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1. Zusammenfassung

Zerebrale kaverndse Malformationen sind Gefafldfehlbildungen des menschlichen
zentralen Nervensystems, die mit einer Pravalenz von etwa 1:650 in der Bevdlkerung
auftreten und zu rezidivierenden Kopfschmerzen, Krampfanfallen und Gehirnblutungen
fuhren koénnen. Diese Lasionen treten sowohl sporadisch als auch als Konsequenz von
erblichen Mutationen (familiare Kavernomatose) mit unvollstandiger Penetranz und variabler
Expressivitat auf. Kausale Mutationen sind fir die Gene CCM1 (KRIT1), CCM2
(Malcavernin) und CCM3 (PDCD10) beschrieben.

Die vorliegende Dissertationsarbeit mit dem Titel ,ldentifizierung und
Charakterisierung eines neuen Kandidatengens fir kaverndse Gefalimalformationen des
zentralen Nervensystems® hatte die Suche neuer CCM-assoziierter Gene und deren
Beschreibung zur Aufgabe. Als Ausgangspunkt dienten finf Indexpatienten aus der Kohorte
Stahl et al. 2008, bei denen keine ursachliche Mutation in den bekannten CCM-Genen
identifiziert werden konnte. Die Exomsequenzierung mittels SOLID™ 5500XL ergab fur die
vier isolierten und den familidren Fall mehr als 210.000 Varianten. Nach Filterung und
Priorisierung dieser Veranderungen wurden acht Kandidatengene definiert, von denen finf
mittels  klassischer ~ Sanger-Sequenzierung  validiert  werden konnten. Das
vielversprechendste Kandidatengen, FAM222B (C170rf63), in dem 2012 keine Loss-of-
function Mutationen bekannt waren und das fur ein Protein unbekannter Struktur und
Funktion kodiert, wurde fir die weitere Charakterisierung ausgewdahlt. Zunachst konnten
durch einen Yeast Two-Hybrid Screen Interaktionspartner identifiziert werden, die sich in die
bekannten CCM-Signalwege integrieren lieRen. 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
veroffentlicht wurden, spricht in Zusammenschau mit den experimentellen Daten eher
dagegen, FAM222B als neues Kandidatengen fir 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 Funftel der Mutationstrager bereits

vor dem 10. Lebensjahr erkranken.






2. Einleitung
2.1 Zerebrale kaverndse Malformationen

2.1.1 Symptomatik, genetische Ursachen und Diagnostik

Zerebrale kaverndse Malformationen (Kavernome, CCMs; Cerebral cavernous
malformations OMIM 116860, 603284, 603285) sind fokale vaskulare Fehlbildungen des
zentralen  Nervensystems, die zu wiederkehrenden Kopfschmerzen, Epilepsie,
neurologischen Defiziten und hamorrhagischen Schlaganféllen fihren kénnen. Sie gehéren
zu der Gruppe vaskularer Fehlbildungen mit langsamem Blutfluss und sind maulbeerartig
erweiterte endotheliale Kanale, 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 ganzlich fehlenden tight und adherens junctions der Endothelzellen und der
daraus resultierenden erhdhten Permeabilitat sind Kalzifikationen und Thrombosen typisch
fur die Kavernome. Die Detektion der CCMs erfolgt durch hochauflésende MRT-Aufnahmen
(Magnetresonanztomographie) mit suszeptibilitats-gewichteten und Gradientenecho-
Sequenzen (Frischer et al. 2012). Je nach Lage und Symptomatik kann eine Resektion
einzelner Lasionen in Erwagung gezogen werden.

Isolierte Falle mit haufig nur einer solitdren L&sion treten mit einer geschatzten
Préavalenz von 1:200-1:250 in der Gesamtbevolkerung auf (Rigamonti et al. 1988). Jedoch
lasst sich oft ein asymptomatisch betroffenes Elternteil bei scheinbar isolierten Fallen mit
multiplen Kavernomen finden (Labauge et al. 1998). Bei der familiaren Kavernomatose treten
multiple Kavernome bereits in jingerem Lebensalter auf (Labauge et al. 2007). Fir letztere
wird ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster und eine variable Expressivitdat mit
unvollsténdiger Penetranz angenommen. Bisher sind drei ursachliche Gene bekannt: CCM1
(KRIT1, Chromosom 7g21.2, (Laberge-le Couteulx et al. 1999)), CCM2 (Malcavernin/OSM,
Chromosom 7pl13, (Liquori et al. 2003, Denier et al. 2004)) und CCM3 (PDCD10,
Chromosom 3g26.1, (Bergametti et al. 2005)), deren Lokus-spezifische Penetranz auf 63%,
55% und 68% geschatzt wird (Denier et al. 2006). Mutationen finden sich in 94% aller
familiaren und 57% aller isolierten Félle (Denier et al. 2006), beziehungsweise in tber 90%
und 60% (Stahl et al. 2008), womit die genetische Ursache fir fast 20% aller Betroffenen
ungeklart bleibt. Bei den meisten Patienten werden die Kavernome zwischen der 2. und 4.
Lebensdekade symptomatisch. Es sind aber auch schwere Verlaufe im Kindesalter bekannt
(Sdrtca et al. 2006).

Das Mutationsspektrum in den CCM-Genen beinhaltet Uberwiegend eindeutig

trunkierende Mutationen (Nonsense-Mutationen, Insertionen und Deletionen), die zum
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Einbau eines vorzeitigen Stoppkodons fiihren, jedoch auch wenige Missense-Mutationen in
funktionell wichtigen Bereichen der gebildeten Proteine (Labauge et al. 2007, Fisher et al.
2015). Zusatzlich sind fur 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 routinemaRig in funf
Stufen durchgefiihrt (Felbor 2007). Zunachst werden die Exons 9-18, sowie Exon-Intron-
Ubergange 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, anschlieBend 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 hereditare Falle mit zunehmendem Alter in der Regel multiple L&asionen tragen,
wird die Knudson’sche Zweitrefferhypothese fiir die Kavernomatose angenommen (Gault et
al. 2005, Pagenstecher et al. 2009). In wenigen Fallen lieBen 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 kavernésen Gewebes, jedoch nicht in
Endothelzellen des umliegenden Gewebes konnte demnach immunhistochemische
Negativitat fir das betroffene CCM-Protein gezeigt werden (Pagenstecher et al. 2009).
Zusatzlich gelang es McDonald und Kollegen in einer Lasion 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 &hnlich sind und
keine homologen Sequenzbereiche besitzen, ist das Klinische Erscheinungsbild der
Kavernomatose grundsatzlich vergleichbar. Es wird daher angenommen, dass die CCM-
Proteine in gemeinsamen oder dhnlichen 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, stitzen diese Annahme (Zawistowski et al. 2005, Voss et al.
2007, Li et al. 2010).

CCML1 kodiert fur ein 84 kDa grof3es, zytoplasmatisches Protein ohne katalytische
Aktivitat, welches N-terminal ein Kernlokalisierungssignal (KLS), gefolgt von drei NPxY/F
Motiven (Asparagin-Prolin-variable Aminoséure-Tyrosin/Phenylalanin), drei Ankyrinrepeats

(ANK) und C-terminal eine FERM Doméne (band Four.l Ezrin Radixin Moesin) aufweist
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(Abbildung 1). Das erste der drei NPxY/F Motive kann an ICAP1a (Integrin Cytoplasmic
Domain-Associated Protein 1-a) binden, welches iber seine PTB Domane (Phospho-
Tyrosine Binding) auch mit dem zytoplasmatischen Teil von B1-Integrin wechselwirken und
damit die Zellproliferation, -adhasion, -migration und -morphologie modulieren kann (Zhang
et al. 2001, Zawistowski et al. 2002, Millon-Frémillon et al. 2008, Liu et al. 2013b). Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass auch die PTB Doméane von ANKS1B (Ankyrin Repeat And
Sterile Alpha Motif Domain Containing 1B), welches vermutlich eine Rolle bei der Limitation
der endothelialen Permeabilitat spielt, Gber das letzte der drei NPxY/F Motive gebunden wird
(Herberich et al. 2015). Die NPxY/F Motive koénnen ebenfalls die Dimerisierung und
intramolekulare Faltung und somit eine offene und geschlossene Form des CCM1 Proteins
bedingen (Faurobert und Albiges-Rizo 2010). ICAPla besitzt wie CCM1 ein
Kernlokalisierungssignal, sodass vermutet wird, dass beide Proteine in den Kern
translozieren konnen, um dort die Genexpression zu regulieren. Uber die offene oder
geschlossene Konformation kann eine Maskierung erfolgen, wodurch die Translokation
zwischen Zytosol und Zellkern, sowie molekulare Interaktionen gesteuert werden kénnen
(Francalanci et al. 2009, Faurobert und Albiges-Rizo 2010). Die FERM Domane besteht aus
den drei Kleeblatt-artig angeordneten Untereinheiten F1-F3, wobei F3 eine PTB-ahnliche
Domane 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 Rapla (RAS related protein 1a), welches Uber die
FERM Doméane 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-
Adhésion zur Folge (Liu et al. 2011). Dabei wird der zytoplasmatische Teil des
Membranankerproteins HEG1 (Heart of glass 1) Rezeptor gebunden und es entsteht ein
ternarer Komplex mit dem CCM2 Protein (Whitehead et al. 2004, Kleaveland et al. 2009,
Faurobert und Albiges-Rizo 2010).

Als Gerustprotein fir einen Komplex aus VE-Cadherin (Vascular endothelial-
Cadherin) und B-Catenin ist CCM1 essentiell fur die Formation und Integritat der
Adhérenzkontakte (Glading et al. 2007, Gore et al. 2008, Glading und Ginsberg 2010). B-
Catenin verdrangt 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 fur RhoA (Ras Homolog Family member A), welches
fur die regelrechte Organisation des Zytoskeletts und der damit verbundenen Etablierung der
Zellpolaritat 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 (Wustehube et al. 2010, Schulz et al. 2015), welcher unverzichtbar
fur die vaskulare Entwicklung ist (Bray 2006).

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass die Endothelzell-spezifische Herunterregulation
von Ccml in Mausen eine Endothel-zu-Mesenchym-Transition (EndMT) induziert, welche
zur Entwicklung und Entstehung von Kavernomen beitrdgt (Maddaluno et al. 2013). Der
Wandel der Endothelzellen erfolgt tGber den Anstieg von endogenem BMP6 (Bone
Morphogenetic Protein 6), was wiederum den TGF- (Transforming growth factor-beta)- und
BMP-Signalweg aktiviert und als Folge zu gréf3eren und vermehrten vaskularen Lasionen in
Mausen fuhrt (Maddaluno et al. 2013).

KLS NPxY/F  ANK FERM DLL4

B1-Integrin Notchl VE-Cadherin

CCM1 .
EGenexpressmn

Mikrotubuli Endothelzelle Nukleus

Abbildung 1. Doménenstruktur und Interaktionen von CCM1.

Das 50 kDa grofRe CCM2 Protein (Malcavernin) sorgt fur die regelrechte Struktur des
Zytoskeletts, die Stabilisierung von Zell-Zell-Interaktionen und die Lumenformation in
Endothelzellen. Es stellt ein Gerustprotein fir den Komplex aus CCM1-3 dar (Hilder et al.
2007a, Voss et al. 2007), besitzt ebenso wie ICAP1a eine PTB Domane am N-Terminus und

kann dadurch auch die Kerntranslokation des Komplexes aus CCM1 und ICAP1a 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 Doméane (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 fir die hyperosmolar-induzierte
Aktivierung der p38 MAP Kinase Kaskade benttigt. CCM2 lokalisiert unter osmotischem
Schock zur Membran, wo es als Gerist fur MAP3K3 und RAC1 (Ras-Related C3 Botulinum
Toxin Substrate 1 (Rho Family, Small GTP Binding Protein Racl)) in der Kaskade des p38
MAPK Signalwegs dient (Uhlik et al. 2003, Zawistowski et al. 2005) und zur Reorganisation
des Aktinzytoskeletts fuhrt (Hilder et al. 2007b). Auch kann CCM2 den RhoA Level Uber die
Bindung zur RhoA-spezifischen Ubiquitin Ligase SMURF1 (SMAD Specific E3 Ubiquitination
regulatory factor 1) regulieren, wobei die Degradation von RhoA zu endothelialer
Zellintegritat fihrt (Crose et al. 2009). Des Weiteren kann tber die PTB Domaéane eine
Bindung zu der Rezeptor-Tyrosinkinase NTRK1 (Neurotrophic Tyrosine Kinase, Receptor,
Type 1) erfolgen, wahrend C-terminal Uber unbekannte Mechanismen eine Verlinkung zu
Apoptosesignalwegen erfolgt (Harel et al. 2009).

Das 25 kDa groRe CCM3 Protein (Abbildung 2, rechts) besitzt neben einer N-terminal
lokalisierten  Dimerisierungsdomane  eine  Serin-/Threoninkinase  Bindungs-  und
Phosphorylierungsdoméne (Li et al. 2010, Kean et al. 2011) Uber welche die GCKIlI
(Germinal Centre Kinase Il 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 kdnnen (Voss et al. 2007, Fidalgo et al. 2010,
Sugden et al. 2013, Xu et al. 2013). Dies reguliert den ERK Signalweg und unterstiitzt damit
das Uberleben 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 GCKIIl Kinasen und CCM3 sind wichtig fir die Polarisierung des Golgi-
Apparates und Teil des STRIPAK Komplex (Striatin-interacting phosphatase and kinase),
Uber 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). Zusétzlich regulieren CCM3 und STK24 durch die
Bindung zu UNC13D (Unc-13 Homolog D (C. Elegans)) auch die Liganden-stimulierte
Exozytose von Endothelzellen, was zur vaskularen Integritat beitragt (Zhang et al. 2013). C-
terminal weist CCM3 eine FAT-homologe Doméne auf (Focal adhesion targeting, (Li et al.
2010)), die mit CCM2 interagiert (Hilder et al. 2007a, Voss et al. 2007), aber auch mit dem
Gerustprotein Paxillin (Li et al. 2011), welches an der Zellmigration und -adhéasion beteiligt ist
(Turner 2000, Jamieson et al. 2005). CCM3 scheint weiterhin tber die Bindung zu PCDH-y

(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 vaskulare
Morphogenese reguliert. Ebenfalls erfolgt Uber die Bindung zu Phosphatidylinositol Di- und
Triphosphaten (PIP, (PtdIns(3,4)P2, Ptdins(4,5)P2) und PIP; (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).

N PTB HHD c ccm2

— Cc Ccms3

2
|

DLL4

NTRK1

D EX
5=

l

O
| con D

PCDH-y Exozytose Notchl VEGFR2

R

-
6 N

Golgi

&Genexpression

Endothelzelle Nukleus

Abbildung 2. Domé&nenstruktur und Interaktionen von CCM2 (links) und CCM3 (rechts).

Das erst korzlich identifizierte Protein CCM2-like (CCM2L) =zeigt ahnliche
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 ahnlichen Phanotyp wie schon in ccml, ccm?2
und heg Mutanten beschrieben, ist aber weniger stark ausgepragt. Durch die gleichzeitige
Uberexpression von CCM2 konnte der morphante Phanotyp teilweise gerettet werden. Es
wird daher postuliert, dass die Funktionen beider Gene in vivo zumindest teilweise
Uberlappen. 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 kénnen (Cullere et al.
2015).

2.2 Angiogenesemodellsysteme

Da die Entstehung der Kavernome auf eine pathologische Angiogenese zuriickgeht,
ist es unerlasslich, an Modellsystemen die Entstehung, Reifung und Aufrechterhaltung der
GefaRe erforschen zu kbnnen (Staton et al. 2009). Ein etabliertes Modell der
Angiogeneseforschung existiert fir den Zebrafisch (Danio rerio) und findet haufig fir
entwicklungsbiologische und pharmakologische Fragestellungen Anwendung (Lawson und
Weinstein 2002, Staton et al. 2004, Zon und Peterson 2005). Durch seine geringe Grole,
kurze Generationszeiten und die Transparenz der sich aufl3erhalb des Muttertieres
entwickelnden Embryonen kann dabei eine gute Darstellung der Gefal3e erzielt werden. Fir
die drei bekannten CCM-Gene existieren bereits Mutanten beziehungsweise Morphanten,
die einen spezifischen vaskularen Phanotyp und ein stark 6dematts vergrof3ertes 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 fihrt zu einem identischen
Phanotyp. Dies unterstiitzt die Annahme, dass ein konservierter, Zell-autonomer
Mechanismus existiert, in dem der HEG1-CCM Signalweg die Bildung und Entwicklung von
Herz und Gefal3en aus Endothelzellen reguliert (Kleaveland et al. 2009).

Um eine transiente Herunterregulation von Genprodukten untersuchen zu kénnen,
werden kleine, spezifische Antisense-Oligonukleotide (sogenannte Morpholinos) in das
Einzellstadium fertilisierter Zebrafischembryonen durch Mikroinjektion eingebracht. Diese
binden an die gebildete mMRNA des Zielgens und flihren so zu deren vorzeitigem Abbau. Auf
RNA-Ebene kann ein solcher Knockdown mittels spezifischer Primer verifiziert werden
(Nasevicius und Ekker 2000). Mit der Einfiihrung von Techniken zur gezielten Mutagenese in
vivo kann heute der Effekt individueller Mutationen in einem stabilen genetischen
Hintergrund analysiert werden. Hierzu gehért die TALEN-Technik (Transcription activator-like
effector nucleases), bei der gezielt Doppelstrangbriiche mittels Nukleasen am gewéhlten
Genort eingefiihrt werden. Diese werden dann durch NHEJ (non homologous end joining)
und homologe Rekombination repariert, was in der Folge oft zu kleineren Deletionen und
Insertionen fihrt (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 eingeflhrte Mutation tragen
bestimmt. Die besten Grinderfische werden dann wieder miteinander verpaart, um eine
stabile genetische Linie herzustellen, die fir weitere Analysen dient.

