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ERS TASK FORCE

Primary ciliary dyskinesia: a consensus Prevalenca
statement on diagnostic and treatment DCP:
approaches in children 1/16.000

A. Barbato, T. Frischer, C.E. Kuehni, D. Snijders, I. Azevedo, G. Baktai, L. Bartoloni,
E. Eber, A. Escribano, E. Haarman, B. Hesselmar, C. Hogg, M. Jorissen, J. Lucas,
K.G. Nielsen, C. O’Callaghan, H. Omran, P. Pohunek, M-P.F. Strippoli and A. Bush

Prenatal Neonatal

- Tos cronica diaria

- Ateléctasis
recurrents
0 pneumonies

- Asma atipica

- Bronquiectasis

- Rinitis diaria

- Sinusitis cronica

- Otitis mitjana serosa

- Sordesa

- Situs inversus o
heterotaxia

- Lleu ventriculomegalia
fetal cerebral

- Distres respiratori
(ateléctasis)

- Rinorrea continua

- Situs inversus o
ambiguo

- Hidrocefalia
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Modificat de: Barbato A, et al. Eur Respir J 2009; 34: 1264-1276
Bush A. Expert Rev. Respir. Med. 2012;6:663-82

40-50%

Adolescents
i adults

- Mateixes que nens

- Bronquiectasis més
evidents (83%)

- Expectoracio
mucopurulenta cronica

- Acropaquies

- Poliposi nasal

- Infertilitat masculina

(50%)

- Subfertilitat, embaras
ectopic (dones)

o



Diagnostic

e Generalitats:

— No existeix una prova diagnostica “gold standard”

— El diagnostic depen d’'una combinacié de tests

— Estudis diagnostics son complicats de realitzar i interpretar, son cars
— Els tests diagnostics no estan disponibles en tots els centres

— En tots els centres és habitual trobar un nombre de pacients amb
diagnostic incert

* Proves diagnostiques principals:
— Oxid nitric nasal <30 nL/min (S0.91, E 0,96)
— Microscopi electronic. Normal 21% casos DCP (S 0,79, E 1)
— Motilitat ciliar (microscopia optica alta velocitat) (S 1, E 0,93)
— Estudi genetic (detecta 70% gens associats amb DCP)

Lucas JS, Leigh M. Eur Respir ) 2014; 44: 1418-22
Jackson C, et al. Eur Respir J 2016; 47: 837-848

]H[ Départamem de Salut % ‘ ‘ S : ,\‘H ‘ ics. genca t.cat 5



Abans d’estudiar

H?2 clinica
No necessitat \1,
de més proves
Ha no suggestivai Pas 1
DCP tests normals NNO i
<€

molt improbable

Ha no molt suggestivh\

TEM normal i
NNO normal i

Video microscopia
alta velocitat (HSVA)
(repetir 3 cops)

HSVA normal dp cultiu

N\

nNo baix
i HSVA (+)
(3 cops) Estudi
DCP genetic
molt probable |  (sidisponible)

7hNo baix i HSVA
dp cultiu suggereix DCP
-TEM normal

Ha molt suggestiva o tests
normals/dubtosos

Pas 2

Microscopi electronic (TEM)
| cultiu cel-lular = repetir HSVA

TEM (+) DCP
positiva

Ha molt suggestiva i tests
anormals/dubtosos

v

Pas 3

Mutacid
patogénica
bial-lelica

5 Considerar altres proves

Estudi
genétic

ERS taskforce - PCD Diagnostic Guidelines - 2016/2017

(Aclaramient mucociliar

Tests normal o dubtosos, | aerosol)
o H2 molt suggestiva Trucar al pacient en un

futur si hi ha noves proves
disponibles




Mostra de raspallat nasal

AT Generalitat de Catalunya Institut Catala  ( Q;) ISPV i
Departament de Salut de la Salut SanTan ! € Su8 ENlicd t.cat 7



Estudi motilitat ciliar

Normal Estatic (abséncia bracos externs)

Rigid (absencia Bl, desorganitzacid) Rotatori (defectes parell central)
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Proteines estructurals bracg extern

