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1. Zusammenfassung 

Zerebrale kavernöse Malformationen sind Gefäßfehlbildungen des menschlichen 

zentralen Nervensystems, die mit einer Prävalenz von etwa 1:650 in der Bevölkerung 

auftreten und zu rezidivierenden Kopfschmerzen, Krampfanfällen und Gehirnblutungen 

führen können. Diese Läsionen treten sowohl sporadisch als auch als Konsequenz von 

erblichen Mutationen (familiäre Kavernomatose) mit unvollständiger Penetranz und variabler 

Expressivität auf. Kausale Mutationen sind für die Gene CCM1 (KRIT1), CCM2 

(Malcavernin) und CCM3 (PDCD10) beschrieben. 

Die vorliegende Dissertationsarbeit mit dem Titel „Identifizierung und 

Charakterisierung eines neuen Kandidatengens für kavernöse Gefäßmalformationen des 

zentralen Nervensystems“ hatte die Suche neuer CCM-assoziierter Gene und deren 

Beschreibung zur Aufgabe. Als Ausgangspunkt dienten fünf Indexpatienten aus der Kohorte 

Stahl et al. 2008, bei denen keine ursächliche Mutation in den bekannten CCM-Genen 

identifiziert werden konnte. Die Exomsequenzierung mittels SOLiD™ 5500XL ergab für die 

vier isolierten und den familiären Fall mehr als 210.000 Varianten. Nach Filterung und 

Priorisierung dieser Veränderungen wurden acht Kandidatengene definiert, von denen fünf 

mittels klassischer Sanger-Sequenzierung validiert werden konnten. Das 

vielversprechendste Kandidatengen, FAM222B (C17orf63), in dem 2012 keine Loss-of-

function Mutationen bekannt waren und das für ein Protein unbekannter Struktur und 

Funktion kodiert, wurde für die weitere Charakterisierung ausgewählt. Zunächst konnten 

durch einen Yeast Two-Hybrid Screen Interaktionspartner identifiziert werden, die sich in die 

bekannten CCM-Signalwege integrieren ließen. Funktionelle Studien mittels Morpholino- und 

TALEN-Technik im Zebrafischmodell und mit humanen Nabelschnurvenenendothelzellen 

zeigten jedoch keinen signifikanten Effekt von FAM222B auf die Angiogenese. Auch eine 

detaillierte Bewertung der Informationen, die erst Ende 2014 in der ExAC-Datenbank 

veröffentlicht wurden, spricht in Zusammenschau mit den experimentellen Daten eher 

dagegen, FAM222B als neues Kandidatengen für die Entstehung von CCMs einzustufen. 

Parallel zu den funktionellen Studien wurde die Kohorte von Stahl et al. 2008 kontinuierlich 

erweitert. Bei den molekulargenetischen Analysen fanden sich mehr kausale Mutationen im 

CCM3-Gen als bisher angenommen. Ferner konnte gezeigt werden, dass rund ein Drittel der 

Probanden vor Erreichen des Erwachsenenalters und ein Fünftel der Mutationsträger bereits 

vor dem 10. Lebensjahr erkranken.  
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2. Einleitung 

2.1 Zerebrale kavernöse Malformationen 

2.1.1 Symptomatik, genetische Ursachen und Diagnostik  

Zerebrale kavernöse Malformationen (Kavernome, CCMs; Cerebral cavernous 

malformations OMIM 116860, 603284, 603285) sind fokale vaskuläre Fehlbildungen des 

zentralen Nervensystems, die zu wiederkehrenden Kopfschmerzen, Epilepsie, 

neurologischen Defiziten und hämorrhagischen Schlaganfällen führen können. Sie gehören 

zu der Gruppe vaskulärer Fehlbildungen mit langsamem Blutfluss und sind maulbeerartig 

erweiterte endotheliale Kanäle, die durch das Fehlen einer normalen Blut-Hirnschranke und 

von intervenierendem Hirnparenchym gekennzeichnet sind (Clatterbuck et al. 2001, 

Bertalanffy et al. 2002, Revencu und Vikkula 2006, Fischer et al. 2013). Neben wenigen 

abnormen oder gänzlich fehlenden tight und adherens junctions der Endothelzellen und der 

daraus resultierenden erhöhten Permeabilität sind Kalzifikationen und Thrombosen typisch 

für die Kavernome. Die Detektion der CCMs erfolgt durch hochauflösende MRT-Aufnahmen 

(Magnetresonanztomographie) mit suszeptibilitäts-gewichteten und Gradientenecho-

Sequenzen (Frischer et al. 2012). Je nach Lage und Symptomatik kann eine Resektion 

einzelner Läsionen in Erwägung gezogen werden. 

Isolierte Fälle mit häufig nur einer solitären Läsion treten mit einer geschätzten 

Prävalenz von 1:200-1:250 in der Gesamtbevölkerung auf (Rigamonti et al. 1988). Jedoch 

lässt sich oft ein asymptomatisch betroffenes Elternteil bei scheinbar isolierten Fällen mit 

multiplen Kavernomen finden (Labauge et al. 1998). Bei der familiären Kavernomatose treten 

multiple Kavernome bereits in jüngerem Lebensalter auf (Labauge et al. 2007). Für letztere 

wird ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster und eine variable Expressivität mit 

unvollständiger Penetranz angenommen. Bisher sind drei ursächliche Gene bekannt: CCM1 

(KRIT1, Chromosom 7q21.2, (Laberge-le Couteulx et al. 1999)), CCM2 (Malcavernin/OSM, 

Chromosom 7p13, (Liquori et al. 2003, Denier et al. 2004)) und CCM3 (PDCD10, 

Chromosom 3q26.1, (Bergametti et al. 2005)), deren Lokus-spezifische Penetranz auf 63%, 

55% und 68% geschätzt wird (Denier et al. 2006). Mutationen finden sich in 94% aller 

familiären und 57% aller isolierten Fälle (Denier et al. 2006), beziehungsweise in über 90% 

und 60% (Stahl et al. 2008), womit die genetische Ursache für fast 20% aller Betroffenen 

ungeklärt bleibt. Bei den meisten Patienten werden die Kavernome zwischen der 2. und 4. 

Lebensdekade symptomatisch. Es sind aber auch schwere Verläufe im Kindesalter bekannt 

(Sürüçü et al. 2006). 

Das Mutationsspektrum in den CCM-Genen beinhaltet überwiegend eindeutig 

trunkierende Mutationen (Nonsense-Mutationen, Insertionen und Deletionen), die zum 
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Einbau eines vorzeitigen Stoppkodons führen, jedoch auch wenige Missense-Mutationen in 

funktionell wichtigen Bereichen der gebildeten Proteine (Labauge et al. 2007, Fisher et al. 

2015). Zusätzlich sind für jedes der drei Gene auch komplette Deletionen beschrieben 

(Denier et al. 2004, Bergametti et al. 2005, Gaetzner et al. 2007, Liquori et al. 2007, Liquori 

et al. 2008). 

Die molekulargenetische Routinediagnostik wird derzeit noch routinemäßig in fünf 

Stufen durchgeführt (Felbor 2007). Zunächst werden die Exons 9-18, sowie Exon-Intron-

Übergänge des CCM1-Gens sequenziert, da hier die meisten Mutationen zu finden sind. 

Wird dabei keine Mutation identifiziert, werden die restlichen kodierenden Exons von CCM1 

analysiert, anschließend das CCM2-Gen und zuletzt CCM3. Werden hierbei keine Loss-of-

function Mutationen gefunden, erfolgt als 5. Stufe eine Gendosisanalyse (MLPA, Multiplex 

ligation-dependent probe amplification). 

Da hereditäre Fälle mit zunehmendem Alter in der Regel multiple Läsionen tragen, 

wird die Knudson’sche Zweitrefferhypothese für die Kavernomatose angenommen (Gault et 

al. 2005, Pagenstecher et al. 2009). In wenigen Fällen ließen sich neben einer 

Keimbahnmutation in einem der drei CCM-Gene auch somatische Mutationen finden (Akers 

et al. 2009, Gault et al. 2009). In Endothelzellen des kavernösen Gewebes, jedoch nicht in 

Endothelzellen des umliegenden Gewebes konnte demnach immunhistochemische 

Negativität für das betroffene CCM-Protein gezeigt werden (Pagenstecher et al. 2009). 

Zusätzlich gelang es McDonald und Kollegen in einer Läsion eines isolierten CCM-Patienten 

zwei biallelische somatische Mutationen nachzuweisen (McDonald et al. 2014). 

2.1.2 CCM Proteine und Signalwege 

Obwohl sich die gebildeten Proteine der CCM-Gene strukturell nicht ähnlich sind und 

keine homologen Sequenzbereiche besitzen, ist das klinische Erscheinungsbild der 

Kavernomatose grundsätzlich vergleichbar. Es wird daher angenommen, dass die CCM-

Proteine in gemeinsamen oder ähnlichen Signalwegen wirken (Plummer et al. 2005, Gore et 

al. 2008, Stahl et al. 2008, Pagenstecher et al. 2009). Die genauen Mechanismen sind 

jedoch weitgehend unbekannt. Auch Ergebnisse aus in vitro Studien, die die Komplexbildung 

der CCM-Proteine zeigten, stützen diese Annahme (Zawistowski et al. 2005, Voss et al. 

2007, Li et al. 2010).  

CCM1 kodiert für ein 84 kDa großes, zytoplasmatisches Protein ohne katalytische 

Aktivität, welches N-terminal ein Kernlokalisierungssignal (KLS), gefolgt von drei NPxY/F 

Motiven (Asparagin-Prolin-variable Aminosäure-Tyrosin/Phenylalanin), drei Ankyrinrepeats 

(ANK) und C-terminal eine FERM Domäne (band Four.1 Ezrin Radixin Moesin) aufweist 
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(Abbildung 1). Das erste der drei NPxY/F Motive kann an ICAP1α (Integrin Cytoplasmic 

Domain-Associated Protein 1-α) binden, welches über seine PTB Domäne (Phospho-

Tyrosine Binding) auch mit dem zytoplasmatischen Teil von β1-Integrin wechselwirken und 

damit die Zellproliferation, -adhäsion, -migration und -morphologie modulieren kann (Zhang 

et al. 2001, Zawistowski et al. 2002, Millon-Frémillon et al. 2008, Liu et al. 2013b). Kürzlich 

konnte gezeigt werden, dass auch die PTB Domäne von ANKS1B (Ankyrin Repeat And 

Sterile Alpha Motif Domain Containing 1B), welches vermutlich eine Rolle bei der Limitation 

der endothelialen Permeabilität spielt, über das letzte der drei NPxY/F Motive gebunden wird 

(Herberich et al. 2015). Die NPxY/F Motive können ebenfalls die Dimerisierung und 

intramolekulare Faltung und somit eine offene und geschlossene Form des CCM1 Proteins 

bedingen (Faurobert und Albiges-Rizo 2010). ICAP1α besitzt wie CCM1 ein 

Kernlokalisierungssignal, sodass vermutet wird, dass beide Proteine in den Kern 

translozieren können, um dort die Genexpression zu regulieren. Über die offene oder 

geschlossene Konformation kann eine Maskierung erfolgen, wodurch die Translokation 

zwischen Zytosol und Zellkern, sowie molekulare Interaktionen gesteuert werden können 

(Francalanci et al. 2009, Faurobert und Albiges-Rizo 2010). Die FERM Domäne besteht aus 

den drei Kleeblatt-artig angeordneten Untereinheiten F1-F3, wobei F3 eine PTB-ähnliche 

Domäne aufweist, welche die NPxY/F Motive der zytoplasmatischen Teile von 

Transmembranrezeptoren erkennt (Marchuk et al. 2003, Gault et al. 2004, Plummer et al. 

2005). Als Effektor des kleinen G Proteins Rap1a (RAS related protein 1a), welches über die 

FERM Domäne gebunden wird (Li et al. 2012b, Gingras et al. 2013), ist CCM1 nicht mehr in 

der Lage an Mikrotubuli zu binden. Dies hat die Rekrutierung von CCM1 zur 

Plasmamembran (Béraud-Dufour et al. 2007) und damit die Stabilisierung der Zell-Zell-

Adhäsion zur Folge (Liu et al. 2011). Dabei wird der zytoplasmatische Teil des 

Membranankerproteins HEG1 (Heart of glass 1) Rezeptor gebunden und es entsteht ein 

ternärer Komplex mit dem CCM2 Protein (Whitehead et al. 2004, Kleaveland et al. 2009, 

Faurobert und Albiges-Rizo 2010). 

Als Gerüstprotein für einen Komplex aus VE-Cadherin (Vascular endothelial-

Cadherin) und β-Catenin ist CCM1 essentiell für die Formation und Integrität der 

Adhärenzkontakte (Glading et al. 2007, Gore et al. 2008, Glading und Ginsberg 2010). β-

Catenin verdrängt im Nukleus den Transkriptionsrepressor Groucho, was die Aktivierung der 

Expression von Wnt-Zielgenen (Wingless Int-Gen) zur Folge hat. Des Weiteren wirkt das 

CCM1 Protein als negativer Regulator für RhoA (Ras Homolog Family member A), welches 

für die regelrechte Organisation des Zytoskeletts und der damit verbundenen Etablierung der 

Zellpolarität und -migration sorgt (Borikova et al. 2010). Durch die Regulation des Liganden 

DLL4 (Delta-Like Protein 4) und der Zielgene HEY1 und HEY2 (Hes-Related Family BHLH 
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Transcription Factor With YRPW Motif 1 und 2) spielt CCM1 auch eine wichtige Rolle im 

Delta-Notch Signalweg (Wüstehube et al. 2010, Schulz et al. 2015), welcher unverzichtbar 

für die vaskuläre Entwicklung ist (Bray 2006). 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Endothelzell-spezifische Herunterregulation 

von Ccm1 in Mäusen eine Endothel-zu-Mesenchym-Transition (EndMT) induziert, welche 

zur Entwicklung und Entstehung von Kavernomen beiträgt (Maddaluno et al. 2013). Der 

Wandel der Endothelzellen erfolgt über den Anstieg von endogenem BMP6 (Bone 

Morphogenetic Protein 6), was wiederum den TGF-β (Transforming growth factor-beta)- und 

BMP-Signalweg aktiviert und als Folge zu größeren und vermehrten vaskulären Läsionen in 

Mäusen führt (Maddaluno et al. 2013). 