Ein weiteres wichtiges Modell sind primare Endothelzellen, in denen angiogenetische
Prozesse in vitro beobachtet werden kénnen. 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
Aufklarung der bisher bekannten Beteiligung an Signaltransduktionswegen leisten konnen.
Verschiedene Gruppen konnten so zeigen, dass ein Verlust von CCM1-3 zur gesteigerten
Aktivitat von RhoA und somit auch zur vermehrten Bildung von Stressfasern fihrt
(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 fur die Migration, Proliferation, Apoptose und Bildung kapillar-ahnlicher
Strukturen (Tube Formation) von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen konnte gezeigt
werden, dass gegeniber Kontrollbedingungen eine deutliche Minderung durch
Uberexpression von CCM1 oder CCM3 erfolgt, durch Herunterregulation der Gene diese
Prozesse allerdings verstarkt werden (Wistehube et al. 2010, Schleider et al. 2011).

Zur Untersuchung der endothelialen Differenzierung, Angiogenese und Apoptose in
vitro kénnen 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 Oberflachenzellschicht, die einen Kern aus ebenfalls
nicht-proliferierenden, ungeordneten Zellen umschlie3t. Zur Herstellung dieser Spheroide
werden vereinzelte, suspendierte Endothelzellen unter nicht-adhasiven 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, anschlieBend mit FGF2
(Fibroblast growth factor 2) oder VEGF (Vascular endothelial growth factor) stimuliert und fr
weitere 24 Stunden inkubiert. Die Sprossung wird durch Zugabe von Paraformaldehyd
abgestoppt und die Spheroide kdnnen analysiert werden. Durch gezielte Herunterregulation
der Genexpression mittels RNA-Interferenz kann die Funktion von Proteinen in Zellen
untersucht werden. Als schneller Test fur die Beteiligung der untersuchten Gene an
angiogenetischen Prozessen kann der Vergleich der Sprossung bei siRNA transfizierten
HUVECSs dienen. Fir die Gene CCM1 und CCM3 konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Herunterregulation zu einer vermehrten Sprossung von HUVEC Spheroiden fihrt, die
adenovirale Uberexpression hingegen eine verminderte Sprossung zur Folge hat
(Wustehube 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 kénnen. Bei der
Exomsequenzierung werden nur die fur Proteine kodierenden Sequenzabschnitte, die etwa
2% des kompletten humanen Genoms ausmachen, analysiert.

Fur diesen Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit das SOLID™ 5500XL
Sequenziergerat (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 kdénnen (Shendure et al. 2005). Die Praparation der zu
sequenzierenden DNA-Bibliothek beinhaltet die Spaltung der DNA in Fragmente bestimmter
Lange und die Ligation von Adaptoren. Darauf folgt die Amplifikation mittels Emulsions-PCR
an kleinen Kugelchen, sogenannten Beads. Theoretisch soll an jedem Bead genau ein
einziges DNA Molekil binden und damit in jedem Mikroreaktor eine klonale Amplifikation
stattfinden. Beads, die keine DNA Molekile tragen, werden durch die Anreicherung von
mono- und polyklonalen Kigelchen entfernt, welche dann an einen vorbehandelten
Glasobjekttrager, sogenannte flow chips, gebunden werden. Die Sequenzierung findet
anschlieend 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 flr die chemische Abspaltung.
Jedes 8-mer Oligonukleotid ist, abhangig von den ersten beiden spezifischen Basen, an
einen von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gebunden. Pro Sequenzierrunde
hybridisiert ein Oktamer Uber die ersten beiden Basen an das DNA-Fragment. Das Signal
des angehangten Farbstoffes wird mithilfe einer Kamera detektiert und im Anschluss die
letzten drei Basen inklusive Farbstoff abgespalten. In der nadchsten Sequenzierrunde
hybridisiert ein weiteres Oktamer an die DNA und der Prozess wiederholt sich bis zum Ende
des Fragments. Um die entstandenen Lesellicken von jeweils drei Basen zu schlie3en 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 ermoglicht. 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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Ubersetzung in Nukleotidinformationen erfolgen. Ein kompletter Lauf des SOLID™-Gerétes
dauert viele Tage bis Wochen und produziert bis zu 200 Gb an Daten bei einer Lange der

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

2.3.2 Datenauswertung der Hochdurchsatzsequenzierung

Die bioinformatische Auswertung erfolgt in verschiedenen Schritten (Weil3mann und
Gilissen 2014). Zunachst missen die im Gerat erzeugten Bilddateien (Priméardaten) mittels
Computersoftware in Nukleotidinformationen Ubersetzt werden, was auch als base calling
bezeichnet wird. Der base caller libersetzt die einzelnen Fluoreszenzsignale in ein Nukleotid
und den dazugehorigen Qualitdtswert. 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 Qualitdtswerte und damit die
Wahrscheinlichkeit mit der ein Nukleotid falsch erkannt wurde, werden in der Phred-Skala
angegeben. Im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung weil man beim NGS zunéchst 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 @hnlichen 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 kénnen. Je hoher diese ist, desto besser
lassen sich Sequenzierfehler von echten Varianten und homo- sowie heterozygot
vorkommenden Veranderungen 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
Verknupfung mit verschiedenen Informationen, wie dem Gennamen, Auswirkungen der
Veranderung auf Proteinebene, den zugehorigen Allelfrequenzen und Werten, die das
pathogene Potential der konkreten Veranderung beurteilen. Am haufigsten wird fir diese
Annotation das Programm Annovar oder der VEP (Variant effect predictor, ENSEMBL)
verwendet. Auf spezielle Informationen, die bei der Annotation der Veranderungen verknipft
werden, wird weiter unten néher eingegangen.

Typischerweise kénnen bei der Exomsequenzierung zwischen 20.000 und 50.000
Varianten pro sequenziertem Exom identifiziert werden. Der wichtigste Schritt bei der
Auswertung dieser enorm grof3en Datenmenge ist die Priorisierung der gefundenen

Variationen. Zur Reduktion der falsch positiven Veré&nderungen werden die Varianten
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zunachst Uber Qualitatswerte gefiltert. Weiterhin kénnen Veranderungen herausgefiltert
werden, die auRerhalb der kodierenden Regionen liegen, sowie synonyme Verénderungen,
die durch den degenerierten genetischen Code keine Anderung der eingebauten
Aminosaure bewirken. Dadurch kann die Anzahl potentiell krankheitsverursachender
Veranderungen auf ungefahr 5.000 reduziert werden. Eine weitere Reduktion um circa 90-
95% kann durch den Ausschluss von Varianten erfolgen, deren minore Allelfrequenz in
grof3en Datenbanken wie dbSNP, 1.000 Genomes oder dem NHI Exome sequencing project
hoher ist als die Pravalenz der Erkrankung. Die restlichen 150-500 privaten, nicht
synonymen Varianten oder Spleil3stellenveranderungen bleiben dann als potentiell
pathogene Varianten Ubrig. Eine manuelle Validierung dieser restlichen Varianten im
Integrative Genome Viewer (IGV) ist unerldsslich, da anhand der Lage der einzelnen
Sequenzreads entschieden werden kann, ob es sich bei den gefundenen Veranderungen um
PCR-Artefakte oder Alignment Fehler handelt. Diese Priorisierung ist jedoch nur eine erste
Selektion der gefundenen Veranderungen 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 ldentifizierung einer kausativen Mutation
finden. Die Linkage-basierte Strategie (Abbildung 3A) kann genutzt werden, wenn eine
monogene erbliche Erkrankung bei mehreren Familienangehdérigen 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
Homozygositats-basierten Strategie (Abbildung 3B) fir den Fall rezessiv vererbter
Erkrankungen bei konsanguinen Eltern werden homozygote Veradnderungen in gréReren
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 Angehdrige
zu sequenzieren. Dabei werden Gene ausgewdhlt, die homozygote und compound-
heterozygote Veranderungen tragen (Gilissen et al. 2010, Pierce et al. 2010). Bei genetisch
homogenen Erkrankungen kann mittels Overlap-Strategie (Abbildung 3D) nach
Veranderungen in gleichen Genen bei verschiedenen, nicht verwandten Patienten mit
gleichem Phénotyp selektiert werden. Das Prinzip ist vor allem bei seltenen, dominant
vererbten Erkrankungen anzuwenden, da die Anzahl an privaten heterozygoten Varianten
wesentlich héher ist als bei den homozygoten oder compound-heterozygoten
Verédnderungen (Hoischen et al. 2010, Hoischen et al. 2011). Diese Strategie funktioniert am

besten bei klar monogenen Erkrankungen und muss bei genetischer Heterogenitat adaptiert
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werden. Eine weitere sehr wichtige Voraussetzung fir 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 Veranderungen 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 fir 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
Verfugbarkeit weiterer Familienangehoriger oder Betroffener angewandt. Hier erfolgt die
Priorisierung ausschlie3lich tber 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 Spleil3stellen
verandern.

Bei Missense-Varianten muss die Priorisierung Uber die Vorhersage des Einflusses
der Variante auf die Proteinstruktur (Grantham Score) und die Konservierung des Nukleotids
(PhyloP oder GERP score) erfolgen, weil pathogene Veranderung in der Regel hoéher
konservierte Nukleotide betreffen (Cooper et al. 2010, Vissers et al. 2010). Es kénnen auch
verschiedene weitere Aspekte genutzt werden, um pathogene Missense-Mutationen von
benignen zu unterscheiden. Unter Betrachtung des Phanotyps kdnnen z.B. die Kenntnis der

Genfunktion oder computergestitzte Vorhersageprogramme genutzt werden.

(A) (B) (€)

Abbildung 3. Verschiedene Strategien zur ldentifizierung kausativer Mutationen. (A) Linkage-
basierte, (B) Homozygositats-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 ermdglichen,
funktionelle Vorhersagen und Annotationen grof3er Datenmengen, die beim NGS entstehen,
zu erleichtern. Hierfir 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 fur die Interpretation der gefundenen Ver&nderungen und
erlauben eine Filterung nach der Allelfrequenz. Dazu z&hlen der NHLBI Exome Variant
Server (Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), Seattle, WA),
in dem die Verdnderungen von 6.503 Exomsequenzierungen (im Jahr 2012 noch 5.400
Exome) enthalten sind. Auch die Datenbank 1.000 Genomes wird haufig verwendet, um
eigene Daten besser einschatzen zu konnen (Genomes Project, bis 2012 noch 1.092
humane Genome) in der mittlerweile genomische Veranderungen von 2.504 Probanden
aufgefihrt sind. Die dbSNP Datenbank katalogisiert kleine Variationen (Stand dbSNP132,
30.442.771 Eintrage) 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 verknipft sind.

Ein Problem aller Datenbanken ist, dass nicht nur benigne, sondern auch pathogene
Varianten enthalten sind und deshalb eine Filterung eigener Daten sehr sorgféltig durchdacht
werden muss, um keine pathogenen Varianten zu verlieren.

Der EXAC-Server ist die neueste und umfangreichste Sammlung von Veranderungen
aus insgesamt 60.706 sequenzierten Exomen und damit aktuell die beste Mdglichkeit, um
gefundene, exonische Varianten zu filtern und zu bewerten. Die Zusammenstellung
beinhaltet ausschlief3lich Veradnderungen von nicht verwandten Probanden, die keine
schweren Krankheitsverlaufe im Kindesalter aufweisen. Damit reduziert sich die Anzahl
pathogener Varianten fur sehr schwere Erkrankungen, die schon im jungen Lebensalter
auftreten, jedoch sind weiterhin pathogene Varianten fur mildere Krankheitsverlaufe bzw.
solche, die erst im Verlauf des Lebens symptomatisch werden, enthalten. Dabei wird der
Allelzustand der auftretenden Veranderungen, sowie die Allelfrequenzen fir verschiedene
Ethnien angegeben. Das Vorkommen der Varianten fiur Probanden unterschiedlicher
Herkunft kann damit differenziert werden. Mit dem EXAC-Server stehen seit November 2014
fundierte und aussagekraftige Allelfrequenzen fir Millionen verschiedener Veranderung zur
Beurteilung eigener Exomstudien zur Verfiigung. 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.nim.nih.gov/sn (Sherry et al. 2001)
p/
1.000 2.503 Genome http://www.1000genomes.org (Genomes Project Consortium
Genomes etal. 2012)
Exome Variant 6.503 Exome http://evs.gs.washington.edu/ Exome Variant Server, NHLBI
Server EVS/ 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-Veranderungen 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
Veradnderungen 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-Veradnderungen 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

zuverlassige Beurteilung der Veranderungen zu ermdglichen.
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3. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit

3.1 Phénotypisierung 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 bezlglich 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 nachstgroRere Gruppe waren Trager einer CCM2-Mutation und
die geringste Anzahl an Mutationen fand sich im CCM3-Gen. Ungewdhnlich erscheint, dass
sich in der japanischen Studie von Tsutsumi und Kollegen die meisten Mutationen im CCM2-
Gen nachweisen lieBen (Tsutsumi et al. 2013). Dies sind mdéglicherweise einzigartige
genomische Aspekte der kleinen japanischen Kohorte. In einer amerikanischen Kohorte
spanischen Ursprungs hingegen konnte ein Griindereffekt fir die Stoppmutation ¢.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 familiaren Fallen wurde bei acht Patienten (13%) die
identische groRRe 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
Pravalenz nachweisen (Ortiz et al. 2007). In einer askenasisch-jidischen Population lasst
sich hingegen haufig die 2bp-Insertion/Deletion ¢.30+5_30+6delinsTT finden, die in vitro ein
aberrantes SpleiRen 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 ¢.1267C>T (p.R423*) im CCM1-Gen bei funf und ¢.103C>T (p.R35%)
im CCM3-Gen bei vier Patienten (Tabelle 3). Da beide Mutationen zuvor bereits in einer
franzésischen Kohorte beschrieben worden waren, kéonnte es sich hierbei ebenfalls um

Grundermutationen bei européischen Kavernompatienten handeln. Erstmals konnten in der
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deutschen Kohorte auch mehr CCM3- als CCM2-Mutationstrager beobachtet werden
(Spiegler et al. 2014).

Die Mutationsdetektionsraten der verschiedenen Studien schwanken mitunter
erheblich. Einerseits hangt der Aufklarungserfolg von der Anzahl der untersuchten familiaren
Falle ab, da bei diesen haufiger kausale Keimbahnmutationen gefunden werden als bei
sporadischen Fallen, fur die auch somatische Mosaike als Ursache der Kavernome
angenommen werden (McDonald et al. 2014). Andererseits spielt die Stringenz der
Einschlusskriterien fir die untersuchten Patienten einer Kohorte eine entscheidende Rolle.
Hierzu gehort neben der positiven Familienanamnese das Vorkommen multipler Kavernome
bei Einzelfallen mit negativer Familienanamnese, sowie eine sichere Befundung mittels
hochauflosender MRT-Aufnahmen (Frischer et al. 2012). In manchen Studien wurde zudem
das methodische Analysespektrum nicht voll ausgeschopft, da eine MLPA-Analyse
beispielsweise nicht durchgefiihrt 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 familiaren und isolierten Falle angegeben.

