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VI. Zusammenfassung

Die autosomal rezessive primare Mikrozephalie ist eine seltene erbliche Erkran-
kung, die aufgrund ausgepragter genetischer Heterogenitat und zum Teil unter-
schiedlicher phanotypischer Auspragung ein spannendes Forschungsfeld fur die
Genetik bietet. Mit der Einfihrung der Next-Generation Sequencing-Technologie
konnten in den letzten Jahren viele neue krankheitsverursachende Gene identifi-
ziert werden. Durch die Erforschung der beteiligten Proteine, welche gréftenteils
Rollen in der Zell- bzw. Zentriolenteilung erfullen, kbnnen immer weitere Teile der
menschlichen Gehirnentwicklung auf subzellularer Ebene ergriindet werden. Trotz
der wissenschaftlichen Fortschritte ist die Aufklarungsrate bei MCPH-Betroffenen
noch immer relativ niedrig. Mit dieser Arbeit sollen die Mdglichkeiten einer Geno-
typ-Phanotyp Korrelation optimiert werden und somit die Priorisierung von bekann-
ten, sowie auch von noch nicht identifizierten Krankheitsgenen im diagnostischen
wie wissenschaftlichen Zusammenhang verbessert werden.

Diese Diplomarbeit ist als Literaturrecherche angelegt und befasst sich in den ers-
ten Kapiteln mit den Grundlagen der MCPH in Form von Definition und klinischen
Aspekten inklusive Erscheinungsbild, Diagnostik, Abgrenzung gegenuber ahnli-
chen Erkrankungen und Begleitung Betroffener.

Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die physiologischen Mechanismen der Ge-
hirnentwicklung, die im Falle der MCPH verandert sind, grundlegend besprochen,
um ein besseres Verstandnis spater beschriebener Alterationen zu ermdglichen.
Um die genetische Diagnostik dieser und ahnlicher Erkrankungen besser ver-
standlich zu machen, werden friihere und aktuelle Techniken sowie Strategien zur
Auffindung krankheitsverursachender Gene erlautert.

Den Kern der Arbeit bilden Abschnitte, in welchen die einzelnen betroffenen Gene
und vor allem die Funktionen der entsprechenden Proteine im Kontext miteinander
sowie mit phanotypischen Veranderungen erlautert werden.

Diese Arbeit liefert somit einen aktuellen Uberblick Uber die Erkrankung MCPH
und stellt neueste wissenschaftliche Erkenntnisse Uber relevante Proteine im Zu-
sammenhang miteinander dar. Um die Mechanismen, welche dieser Erkrankung
und der Entwicklung des Gehirns zugrundeliegen, letztlich zu verstehen, wird wei-
terhin intensive Forschung betrieben, weshalb auch in baldiger Zukunft weitere

wichtige Erkenntnisse bezlglich neuer Genloci und Proteine zu erwarten sind.
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VIl. Abstract

Autosomal recessive primary microcephaly is a rare genetic disease, that, due to
genetic and in some cases also phenotypic heterogeneity, represents a fascinating
field of research. The introduction and worldwide availability of next-generation
sequencing technology has enabled geneticists to identify numerous novel dis-
ease-causing genes within the last few years. The exploration of involved proteins,
which in most cases function either in mitosis or duplication of centrioles, is lead-
ing to a better understanding of the subcellular mechanisms underlying human
brain development. Despite the great progress of science in genetics, there is still
a high rate of unresolved MCPH-cases. The purpose of this work is to optimize the
possibilities of genotype-phenotype correlations and to improve the prioritization of
both known and yet unidentified disease-causing genes in a diagnostic and scien-
tific context.

This diploma thesis is done in form of a literature research. The first chapters ad-
dress the definition and clinical aspects of MCPH including symptoms, diagnostics
and support of patients as well as a comparison with differential diagnosis.

A further chapter describes the physiological mechanisms of brain development
that are altered through MCPH-causing genetic variants in order to establish the
fundamental knowledge needed to understand later described pathologic
processes.

To allow a better understanding of genetic diagnostics in this field, this work also
includes information about techniques and strategies used to identify pathologic
genetic variants.

The core of this diploma thesis consists of chapters discussing MCPH-genes and
the physiologic and pathophysiologic roles of their related proteins in relation to
each other and to the resulting phenotypes.

Therefore this work provides an overview of the disease MCPH including recent
scientific publications about relevant proteins in context with the phenotypic ex-
spression as a result of MCPH-causing variants. Since there is still a lot of re-
search going on in this field in order to completely understand the mechanisms
underlying MCPH and human brain development, there are more publications

about new genes and proteins to be expected in near future.
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1 Einleitung

Die autosomal rezessive primare Mikrozephalie (microcephaly primary hereditary)
ist eine selten auftretende Erkrankung, die durch Storungen in der embryonalen
Neurogenese bedingt ist (7). Personen mit MCPH zeigen unterschiedlich stark
ausgepragte Verringerungen des zerebralen Volumens sowie des Kopfumfangs
und damit einhergehend unterschiedlich ausgepragte intellektuelle Beeintrachti-
gungen oder fallweise auch weitere klinische Auffalligkeiten, wie etwa kleine Statur
oder skelettale Anomalien (7, 8). In der Diagnostik muss MCPH von anderen For-
men der primaren Mikrozephalie sowie von sekundaren Mikrozephalie-Formen
und syndromalen Erkrankungen mit Mikrozephalie, etwa dem Seckel-Syndrom
oder dem Meier-Gorlin-Syndrom, unterschieden werden (7, 9). Die Inzidenz der
MCPH ist abhangig von der Population stark unterschiedlich und Angaben diesbe-
zuglich reichen von 1:1.000.000 in nicht-konsanguinen, weilden Populationen bis
1:10.000 im Norden Pakistans, wo konsanguine Verbindungen Ublich sind (8, 10).
Im Nordosten Pakistans, vor allem in und nahe der Stadt Gujrat, haben sich durch
das gehaufte Auftreten von Mikrozephalie sogar religiose Mythen um betroffene
Menschen entwickelt. Frauen, die Schwierigkeiten haben, Kinder zu bekommen,
beten an einem Schrein in dieser Stadt zu einem bestimmten Heiligen. Schenkt
ihnen der Heilige in Folge ein Kind, so wird dieses laut dem Mythos mikrozephal
und muss dem Schrein Ubergeben werden, um dort aufzuwachsen und zu leben.
Ubergibt die Frau das Kind nicht, werden alle weiteren Kinder ebenso mikroze-
phal. Die betroffenen Menschen werden dort als Chuas oder rat people bezeichnet
und viele von ihnen werden bis heute zum Betteln missbraucht. Aus wissenschaft-
licher Sicht sind autosomal rezessiv vererbte Genvariationen, welche Mikrozepha-
lie zur Folge haben, die wahrscheinlichste Ursache fur die Beeintrachtigungen
dieser Personen, deren Leben durch diesen Mythos und seine Folgen noch weiter
erschwert wird (11).

Bis dato wurden verschiedenste Varianten an 17 unterschiedlichen Genloci auf
zehn verschiedenen Chromosomen als ursachlich fur die autosomal rezessive
primare Mikrozephalie nachgewiesen (12—-17). Ein Grol3teil der bekannten MCPH-
Gene kodiert fur Proteine, die eine wesentliche Rolle in der Funktion der Zentrio-
len spielen und damit essentiell am regelrechten Ablauf der Mitose, sowie an Zell-

Zyklus Kontrollpunkten beteiligt sind (12). Aufgrund ihrer aul3erst heterogenen Kili-
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nischen und genetischen Erscheinung stellt MCPH auch heute noch, sowohl in der
Mutationsfindung, wie auch in der klinischen Diagnostik, eine grol3e Herausforde-
rung dar, obwohl die Entwicklung und mittlerweile weit verbreitete Anwendung
neuer Technologien, allen voran des Next-Generation Sequencing, grole Fort-
schritte bei der Auffindung neuer, krankheitsverursachender Varianten gebracht
hat (12, 18). Mit dieser Arbeit sollen der aktuelle Stand der Wissenschaft bezuglich
MCPH-Genloci, -Mutationen und zugehdriger Proteine dargestellt, sowie mdgliche
Genotyp-Phanotyp Korrelationen erlautert werden, um in der Mutationsfindung
eine bessere Priorisierung bestimmter Loci je nach klinischem Erscheinungsbild
zu erreichen und somit die humangenetische Diagnostik bezuglich MCPH zu er-
leichtern. Zusétzlich soll ein Uberblick Uber die autosomal rezessive primare
Mikrozephalie - vom klinischen Erscheinungsbild und der Abgrenzung gegenuber
syndromalen Erkrankungen mit Mikrozephalie, Uber die Mutationssuche, bis hin zu
moglichen zukulnftigen Entwicklungen bezuglich Aufklarungsrate und Diagnostik -

geboten werden.

2 Kilinik von autosomal rezessiv vererbten Formen der

primaren Mikrozephalie

2.1 Definition und Atiologie der Mikrozephalie

Der Begriff Mikrozephalie selbst bezeichnet keine Krankheit, sondern eine klini-
sche Auffalligkeit. Definiert wird sie als signifikante Reduktion der okzipitofrontalen
Zirkumferenz (occipito-frontal circumference) gegenuber dem Alter, dem Ge-
schlecht und der Ethnizitat angepassten Vergleichswerten, wobei diskutiert wird,
ob eine OFC<-2 Standardabweichungen (standard deviations) oder <-3 SD be-
nutzt werden sollte, um unter 19-jahrige Personen als mikrozephal zu definieren
(19). Kaindl et al. (18) sprechen ab einer OFC<-2 SD von Mikrozephalie und ab
einer OFC<-3 SD von schwerer Mikrozephalie. Nach Zeitpunkt des Auftretens der
OFC-Reduktion kann man zwischen primarer und sekundarer Mikrozephalie un-
terscheiden. Primare Formen der Mikrozephalie sind definitionsgemaf vor der 36.
Schwangerschaftswoche nachweisbar, womit &atiologisch Verschiedenes in Be-
tracht gezogen werden muss. Versagen oder Reduktion der Neurogenese (etwa
durch Infektionen mit dem Zytomegalievirus im ersten Trimester, durch chromo-

somale Veranderungen oder Formen der autosomal rezessiven primaren Mikro-
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zephalie), destruktive Ereignisse vor der Geburt (wie pranatale porenzephalische
Zystenbildung durch Hypoxie oder Ischamie, oder mitochondriale Mutationen),
oder, noch seltener, sehr frih auftretende degenerative Prozesse (wie in manchen
Fallen des Aicardi-Goutieres-Syndroms) kdénnen primare Mikrozephalie auslésen
(19, 20). Auch andere Infektionskrankheiten entsprechend dem STORCH-
Komplex sowie mutterliche Phenylketonurie, Malnutrition, Hypothyreose oder die
Einnahme teratogener Substanzen (etwa bestimmter Medikamente oder Alkohol)
wahrend der Schwangerschaft mussen als Ursache in Betracht gezogen werden.
Sekundare Mikrozephalie kann nicht durch fehlerhafte Neurogenese, jedoch aber
durch alles andere, das die geordnete Entwicklung und Funktionalitat der zentra-
len Nervensystems stort, bedingt sein. Dazu zahlen etwa Stérungen der neurona-
len Migration, pranatale zerebrale Insulte, Blockierungen der normalen Entwick-

lung und degenerative Erkrankungen (19).

2.2 Klinisches Erscheinungsbild von MCPH

Von MCPH betroffene Patientinnen weisen eine OFC von mindestens zwei bis
drei Standardabweichungen unter dem nach Alter, Geschlecht und Ethnizitat an-
gepassten Mittel sowie eine langsamere OFC-Zunahme als der Durchschnitt auf
und die genannten Veranderungen treten im zweiten Trimester der Schwanger-
schaft in Erscheinung (1). Durch die langsamere Zunahme der okzipitofrontalen
Zirkumferenz nach der Geburt bleibt die OFC im Laufe der Entwicklung immer
weiter hinter dem Durchschnitt zurick, womit altere Individuen OFC-Werte zwi-
schen <-4 SD und <-12 SD zeigen (21). Zuweilen wird auch der Kopfumfang als
Mal benutzt, um Mikrozephalie zu beschreiben. Angaben fir MCPH-Patientinnen
reichen beim Kopfumfang von zwei bis zwdlf Standardabweichungen unter dem
Durchschnitt (8, 9). MCPH-Betroffene weisen ein kleineres Gehirn mit verkleiner-
ten Gyri auf, wodurch die damit einhergehende Verringerung des Kopfumfangs zu
erklaren ist (19, 21). Das Volumen der Hemispharen kann dabei auf bis zu ein
Drittel reduziert sein. Die Topographie und Organisation der Gyri sind meist nor-
mal, manchmal zeigt sich eine etwas vereinfachte Struktur. Metencephalon und
Cerebellum sind bei normalem Aufbau ebenfalls verkleinert (21). Die Struktur des
Gehirns ist aber ansonsten meist nicht starker verandert. In einigen Fallen ist
MCPH mit weiteren klinischen Erscheinungen, wie kleiner Statur, skelettalen
Anomalien oder Neigung zu leichten Krampfanfallen assoziiert (7). Bei MCPH-
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Fallen mit kleiner Statur ist die KorpergroRe um zwei bis drei SD verringert. Die
Meilensteine der Entwicklung werden Ublicherweise etwas verzdgert erreicht und
betroffene Kinder ohne zusatzliche zerebrale Malformationen lernen normalerwei-
se vor der Vollendung des zweiten Lebensjahres aufrecht zu gehen. Skelettale
Veranderungen zeigen sich meist nur fazial in Form einer schmalen, fliehenden
Stirn. Bei besonders ausgepragter Mikrozephalie imponiert das Mittelgesicht pro-
minent mit groBer Nase (21). Die Patientinnen zeigen variable intellektuelle Beein-
trachtigung, wobei nur wenige Daten bezuglich kognitiver Fertigkeiten bei bestatig-
ter MCPH bestehen (7, 21). Individuen mit MCPHS5 erreichen laut Passemard et al.
(22) 1Q-Werte von etwas unter 40 bis 70, wobei der 1Q nicht mit der okzipitofronta-
len Zirkumferenz korreliert. Schwere neurologische Defizite treten nicht auf, jedoch
zeigen einige Patientinnen Hyperaktivitat, Aufmerksamkeitsdefizite oder Aggressi-
vitat (18, 22, 23). Die meisten MCPH-Patientinnen sind zusatzlich von verzogerter
Sprachentwicklung betroffen und lernen zwischen dem dritten und vierten Lebens-
jahr zu sprechen, sofern keine zusatzlichen Malformationen des Gehirns bestehen
(21). Bei etwa 10% der von MCPHS5 betroffenen Individuen sind Krampanfalle be-
richtet worden. Ublicherweise kommt es erst nach dem vollendeten zweiten Le-
bensjahr zu ersten Krampfanfallen. Sie sind tonisch-klonischer Natur, treten vor
allem nachts auf und sind mittels antikonvulsiver Medikation meist leicht zu kon-
trollieren (21, 22, 24). MCPH kann somit genetische und klinische Gemeinsamkei-
ten mit verwandten syndromalen Krankheiten, wie dem Seckel-Syndrom, dem
Meier-Gorlin-Syndrom, oder dem mikrozephalen osteodysplastischen primordialen
Kleinwuchs zeigen (7, 18, 25, 26). Die Abgrenzung gegenuber syndromalen Er-
krankungen wird im Kapitel "MCPH im Vergleich zu syndromalen Erkrankungen

mit Mikrozephalie" naher besprochen.

2.3 Diagnostik

Die Basisdiagnostik bei Patientinnen mit primarer Mikrozephalie sollte laut Verloes
et al. (21) immer eine MRT-Untersuchung des Gehirns, um die anatomischen Ge-
gebenheiten und eventuelle Kalzifizierungen zu beurteilen, eine Untersuchung
durch einen Kinder-Neurologen, eine Funduskopie, um asymptomatische retinale
Anomalien auszuschlielfen und eine chromosomale Mikroarray-Analyse, um
chromosomale Veranderungen aufzudecken, beinhalten. Wenn MCPH wahr-
scheinlich erscheint, sollte zuerst in jedem Fall eine maternale Phenylketonurie
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ausgeschlossen werden. Falls Patientinnen zusatzlich zur Mikrozephalie eine klei-
ne Statur aufweisen, sollten Rontgenuntersuchungen der gro3en Knochen, eine
Bestimmung des Knochenalters und eine Bestimmung des Insulin-like growth fac-
tor 1 folgen. Woods und Parker (19) empfehlen ein etwas anderes diagnostisches
Vorgehen, zu sehen in Abbildung 1 auf Seite 6. Zuerst soll hierbei ergrindet wer-
den, ob die OFC-Reduktion schon bei der Geburt bestand, oder sich erst postnatal
entwickelte. In weiterer Folge wird der Fall nach bestimmten Kriterien einer von
drei diagnostischen "Schienen" zugeordnet. Der ersten Schiene werden Falle zu-
geordnet, bei denen Umwelteinflisse atiologisch in Frage kommen, etwa wenn
spastische Diplegie besteht und die Bildgebung des Gehirns periventrikulare Leu-
komalazie zeigt, welche typisch flr intrauterine oder geburtliche Asphyxie ist. Eine
zweite Schiene beschreiten Falle, in welchen Dysmorphien und/oder kongenitale
Malformationen, wie etwa kleine Statur oder bestimmte Gesichtsveranderungen
gefunden werden. In der dritten Schiene finden sich jene Falle wieder, bei welchen
andere spezielle klinische Erscheinungen, etwa sekundare Mikrozephalie, schwe-
re Entwicklungsverzdgerung oder episodische Hyperventilation, auftreten. Ja nach
Schiene werden im Verlauf eventuell spezielle Untersuchungen und Testmodalita-
ten, oder auch das Hinzuziehen von weiteren Spezialisten, etwa padiatrischen
Neurologen oder Humangenetikern, bendotigt, um am Ende die richtige Diagnose

stellen zu kdnnen (19).
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Abbildung 1: Klinisch-diagnostische Vorgehensweise bei Mikrozephalie. Durchgehende Pfeile stehen
fiir "Ja", unterbrochene Pfeile fir "Nein". Ubernommen aus Woods, Parker 2013 - Investigating micro-
cephaly (19, S.709).

