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RIASSUNTO

La discinesia ciliare primaria, che include la sindrome di Kartagener, &€ una ma-
lattia rara, geneticamente eterogenea, legata a un difetto delle ciglia delle vie
aeree che causa un’alterazione del trasporto mucociliare, determinando sintomi
respiratori. Le conoscenze sulla malattia si sono notevolmente ampliate nel cor-

so degli ultimi 25 anni con progressi sia nella selezione dei pazienti da avviare
alle indagini, che nell’impiego dei test diagnostici e nello sviluppo di un algorit-
mo dedicato. La dimostrazione di un numero crescente di geni potenzialmente
responsabili della malattia ha condotto alla conoscenza di una relazione tra ge-
notipo e fenotipo clinico con una migliore gestione e trattamento della malattia
respiratoria.

ABSTRACT

Primary ciliary dyskinesia, including the Kartagener syndrome, is a rare and ge-
netically heterogeneous disease caused by defects in the cilia of the airways,
leading to impaired mucociliary clearance and resulting in respiratory symptoms.
Knowledge of the disease has expanded significantly over the last 25 years, with
advances in patients selection, diagnostic testing and dedicated algorithms. The
identification of an increasing number of causative genes has enhanced under-
standing of genotype-phenotype correlations, leading to better management of
respiratory disease.

INTRODUZIONE

La discinesia ciliare primaria (DCP), che include la sindrome di Kartagener (quan-
do & presente situs inversus o altri difetti di lateralita), € una malattia rara, genetica-
mente eterogenea, causata da un difetto delle ciglia delle vie aeree, responsabile di
un’alterazione del trasporto mucociliare, che € alla base dei sintomi respiratori (1).
Le nostre conoscenze sulla malattia si sono moltiplicate nel corso degli ultimi 25
anni con progressi:

a) nella selezione dei pazienti da avviare alle indagini sulla base delle loro mani-
festazioni cliniche;
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b) nel’impiego dei test che sono stati utilizzati per la dia-
gnosi con la messa a fuoco delle loro prerogative o limi-
ti e con sviluppo di un algoritmo diagnostico;

c) nella dimostrazione di un crescente numero di geni
potenzialmente correlati alla malattia che ha permesso
di ampliare le nostre nozioni sulla sua modalita di tra-
smissione e di stabilire una relazione tra genotipo e fe-
notipo clinico;

d) nella gestione e nel trattamento della malattia re-
spiratoria.

LA SELEZIONE DEI SOGGETTI DA
SOTTOPORRE A INDAGINI SPECIFICHE PER
LA MALATTIA

Gia negli anni 2000 in Europa si poneva il problema di

chi sottoporre ai test (2) ed erano stati indicati i sogget-

ti che avessero:

1. Ostruzione nasale e/o rinorrea ad esordio neonatale.

2. Distress respiratorio neonatale in neonati a termine
di cui non si conosce la causa.

3. Tosse catarrale persistente.

Situs inversus.

5. Otorrea prolungata dopo inserimento di tubo
trans-timpanico.

6. Bronchiectasie in assenza di altre condizioni favo-
renti.

7. Asma refrattario ai trattamenti.

8. Ripetuti cicli di antibiotici per infezioni respiratorie.

P>

Solo successivamente (2016) negli USA sono stati de-
finiti per la prima volta 4 criteri clinici (distress respira-
torio neonatale non spiegato con richiesta di sommini-
strazione prolungata di ossigeno nei neonati a termine,
tosse catarrale e congestione nasale ad esordio preco-
ce e presenti tutto I'anno, situs inversus) che combinati
mostravano un’elevata sensibilita e specificita nel sele-
zionare i soggetti da sottoporre a indagini (3). Tuttavia,
era ritenuto sufficiente che di questi ne fosse presente
uno soltanto (3). Con le stesse finalita, in Europa é sta-
to validato un questionario, denominato PICADAR (Prl-
mary CiliAry DyskinesiA Rule) da utilizzare in presen-
za di tosse catarrale quotidiana insorta precocemente
(4). In questo, oltre alle manifestazioni considerate nel
precedente documento, sono state incluse il ricovero in
terapia intensiva neonatale, la presenza di cardiopatia
congenita e di otiti croniche. Ciascuna variabile contri-
buisce con un punteggio la cui somma viene rapporta-
ta alla probabilita di avere la malattia. Cosi, se € 210 la
probabilita che i test diagnostici specifici risultino posi-
tivi @ >90%, ma gia un punteggio di 5 ha una sensibili-

ta e una specificita elevate, rispettivamente del 90% e
del 75% (4). Di recente, sono stati riportati alcuni limi-
ti nell’applicazione del PICADAR, perché il 7% dei pa-
zienti con genotipo noto non riferiva di avere tosse ca-
tarrale e nei soggetti con situs solitus mancavano livelli
di accuratezza sufficienti (5). Per questo & stato sugge-
rito di sottoporre ai test diagnostici tutti i soggetti con di-
fetti di lateralita e malattia respiratoria cronica, indipen-
dentemente dal fatto che riferiscano la tosse fin dalla
prima infanzia. Per coloro che hanno, invece, situs so-
litus viene proposto di sviluppare un nuovo strumento
di selezione piu efficace (5).

