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Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Diplomarbeit ist die genetische Charakterisierung dreier
pakistanischer Familien mit primédrer rezessiv vererbter Mikrozephalie (MCPH). Hierbei
handelt es sich um eine selten auftretende Erkrankung, bei der die Betroffenen von Geburt
an ein zu kleines Gehirn haben. MCPH wird hier durch die Betrachtung von drei
betroffenen Familien aus Pakistan und Untersuchung ihres Erbgutes thematisiert.

Ziel der Arbeit ist es, durch die Auswertung vorhandener Literatur und durch Analyse des
Erbgutes, die krankheitsverursachende Mutation in allen drei Familien zu finden.

Die hier verwendete Methode basiert auf der Homozygotie-Strategie. Dazu wird zunéchst
eine genomweite SNP-Analyse durchgefiihrt und die daraus gewonnenen Daten auf
homozygote Bereiche untersucht. Diese Bereiche werden mit bekannten Genloci
verglichen, um so mogliche Kandidatengene ausfindig zu machen. Durch anschlieBende
DNA-Sequenzierung der codierenden Bereiche des Gens soll zur Identifizierung der
kausalen = Mutation flihren. Die resultierenden  Varianten werden  mittels
Segregationsanalyse in der Familie weiter evaluiert.

Dabei wurde als Krankheitsursache fiir die Betroffenen einer Familie die Mutation
c.3978G>A im ASPM-Gen ausfindig gemacht, welche eine der hédufigsten fiir
Mikrozephalie verantwortliche Mutation ist.

Die verwendete Methode konnte fiir die anderen beiden Familien keine bereits bekannte
Mutation ausfindig machen, daher bietet diese Arbeit Potential fiir weitere Untersuchungen
und es gibt die Moglichkeit in weiterer Folge mittels Whole-Exom-Sequenzing andere
Mutationen zu detektieren.

Obwohl die Methoden der Genetik immer besser werden, gibt es dennoch viele ungeklarte
Krankheitsfille. Die durchgefiihrten Untersuchungen erhalten ihre Wichtigkeit sowohl fiir
die Betroffenen als auch fiir die wissenschaftliche Forschung, dadurch, dass mit jedem
weiteren Gen, dem eine Funktion zugeordnet werden kann, die Gehirnentwicklung und
Storungen dieser besser verstanden werden konnen. Somit kann durch Beratungs- und
Diagnostikfortschritte auch eine hoéhere Gesundheitsqualitit der Betroffenen erreicht

werden.
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Abstract

The subject of the present diploma thesis is the genetic characterisation of three Pakistani
families with autosomal recessive primary microcephaly (MCPH). This is a rare disease in
which the affected person has a brain that is too small from birth. Within this thesis MCPH
is investigated by looking at three affected families from Pakistan and examining their
genetic material.

The aim of the work is to find the mutations causing the disease in all three families by
evaluating existing literature and by analyzing their genetic material.

The method used here is based on the homozygosity based strategy. First, genome wide
SNP analysis is performed and the resulting data is examined for homozygous areas. These
areas are compared with known gene loci to identify potential candidate genes. The coding
regions of these genes are sequenced afterwards. The revealed variants are further tested
for segregation within the family.

The mutation ¢.3978G>A in the ASPM gene, which is one of the most common mutations
responsible for microcephaly, was found to be the cause of the disease for one family.

The method used was not able to detect any already known mutation for the other two
families, so this work offers a lot of potential for further considerations and there is the
possibility to perform further research using whole exome sequencing.

Although methods of genetics are rapidly improving, there are still many unsolved cases
with rare genetic diseases. The investigations are important both for those affected and for
scientific research, because with each additional gene to which a function can be assigned,
the brain development and disorders of brain function can be better understood. Thus,
through progress in counseling and diagnostics, a higher quality of health of those, who are

affected, can be potentially achieved.
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1 Einleitung

Im menschlichen Gehirn sind in einem Volumen von durchschnittlich 1350cm® 100
Millionen Nervenzellen und viele weitere Zellen untergebracht. Dementsprechend
komplex ist auch die Gehirnentwicklung. Dabei muss genau die richtige Anzahl an Zellen
zur richtigen Zeit und am richtigen Ort gebildet werden. Zu bestimmten Zeiten werden bis
zu 250.000 Neuronen pro Minute neugebildet.(1) Es ist selbsterkldrend, dass dabei auch
Fehlentwicklungen auftreten und somit verschiedenste Fehlbildungen des Gehirns
entstehen konnen. So eine Entwicklungsstorung kann sich dann beispielsweise als
Mikrozephalie, also als ein zu kleines Gehirn, manifestieren.(2,3)

Die Humangenetik ist ein spannendes Gebiet, das sich in den letzten Jahren stark
weiterentwickelt hat. Neue Technologien ermdglichen es immer genauer, schneller und
giinstiger das FErbgut eines Menschen zu decodieren. Es werden immer mehr
krankheitsverursachende Mutationen gefunden.(2,3)

Auch beim Krankheitsbild Mikrozephalie wurden in den vergangenen Jahren immer mehr
Gene identifiziert, in denen Mutationen zu dieser Entwicklungsstorung des Gehirns fiihren.
Seit 1998 das erste Gen zugeordnet wurde, sind viele weitere dazu gekommen.(4) Die
Identifikation dieser Krankheitsgene als Ursache der Mikrozephalie hilft den Familien,
indem sie eine Erkldrung fiir die Erkrankung haben und dadurch, dass eine passende
Unterstiitzung fiir die Betroffenen gefunden werden kann. Auch auf die wissenschaftliche
Forschung wirkt sich die Genidentifikation positiv aus, indem sie die Entwicklung des
Gehirns immer besser nachvollziehbar werden ldsst. So kdnnen auch Ursachen fiir andere
Anomalien gefunden und nachvollzogen werden. Zudem hilft es auch dabei andere
Erkrankungen zu verhindern, denn die Familien kdnnen aufgeklért und das Risiko, dass ein
weiteres Kind erkrankt, eingeschdtzt werden. Ebenso konnen die Gene anderer Paare
untersucht werden, wenn ein Verdacht auf eine Erkrankung vorliegt, wie beispielsweise
bei Verwandtenehen oder Mikrozephaliefdllen in der Familie.

In diesem ersten Kapitel werden, die in einer Literaturrecherche erarbeiteten,
medizinischen und gesellschaftlichen Hintergriinde der Arbeit erldutert. Dazu wird
zunidchst die Erkrankung autosomal rezessive primdre Mikrozephalie (MCPH) genauer
betrachtet. Darauf folgt ein Abschnitt mit syndromalen Formen der Mikrozephalie, da dies
eine wichtige Differenzialdiagnose zu MCPH ist. Um die Entstehung der Erkrankung zu

verstehen, folgen Abschnitte iiber die Gehirnentwicklung und Neurogenese. Im Anschluss




werden allgemein die Storungen bei Mikrozephalie und dann genauer Genloci und
Pathogenese der MCPH erldutert. AnschlieBend folgt noch ein Kapitel zur Konsanguinitit,

da diese direkte Auswirkungen auf den Verbreitungsgrad der Erkrankung zu haben scheint.

1.1 Autosomal rezessive primédre Mikrozephalie

Im folgenden Abschnitt werden zunichst Definition und Atiologie der Mikrozephalie im
Allgemeinen, sowie die Diagnostik und Klinik der MCPH behandelt und im Anschluss

wird kurz auf epidemiologische Aspekte eingegangen.

1.1.1 Definition und Atiologie der Mikrozephalie

Mikrozephalie ist keine Diagnose, sondern ein Symptom, welches als eine Verminderung
des okzipito-frontalen Umfanges (OFC) definiert ist.(5) Charakteristisch ist zudem eine
aus der Verkleinerung des Gehirns resultierende Intelligenzminderung.(4) Diskutiert wird
hierbei als Definition eine Verminderung des OFC um zwei oder drei Standardeinheiten
(SE) des geschlechts- und altersbezogenen Mittelwertes. Nimmt man eine Abweichung
von -2 SE als Definitionsgrenze als gegeben an, so sind ca. 2% der Bevolkerung betroffen,
die meisten dieser Personen haben aber noch keine Intelligenzminderung, bei einer
Abweichung von -3 SE sind die meisten Betroffenen intelligenzgemindert.(6)

Die Mikrozephalie kann in eine primére und eine sekundédre Form unterteilt werden.(7) Die
primédre Mikrozephalie, auch kongenitale Mikrozephalie genannt, liegt schon bei Geburt
vor und kann auch bereits vor der 36. Schwangerschaftswoche (SSW) nachgewiesen
werden. In der Entwicklungsphase des Gehirns kommt es zu einer Storung und die Anzahl
der Neuronen ist vermindert.(5,6) Entwickelt sich die Mikrozephalie erst nach der Geburt,
nennt man sie sekundir. Das Gehirn entwickelt sich zunédchst normal, wéichst dann jedoch
nicht addquat weiter.(7) Desweiteren kommt Mikrozephalie auch syndromal vor.(8)

Die Atiologie der Mikrozephalie ist sehr heterogen. Die sekundire Mikrozephalie kann
durch Storungen der neuronalen Migration, prinatale Insulte oder degenerative Prozesse
verursacht werden.(5) Die primdre Mikrozephalie kann sowohl genetische, als auch nicht-
genetische Ursachen haben.(7) Zu den nicht-genetischen Ursachen zdhlen Infektionen der
Mutter wihrend der Schwangerschaft (z.B. CMV oder Syphilis), Einnahme von
teratogenen Substanzen wihrend der Schwangerschaft (Alkohol, Drogen, Medikamente),
destruktive Geschehnisse (proenzephale Zysten durch Hypoxie oder Ischidmie) und

Kopfverletzungen des Kindes im Mutterleib.(5) Auch die genetischen Ursachen sind
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vielfdltig: Chromosomale Aberrationen, mitochondriale Mutationen oder autosomal
rezessiv verberbte Mutationen konnen eine Mikrozephalie zur Folge haben.(5,6)
Im Vordergrund dieser Arbeit steht die autosomal rezessiv vererbte primédre Mikrozephalie

(MCPH).

1.1.2 Diagnostik und Klinik

Die primédre Mikrozephalie kann bereits ab der 24. SSW durch Ultraschall oder MRT
festgestellt werden.(4)

Das diagnostisch wichtigste Mittel ist die Messung des okzipito-frontalen Kopfumfanges.
Dieser sollte dabei direkt iiber den Ohren gemessen werden. Schwierigkeiten bei der
Diagnostik bringen die oft unterschiedliche Kopfform und die vielen verschiedenen
Tabellen mit Normwerten mit sich. Beachtet werden sollten Alter, Geschlecht und
Ethnizitdt bei der Auswahl der Kontrolltabelle (Beispieltabelle siche Tabelle 1). Der OFC
gibt Auskunft {iber die Gehirngréfe, da die Schidelknochen durch den Druck des Gehirns
von innen wachsen. Mit einem verminderten OFC geht daher ein verkleinertes Gehirn
einher. Da 55% des Gehirns aus Cortex bestehen, ist vor allem dieser verschmaélert. Dies
hat oftmals eine Intelligenzminderung zur Folge.(7) Die grundsitzliche Architektur des
Gehirns bleibt bei der Mikrozephalie erhalten, teilweise kommt es zu einer Vereinfachung
der Gyri. Vereinzelt sind auch Minderwuchs, Epilepsie oder skelettale Anomalien zu
beobachten.(8) Bei einer neurologischen Untersuchung kann man hiufig eine
Intelligenzminderung feststellen und in einigen Fillen zusdtzlich Hyperaktivitit und
verzogerte Sprachentwicklung diagnostizieren. Der Intelligenzquotient betroffener
Personen liegt dabei zwischen 30 und 80.(4)

Um die Ursache der Erkrankung zu finden, ist eine genaue Anamnese wichtig. MCPH ist
dann eine Ausschlussdiagnose.(5) Bei der detaillierten Anamnese sollte ein Schwerpunkt
auf den Schwangerschaftsverlauf gelegt werden, um mogliche nicht-genetische Ursachen
aufzudecken. Ein weiterer Schwerpunkt ist die Familienanamnese, denn das Wissen iiber
konsanguine Eltern und ebenfalls erkrankte Geschwister hilft bei der Diagnosestellung.
Neben der Messung des OFC sollten die Erkrankten auch gewogen und gemessen, sowie
einer physikalischen Untersuchung unterzogen werden. Dabei sind die Ergebnisse
iiblicherweise normal. Abweichungen konnen auf andere Erkrankungen bzw. Syndrome

mit Mikrozephalie hindeuten.(4)




Eine Bildgebung des Gehirns kann unter Umstéinden ebenfalls bei der Diagnosestellung
helfen. Dazu sollte ein Ultraschall oder MRT bei den betroffenen Kindern gemacht
werden.