Mutationspositiv Mutationsnegativ Gesamt
Studie CCM1 CCM2 CCM3
Gesamt  Familiar Isoliert Gesamt  Familiar Isoliert Gesamt Familiar 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* 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* 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° 48 (60%) 14 (18%) 17 (22%) 79 (75%) 55 (87%) 24 (57%) 26 (25%) 8 (13%) 18 (43%) 105 63 42

T ausschlieRlich familiare Falle
% nicht analysiert
% 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®

Aminosaureaustausch

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
¢.557dupT p.T188Nfs*2 (Spiegler et al. 2014) 1
C.729+5G>A p.Q201Rfs*2 ° (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
€.845+1G>A p.? (Spiegler et al. 2014) 36
€.845+1G>T p.? (Spiegler et al. 2014) 77
c.877delC p.H293Tfs*12 (Spiegler et al. 2014) 15
€.1066_1070dupAGTTC p.P358Vfs*15 (Stahl et al. 2008) 40
€.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
€.1255-2_4del p.? ] (Verlaan et al. 2002a) 2
.1255-1G>A p.Y419Ffs*15 ° (Cavé-Riant et al. 2002) 31
€.1255_1270delTATGAAAAAGTTCGAA p.E420Tfs*12 (Spiegler et al. 2014) 78
€.1258G>T p.E420* (Stahl et al. 2008) 42
.1267C>T ? p.R423* (Cavé-Riant et al. 2002) 23,63,79,44,32
€.1306_1310delTTGAA p.LA36Afs*4 (Battistini et al. 2007) 7
€.1412-1G>C p.? (Spiegler et al. 2014) 26
C.1431T>A p.Y4T7T* (Spiegler et al. 2014) 24
c.1531delG p.D511Mfs*2 (Spiegler et al. 2014) 23
€.1564-1G>A p.? (Spiegler et al. 2014) 32
C.1619T>A p.L540* (Spiegler et al. 2014) 10
€.1660_1678delTTGGCAAGTCTGCTTTTGC p.L554Kfs*2 (Spiegler et al. 2014) 14
c.1678C>T * p.Q560* (Stahl et al. 2008) 51,8
€.1683_1684insA p.V562Sfs*6 (Saraci et al. 2006) 3
€.1710_1711insA p.H571Tfs*8 (Stahl et al. 2008) 26
.1730+4_1730+7delAGTA ? p.1522* (Cavé-Riant et al. 2002) 51,17
€.1780_1783delinsTACCTGTTACCAAA p.A594Yfs*14 (Surici et al. 2007) 2

0¢
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(Fortsetzung Tabelle 3)

Gen Nukleotidaustausch® Aminosaureaustausch  Referenz Alter bei genetischer Testung
€.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
€.1950dupC p.S6510Qfs*4 (Spiegler et al. 2014) 13
€.1961 1962delAA p.K654Sfs*21 (Spiegler et al. 2014) 43
€.2025+1G>A p.N607_K675del ® (Denier et al. 2004) 21
€.2026-12A>G p.A676_Q714del 3 (Laberge-le Couteulx et al. 1999) 5
€.2143-2A>G ] p.A715Vfs*14 * (Stahl et al. 2008) 15
komplette Deletion von CCM1* (Gaetzner et al. 2007) 8,51

CCM2
c.1-36_4del * p.? (Spiegler et al. 2014) 35
c.30G>A ° Kein Transkript ® (Liquori et al. 2003) 16,71
c.30+1G>A p.? ] (Verlaan et al. 2004) 38
Vollstandige Deletion p.P11_K68del ° (Liquori et al. 2007) 33
c.55C>T ? p.R19* ] (Verlaan et al. 2004) 20,30
€.205-2_205-1delinsT * p.Y69Vfs*3 ° (Stahl et al. 2008) 32,43
€.353_354insA p.Y118* (Stahl et al. 2008) 63
c.475C>T p.Q159* (Stahl et al. 2008) 56
€.622G>T p.E208* (Stahl et al. 2008) 42
€.1071_1074dupCCCT p.E359Pfs*2 (Spiegler et al. 2014) 47
€.1255dupG p.D419Gfs*2 (Spiegler et al. 2014) 33

CCM3
€.63_64dupCC p.L22Pfs*13 (Spiegler et al. 2014) 42
€.103C>T * p.R35* (Bergametti et al. 2005) 8,11,20,1
c.113delT p.L38Rfs*7 (Spiegler et al. 2014) 53
€.269-1G>T p.? (Spiegler et al. 2014) 3
c.317delA p.K106Rfs*20 (Spiegler et al. 2014) 2
€.334_337delCAAA p.Q112Ffs*13 (Spiegler et al. 2014) 20
€.350_351insT p.D118Rfs*2 (Stahl et al. 2008) 8
c.391delA p.1131Sfs*4 (Spiegler et al. 2014) 1
c.475-2A>G p.A119Gfs*42 ° (Spiegler et al. 2014) 22
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(Fortsetzung Tabelle 3)

Gen Nukleotidaustausch® Aminoséaureaustausch Referenz Alter bei genetischer Testung
€.558-1G>C ° p.? (Spiegler et al. 2014) 11,36
€.558-2A>C p.? (Spiegler et al. 2014) 3
c.586C>T p.R196* (Bergametti et al. 2005) 17
€.598C>T p.Q200* (Schroder et al. 2014) 50

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

% in zwei oder mehr unabhangigen Familien gefundene Mutationen; die Altersangaben beziehen sich auf die Indexpatienten

® durch Transkriptanalysen bestéatigt

* Deletion einschlieBlich Startkodon

ac
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Ein Beispiel daflr, wie wichtig die vollstandige Analyse der CCM-Gene in der
Routinediagnostik beim Nachweis einer Missense-Verdnderung unklarer Bedeutung ist,
wurde 2014 im Fachblatt Neurosurgical Reviews vertffentlicht. Dabei zeigte die genetische
Testung einer Patientin mit symptomatischen kaverndsen 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 Aminosaureaustausch in einem konservierten
Bereich des CCM1-Proteins fuhrt. Die nachfolgende Sequenzierung der nachsten drei Stufen
zeigte eine Nonsense-Mutation im CCM3-Gen, die zu einem eindeutigen Funktionsverlust
des CCM3-Proteins fuhrt und somit die Kausalitdt der Missense-Variante in CCM1 sehr
unwahrscheinlich macht (Schroder et al. 2014).

Eine weitere Erklarung fur die unterschiedlichen Mutationsdetektionsraten konnte
sein, dass diese mitunter dadurch verfalscht sind, dass auch Missense-Varianten unklarer
Bedeutung als pathogen klassifiziert wurden. Nur in seltenen Féllen wurde dabei zum
Beispiel eine Transkriptanalyse der Patienten-cDNA durchgefuhrt, um zu prifen, ob der
SpleiBprozess durch eine Basensubstitution tatsachlich verandert wird. Bei
Zusammenstellung der in Tabelle 2 aufgefiihrten Studien wurde in dieser Arbeit keine
Unterscheidung hinsichtlich der Art der gefundenen Mutation vorgenommen, sondern die
Werte den Publikationen unverandert entnommen.

In der kommerziell erhaltichen HGMD® Datenbank (The Human Gene Mutation
Database (Stenson et al. 2014)) werden krankheitsverursachende und -assoziierte
Mutationen aus Publikationen verzeichnet. Diese ist eine der am haufigsten verwendeten
Datenbanken zur Interpretation eigener diagnostischer Befunde. In Tabelle 4 ist die Anzahl
der klassifizierten Missense-Mutationen, die in der HGMD® Datenbank verzeichnet sind,
aufgefuhrt. Dabei wurde die Beschreibung der jeweiligen Mutation in der Originalpublikation
dahingehend gepruft, ob deren Pathogenitdt experimentell bestatigt wurde. Daraus wird
ersichtlich, dass bisher nur zwei pathogene Missense-Mutationen im CCM1-Gen bestéatigt
werden konnten: ¢.410A>G und c.601C>G aktivieren jeweils eine kryptische Donor-
Spleil3stelle (Davenport et al. 2001, Verlaan et al. 2002b).
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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

DM DM?
Gen Missense
Gesamt untersucht bestatigt Gesamt untersucht bestéatigt
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 mdéglicherweise Uberinterpretierte Varianten, wenn Missense-
Veranderungen mit den Allelfrequenzen aus der EXAC-Datenbank verknipft 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 europaischen Kohorte gefunden wurde (minore Allelfrequenz
0,012%). Damit wird die Kausalitat 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 finfmal gefunden wurde.

Zusammenfassend wurden in der analysierten Kohorte von 105 Indexpatienten
insgesamt 65 verschiedene Mutationen partiell rekurrent in 79 Probanden identifiziert.
VerhéaltnismaRig wurden etwas mehr CCM3-Mutationen gefunden als in den
vorangegangenen Studien anderer CCM-Patientenkollektive. Das Alter der Patienten bei
Uberweisung zur humangenetischen Diagnostik war dabei im Durchschnitt deutlich niedriger
(18 Jahre) als bei CCM1- (30,5 Jahre) und CCM2-Mutationstragern (40 Jahre).
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3.2 Hochdurchsatzsequenzierung zur Identifizierung und Charakterisierung neuer
Kandidatengene flir zerebrale kavernése Malformationen

3.2.1 Exomsequenzierung — Overlap-Strategie

Um neue Kandidatengene fur die zerebralen kavernésen Malformationen
identifizieren zu kdnnen, wurden in einem ersten Ansatz zwei Patienten mit familigarem
Hintergrund (I und II; Abbildung 4) und vier isolierte Kavernompatienten (l11-VI; Abbildung 4)
auf einem SOLID™ 5500XL (LifeTechnologies™) im Institut fir 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. Stammb&aume der untersuchten Patienten (I-VI). Alle grau umrandeten Probanden
wurden nach Aufklarung und Erhalt der Einverstandniserklarungen gemafl 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

Querschnittslahmung infolge einer Kavernomblutung.

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

pPatient  * Symptomatik Manifestationsalter
I 1997 Komplex fokale Epilepsie 5 Jahre

Il 1964 Kopfschmerzen, Epilepsie, Hemiparese 16 Jahre

I 1997 Kopfschmerzen 13 Jahre

\ 2000 Akuter Strabismus, Fazialisparese, Kopfschmerzen 7 Jahre

\% 1997 Epilepsie 9 Monate

VI 1968 Querschnittslahmung 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 ermdglichte (Hoischen et al. 2010, Hoischen et al. 2011, Neveling et al.
2013). Fokussiert wurde dabei auf autosomale, heterozygote Veranderungen in exonischen
Bereichen und kanonischen Spleil3stellen, 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 urspringlich gefundenen 210.000
Veranderungen insgesamt konnten durch die Suche nach Veré&nderungen, 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 familiaren Fall
bertcksichtigt. Zudem wurde die Art der gefundenen Veranderungen, der PhyloP-Wert fur
Missense-Varianten, Expressionsdaten aus Mausen oder Menschen, mdogliche
Interaktionspartner (STRING), sowie bekannte Funktionen oder der Knockout-Phanotyp in
Maus/Zebrafisch und das Vorhandensein von Homologen im Zebrafisch zur Beurteilung mit
einbezogen. Die Mutationen in funf von acht mdglichen Kandidatengenen konnten

anschliel3end mittels Sanger-Validierung bestétigt werden (Tabelle 7).

Tabelle 7. Sanger-validierte Veradnderungen in Kandidatengenen nach Overlap-Strategie mit
anschlieBender Filterung und Priorisierung.

Kandidatengen1 Mutation Mutationsart Anzahl der Allele’ Patienten
FAM222B c.1651_1652delAG Frameshift deletion - I
DYRK1A €.239G>T Missense - I, 1l
PTPRB Cc.2711A>G Missense 68 IV, VI
SST c.302C>T Missense - I, 1l
WDRY C.2246C>T Missense - 1,1l
€.2032G>T Missense 3 [

T Mutationsangabe erfolgt nach Referenzsequenz: FAM222B (ENST00000581407), DYRK1A
(ENST00000338785), PTPRB (ENST00000334414), SST (ENST00000287641), WDR7
gENST00000254442), HGVS-Nomenklatur (ATG=1)

Die absolute Anzahl heterozygoter Mutationstrager wurde der dbSNP132 Datenbank entnommen
(Stand von 2012).

Mit der Overlap-Strategie konnten keine Uberlappenden, eindeutig pathogenen
Mutationen in einem Gen bei den funf Indexpatienten identifiziert werden. Es wurde jedoch
eine Deletion von zwei Basenpaaren im FAM222B-Gen in der Indexpatientin | und ihrem

Vater (II) gefunden, die zu einer Leserasterverschiebung und zu einer Veranderung des
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C-terminalen Proteinbereiches fiihrt. Ahnlich C-terminal gelegene Mutationen waren auch fiir
das CCM3-Gen beschrieben (Bergametti et al. 2005, Liquori et al. 2006, Schriéder 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 fuhrte letztendlich zur
Auswahl dieses Gens fir die weiteren Analysen. Auch gab es keine Anhaltspunkte fiir eine
madgliche Funktion oder bekannte Proteindoméanen.

3.2.2 Charakterisierung des identifizierten Kandidatengens FAM222B

3.2.2.11dentifikation mdéglicher Interaktionspartner von FAM222B mittels Yeast Two-
Hybrid

FAM222B kodiert fur ein ubiquitadr exprimiertes, 60 kDa grof3es Protein unbekannter
Funktion. In silico Analysen haben weder Transmembrandomanen, Membrananker noch
Signalpeptidsequenzen vorhersagen kdénnen. Auch gibt es keine ahnlichen Proteine oder
Domaéanen deren Struktur bereits bekannt ist.

Um Aufschluss Uber die putative Funktion des Kandidaten zu gewinnen, wurde eine
Yeast two-Hybrid Studie mit dem FAM222B-Protein als Koder in einer humanen, fetalen
Gehirn-Bibliothek durchgefiihrt (Hybrigenics Services SAS). Dabei wurden sechs Proteine
identifiziert, die mit sehr hoher bis hoher Konfidenz als Interaktionspartner fir FAM222B
fungieren: DPYSL3, GNB1, SIAH1, TUBB, TUBB2A und TUBB2B. Weitere vier Proteine
konnten mit guter Konfidenz identifiziert werden: GNB2, STAMBP, TUBA1B sowie das fur
eine  MiIRNA kodierende Gen ENSG00000252817 (AL590431.1, GI16973070). Die
Tubulinproteine TUBB, TUBA1B, TUBB2A und TUBB2B gehotren zu den Hauptkomponenten
der Mikrotubuli und bilden damit grof3e Teile des Zytoskeletts. Sie passen gut ins Spektrum
erwarteter Interaktionen, da auch CCM1 mit Tubulin kolokalisiert (Ginel et al. 2002). Die
Interaktion mit FAM222B wird Uber die in allen vier Tubulinproteinen homologe Tubulin/FtsZ
GTPase Domane vermittelt. Die Proteine GNB1 und GNB2 (Guanine Nucleotide Binding
Protein (G Protein), Beta Polypeptide 1 und 2) sind membrangebundene GTPasen, die fir
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 tiber die WD
repeat Doméne und scheint vereinbar mit der Hypothese uber 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-kapillare
Malformationssyndrom auslésen, 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 fir CCM1, CCM2 und CCM3 gezeigt wurde
(Hilder et al. 2007a, Zhu et al. 2010, Li et al. 2012b, Gingras et al. 2013). Ahnliches gilt auch
fur 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 tGber die Bindung des GCKIII Proteins STK26 den ERK-Signalweg (Ma et al. 2007)
und reguliert tUber die Interaktion mit PCDH-y apoptotische Prozesse in der neuronalen
Entwicklung (Chen et al. 2009, Lin et al. 2010). DPYSL3 (Dihydropyrimidinase-Like 3) gehort
zur Familie der zytosolischen Phosphoproteine und wird stark in humanem, fetalen Gehirn
und Ruckenmark exprimiert, jedoch nicht im adulten Gehirn oder nicht-neuronalen Geweben
(Gaetano et al. 1997). Es hat vermutlich eine Funktion bei der Ausbildung axonaler Auslaufer
und beim Wachstum von Neuriten (Blasco et al. 2013). Daraus ergibt sich hier zunachst 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 kdnnen
(Filipowicz et al. 2008, Bartel 2009). Da aber das FAM222B Protein und nicht seine mRNA
als Koder eingesetzt wurde, erscheint diese Interaktion als wenig plausibel und ist daher

maoglicherweise nur ein Artefakt.

3.2.2.21In 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 durchgefuhrt. Wéahrend die
Verwendung des Start-Morpholinos kein auffélliges Erscheinungsbild ergab, zeigte das
SpleiBmorpholino zwar nicht den typischen Herzphé&notyp, jedoch einen variablen vaskularen
Phéanotyp, der durch eine dilatierte Kaudalvene und -arterie sowie ungeordnet spriel3ende
subintestinale GefalRe gekennzeichnet war und somit gewisse Ahnlichkeiten zu den bereits

bestehenden homozygoten ccml- und ccm2-mutanten Zebrafischen und den ccm3-
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Morphanten aufwies (Abbildung 5). Hohere Dosierungen (>3 ng) des SpleiBmorpholinos

fuhrten zu stark deformierten und somit nicht mehr auswertbaren Zebrafischembryonen.

1549 bp 187 bp
fam222bb (I I

226 bp 125 bp 4835 bp

Abbildung 5. Der vaskulare Phanotyp nach Herunterregulation von fam222b ist dem vaskularen
Phanotyp von ccml1-Mutanten @hnlich. (A-C) Lateralansicht im Hellfeld- und (D-L) Fluoreszenzbild von
(A,D,G,J) Wildtyplarve (WT), (B,E,H,K) ccml-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 Herzédem
gegenlber 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 Gefaie
(G,H,l) und Dotterverlangerung (J,K,L). Im Vergleich mit dem WT (G,J) zeigen die ccml-Mutante
(H,K) und die fam222b-Morphanten (I,L) ungeordnet sprieRende subintestinale GefalRe und eine
deutliche Dilatation der Kaudalvene, die mit der Kaudalarterie verschmolzen erscheint (K,L). Das stark
vergroRerte Herz der ccml-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 dunkelgriine
Farbung kennzeichnet kodierende Bereiche, die Bindestellen von Start- und SpleiBmorpholino sind
orange hervorgehoben.

Aufgrund dieses Phéanotyps im Zebrafisch wurde mittels TALEN-Technik eine stabile
Mutante hergestellt (Abbildung 6A,B) und in den transgenen Tg(kdrl:egfp)*®**® Hintergrund
eingekreuzt. Die Mutante fam222bb™*%* zeigte jedoch phanotypisch keinen Unterschied
zum Wildtyp. Nachdem im Dezember des Jahres 2013 eine neue Aktualisierung des
Zebrafisch-Referenzgenoms Zv9 verfiigbar war, wurde ersichtlich, dass fur das bereits

untersuchte Kandidatengen ein Duplikat im Zebrafisch vorhanden ist. Daher wurde in
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Nachkommen der Grinderfische flr fam222bb eine weitere Mutation gezielt in das Gen
fam222ba eingefuhrt (Abbildung 6A,C). Auch in der Doppelmutante
fam222ba™*?"**/fam222bb™!%%* konnten die initialen Morpholino-basierten Ergebnisse nicht
bestétigt werden, da selbst doppelt homozygote Tiere bis ins adulte Stadium Uberleben und

kein abnormales Erscheinungsbild zeigen (Abbildung 6D).
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Abbildung 6. fam222bb/fam222ba-doppelmutante Zebrafische zeigen keinen CCM-spezifischen
vaskularen Phanotyp. A) Schema der fam222bb und fam222ba Domanenstruktur mit den Mutationen
fam222bb™%*° und fam222ba™°"*° (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 goben) und fam222bb/fam222ba-doppelmutanten Zebrafischen (unten, 3 dpf) mit
Tg(kdrl:egfp)***® Hintergrund (griin).

