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1. Uvod a teoreticka vychodiska prace

Primarni ciliarni dyskineze (PCD) je vzacné onendaépodmirné vrozenou
poruchou funkce nebo struktufgsinek. V poslednim desetileti se objevdda novych
etiopatogenetickych poznditkstejreé jako nova doporteni tykajici diagnostiky i terapie
tohoto onemoaini. Diky rozvoji fiznych diagnostickych metod doslo ipghu
poslednich 15 let k prudkému Batu p@&tu geni, o kterych je znamo, Ze jejich poruchy
mohou toto zavazné onemean zpisobit. Doslo také k zesréni diagnostiky tohoto
onemocgni, kterd v sotasnosti vyZaduje k definitivnimu potvrzeni diagn@oyZiti
vice tiznych diagnostickych metod.

Rada zahrahich studii stejtijako poznatky zeské klinické praxe naztiaji, Ze
primérni ciliarni dyskinezeistava navzdory prudkému rozvoji znalosti o patogeae
zlepSeni diagnostiky onemagrim v populaci poddiagnostikovanym. Zejména pacient
s mirrgjSimi projevy a méatypickymi fenotypy mohou byt snadiiadu let i desetileti
vedeni pod jinymi diagndézami (astma bronchialergatd&a onemoceni,
nespecifikované defekty imunity apod.). dgejSimi projevy PCD jsou chronick#é
recidivujici infekce hornich a dolnich cest dycleacinfekce dychacich cest jsou
negasgjSi pricinou nav&v détskych pacierni u Iékde a diferencialni diagnoza
opakovanych infekci dychacich cest je velmi Sirad& komplikuje rozpoznani
pacieni s PCD a stanoveni spravné diagnozigigto pozdni (firmeér v nasi populaci je
9,6 roku).

PrestozZe etiologické a patofyziologické znalostiagtiostické postupy jsaiim dal
tim dokonalejsi, je zatim k dispozici pouze velmiez@né spektrum terapeutickych
postu, které by ndly solidni wdecké podklady. Postupy, které v &asnosti
pouzivame v ramci farmakologické i nefarmakologitd@pie PCD, jsou odvozeny
zejména od parcialni podoby PCD s cystickou fibubZpes podobnostakterych
Klinickych rysi je patofyziologick& podstata obou onemsrdmponerné odlisna arada
zahrantnich odbornil vola po Siroké mezinarodni spolupréci, ktera &gecky

opodstatnil&i vyvratila postupy pouzivané v této populaci patie
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1.1. Struktura a funkce Frasinek

Rasinky jsou buiné specializaces vysoce organizovanou strukturou. Jde o
evolwné konzervovaneé struktury, které si své usani atast&né i funkci
zachovavaji u vSech tvinod jednobuicnych zelenychtas (nap. Chlamydomonas
reinhardtii, ktera je jednim z jednoduchych modelovych orgafipro studium cilii) az
po obratlovce. Zatimco u jednolignych organism jsou to sotasti burk, které
umo#iuji pohyb, u sloz#jSich organism se postupfivyvinuly také v jakési bufgné
senzory extracelularniho preésti, odpo¥dné za pijem a tidéni rady signai.
Vyznamnou roli hraji také fact proces embryonalniho vyvoje (Bisgrove B. W. and
Yost H. J, 2006; Veland I. Ret al, 2009).

1.1.1. Typy fasinek u €lovéka

Rasinky, které se vyskytujitiovéka, Ize rozdlit podle struktury a podle funkce.
Podle struktury je @lime narasinky typu 9 + 2, které byly zminy v predchozim
odstavci, &asinky 9 + 0, u nichz se nevyvinul centralni paknatiubuli. Podle funkce
|ze fasinky @lit na pohyblivé a nepohyblivé. Zkombinujeme-lisdkritéria, ziskame 4
typy lidskychiasinek (Fliegauf Met al, 2007):

1) Pohyblivérasinky typu 9 + 2, které lemuji dychaci cesty, ejyam mozkovych
komor a centralniho misniho kanalu, u Zen vejcoadymu# ductuli
efferentes. Jejich pohyb, ktery mé&gre definovany vzorec s titou frekvenci,
usnadiuje pohyhbéastic podél epitelu. Tento pohyb je vyznamnou:éseti
mukociliarnich obrannych mechaniém

2) Nepohyblivérasinky typu 9 + 2 se nachézeji na povrchu vlaskowioek ve
vnitinim uchu a slouZzi jako receptory sluchového a reaaoného Ustroji.

3) Nepohyblivérasinky typu 9 + 0 se vyskytuji té&hna vSech bikach obratlova
a maji funkci mechanorecepigchemoreceptdra otoreceptdr, pracuji tedy

jako ,burg¢né antény* komunikujici s extracelularnim ptedim. Nefastji je

v zahranéni literature jsourasinky #Zné oznaovény jako organely, u nas je viak pro cilie zakén
termin ,burécna specializace”. Toto rozliSovani vychazisté morfologického hlediska, kdy za organelu
je povazovana pouze st@st buiky s vlastni membranou.ékoliv membrana na povrchiasinky je
souwasti membrany hiky (a tudiz z morfologické definice nema membralastni),fada studii

prokazala, Ze sloZzeni membrémginky se liSi od zbytku b&&né membrany, obsahuje fapdlisné
receptory a plni odlisné funkce. Naprostésina proces probihajici fasince je navicifsné oddlena od
zbytku buiky (nag. vstup do intraciliarniho transportu je omezerosieletalni i funkni bariérou, stegh
jako prenos signdl zpracovavanych tasince déle do liky). Z funkéniho hlediska je tedy ozdeni
organela zcelaipéhavé, @koliv neni splgno striktré morfologické kritérium vlastni membréany.

9
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nalezneme na vystelce Zhvodi, pankreatickych vyvad ledvinnych kanalk,
ale i napiklad na povrchu chondrodytAxonema typu 9 + 0 také spojuje zevni
a vnitni segmenty @inek acipka sitnice. Jejich k&iova role v penosu signalu
fady signalizanich kaskad byla objevena teprve nedavno (Fliegaigtil,
2007).

4) Nodalnitasinky jsou pohyblivé, maji vSak strukturu 9 + Paalileji se
predevsim na determinaci laterality u embrysmsném stadiu vyvoje v obdobi
gastrulace (Chodhari Rt al, 2004).

Objev poruch, které postihuji nepohyblitasinky, pomohl vysitlit fadu
onemockni se zdanlig velmi odliSnymi fenotypy. Rkladem jsou onemo¢ni jako
polycysticka onemoemi ledvinci jater, vrozena nefronoftizéada vzacnych syndram
(Joubertiv, Bardet-Biediv, Alstromiv, Meckel-Grubelv, oralni facialni syndrom)
nebo rtkteré formy retinalni degenerace. Tato onenintjsou v posledni deéb
souhrn@ ozn&ovéana jako ciliopatie (Badano J. ét al, 2006; Baker K. and Beales P.
L., 2009). Primarni ciliarni dyskinezi Ize mezi cilidigaradit rovréz, prestoze v tomto

piipadt postihuje porucha vyhradiasinky pohyblivé.

1.1.2. Struktura a funkce Fasinek v dychacich cestach

Naftasince se rozeznavast vybihajici nad povrch bky (volnacastrasinky) a
bazalni &lisko, které slouzi k zakotverdasinky v buice. Volnacastiasinky je spojena s
bazalnim &liskem gechodnowésti. Vnitni struktururasinky (BRAZEK 1) tvai
axonema, ktera se sklada z mikrotubdljednotlivych a usg@adanych do dublét
Rasinky dychacich cest maji evéit konzervovanou strukturu 9 + 2, kde je par
centralnich mikrotubul obklopen deviti perifernimi dublety mikrotuliulTy se skladaji
z mikrotubufi A (13 protofilament) a B (11 protofilament). Kazdyiblet je spojen s
vedlejSimi d¢éma dublety nexinovymi spojkami a jéipojen k centralnimu paru
mikrotubuli radialnimi paprsky. Centralni mikrotubuly se sklpdazdy ze 13
protofilament, které obsahuji proteiny fumk i biochemicky odliSné od proteirve
vn¢jSich dubletech. K mikrotubulu A kazdého perifemitubletu jsou fipojena vigjSi
a vnitni dyneinova raménka (Satir P. and Christensen,2007; Satir P. and
Christensen S. T2008; Tarchalski J1981).

10
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OBRAZEK 1: Schéma struktury rasinky (prevzato z Elohy 7)

Doplreéno o schematickou adaptaci uidéni mikrotubul z (Kurkowiak M.et al,
2015):

Vnéjsi

rameénko } Dyn ein
Vnitfni

raménko

Nexinova
spojka

Radidini
paprsek

Bunéénd membrana

A) Schéma strukturyasinky v gicném piitezu. De¥t perifernich par mikrotubuli obklopuje jeden
centralni par mikrotubil Mikrotubuly jsou navzajem spojeny radialnimi pslgr, nexinovymi spojkami

e

B) Pri¢ny prarez normalnimi lidskymiasinkami bronchialniho epitelu s delviditelnymi dyneinovymi
raménky (transmisni elektronova mikroskopigygdni z¥tSeni 40 000x).

C) Schéma periferniho paru mikrotubwl modelového organisnChlamydomonas

VSechny struktury s vyjimkou ODA jsou distribuovapgdél axonémy s periodicitou 94 nm, ODA se
vyskytuji castji, kazdych 24 nma/d, b/g, c ae, jednohlavé isoformy IDAf« aff, dvouhlava isoforma

IDA; IC/LC, komplex IDA slozeny z intermediarnihdehkéhorettzce; Mt A, mikrotubulus A; Mt B,
mikrotubulus B; N-DRC, reguéami komplex nexin-dynein; ODA, Wi dyneinova raménka s trojici
tézkychietzci ozn&ovanych u Chlamydomonas p ay; RS1, radialni paprsek 1; RS2, radialni paprsek
2; RS3S, pahyl radialniho paprsku 3.

11
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ZjednoduSeaIzeftici, Ze vrgjSi dyneinova raménka jsou zodgdna za frekvenci
pohybuiasinky, vnitni dyneinova raménka odpovidaji za tvar ohybawkly. Na
svém konci dyneinova raménka nesou ATPazu. Ponyaicolyzy ATP se hlava
dyneinového raménka posouva podél sousedniho mbkutt B. Centralni par
mikrotubuli komunikuje s radialnimi paprsky a pomoci signdiniwlekul selektiva
aktivuje dyneinova raménka postépnriznychcéastech axonemy (Chodhari &.al,
2004). Tim je zpsobeno ohybarfasinky. Samotny pohyiasinky pak vypada tak, Ze se
fasinka rychle ohybé vpd jakymsi tderem a pomalejSim pohybem se vrati zp
Zarover svym koncem opisujerivku mirng ovalného tvaru. Mukociliarni transport je
acinny pouze tehdy, pohybuiji-li $asinky koordinovafis ostatnimiasinkami na stejné
buice i na biikach okolnich a jsou-li orientovany stejnyméem. Frekvence pohybu
fasinek je uvatha v rozmezi 10-20 Hz, hlen je posouvan rychlast anm/min
(Chilvers M. A.et al, 2003b; Toledo M. F. and Adde F.,\2000).

Chybkeni nebo zkraceni dyneinovych ramének jsodasdjjSi strukturalni defekty
zpasobujici primarni ciliarni dyskinezi (Plesec T.ePal, 2008; Shoemark Aet al,
2012; Theegarten D. and Ebsen BD11). Je vSak znama cé#ala dalSich
strukturalnich abnormitasinek na Grovni transmisni elektronové mikrosk@pEM),
které mohou toto onemo&mi zpisobit. U rekterych pacierit s PCD nemusi byt na
arovni TEM detekovatelna Zadna ultrastrukturalnicabralita. Takovym fipadem jsou
napiklad pacienti s mutacemi v geBINAH11, jejichZiasinky se pohybuji
s abnormal&é vysokou frekvenci, avSak dyskinetickymigpbem, ktery nevede
k i¢inné mukociliarni clearance.ékiteré skupiny uvagji, Ze procento pacieints PCD,
u nichZz neni detekovatelna porucha ultrastruktasynek, nize dosahovat az 30 %
(Knowles M. R.et al, 2013a), &koliv v evropskych i naSich podminkach je obvykle
uvactna hodnota do 10 %. Tyto pacienty je mozné odhalizp vyuZzitim kombinace
dalSich diagnostickych metod, zejména vysokory¢hlogdeomikroskopie, ale stale

vice se upldiuje i genetickd diagnostika.

1.2. Historické souvislosti: Od Kartagenerova syndr omu
k molekularni podstat é PCD

V 60. letech minulého stoleti Kartagener a Stuckigadisyndrom chronické
sinusitidy, bronchiektazii a zrcadlového organovsito (situs viscerum inversus)

(Kartagener M. and Stucki ,PL962). O vice nez desetileti pefdial Afzelius toto

12
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onemocgni do souvislosti s funkdasinek (Afzelius B. A.1976). V té dobjiz bylo
znamo, Ze hiky prakticky celého dychaciho traktu maji na svamwrphu pohyblivé
fasinky a Ze mukociliarni clearance je jednim zeagiiiich nespecifickych obrannych
mechanism dychacich cest (Antunes M. B. and Cohen N.2807). Afzelius zjistil, Ze
vétSina pacient s Kartagenerovym syndromem ma nepohyhiaginky. Zarova vSak
objevil nepohybliv&asinky také u paciefts podobnym spektrentipnaki, ale
normalni polohou orgdn Toto onemocéni tedy nazval syndromem nepohyblivych
fasinek (ICS z angl. immotile cilia syndrome). N§lezransmisni elektronové
mikroskopie (TEM) jiz v té dobdolozily, Ze ICS mze byt zfisoben gkolika riznymi
poruchamiasinek na strukturalni drovni (Afzelius B.,R000). Zgatkem tohoto
tisicileti byli diky rozvoji metodik fesrgjSiho hodnoceni funkdasinek rozpoznéni
dalSi pacienti s obdobnym spektretizpald, jejichziasinky se sice pohybuiji, ale
vzorec pohybu jejicliasinek je chybny a nevede &mnému @istovani dychacich cest.
Dusledky jsou stejné jako u paciénktei majitasinky zcela nepohyblivé.
Pojmenovani onemoeni se tedy znovu zénilo tak, aby obséhlo i tuto skupinu
pacienti. Sowasny termin primarni ciliarni dyskineze odrazi skuobst, Ze jde o
vrozené geneticky podminé onemoc#ni (primarni) zgsobené chybnou pohyblivosti
fasinek (ciliarni dyskineze) (Sleigh M. ,AL981). Timto ozngenim je PCD také jasn
odliSena odtastjSi dyskineze sekundarni (SCD), kdy chybnou polvgslirasinek
zpasobuji zevni vlivy (nejasgji infekce dychacich cest, ale také vlivy&giho
prostedi — nap. koureni, alergeny) (Bertrand Bt al, 2000; Mygind N.et al, 1983).

1.3. Epidemiologie

Primérni ciliarni dyskineze (PCD) je vzacné gergtisodmirgné onemocEni
fazené do skupiny ciliopatii, $qupokladanym vyskytem 1:12 000-1:30 00QG:Ziv
narozenych &i. Jde o geneticky heterogenni skupinu oner&ics [fevazre
autozomala recesivni ddicnosti (Escudier Eet al, 2009; Leigh M. Wet al, 2009).
V roce 2008 jsme na Pediatrické klinice FN Motolgstovenitady pracovig v celé
Ceské republice vytuili databazi pediatrickych pacigns PCD, kde v roce 2008 bylo
28 do té doby diagnostikovanych pacient dok& zpracovavani této prace je evidovano
jiz 40 pacieni s PCD, gkolik z nich jiz mezitim dosahlo do&igho wku.
V sowasnosti spolupracujeme také na vyerd databaze celoevropské. livpack, ze
pocitdme s nejkonzervati¥sim odhadem prevalenceiekavany poet dtskych

pacienti s PCD v ramcCR je miniméale 2—2,5x vy3si. Kromnizkého celkového tu
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diagnostikovanychdi je alarmujici také vysoky pmérny vék pri diagnéze ve
srovnani s nejusgngjSimi evropskymi zegmi (9,6 roku vs. 4 roky) (Coren M. Et
al., 2002). Ritom zavazné isledky tohoto onemoeni (bronchiektazie, porucha

P

(Date H.et al, 2001; Maglione Met al, 2012a).
1.4. Etiopatogeneze

1.4.1. Patofyziologie

Mukociliarni clearance je jednim z hlavnich neimagitkych mechanisth
ktery nas chraniipd patogeny &asticemi, které vdechujeme. Mukociliarni clearance
zaji¥’uji miliony rasinek na povrchu epitelu dychacich cest a k {@jinosti je zapdebi
jejich koordinovany pohyb zajigjici transport hlenu a wm zachycenych rgstot
smeérem k nazofaryngu.iPporusené strukte nebo funkcfasinek neni tento
mechanismusdinny, staza sekretu v dychacich cestach je paka@dpa za hlavni
klinické obtize paciefits PCD: opakovan& chronické infekce dychacich cest, které
vedou k rozvoji bronchiektazii, chronické rhinossitidy a urady pacient také
k rozvoji sekretorické otitidy a s ni spojenym paiiam sluchu.

Porucha pohyblivostiasinek ve vejcovodech jéipinou subfertility (McComb P.
et al, 1986) a vysSiho rizika ektopické gravidity u ZéaGD (Blyth M. and Wellesley
D., 2008). U mu# s PCD je sniZzena plodnost dana jednak poruchoybtisbsti
fasinek v ductuli efferentes a jednak poruchou pbysti spermii, jejichz hiik je
strukturalé velice podobnyasince a podléha shodnym strukturalnim porucham
(Chenoweth P. J2005; Pennarun &t al, 2002).

