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1 Zusammenfassung 

Zerebrale kavernöse Malformationen (CCMs) sind Gefäßfehlbildungen im Gehirn oder 

Rückenmark und können sich klinisch aufgrund einer erhöhten Blutungsbereitschaft mit 

Kopfschmerzen, Gefühls- und Sprachstörungen bis hin zu Krampfanfällen äußern. Sie treten 

sporadisch oder im Rahmen einer autosomal-dominant erblichen Form auf. Kausale 

Sequenzveränderungen sind dabei in den drei Genen CCM1, CCM2 und CCM3 bekannt. Die 

Detektionsrate für pathogene Varianten ist mit bis zu 60 % für sporadische Fälle und mit weit 

über 90 % für familiäre Fälle sehr hoch. Während Genpanel-Analysen sehr verlässlich 

Einzelnukleotidveränderungen, kleine Insertions- und Deletionsvarianten sowie 

Kopienzahlveränderungen detektieren können, werden komplexe Strukturvarianten oder 

Veränderungen in nicht-kodierenden Regionen kaum erfasst. Diese rücken jedoch für die 

bisher genetisch unaufgeklärten Fälle immer mehr in den Fokus des Interesses. Diese Arbeit 

adressiert daher zum einen die Identifizierung neuer Strukturvarianten und deren funktionale 

Interpretation im Kontext der CCM-Erkrankung. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist der erstmalige Nachweis einer interchromosomalen 

Insertion bei einem CCM-Patienten gelungen. Die unbalancierte Insertion genomischen 

Materials von Chromosom 1 in die kodierende Region des CCM2-Gens konnte durch die 

Verbindung von bioinformatischen Auswertestrategien der Next Generation Sequencing-

Genpanel-Daten, molekularzytogenetischen Analysen und einer molekularen 

Bruchpunktkartierung genau charakterisiert werden. Die Identifikation einer weiteren 

Strukturvariante, einer Deletion des Transkriptionsstarts von CCM1, verdeutlichte die 

Herausforderungen bei der Bewertung von Veränderungen in nicht-kodierenden 

Genbereichen. Für eine eindeutige Klassifikation der Variante wurden daher funktionale 

Analysen durchgeführt, die auf einer CRISPR/Cas9-vermittelten Nachbildung der Deletion in 

iPSCs und der anschließenden Differenzierung in Endothelzellen beruhte. Damit konnte 

gezeigt werden, dass die Deletion zu einem Verlust der CCM1 mRNA- und 

Proteinexpression führt. Zudem wurde in den differenzierten Endothelzellen eine für die 

CCM-Pathogenese charakteristische Deregulation von KLF2, THBS1, NOS3 und HEY2 

beobachtet. Schließlich war es auf Basis dieser in vitro-Analysen möglich, die Variante 

entsprechend den ACMG-Richtlinien als wahrscheinlich pathogen zu bewerten und somit die 

molekulare CCM-Diagnose zu sichern. 

Die Verbindung des CRISPR/Cas9-Systems mit iPSCs ist nicht nur für die 

Variantenbewertung von großem Nutzen, sondern bietet auch das Potential zum besseren 

Verständnis von Krankheitsmechanismen. Ein weiterer Fokus der vorliegenden Arbeit lag 

daher auf der Etablierung und Verwendung iPSC-basierter Zellkulturmodelle für die CCM-

Modellierung. Zunächst ist es gelungen, mehrere iPSC-Linien mit einer kompletten 

CRISPR/Cas9-vermittelten CCM1-, CCM2- oder CCM3-Inaktivierung zu generieren. Diese 
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wurden anschließend für die Differenzierung in hBMEC-ähnliche Zellen und innovative 

dreidimensionale vaskuläre Organoide verwendet. In diesen Systemen konnte 

beispielsweise eindrücklich eine tumorähnliche Proliferation CCM3-defizienter 

Endothelzellen nachvollzogen werden, die nur in Kontakt mit Wildtyp-Zellen auftrat. RNA-

Sequenzierungen in einem CCM1-basierten Knockout-Modell konnten darüber hinaus die 

Rolle von CCM1 als Endothel-spezifisches Suppressorgen stärken. Die im Rahmen der 

Arbeit etablierten Systeme werden zukünftig für weitere Fragestellungen der CCM-

Pathogenese wie der endothelialen Barrierestörung eingesetzt und stellen darüber hinaus 

sehr gut geeignete Plattformen für die effektive Entwicklung dringend benötigter 

therapeutischer Ansätze dar. 
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2 Einleitung 

2.1 Zerebrale kavernöse Malformationen 

„Because brains and spines shouldn’t bleed“, heißt es in einem Leitspruch der seit 2002 

bestehenden Organisation Alliance to Cure Cavernous Malformation, ursprünglich Angioma 

Alliance (Alliance to Cure Cavernous Malformation, 2022). Sie ist eine von zahlreichen 

internationalen Anstrengungen, die Entwicklung dringend benötigter neuer Therapieansätze 

für zerebrale kavernöse Malformationen (Cerebral Cavernous Malformations, CCMs) 

voranzutreiben. Diese vaskulären Fehlbildungen des zentralen Nervensystems treten mit 

einer Prävalenz von etwa 0,5 % in der allgemeinen Bevölkerung auf (Otten et al., 1989; Al-

Shahi et al., 2003; Flemming et al., 2017), sodass allein in Deutschland mehr als 400000 

Menschen betroffen sind. CCMs sind vor allem durch irregulär-strukturierte, dünnwandige 

und erweiterte Endothelzellkanäle gekennzeichnet, die fokal im venös-kapillären Gefäßbett 

des Gehirns oder Rückenmarks auftreten können. Makroskopisch erscheinen sie als 

maulbeerartige Strukturen mit Ausmaßen von bis zu mehreren Zentimetern (Batra et al., 

2009). Als geeignetste Methode zur Visualisierung und Charakterisierung von CCMs gelten 

hierbei die T2*-gewichtete Gradienten-Echo- und suszeptibilitätsgewichtete 

Magnetresonanztomographie (MRT) (Akers et al., 2017; Spiegler et al., 2018b). In 

histopathologischen Untersuchungen von Kavernomen lassen sich oft intraläsionale 

Thrombosen und Kalzifikationen nachweisen, die auf einen verlangsamten Blutfluss 

innerhalb von CCMs zurückgeführt werden können (Clatterbuck et al., 2001; Batra et al., 

2009). Zudem sind in ihrer Umgebung oftmals Hämosiderinablagerungen zu beobachten, die 

als Auswirkung von Blutungsereignissen in das umliegende Gewebe entstehen. Dies ist 

Folge einer gestörten Blut-Hirn-Schranke (BHS), welche durch weniger funktionale 

interzelluläre Verbindungen der auskleidenden Endothelzellen gekennzeichnet ist 

(Clatterbuck et al., 2001). Blutungen können bei betroffenen Patient*innen zu einem 

variablen Spektrum an Beschwerden führen. Dazu zählen wiederkehrende Kopfschmerzen, 

Gefühls- und Sprachstörungen, aber auch Epilepsien und Schlaganfall-ähnliche Symptome 

(Batra et al., 2009). Deren individuelle Ausprägung hängt hierbei vor allem von der 

Lokalisation der Kavernome ab. In weniger eloquenten Arealen verursachen diese häufig 

keine klinischen Anzeichen. So sind bis zu ca. 40 % der CCM-Patient*innen asymptomatisch 

(Denier et al., 2006). Läsionen im Hirnstamm führen hingegen oft zu schwerwiegenden 

neurologischen Komplikationen. Neben einer supportiven Behandlung ist die chirurgische 

Entfernung von Läsionen bisher die einzige therapeutische Option. Die Indikation einer 

operativen Resektion wird hierbei abhängig der Größe und Lage der Kavernome gestellt 

(Akers et al., 2017). 
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Bei der CCM-Erkrankung unterscheidet man zwischen einer sporadischen und einer 

autosomal-dominant erblichen Form. Die sporadische Form geht oftmals mit dem Auftreten 

einer einzelnen Malformation einher, während Patient*innen mit der familiären Form meist 

durch multiple, bereits im jungen Lebensalter auftretende Kavernome oder eine positive 

Familienanamnese auffallen (Labauge et al., 1998). Bei der hereditären Kavernomatose sind 

pathogene Loss-of-Function-Keimbahnvarianten in den drei Genen CCM1 (KRIT1, Online 

Mendelian Inheritance in Man [OMIM]: 604214) (Laberge-le Couteulx et al., 1999; Sahoo et 

al., 1999), CCM2 (OMIM: 607929) (Liquori et al., 2003; Denier et al., 2004) und CCM3 

(PDCD10, OMIM: 609118) (Bergametti et al., 2005) bekannt, die in heterozygotem Status 

vorliegen. Das Spektrum identifizierter Veränderungen umfasst vor allem Nonsense-

Varianten, kleine Deletionen und Duplikationen (Indel), Spleißvarianten und 

Kopienzahlveränderungen (Copy Number Variations, CNV) (Spiegler et al., 2018b; Ricci et 

al., 2021). Abhängig vom veränderten Gen ist hierbei mit einer unvollständigen Penetranz 

von ca. 55-68 % auszugehen (Denier et al., 2006; Spiegler et al., 2018b). Die Prävalenz 

symptomatischer familiärer Fälle wird auf 1:5400-1:6200 geschätzt (Spiegler et al., 2018b). 