Die Intelligenzminderung kann bei élteren Kindern durch Tests quantifiziert werden. Hat
man alle nicht-genetischen Ursachen ausgeschlossen und kommt somit zu der vorldufigen

Diagnose MCPH, kann man diese durch genetische Testungen bestitigen.(4)

1.1.3 Epidemiologie

MCPH ist eine seltene Erkrankung. Die Inzidenz variiert liblicherweise zwischen 1/30.000
in Japan bis 1/250.000 in Holland. In einigen asiatischen und arabischen Léndern kann die
Inzidenz noch hoher sein, was auf erhohte Konsanguinititsraten zurlickzufiihren ist. In
Pakistan werden Ehen zu 38-59% innerhalb der Familie geschlossen, daher findet sich dort
eine Inzidenz von 1/10.000.(9,10) Auch fiir die Prdvalenz ergibt sich damit eine breite
Spanne von 1,3 - 150/100.000 Geburten.(11)

Mit Stand 2018 sind 685 Patienten aus 321 Familien in der Literatur erwihnt.(12)




OFC Standardabweichung

1 [2 [3 4[5 |67 [8 |9 [-10[11]12]-13][-14]-15
- ab hier definitionsgemaR Mikrozephalie

Alter OFCincm
Geburt | 346 | 330 | 314 | 29.7 | 28.1 | 265 | 249 | 23.3 | 21.6 | 200 | 184 | 16.8 | 152 | 13.,5 | 11.9 | 10.3
1M 373 | 358 | 344 | 329 | 31.4 | 300 | 285 | 27.0 | 255 | 24.1 | 22.6 | 21.1 | 19.7 | 18.2 | 16.7 | 15.3
3M 40.3 | 389 | 375 | 36.0 | 346 | 33.2 | 31.8 | 304 | 289 | 275 | 26.1 | 24.7 | 23.3 | 21.8 | 20.4 | 19.0
6M 435 | 422 | 40.8 | 39.5 | 38.1 | 36.8 | 35.5 | 34.1 | 32.8 | 31.4 | 30.1 | 28.8 | 27.4 | 26.1 | 24.7 | 23.4
9M 455 | 442 | 429 | 415 | 40.2 | 389 | 37.6 | 36.3 | 34.9 | 33.6 | 32.3 | 31.0 | 29.7 | 283 | 27.0 | 25.7
1) 46.9 | 45.6 | 44.3 | 429 | 41.6 | 40.3 | 39.0 | 37.7 | 36.3 | 35.0 | 33.7 | 32.4 | 31.1 | 29.7 | 284 | 271
1.5 482 | 469 | 455 | 442 | 42.8 | 415 | 40.1 | 388 | 374 | 36.1 | 34.7 | 334 | 320 | 30.7 | 29.3 | 28.0
2 492 | 47.8 | 46,5 | 45.1 | 43.8 | 42.4 | 41.0 | 39.7 | 383 | 37.0 | 356 | 34.2 | 329 | 31.5 | 30.2 | 288
2.5) 50.0 | 486 | 47.3 | 459 | 446 | 432 | 41.8 | 405 | 39.1 | 37.8 | 36.4 | 350 | 33.7 | 32.3 | 31.0 | 29.6
3J 50.5 | 49.1 | 47.8 | 46.4 | 45.0 | 43.7 | 423 | 409 | 39.5 | 382 | 36.8 | 354 | 34.1 | 32.7 | 31.3 | 30.0
3.5) 51.0 | 496 | 482 | 46.8 | 45.4 | 44.1 | 42.7 | 413 | 399 | 385 | 37.1 | 357 | 343 | 329 | 31.5 | 30.2
4) 51.2 | 49.8 | 484 | 47.0 | 456 | 442 | 428 | 41.4 | 400 | 386 | 37.2 | 358 | 344 | 33.0 | 31.6 | 30.2
45) 515 | 50.1 | 486 | 47.2 | 45.7 | 443 | 429 | 41.4 | 400 | 385 | 37.1 | 357 | 34.2 | 32.8 | 31.3 | 29.9
5] 518 | 50.3 | 489 | 47.4 | 46.0 | 445 | 43.0 | 416 | 40.1 | 387 | 37.2 | 357 | 34.3 | 32.8 | 31.4 | 29.9
5.5 52.0 | 50.5 | 49.0 | 47.5 | 46.0 | 44.6 | 43.1 | 416 | 40.1 | 386 | 37.1 | 356 | 341 | 32.6 | 31.1 | 29.7
6J 522 | 50.8 | 493 | 47.9 | 46.4 | 450 | 435 | 42.1 | 406 | 39.2 | 37.7 | 36.3 | 34.8 | 33.4 | 31.9 | 30.5
7] 525 | 51.1 | 49.7 | 483 | 469 | 456 | 442 | 428 | 41.4 | 400 | 38.6 | 37.2 | 358 | 344 | 33.0 | 31.7
8)J 529 | 515 | 50.1 | 48.7 | 47.3 44.6 | 43.2 | 41.8 | 40.4 | 39.0 | 37.6 | 36.2 | 34.8 | 334 | 321
9] 522 | 50.8 | 493 | 47.9 | 465 | 45.1 | 436 40.8 | 39.3 | 37.9 | 36.5 | 35.0 32.2 | 308
10) 53.6 | 52.1 | 50.6 | 49.1 | 47.6 | 46.1 | 446 | 43.1 | 416 | 40.1 | 38.6 | 37.1 | 35.6 | 34.1 | 32.6 | 31.1
11) 53.9 | 52.4 | 50.8 | 493 | 47.7 | 462 | 447 | 431 40.0 | 385 | 37.0 33.9 | 323 | 308
12 ) 541 | 52.7 | 51.2 | 49.8 | 483 | 46.9 - 44.0 | 42.5 | 41.1 | 39.6 | 382 | 36.7 | 353 | 33.8 | 324
13 544 | 528 | 51.3 | 49.7 | 48.2 | 46.6 | 45.0 | 43.5 | 41.9 | 404 | 388 | 37.2 | 357 | 34.1 | 32.6 | 31.0
14 ) 550 | 53.4 | 51.8 | 50.2 | 48.6 | 47.0 | 45.4 | 43.8 | 42.2 | 40.6 | 39.0 | 37.4 | 358 | 34.2 | 32.6 | 31.0
15 555 | 53.9 | 52.3 | 50.8 | 49.2 | 47.6 | 46.0 | 44.4 | 429 | 413 | 39.7 | 381 | 36,5 | 350 | 33.4 | 31.8
16 56.0 | 54.4 | 52.8 | 51.2 | 49.6 | 48.1 | 46.5 | 449 | 433 | 41.7 | 40.1 | 385 | 36.9 | 353 | 33.7 | 32.1
17 ) 564 | 54.8 | 53.3 | 51.7 | 50.2 | 48.6 | 47.0 | 455 | 43.9 | 42.4 | 40.8 | 39.2 | 37.7 | 36.1 | 34.6 | 33.0
18 56.7 | 55.0 | 53.2 | 51.4 | 49.7 | 479 | 46.1 | 444 | 426 | 40.8 | 39.0 | 37.3 | 355 | 33.7 | 32.0 | 30.2

Tabelle 1: OFC-Kontrolltabelle nach Alter in Anlehnung an (5). Griin kennzeichnet die Normalwerte,

gelb die Grenzwerte der Diagnose Mikrozephalie, blau die Altersklassen der untersuchten Betroffenen
und rot die Werte der Betroffenen.




1.2 Syndromale Formen der Mikrozephalie

Die wichtigste Differentialdiagnose der MCPH ist die syndromale Mikrozephalie, denn es
gibt einige genetische und klinische Uberlappungen.(8)

Es sind mehr als 800 Syndrome mit Mikrozephalie bekannt.(13) Dazu gehoren das Seckel-
Syndrom, Meier-Gorlin-Syndrom, Feingold-Syndrom, Taybi-Lindner-Syndrom und der
mikrozephale osteodysplastische Dwarfismus Typ II. Betroffene aller dieser Syndrome
zeigen eine milde bis stark ausgeprigte Mikrozephalie. Abzugrenzen von MCPH sind sie
durch weitere klinische Auffilligkeiten.(14) Die richtige Diagnostik und damit eine
korrekte Zuordnung der Betroffen zu den entsprechenden Syndromen ist sehr wichtig, um
diesen die geeignete Therapie und Unterstiitzung zukommen lassen zu konnen.(13) Im
Folgenden wird daher beispielhaft die Abgrenzung dieser fiinf Syndrome mit
Mikrozephalie zu MCPH besprochen.

1.2.1 Seckel-Syndrom

Das Seckel-Syndrom ist wie MCPH eine seltene autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung.(15) Es ist gekennzeichnet durch prd- und postnatale proportionale
Wachstumsverminderung, Mikrozephalie, Intelligenzminderung und ein charakteristisches
vogeldhnliches Gesicht sowie durch die Abwesenheit von viszeralen Malformationen.
(14,16,17)

Die Abgrenzung zwischen Seckel-Syndrom und MCPH erfolgte frither durch die
Wachstumsrestriktion. Die Mindestgrofle eines Individuums mit MCPH entsprach der
maximalen GroBe einer an Seckel-Syndrom erkrankten Person. Heute ist diese
Abgrenzung nicht mehr so genau definiert. Man schreibt dem Seckel-Syndrom eine starker
ausgepragte  Intelligenzminderung und  faziale  Dysmorphien  zu.(17) Der
Intelligenzquotient Betroffener liegt zu 50% unter 50, was einer starken
Intelligenzminderung entspricht. Die vogeldhnliche Erscheinung des Gesichts wird
hervorgerufen durch ein relativ prominentes Mittelgesicht im Vergleich zum restlichen
Kopf. Durch das verkleinerte Gehirn ist die Stirn schmal und flach. Dazu erscheinen die
Augen sehr hervorstehend und die Nase grol3, wihrend der Unterkiefer mit kleinen Zéhnen
etwas zuriickliegt.(14)

Zurzeit sind neun Gene bekannt, die das Seckel-Syndrom auslosen. Zwei dieser Gene
zahlen auch zu den MCPH-Genen (CENPJ, CEP152), was die Ahnlichkeit beider

Erkrankungen noch hervorhebt und die Differentialdiagnose erschwert.