Uloha pohyblivych nodéalnich cilii je v pioéhu embryonalniho vyvoje Kiova pro
ustaveni normalni polohy org&nTyto cilie jsou pohyblivé, chybi jim vSak centrapar
mikrotubuly, proto je tvar pohybu spiSe cirkulatmiovalny. Timto pohybem nodalnich
cilii vznika jednosnarny ,nodal flow", ktery je zcela zasadni pro vznévb-pravé osy
embrya. Pokud se nodalfsisinky v této fazi vyvoje nepohybuji spréytevo-prava
télesna osa je ustanovena nahbdrvysledkem rize bytsitus viscerum solitus
(normélni organové uspadani),cast&ny nebo Uplnysitus viscerum inversysbracena
poloha rkterych nebo vSech viiitich orgai), nebo vzac#situs viscerum ambiguus
(razné formy heterotaxie — abnormalniho uggl@nici umise€ni organ v dutireé hrudni
nebo Wisni) (Leigh M. W.et al, 2009; Sutherland M. J. and Ware S, RD09).

14



Aspekty identifikace paciefits priméarni ciliarni dyskinezi

Jak jiz bylo uvedeno vySe, v souvislosti s PCD bgbntifikovany fizné typy
strukturalnich defektiasinek (Kupferberg S. et al, 1998; Pizzi Set al, 2003;
Roomans G. Met al, 2006), z nichZ néastjSi je defekt vijSich nebo vnihich
dyneinovych ramének (podléanych autoll 60—80 %). Z dalSich strukturalnich defekt
se vyskytuji numerické defekty, daptji chyb¢jici centralni par mikrotubtl(9 + 0).
U téchto defektt dochazi k transpozici perifernich duliléak, Ze vysledné uspadani
je ¢asto 8 + 1. Méxncastymi numerickymi defekty jsou chgjiici nebo nadbyiné
periferni mikrotubuly nebo celé dublety. Nejmsébvyklé jsou defekty radialnich
paprski vedouci k dezorganizaci axonémy o normalnigtymikrotubuti. U pacieni
s PCD pozorujemeéasto nahodnou orientai@sinek, kterou lze sledovat po
vyhodnoceni vzgjemné polohy centralnichip&iozené cilie s mnokietnymi
axonemami jsou povazovany za sekundarni jésapeny tvorbou apikélnich
cytoplazmatickych protruzi poskozenyrasinkovymi bukami (Al-Rawi M. M. et al,

1998). Vzacnymi poruchami jsou defekty bazalnitisek a Uplna aplazi@sinek.

Morillas et al. (Morillas H. Net al, 2007) uvadji, Zze asi 15 % v s@asnosti
diagnostikovanych pacienhema@ strukturalni defekt, ktery by bylo mozné didha
pomoci elektronové mikroskopie, ngdi prace pak uvagl ¢islo az 30 % (Knowles M.
R. et al, 2013a). Ud&chto nemocnych je diagndza obvykle stanovena niadak
klinického obrazu a podrobnych futrkich studii cilii s tim, Ze je vZzdy nutnodgtie é
odlisit pripadné zmainy sekundarni, uzZiteé miZe byt u ¢chto pacient i vySeteni

genetické.

1.4.2. Geneticky zaklad onemocn éni: prudce nar Ustajici

mnozina kauzalnich gen

Rasinky jsou vysoce komplexni eveéhe konzervované struktury, sestavajici ze
stovek proteif, dalSi proteinové produkty jsou zapojeny do sestani jednotlivych
ciliarnich sodasti jeSt v cytoplasmd. Z téchto skuténosti plyne extrémni geneticka
heterogenita PCD. Jé&3t prehledovéntlanku z roku 2009 (floha 7) jsme uvéadi, Ze
PCD miZe byt zgisobena mutacemi wkterém z 8 znadmych génmutace vdchto
genech byly zodpasné za fiblizné tietinu vSech fipadi PCD. V gehledovéntlanku
Z roku 2014 jiz uvadime 26 znamych gekteré mohou toto onemoami zpisobit
(Priloha 9). K dneSnimu dni jiZz je znamo 30 gendalSi kandidatni geny jsouip&zne
testovany, ani totoislo tedy jis¢ neni konéné. Geneticky objasnitiiginu PCD se
v sowasnosti dé u @iblizn¢ dvou tetin vSech pacieft(Kurkowiak M. et al, 2014).
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Primarni ciliarni dyskinezi nelze tedy z hlediskimgatogeneze povazovat za
jedno onemoacini, ale spiSe za skupinu geneticky rozdilnych oreera s fenotypicky
obdobnymi, nikoliv vSak shodnymi projevy, jak bugieedeno dale. Klinicky obraz je
napade podobny, danyigdevSim nefungujici mukociliarni clearance, i kdyéita
specifika klinického obrazu jednotlivych kauzalnggm existuji (nap. nékteré genové
defekty nejsou nikdy spojeny s obrazsitus viscerum inversys

Prvni geny spojené s PCD byly objeveny na zak$ddii genové vazby (linkage
analysis), mapovani homozygozity, naslednym studiendidatnich gehna jejich
proteinovych produkitu rodin s PCD. Vyér kandidatnich genvyplyval zejména ze
studia modelovych organignf{negastji jednoburgénérasyChlamydomonas
reinhardtii). Vytvorené mutanty tohoto organismu potvrdily agcich genetickych
vyzkumi vyznamiady proteiii pro pohyb flagel a cilii (Duquesnoy ét al, 2009;
Pennarun Get al, 1999). Vyzkum a potvrzovani novych geoyly v patatcich
provacny ténei vyhradré pomoci klasického Sangerova sekvenovani. Prudijojo
metodik sekvenovani nové generace (NGS z angl.gemdration sequencing) umoznil
revoluci v objevovani dalSich géspojenych s primarni ciliarni dyskinezi.

Z hlediska funkce a umisti proteinovych produkitgeni spojenych s PCD lIze
kauzalni geny roziit do nékolika skupin (Kurkowiak Met al, 2014):

a) geny kodujici proteinové seasti vrejSich dyneinovych ramének (ODA),

b) geny, jejichz produkty se podileji na sestavovgmiethovych ramének,

c) geny koédujici proteinové soasti radialnich paprska centralniho partasinek,

d) geny kodujici proteinoveé soasti reguléaniho komplexu nexin-dynein (N-

DRC),

e) geny, jejichz mutace Agobuji patologicky pohykasinek bez

ultrastrukturalniho defektu,

f) geny, jejichz mutace #gobuji vzacné syndromologické typy PCD, a ostatni

geny.

Fenotypicky se tyto skupiny se liSi na arovni wdtrakturalni i funkni a na rozdily
je ttreba pamatovatipdiagnostice PCD, kdy jeitezité korelovat sprawnnalezené
fenotypické znaky sipdpokladanym genotypem (Chilvers M. &.al, 2003a; Noone
P. G.et al, 2004; Raidt Jet al, 2014). RPehled gen, jejichZ mutace mohou Apobit
PCD, spoléné s jejich genotypickymi korelacemi uvadi souhkfimBuLKA 1. Umiséni
a funkci jednotlivych proteinovych produktéchto geti pak shrnuje ®RAZEK 2.
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TABULKA 1: Pirehled gem, jejichZz mutace zpisobuji primarni ciliarni dyskinezi

Gen Chromozomalni | Lokalizace/funkce proteinu Ultrastrukturalni Typicka funkéni porucha | Literatura
lokus poruchy

DNAI1 9p13 ODA ODA Nepohyblivé cilie (Noone P. G. et 3l2002;
Zariwala M. A. et al.2006;
Zietkiewicz E. et al.), (Failly
M. et al, 2008)

DNAH5 5p ODA ODA Nepohyblivé cilie (Failly M. et al, 2009; Hornef
N. et al, 2006; Olbrich H. et
al., 2002)

DNAI2 17925 ODA ODA Nepohyblivé cilie (Loges N. T. et a].2008)

TXNDC3 (NMES8) 7p14-p13 ODA ODA Nepohyblivé cilie (Duriez B. et al.2007)

DNAL1 14924.3 ODA ODA Porusena pohyblivost (Mazor M. et al. 2011)

CCDC114 19q13.33 Komplex ukotvujici ODA ODA Nepohybliviiie (Knowles M. R. et a).2013b;
Onoufriadis A. et a).2013)

ARMC4 10pl12.1 Komplex ukotvujici ODA ODA Nepohyblivéieil (Hjeij R. et al, 2013;
Onoufriadis A. et a).2014a)

CCDC151 19q13.2 Sr&rovani a ukotvovani ODA ODA Nepohyblivé cilie (Hjeij R. et al, 2014)

CCDC103 17g21.31 Cytoplasma, sestavovani ODA ODA Nepatgldilie (Panizzi J. R. et 312012)

KTU (DNAAF2) 14921.3 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepnivg cilie (Omran H. et a).2008)

LRRC50 (DNAAF1) | 16924.1 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepdivghcilie (Duquesnoy P. et al2009;
Loges N. T. et a).2009)

DNAAF3 (PF22) 19913 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepohybliilie (Mitchison H. M. et al.2012)

DYX1C1 (DNAAF4) | 15g21.3 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepdivghcilie (Tarkar A. et al.2013)

HEATR2 7p22.3 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepolwhtilie (Horani A. et al, 2012)

LRRC6 8024.22 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepdivghcilie (Horani A. et al, 2013; Kott E.
et al, 2012; Zariwala M. A. et
al., 2013)

ZMYND10 3p21.31 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepdivghcilie (Moore D. J. et al.2013;
Zariwala M. A. et al.2013)

SPAG1 8qg22.2 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA Nepohsbtilie (Knowles M. R. et a).2013c)

C21lorf59 21922.1 Cytoplasma, sestavovani DA ODA+IDA (Austin-Tse C. et a12013)




CCDC39 3026.33 N-DRC Dezorganizace MT a Hyperkinetické, rigidni (Becker-Heck A. et al2011;
defekt IDA cilie Blanchon S. et 812012;
Merveille A. C. et al.2011)
CCDC40 17925.3 N-DRC Dezorganizace MT a Hyperkinetické, rigidni (Becker-Heck A. et al2011;
defekt IDA cilie Blanchon S. et 812012;
Merveille A. C. et al.2011)
CCDC164 2p23.3 N-DRC Defekt N-DRC; neni Mala amplituda pohybu | (Wirschell M. et al. 2013)
viditelny
CCDC65 12q13.12 N-DRC Defekt N-DRC PoruSené pohyblivost | (Austin-Tse C. et al2013)
RSPH4A 622 RS Dezorganizace MT (defektCirkularni vzorec pohybu | (Castleman V. H. et al2009;
CP-RS)v gkterych ciliich | nebo rigidnirasinky Zietkiewicz E. et a].2012)
RSPH9 6921 RS Dezorganizace MT Cirkularni vzorec pohybu | (Castleman V. H. et al2009;
v neékterych ciliich (defekt Zietkiewicz E. et a].2012)
CP-RS)
RSPH1 21922.3 RS Dezorganizace MT (defgkOdliSné vzorce pohybu (Knowles M. R. et a).2014;
CP-RS) Kott E. et al, 2013;
Onoufriadis A. et a).2014b)
HYDIN 16922 CP Defekt vydzku CP; Mala amplituda pohybu, | (Olbrich H. et al. 2012)
piilezitostné MT defekty | dyskoordinace
DNAH11 7p21 ODA Normalni ultrastruktura Hyperkinetickytpd, (Lucas J. S. et al2012; Pifferi
mald amplituda M. et al, 2010)
RPGR Xp21.1 Cytoplasma Syndromologicka PCD s retimtggmentosa (Bukowy-Bieryllo Z. et al,
2013; Moore A. et al.2006)
OFD1 Xg22 Cytoplasma Syndromologickd PCD s orofacialdigitalnim (Budny B. et al.2006)
syndromem
CCNO 5ql11.2 Apikalni cytoplasma Redukcespopohyblivychiasinek (Wallmeier J. et a].2014)

CP, centralni par; DA, dyneinova raménka; IDA, kmiidyneinova raménka; MT, mikrotubuly; N-DRC, regini komplex nexin-dynein; ODA, #Bi dyneinova raménka;
RS, radialni paprsky.
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OBRAZEK 2: Pravdépodobna lokalizace produkfi geni identifikovanych u pacienti
s PCD.Adaptovano podle (Kurkowiak Met al, 2015)

DNAH11 Proximalni lalok

( , M8
Bicikovitd zadni &ast - =3 (buttress) 5

(e 23 Mt8
(stalk) Q/j.' N-DRC
CCOC164 5

Phigdest ccoces ~ Zakladni deska Spojka

(pore) (base plau)m (linker) b

RS lalok
IC/LC komplex

Mikrotubulus A .‘ CCDC114 Proteiny kotviciho

komplexu

Dvojity miistek Cytoplasmatické proteiny:
VOji muste|
-CCDC103

- LRRC50 (DNAAF1)
- KTU (DNAAF2)
- DNAAF3

Diagonalni spojka

-DYX1C1

- HEATR2

- LRRC6

D]
’ o .. . -ZMYND10

-SPAG1

RSP;y ”Sp,v
B Q % ad 22 4 -C210rf59
Zéldadna@
Radialni Sue ks -CCNO

paprsek
Stopka Rameno obloukovitého kréku - RPGR

Obloukovity
kréek OFD1

Hlava

Proteiny, jejichz poruchy jsou spojeny s PCD jsewsghématech z@ny svymi jmény a purpurovou
barvou. Cytoplasmatické proteiny spojené s fenatypD jsou uvedeny v boxu vpravo.

A: ODA se skladaji zgkychietzci B ay (ty sestavaji z Bikovité zadniasti, motorické podjednotky,
coz je struktura podobna AAA-kruhu s centralnimgmdy a ze stopky (stalk), kter4 obsahuje MTBD a
Sroubovicovity vylBzek nazyvany vzfra (strut) nebo apa (buttress), ktera zesiluje bazi stopky), dale ze
lehkych a intermediarnidetzch (LC, IC) a proteif kotviciho komplexu (DC).

B: N-DRC se sklada ze zakladni desky (basal plasppiky, ktera dale obsahuje proximalni a distalni
laloky

C: Schéma centralniho péru, kde jsou viditelné miksaty C1 a C2 se svymi vgbky (Wetrg vybézku
C2b). Mikrotubuly jsou vzajeninspojeny dvojitym mistkem (bipartite bridge) a diagonalni spojkou
(diagonal linker).

D: Struktura radidlniho paprsku je zobrazena vlevpifimém pififezu a vpravo z podhledu. RSPH1,
RSPH4A a RSPH9 jsou stasti hlavy RS.

CP, centralni par; DC, kotvici komplex (docking @ex); IC, intermediarniettzec; IDA, vnitni
dyneinové raménko; LC, lehkgtzec; Mt A a B, mikrotubulus A a B; MTBD, doména afizi
mikrotubulus (microtubule binding domain); N-DR@gula:ni komplex nexin-dynein (nexin-dynein
regulatory komplex); ODA, w)Si dyneinové raménko; RS, radialni paprgehyy, tzké dyneinové
rettzcef ay.
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1.4.2.1. Geny kodujici proteinové sou ¢asti vn éjSich dyneinovych
ramének (ODA)

Mutace v &échto genech maji za nasledek typické ultrastrukiu@oruchy
axonémy — zkraceni nebo Uplné ctiybvrgjSich dyneinovych ramének. Fuimim
dusledkem je pak Uplna nebo té&hiiplna nepohyblivosiasinek. Ngjastji mutovanym
genem u paciefits PCD je ge®NAH5kadujici protein, ktery tvd sowast €2kého
fettzce ODA. Mutace v genDNAH5jsou odpo¥dné za fiblizn¢ 15-24 % vSech
piipadi PCD (Failly M. et al, 2009; Hornef Net al, 2006; Olbrich Het al, 2002).
DalSim¢asto mutovanym genem je geNAIL (kédujici intermediarniettzec ODA),
ktery zmsobuje piblizné 10 % gipadi PCD (Noone P. Get al, 2002; Zariwala M. A.
et al, 2006; Zietkiewicz Eet al), akoliv byla popsana také prevalence nizsi (Failly M.

et al, 2008). Tento gen byl také prvnim popsanym genewouvislosti s PCD.

DalSi geny v této skupise uplaiuji jako kauzalni mnohem mégasto, jejich
mutace byly dosud popsany pouze u jeéim&kolika mélo rodinDNAI2 koduje
intermediarni dyneinovietzec 2 (Loges N. Tet al, 2008),TXNDC3(NMESY) je
lidsky ortologlC1 sowtasti ODA mdského jeZzka (Duriez Bet al, 2007) aDNAL1
koduje lehkyrettzec ODA, ktery se specificky vaze BAIAH5 (Mazor M. et al, 2011).

1.4.2.2. Geny podilejici se na sestavovani dyneinov  ych ramének

Komplexy dyneinovych ramének, které jsou sloZzenice ypodjednotek, jsou
vytvareny a sestavovany v cytoplagntransportovany sénem kiasince a ukotveny
k axonemalnim mikrotubtim pomoci komplexu ukotvujiciho ODA. Nedavno byla
objevena celéada gef, jejichZ proteinové produkty se podileji gatito procesech a
jejichz mutace byly nalezeny u pacigstporuchami ODA nebo kombinovanymi
defekty ODA+IDA.