2.4 Patientinnenmanagement und -begleitung

Die Therapie von MCPH-Betroffenen hat supportiven Charakter und umfasst spe-
Zielle, an das jeweilige Individuum angepasste Erziehungs- und Bildungspro-
gramme, Logopadie, eventuell Verhaltenstherapie und Ergotherapie. Von verzo-
gertem Wachstum betroffene Patientinnen kénnen von einer Behandlung mit
Wachstumshormon (Somatotropin) profitieren. Eventuell auftretende Krampfanfal-
le sind Ublicherweise durch Monotherapie mit einem klassischen Antiepileptikum
gut zu kontrollieren. In der medizinischen Beobachtung und Begleitung von
MCPH-Patientinnen sollten KorpergroRe und okzipitofrontale Zirkumferenz regel-
mafig gemessen und mit Standardwerten verglichen werden. Ebenso sollten zu-

mindest bis zum Erwachsenenalter in festen Abstanden neurologische und neuro-



psychologische Untersuchungen erfolgen, um den Entwicklungsstand des Indivi-
duums zu evaluieren und mogliche Symptome sowie Problematiken in der Ent-
wicklung wie etwa Verhaltensauffalligkeiten, Hyperaktivitat, Aufmerksamkeitsdefi-
zite oder Neigung zu Krampfanfallen, frihestmdglich zu erkennen. Den Eltern von
MCPH-Betroffenen sollte zumindest im Falle des Wunsches nach weiteren Kin-
dern genetische Beratung empfohlen werden. Kinder von zwei Mutationstragern
sind zu 25% von MCPH betroffen, zu 50% heterozygote, asymptomatische Trager
der krankheitsverursachenden genetischen Variante und zu weiteren 25% weder
betroffen, noch Trager. Im Falle einer Schwangerschaft, bei welcher die Elternteile

Mutationstrager sind, ist pranatale Diagnostik mdglich (21).

3 MCPH im Vergleich zu syndromalen Erkrankungen mit

Mikrozephalie

Syndromale Erkrankungen stellen wichtige Differentialdiagnosen zur autosomal
rezessiven primaren Mikrozephalie dar (7, 19). Da bis August 2014 bereits Uber
800 syndromale Erkrankungen mit Mikrozephalie beschrieben wurden, werden im
Folgenden nur die wichtigsten Entitaten angefuhrt (27). Tabelle 1 auf Seite 7 zeigt
eine Auflistung von erwahnenswerten Syndromen mit Mikrozephalie. Seckel-
Syndrom, Meier-Gorlin-Syndrom und mikrozephaler osteosdysplastischer primor-
dialer Kleinwuchs Typ 2 (microcephalic osteodysplastic primordial dwarfism type
2) werden aufgrund ihrer Wichtigkeit separat in den folgenden Unterkapiteln be-

schrieben.

Tabelle 1: Syndromale Erkrankungen mit Mikrozephalie. Entitaten, Gene, Symptomatik und Erbgang
entnommen aus (21). Genloci enthommen aus der jeweils angegebenen Referenz. Die angegebene
Symptomatik versteht sich zusatzlich zu Formen der Mikrozephalie. *Aufgrund der ausgepragten ge-
netischen Heterogenitat der Fanconi Andmie werden die einzelnen Genloci hier nicht erwahnt.

MYCN / Milde Syndaktylie, Hypoplasie der Daumen,
2p24.3 / B : : : (28)/
MIR17H AD tracheodsophageale Fistel, intestinale Atre-
13931.3 ; ; i (29)
G sien, kleines Kiefer

Erscheinung ahnelt Treacher-Collins-Syndrom,
17921.31 EFTUD2 AD Entwicklungsverzdégerung, sensorineurale (30)
Schwerhdrigkeit
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15q26.3  IGF1R

12q23.2 IGF1

Xp11.23  PQBP1

FANC- A,
B, C, D1,
Diverse* D2, E, F,
G I JL,
M, N

8g21.3 NBN

12p11.21 DDX11

2935/  NHEJ1/
13q33.3 LIG4

5q12.1/ ERCC8/
10911.23  ERCC6

19913.32 ERCC2/
129143/ ERCC3/
13933.1 ERCC5
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IUGR, Entwicklungsverzégerung
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Hoden
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Hypogammaglobulinamie, Lymphopenie, er-
héhte Sensitivitat gegenuber ionisierender
Strahlung, Entwicklungs- und Wachstumsver-

zbgerung, Hautveranderungen

Wachstums- und Entwicklungsverzégerung,
Photosensitivitat, Karzinome der Haut, pro-
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(34)

(39)
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Variables

Aneuploi-
. Wachstumsverzogerung, Dandy-Walker-
die- 15915.1 BUB1B AR (44)
. Malformation
Mosaik-
Syndrom

3.1 Seckel-Syndrom

Das Seckel-Syndrom stellt aufgrund von genetischen sowie phanotypischen Uber-
schneidungen und Ahnlichkeiten eine der bedeutendsten syndromalen Differenti-
aldiagnosen zu MCPH dar (21). Auch das autosomal rezessiv vererbte Seckel-
Syndrom an sich weist genetische Heterogenitat auf. So wurden bis zum Jahr
2015 Varianten in acht verschiedenen Genloci (ATR, ATRIP, CENPJ, RBBPS,
NIN, DNA2, CEP63 und CEP152) als Ausloser fur SCKL identifiziert, wobei zwei
davon (CENPJ und CEP152) gleichzeitig bekannte MCPH-Genloci darstellen (21,
45). Yigit et al. (45) wiesen 2015 weitere SCKL-ausldésende Varianten in
CDK5RAP2 nach. Mutationen in diesem Gen kénnen bekanntlich auch MCPH Typ
3 auslésen (46). SCKL prasentiert sich typischerweise mit intrauteriner Wachs-
tumsretardierung, kleiner Statur, intellektueller Beeintrachtigung, schwerer Mikro-
zephalie und charakteristischen fazialen Dysmorphien wie Hockernase, hervortre-
tenden Augen, fliehender Stirn und Mikrognathie (21, 45). Diese speziellen Ge-
sichtsveranderungen werden von manchen Autoren als vogelkopfartig beschrie-
ben. Seckel-Syndrom-Betroffene zeigen mit einer OFC<-9 SD im Mittel ahnlich
ausgepragte Mikrozephalie wie MCPH-Patientinnen. Personen mit Seckel-
Syndrom kommen mit geringer Korpergrolie sowie geringem Gewicht auf die Welt
und auch das postnatale Wachstum ist verringert, womit die Kérpergrof3e im Mittel
um etwa 7 SD verringert ist. Kinder, deren Kérpergrolie Uber das erste Lebensjahr
hinaus persistierend um drei bis vier SD reduziert ist, werden als phanotypisch
zwischen SCKL und MCPH befindlich beschrieben. Die intellektuelle Beeintrachti-
gung beim Seckel-Syndrom wird als moderat bis schwer bezeichnet, wobei 50%
der Patientlnnen einen Intelligenzquotient (1Q) unter 50 aufweisen. Bei Seckel-
Syndrom-Patientlnnen wird von stark verzégerter Knochenalterung berichtet (21).
Zusatzlich konnten in einigen Fallen bestimmte hamatologische, kardiovaskulare
und endokrine Veranderungen beobachtet werden (47). Pranatal konnen zwei-
und dreidimensionale Sonographie und Magnetresonanztomographie des fetalen



Gehirns diagnostisch hilfreich sein (48). Aufgrund der Uberlappungen des Seckel-
Syndroms mit MCPH wird bezuglich des Umgangs mit Betroffenen und der Thera-
pie von Begleiterscheinungen an dieser Stelle auf das obige Unterkapitel 2.4
"Patientinnenmanagement und -begleitung" verwiesen (21). In der medizinischen
Begleitung von SCKL-Betroffenen sollte zusatzlich auf mogliche hamatologische
Veranderungen geachtet werden. Diese konnen zumindest zum Teil mittels Kno-

chenmarkstransplantation erfolgreich behandelt werden (48).

3.2 Meier-Gorlin-Syndrom

Das Meier-Gorlin-Syndrom ist eine seltene, autosomal rezessiv vererbte Erkran-
kung, die aufgrund von phanotypischen Uberlappungen mit MCPH und SCKL in
vielen Fallen differentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden muss (21, 25).
Ausgeldst wird dieses Syndrom durch homozygote Mutationen in einem der funf
bekannten Genen ORC1, ORC4, ORC6, CDT1 und CDC6, deren Genprodukte
am sogenannten prareplikativen Komplex beteiligt sind. Hypothesen zufolge resul-
tiert diese Beeintrachtigung des prareplikativen Komplexes am Ende in einer Limi-
tierung der Teilungsrate und damit in einer Reduktion der Gesamtzahl an Zellen
und einer Verminderung des Wachstums sowie der Grole des betroffenen Orga-
nismus (26, 49). MGORS-Betroffene zeigen zum Teil vielfaltige Auffalligkeiten,
wobei eine Triade aus Mikrotie, Fehlen oder Fehlbildungen der Patellae und klei-
ner Statur charakteristisch fur das Meier-Gorlin-Syndrom ist und zumindest zwei
dieser drei Veranderungen bei nahezu allen Patientinnen aufzufinden sind. Die
Mikrotie kann in leichten bis schweren Formen auftreten. Patellae sind meist feh-
lend, kdnnen aber auch in hypoplastischer Form vorhanden sein. Die kleine Sta-
tur manifestiert sich meist bereits in Form einer intrauterinen Wachstumsretardie-
rung und konsekutiv verringertem Wachstum bis zur Vollendung des ersten Le-
bensjahres, wobei sich in der Folge nahezu normales Wachstum zeigt, ohne dass
die Individuen gegenlber Gleichaltrigen an KorpergréRe aufholen. Weitere haufige
Auffalligkeiten bei Patientinnen mit Meier-Gorlin-Syndrom sind Mikrozephalie,
Mammahypoplasie und hypoplastische Labiae bei weiblichen, Kryptorchismus bei
mannlichen Individuen, sparliche Achselbehaarung, Mikrostomie, volle Lippen,
Retrognathie bis Mikrognathie und eine schmale, konvexe Nase. Die meisten Pa-
tientinnen weisen einen normalen Intellekt auf. Relativ haufig sind Anomalien des

Respirationstrakts, etwa kongenitale pulmonale Emphyseme, Broncho-, Laryngo-
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und/oder Tracheomalazie, sowie Probleme bei der Futterung der betroffenen
Neugeborenen und Kleinkinder festzustellen. Die klinische Diagnostik des Meier-
Gorlin-Syndroms basiert hauptsachlich auf der charakteristischen Triade aus
Mikrotie, hypo- bis aplastischen Patellae und kleiner Statur. Weitere sehr typische
Veranderungen, die bei der Diagnose hilfreich sein kdnnen, sind die Hypoplasie
der Mammae und die speziellen fazialen Gegebenheiten. Korpergrofle und Kopf-
umfang sind beim Seckel-Syndrom meist geringer als bei MGORS und PatientIn-
nen mit mikrozephalem osteodysplastischen primordialen Kleinwuchs weisen im
Gegensatz zu MGORS- und SCKL-Betroffenen eine kleine, disproportionale Statur
sowie skelettale Dysplasien auf. Den Eltern von MGORS-Betroffenen kann bei
Kinderwunsch genetische Beratung angeboten werden und im Falle einer
Schwangerschaft bei bekanntem Gendefekt besteht die Méglichkeit, eine Chorion-
zottenbiopsie oder Amniozentese durchzufuhren, um eine pranatale Diagnose zu
ermdglichen, wobei nicht zuletzt aufgrund der phanotypischen Heterogenitat der
Erkrankungen ethische Aspekte bedacht und diskutiert werden mussen. Die sup-
portive Therapie von MGORS-Patientinnen kann aufwendig sein und es bedarf vor
allem in der Kindheit multidisziplinarer Hilfe. Die Therapie mit Wachstumshormo-
nen ist bei Patientinnen mit genetisch diagnostiziertem MGORS jedoch meist nicht
erfolgreich (49).

3.3 Mikrozephaler osteodysplastischer primordialer Kleinwuchs
Typ 2
Der mikrozephale osteodysplastische primordiale Kleinwuchs Typ 2 (auch Ma-
jewski osteodysplastic primordial dwarfism type 2) ist ebenfalls eine seltene, auto-
somal rezessiv vererbte Krankheit, die von anderen Formen des Kleinwuchses,
ebenso wie das Seckel-Syndrom und das Meier-Gorlin-Syndrom, vor allem durch
eine, im Vergleich zum restlichen Koérper, kleine KopfgroRe abzugrenzen ist.
MOPD2 wird durch Loss-of-Function- (Funktionsverlust-) Mutationen im PCNT-
Gen, welches fur das Protein Pericentrin kodiert, ausgelost (48). Durch diesen
Funktionsverlust kommt es zu desorganisierten mitotischen Spindeln und fehler-
hafter Chromosomensegregation und durch die damit verbundene Stérung der
Mitose, Hypothesen zufolge, zu verringerter Zellproliferation, verringerter Gesamt-
zellzahl und Reduktion der KorpergroRe (26, 50). Zusatzlich zu intrauteriner und

postnataler Wachstumsretardierung, verzdgerter Knochenreifung und Mikrozepha-
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lie zeigen Patientlnnen mit mikrozephalem osteodysplastischen primordialen
Kleinwuchs Typ 2 Auffalligkeiten und Beeintrachtigungen wie disproportional klei-
ne Extremitaten, Mikrodontie, weit voneinander entfernt stehende Milchzahne, be-
sonders hohe Stimme, Schlafstérungen, verzdégerte mentale Entwicklung, stato-
motorische Retardierung, Krankheitsneigung, Atemprobleme, Futterungsproble-
me, Hyperaktivitat, Weitsichtigkeit und Gehirnaneurysmen. Weitere charakteristi-
sche skelettale Anomalien sind etwa kleine Darmbeinschaufeln, Coxa vara, V-
formige distale femorale Metaphysen, triangulare distale femorale Epiphysen,
Pseudoepiphysen der Metakarpalknochen, kurze erste Metakarpalknochen und
Brachymesophalangie. AuRerdem wurden bei MOPD2-Betroffenen gehauft Leu-
kozytosen und Thrombozytosen festgestellt. Auch Patientinnen mit MOPD2 bedur-
fen vor allem in der Kindheit besonderer, multidisziplinarer Betreuung. Diese be-
inhaltet verschiedene supportive Therapieformen und regelmalige facharztliche
Untersuchungen. Nach Therapieversuchen mit Wachstumshormonen und rekom-
binantem insulin-like growth factor 1 konnten bis dato keine relevanten VergroRe-

rungen der Patientinnen-Staturen berichtet werden (48).

3.4 Konklusion des Vergleichs

Wie bereits aus der Diskussion der einzelnen Entitaten ersichtlich wird, sind die
jeweils beschriebenen Phanotypen in ihrer typischen Auspragung durchaus unter-
schiedlich. Besonders die Korperproportionen des einzelnen Individuums (MOPD2
zeigt disproportionalen Kleinwuchs), faziale Charakteristika (vogelkopfartiges Profil
bei SCKL) und spezielle Merkmale wie Mikrotie und fehlende Patellae (bei
MGORS) kénnen im Zuge der Diagnostik hilfreich sein, um syndromale Erkran-
kungen untereinander, sowie von autosomal rezessiver primarer Mikrozephalie,
wo aulder fliehender Stirn kaum spezielle Dysmorphien beschrieben werden, zu
unterscheiden. Da jedoch die einzelnen Erkrankungen aufert selten sind, aul3er
den drei naher beschriebenen Syndromen noch viele weitere phanotypisch tber-
lappende Syndrome existieren und zusatzlich nicht immer alle Charakteristika bei
jedem betroffenen Individuum auftreten, verlangt die Diagnostik dem Kliniker eini-
ges ab. Bei nicht eindeutig zuordenbarem Phanotyp kdnnen Karyotypisierung und
molekulargenetische Testung helfen, die korrekte Diagnose zu finden um der be-
troffenen Person in weiterer Folge geeignete Begleitung und unterstiutzende the-
rapeutische Mallnahmen zukommen zu lassen (21, 48, 49).
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4 Grundlagen der Entwicklung des zentralen Nervensys-

tems

Um das Verstehen der Auswirkungen der weiter unten genauer erlauterten MCPH-
verursachenden Mutationen zu ermdglichen, werden in den folgenden Unterkapi-
teln die Entwicklung des zentralen Nervensystems und die betroffenen Vorgange
der embryonalen Neurogenese auf zellularer Ebene moglichst pragnant zusam-

mengefasst.

