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1. Einleitung 

1.1. Zerebrale kavernöse Malformationen 

Zerebrale kavernöse Malformationen (CCMs, Cerebral cavernous malformations) sind 

dünnwandige, abnormal dilatierte Gefäßfehlbildungen, die zwischen wenigen Milli-

metern und mehreren Zentimetern groß werden können und von einer veränderten 

Gewebematrix umgeben sind (Baumann et al. 2007; Gault et al. 2004; Rigamonti et al. 

1987). Sie können sowohl in Gehirn und Rückenmark als auch außerhalb des ZNS in 

der Retina lokalisiert sein (Labauge et al. 2007). Morphologisch stellen sie sich als 

maulbeerartiges endotheliales Gefäßkonvolut dar (Cavalcanti et al. 2012; Spiegler et 

al. 2018), das in der Bildgebung von einem dunklen Rand aus Hämosiderin begleitet 

sein kann. Die Hämosiderinablagerung lässt auf eine chronische Mikroblutung oder 

rezidivierende Blutungsereignisse rückschließen (Batra et al. 2009; Wong et al. 2000; 

Zabramski et al. 1994). Der langsame Blutfluss innerhalb der Läsionen erhöht das 

Risiko für die Entstehung von Thromben und Kalzifikationen (Batra et al. 2009; Fischer 

et al. 2013). Die dilatierten Gefäßabschnitte zeichnen sich außerdem durch Fehlen von 

intervenierendem Hirnparenchym und durch eine gesteigerte Permeabilität der Blut-

Hirn-Schranke aus (Clatterbuck et al. 2001; Rigamonti et al. 1987; Schneider et al. 

2011).  

Man unterscheidet zwischen einer sporadischen und einer hereditären Form der 

Kavernomatose. Patienten der sporadischen Variante haben üblicherweise eine 

solitäre Läsion, während sich die familiäre Form durch multiple Läsionen manifestiert 

(Labauge et al. 1998; Zabramski et al. 1994). Die hereditäre Variante folgt dem 

autosomal dominanten Erbgang und zählt mit einer Prävalenz von 1:3300 bis 1:3800 

zu den seltenen Erkrankungen (Spiegler et al. 2018). Eine pathogene Keimbahn-

variante in einem der drei Gene CCM1 (OMIM: 604214), CCM2/ malcavernin 

(OMIM: 607929) oder CCM3/ PDCD10 (OMIM: 609118) prädisponiert für eine 

Kavernomatose. Ausschlaggebend für die Kavernomentstehung ist die zweite 

somatische Mutation, der sogenannte second hit (Spiegler et al. 2019). Mit Hilfe der 

Standarddiagnostik wurden 60 % der detektierten Keimbahnvarianten in CCM1, 18 % 

in CCM2 und 22 % in CCM3 nachgewiesen (Spiegler et al. 2014). Die lokusspezifische 

Penetranz liegt für CCM1 bei 63 %, für CCM2 55 % und für CCM3 68 % (Denier et al. 
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2006). Größere CCM Läsionen zeigen ein Mosaik ähnliches Muster. Hierbei beziehen 

die Zellen mit inaktivierter CCM-Expression Zellen mit noch erhaltener CCM-

Expression in die Gefäßmalformation mit ein (Detter et al. 2018; Malinverno et al. 2019; 

Rath et al. 2020). 

Das Auftreten erster Krankheitssymptome liegt meistens zwischen der zweiten und 

vierten Lebensdekade (Felbor et al. 2006; Fischer et al. 2013; Riant et al. 2013). 40 % 

der Variantenträger bleiben ihr Leben lang asymptomatisch (Denier et al. 2006; 

Spiegler et al. 2018). Klinisch manifestieren sich die Läsionen in Form von 

migräneähnlichen Kopfschmerzen, fokalen neurologischen Defiziten, epileptischen 

Anfällen und zerebralen Blutungen (Batra et al. 2009; Fischer et al. 2013; Siegel et al. 

2005). Die Magnetresonanztomographie (MRT) mit suszeptibilitäts-gewichteten und 

Gradientenechosequenzen gilt als Goldstandard für die Diagnose der CCM (Akers et 

al. 2017; Spiegler et al. 2018). Entscheidend für Blutungsrate, Schwere der 

neurologischen Ausfälle und Mortalitätsrate ist die Lokalisation der jeweiligen Läsion 

(Felbor et al. 2006; Fischer et al. 2013; Porter et al. 1997). Der bisher einzige gezielte 

Behandlungsansatz stellt die chirurgische Resektion der Malformationen dar, jedoch 

wird nur nach Versagen der symptomatischen Pharmakotherapie und progressiven 

neurologischen Defiziten eine Operation in Erwägung gezogen (Akers et al. 2017; 

Batra et al. 2009; Baumann et al. 2007; Fischer et al. 2013; Wang et al. 2003) 

Pathogene Varianten im CCM3-Gen sind mit einem früheren Erkrankungsbeginn 

teilweise schon vor dem zehnten Lebensjahr vergesellschaftet. Sowohl eine erhöhte 

Anzahl an Malformationen als auch ein erhöhtes Blutungsrisiko, das mit dem 

frühzeitigen Einsetzen hämorrhagischer Schlaganfälle verbunden ist, sind hiermit 

assoziiert (Denier et al. 2006; Merello et al. 2016; Riant et al. 2013; Shenkar et al. 

2015; Stahl et al. 2008).  

 

1.2. Interaktionspartner und Auswirkungen des Verlustes von CCM3 

Das auf dem langen Arm von Chromosom 3 (3q26.1) lokalisierte CCM3-Gen besteht 

aus sieben kodierenden Exonen, die für das aus 212 Aminosäuren bestehende und 

25 kDa große Protein CCM3/PDCD10 kodieren (Cavalcanti et al. 2012; Labauge et al. 

2007; Riant et al. 2010). Bergametti et al. (2005) beschrieben CCM3 im Rahmen der 
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CCM-Pathogenese als erste. Das Protein wird ubiquitär exprimiert und besitzt am 

Amino-terminalen Ende eine Serin/Threoninkinase Bindungs- und Phosphorylierungs-

domäne sowie eine Dimerisierungsdomäne. Diese Domäne interagiert mit einem 

zweiten CCM3-Protein, wodurch ein Homodimer entsteht. Am Carboxy-terminalen 

Ende befindet sich eine FAT-homologe (FAT-H; focal adhesion targeting) Domäne. 

Amino- und Carboxy-terminales Ende sind durch eine flexible Linker-Region 

miteinander verbunden (Fisher & Boggon 2014; Li et al. 2010b). 

Im Rahmen eines in vitro Experiments konnte gezeigt werden, dass CCM3 innerhalb 

eines ternären CCM1/CCM2/CCM3 Komplexes vorliegen kann. CCM2 fungiert hier als 

Linkerprotein. Die Funktion des Komplexes ist noch nicht vollständig aufgeklärt (Fisher 

& Boggon 2014; Hilder et al. 2007; Voss et al. 2007). Zwischen den Proteinen sind 

keine strukturellen Ähnlichkeiten oder Sequenzhomologien festzustellen (Fischer et al. 

2013). 

Die Interaktion von CCM3 mit Proteinen der GCKIII-Familie (Germinal centre 

kinase III), wie STK24, STK25 und STK26 (Serin/ Threoninkinasen 24-26) ist bisher 

am besten erforscht (Draheim et al. 2015; Fidalgo et al. 2010; Xu et al. 2013). Diese 

Proteine sind an der Modulation der Apoptose, Proliferation, Migration und Polarität 

von Zellen beteiligt (Fischer et al. 2013; Lu et al. 2006; Nogueira et al. 2008; Preisinger 

et al. 2004). CCM3 bildet beispielsweise zusammen mit STK24 einen Komplex, der 

die Liganden-stimulierte Exozytose reguliert (Zhou et al. 2016). Für intakte Zell-Zell-

Kontakte ist dagegen die Interaktion zwischen CCM3 und STK25 essentiell (Zheng et 

al. 2010). Die Zellproliferation wiederum wird durch das Zusammenspiel mit STK26 

und der nachfolgenden Aktivierung des ERK-Signalweges beeinflusst (Ma et al. 2007). 

Die GCKIII-Kinasen sind wie das CCM3-Protein Teil des STRIPAK-Komplexes 

(Striatin-Interacting phosphatase and kinase complex). Der STRIPAK-Komplex ist ver-

antwortlich für die Polarisation des Golgi-Apparates (Fischer et al. 2013; Kean et al. 

2011). Während 80 % von CCM3 im STRIPAK-Komplex gebunden vorliegen, sind 

20 % im CCM1/CCM2/CCM3 Komplex lokalisiert (Goudreault et al. 2009). Des 

Weiteren greift CCM3 in den Angiogenese-stiumlierenden VEGF (Vascular endothelial 

growth factor)-Signalweg ein, indem es den VEGFR2 (Vascular endothelial growth 

factor receptor 2) stabilisiert (He et al. 2010).  
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Der Verlust von CCM3 führt zu einer gesteigerten Aktivierung von Rho-A (Ras homolog 

family member A), welche ihrerseits die Rho-Kinase (Ras homolog-kinase) aktiviert. 

Auf diese Art und Weise werden Proteine phosphoryliert, die an der Stressfaser-

formation, der Zellpolarität, der Migration und der Permeabilität beteiligt sind. In diesem 

Mechanismus liegt die veränderte Morphologie des Aktinzytoskeletts der CCM3-

defizienten Endothelzellen mit kleinen, kurzen Stressfasern begründet (Fischer et al. 

2013). Am Schlussleistenkomplex (Tight junctions) haben die drei CCM-Proteine 

unterschiedliche Zielstrukturen. Der Verlust von CCM3 führt an dieser Stelle zu einer 

dauerhaften Aktivierung der MAP-Kinasen (Mitogen-activated protein-Kinase) ERK1/2 

(Extracellular signal-regulated kinase). Zusätzlich wirkt die Herunterregulation von 

CCM3 auf Endothelzellen antiapoptotisch (Chen et al. 2009). Die Dauer der 

Inaktivierung von CCM3 scheint ebenfalls eine entscheidende Rolle auf diverse 

Zelleigenschaften zu haben. Nach dauerhafter Inaktivierung zeigen die Endothelzellen 

neben einem gehemmten angiogenetischen Verhalten auch eine veränderte 

Morphologie. Die Zellen sind kompakter, größer und weniger verformbar. Nach akuter 

Herunterregulation von CCM3 ist der Effekt nicht zu beobachten, weshalb diese 

Auswirkung ein Langzeiteffekt zu sein scheint (Schwefel et al. 2019). Grundsätzlich 

bedingt Zellsteifheit außerdem eine Destabilisierung von Zell-Zell-Verbindungen und 

führt dadurch auch zu einer gesteigerten Permeabilität der interzellulären Kontakte 

(Huveneers et al. 2015). Die Auswirkungen nach dauerhaftem Verlust von CCM3 sind 

in Abbildung 1 dargestellt. 

 

 

Abbildung 1: Auswirkungen des chronischen Verlustes von CCM3. Rote Linien: gehemmt; grüne 

Pfeile: erhöht/ steigert; schwarze Pfeile: führt zu/ bedingt  
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1.3. Die extrazelluläre Matrix als zentraler Regulator der Angiogenese 

Das Lumen von Blutgefäßen ist durch eine dreischichtige Gefäßwand, bestehend aus 

der inneren Endothelzellschicht, der darauffolgenden glatten Muskelzellschicht und 

der sie umgebenden extrazellulären Matrix (EZM) begrenzt (Raines 2000). Die EZM 

stellt eine dreidimensionale, unlösliche, dynamische und lebensnotwendige Struktur 

dar. Sie besteht aus über 300 Proteinen, Hauptbestandteil ist das Kollagen (Bonnans 

et al. 2014; Hynes & Naba 2012). Die Kollagene können Zugkräfte auf benachbarte 

Endothelzellen, auch wenn diese nicht untereinander in Verbindung stehen, 

übertragen (Bonnans et al. 2014; Senger & Davis 2011). Weitere Bestandteile der EZM 

sind Proteoglykane wie Aggrecan, Versican, Perlecan und Decorin. Mit ihren 

Glykosaminoglykan-Seitenketten stellen sie ebenfalls zentrale Proteine der EZM dar 

(Bonnans et al. 2014). Jedes Gewebe hat eine individuelle Komposition der EZM, 

welche essentiell für die embryonale Organentwicklung und für die Gewebshomö-

ostase ist (Bonnans et al. 2014; Hynes 2009).  

Der Vorgang der Bildung neuer Blutgefäße aus bereits bestehenden Gefäßen wird 

Angiogenese genannt. Innerhalb von Kavernomen, welche durch den Verlust der 

Genexpression einer der drei CCM-Gene, CCM1, CCM2 oder CCM3, entstehen, ist 

die Angiogenese pathologisch verändert (Fischer et al. 2013). Der Vorgang der Angio-

genese gliedert sich in drei Teilschritte (Brooks 1996; Senger & Davis 2011):  

Zunächst werden in der Initiationsphase die vaskulären Zellen durch proangiogene 

Zytokine und andere physiologische Mediatoren aktiviert. Währenddessen wird die 

EZM der Endothelzellen abgebaut und zusätzlich ruhende Endothelzellen rekrutiert. 

Im zweiten Schritt kommt es zur Proliferation, Migration, Invasion und der Ausbildung 

von kapillarähnlichen Strukturen (Tube Formation). Außerdem wird die Sekretion von 

proteolytischen Enzymen gesteigert, um die Bestandteile der EZM neu anzuordnen. 

Zuletzt kommt es zur Ausreifung und Differenzierung der entstandenen Strukturen 

durch die Ausbildung eines Lumens innerhalb der tubulären Strukturen. Die zuvor 

abgebauten Bestandteile, wie EZM und Perizyten, lagern sich in neuer Ordnung um 

die Gefäße. 

Die Differenzierung der Endothelzellen und die Ausbildung tubulärer Strukturen kann 

durch den Tube Formation Assay in vitro visualisiert werden. Hierdurch können 

Einflüsse auf diesen Schritt innerhalb der Angiogenese untersucht werden (Ponce 
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2009). Die Angiogenese stellt die Schlüsselrolle sowohl in der physiologischen 

Gefäßentwicklung als auch in der Reparatur des Gewebes dar (Carmeliet & Jain 

2000). Essentiell für eine reibungslos verlaufende Angiogenese sind sowohl das 

Auflösen von interzellulären Kontakten (Dye et al. 2004) als auch die Eigen-

organisation der Endothelzellen. Die EZM fungiert hier als Orientierung, wodurch die 

gerichtete Motilität der nachfolgend rekrutierten Endothelzellen während der 

Angiogenese gewährleistet wird (Daub & Merks 2013).  

Die Angiogenese wird durch viele verschiedene Faktoren reguliert (Klagsbrun & 

D'Amore 1991). Thrombospondin-1 (TSP-1) zum Beispiel ist ein endogener Inhibitor 

der Angiogenese (Good et al. 1990) und hemmt diese durch Induktion der Apoptose 

von Endothelzellen (Hynes 2007; Sottile 2004). MMP-9 gehört zu der Gruppe der 

Matrixmetalloproteinasen. Sie bauen diverse Bestandteile der EZM proteolytisch ab 

und nehmen so Einfluss auf den Vorgang der Angiogenese (Rundhaug 2005). Die 

MMP-9 stimuliert die Angiogenese durch Freisetzen von VEGF aus Speicherdepots 

(Hynes 2002; Rodriguez-Manzaneque et al. 2001). VEGF seinerseits ist ein starker 

endogener Stimulator der Angiogenese (Pepper et al. 1992) und induziert zusätzlich 

die Expression von αvꞵ3 und αvꞵ5 (Carmeliet 2002). Diese Zelloberflächenrezeptoren 

zählen zu der Gruppe der Integrine und sind neben sieben weiteren Integrinen am 

Vorgang der Angiogenese mit beteiligt. Aufgrund dessen schlussfolgert man, dass in 

den einzelnen Stadien der Angiogenese verschiedene EZM-Bestandteile rekrutiert 

werden und binden (Hynes 2007).  

Die EZM beeinflusst Endothelzellen auf zwei Arten. Zum einen wandern Endothel-

zellen durch den Vorgang der Haptotaxis entlang lokaler Gradienten an den Ort der 

höheren EZM-Konzentration (Lamalice et al. 2007). Zum anderen können Endothel-

zellen aufgrund der Haptokinese ihre Beweglichkeit anhand der EZM-Konzentration 

vermindern oder steigern (Daub & Merks 2013). Alle Zellen haben entweder dauerhaft 

oder während bestimmter Phasen der Entwicklung engen Kontakt zu ihrer EZM (Hynes 

2009). Der Verlust der Matrixzugehörigkeit führt in vielen Zelltypen zur Apoptose 

(Giancotti & Ruoslahti 1999). Integrine sind für die Verbindung zwischen der Zelle und 

der EZM verantwortlich (Brooks 1996). Sie können sowohl durch die Induktion intra-

zellulärer Signalwege proangiogene Prozesse stimulieren als auch die Angiogenese 

durch eine erleichterte Migration der Endothelzellen beeinflussen, in dem der Abbau 

der EZM durch proteolytische Enzyme induziert wird (Carmeliet 2002). Eine 
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deregulierte Organisation der EZM kann nicht nur durch den Verlust der Zell-

differenzierung sondern auch durch eine gesteigerte Proliferation und Invasion der 

Zellen zur Entstehung von Tumoren führen (Bonnans et al. 2014; Lu et al. 2011).  