Velmi vzacre byly ve skupig pacient s ODA defekty popsany mutace
v genechiCCDC114(protein je sotasti komplexu ukotvujiciho ODA) (Knowles M. R.
et al, 2013b; Onoufriadis Aet al, 2013) aCCDC151(produkt se podili na sestavovani
komplexu ukotvujiciho ODA) (Hjeij Ret al, 2014),casgjSi je Zejm¢ porucha genu
ARMCA4 ktery se rovdZz podili na si¥ovani a ukotvovani ODA k mikrotubiuh (Hjeij
R. et al, 2013; Onoufriadis Aet al, 2014a). Na sestavovani ODA gejm¥ podili také
produkt genlCCDC103 ktery byl nalezen u jedné roding&ste&nym deficitem ODA
(Panizzi J. Ret al, 2012).
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Do této skupiny pat i rozristajici se skupina cytoplasmatickych proteikteré
se podileji na sestavovani nebo transportd&siuODA i IDA. Jako prvni byl popséan
faktor KTU (DNAAF2), ktery byl podrob# studovan také u mutant rybek medaka
(Omran H.et al, 2008). DalSi geny, které jsou zapojeny do stejnq@boesu a jejichz
mutace tedy row¥ zpisobuji PCD se strukturalnim defektem ODA i IDA,jszacri
u PCD pozorovaneRRC50(DNAAF]) (Dugquesnoy Pet al, 2009; Loges N. Tet al,
2009),DNAAF3(Mitchison H. M.et al, 2012),HEATR2(Horani A.et al, 2012) a
C21lorf59(Austin-Tse Cet al, 2013) atastji pozorované genpYX1C1(protein
interaguje KTU) (Tarkar A.et al, 2013),LRRC6(Horani A.et al, 2013; Kott E.et
al., 2012; Zariwala M. Aet al, 2013),ZMYND10(interaguje $ RRC§ (Moore D. Jet
al., 2013; Zariwala M. Aet al, 2013) aSPAG1(Knowles M. R.et al, 2013c).

1.4.2.3. Geny kodujici proteinové sou ¢asti radialnich paprsk da

centralniho paru fasinek

Mutace v &chto genech vedou k abnormalitam usgi@ni mikrotubu,
neiastjSim ultrastrukturalnim obrazem je ckiyld centralnich pdirs naslednym
uspdadanim 9+0 nebo 8+1 (periferni par je dislokovarelara axonémy) (Chilvers
M. A. et al, 2003a; Noone P. &t al, 2004). Tyto defekty maji za nasledeké&m
vzorce pohybuasinek (Castleman V. Kt al, 2009; Raidt Jet al, 2014). U pacietit
S mutacemi véchto genech neni pozorovan abnormalni organovg, giotoze funkce
nodalnich cilii, ktera centralni par nevyZadujestava zachovana.

V této skupii byly jako prvni pomoci analyzy genové vazby a nvapd
homozygozity identifikovany u beduinskych paciestPCD mutace v gene&5PH%
RSPH4A(Castleman V. Het al, 2009). Zatimco mutace v geRSPH9se v kohowt
evropskych paciefitnevyskytovaly, mutace v gelRSPH4Abyly u pacieni
s abnormalnim uspadanim mikrotubui nalezeny (Zietkiewicz Eet al, 2012).
Nejcastji mutovanym genem v této skugife ale Zejm¢ RSPH1(Knowles M. R.et
al., 2014; Kott E.et al, 2013; Onoufriadis Aet al, 2014b). Detekcesthto poruch
radialnich paprskmaze byt pomoci klasické TEM pammé obtiznd, byla tedy vyvinuta
experimentalni technika 3D kryo-elektronové toméigr&ktera pomohla tyto defekty
|épe vizualizovat (Lin Jet al, 2014). Vyhodné riize byt i pouziti
imunofluorescetniho zngeni €chto proteirih (Frommer Aet al, 2015). Vzaca
mutovanym genem jEYDIN detekovany zatim v&i rodinach (Olbrich Het al,

2012), jehoz mutace #pobuje obtizé detekovatelnou absenci Wiku C2b
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centrélniho paru mikrotubiul abnormality na TEM se vyskytuji pouze na malém
procentu cilii fasinky jsou pohyblivé, ale pohyb vykazuje snizenoplaudu a
diskoordinaci. Vzhledem kinto naleam je diagnostika tohoto fenotypu obtizna a
pacienti mohou byt snadnéghlédnuti. | geneticka diagnostika je v tomigpct
slozZit, vzhledem k tomu, 2¢YDIN mé evolén¢ vytvoreny duplicitni gerHYDIN2

s téngf identickou sekvenci.

1.4.2.4. Geny kodujici proteinové sou ¢asti regula éniho komplexu
nexin-dynein (N-DRC)
Studiem mutantnich organisn€hlamydomonabyla objevena sloZitost
struktury reguléniho komplexu nexin-dynein (N-DRC) (Dymek E.df.al, 2011).
Tento komplex se spaie¢ s vnitnimi raménky podili na vyt¥ani typického vzorce

pohybu a stabilizuje vritti organizaci struktur axonémy.

V této skupir byly nejprve objeveny gen§CDC39a CCDC40(Becker-Heck
A. et al, 2011; Blanchon Set al, 2012; Merveille A. Cet al, 2011), jejichz mutace
vedou k poruSe N-DRC a IDA. Na strukturalni Uropaiu u €chto pacient patrné
dezorganizace mikrotubuk defekty IDA, funkné jsou cilie rigidni, hyperkinetické.

Vzacreji pak byly nalezeny také mutace v dalSich genaextukcich sogasti N-
DRC: CCDC164(Wirschell M.et al, 2013), coz je ortholog DRC1 podjednotky N-
DRC Chlamydomonggehoz mutace négobi dezorganizaci mikrotuhiud porucha
pohyblivosti je mé# patrna nez vifpadk CCDC39 a genCCDC65(Austin-Tse Cet
al., 2013), jehoz proteinovy produkt je lidskym orthgéon podjednotky FAP250 N-
DRC Chlamydomonaa jehoz mutace Zigobuji poruchu pohyblivosti s rigidnimi

ciliemi a strukturalni poruchu IDA s dezorganizadkmtubula v nékterych ciliich.

1.4.2.5. Geny, jejichz mutace zp wdsobuji poruchu pohyblivosti

rasinek bez strukturalniho defektu

U nékterych pacienit s klasickymi klinickymi piznaky PCD nelze detekovat
Zadny ultrastrukturalni defekt na trovni TEM. Jak/énozné pozorovat abnormality
pohyburasinek. V této skupinbyl dosud identifikovan pouze jeden geNAH11,
jehoz proteinovy produkt je séésti vigjSich dyneinovych ramének. Pacienti
s mutacemi v tomto genu majiduigidni, nebo zcela nepohybliwasinky (Lucas J. S.
et al, 2012; Pifferi M.et al, 2010). Mutace v genDNAH11vyswtluji asi gEtinu
piipadi pacient s PCD bez strukturalniho defektu (Knowles MeRal, 2012).
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1.4.2.6. Geny, jejichz mutace zp udsobuji vzacné syndromologické
typy PCD, a ostatni geny
Dosud byly identifikovany 2 geny, jejichz mutaceigpbuji vzacné

syndromologické varianty PCD, kde se porucha pawyth cilii prekryva s fenotypem
jiné ciliopatie. Mutace v genu RPGR byla popsawananty PCD s retinitis
pigmentosa (Bukowy-Bieryllo Zet al, 2013; Moore Aet al, 2006), mutace v genu
OFD1 u pacienta, ktery ¢hznamky PCD a orofacialniho digitalniho syndromu
spojeného s mentalni retardaci a makrocefalii (Buglret al, 2006). U oboudchto
geni je d&di¢nost vazana na chromozom X, na rozdil od autozamabesivni
deédicnosti klasické PCD.

Zatim poslednim genem, jehoz mutacésgbuji fenotyp podobny PCD, je u 16
pacienti popsany ge@ CNOKkodujici cyklin O. Mutace tohoto genutgmbuiji poruchy
vzniku a umisini matéské centriolyrasinek. @Msledkem je nedostatey paiet cilii na
apikalni strat buiky s disledky obdobnymi jako u jinych tydPCD (Wallmeier Jet
al., 2014).

Predpoklada se, Ze s rozvojem genetické diagnostskglaSimi rozpoznanymi
genetickymi defektyasinek se bude zvySovatded pacieni s PCD, u nichz se
nepodd#i prokazat jasny strukturalni defekt, #@gto maji funkctasinek trvale
poruSenou. Bush et al. (Bush t.al, 2007) zase uvé(l piedpoklad, Ze bude&ipyvat
diagnosticky hraghich gipadi PCD a Ze bude mozné asociovat jednotlivé genetické
mutace sizre vyjadcenymi fenotypy, podohinjako je tomu v sotasnosti u cystické
fibrézy CF.

1.5. Kilinické p Fiznaky

Klinické ptiznaky u @ti i dosglych souvisi pevazré s nefungujici mukociliarni
clearance. Dale jsou roddny podle ¥kového obdobi, kdy je mozné tytéiznaky u
pacienti detekovat.

1.5.1. Prenatélni a perinatalni obdobi

Jiz ultrazvukové vysétni ged narozenim dite miZze upozornit na abnormalni
polohu orgaf. VSechny dti se zjiSénym abnormalnim organovym sitesit(is
viscerum inversyambiguus- heterotaxie) by sty podstoupit funkni vySeteni
fasinek bez ohledu na vyskyt dalSi¢fzpaki (Barbato A.et al, 2009). V této
souvislosti jeiteba zminit, Ze dkteré formy heterotaxie zahrnuji také abnormality
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utvareni srdéni klicky, které se projevuji jako vrozené stdevady. Na PCD je¢ba
myslet u vSech pacieiht vrozenou srami vadou, u kterych se vyskytuji chronické
infekce hornich a dolnich cest dychacich, zejméttahy kde niZe vrozena srdai

vada pedstavovat witou formu heterotaxie (Brueckner M2007; Brueckner M.2012;
Kennedy M. Pet al, 2007). Zarove je vSak teba zdraznit fakt, Ze abnormalni
organovy situs se vyskytuje u néémez 50 % &ti s PCD (Sutherland M. J. and Ware S.
M., 2009) a u &kterych diagnosticky obtiznych forem se poruchyaomy€ho situ
nevyskytuji nikdy z évoda jiz uvedenych v textu vySe.

U velkécésti diti s PCD, ale zdaleka ne u vSech, je mozné anaitkegfistit
abnormalni perinatalni pip¢h (Coren M. Eet al, 2002; Knowles M. Ret al, 2013a).
Jde zejména o syndrom respiratisré (RDS) (Ferkol T. and Leigh M2006), a to
piestoze jsoudi s PCD v naprostéstsing pripadi narozené v terminu s normalni
porodni hmotnosti a délkou. V naSem souboru jsmeratalnicasné novorozenecké
obdobi identifikovali u 45 %di (RDS, pneumonie, aspirace, transientni tachypnoe
Také Ferkol a Leigh (Ferkol T. and Leigh,N006) uvadji, Ze PCD tvai ¢ast
etiologicky neobjasinych gipadi respir&ni tisre novorozent narozenych v terminu a

Ze by ntla v tomto gipact tato diagn6za vZzdy zvaZzovéana jiz neonatology.

Takeé sourozenci vSech pacigstjiz diagnostikovanou PCD byanbyt vySeteni
jiz v ¢asném novorozeneckénku bez ohledu naffiomnost symptorin (Barbato A.et
al., 2009).

Pravd@&podobr nejastjSim piiznakem vibec, ktery je ve sh@ds jinymi soubory
udavan i v naSem souboru prakticky u vSech patigatrvala ryma, typicky zanajici
jiz v novorozeneckém obdobi atwzné intenzit se projevujici v pibéhu celého Zivota
(Bush A.et al, 2007).Casto se k rympiidava i chronicky vihky kasel, ktery napoméaha
odstraovani hlenu z dychacich cest pefungujici mukociliarni clearance.

1.5.2. DalSi pfiznaky vyskytujici se ud éti

Opakované nebo chronické infekce hornich a dolnychakich cest jsou
negasgjSimi obtizemi pacieiits PCD, u ¥tSiny z nich pitom z&inaji pongrné casre,
obvykle jest v kojeneckéngi raném batolecim obdobi. U jednotlivych paciese
muze liSit tize icetnost infekci, stefhjako mira postiZeni hornich a dolnich dychacich

cest.
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Opakované otitidy (akutni vice nez 3x) nebogeaistji chronicka sekretoricka
otitida (el-Sayed Yet al, 1997) se vyskytovaly v naSem souboru u 95 % v3é&ith d
V piipact chronické sekretorické otitidyime na moznost PCD upozornit netspé
zavaani ventila&nich trubtek (zejména jejich vicenasobné spontanni vypadmebo
pietrvavajici sekrece zerstiousi po jejich zavedeni (Coren M.dtal, 2002; el-Sayed
Y. et al, 1997; Mygind N. and Pedersen,M983). Sotiasre se vyskytujici pevodni
porucha sluchu je popisovana u vice nez poloving p&cientt (Majithia A. et al,
2005).

Z ostatnich infekci s&asto objevuji opakované bronchitidy (s obstruk¢ese
castji bez ni), pneumonie a sinusitidy. Prakticky uatsetti s PCD jsou postizeny jak
horni, tak i dolni cesty dychaci, i kdyZz mira zapeni se mize dosti liSit. Noone et al.
(Noone P. Get al, 2004) uvadji, Ze kombinaceifiznaki postizeni hornich a dolnich
dychacich cest je podminkou, bez niz nelze diagiézd stanovit. Pokud se (zejména
u citi nad 4 roky ¥ku) vyskytuji izolované fiznaky pouze z hornich nebo pouze
z dolnich cest dychacich,&li to spiSe proti diagndéze PCD. Opakovanéhronické
infekce dolnich cest dychacichvk ¢i pozcji vedou k rozvoji bronchiektazii.
Lldiopatické bronchiektazie” jsou sicéidkakdy problematikou&skéeho ¥ku, alec¢ast
téchto pacient jisté tvori nediagnostikovani pacienti s PCD (Shoemarktfal, 2007).
Bronchiektazie byly popsany jiz &tils PCD od 3 let&ku a jsou tén& univerzalnim
nalezem u dosiych pacieni s PCD (Noone P. Gt al, 2004). Ri spirometrickém
vySeteni miZze byt prokazatelna obstrirk porucha ventilace, kterd se zhorsuje
s wkem (Sagel S. Det al, 2011).

U pacienti s PCD prakticky vZdy rodée popisuji petrvavajici rymu a zahleni,
n¢kdy také kaSel, a to i v obdobich mimo infekce. iRbke kaSel vyskytuje, pak miva
témet konstants vihkou slozku. [Bti jsou¢asto odmitany vigdskolnich zézenich,
protoZe ryma a vihky kaSel jsou automatickispzovany infeknim onemocénim.
Tyto dkti byvaji opakova# neuspsns odesilany na alergologickd, imunologicka a
gastroenterologicka vy&eni,casto i I€éeny mnoha skupinamiznych I&€iv, rodice
vSak \&tSinou ani na kombinovanécke® nepozoruji vyrazgjSi zlepSeni fiznalk.
Zahranéni publikace (Coren M. Eet al, 2002) i naSe zkuSenosti nazog, Ze rekteri
pacienti mohou byt dlouhodslvedeni nagiklad pod diagn6zami obtizrécitelné
astma, astma nereagujici néblé, blize nespecifikovana porucha imuritgino-

bronchialni syndrom nejasné etiologie.
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Vzhledem k chronické sekretorické otitid rhinosinusitid jsou dti ¢asto
odesilany také do ambulanci ORL l&kakteri casto opomijeji fiznak sodasré se
vyskytujiciho vihkého kaSle a diagnéza se apgeé (Sommer J. Uet al, 2011).

Souhrni Ize konstatovat, Ze PCD byha byt zvazovana v diferencialni
diagnosticegtasre u vSech dti s abnormalitami organoveélsiu, u novorozent
narozenych v terminu, u kterych se rozvine jinakysgtleny syndrom respitai tisrg,

a u dti s anamnézou perzistujiciho zaldeinodcasného wku, ktery je spojen

s perzistujici rhinosinusitidou. Jéldzité, aby ORL specialisté zvaZovali diagnézu PCD
u pacient s chronickou sekretorickou otitidou a dlouhodolghmonickym zahlegnim

a aby kardiologové byli obeznameni s moznou asoBi&D s vadami spojenymi

s heterotaxii (Knowles M. Ret al, 2013a).

1.5.3. PFiznaky u dosp élych

U dosglych se vyskytuje podobné spektrutiizmalki, které jsou popisovany u
déti, atkoliv poruchy sluchu jsou mérasté. Plicni funkce se gkem postupé
zhorSuji a térér vSichni dospli pacienti s PCD maji bronchiektazie. Noone et al.
(Noone P. Get al, 2004) popisuji, Zze az 25 % desgh pacient s PCD ve Spojenych
statech americkych majtignaky respiréniho selhaniRada z &chto pacient vyzaduje
transplantaci plic (Date Het al, 2001).

U muzi je diky omezené pohyblivosti spermii (asthenozeosfe) vyznama
snizena fertilita (Munro N. Gt al, 1994). Uspdné oplodéni pomoci
intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI) je véaiZné (McLachlan R. ket al,
2012; Stalf Tet al, 1995). Zajimavosti je, Ze mutacedkterych dyneinovych genech
byly nalezeny také u mizs nesyndromologickou asthenozoospermii bez jalolchk
respir@&nich obtizi (Zuccarello Det al, 2008).