4.1 Neurulation

Das zentrale Nervensystem des Menschen nimmt seinen Anfang im Prozess der
Neurulation als relativ simple Zellansammlung auf der dorsalen Seite des Embryos
im Gastrula-Stadium. Diese Ansammlung von Zellen wird Neuralplatte genannt
(51). Die Neuralplatte beginnt bald sich auszudehnen, wobei sich ihre lateralen
Enden aufwarts und dann in Richtung der Mittellinie falten, um schlieBlich das
Neuralrohr zu formen, welches sich etwa am 30. embryonalen Tag komplett ver-
schlie®t (52). Amnionflussigkeit verbleibt im Zentralkanal des Neuralrohrs und es
entwickelt sich ein primitives Ventrikelsystem (53). Durch verschiedene stereotype
Konstriktions-, Biegungs- und Expansionsvorgange entstehen aus dem rostralen
Ende des Neuralrohrs zunachst drei Vesikel, welche die Vorlaufer des Prosen-

cephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon darstellen (54).

4.2 Neurogenese

Zwischen der vierten und flunften Gestationswoche beginnen nahe der auf’eren
Oberflache dieser Vesikel befindliche neuroepitheliale Zellen symmetrische Zelltei-
lung entlang des Randsaums der Ventrikel zu betreiben (55). Diese Zellen werden
als neuronale Progenitorzellen bezeichnet und stellen pluripotente Stammzellen
dar (51, 56). Bei der symmetrischen Zellteilung durchlaufen diese Zellen vier Pha-
sen. In der ersten Phase befinden sich die Zellkerne in basaler, von den Ventrikeln
entfernter Position, bevor sie sich in einem nachsten Schritt in Richtung der apika-
len, ventrikularen Oberflache bewegen. In der dritten Phase findet mit der Zytoki-
nese eine symmetrische Teilung in zwei neue Progenitorzellen statt. Im letzten
Schritt kehren beide Zellen in eine basale Position zurlick. Die symmetrische Zell-
teilung resultiert folglich in einer Erweiterung des neuronalen Progenitor-Pools

(53). Die Furchungsebene ist bei der symmetrischen Zellteilung vertikal zur ventri-
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kularen Oberflache orientiert (57). Den Bereich, in welchem im Rahmen der sym-
metrischen Zellteilung diese Vorgange der Zellkern-Migration stattfinden, bezeich-
net kann man als ventrikulare Zone. Sie liegt den Ventrikeln unmittelbar an und
der Prozess der nuklearen Migration lasst sie als pseudostratifiziert erscheinen
(55, 58). Um die funfte Gestationswoche herum beginnen die Progenitorzellen in
der ventrikularen Zone, auch Radialgliazellen genannt, von der symmetrischen zur
asymmetrischen Zellteilung zu wechseln, bei welcher die Furchungsebene hori-
zontal orientiert ist (53, 57). Somit beginnt die Produktion der endgultigen Neuro-
nen, die Neurogenese (56). Im Zuge der asymmetrischen Zellteilung verbleibt eine
Tochterzelle als Radialgliazelle in der VZ, wahrend die andere Tochterzelle ent-
weder eine intermediare Progenitorzelle oder ein postmitotisches Neuron sein
kann (53). Intermediare Progenitorzellen teilen sich in Folge in zwei postmitotische
Neuronen (59). Radialgliazellen und intermediare Progenitorzellen konnen in eine
apikale und eine basale Subgruppe unterteilt werden. Apikale Radialglia- und in-
termediare Progenitorzellen bilden bipolare Fasern zwischen der apikalen und ba-
salen Oberflache aus und verbleiben in der VZ (60). Basale Radialglia- und inter-
mediare Progenitorzellen bilden unipolare, basale Fasern aus und entfernen sich
aus der VZ (53). Die Zellen der basalen Subgruppe sind somit nicht mit der ventri-
kularen Oberflache verbunden und weisen keine nukleare Migration auf (61). Die
Akkumulation der basalen Zellen lasst die sogenannte subventrikulare Zone (SZ)
entstehen, die der VZ oberflachlich aufliegt. Die Radialgliazellen der SZ teilen sich
asymmetrisch, stellen somit eine wichtige Quelle fur intermediare Progenitorzellen
dar und tragen wesentlich zu kortikalem Wachstum und Faltung bei (53). Die
ventrikulare und subventrikulare Zone bilden folglich eine aktive Proliferationszo-
ne, aus der die Pyramidenzellen hervorgehen, welche im Laufe der Zeit entlang
der Fasern der Radialgliazellen auswarts wandern, um die charakteristische

sechs-schichtige Struktur des Kortex von innen nach aul3en zu formen (62).

4.3 Storungen der Neurogenese bei Mikrozephalie

Bei der Gehirnentwicklung mikrozephaler Personen kann es unter anderem zu
Veranderungen der Furchungsebene bei der Teilung der Progenitorzellen kom-
men, wodurch vertikale, symmetrische Zellteilungen zahlenmafRig abnehmen und
horizontale, asymmetrische Teilungen begunstigt, also haufiger werden. Dadurch
wird die Zahl der Progenitorzellen und Neuronen insgesamt erniedrigt, wodurch
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sich folglich auch das kortikale Volumen verringert (53). Aul3erdem kann bei be-
stimmten MCPH-Typen ein verfrihter Zelltod der neuronalen Progenitorzellen,
ausgeldst durch Defekte in der Zellzyklusregulation oder Stérungen von DNA-

Reparaturmechanismen, eine Reduktion des kortikalen Volumens bedingen (18).

5 Strategien zur Auffindung von krankheitsverursa-

chenden Genen

Es existieren Uberaus zahlreiche, zum Teil dulRerst seltene Erkrankungen, wel-
chen jeweils Veranderungen eines einzelnen Gens als Ursache zugeschrieben
werden (63). Sie werden als monogene Erkrankungen bezeichnet und zeigen ein
Vererbungsmuster, das den Mendel'schen Regeln folgt, weshalb im englischen
Sprachraum haufig auch die Bezeichnung "Mendelian disorders" flir sie gebraucht
wird. Die Erbgange konnen somit einem autosomal rezessiven, autosomal domi-
nanten oder X-chromosomalen Muster folgen (64). Auch autosomal rezessive
Formen der primaren Mikrozephalie kdnnen durch Mutationen in einzelnen Genen
ausgeldst werden (12). Diese krankheitsauslésenden Gene zu identifizieren, um in
weiterer Folge spezifische Diagnostik und weiteres Verstandnis zugrundeliegender
physiologischer Proteinfunktionen zu ermdglichen, stellt jedoch nach wie vor eine
grol3e Herausforderung dar, obwohl viele bis vor einigen Jahren Ubliche Methoden
zur Krankheitsgenfindung bereits durch Strategien abgelést wurden, welche die
mittlerweile aullerst effiziente Next-Generation Sequencing Technologie nutzen
(63-65). In den folgenden Abschnitten wird zunachst auf traditionelle Methoden,
mit welchen vor der Entwicklung und der Verbreitung des NGS Gene zum Tell
recht erfolgreich detektiert wurden, eingegangen, bevor NGS und damit verbun-

dene Strategien naher erlautert werden.

5.1 Traditionelle Methoden zur Detektion von Krankheitsgenen

Bis vor einiger Zeit wurde die Identifikation krankheitsverursachender Gene mittels
Sanger Sequenzierung von zuvor bestimmten Kandidatengenen durchgefiihrt
(63). Bei der Sequenzierungsmethode nach Sanger werden die vier verschiede-
nen bekannten Desoxynukleotide, sowie vier verschiedene, Ketten-terminierende
Didesoxynukleotide, welche jeweils mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarb-
stoff markiert sind und aul3erdem ein Primer, die zu sequenzierende DNA-Vorlage
sowie eine DNA-Polymerase eingesetzt, um eine Sequenzierungsreaktion stattfin-
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den zu lassen (66, 67). Diese Methode war lange Zeit der Standard der Sequen-
zierungstechnologie, ist jedoch zu aufwandig und zu teuer, um den modernen An-
forderungen der Forschung und Diagnostik gerecht zu werden (63, 68). Kandida-
tengene kdénnen aufgrund von Ahnlichkeiten zu Genen, welche bekannterweise
ahnliche Erkrankungen auslosen, ausgewahlt werden, oder da die vermutete Pro-
teinfunktion fur die Pathophysiologie der Erkrankung relevant erscheint. Auf3erdem
kénnen sogenannte Mapping- (Kartierungs-) Strategien die Position eines krank-
heitsverursachenden Gens einem bestimmten Genlocus zuordnen und so Kandi-
datengene identifizieren. Der letztgenannte Weg bendtigt kein Vorwissen Uber das
gesuchte Gen oder die vermutete physiologische Proteinfunktion und wurde auf-
grund dieses Vorteils am erfolgreichsten angewandt (63, 65). Die wichtigsten
Mapping-Strategien basieren auf Karyotypisierung, Kopplungsanalyse, Homozy-
gotie-Mapping, Kopiezahlvariationsanalyse und SNP-basierter Assoziationsanaly-
se. Diese Kartierungsstrategien sind jedoch mit einigen Schwierigkeiten behaftet.
Einerseits ist es beinahe unmaoglich, vorherzusagen, ob eine Erkrankung durch
Mutation eines einzelnen Nukleotids oder durch strukturelle Veranderungen des
Genoms hervorgerufen wird. Andererseits kann man ohne geeignete Informatio-
nen Uber betroffene Familien kaum den Erbgang einer Erkrankung richtig ein-
schatzen. Daher wird Ublicherweise versucht durch eine sequentielle Abfolge ver-
schiedener Strategien einen Lokus zu identifizieren, welcher klein genug flr eine
darauf folgende Sanger Sequenzierung ist, wobei auch dies die Kandidatengene
in vielen Fallen nicht auf eine sinnvollerweise sequenzierbare Anzahl reduziert.
Die beste Moglichkeit zur Umgehung dieser Probleme ist, Daten von mehreren,
nicht verwandten Patientinnen oder Familien mit ahnlichem Phanotyp zu kombi-
nieren, wobei wiederum die Gefahr besteht, Patientinnen mit phanotypisch ahnli-
chen Erkrankungen, welche jedoch von unterschiedlichen genetischen Variationen
betroffen sind, einzuschlielen (63). Alternativ kann mittels bioinformatischer Pro-
gramme versucht werden, den zu grof3en Lokus auf einige wenige Kandidatenge-

ne zu reduzieren (69).

5.2 Next-Generation Sequencing Technologie
Seit dem Jahr 2005 sind Next-Generation Sequencing-Plattformen nahezu welt-
weit verfugbar geworden (64). Die Entwicklung und Verbreitung dieser Technolo-

gien, welche auf massiver paralleler Sequenzierung (massively parallel sequen-
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cing) beruhen, haben aufgrund ihrer niedrigen Kosten und ihrer Schnelligkeit eine
Revolution in der genetischen Forschung und Diagnostik ausgelost (63, 70). Durch
die Mdglichkeit der schnellen und kostenglinstigen Sequenzierung des gesamten
Genoms eines Menschen fallt die Notwendigkeit der Auswahl von wenigen Kandi-
datengenen vor dem Sequenzierungsvorgang weg. Es wird in kirzester Zeit das
gesamte Genom (whole genome sequencing) oder aber die Gesamtheit der po-
tentiell proteinkodierenden DNA-Abschnitte, auch Exom genannt, sequenziert
(WES, whole exome sequencing) und dadurch eine extrem gro3e Menge an Da-
ten generiert, die es in Folge auszuwerten gilt. Damit verschiebt sich die Heraus-
forderung bei der Suche nach krankheitsverursachenden Varianten von der Aus-
wahl geeigneter Kandidatengene hin zur, dem Sequenzierungsvorgang folgenden,
Analyse des gewonnenen Datenmaterials. Die Problematik liegt beim NGS also in
der Interpretation der Ergebnisse, wobei es gilt unter Millionen von genetischen

Varianten die krankheitsausldsenden zu identifizieren (63).

5.2.1 Prinzipien und Ablaufe des NGS

Die Grundidee der massiven parallelen Sequenzierung wurde von der sogenann-
ten Schrotschusssequenzierung (shotgun sequencing) adaptiert, welche im Zuge
des Human Genome Projekts entwickelt wurde, um langere DNA-Stiicke zu se-
quenzieren. Bei der Schrotschusssequenzierung wird DNA kloniert, enzymatisch
oder mechanisch in kleinere Fragmente zerbrochen und in Sequenzierungsvekto-
ren eingebracht, in welchen klonierte DNA-Fragmente individuell mittels Sanger-
Methode sequenziert werden kdnnen. Durch auf Uberlappungen basierende An-
ordnung und Zusammenflugung der einzelnen Fragmente wird am Ende die ge-
samte Sequenz eines langeren DNA-Stlcks generiert (71, 72). Die Vorgehens-
weise der massiven parallelen Sequenzierung, die in leicht unterschiedlicher Wei-
se bei den verschiedenen NGS-Plattformen Anwendung findet, basiert auf einem
ahnlichen Prinzip. In einem ersten Schritt wird eine sogenannte DNA-Bibliothek
konstruiert. Die zu untersuchende DNA-Probe wird dazu in zufallige Fragmente
mit einer Lange von maximal 500 Basenpaaren zerteilt, welche in Folge mit ihren
Enden an Adapter-Sequenzen (Oligonukleotide bekannter Sequenz) ligiert wer-
den. Die so entstandene Bibliothek wird anschlie3end vervielfaltigt. Um die Se-
quenz der vervielfaltigten DNA-Bibliothek zu erhalten, wird eine Vorgehensweise

benutzt, die man als sequencing-by-synthesis bezeichnet. Hierbei werden die
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Fragmente der Bibliothek als Vorlage zur DNA-Synthese benutzt. Die Sequenzie-
rung findet dabei durch zyklisches Waschen und Fluten der Fragmente mit be-
kannten Nukleotiden in einer sequenziellen Abfolge statt. Der Einbau jedes Nukle-
otids in die wachsenden DNA-Strange wird digital aufgezeichnet. In weiterer Folge
wird aus diesen Aufnahmen die jeweilige Sequenz der Fragmente zusammenge-
stellt. Die daraus gewonnenen Daten durchlaufen eine fur NGS-Plattformen gene-
ralisierte Abfolge von analytischen Prozessen, wobei unter anderem die bekann-
ten Adapter-Sequenzen sowie qualitativ minderwertig sequenzierte Fragmente
entfernt werden und die Sequenz nach einer bekannten Referenz rekonstruiert
oder mittels de-novo Anordnung zusammengefugt wird (73, 74). Die Lange der
dabei sequenzierten Teilsticke, die auch reads genannt werden, betragt nur 50
bis 500 Basenpaare und ist damit ein wesentlicher limitierender Faktor der NGS-
Technologien. Durch diesen Faktor ist ein suffizienter Deckungsgrad (Coverage),
welcher als Zahl der sich Uberlappenden reads innerhalb einer spezifischen ge-
nomischen Region definiert ist, sehr wichtig fur ein akkurates Sequenzierungser-
gebnis (72). Ein effizienter Weg zur Auffindung krankheitsverursachender Varian-
ten mittels NGS-Technologien ist das bereits zuvor erwahnte WES. Dabei kon-
zentriert man sich bei der Sequenzierung auf den proteinkodierenden Anteil der
DNA, welcher etwa ein Prozent der Gesamt-DNA ausmacht, jedoch Schatzungen

zufolge 85% der krankheitsverursachenden Varianten beherbergt (75).