 

1.4. Matrizelluläre Proteine 

Extrazelluläre Proteine, die keine strukturbildende Funktion innehaben, aber dennoch 

an vielen verschiedenen zellulären Prozessen beteiligt sind, stellen die Gruppe der 

matrizellulären Proteine dar (Sage & Bornstein 1991). Durch Bindung an Zellober-

flächenrezeptoren, sogenannte Integrine, können sie sowohl Einfluss auf die EZM als 

auch auf intrazelluläre Signalkaskaden nehmen (Bornstein & Sage 2002). Typisch für 

diese Proteine sind hohe Expressionsraten während der embryonalen Entwicklung 

und geringe Konzentrationen im adulten Gewebe. Die Expression dieser Proteine wird 

während der Wundheilung und anderen gewebeerneuernden Prozessen, die mit einer 

gesteigerten Angiogenese einhergehen, reaktiviert (Bornstein 2000; Bornstein & Sage 

2002). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Verlust einzelner matrizel-

lulärer Proteine eher mit einem mild ausgeprägten Phänotyp assoziiert ist und nicht in 

embryonaler Letalität resultiert (Chapman et al. 2010; Nakamura et al. 2002; Norris et 

al. 2008).  

 

1.4.1. Das matrizelluläre Protein FBLN5 und sein Einfluss auf Endothelzellen 

FBLN5 (OMIM: * 604580; Fibulin 5) gehört zu der Proteinfamilie der Fibuline. Seit 2009 

werden die Fibuline aufgrund ihrer zahlreichen zellulären und biologischen Funktionen, 

die sowohl die Matrix als auch die benachbarten Zellen betreffen, zu den 

matrizellulären Proteinen gezählt (Yanagisawa et al. 2009). Das erste Fibulin wurde 

1989 entdeckt (Argraves et al. 1989). Bis heute sind sieben Mitglieder der Fibulin 

Proteinfamilie beschrieben. Die Fibulin-Familie beeinflusst die Stabilität von Strukturen 

der EZM. Hierzu zählen die elastischen Fasern und der Aufbau der Basalmembran 

(Argraves et al. 2003). Alle Proteine dieser Gruppe besitzen am Amino-terminalen 

Ende eine Region mit insgesamt sechs möglichen Calcium-bindenden EGF (epithelial 

growth factor-like)- ähnlichen Bindungsstellen. Fibuline werden in zwei Untergruppen 
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eingeteilt. Die erste Gruppe wird durch FBLN1, FBLN2 und FBLN6 gebildet. Die sechs 

Calcium-bindenden EGF-ähnlichen Domänen dieser Fibuline sind länger als die der 

Fibuline der zweiten Gruppe. Sie weisen eine zusätzliche Amino-terminale Domäne 

auf, welche je nach Protein eine Anaphylatoxin-ähnliche oder Immunglobulin-Domäne 

sein kann (Chu & Tsuda 2004; Yanagisawa et al. 2009). FBLN3, FBLN4, FBLN5 und 

FBLN7 bilden die zweite Gruppe dieser Proteinfamilie. Die erste der insgesamt sechs 

Calcium-bindenden Domänen ist durch eine Prolin-haltige Insertionssequenz von den 

anderen fünf Calcium-bindenden Wiederholungen getrennt. Die sechste Domäne 

weist acht Cysteinreste auf (Kowal et al. 1999; Yanagisawa et al. 2009).  

FBLN5 wurde durch zwei unabhängige Arbeitsgruppen bereits 1999 erstmalig 

beschrieben (Kowal et al. 1999; Nakamura et al. 1999). Durch die Untersuchung der 

cDNA von Mäusen, Ratten und Menschen konnte ein hoch konserviertes, aus 448 

Aminosäuren bestehendes, 63 kDa großes Protein namens DANCE (developmental 

arteries and neural crest epidermal growth factor (EGF-) like) (Nakamura et al. 1999) 

beziehungsweise EVEC (embryonic vascular EGF-like repeat-containing protein) 

(Kowal et al. 1999) identifiziert werden, welches nachfolgend in die Gruppe der Fibuline 

einsortiert wurde (Nakamura et al. 2002). FBLN5 wird hauptsächlich in vaskulären 

Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert. Aufgrund seiner typischen Amino-

terminalen Signalsequenz zählt es zu den sezernierten Proteinen (Kowal et al. 1999; 

Nakamura et al. 1999). Das humane FBLN5-Gen ist auf dem langen Arm des 

Chromosoms 14 (14q32.12) lokalisiert (Nakamura et al. 1999). Entsprechend der 

Eigenschaften von matrizellulären Proteinen ist die FBLN5-Expression im adulten 

Gewebe stark verringert. Während der Wundheilung und anderen angiogenetischen 

Prozessen wird die Expression reaktiviert (Nakamura et al. 1999). Das Protein besitzt 

eine RGD-Sequenz, wobei diese Abkürzung die Aminosäuresequenz Arginin, Glycin 

und Asparaginsäure repräsentiert (Kowal et al. 1999; Nakamura et al. 1999). Durch 

die Bindung dieser Sequenz an Integrine wie αvꞵ3, αvꞵ5 und α9ꞵ1 werden die adhäsiven 

Eigenschaften von Endothelzellen verändert (Nakamura et al. 2002; Nakamura et al. 

1999; Ruoslahti & Pierschbacher 1987; Schiemann et al. 2002). FBLN5 wirkt durch die 

Beeinflussung von Wachstum, Migration, Differenzierung und Überleben von 

Endothelzellen als Bestandteil der EZM auf die vaskuläre Reorganisation (Nakamura 

et al. 1999). 
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Des Weiteren stellt die FBLN5-Expression in Tumorgeneseprozessen ein Dignitäts-

kriterium dar (Shi et al. 2014), zeigt allerdings kontroverse Ergebnisse. Beispielsweise 

ist die FBLN5-Expression in Tumoren des Magens hochreguliert und gilt in diesem 

Zusammenhang als Zeichen für Malignität (Shi et al. 2014). In den meisten anderen 

malignen Tumoren, vor allem denen der Niere, der Brust, des Ovars und des Kolons, 

ist die FBLN5-Expression herunterreguliert (Schluterman et al. 2010). Außerdem ist 

FBLN5 ein essentieller Faktor für die Organisation elastischer Fasern. In Mäusen führt 

der Verlust von FBLN5 deshalb zu Emphysembildung innerhalb der Lunge, über-

dehnbarer Haut und Gefäßanomalien (Nakamura et al. 2002; Yanagisawa et al. 2002). 

Er ist jedoch nicht letal, ein Überleben der Mäuse bis ins Erwachsenenalter ist typisch 

(Nakamura et al. 2002). Im Rahmen der Angiogenese zeigte der Verlust von FBLN5 

uneinheitliche Ergebnisse, teilweise wurde die Angiogenese gesteigert teilweise durch 

Apoptose gehemmt (Schluterman et al. 2010; Zheng et al. 2006). Vermutet wird, dass 

eine geringe FBLN5-Konzentration die Angiogenese durch eine hohe Bindungsaffinität 

zu Integrinen bei gleichzeitig geringer Dichte von Integrinen fördert. Der hemmende 

Einfluss soll durch eine geringe Bindungsaffinität bei hoher Rezeptordichte eines bis 

dahin noch unbekannten Rezeptors vermittelt werden (Albig & Schiemann 2005). Die 

Expression und die Wirkung von FBLN5 unterliegen diversen Einflussfaktoren, 

wodurch Prozesse wie Adhäsion, Stressfaserproduktion, Angiogenese und Degra-

dation von interzellulären Kontakten beeinflusst werden (Abbildung 2). Durch TGF-ꞵ 

wird die FBLN5-Expression dosis- und zeitabhängig stimuliert (Albig & Schiemann 

2004; Kuang et al. 2003; Kuang et al. 2006), während der proangiogene Faktor VEGF 

(Carmeliet & Collen 2000) die FBLN5-Expression inhibiert (Albig & Schiemann 2004). 

Daraus schließt man, dass proangiogene Signale einen hemmenden Einfluss auf die 

FBLN5-Expression haben (Albig & Schiemann 2004). FBLN5 seinerseits steigert die 

Expression des endogenen Angiogeneseinhibitors TSP-1 (Albig & Schiemann 2004; 

Good et al. 1990). Aufgrund dieser Wechselwirkungen wird VEGF und TSP-1 eine 

reziproke Beziehung in Bezug auf die Aktivierung der Angiogenese zugeschrieben 

(Albig & Schiemann 2004). Die Überexpression von FBLN5 zeigte über die RGD-

vermittelte Aktivierung an Integrin-Kaskaden eine Hemmung der MMP-9-Expression 

(Guo et al. 2016; Manders et al. 2018). Die MMP-9-Expression wird unter anderem 

durch TSP-1 gehemmt (Rodriguez-Manzaneque et al. 2001). Die Hemmung führt zu 

einer herabgesetzten Permeabilität, da vermutlich Bestandteile des interzellulären 
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Schlussleistenkomplexes (Tight junction) vermindert abgebaut werden (Guo et al. 

2016; Rundhaug 2005). Auf diese Art und Weise nimmt FBLN5 indirekt Einfluss auf 

die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke und mildert bereits bestehende 

Membrandefekte ab (Guo et al. 2016).  

Nachdem sowohl eine pathologisch veränderte Angiogenese als auch eine gesteigerte 

Permeabilität mit der Kavernomatose einhergehen, schien die Untersuchung von 

FBLN5 im Zusammenhang der CCM3-Pathogenese vielversprechend zu sein.  

 

Abbildung 2: Modulation der FBLN5-Expression und seine Auswirkung auf Zelleigenschaften. 1: 

zellspezifische EZM, 2: Basalmembran, 3: Zelle mit Zellkern, 4: interzelluläre Kontakte; grüne Pfeile: 

induziert/ steigert, rote Linien: hemmt/ verringert, schwarze Pfeile: bindet an/ reagiert über; αvꞵ3, αvꞵ5 

und α9ꞵ1: Integrine; MMP: Matrixmetalloproteinase RGD-Domäne: Arginin-Glycin-Asparaginsäure-

Domäne; TGF-ꞵ: Transforming growth factor ꞵ; TSP-1: Thrombospondin-1; VEGF: Vascular endothelial 

growth factor; VEGFR: Vascular endothelial growth factor receptor; ?: bisher unbekannter Rezeptor 
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1.4.2. Funktion und Interaktion des matrizellulären Proteins POSTN 

POSTN (OMIM: * 608777; Periostin) wurde ursprünglich in einer Mauszelllinie als 

Osteoblast-specific factor 2 (OSF2) identifiziert (Takeshita et al. 1993). Das für POSTN 

kodierende Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 13 (13q13.3) lokalisiert und 

umfasst 36 kb (Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018; Hamilton 2008). Insgesamt 

kodieren 23 Exons für das aus 836 Aminosäuren bestehende Protein mit einer 

atomaren Masse von 93 kDa (Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018; Takeshita et al. 

1993). Das Fehlen einer Transmembran-Domäne sowie die typische Amino-terminale 

Signalsequenz implizieren, dass POSTN zu der Gruppe der Proteine zählt, die in die 

EZM sezerniert werden (Horiuchi et al. 1999; Takeshita et al. 1993). Zusätzlich ist die 

Amino-terminale Sequenz für die Interaktion mit anderen EZM-Proteinen 

verantwortlich (Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018). Bevorzugt wird POSTN von 

Osteoblasten und Osteoblasten-ähnlichen Zelllinien sezerniert. Aufgrund der 

Tatsache, dass POSTN hauptsächlich im Periost und in den parodontalen Bändern 

der Zähne zu finden ist, wird dem Protein eine strukturerhaltende Funktion von 

Knochen- und Zahnanordnung zugeschrieben (Horiuchi et al. 1999). Der Amino-

terminalen Sequenz folgen eine Cysteinreiche-Domäne und vier homologe hoch 

konservierte Wiederholungen, die Fasciclin-I-(FAS-I) ähnlichen Domänen, welche die 

Interaktionen mit Integrinen vermitteln (Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018; Horiuchi 

et al. 1999; Siriwardena et al. 2006; Takeshita et al. 1993). Auf die FAS-I-ähnlichen 

Domänen von POSTN folgt die hydrophile Carboxy-terminale Sequenz, welche 

zwischen Exon 17 und 21 dem alternativen Spleißen unterliegt. Hierdurch entstehen 

vier Proteinisoformen mit einer atomaren Masse zwischen 83 kDa und 93 kDa 

(Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018; Horiuchi et al. 1999; Siriwardena et al. 2006). 

Sowohl die hohe Expressionsrate von POSTN im fetalen Gewebe als auch die 

Tatsache, dass der Verlust von POSTN sich in einem milden Phänotyp äußert, waren 

2008 mitbegründend für die Einordnung des Proteins in die Familie der matrizellulären 

Proteine (Gillan et al. 2002; Norris et al. 2008).  

Das Vorhandensein von TGF-ꞵ führt zur vermehrten Expression von POSTN 

(Abbildung 3). POSTN ist auch in anderen Zelllinien zu finden und nimmt hier Einfluss 

auf diverse Zelleigenschaften wie Angiogenese, Zellüberleben, Migration, Adhäsion 

und Abbau von Bestandteilen der EZM. Bisher wurden die Auswirkungen von POSTN 
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auf diese Zelleigenschaften fast ausnahmslos in verschiedenen Tumortypen 

untersucht. Innerhalb des Mammakarzinoms hat POSTN einen stimulierenden 

Einfluss auf die Angiogenese und steigert das Tumorwachstum (Shao et al. 2004). Der 

proangiogene Effekt auf Endothelzellen wird der Wechselwirkung von POSTN mit dem 

αvꞵ3 Integrin zugeschrieben. Diese Interaktion führt zu einer verstärkten Expression 

des auf Endothelzellen lokalisierten VEGFR2 und zu einem gesteigerten Ansprechen 

des ERK/VEGF-Signalweges (Liu et al. 2016; Shao et al. 2004; Siriwardena et al. 

2006). Die Herunterregulation von POSTN hemmt die Angiogenese von HUVECs 

(Human umbilical vein endothelial cells) (Liu et al. 2016). Die Schlüsselmechanismen 

eines progredienten Tumorwachstums sind neben einer gesteigerten Angiogenese ein 

gesteigertes Zellüberleben beziehungsweise ein Verhindern der Apoptose. Es scheint, 

dass POSTN Zellen gegenüber zellulärem Stress resistenter werden lässt und sie 

hierdurch vor stressinduzierter Apoptose schützt (Nakazawa et al. 2004; Takanami et 

al. 2008). Antikörper gegen POSTN steigern hingegen die Apoptose in Tumorzelllinien 

(Ruan et al. 2009; Tai et al. 2005; Zhu et al. 2010). Hieraus resultiert ein 

Überlebensvorteil für Tumorzellen mit POSTN und das Wachstum von Metastasen 

wird dramatisch gesteigert (Nakazawa et al. 2004). Sowohl in vivo als auch in vitro 

nimmt POSTN mittels seiner ersten FAS-I-ähnlichen Domäne nicht nur auf die 

Ausbildung röhrenartiger Strukturen, sondern auch auf die Migration von Endothel-

zellen einen stimulierenden Einfluss (Hakuno et al. 2010; Kim et al. 2014; Kim et al. 

2017; Zhang et al. 2015). Der Verlust der kompletten Carboxy-terminalen Sequenz von 

POSTN führt zu einer Inhibition der Zellmotilität und Migration (Kim et al. 2005). Des 

Weiteren ist POSTN an der Regulation der Adhäsion beteiligt. Die Adhärenz 

gegenüber ihrer Oberfläche wird gesteigert, wenn HUVECs auf POSTN beschichteten 

Oberflächen wachsen (Zhu et al. 2010). Dies konnte auch bei Ovarepithelzellen 

beobachtet werden (Gillan et al. 2002), weshalb POSTN die Adhäsion, unabhängig 

des Zelltyps, zu stimulieren scheint. Der adhäsionssteigernde Effekt kann mit der Hilfe 

von Antikörpern gegen αvꞵ3 und αvꞵ5 gehemmt werden, weshalb eine Interaktion von 

POSTN mit diesen Integrinen hoch wahrscheinlich ist (Gillan et al. 2002; Li et al. 

2010a; Zhu et al. 2010). Diese Integrine spielen ebenfalls im Kontext der Angiogenese 

eine entscheidende Rolle (Hynes 2007). Eine weitere Eigenschaft von POSTN ist die 

Einflussnahme auf die MMP-9-Expression. Die Überexpression von POSTN steigert 

sowohl die Sekretion von MMP-2 und MMP-9 als auch die Aktivität von MMP-9 
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(Hakuno et al. 2010; Yan & Shao 2006). Beide Matrixmetalloproteinasen sind am 

Abbau einzelner Bestandteile der EZM beteiligt und werden zusätzlich für das Auflösen 

interzellulärer Kontakte im Rahmen der Angiogenese verantwortlich gemacht 

(Rundhaug 2005).  

Aufgrund der Einflussnahme von POSTN auf Angiogenese, Adhäsion und indirekt der 

EZM-Degradation wurde der Fokus dieser Arbeit auf die möglichen modulatorischen 

Einflüsse im Rahmen der CCM3-Pathogenese gelegt.  