DNAH5, DNAI1 (distal), DNAI2, DNAL1,, NME8 (TXNCD3)
ODA Docking protein

CCDC114, CCDC151, ARMC4 (distal), TTC25
Factor d’unid brag extern
CCD103

Absencia de bracos
externs de dineina

Factors citoplasmics pre-assembly

Abséncia d'ambdés DNAAF1 (LRRC50), DNAAF2 (KTU), DNAAF3, DNAAF4 (DYX1C1)
bragos de dineina DNAAF5 (HEATR2), LRRC6, C21orf59, c11orf 70, ZMYND10,
SPAG1, PIH1D3 (lligat al sexe), CFAP300

Abséncia de bragos Nexin-dinein regulatory complex (N-DRC)
CCD39, CCDC40

Interns de_ dm?}'na ' Proteines ponts de nexina
desorganitzacio GASS8

Proteines del parell central

Defectes del complex | HYDIN, STK36 Oligocilia

central Proteines del brag radial
RSPH4A, RSPH9, RSPH1, Biogenesi cilis
RSPH3, DNAJB13 CCNO, MCIDAS

Proteines estructurals ODA

Microscopi electronic
| DNAH11, DNAHY9, DNAH1, GAS2L2, LRRC56
norma Proteines ponts de nexina

o gairebé normal CCDC164 (DRC1), CCDC65 (DRC2), GAS8

Papon JF, Eur RespirJ 2010; 35: 1057-63
Amirav |, et al. Hum Mutat 00:1-10, 2016 , Modificat de Legendre M i Davis S, Beat PCD conference 2019



Objectius

Beca SENP 2016 Beca FUCAP 2016 Proyecto FIS P116/01233
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1) Dissenyar (a través de seqlienciacié de nova generacio), validar i aplicar un panell mol-lecular de
gens relacionats amb la discinesia ciliar primaria incloent els principals gens coneguts fins al moment

actual

2) Caracteritzar les diferents alteracions genetiques associades a la discinésia ciliar primaria en el

nostre medi

3) Realitzar estudis d’'exoma en els casos sense mutacions caracteritzades, per a descobrir nous gens

potencialment causals

4) Realitzar estudis funcionals d’expressid i localitzacié dels elements de I'estructura ciliar, per analitzar

I'efecte de les alteracions genetiques a nivell mol-lecular

5) Relacionar els fenotips clinics, de motilitat ciliar i ultraestructural, amb les alteracions genetiques
trobades

I Generalitat de Catalunya Institut Catalz .
q“]) Departament de Salut % de (xjgg;m,- “ ics.gencat.cat
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Metodologia

Disseny de lI'estudi

® Estudi multicentric observacional de cohorts
® Pacients diagnosticats previament de DCP o durant 'estudi
® Dos centres de referencia diagnostica de DCP:

* Hospital Vall d’'Hebron

® Grup de Discinesia ciliar primaria de Valencia

® Unitats de Pneumologia pediatrica de Catalunya i Andorra

Criteris d’inclusio

® Pacients diagnosticats de DCP en base a simptomes suggestius

® Troballes especifiques de DCP en estudi de microscopia electronica i/o
videomicroscopia d’alta velocitat

® Adults sans voluntaris com a controls dels estudis funcionals (mostres de mucosa nasal)

‘Wgepatametdesmt %‘ iCS.gencat.Cat 11



Metodologia

Procediments de l'estudi

Disseny d’un panell de seqiienciacié massiva de gens relacionats amb la discinésia
ciliar primaria

AT Generalitat de Catalunya Institut Catala ) ISPV .
WUl Departament de Salut de la Salut O : ics.gencat.cat

12



Tecnologies de seqguienciacid massiva (NGS)

1. Sequienciacio total 2. Seqenciaci6 total 3. Panell de
del genoma (WGS) de I'exoma (WES) gens
Gen1l
Gen 2
Gen 3
Exoma (1%
Genoma
del genoma) Gen 4
Gen 5
~ 23000 genes Gen 6
Gen7
Transcription Transcription
initiation termination
. LExon 1 o— Exon 2 — Exon 3 l . Gen ...
Promoter t
region Translation start Translation
codon (ATG) STOP codon

Modificat de: Tenorio J, 13th PVRI Annual Congress 2019

Y Generalitat de Catalunya Institut Catala CO“SPV
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Metodologia

Procediments de l'estudi

Disseny d’un panell de seqiienciacié massiva de gens relacionats amb la discinésia
ciliar primaria

® Seleccio de gens candidats coneguts fins al disseny del panell (40 gens)
® Seqlienciacio d’exons i regions introniques adjacents