5.3 Strategien zur Auffindung von krankheitsversursachenden

Genen mittels exome sequencing
Ublicherweise werden pro Sequenzierung eines Exoms 20.000 bis 50.000 Varian-
ten identifiziert. Um die Zahl der falsch-positiven Funde zu reduzieren, werden die
identifizierten Varianten zunachst aufgrund von Qualitatskriterien gefiltert. Hierzu
wird die Gesamtzahl, sowie der prozentuelle Anteil der reads, welche die Variante
zeigen, herangezogen. In weiterer Folge werden synonyme Varianten, sowie sol-
che, die aulierhalb des kodierenden Genoms liegen, aussortiert, wodurch die An-
zahl der moglicherweise krankheitsverursachenden Varianten auf etwa 5.000 re-
duziert wird. Die grof3te Reduktion der infrage kommenden Varianten wird durch
den Ausschluss von bekannten Variationen erreicht, woflr meist die dbSNP, be-
stimmte Studien wie etwa von Durbin et al. (76) oder hauseigene Datenbanken

herangezogen werden. Nach diesem Schritt bleiben typischerweise zwischen 150
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und 500 private, nicht-synonyme, kodierende Varianten tbrig, welche als potentiell
krankheitsverursachend priorisiert werden kdnnen. Diese Priorisierung birgt jedoch
immer das Risiko, die tatsachlich krankheitsauslésende Variante auszuschlief3en.
Dies kann insbesondere auch aufgrund von unverlasslichen, aus Datenbanken
entnommenen Informationen bezuglich der Frequenz bestimmter Varianten in der
Bevolkerung geschehen, da diese Frequenz ebenfalls ein Ausschlusskriterium
darstellt, falls sie nicht zu der fur die jeweilige Erkrankung erwarteten Frequenz
passt. Da die Priorisierung alleine kaum vermag, die fur die jeweilige Erkrankung
kausale Variante per se zu identifizieren, wurden verschiedene Kartierungsstrate-
gien und andere ubliche Vorgehensweisen fur die Exom-Sequenzierung adaptiert.
Hier sind die Kopplungs-, die Homozygotie-, die double-hit-, die Uberlappungs-,
die de-novo- und die Kandidaten-Strategie zu erwahnen. Die passende Vorge-
hensweise wird aufgrund der jeweiligen Ausgangsbedingungen gewahlt. So kann
die Kopplungsstrategie zur Auffindung der kausalen Variante bei Familien mit mo-
nogener Erkrankung und mehreren betroffenen Familienmitgliedern benutzt wer-
den. Die double-hit-Strategie kann angewandt werden, falls nur eine einzelne be-
troffene Person ohne zusatzliche Familienmitglieder verfugbar ist und man von
einem autosomal rezessiven Erbgang ausgehen kann. Die Uberlappungsstrategie
wird insbesondere bei autosomal dominant vererbten Erkrankungen zur Mutati-
onssuche in einzelnen Genen von mehreren, nicht verwandten, betroffenen Per-
sonen benutzt, falls keine genetische Heterogenitat vorliegt. Im Falle des Vorlie-
gens von genetisch heterogenen und weniger seltenen Erkrankungen kann die de-
novo-Strategie eingesetzt werden. Sollte nur eine einzelne Person von einer ver-
meintlich dominant vererbten Erkrankung betroffen sein und damit keine weiteren
Familienmitglieder oder betroffenen Personen verfligbar sein, ist die Kandidaten-
Strategie eine der letztmoglichen Optionen zur Auffindung der krankheitsverursa-

chenden Variante (63).

5.3.1 Homozygotie-Strategie

In diesem Unterkapitel wird die Homozygotie-Strategie im Zuge der Exom-
Sequenzierung genauer besprochen, da sie die Vorgehensweise der ersten Wahl
im Falle der autosomal rezessiven primaren Mikrozephalie darstellt (63). Die Ho-
mozygotie-Strategie wird bei der Erforschung seltener, autosomal rezessiv vererb-

ter Erkrankungen bei vermuteter konsanguiner Abstammung der zu untersuchen-
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den, betroffenen Personen angewandt. Damit wird initial von einer homozygoten,
krankheitsverursachenden Variante ausgegangen, welche von beiden Elternteilen
weitergegeben wurde und in einer grol3en, homozygoten Region liegt. Solche gro-
Ren, homozygoten Regionen kdnnen mittels SNP-Microarray, oder auch im Zuge
der Exom-Sequenzierung selbst gefunden werden (63, 77). Diese Beschrankung
auf grolRe homozygote Regionen stellt den relevantesten Unterschied zur Kopp-
lungsstrategie dar. Dadurch kann bei dieser Vorgehensweise die Anzahl der infra-
ge kommenden krankheitsverursachenden Varianten gentgend reduziert werden,
um in Folge bei individuellen Fallen die Richtige identifizieren zu kdnnen. Hierfur
werden aulerdem keine weiteren Familienmitglieder bendétigt. Mit Hilfe der Homo-
zygotie-Strategie kdnnen allerdings nur Varianten identifiziert werden, welche sich
in gentigend grofRen, homozygoten Regionen mit ausreichend informativen SNPs
befinden (63).

6 Genloci der MCPH und zugehorige Proteine aus phy-

siologischer und pathophysiologischer Sicht

In diesem Kapitel werden die bekannten MCPH-verursachenden genetischen Va-
rianten je nach Genlocus beschrieben und ihre Auswirkungen soweit bekannt an-
hand der Physiologie und Pathophysiologie der jeweils resultierenden Proteine
diskutiert. In Abbildung 2 auf Seite 21 sind die Ildiogramme der bei den verschie-
denen MCPH-Formen veranderten Chromosomen mit der jeweiligen betroffenen

Region dargestellt.
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Abbildung 2: MCPH-Genloci dargestellt in Form von Idiogrammen der jeweils verdanderten Chromoso-
men, bei welchen die betroffene Region durch einen roten Balken markiert wird. Die GroBe des Bal-
kens spiegelt die GroRe dieser Region wider. Unter den Idiogrammen ist jeweils die zytogenetische
Lokalisation angegeben. Die Idiogramme wurden mithilfe von Informationen von Ensembl release 86 -
Oct 2016 © (4) erstellt. Die in der Abbildung angefiihrten Lokalisationen wurden aus (46, 78-95) ent-
nommen.

6.1 MCPH1 - Microcephalin

MCPH1, fruher auch BRIT1 genannt, war der erste Genlokus, in welchem fur au-
tosomal rezessive primare Mikrozephalie ursachliche, genetische Varianten nach-

gewiesen werden konnten (96).

6.1.1 Genstruktur

Die genaue zytogenetische Lokalisation des MCPH1-Gens ist 8p23.1 (78). Jack-
son et al. (97) gelang 1998 mittels Autozygotie-Kartierung die erste Lokalisierung
des MCPH1-Gens bei 8p22-pter. Jackson et al. (98) konnten mittels Positionsklo-
nierung das MCPH1-Gen auf Chromosom 8p23 detektieren und durch Gense-

guenzanalyse herausfinden, dass diese Isoform des Gens 14 Exons enthalt.
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6.1.2 Proteinstruktur und -funktion

Microcephalin umfasst 835 Aminosauren und beinhaltet drei C-terminale BRCA-
(BRCT) Domanen (98). Das Protein Microcephalin erfullt wichtige Funktionen im
Rahmen der DNA-Schadensantwort und sichert hierbei nach DNA-Schadigungen
den Zellzyklus-Arrest am Checkpoint. Zudem reguliert Microcephalin den Zeit-
punkt des Mitose-Eintritts. Zelllinien von MCPH1-Patientinnen weisen eine ver-

frihte Chromosomenkondensation auf (99).

6.1.3 Pathogene Allel-Varianten

Insgesamt wurden bis dato 28 unterschiedliche pathogene Mutationen des
MCPH1-Gens beschrieben, davon acht sinnverandernde Mutationen, zwei Spleil3-
Mutationen, zwei kleine Deletionen, zwei kleine Insertionen oder Duplikationen, elf
grol3e Deletionen, zwei grolRe Insertionen oder Duplikationen und ein komplexes
Rearrangement (3). In den folgenden Zeilen sind exemplarisch einige relevante
MCPH1-Falle mit Beschreibungen der zugehdrigen Genotypen und Phanotypen
angefuhrt.

Jackson et al. (97) beschrieben im Jahr 1998 sieben MCPH1-Betroffene aus zwei
konsanguinen pakistanischen Familien. Die untersuchten Personen wiesen Kopf-
umfange von 5 - 9 SD unter dem nach Alter und Population angepassten Mittel
auf, zeigten milde bis moderate mentale Retardierung, jedoch keine weiteren
Dysmorphien oder neurologischen Auffalligkeiten. Jackson et al. (98) konnten
2002 bei diesen Patientinnen eine C>G Mutation im Basenpaar 74 des Exons 2
des MCPH1-Gens nachweisen, wodurch ein verfrihtes Stoppkodon (p.Ser25Ter)
resultiert. Im Jahr 2005 berichteten Trimborn et al. (100) von einem Patienten mit
Mikrozephalie (-3 SD), einem Intelligenzquotient (IQ) von 84, aufwartsgeneigten
Lidspalten und bilateraler kutaner Syndaktylie der zweiten und dritten Zehe. Ur-
sachlich fur diesen Phanotyp ist die sinnverandernde Mutation ¢.80C>G im Exon 2
des MCPH1-Gens, wodurch am Kodon 27 die Aminosaure Threonin durch Arginin
ersetzt wird. Garshasbi et al. (101) publizierten 2006 eine Studie Uber eine grofRe
konsanguine, iranische Familie mit sechs mental retardierten Familienmitgliedern.
Allen betroffenen Individuen gemeinsam war ein Kopfumfang von 3 SD unter dem
Mittel und eine Korpergrofie von 2 bis 3 SD unter dem Mittel. Die ermittelten Intel-
ligenzquotienten reichten von 50 bis 70. Als Ausldser fur diesen Phanotyp konnte

eine Deletion des Promotors und der ersten sechs Exons des MCPH1-Gens iden-
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tifiziert werden. Ghani-Kakhki et al. (102) berichteten im Jahr 2012 Uber zwei Pati-
enten mit schwerer kongenitaler Mikrozephalie (-3,5 SD bzw. -5,7 SD bei der Ge-
burt) und Entwicklungsverzégerung, jedoch ohne weitere Beeintrachtigungen, bei
welchen sinnverandernde Mutationen (c.215C>T, fuhrt zu p.Ser72Leu und
c.223T>C, flhrt zu p.Trp75Arg) in Exon 3 des MCPH1-Gens identifiziert werden
konnten. Hosseini et al. (103) konnten 2012 eine zu einem verkurztem Protein fuh-
rende Nonsens-Mutation (c.136C>T; p.GIn46Ter) in Exon 3 des Mikrocephalin-
Gens bei einer Patientin mit Mikrozephalie (-4 SD) und Entwicklungsverzégerung
detektieren. Im Jahr 2015 fanden Ghafouri-Fard et al. (104) bei zwei Kindern einer
konsanguinen, iranischen Familie mit Mikrozephalie (-5 SD bzw. -12 SD), norma-
ler Intelligenz bei einem, beziehungsweise schwerer mentaler Beeintrachtigung
beim anderen Kind, eine Mutation (c.322-2A>T) im Intron 4 des MCPH1-Gens,
welche zu einem RNA-Prozessierungsdefekt mit einer 15 Nukleotide umfassenden
Deletion in Exon 5 des RNA-Transkripts fuhrt. Die oben genannten Beispiele, so-
wie weitere Publikationen (105, 106) lassen den Schluss zu, dass Mutationen im
Microcephalin-Gen zwar zu unterschiedlich ausgepragter Mikrozephalie, jedoch in
der Mehrzahl der Félle zu milder bis moderater mentaler Retardierung und weni-

gen zusatzlichen Veranderungen fuhren (97, 98, 100-104).

6.2 MCPH2 - WDR62

6.2.1 Genstruktur
Das WDR62-Gen wurde bei 19913.12 lokalisiert (79, 80). Das Exon 27 enthalt
eine alternative Spleil3-Stelle und das resultierende alternative Transskript ist um

die ersten zwolf Nukleotide gekurzt (107).

6.2.2 Proteinstruktur und -funktion

WDR62 besteht aus 1.523 Aminosauren und enthalt zumindest 15 WD-
Wiederholungen (107). Das Protein ist wahrend der Mitose an den Zentrosomen
und wahrend der Interphase an den Nucleoli lokalisiert (108). Forschungsergeb-
nisse von Nicholas et al. (107) suggerieren, dass WDRG62 essentiell ist, um den
Spindelpolen eine korrekte Positionierung der Teilungsfurche zu erméglichen und

damit die symmetrische Zellteilung aufrecht zu erhalten.
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6.2.3 Pathogene Allel-Varianten

Bis dato sind 35 unterschiedliche Mutationen im WDR62-Gen bekannt, davon 16
sinnverandernde Mutationen, drei Splei3-Mutationen, neun kleine Deletionen,
sechs kleine Insertionen oder Duplikationen und eine grof3e Deletion (3). In den
folgenden Zeilen sind exemplarisch einige erwahnenswerte Publikationen Uber
MCPH2-Falle, mitsamt den Genotypen und Phanotypen, angefuhrt.

Roberts et al. (79) beschrieben 1999 mehrere Mitglieder zweier konsanguiner,
pakistanischer Familien mit primarer Mikrozephalie (-4 bis -7 SD unter dem nach
Alter und Geschlecht angepassten Mittel) und milder bis moderater mentaler Re-
tardierung, jedoch ohne weiter klinische Auffalligkeiten oder Dysmorphien. Nicho-
las et al. (107) konnten 2010 bei den betroffenen Individuen der ersten Familie
eine homozygote Transition (c.1313G>A) in Exon 10 des WDR62-Gens nachwei-
sen, welche zu einer Substitution von Arginin durch Histidin (p.Arg438His) fuhrt.
Bei den betroffenen Mitgliedern der zweiten Familie entdeckten sie eine homozy-
gote Duplikation eines einzelnen Basenpaares (c.4241dupT) in Exon 31 des
WDRG62-Gens, die zu einer Leserasterverschiebung und verfrihten Terminierung
fuhrt (p.Leu1414LeufsTer41). Aullerdem konnte die Forschungsgruppe bei von
autosomal rezessiver primarer Mikrozephalie betroffenen Mitgliedern von zwei
weiteren, zueinander nicht verwandten, konsanguinen, pakistanischen Familien
eine Transition (c.1531G>A) in Exon 11 des MCPH2-Gens detektieren, welche
eine Substitution einer einzelnen Aminosaure (p.Asp511Asn) bedingt. Bhat et al.
(108) beschrieben 2011 MCPH-betroffene Individuen aus zwei unterschiedlichen
konsanguinen Familien, bei welchen WDR62-Mutationen nachgewiesen werden
konnten. Die Betroffenen wiesen Kopfumfange zwischen vier und neun SD unter
dem nach Population, Alter und Geschlecht angepassten Mittel auf. Bei einem
Individuum mit schwerer mentaler Retardierung, Entwicklungsverzégerung,
Krampfanfallen, fliehender Stirn und prominenten, tiefstehenden Ohren sowie bei
dem zweiten Kind der Familie, einem Individuum mit milder mentaler Retardie-
rung, Entwicklungsverzogerung und ahnlichem Phanotyp konnte die zu einer Le-
serasterverschiebung (p.Met179fsTer21) flihrende Mutation c¢.535 536insA in
Exon 5 von WDR62 gefunden werden. Dadurch entsteht ein auf 199 Aminosauren
verkurztes Protein. Die ebenfalls zu einem verklrzten Protein fuhrende Nonsens-
Mutation ¢.900C>A (p.Cys300X) in Exon 8 des WDR62-Gens konnte bei zwei Ge-

schwistern detektiert werden. Beide wiesen milde mentale Retardierung, Entwick-
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lungsverzogerung, fliehende Stirn und prominente Ohren auf. Eines der beiden
Kinder entwickelte zusatzlich komplexe fokale Anfalle. Murdock et al. (109) wiesen
im Jahr 2011 bei zwei MCPH-betroffenen Séhnen nicht eines nicht verwandten,
nordeuropaischen Paares Compound- (kombinierte) Heterozygotie flr zwei prote-
inverkirzende Mutationen des WDR62-Gens (c.2083delA; p.Ser696AlafsTer4 in
Exon 17 und c.2472_2473delAG; p.GIn918GlyfsTer18 in Exon 23) nach. Die Soh-
ne unterschieden sich im Phanotyp. Ein Sohn wies Entwicklungsverzégerung, ge-
neralisierte Epilepsie, spastische Tetraparese und mentale Retardierung auf, wah-
rend sein Bruder verzogerte soziale Entwicklung und milde rechtsseitige Hemipa-
rese zeigte. Bacino et al. (110) konnten bei zwei Séhnen eines konsanguinen Paa-
res die sinnverandernde Mutation c.1198G>A (p.Glu400Lys) in Exon 9 des
WDR62-Gens nachweisen. Beide Kinder zeigten Kopfumfange unter der dritten
Perzentile und Hypotonie der Stammmuskulatur. Ein Sohn wies aulerdem Verzo6-
gerungen der motorischen und sprachlichen Entwicklung, Hypersalivation und
zeitweise aggressives Verhalten auf. Diese und weitere Publikationen Uber
MCPH2-Falle (80, 111) zeigen, wie sehr die Auswirkungen von Mutationen im

WDRG62-Gen divergieren kdnnen.