 

 

 

Abbildung 3: Auswirkungen von POSTN auf Zelleigenschaften. 1: zellspezifische EZM, 2: Basal-

membran, 3: Zelle mit Zellkern, 4: interzelluläre Kontakte; grüne Pfeile: induziert/ steigert, rote Linien: 

hemmt/ verringert, schwarze Pfeile: bindet an/ reagiert über; αvꞵ3, αvꞵ5: Integrine; ; MMP: Matrixmetallo-

proteinase TGF-ꞵ: Transforming growth factor ꞵ; VEGF: Vascular endothelial growth factor; VEGFR2: 

Vascular endothelial growth factor receptor 2 
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1.5. Zielsetzung 

Humane Endothelzellen zeigen nach CRISPR/Cas9-vermittelter Inaktivierung der 

CCM3-Expression einen stark aberranten Phänotyp. Hierzu zählen insbesondere ein 

verändertes Wachstumsmuster, eine Umorganisation des Aktinzytoskeletts zu 

Stressfasern und eine von der normalen Endothelzellgestalt stark abweichende 

Zellmorphologie. Die molekularen Grundlagen dieser Auffälligkeiten sind bisher kaum 

verstanden. Aufbauend auf den Ergebnissen von vergleichenden Transkriptom-

analysen für CCM3+/+ und CCM3-/- CI-huVECs war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, 

erstmals die modulatorischen Eigenschaften der nach CCM3-Inaktivierung stark 

herunterregulierten Gene FBLN5 und POSTN zu untersuchen. Hierzu wurden sowohl 

eine siRNA-vermittelte Inhibition der Proteinexpression als auch eine Supplementier-

ung mit rekombinanten Proteinen genutzt.  
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2. Material 

2.1. Zelllinien 

Für in vitro Untersuchungen dienten immortalisierte humane Nabelschnurvenen-

endothelzellen (CI-huVECs, constitutive immortalised human vein endothelial cells), 

die von der Firma InSCREENeX (Braunschweig, Deutschland) bezogen wurden 

(Katalognummer: INS-CI-1002). Außerdem wurde die Zielsequenz in Exon 3 von 

CI-huVECs mittels CRISPR/Cas9 genetisch verändert (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Verwendete CCM3-/- CI-huVECs 

Kolonie cDNA Protein 

16, 20, 21, 
22, 30, 32 

c.[73_89delGTCATGTATCCTGTGTT]; 
[88_91delTTTA] 
 

p.[Val25*];[Phe30Metfs*3] 

26, 27, 33 c.[88_94delTTTAATG]; 
[86_92delinsCATGAGG] 

p.[Phe30Serfs*2];[Val29_Asn31delinsAla*] 
 

 

2.2. Laborgeräte 

Produkt Hersteller 

Brutschrank: Serie CB, CO2 Inkubator  

 

BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland 

Eppendorf Research® Pipetten 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Feinwaage 
 

Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Gelelektrophorese Apparatur  

Sub-Cell® Model 192 

 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
Kalifornien, USA 
 

PowerPac™ Basic Power Supply 
 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
Kalifornien, USA 
 

GeneAmp PCR System 9700 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Heizplatte, Thermoplatte S Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 
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LightCycler® 480 II 
 

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

Mikroskope  

Axiovert 25, inverses Mikroskop 
 

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland  
 

EVOS™ FL Imaging System Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Wilovert S 
 

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Mikrowelle privileg 8520 Bauknecht Hausgeräte GmbH, Stuttgart, 
Deutschland 
 

Mili-Q® Advantage A10 
Wasseraufbereitungssystem 
 

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland 

MiSeq® Sequenzierplattform 
 

Illumina, San Diego, Kalifornien, USA 

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS + 
Imaging System 
 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,  
Kalifornien, USA 

NanoPhotometer®  
 

Implen, München, Deutschland 

Neubauer-improved Zählkammer  Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda,  
Königshofen, Deutschland 
 

Pipettierhilfen 
 

 

neoLAB® Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 
  

LABSOLUTE® Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,  
Deutschland 

  
QuantStudio™ 3D Digital PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham,  

Massachusetts, USA 
Schüttler  

3D Sundflower Mini-Shaker 
 

bioSan, Riga, Lettland 

JK IKA-VIBRAX-VXR IKA®-Werke GmbH & Co. KG; Staufen,  
Deutschland 
 

Reax 2000 Heidolph Instruments, Schwabach,  
Deutschland 
 

RS-VA 10 Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland 
 

Vortex Mixer Lab Dancer VWR International GmbH, Darmstadt,  
Deutschland 
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Sicherheitswerkbank  

HerSafe™KS 12 Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

HerSafe™KS 15 Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

HeraSafe Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

UV-Lampe Thermo Electron LED GmbH,  
Langenselbold, Deutschland 
 

Wasserbad GFL 1002 Gesellschaft für Labortechnik mbH,  
Burgwedel, Deutschland 
 

Wasserbad w6 Medingen Labortechnik, Arnsdorf,  
Deutschland 

Zentrifugen  

Centrifuge 5417C 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5702 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5804 R 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Galaxy Mini und Mini Star VWR International GmbH, Darmstadt,  
Deutschland 
 

MiniSpin® 

 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Sprout Minizentrifuge Biozym Scientific GmbH, Hessisch  
Oldendorf, Deutschland 

 

2.3. Verbrauchsmaterialien 

Produkt Hersteller 

Einmalpipettenspitzen Sur Phob 
SafeSeal-Tips® 

 

Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Einmalpipettenspitzen  SafeSeal® 

professional 
 

Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Elutionsröhrchen 15ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 
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Falcon® 50 ml Tube 
 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

Glasflaschen 200 ml, 500 ml, 1000 ml, 
2000 ml 
 

Schott AG, Mainz, Deutschland 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 
 

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

µ-slides Angiogenesis ibidi Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 
 

Parafilm 
 

Pechniey, Northbrook, Illinois, USA 

PCR-Streifen mit Deckel Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Protein Lobind Reaktionsgefäß, 2ml 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäße Safe Look Tubes 
(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) 
 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Serologische Pipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 
10 ml, 25 ml) 
 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Serologische Pipetten 2 ml 
 
 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Zellkulturgefäße  

CELLSTAR® Zellkultur Multiwell 
Platten, 6-Well 
 

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 

24-Well-Platten Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
 

96-Well Platten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
 

Zellkulturflasche (25 cm2, 75 cm2) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht 
Deutschland 

 

2.4. Chemikalien 

Produkt Hersteller 

5x Puffer für 
Sequenzmarkierungsreaktionen 

Applied Biosystems, Darmstadt, 
Deutschland 

 
Alt-R™ S. p. Cas9 Nuclease Integrated DNA Technologies, Inc., 

Coralville, Iowa, USA 
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Agarose Bio&Sell, Feucht bei Nürnberg, 

Deutschland 
 

Ambion® Nuklease-freies Wasser Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Aqua bidestillata (A. bidest.) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 
USA; Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 
 

Borsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
 

Cryo-SFM; Medium zur 
Kryokonservierung 

PromoCell GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 

DNA Loading Dye (6x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Dulbeccos phosphatgepufferte 
Salzlösung (PBS) 
 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial cell basal medium (ECBM) 
 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial cell growth medium (ECGM) 
supplement pack 
 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Ethanol (70 % vergällt, 99,8 % vergällt, 
99,5 %) 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,  
Deutschland 
 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck Chemicals Darmstadt, 
Deutschland 
 

ExoSAP-IT Affymetrix, Santa Clara, Kalifornien,  
USA 
 

Fetales Kälberserum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

GeneRuler 1kb Plus Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

gibco® 0,05 % Trypsin/EDTA Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

HiDi™ Formamide Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
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Ibidi Mounting Medium Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 

 
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
 

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 
(2x) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Methanol (99,9 %) Merck Chemicals Darmstadt,  
Deutschland 
 

Natriumchlorid (NaCl) Merck Chemicals Darmstadt,  
Deutschland 
 

Oligofectamine™ Reagent 
Transfektionsreagenz 
 

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

OneTaq® DNA Polymerase NewEngland BioLabs, Ipswitch,  
Massachusetts, USA 
 

OneTaq® Standard Reaction Buffer Pack NewEngland BioLabs, Ipswitch,  
Massachusetts, USA 
 

Opti®-MEM reduced serum medium Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

Paraformaldehyd (PFA) 
 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Rekombinantes Protein  

Human FBLN5 (Recombinant GST) LifeSpan Biosciences Inc., Seattle,  
Washington, USA 
 

Recombinant Periostin (POSTN) Cloud-clone Corp., Houston, Texas 
 

RNAseZap® Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

Roti®-C/I Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,  
Deutschland 
 

Tris Base New England Biolabs® Inc., Ipswich,  
Massachusetts, USA 
 

Tris buffered saline (20x) AppliChem GmbH, Darmstadt,  
Deutschland 
 

Tris-EDTA Puffer, pH 8 AppliChem GmbH, Darmstadt,  
Deutschland 
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Triton X-100 Thermo Fisher Scientific, Waltham,  

Massachusetts, USA 
 

Trypanblau Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

2.5. Kits 

Produkt Hersteller 

Big Dye® Terminator v3.1 Cycle  
Sequencing Kit 

Applied Biosystems, Darmstadt,  
Deutschland 

 
Direct-zol™ RNA MiniPrep ZYMO Research Europe, Freiburg,  

Deutschland 
 

Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus ZYMO Research Europe, Freiburg,  
Deutschland 
 

First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

MiSeq® Reagent Kit v2/3 Illumina, San Diego, Kalifornien, USA 
 

peqGold TriFast™ NewEngland BioLabs Inc., Ipswitch,  
Massachusetts, USA 
 

QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K Chip 
Kit v2 

Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
 

TaqMan® Gene Expression Assays 

Assay ID FBLN5: Hs01056636_m1 
Assay ID POSTN: Hs01566734_m1 

 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 

Trizol® Reagent Thermo Fisher Scientific, Waltham,  
Massachusetts, USA 
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2.6. siRNAs und Primer 

Tabelle 2: siRNAs zur Herunterregulation von FBLN5 bzw. POSTN 

siRNA Sequenz (5ʹ-3 ʹ) Hersteller 

Silencer® Select s20608  

(FBLN5) 

F: GAUCUGCAUCAAUACUGAAtt 

R: UUCAGUAUUGAUGCAGAUCtg 

Thermo Fisher Scientific,  

Waltham, Massachusetts, USA 

   
Silencer® Select s20887  

(POSTN) 
F: GCACUUGUAAGAACUGGUAtt 

R: UACCAGUUCUUACAAGUGCtg 

Thermo Fisher Scientific,  

Waltham, Massachusetts, USA 

 

Tabelle 3: Primer für Amplifikation der CRISPR/Cas9 Zielregion im CCM3-Gen 

Exon Bezeichnung Sequenz (5ʹ -3ʹ) Amplikonlänge 

3 Fors-CCM3-

Ex-F1/R 

F1: TGCTTTGTGAAGTAGTACCTAACCAAGGACT 

R: CTTCATAGTACTTCATCACCATTGTTCATTC 

711 bp 

 

Tabelle 4: Primer für qPCR 

Exon Bezeichnung Sequenz (5ʹ -3ʹ) 

4-5 NM_006329 (FBLN5) F: CCCGCCTTCAGTATTGATGC 

R: CCTCTTATATGCCGCTTTGGA 

4-5 NM_001135936 (POSTN) F: GTTGCTCTCCAAACCTCTACG 

R: CGCTATTCTGACGCCTCAA 

3 NM_001002.3 (RPLP0) F: TCGACAATGGCAGCATCTAC 

R: ATCCGTCTCCACAGACAAGG 

 

2.7. Fluoreszenzfarbstoff 

Farbstoff Hersteller 

Phalloidin-iFluor 488 
ab176753 

Abcam plc.; Cambridge United Kingdom 
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2.8. Softwareprogramme 

Softwareprogramm  Hersteller 

GraphPad Prism 8 
 

GraphPad Software, La Jolla, 

Kalifornien, USA 

ImageJ 1.52  https://imagej.nih.gov/ij/ 

ImageLab 5.1  Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

SeqPilot Software  JSI medical systems GmbH, Ettenheim, 

Deutschland 

 

2.9. Online-Datenbanken und-Programme 

Datenbank oder Programm Link oder Hersteller; Zugriffsdatum 

GeneCards® Human 

Gene Database 

FBLN5:  

https://www.genecards.org/cgi-bin/ 
carddisp.pl?gene=FBLN5&keywords=fbln5; 
03/2019 
 
POSTN:  

https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=POSTN&keywords=
postn; 03/2019 
 

Kegg Pathway Database TGF-β:  

https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway? 
scale=1.0&map=map04350&keyword=tgf; 
03/2019 
 
VEGF:  

https://www.kegg.jp/kegg-bin/ 
highlight_pathway?scale=1.0&map=map0 
4370&keyword=vegf; 03/2019 
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Integrin: 

https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway? 
scale=1.0&map=map04512&keyword=inte
grin; 03/2019 
 
https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway? 
scale=1.0&map=map04510&keyword=inte
grin; 03/2019 
 

Pubmed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
04/2018-07/2020 
 

QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud 

Software 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA; 04/2018-05/2019 

 
The Human Protein Atlas 18.1 FBLN5: 

http://www.proteinatlas.org/ENSG0000014 
0092-FBLN5/tissue; 03/2019 

POSTN: 

http://www.proteinatlas.org/ENSG0000013 
3110-POSTN/tissue; 03/2019 
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3. Methoden 

3.1. Zellbiologische Verfahren 

3.1.1. Kultivierung von immortalisierten Endothelzellen 

Die CI-huVE-Zellen wurden bei 37 °C und 5 %-igem CO2-Gehalt in Endothelial cell 

growth medium (ECGM) mit 10 % fetalem Kälberserum (FBS) als adhärente 

Zellschicht kultiviert. Das ECGM wurde nach Herstellerangaben aus Endothelial cell 

basal medium und Endothelial cell growth supplements (Epidermal Growth Factor, 

Basic Fibroblast Growth Factor, Heparin, Hydrocortisone) zusammengesetzt. Je nach 

Wachstum wurden die Zellen in einem regelmäßigen Abstand von zwei bis drei Tagen 

subkultiviert. Nach der Abnahme des alten Mediums wurden die Zellen zunächst 

zweimal mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, ohne Zusatz von Calcium und 

Magnesium) gewaschen und anschließend mit einer 0,05 %-igen Trypsin/EDTA-

Lösung behandelt. Nach dem Ablösen der Zellen wurde die Reaktion mit Medium 

abgestoppt und die Zellen für 3,5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

dekantiert, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und das Zellgemisch in ein 

neues Kulturgefäß überführt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauer-

Zählkammer und einer Trypanblau-Vitalfärbung.  

 

3.1.2. Generierung von CCM3-/- Zelllinien 

Für die Generierung einer CCM3-/- Zelllinie aus CI-huVEC, wurden die Zellen zunächst 

mit einem CRISPR/Cas9-Ribonukleoprotein-Komplex aus S. p. Cas9, tracrRNA und 

crRNA gegen Exon 3 des CCM3-Gens transfiziert (Schwefel et al. 2019). Die 

anschließende Zellvereinzelung erfolgte bezugnehmend auf das von Maldonado und 

Kollegen beschriebene Protokoll über eine serielle Verdünnung auf einer 

Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen (Maldonado & Meléndez-Zajgla 2007). Die 

einzelnen Vertiefungen wurden nach im Wachstum befindlichen klonal expandierten 

Zellen untersucht und das Medium regelmäßig erneuert. Nach Erreichen einer 

Mindestkonfluenz von 80 % wurden die Zellen auf das nächsthöhere Format 
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passagiert. So wurden die klonalen Zelllinien weitergeführt, mittels Sanger-

Sequenzierung (siehe 3.2.7.) analysiert und kryokonserviert. 

 

3.1.3. Transfektion von siRNA 

Eine Transfektion beschreibt das Einbringen von Fremd-DNA oder -RNA in eukaryo-

tische Zellen. Anhand vorheriger Experimente wurden die Transfektionsbedingungen 

optimiert und alle nachfolgenden Versuche unter diesen Bedingungen standardisiert 

durchgeführt. Die Transfektion erfolgte 24 Stunden nach Aussaat der Zellen auf 24-, 

bzw. 6-Multititerplatten bei einer Konfluenz zwischen 70 und 85 %. Es wurden 10 nM 

der small interferring RNA (siRNA) gegen FBLN5 bzw. POSTN mittels Oligofectamine 

in die Zellen gebracht. Eine gleichartige nichtbindende siRNA wurde als Negativ-

kontrolle eingesetzt.  

Für die Durchführung auf einer Zellkulturplatte mit 24 bzw. 6 Vertiefungen wurden 2 µl 

bzw. 8 µl Oligofectamine mit 8 µl bzw. 17 µl Opti-MEM gemischt und für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. In einem gesonderten Ansatz wurden die siRNAs mit Opti-

MEM gemischt und ebenfalls für 5 Minuten inkubiert, sodass ein Volumen von 40 µl 

für das Format mit 24 Vertiefungen bzw. 175 µl für das Format mit 6 Vertiefungen 

erreicht wurde. Anschließend wurden beide Ansätze miteinander vermischt und für 15 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde das auf den Zellen 

befindliche Medium abgenommen und gegen 0,3 ml Opti-MEM im Format mit 24 

Vertiefungen bzw. 1,3 ml Opti-MEM im Format mit 6 Vertiefungen ausgetauscht. 

Nachfolgend wurde das Transfektionsreagenz hinzugegeben. Nach 4 Stunden wurde 

das gesamte Gemisch abgenommen und 2 ml frisches ECGM mit 10 % FBS hinzu-

gegeben. Das anschließende Vorgehen unterschied sich für den Ansatz der Herunter-

regulation von FBLN5 bzw. POSTN. 

Im Rahmen der Doppeltransfektion, die mit der siRNA s20608 gegen FBLN5 durch-

geführt wurde, erfolgte 24 Stunden nach der ersten Transfektion eine erneute Aussaat 

der Zellen. 48 Stunden nach der ersten Transfektion wurden die Zellen nochmals, wie 

bereits beschrieben, transfiziert. 24 Stunden nach der Doppeltransfektion gegen 

FLBN5 wurden die Zellen mit 0,05 %-igem Trypsin/EDTA-Gemisch abgelöst und 
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ebenfalls für die Tube Formation (siehe 3.1.4.) und Immunfluoreszenz (siehe 3.2.5.) 

ausgesät. Auch hier wurden die restlichen Zellen in Trizol aufgenommen. 