Patient*innen mit einer pathogenen CCM3-Variante erkranken dabei meist schon in früherem 

Alter und weisen ein erhöhtes Risiko für zerebrale Blutungen auf als Träger*innen einer 

kausalen CCM1- oder CCM2-Variante (Shenkar et al., 2015).  

Die molekulargenetische Diagnostik ist für Patient*innen mit multiplen Kavernomen oder 

einer auffälligen Familienanamnese indiziert. Da innerhalb der CCM-Gene keine sicheren 

Bereiche einer gehäuften Mutationshäufigkeit ausgemacht werden können, werden im 

Rahmen der Diagnostik alle kodierenden Genbereiche einschließlich der angrenzenden 

Exon-Intron-Grenzen untersucht. Zur Detektion von Exon-übergreifenden Deletionen und 

Duplikationen wird entweder die Methode der multiplexen ligationsabhängigen 

Sondenamplifikation (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA) oder auch 

die Next Generation Sequencing (NGS)-basierte CNV-Analyse herangezogen (Much et al., 

2019). Die Detektionsrate für pathogene Varianten ist mit bis zu 60 % für sporadische und 

mit 87-98 % für familiäre CCM-Fälle sehr hoch (Spiegler et al., 2014; Spiegler et al., 2018b). 

Der Nachweis einer pathogenen Variante ist insbesondere auch für weitere 

Familienmitglieder von Bedeutung, denen in diesem Fall eine prädiktive Analyse auf die 

bekannte Veränderung angeboten werden kann. 

Die Entstehung von CCMs kann jedoch nicht gänzlich durch das alleinige Vorliegen einer 

heterozygoten pathogenen Keimbahnvariante erklärt werden. Stattdessen ist bekannt, dass 

erst durch das Auftreten einer zweiten postzygotischen Veränderung entsprechend der 

Knudsonschen Zweischrittinaktivierung (Knudson, 1971) die Kavernombildung initiiert wird. 

Dies wird durch mehrere Studien an humanen Läsionen unterstützt (Gault et al., 2005; Akers 

et al., 2009; McDonald et al., 2014; Rath et al., 2020). Entsprechend konnte in Patient*innen 
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mit pathogener Keimbahnvariante eine immunhistochemische Negativität für das 

entsprechende CCM-Protein in den Endothelzellen des Kavernoms, nicht jedoch im 

umliegenden Gewebe, beobachtet werden (Pagenstecher et al., 2009). Analysen in 

speziellen Mausmodellen etablierten ferner die heute gängige Auffassung, dass eine klonale 

Expansion von Zellen mit kompletter Inaktivierung des jeweiligen CCM-Gens und eine 

anschließende Rekrutierung von Zellen mit erhaltener CCM-Expression zur Bildung und 

Progression von Kavernomen beitragen (Abb. 1) (Detter et al., 2018; Malinverno et al., 

2019).  

 

 

Abbildung 1 | Modell der Entstehung und Progression von CCMs. In einer Trägerin bzw. einem Träger einer 

pathogenen, heterozygoten CCM3-Keimbahnvariante wird die CCM-Bildung durch eine zweite somatische 

Inaktivierung in einer Endothelzelle initiiert (linker Abschnitt). Nachfolgend erfolgt eine klonale Expansion der 

CCM3-/--Zelle (mittlerer Abschnitt). Durch die Rekrutierung von heterozygoten Zellen kommt es zum Wachstum 

des Kavernoms, welches charakteristischerweise aus einem Mosaik aus CCM3-/- und CCM3+/- Zellen besteht. 

Eine Störung der endothelialen Barrierefunktion kann schließlich zur Blutung in das umliegende Gewebe führen 

(rechter Abschnitt). Abbildung stammt aus Skowronek et al. 2021. 

 

2.2 Strukturvarianten 

Die in der molekulargenetischen Diagnostik der CCM-Erkrankung eingesetzte Short-Read-

basierte Panel-Sequenzierung zielt insbesondere auf die Identifikation von 

Einzelnukleotidveränderungen (Single Nucleotide Variants, SNVs) sowie kleinen Indel-

Varianten ab. Aber auch dem möglichen Auftreten größerer CNVs, welche einen 

substantiellen Anteil der identifizierten pathogenen Varianten in den CCM-Genen 

ausmachen (Riant et al., 2013), wird durch die MLPA-Analyse oder NGS-basierte Methoden 

Rechnung getragen. Über die Häufigkeit von anderen und komplexeren SVs ist im CCM-

Kontext hingegen wenig bekannt. Dabei tragen SVs im Allgemeinen nicht nur zur 

phänotypischen Variabilität bei, sondern können auch bei der Krankheitsentstehung eine 

bedeutende Rolle spielen (Feuk et al., 2006). 

Der Einsatz der Gesamtgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing, WGS) in groß 

angelegten Populationsstudien hat eine umfängliche Charakterisierung der humanen 
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genetischen Variation ermöglicht. Mit Abschluss des 1000 Genomes Project, welches die 

Genome von 2504 Individuen rekonstruierte, konnte gezeigt werden, dass sich ein typisches 

humanes Genom in vier bis fünf Millionen Stellen vom Referenzgenom unterscheidet (The 

1000 Genomes Project Consortium, 2015). Den Großteil dieser Variation machen SNVs 

sowie kleine Indel-Varianten aus. Es treten jedoch auch größere SVs auf, die als strukturelle 

und quantitative chromosomale Umlagerungen von mehr als 50 Basenpaaren (bp) 

beschrieben werden und sowohl zytogenetisch sichtbare als auch submikroskopische 

Sequenzveränderungen umfassen (Spielmann et al., 2018). Auch wenn der Anteil von SVs 

an der genetischen Variation deutlich geringer ist als für SNVs, sind sie aufgrund ihrer Größe 

für den Großteil der variierenden Nukleotide zwischen humanen Genomen verantwortlich 

(Pang et al., 2010). Dabei können sie sowohl als CNVs in Form von Deletionen, 

Duplikationen und Insertionen als auch balanciert in Form von Inversionen und 

Translokationen vorliegen (Weischenfeldt et al., 2013). Durch die Kombination verschiedener 

Sequenziertechnologien und bioinformatischer Algorithmen wurde gezeigt, dass mehr als 

27000 solcher SVs im humanen Genom zu finden sind (Chaisson et al., 2019). Deren 

Entstehung kann hierbei mechanistisch auf Rekombinations-, Replikations- sowie 

Reparaturmechanismen der DNA zurückgeführt werden (Weischenfeldt et al., 2013).  

Die Suche nach kausalen chromosomalen Umlagerungen gewinnt bei der Diagnose seltener 

Erkrankungen zunehmend an Bedeutung, wobei diese einen Teil des Phänomens der 

fehlenden Erblichkeit (Missing Heritability) bei genetisch bisher ungelösten Fällen erklären 

können (Maroilley and Tarailo-Graovac, 2019). Tatsächlich ist ein funktional negativer 

Einfluss seltener SVs sogar wahrscheinlicher als für seltene SNVs (Chiang et al., 2017; 

Eichler, 2019). Eine schädliche Auswirkung von SVs kann sich beispielsweise infolge einer 

direkten Unterbrechung der Genorganisation oder von Positionseffekten äußern, welche die 

transkriptionale Regulation von Genen beeinflussen (Feuk et al., 2006; Spielmann et al., 

2018). Im Gegensatz zu Veränderungen geringer Größe stellt die Detektion von SVs jedoch 

eine große Herausforderung dar. Vor allem die oft eingesetzte Short-Read-basierte Panel-

Sequenzierung stößt hierbei an ihre Grenzen. Insbesondere Varianten, die nicht zu einer 

Veränderung der Kopienzahl führen oder sich in nicht-kodierenden Genbereichen befinden, 

können hiermit nur sehr schwer oder gar nicht erfasst werden. Neue Sequenziertechnologien 

und verbesserte Algorithmen sowie die Integration von Daten verschiedener Plattformen 

haben die Identifikation und Charakterisierung von SVs deutlich verbessert (Ho et al., 2020). 

