (ggf. sekundare
Veranderung)

Frequenz 2-3Hz, leichte Auffalligkei-
ten einzelne Zellverbande mit stei-
fem Schlagbild

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

201

331,

1259

769

960

<50

36
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OP-1688
OP-1691

OP-1692
12
OP-1695
OP-1698
1
OP-1701
OP-1702
OP-1703

OP-1705
1

OP-1706
[

OP-1708
1
OP-1711
OP-1712
1

OP-1715
OP-1716
1
OP-1722
OP-1723
1

OP-1724
OP-1726
OP-1727

OP-1731
1
OP-1733
[
OP-1735
OP-1736
OP-1738
1
OP-1739
[

OP-1745
1
OP-1746

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Ja

Nein

Ja

Nein
Nein

Nein

Teilweise leicht steif, kein Rotations-
defekt, Frequenz: 2-3 Hz
Zilientragende Zellen ohne Schlag-
frequenz

Unauffallige Frequenz, unauffélliges
Schlagmuster

Frequenz 6-8 Hz, Schlagmuster na-
hezu unauffallig, Amplitude erschien
reduziert

Frequenz 4-7Hz, teilweise hyperki-
netischer, steifer Zilienschlag und
immotile Zilien

Hyperkinetisches Schlagmuster,
Partukeltransport nicht vorhanden,
rotierende Zellaggregate

Normal

Frequenz 7 Hz, Schlagmuster unauf-
fallig

Normal

Fast unauffallig, teilweise etwas
steif, minimal reduzierte Fequenz

Normal
Teilweise hyperkinetische Zilien mit

steifem Schlagbild mit an der Basis
abknickendem Zilienschlag

Immotil (eventuell sekundéar)

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
Normal
Nexin-Defekt

nicht ausge-
schlossen

Normal
Normal

Normal

Normal

35,4

64

281

78
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OP-1747
1
OP-1751
[
OP-1758
OP-1759
[
OP-1761
OP-1762
[
OP-1763
1
OP-1764
[
OP-1766
1
OP-1770
[
OP-1771
1

OP-1773
[
OP-1774
1
OP-1775
[
OP-1776
1
OP-1778
[
OP-1779
1
OP-1780
[
OP-1793
1
OP-1802
[
OP-1803
OP-1804
[

OP-1808
OP-1809

OP-1814
1

OP-1815
[

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Vi

Normal

Viele Zillientragende Zellen, norma-
les Schlagmuster, normale Frequenz
Viele Zillietragende Zellen mit nor-
maler Schlagmuster und Frequenz

Normal
Viele Zilientragene Zellen, normale

Schlagfrequenz, jedoch teils dyski-
netisches Schlafmuster

Steifer Zilienschlag

Normal

Leicht dyskinetisches Schlagmuster,
Frequenz 5-12 Hz

Frequenz 3-4 Hz, Zilienschlagkoordi-
nation keine immotile Zilien, differen-
ziertere Beurteilung nicht mdglich

Viele nichtschlagende Zellen, Zellen
mit normalem Schlagmuster und
Frequenz

Normal

Normal

Normal

Normal

240

234

>60

225

500

80

889
214
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OP-1816
1
OP-1822
[

OP-1823
OP-1827
[
OP-1828
1
OP-1829
[
OP-1831
1
OP-1835
[
OP-1836
1
OP-1839
OP-1841
1
OP-1843
[
OP-1846
1
OP-1851
OP-1858
1
OP-1861
[
OP-1863
1
OP-1865
[
OP-1866
1
OP-1869
[
OP-1870

OP-1871

OP-1873

OP-1875
OP-1876

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Ja

Nein
Nein

Nein

Vi

Zilienschlag 4HZ bis nicht messbar;
Mischbild aus steifem und normalem
Schlag

Normal

Normal

Schlagmuster unauffallig, Frequenz
grenzwertig niedrig

Schlagfrequenz 7-10 Hz

Eingeschréankt beurteilbar, weitest-
gehend unauffallig

Einige Rickwartsschlage auffallig,
Amplitude und Zilien-Biegung ver-
mindert

Steifes Schlagmuster in einigen Fel-
dern

Normal

Frequenz 13-28 Hz, Zilienschlag
Uberwiegend koordiniert, teilweise
deutlich verminderte Amplitude, zum