Subfertilitaci infertilita je popisovana také u Zen (HalbertASet al, 1997;
McComb P.et al, 1986), lestoZze pohybasinek neni jedinym faktorem, ktery se podili
na transportu oplozeného v#ja vejcovodem (Kolle St al, 2009). Ma se za to, Ze
porucha ciliarni aktivityasinek vejcovodu je zodp&ana také za vyssSi vyskyt
mimodéloZnich ghotenstvi u pacientek s PCD (Blyth M. and Welle€dey2008).
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1.5.4. Pridruzena onemocn éni

PCD se niZe pojit také s dalSimifulruzenymi chorobami. &ktefi pacienti s PCD
mohou mit bronchiélni hyperreaktivitu, kter&gsto chyb interpretovana jako
asthma bronchiale. U paciérg PCD se pravgodobr také vyskytujicastji spankové
poruchy dychani (Santamariadt.al, 2014). Ve vzacSich gipadech se pak mohou
soutasre s PCD vyskytovat také vrozené stdevady (Brueckner M.2007),
polycystické onemocmi ledvingi jater (Gunay-Aygun M.2009), hydrocefalus,
retindlni degeneraceetre retinitis pigmentosa (Krawczynski M. R. and Witt,M
2004), hluchota (Krawczynski M. Rt al, 2004), biliarni atrézie, zavazné oneméun
jicnu (atrézie, zavazny reflux).&8ina €chto gidruzenych onemodni pati
samostaté ¢i jako sowdast nejtizrejSich syndrom také mezi ciliopatie.

1.6. Diagnostika

Jak gibyvaji znalosti o funkdtasinek ve zdravi i nemoci, vyvstala takérpba
piesrEjSi diagnostiky PCD. Vzhledem k mnozstiznych fenotyg, je diagnostika
tohoto onemoani ponerné slozita a nila by byt vyhrazena specializovanym
pracovistim (O'Callaghan @t al, 2007). Nekteti pacienti mohou vykazovat pouze
velmi nenapadné poruchy pohyblivosti a dalSi skapiacieni nema zadny
ultrastrukturalni defekt na transmisni elektrononikroskopii. V naprostéatsing
piipadi byva @i diagnostice nutné korelovat klinicky obraz s egity zjiS&nymi
vySetenim funkce a struktursasinek (Bush Aet al, 2007).

1.6.1. VySetfeni funkce Fasinek

Kromé typickych klinickych giznaki je k diagn6ze vyZadovan vzdytigaz
poruchy funkceasinkového epitelu (Chilvers M. A&t al, 2003b; O'Callaghan @t al,
2007; Stannard W. Aet al). VySeteni motilityfasinek se provadi pomoci tzv. digitalni
vysokorychlostni videomikroskopie (HSVM z angl. lInigpeed video microscopy)
(Ishijima S, 1995; Stannard W. Aet al), ktera je v sokasnosti povaZzovana za zlaty
standard pro hodnoceni vzorce pohyblivéasinek (Chilvers M. Aet al, 2003b).
Diive pouzivané diagnostické metody jsou jiz dnesapovany za obsoletni, zejména
pro svou nizkou senzitivitu (&telnd mikroskopie bez zdznamu) nebo specificitu
(sacharinovy test) (Barbato At al, 2009). Vzorek k vyséeni HSVM se odebira
pomoci tzv. nazalniho brushinguj gterém se cytologickynii bronchoskopickym
kart&kem do specialniho roztoku odebere maly vzorek inggip. pi bronchoskopii
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bronchiélni) sliznice. Nazalni odibje rychly, pacienta nezgtujici a proveditelny i u
nejmensich é&ti. Epitelialni lemy se pozoruji obvykldizvétSeni 400-1000x a pohyb
fasinek se nahrava rychlosti 250-500 snirnk viginu. Idedalni je pozorovat naslefin
zpomaleny zaznam pohybasinek na &kolika neporusenych lemechiipozorovani
porusenych leiinnebo samostatnych btknvyznamm stoupa procentiasinek se
zachycenym dyskinetickym pohybem (ThomaBal, 2009). Zarove se pgita
pramérnd frekvence pohybiasinek. Vzorec pohybwhkterych fenoty PCD miZe byt
obtizné rozeznat od normélee pohybujicicliasinek, byva s vyhodou pozorovat
alespa nekteré lemy také pohledem zeshora (overhead projectiak jiz bylo
uvedeno \&asti o genetickychiftinach PCD, ukazuje se, Ze jednotlivé genetické a
strukturdlni defekty jsou asociovany s typickouyatrou pohyblivostiasinek
(Armengot M.et al, 2010; Chilvers M. Aet al, 2003a). Vzhledem k néstajicimu
mnoZstvi objevovanych paciérs fenotypy, které maji velmi diskrétni nebo zadné
ultrastrukturalni poruchy, se kvalitni diagnostg@moci HSVM stava
nepostradatelnou. V fibéhu poslednich let se toto vyEmti podéilo zavést i na naSem
pracovisti, které je zatim jedinym centrem dogomanym pro diagnostiku PCD
Ceskou spolknosti dtské pneumologi€eské Iékéské spolgnosti Jana Evengelisty
Purkyre.

NejvétSim uskalim samotného vy&ati funkceaasinek jetasto odliSeni fipadi
sekundarni ciliarni dyskineze (SCD) (Armengoté#lal, 2010; Bertrand Bet al,
2000; Pifferi M.et al, 2008a; Wilson R.1988). Je nezbytné, aby hodnotici osoba byla
prosSkolena a obeznamena jak se vSemi moznymi edtetigpohyblivostiasinek
raznych fenotyg PCD, tak i s abnormalitami vyskytujicimi sefgadct SCD.
Sekundarni ciliarni dyskinezetre netidka zasahovat&Sinu¢i vSechny pozorované
epitelialni lemy (Pedersen ML990) a jeji odliSeni od PCD je pak komplikované.
Nejcastji se SCD vyskytuje v navaznosti na akutni infekgeh@cich cest a iize trvat
i nékolik tydnt, nez dojde k jeji tprav Pokud je tedy pacient po akutni infekci
dychacich cest, je dobré adlvzorku odlozit alespoo 4 tydny (Bertrand Bet al,
2000; Pifferi M.et al, 2008b).

Opakovanym vyséenim se obvykle davétSinu gipadi PCD a SCD odlisit.
Definitivné Ize tyto d¥ jednotky odliSit vySéenim funkceasinek po ciliogenein
vitro (Jorissen Met al, 2000; Olbrich Het al, 2006). Je vyuzivanoskolik riznych

experimentalnich technik b&mych kultur umo#ujicich st respiraniho epitelu s
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ciliemi (Hirst R. A.et al, 2010; Pifferi M.et al, 2009). Toto vySéeni jecaso,
organiza&né i personald narané, usgsnost ciliogenezm vitro dosahuje v nejlepSich
laboratdiich asi 60—70 %. Toto vydeni je vyhrazeno pro vysoce specializované

piipady.

1.6.2. VySetfreni struktury Fasinek

U vétSiny, zdaleka vSak ne u vSech (Schwabe Gt@l, 2008), pacierits PCD
je pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)Zné prokazat defekty ve
strukture fasinek (Plesec T. Rt al, 2008; Roomans G. Met al, 2006; Tarchalski J.
1981). Jednotlivé typy strukturdlnich poruch u @ini ciliarni dyskineze i jejich
korelace s genetickouipinou byly jiz zmirgny vySe. Toto vySéeni Zistava nadale
jednim z pilta diagnostiky. Provadi se u paciénkde anamnéza i vysledky HSVM
standard diagnostiky PCD, protoZe vyznamné progeateentt bez strukturalniho
defektu nedokaze odhalit. Také hodnoceni TEM jedndr a vyZaduje patologickad
histologickou laboratiose zkuSenostmi se zpracovavanim vzorku i hodnotealez a
piinasi s seboiadu Uskali — i zde Ze byt odliSeni sekundarnich &mobtizné
(Jorissen M. and Willems ;T2004; O'Callaghan &t al, 2011).

1.6.3. VySetreni nazalniho oxidu dusnatého (nNO)

Méieni nazalniho NO jedine vyuzivano jako screeningoveé vy&ati, ma-li [éka
podezeni na PCD (Corbelli Ret al, 2004; Karadag Bet al, 1999; Walker W. Tet
al., 2012). A’koliv naprosté ¥tSina pacienit s PCD ma nizké hladiny nazalniho NO,
PCD nelze potvrdit, co je algil@zit¢jSi, ani vylowit pouze na zakladvysledki tohoto
vySeteni (Corbelli Ret al, 2004; Moreno Galdo Aet al; Piacentini G. Let al, 2008)
a interpretace vysledkmusi vzdy brat v potaz klinicky obraz a event.lggiky dalSich
vySeteni. Malé procento pacigns PCD ma normalni hladiny nazalniho NO, faleSna
pozitivita vySeteni je naopak popisovana u diagnéz jako cystidk@fia a nosni
polypdza (Corbelli Ret al, 2004).

Pricina nizkych hladin nazalniho NO u paciestPCD zatim neni zcela obj&sa
(Walker W. T.et al, 2012). Existuji tizné techniky réteni nazalniho NO, vyzadujici
raiznou miru spoluprace pacientari pouZiti nejjednodussi metodyéieni je toto
vySeteni proveditelné az u paciérdsi od 4-5 let&ku (Marthin J. K. and Nielsen K.
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G., 2011; Santamaria fet al, 2008). Také toto vySini je v poslednich letech

dostupné i na naSem pracovisti.

1.6.4. Ostatni pomocné diagnostické metody

1.6.4.1. Bunééné kultury rasinkového epitelu

Jiz vySe bylo zmiéno vyuziti ciliogenezén vitro. Toto vySeteni mize byt
uzitetné zejména u pacians rozstenou sekundarni ciliarni dyskinezi (Armengoté¥l.
al., 2010) a daleip diagnostice dkterych vzacyjSich fenotyi PCD (Boon Met al,
2014; Hirst R. Aet al, 2010; Pifferi M.et al, 2009). VySedieni vyuziva toho, Ze po
ciliogeneziin vitro buiky nevykazuji takové mnoZzstvi SCD jakivodni vzorek
(Jorissen Met al, 2000) a u paciefits PCD se&asto dokonce abnormalita ve vzorci
pohybu jedt zdirazni (Hirst R. Aet al, 2014).

1.6.4.2. Imunofluorescence

Diagnostika pomoci imunofluorescence vyuziva skuisti, Ze specifické
strukturalni proteinyasinek jsou u gkterych pacient s PCD dislokovany (Fliegauf M.
et al, 2005). Ozné&eni takovych proteiinfluorescetnimi protilatkami a pozorovani
jejich lokalizace lze pak pouZzit pro vyzkumné ighastické dely (Omran H. and

Loges N. T, 2009). Imunofluoresceni barveni dokumentujeERAZEK 3.

1.6.4.3. Genetické vySet reni

V souwasnosti seiedpoklada, Ze kauzalni geribe byt odhalen asi u 65 %
pacieni s PCD (Knowles M. Ret al, 2013a). Genetické potvrzeni PCD ovSeifZzen
byt komplikované &aso¥ i financné narainé, a to zejména pro extrémni genetickou
heterogenitu tohoto onemagr, ale také proto, Zeda z kauzalnich génwetns
negastji mutovanéhdNAHS5, je vyjimeain¢ dlouhych. Napiklad DNAH5 sestava ze
79 exon plus alternativniho exonu 1 a fiahezi jedny z nejdelSich lidskych gen
Racionalnim a ekonomickym (cost-effective) vyuzitimnych genetickych metod se
zabyva rkolik naSich praci. Stakastji jsou pro vyzkumné, ale i diagnostickéely
vyuzZivany metody sekvenovani nové generace (whatemge/exome sequencing,

custom amplicon sequencing). Tento trend jsme skddtaké i nasi praci.
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OBRAZEK 3: Imunofluorescentni barveni respiraénich bunék.

V kazdém panelu je hilka pozorovana standardnisinou mikroskopii v pravém dolnim rohu, dai$i t
obrazky v kazdém panelu zobrazuji tuté#kwpii pozorovani v kanalu pro jednotlivé
imunofluoresceni barviky. Imunoznéeni bylo nésledujici: Zelend, protilatka proti gé@tanému
tubulinu (marketasinek); modra, DAPI (marker bé&mych jader)gervena, protilatka proti proteinu
DNAHS5.

A: U zdravého dobrovolnika je protein DNAHS5 jasietekovatelny vasinkach (srovnejerveny a
zeleny barevny kanal).

B: U pacienta s PCD #gobenou mutacemi v genu DNAHS5 je protein lokalizopéuze v cytoplasén
buiiky a nedostava se dasinek (srovnejerveny a zeleny barevny kanal).
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1.6.5. Diferencialni diagnézy

Opakované respitai infekce jsou jedna z rigjstjSich obtizi, se kterymi se
détsky leka setkava. Obe@nse uvadi, Ze uati do 6 let ¥ku, zejména navdtuji-li
kolektivni zd&izeni, nize byt za normu povazovano az&ych respirénich infekci
roéné. K tomutocislu je ovSemitba pistupovat individuély, hodnotit vZzdy tiZi obtizi
u daného pacienta, jeho rodinnou a osobni anamngani#it se na piznaky, které
mohou signalizovat, Ze opakované infekce jsbanakem jiného zakladniho
onemockni. Primarni ciliarni dyskineze jispati do diferencialni diagnozy
opakovanyclti chronickych respiréni infekci, vzhledem k jeji relativni vzacnosti je
vSak feba vzdy nejprve vySét a piipadré vyloudit jiné ¢asgjsi priciny podobnych
klinickych obtizi.

Jedno z nepstjSich onemoceni détského ¥ku, které se riize projevovat
opakovanymi respitmimi infekcemi, jsou hypertrofické adenoidni vegetaPodobé
se mohou projevovat take zavazné (zejména humpralanodeficity, cysticka fibroza,
astma a alergicka rhinosinusitida, ale také onerdcngastroezofagealniho refluxu
(GERD) s extraezofagealnimiipnaky. U kazdého dite by n&ly byt tyto diferencialni
diagnozy zvazeny a vygeny (Coren M. Eet al, 2002). Na onemoeni PCD je
nicmére i nadale teba myslet, zejména ¥dhto @gipadech:

* Ani po odstratsni adenoidnich vegetaci nedoSlo ke zlepSeni obtizi.

» Obtize vypadaji vyznangji nez zjiS&né abnormality  imunologickém
vySeteni, event. jsou protilatky normalni nebo zvysSereeienti s PCD mohou
mit rizny imunologicky profil od mirnych hypogamaglobdimii ¢i znamek
mirné dysregulace bt&né imunity, ges normalni hladiny protilatek az po
vyznamné hypergamaglobulinémie IgA, IgMigG, které sedci pro chronicky
probihajici zaét).

* U pacient, kde byl extraezofagealni GERD spréawiagnostikovan (24h
impedarini pHmetrie), obtiZze neustupuji ani po zavedatbyénekteri pacienti
s PCD mohou mit s@éasré GERD, ktery je dlouho povazovan za zékladni
diagnozu).

» Pacient ma stanovenou diagn6zou astmatu, kteig#ldobré spolupraci
pacienta a rodiny nereaguje adek¥ata zavedenou terapii.

» Alergologické vySeaeni je negativni.

» Spirometricky jsou znamky fixované obstrukce v ddincestach dychacich.
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1.7. Péce o pacienty s PCD a jejich prognéza

Ackoliv se objevuji prvni #decké publikace o postupech, které by umoznily
obnoveni ciliarnich funkci (genova terapie a tezapvyuzitim malych molekul)
(Boudes P. F.2014; Mcintyre J. Cet al, 2012; Mcintyre J. Cet al, 2013; Ostrowski
L. E. et al, 2014), primarni ciliarni dyskinezi v séasné dob neni mozné vyiét. Je
mozné pouze pravidelnou a soustavnou terapii coénogj@inngji branit vzniku
komplikaci, zejména pak zavazného postizeni plicéls J. Set al, 2013). Sledovani
pacienti s PCD by nilo byt vZzdy vyhrazeno terciarnim pracovistim seSgaostmi
S p&i o tyto pacienty. O’'Callaghan et al. (O'Callagl@aret al, 2007) gedpokladaji, ze
ustaveni center povede ke zlepSeni kratkodobé&ihdldobé morbidity u pacieit
s PCD, &koliv dosavadni velmi kratkodobé zkuSenosti zagnta trend nepotvrzuji
(Maglione M.et al, 2014). Nekteré prace ale jagmaznéuji, Zecasna diagndza

znamena mensi vyskyt komplikaci v déggti (Yiallouros P. Ket al, 2015).

Pé&e o dti s PCD dosud nemé standardizovanou podobu icrapropou je mozné
pozorovat vyznamné rozdily (Strippoli M. &.al, 2012). Pracovni skupina pro PCD
Evropskeé respikmi spol€nosti sice vydala dopo&ani pro diagnostiku a management
PCD (Barbato Aet al, 2009), ale zarovedodava, Zeitkazy pro tato dopotieni jsou

malo kvalitni.

Pé&e o dti s PCD jecasténe extrapolovana ze zkuSenosti gipgdti s cystickou
fibr6zou (CF). ProtoZe se vSak patofyziologie obnarnocini v mnohém lisi, nelze se
s takto zjednodusujicinrigtupem spokoijit a je zagebi dale pomoci metod mediciny
zaloZzené naitkazech owrovat, které z vyuzivanych postupkut&né zlepSuji
dlouhodobou prognézu paciérd PCD. K provedeni takovych klinickych studii je
vzhledem k vzacnosti onemaan zapotebi mezinarodni spoluprace. Terapeutické
postupy se v s@asnosti sougedi redevsim na zlepSeni clearance dychacich cest
kombinacemi fyzioterapie a @&eni, event. s vyuzitim inhalai terapie, a na agresivni
lécbu vSech respitmich infekci (Barbato Aet al, 2009).

1.7.1. Pravidelné kontroly a vySet Fovaci postupy

Pti pravidelnych kontrolach je nutné sledovat oxyggn@aonitorovat plicni
funkce, osidleni dychacich cest patogeny, celkésya prospivani dite. Kazda
kontrola by néla byt doplna také komplexnim vySenim sluchu a ORL vySenim
(Barbato A.et al, 2009).
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Cetna zobrazeni pomoci klasickych sninfikudniku nemaji pé¢bnou citlivost
k detekci bronchiektazii, k zobrazeni se tedy dojfage spiSe CT vyS&ni s vysokym
rozliSenim s delSimiasovymi odstupy (Fauroux Bt al, 2009; Maglione Met al,
2012b).