Besonders der Einsatz der Long-Read-Sequenzierung (LRS) kann in diesem 

Zusammenhang entscheidende Limitationen bisheriger Ansätze überwinden (Merker et al., 

2018; Sanchis-Juan et al., 2018; Mitsuhashi and Matsumoto, 2020), da durch lange 

Sequenzierreads die gesamte SV überspannt und die Kartierung in repetitiven Regionen 

verbessert werden kann (De Coster and Van Broeckhoven, 2019).  
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2.3 Das CRISPR/Cas9-System zur Genomeditierung 

Die Möglichkeit Veränderungen genomischen Materials gezielt vornehmen zu können, hat 

die biologische und biomedizinische Forschung grundlegend verändert. Die 

Genomeditierung und im Speziellen das CRISPR/Cas-System stellt insbesondere bei der 

Untersuchung von Genfunktionen und der Modellierung von Krankheiten sowie der 

Entwicklung von therapeutischen Ansätzen ein wertvolles Werkzeug dar. Bisherige Studien 

zu Pathomechanismen der CCM-Erkrankung in Zellkulturmodellen basierten zumeist auf 

einer nur transienten Herunterregulation des CCM-Zielgens unter Einsatz der RNA-

Interferenz-Methode (Glading et al., 2007; Stockton et al., 2010; Wüstehube et al., 2010; Zhu 

et al., 2010; Zhou et al., 2016). Durch komplementäre Basenpaarung kann hiermit die 

Genexpression inhibiert werden. Eine der in vivo-Situation entsprechende dauerhafte 

Ausschaltung des entsprechenden CCM-Gens kann so jedoch nicht ausreichend abgebildet 

werden. Stattdessen eignet sich die CRISPR/Cas-Technologie hervorragend dazu, die 

Langzeitinaktivierung von CCM-Genen zu studieren, indem stabile biallelische Varianten 

eingeführt werden können. 

Die Generierung von Sequenzveränderungen mit Hilfe programmierbarer Nukleasen basiert 

auf der Einführung von DNA-Doppelstrangbrüchen, die nachfolgend durch zelleigene 

Mechanismen repariert werden. Neben Meganukleasen, Zinkfingernukleasen sowie 

transkriptionsaktivatorähnlichen Effektornukleasen zeichnet sich die CRISPR/Cas-

Technologie vor allem durch die deutlich einfachere und flexiblere Verwendung aus 

(Chandrasegaran and Carroll, 2016). Die für dieses System charakteristische repetitive DNA-

Sequenzen (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) und mit 

diesen assoziierte Gene (CRISPR-associated, Cas) wurden erstmals in Prokaryoten 

entdeckt (Ishino et al., 1987; Mojica et al., 1995). Dort dient es als adaptives Immunsystem 

zur Abwehr von eindringender Fremd-DNA (Makarova et al., 2006; Barrangou et al., 2007). 

Durch biotechnologische Modifikationen lässt sich das CRISPR/Cas-System sowohl in vitro 

als auch in vivo zur präzisen Genomeditierung in vielen verschiedenen Organismen 

einsetzen. Weit verbreitet ist hierbei eine Adaption des Typ II CRISPR/Cas-Systems 

(Klasse 2) von Streptococcus pyogenes. Zunächst wird hierbei nach Hybridisierung einer 

sequenzspezifischen CRISPR-RNA (crRNA) mit einer transaktivierenden crRNA (tracrRNA) 

ein Ribonukleoproteinkomplex (RNP) mit der Cas9-Nuklease gebildet. Vermehrt kommen 

hierbei auch einzelne RNA-Moleküle zum Einsatz, die als single-guide RNA die 

Eigenschaften von crRNA und tracrRNA vereinen (Sander and Joung, 2014). Die Cas9-

Nuklease wird basierend auf einer komplementären Basenpaarung schließlich zu einer 

spezifischen Ziel-DNA-Sequenz geleitet. Diese weist normalerweise eine Länge von 20 bp 

auf liegt benachbart zu einem protospacer adjacent motif (PAM) der Form 5‘-NGG bzw.  

5‘-NAG (N = A, T, C oder G). Die zwei Nuklease-Domänen der Cas9 spalten anschließend 
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die DNA, wodurch es zu einem Doppelstrangbruch kommt. Dieser wird innerhalb von Zellen 

über den Mechanismus der nicht-homologen Endverknüpfung (Non-Homologous End-

Joining, NHEJ) oder der homologen Rekombination (Homology-Directed Repair, HDR) 

repariert. Im Zuge der NHEJ kann es zur Entstehung von Indel-Varianten kommen, was sich 

zum Beispiel bei der Generierung von Gen-Knockouts zu Nutze gemacht wird. Wenn eine 

zum Ziellokus homologe Spendermatrize zur Verfügung gestellt wird, ist im Sinne eines HDR 

auch die Einführung spezifischer Sequenzen möglich (Sander and Joung, 2014). Durch die 

Weiterentwicklung des Systems kann darüber hinaus eine gezielte Baseneditierung 

vorgenommen werden. Der Einsatz von Cas9-Nickasen erlaubt hierbei die Konvertierung 

einzelner Basen ohne die Erzeugung eines Doppelstrangbruchs. Des Weiteren kann die 

CRISPR/Cas-Technologie auch für die Regulation der Genexpression eingesetzt werden, 

indem katalytisch inaktivierte Cas9-Nukleasen verwendet werden. Durch die Kopplung der 

Nuklease mit spezifischen Effektoren lassen sich ferner epigenetische Veränderungen 

vornehmen (Adli, 2018). Generell gilt, dass sich das Auftreten unerwünschter Nebeneffekte 

an genomischen Stellen, die zu der verwendeten crRNA eine hohe Ähnlichkeit aufweisen, 

durch die direkte Einbringung eines RNP-Komplexes in die Zielstruktur aufgrund dessen 

kürzeren Halbwertszeit minimieren lässt (Kim et al., 2014). 

Das CRISPR/Cas9-System konnte in der eigenen Arbeitsgruppe bereits erfolgreich zur 

Editierung der CCM-Gene in immortalisierten humanen Nabelschnurvenenendothelzellen 

(Immortalized Human Umbilical Vein Endothelial Cells, CI-huVECs), endothelialen 

Vorläuferzellen aus Blut (Blood Outgrowth Endothelial Cells, BOECs) sowie humanen 

zerebralen mikrovaskulären Endothelzellen (Human Cerebral Microvascular Endothelial 

Cells, hCMECs) eingesetzt werden. Dies erlaubte die nähere Charakterisierung wichtiger 

CCM-assoziierter Dysfunktionen in den entsprechenden Knockout-Endothelzellen, wie 

beispielsweise eines klonogenen Überlebensvorteils, eines gestörten angiogenen 

Verhaltens, der vermehrten Bildung von Aktinstressfasern, einer verringerten Fibronektin-

Expression oder der Akkumulation von Von-Willebrand-Faktor (Schwefel et al., 2019; 

Schwefel et al., 2020; Much et al., 2021). Gegenüber primären und immortalisierten Zellen 

gewinnen vor allem Stammzellen zunehmend an Bedeutung bei der in vitro-Modellierung von 

Krankheiten. Durch ihre einzigartigen Eigenschaften, sich unbegrenzt vermehren und in alle 

drei Keimblätter differenzieren zu können, überwinden sie entscheidende Limitationen 

bisheriger Zellkultur-Ansätze (Grskovic et al., 2011). Die Verbindung von Stammzellen mit 

der CRISPR/Cas9-Technologie birgt dabei ein enormes Potential, nicht nur biologische 

Prozesse und Krankheitsmechanismen in komplexeren Modellen wie beispielsweise 

dreidimensionalen Organoiden besser zu verstehen, sondern auch innovative therapeutische 

Strategien zu entwickeln (Hendriks et al., 2020). 
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3 Zusammenfassung und Diskussion 

3.1 Identifikation und Charakterisierung von Strukturvarianten als genetische 

Ursache der Kavernomatose 

3.1.1 Identifikation einer submikroskopischen interchromosomalen Insertion im 

CCM2-Gen 

Immense technologische Fortschritte im Bereich der Hochdurchsatzsequenzierung haben 

die Diagnostik von seltenen Erkrankungen, die zum Großteil einen genetischen Hintergrund 

besitzen, erheblich verbessert (Nguengang Wakap et al., 2020; Vinkšel et al., 2021). 

Dennoch bleiben immer noch viele Fälle ungeklärt. Für CCM-Patient*innen, bei denen trotz 

erfüllten Einschlusskriterien keine kausale Sequenzveränderung in der Standarddiagnostik 

detektiert werden konnte, wurden in der Literatur unter anderem ein bisher unbekanntes 

Kandidatengen (Liquori et al., 2006) und somatische Mosaike (McDonald et al., 2014) 

diskutiert. Durch die mittels WGS identifizierte erste große genomische Inversion im CCM2-

Gen (Spiegler et al., 2018a) rückten jedoch auch Strukturvarianten in den Fokus des 

Interesses. Auch Genpanel-Analysen können Hinweise auf das Vorliegen von SVs liefern, 

wenn die entsprechenden Bruchpunkte innerhalb oder nahe dem kodierenden Genbereich 

liegen. So konnte in einem Probanden erstmals eine submikroskopisch vorliegende 

interchromosomale Insertion identifiziert werden (Pilz et al., 2020). 