Normal

Normal
Normal

Normal

Normal

Normal

Zentraltubulus-
Defekt nicht si-
cher ausge-
schlossen
Normal

588

13

150

223

414

438

<20

51

600

755
48
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OP-1877
[
OP-1878
1

OP-1879
[

OP-1880
OP-1881
[
OP-1882
1
OP-1887
[
OP-1889
1

OP-1895
OP-1897
1
OP-1900
[
OP-1902

OP-1903
OP-1905
1
OP-1906
OP-1908
1
OP-1910

OP-1914

OP-1922
[

OP-1923
12
OP-1924
[

OP-1927
1
OP-1928

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

VIl

Teil nur leichtes Flackern, Uberwie-
gend maBig verringerte Amplitude
mit reduziertem Rickwéartsschlag

Diskret auffallig

Zilienschlag dyskoordiniert, relativ
steif, herabgesetzte Amplitude, Ver-
dacht auf rotierende Bewegung; Fre-
quenz 7-11 Hz

Normal

Reichlich respiratorisches Epithel,
unziliert
Normal

Lokale Transportphanomene
Normal

Viele kurze Zilien, etwas steifes
Schlagmuster, Frequenz: 3 Hz

In mehrfache Nasenbtirstungen nur
einzelne Zilientragende Zellen
Wenig zilierte Zellen, im Durch-
schnitt koordiniertes Schlagen

Frequenz 10-17 Hz, steif mit deutlich
verminderter Amplitude, teilweise
nicht koordiniert

Reichlich reife Epithelzellen, wenig
Entziindungszellen; Frequenz 2-4
Hz; Zilienschlagkoordination: zum
Teil steifes Schlagbild mit reduzierter
Amplitude

Frequenz 6-7 Hz, Schlagmuster:
Normal

weitgehend nor-
mal, tub. Trans-
positionen

Normal

Normal

66

137

610

200

257

50

714
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OP-1929
12
OP-1932
[
OP-1935
1
OP-1942
[

OP-1945
OP-1946
OP-1947
Il
OP-1951
OP-1954
Il
OP-1956
I
OP-1958
II1

OP-1965
[
OP-1967
1
OP-1968
[
OP-1969
1
OP-1970
OP-1971
1
OP-1972
OP-1981
1
OP-1983
[
OP-1984
1
OP-1985

OP-1988
OP-1989
[
OP-1993
1
OP-1994
OP-1999
1

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein
Nein

IX

Regelrechte Frequenz und Schlag-
muster

Auffallig

Normal

Normal

Frequenz 4 - 8 Hz, Zilienschlag weit-
gehend unaufféllig; wenige Zilien mit
verminderter Amplitude

Frequenz 4-7 Hz, dezent steif, frag-
lich pathologisch

Normal, Frequenz 4-8 Hz

Normal

Nexinbrickende-
fekt nicht sicher
ausgeschlossen

Normal

Normal

Normal

Normal

Zum Teil dezente
Tubulusdisorgani-
sation

Normal

Normal

300

130

86

65

256

45

171
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OP-2002

OP-2003
1
OP-2007
OP-2009
1
OP-2010
[
OP-2012
1
OP-2013

OP-2015
OP-2018
OP-2019

OP-2020
[

OP-2021
1

OP-2023
[

OP-2025
1
OP-2028
OP-2030
1
OP-2033
OP-2038
OP-2039
[
OP-2044
1
OP-2045
[
OP-2046
OP-2048
[
OP-2050
1
OP-2051
[
OP-2052
1

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Frequenz 7 Hz, Schlagmuster weit-
gehend unaufféllig

Normal bis teilweise etwas verlang-
samt

Frequenz 4-6 Hz, Koordination nor-

mal

Frequenz 2,5 - 5 Hz, leicht reduziert;
steif, reduzierte Amplitude, zum Teil
rotatorisch

Frequenz 2-5 Hz, Qualitat schlecht,
wenig Zellen, Schlagmuster etwas
steif

Frequenz 5 Hz, steifer Zilienschlag,
Amplitude reduziert bei unzureichen-
der Ausholbewegung, zum Teil kom-
plett immotile Zilien

Einzelne zilientragende Zellen mit
reduzierter Schlagfrequenz (5-7 Hz)
und lokalen Transportphanomenen
Frequenz 2-3 Hz, fraglich patholo-
gisch; viele Felder immotil, viele Se-
kundarveranderungen