 

Abbildung 1. Domänenstruktur und Interaktionen von CCM1. 

Das 50 kDa große CCM2 Protein (Malcavernin) sorgt für die regelrechte Struktur des 

Zytoskeletts, die Stabilisierung von Zell-Zell-Interaktionen und die Lumenformation in 

Endothelzellen. Es stellt ein Gerüstprotein für den Komplex aus CCM1-3 dar (Hilder et al. 

2007a, Voss et al. 2007), besitzt ebenso wie ICAP1α eine PTB Domäne am N-Terminus und 

kann dadurch auch die Kerntranslokation des Komplexes aus CCM1 und ICAP1α inhibieren 
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(Liquori et al. 2003, Brouillard und Vikkula 2007, Labauge et al. 2007, Faurobert und Albiges-

Rizo 2010). C-terminal findet sich eine Harmonin-homologe Domäne (HHD, (Fisher et al. 

2013)), die an der Bindung zu MAP3K3 (Mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase 

kinase 3) beteiligt ist (Abbildung 2, links). Diese wird für die hyperosmolar-induzierte 

Aktivierung der p38 MAP Kinase Kaskade benötigt. CCM2 lokalisiert unter osmotischem 

Schock zur Membran, wo es als Gerüst für MAP3K3 und RAC1 (Ras-Related C3 Botulinum 

Toxin Substrate 1 (Rho Family, Small GTP Binding Protein Rac1)) in der Kaskade des p38 

MAPK Signalwegs dient (Uhlik et al. 2003, Zawistowski et al. 2005) und zur Reorganisation 

des Aktinzytoskeletts führt (Hilder et al. 2007b). Auch kann CCM2 den RhoA Level über die 

Bindung zur RhoA-spezifischen Ubiquitin Ligase SMURF1 (SMAD Specific E3 Ubiquitination 

regulatory factor 1) regulieren, wobei die Degradation von RhoA zu endothelialer 

Zellintegrität führt (Crose et al. 2009). Des Weiteren kann über die PTB Domäne eine 

Bindung zu der Rezeptor-Tyrosinkinase NTRK1 (Neurotrophic Tyrosine Kinase, Receptor, 

Type 1) erfolgen, während C-terminal über unbekannte Mechanismen eine Verlinkung zu 

Apoptosesignalwegen erfolgt (Harel et al. 2009).  

Das 25 kDa große CCM3 Protein (Abbildung 2, rechts) besitzt neben einer N-terminal 

lokalisierten Dimerisierungsdomäne eine Serin-/Threoninkinase Bindungs- und 

Phosphorylierungsdomäne (Li et al. 2010, Kean et al. 2011) über welche die GCKIII 

(Germinal Centre Kinase III Familie) Proteine STK24 (MST3), STK25 (SOK1), STK26 

(MST4, Serin/Threoninkinase 24-26) und PTPN13 (FAP-1, Protein Tyrosine Phosphatase, 

Non-Receptor Type 13) gebunden werden können (Voss et al. 2007, Fidalgo et al. 2010, 

Sugden et al. 2013, Xu et al. 2013). Dies reguliert den ERK Signalweg und unterstützt damit 

das Überleben der Zellen (Ma et al. 2007). Die Kinasen der Sterile 20-like Gruppe spielen 

eine Rolle in der Zellpolarisation und -migration (Preisinger et al. 2004, Lu et al. 2006, Ling et 

al. 2008). Die GCKIII Kinasen und CCM3 sind wichtig für die Polarisierung des Golgi-

Apparates und Teil des STRIPAK Komplex (Striatin-interacting phosphatase and kinase), 

über den auch die Interaktion mit PP2A Phosphatasen erfolgt. Dies kann wiederum den 

RhoA Inhibitor Moesin aktivieren (Ma et al. 2007, Voss et al. 2007, Goudreault et al. 2009, 

Fidalgo et al. 2010, Kean et al. 2011). Zusätzlich regulieren CCM3 und STK24 durch die 

Bindung zu UNC13D (Unc-13 Homolog D (C. Elegans)) auch die Liganden-stimulierte 

Exozytose von Endothelzellen, was zur vaskulären Integrität beiträgt (Zhang et al. 2013). C-

terminal weist CCM3 eine FAT-homologe Domäne auf (Focal adhesion targeting, (Li et al. 

2010)), die mit CCM2 interagiert (Hilder et al. 2007a, Voss et al. 2007), aber auch mit dem 

Gerüstprotein Paxillin (Li et al. 2011), welches an der Zellmigration und -adhäsion beteiligt ist 

(Turner 2000, Jamieson et al. 2005). CCM3 scheint weiterhin über die Bindung zu PCDH-γ 

(Protocadherin-gamma) die Apoptose in der neuronalen Entwicklung zu regulieren (Lin et al. 
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2010). Auch kann unter VEGF (vascular endothelial growth factor)-Stimulation die Bindung 

und damit die Stabilisierung von VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2) 

durch den C-Terminus von CCM3 erfolgen (He et al. 2010), was die vaskuläre 

Morphogenese reguliert. Ebenfalls erfolgt über die Bindung zu Phosphatidylinositol Di- und 

Triphosphaten (PIP2 (PtdIns(3,4)P2, PtdIns(4,5)P2) und PIP3 (PtdIns(3,4,5)P3)) die 

Modulation des AKT-PI3K Signalweges und somit die Regulation der Angiogenese (Jiang 

und Liu 2009, Dibble et al. 2010). 

 

 

Abbildung 2. Domänenstruktur und Interaktionen von CCM2 (links) und CCM3 (rechts). 

Das erst kürzlich identifizierte Protein CCM2-like (CCM2L) zeigt ähnliche 

Eigenschaften wie CCM2 und scheint ebenfalls eine notwendige Komponente im HEG-CCM 

Signalweg zu sein (Rosen et al. 2013). Die Morpholino-vermittelte Herunterregulation der 

mRNA in Zebrafischembryonen zeigt einen ähnlichen Phänotyp wie schon in ccm1, ccm2 

und heg Mutanten beschrieben, ist aber weniger stark ausgeprägt. Durch die gleichzeitige 

Überexpression von CCM2 konnte der morphante Phänotyp teilweise gerettet werden. Es 

wird daher postuliert, dass die Funktionen beider Gene in vivo zumindest teilweise 

überlappen. Rosen und Kollegen konnten auch zeigen, dass das CCM2L Protein in der Lage 

ist an das NPxY/F Motiv von CCM1 zu binden, jedoch konnte weder gezeigt werden, ob die 
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gleiche Bindungsstelle benutzt wird, noch ob eine simultane Bindung von CCM2 und CCM2L 

erfolgt (Rosen et al. 2013). Zudem konnte in vitro gezeigt werden, dass CCM2 und CCM2L 

beide an MAP3K3 binden und somit eine Autoaktivierung verhindern können (Cullere et al. 

2015). 

 

2.2 Angiogenesemodellsysteme 

Da die Entstehung der Kavernome auf eine pathologische Angiogenese zurückgeht, 

ist es unerlässlich, an Modellsystemen die Entstehung, Reifung und Aufrechterhaltung der 

Gefäße erforschen zu können (Staton et al. 2009). Ein etabliertes Modell der 

Angiogeneseforschung existiert für den Zebrafisch (Danio rerio) und findet häufig für 

entwicklungsbiologische und pharmakologische Fragestellungen Anwendung (Lawson und 

Weinstein 2002, Staton et al. 2004, Zon und Peterson 2005). Durch seine geringe Größe, 

kurze Generationszeiten und die Transparenz der sich außerhalb des Muttertieres 

entwickelnden Embryonen kann dabei eine gute Darstellung der Gefäße erzielt werden. Für 

die drei bekannten CCM-Gene existieren bereits Mutanten beziehungsweise Morphanten, 

die einen spezifischen vaskulären Phänotyp und ein stark ödematös vergrößertes Herz 

aufweisen (Chen et al. 1996, Stainier et al. 1996, Hogan et al. 2008, Voss et al. 2009). Auch 

die Herunterregulation des Zebrafisch-Orthologs von HEG1 führt zu einem identischen 

Phänotyp. Dies unterstützt die Annahme, dass ein konservierter, Zell-autonomer 

Mechanismus existiert, in dem der HEG1-CCM Signalweg die Bildung und Entwicklung von 

Herz und Gefäßen aus Endothelzellen reguliert (Kleaveland et al. 2009).  

Um eine transiente Herunterregulation von Genprodukten untersuchen zu können, 

werden kleine, spezifische Antisense-Oligonukleotide (sogenannte Morpholinos) in das 

Einzellstadium fertilisierter Zebrafischembryonen durch Mikroinjektion eingebracht. Diese 

binden an die gebildete mRNA des Zielgens und führen so zu deren vorzeitigem Abbau. Auf 

RNA-Ebene kann ein solcher Knockdown mittels spezifischer Primer verifiziert werden 

(Nasevicius und Ekker 2000). Mit der Einführung von Techniken zur gezielten Mutagenese in 

vivo kann heute der Effekt individueller Mutationen in einem stabilen genetischen 

Hintergrund analysiert werden. Hierzu gehört die TALEN-Technik (Transcription activator-like 

effector nucleases), bei der gezielt Doppelstrangbrüche mittels Nukleasen am gewählten 

Genort eingeführt werden. Diese werden dann durch NHEJ (non homologous end joining) 

und homologe Rekombination repariert, was in der Folge oft zu kleineren Deletionen und 

Insertionen führt (Bedell et al. 2012). Auch diese TALE-Nukleasen werden in das 

Einzellstadium fertilisierter Zebrafischembryonen injiziert und die Menge an mutierten Zellen 

im adulten Stadium der Fische ermittelt. Hierzu wird die Mutation in der Schwanzflosse 
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nachgewiesen und der Anteil an Nachkommen, welche die eingeführte Mutation tragen 

bestimmt. Die besten Gründerfische werden dann wieder miteinander verpaart, um eine 

stabile genetische Linie herzustellen, die für weitere Analysen dient.  

Ein weiteres wichtiges Modell sind primäre Endothelzellen, in denen angiogenetische 

Prozesse in vitro beobachtet werden können. Die Untersuchung der Herunterregulation der 

CCM-Gene in humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (Human umbilical vein endothelial 

cells, HUVEC) hat einen enormen Beitrag zur funktionellen Charakterisierung und der 

Aufklärung der bisher bekannten Beteiligung an Signaltransduktionswegen leisten können. 

Verschiedene Gruppen konnten so zeigen, dass ein Verlust von CCM1-3 zur gesteigerten 

Aktivität von RhoA und somit auch zur vermehrten Bildung von Stressfasern führt 

(Whitehead et al. 2004, Glading et al. 2007, Borikova et al. 2010, Stockton et al. 2010, 

Richardson et al. 2013), was durch Inhibition der ROCK Kinase dagegen wieder hergestellt 

werden kann. Auch für die Migration, Proliferation, Apoptose und Bildung kapillar-ähnlicher 

Strukturen (Tube Formation) von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen konnte gezeigt 

werden, dass gegenüber Kontrollbedingungen eine deutliche Minderung durch 

Überexpression von CCM1 oder CCM3 erfolgt, durch Herunterregulation der Gene diese 

Prozesse allerdings verstärkt werden (Wüstehube et al. 2010, Schleider et al. 2011). 

Zur Untersuchung der endothelialen Differenzierung, Angiogenese und Apoptose in 

vitro können HUVEC zum Beispiel als drei-dimensionale Spheroide (Korff und Augustin 

1998) kultiviert werden. Darunter versteht man die Anordnung von Zellen in einem Gebilde 

mit einschichtiger, nicht-proliferierender Oberflächenzellschicht, die einen Kern aus ebenfalls 

nicht-proliferierenden, ungeordneten Zellen umschließt. Zur Herstellung dieser Spheroide 

werden vereinzelte, suspendierte Endothelzellen unter nicht-adhäsiven Bedingungen in stark 

viskosem Medium als sogenannte „hanging drops“ kultiviert. Nach 18-24 Stunden bilden alle 

Endothelzellen im Tropfen einen einzelnen Spheroid. Diese werden in Collagengele 

eingebettet, nach der Polymerisation mit Medium bedeckt, anschließend mit FGF2 

(Fibroblast growth factor 2) oder VEGF (Vascular endothelial growth factor) stimuliert und für 

weitere 24 Stunden inkubiert. Die Sprossung wird durch Zugabe von Paraformaldehyd 

abgestoppt und die Spheroide können analysiert werden. Durch gezielte Herunterregulation 

der Genexpression mittels RNA-Interferenz kann die Funktion von Proteinen in Zellen 

untersucht werden. Als schneller Test für die Beteiligung der untersuchten Gene an 

angiogenetischen Prozessen kann der Vergleich der Sprossung bei siRNA transfizierten 

HUVECs dienen. Für die Gene CCM1 und CCM3 konnte bereits gezeigt werden, dass eine 

Herunterregulation zu einer vermehrten Sprossung von HUVEC Spheroiden führt, die 

adenovirale Überexpression hingegen eine verminderte Sprossung zur Folge hat 

(Wüstehube et al. 2010, Zhu et al. 2010, Schleider et al. 2011, Zhu et al. 2011). 
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2.3 Hochdurchsatzsequenzierung 

2.3.1 Hochdurchsatzsequenzierung mittels SOLiD™ 5500XL 

Mittels des Next Generation Sequencing (NGS) konnten in den letzten Jahren viele 

neue Krankheits-assoziierte Gene identifiziert werden, da die gesamte menschliche 

Erbinformation bzw. Teile davon in kurzer Zeit analysiert werden können. Bei der 

Exomsequenzierung werden nur die für Proteine kodierenden Sequenzabschnitte, die etwa 

2% des kompletten humanen Genoms ausmachen, analysiert.  