Die Zellen wurden 48 Stunden nach siRNA (s20887)-Transfektion gegen POSTN mit 

0,05 %-igem Trypsin/EDTA-Gemisch abgelöst und anschließend für den Tube 

Formation Assay (siehe 3.1.4.) und die Immunfluoreszenz (siehe 3.2.5.) ausgesät. Die 

restlichen Zellen wurden zur Bestätigung der Herunterregulation auf RNA-Ebene in 

Trizol geerntet.  

 

3.1.4. Tube Formation Assay 

Durch Ponce (2009) konnte gezeigt werden, dass der Tube Formation Assay eine 

geeignete Variante zur Untersuchung der Angiogenese von Endothelzellen darstellt. 

Für die in vitro Untersuchung wurden die CI-huVECs in Kulturmedium auf einer Mikro-

titerplatte mit 96 Vertiefungen oder Angiogenesis slides von ibidi®, welche zuvor mit 

viskösem Matrigel beschichtet wurden, ausgesät. Es wurden 1,7 µl Matrigel pro mm2 

Fläche aufgetragen und die Angiogenesis slides bzw. Zellkulturplatten für mindestens 

30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 20.000 Zellen je Vertiefung 

benötigt. Lediglich bei der Tube Formation im Rahmen der Herunterregulation von 

FBLN5 wurden 30.000 Zellen aufgetragen, da sich bei einer geringeren Zellzahl keine 

Netze ausbildeten. Die gebildeten Netze wurden in allen Konditionen händisch 

ausgezählt und aus den technischen Triplikaten anschließend das arithmetische Mittel 

bestimmt. 

 

3.1.5. Untersuchung des Einflusses von rekombinantem FBLN5 und POSTN 

Zur Überprüfung der Hypothese, dass die Hinzugabe von rekombinantem Protein das 

angiogenetische Verhalten oder das zellmorphologische Bild der CCM3-/- CI-huVECs 

beeinflusst, wurden zwei unterschiedliche Methoden angewandt. 

Zum einen wurde der unter 3.1.4. beschriebene Tube Formation Assay angewandt. 

Die hierzu benötigte Proteinkonzentration wurde in das Kulturmedium supplementiert 

und die Zellen anschließend darin resuspendiert. Für die Behandlung der Zellen mit 

rekombinantem FBLN5 wurde eine Konzentration von 30 µg/ml auf einer Platte mit 96 
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Vertiefungen eingesetzt. Die Behandlung mit rekombinantem POSTN wurde ebenfalls 

auf einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen durchgeführt, allerdings in den ver-

schiedenen Konzentrationen 0,5 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml. 

Im zweiten Ansatz wurde die Veränderung der Zellmorphologie untersucht. Hierzu 

wurden 20.000 Zellen auf einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen ausgesät. Die 

Resuspension der Zellen erfolgte auch hier in Kulturmedium mit den bereits genannten 

Proteinkonzentrationen. Nach 48 Stunden im Wachstum wurden die Zellen für spätere 

Immunfluoreszenzfärbungen mit 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. 

 

3.1.6. Trypsinierung im Zeitverlauf 

Das 0,05 %-ige Trypsin/EDTA-Gemisch löste die Zellen aus ihrer adhärenten Zell-

schicht und somit auch aus ihrer sie umgebenden EZM. Damit ein Effekt des 

Zeitpunktes der Trypsinierung auf das mRNA-Expressionslevel der beiden Gene 

FBLN5 und POSTN ausgeschlossen werden konnte, wurden 200.000 genetisch 

unveränderte CI-huVE-Zellen auf einer Multititerplatte mit 6 Vertiefungen ausgesät. 

Zum Zeitpunkt 0 Stunden wurden ebenfalls 200.000 Zellen als Kontrolle ohne erneute 

Aussaat direkt in Trizol geerntet. Die Zellen wurden im Zeitverlauf 6 Stunden, 24 

Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden und 96 Stunden nach Aussaat direkt aus der 

jeweiligen Vertiefung in Trizol geerntet. Ohne das vorherige Ablösen durch die 

0,05 %-ige Trypsin/EDTA-Lösung der Zellen wurde ein erneutes Zerstören der EZM 

und ihrer Bestandteile verhindert. Die anschließende Messung der mRNA-Expression 

dieser beiden Gene erfolgte mittels qPCR.  

 

3.2. Molekularbiologische Methoden 

3.2.1. Präparative RNA-Isolation 

Zunächst erfolgte eine Zugabe von 200 µl Chloroform zu den in Trizol (800 µl) 

geernteten Proben und eine anschließende Zentrifugation für 15 Minuten bei 12.000 g. 

Dabei bildeten sich drei Phasen heraus. Für die RNA-Isolation wurde die obere klare 

Flüssigkeitsphase verwendet. Es wurden sowohl das Direct-zol™ RNA MiniPrep-Kit als 

auch das Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus-Kit genutzt und nach Herstellerangaben 
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verfahren. Es wurden 30 µl Nuklease-freies Wasser zum Eluieren der RNA eingesetzt, 

um eine höhere RNA-Konzentration zu erreichen. Die Konzentrationsmessung der 

RNA und die Messung der Absorptionsquotienten (260 nm/280 nm und 

260 nm/230 nm) erfolgten mittels Nanophotometer. Hierbei wurde ein Verhältnis von 

≥ 1,8 angestrebt. Abschließend wurde die RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt, um 

eine Degradation oder DNA-Kontamination ausschließen zu können. 

 

3.2.2. cDNA-Synthese 

Verwendet wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific. 

Als Template für die cDNA-Synthese dienten mindestens 250 ng RNA. Das Reaktions-

volumen wurde mit DNase/RNase-freiem Wasser auf 10 µl aufgefüllt und an-

schließend 1 µl eines unspezifischen Hexamerprimers hinzugegeben. Das Gemisch 

wurde für 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und danach direkt auf Eis gebracht. 

Nachfolgend wurden 4 µl 5x Reaktionspuffer, 2 µl 10 mM Desoxyribonukleosidtri-

phosphate, 2 µl M-MuLV Reverse Transkriptase und 1 µl RiboLock RNase Inhibitor 

zugegeben, sodass ein Gesamtreaktionsvolumen von 20 µl entstand. Dieses Gemisch 

wurde anschließend für 5 Minuten bei 25 °C, für 60 Minuten bei 37 °C und für 5 

Minuten bei 70 °C inkubiert.  

 

3.2.3. Digitale Polymerasekettenreaktion zum Nachweis der Herunterregulation 

von FBLN5 und POSTN 

Die digitale Polymerasekettenreaktion (dPCR) ist eine Variante der PCR, die eine 

absolute Quantifizierung der Ziel-DNA ermöglicht. Die Amplifikation erfolgt auf der 

Grundlage vereinzelter DNA-Moleküle. Es wurde eine finale cDNA-Konzentration von 

1,25 ng/µl in einem Gesamtvolumen von 1,8 µl für die Untersuchung von FBLN5 und 

eine Konzentration von 2,5 ng/µl in einem Gesamtvolumen von 3,6 µl für die Unter-

suchung von POSTN eingesetzt. Hinzu kamen 9 µl Digital PCR MasterMix und jeweils 

0,9 µl FAM™ bzw. VIC™ Sonden. Zum Schluss wurde das Gemisch durch Nuklease-

freies Wasser auf ein Volumen von 18 µl ergänzt. Die Chips zur Untersuchung wurden 

nach Herstellerangaben beladen und die anschließende PCR erfolgte nach dem in 

Tabelle 5 dargestellten Programm. Die sequenzspezifischen TaqMan Sonden für die 
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zu untersuchenden Gene FBLN5 bzw. POSTN und das Referenzgen TBP (TATA-box 

binding Protein), waren mit Fluorophoren, FAM™ respektive VIC™ markiert. Die 

Freisetzung des fluoreszierenden Farbstoffes der jeweiligen Sonde bei der PCR-

Reaktion führt zu einem Fluoreszenzsignal, welches proportional zur Menge des 

synthetisierten Amplikons ist. Die Auswertung und Visualisierung der erhobenen Werte 

erfolgte mittels des QuantStudio™ 3D Digital PCR Systems und der QuantStudio™ 

3D AnalysisSuite Cloud Software von ThermoFisher Scientific. Um die Expression des 

ausgewählten Gens bestimmen zu können, wurde die Kopienanzahl pro Mikroliter von 

FAM, welches das Zielgen markiert hat, durch die Kopienanzahl von VIC, welches das 

Referenzgen markiert hat, dividiert. Die relative Expression wurde anschließend im 

Vergleich zur Kontrollkondition ermittelt.  

Tabelle 5: PCR-Programm zur Amplifikation von FBLN5 bzw. POSTN 

Prozess Temp.  Zeit in s  Zyklus-Anzahl 

Initiale Denaturierung 96 °C 600  

Primer-Annealing und Extension 

Denaturierung 

60 °C 

98 °C 

120 

30 

 
39 

Finale Extension 60 °C 120  

Pause 10 °C   

 

3.2.4. Quantitative Real-Time PCR zum Nachweis der Herunterregulation von 

FBLN5 und POSTN 

Die quantitative Real Time PCR (qPCR) beruht ebenfalls auf dem Prinzip der Poly-

merasekettenreaktion und ermöglicht eine Quantifizierung der umgeschriebenen RNA. 

Während eines PCR-Zyklus wird durch die Messung eines Fluoreszenzsignals die 

Quantifizierung realisiert. Die Fluoreszenzintensität wächst proportional mit der Menge 

der PCR-Produkte. Verwendet wurden sowohl der Forget-me-not™  als auch der 

Maxima SYBR Green Master Mix. Es wurde ein Gesamtreaktionsvolumen von 10 µl 

eingesetzt. Dieses setzte sich aus 1,5 µl H2O, 0,5 µl Vorwärts- und 0,5 µl 

Rückwärtsprimer, mit einer Konzentration von je 10 µM, und 5 µl des Master Mixes 

zusammen. Die cDNA wurde auf eine Konzentration von 0,4 ng/µl verdünnt und 

anschließend 2,5 µl zu dem oben genannten Gemisch hinzugegeben. Die Zielgene 

FBLN5 und POSTN wurden mit dem Housekeeping-Gen RPLP0 verglichen. Hierzu 
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wurden für alle Gene Primer der Firma Integrated DNA Technologies (IDT) verwendet. 

Die Proben wurden auf Eis pipettiert, anschließend zentrifugiert und im LightCycler 

480 amplifiziert (Tabelle 6). Für die Auswertung wurde die 2-ΔΔCt-Methode angewandt 

(Rao et al. 2013). Diese Methode verwendet die Zahl des Schwellenzyklus (threshold 

cycle; Ct), welche durch die qPCR generiert wird. Anhand dessen kann das relative 

Genexpressionslevel verschiedener Konditionen bestimmt werden. Für jedes Replikat 

wird die Differenz des Schwellenzyklus des Zielgens FBLN5 bzw. POSTN und des 

Referenzgens RPLP0 gebildet. Anschließend wurde die ermittelte Differenz des Ziel-

gens mit der der Kontrolle subtrahiert, um auf die jeweilige Kontrolle zu normalisieren.  

ΔCt= Ct (Zielgen) – Ct (Referenzgen) 

ΔΔCt = ΔCt (Zielkondition) – ΔCt (Kontrollkondition) 

Nachfolgend wurde der Potenzwert mit dem negativen ΔΔCt-Wert als Exponent zur 

Basis 2 ermittelt, welche die relative Expression widerspiegelt. Zum Schluss wurde aus 

den biologischen Replikaten den Mittelwert gebildet.  

 

Tabelle 6: PCR-Programm zur Amplifikation der Zielgene POSTN bzw. FBLN5 und des House-

keeping-Gens RPLP0. Die Zielgene wurden bei 58 °C und das Housekeeping-Gen bei 60 °C inkubiert. 

Prozess Temp.  Zeit in s  Zyklus-Anzahl 

Initiale Denaturierung 95 °C 120 1 

Denaturierung 95 °C 5  

Primer-Annealing  58/ 60 °C 10 50 

Extension 72 °C 15  

Kühlung 40 °C 10 1 

 

3.2.5. Immunfluoreszenz 

Die Immunfluoreszenz wurde nach Standardprotokoll der Arbeitsgruppe mit einer 

Zellzahl von 20.000 Zellen je Vertiefung und einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen 

durchgeführt. Im Anschluss an die Fixierung der Zellen in 4 %-igem PFA für 10 Minuten 

bei Raumtemperatur folgte nach zweimaligem Waschen mit PBS die Permeabilisier-

ung zur Markierung intrazellulärer Epitope mit 100 µl PBS versetzt mit 0,1 % 

Triton X-100. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden 
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die Zellen mit 2 %-igen normalen Ziegenserum versetzten PBS (Blockierlösung) 

zunächst gewaschen und dann für 60 Minuten darin blockiert. Anschließend wurden 

die Zellen erneut zweimal mit dieser Blockierlösung gewaschen. Das Anfärben des 

Aktinzytoskeletts wurde mit Phalloidin realisiert, welches unmittelbar an Fluorophor 

gekoppelt war. Es wurden je Vertiefung 30 µl Phalloidin-iFluor 488 mit einer 1:1000 

Verdünnung auf die Zellen gegeben. Danach folgte eine einstündige Inkubation 

abgedunkelt bei Raumtemperatur. Vor der Zellkernfärbung mit 4ʹ,6-Diamidino-2-

phenylindol (DAPI) wurden die Zellen zweimal mit Blockierlösung gewaschen. Für das 

Anfärben der Zellkerne wurden 30 µl DAPI mit einer Konzentration von 0,1 µg/ml für 

15 Minuten hinzugegeben. Bevor ibidi Mounting Medium zugegeben wurde, folgte zum 

Schluss ein zweimaliger Waschschritt mit der Blockierlösung. Die Bilder wurden mit 

dem Evos Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.  

 

3.2.6. Polymerasekettenreaktion der genomischen Zielregion 

Um die genomische Zielregion des CCM3-Gens, die durch die CRISPR/Cas9-

Editierung verändert wurde, zu amplifizieren, wurden die Reagenzien auf Eis pipettiert, 

im Thermocycler inkubiert und zur Überprüfung auf Spezifität gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 7 aufegführt. 

Tabelle 7: PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation der Zielregionen mittels OneTaq®-
Polymerase. 

Reagenz Menge in µl PCR Programm Temp.  Zeit in s 

OneTaq 5X Standard Reaction Buffer 5,0 Initiale Denaturierung 94 °C 240 

dNTPs (10 mM) 0,5 Denaturierung 94 °C 20 

10 µM Primer Vorwärts 0,5 Annealing 63 °C 45 

10 µM Primer Rückwärts 0,5 Extension 68 °C 60 

ddH2O 14,3 Finale Extension 68 °C 300 

OneTaq Polymerase (5 U/µl) 0,2 Pause 4 °C  

DNA (2-30 ng/µl) 4    

                                                                             35 Zyklen Denaturierung, Annealing und Extension 
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3.2.7. Sanger-Sequenzierung 

Für die Sequenzierung nach Sanger wurden die PCR-Proben zunächst mit ExoSAP-IT 

gereinigt. Hierfür wurden 0,75 µl ExoSAP-IT mit 3,25 µl ddH2O und 1 µl des PCR-

Produkts gemischt und für 20 Minuten bei 37 °C, für weitere 15 Minuten bei 80 °C 

inkubiert und anschließend auf 4 °C abgekühlt.  

Die anschließende Sequenzmarkierung erfolgte mittels BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequenzing Kit. Zu dem gereinigten PCR-Produkt wurden die in Tabelle 8 aufge-

führten Reagenzien hinzugegeben und durchmischt.  

 

Tabelle 8: Reaktionsansatz für die Markierung einer Probe zur Sanger-Sequenzierung und PCR-
Programm. 

Reagenz Menge in µl PCR Programm Temp. Zeit in s 

10 µM Primer Rückwärts 0,5 Initiale Denaturierung 96 °C 60 

5x Puffer 1,5 Denaturierung 96 °C 10 

ddH2O 1,5 Annealing 50 °C 5 

Sequenzmix (BigDye) 1,0 Extension 60 °C 90 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,5 Pause 12 °C  

Gereinigtes PCR-Produkt 5,0    

             32 Zyklen Denaturierung, Annealing und Extension 

 

Im Anschluss an die Markierungsreaktion wurden je 1 µl 3M Natriumacetat und 25 µl 

100 %-iger Ethanol zu den Proben gegeben. Die Reagenzien wurden gemischt und 

für 20 Minuten bei 4 °C und 2250 g zentrifugiert. Hinterher wurde der flüssige Über-

stand dekantiert. Es folgte ein Waschschritt mit 100 µl 70 %-igem Ethanol und eine 

erneute Zentrifugation. Nach dem Entfernen des Ethanols wurden die Proben auf einer 

Heizplatte bei 37 °C bis zum vollständigen Verdunsten des restlichen Ethanols inku-

biert. Durch die Hinzugabe von 20 µl HiDi-Formamid zu jeder Probe, wurden diese 

gelöst und für mindestens 15 Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Zum 

Schluss wurden die Proben nochmals gut durchmischt und auf einem ABI3130xl 

Sequenziergerät analysiert. Mittels SeqPilot-Software erfolgte die Auswertung der Se-

quenzen.  
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3.2.8. Analyse der Transkriptome von CCM3-/- CI-huVEC 

Zunächst erfolgte eine präparative RNA-Isolation, wie es unter 3.2.1. beschrieben 

wurde. Die Integrität der RNA-Proben wurden mittels Agilent RNA 6000 Nano Kit 

(Agilent, Santa Clara, USA) auf einem 2100 Bioanalyzer überprüft. Nachfolgend 

wurden die RNA-Konzentrationen mit dem Qubit RNA HS Assay Kit (Q32852, Thermo 

Fisher Scientific) an einem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Die 

gesamte Transkriptomanalyse wurde in Kooperation mit dem Helmholtz Zentrum 

München durchgeführt. Transkripte, die einen |log2FC| > 2 und padj < 0,05 hatten, 

galten als stark regulierte Gene. Hierbei fielen besonders FBLN5 und POSTN auf. 