Frequenz: 8 Hz, Schlagmuster nor-
mal

Normal

Frequenz 7 Hz, steifes Schlagmuster

Schlagmuster normal, Freuquenz 6-
8 Hz

Frequenz 4-8 Hz, unauffalliges
Schlagmuster

Viele vitale unzilierte Zellen

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

122

539

131

228

80

553

771

136

624

309

128

1573
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OP-2054
I
OP-2055
111
OP-2059
OP-
2061111
OP-2062
I
OP-2063
111
OP-2064

OP-2066
1
OP-2068

OP-2069
1
OP-2071
[
OP-2073
1
OP-2080

OP-2084
OP-2090
[
OP-2092
1
OP-2093
[
OP-2094
1
OP-2095

OP-2096
1
OP-2097
[
OP-2100
1
OP-2102
[
OP-2103
1
OP-2105
[

Nein

Nein

Ja
Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Xl

Wenig zilierte Zellen, normales
Schlagmuster, reduzierte Frequenz

Reichlich reife Zellen, wenig entzin-
dete, Schlagfrequenz 3-4 Hz
Reichlich reife Zellen, sehr viele ent-
zlindete, Schlagfrequenz 3-5 Hz
Teilweise unkoordiniert, teilweise
steif, in den weiteren Feldern norma-
les Schlagmuster

Frequenz 5-8 Hz, Gberwiegend nor-
mal

Unauffallige Zilienform und koordi-
nierter Zilienschlag

Transportphdnomen, positiver
Schlag
Frequenz 6 Hz; steif

Nur in einigen Videos aufféllig

Frequenz 8 Hz, Zilienschlag unauf-
fallig, etwas steif

Wenige Zellverbénde, keine zilierten
Zellen

Leicht dyskinetisch, steif, viele
apoptotische Zellen, Frequenz 4-5
Hz

Aufféllig, reduzierte Amplitude,
Rackwartsbewegung

Reduzierte Amplitude, rotierender
Schlag nicht sicher auszuschlieBen,
leicht erniedrigte Frequenz

Normal
Normal

Normal

Normal

Normal

8+1-Transpositi-
onsdefekte

Normal

192

211

700

229

731

47

71

<30



Anhang

OP-2106
1

OP-2107
[

OP-2108
1
OP-2109
[
OP-2110
1
OP-2111
113
OP-2112
1
OP-2114
112
OP-2115
1
OP-2116
[

OP-2118
1
OP-2122
OP-2123
OP-2124
OP-2125

OP-2127
112
OP-2128
1
OP-2129
[
OP-2131
OP-2132
[
OP-2133
1
OP-2134
[
OP-2136
OP-2137
[
OP-2140
1

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein
Nein

Xll

Uberwiegend Schlag mit reduzierter
Amplitude und Biegung, zum Tell
nicht koordiniert, Frequenz 10-15 Hz
Zellreicher Abstrich mit zilientragen-
den Zellen, die zum Teil gute
Schlagkraft hatten

Frequenz 10 Hz, Schlag normal

Frequenz 5-6 Hz, Schlagmuster nor-
mal

Flimmern vorhanden, Schlag teil-
weise unkoordiniert

Eher steif, teils normal

Sehr wenig vitale und teilweise
hochfrequent synchron schlagende
Epithelzellen

Frequenz 6 Hz, unauffalliges Schlag-
muster

Unauffalliges Schlagmuster

Pathologisch, Rest Beweglichkeit

Mittlere Schlagfrequenz 5,5 Hz; Zili-
enschlagkoordination und Zilien-
schlagmuster normal

Normal

Etwas steif, Frequenz 7 Hz, Radial-
speichen-Defekt

Frequenz 3-5 Hz, dyskinetisch, steif

Unauffallig, Frequenz 3-5 Hz

Frequenz 7,5 Hz; Schlagmuster et-
was steif

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
Normal

keine Zilien nach-
weisbar

Normal

verminderte Cilio-
genese, keine
spezifischen Ver-
anderungen

13

73

200

302

30

<10

329

408

12
598

220

160
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OP-2141
Il
OP-2142
II1
OP-2144
Il

OP-2145
1
OP-2146
[

OP-2147

OP-2150
OP-2152
OP-2153
OP-2157
1
OP-2158
112
OP-2161
1
OP-2165
[
OP-2168
1
OP-2169
[
OP-2173
1
OP-2177
[

OP-2180
1
OP-2185
[
OP-2188
1
OP-2192
112
OP-2193
1
OP-2194
[
OP-2195
1
OP-2197

Nein

Nein

Nein

Ja

Nein
Nein
Nein
Nein
Nein

Ja

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

X1l

Wenig Zellen, etwas steif, sekundar
verandert, Frequenz 6-7 Hz

Steif, dyskoordiniert, Frequenz 3-4
Hz (aktuell: kortisonhaltiges Nasen-
spray)