IMPIEGO DEI TEST DI SCREENING E
DIAGNOSTICI: PREROGATIVE E LIMITI

Negli anni 2000, per lo screening, venivano utilizzati il
test alla saccarina (2) e la misurazione dell’ossido nitri-
co nasale (nNO). Il primo intendeva misurare il tempo
necessario per il trasporto di una piccola quantita di sac-
carina dal turbinato nasale inferiore al cavo orale, dove
poteva essere avvertita per il suo gusto dolce (valori nor-
mali <30 minuti). La misurazione del’nNO veniva con-
siderata un test piu promettente per i suoi livelli molto
bassi, sebbene simili a quelli trovati in alcuni casi di fi-
brosi cistica, rinosinusite e panbronchiolite diffusa (6).
Per questo, il suo impiego era ritenuto utile soprattutto
per escludere la malattia quando le misurazioni di nNO
erano elevate (6). Successivamente il test alla saccari-
na & caduto in disuso perché gravato da numerosi limiti
(possibilita di essere eseguito esclusivamente nel bam-
bino collaborante, influenza dei fattori ambientali e delle
caratteristiche del muco, mancanza di standardizzazione
con numerosi falsi positivi e negativi). Invece, la misura-
zione del’'nNO si € dimostrata piu affidabile per sensibi-
lita e specificita nel selezionare i soggetti con DCP, an-
che se solo in eta collaborante, e la sua standardizza-
zione ne ha ridotto la variabilita (7). Anziché la valuta-
zione delle sue concentrazioni, si € preferito misurare |l
tasso di produzione di nNO stabilendo come limite mas-
simo per la DCP 77 nL/min con il metodo dell’occlusio-
ne del velo palatino (7). In seguito, tuttavia, questo cu-
toff si € rivelato non del tutto affidabile non consenten-
do di identificare piu di un terzo dei soggetti affetti, so-
prattutto tra quelli con ultrastruttura ciliare normale (8).
Per loro & stato, quindi, proposto di adottare una soglia
piu elevata (107,8 nL/min) per aumentare la sensibilita
della misura, anche se a scapito della sua specificita (8).
Gia venticinque anni fa la diagnosi della DCP veniva
posta sulla base delle indagini eseguite in campioni di
mucosa respiratoria prelevati mediante brushing nasa-
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le, le cui cellule ciliate erano utilizzate sia per la valuta-
zione dell'ultrastruttura che della funzione ciliare (2, 9).
L’assonema ciliare alla microscopia elettronica a tra-
smissione (TEM) in condizioni normali presenta un’ul-
trastruttura 9+2, ovvero con 9 coppie di microtubuli pe-
riferici collegate tra loro dal complesso regolatore dinei-
na-nexina e connesse a una coppia di microtubuli centra-
li attraverso ponti radiali (9). Ciascuna coppia di micro-
tubuli periferici si articola con quella adiacente median-
te i bracci interni ed esterni di dineina attraverso i quali
si genera il movimento utilizzando un’attivita ATPasica.
Le prime alterazioni ultrastrutturali identificate si riferi-
vano ai difetti di dineina presenti nella quasi totalita del-
le ciglia esaminate, anche se fin dagli anni 2000 era-
no gia state osservate anche alterazioni del movimen-
to ciliare associate ad un’ultrastruttura apparentemen-
te normale. In seguito, & stato possibile definire meglio
ulteriori difetti ultrastrutturali compatibili con la malat-
tia e in anni recenti sono stati raggruppati in due clas-
si distinte, di cui la prima ritenuta in grado di far porre
agevolmente la diagnosi di certezza e la seconda con-
siderata piu difficile da ricondurre in maniera esclusi-
va alla DCP (10). Nella prima classe sono stati inclu-
si i difetti isolati dei bracci esterni di dineina (ODA) nel-
la maggioranza delle coppie dei microtubuli periferici
(>5), oppure associati al difetto nei bracci interni di di-
neina (IDA) in almeno 7 coppie di microtubuli periferi-
ciin piu del 50% delle cilia. Nella stessa classe & stata
compresa, inoltre, la disorganizzazione dei microtubu-
li (MTD) in piu del 25% delle sezioni trasverse, combi-
nata al difetto degli IDA in piu di 7 coppie di microtubu-
li periferici nella maggioranza degli assonemi studiati.
Nella seconda classe sono stati inclusi i difetti dell’ap-
parato centrale (CA) abitualmente in piu del 20% delle
sezioni, la dislocazione dei corpi basali degli assonemi
ciliari con loro riduzione o assenza, I'MTD isolata, il di-
fetto degli ODA da solo o in associazione a quello degli
IDA solo nel 25-50% delle sezioni. Tuttavia, & stato ri-
tenuto necessario che I'esame ultrastrutturale sia ese-
guito in un numero sufficiente di assonemi ciliari per es-
sere diagnostico. Pertanto, questo tipo d'indagine pud
non essere significativo quando la malattia sia deter-
minata da geni coinvolti nella generazione delle ciglia
respiratorie multiple mobili (CCNO, MCIDAS, FOXJ1,
TUBB4B), che notoriamente si associano a un basso
numero di assonemi ciliari (10, 11).