 

3.3. Statistische Auswertung 

Die in den verschiedenen Experimenten ausgewerteten Daten wurden hinsichtlich 

ihrer statistischen Signifikanz analysiert. Ein Vergleich zwischen einer behandelten 

Kondition und der Kontrollkondition wurde durch einen Zweistichproben-t-Test herge-

stellt. Um mehr als zwei Konditionen miteinander zu vergleichen, wurde eine Varianz-

analyse (ANOVA, analysis of variance) der arithmetischen Mittelwerte durchgeführt.  

Alle Daten sind, sofern nicht explizit angegeben, als arithmetisches Mittel und mit Stan-

dardabweichung (SD) dargestellt. Statistisch signifikant waren p-Werte < 0,05, die mit 

einem * in den jeweiligen Abbildungen vermerkt wurden. Mit ** wurden hoch 

signifikante p-Werte < 0,01 und höchst signifikante p-Werte < 0,001 wurden mit *** 

gekennzeichnet. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Veränderte Zellmorphologie nach Verlust von CCM3 in CI-huVECs 

Der Phänotyp von CCM3-/- Endothelzellen wurde mit dem der CCM3+/+ Kontrollzellen 

im Wachstum unter Standardkulturbedingungen verglichen. Im Zeitraum von 24 

Stunden bis 72 Stunden zeigten die CCM3-/- Zellen im Gegensatz zu den CCM3+/+ 

Zellen deutliche zellmorphologische Veränderungen. Die CCM3-/- Zellen wirkten unter 

adhärenten Kulturbedingungen kleiner und kompakter als die Kontrollzellen und 

zeigten im Zeitverlauf unterschiedliche Wachstumsmuster. Nach 24 Stunden bildeten 

die CCM3-/- Endothelzellen mehrere kleine und kurze Ausläufer, welche sich sternartig 

und konzentrisch um die Zellleiber orientierten (Abbildung 4 A). Außerdem zeigte sich 

24 Stunden nach Aussaat eine Zusammenlagerung mehrerer Zellen zu Zellgruppen. 

Im Randbereich dieser Gruppen bildeten die dort gelegenen Zellen, ähnlich den 

Kontrollzellen, zwei lange sich an den Polen gegenüberliegenden Zellausläufer. Mit 

zunehmender Konfluenz waren nur noch vereinzelt Zellen mit konzentrischen kurzen 

Fortsätzen zu sehen und die Zahl kleiner Zellen mit spindeliger Morphologie nahm zu 

(Abbildung 4 A). Dadurch entstand insgesamt ein geordnetes Wuchsmuster, das nach 

72 Stunden an die pflastersteinartige Zellmorphologie der Kontrollzellen erinnerte.  

Die Kontrollzellen hingegen zeigten unabhängig der Zellkonfluenz keine wesentlichen 

zellmorphologischen Veränderungen. Sie zeichneten sich durch eine spindelige 

Morphologie mit an gegenüberliegenden Polen orientierten, elongierten Zellausläufern 

aus (Abbildung 4 B). Die Zellen lagerten sich weder zu Gruppen zusammen noch 

bildeten sie ein anderes erkennbares geordnetes Wuchsmuster. 72 Stunden nach 

Aussaat war ein Übereinanderwachsen von Zellen zu sehen. Das pflastersteinartige 

Wachstumsmuster war nur noch vereinzelt zu erkennen. Das Zellbild war insgesamt 

eher ungeordnet.  

Zusätzlich fiel zwischen den beiden Konditionen ein Unterschied der Zellkonfluenz auf. 

Die CCM3-/- Endothelzellen wiesen nach 48 Stunden eine höhere Konfluenz auf als 

die Kontrollkondition. Nach 72 Stunden konnte dieser Unterschied nicht mehr eindeutig 

beobachtet werden. Allerdings waren in der Kontrollkondition, im Vergleich zu den 

CCM3-defizienten Endothelzellen, im Zeitverlauf vermehrt abgestorbene Zellen im 

Medium zu finden.  
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Abbildung 4: Morphologie der CCM3-/- CI-huVECs und CCM3+/+ im Zeitverlauf nach Aussaat. Hell-

feldaufnahmen 24, 48 und 72 Stunden nach Aussaat. A Morphologie der CCM3-/- Endothelzellen in 

Übersichtsaufnahme und in gleicher digitaler Vergrößerung. Weiße Pfeilspitzen: sternartige, konzen-

trisch um die Zellleiber geordnete Fortsätze. B CCM3+/+ in Übersichtsaufnahme und in gleicher digitaler 

Vergrößerung. Schwarze Pfeile: Zellausläufer an gegenüberliegenden Polen (Maßstab: 400 µm). 

 

4.2. Verringerte Stabilität gefäßähnlicher Strukturen nach Verlust von CCM3 in 

CI-huVECs 

Es wurden 10.000, 15.000, und 20.000 Zellen für den Tube Formation Assay ausgesät 

(Abbildung 5 A). Nach 6 Stunden bildeten die CCM3-/- Endothelzellen im Vergleich zu 

den CCM3+/+ Zellen unabhängig der Zellzahl, mehr Netze aus (Abbildung 5 A, B). Die 

Mittelwerte der durch CCM3-/- Zellen gebildeten Netze lag zwischen 54 und 58, die 

Mittelwerte der CCM3+/+ Zellen lagen zwischen 37 und 44. Für eine Zellzahl von 15.000 

pro Vertiefung war das Ergebnis statistisch signifikant (Abbildung 5 B; *, p= 0,037). 

Nach 20 Stunden war der Großteil der Netze zerfallen. In den CCM3-/- Endothelzellen 

waren im Mittel noch 4 bis 5 Netze ausgebildet, während sich die Mittelwerte der 

Kontrollkondition bei 10 bis 11 befanden. Die Differenz zwischen den beiden 

Konditionen für 20.000 Zellen war statistisch signifikant (Abbildung 5 B; * p= 0,022). 

Hieraus ließ sich schlussfolgern, dass der Genotyp einen signifikanten Effekt auf die 

Stabilität der gebildeten Netze im Zeitverlauf hat. 
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Unabhängig der Zellzahl war ein gesteigerter prozentualer Zerfall bei den CCM3-/- 

Zellen sichtbar (Abbildung 5 C). Der relative Zerfall lag im Mittel zwischen 90,5 % und 

92,7 %. In den CCM3+/+ wurde im Mittel ein prozentualer Zerfall von 73,8 % bis 76,8 % 

beobachtet. Die Zellfallsrate war für 20.000 Zellen statistisch signifikant (Abbil-

dung 5 C; *, p= 0,044). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden für die folgenden Tube 

Formation Assays 20.000 Zellen pro Vertiefung verwendet. 

 

Abbildung 5: Verringerte Netzstabilität nach Verlust von CCM3 in CI-huVECs (n=3). A Hellfeldauf-

nahmen der Tube Formation für 10.000, 15.000 und 20.000 Zellen beider Konditionen nach 6 und 20 

Stunden; B Grafik: Anzahl gebildeter Netze beider Konditionen nach 6 und 20 Stunden für die drei 

Zellzahlen; C Grafik: relativer Zerfall der Netze prozentual zum Ausgangswert. (*, p< 0,05) 
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4.3. Verringerte Expression von FBLN5 bzw. POSTN in CCM3-/- CI-huVECs 

Auf Grundlage der veränderten Morphologie und der funktionellen Unterschiede 

zwischen CCM3+/+ und CCM3-/- Zellen wurde in der Greifswalder Arbeitsgruppe eine 

Transkriptomanalyse durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass in CCM3-/- Endothelzellen 

insgesamt 569 Gene dereguliert waren. Die am stärksten regulierten Gene im 

gesamten Transkriptom waren FBLN5 und POSTN. Durch sie werden Proteine kodiert, 

die in der EZM lokalisiert sind. Sie zählen zu der Gruppe der matrizellulären Proteine, 

sind an diversen biologischen Prozessen beteiligt, jedoch nicht strukturbildend 

(Bornstein 2000; Gonzalez-Gonzalez & Alonso 2018).  

Die Feststellungen der regulierten Gene FBLN5 und POSTN wurden anschließend 

mittels einer qPCR validiert. Die relative FBLN5-Expression lag in CCM3-/- bei 

3,56 x 10-5 und die relative POSTN-Expression bei 1,58 x 10-7 (Abbildung 6).  

 

Abbildung 6: Relative mRNA-Expression von FBLN5 bzw. POSTN in CCM3+/+ und CCM3-/- 

CI-huVECs (***, p< 0,001). 

 

4.4. Funktionelle Folgen der akuten Herunterregulation von FBLN5 und 

POSTN 

4.4.1. Inhibitorischer Effekt auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen nach 

akuter Herunterregulation von FBLN5 

Es wurde eine Transfektion mit der zuvor etablierten siRNA s20608 durchgeführt 

(siehe 8.2.), um die funktionellen Auswirkungen der akuten Herunterregulation von 

FBLN5 in Endothelzellen beurteilen zu können. Dabei wurde ein festes zeitliches 
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Schema beachtet (Abbildung 7 A). Nach Durchführung der Doppeltransfektion konnte 

mittels qPCR eine Herunterregulation der relativen FBLN5-Genexpression auf 8 % des 

ursprünglichen Expressionslevels gemessen werden (Abbildung 7 B).  

Anschließend wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Zellmorphologie untersucht, da die 

CCM3-/- Zellen im Vergleich zu den CCM3+/+ Kontrollzellen sowohl deutliche 

morphologische Unterschiede als auch eine veränderte Organisation des Aktinzyto-

skeletts aufweisen. Abbildung 7 C zeigt sowohl die Wachstumsmorphologie in einer 

Hellfeldaufnahme nach 24 Stunden als auch das angefärbte Aktinzytoskelett in den 

CI-huVECs nach akuter Herunterregulation von FBLN5. Im Vergleich zur Kontrollkon-

dition konnte weder eine Veränderung im Wachstum noch eine abweichende 

Zellkonfluenz beobachtet werden. Durch das Anfärben des Aktinzytoskeletts beider 

Konditionen wurde das filamentöse Aktin, welches der Polarität der Zelle folgte, 

sichtbar. Auch hier war kein Unterschied zwischen den beiden Konditionen zu 

erkennen (Abbildung 7 C). 

Im Tube Formation Assay bildeten sich nach 6 Stunden in der mit siRNA gegen FBLN5 

behandelten Kondition weniger Netze aus als in der Kontrollkondition. In der be-

handelten Kondition lag der Mittelwert bei 52 Netzen, während in der Kontrolle im Mittel 

65 Netze ausgebildet waren. Nach 20 Stunden war in beiden Konditionen eine 

erhebliche Abnahme der Netze zu verzeichnen. Die mit siRNA gegen FBLN5 behan-

delten Zellen hatten zu diesem Zeitpunkt noch 7 Netze und die Kontrollzellen noch 

16 Netze ausgebildet. Dieser Unterschied zwischen beiden Konditionen war statistisch 

höchst signifikant (***, p= 0,0005). Die Kondition mit einem verringerten FBLN5-

Genexpressionslevel wies einen relativen Zerfall von 85,1 % auf. In der Kontroll-

kondition zerfielen im selben Zeitraum im Mittel nur 74,7 % der zu Beginn ausge-

bildeten Netze. Dieses Ergebnis war ebenfalls statistisch signifikant (Abbildung 7 D; 

* p= 0,014).  

Zusammenfassend zeigte die akute Herunterregulation von FBLN5 eine signifikant 

verringerte Ausbildung von Netzen nach sowohl 6 Stunden als auch nach 20 Stunden. 

Folglich lässt sich ein negativer Effekt auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen 

der CI-huVECs mit verminderter FBLN5-Genexpression schlussfolgern. Zusätzlich 

war auch die Stabilität der Netze im Zeitverlauf eingeschränkt.  



Ergebnisse 
 

 

 
 

40 

 

Abbildung 7: Inhibitorischer Effekt auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen durch akut 

verminderte FBLN5-Genexpression. A Zeitliche Vorgehensweise; B Validierung der Herunterregu-

lation von FBLN5 mittels qPCR (n=4); C Hellfeldaufnahme (Maßstab 400 µm), Darstellung des Aktin-

zytoskeletts mittels Phalloidin und der Zellkerne mittels DAPI nach 24 Stunden (Maßstab 50 µm); D 

Hellfeldaufnahmen Tube Formation Assays nach 6 und 20 Stunden (Maßstab 400 µm). Grafik gebildeter 

Netze zu den zwei Zeitpunkten; relativer Zerfall der Netze im Zeitverlauf (n=5). 

 

4.4.2. Inhibitorischer Effekt auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen nach 

akuter Herunterregulation von POSTN 

Die Untersuchung der Auswirkung der akuten Herunterregulation von POSTN auf die 

angiogenetischen Eigenschaften der Zellen erfolgte wie im Schema von Abbildung 8 A 

beschrieben. Zur Durchführung wurden zwei Zellkonzentrationen und die zuvor 

etablierte siRNA s20887 verwendet (siehe 8.2.). Mittels qPCR wurde eine höchst 

signifikante Reduktion der relativen POSTN-Expression auf 27,4 % des ursprünglichen 

Expressionslevels festgestellt (Abbildung 8 B). Nach einer Inkubationszeit von 24 

Stunden konnte in der Hellfeldaufnahme kein Unterschied zwischen der mit siRNA 

gegen POSTN behandelten Kondition und der Kontrollkondition festgestellt werden. 
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Im Vergleich war weder ein Unterschied in der Morphologie noch in der Zellkonfluenz 

erkennbar. Das mittels Phalloidin angefärbte Aktinzytoskelett zeigte in beiden 

Konditionen ebenfalls keine Unterschiede (Abbildung 8 C). 

Unabhängig der Zellkonzentration zeigte sich bereits nach 6 Stunden eine signifikant 

verminderte Ausbildung von Netzen nach der Herunterregulation von POSTN. Bei 

20.000 Zellen je Vertiefung bildeten sich im Mittel in der mit siRNA gegen POSTN 

behandelten Kondition 52,2 Netze aus. In der Kontrollkondition waren es 64,3 Netze 

(Abbildung 8 D). Bei einer Zellzahl von 25.000 je Vertiefung lag der Mittelwert in der 

behandelten Kondition bei 49,7 Netzen, zeitgleich waren in der Kontrollkondition 63,3 

Netze ausgebildet (Abbildung 8 E). Nach 20 Stunden nahm die Anzahl der Netze in 

beiden Konditionen unabhängig der verwendeten Zellkonzentration deutlich ab. Im 

Mittel waren noch 10,6 Netze bei einer Zellzahl von 20.000 in der mit siRNA be-

handelten Kondition vorhanden, während der Mittelwert der Kontrollkondition bei 15,7 

noch vorhandener Netze lag (Abbildung 8 D). Diese Differenz war statistisch 

signifikant (*, p=0,032). Die Mittelwerte beider Konditionen von 25.000 Zellen je 

Vertiefung waren mit 12,3 und 12,4 fast identisch. Hier war kein Unterschied erkennbar 

(Abbildung 8 E).  

Der relative Zerfall der Netze im Zeitverlauf zeigte für beide Konditionen bei 20.000 

Zellen je Vertiefung ähnliche Werte. Es zerfielen in der mit siRNA gegen POSTN 

behandelten Kondition 78,9 % aller Netze, unterdessen waren es in der Kontroll-

kondition 75,5 % aller Netze. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. Die 

akute Herunterregulation von POSTN hat bei einer Zellzahl von 20.000 je Vertiefung 

keinen Einfluss auf die Netzstabilität (Abbildung 8 D). Bei 25.000 Zellen je Vertiefung 

zerfielen in der nach siRNA gegen POSTN behandelten Kondition 74,9 % der 

ursprünglich gebildeten Netze. In der Kontrollkondition waren es 80,7 %. Die Differenz 

der beiden Werte war statistisch signifikant (*, p=0,047). Ein eindeutiger Effekt auf den 

prozentualen Zerfall konnte aber nicht erkannt werden, da unterschiedliche Be-

obachtungen zwischen den beiden Zellzahlen gemacht wurden. 

Die Summe der Ergebnisse ließ den Schluss zu, dass die akute Herunterregulation 

von POSTN einen schwach inhibitorischen Effekt auf die Angiogenese von CI-huVECs 

hat. 



Ergebnisse 
 

 

 
42 

 

Abbildung 8: Inhibitorischer Effekt auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen durch akut 

verminderte POSTN-Genexpression (n=6). A Zeitliche Vorgehensweise; B Validierung der Herunter-

regulation von POSTN mittels qPCR; C Hellfeldaufnahmen (Maßstab 400 µm), Darstellung des Aktin-

zytoskeletts mittels Phalloidin und der Zellkerne mittels DAPI nach 24 Stunden (Maßstab 50 µm); D 

20.000 Zellen: Hellfeldaufnahmen Tube Formation Assay nach 6 und 20 Stunden (Maßstab 400 µm). 

Grafik gebildeter Netze zu den zwei Zeitpunkten; relativer Zerfall der Netze im Zeitverlauf; E 25.000 

Zellen: Hellfeldaufnahmen Tube Formation Assay nach 6 und 20 Stunden (Maßstab 400 µm). Grafik 

gebildeter Netze zu den zwei Zeitpunkten und relativer Zerfall der Netze im Zeitverlauf. 
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4.5. Auswirkungen der Hinzugabe von rekombinanten Protein auf CCM3-/- 

CI-huVECs 

Der dauerhafte Verlust von CCM3 veränderte den Phänotyp von Endothelzellen 

spezifisch. Um eine mögliche Rettung dieses veränderten Phänotyps zu erzielen, 

wurden die CCM3-/- Endothelzellen mit rekombinantem Fibulin5 (rFBLN5) bzw. 

rekombinantem Periostin (rPOSTN) behandelt und die Endothelzellen hinsichtlich ihrer 

Morphologie und angiogenetischen Eigenschaften beurteilt. 