Mikrobiologick& vyseteni sputa maji byt provéda v pravidelnycktasovych
intervalech, nejdéle jednou za ¥site, Iépe 1x ¥si¢né. Znalost osidleni dychacich
cest je zasadni pro rozhodovani o terapitipart, Ze dojde k akutni infekci, stav
pacienta nebo jeho plicni funkce se zhorSichlsdji se vyskytujici patogeny
v dychacich cestach jséttaemophilus influenza&treptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureubiéns ¢asto jsou detekovarBseudomonas aeruginosa
netuberkulézni mykobakteria (Maglione kt al, 2014; Noone P. Get al, 2004).
Tam, kde neni mozné vysgevat EZné ani indukované sputum, byvédy nutné

vySetovat vzorky bronchoalveolarni lavaze ziskatibponchoskopickém vySetni.

Rovrez spirometrie ma byt provéda pokud moznoipkazdé kontrole, protoze
porucha plicnich funkci fize vzniknout velméasré a s rostoucimakem se dale

stupuje.

1.7.2. Cvicéeni a fyzioterapie

Fyzioterapie v naSich podminkach tivoedilnou sotast pravidelné kebné pée.
V sowinnosti s inhalacemi umdaje alespa ¢asté&né nahradit nefungujici clearance
dychacich cest. Od Gtléhéku se @ti u¢i zdsadadm spravného dychani a spravnym
hygienickym navykm pro udrZeni volné pchodnosti dychacich cest. Respira
fyzioterapie vyuziva drenazni technikyizenou expektoraci a kontrolou kasle,inap
autogenni drenaz, PEP systémy dychani, idhalabu, aktivni cyklus dechovych
technik a respini handling (Bush Aet al, 2007). Rodie pacieni musi gijmout
skute&nost, Ze respitmi fyzioterapie je celozivotnim Ukolem a v tomtoysio
pozitivné pasobit i na své &i s PCD. Gokdemir et al. uv&d, Ze standardni respifiai
fyzioterapie je stefucinnd jako vysokofrekvemi oscilace plicni ghy, ktera niiZze byt
nekterymi pacienty |épe snaSena (Gokdemietral, 2014).

Velmi se doportuje pravidelna firozena fyzicka aktivita dle preferencidé a
jeho &ku. Zda se, Ze pravidelné ¢eni je pro dti s PCD lepSim bronchodilatatorem
nez pouzivani inhataich betamimetik (Phillips G. et al, 1998).
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1.7.3. Farmakologicka lIé ¢ba

V¢asna a dostate¢ agresivni 18ba respiranich infekci pravépodobré dokaze
zmirnit postup onemoeni a alespd cast&né predejit rozvoji bronchiektazii.
S peroralni antibiotickou éou v davkovani na horni hranici davkovacich rozrhgz
se nemdlo vahat, kdykoliv dojde k progresi resginch Fiznaki nebo se zaou
zhorSovat plicni funkce. Podavani antibiotik se niiight klinickym stavem pacienta a
pokud mozno i vysledky mikrobiologického vy&ii sputa, v antibiotické db¢ nekdy
pokraiujeme i po dobu dkolika tydni. Intravenozni antibiotika se pouzivaji kKibe
infekcePseudomonas aeruginosailem jeji eradikace, ktera byviepne diky
vlastnostem sputa U&gnejSi neZ u paciefits cystickou fibr6zou. Tam, kde je tento
patogen zachycovan opako¥ase doportuje také dlouhodobd nebulizd l&cba
protipseudomonadovymi antibiotiky podabjako u pacierit s CF (Barbato Aet al,
2009).

V souwasnosti neexistujitikazy pro vyhody dlouhodobého profylaktického
pouzivani antibiotik a takové pouziti jeba vzdy individualé zvazit. U mensiho
procenta vybranych paciéns opakovanou nutnosti podavani antibiotik pro mikut
exacerbace infekci vicekratéré v naSem centru pouzivdme profylaktické podavani
azitromycinu. Jeho pouzivani se zda vyhodné pro gttimikrobialni, protizattlivé a
obecré imunomodulani viastnosti. Winnost jeho pouZziti v3ak roh zatim neni ve
skupirg pacientt s PCD doloZena, stejijako dalSich protizatlivych agens (inhakani
kortikoidy).

Pouziti bronchodilatancii neni ob&axhoporigovano, nerdlo by se vahat
s preruSenim takové terapie, byla-li zahajeriachybre stanovené diagnéze. Podavani
bronchodilatancii vSak fize byt prospgsné u gkterych pacient s detekovanou
bronchialni hyperreaktivitou. TutodBu je tedyiteba vzdy posoudit individuaira brat

ohled na vysledek spirometrického vygei a bronchomotorickych tést

Na pouzivani mukolytickychifpravki ani hypertonické soli nejsou jednoznéa
nazory, chybi studie, které by prokazovaly jeji¢imbost u pacierits PCD a jejich
pouzivani tedy neni dopafmvano na obecné urovni pro vSechny pacienty. Uepdci
s vyrazri vazkym sekretem v dychacich cestach byva uspokejekt inhalénich
mukolytik i peroralniho podavani N-acetylcysteifii.velmi vyznamném zahleni

v dolnich dychacich cestach Ize vyzkousSet inhadamesnou. PouZziti rekombinantni
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lidské DNazy se na rozdil od pacigst CF nezda byt u PCD pra§mé (Bush Aet al,
2007).

1.7.4. Ockovani

U pacientt s PCD se dopotuje kEZzné @kovaci schéma dopiné o @ékovani
proti pneumokokovym nékazam a kaZdaroockovani proti chipce (Barbato Aet al,
2009).

1.7.5. Otorinolaryngologicka pé ¢&e

Specificka je pé&e o dti s PCD také z hlediska otorinolaryngologa. NapSemi
soubory paciefitse udava, ze vice nez 80 % padienPCD prodlalo chronickou,
nékdy zavaZznou sekretorickou otitidu. Sluchové posi¢éasto zlepSuji v fibéhu
adolescence (Majithia Aet al, 2005), ale u &kterych pacient miZze porucha sluchu a
jiné otologické potiZze perzistovat i v dégpsti (Campbell R.2012). Jak fistupovat
k 1écb¢ sekretorické otitidy u&i s PCD je nadale diskutabilni (Campbell R .eGal,
2009). Pouzivani ventitaich trubéek (gromet) k I8b¢ sekretorické otitidy sice
zlepSuje sluch, ale tie vést k dlouhotrvajici komplikované otorhoeaesiBA. et al,
1998; Hadfield P. Jt al, 1997). V mnoha evropskych zemich se parcialntastuchu
spojend s chronickou sekretorickou otitidesi spiSe pouzivanim naslouchadel nez

zavaanim ventil&nich trubiek, u nas je trend spiSe dpa.

Dlouhodoba sekrece z nosu nebo naopak pocit ucparedu jsou nalezy téfh
univerzalni u vSechati s PCD. Rodie tento faktasto popisuji tak, Ze jejich dife
prakticky stale nachlazené (Pedersen M. and Mybjind 982). Nosni polypy jsou
G. et al, 1995). K I&bé nosnich symptofhse pouzivaji slané nosni sprchy a
anticholinergika, ale ai plati, Ze k jejich pouziti u pacieéns PCD chybji dikazy. Zda
se, ze Bktefi pacienti s chronickou rhinosinusitidou mohou fiosat z dlouhodobé
terapie makrolidy a z endoskopické chirurgierippd, Ze se jinak nednemoc
zvladnout (Campbell R2012).

1.7.6. Progndza

Ve starSim fehledu z roku 1998 Bush et al. udavaji, ¥edsti gekavana délka
Zivota neni zkracena a Ze pacienti maji lepSi gpgnnez pacienti s cystickou
fibrézou, kté¢i maji podobné respiéai piiznaky (Bush Aet al, 1998). No¥jsi
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popsany soubor ukazuje, Ze progrese nemoci pacsehCD je obdobné jako u
pankreaticky suficientni formy CF a je signifikaéifpomalejSi nez u pankreaticky
insuficientni formy CF (Cohen-Cymberknoh kt.al, 2014). Zda se, Ze pacienti, Kte
jsou diagnostikovaniasre a jejichz terapie je vedena v terciarnim centrahau mit
lepSi progndzu (Lucas J. & al, 2013). Noone et al. na velkém souboru
severoamerickych pacigntivadji, Ze ke zhorSovani FEV1 dochatibizné o 0,8 %
za rok (oproti 3,4 % u CF) (Noone P. &.al, 2004). Asi 38 % dosiych pacieni

s PCD ve ¥ku nad 30 let vSak dogje k respirégnimu selhani, které definuji tak, Ze jde
0 pacienty s FEVX 40 %, pacienty n&ekaci listiré pro transplantaci plic nebo po
transplantaci plic, pacienty na trvalé kyslikovepi nebo pacienty se saturaci
hemoglobinu< 85 %) (Noone P. Get al, 2004).

1.8. ZAavér teoretické ¢&asti

Primarni ciliarni dyskineze je vzacné, u nas i jindevrop: poddiagnostikované
onemocgni. Mutace zfisobujici PCD byly nalezeny jiz ve 3iznych genech a je
pravdpodobné, Ze dalSi budou jgstjeveny. | pes tuto Sirokou genetickou
heterogenitu je klinicky obraz u paciémtapads podobny. \ék pii diagndze je u nas,
ale i v dalSich statech Evropy vysoky a diagnodbkansla byt zvazovana co nedjgte u
vSech novorozericnarozenych v terminu s jinak nevgenym syndromem respifai
tisrg, dale u vSech pacigns poruchami organového situ g@evsim u &ti
s opakovanymi infekcemi hornich a dolnich cest dgath, ¥etns chronicke
sekretorické otitidy, které trpi dlouhodobym zakileim. Diagnostika PCD proSla
v poslednich letech rychlym rozvojem &lenby byt sousedina do specializovanych
center, které maji k dispozici spektrum dostupngieignostickych néstroja jejich
persondl je vz&lan v této oblastiCasré zahajena a spravvedena terapie velmi
pravdépodobré mize oddalit nastup vzniku nevratnych plicnichémmPouzivané
terapeutické postupy zatim bohuZzel z vel&sti nejsou zaloZzeny n&deckych
dukazech. Klinické studiedainnosti budou vyZadovat vyt¥eni mezinarodnich registr
pacient a Sirokou mezinarodni spolupréaci. Do té doby byepepacienty a byt

vedena pouze ve specializovanych centrech.
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2.

Vlastni publikace a rukopisy s komenta  Fi.

Nasledujici oddil je tvi@n koment# k jednotlivym studiim, které byly v pb¢hu

postgradualniho studia publikovany a jejichz soybaakladem dizertai prace. Pro

kaZzdou samostatnou studii stnd shrnuji jeji cil a hypotézu, ze které vychazela.

Uvadim metodiku, hlavni vysledky a diskutuji jejiefznam. Pro podrolafsi

informace odkazujtende primo do textu originalnich publikaci.

Komentované publikace {fohy 1-9) se zabyvajigkolika miznymi aspekty

onemocgni primarni ciliarni dyskinezi:

1)

2)

3)

4)

5)

Soubor studii zabyvajicich se genetickymi zaklady®D — t#i studie zabyvajici se
vyuzitim genetického vySeni v diagnostickém algoritmu PCD, zjednodusenim a
optimalizaci nékladl na genetické vysigni, vyuZitim postup sekvenovani nove
generace a dalSi charakterizaci genetickych zaldadmoceini PCD.

Studie zabyvajici se automatizaci zpracovani a hodoeni zaznani

z vysokorychlostni videomikroskopie- studie vznikl4 ve spolupraci se
zahranénim pracovi&tm v britském Leicesteru (diagnostické centrum p&W,
jejimz vysledkem byl vyvoj software ciliaFA k autatitkému hodnoceni frekvence
pohyblivostifasinek.

Studie ristu pacienti s PCD- studie hodnotici ohroZzendtdkych pacient s PCD
poruchou #stu.

Studie zabyvajici se identifikaci vysoce suspektriigacienti — vyvoj klinického
indexu, ktery by dokazal v populaditds opakovanymi respiéaimi ptiznaky utit
pacienty, u kterych existuje vysoké riziko, ZegkjobtiZe jsou zjsobeny
onemocgnim PCD. Prospektivniétev studie nadale probiha, v dizertaci popisuiji
dosavadni vysledky.

Souborné a rehledovéclanky s tematikou primarni ciliarni dyskineze
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2.1. Soubor studii zabyvajici se genetickymi zaklad y PCD

Doba provadni nasich studii sefekryva s nejdynanii¢jSim rozvojem nejen
v poznavani genetické etiologie PCD (vice viz Uvodtp), ale i v technikach
sekvenovani nové generace (NGS), ktetaintva vyzkumné humanni genetiky a
ziejme jiz brzy zasahnou i rutinni genetickou diagnostikento dynamicky rozvoj se
odrazil i na nasi praci.tAbereme v potaz pouze geny jiz prokdzané jako kaijzéebo
i jeSt vetSi skupinu potenciélnich kandidatnich @igje vzhledem k extrémni genetické
heterogenit i velikosti nEkterych kauzalnich gén prakticky nemozné vySetvat
vSechny geny klasickym sekvenovanim — bylo byith§pracné a neekonomické. Nase
prace zabyvajici se genetickymi zaklady PCBI¢Ra 1 a 2) se tedy pokouSeji najit
nejvyhodrgjSi algoritmus (vzhledem k poznatk dané doby), ktery bdinil genetické

vySeteni pacient s PCD dostupnym prasbnou diagnostiku.

2.1.1. Omezeni nutného repertoaru vySet Fovanych Usek U
pomaoci prioritni sekvenace oblasti se zvySenym

vyskytem mutaci

Djakow J, Svobodova T, Uhlik J, Hrach K, Cinek O, Pohunekfectiveness of
sequencing selected exons of DNAH5 and DNAIL igndisis of primary ciliary
dyskinesiaPediatric Pulmonology, 2012, 47(9): 864-8iF-2.31. (Filoha 1)

2.1.1.1. Hypotézy a cile prace

Cilem prace bylo vyssivani rekolika vybranych exoin rozsahlych gein
DNAH5aDNAIL1 u pacieni s diagnostikovanou PCD,a@ni senzitivity a specificity
takového vysdébvani a stanoveni vyskytu mutaciéehto genech v populageskych
pacienti. Predpokladali jsme, Ze vy§enim vytipovanych vybranych exdigeni
DNAH5aDNAI1 bude mozné odhalitsinu pacient, ktei nesou v Bkterém z &chto

gen mutace.

2.1.1.2. Metodika

Zarazeni byli pacient s PCD v té dbbiagnostikovani na naSem pracovisti,
jejichz zakonni zastupci podepsali informovany dasils genetickym vyS@ni a se
zarazenim do studie (n = 26 pacigmt23 rodin). Na zakladiterarniho studia mutaci
gemi DNAH5aDNAIL (hlavnich znamych kauzalnich ggfgsme vytipovali celkem
13 exori (z celkem 100), ve kterych se vyskytovaly mutaggastji (hot-spots).
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Matematickym vypétem jsme stanovilifgdpokladanou senzitivitu zachytu alespo
jedné mutace u nasSich paciestPCD (83,7 %)ip sekvenci pouze vybranych exon

obou gen.

DNA pacienti byla izolovana z krve nebo slin paci&nPrimery pro PCR
amplifikaci byly prevzaty z literatury nebo néwnavrzeny. Dale jsme provediiipou

sekvenaci exana gilehlych intronickych Usekna sekvenatoru ABI3130x1.

Stanovili jsme prevalenci PCD &gobenou mutacemi wkterém z gef
DNAH5neboDNAIL, senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativniggliktivni hodnotu

metody sekvenovani pouze vybranych dsek

2.1.1.3. Vysledky

Klinicky jsme definovali skupinu nasich paciénurili prevalenci jednotlivych

typickych giznak, jejich fenotypické nalezy na HSVM a TEM.

Sekvenaci vybranych oblasti obou gggme nalezli 6 mutovanych alel u
5 pacient, jeden pacient byl sloZzeny heterozygot, u osthtdipacient byla druha
mutovand alela nalezena sekvenaci zbytku genueditésli sekvenaci vSech
zbyvajicich exof geri jsme objevili dalSi 2 mutace u dalSich 4 padiergt 3 rodin.

Zjisténé mutace shrnujeABULKA 3 (viz dale).

DosaZena senzitivita navrzené metody byla 62,5régiktivni hodnota
pozitivniho testu byla 100 %, negativniho testuB®8, Prevalence mutaci v genech
DNAH5aDNAIL1 v nasi populaci byla 34,8 %.