A partire dagli anni 2000 I'avvento di strumenti di regi-
strazione video microscopica ad alta velocita e con ele-
vata risoluzione (HSVMA) ha reso possibile acquisire,
sia di profilo che dall’alto, il movimento delle ciglia re-
spiratorie consentendone la successiva visualizzazione

nei tre piani, attraverso il rallentamento della sequenza
di immagini o 'osservazione frame per frame. Oltre alla
misurazione della frequenza del battito ciliare, sono stati
in tal modo identificati tre tipi di pattern motorio: 1. len-
to e rigido, per lo piu associato a ciglia immobili; 2. ri-
gido e di ampiezza ridotta; 3. circolare o rotatorio (12).
Il primo tipo di movimento successivamente & stato ri-
condotto ai difetti degli ODA, tipicamente legati a mu-
tazioni nel gene DNAH5 (ma anche a quelli dei geni:
CCDC114,CCDC151, ARMC4, DNAI1, DNAI2, DNAL1,
NMES, TTC25), e ai difetti degli ODA+IDA quando siano
associati a ciglia per lo piu immobili (riconducibili a mu-
tazioni nei geni: CCDC103, CFAP298, CFAP300, DNA-
AF1, DNAAF2, DNAAF3, DNAAF4, HEATR2, DNAAF6,
LRRC6, SPAG1, ZMYND10). Tutti e tre i tipi di pattern
elencati sono stati riscontrati nei difetti IDA+MTD (legati
a mutazioni nei geni CCDC39 e CCDC40). Il movimen-
to circolare o rotatorio € stato, invece, dimostrato nei di-
fetti del CA (RSPH1, RSPH4A, RSPH9, DNAJB13). In
presenza di pazienti con ultrastruttura apparentemente
normale il movimento ciliare rigido e ipercinetico é stato
correlato a mutazioni bialleliche del DNAH11 e quello
circolare e rigido con frequenza normale del battito ci-
liare a mutazioni nel gene HYDIN (13, 14, 15). Tuttavia,
esistono varianti con lievi anomalie del pattern motorio
che possono essere interpretate erroneamente come
normali. Inoltre, quando sia presente un’infezione op-
pure un processo infiammatorio nella sede del campio-
namento della mucosa ciliata, le alterazioni ultrastrut-
turali rilevate a carico delle ciglia possono essere con-
fuse con quelle proprie della DCP.