 

4.5.1. Veränderter Phänotyp von CCM3-/- CI-huVECs durch die Hinzugabe von 

rFBLN5 

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde die Zellmorphologie der mit rFBLN5 

behandelten CCM3-/- Endothelzellen mit der unbehandelten CCM3-/- Kontrollkondition 

verglichen (Abbildung 9 A). Das Zellbild war maßgeblich verändert. Die Zellen der 

unbehandelten Kondition stellten sich klein mit einem geordneten Wachstumsmuster 

dar. Sie wirkten außerdem im Vergleich zu der mit rFBLN5 behandelten Kondition nach 

gleicher Inkubationszeit deutlich konfluenter. Die Zellkerne der unbehandelten 

Kondition waren oval bis spindelförmig. Vereinzelt waren abgestorbene Zellen im 

Medium zu finden. Die Zellkerne der mit rFBLN5 behandelten Kondition lagen im 

Vergleich weiter auseinander, weshalb zunächst der Eindruck einer geringeren 

Zellkonfluenz entstand. Die vergrößerten Bildausschnitte zeigten, dass sich die 

Zellgrenzen unter der Behandlung von rFBLN5 prominenter abzeichneten als in der 

unbehandelten Kondition (Abbildung 9 A).  

In der unbehandelten Kondition wurden durch die Färbung des Aktinzytoskeletts und 

der Zellkerne die zahlreichen kleinen und kurzen Stressfasern sichtbar, welche 

ungeordnet im Zytoplasma vorlagen und teilweise über den Zellkern verliefen 

(Abbildung 9 A). Die mit rFBLN5 behandelten Zellen zeigten ein stark davon abwei-

chendes Aktinzytoskelett. Zentral im Zytoplasma war filamentöses Aktin nicht mehr 

sichtbar. Die punktförmig angefärbten Bestandteile innerhalb der Zelle sprechen am 

ehesten für Färbeartefakte. Die größte Intensität des Fluoreszenzsignals war kortikal 

im Zytoplasma zu verzeichnen, wodurch der Eindruck der Umrandung der Zellen 

entstand. Durch die hervorgehobenen Zellgrenzen konnte gezeigt werden, dass die 
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Zellleiber direkt aneinander grenzen. Die Konfluenz war nicht, wie zunächst angenom-

men, herabgesetzt (Abbildung 9 A).  

Im Vergleich zu den starken Auswirkungen von rFBLN5 auf die Zellmorphologie der 

CCM3-/- Endothelzellen waren kaum Auswirkungen auf die Ausbildung gefäßähnlicher 

Strukturen zu verzeichnen (Abbildung 9 B). Nach 6 Stunden bildeten sich in der mit 

rFBLN5 behandelten Kondition im Mittel zwischen 52 und 88 Netze aus. In der 

Kontrollkondition waren im Mittel zwischen 73 und 117 Netze ausgebildet. Aufgrund 

der großen Schwankungsbreite der Anzahl der Netze innerhalb einer Kondition war 

keine statistische Signifikanz zwischen den Konditionen zu erkennen. Nach 20 

Stunden lag die Anzahl noch vorhandener Netze in der mit rFBLN5 behandelten 

Kondition zwischen 0 und 14. Parallel hierzu waren in der unbehandelten CCM3-/- 

Kondition noch zwischen 2 und 18 Netze ausgebildet. Es ließ sich ebenfalls kein 

statistisch signifikanter Unterschied erkennen.  

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass die Hinzugabe von 

rFBLN5 einen starken Einfluss auf den Phänotyp und die Organisation des 

Aktinzytoskeletts hat. Vermutlich hat rFBLN5 einen maßgeblichen Einfluss auf die 

zellmorphologischen Eigenschaften der CCM3-defizienten Endothelzellen. 
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Abbildung 9: Zellmorphologie und Tube Formation von CCM3-/- Endothelzellen nach der 

Hinzugabe von rFBLN5 (n=4). A Hellfeldaufnahmen der behandelten und unbehandelten Kondition 

(Maßstab 400 µm) und in gleicher digitaler Vergrößerung. Darstellung des angefärbten Aktinzytoskeletts 

mittels Phalloidin und der Zellkerne mittels DAPI (Maßstab 100 µm); B Bilder: Tube Formation nach 6 

und 20 Stunden beider Konditionen. Grafische Darstellung der Anzahl gebildeter Netze nach 6 und 20 

Stunden im Vergleich zwischen beiden Konditionen. Darstellung des relativen prozentualen Zerfalls im 

Zeitverlauf. 

 

4.5.2. Stabilitätssteigernde Wirkung von rPOSTN auf gefäßähnliche Strukturen 

in CCM3-/- CI-huVECs 

Die CCM3-/- Endothelzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rPOSTN 

behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde ihre Zellmorphologie mit 

der der unbehandelten Kontrollkondition verglichen. Alle Konditionen zeigten eine 

annähernd gleiche Konfluenz von 95 % bis 100 %. Auffallend war, dass mit steigender 
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Konzentration vermehrt rundlich abgelöste oder abgestorbene Zellen im Medium 

vorzufinden waren. In der Hellfeldaufnahme zeigte sich unabhängig der Konzentration 

von rPOSTN in allen Konditionen ein vergleichbares Bild (Abbildung 10 A). Die 

CCM3-/- Zellen zeigten eine eher spindelige Form mit einem geordneten Wachs-

tumsmuster, das für CCM3-/- CI-huVECs nach 48 Stunden Wachstum typisch ist (Abbil-

dung 4 A). Die Hinzugabe von rPOSTN veränderte das Muster nicht (Abbildung 10 A).  

Das Anfärben sowohl des Aktinzytoskeletts als auch der Zellkerne ermöglichte die Be-

urteilung der Stressfaserbildung nach Behandlung mit rPOSTN. Die Hinzugabe von 

rPOSTN hatte im Vergleich zur unbehandelten Kondition keinen Einfluss auf die 

Organisation des Aktinzytoskeletts in CCM3-/- Zellen. In allen Konditionen war die nach 

CCM3-Verlust typische Organisation des Aktinzytoskeletts, mit vielen kleinen und 

kurzen Stressfasern zu beobachten (Abbildung 10 A).  

Die Supplementierung von rPOSTN hatte hingegen einen positiven Einfluss auf die 

Netzstabilität im Zeitverlauf. Nach 6 Stunden bildeten die mit verschiedenen Konzen-

trationen von rPOSTN behandelten Konditionen zwischen 57,8 und 73 Netze aus. In 

der unbehandelten Kondition waren es zur gleichen Zeit 65,9 Netze (Abbildung 10 B). 

Aufgrund der großen Schwankungsbreite innerhalb der behandelten Konditionen war 

der Vergleich zwischen den Konditionen statistisch nicht signifikant. Nach 20 Stunden 

nahm die Anzahl der gebildeten Netze in allen Konditionen stark ab (Abbildung 10 C). 

Dennoch zeigte sich durch die Addition von 10 µg/ml rPOSTN eine 2,7-fach höhere 

Anzahl noch vorhandener Netze im Vergleich zu den unbehandelten CCM3-/- 

Endothelzellen (**, p= 0,004). In den behandelten Konditionen waren zwischen 7,2 

und 13,3 Netze ausgebildet, während es in der unbehandelten CCM3-/- Kondition 

lediglich 4,9 Netze waren. Durch die Hinzugabe von 1 µg/ml rPOSTN waren ebenfalls 

nach 20 Stunden noch signifikant mehr Netze vorhanden (*, p= 0,03). 

Der relative Zerfall der Netze im Zeitverlauf nahm durch die Behandlung mit rPOSTN 

ab. Die arithmetischen Mittelwerte lagen in den behandelten Konditionen für eine 

Konzentration von 0,5 µg/ml bei 88,1 %, von 1 µg/ml bei 84,0 % und für eine Konzen-

tration von 10 µg/ml bei 71,8 %. Der Mittelwert für die unbehandelte Kondition lag bei 

91,5 % der ursprünglich gebildeten Netze. Die Daten zeigten, dass durch die Addition 

von 10 µg/ml rPOSTN nach 20 Stunden 19,7 % mehr Netze ausgebildet sind 

(Abbildung 10 D). Es zeigte sich ebenfalls eine statistische Signifikanz (*, p= 0,025).  
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Abbildung 10: Zellmorphologie und Tube Formation von CCM3-/- Endothelzellen nach Hinzugabe 

von rPOSTN. Kontrollkonditionen und die Konzentrationen von 0,5 µg/ml und 1 µg/ml wurden für n=6 

durchgeführt. Die Konzentration von 10 µg/ml rPOSTN wurde mit n=4 durchgeführt. A Hellfeldauf-

nahmen mit den verschiedenen Konzentrationen von rPOSTN (Maßstab 100 µm). Darunter Darstellung 

des angefärbten Aktinzytoskeletts mittels Phalloidin und der Zellkerne mittels DAPI (Maßstab 50 µm); 

B Bilder: Tube Formation nach 6 und 20 Stunden aller Konditionen (Maßstab 400 µm); C Grafische 

Darstellung der Anzahl der Netze nach 6 und 20 Stunden; D Darstellung des relativen prozentualen 

Zerfalls der Netze im Zeitverlauf.



Ergebnisse 
 

 

 
 

48 

4.6. Auswirkungen der Hinzugabe von rekombinantem Protein auf CCM3+/+ 

CI-huVECs 

4.6.1. Unveränderte Morphologie von CCM3+/+ CI-huVECs durch die Hinzugabe 

von rFBLN5 

Um einen möglichen Einfluss von rFBLN5 auf CCM3+/+ CI-huVECs ermitteln zu 

können, wurden deren morphologische Eigenschaften beurteilt. In der Hellfeldauf-

nahme waren die spindelförmige Zellmorphologie und das pflastersteinartige 

Wachstumsmuster zu erkennen (Abbildung 11). Die Zellkonfluenz nach 48 Stunden 

von etwa 75 % war mit dem zu erwartenden Wachstumsbild vergleichbar (siehe 4.1.). 

Außerdem zeigte sich in der Hellfeldaufnahme, dass sich im Medium der mit rFBLN5 

behandelten Kondition im Vergleich zur Kontrollkondition vermehrt rundlich abgelöste 

oder abgestorbene Zellen befinden. Das Aktinzytoskelett stellte sich kortikal organisiert 

dar (Abbildung 11). Vereinzelt war in der Kontrollkondition filamentöses Aktin zu 

erkennen, das zwischen Kern und Zellmembran durch das Zytoplasma verlief. Durch 

die Behandlung mit rFBLN5 änderte sich die Organisation des Aktinzytoskeletts der 

Endothelzellen nicht. Das angefärbte filamentöse Aktin war auch hier kortikal 

exprimiert. Jedoch zeigte es nach der Behandlung mit rFBLN5 eine eher lückenhafte 

kortikale Anordnung.  

 

Abbildung 11: rFBLN5 hat keinen Einfluss auf die zellmorphologischen Eigenschaften von 

CCM3+/+ Zellen (n=5). Hellfeldübersichtsaufnahmen der Kontrollzellen mit und ohne der Hinzugabe von 

rFBLN5 (Maßstab 400 µm). Darstellung des Aktinzytoskeletts mittels Phalloidin und der Zellkerne 

mittels DAPI beider Konditionen (Maßstab 50 µm). 
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4.6.2. Stabilitätssteigernde Wirkung von rPOSTN auf gefäßähnliche Strukturen 

in CCM3+/+ CI-huVECs 

Die CCM3+/+ CI-huVECs wurden äquivalent zu den CCM3-/- Zellen mit den drei 

verschiedenen Konzentrationen 0,5 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml rPOSTN behandelt. 

Anschließend wurden ihre Morphologie und die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen 

im Tube Formation Assay untersucht.  

In den Hellfeldaufnahmen zeigte sich im Wachstum nach 48 Stunden kein sichtbarer 

Unterschied zwischen den Konditionen (Abbildung 12 A). Zellkonfluenz und Wachs-

tumsmuster wurden durch die Hinzugabe von rPOSTN nicht beeinflusst. Mit steigender 

Konzentration von rPOSTN waren vermehrt rundlich abgelöste oder abgestorbene 

Zellen im Medium zu erkennen. Das angefärbte Aktinzytoskelett zeigte zwischen der 

unbehandelten und der mit rPOSTN behandelten Kondition konzentrationsunabhängig 

keinen Unterschied in der Organisation der filamentösen Strukturen. Es war regel-

mäßig angeordnet und die einzelnen Fasern zogen der Polarität einer Endothelzelle 

folgend, in Längsrichtung durch die Zelle. Die erkennbaren Fasern waren dabei 

durchgängig und lagen nur vereinzelt über den Zellkernen (Abbildung 12 A).  

Im Tube Formation Assay lag der Mittelwert der Anzahl gebildeter Netze nach 6 

Stunden in den mit rPOSTN behandelten Konditionen zwischen 46,7 und 62,5 Netzen 

(Abbildung 12 B). Die unbehandelte Kontrollkondition bildete im gleichen Zeitraum im 

Mittel 47,8 Netze aus. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden nahm die Anzahl 

stabiler Netze in allen Konditionen deutlich ab. In den mit rPOSTN behandelten 

Konditionen lagen die Mittelwerte der noch ausgebildeten Netze zwischen 15,1 und 

29,6. Im Vergleich hierzu waren in der Kontrollkondition noch 16,1 Netze ausgebildet. 

Die Addition von 10 µg/ml rPOSTN bedingte nach 20 Stunden einen Anstieg der 

Anzahl noch stabiler Netze um das 1,8-fache im Vergleich zur Kontrollkondition (Abbil-

dung 12 C). Dieses Ergebnis war statistisch signifikant (*, p=0,047).  

Der prozentuale Zerfall der Netze im Zeitverlauf lag in den mit rPOSTN behandelten 

Konditionen zwischen 67,7 % und 52,8 %. Mit steigender Hinzugabe von rPOSTN 

nahm der relative Zerfall tendenziell ab. Die unbehandelte Kontrollkondition zeigte im 

Mittel einen relativen Zerfall von 69,1 % (Abbildung 12 D). Der prozentuale Zerfall war 

zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant.  
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Abbildung 12: Zellmorphologie und Tube Formation von CCM3+/+ Endothelzellen nach Hinzugabe 

von rPOSTN. Kontrollkonditionen und Konzentrationen von 0,5 µg/ml und 1 µg/ml wurden für n=6 

durchgeführt. Konzentration von 10 µg/ml rPOSTN wurde für n=4 durchgeführt. A Hellfeldaufnahmen 

mit den verschiedenen Konzentrationen von rPOSTN (Maßstab 100 µm). Darunter Darstellung des 

angefärbten Aktinzytoskeletts mittels Phalloidin und der Zellkerne mittels DAPI (Maßstab 50 µm); B 

Bilder Tube Formation nach 6 und 20 Stunden aller Konditionen (Maßstab 400 µm); C Grafische 

Darstellung der Anzahl der Netze nach 6 und 20 Stunden; D Darstellung des relativen prozentualen 

Zerfalls der Netze im Zeitverlauf.  
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5. Diskussion 

5.1. Auswirkungen des Verlustes von CCM3 auf Endothelzellen 

Endothelzellen sind polare Zellen, die unter anderem die Funktionstüchtigkeit der Blut-

Hirn-Schranke beeinflussen (Fishman 1982; Pardridge 1999). Die bei Trägern einer 

CCM3-Keimbahnvariante wahrscheinlich durch einen second hit initiierte Kavernom-

bildung beruht auf deutlich veränderten Eigenschaften der CCM3-defizienten 

Endothelzellen. Dazu zählen sowohl eine gesteigerte Permeabilität der Blut-Hirn-

Schranke aufgrund gestörter interzellulärer Kontakte als auch eine pathologisch 

veränderte Angiogenese. Essentiell für den reibungslosen Ablauf der Angiogenese 

sind der Abbau der extrazellulären Matrix (EZM) und die Auflösung von interzellulären 

Kontakten (Bicer et al. 2010; Dye et al. 2004). Aus diesem Grund rückt die 

Untersuchung der CCM-EZM-Signalachse zunehmend in den Fokus des Interesses. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Morphologie und die Zelleigenschaften der 

Endothelzellen nach Verlust von CCM3 mit Hilfe eines in vitro Modells untersucht. Die 

Inaktivierung der CCM3-Expression in CI-huVECs wurde durch die von Schwefel et al. 

(2019) etablierte Methode einer crRNA:tracrRNA:Cas9-Ribonukleoprotein vermittelten 

Genomeditierung in Endothelzellen erzielt. Bereits im adhärenten Wachstum zeigten 

die klonal expandierten CCM3-/- Endothelzellen, im Vergleich zu den CCM3+/+ 

Kontrollzellen, eine rundere und kompaktere Morphologie. Diese Beobachtungen 

bestätigen die durch Schwefel et al. (2019) beschriebene Morphologie von 

CCM3-/- Endothelzellen. In Kavernomen stellt sich die kompakte Ordnung durch dicht 

aneinander liegende Endothelzellkanäle ohne intervenierendes Hirnparenchym und 

durch das Fehlen der Schicht glatter Muskelzellen dar (Rigamonti et al. 1987; 

Tanriover et al. 2013). Vermutet wird, dass der CCM-Formation eine mosaikähnliche 

Organisation zugrunde liegt, die durch das Zusammenlagern von Endothelzellen mit 

erhaltener Expression der CCM-Proteine und solchen mit vollständiger Inaktivierung 

eines CCM-Proteins gekennzeichnet ist (Detter et al. 2018; Malinverno et al. 2019). 