Bei dem männlichen Indexpatienten, der zum Zeitpunkt der genetischen Analyse 58 Jahre alt 

war, wurden in der MRT-Bildgebung zahlreiche Kavernome im Gehirn und Rückenmark 

nachgewiesen (Abb. 2 A, B). Vier dieser Läsionen wurden aufgrund von Blutungsereignissen 

bereits chirurgisch entfernt. Nach einer Hybridisierungs-basierten Anreicherung der 

diagnostischen Zielregionen fielen in der bioinformatischen Analyse der NGS-Daten 

zahlreiche fehlerhaft kartierte Sequenzierreads im CCM2-Gen auf. Diese sogenannten Split 

Reads konnten bemerkenswerterweise nur mittels Sequence-Pilot-Software (JSI medical 

systems), nicht jedoch unter Einsatz der Kartierungs- und Alignierungsinformationen der 

MiSeq Reporter-Software (Illumina) detektiert werden. Basierend auf ihrer Kartierung war 

eine Einteilung der aberranten Reads in zwei Gruppen möglich. Die Reads der ersten 

Gruppe konnten teilweise dem 5'-Bereich des Exons 6 von CCM2 und außerdem dem 

chromosomalen Bereich 1p11.2 oder 1q21.1 zugeordnet werden. Eine Spezifikation der 

Kartierung auf Chromosom 1 war aufgrund bekannter Sequenzhomologien nicht möglich. 

Der zweite Teil der Reads wurde hingegen partiell auf den 3ʹ-Bereich von CCM2 Exon 6 und 

zudem auf den Bereich 1p12 kartiert. Diese Daten ließen eine Insertion eines 

294 Kilobasenpaare (kb) großen Fragmentes von Chromosom 1 (1p12-p11.2) in die 

proteinkodierende Region von CCM2 auf Chromosom 7 (7p13) vermuten (Abb. 2 C). Dies 
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konnte durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an Metaphase-Chromosomen von 

Blutlymphozyten des Patienten bestätigt werden (Abb. 2 D) (Pilz et al., 2020). 

 

 

Abbildung 2 | Identifizierung einer interchromosomalen Insertion bei einem CCM-Patienten mit multiplen 

zerebralen und spinalen CCMs. (A) MRT-Analysen zeigen CCMs in der Pons (I) und der Cauda equina (II) des 

Indexpatienten (weiße Pfeile). (B) Intraoperative Aufnahme der kavernösen Läsion in der Cauda equina. (C) 

Schematische Darstellung der identifizierten Strukturvariante. Genomisches Material von Chromosom 1 lag in 

invertierter Orientierung inseriert im Exon 6 von CCM2 auf Chromosom 7 vor. (D) Bestätigung der 

interchromosomalen Insertion mittels FISH-Analyse. Die BAC-Sonden RP11–425C16 (1p12; hg19: 120176963–

120358983) und RP11–111G20 (7p12.3~13; hg19: 45283437–45448789) wurden verwendet. Es ist eine 

Kreuzhybridisierung der verwendeten Sonde RP11–425C16 in 1q21.1 bekannt. (Modifizierte) Abbildungen 

stammen aus Pilz et al. 2020. 

 

Durch eine MLPA-Analyse konnten zusätzlich drei Kopien des NOTCH2-Gens 

nachgewiesen werden. Dies versicherte, dass der betreffende Bereich auf Chromosom 1 in 

veränderter Kopienzahl vorlag. NOTCH2 lag neben den Genen ADAM30, NBPF7 und einem 

Teil des REG4-Gens innerhalb des inserierten Fragmentes und ist das einzige dieser Gene 

mit einem in der Datenbank OMIM hinterlegten assoziierten Phänotyp. Der Patient zeigte 

jedoch weder für das Alagille- noch das Hajdu-Cheney-Syndrom typische Symptome. Durch 

eine Amplifikation der vermuteten Bruchpunkte mit Hilfe spezifischer Primer gelang nicht nur 

die Bestätigung der Insertion auf molekularer Ebene, sondern auch die genaue Bestimmung 

der Bruchpunkte mittels Sanger-Sequenzierung ([hg19] chr1:120347265, chr1:120641440 

und chr7:45108098–45108101). Diese versicherte zum einen, dass das inserierte Fragment 
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in invertierter Orientierung vorlag, und zeigte zum anderen, dass dieses durch eine kleine 

Insertion sowie Indel-Variante flankiert war (Abb. 3) (Pilz et al., 2020). 

 

 

Abbildung 3 | Molekulare Charakterisierung der Bruchpunkte mittels Sanger-Sequenzierung. Im mittleren 

Abschnitt ist eine schematische Darstellung des Referenz- und des Insertions-Allels gezeigt. Die blauen, roten 

und grünen Pfeile repräsentieren die PCR- und Sequenzierungs-Primer (chr1: chr1-F1 + R1 und chr1-F2 + R2; 

chr7: CCM2-F + R). Die PCR-Produkte und Chromatogramme des Referenz-Allels auf Chromosom 1 (oberer 

Abschnitt; chr1-F1/R1 und chr1-F2/R2) sowie der invertierten Insertion auf Chromosom 7 (unterer Abschnitt; 

CCM2-F/chr1-F2 und chr1-R1/CCM2-R) sind dargestellt. C = gesunde Kontrolle; P = Indexpatient;  

– = Negativkontrolle; Ex = Exon. Abbildung stammt aus Pilz et al. 2020. 

 

Die SV führt durch die Unterbrechung der kodierenden Region von CCM2 sehr 

wahrscheinlich nicht zur Synthese eines funktionsfähigen Proteins und wurde daher als 

Loss-of-Function-Variante betrachtet. Entsprechend den ACMG (The American College of 

Medical Genetics and Genomics)-Richtlinien zur Interpretation von Sequenzvarianten 

(Richards et al., 2015) wurde die heterozygot vorliegende interchromosomale Insertion daher 

als pathogen bewertet. Die Identifizierung einer pathogenen Variante ist nicht nur zur 

Sicherung der Diagnose einer hereditären CCM-Erkrankung und optimalen klinischen 

Betreuung betroffener Patient*innen wichtig, sondern auch für die genetische Beratung von 

Familienangehörigen von großer Bedeutung. Insbesondere stellte sich die Frage, ob die 

Variante vererbt wurde oder neu aufgetreten ist (de novo). Weder für die Elternteile noch für 

andere Familienmitglieder wurden kavernöse Läsionen oder typische CCM-Symptome 

beschrieben. Im Fall der identifizierten SV ist das Vorliegen einer de novo-Veränderung 

demnach plausibel. Da jedoch bis zu 45 % der Träger*innen einer pathogenen CCM2-
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Variante asymptomatisch sind (Denier et al., 2006), ist ein erblicher Fall nicht 

auszuschließen. Weil die Elternteile des Indexpatienten bereits verstorben waren und 

weitere Familienangehörige für eine genetische Untersuchung nicht zur Verfügung standen, 

konnte die Herkunft der identifizierten SV nicht abschließend geklärt werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob weitere kausale genomische 

Umlagerungen in anscheinend mutationsnegativen CCM-Patient*innen identifiziert werden 

können. Hierzu wurden die NGS-Genpanel-Daten von sieben weiteren am Institut für 

Humangenetik Greifswald untersuchten Proband*innen ohne eine nachgewiesene 

pathogene SNV, Indel-Variante oder CNV analysiert. Hierbei wurde zusätzlich die SureCall-

Software (Agilent Technologies) eingesetzt, um auf Translokationsereignisse basierend auf 

dem Vorhandensein von aberranten Reads in den NGS-Daten zu prüfen. Während die 

Software die interchromosomale Insertion des Indexpatienten akkurat detektieren konnte, 

wurden für die weiteren Patient*innen keine chromosomalen Umlagerungen identifiziert (Pilz 

et al., 2020). Nichtsdestotrotz bekräftigt die Studie, dass schwer zu detektierende SVs als 

Ursache für bisher genetisch unaufgeklärte Fälle berücksichtigt werden sollten. In 

Zusammenschau konnte durch die vorliegende Arbeit nicht nur das in der 

molekulargenetischen Diagnostik der CCM-Erkrankung zu bedenkende Mutationsspektrum 

erweitert, sondern ebenso die Limitationen und Bedeutsamkeit spezieller bioinformatischer 

Werkzeuge und Filterkriterien bei der Detektion von SVs in Genpanel-Daten verdeutlicht 

werden. 

 

Auch wenn es mit Genpanel- und MLPA-Analysen zwar prinzipiell möglich ist, SVs bzw. 

CNVs zu detektieren, bietet sich bei der Identifikation und näheren Charakterisierung dieser 

vor allem die Long-Read-Sequenzierung als Technologie der dritten Generation an (Miller et 

al., 2021). Sie bietet das Potential, die gesamte SV zu überspannen und deren Kartierung zu 

verbessern, sodass sie in einem diagnostischen Kontext gut als ergänzende Analyse zu 

Short-Read-basierten Panel-Ansätzen geeignet wäre. In der eigenen Arbeitsgruppe wurde 

daher basierend auf einer CRISPR/Cas9-basierten Selektion der genomischen Zielregionen 

(Gilpatrick et al., 2020) die LRS aller drei CCM-Gene auf der MinION-Plattform (Nanopore 

Technologies) etabliert (Skowronek et al., 2022 [unter Begutachtung]). Durch die erneute 

Analyse bekannter großer Deletionen in CCM Patient*innen mittels LRS gelang uns so eine 

exakte Bruchpunktkartierung für die Varianten, bei der Genpanel- und MLPA-Analysen 

hingegen sehr limitiert sind. Dies erlaubte nicht nur erstmals die akkurate Bestimmung der 

Deletionsgrößen, sondern auch den Entwurf Deletions-spezifischer PCR-Ansätze 

(Skowronek et al., 2022 [unter Begutachtung]). Diese besitzen vor allem als günstige und 

schnelle Alternative für prädiktive Analysen weiterer Familienangehöriger große Bedeutung. 