2.1.1.4. Diskuze

Sekvenovanim vybranych usejsme geneticky potvrdili PCD u jednoho
jedince a u dalSich 4 paciénsme detekovali jednu mutovanou aleléedpokladali
jsme senzitivitu kolem 80 %, dosaZzenda senzitiwta e skuténosti mirrg niZsi, ale
stale se nam potl zachytit WtSinu pacient s mutacemi v geneddNAHS5¢i DNAIL

Nejvétsi vyhodou pouzitého postupu je jeho nizka ekookénhargnost a
jednoduchost provedenitiprovedeni imého sekvenovani vSech exarbou gei by
bylo odhaleno pouze o 60 % vice padieaitimco naklady na toto vygeni by stouply
6,6krat. Dale je ¥lanku diskutovan vyznam jednotlivych novych nalegdgnmutaci a
jejich vliv na zjiseény fenotyp pacierit Prokazujeme také uzitieost genetického
vySeteni u pacierit, kde rEkterd diagnosticka modalita nebyla k dispozici arhajeme
moznost stupovaného genetického testovani u padienPCD.
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2.1.2. Testovani novych p Fistup a k diagnostice pomoci metod

sekvenovani nové generace

Djakow J, Kramna L, DuSatkova L, Uhlik J, Pursiheimo J-l$dova T, Pohunek P,
Cinek O:An Effective Combination of Sanger and Next Ger@mré&equencing in
Diagnostics of Primary Ciliary Dyskinesi&ediatric Pulmonology, 2015tito

k publikaci.lF 2.704 (Priloha 2)

2.1.2.1. Uvod, cile a hypotézy

Vzhledem k postupnstale naistajici vyznamné genetické heterogénit
onemocgni jsme se v dalSim plochu prace rozhodli vyuZzit rychle se rozvijejici
postupy sekvenovani nové generace (NGS) a polaigtztadit do algoritmu
genetického vyse&eni nasich pacieat Cilem této prace bylo jednak dale zmapovat druh
a vyskyt mutaci v nasi populaci a stanovit ekonésnieejvyhodrjsi algoritmus
genetického vyS&tvani pacierit s PCD. Pedpokladali jsme, Ze vyuZitim
kombinovanych fistupi genetické diagnostiky budeme schopni stanovit tiekoa
piicinu onemocani u vice nez poloviny naSich pacigmt Ze metodika NGS bude pro
vyhledavani mutaci pouZzitelna pro fedty genetické diagnostiky PCD samotna nebo

v kombinaci s klasickou Sangerovou metodou.

2.1.2.2. Metodika

Do studie byli zéazeni vSichni pacienti s PCD, kitdyli v danémiasovém
obdobi diagnostikovani na naSem pracovisti a jejgkonni zastupci podepsali
informovany souhlas s genetickym vy&etim a se Zzazenim do studie (n=2&tdl
z 25 rodin). Jde o pacienty, u kterych se nefitmlstanovit genetickouifinu
v predchozi studii, a o néwiagnostikované pacienty. NiZze uvadime tabulkaugiei

zakladni udaje o pacientech z obou genetickychiflidBULKA 2).

K detekci ti mutaci v genlssPAG1] které maji charakter ancestralnich
prevalentnich mutaci jsme pouzili Sangerovo sekvanio\Dw z €chto mutaci jsou
detekovatelnéifimym sekvenovanim, posledni je vSak rozsahla deleaststi
konstantnim breakpointem, ktery je mozné amplifik@a/aekvenovat.

K testovani ostatnich géijsme pouzili assay TruSeq Custom Amplicon kit a
sekvenace prathla na pistroji lllumina MiSeq. Principem metody je simuitd
amplifikace kkolika set cili pomoci primek s adaptéry, prové&da diky tagovani

sekvenci na mnoha vzorcich najednou. Nami navrzesayaxla 570 amplikoi

41



Dizertaini prace

pokryvajicich exony aiflehlé intronické sekvence o délce 25 bazi. Teckétcilové
pokryti cilovych gefi bylo 92 %.

Po sekvenaci nasleduje filtrovani a mapovdaini, definice variant a zjisvani
jejich relevance pro moznou patogenicitu. Péelézmutace byly manualrprohlédnuty
v software IGV. VSechny zji&hé mutace byly pak resekvenovany pomoci klasické

Sangerovy metody a byla stanovena jejich faze.

2.1.2.3. Vysledky

Prekvapivym zjis¢nim byla gedevsim vysoka prevalence mutaci v genu
SPAG1 PCD u osmi rodin (24 %) bylo objasnitelné defektpmto genu. Jednalo se o

dvé prevalentni mutace.

Tretina gipadi PCD byla (¢ekavatel&) objasnitelna mutacemi v gemNAHS.

mutaci uvadi ABULKA 3. Celkem se (row v souladu s literaturou) poidla geneticky
objasnit 67 % fipach PCD.

DalSim vysledkem je navrh efektivniho a ekonomipkjatelného postupu
genetické diagnostiky PCD. Jako prvni krok navrmgeoouziti Sangerova sekvenovani
na prevalentni ancestralni mutace g8RAG1 nasledovany podle ptu testovanych
vzorki bud’ piimo rékterou variantou NGS, nebo jegired timto krokem vloZzenym
piimym sekvenovanim gerdNAHS5,

2.1.2.4. Diskuze

Poddilo se ndm stanovit genetickou diagndzu u dvetirt ceskych pacierit
s PCD, coz je v souladu s recentnimi mezinarodnirpiikacemi (Kurkowiak Met al,
2015). Tretina gripadi PCD byla objasnitelna defektem v gddNAHS ¢tvrtina pak
piekvapiv ancestralnimi mutacemi v geSIPAG1 DalSi geny detekované v naSi
populaci byly:DNAI1, LRRC6aCCDC4Q V publikaci argumentujeme téz patogenicitu
zjistenych mutaci.

Vypoctem déle prokazujeme, Ze ekonomicky vyhodnym krokediagnostice
PCD je z#azeni Sangerova sekvenovani ancestralnich mutagiSFAG1 Za ukitych
piedpoklad a pi klesajicich nakladech na genetické videdni by tento krok mohl
nahradit i gkteré naroné diagnostické kroky (n&pTEM). DalSi optimalni postup
zAavisi na pétu vySetovanych vzorkli, coz deklarujeme rozptem tiznych strategii na
modelové populaci pacians PCD (BRAZEK 4 z rukopisu publikace — v angfing).
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TABULKA 2: Pacienti s PCD z#azeni do genetickych studii

Parinatalni anamnéza

Klinické p ¥iznaky /anamnéza v dob diagndzy

Nalezy pri diagnostice

Genetické nalezy

E (] :—T ~—~
© g § ‘§ 3 (a) %/ E;/ c
c S o =] 2 2 '3 8 2| 3 5
g ®© S k= = © ~ & 17 D -
g =| £ [ E = o . > © 8 2 Nl e =
2 al| 2 o) je! = o < 2 b5 o 5 £ 8 5
9 2 - ] & £ = = Q = o > s O (1] g
N > c ) o ‘= g £ o~ = 2 1] 3 3 =
c = > c = c 0 ‘O > %) 0] o
o ) = c = = c () T = =1 (72] )
N o g (7} n = IS < > > =
S > kS o 3 o c S N
2 2 S 3 §]¢| 2
< < o 3 8 2
N X o 2|8
& S
1458-1 M A n.a. rhinorrhea 8 A A A N A A nepohyhdiv n.a. D - DNAH5
1458-2 F N A nedetekovany 9 A A A A A atypickyorec ODA D - DNAH5
1474-1 F N A PNA 1 A A N A N A nepohyblivé ODA+IDA| D - DNAH5
1474-2 M N A nedetekovany 7 A A A A N N nepohyblivé | ODA+IDA D - DNAH5
1504-1 F N A nedetekovany 10 A A A A A A n.a. ODA D - DNAH5
1505-1 M A A nedetekovany 4 A A A A A N nepohyblivé ODA D - DNAH5
1506-1 M A A PNA, aspirace 14 A A A A A A nepohyldi ODA+IDA D - DNAH5
1507-1 F A A PNA 15 A A A A A A nizka frekvence ODA D - DNAH5
1508-1 M A A nedetekovany 12 N A A A A N nepohyldiv ODA D - DNAH5
1509-1 F A A rhinorrhea 11 A A A A A A nizka frekwee ODA D - DNAIL
14531 | M| N | na| RDS PNA 12 A A A na. A A nepohyblivé ODA+DA | X | D| SPAG-1
rhinorrhea
1456-1 M A N RDS, rhinorrhea 1 A A N A A n.a. néyblivé ODA+IDA X D SPAG-1*
1456-2 F N A RDS, rhinorrhea 0 A N A N n.a. ABDA X D SPAG-1*




1459-1 F N A PNA, rhinorrhea 11 A A A N A A nepoHiye ODA X D SPAG-1
1460-1 F A N RDS 14 n.a. n.a. A n.a n.d n. hgblvé ODA+IDA X D SPAG-1
1464-1 F A A nedetekovany 5 A A A A A A nepohyblivé ODA+IDA X D SPAG-1
1464-2 F A A nedetekovany 5 A N A n.a. A N atypicky vzorec ODA+IDA X D| SPAG-1
1465-1 M A A rhinorrhea 12 A A A A A A nepohyblivé ODA+IDA X D SPAG-1
1469-1 F A A rhinorrhea 11 A A N N A A nepohyblivé ODA+IDA X D SPAG-1
1448-1 F A n.a. aspirace 5 A A A A A A nizka frekee ODA X D DNAH5
1457-1 F A A rhinorrhea 8 A A A A A A nizka frekvea ODA X D DNAH5
1454-1 M A A aspirace, rhinorrhea 1 A A N A A A rayblivé ODA+IDA X D LRRC6
1455-1 M N A RDS, PNA 11 A A A A A A atypicky vzoce CP+IDA X X ne
1451-1 M N A nedetekovany 8 A A A A A N atypickyazec CP X X ne
1461-1 F N A nedetekovany 1Q N A N A A A atypickgorec ODA X X ne
1462-1 M| na.| n.a n.a. 15 n.a. n.a. n.a. n, n.a.n.a. atypicky vzorec CP+RS X X ne
1449-1 M N A nedetekovany 15 A A A A A A atypickyaerec CP+IDA X X ne
1466-1 F N A PNA, rhinorrhea 14 A A A N A A atypigkizorec CP X X ne
1463-1 M N n.a. n.a. 26 A A A A A A nepohyblivé OBIDA - D SPAG-1
1450-1 F N A nedetekovany 11 A A N N A n.a nepdivwb ODA - D DNAH5
1450-2 M N A nedetekovany 16 A A n.a. A A N nepoliyd ODA - D DNAH5
1471-1 F N A nedetekovany 15 N N N N A N nepohybliv ODA+IDA - D DNAH5
14521 | F| N| A nedetekovany | 4 A A N N N A nepohyblivé CP+IDA -] D Cig c
1467-1 M N A rhinorrhea 5 A A N N A N nizka frekvem IDA - X ne
1470-1 F N A RDS 12 A n.a. A A A A nepohyblivé nain - X ne
1468-1 M N A nedetekovany 16 A A A A A A atypickgarec CP - X ne
1472-1 M N A nedetekovany 1 A N N A A N nizka frekce CP+IDA - X ne
1473-1 F A A nedetekovany N N N N N N atypickyvec n.a. - X ne

(1) — NaSe fedchozi studie publikovana v (Djakowel.al, 2012); (2) — Zde uvamha studie. Oba sloupce: D = kauzalni gen nalezmmaticka diagnéza stanovena, X =

kauzalni gen nenalezen,

— pacient v dané shahyl testovan. A, ano; CP, porucha centralnita pdkrotubufi; IDA, porucha vnitnich dyneinovych ramének; N, ne;

ODA, porucha vi§Sich dyneinovych ramének; PNA, pneumonie; n.armbce neni k dispozici; RDS, respiratory distssslrome (syndrom dechové #§nRS, porucha
radialnich paprsk




TABULKA 3: Mutace nalezené u pacierit s PCD v genetické studii pacierii z r. 2015:

Poket rodin/

. z 2 g Pacienti
Gen Nukleotidova zména E’redpo"'ad"?‘”a Anedniet i =2 pacienti . s uvedenym D.gvfevkty Reference
arovni proteinu (zygozita) s uvedenym ZjiSténé TEM
genotypem
genotypem
c.[2014C>T]; : 1453-1, 1456-1 a|
[GIn672Ter]; 16 (het), . : &
SPAGL | [61+201 POLR2K: P ] (het) 4fam. /5 subj. | -2, 1463-1, 1469 ODA+IDA obe (Knowles M. Ret al,
— [07] 1, 2 (het) 1 2013c)
.140+1169_SPAG1del]
[GIn672Ter]; 1459-1, 1460-1, -
SPAGL | c.[2014C>TJ:[2014C>T] P ] 16 (hom) 4fam. /5 subj. | 21464-1a-2, | ODA (1459-1)/) (Knowles M. R.etal,
[GIn672Ter] 1465-1 ODA+IDA 2013c)
[Arg342Ter]; .
LRRC6 €.[1024C>T];[1024C>T] p.[Arg ] 9 (hom) 1 fam. / 1 subj. 1454-1 ODA+IDA nova
[Arg342Ter]
c.[248delC]; [Ala83Valfs*84]; 3 (het), i X .
cepcdo | C | P ] (het 1fam./1subj. | 1452-1 IDA+CP obe (Becker-Heck Aet
[1345C>T] [Arg449Ter] 9 (het) al., 2011)
. (Djakow J.et al, 2012;
c.[6563dupA;11583C>A]; .[lle1855Asnfs*6;Ser3861Ar 34, 68 (het), . i :
pnars | O P ] Pl , MeD: | 1 fam. /1 subj. | 14481 ODA Olbrich H. et al, 2002;
[8498G>A] [Arg2833His] 51 (het) Zariwala M. A.et al,
2013)
1 p.[Asp239Glufs*11]; 6 (het), .
DNAHS | CL717_7T29deICTACTTGACTCTAJ; P-IASP ] (het) 1fam./2subj. | 1450-1a-2 ODA obé nové
[13633T>C] [Trp4545Arg] 78 (het)
c.[4660G>T]; p.[Glul554Ter]; 29 (het), i 3
DNAH5 1 fam. / 1 subj. 1457-1 ODA obé nové
[5177T>C] [Leul726Pro] 32 (het)
c.[8029C>T]; .[Arg2677Ter]; 49 (het), . :
pnams | Ct ] p-[Arg ] (het) 1fam./1subj. | 1471-1 oDA+IDA | (Homef N.etal, 2006;
[c.8440 8447delGAACCAAA] [Glu2814Ter] 50 (het) Olbrich H.et al, 2002)
c.[5130A>C]; .[Lys1710Asn]; 32 (het), . .
DNAH5 [ ] p-ILy ] (het) 1 fam. / 2 subj. 1458-1 a -2 ODA (Djakowel.al, 2012)
[8998C>T] [Arg3000Ter] 54 (het)
c.[5130A>C]; [Lys1710Asn]; 32 (het), . )
DNAH5 [ ] PILy ] (he) 1 fam. / 2 subj. 1474-1a-2 ODA+IDA (Djakowet.al, 2012)
[12705G>T] [Lys4235Asn] 73 (het)
c.[ 8845C>G]; .[ GIn2949Glu]; 53 (het), . i :
DNAHS5 [ ] P GIU] (het) 1fam./1subj. | 1504-1 ODA (Djakow J.etal, 2012;
[10815delT] [Pro3606Hisfs*23] 63 (het) Hornef N.et al, 2006)




Poget rodin/

Pacienti

Gen Nukleotidova zména If’redpokladz_ma A A 1 L . e . s uvedenym D__eifevkty Reference
arovni proteinu (zygozita) S uvedenym zjisténé TEM
genotypem
genotypem

c.[8396G>C]; p.[Arg2799Pro]: 50 (het), , (Djakow J.et al, 2012;
DNAH5 1 fam. / 1 subj. 1505-1 ODA Zariwala M. A.et al,

[10384C>T] [GIn3462Ter] 61 (het) 2013)

c.[7387C>T]; c.[GIn2463Ter]; 44 (het), ) i :
DNAHS5 [ ] [ rer] (he) 1fam./1subj. | 1506-1 opA+iDa | (Diakow Jetal, 2012;

[10815delT] [Pro3606Hisfs*23] 63 (het) Hornef N.et al, 2006)

c.[4837C>T]; p.[GIn1613Ter]; 30 (het), ) )
DNAH5 1 fam. / 1 subj. 1507-1 ODA (Djakowét al, 2012)

[5114+1G>C] [?] 31 (het)

C.[8440_8447delGAACCAAA]; p.[Glu2814Ter]; 50 (het), . (Djakow J.et al, 2012;
DNAHS | 11 0616G>A] [Arg3539His] 63 (het) 1fam./1subj. | 1508-1 ODA Olbrich H. et al, 2002)

c.[48+2_3dupT]; p.[2]; intron 1 (het), , (Djakow J.et al, 2012;
DNAI1 1 fam. / 1 subj. 1509-1 ODA Zariwala M. A.et al,

[1334T>G] [Met445Arg] exon 14 (het)

2006)




OBRAZEK 4: MoZné strategie genetického testovani paciains PCD.

Testing strategy

A. One-tier testing
100 hypothatical
Jfamilies with
clinical PCD

!

B. Two-tier testing
100 hypothetical
Sfamilies with
elinical PCD

}

C. Three-tier testing
100 hypothetical
Sfamilies with
elinical PCD

|

NGS sequencing for all 20 didat
genes (~534 exons):

- capacity of a NGS run ~ 15 samples
-7 runs needed

Sanger sequencing for 3 ancestral
mutations in SP4GJ1

Sanger sequencing for 3 ancestral
mutations in SP4G1

/\

/\.

67 families 33 families
diagnosed negative

24 families 70 families
diagnosed negative

/

,/\

24 families ‘ ( 76 families

diagnosed negative

//

NGS resequencing of all remaining
candidate genes (513 exons);

- capacity of a NGSrun ~ 15 samples
- 5 runs needed

NGS resequencing of DNAHS

(80 exons);

- capacity of a NGS run ~ 90 samples
-one run needed

—

/\.