Malinverno et al. (2019) zeigten in einem Mausmodell der induzierten endothelzell-

spezifischen CCM3-Inaktivierung, dass die Formation von zerebralen kavernösen 

Malformationen durch die klonale Expansion von CCM3-/- Endothelzellen initiiert wird. 

Jedoch werden im zeitlichen Verlauf ebenfalls genetisch unveränderte Zellen in die 
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CCM-Formation miteinbezogen. Diese Rekrutierung von Endothelzellen mit erhaltener 

Expression der CCM-Proteine ist wahrscheinlich für das mosaikähnliche Erschei-

nungsbild in humanen Kavernomen verantwortlich (Detter et al. 2018; Malinverno et 

al. 2019). Die Daten der Greifswalder Arbeitsgruppe legen einen Überlebensvorteil von 

CCM3-/- Endothelzellen gegenüber den CCM3+/+ Endothelzellen nahe. Da der Anteil 

an CCM3-Allelen mit einer CRIPSR/Cas9-induzierten loss-of-function Variante 

während der Kultivierung im Zellgemisch, bestehend aus CCM3-/- und CCM3+/+ 

Endothelzellen, stark ansteigt, ist anzunehmen, dass die Inaktivierung von CCM3 mit 

einem Überlebensvorteil für die Zellen einhergeht (Schwefel et al. 2019). Es wurden 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit Beobachtungen gemacht, die die Hypothese des 

Überlebensvorteils bekräftigen. CCM3+/+ CI-huVECs verloren in höheren Zyklen der 

Zellkultivierung (Passagen) zunehmend ihre pflastersteinartige Morphologie, 

wohingegen die CCM3-/- Endothelzellen auch in höheren Passagen unbeeinträchtigt 

proliferierten.  

Zusätzlich weisen Kavernome andere veränderte Eigenschaften auf. Sie stellen sich 

als abnormal dilatierte Kapillaren dar, welche zu lokalen Blutungen neigen (Labauge 

et al. 1998; Rigamonti et al. 1988). Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen des 

Verlustes von CCM3 auf die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen untersucht. Zur 

Visualisierung diente der Tube Formation Assays, welcher Teilprozesse der Angio-

genese abbildet. Nach 6 Stunden zeigten die CCM3-/- CI-huVE-Zellen, im Vergleich zu 

den CCM3+/+ Endothelzellen eine tendenziell höhere Anzahl ausgebildeter Netze. 

Folglich könnte zunächst ein stimulierender Effekt nach dem Verlust von CCM3 auf die 

Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen geschlussfolgert werden. Jedoch sind nach 20 

Stunden deutlich mehr Netze in der Gruppe der CCM3-defizienten Endothelzellen als 

in der Kontrollkondition zerfallen. Es resultierte demnach eine eingeschränkte Stabilität 

der ausgebildeten gefäßähnlichen Strukturen im zeitlichen Verlauf. Der beschriebene 

Stabilitätsverlust scheint die Hypothese zu stützen, dass der Verlust von CCM3 zu 

einer inhibierten Angiogenese führt (Borikova et al. 2010). Allerdings ist zu erwähnen, 

dass zum Teil widersprüchliche Auswirkungen des CCM3-Verlustes auf die 

angiogenetischen Eigenschaften von Endothelzellen beschrieben wurden. Die 

Mehrheit der Autoren postuliert einen proangiogenen Einfluss (Schleider et al. 2011; 

You et al. 2013). Diese Diskrepanz könnte in der Komplexität der Angiogenese 



Diskussion 

 

 

 
 

53 

begründet liegen, mit der Folge, dass ein Rückschluss auf den Gesamtprozess nicht 

möglich zu sein scheint.  

Neben den beschriebenen Auffälligkeiten von Morphologie, Wachstum und dem 

Stabilitätsverlust gefäßähnlicher Strukturen zeigen CCM3-/- Endothelzellen ein 

verändertes Aktinzytoskelett. Die Organisation des Aktins innerhalb einer Zelle ist 

essentiell für den Erhalt interzellulärer Kontakte und die Regulation der endothelialen 

Permeabilität. Der Verlust von CCM3 führt zur Ausbildung kurzer, ungeordnet in der 

Zelle vorliegender Aktinfilamente. Diese spezifische Stressfaserformation bei In-

aktivierung eines der drei Gene, CCM1, CCM2 oder CCM3, ist bereits mehrfach in der 

Literatur beschrieben (Faurobert et al. 2013; Glading et al. 2007; Shenkar et al. 2015). 

CCM3+/+ Endothelzellen hingegen bilden lange Aktinfilamente aus, die kortikal 

lokalisiert sind. Die gezielte Reorganisation des Aktinzytoskeletts und die dadurch 

möglicherweise erklärbare Erhöhung der Zellsteifigkeit der CCM3-defizienten 

Endothelzellen (Schwefel et al. 2019) führen höchstwahrscheinlich zur Destabi-

lisierung der Zell-Zell-Verbindungen (Huveneers et al. 2015). Unter dieser Prämisse 

sind sowohl die veränderten interzellulären Kontakte als auch die gesteigerte Per-

meabilität der Kavernome erklärbar (Faurobert & Albiges-Rizo 2010; Zheng et al. 

2010). Draheim et al. (2014) beschreiben zusätzlich einen Umbau der EZM, der durch 

gesteigerte Stressfaserproduktion ausgelöst wird. Das wiederum deutet darauf hin, 

dass intrazelluläre Prozesse die Umgebung einer Zelle beeinflussen. Young & Herman 

(1985) konnten durch die Verwendung klonaler Endothelzellen zeigen, dass Moleküle 

der EZM umgekehrt die Stressfaserexpression modulieren und damit Einfluss auf das 

Aktinzytoskelett nehmen. Für dieses beschriebene inside-out und outside-in signaling 

sind Oberflächenrezeptoren, sogenannte Integrine, verantwortlich (Giancotti & 

Ruoslahti 1999). Zeitgleich mit der Erstbeschreibung der Interaktion aller drei CCM-

Proteine, in Form eines ternären Komplexes, wurde durch in vitro Experimente eine 

mögliche Assoziation der Proteine mit ICAP-1 (Integrin Cytoplasmatic Domain-

associated protein 1) vermutet (Hilder et al. 2007). ICAP-1 ist ein Protein, das an die 

zytoplasmatische Domäne von ꞵ1-Integrin bindet und seine Aktivierung hemmt. ꞵ1-

Integrin vermittelt die Adhäsion zur EZM und aktiviert den Rho-A-Signalweg, der zu 

einer gesteigerten Zellkontraktilität und dem Umbau des Aktinzytoskeletts führt 

(Fischer et al. 2013; Huveneers & Danen 2009). Faurobert et al. (2013) zeigten, dass 

CCM2 CCM1 stabilisiert, das wiederum ICAP-1 vor Degradation schützt. Des Weiteren 
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ist bekannt, dass CCM3 mit CCM2 interagiert und der Verlust von CCM3 ein 

reduziertes Proteinlevel von CCM2 bedingt (Draheim et al. 2015; Voss et al. 2007). 

Anhand dieser Interaktionen ist vorstellbar, dass der Verlust eines Bestandteils des 

ternären Komplexes den ꞵ1-Integrin-Signalweg aktiviert und die Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts initiiert. Die Resultate erhöhen die Wahrscheinlichkeit, dass Integrine 

durch die CCM-Proteine in einer bisher unbekannten Weise reguliert werden. Die 

Identifikation der CCM-spezifischen EZM und deren Einflussnahme auf zelluläre 

Prozesse scheinen daher essentiell.  

Die durch die Greifswalder Arbeitsgruppe durchgeführte Transkriptomanalyse der 

CCM3-/- Endothelzellen identifizierte FBLN5 und POSTN als die am stärksten 

deregulierten Gene auf mRNA-Ebene. Beide waren stark herunterreguliert. Dies deckt 

sich mit den Daten von Guerrero et al. (2015). Sie beobachteten nach shRNA (small 

hairpin RNA) vermittelter Herunterregulation von CCM3 eine starke Herunterregulation 

von FBLN5 und POSTN. Beide Gene kodieren für Proteine der EZM und zeigen durch 

gezielte Integrinbindung Auswirkungen auf Prozesse wie Angiogenese und Orga-

nisation des Aktinzytoskeletts. Aufgrund der enormen Dysregulation in CCM3-/- 

Endothelzellen und der Einflussnahme auf Prozesse, die in der CCM-Pathogenese 

maßgeblich verändert sind, waren die Proteine vielversprechend für die Untersuchung 

einer möglichen Rettung des Phänotyps CCM3-defizienter Zellen.  

 

5.2. Die matrizellulären Proteine FBLN5 und POSTN 

FBLN5 und POSTN zählen zu den sogenannten matrizellulären Proteinen. Sie 

modulieren hauptsächlich Zellfunktionen, stellen aber keine Strukturkomponente 

innerhalb der EZM dar (Bornstein et al. 2004; Sage & Bornstein 1991). Eigenschaften 

der EZM werden durch die direkte Bindung der Proteine an Zellrezeptoren oder an 

strukturbildende Proteine der EZM reguliert. Zusätzlich zeichnen sich die matrizel-

lulären Proteine durch eine hohe Konzentration in der embryonalen Entwicklung und 

durch eine stark verminderte Konzentration im adulten Gewebe aus. Im Rahmen von 

Gewebeverletzungen, der Wundheilung und während anderen angiogenetischen 

Prozessen wird die Expression dieser Proteine gesteigert (Bornstein 2002).  
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5.2.1. Modulatorische Eigenschaften von FBLN5 auf CCM3-/- Endothelzellen 

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von FBLN5 auf Morphologie, Wachstum und 

die Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen untersucht. Sie repräsentieren, wie darge-

legt, einen Teil der veränderten Eigenschaften von CCM3-/- Endothelzellen. Die akute 

Herunterregulation von FBLN5 hatte sowohl nach 6 Stunden als auch nach 20 Stunden 

im Tube Formation Assay eine verminderte Anzahl ausgebildeter Netze zur Folge. Im 

Vergleich zur Kontrollkondition war die Anzahl noch vorhandener Netze nach 20 

Stunden in der Kondition nach Herunterregulation von FBLN5 um mehr als 50 % 

niedriger. Die Netzstabilität ist deutlich eingeschränkt. Die zunehmende Instabilität der 

gebildeten Netze im zeitlichen Verlauf deckt sich mit den Beobachtungen der CCM3-/- 

Endothelzellen. Dieses Zellverhalten könnte somit dem Verlust von FBLN5 

zugeschrieben werden.  

Neben der eingeschränkten Netzstabilität zeigte die Herunterregulation von FBLN5 in 

CCM3+/+ CI-huVECs nach 6 Stunden zusätzlich einen hemmenden Einfluss auf die 

Ausbildung röhrenartiger Strukturen und Netze. Durch Albig & Schiemann (2004) 

wurde gezeigt, dass FBLN5 in murinen Endothelzellen während der Tubulogenese 

stark herunterreguliert ist und proangiogene Signale die FBLN5-Genexpression 

hemmen. Die Autoren visualisierten das Verhalten der Zellen, in dem sie die 

Sprossungseigenschaften der Zellen darstellten. Sie beschrieben, dass das 

Vorhandensein von FBLN5 das Sprossungsverhalten der Endothelzellen inhibiert. Die 

eigenen Beobachtungen in CI-huVECs nach Herunterregulation von FBLN5 stehen 

somit scheinbar im Widerspruch zu den bisherigen Erkenntnissen in Endothelzellen. 

In dieser Arbeit zeigte die akute Herunterregulation von FBLN5 einen hemmenden 

Einfluss, während in der Literatur beschrieben ist, dass das Vorhandensein von FBLN5 

die Angiogenese inhibiert. Eine Erklärung für diese Diskrepanz könnte in den 

angewandten Techniken liegen. Die Angiogenese ist ein aus vielen Teilschritten 

bestehender Prozess (Senger & Davis 2011). Durch die Verwendung unterschiedlicher 

experimenteller Ansätze werden verschiedene Stadien innerhalb der Angiogenese 

abgebildet. Die Sprossungseigenschaften der Zellen werden beispielsweise durch das 

Zusammenlagern der Zellen in Tropfen, sogenannte Sphäroide, untersucht, während 

der Tube Formation Assay die Ausbildung gefäßähnlicher Röhren und Netze von 

Zellen visualisiert. Ein weitere Erklärung könnte darin liegen, dass FBLN5 die 
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Angiogenese über diverse Integrine, welche an der Zellmembran lokalisiert sind 

(Giancotti & Ruoslahti 1999), beeinflusst. Vermutet wird, dass die proangiogene 

Wirkung durch eine hohe Affinität von FBLN5 bei geringer Integrindichte erzielt wird. 

Die antiangiogene Wirkung wird durch eine niedrige Affinität bei hoher Rezeptordichte, 

eines noch unbekannten Rezeptors, erreicht (Albig & Schiemann 2005). Demzufolge 

ist es möglich, dass die Wirkung von FBLN5 sowohl über die Rezeptordichte als auch 

über die Rezeptoreigenschaften einer Zelle bestimmt wird. In wie weit die Herunter-

regulation von FBLN5 im Rahmen der CCM3-Pathogenese die Organisation der 

Integrine beeinflusst bleibt allerdings bisher unklar. Die Einordnung der eigenen 

Ergebnisse in die aktuelle Literatur zeigen, dass diese nicht zwangsläufig im 

Widerspruch zueinander stehen, sondern stets kontextabhängig betrachtet werden 

müssen. Sowohl die Herunterregulation von FBLN5 als auch dessen Vorhandensein 

können hemmende sowie stimulierende Auswirkungen auf Teilabläufe der 

Angiogenese haben. Interessant wäre, zukünftig herauszufinden, welche Integrine 

involviert sind. 

Die Regulationsmechanismen der FBLN5-Genexpression könnten zusätzlich zum 

besseren Verständnis im Rahmen der CCM3-Pathogenese beitragen. Albig & 

Schiemann (2004) zeigten, dass VEGF, ein die Angiogenese induzierender Faktor 

(Pepper et al. 1992), die FBLN5-Genexpression inhibiert. Im Rahmen der CCM-

Pathogenese ist bereits eine Assoziation zwischen CCM3 und dem VEGF-Signalweg 

bekannt (He et al. 2010), weshalb die gezielte Fragestellung der Rolle von FBLN5 in 

dieser Signalkaskade weiter Aufschluss geben könnte. Des Weiteren zeigen FBLN5-

exprimierende Zellen eine gesteigerte Expression des Proteins TSP-1, welches 

seinerseits auch zu der Gruppe der matrizellulären Proteine zählt (Bornstein 2000). Es 

stellt unter anderem einen endogenen Angiogeneseinhibitor dar (Good et al. 1990). 

Vermutet wird, dass die inhibitorischen Eigenschaften von FBLN5 durch die Induktion 

der TSP-1-Expression zu erklären sind (Albig & Schiemann 2004). In der durch die 

Greifswalder Arbeitsgruppe durchgeführten Transkriptomanalyse der CCM3-/- CI-

huVECs wurde festgestellt, dass neben FBLN5 und POSTN auch TSP-1 auf mRNA-

Ebene herunterreguliert ist. Allerdings müsste, wenn die beschriebenen Interaktionen 

vollständig auf die CCM-Pathogenese übertragbar wären, die Herunterregulation von 

FBLN5 und TSP-1 einen positiven Einfluss auf die angiogenetischen Eigenschaften 

haben. Die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung zeigte allerdings das Gegenteil. 
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Auch die Supplementierung von rFBLN5 hatte keinen rettenden Effekt auf die 

angiogenetischen Eigenschaften der CCM3-/- Endothelzellen. Somit liegt die 

Schlussfolgerung nahe, dass FBLN5 in der Angiogenese der CCMs keine zentrale 

Rolle spielt. Des Weiteren gibt es hinreichend Evidenz dafür, dass FBLN5 die 

Apoptose durch die Expression von MMPs reguliert. Die MMPs stellen einen wichtigen 

Bestandteil der EZM dar und sind für eine regelrecht verlaufende Angiogenese 

zuständig (Dye et al. 2004). FBLN5 scheint eine mögliche antagonistische Wirkung auf 

die Angiogenese durch die Hemmung der MMP-9 zu haben, wodurch zusätzlich die 

Apoptose induziert wird (Albig & Schiemann 2004). Durch die Arbeit von Bicer et al. 

(2010) könnte die Vermutung angestellt werden, dass im CCM-Kontext MMP-2 und 

MMP-9 die für die EZM-Degradation verantwortlichen MMPs sind. Deren Expressions-

level lag höher als in den verglichenen arteriovenösen Malformationen (Bicer et al. 

2010). Wenn eine Übertragung dieser Erkenntnisse auf die CCM3-Pathogenese 

möglich wäre, dann würde die verminderte Expression von FBLN5 und TSP-1 zu einer 

Enthemmung der MMP-9 führen. Hierbei würde es zu einer gesteigerten Angiogenese 

und einer verringerten Apoptoserate kommen. Wie vorher erwähnt, stimmt die 

Beobachtung in Bezug auf die Angiogenese nicht überein. Jedoch konnte durch 

Schwefel et al. (2019) gezeigt werden, dass Endothelzellen nach dem chronischen 

Verlust von CCM3 eine verminderte Caspase-3-Aktivität zeigen. Diese gilt als ein 

Marker der Apoptose. Möglicherweise spielt demnach die Enthemmung der MMP-9 

eine Rolle bei der Reduktion der Apoptoserate in CCM3-/- CI-huVECs und ist mit 

ursächlich für den Überlebensvorteil der Endothelzellen.  