Gene des Seckel-Syndroms spielen eine Rolle in Zellwachstum (TRAIP), DNA-Reparatur
(ATR, NSMCE2, DNA2, RBBPS), Zentrosomenfunktion (MIN, CEP63) und im Aufbau des
Spindelapparates (CENPJ, CEP152).(17)

Die Abgrenzung beider Erkrankungen ist schwierig, daher werden sie inzwischen eher als
Erkrankungen eines Spektrums gesehen und nicht mehr deutlich voneinander

abgegrenzt.(15)

1.2.2 Meier-Gorlin-Syndrom

Das Meier-Gorlin-Syndrom ist definiert durch eine Trias aus Mikrotie, Aplasie der Patellae
und Kleinwuchs. Bei Betroffenen des Meier-Gorlin-Syndroms findet man mindestens zwei
dieser drei Merkmale, am hiufigsten liegt eine Kombination aus Mikrotie und
Patellaaplasie vor. Meist wird eine intrauterine Wachstumsretardierung diagnostiziert, die
sich postnatal im ersten Lebensjahr fortsetzt. Anschlieend wachsen die meisten Kinder
normal weiter, ohne jedoch zu den Gleichaltrigen aufzuschliefen. Mikrozephalie wird bei
43% der Betroffenen diagnostiziert, wobei meist keine Intelligenzminderung
vorliegt.(14,18) Ein weiteres Merkmal ist die ausbleibende Brustentwicklung. Ursachen
sind Mutationen in den Genen ORCI, ORC4, ORC6, CDTI und CDC6. Wie MCPH wird
es autosomal rezessiv vererbt.(18)

Das Syndrom ist sehr selten, aber die genaue Privalenz ist unbekannt. In der Literatur sind

67 Betroffene beschrieben.(18)

1.2.3 Mikrozephaler osteodysplastischer primordialer Dwarfismus Typ
Il (MOPD2)

Auch diese Erkrankung ist durch eine starke Wachstumsretardierung gekennzeichnet. Dazu
findet sich hdufig eine faziale Beteiligung &hnlich dem Seckel-Syndrom. Die
Mikrozephalie verhilt sich bei jungen Kindern noch proportional zur Gréfle, nimmt aber in
der Entwicklung weiter zu.(14) Erwachsene mit MOPD2 sind meist nur bis zu 100 cm
gro, sie haben einen verminderten Kopfumfang, milde Intelligenzminderung,
Knochendysplasien und weitere skelettale Fehlbildungen, zudem haben sie ein erhohtes
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und Insulinresistenz. Verursacht wird MOPD2
durch eine Mutation im Pericentrin-Gen, das Protein wird dadurch funktionsunfdhig. Die

Vererbung erfolgt autosomal rezessiv.(19)




1.2.4 Taybi-Linder-Syndrom (MOPD1 und 3)

Das Taybi-Linder-Syndrom fasst Typ I und III des mikrozephalen osteodysplastischen
primordialen Kleinwuchses zusammen, auch diese folgen einem autosomal rezessiven
Erbgang.(20)

Kennzeichen des Taybi-Linder-Syndroms sind eine extreme Mikrozephalie mit
strukturellen Hirnmalformationen, Entwicklungsverzogerungen, faziale Dysmorphien,
intrauterine Wachstumsretardierung, skelettale Veridnderungen sowie trockene Haut und
sparliches Haupthaar.(14) Durch die starken Hirnfehlbildungen sind die Betroffenen sehr
anfillig fiir Epilepsie.(20)

1.2.5 Feingold-Syndrom

Betroffene des Feingold-Syndroms zeigen eine milde primédre Mikrozephalie sowie
Missbildungen der Finger (Verwachsungen, Achsenknickung, hypoplastische Daumen).
Oft kommen auch tracheo-osophageale Fisteln und duodenale oder intestinale Atresien
vor. In einigen Fillen liegen zusdtzlich Wirbelanomalien, Herzfehler oder Taubheit vor.
Intelligenzminderungen sind meist nur schwach ausgeprigt. Der Erbgang dieses Syndroms
ist autosomal-dominant. Typ I entsteht durch eine Mutation im MYCN-Gen und Typ 2
durch eine Mutation im MIRI7HG-Gen.(14,21)




1.3 Gehirnenwicklung und Neurogenese

Zum Verstindnis der Pathogenese der Mikrozephalie, sind Grundkenntnisse der
Gehirnentwicklung und Neurogenese erforderlich. Dieses Kapitel gibt daher einen

Uberblick iiber die Abliufe.

1.3.1 Einfiihrung in die Gehirnentwicklung

Die Entwicklung des Gehirns beginnt in der dritten Woche nach Befruchtung
(Gestationswoche (GW)) mit der Differenzierung der Neuroprogenitorzellen und setzt sich
bis ins junge Erwachsenenalter, teilweise auch lebenslang, fort.(22) Diese Entwicklung
kann in drei Phasen unterteilt werden. Die erste Phase ist gekennzeichnet durch die
Bildung der Neuronen und deren Wanderung an den ihnen vorbestimmten Platz. Ab der
Hilfte der Gestation schliet sich die zweite Phase an, in welcher sich hauptsidchlich
neuronale Verbindungen ausbilden.(1) Die dritte Phase hilt lebenslang an: Das Gehirn
verdndert sich weiter, beeinflusst durch Erfahrungen, die der Mensch macht. Diese Phase
kennzeichnet sich vor allem durch ,,Synapse pruning®, einem Riickgang der synaptischen
Verbindungen.(1,22)

Am Ende der zweiten GW ist der Embryo eine einfache, zweischichtige Struktur. Die
obere Schicht wird von Epiblasten gebildet, die untere besteht aus Hypoblasten. Aus den
Epiblasten entwickeln sich alle Strukturen des Embryos, wihrend die Hypoblasten
extraembryonales Gewebe, z.B. den fetalen Anteil der Plazenta, bilden. Im Laufe der
dritten GW entsteht ein dreischichtiger Embryo, eine Entwicklung, die auch unter dem
Begriff Gastrulation zusammengefasst wird. Aus den Epiblasten entstehen dabei drei
primdre Stammzellreihen, dazu gehoren auch die Neuroprogenitorzellen.(22)

Die Gastrulation beginnt mit der Bildung der Primitivrinne in der oberen Schicht. Zellen
dieser oberen Schicht wandern zunéchst in die Rinne ein und dann durch sie hindurch, um
sich unterhalb wieder an die Schicht anzulegen. Sie bilden die zwei neuen Schichten. Die
unterste besteht aus entodermalen Stammzellen, welche spéter den Gastrointestinal- und
Respirationstrakt bilden, wéhrend die mittlere Schicht sich aus mesodermalen Stammzellen
zusammensetzt. Letztere bauen dann Muskeln, Knochen und Geféal3e auf. Die dritte Art der
primitiven Stammzellen verbleibt in der obersten Schicht. Sie werden epidermale
Stammzellen genannt und differenzieren sich weiter in ektodermale und neuroektodermale
Stammzellen. Die ektodermalen Stammzellen bilden Haut, Ndgel und Schweildriisen,

wihrend die neuroektodermalen Stammzellen, auch Neuroprogenitorzellen (NPZ) genannt,
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Gehirn und Riickenmark aufbauen. Zu NPZ differenzieren sich die Epiblasten, die an der
rostral-caudalen Mittellinie liegen. Mit Bildung dieser Stammzellen ist die Gastrulation
abgeschlossen.(22)

AnschlieBend beginnt die Bildung des Neuralrohrs. Dazu entstehen zundchst zwei
wulstartige Erhebungen zu beiden Seiten der NPZ. Diese wachsen immer weiter an, bis sie
sich schlieBlich in der Mitte beginnend zu einem Rohr verschlieen. Die NPZ kleiden das
Neuralrohr als einlagige Schicht von innen aus. Da der hohle Innenraum spiter das
Ventrikelsystem bildet, liegen die direkt angrenzenden Zellen in der sogenannten
Ventrikularzone (VZ).(22)

Am anterioren Ende des Neuralrohrs beginnen sich dann Aussackungen zu bilden. Es
entstehen die drei Hirnbldschen, sie teilen sich spéter in fiinf Abschnitte und bilden damit
die primdre Organisation des Gehirns. Durch Produktion von Neuronen, Neurogenese
genannt, wichst die Masse des Gehirns stark an, sodass sich in der Fetalperiode bereits die

Sulci und Gyri des Gehirns zu bilden beginnen.(22)

1.3.2 Neurogenese

Die Neurogenese beginnt am 42. Embryonaltag (E42) und ist Mitte der Schwangerschaft
abgeschlossen.(1)

Vor der eigentlichen Neurogenese beginnt die Vermehrung der NPZ. Durch symmetrische
Teilung entstehen zwei identische NPZ, die damit den NPZ-Pool vergroflern. Dieser
Schritt ist wichtig, da sich ein ausdifferenziertes Neuron nicht mehr teilen kann. Es miissen
zu Beginn also geniligend NPZ gebildet werden, damit spédter eine ausreichende Anzahl an
Neuronen entstehen kann. Bei diesem Prozess durchlaufen die Zellen vier Phasen, in denen
es zu einer Kernwanderung kommt. Zunéchst liegen die Kerne basal, also auf der dem
Ventrikelsystem abgewandten Seite. In der zweiten Phase wandern sie nach apikal zur
ventrikuldren Oberfldche. Die dritte Phase kennzeichnet die eigentliche Zellteilung in zwei
identische Tochterzellen. Abschlieend begeben sich die Zellkerne beider Zellen wieder
zuriick in die basale Ausgangsposition.(1) Diese symmetrische Zellteilung findet in der
Zeit zwischen Ende der Gastrulation bis E42 statt.(22) Dann kommt es zu einem Wechsel
zur asymmetrischen Zellteilung, dabei verdndert sich auch die Furchungsebene. Bei der
symmetrischen Zellteilung ist sie vertikal, nun wechselt sie zu horizontal. Bei dieser
horizontalen Teilung entstehen eine Neuroprogenitorzelle und ein postmitotisches Neuron
oder eine intermedidre Progenitorzelle. Die intermedidre Progenitorzelle teilt sich dann in

zwei postmitotische Neuronen.(1) NPZ und intermedidre Progenitorzellen lassen sich in
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zwei Gruppen unterteilen: apikale und basale Zellen. Die apikalen Zellen bilden bipolare
Fasern zwischen der apikalen und basalen Oberflache aus und verbleiben in der VZ. Die
basalen Zellen hingegen haben unipolare basale Fasern. Sie wandern aus der VZ aus und
bilden die auf der VZ liegende, subventrikuldre Zone (SVZ). Die basalen Zellen teilen sich
asymmetrisch weiter. VZ und SVZ bilden zusammen die aktive Proliferationszone, aus der
die Pyramidenzellen hervorgehen, welche die sechsschichtige Struktur des Cortex
aufbauen.(1) Die Neurogenese ist bei E108 beendet.(22)

Nach Beendigung der Neurogenese wechseln die Neuroprogenitorzellen zur Gliogenese,

sodass auch die beiden Hauptgliazellen, Astrozyten und Oligodendrozyten, entstehen.(23)
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1.4 Stérung der Entwicklung bei MCPH

Dieses Kapitel gibt einen kurzen Uberblick iiber die allgemeinen Stérungen bei MCPH,
damit im Folgenden die genaue Pathogenese erldutert werden kann.

In die komplexe Entwicklung des Gehirns sind viele Gene involviert. Die Proteine der
bekannten MCPH-Genloci sind meist wichtige Bestandteile der zelluliren Mechanismen,
die die Gehirngroe regulieren.(24) Die GehirngroBe ist vor allem abhingig von der
Fahigkeit der NPZ, sich selbst zu erneuern.(8)

Ein verfriihter Ubergang zur asymmetrischen Teilung fiihrt zu einer verminderten Anzahl
an NPZ. Daraus folgt eine Verringerung der Neuronenanzahl und damit geht ein
verkleinertes Gehirn einher. Fiir die normale Gehirnentwicklung muss also ein
Gleichgewicht zwischen symmetrischer und asymmetrischer Teilung, aber auch zwischen
Apoptose und Proliferation, sowie eine normale Differenzierung der Zellen gegeben

sein.(8) Dieser Ablauf ist in Abbildung 1 nochmal grafisch dargestellt.

Verschiebung von...

verminderter
NPZ-Pool

verminderte
Neuronenanzahl

Mikrozephalie

Abbildung 1: Gemeinsame Endstrecke der Auswirkungen von Mutationen in den Genen der
Gehirnentwicklung.
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1.5 Genloci und Pathogenese bei MCPH

In diesem Abschnitt werden die Prozesse, die zur Entstehung von MCPH fiihren,
beleuchtet, ebenso wie bereits bekannte Gene. Im Anschluss werden einige Gene und ihre
Rolle in der Entwicklung von MCPH nédher beschrieben.