43 families 33 families
diagnosed negative

33 families 43 families
diagnosed negative

/

NGS resequencing of all remaining
(rare) candidate genes (433 exons);
- capacity of a NGS run ~ 20 samples
-two runs needed

/\

diagnosed negative

10 families ‘ ( 33 families

Costs (€)

for 96 for 480

for 96 for 480

for 96 for 480

samples samples samples  samples samples samples
(above) (above) (above)
Sanger sequencing test for 3 ancestral mutations 0 0 1440 7200 1440 7200
Synthesis of the NGS assay in the second tier 21880 109400 20905 83620 8417 33668
Svnthesis of the NGS assay in the third tier 0 0 0 0 20905 41810

Costs for sequencing on the MiSeq instrument
Total cost for the given count of samples

Cost per sample

9100 41600
30980 151 000

323 315

63500 31200
28845 122020

300 254

3900 19500
34662 102178

361 213
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2.1.3. Hledani nového kauzalniho genu specifického  fenotypu
primarni ciliarni dyskineze

Moore, D, Onoufriadis A, Shoemark A, Simpson MA,Giastro SC, zur Lage P,
Bartoloni L, Gallone G, Petridi S, Woollard WJ, Any D, Schmidts M, Didonna T,
Makrythanasis P, Bevillard J, Mongan NBjakow J, Pals G, Lucas JS, Marthin JK,
Nielsen KG, Santoni F, Guiponni M, Hogg C, AntorkaseSE, Emes RD, Chung EMK,
Greene NDE, Blouin J-L, Jarman AP, MitchisonMutations in ZMYND10, a gene
essential for proper axonemal assembly of inner@utér dynein arms in human and
fly, cause primary ciliary dyskinesiam J Hum Gen, 2013. Vol. 93, Issue 2, pp. 346-
356.1F 11.202 (Friloha 3)

Clanek britskych ¥dci popisuje objev nového vzacného kauzalniho genu
ZMYND1Q jehoZz proteinovy produkt hraje zasadni religestavovani dyneinovych
ramének v cytoplasén Pacienti s mutacemi v ge@MYND10maji zcela nepohyblivé
cilie a strukturalni deficit ODA+IDA. Kilanku jsme pispeli stejré jako dalSi mensi
narodni skupiny zaslanintkolika vzorki naSich pacieidt u kterych se geneticky
podklad PCD dosud nepddabbjasnit a jejichz fenotyp PCD byl natolik vzdcrie
hledani nového kauzalniho genu by bylo v naSichrpokiach &zko proveditelné. Déle
jsme se podileli na psani a kontrole rukopisu.
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2.2. Studie zabyvaijici se automatizaci zpracovani o  brazu
z vysokorychlostni videomikroskopie

Smith C,Djakow J (spol&né prvni autorstvi), Free RC, Djakow P, Fadaee-&taM,
Patel A, Lonnen A, Williams G, Pohunek P, Hirst Bdrew PW, O Callaghan C:
ciliaFA: A research tool for automated, high-thréymut measurement of ciliary beat
frequency using freely available softwa@ilia, 2012. 1(1):14. DOI:10.1186/2046-
2530-1-14. (Floha 4)

2.2.1. Uvod, cile a hypotéza

Studie vznikala v gitbéhu staze na zahramim pracovisti (Center for primary
ciliary dyskinesia, Leicester Royal Infirmary, Usit Kingdom). Cilem prace bylo
vytvorit softwarovou metodu, ktera by dokazala automattoddnotit obrazové
zaznamy z vySeégni vysokorychlostni videomikroskopii (HSVM)idelpokladali jsme,
Ze automatizovany software bud fpodnoceni frekvence pohyblivostisinek (ciliary
beat frequency, CBF) ste&jispolehlivy jako hodnocerilovékem.

2.2.2. Metodika

Pouzité vzorky pochazely z laboratornich &tnych kultur ciliarnich buék a
také z realnych vzotkpacient vySetovanych v diagnostickém centru. Kerani
frekvence pohybuasinek (CBF z angl. ciliary beat frequency) bylprky inkubovany,
pozorovany a nahravany standardni metodikou, jakyjio dive popséano. K inhibici
pohybuiasinek gkterych vzorki byl pouzit pneumolyzin§treptococcus pneumonjae
ktery zpomaluje, az zastavuje pohsinek, aby mohla byt zkouméana spolehlivost

vyvinutého software takérpnizSich nez normalnich frekvencich pohybu.

Soustedili jsme se na dvzasadni komponenty, které musel sofwaraasyat:

1) zjisteni a extrakce intenzity pixélv ROI (region of interest) v pbéhu ¢asu,

2) pouziti €chto udaj pro fast Fourier transformation (FFT).
K prvnimu &elu jsme pouZzili volé dostupny software pro zpracovani obrazu ImageJ,
ktery mimo jiné zvladne stanovitipnérnou intenzitu pixel v az 40 éznych ROI na
kazdém zachyceném snimku. Vyiteny plug-in nastroj ciliaFA v tomto programu
nasledg exportuje dataset takto ziskanych az 1600 ROIrdgramu Microsoft Office
Excel 2007, kde jsme vyt¥idi makro na bazi visual basic, které provede FFalISD

kombinace funkci je nasledipouZzita ke stanoveni dominantni frekvence v daném
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jednotlivém ROI. Stanovenim dalSich podminek js@e ddstranili Sum vlivem
zachycenych a detekovanych frekvenci z pozadi (pokiého vzorku, Browiv pohyb
drobnych¢éastic v kapalig apod.) Vysledkovy list v programu Excel umiaje uzivateli

hodnotit frekvence zjighé v jednotlivych ROI nebo obraz jako celek.

Korelace zji&nych CBF automatizovanym programem ciliaFA a staohoian
vypoctem nezavislou osobou byla provedena pomoci lineagnese. VSechny
videosekvence byly @itany dvakrat stejnou osobou a nastedalSim nezavislym
pozorovatelem ke stanovené variability u jednohampmzatele a mezi dma
pozorovateli. K hodnoceni shody mezi metodami jpamgZili parovy t-test a
z pramérnych rozditt hodnot + 95% konfidemich intervail jsme stanovili Blandovy-

Altmanovy limity shody.

2.2.3. Vysledky

Nezjistili jsme statisticky vyznamny rozdil mezasbvenim CBF pomoci
piimého pozorovani a vyuzitim automatizovaného soéw@ = 0,64), celkem bylo

provedeno 200aznych n&teni.

Pramérny rozdil mezi frekvenci stanovenotimpym pozorovanim a pomoci
automatického software byl -0,05 Hz + 1,25 Hz deqky vykazovaly vysokou
korelaci (BBRAZEK 5).

Praimérna frekvence ependymalnitdisinek byla 36,3 + 6,4 HZigiiméem
pocitani a 35,9 £ 7,0 Hzipstanovené pomoci software ciliaFA. Yigact respir&nich
cilii byla primérna hodnota f piimém pgitani 11,97 + 3,0 Hz afpvyuziti software
ciliaFA 11,72 + 2,8 Hz. Blandovy-Altmanovy limitykazovaly shodu v rozmezi -2,55
az 3,25 Hz v fipad ependymalnich cilii a jeSuzsi shodu vifpad respir&nich cilii
(-1,99 az 1,49 Hz). Opakovatelnost stanoveni bglenvdobra. Pimérna variabilita
mezi ciliaFA a pimym pozorovatelem byla obdobna jako variabilienstveni CBF
u jednoho pozorovatele a mezidva pozorovateli (1,17 Hz, resp. 1, 08 Hz). ciliaFA
software také spra¥mredikoval oblasti, kde doslo ke snizeni frekveaZ&plnému

zastaveni cilii fi pouziti pneumolyzinu (BRAZEK 6).
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OBRAZEK 5: Linearni regrese primérnych hodnot CBF stanovenych metodou
piimého pditani pozorovatelem @i sledovani zpomaleného zatou a pomoci

systému ciliaFA.
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OBRAZEK 6: Analyza dat z jednoho souboru AVI, ktery zachycje ependymalni
cilia pred pridanim bakterialniho toxinu pneumolyzinu (A) a 15 ninut po jeho
pridani (B).
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Obrazky ukazuji (i) oblast vy§etvané mozkové tké&ns lemem ependymalnich cilii, (ii) oblasti ROI
(regions of interest) pouzité pro analyzin{ tmavsi je dané pole (intenzita signalu), timSiys
frekvence pohybtiasinek v tomto poli) a (jii) histogram CBS vSechIRO

2.2.4. Diskuze

Vyvinuli jsme dostupny softwarovy systém, ktery dak automaticky
vyhodnocovat frekvenci pohyblivostsinek (CBF) ze soubbAVI ziskanych i
vysokorychlostni videomikroskopii. Software je paathy pro Siroké spektrum
frekvenci (0 az 52 Hz). iive vyvinuté softwarové nastroje pouzivaly k vaatii meg
piesné neffmé metody stanoveni CBF (Dimovae® al, 2005). Studie prokazuje, Ze
ciliaFA je spolehlivy softwareipstanovovani CBF.

Vyhodami je nepropojenost softwaru s nahravacitizeaim, software pracuje az
s hotovym AVI souborem. Tim je omezena chyba opeaate forng selekniho
ovlivnéni (bias) pi hodnoceni jen vybranych ROI. Vyhodou proti stésiap dostupnym
systéniim (Dimova Set al, 2005; Kennedy J. R. and Duckett K, E981; Mantovani
G. et al, 2010) je vysoka kapacita umagici zpracovani velkého mnozstvi sniimk
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v kratkémcase. DalSi vyhodou je moznost pouziti systémudbrazové zaznamy
vicevrstevnych snimik kde miZe byt pohyblivostasinek pro imého pozorovatele
téZko hodnotiteln&. # pouziti na ukité oblasti je navic mozné systém pouzit

k hodnoceni zrn frekvence v pibéhu ¢asu. Vyhodou je, Ze systém vyuZziva woln
dostupny (ImageJ) neb@d® pouzivany (Microsoft Office Excel 2007) softwarby
dan jako piloha k¢lanku volrg k dispozici ostatnimddeckym pracovnikm.

Limitaci softwaru je jeho vysoka zavislost na kigkiiskanych zaznaim(potet
pixeli a paet zachycenych sninik V ¢lanku je dale diskutovano, jak omezit vliv
zachycenych frekvenci z pozadi.
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2.3. Studie zabyvajici se r dstem pacient t s PCD

Svobodovéa TDjakow J, Zemkova D, Cipra A, Pohunek P and Ledhdpaired
childhood growth in children with primary ciliaryydkinesialnternational Journal of
Endocrinology, vol. 2013, Article ID 731423, 5 pag2013. doi:10.1155/2013/731423,;
IF 2.518 (Friloha 5)

2.3.1. Uvod, cile a hypotéza
DalSi¢ast naSi prace zabyvajici se primarni ciliarni dyeskii si vzala za cil
vySetfit rust pacieni s PCD. Pedpokladali jsme, Ze pacienti s PCD jsou vzhledem

k chronici® onemocgini ohroZeni poruchouistu, podob# jako je tomu naiiklad u

pacienti s cystickou fibrézou.

2.3.2. Metodika

Do studie byli zgazeni vSichni pacienti s PCD diagnostikovani namas
pracovisti v souladu s diagnostickym doptamim (Barbato Aet al, 2009) (n=29).

U v8ech pacieritisme ze zaznainpraktickych dtskych Iékai shromazdili
vSechny dostupnédistove udaje — tj. vysSku a vahi péznych preventivnich
prohlidkach (¢k 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 a 17 let)gehto udaj jsme stanovili také
index €lesné hmotnosti (BMI). Celkem jsmeshnk dispozici 178 ndteni (median
6 méfeni na pacienta, rozmezi 1-9). Data jsme konvelitdegpodoby standardnich

smerodatnych odchylek (SDS) odipnérnych Gdai z poslednich &feni nasi populace.

Pomoci jednovzorkového parového t-testu jsme sr@inéozdily ptimérné
vySky a BMI od @éekavané hodnoty 0. Dale jsme stejné hodnoceni ghavero
podskupiny pacieits ohledem naizné klinické charakteristiky,&k pii diagnoze,

znamou genetickoufginu apod.

2.3.3. Vysledky

Pacienti s diagnézou PCD progresiwatraceli vySku v prbéhu dststvi ve
srovnani s jejich zdravymi vrstevniky. VySka naJiecient: vyjadiena jako pimérnéa
odchylka vzhledem ka@kavané pimérné vysce (SDS) + standardni chyb&remi
(SEM) v pfibéhu cktstvi postupa klesala (BRAZEK 7), a to nasledown +0,40 + 0,24
pii prvnich narozeninach, +0,16 + 0,23 ¥ech letech 8ku a -0,13 + 0,21 v 5 letech aZ
k-0,54 +£0,19 (P =0,01) v 7letech, -0,67 + 0= 0,005) v 9 letech, -0,52 £ 0,24
(P =0,04) v 11 letech a -0,53 + 0,23 (P = 0,031 8detech. Rblizn¢ od 9 let se vySka

54



Aspekty identifikace paciefits primarni ciliarni dyskinezi

stabilizovala a nedochazelo dale jiz k vyraznénopadu proti BZzné populaci. Jen
u 12 pacient jsme mohli hodnotit i vySku v 17 letech, kter&zbledem k nizkému
poctu zaazenych probaridneliSila, &koliv byl nadale patrny trend ke snizené vysce
pacienti (-0,67 £ 0,38). B dalSich analyzach jednotlivych podskupin padigsine
nenalezli mezi pacienty statisticky vyznamné rogzdil

BMI pacienti s PCD ve vSechékovych skupinach se statisticky vyznamn
neodliSoval od &né populace, coZz nazhge, Ze na progresivni ztearysky se
nepodili u pacieiits PCD nutini deficit.

OBRAZEK 7: VySka 29 pacieniti s PCD (vyjadrena jako SD) od 1 roku do 17 let

véku.
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2.3.4. Diskuze

U pacientt s PCD jsme zjistili vyznamné opaid rastu v paibéhu détstvi
s postupnym zlepSovanim vipghu adolescence.

MnozZstvi fiznych chronickych stadvje spojovano s chronickym stradanim
organismu, opa¥ovanim tistu a vyslednou ziskanou nizkou déep vyskou.
infekce, v rozvinutych zemich pak dalSi neendokrptitiny nizké vysky, jako jsou
zaretliva strevni onemoceni, celiakie, chronické renalni selhani a chronighkeéni

onemocgni.
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Primérni cilidrni dyskineze je spojena s chronicldifdznim plicnim procesem a
postupnym rozvojem bronchiektazii, které |zady pacient detekovat jiz wasném
véku (Magnin M. L.et al, 2012). Tyto strukturalni zémy secasto rozvijeji daleko
diive, nez Ize detekovat prvni zhorSovani spiromefob parametr (Maglione M.et
al., 2012a). Podle naSich klinickych zkuSenosti sekitderyskytujicastji u pacienti
v predskolnim a&asném Skolnimd&ku. Mtzeme spekulovat, Zéstové selhavani
vyskytujici se v tomto obdobi tedy reflekt@etnost a zavaznost probihajicich infekci.
Limitaci naSi studie je jistpomerné nizky paet pacieni. Nemohli jsme tedy prokazat
Zadnou statisticky vyznamnou vazbu hapezi ¥kem @i diagndze a vyslednou
vySkou. Mizeme ale fedpokladat, Zéasna diagndza a dobra spoluprace rodty p
terapeutickych op#&tnich povedou k mé&rzavazné progresi onemaen, podobg jako

to Ize pozorovat u cystické fibrozy (HaeuslergBal, 1994).
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2.4. Studie zabyvaijici se identifikaci vysoce suspe  ktnich
pacient & (klinicky index rizika PCD)

Djakow J, Svobodova T, Uhlik J, PohunekM®imarni ciliarni dyskinezePediatrie pro
praxi, 2013. 14(6): 368-371.{{ha 6)

Djakow J, Rozehnalova E, HavliSova M, Svobodova T, PohunéKinical index to
evaluate the risk of primary ciliary dyskinesiadildren. Eur Respir J, 2012. 40:Suppl
56, 2844. (Kongresovy abstrakt, neni &sii iloh.)

2.4.1. Uvod, cile a hypotéza

Jednim z cfl jiz v pacatcich naSi prace bylo zvySit informovanost pra®iot
leékart pro cEti a dorost, ale také ambulantnich specialisznych specializaci o tomto
vzacneém, nicmé&hpoddiagnostikovaném onemaai. Diky prezentacim natkolika
raznych konferencich afehledovymelankim (Friloha 7 a 8) se nam zahy paitia
podstatsji zvysit patet diti odesilanych k diagnostice. Odesilag@é dyly nékdy
z naSeho pohledu vyznamsuspektni, jindy &y pouze velmi omezeny pet
piiznalki. Vyvstala tedy pdieba vytvdit jakési voditko k vytipovani nejsuspekjsich
pacienti mezi d¢tmi s opakovanymii chronickymi infekcemi dychacich cest.
Predpokladali jsme, Ze definovanimtitsého klinického indexu rizika PCD budeme
schopni ukit na zaklad klinickych priznaki pacienty, u kterych je vysoka

pravdpodobnost, Ze jejich obtiZze jsouizpbeny pra& onemockinim PCD.

2.4.2. Metodika

V piipack klinického indexu tvtila soubor jednak skupina diagnostikovanych
pacienti s PCD (n=31) a dale skupina paciemySetovanych na naSem pracovisti pro
podezeni z PCD v letech 2009-2011 (n=352). Ze studiejaasled#é vyloudili
pacienty s ¥kem nad 18 let, dale pacienty, u kterych citgipotebna anamnesticka
data a pacienty, u nichZ nebyla v dabudie diagnostika PCD kompletni. Po vyieni
téchto pacient byly skupiny nasleduijici:

» 223 referovanych suspektnich paciefil:F = 0,98; ptmérny vek 6,0 roku)

e 28 pacieni s PCD (M:F = 0,75; gmeérny vk 8,9 roku)

Ob¢ skupiny jsme randomizovali do 2 podskupin:

* analyticka podskupina — skupina, na které lignavovan model klinického

indexu (99+14 paciefy,

57



Dizertaini prace

» validani (hold-out) skupina — skupina, na které jsme rhod&ovali.