Für diesen Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit das SOLiD™ 5500XL 

Sequenziergerät (sequencing by oligonucleotide ligation and detection, LifeTechnologies™) 

verwendet. Die Methode der Sequenzierung basiert hier auf der Ligation von 

Oligonukleotiden, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, welche 

durch Kameras detektiert werden können (Shendure et al. 2005). Die Präparation der zu 

sequenzierenden DNA-Bibliothek beinhaltet die Spaltung der DNA in Fragmente bestimmter 

Länge und die Ligation von Adaptoren. Darauf folgt die Amplifikation mittels Emulsions-PCR 

an kleinen Kügelchen, sogenannten Beads. Theoretisch soll an jedem Bead genau ein 

einziges DNA Molekül binden und damit in jedem Mikroreaktor eine klonale Amplifikation 

stattfinden. Beads, die keine DNA Moleküle tragen, werden durch die Anreicherung von 

mono- und polyklonalen Kügelchen entfernt, welche dann an einen vorbehandelten 

Glasobjektträger, sogenannte flow chips, gebunden werden. Die Sequenzierung findet 

anschließend mit 8-mer Oligonukleotiden statt, die aus zwei spezifischen Nukleotiden, 

gefolgt von drei degenerierten, sowie drei weiteren Basen bestehen. In der Mitte der 

letzteren sechs Nukleotide befindet sich eine Schnittstelle für die chemische Abspaltung. 

Jedes 8-mer Oligonukleotid ist, abhängig von den ersten beiden spezifischen Basen, an 

einen von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gebunden. Pro Sequenzierrunde 

hybridisiert ein Oktamer über die ersten beiden Basen an das DNA-Fragment. Das Signal 

des angehängten Farbstoffes wird mithilfe einer Kamera detektiert und im Anschluss die 

letzten drei Basen inklusive Farbstoff abgespalten. In der nächsten Sequenzierrunde 

hybridisiert ein weiteres Oktamer an die DNA und der Prozess wiederholt sich bis zum Ende 

des Fragments. Um die entstandenen Leselücken von jeweils drei Basen zu schließen wird 

die Prozedur wiederholt, wobei der erste Primer um genau eine Base versetzt hybridisiert. 

Insgesamt gibt es sechs Ligationsrunden bis jedes Nukleotid des DNA Fragments somit zwei 

Mal ausgelesen wird, was die hohe Genauigkeit und geringe Fehlerrate des 

SOLiD™-Systems ermöglicht. Da hierbei nicht wie in anderen Systemen Basen, sondern 

Farben detektiert werden, wird dieses Prinzip auch als Color-space-Sequenzierung 

(McKernan et al. 2009) bezeichnet und es muss vor der Analyse bioinformatisch eine 
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Übersetzung in Nukleotidinformationen erfolgen. Ein kompletter Lauf des SOLiD™-Gerätes 

dauert viele Tage bis Wochen und produziert bis zu 200 Gb an Daten bei einer Länge der 

Einzelsequenzen (reads) von 75 bp plus 35 bp reverser reads.  

2.3.2 Datenauswertung der Hochdurchsatzsequenzierung 

Die bioinformatische Auswertung erfolgt in verschiedenen Schritten (Weißmann und 

Gilissen 2014). Zunächst müssen die im Gerät erzeugten Bilddateien (Primärdaten) mittels 

Computersoftware in Nukleotidinformationen übersetzt werden, was auch als base calling 

bezeichnet wird. Der base caller übersetzt die einzelnen Fluoreszenzsignale in ein Nukleotid 

und den dazugehörigen Qualitätswert. Die gewonnenen Einzelsequenzen bestehen aus den 

vier Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin sowie aus N (no calls), wenn an einer Stelle 

das Nukleotid nicht eindeutig erkannt wird. Die einzelnen Qualitätswerte und damit die 

Wahrscheinlichkeit mit der ein Nukleotid falsch erkannt wurde, werden in der Phred-Skala 

angegeben. Im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung weiß man beim NGS zunächst nicht, 

zu welchem Bereich des humanen Referenzgenoms die ermittelten Einzelsequenzen 

korrespondieren. Zum read mapping werden daher Computerprogramme (sogenannte read 

mapper) verwendet, die die Position der Einzelsequenzen anhand einer identischen oder 

sehr ähnlichen Reihenfolge an Nukleotiden in Bezug auf das Referenzgenom ermitteln. Die 

Sequenziertiefe (coverage) bezeichnet die Anzahl an Einzelsequenzen, die einer bestimmten 

Region der Referenzsequenz zugeordnet werden können. Je höher diese ist, desto besser 

lassen sich Sequenzierfehler von echten Varianten und homo- sowie heterozygot 

vorkommenden Veränderungen unterscheiden. Im Anschluss folgt die Detektion von 

Sequenzvarianten in den ermittelten Einzelsequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz 

(variant calling) mittels Computerprogrammen wie SAMTools oder dem Genome Analysis 

Toolkit (GATK). Die Interpretation dieser Varianten erfordert die bioinformatische 

Verknüpfung mit verschiedenen Informationen, wie dem Gennamen, Auswirkungen der 

Veränderung auf Proteinebene, den zugehörigen Allelfrequenzen und Werten, die das 

pathogene Potential der konkreten Veränderung beurteilen. Am häufigsten wird für diese 

Annotation das Programm Annovar oder der VEP (Variant effect predictor, ENSEMBL) 

verwendet. Auf spezielle Informationen, die bei der Annotation der Veränderungen verknüpft 

werden, wird weiter unten näher eingegangen. 

Typischerweise können bei der Exomsequenzierung zwischen 20.000 und 50.000 

Varianten pro sequenziertem Exom identifiziert werden. Der wichtigste Schritt bei der 

Auswertung dieser enorm großen Datenmenge ist die Priorisierung der gefundenen 

Variationen. Zur Reduktion der falsch positiven Veränderungen werden die Varianten 
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zunächst über Qualitätswerte gefiltert. Weiterhin können Veränderungen herausgefiltert 

werden, die außerhalb der kodierenden Regionen liegen, sowie synonyme Veränderungen, 

die durch den degenerierten genetischen Code keine Änderung der eingebauten 

Aminosäure bewirken. Dadurch kann die Anzahl potentiell krankheitsverursachender 

Veränderungen auf ungefähr 5.000 reduziert werden. Eine weitere Reduktion um circa 90-

95% kann durch den Ausschluss von Varianten erfolgen, deren minore Allelfrequenz in 

großen Datenbanken wie dbSNP, 1.000 Genomes oder dem NHI Exome sequencing project 

höher ist als die Prävalenz der Erkrankung. Die restlichen 150-500 privaten, nicht 

synonymen Varianten oder Spleißstellenveränderungen bleiben dann als potentiell 

pathogene Varianten übrig. Eine manuelle Validierung dieser restlichen Varianten im 

Integrative Genome Viewer (IGV) ist unerlässlich, da anhand der Lage der einzelnen 

Sequenzreads entschieden werden kann, ob es sich bei den gefundenen Veränderungen um 

PCR-Artefakte oder Alignment Fehler handelt. Diese Priorisierung ist jedoch nur eine erste 

Selektion der gefundenen Veränderungen und es sind weitere Strategien erforderlich, um die 

krankheitsverursachende Mutation aus dieser Anzahl auszumachen (Gilissen et al. 2012). 

Man kann daher sechs klare Strategien zur Identifizierung einer kausativen Mutation 

finden. Die Linkage-basierte Strategie (Abbildung 3A) kann genutzt werden, wenn eine 

monogene erbliche Erkrankung bei mehreren Familienangehörigen auftritt. Es werden dann 

solche Mutationen betrachtet, die bei allen Betroffenen vorkommen, aber nicht in den 

gesunden Familienmitgliedern zu finden sind (Krawitz et al. 2010, Ng et al. 2010b). Bei der 

Homozygositäts-basierten Strategie (Abbildung 3B) für den Fall rezessiv vererbter 

Erkrankungen bei konsanguinen Eltern werden homozygote Veränderungen in größeren 

Bereichen homozygoter Regionen gesucht, die bei beiden Eltern heterozygot auftreten. Dies 

kann bei guter Abdeckung durch ein Homozygosity mapping anhand von SNPs aus den 

Exomdaten geschehen (Becker et al. 2011) oder durch SNP microarrays (Walsh et al. 2010). 

Die Double-hit Strategie (Abbildung 3C) kann bei einzelnen Patienten angewandt werden, 

die an einer rezessiv vererbten Erkrankung leiden, ohne im ersten Schritt weitere Angehörige 

zu sequenzieren. Dabei werden Gene ausgewählt, die homozygote und compound-

heterozygote Veränderungen tragen (Gilissen et al. 2010, Pierce et al. 2010). Bei genetisch 

homogenen Erkrankungen kann mittels Overlap-Strategie (Abbildung 3D) nach 

Veränderungen in gleichen Genen bei verschiedenen, nicht verwandten Patienten mit 

gleichem Phänotyp selektiert werden. Das Prinzip ist vor allem bei seltenen, dominant 

vererbten Erkrankungen anzuwenden, da die Anzahl an privaten heterozygoten Varianten 

wesentlich höher ist als bei den homozygoten oder compound-heterozygoten 

Veränderungen (Hoischen et al. 2010, Hoischen et al. 2011). Diese Strategie funktioniert am 

besten bei klar monogenen Erkrankungen und muss bei genetischer Heterogenität adaptiert 
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werden. Eine weitere sehr wichtige Voraussetzung für die erfolgreiche Kandidatengensuche 

dabei ist eine akkurate klinische Diagnose der inkludierten Patienten (Ng et al. 2010a). Die 

de novo Strategie (Abbildung 3E) kann bei sporadisch auftretenden Erkrankungen 

angewandt werden, wenn in einem Trio-basierten Ansatz beide gesunden Elternteile und das 

betroffene Kind exomweit sequenziert werden. Dabei werden alle vererbten Varianten 

ausgeschlossen und nur die de novo auftretenden Veränderungen betrachtet. 

Durchschnittlich werden nur null bis drei solcher Varianten pro Exom gefunden (Genomes 

Project Consortium et al. 2010, Roach et al. 2010, Vissers et al. 2010, O'Roak et al. 2011). 

Vor allem für neurodegenerative Erkrankungen wie geistiger Behinderung, Autismus und 

Schizophrenie, konnte diese Strategie sehr erfolgreich angewendet werden (Vissers et al. 

2010, Girard et al. 2011, O'Roak et al. 2011, Xu et al. 2011). Die Kandidaten-Strategie 

(Abbildung 3F) wird bei einzelnen Betroffenen einer autosomal vererbten Erkrankung ohne 

Verfügbarkeit weiterer Familienangehöriger oder Betroffener angewandt. Hier erfolgt die 

Priorisierung ausschließlich über die Beurteilung des Einflusses der Varianten auf die 

Proteinfunktion und -struktur. Es wird also nach eindeutigen Loss-of-function Mutationen 

gefiltert (Stopp-, Frameshift-Mutationen) und solchen, die kanonische Spleißstellen 

verändern.  

Bei Missense-Varianten muss die Priorisierung über die Vorhersage des Einflusses 

der Variante auf die Proteinstruktur (Grantham Score) und die Konservierung des Nukleotids 

(PhyloP oder GERP score) erfolgen, weil pathogene Veränderung in der Regel höher 

konservierte Nukleotide betreffen (Cooper et al. 2010, Vissers et al. 2010). Es können auch 

verschiedene weitere Aspekte genutzt werden, um pathogene Missense-Mutationen von 

benignen zu unterscheiden. Unter Betrachtung des Phänotyps können z.B. die Kenntnis der 

Genfunktion oder computergestützte Vorhersageprogramme genutzt werden.  

 

Abbildung 3. Verschiedene Strategien zur Identifizierung kausativer Mutationen. (A) Linkage-
basierte, (B) Homozygositäts-basierte, (C) Double-hit, (D) Overlap, (E) de novo und (F) 
Kandidatenstrategie. Adaptiert nach (Gilissen et al. 2012). 
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In den letzten Jahren wurden Datenbanken entwickelt, die es ermöglichen, 

funktionelle Vorhersagen und Annotationen großer Datenmengen, die beim NGS entstehen, 

zu erleichtern. Hierfür sollen Programme, die auch bei der Auswertung der eigenen 

Exomdaten genutzt wurden, kurz vorgestellt werden.  