Die Gehirngrofle bei Geburt wird durch Proliferations- und Apoptoserate der NPZ wihrend
der Neurogenese bestimmt.(9) Proteine aller bekannten Genloci sind in Proliferation und
Differenzierung der NPZ oder Apoptose involviert und koénnen daher bei dem Auftreten
einer Mutation zu einem verminderten Gehirnwachstum fiihren.(11)

In der Datenbank OMIM wurden bisher 25 Genloci fir MCPH eingetragen, die mit
MCPH1- MCPH25 benannt wurden.(25) In Tabelle 2 sind alle Loci mit den zugeordneten
Genen sowie den Proteinlokalisationen in der Zelle aufgelistet und in Abbildung 2 finden
sich alle Genloci mit ihrer Position im Genom.

Es wird allerdings vermutet, dass noch mehr Gene involviert sind, denn bei 20-30% der
Inder und Pakistaner mit MCPH ist die Mutation noch unbekannt. Bei den Westeuropdern
und Nordamerikanern sind es sogar 50-75%.(26)

MFESD2
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SASS6
NCAP

EP135 MCPH

DFY3

ENPE

DK6
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KIF14
CDK5RAPZ
2

3
cAPD2
HC1 I
== = L N
CENP
CASCS
CEP15
uP37
T
cAP NKLE
1 1z

10 13 14 15 16 17 18

C TN

10 22 X x X

Abbildung 2: Schematische Darstellung der MCPH-Genloci im Karyogramm.
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Locus Genname Proteinlokalisation Referenz
MCPHI MCPH1, Microcephalin 1 Zentrosom (6)
MCPH2 WDR62, WD repeat domain 62 Spindelpole/Nukleus (6)
MCPH3 CDK5RAP2, CDKS regulatory Zentrosom (6)
subunit associated protein 2
MCPH4 CASC5, cancer susceptibility Kinetochor (6)
candidate 5/KNL1, kinetochore
scaffold 1
MCPHS5 ASPM, abnormal spindle microtubule | Spindelpole/Nukleus (6)
assembly
MCPH6 CENPJ, centromere protein J Zentrosom (6)
MCPH7 STIL, SCL/TALI interrupting locus Zentriole (6)
MCPHS CEP135, centrosomal protein 135 Zentrosom (6)
MCPH9 CEPI52, centrosomal protein 152 Perizentrioldre Matrix (6)
MCPHI10 | ZNF335, zinc finger protein 335 Bestandteil der H3K4 (6)
Methyltransferase
MCPHI11 | PHCI, polyhomeotic homolog 1 Bestandteil von (6)
Polycomb
MCPH12 | CDKG6, cyclin dependent kinase 6 Spindelpole/Zytosol und | (6)
Nukleus
MCPHI13 | CENPE, centromere protein E Zentromer (6)
MCPH14 | SASS6, SAS-6, centriole assembly Zentriole (6)
protein
MCPHI15 | MFSE2A, major facilitator Endothel der Blut-Hirn- | (6)
superfamily domain containing 2A Schranke
MCPH16 | ANKLE?2, ankyrin repeat and LEM Kernhiille (6,27)
domain containing 2
MCPH17 | CIT, citron rho-interacting Mittelkdrper bei der (6)
seine/threonine kinase Zytokinese
MCPH18 | WDFY3, WD repeat and FYVE Nukleus/Zytoplasma (28)
domain containing 3
MCPHI19 | COPB2, coatomer protein complex Golgiapparat, (29)
subunit beta 2 Zytoplasma
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Locus Genname Proteinlokalisation Referenz

MCPH21 | NCAPDZ2, chromosome-associated Nukleus/Zytoplasma (30)
protein D2/non-SMC condensing I

complex subunit D2

MCPH22 | NCAPD3, chromosome-associated Nukleus/Zytoplasma (30)
protein D3/non-SMC condensing II

complex subunit D3

MCPH23 | NCAPH, chromosome-associated Nukleus/Zytoplasma (30)
protein H/non-SMC condensing [

complex subunit H

MCPH24 | NUP37, nucleoporin 37 Nukleus (31)
MCPH25 | MAPI1, microtubule associated Spindelpole (32)
protein 11

Tabelle 2: Alle bekannten MCPH-Genloci mit Genname und Lokalisation des jeweiligen Proteins in
der Zelle.

Alle Gene werden in den NPZ wihrend der frithen Gehirnentwicklung stark exprimiert.(8)
Viele MCPH-Proteine sind wihrend der Interphase am Zentrosom oder wihrend der
Mitose an den Spindelpolen zu finden. Schlussfolgernd kann man davon ausgehen, dass
Zentrosome eine Schliisselrolle in der Pathogenese von MCPH spielen.(6)
Zentrosomen sind Zellorganellen, welche in viele Prozesse einer Zelle involviert sind.(8)
Ein Zentrosom ist jeweils aus einem Paar Zentriolen aufgebaut, die von einer
perizentrioldren Matrix (PZM) umgeben sind. Die Zentriolen bestehen jeweils aus neun
Mikrotubulitriplets, welche einen Zylinder bilden. Die Zentriolen organisieren auch die
PZM, welche fiir die Bildung und Verankerung von zytoplasmatischen Mikrotubuli
notwendig ist.(8)
Zunichst liegt je ein Zentrosom pro Zelle vor. In der S-Phase des Zellzyklus kommt es
dann zu einer Zentrosomenverdopplung. Die beiden Zentrosomen trennen sich kurz vor
Beginn der Mitose und wandern zu den gegeniiberliegenden Zellpolen. Zur gleichen Zeit
lauft ein Prozess ab, welcher zusitzliche Proteine in die PZM einwandern ldsst. Diesen
bezeichnet man als Zentrosomenreifung. Diese Proteine flihren zu einer erhéhten
Produktion von Mikrotubuli, als Vorbereitung auf die Zellteilung.(8)
Die Zentrosomen modulieren viele zelluldre Prozesse, dazu gehoren Aufbau und Erhalt
von Zellform, Polaritdt, Adhdsion, Mobilitdt, Zilien, Genomstabilitit und interzellulirem

Transport. Weitere Aufgaben sind Spindelformation, -position und —orientierung, sowie
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Zellzyklusprogression und DNA-Schadenantwort. Defekte beeintrichtigen daher den
Ablauf des Zellzyklus und der Zellteilung. Dies kann zu Aneuploidie, Zellarrest, Zelltod
oder auch unkontrolliertem Zellwachstum fiihren.(8)

Die meisten MCPH-Proteine interagieren auf verschiedenen Stufen mit den Zentrosomen.
cenpj, stil und cep135 sind Zentriolenkomponente, wihrend Mikrozephalin, cdkSrap2 und
cepl52 Bestandteile der PZM sind. Auch wdr62, aspm und cdk6 sind zu bestimmten
Zeiten am Zentrosom zu finden. Andere Proteine, wie cascS und phcl interagieren mit
Zentrosomenbestandteilen. Zudem sind viele Proteine miteinander verbunden und bilden
somit ein Netzwerk.(8)

Die MCPH Proteine haben durch ihre Interaktionen mit den Zentrosomen Kontrolle {iber
einige  zellulire Prozesse. Sie haben Einfluss auf Zentriolenentstehung,
Zentrosomenreifung, den Zellzyklus, Spindelposition und Mitose. Diese Prozesse konnen
alle zu Verdnderungen des Gehirnwachstums fiihren, indem sie das Gleichgewicht
zwischen Proliferation und Zelltod, symmetrischer und asymmetrischer Teilung sowie
normaler und abnormer Differenzierung storen.(8)

Die Wirkweise einiger anderer bekannter Gene kann man allerdings nicht in die
Zentrosomenfunktion einordnen, es scheint also noch weitere Mechanismen zu geben.(6)
Modelle der MCPH-Pathogenese haben zum Beispiel gezeigt, dass Defekte auch in
Chromosomenkondensation, Mikrotubulibeweglichkeit, Zellzyklus-Kontrollpunkten oder
DNA-Schaden-Antwort wihrend der Neurogenese liegen konnen.(4)

Mutationen im ASPM- und WDR62-Gen sind am hiufigsten und machen bereits 55-60%
aller Félle aus.(33) Die meisten Mutationen sind frameshift- oder nonsense-Mutationen,
die zu verkiirzten und daher nicht funktionsfiahigen Proteinen fiihren.(8)

Zum besseren Verstindnis der Pathogenese von MCPH werden im Folgenden einige

ausgewdhlte Gene und ihre Proteine besprochen.

1.5.1 Mikrozephalin

Mikrozephalin ist das erste Gen, welches zu MCPH zugeordnet wurde.(8) Es liegt auf
Chromosom 8p23 und besteht aus 14 Exons. Das Gen ist 241.905 Basenpaare (bp) grof3
und das daraus ausgelesene Protein ist 835 Aminosduren lang.(9)

Es befindet sich im Zellkern und wandert zyklisch zum Zentrosom aus. Es ist ein
multifunktionales Protein, da es eine Rolle in Spindelbildung, DNA-Reparatur und
Aktivierung der Kontrollpunkte des Zellzyklus spielt.(6)
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Das Protein besitzt drei BRCT-Doménen, die alle Proteine der Zellzykluskontrolle, DNA-
Schadenantwort und DNA-Reparatur gemeinsam haben.(8) Die N-terminale BRCTI1
Domaine gibt die Lokalisation am Zentrosom vor, wahrend die beiden anderen BRCT-
Domainen sich am entgegengesetzten Ende befinden und fiir die DNA-Reparatur sorgen,
indem sie mit einem Transkriptionsfaktor interagieren.(6)

Durch Mikrozephalin befindet sich chkl (Checkpointkinase 1) am Zentrosom, welches die
Phosphorylierung von cdc25 (cell division cycle 25) hemmt. Ein Fehlen des Proteins fiihrt
zu einer verfrithten cdc25-Phosphorylierung und somit zur cdk1 (Cyclin-abhingige Kinase
1)-Aktivierung, was einen zu frithen Eintritt in die Mitose triggert. Es kommt zur zeitlichen
Entkopplung von Mitose und Zentrosomenzyklus und somit abnormer Spindel- und
Chromosomenanordnung.(6) Im Mausmodell wurde nachgewiesen, dass der Verlust von
Mikrozephalin zu verfrithtem Mitoseeintritt, verdnderter Spindelorientierung und
verfrithtem Wechsel von symmetrischer zu asymmetrischer Teilung fiihrt.(8)

Zusitzlich scheint das Protein in die Chromosomenkondensation involviert zu sein. Ein
Funktionsverlust fiihrt zu verfriihter Kondensation.(6)

Im Gen MCPHI wurden sieben verschiedene Mutationen gefunden. Viermal kommt es
durch einen Basenaustausch zum Einbau einer anderen Aminosdure in das Protein.
Dreimal kommt es zur Verschiebung des Leserasters (Frameshiftmutation), davon sind
zweil Mutationen zusitzlicher Einbau von einer Base und eine Mutation eine grofle

Deletion. Dies fiihrt in beiden Féllen zu einem funktionsunfdhigen Protein.(26)

1.5.2 ASPM (Abnormal Spindle-Like Microcephaly-Associated Protein)

Mutationen im ASPM-Gen treten mit 25-50% am hiufigsten auf.(8) Das Gen liegt auf
Chromosom 1q31.3.(9) Es ist 62.567 bp groB3, enthédlt 28 Exons und das Protein besteht aus
3.477 Aminosduren. Die aspm-Konzentration ist am hochsten im Zellkern, wéhrend der
Mitose wird es an den Spindelpolen gefunden.(8) Das Protein ist wichtig fiir die
Spindelorientierung und damit fiir das Verhéltnis von asymmetrischer zu symmetrischer
Zellteilung. aspm fordert die symmetrische Zellteilung. Es wird beim Wechsel zur
asymmetrischen Zellteilung weniger exprimiert. Eine Mutation fithrt daher zu einer
Verminderung der symmetrischen Zellteilung und damit zu einer reduzierten NPZ-
Zahl.(33)

Es sind bereits 161 verschiedene Mutationen bei insgesamt 638 Betroffenen aus 282
Familien im ASPM-Gen gefunden worden. Die meisten Mutationen finden sich in Exons

(147 Mutationen), davon sind 73 einzelne Nukleotidsubstitutionen, die in den meisten
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Fillen nonsense sind, also zu einem Abbruch des Aminosdurestrangs fithren. 65
Mutationen sind Deletionen, die in der Regel zu einem Verschieben des Leserasters fiihren.
Die restlichen neun Mutationen sind Duplikationen oder Insertionen von einem Nukleotid.
Es sind zwolf Mutationen in Introns bekannt, diese liegen in einem Bereich, der
verantwortlich flir das korrekte Splicing ist.