Weitgehend unauffallig, Frequenz 6
Hz

Wenig zilierte Zellen, Frequenz 8 Hz

Frequenz 3-7 Hz, einige Felder mit
steifem Schlag, zum Teil dyskine-
tisch

Rotation

Frequenz 4 Hz, Schlagmuster steif;
leicht verminderte Amplitude, Aus-
holbewegung reduziert

Frequenz 4,5-6,6 Hz, Schlagmuster
normal

Frequenz 5-7 Hz, unauffalliges

Schlagmuster

Frequenz 3-4 Hz; normales Schlag-

muster

Frequenz: 3 Hz; steifes Schlagmus-
ter

Normal

Normal

Ziliogenesedefekt
nicht ausge-
schlossen

Normal
Normal

Auffalligkeiten im
Zentralen Paar

Normal

Normal

Normal

497

380

460

15

510
<5

400

392

160

843

12

83



Anhang

OP-2198
1
OP-2199
[

OP-2202
1

OP-2203
[

OP-2205
1
OP-2206
[
OP-2206
12
OP-2209
[

OP-2210
1
OP-2211
[
OP-2213

OP-2214

OP-2215
1

OP-2217
[
OP-2219
1
OP-2221
[
OP-2222
1
OP-2225
[
OP-2226
1

OP-2227

OP-2228

Nein

Nein

Ja

Ja

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

XV

Motile Zilien, aber verminderte
Amplitude, steif

Frequenz 4 Hz, steifer Zilienschlag,
Amplitude reduziert bei unzureichen-
der Ausholbewegung

Reichlich reife Epitelzellen, wenig
Entzindungszellen, Frequenz 3-6
HZ, normaler Zilienschlag

Reichlich reife Epithelzellen, wenig
Entziindungszellen, Frequenz 4-6
HZ, normaler Zilienschlag

Dyskinetisch, steif, verminderte
Amplitude, sehr lange Zilien
Dyskinetisch, steif, Amplitude ver-
mindert, lange Zilien

Etwas steif, teilweise immotil, unko-
ordiniert (fraglich sekundar), redu-
zierte Amplitude

Etwas steifer Zilienschlag, jedoch
nicht auf PCD weisend

Frequenz 10 Hz, Hypokinetisch
Frequenz 6 Hz, in den meisten Fel-
dern unauffallig, in wenigen steif
Frequenz 6 Hz, Schlagmuster leicht
steif (eher sekundar), sonst unauffal-
lig

Normal

Normal

Wenig reife Epithelzellen, Frequenz
3-6 Hz, Zilienschlagkoordination nor-
mal

Reichlich reife Epithelzellen, Fre-
quenz 2-4 Hz, Zilienschlagkoordina-
tion dyskoordiniert

Reichlich reife Epithelzellen, Fre-
quenz 3-5 Hz, Zilienschlagkoordina-
tion normal

80

CP-Defekt nicht 259
ausgeschlossen

358

Normal 184

eventuell CP-De- 298
fekt
eventuell CP-De- 217
fekt

Normal 187

Normal

Normal 78

Normal 1221
188
68

Normal 190

Normal

wenig ausgereifte 40
Zilien. Zum Teil a-
xonemale Organi-
sation nicht intakt
Normal

Normal 356
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OP-2229
[

OP-2232
OP-2233
[
OP-2234

OP-2238
[
OP-2240
1
OP-2243
[

OP-2245
1
OP-2247
[
OP-2248
1
OP-2252
[
OP-2253
1

OP-2254
OP-2256
1
OP-2257
OP-2259
1
OP-2260
OP-2263
1

OP-2266
[
OP-2269
OP-2271
[
OP-2273
OP-2275

OP-2278
OP-2280
[
OP-2282
1

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Ja

Nein

Nein
Nein

Nein
Nein

Nein

XV

Reichlich reife Epithelzellen, Fre- Normal
quenz 4-6 Hz, Zilienschlagkoordina-
tion normal

Wenige Zellen, nicht ziliert

Dyskinetisch, steif, unkoordiniert (nur
wenig zilierte Zellen)