Umfangreiche Datenbanken mit Kollektionen von Varianten, die aus Exomstudien 

hervorgehen, sind sehr wichtig für die Interpretation der gefundenen Veränderungen und 

erlauben eine Filterung nach der Allelfrequenz. Dazu zählen der NHLBI Exome Variant 

Server (Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), Seattle, WA), 

in dem die Veränderungen von 6.503 Exomsequenzierungen (im Jahr 2012 noch 5.400 

Exome) enthalten sind. Auch die Datenbank 1.000 Genomes wird häufig verwendet, um 

eigene Daten besser einschätzen zu können (Genomes Project, bis 2012 noch 1.092 

humane Genome) in der mittlerweile genomische Veränderungen von 2.504 Probanden 

aufgeführt sind. Die dbSNP Datenbank katalogisiert kleine Variationen (Stand dbSNP132, 

30.442.771 Einträge) aus verschiedensten Studien, die beispielsweise zur Unterscheidung 

seltener Varianten (SNV, single nucleotide variants) und echter Polymorphismen (SNP, 

single nucleotide polymorphisms) mit populations-spezifischen Allelfrequenzen und anderen 

Informationen verknüpft sind.  

Ein Problem aller Datenbanken ist, dass nicht nur benigne, sondern auch pathogene 

Varianten enthalten sind und deshalb eine Filterung eigener Daten sehr sorgfältig durchdacht 

werden muss, um keine pathogenen Varianten zu verlieren. 

Der ExAC-Server ist die neueste und umfangreichste Sammlung von Veränderungen 

aus insgesamt 60.706 sequenzierten Exomen und damit aktuell die beste Möglichkeit, um 

gefundene, exonische Varianten zu filtern und zu bewerten. Die Zusammenstellung 

beinhaltet ausschließlich Veränderungen von nicht verwandten Probanden, die keine 

schweren Krankheitsverläufe im Kindesalter aufweisen. Damit reduziert sich die Anzahl 

pathogener Varianten für sehr schwere Erkrankungen, die schon im jungen Lebensalter 

auftreten, jedoch sind weiterhin pathogene Varianten für mildere Krankheitsverläufe bzw. 

solche, die erst im Verlauf des Lebens symptomatisch werden, enthalten. Dabei wird der 

Allelzustand der auftretenden Veränderungen, sowie die Allelfrequenzen für verschiedene 

Ethnien angegeben. Das Vorkommen der Varianten für Probanden unterschiedlicher 

Herkunft kann damit differenziert werden. Mit dem ExAC-Server stehen seit November 2014 

fundierte und aussagekräftige Allelfrequenzen für Millionen verschiedener Veränderung zur 

Beurteilung eigener Exomstudien zur Verfügung. Daten unterschiedlichster Krankheits-

spezifischer und Populationsgenetischer Studien sind hierin enthalten. Auch Daten aus 

1.000 Genomes und dem Exome Variant Server sind in der ExAC-Datenbank bereits 

inkludiert.  
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Tabelle 1. Beschreibungen, URLs und Referenzen von verwendeten Datenbanken (Februar 2016). 

Datenbank Beschreibung URL Referenz 

dbSNP146 150.482.731 SNVs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sn
p/ 

(Sherry et al. 2001) 

1.000 
Genomes 

2.503 Genome http://www.1000genomes.org (Genomes Project Consortium 
et al. 2012) 

Exome Variant 
Server 

6.503 Exome http://evs.gs.washington.edu/
EVS/ 

Exome Variant Server, NHLBI 
GO Exome Sequencing Project 
(ESP), Seattle, WA 

ExAC 60.706 Exome http://exac.broadinstitute.org Exome Aggregation Consortium 
(ExAC), Cambridge, MA 

 

 

Bei dbNSFP (database of human non-synonymous SNVs and their functional 

predictions and annotations) Version 2.0 werden neun unterschiedliche Klassifizierungen 

aus verschiedenen Vorhersageprogrammen kombiniert, um eine weitere Priorisierung und 

Filterung langer Listen nicht-synonymer Missense-Veränderungen zu erlauben (Liu et al. 

2013a). Hierbei werden funktionelle Vorhersagen wie SIFT (Kumar et al. 2009), Polyphen2 

(Adzhubei et al. 2010), LRT (Chun und Fay 2009), MutationTaster (Schwarz et al. 2010), 

MutationAssessor (Reva et al. 2011), FATHMM (Shihab et al. 2013) sowie Bewertungen der 

Konservierung wie PhyloP (Pollard et al. 2010), GERP++ (Davydov et al. 2010) und SiPhy 

(Garber et al. 2009, Lindblad-Toh et al. 2011) genutzt, um eine Beurteilung der einzelnen 

Veränderungen vorzunehmen und dabei die Anzahl falsch positiver Vorhersagen zu 

minimieren, da alle Methoden einzeln betrachtet ihre Limitationen haben. Im Verlauf der 

Arbeit wurden zwei weitere Werte aus dbNSFP Version 4.0 zur Diskriminierung von 

Missense-Veränderungen genutzt. Der Algorithmus des LR-Wert basiert dabei auf einer 

logistischen Regression und der SVM-Wert (Support vector machine) auf einem Lernmodell 

(Dong et al. 2015). Beide inkorporieren zehn verschiedene Vorhersagen, sowie die maximale 

Frequenz der Populationen aus der 1.000 Genomes Datenbank um eine hohe und 

zuverlässige Beurteilung der Veränderungen zu ermöglichen. 
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3. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit  

3.1 Phänotypisierung und molekulargenetische Analyse der CCM-Kohorte mit 

klassischen Verfahren 

Die Studie von Stahl et al. 2008 wurde im Jahr 2012 erweitert: Insgesamt 105 

Indexpatienten wurden bezüglich der genetischen Ursache der Kavernomatose, der 

Rekurrenz identifizierter Mutationen und des Manifestationsalters der Symptomatik 

untersucht (Spiegler et al. 2014). Bis zu diesem Zeitpunkt gab es bereits acht Studien mit 

mehr als 10 Kavernompatienten aus Frankreich (Denier et al. 2006, Riant et al. 2013b), den 

USA (Liquori et al. 2007), Deutschland (Stahl et al. 2008), der Schweiz (Graeni et al. 2010), 

Italien (D'Angelo et al. 2011), Japan (Tsutsumi et al. 2013) und Spanien (Mondéjar et al. 

2014). Die Verteilung der darin gefundenen Mutationen ist in Tabelle 2 dargestellt.  

In den vorangegangenen Studien wurden die meisten kausalen Mutationen im 

CCM1-Gen gefunden. Die nächstgrößere Gruppe waren Träger einer CCM2-Mutation und 

die geringste Anzahl an Mutationen fand sich im CCM3-Gen. Ungewöhnlich erscheint, dass 

sich in der japanischen Studie von Tsutsumi und Kollegen die meisten Mutationen im CCM2-

Gen nachweisen ließen (Tsutsumi et al. 2013). Dies sind möglicherweise einzigartige 

genomische Aspekte der kleinen japanischen Kohorte. In einer amerikanischen Kohorte 

spanischen Ursprungs hingegen konnte ein Gründereffekt für die Stoppmutation c.902C>G 

(p.S301*) im CCM1-Gen beobachtet werden (Sahoo et al. 1999). Auch in der Studie von 

Liquori aus dem Jahr 2007 mit 63 familiären Fällen wurde bei acht Patienten (13%) die 

identische große Deletion von Exon 2-10 im CCM2-Gen identifiziert (Liquori et al. 2007). 

Auch Ortiz und Kollegen konnten in einem Patientenkollektiv von der iberischen Halbinsel 

(spanisch/ portugiesischen Ursprungs) eine 14bp-Deletion im CCM2-Gen mit hoher 

Prävalenz nachweisen (Ortiz et al. 2007). In einer askenasisch-jüdischen Population lässt 

sich hingegen häufig die 2bp-Insertion/Deletion c.30+5_30+6delinsTT finden, die in vitro ein 

aberrantes Spleißen und damit die vorzeitige Degradation des entstehenden Transkripts 

bedingt (Gallione et al. 2011). 

Die meisten Mutationen in den drei CCM-Genen haben einen sehr niedrigen Grad der 

Rekurrenz bei den Patienten. Neun verschiedene der insgesamt 65 identifizierten Mutationen 

der eigenen Studie von 105 Probanden wurden bei mehreren Individuen gefunden, darunter 

die Stoppmutationen c.1267C>T (p.R423*) im CCM1-Gen bei fünf und c.103C>T (p.R35*) 
im CCM3-Gen bei vier Patienten (Tabelle 3). Da beide Mutationen zuvor bereits in einer 

französischen Kohorte beschrieben worden waren, könnte es sich hierbei ebenfalls um 

Gründermutationen bei europäischen Kavernompatienten handeln. Erstmals konnten in der 
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deutschen Kohorte auch mehr CCM3- als CCM2-Mutationsträger beobachtet werden 

(Spiegler et al. 2014). 

Die Mutationsdetektionsraten der verschiedenen Studien schwanken mitunter 

erheblich. Einerseits hängt der Aufklärungserfolg von der Anzahl der untersuchten familiären 

Fälle ab, da bei diesen häufiger kausale Keimbahnmutationen gefunden werden als bei 

sporadischen Fällen, für die auch somatische Mosaike als Ursache der Kavernome 

angenommen werden (McDonald et al. 2014). Andererseits spielt die Stringenz der 

Einschlusskriterien für die untersuchten Patienten einer Kohorte eine entscheidende Rolle. 

Hierzu gehört neben der positiven Familienanamnese das Vorkommen multipler Kavernome 

bei Einzelfällen mit negativer Familienanamnese, sowie eine sichere Befundung mittels 

hochauflösender MRT-Aufnahmen (Frischer et al. 2012). In manchen Studien wurde zudem 

das methodische Analysespektrum nicht voll ausgeschöpft, da eine MLPA-Analyse 

beispielsweise nicht durchgeführt wurde (Denier et al. 2006). Ein weiteres Beispiel ist die 

Schweizer Studie aus dem Jahr 2010, bei der zwar CCM1 und CCM2, jedoch nicht das 

CCM3-Gen analysiert wurden (Graeni et al. 2010). 



  

  

Tabelle 2. Verteilung der CCM-Mutationen in Patientenkohorten unterschiedlicher Herkunft. Angegeben sind die absoluten Zahlen und die prozentuale 
Verteilung. Bei der Gesamtanzahl der Patienten mit kausalen Mutationen in CCM1-3 (Mutationspositiv), den mutationsnegativen Patienten und der 
Gesamtanzahl der untersuchten Patienten ist die Verteilung auf die familiären und isolierten Fälle angegeben. 

Studie CCM1 CCM2 CCM3 
Mutationspositiv  Mutationsnegativ  Gesamt 

Gesamt Familiär Isoliert  Gesamt Familiär Isoliert  Gesamt Familiär Isoliert 

Denier et al. 2006 86 (67%) 25 (20%) 17 (13%) 128 (78%) 90 (94%) 38 (57%)  35 (22%) 6 (6%) 29 (43%)  163 96 67 

Liquori et al. 2007
1 

25 (48%) 24 (45%) 4 (7%) - 53 (84%) -  - 10 (16%) -  - 63 - 

Stahl et al. 2008 14 (61%) 8 (35%) 1 (4%) 23 (82%) 17 (94%) 6 (60%)  5 (18%) 1 (4%) 4 (40%)  28 18 10 

Graeni et al. 2010
1
 9 (47%) 6 (32%) - 

2
 - 15 (79%) -  - 4 (21%) -  - 19 - 

D’Angelo et al. 2011 12 (75%) 3 (19%) 1 (6%) 16 (17%) 14 (78%) 2 (3%)  79 (83%) 4 (22%) 75 (97%)  95 18 77 

Tsutsumi et al. 2013 3 (27%) 6 (55%) 2 (18%) 11 (61%) 6 (60%) 5 (62%)  7 (39%) 4 (40%) 3 (38%)  18 10 8 

Riant et al. 2013 80 (65%) 23 (19%) 19 (16%) 122 (44%) - -  157 (56%) - -  279 - - 

Mondéjar et al. 2014 21 (68%) 6 (19%) 4 (13%) 31 (23%) 27 (36%) 4 (10%)  104 (77%) 67 (64%) 37 (90%)  135 94 41 

Spiegler et al. 2014
3
 48 (60%) 14 (18%) 17 (22%) 79 (75%) 55 (87%) 24 (57%)  26 (25%) 8 (13%) 18 (43%)  105 63 42 

1
 ausschließlich familiäre Fälle 

2 
nicht analysiert 

3 
inklusive Patienten aus Stahl et al. 2008 
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Tabelle 3. Beschriebene CCM1-3 Mutationen der gesamten Kohorte von 105 Probanden.   