Venticinque anni fa era stato dimostrato con sicurezza un
solo gene le cui mutazioni possono causare la DCP, ma
gia allora la presentazione estremamente variabile del-
la malattia suggeriva che i geni potenzialmente coinvolti
potessero essere molti di piu. Gli studi di segregazione
concordavano con il fatto che la malattia si trasmettesse
con un meccanismo di tipo autosomico recessivo, an-
che se cominciavano a circolare segnalazioni di famiglie
con un possibile tipo di trasmissione X-linked. Nei primi
anni del nuovo secolo, grazie alla diffusione delle tec-
niche di sequenziamento e allo sviluppo concomitante
di software per I'analisi bioinformatica in grado di filtra-
re e classificare correttamente le varianti identificate, &
stato possibile conoscere un numero di geni piu eleva-
to tra quelli che potevano essere coinvolti nella malat-
tia. Tuttavia, € solo con I'avvento e il miglioramento del-
le tecniche di nuova generazione (NGS) che si € avuta
una crescita esponenziale nel numero di geni identifi-
cati. Cio ha consentito di stabilire con certezza che, ac-
canto al meccanismo sicuramente prevalente di una tra-
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smissione di tipo autosomico recessivo, € possibile, al-
meno per tre geni (RPGR, OFD1, PIH1D3) quella X-lin-
ked e per altri due di piu recente identificazione (FOXJ1
e TUBB4B) quella di tipo autosomico dominante (11).
Attualmente sono noti circa 60 geni in grado di confer-
mare oltre '80% delle diagnosi nei pazienti corretta-
mente diagnosticati (14). Questo numero potra aumen-
tare ancora, giacché si stima che i geni coinvolti possa-
no essere anche un migliaio. Un contributo in tal senso
pud derivare dallo studio dell'intero esoma. A scopo dia-
gnostico, oltre al’NGS, oggi & ritenuto utile impiegare
anche l'ibridazione genomica comparativa su microar-
ray (a-CGH) che consente di identificare le ampie dele-
zioni e duplicazioni, altrimenti non rilevabili. Tuttavia, la
dimostrazione di una o piu varianti missenso di signifi-
cato incerto non € insolita a causa delle grandi dimen-
sioni e dell’elevato numero dei geni sequenziati. Per-
tanto, il rischio di incorrere in errori d’interpretazione &
alto a meno che le indagini genetiche non siano sup-
portate da HSVMA e TEM. Di conseguenza, le varianti
di significato incerto richiedono la conferma diagnosti-
ca mediante questi test per evitare diagnosi errate (14).
A molti dei geni mutati oggi noti sono state attribuite spe-
cifiche alterazioni dell’ultrastruttura ciliare (geni che co-
dificano proteine del’ODA, dell'IDA, del complesso re-
golatorio della dineina, dei ponti radiali e del CA). Piu
recentemente sono state, pero, identificate anche mu-
tazioni patogenetiche in geni che codificano alcune pro-
teine citoplasmatiche non integrate nell’assonema ci-
liare, alcune delle quali formano complessi essenziali
per il pre-assemblaggio delle unita motrici della dineina
(11). Le mutazioni genetiche possono, pertanto, esse-
re responsabili di grossi difetti o di sottili alterazioni ul-
trastrutturali, oltre che di una ultrastruttura apparente-
mente normale. E anche noto che le mutazioni nei geni
che si accompagnano a grossi difetti ultrastrutturali si
associano anche ad alterazioni marcate del movimen-
to ciliare e a una randomizzazione dell’asimmetria de-
stra/sinistra degli organi, mentre cid non avviene quan-
do siano interessati i geni le cui mutazioni si associa-
no ad anomalie ultrastrutturali del CA, compatibili con i
movimenti circolari delle ciglia (11).

SVILUPPO DI UN ALGORITMO
DIAGNOSTICO

Fin dai primi anni 2000 si & diffusa la convinzione tra gli
esperti di non possedere un test diagnostico in grado di
identificare da solo tutti i pazienti con la malattia per I'e-
strema variabilita delle sue manifestazioni. L'inesisten-
za di un gold standard ha, pertanto, spinto dapprima a

cercare un accordo per definire i criteri su cui poggia-
re la diagnosi e successivamente, con I'aumento delle
evidenze scientifiche, a sviluppare delle linee guida uni-
versalmente riconosciute (16, 17). Quasi contempora-
neamente sono state pubblicate le linee guida dell’Eu-
ropean Respiratory Society (ERS) e dell’American Tho-
racic Society (ATS). Le prime hanno previsto un uso in
step successivi dei vari test disponibili: in prima battuta
I'nNO e 'HSVMA, associando l'indagine genetica per
confermare la diagnosi nel caso di una loro positivita,
in seconda battuta la TEM e le colture cellulari con I'H-
SVMA se le prime indagini non fossero state sufficienti
e infine 'impiego dell'indagine genetica in presenza di
risultati equivoci dei precedenti test o per un inquadra-
mento diagnostico (16). Le linee guida ATS per la dia-
gnosi si sono basate essenzialmente sulla misurazio-
ne del’nNO e sull'indagine genetica e hanno conside-
rato la TEM come test alternativo nei casi di indisponi-
bilita o negativita dei precedenti (17).