Zum Schluss wurden die Auswirkungen von FBLN5 hinsichtlich Zellmorphologie und 

Organisation des Aktinzytoskeletts untersucht. Die akute Herunterregulation von 

FBLN5 zeigte keine Auswirkung auf die untersuchten Zelleigenschaften. Hierdurch ließ 

sich der besondere Phänotyp von CCM3-/- Endothelzellen folglich nicht erklären. 

Schließlich war die Hypothese einer möglichen Rettung des speziellen Phänotyps der 

CCM3-defizienten Endothelzellen durch die Hinzugabe von rFBLN5 zu überprüfen. 

Sowohl die Zellmorphologie als auch die Organisation des Aktinzytoskeletts der 

untersuchten Endothelzellen wurde durch die Substitution von rFBLN5 maßgeblich 

verändert. In der Hellfeldaufnahme waren die verbreiterten und flächigen Zellleiber der 

CI-huVECs zu sehen. Zusätzlich zeichneten sich die Zellgrenzen prominenter ab als 

in der Kontrollkondition. Die Beobachtung stellte einen großen Unterschied zu dem 
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Erscheinungsbild der CCM3+/+ Endothelzellen dar. Diese zeichneten sich durch eine 

spindelige Form mit pflastersteinartiger Anordnung aus. Es lässt sich demnach 

festhalten, dass rFBLN5 zwar die CCM3-defizienten Endothelzellen beeinflusst, 

jedoch keine unmittelbare Rettung des Phänotyps darstellte. Das angefärbte 

Aktinzytoskelett der CCM3-/- Endothelzellen zeigte nach Behandlung mit rFBLN5 eine 

gezielte Reorganisation. Die Filamente waren strikt kortikal angeordnet. Diese 

Beobachtung unterscheidet sich sehr stark von den kleinen kurzen Stressfasern der 

unbehandelten CCM3-/- CI-huVECs. Eine mögliche Erklärung dieses auffallend 

veränderten Phänotyps stellt die Modulation der endothelialen Zelladhäsion dar. 

FBLN5 nimmt durch seine RGD-Domäne Einfluss auf die Adhäsion (Albig & 

Schiemann 2005; Nakamura et al. 1999). Nakamura et al. (1999) konnten zeigen, dass 

die Anhaftung der Zellen an der Oberfläche dosisabhängig durch Integrine vermittelt 

wird. FBLN5 wird eine brückenbildende Funktion zugeschrieben, wodurch eine 

verbesserte kurzzeitige Bindung zwischen Integrinen und EZM-Proteinen erzielt wird 

(Preis et al. 2006). Außerdem ist bekannt, dass eine veränderte Adhäsion zwischen 

Endothelzellen und der sie umgebenden EZM-Proteine zu einer Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts führt (Hutchings et al. 2003). Demzufolge ist denkbar, dass rFBLN5 

auch in der untersuchten CCM3-Pathogenese die Integrinbindung moduliert, wodurch 

der veränderte Phänotyp erklärt werden könnte. Jedoch ist dies zum jetzigen Zeitpunkt 

lediglich eine unbestätigte Hypothese und müsste überprüft werden.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass FBLN5 keine essentielle Rolle im 

Rahmen der Angiogenese spielt, jedoch andere Zelleigenschaften wie Adähsion zu 

modulieren scheint. Deshalb wäre zukünftig interessant herauszufinden, ob und in wie 

weit veränderte adhäsive Eigenschaften den Phänotyp, die Integrinverteilung auf der 

Zelloberfläche und die intrazellulären Prozesse von CCM3-defizienten Endothelzellen 

beeinflussen und welche Bedeutung FBLN5 hierbei hat. 

 

5.2.2. Rettender Einfluss von POSTN auf die angiogenetischen Eigenschaften 

POSTN ist ein matrizelluläres Protein dessen Auswirkungen auf Angiogenese und 

Organisation des Aktinzytoskeletts bisher ausschließlich im Tumorgenesekontext 

untersucht wurden (Ruan et al. 2009). Die Übertragbarkeit der Vorkenntnisse auf den 

Kontext der CCM-Pathogenese ist fraglich, jedoch scheint POSTN den Vorgang der 
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Angiogenese innerhalb von Tumoren essentiell zu beeinflussen. Im Rahmen dieser 

Arbeit zeigte die akute Herunterregulation von POSTN weder eine Auswirkung auf die 

Zellmorphologie noch auf die Organisation des Aktinzytoskeletts. Das bedeutet, dass 

der für die CCM3-/- Endothelzellen typische kleine, runde Phänotyp und die gesteigerte 

Ausbildung von Stressfasern nicht durch die akute Herunterregulation von POSTN 

begründet werden kann. Allerdings sei an der Stelle nochmals auf die möglichen 

Unterschiede in der Dauer der Herunterregulation hingewiesen, wie es für CCM3 

gezeigt werden konnte (Schwefel et al. 2019). Deshalb ist vorstellbar, dass eine 

dauerhafte Herunterregulation von POSTN womöglich doch Einfluss auf Zell-

morphologie und Organisation des Aktinzytoskeletts hat.  

Die Hinzugabe von rPOSTN zu CCM3-/- Endothelzellen zeigte ebenfalls keinen 

Einfluss auf die Zellmorphologie oder die Organisation des Aktinzytoskeletts. In 

CCM3+/+ Endothelzellen hatte die Substitution von rPOSTN auch keinen Einfluss auf 

diese Eigenschaften. Die Beobachtung, dass POSTN die Stressfaserproduktion 

reduziert, wie es im Zusammenhang mit dem epithelialen Ovarialkarzinom gezeigt 

werden konnte (Gillan et al. 2002), wurde im Kontext der CCM3-Pathogenese nicht 

bestätigt. Verantwortlich hierfür ist höchstwahrscheinlich ein zelltypspezifischer Effekt. 

Aufgrund der ausbleibenden Wirkungen lässt sich ableiten, dass POSTN keine 

Schlüsselrolle in der Modulation von Zellmorphologie und der Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts in Assoziation mit der CCM3-Pathogenese spielt.  

Die Auswirkung der akuten Herunterregulation von POSTN wurde zusätzlich im Tube 

Formation Assay untersucht. Der initiale Effekt nach 6 Stunden zeigte eine verminderte 

Ausbildung röhrenartiger Strukturen. Nach 20 Stunden waren noch ähnlich viele Netze 

wie in der Kontrollkondition ausgebildet. Allerdings zeigten hier die verschiedenen 

Zellzahlen ein inkongruentes Ergebnis. Dies lässt die Vermutung anstellen, dass die 

akute Herunterregulation von POSTN einen inhibitorischen Effekt auf die initiale 

Ausbildung röhrenartiger Strukturen und Netze hat, jedoch die Stabilität im Zeitverlauf 

nicht wesentlich beeinflusst wird. Der inhibitorische Effekt nach Herunterregulation von 

POSTN wurde bereits im Kontext des Pankreastumors beobachtet. In diesem 

Zusammenhang zeigte eine Herunterregulation von POSTN in pankreatischen 

Sternzellen ein vermindertes Tumorwachstum mit einer geringeren Ausbildung 

kapillarähnlicher Strukturen und einer verminderten VEGF-Expression (Liu et al. 

2016). Hierdurch lässt sich eine gewisse Parallele zum CCM3-Kontext herstellen. 
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Im Umkehrschluss lässt sich die Hypothese aufstellen, dass das Vorhandensein von 

POSTN einen proangiogenen Effekt aufweist. Um in Form eines Rettungsansatzes 

den Phänotyp der CCM3-/- Endothelzellen zu verändern, wurden die Auswirkungen 

von drei Konzentrationen des exogen zugeführten rPOSTN im Tube Formation Assay 

untersucht. Nach 6 Stunden zeigte sich kein Unterschied zwischen der unbehandelten 

Kontrollkondition und den mit rPOSTN behandelten Konditionen. Zum zweiten 

Auswertungszeitpunkt nach 20 Stunden war ein Effekt durch die Substitution von 

rPOSTN zu erkennen. Alle drei Konzentrationen zeigten im Vergleich zu der 

unbehandelten Kondition eine höhere Anzahl noch vorhandener Netze, wobei die 

Substitution von 1 µg/ml und 10 µg/ml rPOSTN statistisch signifikante Ergebnisse 

erkennen ließ. Im Kontext der Inaktivierung von CCM3 in Endothelzellen bedingte die 

Hinzugabe von rPOSTN im Zeitverlauf eine gesteigerte Stabilität der gefäßähnlichen 

Strukturen der CCM3-defizienten Endothelzellen. Dies ist mit einer Rettung des 

Phänotyps der Endothelzellen gleichzusetzen. Die CCM3+/+ Endothelzellen hatten 

nach 20 Stunden im Tube Formation Assay im Mittel noch 7 bis 15 Netze ausgebildet. 

Die CCM3-/- Endothelzellen hatten im gleichen Zeitraum nach der Hinzugabe von 

rPOSTN noch 7 bis 18 Netze ausgebildet. Folglich nähert sich die Anzahl noch 

vorhandener Netze in den CCM3-defizienten Endothelzellen der genetisch 

unveränderten CI-huVE-Zellen an und auch der prozentuale Zerfall ist nach der 

Hinzugabe von 10 µg/ml rPOSTN im zeitlichen Verlauf vergleichbar.  

Augenscheinlich ist durch die Substitution von rPOSTN der Gesamtprozess der Angio-

genese im Verlauf positiv beeinflusst worden. Ein stimulierender Einfluss von rPOSTN 

auf HUVECs im Tube Formation Assay wurde bereits durch Liu et al. (2016) im Tumor-

genesekontext gezeigt. Die Autoren beurteilten hier die Anzahl, die Länge und die 

Intersektionsknoten der tubulären Strukturen, welche nach der Hinzugabe von 

rPOSTN deutlich erhöht waren. Sie verwendeten ausschließlich die Konzentrationen 

von 0,5 µg/ml und 1 µg/ml. Eine Testreihe mit 10 µg/ml, wie in dieser Arbeit, wurde 

damals nicht untersucht. Auf Grundlage ihrer Ergebnisse schlussfolgerten die Autoren 

eine gesteigerte Angiogenese innerhalb der Tumoren. Vermutlich wird die proangio-

gene Wirkung von POSTN durch eine erhöhte VEGF-Expression verstärkt (Liu et al. 

2016). In der vorliegenden Arbeit konnte eine im Zeitverlauf erhöhte Stabilität der 

gefäßähnlichen Strukturen festgestellt werden, ein die Angiogenese unmittelbar 

steigernder Effekt wurde dagegen nicht beobachtet. 
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Die Literatur geht davon aus, dass POSTN das Überleben von Endothelzellen steigert 

(Takanami et al. 2008; Zhang et al. 2015; Zhu et al. 2010). Die CCM3-/- Endothelzellen, 

in denen POSTN herunterreguliert ist, besitzen jedoch bereits einen Überlebensvorteil 

(Schwefel et al. 2019). Die gesteigerte Stabilität der gefäßähnlichen Strukturen im 

Rahmen der CCM-Pathogenese scheint somit unabhängig von der überlebens-

steigernden Eigenschaft von POSTN zu sein. Analog zu FBLN5 wird auch POSTN im 

Tumorgenesekontext und in in vitro Endothelzellkolonien ein adhäsionssteigernder 

Effekt zugeschrieben (Gillan et al. 2002; Kim et al. 2014). Die Adhäsion wird über die 

Integrine αvꞵ3 und αvꞵ5 vermittelt (Gillan et al. 2002). Unterstützt werden diese 

Beobachtungen durch Li et al. (2010a), die in glatten Gefäßmuskelzellen ebenfalls 

herausfanden, dass POSTN an αvꞵ3 und αvꞵ5 bindet. Ein die Adhäsion steigernder 

Effekt wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Unter Umständen 

spielt jedoch die Modulation der Integrinbindung nach Hinzugabe von rPOSTN eine 

wichtige Rolle für die gesteigerte Stabilität der Netze im Zeitverlauf. Die Identifikation 

der an diesen Mechanismen beteiligten Integrine könnte weiteren Aufschluss über die 

intra- und extrazelluläre Kommunikation bringen. Durch Gonzalez-Gonzalez & Alonso 

(2018) wird postuliert, dass POSTN eine Schlüsselrolle in der Regulation von 

Zellverhalten und Organisation der EZM einnimmt. In wie weit diese Annahme auf den 

CCM-Kontext übertragbar ist muss zukünftig weiter aufgeklärt werden.  

Zusammengenommen zeigen die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen zu 

POSTN, dass die Organisation des Aktinzytoskeletts und die Morphologie durch die 

Hinzugabe von rPOSTN weitestgehend unbeeinflusst bleiben. Jedoch hat POSTN 

einen rettenden Einfluss auf einen Teil der angiogenetischen Eigenschaften von 

CCM3-/- Endothelzellen. Hieran anschließend scheint es sinnvoll zukünftig die 

Einflüsse von POSTN im CCM-Kontext auf die Zelladhäsion zu untersuchen.  
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6. Zusammenfassung 

Zerebrale kavernöse Malformationen (CCM) sind maulbeerartige Gefäßfehlbildungen, 

die sich klinisch in Form von rezidivierenden, migräneartigen Kopfschmerzen, 

epileptischen Anfällen oder hämorrhagischen Schlaganfällen äußern können. CCMs 

treten sowohl sporadisch als auch in einer autosomal-dominant erblichen Form auf. 

Die Prävalenz der symptomatischen erblichen Kavernome liegt bei 1:5400 bis 1:6200. 

Somit zählen sie zu den seltenen Erkrankungen. Pathogene Varianten in den Genen 

CCM1, CCM2 und CCM3 sind mit der Entstehung der Malformationen assoziiert. 

Speziell Träger einer pathogenen CCM3-Variante zeigen meist ein frühes 

Manifestationsalter und einen schwerwiegenderen klinischen Krankheitsverlauf.  

Durch in der Greifswalder Arbeitsgruppe durchgeführte Transkriptomanalysen von 

CCM3-/- CI-huVECs konnten die im Vergleich zu den CCM3+/+ Zellen neben FN1 

(Fibronektin-1-Gen) am stärksten herunterregulierten Gene FBLN5 und POSTN 

identifiziert werden. Sie kodieren für Proteine der EZM. In der vorliegenden Arbeit 

wurden die Auswirkungen der matrizellulären Proteine FBLN5 und POSTN erstmals 

im Rahmen der CCM3-Pathogenese untersucht. Weder die akute Herunterregulation 

von FBLN5 noch die von POSTN hatte einen Einfluss auf die Wachstumsmorphologie 

oder die Organisation des Aktinzytoskeletts. In Bezug auf die Angiogenese führten die 

akuten Herunterregulationen von FBLN5 und POSTN zu einer verminderten 

Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen. Im nächsten Schritt wurde eine mögliche 

Rettung des Phänotyps der CCM3-/- Endothelzellen durch die Hinzugabe der 

rekombinanten Proteine FBLN5 und POSTN untersucht. Die Addition von rFBLN5 

veränderte die Morphologie der Endothelzellen maßgeblich und führte zu einer 

gezielten Reorganisation des Aktinzytoskeletts. Die Supplementierung von rPOSTN 

wirkte im Zeitverlauf stabilitätssteigernd auf die gefäßähnlichen Strukturen und hatte 

einen rettenden Einfluss auf die angiogenetischen Eigenschaften der CCM3-/- 

Endothelzellen. In Zusammenschau mit den von Schwefel et al. (2020) publizierten 

Daten über Fibronektin ist davon auszugehen, dass Bestandteile der EZM eine 

modulatorische Rolle in der Entstehung von CCMs einnehmen. Allerdings bleibt bisher 

ungeklärt welche Mechanismen hierbei von Bedeutung sind. 
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8. Anhang 

8.1. Trypsin hat keinen Einfluss auf die relative mRNA-Expression von FBLN5 

bzw. POSTN 

 

Abbildung 13: Relative FBLN5- bzw. POSTN-Expression im Zeitverlauf nach Ablösen mittels 

Trypsin (n=4). Fragestellung: hat der Zeitpunkt des Ablösens der Zellen nach Aussaat eine Auswirkung 

auf die relative Genexpression der EZM-Proteine; Ablösen der Zellen nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden 

mittels Trypsin, Messung der relativen mRNA-Expression, Normalisierung der Werte auf das Expres-

sionslevel unmittelbar nach Aussaat (0 Stunden). A relative FBLN5-Expression im Zeitverlauf nach 

Ablösen mittels Trypsin; B relative POSTN-Expression im Zeitverlauf nach Ablösen mittels Trypsin.  

 

8.2. Etablierung der siRNA-Transfektion gegen FBLN5 und POSTN  

Abbildung 14: Etablierung siRNA-Transfektion gegen FBLN5 bzw. POSTN. Anhand der ursprüng-

lichen Expression wurden die Effizienzen der Herunterregulation gemessen. A siRNAs gegen FBLN5 

(Doppeltransfektion), s20608 zeigte größte Effizienz, Herunterregulation auf 20,4 % der ursprünglichen 

Expression; B siRNAs gegen POSTN (Einfachtransfektion), Effizienzen der siRNAs s20887 und s20889 

waren mit 16,8 % der ursprünglich gemessenen Expression identisch. Nachfolgend wurden die siRNA 

s20608 gegen FBLN5 und die siRNA s20887 gegen POSTN verwendet.
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