® Busqueda de cobertura propera 100%

® Sequenciador MiSeq (lllumina)

® Anotacio de les variants detectades = programa ANNOVAR

® Estudis in silico i funcionals de |la patogenicitat de les variants

® Confirmacid de les variants patogeéniques i estudi de familiars = Sequienciacio de
Sanger

HITY Generalitat de Catalunya Institut Catala () ISPV i 1 4
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Metodologia

Procediments de l'estudi

Estudis in silico — patogenicitat de les variants observades

® Analisi frequencies al-leliques en la poblacié general publicada en les bases de dades:

°* Genome Aggregation Database (gnomAD, http://gnomad.broadinstitute.org)

°* Exome Aggregation Consortium (EXAC, http://exac.broadinstitute.org/)

® Estudi comparatiu de la conservacio en diferents especies al llarg de I'escala evolutiva
de 'aminoacid afectat: GerpN

® Prediccié de la patogenicitat in silico:
— software Alamut v2.1 (Interactive Biosoftware)
® Eines de prediccid de patogenicitat: MutationTester, PolyPhen, Align GVGD, SIFT

® Predicci6 dels patrons d’“splicing”: Gene Splicer, Human Splicing Finder, MaxEntScan,
NNSPLICE i Splice site Finder-like

— CADD V1.4 (http://cadd.gs.washington.edu/), VarSome website

® Comprovacio addicional de mutacions conegudes patogeniques: Human Gene
Mutation Database (HGMD)
] e kg st Catal ics.gencat.cat 16
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Metodologia

Procedimients de l'estudi

Estudis funcionals

® Immunofluorescencia de les mostres d’epiteli nasal

* Incubacid de la mostra amb anticossos dirigits contra elements de
I"ultraestructura ciliar: tubulina, DNAH5, DNALI1, RSPHSA, GASS.

Microtubular doublet
Acetylated tubulin

Outer dynein arm
DNAHS

Inner dynein arm
DNALI1

Radial spoke head
RSPH4A

Nexin-DRC
GASS

AT Generalitat de Catalunya Institut Catala ) ISPV .
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Analisi genétic: mutacions en heterozigosi
composta al gen DNAH5: ¢.12706-2A>T |
c.4625 4628delGAGA:p.(Arg1542ThrfsTer6)

Tubulina acetilada DNAH5 -
DNALI1

Microtubular doublet

Tubulina acetilada RSPH4A .

Tubulina acetilada

Outer dynein arm
DNAHS

Inner dynein arm
DNALI1

Radial spoke head
RSPH4A

Nexin-DRC
GASS

Tubulina acetilada

GAS8

Baz-Reddn N, et al. Arch Bronconeumol. 2019. doi: 10.1016/j.arbres.2019.01.021



Acetylated tubulin

Control

Acetylated tubulin

RSPH4A
N
RSPH4A Merge

Microtubular doublet

Analisi genetic: variant patogenica al gen
RSPH4A (p.Argd86Stop) en homozigosi

Outer dynein arm
DNAHS

Inner dynein arm
DNALI1

Radial spoke head
RSPH4A

Nexin-DRC
GASS8




Resultats

® Hospitals de procedencia dels pacients

Hospitals n Pacients Germans Pendents

index analitzar
Hospital Vall d’Hebron 73 20 4 49
Hospital Sant Joan de Déu 16 5 11
Hospital Clinico Valencia 14 4 10
Hospital Parc Tauli 3 2 1
Hospital del Mar 2 1 1 -
Hospital Miguel Servet 4 2 2
Hospital Germans Trias 1 1 -
Hospital Son Llatzer 1 1
Total 114 35 5 73

MMy Generalitat , Institut Catal: :
‘]”,[ Departament de Salut % de la Salut - ics.gencat.cat 19



Resultats

® 40 pacients
® Edat: 4 mesos — 49 anys
® 29 Catalunya i Espanya, 4 Paquistan, 5 Marroc, 2 Sud America

® 7 Consanguinitat

IR Generalitat de Catalunya Institut Catala () ISPV i 20
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Gen PICAD nNO Videomicroscopia Immuno- Defecte ciliar
afectat AR (nl/mi alta velocitat fluoresceéncia
n)

1* CCDC39 7 - - - -

2% CCDC39 6 - - - -

3* CCDC40 8 1,65 7,35 Hz, rigids i immobils GASS8-, DNALI1 Desorganitzacié MT,
alt. nexina