6.3 MCPH3 - CDK5RAP2

6.3.1 Genstruktur
Das CDK5RAP2-Gen ist auf Chromosom 9q33.2 lokalisiert (81).

6.3.2 Proteinstruktur und -funktion

Dieses Gen kodiert fuir zwei Isoformen des auch als CEP215 bezeichneten
CDK5RAP2-Proteins, welche 1.893 beziehungsweise 1.814 Aminosauren umfas-
sen. Beide Isoformen beinhalten eine N-terminale Mikrotubulus-Assoziations-
Domane sowie zehn Coiled-Coil- (Doppelwendel) Domanen, wobei bei der kirze-
ren Isoform eine Deletion in der neunten Doppelwendel-Doméane vorliegt (81).
CDK5RAP?2 ist ein zentrosomales Protein, das wahrend der Mitose an den Spin-
delpolen lokalisiert ist und mit CEP152 interagiert (112-114). Die Proteine
CDK5RAP2 und Pericentrin interagieren ebenso miteinander, beeinflussen auf
indirektem Weg die Kohasion der Zentrosomen und sorgen flur die Reifung des
Zentrosoms (81, 113). CDK5RAP-Defizienz fuhrt zu einer verfrihten neuronalen

Differenzierung (115).
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6.3.3 Pathogene Allel-Varianten

Bisher wurden insgesamt elf unterschiedliche Mutationen im CDK5RAP2-Gen ge-
funden, davon sechs sinnverandernde, vier Splei3-Mutationen und eine kleine De-
letion (3). In den nachfolgenden Zeilen sind exemplarisch einige wenige MCPH3-
Falle mit Genotypen und Phanotypen erwahnt.

Bond et al. (46) detektierten 2005 bei pakistanischen Probanden mit verringertem
Kopfumfang und fliehender Stirn die Mutation n.15A>G in Intron 26 des
CDK5RAP2-Gens und fanden heraus, dass die Mutation eine neue Spleil3-
Akzeptor-Stelle entstehen lasst, wodurch vier neue Aminosauren und ein Stopp-
kodon angeflgt werden (p.Glu385fsX4). Issa et al. (116) konnten 2013 bei zwei
von primarer Mikrozephalie betroffenen S6hnen konsanguiner, italienischer Eltern
die Nonsens-Mutation ¢.4441C>T (p.Arg1481Ter) nachweisen. Die beiden Séhne
wiesen bei der Geburt okzipitale Zirkumferenzen von 5,9 beziehungsweise 3,5
Standardabweichungen unter der Norm, sowie scharf begrenzte, hyperpigmentier-
te Hautareale, Vierfingerfurchen, unterschiedlich stark ausgepragte Entwicklungs-
verzogerung, Hyperaktivitat, zeitweise Aggressivitat und Konzentrationsschwache
auf. Beim Erstgeborenen waren zusatzlich IUGR, eine abdominale Hernie sowie
erhohte Muskelreflexe auffallend, wahrend der zweite Sohn zusatzlich faziale
Dysmorphien aufwies. Tan et al. (117) gelang es mittels NGS bei einem sechsjah-
rigen kaukasischen Madchen nicht-konsanguiner Herkunft mit Mikrozephalie (OFC
-8 SD), kleiner Statur (-3 SD) und Entwicklungsverzogerung die compound-
heterozygoten Mutationen c¢.524 528del (p.GIn175ArgfsTer42) und c.4005-1G>A
(Splei-Mutation) zu detektieren. Mutationen im CDK5RAP2-Gen kdnnen auch
das Seckel-Syndrom auslésen und somit bemerkenswert unterschiedliche phano-

typische Veranderungen bedingen (45).

6.4 MCPH4 - KNL1

6.4.1 Genstruktur
Das KNL1-Gen (fruher als CASC5-Gen bezeichnet) ist auf Chromosom 15q15.1
lokalisiert (82). Das Gen beinhaltet 27 Exons und umfasst 68,3kb (118).

6.4.2 Proteinstruktur und -funktion
Das KNL1-Gen kodiert flr das 2.343 Aminosauren umfassende KNL1-Protein mit

N- und C-terminalen Coiled-Coil-Domanen (119). Das KNL1-Protein ist am Kine-
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tochor lokalisiert und wird fir die korrekte Anfugung des Zentromers an den Mikro-
tubulus-Apparat sowie fur die Signalgabe des Checkpoints der Spindelausbildung
wahrend der Mitose bendtigt (120).

6.4.3 Pathogene Allel-Varianten

Bisher wurden vier unterschiedliche Mutationen im KNL7-Gen gefunden. Von die-
sen vier sind zwei sinnverandernde Mutationen, eine kleine Insertion und eine
SpleiR-Mutation (3). Die folgenden zwei Falle sollen einen Uberblick Uber die
durch Mutationen im KNL1-Gen hervorgerufenen Veranderungen ermoglichen.
Genin et al. (120) konnten 2012 bei drei konsanguinen, marokkanischen Familien
die Mutation c.6125G>A (p. Met2041lle) in Exon 18 des KNL1-Gens nachweisen.
Alle Patienten wiesen Kopfumfange zwischen -4 und -7 SD unter dem Mittel fir
Alter und Geschlecht sowie milde bis moderate mentale Retardierung auf. Szcze-
panski et al. (121) detektieten 2016 die Mutation n.6673-19T>A
(p-Met2225llefsTer7) in Intron 24 des KNL7-Gens bei drei von Mikrozephalie,
mentaler Retardierung und fliehender Stirn betroffenen Mitgliedern einer konsan-

guinen, pakistanischen Familie.

6.5 MCPHS - ASPM

6.5.1 Genstruktur
Das ASPM-Gen ist auf Chromosom 1q31.3 lokalisiert (83). Es umfasst 62kb und
beinhaltet 28 Exons (122).

6.5.2 Proteinstruktur und -funktion

Dieses Gen kodiert fur das 3.477 Aminosauren umfassende ASPM-Protein mit
einer Masse von 410kD. Mehr als die Halfte des Proteins setzt sich aus 81 C-
terminalen Calmodulin-bindenden |Q-Motiven variabler Ldnge zusammen und es
enthalt zwei ASPM N-proximale repeats. Durch alternatives Spleilden sind einige
ASPM-Varianten mit weniger 1Q-Motiven mdglich. ASPM ist wahrend der Mitose
an den Spindelpolen lokalisiert (123). Die ASPM-Expression ist wahrend dem
Wechsel von der proliferativen zur neurogenen Zellteilung physiologisch herunter-
gefahren. Bei Zellen mit defektem ASPM-Protein orientiert sich die Furchungs-
ebene der Teilung der neuronalen Progenitorzellen frihzeitig horizontal zur ventri-
kularen Oberflache, wodurch es mit grof3erer Wahrscheinlichkeit zu asymmetri-

schen (neurogenen) anstatt von symmetrischen (proliferativen) Zellteilungen
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kommt. Daraus resultiert eine Verringerung der Anzahl der neuronalen Progenitor-
zellen. ASPM ist somit essentiell fur die Bewahrung einer Furchungsebene, wel-
che die symmetrische Zellteilung von neuroepithelialen Zellen wahrend der Ge-

hirnentwicklung ermdglicht (124).

6.5.3 Pathogene Allel-Varianten

Bisher wurde Uber 141 unterschiedliche Mutationen im ASPM-Gen berichtet. Da-
von sind 63 sinnverandernde Mutationen, zehn Spleil3-Mutationen, 57 kleine Dele-
tionen, acht kleine Insertionen oder Duplikationen, zwei grofde Deletionen und ein
komplexes Rearrangement (3). In Folge sind zwei Mutationen mit phanotypischen
Beschreibungen exemplarisch angefihrt.

Passemard et al. (22) detektieten 2009 unter anderem die Mutation
c.7782_7783delGA (p.Lys2595fsTer6) in Exon 18 des ASPM-Gens bei zwei kon-
sanguinen, algerischen Patienten mit primarer Mikrozephalie, letztgemessenen
okzipitofrontalen Zirkumferenzen von -4 beziehungsweise -7 SD und keinen weite-
ren klinischen Auffalligkeiten. AuRerdem konnte die Forschungsgruppe bei einem
franzdsischen Patienten mit primarer Mikrozephalie, einer letztgemessenen OFC
von -5 SD, Hyperaktivitat, Aggressivitat und Selbstverletzungstendenzen die com-
pound-heterozygoten Mutationen c¢.77delG (p.Gly26AlafsTer42) in Exon 1 und
€.6232T>C (p.Arg2078Ter) in Exon 18 des ASPM-Gens detektieren.

6.6 MCPH6 - CENPJ

6.6.1 Genstruktur
Das CENPJ-Gen wurde bei 13912.12-912.13 lokalisiert (46, 84).

6.6.2 Proteinstruktur und -funktion

Hung et al. (125) gelang es, das Protein CENPJ, welches die Forschungsgruppe
als CPAP bezeichnete, zu klonieren. Es umfasst 1.338 Aminosauren bei einer mo-
lekulare Masse von 153kD und enthalt 5 Coiled-Coil-Domanen, von denen die am
meisten C-terminale ein Leucin-Zipper-Motiv beinhaltet. AuRerdem weist CENPJ
einige Protein-Phosphoryllierungsstellen sowie eine C-terminale Domane mit 21
Nonamer-G-Box repeats auf. CENPJ bildet eine Kernstruktur innerhalb des proxi-
malen Lumens der Zentriolen (126). Forschungsergebnisse von Tang et al. (127)
lassen vermuten, dass CENPJ die Lange der Zentriolen sowie die Elongation der

Prozentriolen durch seine intrinsische Tubulin-Dimer-Bindungsaktivitat reguliert.
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Es wird an die Prozentriolen rekrutiert, wo in Folge PLK4 am proximalen Ende der
parentalen Zentriole und SASS6 an der Basis der neu entstehenden Zentriole ak-

tiviert werden.

6.6.3 Pathogene Allel-Varianten

Bis dato wurde uber sechs verschiedene Mutationen im CENPJ-Gen berichtet.
Davon sind drei sinnverandernde Mutationen, eine Splei3-Mutation und zwei klei-
ne Deletionen (3).

Bond et al. (46) konnten bei vier von primarer Mikrozephalie und fliehender Stirn
betroffenen Mitgliedern zweier konsanguiner Familien aus dem Norden Pakistans
die Deletion c.17delC (p.Thr6fsTer3) in Exon 17 des CENPJ-Gens detektieren.
Darvish et al. (105) fanden bei zwei von primarer Mikrozephalie, schwerer menta-
ler Retardierung, Entwicklungsverzégerung, fazialen Dysmorphien wie Mikrotie,
Hypertelorismus, eingekerbter Nasenspitze und Strabismus, Fingerdeformitaten,
Krampfanfallen, Fehlbildungen des kndchernen Thorax und Gelenkssteifigkeit be-
troffenen Individuen einer iranischen Familie die Nonsens-Mutation ¢.2462C>T
(p.Thr821>Met) in Exon 7 des CENPJ-Gens. Mutationen in diesem Gen kénnen
auch das Seckel-Syndrom hervorrufen (21, 128). Alterationen und Fehlfunktionen
von CENPJ kénnen somit unterschiedliche phanotypische Veranderungen bedin-

gen.
6.7 MCPH?7 - STIL

6.7.1 Genstruktur

Das STIL-Gen ist auf Chromosom 1p33 lokalisiert. Die Exons 13 und 18 kdnnen
alternativ gesplei3t werden und die kodierende Region beginnt bei Exon drei (85,
129).

6.7.2 Proteinstruktur und -funktion

Dieses Gen kodiert fur das 1.287 Aminosauren umfassende STIL-Protein, welches
ein vermeintliches Nukleus-Lokalisationssignal-Motiv sowie eine Cystein-terminale
Domane enthalt (129). Dieses Protein interagiert mit CENPJ und wird fur die Dup-
likation der Zentriolen bendtigt (130). Die PLK4-mediierte Phosphorylierung von
STIL erleichtert dem Protein das Anvisieren der Zentriolen, wo es eine Bindungs-

stelle fur SASS6 erzeugt, welche flr die Rekrutierung von SASS6 zum Ort der
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Prozentriolen-Bildung und damit fur die Duplikation der Zentriolen erforderlich ist
(131).

6.7.3 Pathogene Allel-Varianten

Es sind acht unterschiedliche Mutationen im STIL-Gen bekannt. Davon sind funf
nicht-synonyme Mutationen, zwei Splei3-Mutationen und eine kleine Deletion (3).
Kumar et al. (132) konnten 2009 bei von primarer Mikrozephalie, milder bezie-
hungsweise schwerer mentaler Retardierung und Entwicklungsverzégerung be-
troffenen Mitgliedern zweier konsanguiner, indischer Familien die Deletion
c.3655delG (p.Leu1218Ter) in Exon 18 des STIL-Gens detektieren. Aulderdem
konnte die Forschungsgruppe die zu einem verkirzten Protein fihrende Spleil3-
Mutation n.16+1G>A in Intron 16 des STIL-Gens bei einem weiteren indischen
Patienten konsanguiner Herkunft mit primarer Mikrozephalie, Entwicklungsverzo-

gerung und milder mentaler Retardierung finden.

6.8 MCPH8 - CEP135

6.8.1 Genstruktur
Das CEP135-Gen wurde bei 4q12 lokalisiert und enthalt 26 Exons (86).

6.8.2 Proteinstruktur und -funktion

Dieses Gen kodiert fur CEP135, ein Protein das bei einer molekularen Masse von
135kD 846 Aminosauren umfasst und lange Coiled-Coil Domanen beinhaltet
(133-135). CEP135 bildet, wie auch CENPJ, eine Kernstruktur innerhalb des pro-

ximalen Lumens der Zentriolen (126, 134).

6.8.3 Pathogene Allel-Varianten

Bis dato wurde lediglich Uber eine kleine Deletion im CEP135-Gen berichtet (3).
Diese Deletion ¢.970delC (p.GIn324SerfsTer2) in Exon 8 des CEP135-Gens wur-
de 2012 von Hussain et al. (86) bei zwei aus einer konsanguinen, pakistanischen
Familie stammenden Individuen mit schwerer primarer Mikrozephalie, fliehender

Stirn und Retrognathie gefunden.

6.9 MCPH9 - CEP152

6.9.1 Genstruktur
Das CEP152-Gen ist auf Chromosom 15qg21.1 lokalisiert (87).
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6.9.2 Proteinstruktur und -funktion

CEP152 ist ein 1.209 Aminosauren umfassendes Protein mit einer molekularen
Masse von 151,5kD (134, 136). Sonnen et al. (137) konnten vier Isoformen des
Proteins nachweisen, von denen die grofite bei einer molekularen Masse von
196kD 1.710 Aminosauren lang ist. Weitere Isoformen sind C-terminal verkurzt
oder weisen Deletionen ohne Leserasterverschiebung am C- oder N-terminalen
Ende auf. CEP152 stellt eine molekulare Plattform bereit, deren Amino-Terminus
mit der Polo-Box-Domane von Plk4 interagiert, wahrend ihr Carboxy-Terminus mit
dem zentriolaren Protein CENPJ interagiert. CEP152 wird fur die zentrosomale
Beladung von PLK4 bendtigt. PLK4 kontrolliert den Zusammenbau der Zentriolen
sowie deren Duplikation. Eine Inaktivierung von CEP152 fuhrt zum Versagen der
Duplikation der Zentrosomen. CEP152 erflllt somit unabhangige Funktionen als
Baugerust fur PLK4 und CENPJ, welches den Zusammenbau und damit die Dup-
likation der Zentriolen sowie die Organisation von perizentriolarem Material er-
leichtert (138).

6.9.3 Pathogene Allel-Varianten

Im CEP152-Gen sind bislang 17 unterschiedliche Mutationen bekannt. Davon elf
nicht-synonyme Mutationen, zwei Splei3-Mutationen, zwei kleine Deletionen, eine
kleine Indel (Insertion/Deletion) und eine grofl3e Deletion (3).

Sajid Hussain et al. (139) fanden 2013 unter anderem die Mutationen ¢.3149T>C
(p.Leu1050Pro) in Exon 20 und c.3676-3678del (p.Asn1226del) in Exon 23 des
CEP152-Gens bei von primarer Mikrozephalie betroffenen Mitgliedern einer kon-
sanguinen, pakistanischen Familie. Bei diesen Individuen wurden keine weiteren
Symptome oder Dysmorphien beschrieben. Einige Mutationen im CEP152-Gen
sind ursachlich fur das Seckel-Syndrom (140).

6.10MCPH10 - ZNF335

6.10.1 Genstruktur
Das ZNF335-Gen ist Chromosom 20g13.12 lokalisiert (88).

6.10.2 Proteinstruktur und -funktion
ZNF335 ist ein 1.342 Aminosauren langes Protein, das sechs C2H2-Zinkfinger
enthalt. Es ist eine Isoform von ZNF335 bekannt, welche 783 Aminosauren um-

fasst und nur zwei Zinkfinger aufweist (141). ZNF335 ist ein essentieller Bestand-
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teil eines Wirbeltier-spezifischen trithorax H3K4-Methylierungskomplexes, welcher
direkt REST/NRSF  reguliert.  Trithorax und  Polycomb  Chromatin-
Remodellierungskomplexe arbeiten gegensinnig als Aktivatoren bzw. Inaktivatoren
der Expression verschiedener Gene. REST/NRSF ist ein Hauptregulator der neu-
ronalen Genexpression und Differenzierung sowie anderer essentieller Neuronen-

spezifischer Gene (142).

6.10.3 Pathogene Allel-Varianten

Es wurde bis dato uber zwei unterschiedliche Mutationen, davon eine sinnveran-
dernde Mutation und eine Spleif3-Mutation, berichtet (3).