Drei der bekannten Mutationen treten hiufig auf: ¢.3978G>A, ¢.9557C>G und
c.7782_7783del. Erstere wurde in 60 verschiedenen Familien gefunden.(34) Bei der
Mutation ¢.3978G>A wird an der Position 3978 des codierenden DNAstrangs die Base
Guanin durch Adenin ersetzt. An dieser Stelle wird dann anstatt Tryptophan ein
Stoppcodon in die Aminosduresequenz eingebaut und die Synthese bricht ab. ¢.9557C>G
steht flir den Austausch von Cytosin durch Guanin an der Position 9557. Dies fiihrt zum
Einbau einer anderen Aminosdure. Die letzte Mutation ist eine Deletion von zwei

Basen.(26)

1.5.3 WDR62 (WD Repeat-Containing Protein 62)

Bei ca. 10% der MCPH-Betroffenen findet sich die Mutation im WDR62-Gen, was es zur
zweithdufigsten Mutation macht.(8) Die Position des Gens ist 19q13.12 und es ist 50.230
bp lang. Das entsprechende Protein, bestehend aus 1.523 Aminosduren, ist wichtig fiir
Protein-Protein-Interaktionen, die durch viele WD40-Doménen vermittelt werden.(8,33)
Auch dieses Protein ist hauptsdchlich im Kern zu finden und akkumuliert wihrend der
Mitose an den Spindelpolen. Der Verlust des Proteins fiihrt zur Zerstreuung der
Bestandteile der perizentrioldiren Matrix, die entscheidend fiir die Verankerung der
Mikrotubuli und damit fiir die Spindelorientierung ist. Durch die falsche Orientierung der
Spindel kommt es zu einer vermehrten asymmetrischen Teilung, sodass die
Progenitorzellen friihzeitig zu Neuronen differenzieren.(8)

Bekannt sind 13 verschiedene Mutationen in diesem Gen. Sechs davon fiihren zu einem
Austausch einer Aminosdure, wobei eine Aminosdure durch ein Stoppcodon ausgetauscht
wird und das Protein somit verkiirzt ist. Sieben Mutationen fiihren zu
Leserasterverschiebungen (Frameshiftmutationen) durch Deletionen oder Insertionen von
ein, zwei, vier bzw. 17 Basenpaaren. Diese flihren zu einem verfriihten Abbruch der

Proteinsynthese, die verkiirzten Proteine sind nicht funktionsfahig.(26)
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1.5.4 CEP152 (Centrosomal Protein of 152 kDa)

Das Gen CEPI52 wurde 2010 dem Genlocus MCPH4 zugeordnet.(35) Mutationen in
CEP152 gehoren zu den Ursachen fiir MCPH und das Seckel-Syndrom.(8) Das Gen ist
lokalisiert auf Chromosom 15g21.1. Die 72.835 Basen des Gens kodieren 1.710
Aminosduren, die ein 152 kDa Protein bilden. Das Protein ist wichtig fiir die Organisation
der Mikrotubuli und damit fiir die Form der Zelle, deren Polaritit, Beweglichkeit und fiir
die Zellteilung.(9) Es interagiert mit einigen anderen Proteinen, darunter auch cep63,
cdkSrap2 und wdr62, mit denen es eine Ringstruktur an der Mutterzentriole bildet. Diese
wird fiir die Zentrosomenduplikation benotigt.(26)

Bisher sind nur zwei Mutationen im CEP152 bekannt: ein Austausch von A durch C und
einer von C durch T. Erstes fiihrt zu einem Einbau von der Aminosdure Prolin statt
Glutamin an der Position 265, dies durchbricht einen Bereich des Proteins, der wichtig fiir
die Struktur des Proteins ist. Bei der zweiten Mutation wird Arginin an der Position 987

durch ein Stoppcodon ersetzt, was zu einem verkiirzten Protein fiihrt.(26)
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1.6 Konsanguinitat

Das Thema Konsanguinitit wurde in diese Arbeit aufgenommen, da konsaguine
Verbindungen und erhohte Inzidenz von MCPH in starkem Zusammenhang stehen.

Eine konsanguine Verbindung ist eine Ehe zwischen Cousine und Cousin zweiten Grades
oder ndher. Konsanguinitit wird in westlichen Léndern abgelehnt, ist aber in vielen
Lindern des mittleren Ostens, Afrikas und Asiens {iblich bzw. wird auch bevorzugt.(36)
Weltweit leben >20% der Menschen in Bevolkerungsgruppen, die konsanguine
Verbindungen bevorzugen.(37) In diesen gilt die Heirat auBlerhalb der Familie als
gefdhrlich.(36) Weitere Griinde sind 6konomische Vorteile, Schutz des Eigentums, enge
Familienverbundenheit und eine geringe Scheidungsrate.(10)

Pakistan hat eine hohe MCPH-Inzidenz mit 1/10.000. Dort liegt die Rate der konsanguinen
Verbindungen bei 38-59%, dabei sind Verbindungen zwischen Cousine und Cousin ersten
Grades am hiufigsten. Konsanguinitit ist meistens assoziiert mit niedrigem
sozio0konomischen Status und Bildungsstatus, einem Leben in ldndlichen Gebieten und
junger Heirat.(10)

Verwandtenehen fiihren zu Problemen mit rezessiv vererbten Erkrankungen, denn sie
erh6hen die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens zweier mutierter Allele in einem
Individuum der nichsten Generation. Cousinen und Cousins ersten Grades haben zu 12,5%
gleiche Gene, sodass das Risiko einer genetischen Erkrankung um 3% steigt. Ebenso ist
die Anzahl der Totgeburten und Schwangerschaftsabbriiche in konsanguinen
Gemeinschaften erhoht.(38)

Eine Studie zeigte zudem, dass auch die Wahrscheinlichkeit fiir hdufige Erkrankungen, wie

Diabetes, Krebs, Herzerkrankungen, Asthma und Bluthochdruck, ansteigt.(37)
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2 Material und Methoden

2.1 Die untersuchten Familien

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen drei pakistanische, konsanguine Familien, in denen
jeweils mindestens zwei Mitglieder an Mikrozephalie erkrankt sind. Dr. Muzammil Ahmad
Khan von der Hamad Medical Corporation in Doha hat die Familien rekrutiert. Durch
Blutabnahmen wurden Proben mehrerer Familienmitglieder gewonnen. Nach der
Aufreinigung wurden sie an das Institut fiir Humangenetik der Medizinischen Universitit
Graz geschickt. Zusétzlich wurden die klinischen Daten der Betroffenen und Stammbéume
der Familien iibermittelt.

In den folgenden Abschnitten werden die drei Familien mit ihren Stammbédumen
vorgestellt und die betroffenen Familienmitglieder anhand der klinischen Daten

beschrieben.

2.1.1 MCP15

In der ersten konsanguinen, pakistanischen Familie, die im Rahmen dieser Arbeit
beleuchtet wird, sind zwei weibliche Personen phinotypisch von Mikrozephalie betroffen.
Bei den Betroffenen handelt es sich um zwei von drei Kindern eines konsanguinen

Ehepaares, die Cousine und Cousin ersten Grades sind.

O

5—1

MCP15-4

®

MCP15-1 MCP15-3 MCPI15-2

Abbildung 3: Stammbaum der Familie MCP15. Betroffene Personen sind im Stammbaum schwarz
markiert, gesunde weifl. Die Quadrate stehen fiir Ménner und Kreise fiir Frauen. Die Verwandtschaft
zwischen Eltern wird durch eine doppelte, horizontale Linie markiert.
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Die beiden Betroffenen sind weiblich und acht (MCP15_2) bzw. zwolf (MCP15_1) Jahre
alt. Sie haben beide einen Kopfumfang von 46 cm. MCP15_1 hat somit laut Tabelle 1 eine

OFC Standardabweichung von -6 und MCP15_2 eine Standardabweichung von -5. Eine

klinische Auffilligkeit, die beide Madchen betrifft, ist die stumpfe Mimik. Verhalten und

Entwicklung von MCP15_2 ist ansonsten unauffillig. MCP15_1 hingegen spricht nicht

und hat Epilepsie.

Die klinischen Daten beider Betroffenen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

MCP15_1 MCP15_2
Geschlecht weiblich weiblich
Alter 12 Jahre 8 Jahre
Kopfumfang 46 cm 46 cm
OFC Standardabweichung | -6 SE -5 SE
Sprache nein ja
Gehen normal normal
Epilepsie Ja nein
Essen/Trinken selbststiandig selbststandig
Wiedererkennen der ja ja
Eltern
Verhalten freundlich freundlich
Mimik stumpf stumpf

Tabelle 3: Klinische Daten der Betroffenen der Familie MCP15.
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2.1.2 MCP16

Die Betroffenen dieser Familie stammen ebenfalls aus einer konsanguinen Verbindung
zwischen Cousine und Cousin ersten Grades. Drei der vier Kinder zeigen phénotypische
Mikrozephalie, wobei eines bereits verstorben ist und daher keine DNA-Probe dieses

Kindes vorhanden ist.

O

seome

MCP16-3 MCP16-2 MCPl16-1

Abbildung 4: Stammbaum der Familie MCP16. Betroffene Personen sind im Stammbaum schwarz
marKkiert, gesunde weifl. Die Quadrate stehen fiir Méinner und Kreise fiir Frauen. Die Verwandtschaft
zwischen Eltern wird durch eine doppelte, horizontale Linie markiert. Durchgestrichene Symbole
stehen fiir bereits verstorbene Familienmitglieder.

Die erkrankten Kinder sind ca. neun und elf Jahre alt und haben jeweils einen Kopfumfang
von 42 cm. Das bedeutet, dass MCP16_1 einen verminderten OFC von -7 SE hat,
MCP16_2 hat eine Abweichung von -8 SE (sieheTabelle 1). Sie zeigen kein aggressives
Verhalten und konnen selbststindig essen und trinken. Nur das neunjihrige Médchen
spricht, die motorische Entwicklung ist bei beiden Kindern unauftillig.

In Tabelle 3 sind alle klinischen Daten der Betroffenen zusammengefasst.
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MCP16_1 MCP16_2
Geschlecht weiblich minnlich
Alter 9-10 Jahre 11-12 Jahre
Kopfumfang 42 cm 42 cm
OFC Standardabweichung | -7 SE -8 SE
Sprache ja nein
Gehen normal normal
Epilepsie nein nein
Essen/Trinken selbststindig selbststindig
Verhalten freundlich freundlich
Krankheitsbeginn kongenital kongenital

Tabelle 4: Klinische Daten der Betroffenen der Familie MCP16.
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2.1.3 MCP17

In dieser Familie sind drei Individuen betroffen. Die beiden weiblichen Betroffenen sind
Schwestern, der dritte Betroffene ist ihr Cousin. Von ihm liegt keine DNA-Probe vor. Die
Eltern der beiden Schwestern sind Cousine und Cousin ersten Grades. Ebenso hat die

Mutter konsanguine Eltern.

01O
o0 0O
g 60 bro
o8 070 Oorh,
0 O ET) ¢ o

MCP17-1 MCP17-2

Abbildung 5: Stammbaum der Familie MCP17. Betroffene Personen sind im Stammbaum schwarz
marKkiert, gesunde weifl. Die Quadrate stehen fiir Méinner und Kreise fiir Frauen. Die Verwandtschaft
zwischen Eltern wird durch eine doppelte, horizontale Linie markiert. Durchgestrichene Symbole
stehen fiir bereits verstorbene Familienmitglieder.

Die beiden betroffenen Médchen sind elf (MCP17_1) und neun (MCP17_2) Jahre alt.
MCP17_1 hat einen verminderten OFC von -12 SE mit einem Kopfumfang von 35,5cm.
MCP17_2 hat einen Kopfumfang von 33cm, welcher um -13 SE vermindert ist (vgl.
Tabelle 1). Beide Midchen haben eine verzégerte sprachliche Entwicklung, da sie noch
nicht klar sprechen kénnen. Weitere Auftilligkeiten sind das leicht aggressive Verhalten
und eine stumpfe Mimik.