Gen Nukleotidaustausch
1
 Aminosäureaustausch Referenz Alter bei genetischer Testung 

CCM1  
 c.143dupA p.R49Efs*15 (Cavé-Riant et al. 2002) 51 
 c.406C>T p.Q136* (Spiegler et al. 2014) 46 
 c.557dupT p.T188Nfs*2 (Spiegler et al. 2014) 1 
 c.729+5G>A p.Q201Rfs*2 

3
 (Spiegler et al. 2014) 44 

 c.730-1G>A p.? (Davenport et al. 2001) 27 
 c.842delA p.D281Afs*7 (Spiegler et al. 2014) 28 
 c.845+1G>A p.? (Spiegler et al. 2014) 36 
 c.845+1G>T p.? (Spiegler et al. 2014) 77 
 c.877delC p.H293Tfs*12 (Spiegler et al. 2014) 15 
 c.1066_1070dupAGTTC p.P358Vfs*15 (Stahl et al. 2008) 40 
 c.1093G>T p.G365* (Spiegler et al. 2014) 1 
 c.1166delG p.G389Efs*5 (Spiegler et al. 2014) 71 
 c.1201_1204delCAAA p.Q401Tfs*10 (Stahl et al. 2008) 18 
 c.1246_1249delAACA p.K416Hfs*19 (Stahl et al. 2008) 25 
 c.1253delC p.417Hfs*19 (Stahl et al. 2008) 21 
 c.1255-2_4del p.? (Verlaan et al. 2002a) 2 
 c.1255-1G>A p.Y419Ffs*15 

3
 (Cavé-Riant et al. 2002) 31 

 c.1255_1270delTATGAAAAAGTTCGAA p.E420Tfs*12 (Spiegler et al. 2014) 78 
 c.1258G>T p.E420* (Stahl et al. 2008) 42 
 c.1267C>T 

2
 p.R423* (Cavé-Riant et al. 2002) 23,63,79,44,32 

 c.1306_1310delTTGAA p.L436Afs*4 (Battistini et al. 2007) 7 
 c.1412-1G>C p.? (Spiegler et al. 2014) 26 
 c.1431T>A p.Y477* (Spiegler et al. 2014) 24 
 c.1531delG p.D511Mfs*2 (Spiegler et al. 2014) 23 
 c.1564-1G>A p.? (Spiegler et al. 2014) 32 
 c.1619T>A p.L540* (Spiegler et al. 2014) 10 
 c.1660_1678delTTGGCAAGTCTGCTTTTGC p.L554Kfs*2 (Spiegler et al. 2014) 14 
 c.1678C>T 

2 
p.Q560* (Stahl et al. 2008) 51,8 

 c.1683_1684insA p.V562Sfs*6 (Sürüçü et al. 2006) 3 
 c.1710_1711insA p.H571Tfs*8 (Stahl et al. 2008) 26 
 c.1730+4_1730+7delAGTA 

2 
p.I522* 

3
 (Cavé-Riant et al. 2002) 51,17 

 c.1780_1783delinsTACCTGTTACCAAA p.A594Yfs*14 (Sürüçü et al. 2007) 2 
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(Fortsetzung Tabelle 3)   

Gen Nukleotidaustausch
1
 Aminosäureaustausch Referenz Alter bei genetischer Testung 

 c.1806_1807insAT p.H603Ifs*59 (Spiegler et al. 2014) 31 
 c.1815C>G p.Y605* (Stahl et al. 2008) 41 
 c.1877T>A p.L626* (Stahl et al. 2008) 45 
 c.1950dupC p.S651Qfs*4 (Spiegler et al. 2014) 13 
 c.1961_1962delAA p.K654Sfs*21 (Spiegler et al. 2014) 43 
 c.2025+1G>A p.N607_K675del 

3
 (Denier et al. 2004) 21 

 c.2026-12A>G p.A676_Q714del 
3
 (Laberge-le Couteulx et al. 1999) 5 

 c.2143-2A>G p.A715Vfs*14 
3 

(Stahl et al. 2008) 15 
 komplette Deletion von CCM1

 2 
 (Gaetzner et al. 2007) 8,51 

 
CCM2  
 c.1-36_4del 

4 
p.? (Spiegler et al. 2014) 35 

 c.30G>A 
2
 Kein Transkript 

3
 (Liquori et al. 2003) 16,71 

 c.30+1G>A p.? (Verlaan et al. 2004) 38 
 Vollständige Deletion p.P11_K68del 

3
 (Liquori et al. 2007) 33 

 c.55C>T 
2 

p.R19* (Verlaan et al. 2004) 20,30 
 c.205-2_205-1delinsT 

2 
p.Y69Vfs*3 

3
 (Stahl et al. 2008) 32,43 

 c.353_354insA p.Y118* (Stahl et al. 2008) 63 
 c.475C>T p.Q159* (Stahl et al. 2008) 56 
 c.622G>T p.E208* (Stahl et al. 2008) 42 
 c.1071_1074dupCCCT p.E359Pfs*2 (Spiegler et al. 2014) 47 
 c.1255dupG p.D419Gfs*2 (Spiegler et al. 2014) 33 
 
CCM3  
 c.63_64dupCC p.L22Pfs*13 (Spiegler et al. 2014) 42 
 c.103C>T 

2 
p.R35* (Bergametti et al. 2005) 8,11,20,1 

 c.113delT p.L38Rfs*7 (Spiegler et al. 2014) 53 
 c.269-1G>T p.? (Spiegler et al. 2014) 3 
 c.317delA p.K106Rfs*20 (Spiegler et al. 2014) 2 
 c.334_337delCAAA p.Q112Ffs*13 (Spiegler et al. 2014) 20 
 c.350_351insT p.D118Rfs*2 (Stahl et al. 2008) 8 
 c.391delA p.I131Sfs*4 (Spiegler et al. 2014) 1 
 c.475-2A>G p.A119Gfs*42 

3
 (Spiegler et al. 2014) 22 
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(Fortsetzung Tabelle 3)  

1 
Mutationsangabe erfolgt nach Referenzsequenz CCM1 (ENST00000394507), CCM2 (ENST00000258781) und CCM3 (ENST00000392750); HGVS- 

  Nomenklatur (ATG=1) 
2  

in zwei oder mehr unabhängigen Familien gefundene Mutationen; die Altersangaben beziehen sich auf die Indexpatienten 
3
 durch Transkriptanalysen bestätigt 

4
 Deletion einschließlich Startkodon 

  

Gen Nukleotidaustausch
1
 Aminosäureaustausch Referenz Alter bei genetischer Testung 

 c.558-1G>C 
2 

p.? (Spiegler et al. 2014) 11,36 
 c.558-2A>C p.? (Spiegler et al. 2014) 3 
 c.586C>T p.R196* (Bergametti et al. 2005) 17 
 c.598C>T p.Q200* (Schröder et al. 2014) 50 
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Ein Beispiel dafür, wie wichtig die vollständige Analyse der CCM-Gene in der 

Routinediagnostik beim Nachweis einer Missense-Veränderung unklarer Bedeutung ist, 

wurde 2014 im Fachblatt Neurosurgical Reviews veröffentlicht. Dabei zeigte die genetische 

Testung einer Patientin mit symptomatischen kavernösen Malformationen in der ersten Stufe 

eine Missense-Variante unklarer Bedeutung im CCM1-Gen, die mit einer Allelfrequenz von 

0,2% in dbSNP verzeichnet war und zu einem Aminosäureaustausch in einem konservierten 

Bereich des CCM1-Proteins führt. Die nachfolgende Sequenzierung der nächsten drei Stufen 

zeigte eine Nonsense-Mutation im CCM3-Gen, die zu einem eindeutigen Funktionsverlust 

des CCM3-Proteins führt und somit die Kausalität der Missense-Variante in CCM1 sehr 

unwahrscheinlich macht (Schröder et al. 2014). 

Eine weitere Erklärung für die unterschiedlichen Mutationsdetektionsraten könnte 

sein, dass diese mitunter dadurch verfälscht sind, dass auch Missense-Varianten unklarer 

Bedeutung als pathogen klassifiziert wurden. Nur in seltenen Fällen wurde dabei zum 

Beispiel eine Transkriptanalyse der Patienten-cDNA durchgeführt, um zu prüfen, ob der 

Spleißprozess durch eine Basensubstitution tatsächlich verändert wird. Bei 

Zusammenstellung der in Tabelle 2 aufgeführten Studien wurde in dieser Arbeit keine 

Unterscheidung hinsichtlich der Art der gefundenen Mutation vorgenommen, sondern die 

Werte den Publikationen unverändert entnommen.  

In der kommerziell erhältlichen HGMD® Datenbank (The Human Gene Mutation 

Database (Stenson et al. 2014)) werden krankheitsverursachende und -assoziierte 

Mutationen aus Publikationen verzeichnet. Diese ist eine der am häufigsten verwendeten 

Datenbanken zur Interpretation eigener diagnostischer Befunde. In Tabelle 4 ist die Anzahl 

der klassifizierten Missense-Mutationen, die in der HGMD® Datenbank verzeichnet sind, 

aufgeführt. Dabei wurde die Beschreibung der jeweiligen Mutation in der Originalpublikation 

dahingehend geprüft, ob deren Pathogenität experimentell bestätigt wurde. Daraus wird 

ersichtlich, dass bisher nur zwei pathogene Missense-Mutationen im CCM1-Gen bestätigt 

werden konnten: c.410A>G und c.601C>G aktivieren jeweils eine kryptische Donor-

Spleißstelle (Davenport et al. 2001, Verlaan et al. 2002b). 

  



24 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit   

 

Tabelle 4. In der HGMD
®
 Datenbank verzeichnete Missense-Varianten der CCM-Gene. 

Klassifizierung nach HGMD
®
: DM (Disease Mutation) und DM? (Disease Mutation?). Quelle: HGMD

®
 

Professional database 2015.4 

Gen Missense 
DM  DM? 

Gesamt untersucht bestätigt  Gesamt untersucht bestätigt 

CCM1 17 9 4 2  8 1 0 
CCM2 12 7 4 0  5 2 0 
CCM3 5 0 1 0  3 1 0 
Gesamt 34 16 9 2  16 4 0 

 

 

Weiterhin ergeben sich möglicherweise überinterpretierte Varianten, wenn Missense-

Veränderungen mit den Allelfrequenzen aus der ExAC-Datenbank verknüpft werden. Wird 

zum Beispiel die in der HGMD® Datenbank als pathogen klassifizierte Missense-Mutation 

c.1436A>C im CCM1-Gen betrachtet, kann festgestellt werden, dass diese bereits acht Mal 

in heterozygoter Form in der europäischen Kohorte gefunden wurde (minore Allelfrequenz 

0,012%). Damit wird die Kausalität jedoch eher unwahrscheinlich, wenn bedacht wird, dass 

beispielsweise in der deutschen Studie von 105 nicht-konsanguinen Kavernompatienten 

86% der Mutationen (56 von 65) nicht rekurrent waren und ein und dieselbe pathogene 

Mutation maximal fünfmal gefunden wurde. 

Zusammenfassend wurden in der analysierten Kohorte von 105 Indexpatienten 

insgesamt 65 verschiedene Mutationen partiell rekurrent in 79 Probanden identifiziert. 

Verhältnismäßig wurden etwas mehr CCM3-Mutationen gefunden als in den 

vorangegangenen Studien anderer CCM-Patientenkollektive. Das Alter der Patienten bei 

Überweisung zur humangenetischen Diagnostik war dabei im Durchschnitt deutlich niedriger 

(18 Jahre) als bei CCM1- (30,5 Jahre) und CCM2-Mutationsträgern (40 Jahre). 
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3.2 Hochdurchsatzsequenzierung zur Identifizierung und Charakterisierung neuer 

Kandidatengene für zerebrale kavernöse Malformationen 

3.2.1 Exomsequenzierung – Overlap-Strategie 

Um neue Kandidatengene für die zerebralen kavernösen Malformationen 

identifizieren zu können, wurden in einem ersten Ansatz zwei Patienten mit familiärem 

Hintergrund (I und II; Abbildung 4) und vier isolierte Kavernompatienten (III-VI; Abbildung 4) 

auf einem SOLiD™ 5500XL (LifeTechnologies™) im Institut für Humangenetik nach 

Anreicherung mittels SureSelect Human All Exon 50Mb Kit (Agilent) exomweit sequenziert. 

Hierbei handelt es sich um die von Stahl et al. 2008 beschriebenen mutationsnegativen 

Patienten.

 

Abbildung 4. Stammbäume der untersuchten Patienten (I-VI). Alle grau umrandeten Probanden 
wurden nach Aufklärung und Erhalt der Einverständniserklärungen gemäß Ethikvotum BB067/13 
exomweit sequenziert. Die durchbrochene Linie kennzeichnet Probanden, die bei der Overlap-
Strategie einbezogen wurden. 

Die Symptomatik und das Manifestationsalter der Patienten ist in Tabelle 6 dargestellt 

und reicht von rezidivierenden Kopfschmerzen bis hin zur Hemiparese und 

Querschnittslähmung infolge einer Kavernomblutung. 

Tabelle 6. Geburtsjahr (*), Symptomatik und Manifestationsalter der untersuchten Patienten. 

Patient * Symptomatik Manifestationsalter 

I 1997 Komplex fokale Epilepsie 5 Jahre 

II 1964 Kopfschmerzen, Epilepsie, Hemiparese 16 Jahre 

III 1997 Kopfschmerzen 13 Jahre 

IV 2000 Akuter Strabismus, Fazialisparese, Kopfschmerzen 7 Jahre 

V 1997 Epilepsie 9 Monate 

VI 1968 Querschnittslähmung 23 Jahre 
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Nach bioinformatischer Aufbereitung der Sequenz-Rohdaten wurde ein individuell 

gefertigtes Skript von Dr. Christian Gilissen (Radboud University Medical Centre, Nijmegen, 

Niederlande) genutzt, welches die gleichzeitige Filterung und den Vergleich der Variationen 

aller Patienten ermöglichte (Hoischen et al. 2010, Hoischen et al. 2011, Neveling et al. 

2013). Fokussiert wurde dabei auf autosomale, heterozygote Veränderungen in exonischen 

Bereichen und kanonischen Spleißstellen, die mit einer minoren Allelfrequenz von weniger 

als 1% in der dbSNP Datenbank und nur selten (<4) in der hauseigenen Nijmegener 

Datenbank (670 Patienten) identifiziert wurden. Die ursprünglich gefundenen 210.000 

Veränderungen insgesamt konnten durch die Suche nach Veränderungen, die in gleichen 

Genen bei unterschiedlichen Patienten auftreten (Overlap-Strategie) auf 337 reduziert 

werden. Diese Varianten wiederum wurden mittels geeigneter Parameter manuell validiert. 