Yang et al. (142) konnten bei Mitgliedern einer konsanguinen arabisch-
israelischen Familie die Mutation ¢.3332G>A (p.Arg1111His) in Exon 20 des
ZNF335-Gens finden. Diese Alteration fuhrte bei den betroffenen Individuen zu
schwerer primarer Mikrozephalie, neuronaler Degeneration und bis auf ein Indivi-

duum in allen Fallen zum Tod innerhalb des ersten Lebensjahres.

6.11MCPH11 - PHC1

6.11.1 Genstruktur
Das PHC1-Gen ist auf Chromosom 12p13.31 lokalisiert (89).

6.11.2 Proteinfunktion

PHC1 ein Protein der Polycomb-Gruppe und bildet zusammen mit den Proteinen
PCGF2, CBX2 und BMI1 einen multimeren Proteinkomplex (143). Dieser und
gleichartige Proteinkomplexe agieren als Transkriptions-Hemmer, die bestimmte
Gene durch Chromatin-Remodellierung inaktivieren. PHC1-Inaktivierung resultiert
in einer Anreicherung von Geminin, einer Verringerung der Histon-H2A-
Ubiquitinierung und damit einer Beeintrachtigung des Zellzyklus, welche sich auch
durch eine verringerte Teilungsrate der betroffenen Zellen aullert. Zusatzlich wei-

sen Zellen ohne PHC1-Protein veranderte DNA-Reparaturmechanismen auf (144).

6.11.3 Pathogene Allel-Varianten
Bisher wurde nur eine einzige Mutation im PHC7-Gen gefunden. Diese ist nicht-
synonym (3).
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Awad et al. (144) konnten die Mutation ¢.2974C>T (p.Leu992Phe) im PHC1-Gen
bei zwei von unterschiedlich ausgepragter primarer Mikrozephalie und Kleinwuchs

betroffenen Kindern eines konsanguinen, saudi-arabischen Paares detektieren.

6.12MCPH12 - CDK6

6.12.1 Genstruktur
Das CDK6-Gen wurde bei 7921.2 geortet (90).

6.12.2 Proteinstruktur und -funktion

CDKE6 ist ein 326 Aminosauren umfassendes Protein mit einer molekularen Masse
von 40kD (145). Es ist wahrend der Mitose mit dem Zentrosom assoziiert. CDKG6-
defiziente Zellen weisen eine vermehrte Zahl an Zentrosomen, damit einherge-
hend multipolare, desorganisierte Spindelapparate, desorganisierte Mikrotubuli
und dysmorphe Zellkerne auf, wodurch der Zellzyklus beeintrachtigt und die Zell-

teilungsrate verringert wird (146).

6.12.3 Pathogene Allel-Varianten

Es ist lediglich eine nicht-synonyme Mutation im CDK6-Gen bekannt (3).

Hussain et al. (146) konnten diese Mutation (c.589G>A; p.Ala197Thr) in Exon 5
des CDK6-Gens bei zehn von primarer Mikrozephalie, milder mentaler Retardie-
rung und fliehender Stirn betroffenen Mitgliedern einer konsanguinen, pakistani-

schen Familie detektieren.

6.13MCPH13 - CENPE

6.13.1 Genstruktur
Das CENPE-Gen ist auf Chromosom 4924 lokalisiert (91).

6.13.2 Proteinstruktur und -funktion

Das Protein CENPE wurde von Yen et al. (147) identifiziert und auf eine molekula-
re Masse von 250 - 300kD geschatzt. Es vermittelt die Stabilisation der Mikrotubuli
des Spindelapparates am Kinetochor und/oder die Verbindung der Kinetochor-
Bundel mit dem Grofdteil der Mikrotubuli des Spindelapparates, ohne die Anzahl
der bindenden Mikrotubuli zu beeinflussen. Zellen ohne CENPE verbleiben fur
langere Zeit im Stadium der Mitose, kdnnen keine bipolaren Verbindungen zu den

Chromosomen aufbauen und entwickeln abnorm flache Spindelapparate. Zusatz-
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lich resultiert ein Fehlen von CENPE in einer chronischen Aktivierung des mitoti-
schen Checkpoints (148).

6.13.3 Pathogene Allel-Varianten

Es sind drei Mutationen im CENPE-Gen bekannt, alle drei sind sinnverandernd
(3).

Mirzaa et al. (149) identifizierten die compound-heterozygoten Mutationen
c.2797G>A (p.Asp933Asn) und c.4063A>G (p.Lys1355Glu), beide in der alpha-
helikalen Coiled-Coil Region des CENPE-Gens liegend, bei zwei von primarer
Mikrozephalie, Kleinwuchs, Entwicklungsverzdégerung, verzogerter bis fehlender
Sprachentwicklung, fliehender Stirn und Mikrognathie, sowie in einem Fall von
Krampfanfallen betroffenen Kindern eines zueinander nicht verwandten, europai-

schen Paares.

6.14MCPH14 - SASS6

6.14.1 Genstruktur
Das SASS6-Gen ist bei 1p21.2 lokalisiert (92).

6.14.2 Proteinstruktur und -funktion

SASSG ist ein 657 Aminosauren langes Protein und enthalt ein N-terminales PISA-
Motiv, gefolgt von einer Coiled-Coil-Domane (150). SASS6 wird zu Bildung der
Prozentriolen in menschlichen Zellen bendtigt und ist hierbei vorubergehend an
den entstehenden Prozentriolen lokalisiert. Die Bildung je einer Prozentriole neben
den beiden Zentriolen ist fur die Duplikation des Zentrosoms im Rahmen des Zell-
zyklus notig. Die beiden resultierenden Zentrosomen bilden den Spindelapparat
und sind daher essentiell fur die korrekte Aufteilung des genetischen Materials
(126, 151).

6.14.3 Pathogene Allel-Varianten

Bisher ist nur eine einzelne, nicht-synonyme Mutation im SASS6-Gen bekannt (3).
Khan et al. (13) detektierten bei drei von schwerer primarer Mikrozephalie und
schwerer mentaler Retardierung betroffenen Mitgliedern einer konsanguinen, pa-
kistanischen Familie die Mutation ¢.185T>C (p.lle62Thr) in Exon 3 des SASS6-
Gens. Die betroffenen Individuen zeigten zudem zum Teil aggressives Verhalten

und litten an Krampfanfallen.
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6.15MCPH15 - MFSD2A

6.15.1 Genstruktur
Das MFSD2A-Gen wurde bei Chromosom 1p34.2 lokalisiert und enthalt 14 Exons
bei einer Lange von etwa 7,7kb (93, 152).

6.15.2 Proteinstruktur und -funktion

MFSD2A enthalt zwolf Transmembran-Domanen mit zytoplasmatischen C- und N-
Termini, sowie zwei N-Glykosylierungsstellen und die letzten drei Reste (Serin-
Isoleucin-Leucin) formen ein Klasse 1 PDZ-Bindemotiv (152). Das MFSD2A-
Protein wird im Endothel der Blut-Hirn-Schranke in kleinsten HirngefalRen expri-

miert und dient als Haupttransporter von Docosahexaensaure ins Gehirn (153).

6.15.3 Pathogene Allel-Varianten

Bis dato wurde Uber vier unterschiedliche Mutationen im MFSD2A-Gen berichtet.
Davon sind drei nicht-synonyme Mutationen und eine regulatorische Substitution
(3).

Bei zwei von primarer Mikrozephalie, mentaler Retardierung, Entwicklungsverzo-
gerung, spastischer Tetraparese, Krampfanfallen, Hypotonie und Hyperreflexie
betroffenen Kindern eines konsanguinen, agyptischen Paares konnten Guemez-
Gamboa et al. (15) 2015 die Mutation ¢c.476C>T (p.Thr159Met) in Exon 4 des
MFSD2A-Gens finden. Beide Individuen verstarben in den ersten Lebensjahren.
Die Mutation ¢.1016C>T (p.Ser339Leu) in Exon 10 des MFSD2A-Gens konnte
durch Alakbarzade et al. (14) bei aus konsanguinen Verbindungen hervorgegan-
gen, pakistanischen Individuen mit primarer Mikrozephalie, mentaler Retardierung,
verzogerter bis fehlender Sprachentwicklung, spastischer Tetraparese, Hypertonie

und Hyperreflexie detektiert werden.

6.16 MCPH16 - ANKLE2

6.16.1 Genstruktur
Das ANKLE2-Gen wurde auf Chromosom 12q24.33 lokalisiert (94).

6.16.2 Proteinstruktur und -funktion
Das auch als LEM4 bezeichnete Protein ANKLE2 umfasst bei einer molekularen
Masse von etwa 100kD 938 Aminosauren und enthalt einen kurzen N-terminalen
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Schwanz, gefolgt von einer Transmembrandomane, einer etwa 40 Aminosauren
umfassenden LEM-Domane sowie zwei zentralen Ankyrin-repeats. ANKLE2 kon-
trolliert durch Interaktion mit den Proteinen CRK1 und PP2A die Aktivitat von
BANF1 und damit den postmitotischen Aufbau der Kernhille (154).

6.16.3 Pathogene Allel-Varianten

Es sind zwei Mutationen im ANKLEZ2-Gen bekannt, beide sind sinnverandernde
Mutationen (3).

Yamamoto et al. (16) detektierten 2014 bei zwei Kindern eines zueinander nicht
verwandten, mexikanischen Paares die compound-heterozygoten Mutationen
€.2344C>T (p.GIn782Ter) in Exon 11, sowie ¢.1717C>G (p.Leu573Val) in Exon 10
des ANKLE?2-Gens. Die Kinder wiesen primare Mikrozephalie, Kleinwuchs, spasti-
sche Tetraplegie, Krampfanfalle, fliehende Stirn, Mikrognathie, sowie multiple hy-
perpigmentierte Makulae auf und eines der beiden starb etwa 24 Stunden nach
der Geburt an mit schlechter Kontraktilitat assoziiertem Herzversagen ungeklarter

Ursache.

6.177MCPH17 - CIT

6.17.1 Genstruktur
Das CIT-Gen wurde bei Chromosom 12q24.23 lokalisiert (95).

6.17.2 Proteinstruktur und -funktion

Das CIT-Protein, auch als CRIK bekannt, ist eine Serin/Threonin-Protein-Kinase
aus der Familie der Myotone-Dystrophie-Kinasen und kann in Zellen der Maus als
Resultat unterschiedlicher Splei3-Vorgange in zumindest zwei Formen, einer lan-
geren und einer kiurzeren, produziert werden. Die langere Form hat eine Masse
von 240kD und wird im Gewebe der Haut, des Gehirns, der Lunge, der Milz, der
Niere und der Hoden exprimiert. Die in Keratinozyten exprimierte, langere From
des CRIK-Proteins ist an korpuskularen zytoplasmatischen Strukturen lokalisiert
und ruft die Rekrutierung von Aktin an diese Strukturen herbei. Diese CRIK-Form
enthalt eine Kinasen-Domane, eine coiled-coil Domane, eine Leucin-reiche Do-
mane, eine Rho-Rac bindende Domane, eine Zinkfinger-Region, eine Pleckstrin-
Homologie Domane und eine vermeintliche SH3-Bindungs-Doméane (155). Di Cun-
to et al. (156) vermuten, dass CIT bei neuronalen Progenitorzellen in einem be-

stimmten Zeitraum der Entwicklung ein unverzichtbares Effektorprotein von Rho
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darstellt, welches wiederum bekanntermaflen essentiell fir den Prozess der Ent-

stehung des fur die Zytokinese erforderlichen, kontraktilen Aktin-Myosin-Rings ist.

6.17.3 Pathogene Allel-Varianten

Bisher wurden zehn verschiedene Mutationen im C/T-Gen gefunden. Von diesen
sind sieben sinnverandernde Mutationen, eine kleine Insertion und zwei Spleil3-
Mutationen (3).

Li et al. (17) konnten 2016 bei von primarer Mikrozephalie betroffenen Kindern aus
konsanguinen Verbindungen Varianten im C/T-Gen detektieren. Die homozygote
sinnverandernde Variante ¢.317G>T (p.Gly106Val) auf Chromosom 12 konnte bei
vier Individuen einer agyptischen Familie gefunden werden. Drei der Kinder mit
einem Alter zwischen 2 und 9 Jahren zeigten neben primarer Mikrozephalie mit
um bis zu 7,4 SD verringerten Kopfumfangen zusatzlich Entwicklungsverzégerun-
gen, mentale Beeintrachtigungen, fliehende Stirn, Hyperreflexie und milde Hyper-
tonie der Muskulatur. Eines der vier Kinder verstarb am ersten Lebenstag aus un-
geklarter Ursache. Bei drei von primarer Mikrozephalie (Kopfumfange zwischen -7
und -8,4 SD in der ersten Lebensdekade), Entwicklungsverzdogerung, mentaler
Beeintrachtigung, muskularer Hypertonie, Hyperreflexie und fliehender Stirn be-
troffenen Kindern einer weiteren agyptischen Familie konnte die sinnverandernde
Variante ¢.376A>C (p. Lys126GIn) des CIT-Gens auf Chromosom 12 detektiert
werden. Aullerdem wurde bei einem turkischen, durch einen um 6,5 SD reduzier-
ten Kopfumfang, Entwicklungsverzégerung, intellektuelle Beeintrachtigung und
grolien, vorstehenden Ohren auffallenden Kind konsanguiner Eltern die Variante
c.689A>T (p.Asp230Val) des CIT-Gens gefunden.

7 Genotyp-Phanotyp Korrelation
Im folgenden Kapitel werden die durch die unterschiedlichen MCPH-Varianten
verursachten Veranderungen, je nach auf zellularer Ebene beeintrachtigtem Be-

reich, beschrieben und bekannte Genotyp-Phanotyp Korrelationen dargestellt.

7.1 Beeintrachtigung der Zentrosomen

Das Zentrosom ist eines der wichtigsten Mikrotubuli-organisierenden Zentren in
vielen tierischen Zellen. Es kontrolliert die zellulare Morphologie und Migration so-
wie den subzellularen Transport und ist in der Mitosephase flur die Ausbildung der
zur Chromosomensegregation notwendigen bipolaren Spindel verantwortlich (157,
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158). Das Zentrosom besteht aus einem Zentriolenpaar, welches von perizentrio-
larem Material umgeben ist. In dieses perizentriolare Material sind die Minus-
Enden der Mikrotubuli eingebettet (158). Die Zentriolen sind zylindrische Struktu-
ren, welche aus neun Mikrotubuli-Tripletts bestehen, die um eine Wagenrad-
formige Struktur herum angeordnet sind (159). Einmal pro Zellzyklus mussen die
Zentriolen dupliziert werden, da fur die Ausbildung des bipolaren Spindelapparates
zwei Zentrosomen benotigt werden und je ein Zentrosom an die Tochterzellen
weitergegeben werden muss (160). Fir die korrekte Duplikation der Zentriolen ist
die Ausbildung je einer Prozentriole neben den beiden vorbestehenden Zentriolen
essentiell (161). Die Struktur, die regelrechte Ausbildung oder die Duplikation der
Zentrosomen bzw. der Zentriolen ist bei vielen der MCPH-verursachenden geneti-
schen Varianten beeintrachtigt. So kodieren die bei einigen MCPH-Patientinnen
veranderten Gene CDK5RAP2, CENPJ, STIL, CEP135, CEP152 und SASS6 fur
Proteine, welche fur die Funktion der Zentrosomen essentiell sind (81, 112-114,
126, 127, 130, 131, 134, 138, 151). CENPJ und CEP135 sind fur die Ausbildung
der Zentriolen essentiell. Sie formen eine Kernstruktur innerhalb des proximalen
Lumens der Zentriolen (126). CENPJ reguliert die Lange der Zentriolen, sowie die
Elongation der Prozentriolen durch seine intrinsische Tubulin-Dimer-
Bindungsaktivitat. Es wird an die Prozentriolen rekrutiert, wo in Folge PLK4 am
proximalen Ende der parentalen Zentriole und SASS6 an der Basis der neu ent-
stehenden Zentriole aktiviert werden (127). CEP135 interagiert direkt mit CENPJ,
mit den Mikrotubuli und mit SASS6. Forschungsergebnisse von Lin et al. (159)
lassen vermuten, dass CEP135 als Verbindungsprotein SASS6, welches die Basis
der Wagenrad-formigen Struktur im Inneren der Zentriolen bildet, mit den aulieren
Mikrotubuli verbindet und so diese Struktur stabilisiert, sodass CENPJ wiederum
fur eine weitere Elongation der Zentriolen sorgen kann. Bei CEP135-defizienten
Zellen kénnen Veranderungen in der Zentrosomen-Anzahl, desorganisierte Mikro-
tubuli der in Interphase und Mitosephase sowie eine verminderte Wachstumsrate
beobachtet werden (86). CEP152 fungiert als Gerust fir PLK4 und CENPJ. Es
erleichtert den Zusammenbau und die Duplikation der Zentriolen sowie die Orga-
nisation von perizentriolarem Material. Eine Inaktivierung von CEP152 flhrt zum
Versagen der Duplikation der Zentrosomen. Es wird fur die zentrosomale Anbin-
dung von PLK4 bendtigt und stellt eine molekulare Plattform bereit, deren Amino-