Alle klinischen Daten zu MCP17_und MCP17_2 sind in folgender Tabelle 4 aufgelistet.
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MCP17_1 MCP17_2
Geschlecht weiblich weiblich
Alter 11 Jahre 9 Jahre
Kopfumfang 35,5cm 33 cm
OFC Standardabweichung | -12 SE -13 SE

Sprache verzogerte Entwicklung verzogerte Entwicklung
Gehen normal normal

Epilepsie nein nein

Essen/Trinken selbststindig selbststandig
Wiedererkennen der ja ja

Eltern

Verhalten leicht aggressiv leicht aggressiv

Mimik stumpf stumpf

Tabelle 5: Klinische Daten der Betroffenen der Familie MCP17.
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2.2 Methoden

Im folgenden Teil werden die Methoden, die in dieser Arbeit verwendet werden, erklart.
Zur Identifikation der krankheitsauslosenden Gene werden Kandidatengene sequenziert,
welche durch ein Homozygotie-Mapping ausgewahlt werden. Diese Strategie kann nur bei
einer rezessiv vererbten Erkrankung und vermuteter Konsanguitit angewandt werden. Es
wird dann angenommen, dass die Mutation von beiden Elternteilen vererbt wurde und nun
homozygot in einer groBeren homozygoten Region liegt. Diese Regionen werden mit
einem SNP-Array identifiziert.(39)

Werden Kandidatengene identifiziert, werden sie sequenziert. Es wurde der Weg der
Sanger Sequenzierung gewaihlt, die inzwischen als die traditionelle Variante angesehen
wird, im Gegensatz zu den neuen NGS (New Generation Sequencing)-Methoden. Dafiir
werden zundchst eine Polymerasekettenreaktion (PCR) und eine Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Dann werden die Proben auf die Sequenzierung vorbereitet und anschlieSend
in einem Sequenziergerit ausgelesen. Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht der benétigten

Arbeitsschritte.

Medical Corporation in
Doha, Pakistan

- Familenrekrutierung
- Blutabnahme
- DNA-Gewinnung aus den
Blutproben

- Allelbestimmung

- Bestimmung der
Homozygotieregionen
- Vergleich mit bekannten

Homozygotie- Genen
Mapping

Centre for Addiction and
Mental Health in Toronto,
Kanada

Institut fir Humangenetik,
Graz

-PCR
-G phorese
) - Sanger-Sequenzierung
Sequenzierung

Auswertung

Abbildung 6: Ablauf der Arbeitsschritte.
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2.2.1 SNP-Array

SNP steht fiir Single Nucleotide Polymorphism. Es sind Positionen im Genom, an denen
einzelne Basenpaare bei mehr als einem Prozent der Bevolkerung mutiert sind. Sie machen
90% der Unterschiede in der DNA zwischen zwei Menschen aus.(40,41)

SNPs fiihren zur Entstehung verschiedener Allele, also unterschiedlicher Varianten eines
Gens, wenn sie im codierenden Bereich liegen. Hat ein Organismus zwei identische Allele
eines Gens, ist er fiir dieses homozygot. Sind sie unterschiedlich, ist er heterozygot.(40)

Die Schritte eines SNP-Arrays sind in Abbildung 7 zusammengefasst.

-PCR
- Fragmentierung
- Floureszenzmarkierung

- Bindung der
DNA-Einzelstrange an die
Sonden

Hybridizierung

- Scanner liest die
Floureszenzsignale aus

- Software analysiert die
An alyse Signale automatisch

Abbildung 7: Ablauf des SNP-Arrays.

)
)
)
)

Fiir das SNP-Array muss die zu untersuchende Nukleinsdure vorbereitet werden. Dazu
wird sie mit PCR amplifiziert und anschlieBend enzymatisch fragmentiert. Die Fragmente
werden mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. AnschlieBend wird die DNA auf
einen vorgefertigten Chip, auf dem Nukleinsduren mit bekannter Sequenz, sogenannte

Sonden, befestigt sind, aufgebracht. Bindet eine Nukleinsdure an eine Sonde,
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Hybridisierung genannt, zeigt der Fluoreszenzmarker die Anwesenheit des SNPs an. Ein
Scanner liest den Chip aus und die gewonnenen Images werden durch eine Software
automatisch analysiert und in Daten umgewandelt.(42,43)

Die Proben der Individuen wurden am Centre for Addiction and Mental Health in Toronto,
Kanada mit Hilfe des Infinium™ CoreExome-24v1.3 Beadchips von Illumina typisiert.
Dieser enthilt 551.004 Marker. Die daraus gewonnenen Daten wurden an das Institut fiir

Humangenetik in Graz libermittelt.
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2.2.2 Homozygotie-Mapping

Aufgrund der rezessiven Vererbung miissen die Betroffenen die Mutation homozygot
tragen. Mit den Daten des SNP-Arrays konnen die homozygoten Bereiche bestimmt
werden. Die Daten wurden in das [llumina GenomeStudio 2.0.4 (44) geladen, welches die
B-Allel-Frequenz in Punkten anzeigt. Liegt die Frequenz bei 50% ist der Bereich
heterozygot, da beide Allele vorliegen. Liegt nur ein Allel homozygot vor, ist die B-Allel-
Frequenz 0 oder 100%, je nachdem, ob Allel A oder B homozygot vorliegt. Das Programm
zeigt dann fiir jedes Chromosom jedes Betroffenen ein Diagramm.

Durch Vergleich der homozygoten Bereiche der Individuen werden infrage kommende
Regionen festgelegt. Diese Bereiche miissen bei den Betroffenen der Familie
tibereinstimmen und es muss ein identer Haplotyp vorliegen, wéhrend die gesunden
Individuen in diesem Bereich nicht homozygot sind. Dabei werden nur Bereiche ab einer
Lange von zwei Millionen Basenpaaren in Betracht gezogen.

Die in der Literaturrecherche gefundenen Gene, welche bekannte Mutationen enthalten,

werden mit den homozygoten Bereichen verglichen, um Kandidatengene zu erhalten.
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2.2.3 Sequenzierung der Kandidatengene

Die Sequenzierung wird zundchst nur bei je einer betroffenen Person pro Familie
durchgefiihrt. Zur Bestétigung wird das Exon mit einer gefundenen Mutation dann auch
bei den anderen Betroffenen und Nicht-Betroffenen der Familie sequenziert. Dazu muss
zunichst eine PCR gemacht werden, als Uberpriifung wird eine Gelelektrophorese

angeschlossen. Danach kann die eigentliche Sequenzierung durchgefiihrt werden.

2.2.3.1 Polymerasekettenreaktion

Eine PCR dient der Vervielfiltigung der DNA. Die Reaktion lduft in drei Schritten in
einem Reaktionsgefdll ab. In das Reaktionsgefdl werden dazu die DNA, Primer, DNA-
Polymerase und freie Nukleotide gegeben. Zunichst wird die doppelstringige DNA durch
Erhohung der Temperatur auf 94°C denaturiert. Dann kdnnen sich bei 50-65°C die Primer
anlagern, an denen dann bei 72°C die Synthese der neuen Stringe begonnen wird. Der
Prozess wird 30-35-mal wiederholt, dann liegt ausreichend DNA fiir die Sequenzierung
vor.(45)

Zu Beginn werden Primer mit dem Online-Tool ,,Primer3* (46) erstellt und dann bei der
Firma Microsynth AG bestellt. Mit LiChrosolv water der Firma Merck werden sie auf eine
Endkonzentration von 10 uM gebracht.

Benotigte Volumina fiir eine Reaktion mit Endvolumen 12 pl:

e 0,5l forward Primer

e 0,5ul reverse Primer

o 6ul HotStarTag® Master Mix (Qiagen)

e 4ul RNase free PCR grade H,O (Qiagen)
e 1ul DNA (DNA-Gehalt 50-100 ng/ul)

Nach dem Mischen aller Bestandteile werden die Reaktionsgefdfle in den Thermocycler
gegeben und das Programm ,,hs57° gestartet.

Programm ,,hs57¢

1. 94°C 15 Minuten

2. 94°C 30 Sekunden

3. 57°C 30 Sekunden 34 Zyklen
4. 72°C 45 Sekunden

5. 72°C 7 Minuten

6. 4°C unendlich
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2.2.3.2 Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Produkte wird eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die
Gelelektrophorese ist ein Trennverfahren. Die DNA-Molekiile wandern dabei in einem
elektronischen Feld durch ein Agarosegel, welches als Sieb fungiert.(47)

Dazu werden die Proben, nach Zugabe eines Farbmarkers, und ein Standard in ein
einprozentiges Agarosegel gegeben. Dieses wird hergestellt, indem 1g LE-Agarose
(Bioenzyme) in 100 ml 1xTAE-Buffer aufgelost und 10 pl GelRed™ (Biotium)
hinzugefiigt wird. Dann werden fiir 30 Minuten 130 V Spannung angelegt. AnschlieBend
wird das Gel unter UV-Licht betrachtet.

Die DNA-Fragmente sind geladene Molekiile und werden daher durch das Anlegen der
Spannung und den Siebeffekt des Agarosegels nach GroBe aufgetrennt. Kleine Fragmente
wandern weiter als GroBere.(47)

Abbildung 8 zeigt den Ablauf einer Gelelektrophorese. In Teil 6 der Abbildung sieht man
das Ergebnis. An den Positionen zwei und drei ist jeweils nur eine Bande zusehen, was
bedeutet, dass alle DNA-Fragmente die gleiche Liange haben. Anhand des Standards an
Stelle eins kann man die Linge dieser Fragmente ablesen und mit der erwarteten Linge
abgleichen. Sind die Fragmente ldnger oder kiirzer als erwartet, muss die PCR {iiberpriift
und wiederholt werden. Dies muss ebenfalls geschehen, wenn an einer Position keine

Bande zu sehen ist. Das bedeutet, dass kein Fragment vorliegt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung einer Gelelektrophorese(48).
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2.2.3.3 Sanger-Sequenzierung

Zunichst wird die Sequenzierreaktion angesetzt. Es werden wie bei der PCR DNA, Primer,
DNA-Polymerase und freie Nukleotide benétigt. Die Reaktion erfolgt ebenfalls in einem
Dreischrittprozess. Neben den normalen Desoxynukleosid-Triphosphaten werden hier auch
Didesoxynukleosid-Triphosphate eingebaut, was zu einem Abbruch der Synthese fiihrt.
Zusitzlich sind sie mit einem Fluoreszenzstoff markiert, welcher fiir jedes Nukleotid
spezifisch ist. So entstehen verkiirzte Fragmente an deren Ende immer ein spezifisch
markiertes Nukleotid gebunden ist. Die Fragmente werden dann nach dem Prinzip der
Elektrophorese aufgetrennt. Ein Detektor nimmt die unterschiedlichen Signale auf.(45)

Volumina fiir eine Reaktion mit dem Endvolumen 10pl:

e 0,5ul Big Dye® Terminator v3.1 (Life Technologies)
o 14l 5x Sequencing Buffer (Life Technologies)

o 0,3l forward oder reverse Primer

o 73ul LiChrosolv water (Firma Merck)

o 0,5ul PCR-Produkt

Die Proben werden erneut in den Thermocycler gegeben und das Programm ,,BigDye*
gestartet.
Programm ,,BigDye*:

1. 96°C 30 Sekunden

2. 50°C 15 Sekunden 25 Zyklen
3. 60°C 4 Minuten

4. 4°C unendlich

AnschlieBend folgt eine Aufreinigung mit Sephadex™™ G-50 Superfine (GE Healthcare
Life Sciences). Dazu werden die Proben 1:1 mit RNase free H,O (Quiagen) verdiinnt.
CentriSep™ Saulchen werden zu zwei Dritteln mit Sephadex gefiillt und anschlieBend bei
750 rcf fiir 120 Sekunden zentrifugiert. So entstehen Sdulchen in den Strips, in denen dann
ungewollte Produkte hdngen bleiben. Die Proben werden auf die Sdulchen pipettiert und
erneut zentrifugiert. Die aufgereinigten Proben werden in eine 96-Well-Platte {iberfiihrt.
Durch erneutes Zentrifugieren wird sichergestellt, dass die Proben luftblasenfrei sind.
AnschlieBend werden sie mit dem ABI PRISM™ 3130x/Genetic Analyser ausgewertet.