Frequenz 4-6 Hz, weitgehend nor- ODAs vermindert
mal koordinierter Zilienschlag, leicht

verminderte Amplitude, vereinzelt et-

was steif (am ehesten sekundar ver-

andert)

einmal 8+1 Struk-
tur

Langsame Schlagfrequenz, rechel-

rechtes Schlagmuster

Steifer Zilienschlag Normal

Viele Epithelzellen, viele zilientra-
gende Zellen mit gréBtenteils sicht-
baren Zilienschlag, Frequenz 6 Hz
Frequenz 4-6 Hz, steif

Frequenz 4 Hz, steif Normal
Schlag steif bei wenigen Zellen

teilweise kom-
plette tubulére
Disorganisation
Frequenz 5-6 Hz, steifer Zilien-
schlag, dyskinetisch

Frequenz 3-4 Hz, steif, zum Teil an-  Normal
gedeutet rotatisch
Zilien fast komplett immaotil ODA-Defekt
Unauffalliges Zilienschlagmuster,
Frequenz 5-7 Hz

Normal

Frequenz 8-9 Hz Schlag normal

227

616

11

541

300

700

1000
30

140

190

59
854

376
129

187
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OP-2286
[
OP-2298
1
OP-2306

OP-2307
OP-2315
OP-2316
1
OP-2317
[
OP-2323
1
OP-2324
OP-2326
1
OP-2371
[
OP-2423
1
OP-2425
[
OP-2429
1

OP-2431
[

OP-2436
1
OP-2437
[
OP-2438
1
OP-2441
[

OP-2444
II1
OP-2454
OP-2457
II1
OP-2459
Il
OP-2460
II1
OP-2461
Il

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

XVI

Wenig zilierte Zellen, nicht auswert-
bar

Frequenz 3-7 Hz, dyskinetisch, steif
bei reduzierter Amplitude, Material
blutig

Normales Schlagmuster, 7 Hz

Schlagmuster steif

Pathologisch

Uberwiegend unauffallig

Deutlich verminderte Amplitude,
schlechter Ruckwarstschlag, koordi-
niertes Schlagmuster zum Teil ver-
langsamt

Diskrete Auffélligkeit mit geringem
Rulckschlag, Zilien richten sich nicht
komplett auf

Frequenz 2-6 H; HFVM spricht ge-
gen PCD

Frequenz 12 Hz, normal

Frequenz >7 Hz, Schlagmuster nor-
mal

Frequenz 13 Hz, steif, immotil, redu-
zierte Amplitude

Frequenz 4-8 Hz, fraglich patholo-
gisch

Normal

Normal

Normal

Normal

1310
220

56

118
400

777

45

256

410

260

64

72

454
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OP-2469
1
OP-2470
OP-2472
1

OP-2474
Il
OP-2476

OP-2477
OP-2494
1
OP-2498
[

OP-2500
1
OP-2501
[
OP-2508
1
OP-2510
[

Nein

Nein
Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

XVII

Hochfrequent, synchron schlagend
Schlagfrequenz normal, Zilien ge-
rade, wenig Biegung, geringe
Amplitude, auffélliger Befund
Normal

Schlagmuster fraglich pathologisch,
steif, Frequenz 6-12 Hz

Frequenz 7 Hz. Schlagmuster frag-
lich etwas steifer, wahrscheinlich
normal

Frequenz 4-9 Hz, Schlagmuster
etwa steif, dezent

Frequenz 4-9 Hz, steifer Zileinschlag

Frequenz 4-8 Hz, Schlagmuster et-
was steif, spater eher fast normal
Frequenz 7 Hz, Schlagmuster: zum
Teil steif, in groBen Feldern unauffal-

lig

Normal

Normal

Normal

Normal

161

502

27

190

70

500

80

200
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XVIII

Tabelle 15 Ubersicht aller DNAH10-auffalliger Patienten (n=82)

Patient DNA  DNAH10 DNALI1 DNAH6
OP-1515111 Nein  Auffallig

OP-1521 Ja Auffallig Normal Normal
OP-1526 Nein  Auffallig

OP-1534 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1538 111 Nein  Auffallig

OP-1540 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1542 111 Nein  Auffallig

OP-1546 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1554 111 Nein  Auffallig

OP-1560 112 Nein  Aufféllig

OP-1561 111 Nein  Auffallig

OP-1567 Nein  Auffallig

OP-1581 111  Nein  Aufféllig

OP-1585 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1586 Ja Auffallig Auffallig Normal
OP-1587 111 Nein  Auffallig