Terminus mit der Polo-Box-Domane von PLK4 interagiert, wahrend ihr Carboxy-
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Terminus mit CENPJ interagiert. CEP152-defiziente Zellen weisen Veranderungen
in der Mitose im Sinne zu frih voneinander getrennter Schwesterchromatiden und
falsch angeordneter Chromosomen, sowie Veranderungen in der Zentrosomen-
und Zellkernanzahl auf (140). PLK4 kontrolliert den Zusammenbau der Zentriolen
sowie deren Duplikation (138). Es interagiert zu Beginn der Prozentriolenbildung
auch mit dem Protein STIL, um SASS6, eine der Hauptkomponenten der Wagen-
rad-formigen Kernstruktur der Zentriolen, an die Zentriolen zu rekrutieren. PLK4
phosphoryliert hierbei STIL, womit die Bindung von STIL an SASS6 an den Zentri-
olen ermdglicht und aul3erdem ein negativer Feedbackmechanismus eingeleitet
wird, welcher die Distribution von PLK4 auf eine Stelle pro parentaler Zentriole
beschrankt und somit dafiir sorgt, dass jeweils nur eine Tochterzentriole entsteht
(161). STIL-defiziente Zellen zeigen Veranderungen des Spindelapparates und
eine verringerte Anzahl an Zentriolen (130). Zu Beginn der Mitose reift das Zentro-
som unter dem Einfluss verschiedener Proteine, darunter CDK5RAP2, heran, in-
dem durch diese Proteine gamma-Tubulin ans Zentrosom rekrutiert wird.
CDK5RAP?2 interagiert dabei mit dem Protein Pericentrin. Pericentrin, sowie die
Interaktion dieses Proteins mit CDK5RAP2 sind unverzichtbar fur die Reifung des
Zentrosoms. Zusatzlich wird CDK5RAP2 fur die Kohasion der Zentrosomen beno-
tigt. Ist das Protein defekt, so kann der bipolare Spindelapparat nicht korrekt aus-
gebildet werden und die Chromosomen ordnen sich nicht regelrecht am Spindel-
aquator an (158). Daraus folgt eine Aberration der Teilungsebene der Zellen. Die-
se verbleiben abnorm lange in der Mitosephase, gehen zum Teil in Apoptose oder
teilen sich im Falle der neuronalen Progenitorzellen verfriht asymmetrisch, wo-
durch bei CDK5RAP2-defizienten Mausen Mikrozephalie sowie eine Form der
Anamie mit Pradisposition fur hamatopoetische Krebserkrankungen resultiert
(113). Variationen im CDK5RAP2-Gen rufen beim Menschen zum Teil sehr unter-
schiedliche Veranderungen hervor. So weisen manche Patientinnen lediglich die
fur MCPH klassische fliehende Stirn auf, wahrend bei anderen Betroffenen scharf
begrenzte, hyperpigmentierte Hautareale, Vierfingerfurchen, unterschiedlich stark
ausgepragte Entwicklungsverzogerung, Hyperaktivitat, Aggressivitat und Konzent-
rationsschwache auffallen (46, 116). Auch das Seckel-Syndrom mit seinem cha-
rakteristischen Phanotyp kann durch CDK5RAP2-Variationen hervorgerufen wer-
den (45). Variationen in den fur CENPJ und CEP152 kodierenden Genen kdnnen
neben MCPH ebenso dieses Syndrom hervorrufen (128, 140). Manche MCPH-
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Betroffene mit CENPJ-Variationen zeigen neben primarer Mikrozephalie ebenfalls
lediglich eine fliehende Stirn, andere weisen vielfaltige Veranderungen wie schwe-
re mentale Retardierung, Entwicklungsverzogerung, Mikrotie, Hypertelorismus,
eingekerbte Nasenspitze, Fehlbildungen des kndéchernen Thorax, Strabismus,
Fingerdeformitaten, Krampfanfalle und Gelenkssteifigkeit auf (46, 105). Guernsey
et al. (162) berichten von einigen MCPH9-Betroffenen, die neben primarer Mikro-
zephalie auch Verhaltensauffalligkeiten und abnorme Bewegungsmuster zeigen.
Ansonsten werden bei MCPH9-Patientinnen keine weiteren Veranderungen oder
Dysmorphien beschrieben (139, 162). Von STIL-Variationen betroffene MCPH-
Patientinnen leiden an primarer Mikrozephalie, milder bis schwerer mentaler Re-
tardierung und Entwicklungsverzdgerung (132). Die von Hussain et al. (86) identi-
fizierten CEP135-Variationen verursachen schwere primare Mikrozephalie, flie-
hende Stirn und Retrognathie. MCPH14-Betroffene fallen durch schwere primare
Mikrozephalie, schwere mentale Retardierung, aggressives Verhalten und
Krampfanfalle auf (13). Beeintrachtigungen der Funktion der Zentrosomen kénnen
somit eine grof’e Bandbreite phanotypischer Veranderungen hervorrufen, wobei
primare Mikrozephalie als ubiquitares Merkmal auftritt, jedoch auch gehauft flie-
hende Stirn und Verhaltensauffalligkeiten beobachtet werden (13, 45, 46, 86, 105,
116, 128, 132, 139, 140, 162).

7.2 Beeintrachtigung der Spindel-Orientierung und Zytokinese

Der bipolare Spindelapparat ist eine genau organisierte, Mikrotubuli-basierte
Struktur, die essentielle Funktionen in der Aufteilung der Schwester-Chromatiden
wahrend der Mitose erfullt. Die Mikrotubuli des Spindelapparates sind mit ihren
Minus-Enden in den Zentrosomen verankert, wodurch die Spindelpole gebildet
werden. Die korrekte Positionierung der Zentrosomen und damit der Spindelpole
ist wesentlich fur den geordneten Ablauf der Mitose. Das Protein WDRG62 ist von
der Prophase bis zur Metaphase der Mitose an den Spindelpolen lokalisiert. Es
stabilisiert den Spindelapparat in der Metaphase und ist somit unverzichtbar fur
die Erhaltung der Spindel-Architektur. Fur die Ausubung dieser Funktion muss es
durch eine c-Jun N-terminale Kinase phosphoryliert werden. WDR62 wird fir den
korrekten Ablauf der Mitose bendtigt. Zellen, bei welchen das Protein defekt ist,
weisen Defekte in der Spindel-Orientierung, abnorme Metaphase-Spindeln, Ent-

kopplung von Zentrosom und Spindelapparat, Zentrosom-Veranderungen und

40



konsekutiv eine Verringerung der Teilungsrate auf (163). Defekte des Proteins
ASPM fuhren zu einem frihzeitigen Orientierungswechsel der Teilungsebene neu-
ronaler Progenitorzellen, wodurch es mit grolerer Wahrscheinlichkeit zu asym-
metrischen (neurogenen) anstatt von symmetrischen (proliferativen) Zellteilungen
kommt, was wiederum zu einer Verringerung der Anzahl der neuronalen Progeni-
torzellen fuhrt. ASPM ist somit essentiell fur die Bewahrung einer Furchungsebe-
ne, welche die symmetrische Zellteilung von neuroepithelialen Zellen wahrend der
Gehirnentwicklung ermdglicht (124). Durch welche Mechanismen ASPM die Ori-
entierung der Teilungsebene beeinflusst, ist noch nicht geklart. ASPM soll unter
anderem auch als positiver Regulator des Wnt-Signalwegs wirken. Dieser Wnt-
Signalweg erfullt wichtige Funktionen in der Embryogenese, wie etwa durch die
Forderung der Proliferation neuronaler Progenitorzellen (164). Zusatzlich konnten
Capecchi et al. (165) Funktionen von ASPM als negativer Regulator der Ubiquitin-
abhangigen Proteolyse von Cyklin E nachweisen, womit die Forschungsgruppe
einen neuen Mechanismus prasentiert, mit dessen Hilfe ASPM die Teilung der
neuronalen Progenitorzellen regulieren kann. Dieser Mechanismus basiert auf der
Hypothese, dass Zellen, welche lange genug in der G1-Phase verweilen, um in-
trinsische oder extrinsische Differenzierungssignale zu erhalten und zu verarbeiten
unabhangig von ihrer Teilungsorientierung Tochterzellen hervorbringen, die den
Zellzyklus verlassen, sich also differenzieren. Die G1-Phase wird als kritische Pe-
riode des Zellzyklus gesehen, in welcher die Zelle entscheidet, ob sie in die S-
Phase Ubertritt, in eine Ruhephase geht, oder sich differenziert. Eine Verkurzung
dieser Phase schirmt Stammzellen gegenlber Einflissen differenzierungsinduzie-
render Signale ab. Grol3e Mengen eines aktiven Cyklin E/Cdk-2-Komplexes flihren
zu Hyperphosphorylierung des Proteins RB und in Folge zu einer kurzen G1-
Phase. Das Protein ASPM kann somit durch die Verhinderung der Proteolyse von
Cyklin E gentgend hohe Mengen des aktiven Cyklin E/Cdk-2-Komplexes gewahr-
leisten, wodurch in weiterer Folge die G1-Phase verkirzt und die Zelle gegenlber
Differenzierungssignalen abgeschirmt wird und somit weiter proliferative Zelltei-
lung betreibt, die im Falle der neuronalen Progenitorzellen notwendig ist, um die
fur eine normale Gehirnentwicklung notwendige Anzahl an Neuronen zu produzie-
ren. Di Cunto et al. (156) konnten mithilfe von Maus-Modellen, bei welchen in eini-
gen Fallen das CI/T-Gen inaktiviert wurde, feststellen, dass CIT wahrend der Ent-

wicklung des ZNS speziell in proliferierenden neuronalen Progenitorzellen expri-
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miert wird und fur die Zytokinese dieser Progenitorzellen essentiell ist. CIT-
Aktivitat wird von diesen neuronalen Progenitorzellen in einem Zeitfenster vom
Ende der S-Phase bis zur vollstandigen Differenzierung bendtigt. Somit liegt die
Vermutung nahe, dass das Protein CIT speziell in neuronalen Progenitorzellen ein
essentielles Effektorprotein der Rho-GTPase Rho darstellt, welche wiederum be-
kanntermalen essentiell fur den Prozess der Entstehung des flr die Zytokinese
erforderlichen kontraktilen Aktin-Myosin-Rings ist. Bei CIT-defizienten neuronalen
Progenitorzellen schlagt die Zytokinese fehl, wodurch es zu Tetraploidie oder
Apoptose kommt. Variationen des WDR62-Gens kdnnen sehr unterschiedliche
phanotypische Auswirkungen hervorrufen. Haufiger werden neben primarer Mikro-
zephalie unterschiedlich ausgepragte mentale Retardierung sowie prominente,
abstehende Ohren beobachtet (79, 108). Jedoch wurde auch zusatzlich Gber Ent-
wicklungsverzdgerung, generalisierte Epilepsie, spastische Tetraparese, Hypersa-
livation und Verhaltensauffalligkeiten berichtet (108, 110). MCPH-Betroffene mit
ASPM-Variationen zeigen im Allgemeinen neben Mikrozephalie wenige Beein-
trachtigungen. Zum Teil wird jedoch Uber Verhaltensauffalligkeiten berichtet (22).
MCPH17-Patientinnen weisen zusatzlich zu Mikrozephalie oft Entwicklungsverzo-
gerungen, mentale Beeintrachtigungen, fliehende Stirn, Hyperreflexie und Veran-

derungen des Muskeltonus auf (17).

7.3 Beeintrachtigung der Kinetochoren

Die Bewegungen der Chromosomen im Zuge der Mitose werden vor allem durch
die Interaktion der Mikrotubuli des Spindelapparates mit dem Kinetochor gesteu-
ert, welcher die Spindel-Mikrotubuli mit dem Zentromer verbindet. Zusatzlich zur
physischen Verbindung der Chromosomen mit dem Spindelapparat erflllt das Ki-
netochor durch Mikrotubulus-Motoren aktive Funktionen bei der Chromosomen-
segregation. Aullerdem erstellt das Kinetochor einen Checkpoint, welcher das
Fortschreiten des Zellzyklus in die Anaphase der Mitose bis zum korrekten Ando-
cken aller Kinetochoren an die Spindel-Mikrotubuli blockiert (148). Das Protein
KNL1 ist Teil den KMN-Proteinnetzwerks, welches die Verbindung der Kinetocho-
ren mit dem Spindelapparat erlaubt. Es ist von der G2- bis zur spaten Anaphase
an den Kinetochoren lokalisiert und interagiert unter anderem direkt mit der Prote-
in-Phosphatase 1, welche in Folge Substrate der Aurora Kinase B dephosphory-
liert, um die Verbindung der Mikrotubuli mit den Kinetochoren zu stabilisieren. Bei
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KNL1-defizienten Zellen ist eine falsche Ausrichtung der Chromosomen und ein
verfruhter Eintritt in die Mitose zu beobachten (120). Das Protein CENPE ist ein
essentieller Verbindungsfaktor, welcher die Stabilisation der Spindel-Mikrotubuli
am Kinetochor und/oder die Verbindung der Kinetochoren mit dem Groldteil der
Mikrotubuli des Spindelapparates vermittelt. Das Protein beeinflusst dabei jedoch
nicht die Anzahl der bindenden Mikrotubuli. CENPE tragt als Motoprotein aul3er-
dem zur Geometrie und Stabilitat des bipolaren Spindelapparates bei und verbin-
det die Prozesse am Kinetochor nach dem Auflésen der Kernhtlle mit dem mitoti-
schen Checkpoint im Zellzyklus, welchen es vermutlich ruhigstellt, da ein Fehlen
von CENPE in einer chronischen Aktivierung des mitotischen Checkpoints resul-
tiert. CENPE-defiziente Zellen verbleiben flur langere Zeit in der Mitosephase,
kénnen keine bipolaren Verbindungen zu den Chromosomen aufbauen und entwi-
ckeln abnorm flache Spindelapparate (148). Von KNL1-Variationen betroffene
Menschen weisen neben Mikrozephalie oft unterschiedlich ausgepragte mentale
Retardierung und eine fliehende Stirn auf (120, 121). Bei MCPH13-Patientinnen
konnten primare Mikrozephalie, Kleinwuchs, Entwicklungsverzdogerung, beein-
trachtigte Sprachentwicklung, fliehende Stirn, Mikrognathie und Krampfanfalle be-
obachtet werden (149). Somit kann eine Veranderung der Funktion der Kinetocho-
ren neben dem klassischen Bild der MCPH mit primarer Mikrozephalie und flie-
hender Stirn auch phanotypische Veranderungen wie Mikrognathie verursachen
und die Betroffenen durch eine Neigung zu Krampfanfallen beeintrachtigen (120,
121, 149).

7.4 Beeintrachtigung der Transkriptions-Regulierung

Um die regelrechte Entwicklung des zentralen Nervensystems zu gewahrleisten,
bendtigen die stattfindenden Prozesse eine prazise zeitliche und ortliche Regulie-
rung der Transkription der beteiligten Gene. Die Kernrezeptoren sind Liganden-
gesteuerte Transkriptionsfaktoren, welche die Expression vieler solcher Gene kon-
trollieren. Sie regulieren ihre Zielgene durch Assoziation mit diversen Koregulato-
ren, die durch Liganden-Bindung von den Kernrezeptoren rekrutiert werden. Diese
Koregulatoren stabilisieren die Transkriptionsmaschinerie und verandern die Zu-
ganglichkeit dieser fir die DNA durch Chromatin-Remodellierung und Histon-
Modifikation. ZNF335 ist ein Kernprotein, das indirekt mit Kernrezeptoren vom Typ
1 oder 2 interagiert und die Substrate der Kernrezeptoren potenziert und damit die
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Gentranskription beeinflusst (166). ZNF335 ist Bestandteil eines H3K4-
Methylierungskomplexes, welcher direkt REST/NRSF reguliert. Trithorax und Po-
lycomb Chromatin-Remodellierungskomplexe arbeiten gegensinnig als Aktivatoren
bzw. Inaktivatoren der Expression verschiedener Gene. REST/NRSF ist ein
Hauptregulator der neuronalen Genexpression und Differenzierung sowie anderer
essentieller Neuronen-spezifischer Gene (142). ZNF335 spielt eine spezifische
Rolle bei der Regulierung aktivitatsabhangiger Gentranskription im Rahmen der
neuronalen Morphogenese (166). Variationen im ZNF335-Gen fuhren zu schwerer
primarer Mikrozephalie und neuronaler Degeneration und der Grofteil der identifi-
zierten Betroffenen verstarb innerhalb des ersten Lebensjahres (142).