Als Auftrennungsmatrix wird POP-7™ Polymer (Life Technologies) verwendet.
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2.2.4 Auswertung der Sequenzierdaten

Die Auswertung, der durch Sanger-Sequenzierung generierten Daten, erfolgt mit Hilfe des
Programms SnapGene Viewer (49) und dem UCSC Genome Browser (50).

Der SnapGene Viewer bringt die Daten in ein Kurvendiagramm. Jeder Peak reprisentiert
eine Base. An der Farbe des Peaks erkennt man die Base. Die Basenfrequenz wird
auBerdem in Buchstaben dariiber angegeben (A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin, G =

Guanin).

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

&3] [+« 851 bases
TCAGAAT CACTGATGTGCTCCTTTTGGGTATCACT TAAAAG 4

Standard Autoscaled W [™] show quality values D 1.0x

Abbildung 9: DNA-Sequenz im SnapGene Viewer (49). Jede Base ist durch eine Farbe markiert:
Adenin (A) griin, Thymin (T) rot, Cytosin (C) blau, Guanin (G) schwarz. Oberhalb ist die
Basenfrequenz in Buchstaben angegeben, unterhalb als Kurvendiagramm.

Zum Vergleich mit dem Referenzgenom (Human GRCh38/hg38) wird die Basenabfolge
kopiert und iiber die BLAT-Funktion im UCSC Genome Browser (51) eingefiigt. Die
Website zeigt die zu vergleichende Sequenz an und unterhalb den Bereich im
Referenzgenom (Abbildung 10).

Anschlieend wird durch Recherche in den Datenbanken OMIM (52) und HGMD (53)

sichergestellt, dass es sich bei gefundenen Mutationen nicht um bekannte SNPs handelt.
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UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly
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Abbildung 10: Ergebnisse einer BLAT Search im UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu).

Oberhalb ist die DNA-Sequenz, die eingegeben wurde (roter Pfeil), darunter die Referenz-DNA
(blauer Pfeil), in diesem Fall liegt im untersuchten DNA-Bereich das Gen CEP152. Der Genome

héiufige SNPs (oranger Pfeil) an.

Browser zeigt zudem in OMIM(52) gelistete Varianten (griiner Pfeil) und im unteren Bereich der Seite
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3 Ergebnisse

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der genetischen Charakterisierung der drei
pakistanischen Familien besprochen. Fiir jede Familie werden die Ergebnisse des
Homozygotie-Mappings, welches auf Basis der SNP-Arrays der vorhandenen Proben
durchgefiihrt wurde, separat aufgefiihrt. Daran schliefit die Beschreibung der Ergebnisse

der Sequenzierung der Kandidatengene an.

3.1 MCP15

Der Vergleich der homozygoten Bereiche bei Familie MCP15 mit bekannten Genen ergibt
keine Uberschneidung. In Tabelle 6 sind die beiden homozygoten Bereiche mit ihren
Positionsnummern aufgefiihrt. Dies sind die einzigen homozygoten Bereiche im Genom
der beiden Individuen MCP15_1 und MCP15_2, welche beide vorweisen und die nicht bei
den anderen Mitgliedern der Familie, deren Proben vorliegen (MCP15_3 und MCP15_4),
zu finden sind. In Abbildung 11 ist dieser Sachverhalt graphisch dargestellt. Keiner der
bekannten 25 Genloci liegt im homozygoten Bereich der Betroffenen. Bei dieser Familie
kann daher die Methode der Sanger-Sequenzierung nicht angewendet werden, denn diese

benotigt bekannte Kandidatengene.

Chromosom Positionsnummer Kandidatengene
von bis

1 49210570 53102133 | -

18 52 837953 55260070 | -

Tabelle 6: Positionen der iibereinstimmenden homozygoten Bereiche von MCP15_1 und MCP15_2.

36




MFSDZ
SASS6
NCAP
SPM
KIF14

EP13 MCPH
WDFY3
ENPE
DK6
OPB AP11
CDKS5RAP2
3

CAPD2
HC1
- - = = o =
- -
CENP;
CASCS5
CEP15
up37
IT
NKLE
13 14 15 16 17
or
= o s
- -
'WDR62
ZNF335 ¥
19 20 21 22 X X X

Abbildung 11: Schematische Darstellung der MCPH-Genloci (griin) und iibereinstimmender
Homozygotie-Regionen (rot) von MCP15_1 und MCP15_2 im Karyogramm.

In Abbildung 12 und Abbildung 13 sind die Gene, die in den beiden iibereinstimmenden
homozygoten Bereiche der Betroffenen MCP15_1 und MCP15_2 liegen, im UCSC

Genome Browser dargestellt. Keines dieser Gene ist bisher bekannt fiir MCPH.
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Abbildung 12: Gene im ersten homozygoten Bereich der Betroffenen MCP15_1 und MCP15_2
dargestellt im UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu).
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Abbildung 13: Gene im zweiten homozygoten Bereich der Betroffenen MCP15_1 und MCP15_2 dargestellt im
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu).

Im Rahmen dieser Arbeit wird fiir diese Familie keine Mutation ausfindig gemacht, welche

die Mikrozephalie ausgeldst haben konnte.
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3.2 MCP16

Im Genom der beiden Individuen MCP16_1 und MCP16_2 wurden acht homozygote

Bereiche gefunden, die beide Betroffenen aufweisen, aber keines der anderen untersuchten

Familienmitglieder. Diese sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Aus dem Vergleich der homozygoten Bereiche mit bekannten MCPH-Genen ergeben sich

zwel mogliche Kandidatengene: ASPM und KIF14. Diese liegen in einem homozygoten

Bereich auf Chromosom 1 (siche auch Abbildung 14). Begonnen wurde mit der

Sequenzierung von ASPM, da dort die hdufigsten Mutationen vorkommen.

Chromosom Positionsnummer Kandidatengene
von bis

1 184 580 250 209 100 322 | ASPM, KIF14

1 111794 733 115688400 | -

5 96 413 667 134999 199 | -

8 28 597 765 52353904 | -

11 9 800 601 19 885 687 | -

14 79 284 333 82739350 | -

18 13 246 168 27301274 | -

22 40 688 917 42 178 441 | -

Tabelle 7: Positionen der iibereinstimmenden homozygoten Bereiche der Betroffenen MCP16_1 und

MCP16_2.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der MCPH-Genloci (griin) und iibereinstimmender
Homozygotie-Regionen (rot) von MCP16_1 und MCP16_2 im Karyogramm. Mit einem roten Pfeil
gekennzeichnet ist die Homozygotieregion, in der die Kandidatengene liegen.

Bei Familienmitglied MCP16_1 wurde die Mutation ¢.3978G>A im Exon 17 gefunden.
Daraufhin wurde eine Segregationsanalyse durchgefiihrt, was bedeutet, dass auch bei den
anderen Proben dieser Familie das Exon 17 des Gens ASPM sequenziert wurde. Abbildung
15 zeigt die Genomsequenz von MCP16_1, MCP16_2 und MCPI6_3 im

SnapGeneViewer.(49)

Im Exon 17 des ASPM-Gens des Individuums MCP16_1 liegt die Mutation ¢.3978G>A
vor, ein Basenaustausch, durch den es zum Austausch W1326X kommt. Guanin ist durch
Adenin ersetzt. Es ist das Basentriplet Nummer 1.326, welches normalerweise fiir die
Aminosdure Tryptophan (W) codiert. Durch die Mutation resultiert nun ein Stoppcodon
(X). Es ist eine nonsense Mutation, welche zur Folge hat, dass die Proteinsynthese verfriiht

abgebrochen wird und ein verkiirztes Protein entsteht.
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Py MCP16_1_E17_A01_2018-08-03_3130%L.ab1 (520 bases — O >

Selected: 197 .. 197 = 1 base 520 bases

CABCACTCGTCATTCAG AAATATTGACGAAG ABTCTTAGCACAGAGAAAATTAT

< >
Find DMA sequence: - | ~ | Previous MNext
Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [ show quality values I 1.0
Euy — O X
Selected: 195 .. 196 = 1 base 544 bases
GCAGCACTCG T TCATTCAGAAATATTGACGAAGAGTCTT TAGC CACAG  AGAAAATTAT |

\W\PN\Mmﬂpwr\a&fp‘w\k ﬂhf\l(\f\/\/\/\"ﬂ@"V\m\m\ﬂlIf\l"{\f\rﬂ"g\){".{\j'\f\,f\f'"*‘;/\'/vw-

150
Find DMA sequence: - | bl | Previous Next
Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [ show quality values I 1.0%
f‘;.- MCP16_. 09 PWO02ZMF128.al = m] X
Selected: 292 .. 292 = 1 base 536 bases

AT TTTCTCTGTGCTAAGACTCT T TCGBGEC CAATAT TTCTGAAT GACGBGAGT GCT GCAT

< >
Find DMA sequence: - | bl ‘ Previous Next
Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [ show quality values I 1.0x

Abbildung 15: DNA-Sequenz der Individuen MCP16_1, MCP16_2 und MCP16_3 im SnapGene
Viewer(49).
Dieselbe Mutation wurde auch beim Familienmitglied MCP16_2 nachgewiesen, wihrend
bei der nichtbetroffenen Schwester (MCP16_3) die Wildtypvariante vorliegt.
Die Mutation W1326X im ASPM-Gen wurde erstmals 2004 in einer konsanguinen Familie

aus Indien beschrieben.(54)
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3.3 MCP17

Bei der Familie MCP17 hat das Homozygotie-Mapping 17 homozygote Bereiche (siche

Tabelle 8) ergeben. Diese Bereiche weisen beide erkrankten Individuen (MCP17_1 und
MCP17_2) auf, aber nicht die Eltern (MCP17_3 und MCP17_4), welche nicht betroffen

sind. Der Vergleich mit bekannten Genloci hat zwei infrage kommende Gene ergeben:

SASS6 und CEP152. Diese liegen auf zwei unterschiedlichen Chromosomen. SASS6 liegt

in einem homozygoten Bereich auf Chromosom 1 und CEPI52 auf Chromosom 15,

graphisch dargestellt in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden..

Chromosom Positionsnummer Kandidatengene
von bis

1 87611710 107 964 274 | SASS6

1 214 083 466 234 664 631 | -

2 42299 028 79 246 108 | -

2 121 937 079 134791 174 | -

3 7970 956 27 620980 | -

3 176 830 302 186 647 652 | -

5 111 807 579 115975 656 | -

5 148 712 150 162 886 028 | -

7 139 718 147 147938 808 | -

9 132 967 196 138 850 610 | -

10 15 656 674 26901 421 | -

15 46 639 808 53300731 | CEP152

17 5 682 867 9445259 | -

19 8 815 249 20497 400 | -

19 38485 224 51595583 | -

20 7 664 282 9836779 | -

20 59 324 052 63 025 520 | -

Tabelle 8: Positionen der iibereinstimmenden homozygoten Bereiche der Betroffenen MCP17_1 und

MCP17_2.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der MCPH-Genloci (griin) und iibereinstimmender
Homozygotie-Regionen (rot) von MCP17_1 und MCP17_2 im Karyogramm. Mit einem roten Pfeil
gekennzeichnet sind die Homozygotieregionen, in denen Kandidatengene liegen.

Die Sequenzierung wurde am Individuum MCP17-1 durchgefiihrt. Begonnen wurde mit
der Analyse des Gens SASS6. Diese ergab allerdings keine Mutationen. Daraufthin wurde
das Gen CEP152 sequenziert. Auch in diesem Gen wurde keine Mutation gefunden.

In beiden Genen wurde je ein hdaufiger SNP nachgewiesen.