Dabei wurde die Sequenzabdeckung im integrativen Genomviewer (IGV) beurteilt, die 

Allelfrequenzen von ESP5400 (Stand 2012), sowie die Segregation bei dem familiären Fall 

berücksichtigt. Zudem wurde die Art der gefundenen Veränderungen, der PhyloP-Wert für 

Missense-Varianten, Expressionsdaten aus Mäusen oder Menschen, mögliche 

Interaktionspartner (STRING), sowie bekannte Funktionen oder der Knockout-Phänotyp in 

Maus/Zebrafisch und das Vorhandensein von Homologen im Zebrafisch zur Beurteilung mit 

einbezogen. Die Mutationen in fünf von acht möglichen Kandidatengenen konnten 

anschließend mittels Sanger-Validierung bestätigt werden (Tabelle 7). 

Tabelle 7. Sanger-validierte Veränderungen in Kandidatengenen nach Overlap-Strategie mit 
anschließender Filterung und Priorisierung.  

Kandidatengen
1
 Mutation Mutationsart Anzahl der Allele

2
 Patienten 

FAM222B c.1651_1652delAG Frameshift deletion - I, II 

DYRK1A c.239G>T Missense - I, II 

PTPRB c.2711A>G Missense 68 IV, VI 

SST c.302C>T Missense - I, II 

WDR7 c.2246C>T Missense - I, II 

c.2032G>T Missense 3 III 
1
 Mutationsangabe erfolgt nach Referenzsequenz: FAM222B (ENST00000581407), DYRK1A 

(ENST00000338785), PTPRB (ENST00000334414), SST (ENST00000287641), WDR7                
(ENST00000254442), HGVS-Nomenklatur (ATG=1) 
2
 Die absolute Anzahl heterozygoter Mutationsträger wurde der dbSNP132 Datenbank entnommen 

(Stand von 2012).  

Mit der Overlap-Strategie konnten keine überlappenden, eindeutig pathogenen 

Mutationen in einem Gen bei den fünf Indexpatienten identifiziert werden. Es wurde jedoch 

eine Deletion von zwei Basenpaaren im FAM222B-Gen in der Indexpatientin I und ihrem 

Vater (II) gefunden, die zu einer Leserasterverschiebung und zu einer Veränderung des 
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C-terminalen Proteinbereiches führt. Ähnlich C-terminal gelegene Mutationen waren auch für 

das CCM3-Gen beschrieben (Bergametti et al. 2005, Liquori et al. 2006, Schröder et al. 

2014). Bis dato waren weder die gefundene 2-Basenpaar Deletion im FAM222B-Gen noch 

andere, eindeutig trunkierende (Loss-of-function, LoF) FAM222B-Mutationen im Exome 

Variant Server oder der 1.000 Genomes Datenbank verzeichnet. Dies führte letztendlich zur 

Auswahl dieses Gens für die weiteren Analysen. Auch gab es keine Anhaltspunkte für eine 

mögliche Funktion oder bekannte Proteindomänen.  

3.2.2 Charakterisierung des identifizierten Kandidatengens FAM222B 

3.2.2.1 Identifikation möglicher Interaktionspartner von FAM222B mittels Yeast Two-

Hybrid  

FAM222B kodiert für ein ubiquitär exprimiertes, 60 kDa großes Protein unbekannter 

Funktion. In silico Analysen haben weder Transmembrandomänen, Membrananker noch 

Signalpeptidsequenzen vorhersagen können. Auch gibt es keine ähnlichen Proteine oder 

Domänen deren Struktur bereits bekannt ist. 

Um Aufschluss über die putative Funktion des Kandidaten zu gewinnen, wurde eine 

Yeast two-Hybrid Studie mit dem FAM222B-Protein als Köder in einer humanen, fetalen 

Gehirn-Bibliothek durchgeführt (Hybrigenics Services SAS). Dabei wurden sechs Proteine 

identifiziert, die mit sehr hoher bis hoher Konfidenz als Interaktionspartner für FAM222B 

fungieren: DPYSL3, GNB1, SIAH1, TUBB, TUBB2A und TUBB2B. Weitere vier Proteine 

konnten mit guter Konfidenz identifiziert werden: GNB2, STAMBP, TUBA1B sowie das für 

eine miRNA kodierende Gen ENSG00000252817 (AL590431.1, GI16973070). Die 

Tubulinproteine TUBB, TUBA1B, TUBB2A und TUBB2B gehören zu den Hauptkomponenten 

der Mikrotubuli und bilden damit große Teile des Zytoskeletts. Sie passen gut ins Spektrum 

erwarteter Interaktionen, da auch CCM1 mit Tubulin kolokalisiert (Günel et al. 2002). Die 

Interaktion mit FAM222B wird über die in allen vier Tubulinproteinen homologe Tubulin/FtsZ 

GTPase Domäne vermittelt. Die Proteine GNB1 und GNB2 (Guanine Nucleotide Binding 

Protein (G Protein), Beta Polypeptide 1 und 2) sind membrangebundene GTPasen, die für 

die Signaltransduktion unter anderem im PI3K/AKT- und MAPK-Signalweg eine Rolle spielen 

(Crespo et al. 1994, Stephens et al. 1994). Die Interaktion mit FAM222B erfolgt über die WD 

repeat Domäne und scheint vereinbar mit der Hypothese über die Wirkung der CCM-

Proteine in den verschiedenen Signalwegen, da CCM2 ebenfalls im MAPK-Signalweg 

involviert ist (Uhlik et al. 2003, Zawistowski et al. 2005) und CCM3 auch mit 

Phosphatidylinositolkinasen interagiert und somit den PI3K/AKT-Signalweg modulieren kann 
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(Jiang und Liu 2009, Dibble et al. 2010). Auch die deubiquitinierende Isopeptidase STAMBP 

(STAM Binding Protein), in welcher Mutationen das Mikrozephalie-kapilläre 

Malformationssyndrom auslösen, reguliert die PI3K-AKT-mTOR- und RAS-MAPK-

Signalwege in negativer Form und wirkt damit positiv auf die Zellproliferation (Tsang et al. 

2006, McDonell et al. 2013), wie auch schon für CCM1, CCM2 und CCM3 gezeigt wurde 

(Hilder et al. 2007a, Zhu et al. 2010, Li et al. 2012b, Gingras et al. 2013). Ähnliches gilt auch 

für die E3 Ubiquitin Protein Ligase SIAH1, bei welcher unter anderem eine Beteiligung an der 

Apoptose, sowie dem ERK-Signalweg vermutet wird (Wen et al. 2010). Auch CCM3 

moduliert über die Bindung des GCKIII Proteins STK26 den ERK-Signalweg (Ma et al. 2007) 

und reguliert über die Interaktion mit PCDH-γ apoptotische Prozesse in der neuronalen 

Entwicklung (Chen et al. 2009, Lin et al. 2010). DPYSL3 (Dihydropyrimidinase-Like 3) gehört 

zur Familie der zytosolischen Phosphoproteine und wird stark in humanem, fetalen Gehirn 

und Rückenmark exprimiert, jedoch nicht im adulten Gehirn oder nicht-neuronalen Geweben 

(Gaetano et al. 1997). Es hat vermutlich eine Funktion bei der Ausbildung axonaler Ausläufer 

und beim Wachstum von Neuriten (Blasco et al. 2013). Daraus ergibt sich hier zunächst kein 

plausibler Zusammenhang zu den bereits bekannten CCM Proteinen.  

Bei dieser Yeast two-Hybrid Studie wurde auch eine neue miRNA (AL590431.1) als 

Interaktionspartner von FAM222B identifiziert. miRNAs sind kleine, nicht kodierende RNAs, 

die an die 3’-UTR von mRNAs binden und somit die Genexpression post-transkriptionell 

durch translationale Inhibition oder den Abbau der RNA herunterregulieren können 

(Filipowicz et al. 2008, Bartel 2009). Da aber das FAM222B Protein und nicht seine mRNA 

als Köder eingesetzt wurde, erscheint diese Interaktion als wenig plausibel und ist daher 

möglicherweise nur ein Artefakt. 

3.2.2.2 In vivo Experimente im Zebrafischmodell: Morpholino-basierte 

Herunterregulation von fam222b und gezielte Mutagenese von fam222bb und 

fam222ba mittels TALEN-Technik 

Zur Testung des Kandidatengens wurde eine transiente Herunterregulation des 

Genproduktes von fam222b im Zebrafischmodell durch Injektion sogenannter Morpholinos in 

das Einzellstadium fertilisierter Zebrafischembryonen durchgeführt. Während die 

Verwendung des Start-Morpholinos kein auffälliges Erscheinungsbild ergab, zeigte das 

Spleißmorpholino zwar nicht den typischen Herzphänotyp, jedoch einen variablen vaskulären 

Phänotyp, der durch eine dilatierte Kaudalvene und -arterie sowie ungeordnet sprießende 

subintestinale Gefäße gekennzeichnet war und somit gewisse Ähnlichkeiten zu den bereits 

bestehenden homozygoten ccm1- und ccm2-mutanten Zebrafischen und den ccm3-
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Morphanten aufwies (Abbildung 5). Höhere Dosierungen (>3 ng) des Spleißmorpholinos 

führten zu stark deformierten und somit nicht mehr auswertbaren Zebrafischembryonen. 

 

Abbildung 5. Der vaskuläre Phänotyp nach Herunterregulation von fam222b ist dem vaskulären 
Phänotyp von ccm1-Mutanten ähnlich. (A-C) Lateralansicht im Hellfeld- und (D-L) Fluoreszenzbild von 
(A,D,G,J) Wildtyplarve (WT), (B,E,H,K) ccm1-Mutante und (C,F,I,L) 3 ng fam222b-MO injizierten 
Morphanten an Tag 3 nach Fertilisierung (3 dpf). Die ccm1-Mutante (B) zeigt ein deutliches Herzödem 
gegenüber dem (A) WT und dem (C) fam222b-Morphanten. (D-L) Konfokale Aufnahmen von kdrl:GFP 
transgenen Zebrafischen (3 dpf) an folgenden Positionen: Kopf/Herz (D,E,F), subintestinale Gefäße 
(G,H,I) und Dotterverlängerung (J,K,L). Im Vergleich mit dem WT (G,J) zeigen die ccm1-Mutante 
(H,K) und die fam222b-Morphanten (I,L) ungeordnet sprießende subintestinale Gefäße und eine 
deutliche Dilatation der Kaudalvene, die mit der Kaudalarterie verschmolzen erscheint (K,L). Das stark 
vergrößerte Herz der ccm1-Mutante (E) zeigt sich weder in WT-Fischen (D) noch in fam222b-
Morphanten (F). Schema der Exon-Intron Struktur von fam222b im Zebrafisch (M). Die dunkelgrüne 
Färbung kennzeichnet kodierende Bereiche, die Bindestellen von Start- und Spleißmorpholino sind 
orange hervorgehoben. 

Aufgrund dieses Phänotyps im Zebrafisch wurde mittels TALEN-Technik eine stabile 

Mutante hergestellt (Abbildung 6A,B) und in den transgenen Tg(kdrl:egfp)s843 Hintergrund 

eingekreuzt. Die Mutante fam222bbhu10539 zeigte jedoch phänotypisch keinen Unterschied 

zum Wildtyp. Nachdem im Dezember des Jahres 2013 eine neue Aktualisierung des 

Zebrafisch-Referenzgenoms Zv9 verfügbar war, wurde ersichtlich, dass für das bereits 

untersuchte Kandidatengen ein Duplikat im Zebrafisch vorhanden ist. Daher wurde in 
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Nachkommen der Gründerfische für fam222bb eine weitere Mutation gezielt in das Gen 

fam222ba eingeführt (Abbildung 6A,C). Auch in der Doppelmutante 

fam222bahu10755/fam222bbhu10539 konnten die initialen Morpholino-basierten Ergebnisse nicht 

bestätigt werden, da selbst doppelt homozygote Tiere bis ins adulte Stadium überleben und 

kein abnormales Erscheinungsbild zeigen (Abbildung 6D).  

 

Abbildung 6. fam222bb/fam222ba-doppelmutante Zebrafische zeigen keinen CCM-spezifischen 
vaskulären Phänotyp. A) Schema der fam222bb und fam222ba Domänenstruktur mit den Mutationen 
fam222bb

hu10539
 und fam222ba

hu10755
 (rote Balken), der resultierenden Leserasterverschiebung und 

dem vorzeitigen Stoppkodon. B) fam222bb und C) fam222ba Sequenzen von Wildtyp- (+/+), 
heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Zebrafischembryonen. Die 10-Basenpaardeletionen sind in 
der jeweiligen Wildtypsequenz eingezeichnet. D) Hellfeld- (links) und konfokale Aufnahmen (rechts) 
von Wildtyp (oben) und fam222bb/fam222ba-doppelmutanten Zebrafischen (unten, 3 dpf) mit 
Tg(kdrl:egfp)

s843
 Hintergrund (grün). 

Ähnliche Ergebnisse wurden vor Kurzem auch in Developmental Cell publiziert: 

Ungefähr 80% der Morpholino-induzierten Phänotypen konnten nicht in mutanten 

Embryonen beobachtet werden, was vermutlich auf off-target Effekte der Morpholinos 

zurückzuführen ist (Kok et al. 2015). Ein Beispiel dafür ist die megamind Mutante, die nicht 

den morphanten Phänotyp eines aufgeblähten Rautenhirnventrikels aufweist, welcher sogar 
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durch Ko-Injektion von megamind mRNA gerettet werden konnte. Dieser Phänotyp konnte 

auch durch Morpholino-Injektion in mutante Embryonen rekapituliert werden, obwohl diesen 

die Morpholino-Zielsequenz fehlt. Weitere unspezifische Auswirkungen von Morpholinos 

können die Induktion von p53 und damit eine gesteigerte Apoptose bedingen (Robu et al. 