Das Protein PHC1 ist Teil der Polycomb-Proteingruppe. Die Mitglieder dieser
Gruppe formen multimere Proteinkomplexe. PHC1 formt einen solchen Komplex
mit den Proteinen PCGF2, CBX2 und BMI1. Dieser Proteinkomplex agiert als
Transkriptions-Hemmer und inaktiviert bestimmte Gene durch Chromatin-
Remodellierung. PHC1 formt als Antwort auf DNA-Schaden einen Komplex mit
dem Histon H2A und ist essentiell fir dessen darauffolgende Ubiquitinierung. In
PHC1-defizienten Zellen reichert sich Geminin an und es kommt zu einer Verrin-
gerung der Histon-H2A-Ubiquitinierung. Zellen ohne PHC1-Protein sind aufgrund
der Veranderungen der Chromatin-Regulation sensibler gegentiber DNA-Schaden
und weisen eine Beeintrachtigung des Zellzyklus auf, welche sich auch durch eine
verringerte Teilungsrate der betroffenen Zellen auflert. (143, 144). PHC1-
Genvariationen verursachen soweit bekannt unterschiedlich ausgepragte primare

Mikrozephalie und Kleinwuchs (144).

7.5 Beeintrachtigung der DNA-Schadensantwort und der Zellzyk-

lus-Kontrolle
Das Protein Microcephalin ist eine Komponente des Zentrosoms, die spezifisch
mit Condensin 2 interagiert und Funktionen in der ATM- und ATR-vermittelten
DNA-Schadensantwort und in den Checkpoints des Zellzyklus erflllt. Microcepha-
lin interagiert als Reaktion auf DNA-Schaden mit dem Chromatin-
Remodellierungskomplex SWI/SNF und ist an der E2F1-vermittelten Transkription
von DNA-Reparatur-Genen beteiligt. MCPH aufgrund von Variationen im MCPH1-
Gen konnte somit durch vermehrte Apoptose neuronaler Progenitorzellen auf-

grund von Stérungen der DNA-Schadensantwort bedingt sein. Ein weiterer mdgli-
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cher Grund fur die durch MCPH1-Variationen verursachte primare Mikrozephalie
konnte die Beeintrachtigung des Teilungsmodus neuronaler Progenitorzellen sein.
Microcephalin wird flr die prazise Spindelorientierung wahrend der Teilung dieser
Progenitorzellen bendétigt. Es erflllt diese Funktion durch Kontrolle der zentroso-
malen CHEK1-CDK1-Aktivitaten um regelrechte Mitose-Progression und Kopplung
dieser mit dem Zentrosomen-Zyklus zu sichern. MCPH1-Deletion verandert das
Verhalten von CHEK1, woraus eine verfruhte Aktivierung von CDK1 am G2-M-
Checkpoint und damit ein verfrihter Mitoseeintritt resultieren. Die Asynchronisati-
on von Zellzyklus und Zentrosomen-Zyklus durch einen verfrihten Mitoseeintritt
der Zelle stort die Ausrichtung des mitotischen Spindelapparates, da Mutter- und
Tochterzentrosom zum Zeitpunkt des Mitoseeintritts unterschiedlich weit entwi-
ckelt sind und fuhrt dadurch zu einer Beglinstigung asymmetrischer Zellteilung
oder im schlimmsten Fall zum Tod der neuronalen Progenitorzelle (167). Mutatio-
nen im MCPH1-Gen flhren zu unterschiedlich ausgepragter primarer Mikrozepha-
lie und milder bis moderater mentaler Retardierung. Ansonsten zeigen Betroffene

meist nur wenige zusatzliche Veranderungen (97, 98, 100-104).

7.6 Beeintrachtigung der Zellzyklus-Kontrolle

Ungebundene CDKs sind katalytisch inaktiv. Binden sie jedoch an passende
Cykline, entwickeln sie Kinase-Aktivitat, welche flir das Fortschreiten des Zellzyk-
lus bendtigt wird. CDK4 und CDKG6 verbinden sich mit Typ-D-Cyklinen und formen
Komplexe, welche der Zelle den Ubertritt von der G1-Phase in die S-Phase erlau-
ben, indem sie Proteine der Retinoblastom-Familie phosphorylieren, wodurch die-
se die Inhibition  von E2F-Transkriptionsfaktoren  beenden. E2F-
Transkriptionsfaktoren aktivieren Gene, welche fir die Progression von der G1-
zur S-Phase und fur die DNA-Synthese bendtigt werden (168). Bei Zellen ohne
funktionierendes CDKG6-Protein findet man erhdhte eine Zentrosomen-Anzahl so-
wie multipolare, desorganisierte Spindelapparate, desorganisierte Mikrotubuli und
dysmorphe Zellkerne. Der Zellzyklus ist bei diesen Zellen beeintrachtigt und die
Zellteilungsrate ist verringert. Von CDK6-Variationen betroffene Menschen weisen
neben primarer Mikrozephalie auch milde mentale Retardierung und fliehende
Stirn auf (146) .
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7.7 Beeintrachtigung der Wiederaufbaus der Kernhiille

Eine der Voraussetzungen fur die Mitose mehrzelliger Lebewesen ist der regel-
rechte Auf- und Abbau der Kernhulle. Der Abbau dieser Kernhulle wird durch eine
Vielzahl von Phosphorylierungsvorgangen getriggert. Die Phosphorylierung des
Proteins BANF1 reduziert dessen Affinitat fUr Chromatin und fur die Proteine der
inneren Kernmembran aus der LEM Familie. Der Verlust der BANF1-mediierten
Chromatin-Kernhullen-Verbindung tragt zum Abbau der Hulle bei. BANF1 muss
sich am Ende der Mitose mit Chromatin und LEM-Proteinen verbinden, um die
Kernhulle wieder aufbauen zu kdnnen. Wie die dafur bendtigte Dephosphorylie-
rung von BANF1 genau reguliert wird, ist bis dato nicht geklart, jedoch wird LEM4
fur diesen Vorgang bendétigt. LEM4 inhibiert die mitotische Kinase von BANF1,
VRK1 und interagiert mit PP2A, um diesem die Dephosphorylierung von BANF1
zu ermoglichen. Durch diese beiden Funktionen kontrolliert LEM4 den postmitoti-
schen Aufbau der Kernhille (154). Ein Verlust der Funktion dieses Proteins flhrt
bei Betroffenen zu primarer Mikrozephalie, Kleinwuchs, spastischer Tetraplegie,
Krampfanfallen, fliehender Stirn, Mikrognathie sowie zu multiplen hyperpigmentier-
ten Makulae (16).

7.8 Beeintrachtigung des Stofftransportes uber die Blut-Hirn-
Schranke

Das Protein MFSD2A dient als Haupttransporter von Docosahexaensaure ins Ge-
hirn und wird speziell im Endothel der Blut-Hirn-Schranke in kleinsten Hirngefallen
exprimiert. DHA ist eine Omega-3-Fettsaure, die in hohen Konzentrationen in
Phospholipiden des Gehirns vorkommt und essentiell fur eine normale Entwick-
lung der GehirngréRe und kognitiven Funktion ist. DHA wird durch MFSD2A in
Form von Lysophosphatidylcholinen transportiert. Mause mit defizientem
MFSD2A-Gen zeigen eine stark reduzierte Aufnahme von DHA und verschiede-
nen LPCs und in der Folge eine verminderte Neuronenzahl, kognitive Defizite,
Angstzustande und Mikrozephalie (153). Pathogene MFSDZ2A-Variationen rufen
bei Betroffenen primare Mikrozephalie, mentale Retardierung, Entwicklungsverz6-
gerung, spastische Tetraparese, Krampfanfalle, Hypo- oder Hypertonie, Hyper-

reflexie und verzdgerte bis fehlende Sprachentwicklung hervor (14, 15).
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8 Diskussion und Ausblick

Als aulerst seltene Ursache von vor der 36. Schwangerschaftswoche auftretender
Mikrozephalie ist die autosomal rezessive primare Mikrozephalie eine Erkrankung,
die nicht fest in den Kdpfen aller angehenden und praktizierenden Arzte und
schon gar nicht in jenen der Allgemeinbevolkerung Mitteleuropas verankert ist
(19). MCPH ist eine atiologisch und zum Teil auch phanotypisch heterogene
Krankheit, die neben unterschiedlich ausgepragter primarer Mikrozephalie in man-
chen Fallen auch weitere schwerwiegende Veranderungen und Einschrankungen,
wie etwa mentale Retardierung, Kleinwuchs, faziale Dysmorphien, Krampfneigung
und viele mehr verursachen kann (12, 13, 105, 149). Sie tritt haufiger in jenen Re-
gionen der Erde auf, in welchen konsanguine Verbindungen ublich sind. Die Er-
krankung wird durch Mutationen in einem von 17 unterschiedlichen Genen verur-
sacht (12—17). Diese Gene kodieren flr Proteine, die jeweils eine wichtige Funkti-
on in der Entwicklung des Gehirns, vor allem in der Neurogenese, erfullen. In vie-
len Fallen wird durch Veranderungen an den Zentrosomen, am Spindelapparat
oder an den Kinetochoren die Zellteilungsebene neuronaler Progenitorzellen da-
hingehend beeinflusst, dass asymmetrische Zellteilung Uberwiegt, wodurch die
Anzahl der neuronalen Stammzellen und damit im Zuge der weiteren Entwicklung
auch die Gesamtzahl der Neuronen verringert wird. Dadurch und durch andere
Mechanismen flhren bestimmte Variationen dieser Gene zum Krankheitsbild der
autosomal rezessiven primaren Mikrozephalie (112-114, 120, 124, 126, 130, 131,
134, 138, 148, 151, 156, 163). Seit den ersten publizierten MCPH-Fallen hat die
Diagnostik und Forschung vor allem durch die Entwicklung neuer Sequenzie-
rungstechnologien und -strategien grof3e Fortschritte gemacht. Durch die immer
weiter verbreitete Anwendung des Next-Generation Sequencing wurden in den
letzten Jahren immer mehr Gene entdeckt, die MCPH verursachen kénnen und
damit auch eine wichtige Rolle in der Gehirnentwicklung spielen (12, 27). So wird
durch Forschung auf diesem Gebiet auch das Verstandnis der komplexen Vor-
gange der Entwicklung des ZNS weiter vorangetrieben. Diese Entwicklung wird
sich meiner Ansicht nach unter anderem durch den stetigen technischen Fort-
schritt weiter fortsetzen. Aufgrund der grof3en Anzahl der an diesen komplexen
Prozessen beteiligten Proteine werden mit groRer Wahrscheinlichkeit weitere

MCPH-Gene entdeckt und die Rollen der betroffenen Proteine geklart werden,
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wodurch immer weitere Teile dieser Ablaufe besser verstanden werden konnen.
Das Protein NDE1 spielt beispielweise eine wichtige Rolle beim Aufbau des Spin-
delapparates, bei der Duplikation der Zentrosomen sowie bei der Zellzykluspro-
gression neuronaler Stammzellen (169, 170). Variationen im NDE1-Gen, welche
zum Funktionsverlust dieses Proteins fuhren, beeintrachtigen auch die Zellkern-
Migration im Rahmen der Neurogenese sowie die postmitotische Migration der
Neuronen und verursachen dadurch zum Teil schwere Mikrozephalie und Lissen-
zephalie (170, 171). Ein weiteres Beispiel ist das Protein CEP63, welches mit dem
MCPH-Protein CEP152 kooperiert und den geordneten Ablauf der Duplikation der
Zentriolen sichert, womit es funktionelle Ahnlichkeit mit vielen bei MCPH verander-
ten Proteinen aufweist (172). Dieses Gebiet bietet somit noch sehr viel Potential
fur weitere vielversprechende Forschung. Den MCPH-Betroffenen kann zwar da-
durch keine Milderung ihrer Beeintrachtigungen versprochen werden, jedoch leis-
ten sie durch ihre Teilnahme an Untersuchungen und Projekten einen essentiellen
Beitrag zum wissenschaftlichen Fortschritt, wodurch womdglich anderen Men-
schen in Zukunft geholfen werden kann. Von weiterer Forschung kénnten auch die
sogenannten Chuas oder rat people, wie bestimmte mikrozephale Menschen im
Nordosten Pakistans genannt werden, profitieren. Wie in der Einleitung beschrie-
ben, werden diese nach der Geburt aufgrund eines religiosen Mythos abgegeben
und in Folge oft als Bettler missbraucht, die friher groRtenteils an einem Schrein
ausharrten und heutzutage durch das Land wandern um bei religiosen Festen
moglichst viel Geld fur ihre Halter einzunehmen. Durch weitere Aufklarung der Be-
volkerung beziglich des Ursprungs der Mikrozephalie kdnnten die Eltern betroffe-
ner Kinder daran gehindert werden, ihre Neugeborenen abzugeben (11).

Ein besonders aktuelles Thema, fir welches Forschung im Bereich der Mikro-
zephalie relevant sein kdnnte, sind etwa die Auswirkungen einer Infektion mit dem
Zika-Virus im ersten Trimester der Schwangerschaft auf die Gehirnentwicklung
(173, 174). Das Zika-Virus ist ein RNA-Virus aus der Familie der Flaviviridae, wird
vor allem durch Muickenstiche der Arten Aedes aegypti oder Aedes albopictus,
jedoch auch von Mensch zu Mensch, etwa durch Geschlechtsverkehr, Gbertragen
und verursacht im Falle eine Infektion bei Erwachsenen lediglich in etwa 20 Pro-
zent der Falle Allgemeinsymptome wie Fieber, Hautausschlag, Arthralgien, Myal-
gien, Kopfschmerzen und Konjunktivitis, wahrend bis zu 80 Prozent der Infizierten

keinerlei Beschwerden entwickeln (173). Dartber hinaus wird dieses Virus jedoch
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zum Teil mit dem Guillain-Barré Syndrom in Verbindung gebracht und kann auch
neuronale Stammzellen infizieren und deren Zelltod induzieren (174). So kann
eine Infektion mit diesem Virus vor allem im vulnerablen ersten Trimester der
Schwangerschaft zu primarer Mikrozephalie und anderen Beeintrachtigungen fih-
ren (173, 175). Wie genau es zur Induktion des Zelltods bei neuronalen Stammzel-
len kommt und wie man diese Folgen moglicherweise verhindern kann, muss noch
weiter erforscht werden. Womdglich kénnten die durch Erforschung der MCPH-
Proteine gewonnenen Erkenntnisse dabei hilfreich sein.

In dieser Arbeit wird die autosomal rezessive primare Mikrozephalie in vielen ihrer
Aspekte ausfuhrlich beschrieben. Zu Beginn werden die Definition der Erkrankung,
das zum Teil etwas unterschiedliche klinische Erscheinungsbild, die nicht immer
einfache Diagnostik von MCPH und die Begleitung von Erkrankten beschrieben.
Weiterfuhrend ware hierbei von Interesse, welchen Grad der Selbststandigkeit
MCPH-Betroffene mit entsprechender Forderung erreichen kdnnten und wie eine
solche Unterstlitzung der Entwicklung im besten Fall aussehen wirde. Aufgrund
der sozialen und 6konomischen Situation in Regionen mit einer héheren MCPH-
Inzidenz, wie etwa im Norden Pakistans, ist an eine entsprechende Fdorderung
leider oft nicht zu denken. Hier waren auch Forschungsprojekte mit gezielter For-
derung sowie eine umfangreiche Aufklarung der Bevdlkerung wiinschenswert, um
mikrozephalen Menschen in Pakistan ein besseres Leben zu ermdglichen.

In der Arbeit wird auch ein Vergleich zu syndromalen Erkrankungen mit primarer
Mikrozephalie, wie etwa zum Seckel-Syndrom gezogen. In diesem Zusammen-
hang waren sicher noch weitere genetische Erkrankungen, wie etwa das Aicardi-
Goutieéres-Syndrom, erwahnenswert gewesen. Ebenso ware ein klinischer Ver-
gleich zu beispielsweise durch Infektionskrankheiten bedingter Mikrozephalie oder
zu genetischen Erkrankungen mit Lissencephalie bzw. anderen Malformationen
des Gehirns interessant. Solch ausfuhrliche Erlduterungen wirden jedoch den
Rahmen dieser Arbeit sprengen.

Weiters werden Strategien zur Auffindung von krankheitsverursachenden Genen,
vor allem mittels Next-Generation Sequencing erlautert, um die Thematik aus
Sicht der Genetik genauer zu beleuchten und die genetische Diagnostik verstand-
lich zu machen. Diesbezuglich schreitet die Technik immer weiter voran und wird
zunehmend komplexer, wodurch hier nur ein begrenzter Einblick in diese Thema-

tik gegeben werden kann.
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Den Kern der Arbeit bildet die Diskussion der einzelnen MCPH-Genloci, ihrer Pro-
teine und deren Funktionen. Diese Thematik ist im Detail auerst komplex und
kann daher nicht in ihrem gesamten Umfang in dieser Arbeit erfasst werden. Vor
allem bezuglich der Proteinfunktionen und dem Zusammenspiel der einzelnen
Komponenten ist auch noch vieles nicht abschlieRend erforscht. Aus diesem
Grund und da stetig neue MCPH-Genloci und Proteine identifiziert und erforscht
werden, ist ein Thema wie die autosomal rezessive primare Mikrozephalie in stan-
diger Erweiterung und damit im Wandel begriffen, wodurch auch in baldiger Zu-
kunft weitere zusammenfassende Arbeiten geschrieben werden sollten, um inte-
ressierten Klinikern, aber auch mit der Genetik befassten Berufsgruppen einen
schnellen und uUbersichtlichen Einblick in diese interessante und lehrreiche geneti-

sche Erkrankung zu ermoglichen.
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