Die bisher eingesetzte MLPA-Methode für die Analyse auf bekannte familiäre CNVs ist im 
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Vergleich mit höherem Aufwand und einer geringeren Kosteneffizienz verbunden, wenn es 

zu einer oftmals zeitversetzten Untersuchung vieler Familienmitglieder kommt (Gaetzner et 

al., 2007; Singh et al., 2021). Ein weiterer Vorteil der LRS liegt in der Fähigkeit, komplexe 

Sequenzveränderungen verlässlich detektieren zu können. Dies ist insbesondere für 

Varianten entscheidend, die außerhalb der in der Diagnostik standardmäßig analysierten 

Regionen liegen oder zu keiner Veränderung der Kopienzahl führen. Mit unserem LRS-

Ansatz waren wir beispielsweise in der Lage, die zuvor beschriebene interchromosomale 

Insertion im CCM2-Gen akkurat nachzuweisen (Skowronek et al., 2022 [unter 

Begutachtung]). Insgesamt stellt die LRS für die CCM-Diagnostik somit eine 

vielversprechende second-line-Technologie für die Entwicklung günstiger und schneller 

PCR-basierter Ansätze im Rahmen familiärer Analysen sowie das Screening auf komplexere 

SVs bei bisher unaufgeklärten Fällen dar. 

 

3.1.2 Funktionale Bewertung einer Strukturvariante mittels CRISPR/Cas9 

Genomeditierung 

Der Großteil der pathogenen Varianten in den CCM-Genen ist in den kodierenden 

Genbereichen lokalisiert, sodass sich die molekulargenetische CCM-Diagnostik 

hauptsächlich auf diese Regionen fokussiert. Dabei sind allgemein gesehen nicht-kodierende 

Regionen, wie beispielsweise Promotormotive, die 3'- und 5'- untranslatierten Bereiche und 

intronische Sequenzen, wichtige funktionelle Bereiche, die bei der Krankheitsentstehung 

eine bedeutende Rolle spielen können (French and Edwards, 2020). Auch wenn Fortschritte 

im Bereich der Sequenziertechnologien eine effiziente Detektion solcher Veränderungen 

ermöglichen, ist die Bewertung von nicht-kodierenden Varianten hinsichtlich ihrer 

funktionalen Relevanz jedoch in der Regel schwierig. Dies spiegelt sich beispielsweise darin 

wider, dass diese öfter als „Variante unklarer klinischer Signifikanz“ (VUS) klassifiziert 

werden (Ellingford et al., 2022). Existierende Richtlinien zur Interpretation von 

Sequenzvarianten konzentrieren sich hauptsächlich auf die proteinkodierenden 

Genbereiche. Die für eine breite Anwendung konzipierten ACMG-Richtlinien zur 

Variantenbewertung klassifizieren Veränderungen hinsichtlich der funktionellen Relevanz als 

neutral, wahrscheinlich neutral, wahrscheinlich pathogen, pathogen oder als VUS, wenn zum 

Zeitpunkt der Bewertung die vorhandenen Daten für eine eindeutige Klassifikation nicht 

ausreichend sind (Richards et al., 2015). Diese ist jedoch von großer Bedeutsamkeit, da eine 

Einordnung der Variante als pathogen bzw. wahrscheinlich pathogen mitunter mit 

weitreichenden klinischen Konsequenzen verknüpft ist. Gerade für nicht-kodierende 

Varianten ist es oftmals notwendig, funktionale Analysen für eine eindeutige Bewertung 

durchzuführen (Ellingford et al., 2022). Zur in vitro-Modellierung solcher Varianten hat sich 

hierbei das CRISPR/Cas9-System als sehr nützlich erwiesen und wurde beispielsweise 
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schon in induzierten pluripotenten Stammzellen (Induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs) 

genutzt, um die Pathogenität von VUS zu entschlüsseln (Garg et al., 2018; Ma et al., 2018). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bisher nicht beschriebene Deletion des nicht-

kodierenden Exons 1 im CCM1-Gen identifiziert und initial als VUS nach den ACMG-

Kriterien klassifiziert. Ziel der Arbeit war es, diese Variante mit Hilfe von in vitro 

durchgeführten funktionalen Untersuchungen akkurat zu bewerten (Pilz et al., 2022a). 

In den NGS-Genpanel-Daten der Indexpatientin mit multiplen Kavernomen waren keine 

pathogenen SNVs oder kleine Indel-Varianten identifiziert worden, jedoch eine hohe Anzahl 

von aberranten Reads im Intron 1 des CCM1-Gens aufgefallen. Die Sequence-Pilot- und 

SureCall-Software sowie schließlich die NGS-basierte CNV-Analyse wiesen auf eine 

heterozygote Deletion des Exons 1 von CCM1 hin. Eine spezifische PCR-basierte, die 

betreffende Region überspannende Amplifikation resultierte schließlich in einer Wildtyp-

Bande und einer etwa 400 bp kürzeren Bande für die Indexpatientin und ihren Vater. Mittels 

Sanger-Sequenzierung konnten die exakten Bruchpunkte der 411 bp großen Deletion 

bestimmt werden, die den Transkriptionsstartpunkt (TSP) aller relevanten CCM1-Transkripte 

und mehrere Transkriptionsfaktorbindestellen umfasst (Abb. 4 A, B). Da das Startkodon von 

CCM1 jedoch erst in Exon 5 lokalisiert ist, betrifft die Variante nicht die kodierende Region 

des Gens. Zudem kann das Auftreten von alternativen TSPs nicht gänzlich ausgeschlossen 

werden (Mondéjar et al., 2016). Gemäß den ACMG-Richtlinien wurden für die Variante die 

Kriterien PM1 und PP4 als zutreffend erachtet, sodass die Deletion initial entsprechend als 

VUS bewertet wurde (Pilz et al., 2022a).  

 

 

Abbildung 4 | Identifikation einer Deletion des Exons 1 von CCM1 bei einer Patientin mit multiplen CCMs. 

(A) Die Deletion umfasst den Transkriptionsstartpunkt aller funktionell relevanten CCM1-Transkripte. (B) Eine 

PCR-Amplifikation der Deletionsregion resultierte in einer Wildtypbande (WT) und einer 411 bp kürzeren 

Deletionsbande (Del) für die Indexpatientin (II:3) und ihren Vater (I:2). Die Bruchpunkte der Deletion wurden 

mittels Sanger-Sequenzierung ermittelt. (Modifizierte) Abbildungen stammen aus Pilz et al. 2022a. 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte die CRISPR/Cas9-Technologie in einem iPSC-basierten 

Zellkulturmodell für die funktionale Charakterisierung der Variante verwendet werden. Um 

ein für in vitro-Analysen wichtiges Referenzsystem für die Bestimmung von Messbereichen 

und Grenzwerten zu etablieren (Brnich et al., 2019), wurden zunächst erstmals CCM1-/- 
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iPSC-Zelllinien mit CRISPR/Cas9-vermittelten biallelischen Loss-of-Function-Varianten 

generiert. Hierfür wurden AICS-0023 iPSCs der Allen Cell Collection (Coriell Institute for 

Medical Research) eingesetzt. Diese weisen eine endogene Fluoreszenzmarkierung des 

Tight Junction Protein 1 (ZO-1) mit grün-fluoreszierendem Protein auf. Die Transfektion der 

iPSCs erfolgte mit RNP-Komplexen, wobei die Zielsequenz der verwendeten single-guide 

RNA im Exon 10 von CCM1 lag. Klonale CCM1-/- iPSC-Linien wurden dann nach serieller 

Verdünnung expandiert. So gelang es, eine Linie mit zwei compound-heterozygoten 

Frameshift-Varianten und eine Linie mit einer homozygoten 1 bp-Duplikation zu erzeugen. 

Da diese Varianten zu einer Leserasterverschiebung führen, kommt es sehr wahrscheinlich 

nicht zur Synthese eines funktionsfähigen Proteins. In der Tat ließen sich eine deutlich 

reduzierte CCM1 mRNA-Expression sowie der Verlust des CCM1-Proteins mittels Western-

Blot in diesen Zelllinien nachweisen. Aus diesen Linien mittels STEMDiff Endothelial 

Differentiation Kit (STEMCELL Technologies) differenzierte endothelzellähnliche Zellen (im 

Folgenden als Endothelzellen bezeichnet) exprimierten die typischen Endothelzellmarker 

CD31 und VE-Cadherin und zeigten eine für die CCM-Pathogenese häufig beschriebene 

Hochregulierung der Gene KLF2 und KLF4 (Zhou et al., 2016). Damit waren sie 

hervorragend als Referenzsystem für die Bewertung der identifizierten Deletion geeignet 

(Pilz et al., 2022a). Darüber hinaus wurde hiermit erstmals ein iPSC-basiertes CCM1 

Knockout-Modell der CCM-Erkrankung etabliert. Dessen besondere Bedeutung liegt vor 

allem in der Überwindung entscheidender Limitationen bisheriger CCM-Zellkulturmodelle. 