Ahnliche Ergebnisse wurden vor Kurzem auch in Developmental Cell publiziert:
Ungefahr 80% der Morpholino-induzierten Phanotypen konnten nicht in mutanten
Embryonen beobachtet werden, was vermutlich auf off-target Effekte der Morpholinos
zurdckzufuhren ist (Kok et al. 2015). Ein Beispiel dafir ist die megamind Mutante, die nicht

den morphanten Phéanotyp eines aufgebléahten Rautenhirnventrikels aufweist, welcher sogar
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durch Ko-Injektion von megamind mRNA gerettet werden konnte. Dieser Phanotyp konnte
auch durch Morpholino-Injektion in mutante Embryonen rekapituliert werden, obwohl diesen
die Morpholino-Zielsequenz fehlt. Weitere unspezifische Auswirkungen von Morpholinos
kénnen die Induktion von p53 und damit eine gesteigerte Apoptose bedingen (Robu et al.
2007). Weiterhin kénnen Morpholinos mit bis zu vier Basenfehlpaarungen dennoch effektiv
ihre Ziel-mRNA inhibieren, was viele inkorrekte RNA-Bindungen erméglicht und somit auch
globalere Effekte auf die Translation, den Splei3vorgang oder die Prozessierung kleiner
RNAs denkbar macht (Kok et al. 2015). Eine weitere Erklarung fir solche Diskrepanzen
konnten Stainier und Mitarbeiter wenig spater 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 Phanotyp gerettet wird.

In den hier durchgefuhrten Analysen wurde durch transiente Herunterregulation von
fam222bb in Zebrafischembryonen mittels eines Spleimorpholinos ein in seiner Auspragung
variabler und durch das Startmorpholino nicht reproduzierbarer vaskularer Phanotyp
beobachtet, dem die typische kardiale Komponente fehlte. Fehlende Hinweise auf eine
gleichzeitige Bindung des Morpholinos an die mRNA von fam222ba sowie der wildtypische
Phanotyp der homozygoten fam222bb/fam222ba-Doppelmutanten fiihrten daher zu der
Annahme, dass der beobachtete Phénotyp des fam222bb-Morphanten auf unspezifische

Effekte zurickzufiihren ist.

3.2.2.3Das Sprossungsverhalten von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen wird
durch FAM222B-Depletion nicht verandert

Parallel  zur  Generierung der  Zebrafischdoppelmutanten  wurde das
Sprossungsverhalten von HUVEC-Zellen analysiert. Verwendet wurde ein von PD Dr.
Andreas Fischer (AG Vaskulare 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 Anderung 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
uber 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 Lange der einzelnen Sprosse pro Spheroid sowie die durchschnittliche Lange

dieser miteinander verglichen (Spiegler et al., eingereicht).
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Diese Beobachtungen sind in Ubereinstimmung mit dem normalen Erscheinungsbild
der fam222ba™°"**/fam222bb"%***_doppelmutanten Zebrafische und unterstiitzen damit die
Annahme, dass Mutationen in FAM222B nicht fUr die Entstehung zerebraler kaverndser

Malformationen verantwortlich sind.

3.2.2.4FAM222B kann molekulargenetisch nicht als Kandidatengen fir zerebrale
kaverndse 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 durchgefiihrt. Ergdnzend erfolgten quantitative Analysen zum Ausschluss grof3erer
genomischer Deletionen. Diese Arbeit war durch die kontinuierliche Rekrutierung weiterer
CCM1-3 mutationsnegativer Patienten moglich 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 méglich.
Zur Re-Analyse des Patientenkollektivs wurde daher erneut auf dem SOLID™ 5500XL Gerat
nach Anreicherung mittels TargetSeq™ Exome Enrichment Kit (LifeTechnologies™)
sequenziert (Abbildung 7).

Die im SOLID™ 5500XL produzierten Einzelsequenzen werden von dem Gerat 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 fir
Humangenetik durch Robert Weissmann, M.Sc.. Das Programm LifeScope Genomic
Analysis wurde genutzt, um das readmapping und variant calling durchzufiihren, wobei als
Referenzsequenz hg19 verwendet wurde. Die resultierenden VCF-Dateien wurden durch das
Programm bcftools zusammengeflgt und weiter prozessiert. Die Annotation der Varianten
erfolgte anschliel3end 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

zusammenzufihren.

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

AnschlieRend wurden die Excel-Dateien mittels geeigneter Filterkriterien priorisiert.
Fur Loss-of-function Mutationen (LoF) wurde zunachst auf Varianten fokussiert, die
ausschlie3lich 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 filhren oder eine kanonische Spleif3stelle
betreffen. Dies lieferte pro Patient ungefahr 8-70 unterschiedliche Veranderung, die dann
manuell durch Prifung der Einzelsequenzen im integrativen Genome Viewer beurteilt
wurden. Durch Datenbankrecherchen wurden funktionell weniger relevante Gene
ausgeschlossen (z.B. Gene fiir olfaktorische Rezeptoren oder Muzine). Dies fihrte zu acht
Varianten, von denen sechs durch klassische Sanger-Sequenzierung verifiziert werden
konnten. Fir Missense-Veranderungen wurde bei den Patienten IlI-V ausschlieBlich auf de
novo auftretende Varianten fokussiert, die bei keinem anderen Probanden vorkamen. Bei
Patientin | und ihrem Vater Il wurde nach identischen Veranderungen gesucht. Da bei
Patient VI eine Untersuchung der Eltern nicht méglich war, wurde auch hier ausschlief3lich
nach Veranderungen gefiltert, welche bei keinem anderen Probanden vorkamen. Auch bei
dieser Auswertung sollten die Veranderungen in autosomalen, exonischen Bereichen liegen
und entweder Deletionen oder Insertionen ohne Leserasterverschiebung oder den Einbau
einer nicht-synonymen Aminosaure erzeugen. Da solche viel zahlreicher auftreten als LoF-
Veranderungen wurde weiterhin festgelegt, dass diese mit einer maximalen
Gesamtallelfrequenz von 0,00495% im EXAC-Server beschrieben sein dirfen (entspricht

einem absoluten Wert von drei, kann aber in den unterschiedlichen Kohorten variieren und
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daher héher oder niedriger sein) und einen SIFT-Wert von unter 0,05, einen SVM-Wert von
grolRer O oder einen LR-Wert von gréRer als 0,5 haben. Dies fiihrte pro Patient zu 18-57
Veranderungen, die zunéchst wiederum manuell durch Prifung 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 Veranderungen der Re-Analyse mutationsnegativer Kavernompatienten. EXAC
bezeichnet die absolute Anzahl der in der EXAC-Datenbank heterozygot verzeichneten, identischen
Verénderung des Indexpatienten. EXAC LoF (Loss-of-function) bezeichnet die Gesamtanzahl
trunkierender Mutationen Uber das komplette Kandidatengen. In Klammern sind zusatzlich die
einzigartigen Loss-of-function Mutationen angegeben. Grau markiert sind dabei Veranderungen 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® Mutationsart’ Erbgang® EXAC EXAC LoF

I FAM222B c.1651_1652delAG Fs Deletion AD 3 13 (7)
ULK4 €.158dupT Fs Insertion AD - 499 (65)
KIAA1109 €.3949C>T Missense AD 2 137 (86)
AP5Z71 €.1643G>A Missense AD 3 90 (37)
FLNC €.6200G>A Missense AD 1 17 (17)
INTS8 €.1045A>G Missense AD - 23 (17)
RHPN1 c.1041G>T Missense AD 1 46 (19)

1] SZT2 €.8939_8940delGG Fs Deletion AD - 99 (66)
DDHD2 c.38delA Fs Deletion AD - 203 (25)

v PCDHB4 c.169G>T Nonsense AD 1 268 (29)
GP6 €.1817T7>C Missense DN - 5841 (48)

VI FOXR1 c.554delC Fs Deletion ? - 27 (15)
FGR €.1465G>A Missense ? 3 7 (7)
SSPO c.2371G>A Missense ? - 77517 (65)
ZNF608 €.913C>A Missense ? - 1(1)
NEUROG2 c.806G>C Missense ? 5 1(1)
BFAR €.1009T>C Missense ? - 39 (14)
ADAMTSL3 €.4997G>C Missense ? - 42 (39)

TMutationsangabe 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
gENST00000261658), ADAMTSL3 (ENST00000286744), HGVS-Nomenklatur (ATG=1)

Fs — Leserasterverschiebung (Frameshift); Nonsense — Stoppmutation
® AD — autosomal dominanter Erbgang; DN — de novo
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In Tabelle 8 sind die identifizierten Veranderungen pro Patient dargestellt und mit
Daten aus dem EXAC-Server verknipft. Da Mutationen in den CCM-Genen in den meisten
Kohorten einen sehr niedrigen Grad der Rekurrenz aufweisen, wird fir eine pathogene
Variante, die zu einem eindeutigen Funktionsverlust (Loss-of-function Mutation) in einem
neuen Kandidatengen fuhrt, 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 Konsanguinitdat noch schwere
Krankheitsverlaufe im Kindheitsalter auftreten dirfen. Die Gesamtanzahl an Loss-of-function
Mutationen, die pro Gen im ExAC-Server beschrieben sind, dient als Mal3 der Toleranz
gegenuber trunkierenden Veranderungen, da fur mendelnde Krankheitsgene kurzlich gezeigt
wurde, dass diese weniger tolerant gegentber funktionellen genetischen Variationen sind
(Petrovski et al. 2013). Diese sollte dabei moéglichst 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 Expressivitat der Kavernomatose zurtickzuftihren, da bei CCM3-Mutationstragern
ein friheres Manifestationsalter und schwerere Krankheitsverlaufe beobachtet werden als
bei CCM1- und CCM2-Mutationstragern (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 fir die Toleranz des Kandidatengens gegenlber
trunkierenden Veranderungen eher an CCM3 orientiert. Fur die identifizierten Missense-
Veranderungen wurde auch ein mehrfaches Auftreten in den grof3en Datenbanken erlaubt,
da hierbei auch komplex heterozygote oder modulierende Effekte denkbar waren. Dies
wlrde bedeuten, dass nicht nur eine Verdanderung kausal ist, sondern zwei oder mehrere

Mutationen zusammen den Phanotyp 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 zusétzlich 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 ,Uberlappende“ werden andere Veranderungen an der
gleichen Position bezeichnet. Quelle: HGMD® Professional database 2015.4 (Spiegler et al.,
eingereicht)

Gen Stopp Frameshift Spleil Gesamt HGMD Uberlappende
CCM1 6 7 (6) 3 15 (14) 6 2 (1xfs, 1xStopp)
CCM2 1 0 2 3 1 2 (Splei)

CCM3 0 0 0 0 0 0

FAM222B 5(2) 8 (5) 0 13 (7) - -
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Mittlerweile finden sich fur die bereits in der ersten Exomsequenzierung identifizierte
2-Basenpaar Deletion im FAM222B-Gen drei Trager dieser heterozygoten Mutation und
sieben einzigartige, trunkierende Mutationen, die bei insgesamt 13 Individuen heterozygot
vorliegen (Abbildung 8). Auf Basis dieser Daten wirde man annehmen, dass diese

Veranderung nicht fir die Kavernomatose der Patienten urséchlich ist.

75974 bp 6709 bp Wil
Fam2228 [ /(AN |
142 bp 122 bp 3897 bp

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

Auch die anderen funf Veranderungen aus Tabelle 7 werden hier nicht mehr als
Kandidatenvarianten aufgefiihrt, 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 Veranderungen 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 wirden, bei
Funktionsverlust schwere Krankheiten auszuldsen: FGR, ZNF608 und NEUROG2. Das
FGR-Gen kodiert fur eine Proteintyrosin-Kinase, welche als negativer Regulator der
Zellmigration und -adhasion fungiert und durch den [(2-Integrin Signalweg ausgel6st wird
(Yun et al. 2014). Die gefundene Missense-Veranderung liegt in einer Proteinkinasedoméne
in direkter Nachbarschaft zu einem Phosphotyrosinrest, ist in der EXAC-Datenbank jedoch
schon drei Mal verzeichnet und damit sehr wahrscheinlich nicht pathogen. Uber 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 Angehorigen fir
Segregationsanalysen zur Verfligung. Daher wurde auf eine weitere aufwendige
Charakterisierung dieser Veranderung wie fir 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 geriickt. Zudem wurde die Veranderung
€.806G>C bereits funf Mal beschrieben, so dass der Verdacht einer benignen Variation
besteht.

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

Veranderungen in 39 unterschiedlichen Genen, von denen 30 manuell durch Prifung der



Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit 37

Einzelsequenzen im integrativen Genome Viewer Uberzeugten. Unter diesen fanden sich
ebenfalls keine Varianten, die nur sehr selten oder gar nicht in der ExXAC-Datenbank
verzeichnet waren und in funktionell relevanten Genen vorkommen, welche als intolerant

gegenuber funktionellen genetischen Veranderungen eingeschatzt werden konnten.

3.3 Ursachen fur Mutationsnegativitat

Die Grinde, warum bei den funf Indexpatienten auch nach wiederholten
Exomsequenzierungen und unterschiedlichen Auswertestrategien keine kausale Mutation fir
die Ausbildung zerebraler kaverntser 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 waren. In der Literatur ist beispielsweise fir zehn Patienten mit Kabuki-
Syndrom beschrieben, dass nur in sieben Patienten Mutationen im urséchlichen MLL2-Gen
durch Exomsequenzierung identifiziert werden konnten, wahrend in zwei Patienten durch
niedrige Abdeckung die trunkierenden MLL2-Mutationen nur Uber Sanger-Sequenzierung
gefunden wurden (Ng et al. 2010a). Auch gro3e Insertionen oder Deletionen
(Kopienzahlveréanderungen) 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 benétigt. Im né&chsten Schritt
koénnten durch Genomsequenzierungen mit niedriger  Abdeckung solche
Kopienzahlveranderungen identifiziert werden (Gilissen et al. 2014, Poulter et al. 2015),
wobei als kostengiinstigere Variante auch die hochauflésende Array-Analyse in Erwagung
gezogen werden koénnte. Weiterhin wurde bei der Auswertung der Exomdaten bisher nur auf
Veranderungen in kanonischen Spleil3stellen (GT- zu Beginn und AG-Nukleotide am Ende
der Introns) gefiltert. Dabei waren Variationen an anderen Stellen (ab +/- 3 Nukleotide in
intronischen Bereichen) nicht bertcksichtigt worden, durch die kryptische Spleil3stellen
entstehen, beziehungsweise naheliegende Donor- oder Akzeptorstellen auf- oder abgewertet
worden waren. Betrachtet man die bereits identifizierten kausalen Mutationen der CCM-
Kohorte (Tabelle 3) trifft dies fur drei Veranderungen (17%) der insgesamt 18 einzigartigen

SpleiBmutationen zu.
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Bisher wurde keine Auswertung hinsichtlich Veréanderungen in nicht Protein-
kodierenden Bereichen durchgefiihrt. Folglich kann keine Aussage Uber Promotorbereiche
und tief-intronische, regulatorische Abberationen auch der bekannten CCM1-3 Gene
getroffen werden. Mutationen darin kénnen kryptische Spleil3stellen aktivieren und damit
einen aberranten SpleiBvorgang verursachen. Dies kann in der Folge trunkierte,
beziehungsweise veranderte Transkripte erzeugen, die nicht funktionsfahig sind und durch
Nonsense-mediated decay (NMD) vorzeitig abgebaut werden (Riant et al. 2014). Solche
Veranderungen wurden in der Vergangenheit am ehesten Uber systematische
Transkriptanalysen aus RNA-Proben der Patienten erfasst. Da bisher wenig Uber nicht-
kodierende Genombereiche bekannt ist, sind funktionelle Vorhersagen von intronischen
Veranderungen 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
Veranderung in Lymphozyten identifizieren zu kénnen. Zudem stehen Proben der oftmals
durch rekurrente Blutungen Kkalzifizierten, kaverndsen Lasionen selbst nur selten fir
molekulare Analysen zur Verfigung. Bisher gelang es nur zwei Gruppen in insgesamt zehn
exzidierten kaverndsen Lasionen, 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 auf3er Blutproben (Wangenschleimhaut,
Haare) fuhrte in der Vergangenheit nicht zur Bestdtigung solcher somatischer Mutationen
(McDonald et al. 2014). Diese Problematik wird verdeutlicht durch die kiirzlich 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).
SchlieB3lich 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 kdnnten, wirden 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. Fir
die glomuvendsen Malformationen (GVM), die durch multifokale, blaulich-purpurne, kutane
Lasionen gekennzeichnet sind, die wie die Kavernome mit variabler Expressivitat und
unvollstandiger Penetranz auftreten, konnte dies bereits gezeigt werden (Amyere et al.
2013). Der Nachweis einer solchen UPD konnte tber 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 Stoérungen bei der Entstehung der Kavernomatose
denkbar. Die Regulation der Genexpression der CCM-Gene kénnte Uber die Methylierung
der genomischen DNA oder Histonmodifikationen verandert werden. Fir einige Patienten mit
Intelligenzminderung konnte beispielsweise mittels Array-basierter DNA-Methylierungs-
analyse gezeigt werden, dass Verdnderungen 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,
konnte bei der Pathogenese der CCMs eine Rolle spielen. So konnte beispielsweise eine
pro-angiogene Wirkung von miR30b und miR30c, welche lber die Inhibition des Delta-Notch
Signalwegs vermittelt wird, gezeigt werden (Bridge et al. 2012).