Recentemente, un gruppo di esperti ERS e ATS ha sti-
lato nuove linee guida in cui viene raccomandato 'uso
del’lHSVMA come test aggiuntivo alla TEM e/o all'inda-
gine genetica (in presenza di varianti che non siano si-
curamente o probabilmente patogenetiche) per la dia-
gnosi di DCP, considerando 'HSVMA come l'unica in
grado di documentare I'alterazione del movimento cilia-
re e la sua natura primaria anche dopo coltura in vitro
(18). In alternativa & stato proposto di utilizzare come
test aggiuntivo I'lmmunofluorescenza. Tuttavia, I'attuale
disponibilita commerciale soltanto di pochi anticorpi co-
niugati validati ne limita I'impiego, che resta appannag-
gio solo di grossi centri di ricerca. Le stesse linee gui-
da ammettono che 'assenza dellHSVMA come parte
dell’algoritmo diagnostico, potrebbe indurre a fallire la
diagnosi quando i livelli di nNO e la TEM risultino nor-
mali (circa 30%) e/o quando i test genetici non siano
confermativi (circa 30%).

RELAZIONE TRA GENOTIPO E FENOTIPO
CLINICO

L'organizzazione dei centri dedicati alla malattia in un
network europeo (European Respiratory Network) ha
permesso di raccogliere in un unico registro le caratte-
ristiche fenotipiche e genotipiche di un numero rilevan-
te di pazienti (19). Cid ha portato a differenziare i pa-
zienti a seconda della severita delle loro manifestazio-
ni nel tempo in rapporto al genotipo, cosi, ad esempio,
quelli con genotipo DNAH11 sono stati associati ad un
fenotipo generalmente piu lieve e quelli con genotipo
CCDC39 e CCDC40 ad uno piu grave (19).
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GESTIONE E TRATTAMENTO DELLA
MALATTIA RESPIRATORIA

Le manifestazioni cliniche della DCP per certi versi as-
somigliano a quelle della fibrosi cistica e, proprio per
questo, il trattamento & stato, come in tale patologia, a
lungo orientato alla riduzione del ristagno di secrezioni
e al controllo delle infezioni respiratorie (Figura 1, Ta-

bella 1), sebbene i meccanismi fisiopatologici che ne
sono causa siano molto diversi (20). Tuttavia, nono-
stante le similitudini tra le due malattie, con il passar
del tempo ci si & resi sempre piu conto che la gestio-
ne regolare dei pazienti con DCP sarebbe dovuta av-
venire presso centri dedicati alla malattia, in quanto si
€ avuta via via maggior consapevolezza delle differen-

Il trattamento in una giornata tipo del paziente con

Discinesia Ciliare Primaria

Step by Step
Day by Day

+

Terapia
orale

Figura 1. Ordine temporale degli interventi da proporre.

Tabella 1. Algoritmo terapeutico.

TRATTAMENTO RACCOMANDATO

Clearance delle vie aeree
* Irrigazioni nasali con soluzione salina

« Fisioterapia respiratoria (FR) (per es. Pep-Mask e ACBT)

 Esercizio fisico

ROUTINARIAMENTE

X
X
X

CASO PER CASO

Antibiotici

 Trattamento delle esacerbazioni

* Trattamento soppressivo o ciclico per via inalatoria
 Trattamento ciclico con macrolidi

Agenti iperosmolari
* Soluzione salina ipertonica

Broncodilatatori

* 3-agonisti short acting: prima della FR

* In altri casi

* B-agonisti long acting: con steroidi inalatori

Corticosteroidi
 Per via inalatoria
 Per via sistemica

Vaccinazione
¢ Anti-influenzale
* Anti-pneumococcica

Da Polineni D, et al. Paediatr Respir Rev. 2016;18:39-45 (modificato)
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ze cliniche ed evolutive esistenti tra le due condizioni.
Purtroppo, solo recentemente sono stati iniziati trials
terapeutici specifici per la DCP e questo ha portato ad
un ritardo nella definizione di vere e proprie linee gui-
da per il trattamento della malattia. Fino ad ora sono
state possibili solo consensus internazionali tra esper-
ti riguardo alla prevenzione e al controllo delle infezio-
ni, nonché agli esami a cui sottoporre i pazienti perio-
dicamente o in presenza di esacerbazioni. Da queste &
scaturita 'importanza dell’attenta sorveglianza delle in-
fezioni e di un trattamento antibiotico quando esse sia-
no determinate da Pseudomonas aeruginosa, micobat-
teri non tubercolari e Staphylococcus aureus meticilli-
no-resistente anche in assenza di sintomi, trattamento
che negli altri casi dovrebbe essere invece riservato ai
soli pazienti sintomatici (20).

La raccolta in un unico registro internazionale delle ca-
ratteristiche fenotipiche e genotipiche di un numero ri-
levante di pazienti ha aperto la strada a studi scientifici
che sono essenziali per migliorare la conoscenza del-
la malattia e per giungere ad una sua gestione piu per-
sonalizzata sulla base del genotipo (19, 20). Alcuni di
questi studi sono orientati allo sviluppo di una terapia
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