In Exon 7 des Gens SASS6 handelt es sich um den SNP rs10563016. Zirka 20% der
Bevolkerung haben die beiden Basen AG doppelt vorliegen, 80% nur einfach. MCP17-1
gehort zu den 80% der Bevolkerung, bei der die beiden Basen nur einfach vorliegen.

Im Gen CEP152 findet sich der SNP rs58156069. Die Mehrheit der Bevolkerung hat die
Base Cytosin, doch bei 39% ist statt Cytosin Thymin zu finden. Zu diesen 39% gehort
auch MCP17-1. Diese hédufig vorkommenden SNPs sind keine Erkldrung fiir die
Erkrankung.

In den beiden Kandidatengenen der Familie MCP17 wurde damit keine Mutation

gefunden, die die Mikrozephalie erkldren konnte.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Methode der Sanger Sequenzierung in
Kombination mit SNP-Array Analyse bei Mutationen in bekannten Genen schnell und
komplikationslos zum Ziel fiihrt, aber an ihre Grenzen st6t, wenn es sich um Mutationen
in bisher nicht bekannten Krankheitsgenen handelt.

Als Krankheitsursache fiir die Betroffenen der Familie MCP16 wurde die Mutation
¢.3978G>A im ASPM-Gen ausfindig gemacht.

Das ASPM-Gen (Abnormal Spindle-Like Microcephaly-Associated Protein) liegt auf dem
g-Arm des Chromosom 1 und codiert fiir ein Protein aus 3.477 Aminosduren. Mutationen
im ASPM-Gen sind die hdufigsten. Sie werden in bis zur Hélfte der Fille als kausale
Mutationen identifiziert.(8,9) Insgesamt sind bereits 161 verschiedene Mutationen in
diesem Gen bekannt, davon treten drei gehduft auf. Dazu gehdrt auch die im Genom der
Betroffenen von Familie MCP16 gefundene Mutation ¢.3978G>A. Diese wurde bereits in
60 verschiedenen Familien identifiziert.(34) Dabei wird Guanin durch Adenin ersetzt, was
dazu fiihrt, dass ein Stoppcodon entsteht. Es ist eine nonsense Mutation, die zum Abbruch
der Proteinsynthese fiihrt.(33)

Das Protein aspm ist wichtig fiir die Spindelorientierung und fordert die symmetrische
Zellteilung. Durch die Mutation sind die Proteine nicht funktionsfihig und die
asymmetrische Zellteilung findet vermehrt statt.(33) Der frithe Wechsel von symmetrischer
zu asymmetrischer Zellteilung fiihrt dazu, dass nicht geniigend NPZ vorliegen. Bei der
asymmetrischen Zellteilung entsteht im Gegensatz zur symmetrischen Zellteilung nur eine
NPZ, sodass nicht ausreichend Neuronen entstehen konnen.(1)

Bei den beiden Betroffenen MCP16_1 und MCP16_2 hat das zu einer deutlichen
Reduzierung des Kopfumfanges von 7 bzw. 8 SE gefiihrt. MCP16_2 zeigt infolge dessen
auch eine deutliche Verzogerung der Sprachentwicklung, da er mit ca. elf Jahren noch
nicht sprechen kann. MCP16_1 scheint weniger eingeschrinkt zu sein durch ihre
Erkrankung. Bedauerlicherweise liegt jedoch von keinem der Betroffenen ein
neuropsychologisches Untersuchungsergebnis vor, um den Grad der Intelligenzminderung
zu spezifizieren.

Fiir die Familie MCP16 war die Sanger Sequenzierung die richtige Vorgehensweise. Die
Untersuchung der anderen beiden Familien hat allerdings gezeigt, dass diese Methode

nicht immer funktioniert. Der Vergleich der homozygoten Bereiche der Individuen der
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Familie MCP15 hat keine Kandidatengene und somit keinen Bereich fiir eine Sanger
Sequenzierung ergeben.

Bei der Familie MCP17 wurden die Kandidatengene SASS6 und CEP152 sequenziert,
Diese sind keine sehr hdufigen Genloci. Fiir das Gen SASS6 ist bisher nur eine Mutation
beschrieben und im Gen CEPI52 sind nur zwei verschiedene Mutationen gefunden
worden.(26) Bei den Betroffenen der Familie MCP17 wurden jedoch weder bekannte
Mutationen noch neue Mutationen in den beiden Genen gefunden, daher bringt diese
Vorgehensweise auch hier keine Aufklarung.

Die Félle der Familien MCP15 und MCP17 zeigen die Grenzen der hier angewandten
Methode. Allerdings bedeutet dies nicht, dass generell kein Ergebnis flir die Erkrankten
moglich ist. Vermutlich liegen die Mutationen der Betroffenen in bisher noch nicht
bekannten Genen, kleineren homozygoten Bereichen, sie sind gemischt heterozygot oder
nicht alle Betroffenen einer Familie haben die gleiche kausale Mutation. Die Mutationen
konnten auch in einem Intron der Kandidatengene liegen, denn auch diese werden mit der
angewandten Methode nicht erfasst. Es gibt viele Moglichkeiten, die allerdings mit den
hier gezeigten Methoden nicht herausgefiltert werden konnen. Es gibt dennoch Methoden
um die Mutationen ausfindig zu machen, denn seit der Einfilhrung der Sequenzierung in
den 1970er Jahren hat sich viel verdndert. Die 1977 eingefiihrte Sequenziermethode von
Frederick Sanger, wurde zundchst durch die Etablierung der Kapillarelektrophorese
optimiert, sodass in einem Lauf eine Millionen Basen ausgelesen werden konnten.(55)

Bis 2011 standen allerdings nur Methoden zur Verfiigung, mit denen einzelne Gene
untersucht werden konnten. Dies flihrte dazu, dass die Analysen bei Erkrankungen mit
mehreren infrage kommenden Genen sowohl einen zeitlichen als auch finanziellen
Aufwand bedeuteten. Dann wurde das Next Generation Sequencing (NGS) eingefiihrt, bei
dem Millionen von Sequenzierreaktionen gleichzeitig ablaufen und somit das ganze
Genom eines Menschen in einem Untersuchungsgang analysiert werden kann. Auch in den
letzten Jahren konnte die Geschwindigkeit der Sequenzierung und Analyse weiter
gesteigert werden, wihrend die Kosten deutlich geringer wurden. Im Humangenomprojekt
wurde zum ersten Mal ein gesamtes menschliches Genom sequenziert, dies hat damals
insgesamt 13 Jahre gedauert und ca. 2,7 Millionen US-Dollar gekostet. Heute braucht eine
solche Sequenzierung nur noch wenige Tage und ist schon fiir 1000 US-Dollar
moglich.(55,56)

Mit dieser neuen Methode kann man das gesamte Genom sequenzieren, Whole Genome

Sequenzieng (WGS) genannt, allerdings ist es auch moglich nur die Exome auszulesen
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(Whole Exome Sequencing, WES). Fiir einige Erkrankungen gibt es auch vorgefertigte
Oberflichen, mit denen nur die fiir die Krankheit relevanten Gene ausgelesen werden, dies
wird Candidate Gene Sequencing genannt.(56)

Allerdings wird die Datenanalyse mit groerem Sequenzierumfang deutlich aufwendiger
und daher im Gegensatz zu der eigentlichen Sequenzierung teurer. Doch die
Wabhrscheinlichkeit krankheitsrelevante Mutationen zu finden steigt deutlich.(55)

Bei einem WGS werden durchschnittlich drei Millionen Abweichungen gefunden, aus
denen dann die potentiell krankheitsrelevanten Varianten herausgefiltert werden, indem
nur Varianten in Exons oder Exon-Intron-Grenzen, sowie nur solche, die auch zu
Verdnderungen auf Proteinebene fiihren, beachtet werden. Es bleiben ca. 6.000 Varianten
iibrig, die mit Datenbanken abgeglichen werden. Ausgeschlossen werden damit Varianten,
die in der gesunden Bevolkerung mit einer Allelfrequenz > 1% vorkommen. Nach dieser
Ergebnisanalyse werden noch etwa 350 Varianten als potentiell krankheitsauslosend
eingestuft.(56)

Etwa 95% der 22.300 Gene des Menschen werden bei einem WES sequenziert, die
Materialkosten liegen dabei inzwischen unter 500 Euro. Mit NGS koénnen neue
krankheitsrelevante Gene entdeckt werden, die in dieser Arbeit verwendete Methode
hingegen beachtet nur bereits im Zusammenhang mit der Erkrankung beschriebene
Gene.(55) Doch auch das NGS hat Grenzen. Beispielsweise miissen alle Abschnitte
ausreichend oft sequenziert werden, um Varianten sicher identifizieren zu konnen. Doch
dies ist nicht immer der Fall. Zudem liegen die krankheitsrelevanten Bereiche nicht immer
in kodierenden Bereichen, die nichtkodierenden Bereiche schlieft man jedoch
normalerweise in der Datenanalyse aus. Werden diese nicht ausgeschlossen, ist die Menge
der moglichen Varianten zu grof8. Ein weiteres Problem sind strukturelle Aberrationen,
zum Beispiel Inversionen, Translokationen oder Chromosomenstiickverluste, welche nur
unzureichend beim NGS erfasst werden.(56) Fehleranfillig ist vor allem die
Vervielfiltigung der DNA-Abschnitte, denn etwa jedes tausendste Basenpaar ist fehlerhaft.
Ergebnisse sollten daher mit einer anderen Sequenziermethode validiert werden. Durch die
kurze Ldnge der Fragmente kann es auch zu einer fehlerhaften Rekonstruktion von
hochrepetetiven DNA-Abschnitten kommen.(55)

Inzwischen gibt es auch ein Third Generation Sequencing, dabei wird eine
Einzelmolekiilsequenzierung durchgefiihrt, um bekannte Schwachstellen zu iiberwinden.
Der fehleranfilligste Schritt, die Amplifikation der DNA-Fragmente, ist dabei nicht
notwendig.(55)
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Dieser gewaltige Fortschritt der Genetik in den letzten Jahren zeigt sich deutlich im
Wachstum der Datenbanken. Die Eintrdge in der Datenbank OMIM, zum Beispiel, haben
sich in den letzten 10 Jahren mehr als verdoppelt, es gibt nun fast 5000 registrierte
Phanotypen, bei denen die molekulare Grundlage geklart ist.(55)

Die Entwicklungen bringen aber nicht nur Vorteile, sondern auch einige
Herausforderungen, die in den nichsten Jahren gemeistert werden miissen. Sowohl ethisch
als auch datenrechtlich gibt es einige Diskussionspunkte. Da das gesamte Genom des
Menschen nun mit wenig Aufwand und Kosten ausgelesen werden kann, wird es immer
mehr Bestandteil der diagnostischen Routine. Die Anwendung wird sich nicht nur auf die
typischen Erbkrankheiten beschrianken.(55)

Ethisch zu bedenken ist der Umgang mit Zufallsbefunden, denn beim NGS werden nicht
nur Mutationen gefunden, die ursdchlich mit der Grunderkrankung in Zusammenhang
stehen.(56)

Fiir die beiden Familien, die durch diese Arbeit keine Ergebnisse erhalten haben, ist die
Entwicklung des NGS allerdings ein klarer Vorteil. Ein WES ihrer DNA und dessen
Auswertung sollte angeschlossen werden, um auch fiir diese Betroffenen ein
krankheitsauslosendes Gen ausfindig zu machen.

Die vorliegende Arbeit bietet daher noch viel Potential fiir weitere Uberlegungen und
Anschlussuntersuchungen, denn fiir die Betroffenen sollte die Ursache ihrer Erkrankung
abgekliart werden. Der Familie MCPHI16 kann nun erklirt werden, dass beide Eltern
Ubertriiger der Mutation ¢.3978G>A im ASPM-Gen sind und daher ihre Kinder an MCPH
erkrankt sind. Auflerdem muss 1thnen erldutert werden, dass ein hohes Risiko besteht, dass

auch weitere Kinder erkranken oder zumindest ebenfalls Ubertriger sein kdnnten.
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