2007). Weiterhin können Morpholinos mit bis zu vier Basenfehlpaarungen dennoch effektiv 

ihre Ziel-mRNA inhibieren, was viele inkorrekte RNA-Bindungen ermöglicht und somit auch 

globalere Effekte auf die Translation, den Spleißvorgang oder die Prozessierung kleiner 

RNAs denkbar macht (Kok et al. 2015). Eine weitere Erklärung für solche Diskrepanzen 

konnten Stainier und Mitarbeiter wenig später zeigen: Durch inaktivierende Mutationen, aber 

nicht durch Herunterregulationen kann eine genetische Kompensation induziert werden 

(Rossi et al. 2015). Dabei konnte beobachtet werden, dass durch die gesteigerte Expression 

von Genen mit verwandter Funktion der mutante Phänotyp gerettet wird.   

In den hier durchgeführten Analysen wurde durch transiente Herunterregulation von 

fam222bb in Zebrafischembryonen mittels eines Spleißmorpholinos ein in seiner Ausprägung 

variabler und durch das Startmorpholino nicht reproduzierbarer vaskulärer Phänotyp 

beobachtet, dem die typische kardiale Komponente fehlte. Fehlende Hinweise auf eine 

gleichzeitige Bindung des Morpholinos an die mRNA von fam222ba sowie der wildtypische 

Phänotyp der homozygoten fam222bb/fam222ba-Doppelmutanten führten daher zu der 

Annahme, dass der beobachtete Phänotyp des fam222bb-Morphanten auf unspezifische 

Effekte zurückzuführen ist.  

3.2.2.3 Das Sprossungsverhalten von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen wird 

durch FAM222B-Depletion nicht verändert 

Parallel zur Generierung der Zebrafischdoppelmutanten wurde das 

Sprossungsverhalten von HUVEC-Zellen analysiert. Verwendet wurde ein von PD Dr. 

Andreas Fischer (AG Vaskuläre Signaltransduktion und Krebs am DKFZ, Heidelberg) 

weiterentwickelter Angiogeneseassay (Korff und Augustin 1998, Brutsch et al. 2010). Die in 

vitro Experimente mit Endothelzellen ergaben keine signifikante Änderung des Sproutings 

von Spheroiden aus transient FAM222B-depletierten Zellen verglichen mit Kontrollzellen. 

Dazu wurde eine siRNA verwendet, die in der Lage war, die Expression von FAM222B um 

über 85% herunterzuregulieren. Diese Zellen wurden mit Zellen verglichen, die mit einer 

Kontroll-siRNA transfiziert wurden, die gegen kein Target gerichtet war. Es wurden einerseits 

die Anzahl und Länge der einzelnen Sprosse pro Spheroid sowie die durchschnittliche Länge 

dieser miteinander verglichen (Spiegler et al., eingereicht).  
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Diese Beobachtungen sind in Übereinstimmung mit dem normalen Erscheinungsbild 

der fam222bahu10755/fam222bbhu10539-doppelmutanten Zebrafische und unterstützen damit die 

Annahme, dass Mutationen in FAM222B nicht für die Entstehung zerebraler kavernöser 

Malformationen verantwortlich sind. 

3.2.2.4 FAM222B kann molekulargenetisch nicht als Kandidatengen für zerebrale 

kavernöse Malformationen verifiziert werden 

Zur genetischen Verifizierung von FAM222B wurden durch cand. med. Christin 

Paperlein im Rahmen ihrer medizinischen Promotionsarbeit Sanger-Sequenzierungen der 

exonischen Bereiche von FAM222B von 15 gut charakterisierten, mutationsnegativen CCM-

Patienten durchgeführt. Ergänzend erfolgten quantitative Analysen zum Ausschluss größerer 

genomischer Deletionen. Diese Arbeit war durch die kontinuierliche Rekrutierung weiterer 

CCM1-3 mutationsnegativer Patienten möglich geworden, gab jedoch keinen Hinweis auf 

das Vorliegen einer pathogenen FAM222B -Mutation in einem weiteren Indexpatienten. 

3.2.3 Triobasierte Exomanalyse und Integration der ExAC-Datenbank in die 

Auswertestrategie 

Aufgrund der negativen Ergebnisse der Testung des Kandidatengens im Zebrafisch- 

und HUVEC-Modell sowie der fehlenden molekulargenetischen Verifizierung von FAM222B 

wurde beschlossen, die Patientenkohorte um die Eltern der Indexpatienten zu erweitern. 

Zudem wird ein Trio-basierter Ansatz in der Literatur als erfolgsversprechender angesehen 

(Gilissen et al. 2012). Die Untersuchung der Eltern von Patient VI war jedoch nicht möglich. 

Zur Re-Analyse des Patientenkollektivs wurde daher erneut auf dem SOLiD™ 5500XL Gerät 

nach Anreicherung mittels TargetSeq™ Exome Enrichment Kit (LifeTechnologies™) 

sequenziert (Abbildung 7). 

Die im SOLiD™ 5500XL produzierten Einzelsequenzen werden von dem Gerät im XSQ 

Format ausgegeben. Die bioinformatische Aufbereitung der Daten erfolgte in der von Prof. 

Dr. Andreas Kuss geleiteten Core Facility Next Generation Sequencing des Instituts für 

Humangenetik durch Robert Weissmann, M.Sc.. Das Programm LifeScope Genomic 

Analysis wurde genutzt, um das readmapping und variant calling durchzuführen, wobei als 

Referenzsequenz hg19 verwendet wurde. Die resultierenden VCF-Dateien wurden durch das 

Programm bcftools zusammengefügt und weiter prozessiert. Die Annotation der Varianten 

erfolgte anschließend durch das VEP-Programm (McLaren et al. 2010), ANNOVAR (Wang et 

al. 2010) sowie KGGSeq (Li et al. 2012a). Ein individuell gefertigtes Skript sowie das GNU 
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make Werkzeug wurden dann genutzt, um alle Informationen zu extrahieren und 

zusammenzuführen. 

 

 

Abbildung 7. Re-Analyse des mutationsnegativen Patientenkollektivs (I-VI) aus (Stahl et al. 2008) als 
Trio-basierter Ansatz. Alle grau umrandeten Probanden wurden nach Aufklärung und Erhalt der 
Einverständniserklärungen gemäß Ethikvotum BB067/13 exomweit sequenziert. Die durchbrochene 
Linie kennzeichnet die Patienten mit einem Manifestationsalter von unter 18 Jahren, welche zusätzlich 
mit der Overlap-Strategie re-analysiert wurden. 

Anschließend wurden die Excel-Dateien mittels geeigneter Filterkriterien priorisiert. 

Für Loss-of-function Mutationen (LoF) wurde zunächst auf Varianten fokussiert, die 

ausschließlich bei dem betrachteten Patienten auftreten bzw. je bei einem Elternteil. Die 

Varianten sollten weiterhin in autosomalen, exonischen Bereichen vorkommen und zu einer 

Leserasterverschiebung oder einer Stoppmutation führen oder eine kanonische Spleißstelle 

betreffen. Dies lieferte pro Patient ungefähr 8-70 unterschiedliche Veränderung, die dann 

manuell durch Prüfung der Einzelsequenzen im integrativen Genome Viewer beurteilt 

wurden. Durch Datenbankrecherchen wurden funktionell weniger relevante Gene 

ausgeschlossen (z.B. Gene für olfaktorische Rezeptoren oder Muzine). Dies führte zu acht 

Varianten, von denen sechs durch klassische Sanger-Sequenzierung verifiziert werden 

konnten. Für Missense-Veränderungen wurde bei den Patienten III-V ausschließlich auf de 

novo auftretende Varianten fokussiert, die bei keinem anderen Probanden vorkamen. Bei 

Patientin I und ihrem Vater II wurde nach identischen Veränderungen gesucht. Da bei 

Patient VI eine Untersuchung der Eltern nicht möglich war, wurde auch hier ausschließlich 

nach Veränderungen gefiltert, welche bei keinem anderen Probanden vorkamen. Auch bei 

dieser Auswertung sollten die Veränderungen in autosomalen, exonischen Bereichen liegen 

und entweder Deletionen oder Insertionen ohne Leserasterverschiebung oder den Einbau 

einer nicht-synonymen Aminosäure erzeugen. Da solche viel zahlreicher auftreten als LoF-

Veränderungen wurde weiterhin festgelegt, dass diese mit einer maximalen 

Gesamtallelfrequenz von 0,00495% im ExAC-Server beschrieben sein dürfen (entspricht 

einem absoluten Wert von drei, kann aber in den unterschiedlichen Kohorten variieren und 
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daher höher oder niedriger sein) und einen SIFT-Wert von unter 0,05, einen SVM-Wert von 

größer 0 oder einen LR-Wert von größer als 0,5 haben. Dies führte pro Patient zu 18-57 

Veränderungen, die zunächst wiederum manuell durch Prüfung der Einzelsequenzen im 

integrativen Genome Viewer beurteilt wurden. Durch Datenbankrecherchen wurden 

funktionell weniger relevante Gene ausgeschlossen und von den verbleibenden 16 Varianten 

wurden 12 durch klassische Sanger-Sequenzierung verifiziert. Die Ergebnisse der Re-

Analyse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.  

Tabelle 8. Validierte Veränderungen der Re-Analyse mutationsnegativer Kavernompatienten. ExAC 
bezeichnet die absolute Anzahl der in der ExAC-Datenbank heterozygot verzeichneten, identischen 
Veränderung des Indexpatienten. ExAC LoF (Loss-of-function) bezeichnet die Gesamtanzahl 
trunkierender Mutationen über das komplette Kandidatengen. In Klammern sind zusätzlich die 
einzigartigen Loss-of-function Mutationen angegeben. Grau markiert sind dabei Veränderungen in 
Genen, bei denen nur sehr wenige trunkierende Mutationen in der ExAC-Datenbank beschrieben sind 
(URL: http://exac.broadinstitute.org/, Stand Februar 2016). 

Patient Kandidatengen Mutation
1
 Mutationsart

2
 Erbgang

3
 ExAC  ExAC LoF   

I FAM222B c.1651_1652delAG Fs Deletion AD  3 13 (7) 

 ULK4 c.158dupT Fs Insertion AD  - 499 (65) 

 KIAA1109 c.3949C>T Missense AD  2 137 (86) 

 AP5Z1 c.1643G>A Missense AD  3 90 (37) 

 FLNC c.6200G>A Missense AD  1 17 (17) 

 INTS8 c.1045A>G Missense AD  - 23 (17) 

 RHPN1 c.1041G>T Missense AD  1 46 (19) 

III SZT2 c.8939_8940delGG Fs Deletion AD  - 99 (66) 

 DDHD2 c.38delA Fs Deletion AD  - 203 (25) 

IV PCDHB4 c.169G>T Nonsense AD 1 268 (29) 

 GP6 c.1817T>C Missense DN - 5841 (48) 

VI FOXR1 c.554delC Fs Deletion ? - 27 (15) 

 FGR c.1465G>A Missense  ? 3 7 (7) 

 SSPO c.2371G>A Missense  ? -  77517 (65) 

 ZNF608 c.913C>A Missense  ? - 1 (1) 

 NEUROG2 c.806G>C Missense  ? 5 1 (1) 

 BFAR c.1009T>C Missense  ? - 39 (14) 

 ADAMTSL3 c.4997G>C Missense  ? - 42 (39) 
1 
Mutationsangabe erfolgt nach Referenzsequenz: FAM222B (ENST00000581407), ULK4 

(ENST00000301831), KIAA1109 (ENST00000388738), AP5Z1 (ENST00000348624), FLNC  
(ENST00000325888), INTS8 (ENST00000523731), RHPN1 (ENST00000289013), SZT2  
(ENST00000562955), DDHD2 (ENST00000397166), PCDHB4 (ENST00000194152), GP6  
(ENST00000310373), FOXR1 (ENST00000317011), FGR (ENST00000374005), SSPO  
(ENST00000378016), ZNF608 (ENST00000306315), NEUROG2 (ENST00000313341), BFAR  
(ENST00000261658), ADAMTSL3 (ENST00000286744), HGVS-Nomenklatur (ATG=1) 
2
 Fs – Leserasterverschiebung (Frameshift); Nonsense – Stoppmutation  

3
 AD – autosomal dominanter Erbgang; DN – de novo 
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In Tabelle 8 sind die identifizierten Veränderungen pro Patient dargestellt und mit 

Daten aus dem ExAC-Server verknüpft. Da Mutationen in den CCM-Genen in den meisten 

Kohorten einen sehr niedrigen Grad der Rekurrenz aufweisen, wird für eine pathogene 

Variante, die zu einem eindeutigen Funktionsverlust (Loss-of-function Mutation) in einem 

neuen Kandidatengen führt, angenommen, dass sie in den 60.706 Exomen gar nicht bis 

maximal einmal beschrieben ist. Dies ist durch die Einschlusskriterien der Probanden bei 

Erhebung der ExAC-Daten bedingt, bei denen weder Konsanguinität noch schwere 

Krankheitsverläufe im Kindheitsalter auftreten dürfen. Die Gesamtanzahl an Loss-of-function 

Mutationen, die pro Gen im ExAC-Server beschrieben sind, dient als Maß der Toleranz 

gegenüber trunkierenden Veränderungen, da für mendelnde Krankheitsgene kürzlich gezeigt 

wurde, dass diese weniger tolerant gegenüber funktionellen genetischen Variationen sind 

(Petrovski et al. 2013). Diese sollte dabei möglichst gering sein, da im CCM1-Gen zwar 17, 

im CCM2-Gen jedoch nur drei und im CCM3-Gen gar keine trunkierenden Mutationen 

beschrieben sind (Tabelle 9). Diese Unterschiede sind auf die reduzierte Penetranz und 

variable Expressivität der Kavernomatose zurückzuführen, da bei CCM3-Mutationsträgern 

ein früheres Manifestationsalter und schwerere Krankheitsverläufe beobachtet werden als 

bei CCM1- und CCM2-Mutationsträgern (Denier et al. 2006, Riant et al. 2013a, Spiegler et 

al. 2014). Weil die in dieser Arbeit untersuchten Patienten fast alle bereits im Kindesalter 

erkrankt sind, wurde sich bei den Werten für die Toleranz des Kandidatengens gegenüber 

trunkierenden Veränderungen eher an CCM3 orientiert. Für die identifizierten Missense-

Veränderungen wurde auch ein mehrfaches Auftreten in den großen Datenbanken erlaubt, 

da hierbei auch komplex heterozygote oder modulierende Effekte denkbar wären. Dies 

würde bedeuten, dass nicht nur eine Veränderung kausal ist, sondern zwei oder mehrere 

Mutationen zusammen den Phänotyp bedingen.  