IPSCs sind nicht nur unbegrenzt verfügbar, sondern können durch ihre 

Differenzierungsfähigkeit die Entwicklung komplexerer dreidimensionaler und Kokultur-

Systeme vorantreiben, welche die Interaktion von Endothelzellen mit anderen Zelltypen des 

zentralen Nervensystems in der CCM-Pathogenese besser abbilden könnten. Die 

Verwendung von iPSC-Zelllinien, die für CCM-relevante Zellstrukturen wie ZO-1 bereits 

endogen fluoreszenzmarkiert sind, eröffnet zudem spannende Anschlussmöglichkeiten im 

Rahmen von Live-Cell-Imaging-Studien oder Hochdurchsatztestungen. 

Um die identifizierte Deletion in iPSCs nachzubilden, wurden zunächst in leicht zu 

transfizierenden HEK293T-Zellen verschiedene Paare von crRNAs getestet. Diese sollten 

einen genomischen Bereich ausschneiden, welcher möglichst akkurat die Deletion 

widerspiegelt (Abb. 5 A). Nachdem AICS-0023 iPSCs mit der optimalen crRNA-Kombination 

transfiziert wurden, gelang schließlich die Etablierung dreier CCM1del/del Linien mit einer 

biallelischen CRISPR/Cas9-induzierten Deletion (Abb. 5 B). In Übereinstimmung mit der 

Hypothese, dass der Verlust des TSPs pathogen ist, konnte für die Linien eine stark 

reduzierte CCM1-Expression auf RNA- und Protein-Ebene nachgewiesen werden. 

Interessanterweise wurde auch eine verringerte Expression des Gens ANKIB1 beobachtet, 

dessen TSP in der Nähe der Deletion lokalisiert ist (Abb. 5 A). Anschließend konnten die 
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CCM1del/del iPSC-Linien erfolgreich in Endothelzellen differenziert werden (Abb. 5 C). 

Bemerkenswert ist, dass die Expression des CCM1-Transkripts für die differenzierten 

CCM1del/del Endothelzellen vollständig verloren gegangen war, während diese für die CCM1-/- 

Zellen zwar deutlich reduziert, jedoch noch vorhanden war (Abb. 5 D). Zusätzlich wurde in 

den differenzierten CCM1-/- und CCM1del/del Endothelzellen mittels Reverse Transkriptase-

quantitativer PCR (RT-qPCR) die Expression der Gene KLF2, THBS1, NOS3 und HEY2 

untersucht. Für diese ist eine Deregulation im Kontext der CCM1-assoziierten 

Kavernomatose bekannt (Wüstehube et al., 2010; Zhou et al., 2016; Lopez-Ramirez et al., 

2017; Lopez-Ramirez et al., 2021). Für THBS1 zeigte sich eine ähnliche Reduktion in  

CCM1-/- und CCM1del/del Zellen (Abb. 5 D). Für die Gene KLF2, NOS3 und HEY2 konnte 

interessanterweise ein zur CCM1-Expression ähnlicher Effekt beobachtet werden, wobei 

jeweils eine stärkere Deregulation in CCM1del/del Zellen auftrat (Abb. 5 D) (Pilz et al., 2022a). 

In diversen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Degradation von aberranter 

mRNA möglicherweise zu genetischen Kompensationsmechanismen und somit zu 

phänotypischen Unterschieden zwischen stabilen Mutanten und transienten Knockdowns 

führt (Rossi et al., 2015; El-Brolosy et al., 2019). In diesem Zusammenhang scheint die 

durch den Prozess der Nonsense-vermittelten mRNA-Degradierung ausgelöste 

Hochregulierung homologer Gene im Sinne einer transkriptionalen Adaption eine wichtige 

Rolle zu spielen (Rouf et al., 2022). Genetische Kompensationsvorgänge könnten 

möglicherweise auch ein Erklärungsansatz für die beobachteten Ausprägungsunterschiede 

der Genexpressionsderegulation zwischen den CCM1-/- und CCM1del/del Zellen sein, welcher 

auf dem Vorhandensein von aberranter CCM1 mRNA in der CCM1-/- Kondition, nicht jedoch 

in den CCM1del/del Zellen basiert. Während Korrelationen zwischen dem Phänotyp und des 

zugrundeliegenden veränderten Gens für CCM etabliert sind, sind kausale Zusammenhänge 

zwischen der Identität der Variante in demselben Gen und der phänotypischen Ausprägung 

bisher nicht gezeigt (Snellings et al., 2021). Auch wenn letztlich sowohl CCM1-/- als auch 

CCM1del/del differenzierte Endothelzellen CCM-typische Genexpressionsunterschiede zeigten, 

bieten die hier etablierten Zelllinien eine gute Voraussetzung für Untersuchungen in 

zukünftigen Studien, ob und inwiefern sich das Vorhandensein aberranter mRNA auf die 

Stärke der Deregulation CCM-assoziierter molekularer Mechanismen auswirkt. 

Schließlich war es auf Basis der beschriebenen funktionalen Analysen möglich, die 

identifizierte Deletion entsprechend den ACMG-Richtlinien als wahrscheinlich pathogen zu 

klassifizieren (Kriterien PS3, PM1 und PP4). Somit konnte die molekulare CCM-Diagnose für 

die Familie gesichert und eine genetische Analyse für weitere Risikopersonen angeboten 

werden. Diese Studie verdeutlicht, dass der Einsatz des CRISPR/Cas9-Systems in iPSCs 

sowohl zur Varianteninterpretation in funktionalen Analysen als auch für zukünftig 



Zusammenfassung und Diskussion 

 

Seite | 17 

tiefergehende Untersuchungen der CCM-Pathogenese einen vielversprechenden Ansatz 

darstellt. 

 

 

Abbildung 5 | Analyse des funktionalen Einflusses der Deletion in einem iPSC-basierten Zellkulturmodell. 

(A) Schematische Darstellung der identifizierten Deletion (rot) und der crRNA-Bindungsstellen (orange). Die drei 

crRNA-Kombinationen i, ii und iii wurden zur Generierung einer der identifizierten Variante ähnlichen Deletion 

verwendet. (B) PCR-Amplifikation der Deletionsregion für drei AICS-0023 iPSC-Klone mit einer biallelischen 

CRISPR/Cas9-induzierten Deletion nach Verwendung der crRNA-Kombination i zur Transfektion. (C) AICS-0023-

abgeleitete CCM1del/del Endothelzellen exprimierten die Endothelzellmarker CD31 und VE-Cadherin (Maßstab: 

75 µm). (D) RT-qPCR-Analyse für die Gene CCM1, KLF2, THBS1, NOS3 und HEY2 für differenzierte CCM1+/+, 

CCM1-/- und CCM1del/del Endothelzellen. Für die statistische Analyse wurde eine einfache ANOVA mit multiplem 

Vergleichstest verwendet. ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Abbildungen und Daten stammen aus Pilz et 

al. 2022a. 

 

3.2 CRISPR/Cas9- und iPSC-basierte in vitro-Modellierung der CCM-

Erkrankung 

3.2.1 RNA-Sequenzierungen in einem iPSC-basierten CCM1 Knockout-Modell 

In weiterführenden Analysen sollte der Differenzierungsprozess CCM1-defizienter iPSCs in 

Endothelzellen genutzt werden, um das in der CCM-Forschung noch begrenzte Wissen 

darüber zu erweitern, ob die zweite somatische Inaktivierung eines CCM-Gens unmittelbar 

die Entstehung von CCMs auslöst oder ob hierbei zusätzliche exogene Faktoren erforderlich 

sind. Dazu wurden mittels RNA-Sequenzierung die Expressionsprofile von CCM1-/- iPSCs 

sowie aus diesen abgeleiteten CCM1-/- differenzierten frühen mesodermalen Progenitorzellen 

und CCM1-/- differenzierten Endothelzellen mit der entsprechenden Wildtyp-Kondition 

verglichen (Abb. 6) (Pilz et al., 2022b [unter Begutachtung]). 
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Abbildung 6 | Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus. Es erfolgte eine Differenzierung von 

CCM1+/+ und CCM1-/- AICS-0023 iPSCs in frühe mesodermale Progenitorzellen (Early Mesoderm Progenitor 

Cells, eMPCs) und Endothelzellen (Endothelial-Like Cells, ECs). Genexpressionsunterschiede wurden mittels 

RNA-Sequenzierung analysiert. Abbildung stammt aus Pilz et al. 2022b [unter Begutachtung]. 

 

Die differentiell exprimierten Gene während des Differenzierungsvorgangs von CCM1+/+ und 

CCM1-/- iPSCs zu Endothelzellen konnten erwartungsgemäß vor allem Angiogenese-

assoziierten Prozessen zugeordnet werden. Größere Unterschiede waren hierbei zwischen 

der CCM1-/-- und CCM1+/+-Kondition nicht festzustellen. Beim direkten horizontalen Genotyp-

Vergleich stellte sich interessanterweise heraus, dass die CCM1-Defizienz nahezu keine 

Auswirkung auf das Genexpressionsprofil in iPSCs hatte (Abb. 7 A). Auch in den frühen 

mesodermalen Progenitorzellen konnten nur minimale Genexpressionsunterschiede 

verzeichnet werden (Abb. 7 B). Erst in den differenzierten Endothelzellen zeigte sich eine 

starke Deregulation bekannter Signalwege. Dazu gehörten zum Beispiel Prozesse, welche 

die Angio- und Vaskulogenese betreffen, aber auch die Deregulation der Zellmotilität 

(Abb. 7 C-E).  