U analytické podskupiny jsme sledoviddu fiznych klinickych parameira hodnotili
rozdily v jejich vyskytu u paciefits diagnostikovanou PCD a u pacientlesilanych
jako suspektni, u nichz byla nicr@&RCD diagnostickym hodnocenim vyl@na. Pro
jednotlivé sledované parametry jsme stanovili addi® (OR). Nasledhjsme pomoci
regresni analyzy vytidi rizné modely pouZzitim kombinaci paraniete statisticky
vyznamnymi OR. K hodnoceni kvality navrzeného indgsme pouZili plochu pod
kiivkou ROC a vzhledem k nerovnémému rozloZeni pttu pacient ve skupinach

jsme diskriminani validitu hodnotili pomoci Mann-Whitney U-testu.

2.4.3. Vysledky a diskuze

Vytvoreny klinicky index sestava ze sedmi otazek, odiaano na kazdou otazku
je hodnocena 1 bodem (viz také&léha 5):

* Me¢lo dit po porodu vyznamisi problémy s dychanim ¢bem pobytu

v porodnici)?
* M¢élo dit rymu nebo bylo vyznandji zahleréné v pibéhu prvnich 2 misiax
Zivota?

* Proctlalo dit pneumonii?

* Proctlalo dit tii- nebo vicekrat bronchitidu (s obstrukci nebo bg2

» Bylo dit¢ Ié¢eno pro chronickou sekretorickou otitidu nebo @tald vice nez

trikrat akutni zast stedousi?

* Ma di& sekreci z nosu nebo nosni obstrukci pgwmu dni v roce (bez

vyznammjSiho efektu medikace)?

» Bylo dit vice nezitikrat lI&eno antibiotiky pro akutni infekci hornich cest

dychacich (rhinosinusitidu)?

Pro analytickou skupinu byla vyhodnocena AUC 084, kontrolni validizani
(hold-out) skupinu AUC 0,89 (&\F 1 a 2). Diskriminani validita testu je vysoce
signifikantni (U = 555,5; Z =-7,08; p = 0,0001).

Pro hranici jsme navrhli cut-off hodnotu 2 bodyykd test 100% senzitivni a
piitom odfiltruje @iblizné 50 % pacient, ktei jsou posilani referujicimi |€ka
k vySetenitasinek, ale jejichz anamnézatpm tomuto onemoaimi neodpovida.
V¢étSina pacienit s PCD (57,14 %) matpom klinicky index vice nez 4 body. Do stejné
kategorie pitom spada pouze 6 % pacigénti kterych byla nasledrPCD vylowena.
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Dle vysledku hodnoceni klinického indexu jsme néudké nejvhodgjSi postup

pro oSetujiciho lékae:

* 0-1 bod = velmi nizké riziko PCD, 2 body = nizkéko PCD: PCD je u
pacienta velmi méalo pra¥gdodobna, Iékase ma sousdit na hledani jinych
pricin obtiZi pacienta a klinicky index rizika kazdon® pirehodnotit.

K vySeteni do diagnostického centra pacienta odeslat pgakeid suspekce na
PCD retrvava a ostatniifginy byly vylouwteny.

* 3-4 body = sedre vysoké az vysokeé riziko PCD: U pacienta vy$e€ast|si
diferencialt diagnostické ficiny podobnych obtiZi a odeslat k vy&sti, pokud
jiz byly jiné priciny vylouceny, jsou nepravghodobné, nebo neodpovidaji tizi
obtiZi u pacienta

* 5 avice bod = velmi vysokeé riziko PCD: PCD je u pacienta vebuspektni,

pacienta vzdy ihned odeslat k vy&esti do diagnostického centra.

GRAF 1: ROC krivka pro analytickou skupinu (AUC = 0,94)
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GRAF 2: ROC krivka pro kontrolni valida ¢ni skupinu (AUC = 0,89)
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2.4.4. Diskuze

e erd

|ékari | dalSi specialisté, ke kterym jsou odesilagiy g problematikou opakovanych

respirg&nich infekci.

Dosud byla publikovana pouze jedna studie zabyvsgiddentifikaci klinickych
faktoni, které by pedpovidaly riziko PCD (Noll E. Met al, 2011). Tato studie byla
sousted®na na pacienty s chronickym kaSlem a zahrnovékkd i dosplé pacienty.
Vzhledem k tomu, Ze cilem vSech evropskych skupsnjZzovat ¥k pii diagn6ze PCD,
soustedili jsme i vyvoji naseho klinického indexu spiSe na vettasné piznaky
PCD, takze &které pouzité rizikové faktory rozvijejici se pégdktere uvadi tato
némecka studie, jsme do dotazniku nezahrnovalii{r@fomnost bronchiektazii).

Limitaci naSi studie je jefiast&né retrospektivni charakter. Tuto limitaci jsme se
snazili kompenzovat randomizaci do dvou samostatskapin, picemz jedna byla
pouZita pro analyzu a druha k validizaci navrZzeniédexu. V sodasné dob
pokratujeme ve studii Zazenim zaslepené prospektivifwe. Dosud jsme limitovani

nizkym p@tem now diagnostikovanych paciens PCD, abychom mohli proveést
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validni statistickou analyzu ziskanych vyslédg8owasreé probiha ve spolupraci
s Klinikou nosni, usni a &ni 2. LF UK také validizace klinického indexu nacjgtech
indikovanych k odstrami hypertrofické adenoidni vegetati&k zavedeni grometip

sekretorické otitid, ktefi mohou mittast&né podobné spektrumifznal.

DalSi limitaci naSi studie je nevyvazenostavého rozloZzeni skupiny paciént
s PCD (ptimérny vk 8,9 roku) a skupiny referovanych paciebez PCD (pirmérny
vék 6,0 roku). Tento rozdil jsme vyhodnotili jako tsséicky vyznamny (p=0,005). Lze
polemizovat, Ze niZSi index u pacigfiez PCD je dan pouze tim, Ze s&vmnoZstvi
piiznalki jeS€ nestdilo rozvinout. Abychom diskutovali tuto otazku,eaglili jsme
z obou podskupin vSechny pacienty pod 3 rodyuva provedli novou analyzu.élovy
rozdil jiz po vyazeni échto pacient nebyl signifikantni a fitom diskrimin&ni validita
testu Aistala zachovana, dosazena AUC byla dokonc&o wysSi nez ujvodni
skupiny (0,90). Lze tedy konstatovat, Ze rozdibujskuténé dany spise odliSnosti
klinickych projeva nez rozdilem vedkovém rozloZeni pacieinbbou podskupin. Studii
jsme v jeji primarni podabpiedstavili formou pednasky na kongresu Evropské
respir&ni spol€nosti a informace jsme zahrnuli také do nefijgio souborného
¢lanku o PCD (Hloha 6).

2.5. Souborné a p fehledové élanky v recenzovanych
¢asopisech

Djakow J, Svobodova T, Uhlik J, Kabelka Z, Smolikova L, €4rO, Pohunek P.
Primarni ciliarni dyskinezeCast 1. — Patogeneze a klinicky obrafergie, 2009 (1).
54-59. (Riloha 7)
Djakow J, Svobodova T, Uhlik J, Kabelka Z, Smolikova L, €4rO, Pohunek P:
Primarni ciliarni dyskinezeCast 2. — Diagnostika a terapi@lergie, 2009 (2). 38-44.
(Priloha 8)
Djakow J, O'Callaghan CPrimary ciliary dyskinesiaBreathe (Educational Journal of

European Respiratory Society), 2014. 10(2):122-188.10.1183/20734735.007413.
(Priloha 9)
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3. Zaver

V prab¢hu prace nagkolika projektech souvisejicich s onem&aim primarni
ciliarni dyskineze se potilo naplnit celouradu cifi, které jsme si na géatku prace
stanovili. Vzniklo prvni diagnostické centrum pronpérni cilidrni dyskinezi, které mé
k dispozici vybavenifistrojové i personalni k tomu, aby prolkomplexni
diagnostiku PCD. Podido se nam soustavnou publitd a grednaskovodinnosti
zvysit informovanosteske Iékéské véejnosti o problematice tohoto onemeécha
vyrazre stoupl péet pacieni referovanych k vys&ni. V pabéhu €chto rekolika let
se nam zatim nepoill® vyrazreji snizit vk pri diagndze tohoto onemoémi, coz je
dano zejména tim, Ze i nadale jsou odesilani ktigSiei starsSi pacienti, u kterych bylo
klinicky podezeni jiz dive vysloveno, ale jejich diagnostika nebyla kortle
Vytvorili jsme databazi vSech pediatrickych paciestPCD, kde jsou pbézne
ukladana vSechna klinicka i diagnosticka data. Vigtvjeme i databazi paciett kteri
jsou odesilani k diagnostice PCD jako suspektni.

Nejrozsahlejséast naSi prace se tykala moznosti genetické ditigpaspacient
s PCD. V dob, kdy jsme s praci zali, bylo znamo pouhych osm genejichz mutace
mohou PCD zfisobit. V pabéhu nasi prace pak doslo k prudkému rozvoji metodiky
sekvenovani nové generace a s nim ruku v rucektajghlému naistu znamych
kauzalnich gein v dok& zpracovavani prace je jich znamo jiz 30.

Celou nasi praci zabyvajici se moznostmi komplikévgenetické diagnostiky
PCD se tahla jak®ervena nit snaha o jeji zjednoduseni za ekononpiifatelnych
podminek. V Gvodni praci jsme prokazali, Ze sekvéanopouze vybranych Gsiklvou
hlavnich kauzalnich ggénDNAH5aDNAI1, mizZze odhalit ¥tSinu pacient s mutacemi
v téchto genech. V nasledujici praci jsme pouzili kamaloi Sangerova sekvenovani a
metody NGS. Timto postupem jsme byli schopni stargenetickou diagn6zu u 67 %
pacieni s PCD, coz jgislo odpovidajici nejn@ySim mezinarodnim publikacim.
Dulezitym vystupem byla jednak geneticka charakteezaasi populace paciéntle
také navrh efektivniho a ekonomickijjatelného postupu genetického testovani
pacienti s kompletni diagn6zoufipadré i vysoce suspektnich paciénCo se tyka
nalezenych kauzalnich giem naSi populaci, jak jsmeagdpokladali asitetina gipadi
PCD je zgisobena mutacemi v ge@NAHS. Naopak velmi fekvapivym nalezem bylo

vysoké zastoupeni ancestralnich mutaci v g G1u asictvrtiny paciend. Mutace
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v dalSich genech je mozné ozigiz za mnohem vzaeisi (v nasi populaci jsme
detekovali jedt mutace v genecGCDC4Q DNAI1 aLRRC§.

Ve spolupraci se zahramim pracovi&m jsme vytvdili volné dostupny
softwarovy nastroj, ktery dokadze automaticky hodricekvenci pohyblivostiasinek
(CBF). Je vyuzitelny jako pomodiézné diagnostice i k vyzkumnyngétm.

Vstupre vyuziva soubory AVI ze zaznamu vysokorychlostimkay, ke zpracovani pak
voln¢ dostupny ImageJ a Microsoft Office Excel 2007 .t®afe ciliaFA umo#uje
spolehlivou vysokokapacitni (high troughtput) autditkou analyzu CBF pro Siroké
spektrum frekvenci (3 — 52 Hz) a odsrpe selekni ovlivnéni operatora.

U jiz diagnostikovanych pacieiht PCD jsme odtovali hypotézu, Ze jejichist je
oproti zdravé populaci opoZd. Analyzovana data ukazala, Zze u pacienPCD
dochazi v pibéhu dtstvi k ristovému opoZovani s postupnym mirnym zlepSenim
v pribéhu adolescence.dkoliv jsme vzhledem k malému mnoZzstvi pacieve studii
nemohli prokazat vlivasreé zahajené &y, domnivame se, Ze zahajeni efektivni
terapie brzy v &stvi, zejménaip dobré spolupraci, fize vést ke zmigmi chronického
stradani organismu spojeného s diagn6zou PCD aiztegpkovou progndzu pacidént

Vytvorené databaze paciérd PCD a paciefitsuspektnich jsme vyuZili
k vytvoreni klinického indexu rizika PCD. Tento index obgéti 7 zji¥ovacich otazek
je jednodusSe pouzitelny néklad oSetujicimi détskymi Iékdi a urkuje riziko, Ze obtize
pacienta s opakovanymi resgingmi infekcemi jsou zfisobeny pra¥ primarni ciliarni
dyskinezi. Vzhledem k tomu, Ze do naSich databéastdle fibyvaji novi pacienti,
planujeme zhodnotit diskrimidai validitu indexu také prospektiwnF¥i pouziti cut-off
hodnoty 2 body je test 100% senzitivnitdagom odfiltruje téngt 50 % pacienit, kteri
byli k vySeteni odeslani zbyteé. Pokud je u pacienta stanoven klinicky index vieg n
4 body, je naopak diagnéza PCD velmi pripatobna. Prospektividast této studie
nadale probiha, dosavadni vysledky hodnotici digkani validitu indexu jsou velmi

slibné.
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4. Souhrn

Primarni ciliarni dyskineze (PCD) je vzacné, avda#tdiagnostikované onemagn.
Jeho picinou je geneticka porucha struktury nebo funkceypbirych rasinek.
Vysledna nefunéni mukociliarni clearance apobuje opakované z&y hornich i
dolnich dychacich cest, gkterych pacierit mize byt také ficinou poruch plodnostii
abnormalni polohy orgdin Diagnostika tohoto onemogmi je mimadadre slozita.
VyZzaduje kombinaci ¢kolika niznych diagnostickych postii@ dostatek zkuSenosti i
specifické personalni a technické vybaventelspryznamné pokroky v poznéni
etiopatogeneze PCD a prudky rozvoj diagnostikstavaji moznosti terapie omezené a
acinnost jednotlivych Iéebnych postupdosud neni podloZzenatgimi klinickymi
studiemi.

Dizertatni prace je tviena komentovanym souborem vydanych publikaci.
Zabyvam se v nigkolika raiznymi aspekty identifikace paciéns PCD. Nejrozsahleji
jsme se ¥novali genetickym zaklaom PCD. V z&atcich prace jsme se zabyvali
moznostmi diagnostiky pomoci sekvenovani vybranysgiiv té dold znamych
neiastji mutovanych gett DNAH5aDNAI1 a prokézali jsme, Ze touto metodou je
mozné odhalit #Sinu pacient s mutacemi vé&chto genech. Nejreceri8i ¢ast prace se
tykala vyuziti postup sekvenovani nové generace (NGS) v kombinaci sckias
Sangerovym sekvenovanim. Paittase nam geneticky charakterizovat populaci
¢eskych pacierits PCD. NavrZzenou metodikou jsme byli schopni stargenetickou
diagndézu u dvouretin vSechteskych pacierit coz odpovida recentniméovym
pracim. Riblizn¢ tretina gipadi PCD byla ¢ekavateld zpisobena mutacemi v genu
DNAHS. Prekvapivym nélezem bylo vysoké zastoupeni ancestiamutaci v genu
SPAG1u ¢tvrtiny naSich pacieiit Dale jsme jiZ jen v jednotlivych rodinach detelbv
mutace také v genedNAIL1, LRRC6aCCDC40 Nemért dulezitym vystupem nasi
prace je navrh efektivniho a ekonomickijgtelného postupu genetické diagnostiky u
pacienti s PCD.

Ve spolupréaci se zahramim pracovi&m jsme navrhli softwarovou metodu
zpracovani obrazu, ktera automaticky stanovi frakvpohyblivostifasinek se stejnou
piesnosti jako Zivy operator. V dalSi provedené sfadie prokazali, Ze pacienti s PCD
jsou ohrozeni poruchouistu v dtstvi. Posledntast prace popisuje vyvoj snadno

pouzitelného validovaného klinického indexu, ktdokaze ve skupihpacieni
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s opakovanymi respi¢aimi problémy odliSit pacienty, u nichzZ je vysoka
pravdpodobnost, Ze jejich obtiZze jsouizpbeny pra&¥ onemocknim PCD.

5. Summary

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare but ulignosed genetic disease. This
innate disorder of motile cilia causes a non-fuoral mucociliary clearance which is
the main reason for a clinical picture of recurr@nthronic upper and lower respiratory
tract infections. Fertility disorders or abnormajan situs can also be found in some
patients. The diagnosis of PCD is extremely conapdid and complex. A combination
of several diagnostic procedures as well as skplrdonnel and special technical
equipment are usually needed for the PCD diagrgtithough significant progress
has been made in understanding the PCD etiopathsigesind the advanced diagnostics
has become available, therapeutic possibilitiesatheer limited and the treatment
efficiency still remains to be confirmed by thedamce base medicine.

The dissertation thesis assembles several puldlitsain which different aspects of
primary ciliary dyskinesia were addressed. The rertnsive part of our research
addressed rapidly evolving possibilities of PCDeagendiagnostics. We studied
possibility of priority sequencing of several segiseof the geneBNAH5 andDNAIL
which were known to be the most frequently mutateaeg in the PCD patients at the
time of the study. We proved this method being ableentify most of the patients
carrying mutations in these genes. The most rgzamiof our work focused on the next
generation sequencing methods in combination wighctassic Sanger sequencing.
Using this method, we were able to establish thete diagnosis in the two thirds of
the Czech patients achieving the same diagnoséasathe best scientific groups
worldwide. About a third of the Czech PCD caseseweedictably caused by the
mutations in th&NAH5gene. Surprisingly, another quarter of the PClep& carried
ancestral mutations in tIl®PAG1gene. Other genes found to be mutated only in
individual families werddNAI1, LRRC6andCCDC4Q We also suggested a cost-
effective genetic diagnostic pipeline.

Secondly, in collaboration with British researcheve designed an image
processing software method capable of automatargibeat frequency assessment
with a high accuracy. In another study, we proved the PCD patients are at risk of

the growth failure at childhood. In the last study, developed easy-to-use validated
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clinical index that is able to distinguish the pats with high risk of PCD among the
group of paediatric patients with recurrent respmaproblems.
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