OP-1588 111  Nein  Aufféllig

OP-1607 111 Nein  Aufféllig

OP-1661 111 Nein  Auffallig

OP-1668 111 Nein  Aufféllig

OP-1669 II1 Nein  Auffallig

OP-1715 Nein  Auffallig

OP-1731 Nein  Auffallig

OP-1733 111 Ja Auffallig Normal Normal
OP-174511 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1747 111 Nein  Aufféllig

OP-1758 Ja Auffallig Auffallig Auffallig, schwach
OP-1759 111  Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1762 111 Ja Auffallig Normal Schwach, normal
OP-1763 111 Ja Auffallig Normal schwach, normal
OP-1764 11 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1766 111 Nein  Auffallig

OP-1770 111 Nein  Aufféllig

OP-177111 Ja Auffallig Auffallig, schwach Normal
OP-1778 111  Nein  Aufféllig

OP-1803 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1808 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1823 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-1843 Ja Auffallig Normal Schwach, normal
OP-1877 111  Ja Auffallig Auffallig, schwach Schwach, auffallig
OP-1881 111 Nein  Auffallig
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OP-1906 Nein  Aufféllig

OP-1914 Ja Auffallig Auffallig, schwach Schwach, auffallig
OP-1923 112 Ja Auffallig Aufféallig, schwach Auffallig
OP-1946 Nein  Auffallig

OP-1954 111 Nein  Aufféllig

OP-1965 111  Nein  Aufféllig

OP-1967 111 Nein  Auffallig

OP-1968 111 Nein  Aufféllig

OP-1969 111 Nein  Auffallig

OP-1970 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1971 111 Nein  Auffallig

OP-1972 Nein  Auffallig

OP-1985 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1988 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1989 111 Ja Auffallig Auffallig normal

OP-1993 111 Nein  Aufféllig
OP-2009 111 Nein  Auffallig

OP-2010111  Ja Auffallig Normal, schwach  Aufféllig
OP-2055 111 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2059 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2111 113 Ja Auffallig Normal, schwach  Aufféllig

OP-2116 111  Nein  Auffallig
OP-2125 Nein  Aufféllig
OP-2136 Nein  Aufféllig

OP-2137 11 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2157 111  Nein  Auffallig

OP-2168Il11  Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2173II1  Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2188 111  Ja Auffallig Auffallig Auffallig

OP-2193 111 Nein  Auffallig
OP-2194 111 Nein  Aufféllig
OP-219511 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2219 111  Nein  Aufféllig
OP-2222 111 Nein  Auffallig
OP-2238 111  Nein  Aufféllig
OP-2240 11  Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-2248 111 Nein  Auffallig
OP-2273 Nein  Auffallig
OP-2323 Ja Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2371 11 Ja Auffallig Normal Auffallig
OP-2498 111 Nein  Auffallig
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XX

Tabelle 16 Ubersicht aller DNAH10-auffalliger Patienten mit DNA-Material (n=37)

Patient Gruppe DNAH10 DNALI1 DNAH6
OP-1521 2 Auffallig Normal Normal
OP-1534 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1540 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1546 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1585 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1586 4 Auffallig Auffallig Normal
OP-1733 11 2 Auffallig Normal Normal
OP-1745 111 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1758 1 Auffallig Auffallig Auffallig, schwach
OP-1759 I 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1762 II1 2 Auffallig Normal Schwach, normal
OP-1763 |1 2 Auffallig Normal Schwach, normal
OP-1764 11 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1771 111 4 Auffallig Aufféllig, schwach ~ Normal
OP-1803 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1808 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1823 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-1843 2 Auffallig Normal Schwach, normal
OP-1877 I 1 Auffallig Auffallig, schwach  Schwach, aufféllig
OP-1914 1 Auffallig Auffallig, schwach  Schwach, auffallig
OP-1923 112 1 Auffallig Auffallig, schwach  Auffallig
OP-1970 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1985 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1988 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-1989 I 4 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2010 111 3 Auffallig Normal, schwacher Aufféllig
OP-2055 II1 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2059 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2111 113 3 Auffallig Normal, schwach Auffallig
OP-2137 I 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2168lI1 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2173I1 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2188 II1 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2195 I 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2240 11 3 Auffallig Normal Auffallig
OP-2323 1 Auffallig Auffallig Auffallig
OP-2371 I 3 Auffallig Normal Auffallig