Die Daten bekräftigen weiterhin die oft beschriebene Expressionsänderung von KLF2 und 

KLF4 als Marker der CCM-Pathogenese unabhängig des verwendeten Systems. In unserem 

Modell wurde ein Expressionsanstieg von ca. 20-fach (KLF2) bzw. 11-fach (KLF4) in den 

differenzierten Endothelzellen beobachtet (Pilz et al., 2022b [unter Begutachtung]). Auch 

andere bekannte Effekte der CCM1-Inaktivierung in Endothelzellen konnten in unserem 

System nachvollzogen werden, wie die Hochregulierung von THBD und die 

Herunterregulierung von THBS1 (Abb. 7 D). Zusammenfassend lassen die Daten die 

folgenden Schlussfolgerungen zu: (1) CCM1 scheint für die endotheliale Differenzierung 

entbehrlich, jedoch für den Erhalt der endothelialen Quieszenz essentiell zu sein und (2) 

CCM1 spielt keine entscheidende Rolle in iPSCs oder frühen mesodermalen 

Progenitorzellen. Es erscheint somit plausibel, dass CCM1-/- Vorläuferzellen existieren, 
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welche erst in einer spezifischen Mikroumgebung und beim Eintritt in die endotheliale Linie 

ein Knockout-spezifisches Genexpressionsmuster etablieren. Die Daten lassen vermuten, 

dass dies nur durch exogene Faktoren wie Zytokine oder Wachstumsfaktoren ermöglicht 

wird, welche für die endotheliale Differenzierung verwendet werden. 

 

 

Abbildung 7 | Genexpressionsunterschiede in CCM1-/- iPSCs (A), differenzierten frühen mesodermalen 

Progenitorzellen (B) und differenzierten Endothelzellen (C-E) im Vergleich zur CCM1+/+-Kondition.  

(A-C) Dargestellt sind jeweils die Volcano-Plots herunter- und hochregulierter Gene. Hierbei ist jeweils die 

logarithmierte relative Expressionsänderung (log2 Fold Change, log2FC) in Bezug zum negativen log10 

adjustierten p-Wert (-log10 [padj]) abgebildet. Signifikant deregulierte Gene wurden als padj < 0,05 und |log2FC| > 1 

definiert und sind rot markiert. (D) Heatmap differenziell exprimierter Gene in differenzierten CCM1-/- 

Endothelzellen. Es sind die regularisierten log-transformierten Readanzahlen (Value) für CCM1-/- (KO) und 

CCM1+/+ (WT) Zellen gezeigt. (E) Anreicherungsanalyse für Genontologie-Kategorien (GO Biological Process 

Enrichment Analysis) für differenziell exprimierte Gene in differenzierten CCM1-/- Endothelzellen, dargestellt 

mittels ShinyGO 0.76-Software. CCM1 wurde aus dieser Analyse ausgeschlossen, um eine systematische 

Verzerrung zu vermeiden. FDR = Falscherkennungsrate (False Discovery Rate). (Modifizierte) Abbildungen und 

Daten stammen aus Pilz et al. 2022b [unter Begutachtung]. 

 

Die Annahme, dass sich die nachgeschalteten Effekte einer CCM1-Inaktivierung erst in 

einem bestimmten Mikromilieu manifestieren und somit auch exogene Faktoren zur CCM-
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Formation beitragen, wird durch weitere Studien unterstützt. So wurde beispielsweise 

gezeigt, dass phänotypische Effekte einer Ccm2-Inaktivierung in Mäusen erst in 

Entwicklungsstadien mit aktiver Angiogenese auftreten (Boulday et al., 2011) oder die 

Inhibierung der für die Angiogenese und endotheliale Differenzierung wichtigen VEGF-

Signalwirkung zu einer reduzierten Anzahl von Läsionen im Ccm1-Mausmodell führt 

(DiStefano and Glading, 2020). Bei der Suche nach neuen therapeutischen Ansätzen sollten 

daher nicht nur die Folgen der CCM-Defizienz, sondern auch die unterstützenden Faktoren 

der endothelialen Dysfunktion adressiert werden.  

 

3.2.2 Einsatz differenzierter Endothelzellen und vaskulärer Organoide bei der 

Untersuchung von tumorähnlichen Mechanismen der CCM-Pathogenese 

In humanen CCM-Läsionen lässt sich ein Mosaikverband von Zellen mit erhaltener und 

vollständig verlorener CCM-Expression beobachten (Rath et al., 2020). Dies steht im 

Einklang mit den hochrangig publizierten Analysen in Konfetti-Mausmodellen, welche 

eindrücklich zeigen konnten, dass eine klonale Expansion von Endothelzellen mit einer 

vollständigen CCM3-Inaktivierung zur Kavernomformation beiträgt (Detter et al., 2018; 

Malinverno et al., 2019). Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir in der Greifswalder 

Arbeitsgruppe ähnliche Beobachtungen für CI-huVECs machen, wobei CCM3-defiziente 

Zellen jedoch erst in Kokultur mit Wildtyp-Zellen stark erhöhte Proliferationsraten zeigten 

(Rath et al., 2022). Diese abnormale Proliferation schien abhängig von direkten Zell-Zell-

Kontakten mit Wildtyp-Zellen zu sein, da sich zum einen die Proliferationsraten in Monokultur 

nicht unterschieden und sich zum anderen konditioniertes Medium nicht auf die proliferative 

Aktivität der Zellen auswirkte. RNA-Sequenzierungen gaben weiterhin einen interessanten 

Einblick in die noch unzureichend verstandene, aber für die CCM-Formation essenzielle 

Interaktion von Knockout- und Wildtyp-Zellen. Beispielsweise konnte aufgedeckt werden, 

dass Gene, die in Monokultur nach CCM3-Inaktivierung herunterreguliert sind, durch die 

Kokultur in Knockout-Zellen wieder hochreguliert wurden. Darüber hinaus konnte eine 

Deregulation von Chemokin- bzw. Zytokin-assoziierten Signalwegen in Wildtyp-Zellen unter 

Kokulturbedingungen beobachtet werden (Rath et al., 2022). Dies steht im Einklang mit 

anderen kürzlich publizierten Analysen, die eine wichtige Rolle von immunassoziierten 

Faktoren für die CCM-Pathogenese beschreiben (Yau et al., 2022). 

IPSC-basierte Zellkultursysteme, welche im Rahmen der Promotionsarbeit etabliert wurden, 

konnten wesentlich zur Absicherung der Hypothese, dass CCM3-defiziente Endothelzellen 

im Mosaikverband mit Wildtyp-Zellen ein tumorähnliches Verhalten zeigen, beitragen. 

Einerseits konnten humane mikrovaskuläre endothelzellähnliche Zellen des Gehirns (Human 

Brain Microvascular Endothelial Cells, hBMECs) aus iPSCs mit Hilfe des Protokolls von Neal 

und Kolleg*innen differenziert werden (Neal et al., 2019). Für iPSC-abgeleitete hBMECs 
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wurde in der Literatur beschrieben, dass sie typische Merkmale der humanen BHS wie die 

Bildung von Tight Junctions oder die Transportfunktion gut abbilden können (Minami et al., 

2015; Kurosawa et al., 2018; Neal et al., 2019). Zudem wurde zur weiteren Absicherung 

unserer Beobachtungen an der Generierung von komplexen vaskulären Organoidkulturen 

nach dem anspruchsvollen Protokoll von Wimmer und Kolleg*innen mitgewirkt (Wimmer et 

al., 2019) (Abb. 8 A). Nach der Aggregation von iPSC-Kulturen in speziellen Zellkulturplatten, 

welche die Adhäsion an das Zellkulturmaterial hemmen, folgte hierbei die Induktion der 

mesodermalen und vaskulären Differenzierung. Nachdem die Zellaggregate in eine Matrigel-

Kollagen I-Matrix eingebettet wurden, wurde die Sprossung Gefäß-ähnlicher Strukturen 

eingeleitet. Die entstandenen vaskulären Netzwerke konnten dann aus der Matrix extrahiert 

werden und zu vollständigen vaskulären Organoiden mit einer Größe von etwa 1 mm 

kultiviert werden (Abb. 8 A). Durch den Nachweis der Expression von CD31 und PDGFRβ 

konnte das Vorhandensein von Endothelzellen und Perizyten veranschaulicht werden 

(Abb. 8 B). Konfokalmikroskopische Aufnahmen ermöglichten zudem genauere Einblicke in 

die Gefäßstruktur, welche die Assoziation von Endothelzellen und Perizyten in den 

Netzwerken illustrierten (Abb. 8 B). 