Schliefilich ist denkbar, dass die Kavernomatose bei manchen Patienten durch eine
Kombination von Veranderungen in verschiedenen Genen (polygene Vererbung) ausgeltst
wird, welche nur durch eine sehr komplexe, bioinformatische Datenanalyse identifiziert
werden kann. Auch konnten 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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Abstract The mutation detection rate for familial cerebral
cavernous malformations (CCM) is extremely high, being
about 90 % if direct sequencing of the three genes, CCM],
CCM2, and CCM3, is used in conjunction with quantitative
analyses to detect larger CCM1-3 deletions/duplications. We
here report on an individual who had presented with more
than 30 cerebral and spinal cavernous malformations, two
intracranial meningiomas, and disease manifestation only in
the mid-forties. A CCMI missense variant of unclear rele-
vance was found during the first sequencing step. Thereafter,
direct sequencing of all three CCM genes revealed the typical
pathogenic loss-of-function mutation ¢.598C=>T/p.Q200* in
the CCM3 gene. Our results demonstrate that mutation anal-
yses of all three CCM genes in the index patient regardless of
previous identification of an unclassified CCM1 variant is
crucial for reliable predictive testing of at-risk relatives.
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Introduction

Familial cerebral cavernous malformations (CCM; MIM
116860, 603284, 603285) are autosomal dominantly
inherited vascular abnormalitics that predispose to chronic
headaches, epilepsy, and intracerebral hemorrhages. In
1988, Rigamonti and colleagues “advocate[d] the use of
MRI ... for screening relatives of patients with known
malformations™ [14]. Meanwhile, predictive neuroradiolog-
ical testing can be replaced by predictive genetic testing in
families with a proven disease-causing mutation in a CCM
gene. However, a precondition for predictive or presymp-
tomatic genetic testing is the identification of such an un-
ambiguously pathogenic mutation in one affected family
member. If either no or only an unclassified variant is found
during mutation analyses of the three CCM genes, neurora-
diological imaging remains to be recommended to at-risk
family members.

Almost all CCM/-3 mutations are clear loss-of-function
mutations located in either the CCM1, CCM2, or CCM3
gene in 5672, 18-33, and 6-10 % of cases, respectively
[13, 16]. Among the few exceptions are a CCM2 missense
mutation (p.L198R) that has been experimentally shown to
prevent interaction between the CCM1 and CCM2 proteins
[19] and one in-frame deletion disrupting the serine/threo-
nine kinase binding and phosphorylation domain within
CCM3 [18] (Fig. 1a). However, there have been reports on
the identification of heterozygous CCMI missense variants
without further sequencing of the two remaining CCM
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Fig. 1 a Functional domains of the CCM1-3 proteins. NLS nuclear
localization signal, NPxY/F motif, recruits ICAP-1 and CCM2, ANK
ankyrin domain, FERM band 4.1 czrin radixin moesin domain, PTB
phosphotyrosine-binding domain with missense mutation p.L198R that
disrupts interaction with CCM1, STK25 serine/threonine kinase bind-
ing and phosphorylation domain, HHD harmonin-homology domain,
FAT focal adhesion targeting homology domain, which also interacts
with CCM2 and is truncated in individuals carrying the nonsense
mutations p.R196*, p.Q200*, and p.L203*, aa amino acids. b and ¢

genes, gene dosage, or cDNA studies (HGMD® profession-
al database 2012.3). We here demonstrate the necessity to
perform thorough mutational analyses of the entire CCM1-3
genes in individuals carrying a questionable variation in the
CCM1 gene.

Case report

The index case is a 53-year-old woman with multiple cranial
nerve palsies, gait disturbances, and medication for focal
seizures of the left side of her face and her right arm. Prior to
referral to our hospital at the age 0f 49 due to paralysis of the
right recurrent laryngeal nerve and the left hypoglossal
nerve leading to deviation of the tongue and poor articula-
tion, she had experienced strong headaches and dizziness for
about 5 years, an increasing hoarseness for 2 to 3 years, and
hypoacusis. Numerous cavernous malformations were iden-
tified in, e.g., both cerebral hemispheres, the cerebellum, the
basal ganglia, the brain stem, and in the spine (Fig. 1b—e).
Furthermore, a small right-sided frontoparietal meningioma,

@ Springer

Axial und sagittal T2-weighted spin echo imaging demonstrating clas-
sic “popcorn ball” appearance of numerous supra and infratentorial
cavernous malformations at different stages of degradation of blood in
a complete hemosiderin rim. d and e Axial 2D T2*-gradient echo
imaging showing infratentorial and brain stem lesions. f Direct se-
quencing of the CCM1 gene revealing a G to T transversion at cDNA
position 302. g Direct sequencing of exon 10 of the CCM3 gene demon-
strating a typical nonsense mutation

and a right-sided parasagittal meningioma were found. Neuro-
imaging has been performed every 6 months since the initial
diagnosis in 2008. Given that the number of cavernous lesions
exceeded 30, and that no major new hemorrhages have been
recorded, surgery of cavernous malformations was not
performed.

The patient reported that her mother has had severe head-
aches at young age and a strabismus that increases with age.
Her two daughters are 27 and 24 years old. The younger
daughter has frequent headaches and the older daughter a
resected vascular malformation at the sole of her left foot.
The patient's three younger sisters are clinically unaffected.
None of her relatives have thus far decided to be genetically
tested.

Methods

MRI was performed at 1.5 T using a Magnetom Symphony
(Siemens medical solutions, Erlangen, Germany), equipped
with a 12-channel head coil. Head axial and sagittal T2-
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weighted gradient-echo, axial T1-weighted spin-echo with-
out/with venous Gadolinium-DTPA manual injections
(Gadovist® Bayer Schering Pharma) (1.0 mmol/ml;
0.1 mmol per kilogram body weight), axial 2D T2*-gradient
echo imaging, DWI, and FLAIR were used. 2D T2*-gradi-
ent echo imaging was performed as follows: TR, 620 ms;
TE, 19.9 ms; section thickness, 5 mm; FOV, 192x220 mm.
The parameters of DWI were the following: TR/TE,
2,600/82 ms; section thickness, 5 mm; FOV, 230 mm; ma-
trix size, 192x192. ADC maps were automatically
calculated.

Genotype-phenotype analyses of individuals affected
with CCMs were approved by the local ethics committee
(University Medicine Greifswald, no. BB 94/11a). With
informed consent, genomic DNA was extracted from pe-
ripheral blood lymphocytes. All coding CCMI-3 exons and
adjacent splice sites were directly sequenced on an ABI
3130x! automated sequencer (Applied Biosystems) and ana-
lyzed with SeqPilot software (JSI medical systems). Primers
and experimental conditions are available on request.

Results

Direct sequencing of the CCMI gene revealed a G to T
transversion at position 302 (¢.302G>T; Fig. 1f). This sub-
stitution is predicted to lead to the replacement of the evo-
lutionarily conserved amino acid glycine by a valine at
position 101 in the CCM1 protein (p.G101V). However,
this amino acid change is not located within a known func-
tional domain of the CCMI1 protein (Fig. 1a), and both
amino acids share similar chemical properties. In the mean-
time, p.G101V has been listed as a single nucleotide poly-
morphism (SNP; rs147568834), occurring with a population
frequency of 0.2 %. Therefore, stepwise sequencing of the
CCM?2 and CCM3 genes was continued and resulted in the
identification of a typical yet previously unpublished non-
sense mutation in exon 10 of the CCM3 gene (¢.598C>T;
Fig. 1g). This is located close to two nonscnse mutations
that had previously been associated with CCM, p.R196*
and p.L.203* [1, 10], and predicted to terminate translation
at position 200 of the CCM3 protein (p.Q200%*) within the
C-terminal focal adhesion targeting (FAT)-homology do-
main (Fig. 1a), which has also been shown to be responsible
for direct interaction of CCM3 with CCM2 [11].

Discussion

In contrast to neuroradiological imaging, predictive (i.e.,
presymptomatic) molecular genetic testing precisely identi-
fies mutation carriers within a given family regardless of the
presence or absence of clinical symptoms or cavernomas if a

pathogenic known familial CCM1, CCM2, or CCM3 muta-
tion is confirmed in at-risk family members tested. There-
fore, ecach case and family needs to be considered
individually in a three-phase counseling concept in line with
the S2-guideline for human genetic diagnostics and counsel-
ing [4]: During the first consultation, medical and psycho-
social consequences need to be addressed. Only after having
had a period of reflection of at least 4 weeks and—if
requested— psychotherapeutical support, blood sampling
should be performed for predictive genetic testing. The
results and their implications for other at-risk family mem-
bers are discussed during a third appointment.

The most important benefit of predictive genetic testing
would be the exclusion of a mutation carrier status, which
relieves relatives of the fear to develop serious complica-
tions and renders repeated MRI unnecessary. However,
individuals that test positive for a known mutation need to
be aware of the fact that they will likely undergo highly
sensitive gradient-echo magnetic resonance imaging to as-
sess their CNS involvement, which requires sedation for
young children. Depending on the outcome of these initial
gradient-echo MR scans, cavernoma carriers are followed
by neuroimaging on an individual basis—often once per
year—in order to assess whether repeated or major hemor-
rhages occur [5, 17]. Surgical resection of such biologically
active lesions aims at avoiding or improving neurological
deficits and is more imperative in children due to their
increased bleeding risk [9].

Of note, it needs to be mentioned during the genetic
consultations that not all mutation carriers will eventually
develop symptoms: The reduced locus-specific penetrance
for the CCM1, CCM?2, and CCM3 genes has been estimated
to be 63, 55, and 68 %, respectively [3]. In addition, neuro-
radiological monitoring intervals may be longer, if only one
or a few asymptomatic cavernomas have been observed that
remained small and radiologically inactive. For such carriers
of stable cavernomas younger than 45 years, it has been
suggested that follow-up MRIs are performed at 1, 3, and
5 years after diagnosis and stopped thereafier [9]. While this
situation may be a relief for the patient, potential improper
use of genetic information by, e.g., insurance companies or
future employers and the patient's right not to know need to
be considered prior to genetic testing. The two daughters of
the individual presented in this report are in their mid-
twenties and have experienced late disease onset and severe
disease manifestation in their mother. They have decided to
await safe employment and effective insurances prior to
having their carrier status determined. Although the German
gene diagnostics law prevents employers and private insur-
ers from access to genetic diagnoses in order to give priority
to prevention and medical treatment, the fear of incorrect
handling of sensitive personal genetic data remains. Such
concerns are not completely unfounded, as insurers are still

@ Springer



Originalarbeiten

61

164

Neurosurg Rev (2014) 37:161-165

allowed to ask prospective clients about their family history
with respect to heritable diseases, and it is not explicitly
forbidden to ask whether they have attended genetic
counseling.

There is widespread ethical and legal consensus that
predictive or presymptomatic genetic testing for gene muta-
tions should be offered to children and young people under
the age of 18 only if the disease occurs in this age group,
and preventive or therapeutic measures for the disease or
potential complications are available [2, 6]. For CCM, 9 %
of individuals were reported to be symptomatic before the
age of 10, 72 % between 10 and 40 years, and 19 % after age
40 in a previous study, which was biased towards kindreds
of Hispanic-American descent harboring a CCM/ founder
mutation [8, 15]. Later, it has been reported that a higher
proportion of CCM3 mutation carriers presents with symp-
toms before the age of 15 and that CCM3 mutation carriers
appear to be more prone to develop cerebral hemorrhage at a
young age than CCM! and CCM2 mutation carriers [3].
However, fulminant courses of the disease have also been
reported in infants carrying a familial CCM/ mutation [7,
12, 17]. Among 79 index cases carrying a CCM mutation
who were referred to us over the past 7 years, 20 % were
below age 10 and 33 % below age 18 (own unpublished
data). Thus, predictive testing of at-risk family members
below the age of 18 is in accordance with current guidelines
[6].

The basis for predictive testing of at-risk relatives is the
identification of a mutation that can be classified as truly
pathogenic. In case genetic testing of all three CCM genes
only results in detection of an unclassified variant (UV),
predictive neuroradiological imaging remains the only
choice for relatives of a CCM patient, if they want to get
more information on their own risk. Of note, a significant
proportion of CCM patients display large deletions or dupli-
cations, which remain undetected by direct sequencing of
genomic DNA. Therefore, if sequencing of genomic DNA
fails to detect a mutation, quantitative analyses such as
multiplex ligation-dependent probe amplifications (MLPA)
need to be performed. cDNA analyses are a further comple-
mentary method, which allows to hint at mutations located
deep within introns. They can also be used to further char-
acterize UVs: Exonic missense or silent variants or intronic
variants outside the consensus splice sites AG/GT may in
fact be deleterious, if they induce aberrant splicing leading
to an altered transcript length. Taken together, the application
of direct sequencing, MLPA and in some instances cDNA
analyses, is mandatory for diagnostic molecular genetic test-
ing of individuals affected with CCM.
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Comments

Juri Kivelev, Helsinki, Finland

The amount of incidental CM cases has been increased gradually
throughout the world. There is no doubt about the reasons of this
phenomenon: the availability of neuroimaging tools is getting better
all the time. In such environment, we are transferring more and more
towards prophylactic medicine, which, however, imposes new
demands on practitioners' everyday clinical work.

In terms of population screening and prophylactic treatment, the
work of Schroder et al. 1s very important, since the authors emphasize
the complexity of decision making process when dealing with familial
CMs. Most of these patents are prone to have multiple lesions with
significant risk of de novo CM formation. Thus, a prophylactic surgery
in such cases might be very controversial. This was also shown in our

previous investigations (1), where the long-term outcome in operated
and conservatively-treated patients with multiple CMs occurred to be
the same.

These findings confirm the need of new noninvasive reliable diag-
nostic tools, which may predict the clinical course of CM. Genetic
screening is definitely the future of medicine; and with widespread
availability of simple laboratory testing, the financial aspeets are not
anymore limiting its usc in daily practice.

But the ethical aspects do.

Is it worth to check the presence of some particular CCM mutation
in asymptomatic children? Is it reasonable to impose such a severe
psychological pressure on CM patients with familial history, while the
risks of clinical manifestations are quite low, and, even when occur, the
symptoms arc rarcly invaliding? These questions are appropriately
highlighted in the report of Schrider et al. Furthermore, authors accu-
rately discussed very important practical issue: the attitude of the
insurance companies and employers to the fact of pathological gene
confirmation in clinically unaffected patients what might affect signif-
icantly the patients' personal life in the future.

In congruence with authors, we think that a decision to perform genetic
screening in familics affected by CM should be very studious; delicate-
ness, logicality, and patience are key factors of effective cooperation.

References
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J. Long-term outcome of patients with multiple cerebral cavernous mal-
formations. Neurosurgery 65(3):450-455, 2009

Felix Rosenow, Karl Martin Klein, Marburg, Germany

Schroder et al. report an illustrative case with familial cavernous
malformations. During sequence analysis of the gene CCM/, a mis-
sense variant of unclear relevance was found. The authors continue to
sequence CCM2 and CCM3 and identify a clearly pathogenic trunca-
tion mutation in CCM3. This case nicely illustrates that not every
sequence change is a pathogenic mutation and careful consideration
of cach variant and possibly sequencing of additional genes is neces-
sary to identify the causative mutation. This is of paramount impor-
tance for predictive genetic testing of at-risk relatives.
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Abstract

Cerebral cavernous malformations (CCM) are prevalent vascular malformations
occurring in familial autosomal dominantly inherited or isolated forms. Once
CCM are diagnosed by magnetic resonance imaging, the indication for genetic
testing requires either a positive family history of cavernous lesions or clinical
symptoms such as chronic headaches, epilepsy, neurological deficits, and
hemorrhagic stroke or the occurrence of multiple lesions in an isolated case.
Following these inclusion criteria, the mutation detection rates in a consecutive
series of 105 probands were 87% for familial and 57% for isolated cases.
Thirty-one novel mutations were identified with a slight shift towards propor-
tionally more CCM3 mutations carriers than previously published (CCMI:
60%, CCM2: 18%, CCM3: 22%). In-frame deletions and exonic missense vari-
ants requiring functional analyses to establish their pathogenicity were rare: An
in-frame deletion within the C-terminal FERM domain of CCMI resulted in
decreased protein expression and impaired binding to the transmembrane

© 2014 The Authors. Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc.
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Introduction

Cerebral cavernous malformations (CCM; MIM 116860,
603284, 603285) are autosomal dominantly inherited
vascular malformations mainly caused by unambiguously
pathogenic heterozygous loss-of-function mutations in
one of three genes, CCMI, CCM2 or CCM3. In 2008,
we had presented a first follow-up on 28 probands
affected with CCM (Stahl et al. 2008). The mutation
detection rates had been extremely high, being 94% for
familial CCM and 60% for isolated CCM. Since 2005,
inclusion criteria for diagnostic genetic testing have
either been a positive family history or the occurrence
of multiple lesions in an isolated case. Of note, our
molecular genetic testing had been based on direct
sequencing of CCMI1, CCM2, and CCM3, quantitative
analyses to detect larger CCMI-3 deletions/duplications
using multiplex ligation-dependent probe amplifications
(MLPA), and — when required — transcript, protein
expression, and interaction analyses from the very begin-
ning onwards.

We here present a consecutive series of 77 further
index cases analyzed since 2009 and highlight that the
proportion of children and adolescents under the age
of 18 presenting as index cases is higher than previ-
ously thought (Gunel et al. 1996; Siegel et al. 2005). In
our cohort, one-third of index patients that were
shown to carry a heterozygous mutation in either
CCM1, CCM2 or CCM3 are children or adolescents.
Since fulminant courses of the disease have only rarely
been reported in infants affected with CCM (Ng et al.
2006; Strtgu et al. 2006; Gianfrancesco et al. 2007), we
describe two CCMI mutation carriers who presented
with hemiparesis during their second and third year of
life requiring immediate surgical intervention. One indi-
vidual’s younger sibling had predictive genetic testing
several years later.

High CCM Mutation Detection Rates

protein heart of glass (HEG1). Notably, 20% of index cases carrying a CCM
mutation were below age 10 and 33% below age 18 when referred for genetic
testing. Since fulminant disease courses during the first years of life were
observed in CCM1 and CCM3 mutation carriers, predictive testing of minor
siblings became an issue.