4 CCDC40 7 - 5,47 Hz, rigids i immobils GASS8-, DNALI1 Desorganitzacidé MT,
alt. nexina

5* DNAHS5 4 17,2 0.43 Hz, immobils DNAHS5 - Bragos externs

6 DNAHS5 4 15,2 1,81 Hz, immobils - Bragos externs

7* DNAH11 11 15,01 11,8 Hz (hiperfreqlients) Normal Bracgos externs

batec desorganitzat i rigid

8* DNAI2 4 - O Hz, immobils DNAHS5-, DNAI2- Bragos externs

9 DNAI/2 6 14,2 O Hz, immobils DNAH5-, DNAI2- Bragos externs

10* RSPH1 4 67,3 8,54 Hz, moviment circular - Brac radial

11* RSPH4A 3 - 8,68 Hz, moviment circular RSPH4- Brag radial

12 RSPH4A 8 - 8,31 Hz, moviment circular - Brac radial

13* RSPH9 4 5,4 9,1 Hz, moviment circular - Brag radial

14* TTC25 10 - - - -




Gen afectat PICAD nNO Videomicroscopia Immuno- Defecte ciliar
AR (nl/mi alta velocitat fluorescéncia
n)
27% CCDC39 8 67,7 9,22 Hz, rigid i disquinetic DNAHS5-, Desorganitzacié MT,
DNALI1-, GASS8- alt. nexina
28%* CCDC39 10 34,9 16,69 Hz (hiperfrequent), - Desorganitzacié MT,
batec desorganitzat i rigid alt. nexina
30* RSPH1 4 15,9 9,53 Hz, moviment circular - Brag radial
31 RSPH1 6 47,8 8,59 Hz, moviment circular - Brag radial
32% TTC25 2,3 0 Hz, immobils DNAH5- Brag extern
36* CCDC39 8 14,6 7,33 Hz, rigid i disquinétic - Desorganitzacid MT,
alt. nexina
37%* DNAH9 4 6,28 Hz, batec normal proximal DNAH5
40%* DNAHS5 4 3,5 6.67 Hz (moviment residual), Brag extern

rigid i immobil




Resultats

® 40 pacients = 35 casos index i 5 germans

® 18/35 casos index — variants candidates patogeniques

® 10 gens de discinesia ciliar primaria

Analitzats Gen candidat No gen candidat
Pacients 40 23 (57,5%) 17 (42,5%)
Pacients index 35 18 (51,4%) 17 (48,6%)
Germans afectes 5 5 0
Familiars 15 8 7
Total 55 30 26

® Estudi de discinésia = malaltia poc probable en 7 pacients

® Frequencia casos DCP confirmada amb estudi genetic positiu
18/28 casos index (64,2%) i 23/33 pacients (69,7%)

‘]H,[‘ lj;eparté:ner;t de Salut’ % ‘11 \M . I Cs. g encat.cat 23



Resultats

® Gens candidats detectats

Bracos externs — 8 (10)
Proteines estructurals
DNAH5 — 3 (4)

DNAI2 -1 (2)

DNAH11 -1

DNAH9 -1

Docking protein

TTC25 -2

Bracg radial — 4 (6)
RSPH1 - 2 (3)
RSPH9 - 1

RSPH4A - 1 (2)

Nexin-dinein regulatory
complex (N-DRC) — 6 (7)
CCDC39-5

CCDC40-1 (2)

AT Generalitat de Catalunya Institut Catala CO ISPV ics .gen cat.cat 24
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Conclusions

® El nostre panell de gens per la discinesia ciliar és util per confirmar el diagnostic
® 57,5% dels pacients estudiats presenten variants candidates

® El rendiment del panell en pacients amb malaltia demostrada és del 69,7% (64,2% per
als casos index)

® Els resultats es correlacionen amb l'ultraestructura ciliar i els analisis funcionals

® Estem incrementant el nombre de casos per completar la caracteritzacio dels pacients
del nostre medi

® Pendent completar estudis d’exoma i estudis funcionals

® ['estudi genetic no és un metode d’screening efica¢c quan la sospita de discinesia és
baixa

® ['estudi genetic no exclou el diagnostic si és negatiu

]H[ Départamem de Salut % ‘ ‘:’: \ TM ics. genca t.cat
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