Tabelle 9. Absolute Anzahl an trunkierenden Mutationen in den bekannten CCM-Genen und 
FAM222B, die im ExAC-Server beschrieben sind (URL: http://exac.broadinstitute.org/, Stand Februar 
2016). In Klammern sind zusätzlich die einzigartigen Loss-of-function Mutationen angegeben. Die 
Spalte HGMD gibt die Anzahl dieser Mutationen an, die in der HGMD

®
 Datenbank als 

krankheitsverursachend gelistet sind, als „Überlappende“ werden andere Veränderungen an der 
gleichen Position bezeichnet. Quelle: HGMD

®
 Professional database 2015.4 (Spiegler et al., 

eingereicht) 

 

Gen Stopp Frameshift Spleiß Gesamt HGMD Überlappende 

CCM1 6 7 (6) 3 15 (14) 6  2 (1xfs, 1xStopp) 

CCM2 1 0 2 3 1 2 (Spleiß) 

CCM3 0 0 0 0 0 0 

FAM222B 5 (2) 8 (5) 0 13 (7) - - 
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Mittlerweile finden sich für die bereits in der ersten Exomsequenzierung identifizierte 

2-Basenpaar Deletion im FAM222B-Gen drei Träger dieser heterozygoten Mutation und 

sieben einzigartige, trunkierende Mutationen, die bei insgesamt 13 Individuen heterozygot 

vorliegen (Abbildung 8). Auf Basis dieser Daten würde man annehmen, dass diese 

Veränderung nicht für die Kavernomatose der Patienten ursächlich ist.  

 

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Exon-Intron Struktur von FAM222B. Das rote Dreieck 
kennzeichnet die identifizierte 2-Basenpaar Deletion in Patientin I und ihrem Vater II. Die roten Pfeile 
markieren die Positionen der in der ExAC-Datenbank eingetragenen, trunkierenden Mutationen, 
welche ausschließlich am 3‘-Ende lokalisiert sind. 

Auch die anderen fünf Veränderungen aus Tabelle 7 werden hier nicht mehr als 

Kandidatenvarianten aufgeführt, da diese durch die angewandten Filterkriterien (SIFT-Wert < 

0,05, SVM-Wert > 0, LR-Wert > 0,5, ExAC Allelfrequenz < 0,00495%) diskriminiert wurden.  

Wenn man die Gene, in denen Veränderungen in der zweiten Exomsequenzierung 

identifiziert wurden, nun nach ihrer Toleranz beurteilt, finden sich eigentlich nur drei weitere, 

die alle bei Patient VI identifiziert wurden und im Verdacht stehen würden, bei 

Funktionsverlust schwere Krankheiten auszulösen: FGR, ZNF608 und NEUROG2. Das 

FGR-Gen kodiert für eine Proteintyrosin-Kinase, welche als negativer Regulator der 

Zellmigration und -adhäsion fungiert und durch den β2-Integrin Signalweg ausgelöst wird 

(Yun et al. 2014). Die gefundene Missense-Veränderung liegt in einer Proteinkinasedomäne 

in direkter Nachbarschaft zu einem Phosphotyrosinrest, ist in der ExAC-Datenbank jedoch 

schon drei Mal verzeichnet und damit sehr wahrscheinlich nicht pathogen. Über das durch 

ZNF608 kodierte Zink-Finger-Protein ist bisher funktionell nichts bekannt. Die ZNF608-

Variante tritt nur bei Patient VI auf und es stehen keine weiteren Angehörigen für 

Segregationsanalysen zur Verfügung. Daher wurde auf eine weitere aufwendige 

Charakterisierung dieser Veränderung wie für FAM222B unter 3.2.2 beschrieben vorerst 

verzichtet. Neurogenin 2 wird durch NEUROG2 kodiert, wirkt als Transkriptionsfaktor und ist 

an der neuronalen Differenzierung beteiligt (Simmons et al. 2001). In den Kontext der 

Angiogenese wurde NEUROG2 bisher nicht gerückt. Zudem wurde die Veränderung 

c.806G>C bereits fünf Mal beschrieben, so dass der Verdacht einer benignen Variation 

besteht. 

Die erneute Analyse der untersuchten Patienten mittels Overlap-Strategie führte zu 

Veränderungen in 39 unterschiedlichen Genen, von denen 30 manuell durch Prüfung der 
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Einzelsequenzen im integrativen Genome Viewer überzeugten. Unter diesen fanden sich 

ebenfalls keine Varianten, die nur sehr selten oder gar nicht in der ExAC-Datenbank 

verzeichnet waren und in funktionell relevanten Genen vorkommen, welche als intolerant 

gegenüber funktionellen genetischen Veränderungen eingeschätzt werden konnten. 

 

 

3.3 Ursachen für Mutationsnegativität 

Die Gründe, warum bei den fünf Indexpatienten auch nach wiederholten  

Exomsequenzierungen und unterschiedlichen Auswertestrategien keine kausale Mutation für 

die Ausbildung zerebraler kavernöser Malformationen gefunden werden konnte, sind 

vielseitig. Zum Beispiel kann es sein, dass durch die Exomsequenzierung exonische 

Bereiche nicht oder zu wenig abgedeckt wurden, in denen pathogene Keimbahnmutationen 

zu finden gewesen wären. In der Literatur ist beispielsweise für zehn Patienten mit Kabuki-

Syndrom beschrieben, dass nur in sieben Patienten Mutationen im ursächlichen MLL2-Gen 

durch Exomsequenzierung identifiziert werden konnten, während in zwei Patienten durch 

niedrige Abdeckung die trunkierenden MLL2-Mutationen nur über Sanger-Sequenzierung 

gefunden wurden (Ng et al. 2010a). Auch große Insertionen oder Deletionen 

(Kopienzahlveränderungen) wurden durch die Exomanalysen im Rahmen dieser Dissertation 

nicht erfasst, weil eine bioinformatische Analyse der mittels TargetSeq Exome Enrichment 

(LifeTechnologies™) angereicherten Proben zum Beispiel durch Fishing CNV (Shi und 

Majewski 2013) eine hohe Anzahl von Referenzexomen benötigt. Im nächsten Schritt 

könnten durch Genomsequenzierungen mit niedriger Abdeckung solche 

Kopienzahlveränderungen identifiziert werden (Gilissen et al. 2014, Poulter et al. 2015), 

wobei als kostengünstigere Variante auch die hochauflösende Array-Analyse in Erwägung 

gezogen werden könnte. Weiterhin wurde bei der Auswertung der Exomdaten bisher nur auf 

Veränderungen in kanonischen Spleißstellen (GT- zu Beginn und AG-Nukleotide am Ende 

der Introns) gefiltert. Dabei wären Variationen an anderen Stellen (ab +/- 3 Nukleotide in 

intronischen Bereichen) nicht berücksichtigt worden, durch die kryptische Spleißstellen 

entstehen, beziehungsweise naheliegende Donor- oder Akzeptorstellen auf- oder abgewertet 

worden wären. Betrachtet man die bereits identifizierten kausalen Mutationen der CCM-

Kohorte (Tabelle 3) trifft dies für drei Veränderungen (17%) der insgesamt 18 einzigartigen 

Spleißmutationen zu. 
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Bisher wurde keine Auswertung hinsichtlich Veränderungen in nicht Protein-

kodierenden Bereichen durchgeführt. Folglich kann keine Aussage über Promotorbereiche 

und tief-intronische, regulatorische Abberationen auch der bekannten CCM1-3 Gene 

getroffen werden. Mutationen darin können kryptische Spleißstellen aktivieren und damit 

einen aberranten Spleißvorgang verursachen. Dies kann in der Folge trunkierte, 

beziehungsweise veränderte Transkripte erzeugen, die nicht funktionsfähig sind und durch 

Nonsense-mediated decay (NMD) vorzeitig abgebaut werden (Riant et al. 2014). Solche 

Veränderungen wurden in der Vergangenheit am ehesten über systematische 

Transkriptanalysen aus RNA-Proben der Patienten erfasst. Da bisher wenig über nicht-

kodierende Genombereiche bekannt ist, sind funktionelle Vorhersagen von intronischen 

Veränderungen momentan noch anspruchsvoll. 

Die Identifizierung von somatischen Mosaiken ist bei der Kavernomatose ebenfalls 

mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden, weil die Anzahl der Endothelzellen, welche die 

pathogene Mutation tragen, im untersuchten Gewebe zu gering ist, um eine kausale 

Veränderung in Lymphozyten identifizieren zu können. Zudem stehen Proben der oftmals 

durch rekurrente Blutungen kalzifizierten, kavernösen Läsionen selbst nur selten für 

molekulare Analysen zur Verfügung. Bisher gelang es nur zwei Gruppen in insgesamt zehn 

exzidierten kavernösen Läsionen, jedoch nicht im Blut, biallelische, somatische Mutationen 

nachzuweisen (Gault et al. 2005, Akers et al. 2009, Gault et al. 2009, McDonald et al. 2014). 

Auch die Verwendung von anderen Geweben außer Blutproben (Wangenschleimhaut, 

Haare) führte in der Vergangenheit nicht zur Bestätigung solcher somatischer Mutationen 

(McDonald et al. 2014). Diese Problematik wird verdeutlicht durch die kürzlich erschienene 

Arbeit von Walsh und Kollegen, in der somatische Mutationen durch 

Genomsequenzierungen einzelner Zellen aus verschiedenen Gehirnregionen charakterisiert 

wurden. Die Autoren konnten dadurch einzelne Abstammungslinien bestimmen und zeigen, 

dass der humane zerebrale Kortex eine polyklonale Architektur aufweist (Lodato et al. 2015). 

Schließlich erfassen derzeitige NGS-Analysen im Gewebe nur Punktmutationen und kleine 

Insertionen/Deletionen. Auch somatische uniparentale Isodisomien (UPD), die bei der 

Entstehung der Kavernome eine Rolle spielen könnten, würden nicht erfasst werden. Dabei 

findet bei Verlust des Wildtypallels, eine Duplikation des mutanten Allels als Folge eines 

Kompensationsversuchs statt, weshalb dann beide Allele von einem Elternteil stammen. Für 

die glomuvenösen Malformationen (GVM), die durch multifokale, bläulich-purpurne, kutane 

Läsionen gekennzeichnet sind, die wie die Kavernome mit variabler Expressivität und 

unvollständiger Penetranz auftreten, konnte dies bereits gezeigt werden (Amyere et al. 

2013). Der Nachweis einer solchen UPD könnte über eine SNP-Array Analyse erfolgen, wird 

durch das Vorliegen somatischer Mosaike jedoch erschwert und erfordert ebenfalls die 

Untersuchung der betroffenen Endothelzellen.  
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Ferner sind epigenetische Störungen bei der Entstehung der Kavernomatose 

denkbar. Die Regulation der Genexpression der CCM-Gene könnte über die Methylierung 

der genomischen DNA oder Histonmodifikationen verändert werden. Für einige Patienten mit 

Intelligenzminderung konnte beispielsweise mittels Array-basierter DNA-Methylierungs-

analyse gezeigt werden, dass Veränderungen des Methylierungsmusters mit der 

Krankheitsentstehung assoziiert sind (Kolarova et al. 2015). Auch eine Regulation der 

Genexpression durch miRNAs (micro RNAs), die an die 3’-UTR der Ziel-mRNA binden, 

könnte bei der Pathogenese der CCMs eine Rolle spielen. So konnte beispielsweise eine 

pro-angiogene Wirkung von miR30b und miR30c, welche über die Inhibition des Delta-Notch 

Signalwegs vermittelt wird, gezeigt werden (Bridge et al. 2012). 

Schließlich ist denkbar, dass die Kavernomatose bei manchen Patienten durch eine 

Kombination von Veränderungen in verschiedenen Genen (polygene Vererbung) ausgelöst 

wird, welche nur durch eine sehr komplexe, bioinformatische  Datenanalyse identifiziert 

werden kann. Auch könnten externe Faktoren wie oxidativer Stress oder Inflammationen 

anstatt genetischer Ursachen an der Entstehung der Kavernome beteiligt sein (Whitehead et 

al. 2009). 
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