Materials and Methods

Genetic testing

Genotype-phenotype analyses of individuals affected with
CCM were approved by local ethics committees (University
of Wiirzburg, Study 21/05, University Medicine Greifswald,
No. BB 94/11a) and performed with informed consent.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood leuko-
cytes and all coding CCM1-3 exons and adjacent splice sites
were directly sequenced on an ABI 3130xl automated
sequencer (Applied Biosystems, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany) and analyzed with SeqPilot software
(JSI medical systems GmbH, Kippenheim, Germany).
Mutation-negative individuals were subsequently screened
for large CCMI-3 alterations using SALSA MLPA Kits
P130 & P131 (MRC Holland, Amsterdam, Netherlands)
(Gaetzner et al. 2007). GenBank and Ensembl accession
numbers are as follows: CCM1 (GenBank: NM_194456.1,
Ensembl: ENST00000394507; numbering of coding
exons 5-20), CCM2 (GenBank: NM_031443.3, Ensembl:
ENST00000258781), and CCM3 (GenBank: NM_145860.1,
Ensembl: ENST00000392750; numbering of coding exons
4-10). Sequences were analyzed in SeqPilot with the En-
sembl datasets. DNA mutation numbering is based on
c¢DNA sequence with +1 corresponding to the A of the
ATG translation initiation codon. In silico analyses to pre-
dict the pathogenicity of unclassified variants were per-
formed using MutationTaster (http://www.mutationtaster.
org/), MutPred (http://mutpred.mutdb.org/), PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), and SIFT (http://
sift.jevi.org/www/SIFT_enst_submit.html) for the exonic
missense and small in-frame mutations and BDGP (http://
www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), Human Splicing
Finder (http://www.umd.be/HSF/), and NetGene2 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) for mutations affect-
ing splice sites and ¢.313G>C.

© 2014 The Authors. Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc. 177
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Transcript analyses

In order to analyze the effects of the CCM1:c.2025+1G>A
splice site mutation, RNA was extracted from untreated
peripheral blood leukocytes using the PAXgene Blood
RNA kit (PreAnalytiX, Qiagen, Hilden, Germany). cDNA
was synthesized using SuperScript™ III Reverse Transcrip-
tase (Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Germany). The region around the presumed skipping of
exon 18 of CCMI was amplified using a cDNA-specific
forward primer complementary to the exon 16/exon 17
junction (5-AGCAAGGTTTCCTAAATGAAG-3") and a
specific reverse primer complementary to the exon 19/
exon 20 junction (5-CGAGACCAGCCTGTTTTGTA-3').
PCR products were size-separated by agarose gel electro-
phoresis prior to TOPO TA-Cloning (Invitrogen) and
sequencing.

Generation of plasmids

The human full-length FLAG-tagged CCMI (FLAG-
CCM1) construct used for transient expression in
HEK293 cells has been described previously (Stahl et al.
2008). To generate FLAG-CCMI1:p.N607_Ko75del, the
altered coding sequence of CCM1 lacking human exon 18
(CCM1:c.2025+1G>A, CCM1:p.N607_K675del) was simi-
larly fused to a FLAG tag, PCR-cloned into the pCR2.1
vector and subcloned into pcDNA3.1(+) vector. The plas-
mid pRc/CMV2-EGFP served as positive control for
transfections and as negative control for western blots.

Protein expression and HEG1-binding assay

HEK293A cells were cultured in DMEM (MediaTek)
supplemented with 10% FBS (Sigma, Saint Louis, MO),
L-glutamine, nonessential amino acids, and penicillin/
streptomycin (all from Invitrogen). Cells were transfected
with Lipofectamine Plus (Invitrogen) reagent following
the manufacturer’s protocol. Twenty-four hours after
transfection, cells were washed twice with ice-cold PBS
and lysed in ice-cold lysis buffer (50 mmol/L Tris-HCL
pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 0.5% NP-40, 5 mmol/L
MgCl,) with freshly supplemented EDTA-free protease
inhibitors (Roche, Mannheim, Germany). Cell lysates
were cleared by centrifuging at 20,000g for 15 min at 4°C.
An aliquot of supernatant was boiled in SDS-PAGE sam-
ple buffer and resolved by SDS-PAGE. After transferring
onto a nitrocellulose membrane, western blot was per-
formed using mouse anti-FLAG M2 antibody (Sigma) to
determine the FLAG-tagged CCM1 protein expressions.
The final lysate volumes were adjusted to level the
expression of FLAG-CCM1 wild-type and mutant pro-
teins. Recombinant biotinylated HEG1 and integrin oIIff

S. Spiegler et al.

cytoplasmic tail protein production was described previ-
ously (Kleaveland et al. 2009). ELISA plates were coated
with 50 pL of 10 ug/mL neutravidin (Thermo, Schwerte,
Germany) for overnight, blocked with 1% BSA (Sigma)
and then incubated with 2 pg/mL HEGI] tail protein or
oIIft tail protein, respectively. After washing three times
with wash buffer (0.2% Triton X-100, 1x PBS), plates
were incubated with cell lysates accordingly. After wash-
ing, the plates were incubated with mouse anti-FLAG M2
antibody (Sigma) and subsequently rabbit anti-mouse IgG
HRP-conjugated antibody (Thermo). The plates were
developed with chemiluminescence reagent (Thermo) and
read using Victor 2 plate reader (PerkinElmer, Waltham,
MA). Data were analyzed in Graphpad Prizm software.

Results

Summarizing the data published by Stahl et al. (2008; 28
probands divided into 23 mutation carriers and five
mutation-negative individuals, see Table S1) and those
derived from the current series of 77 further probands
(Table 1; including 56 mutation carriers, two unclassified
variants and 19 mutation-negative individuals), 79 of the
105 index cases were found to carry a heterozygous muta-
tion in either the CCMI, the CCM2 or the CCM3 gene.
60% of mutations were found in the CCMI gene
(n=48), 18% in CCM2 (n = 14), and 22% in CCM3
(n=17). 32% (n = 25) of index cases had a stop muta-
tion, 34% (n = 27) a frameshift mutation, 28% (n = 22)
a splice site mutation, affecting or located next to a con-
sensus AG/GT splice site and predicted to result in a
frameshift, and 4% (n = 3) a large genomic deletion. In
two cases (2%), a splice site mutation resulted in single
exon in-frame deletions of CCMI1 exon 18 and CCMI
exon 19, respectively. A three base pair in-frame deletion
within CCM1 in an isolated case and an exonic CCMI
missense mutation were categorized as unclassified vari-
ants (UV) and are highlighted by bold letters in Table I.
In its last column, Table 1 also demonstrates that one-
third of index cases carrying a CCM mutation were below
age 18 when referred for genetic testing.

Case report of a 1-year-old CCM7 mutation
carrier and predictive testing of his infant
sister

As an example for fulminant disease courses in infants,
we here depict in more detail an index case that had
experienced progressive right-sided hemiparesis at the age
of 18 months prior to resection of a hemorrhaging caver-
noma in the left cerebral hemisphere. At that time, a fur-
ther larger cavernoma had been observed in the right
frontal lobe, which increased in size and was electively

178 ® 2014 The Authors. Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc.
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Table 1. CCM7-3 mutations and UVs in the current series of 77 consecutive, unrelated probands.

Age at referral

Predicted amino to genetic

Gene Exon’ Nucleotide exchange acid change Presentation?  Reference testing
ccmi 6 c.143dupA p.RA9Efs*15 f Cavé-Riant et al. (2002) 51

7 c.313G>C p.G105R f Novel 12

8 c.406C>T p.Q136* f Novel 46

9 ¢.557dupT p.T188Nfs*2 f Novel 1

IVS9 C.729+5G=A p.Q201Rfs*23 f Novel 44

VS9 c.730-1G>A p.? i Davenport et al. (2001) 27

10 c.842delA p.D281Afs*7 f Novel 28

IVS10  c.845+1G=A p.? i Novel 36

IVS10 ¢.845+1G>T p.? f Novel 77

1 c.877delC p.H293Tfs*12 f Novel 15

12 c.1093G>T p.G365* f Novel 1

13 c.1166delG p.G389Efs*5 f Novel 71

13 ¢.1197_1199delCAA p.N399del f Novel 44

IVS13  c.1255-1G=A p.Y419Ffs*15° f Caveé-Riant et al. (2002) 3

14 €.1255_1270delTATGAAAAAGTTCGAA p.E420Tfs*12 f Novel 78

14 c.1267C=T* p.R423* i Cave-Riant et al. (2002) 23,63,79,44,32

14 €.1306_1310delTTGAA p.L436Afs*4 f Battistini et al. (2007) 7

V514 c.1412-1G>C p.? i Novel 26

15 c.1431T=A p.Y477* i Novel 24

15 c.1531delG p.D511Mfs*2 i Novel 23

IVS15  c.1564-1G=A p.? f Novel 32

16 C.1619T>A p.L540* f Novel 10

16 €.1660_1678delTTGGCAAGTCTGCTTTTGC p.L554Kfs*2 i Novel 14

16 c.1678C>T p.Q560* f Stahl et al. (2008) 8

VS16 €.1730+4_1730+7delAGTA* p.I522%3 f Caveé-Riant et al. (2002) 51,17

17 €.1806_1807insAT p.HE03Ifs*59 i Novel 31

18 ¢.1950dupC p.5651Qfs*4 f Novel 13

18 €.1961_1962delAA p.K6545fs*21 f Novel 43

IVS18  c.2025+1G=A p.N607_K675del®  f Denier et al. (2004) 21

IVS18  c.2026-12A>G p.A676_Q714del®  f Laberge-le Couteulx et al. 5

(1999), Cavé-Riant et al.
(2002)
Deletion of entire CCM1 gene f Gaetzner et al. (2007) 51
camz o1 c.1-36_4del, 40 bp deletion including p.? i Novel 35
start codon

1 c.30G>A" No transcript iff Liquori et al. (2003) 16,71

1vS2 €.205-2_205-1delAGinsT p.Y69Vfs#3? f Stahl et al. (2008) 43

10 €.1071_1074dupCCCT p.E359Pfs*2 f Novel 47

10 €.1255dupG p.DA19Gfs*2 f Novel 33
ccM3 4 c.63_64dupCC p.L22Pfs*13 f Novel 42

5 €.103C>T* p.R35* iff Bergametti et al. (2005) 8,11,20,1

5 c.113delT p.L38Rfs*7 f Novel 53

IVS6 C.269-1G>T p.? f Novel 3

7 c.317delA p.K106Rfs*20 i Novel 2

7 €.334_337delCAAA p.Q112Ffs*13 f Novel 20

7 c.391delA p.11315fs*4 f Novel 1

VS8 C.475-2A>G p.Al 19Gfs*42? i Novel 22

IVS9 €.558-1G=>C* p.? i Novel 11,36

VS9 c.558-2A>C p.? i Novel 3

10 c.586C>T p.R196* i Bergametti et al. (2005) 17

10 c.598C>T p.Q200* f Schroder et al. (2014) 50

UVs are depicted in bold letters. The 19 mutation-negative index cases of this cohort are not included.

'Exon numbering according to Ensembl CCM1 transcript NM_194456.1 (coding Exons 5-20), CCM2 transcript NM_031443.3 and CCM3 transcript
NM_145860.1 (coding Exans 4-10).

2Presentation: f, familial; i, isolated.

*Confirmed by transcript analysis.

“Was observed in two or more independent families as judged by family history, ages are given for all index patients.

© 2014 The Authors. Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc. 179
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Figure 1. Characteristic MRI findings in CCM. MRI of a 1-year-old
CCMT mutation carrier showing coronal (A) T2 and (B) axial T2*w
sequences. (A) There is a huge mulberry-like cavernoma in the right
frontal lobe (white arrowhead). Blood-degradation products of varying
age cause a reticulated signal within the cavernoma. (B) T2*w

imaging reveals multiple hypointense areas corresponding to
hemosiderin depositions of several larger and dot-sized cavernomas
(arrowheads).

resected at the age of 2 years and 4 months (Fig. 1A). In
addition, the boy revealed multiple further silent caverno-
mas (Fig. 1B) and a vascular retinal malformation. At the
age of 3% years, mild residual hemiparesis primarily of
the right leg was documented, while yearly MRI demon-
strated stable cavernomatosis until the age of currently
8 years. The proband was already listed in the cohort
from Stahl et al. 2008 and is heterozygous for the CCM1
gene mutation ¢.1255-4_1255-2delGTA, which is pre-
dicted to destroy the splice acceptor site of exon 14 and
to result in a truncated protein. This mutation had also
been reported to segregate in a three-generation pedigree
(Verlaan et al, 2002).

The proband’s father reported that he had experienced
headaches in his childhood, but has been asymptomatic
thereafter. The parents are first degree cousins and both
parents decided to be genetically tested and actively asked
for predictive testing of their younger daughter when she
was 3 years and 8 months old. Only the father, but not
his daughter turned out to carry his son’s mutation, but
thus far has not decided to ask for neuroimaging.

Functional characterization of a single exon
in-frame deletion within the FERM domain
of CCM1: decreased protein expression and
loss of binding to HEG1

Previously, a genomic deletion involving CCM2 exon 2
had been shown to lead to an in-frame deletion of 58
amino acids resulting in impaired binding of CCM2:
p.P11_K68del to CCM1 and the inability to form a

S. Spiegler et al.

CCM1/CCM2:p.P11_K68del/CCM3  complex in vitro
(Stahl et al. 2008). An in-frame deletion of 18 amino
acids encoded by CCM3 exon 5 (CCM3:p.L33_K50del)
had been reported to result in loss of CCM3:
p.L33_K50del binding to serine/threonine protein kinases
STK25 and MST4 (Voss et al. 2009). Therefore, we
intended to elucidate the mechanisms of action of CCM1:
p.N607_K675del identified in this study.

The mutation ¢.2025+1G>A within CCMI (CCM1:
p-N607_K675del) was found in a 21-year-old female who
reported to have experienced sudden right-sided hemipa-
resis at the age of 2 years. A large cavernoma in the left
basal ganglia had only been partially removed and her
right-sided hemiparesis persisted. Her mother suffered
from drug-resistant epilepsy due to multiple cavernomas
since the age of 42 and underwent surgical resection of
two temporal cavernomas at the age of 46 (Fig. 2A). She
also turned out to be a heterozygous carrier of CCMI:
¢.2025+1G>A (Fig. 2B and C).

CCM1:¢.2025+1G>A affects a canonical splice site and
is predicted to lead to an in-frame deletion of exon 18
(Fig. 2D). Screening of the entire CCMI, CCM2, and
CCM3 genes by direct sequencing and MLPA did not
demonstrate a further pathogenic mutation in this pro-
band. Consequently, cDNA analyses were performed dem-
onstrating aberrant splicing of exon 18 resulting in a
CCM]1 transcript lacking exon 18 (Fig. 2E and F). CCM1
Exons 14 to 20 encede for the C-terminal FERM domain
of the CCM1/KRIT1 protein. Numerous mutations of all
types have been reported to cluster within this region. In
particular, independent transcript analyses have shown
that the splice site mutation CCM1:c.2026-12A>G results
in the deletion of entire exon 19, which encodes 39
amino acids (CCM1:p.A676_Q714del) (Table 1 and
Laberge-le Couteulx et al. 1999; Cavé-Riant et al. 2002;
Riant et al. 2013b).

CCM1:¢.2025+1G>A is predicted to cause a 69 amino
acid deletion (CCMI1:p.N607_K675del), which resides
within the C-terminal FERM domain of the CCM1/KRIT1
protein that has been shown to interact with several pro-
teins including RAS-related protein RAPI, which was
shown to maintain the integrity of endothelial junctions
(Glading et al. 2007). Most recently, the structure of the
complex of CCM1 FERM domains and the C-terminus of
the transmembrane protein heart of glass (HEGI1) was
solved (Gingras et al. 2012). As demonstrated in a model
of the FERM domain (Fig. 3A), the N-terminal beta sheet
of the F3 lobe that forms an essential part of the HEGI-
binding site is deleted in CCM1:p.N607_K675del, while
the major RAP1-binding site is spared. In order to investi-
gate whether such a structurally altered protein would be
stable, the expression of recombinant mutant CCMI:

p.N607_K675del protein was analyzed. Recombinant
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Figure 2. Single exon in-frame deletion within the FERM domain of
CCM1. (A) Contrast-enhanced T1-weighted MR showing two left
temporal cavernomas (white arrowheads) causing drug-resistant
epilepsy in a 46-year-old female (upper left panel). Intraoperative view
after resection of the two temporal cavernomas and their surrounding
hemaosiderin (upper right panel). Minimal skin incisicn (lower left
panel}. Cosmetic result after 1 week (lower right panel). (B) Pedigree
of the proband’s family. (C and D) Direct sequencing revealed the
splice site mutation ¢.2025+1G>A within CCMT likely resulting in
skipping of exon 18. (E) A smaller transcript is visible in the proband.
(F) Electropherogram showing the junction between exon 17 and
exon 19 in the smaller transcript.

FLAG-tagged CCMI protein lacking the 69 amino acids
encoded by exon 18 (FLAG-CCM1:p.N607_K675del} was
expressed with significantly reduced efficiency (~20%) in
HEK293 cells when compared to FLAG-tagged CCMI1
(Fig. 3B). To analyze whether interaction of CCMI:
p-N607_K675del with HEG1 is abrogated, cell lysates were

High CCM Mutation Detection Rates

adjusted accordingly to make sure that the abundance of
both wild-type and mutant proteins were similar. Capture
ELISA assays revealed that FLAG-CCM1:p.N607_K675del
showed markedly reduced binding to the HEGI1 cytoplas-
mic tail when compared to FLAG-tagged CCMI1 protein
indicating that loss of exon 18 disrupts the interaction
capacity of CCM1 to HEG1 (Fig. 3C). Thus, the in-frame
deletion of exon 18 within CCMI fits into the spectrum
of loss-of-function mutations observed for CCM1, CCM2,
and CCM3.

Unclassified variants within CCM17
The small in-frame deletion ¢.1197_1199delCAA (CCMI:

p-N399del) results in the omission of a conserved aspara-
gine within the ankyrin 4 repeat domain. According to
Mutation Taster and SIFT, this deletion is probably dam-
aging. It was found in a 42-year-old individual whe had
been diagnosed as having multiple cavernomas after a
severe attack of headaches. However, this in-frame dele-
tion was inherited from his mother who was asymptom-
atic and had no lesions on MRI at the age of 70 years.
Further in silico analyses revealed no differences in poten-
tial splice sites (HSF, NetGene2, BDGP}. Taken together,
¢.1197_1199delCAA was classified as UV.

The novel UV ¢.313G>C within the CCMI gene was
found in a 12-year-old proband whose family did not
consent to transcript and segregation analyses so far. In
silico analyses suggest that this exonic missense variant
changes a conserved glycine into an arginine (p.G105R)
and is probably damaging (Polyphen2, Mutation Taster,
SIFT, MutPred). According to HSF, the use of an alterna-
tive downstream splice acceptor within exon 7 is also
conceivable. However, CCM1:¢.313G>C cannot be consid-
ered to be a disease-causing mutation at this stage. The
patient’s parents have been informed that neuroradio-
logical imaging is currently recommended to those at-risk
family members who want to specify their disease risk.

Discussion

Taken together, mutation detection rates for all 105 index
cases analyzed between 2005 and 2012 are 87% for famil-
ial (n = 55 of 63) and 57% for isolated cases (n = 24 of
42). Thus, they are slightly lower but consistent with the
ones reported previously (Denier et al. 2006; Stahl et al.
2008). Given that Knudson’s two-hit hypothesis has been
confirmed for several hereditary vascular malformations
(Limaye et al. 2009), one explanation of the observed
lower mutation detection rate in isolated cases would be
the postzygotic occurrence of both hits that may remain
undetected in peripheral blood cells with the mutation
scanning techniques applied. Notably, the CCM cohort

© 2014 The Authors. Molecular Genetics & Genomic Medicine published by Wiley Periodicals, Inc. 181
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Figure 3. Single exon in-frame deletion within the FERM domain of CCM7 results in decreased protein expression and abrogates binding to
HEG1. (A) Molecular view of CCM1 FERM domain bound to the HEG1 tail. The HEG1 tail is shown in yellow. The CCM1 FERM domain consists
of three subdomains: F1 (green), F2 (red), and F3 (orange). The deletion in CCM1 encompassing the aming acids encoded by exon 18 is shown in
gray and results in the deletion of structural elements within the FERM subdomains F2 and F3. The model also illustrates that the deletion spares
the RAP1-binding site within CCM1 which is encircled in blue. (B) Western blot analysis of protein lysates. Compared with wild-type 84 kDa
FLAG-CCM1 (lane 1), FLAG-CCM1:p.N607_K&75del (FLAG-CCM1A) migrated at about 77 kDa (lane 2) and its expression was significantly
reduced to ~20% of the FLAG-CCM1 wildtype, while cotransfected GFP and endogenous RhoDGlI levels were not altered. (C) Capture ELISA
assays demonstrate that HEG1-bound significantly reduced amounts of FLAG-CCM1A (open barsy when compared to FLAG-CCM1 (black bars).

Cell lysates were adjusted to match the FLAG-CCM1 expression levels.

presented in this study was initiated in 2005 in a com-
bined diagnostic and research setting using stringent
inclusion criteria. A recent CCMI-3 gene analysis which
included patients referred for cerebral hemorrhages of
unknown etiology vielded a significantly lower mutation
detection rate of 44% (Riant et al. 2013b).

13% (1 = 8) of familial and 43% (# = 18) of isolated
cases of this cohort remain mutation-negative (Fig. 4), if
the two carriers of the unclassified variants (UV, only
2%) are not considered as pathogenic. Although some of
the mutation-negative cases may bear a mutation in regu-
latory regions of the known CCMI-3 genes, this observa-
tion alludes to further genetic heterogeneity in CCM.
However, the identification of novel CCM genes using
trio-based exome sequencing may be hampered by the
above-mentioned postzygotic somatic mosaicism in iso-
lated mutation-negative cases, genetic heterogeneity itself,
and incomplete disease penetrance. Magnetic resonance
imaging of parents from isolated cases revealed that a
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large proportion of presumed isolated cases are in fact
unrecognized familiar forms (Labauge et al. 1998). There-
fore, we suggested to the referring physicians that genetic
counseling and molecular as well as neuroradiological
evaluation should be offered to parents and subsequently
to further at-risk family members of all isolated cases with
multiple lesions. Most relatives of individuals categorized
as isolated in this study have not yet decided to pursue
further steps.

Regarding the distribution of CCMI, CCM2, and
CCM3 mutation rates, a slight shift toward proportionally
more CCM3 mutations carriers than previously published
(Stahl et al. 2008) was observed: 60% of mutations were
found in the CCMI gene (n=48), 18% in CCM2
(n=14), and 22% in CCM3 (n = 17). Such a tendency
can also be observed in the French cohorts: CCM3 muta-
tion carriers were found in 13% in 2006, which increased
to 16% and 18% in 2013 (Denier et al. 2006; Riant et al.
2013a,b), the distribution being comparable with the
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Figure 4. Distribution of mutations of the entire CCM cohert. The data reported by Stahl et al. (2008) are included. Total numbers are given in
brackets. UV, unclassified variant, integrated into the figure as a separate entity.

cohort presented here: 63% for CCMI, 19% for CCM2,
and 18% for CCM3 (Riant et al. 2013b). Furthermore, it
was suggested in the larger French cohort that CCM3
mutations might be associated with the development of
multiple meningiomas (Riant et al. 2013a): seven unre-
lated CCM3 mutation carriers out of 54 were shown to
have dural-based lesions with typical radiological features
of meningiomas. In line with this observation, two CCM3
mutations were associated with meningiomas in our
group of 17 CCM3 mutation carriers: c.317delA (unpub-
lished data) and ¢.598C>T (Schroder et al. 2014).

Notably, the mean age at referral was 18 years for
index patients with a CCM3 mutation (ranging from 1 to
53 vears), while the mean age at referral was 30.5 years
for CCM1 probands (ranging from 1 to 79 years) and
40 years for CCMZ2 probands (ranging from 16 to
71 years) (Table 1 and Table S1 adding the age at referral
to the probands published by Stahl et al. (2008), see
Table S1).

Since predictive testing of infant at-risk relatives
becomes an issue, we have grouped children and adoles-
cents into two groups, those below age 10 who might
require sedation for MRI and those below age 18. In our
cohort of 79 index patients who harbored a mutation in
CCM1, CCM2, or CCM3, 20% (n = 16) of index cases
were below the age of 10 and 33% (n = 26) of index cases
below the age of 18. CCM! mutations were identified in
15 probands younger than 18 years (19%) and CCM3
mutations in 10 (13%), while a CCM2 mutation was
observed only once in this age group in our cohort (1%).
Given that the age of disease manifestation (e.g., 2 years
for the proband carrying CCM1:c.2025+1G>A; Fig. 2) has
previously been much earlier than the age at referral to
genetic testing (e.g., 21 years for the same proband), dis-
ease manifestation is likely much earlier than previously
reported.

In the past, it has been referenced that 9% of individu-
als become symptomatic before age 10 (Siegel et al.
2005). However, the original publication (Gunel et al.
1996) referred to by Siegel et al. (2005) was likely biased
toward CCMI mutation carriers: Among 47 patients
mostly derived from Hispanic American kindreds that
later turned out to carry a nonsense founder mutation in
CCM1 (Sahoo et al. 1999; Zhang et al. 2000), only four
were given a diagnosis before the age of 10. More
recently, mutation carriers have been grouped in two cat-
egories, those with disease manifestation before and after
age 15 (Denier et al. 2006). In this cohort, 20% of
patients became symptomatic before age 15, the propor-
tions being 17% for CCM1, 19% for CCM2, and 50% for
CCM3 (Denier et al. 2006). The proportions of our
patients with an onset below age 15 are 25% for CCMI
(12/48), 0% for CCM2 and 53% for CCM3 (9/17). One
explanation for earlier disease manifestation in CCM3
mutation carriers has been the observation that children
harboring a CCM3 mutation present with significantly
more lesions than those with a CCMI mutation at a simi-
lar age (Nikoubashman et al. 2013).

Predictive testing of at-risk family members below age
18 was requested and performed in 12 cases after thor-
ough genetic counseling (for further information on
counseling in the context of predictive testing for CCM
see Schrader et al. 2014). As demonstrated for the family
of the CCMI:.1255-4 1255-2delGTA mutation carrier
who had experienced increasing right-sided hemiparesis
at the age of 18 months (Fig. 1A and B), the respective
familial mutation was excluded in eight relatives under
the age of 18 (data not shown), thus relieving these
relatives and their families of unnecessary anxieties and
medical examinations.

Improved neuroimaging methods have led to increased
identification of incidental isolated cavernomas that often
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remain clinically silent. Similarly, it can be anticipated that
entire CCM gene deletions or small mutations within
known CCM genes will occur as coincidental findings
during diagnostic genome-wide array or next-generation
sequencing analyses of, for example, syndromic neonates
or infants with developmental delay. Better knowledge of
early disease manifestations and courses resulting in guide-
lines on neuropediatric and neuroradiological monitoring
and management of mutation carriers in this age group
will be useful for genetic counseling of their families.
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Abstract

Cerebral cavernous malformations (CCMs) are prevalent
slow-flow vascular lesions which harbour the risk to develop
intracranial haemorrhages, focal neurological deficits, and
epileptic seizures. Autosomal dominantly inherited CCMs
were found to be associated with heterozygous inactivating
mutations in 3 genes, CCM1 (KRIT1), CCM2 (MGC4607), and
CCM3 (PDCD10) in 1999, 2003 and 2005, respectively. Despite
the availability of high-throughput sequencing techniques,
no further CCM gene has been published since. Here, we re-
port on the identification of an autosomal dominantly inher-
ited frameshift mutation in a gene of thus far unknown func-

tion, FAM222B (C170rf63), through exome sequencing of
CCM patients mutation-negative for CCM7-3. A yeast 2-hy-
brid screen revealed interactions of FAM222B with the tubu-
lin cytoskeleton and STAMBP which is known to be associat-
ed with microcephaly-capillary malformation syndrome.
However, a phenotype similar to existing models was not
found, neither in fam222bb/fam222ba double mutant zebra-
fish generated by transcription activator-like effector nucle-
ases nor in an in vitro sprouting assay using human umbili-
cal vein endothelial cells transfected with siRNA against
FAM222B. These observations led to the assumption that ab-
errant FAM2228B is not involved in the formation of CCMs.

© 2016 S. Karger AG, Basel

Cerebral cavernous malformations (CCMs) are angio-
graphically occult vascular malformations of the central
nervous system. With the availability of high-resolution
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magnetic resonance imaging (MRI) including gradient-
echo (GRE/T2*) and susceptibility-weighted imaging se-
quences, their prevalence has been demonstrated to be
about 1:650 among neurologically asymptomatic people
[Morrisetal.,2009]. Familial CCM (MIM 116860, 603284,
603285) has been assumed to occur in close to 20% of all
cases and is associated with the development of multiple
CCMs earlier in life [Fischer et al., 2013]. At-risk family
members are threatened by the uncertainties of recurrent
haemorrhages which may cause chronic headache, epi-
lepsy, neurological deficits, and haemorrhagic stroke
with intrafamilial variability [Fauth et al., 2015].

Disease penetrance has been reported to be 63, 55, and
68% for individuals carrying a heterozygous loss-of-func-
tion (LOF) mutation in CCM1, CCM2 or CCM3, respec-
tively [Denier et al., 2006]. Fulminant disease courses with
hemiparesis during the first years of life have only rarely
been reported for CCM1 and CCM3 mutation carriers.
However, one third of index patients were children or ad-
olescents when referred for genetic testing [Spiegler et al,,
2014]. The identification of a mutation within one of the
known CCM genes in an index case enables predictive ge-
netic testing of further at-risk family members. Most im-
portantly, exclusion of a specific familial mutation relieves
relatives and their families from unnecessary anxieties
and medical examinations [Schroder et al.,, 2014].

If genetic screening of index cases follows stringent in-
clusion criteria, mutation detection rates are 87% for af-
fected individuals with a positive family history and 57%
for isolated cases carrying multiple CCMs, the overall
proportions being 60% for CCM1, 18% for CCM2, and
22% for CCM3 mutations [Spiegler et al., 2014]. While
some of the isolated mutation-negative cases may be ex-
plained by the occurrence of postzygotic somatic muta-
tions, mutation negativity for the known CCM1-3 genes
in familial cases alludes to further genetic heterogeneity.
In this study, we analysed FAM222B as a putative candi-
date gene for CCMs and showed that it does not play a
role in maintaining vascular integrity in vitro and in vivo.

Materials and Methods

Clinical Samples

After step-wise sequencing, MLPA and transcript analyses of
CCM1-3 had been performed with informed consent according to
the German Gene Diagnostics Act for all index cases fulfilling the
established criteria [Stahl et al., 2008; Spiegler et al., 2014]. For the
4isolated cases and the father-daughter duo (fig. 1A), multiple cav-
ernomas have been verified by MRI. Genomic DNA was isolated
from peripheral blood leukocytes using standard protocols.

2 Mol Syndromol
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Whole Exome Sequencing

For exome capture, the SOLiD-optimized SureSelect Human
All Exon 50Mb kit (Agilent Technologies, Santa Clara, Calif., USA)
was used following the manufacturer’s instructions. Sequencing
on a SOLiD 5500XL platform (Life Technologies - Thermo Fisher,
Waltham, Mass., USA) was performed in pools of 4 samples on 2
lanes of a sequencing slide. On average, mean target sequencing
depth was 29 and 67% of the exome was covered at least 10 times.
To verify the results and increase the depth of coverage, target en-
richment and exome sequencing was repeated for all 4 isolated
probands and the father-daughter duo (mean target sequencing
depth was 78x). In brief, primary data analysis and variant annota-
tion was done with the bioinformatics pipeline from Radboud
University Nijmegen Medical Centre (Nijmegen, The Nether-
lands) as described [Neveling et al,, 2013]. Using an overlap strat-
egy for index probands [, III-VI (fig. 1A) [Hoischen et al., 2010,
2011], we searched for heterozygous mutations that occur in a sin-
gle gene in at least 2 patients and are expected to disrupt protein
function (frameshift, stop, and splice mutations). For the father-
daughter duo (probands I and II, fig. 1A), a linkage strategy based
on the suspected autosomal dominant mode of inheritance was
applied. For both approaches, exclusion of frequent variants in an
in-house database consisting of 670 exomes as well as frequent
variants in dbSNP132 (>1%), the exome variant server (EVS, >1%)
and gonosomes was followed by manual validation of the remain-
ing genes through evaluation of mapped reads, conservation
scores, expression data, and known phenotypes in mice or ze-
brafish. Following validation of the FAM222B (ENSEMBL
ENST00000581407, GenBank NM_018182) frameshift mutation,
verification analyses were done in a cohort of 15 further CCM pro-
bands that presented with multiple cavernomas on MRI but with-
out a causative mutation in CCMI-3. Sanger sequencing was per-
formed on an ABI 3130x] automated sequencer (Applied Biosys-
tems - Thermo Fisher) using the BigDye Terminator Cycle
Sequencing v3.1 kit (Applied Biosystems — Thermo Fisher).
FAM222B primer sequences are available on request.

Yeast 2-Hybrid Analysis

The screen was carried out by Hybrigenics Services SAS, Paris,
France (http://www.hybrigenics-services.com). To screen a hu-
man fetal brain ¢cDNA library, the cDNA coding for full-length
human FAM222B (SC320887, Origene, Rockville, Md., USA) was
cloned asa C-terminal fusion to the DNA-binding domain of LexA
into the pB27 vector (N-LexA-FAM222B-C). Yeast cells were
transfected and 90 million clones (9x coverage of the library com-
plexity) were screened, providing a total of 197 positive clones on
selective medium supplemented with 1 mMm 3-aminotriazole. Pos-
itive clones were sequenced at 5'- and 3'-junctions and the identi-
fication of corresponding interacting proteins in the GenBank da-
tabase was performed on a fully automated basis. Interactions were
attributed by a confidence score as described [Formstecher et al.,
2005].

In vivo Studies

Zebrafish were maintained in accordance with the approved
institutional protocols at the Hubrecht Institute. For the genera-
tion of a fam222bb and fam222ba mutant zebrafish line, transcrip-
tion activator-like effector nuclease (TALEN)-mediated genome
editing was performed as described elsewhere [van Impel et al.,
2014]. TALEN sequences were identified in candidate genes using
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Fig. 1. A Probands that were analysed by
whole exome sequencing. The daughter (I)
experienced complex focal epilepsy, where-
as her father (II) presented with headaches,
focal epilepsy, and right-sided hemiparesis.
The boy (III) reported recurrent head-

aches. Brain MRI of his parents did not
show any lesions. The girl (IV) presented
with acute strabismus, facial nerve paraly-
sis and headaches. Proband V presented
with severe psychomotor retardation and
paraplegia during early childhood. Pro-
band VI has multiple cerebral and spinal
CCMs resulting in paraplegia after intra-
medullary bleeding. The age of onset is giv-
en next to the probands in years. Axial
(B-D) and coronal (E) MRI of proband I.

T2- (B), FLAIR- (C), (GRE) T2*- (D), |F
and T1-weighted (E) gadolinium-enhanced

CCCACA|G AGIAGTICGAAGT cCCACA|G AGIAGTICGAAGT

G TCGAAGTCT

MRI of patient I who presented with sei-
zures at 5 years of age. Arrowheads indicate
the cavernous lesion. Wild-type (F) and
mutant (G) sequences of the variant in
FAM222B identified during WES in affect-
ed probands I and II.

P T E S R S

P T E S RK S
|

I Wl

TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 (https://tale-nt.cac.cornell.
edu/). TALEN binding sites in fam222bb exon 3 were: TALI
5'-TACCCACCTCAGGTCA-3', TAL2 5'-TCTTGGCCATAGT-
CAAA-3'.For Fam222ba the TALEN recognition sites were placed
in exon 2: TAL1 5-TGTTTCTACCTCAACCATTCC-3', TAL2
5'-GGGCTCCATCAGGGCCGGCA-3'. Lines were outcrossed
into a Tg(kdrl:GFP)**%| Tg(gatal:dsRed)** background.

Image Acquisition

For all imaging experiments, larvae were treated with 0.2 mM
1-phenyl-2-thiocarbamide no later than 24 h after fertilization to
prevent the formation of pigment in skin cells. Confocal imaging
was performed on living embryos embedded in 0.8-1% low melt-
ing point agarose (Invitrogen — Thermo Fisher) with tricaine. Im-
aging of the vascular network was achieved using Leica SPE and
SP7 microscopes. Images were visualized by Image] FIJI software
(http://fiji.sc/Fiji) or Leica LAS AF software and processed with
Adobe Photoshop CS5.1.

In vitro Studies

Primary human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
were transfected with small interfering RNA (siRNA s226861, Am-
bion - Thermo Fisher) (final concentration: 10 nM) and 8 pl of
oligofectamine (Invitrogen — Thermo Fisher) according to the
manufacturer’s protocol. OPTI-MEM was replaced after 4 h by
ECGM (PromoCell, Heidelberg, Germany) containing 10% FCS.
Total RNA was extracted using PeqGold (Peglab - VWR, Radnor,
Pa., USA) reagent and purified using Absolutely RNA Miniprep
Kit (Agilent Technologies). Reverse transcription was done with
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher) and knockdown
was assessed using the QuantStudio 3D Digital PCR System

FAM?222B and Cerebral Cavernous
Malformations

(LifeTechnologies — Thermo Fisher) or the LightCycler480 instru-
ment (Roche, Rotkreuz, Swiss) with a specific Universal Probe Li-
brary Assay for FAM222B (Roche, UPL #38, primer left:
5'-CCAGAACAGCTTGATGCAAA-3', primer right: 5'-CATG-
GCCAGGCTCTGTTC-3"). For spheroid formation, the cells were
harvested one day after transfection and cultured as hanging drops
for another 24 h. After crop of the spheroids, they were embedded
into a collagen matrix. Following polymerisation, they were stimu-
lated with basal medium or a medium containing 25 ng/ml VEGF
or FGF2 growth factors. After 24 h, sprouting was terminated by
adding 10% paraformaldehyde to the wells.

Results

Identification of a Frameshift Mutation in FAM222B

through Exome Analysis

To address the question of further genetic heterogene-
ity for CCMs, exome sequencing was performed for one
familial (father and daughter) and 4isolated cases (fig. 1A)
that had remained mutation-negative for CCM1-3 [Stahl
et al,, 2008]. Of note, all probands reported early disease
onset with a mean age at manifestation of 10.8 years
(ranging from 9 months to 23 years). Clinical symptoms
varied but tended to be severe with refractory epilepsy
(individual I) and significant neurological deficits be-
cause of recurrent bleedings (individual IL, IV-VI).

Mol Syndromol 3
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Fig. 2. Genomic organisation of human FAM222B and zebrafish
orthologues fam222bb and fam222ba. Exons are shown as boxes,
introns as thin lines, lengths are given in bp. Coding parts are high-
lighted in dark blue, non-coding in light blue. ENSEMBL tran-
scripts are ENST00000581407 for human FAM222B, ENSD-
ART00000154504 for zebratish fam222bb, and ENSD-
ART00000145247 for zebrafish fam222ba. The 2-bp deletion

Whole exome sequencing of DNA from these patients
led to ~210,000 variants in total. Bioinformatic filtering
tollowing the overlap strategy [Gilissen et al., 2012] re-
sulted in only 1 compelling candidate gene, FAM222B
(CI70rf63), harbouring a Sanger-validated 2-bp deletion,
€.1651_1652del AG (p.Arg552Lysfs*10), which segregat-
ed with CCMs within the family (fig. 1A, individualsTand
IT), but was not observed in any of the other 4 isolated
cases. The second exome analyses with higher coverage
again revealed the known FAM222B frameshift mutation
as the only compelling candidate.

Among the 6,503 controls from the NHLBI GO Exome
Sequencing Project (EVS, Version v.0.0.14; http://evs.
gs.washington.edu/EVS/), no LOF mutation was found
in FAM222B which consists of 1 non-coding and 2 coding
exons with the ATG initiator codon located in the second
exon (fig. 2). Sanger sequencing of the entire coding re-
gion and adjacent splice sites of FAM222B was performed
for 15 further CCMI-3 mutation-negative probands
[Spiegler et al., 2014]. However, this did not reveal a sec-
ond CCM individual carrying a FAM222B LOF or likely
pathogenic missense mutation. Since the additional CCM
individuals tested were mainly isolated cases with disease
onset later in life (ranging from 12 to 59 years), the lack-
ing genetic verification of FAM222B may not only be due
to genetic heterogeneity, but also to phenocopies or so-
matic mosaicism [McDonald et al., 2014; Lodato et al.,
2015].

4 Mol Syndromol
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identified in probands I and IT is delineated by a red triangle. List-
ed LOF mutations from the ExAC browser are represented by red
arrows. The binding site of the siRNA used for in vitro knockdown
of FAM222B is highlighted as a blue bar. Binding sites of TALE
nucleases are shown as grey bars and the red flashes indicate the
region where the mutagenesis took place.

Yeast 2-Hybrid Interactors of FAM222B Are

Components of the Cytoskeleton and the RAS-MAPK

and PI3K/AKT/mTOR Pathways

FAM?222B encodes for a widely expressed 60 kDa pro-
tein of thus far unknown function (Multi-Omics Profil-
ing Expression Database, PaxDb, The Human Protein At-
las). In silico analyses indicated the absence of a signal
peptide, transmembrane domain or membrane anchor.
In order to get a first idea on its putative roles, a human
fetal brain cDNA library was screened using full-length
human FAM222B as a bait in a LexA-based yeast 2-hy-
brid system. The most confident binding partners of
FAM222B are listed in online supplementary table 1 (see
www.karger.com/doi/10.1159/000446884, for all online
suppl. material) and can be grouped into cytoskeletal
components and proteins that are involved in different
signalling cascades. In particular, the putative interac-
tions of FAM222B with the tubulin cytoskeleton (TUBB,
TUBB2A, TUBB2B, and TUBA1B) represented a possible
link to subcellular localisation and function of known
CCM proteins. Of note, CCM1 has been suggested to be
a microtubule-associated protein [Gunel et al, 2002;
Béraud-Dufour et al., 2007; Fisher and Boggon, 2014].
Another interactor of FAM222B, STAM-binding protein
(STAMBP), has been described as a microtubule-associ-
ated protein involved in endosomal sorting of ubiquiti-
nated proteins [Tsang et al., 2006; McDonell et al., 2013].
Mutations in STAMBP are associated with microcephaly-
capillary malformation syndrome and also cause dysreg-
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Fig. 3. fam222bb and fam222ba double
mutants display no CCM-specific vascu-
lar phenotype. A Schematic of Fam222bb
and Fam222ba domain structure, indicat-
ing the position of fam222bb"1053% and
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fam222ba"197%5 amino acid frameshifts
and premature stop mutations (red bars).
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ture and confocal micrograph of 3 dpf
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++
in the wild-type read. D Brightfield pic- ;

Fam222bahv10755-/-
Fam222bbhu1053s-/-

ulation of the RAS-MAPK and PI3K/AKT/mTOR path-
ways [McDonell et al, 2013]. This suggested that
FAM222B may act in concert with the known CCM pro-
teins in common networks.

TALEN-Generated fam222bb/fam222ba Double

Mutants Display Normal Vascular Morphology

Large-scale forward genetic screens have identified a
characteristic cardiovascular phenotype in zebrafish car-
rying mutations in either ccml (santa) or ccm2 (valen-
tine) [Chen et al., 1996; Stainier et al., 1996; Mably et al.,
2006; Hogan et al., 2008]. At 2-4 days after fertilisation,
this phenotype mainly consists of dilated, slowly con-
tracting heart chambers, disturbed blood circulation and
pericardial edema, disorganised sprouting of subintesti-
nal vessels, and an enlarged caudal vein which is spatially
barely distinguishable from the caudal artery. All these
features could later be reproduced by simultaneous
knockdown of ccm3a and its duplicate ccm3b using anti-
sense morpholino oligomers [Voss et al., 2009]. However,
since these oligomers are known to often have off-target
effects [Kok et al., 2015], we intended to analyse the ef-
fects of a fam222b knockout in mutant zebrafish embryos
generated by TALENS (fig. 2). First, a founder fish bear-
ing a 10-bp deletion was selected since this frameshift

FAM222B and Cerebral Cavernous
Malformations

mutation in the fam222bb gene (fam222bb"1953%) is ex-
pected to result in protein truncation or nonsense-medi-
ated decay. Then, the founder fish was crossed with
Tg(kdrl: GFP)*5 Tg(gatal:dsRed ) transgenic zebrafish
in order to be able to visualise vascular morphology. Ho-
mozygous mutant, heterozygous and wild-type progeny
was detected at the expected ratios, but no overt pheno-
type could be seen in embryos until 5 days after fertilisa-
tion.

In 2013, a new update of the zebrafish reference ge-
nome assembly (Zv9) revealed the existence of a famn222bb
duplicate, famm222ba. Thus, a double mutant line was gen-
erated carrying a 10-bp deletion in the fam222ba gene
(fam222bah“w755) in addition to the above-mentioned
fam222bb"*1053 mutation. However, homozygous dou-
ble mutants, 7 out of 59 analysed, were again indistin-
guishable from wild-type siblings 5 days after fertilisation
(fig. 3). In addition, homozygous double mutants were
viable to adulthood.

Normal Sprouting of HUVECs after siRNA-Mediated

Knockdown of FAM222B

Silencing of either CCM1 or CCM3 had been shown to
induce sprouting angiogenesis in vitro [W{istehube et al.,
2010; Schleider et al., 2011; You et al., 2013]. Therefore, a

Mol Syndromol 5
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Table 1. Absolute numbers of LOF mutations in the known CCM and FAM222B genes as listed in the ExAC browser

Gene Nonsense Frameshift Splice Total HGMD Overlapping EVS
CCM1 6 7 (6) 3 15 (14) 6 2 (1x fs, 1x nonsense) 2
CCM2 1 0 2 3 1 2 (splice site) 0
CCM3 0 0 0 0 0 0 0
FAM222B 5(2) 8(5) 0 13 (7) - - 0

The number of unique LOF mutations is given in brackets. The column HGMD indicates the number of mutations listed as disease
causing in the HGMD database, another mutation at the same position is classified as overlapping (source: HGMD® Professional data-
base 2015.4). The column EVS specifies the number of LOF mutations included in the Exome Variant Database (http://evs.gs.
washington.edu/EVS/). None of them are listed in the HGMD database. fs = Frameshift.
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Fig. 4. Spheroid sprouting of HUVECs transfected with negative
control siRNA and siRNA against FAM222B. Top row: after trans-
fection, HUVEC spheroids were embedded in a collagen matrix
under basal condition and with addition of 25 ng/ml VEGF or
FGF2 growth factors. Middle row: transfection of HUVEC with
siRNA against FAM222B led to ~85% mRNA knockdown rates
compared to non-silencing control siRNA. Bottom: average sprout
length and number of sprouts per spheroid are not significantly
altered between control conditions and FAM222B knockdown.
n =4 experiments. Scale bar = 50 um. Bar graphs depict mean val-
ues, error bars show standard error of the mean.
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specific siRNA was used to knock down FAM222B (fig. 2)
in HUVECs and to study the corresponding in vitro an-
giogenic phenotype in a 3D, spheroid-based sprouting as-
say as previously described [Korff and Augustin, 1998;
Heiss et al.,, 2015]. Although FAM222B expression of
siRNA-treated HUVECs was efficiently downregulated,
no activation of angiogenic sprouting could be observed
(fig. 4). Neither length nor number of sprouts were sig-
nificantly altered in FAMZ222B knockdown spheroids
upon stimulation with VEGF or FGF2. These observa-
tions were in line with the lack of a vascular phenotype in
fam222bb 1953 fam222ba""197** double mutant zebra-
fish and strengthened the assumption that FAM222B is
not involved in pathways keeping endothelial cells quies-
cent.

Discussion

The identification of inactivating mutations in CCM1,
CCM2, and CCM3 in individuals affected with CCM led
to the insight that the 3 gene products contribute to regu-
late angiogenesis and to maintain vascular homeostasis.
Similarly, the association of a FAM222B frameshift muta-
tion with early disease manifestation in an affected daugh-
ter and her father had raised the hope that this gene of
thus far unknown function might be essential for vascular
morphogenesis and integrity. However, despite the re-
cent observation that deleterious mutations may activate
compensatory networks in zebrafish [Rossi et al., 2015],
our experimental studies using in vitro and in vivo angio-
genesis model systems suggest that FAM222B is not re-
quired for vasculogenesis and angiogenesis.

During the course of our experiments, the Exome Ag-
gregation Consortium (ExAC) database was published,
which comprises 60,706 exomes from individuals not af-
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fected by severe paediatric diseases. While no FAM222B
LOF mutation was found in 6,503 controls from the EVS
at the time the exome analyses had been performed,
13 heterozygous FAM222B LOF mutations were later
found in the ExAC database. The 2-bp deletion
c.1651_1652delAG which segregated with CCM in the
familial caseislisted 3 times in ExAC (Cambridge, Mass.,
Version 0.3/ 02/2016, http://exac.broadinstitute.org/)
(table 1).

Therefore, we reviewed the ExAC database for LOF
mutations in the known CCM1I-3 genes (table 1): it is re-
markable that 6 of the 15 LOF mutations within CCM1
and 1 of 3 LOF mutations within CCM2 have been de-
scribed as disease causing in the HGMD database
(HGMD® Professional database 2015.4; online suppl.
table 2). This fact may be reconciled with the observation
that disease penetrance is age-dependent and incomplete
and disease manifestation variable for CCM. Notably,
asymptomatic carrier parents harbouring at least one
CCM have been observed in 75% of ‘apparently sporadic
index cases with multiple lesions’ [Labauge et al., 1998],
while bona fide de novo mutations have only rarely been
documented for CCM1 [Stahl et al., 2008] and CCM3
[Bergametti etal., 2005]. In contrast to CCM1and CCM2,
not a single LOF mutation within CCM3 is mentioned in
the ExAC database. This may be in line with the observa-
tion that 50-53% of index cases carrying a CCM3 muta-
tion became symptomatic prior to age 15 — mostly with
early-onset cerebral haemorrhages [Denier et al., 2006;
Spiegler et al., 2014; Shenkar et al., 2015].

For the exome study presented here, we selected af-
tected individuals with early and rather severe disease on-
set in order to search for a putative fourth causative gene
in the remaining 13-43% of CCM1I-3 mutation-negative
probands. Thus, a bioinformatic filtering process consid-
ering the ExAC data may orientate towards the CCM2
and CCM3 data in ExAC and rather not allow more than
3 LOF mutations within the same gene and no recurrence
for exactly the same mutation. On the one hand, our ex-
perimental data seem to support such strict filter criteria.
On the other hand, CCM1 would have been excluded.
Therefore, filter criteria need to be individually adapted
even within one genetically heterogeneous condition [Al-
bers et al., 2012], and a small number of occurrences in
ExAC may not disqualify a candidate gene.

The advent of the ExAC database also prompted us to
review disease prevalence of CCMI-3 LOF mutations.
Based on the ExAC data, 1 in 3,373 individuals that do
not display a severe paediatric disease harbour an inacti-
vating heterozygous CCM1 or CCM2 germline mutation.

FAM?222B and Cerebral Cavernous
Malformations

Given that almost all CCM mutation carriers reveal at
least one cavernous lesion if high-resolution MRI is per-
formed [Denier et al., 2006], one can assume that the car-
riers of the 18 LOF CCMI1-2 mutations listed in the
ExAC database (table 1) bear asymptomatic CCMs that
would have been detected in high-resolution MRI or au-
topsy study series. These had revealed that CCM occurs
with a prevalence of about 0.5%/1:185-1:255 in hospital-
based series [Del Curling et al., 1991; Robinson et al.,
1991] and autopsies [Otten et al., 1989]. For neurologi-
cally asymptomatic people, the prevalence is lower and
has been reported to be about 0.15%/1:676 [Morris et al.,
2009] in a large meta-analysis. A recent prospective, pop-
ulation-based cohort study also pointed out that 24 of
139 (i.e., 17%) adults with CCMs had multiple lesions
[Al-Shahi Salman et al., 2012]. In conclusion, the ExAC
data most likely reflect the frequency of asymptomatic
familial cases carrying CCM1 and CCM2 mutations and
are in agreement with the previously published assump-
tion that close to 20% of Caucasians that carry at least one
CCM are in fact familial [Denier et al., 2006; Fischer et
al,, 2013].

Conclusion

Taken together, our experimental results as well as the
ExAC data, FAM222B variants would currently not qual-
ify to be used for predictive genetic testing of relatives.
Even with high-throughput sequencing techniques, it re-
mains challenging to identify unambiguously disease-
causing mutations in a novel gene for a genetically het-
erogeneous condition with incomplete penetrance and
variable clinical manifestations such as CCM. A further
major obstacle is the likely occurrence of somatic muta-
tions in a proportion of isolated CCM cases with multiple
lesions but CCM1-3 mutation negativity in lymphocytes.
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