 

 

Abbildung 8 | Differenzierung von iPSCs zu vaskulären Organoiden. (A) Beispielhafte morphologische 

Aufnahmen im Zeitverlauf des Differenzierungsprozesses. Die schwarzen Pfeile repräsentieren die beginnende 

Kapselung der Organoide nach Extraktion der vaskulären Netzwerke aus einer Matrigel-Kollagen I-Matrix. 

Maßstab: I – 50 µm, II – 200 µm, III/IV/V – 500 µm. (B) Immunfluoreszenzfärbungen differenzierter Organoide für 

die Marker CD31 und PDGFRβ. Maßstab: linke Sektionen – 200 µm, rechte Sektion – 10 µm. Abbildungen bisher 

nicht veröffentlicht. 

 

Sowohl in Kokulturen von differenzierten hBMEC-ähnlichen Zellen als auch in vaskulären 

Mosaik-Organoiden, bei denen Kokulturen aus CCM3-/- und CCM3+/+ iPSCs als 
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Ausgangspunkt der Differenzierung dienten, konnte die deutlich gesteigerte Proliferation 

CCM3-defizienter Zellen nachvollzogen werden (Abb. 9) (Rath et al., 2022). Der Einsatz von 

fluoreszenzmarkierten iPSCs ermöglichte hierbei nicht nur eine effiziente Auswertestrategie, 

sondern erlaubte auch Einblicke in die zellulären Prozesse. So konnte festgestellt werden, 

dass CCM3-defiziente Zellen nicht gebündelt, sondern in einem Mosaikverband mit Wildtyp-

Zellen vorliegen (Abb. 9 B, D), was auch den Beobachtungen in humanen CCM-Läsionen 

entspricht. 

 

 

Abbildung 9 | IPSC-abgeleitete CCM3-/- Endothelzellen zeigten ein tumorähnliches proliferatives Verhalten 

in Kokultur mit Wildtyp-Zellen und in vaskulären Mosaikorganoiden. (A) Schematische Darstellung der 

Differenzierung von iPSCs in hBMEC-ähnliche Zellen nach Neal und Kolleg*innen (Neal et al., 2019). (B) CCM3-/- 

AICS-0036 (mEGFP-Markierung, Plasma, grün), CCM3+/+ AICS-0036 (mEGFP-Markierung, Plasma, grün) und 

CCM3+/+ AICS-0054 (mTagRFPT-Markierung, Membran, rot) iPSCs wurden in hBMEC-ähnliche Zellen 

differenziert, in einem 1:9-Verhältnis gemischt und für mehrere Tage kultiviert (Maßstab: 200 µm). (C) CCM3-/- 

hBMEC-ähnliche Zellen zeigten eine abnorme Proliferation in Kokultur mit CCM3+/+ hBMEC-ähnlichen Zellen 

(n = 4 pro Genotyp). Ein Einstichproben-t-Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. * p < 0,05, ** p < 0,01. 

(D) Die abnorme Proliferation von CCM3-/- Zellen wurde auch in vaskulären Mosaikorganoiden beobachtet 

(Maßstab: 300 µm). (E) Statistische Analyse von 75 Wildtyp/Wildtyp und 77 Knockout/Wildtyp Mosaikorganoiden, 

die in drei unabhängigen biologischen Replikaten differenziert worden sind. Es wurde ein zweiseitiger t-Test zur 

statistischen Analyse verwendet. **** p < 0,0001. Abbildungen und Daten stammen aus Rath et al. 2022. 

 

Auch weitere Studien illustrierten, dass tumorähnliche Mechanismen in der CCM-

Pathogenese eine Rolle zu spielen scheinen. Erst kürzlich wurde zum Beispiel ein Drei-

Schritt-Mechanismus bei schnell wachsenden, klinisch symptomatischen CCMs postuliert, 

wonach zusätzlich zur kompletten Inaktivierung eines CCM-Proteins auch Gain-of-Function-

Varianten im PIK3CA-Gen eine Rolle spielen (Ren et al., 2021). Das Zusammenspiel von 
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„vaskulärem Suppressor“ (CCM) und „vaskulärem Onkogen“ (PK3CA) erinnert hierbei an 

charakteristische Prozesse der Tumorgenese. Ähnlich wie der mTORC1-Inhibitor Rapamycin 

war mit Ponatinib auch schon der Einsatz einer für Krebstherapien eingesetzten Substanz 

bei der Blockierung der CCM-Initiation und -Progression im Mausmodell erfolgreich (Choi et 

al., 2018). Ein breites Spektrum an Nebenwirkungen limitiert jedoch die Verwendung solcher 

Agenzien für die Therapie von CCM-Patient*innen, weswegen die Identifikation neuer 

Kandidatenstoffe nach wie vor eines der primären Ziele der CCM-Forschung ist.  

Dieses Ziel wurde auch in unserer Studie unter Einsatz des CI-huVEC-Kokulturansatzes 

verfolgt. Hierbei konnte das Molekül NSC59984 als Kandidatensubstanz identifiziert werden, 

welche keinen größeren Einfluss auf die Zellmorphologie oder die Lebensfähigkeit der Zellen 

hatte und die starke Proliferation von Knockout-Zellen in Kokultur konzentrationsabhängig 

inhibieren konnte (Rath et al., 2022). Auch wenn in diesem Fall ebenfalls Nebeneffekte der 

Substanz derzeit ihren Einsatz in der CCM-Therapie limitieren, tragen die Resultate als 

konzeptioneller Beweis der möglichen Inhibition der abnormalen Expansion CCM3-

defizienter Endothelzellen zur Aufdeckung neuer Therapieansätze bei. Unsere Arbeiten 

legen nahe, dass hierbei insbesondere neue humane CRISPR/Cas9- und iPSC-basierte in 

vitro-Modelle hervorragend als Erstansatz in Hochdurchsatzstudien geeignet sind und damit 

die Entdeckung neuer Therapieansätze erheblich beschleunigen können. 

 

3.2.3 CCM-Zellkulturmodelle – ein Ausblick 

Im Rahmen einer Beschreibung und Bewertung der derzeit zur Verfügung stehenden 

Zellkulturmodelle der CCM-Erkrankung, bei der in dieser Arbeit mitgewirkt wurde, wurde die 

besondere Eignung CRISPR/Cas9-basierter in vitro-Modelle bei der Abbildung von Aspekten 

der endothelialen Barrierestörung und der klonalen Expansion von Endothelzellen mit CCM-

Defizienz dargelegt (Skowronek et al., 2021). Neben einem auch in dieser Arbeit näher 

charakterisierten deutlichen Überlebensvorteil von CCM-defizienten Endothelzellen ist auch 

eine möglichst in vivo-relevante Modellierung der gestörten endothelialen Barriere von 

großer Bedeutung, da diese zur erhöhten Blutungsneigung der CCMs beiträgt. Eine 

dysfunktionale endotheliale Barriere äußert sich in Zellkulturmodellen unter anderem in 

gestörten Adhärenzkontakten und einer verstärkten Bildung von Aktinstressfasern. In 

dreidimensionalen Modellen führen gestörte Zell-Zell-Verbindungen nach Inaktivierung der 

CCM-Gene beispielsweise zu einer fehlorganisierten Sphäroidformation (Skowronek et al., 

2021). Um die endotheliale Barrierestörung zukünftig genauer qualitativ und quantitativ 

charakterisieren zu können, konnte unter Einsatz der innovativen OrganoPlate-Technologie 

(Mimetas) im Rahmen dieser Arbeit ein dreidimensionales System etabliert werden, mit dem 

die Durchlässigkeit der endothelialen Barriere im CCM-Kontext effektiv untersucht werden 

kann. So war bereits die Kultivierung von endothelialen Kanälen aus HUVE-Zellen gegen 



Zusammenfassung und Diskussion 

 

Seite | 24 

eine Kollagen I-Matrix in der OrganoPlate 3-lane (Abb. 10 A) erfolgreich. Durch das Einleiten 

von fluoreszierenden Dextran-Molekülen kann mittels Fluoreszenzmikroskopie beurteilt 

werden, ob diese in den Kanälen zurückgehalten werden oder aus diesen austreten 

(Abb. 10 B). Somit lässt sich das Ausmaß der Barrieredurchlässigkeit gut beobachten. Die 

OrganoPlate-Technologie wurde unter anderem schon erfolgreich verwendet, um eine 

funktionale BHS durch die Kokultivierung von Endothelzellen, Perizyten und Astrozyten 

nachzubilden (Wevers et al., 2018). Dies stellt auch für die Modellierung der CCM-

Erkrankung ein hoch relevantes System dar und kann in zukünftigen Studien durch den 

Einsatz von iPSCs auf spezifische Fragestellungen der gestörten BHS effizient eingesetzt 

werden.  

 

 

Abbildung 10 | Visualisierung der Barriereintegrität von HUVECs in der OrganoPlate 3-lane. (A) 

Schematische Darstellung des Plattensystems. (B) Einleitung von fluoreszierendem FITC- bzw. TRITC-Dextran 

mit unterschiedlichen Molekulargewichten (mittlere und rechte Sektionen) in einen endothelialen Kanal aus 

HUVECs (linke Sektionen). Ein Austritt der Moleküle aus dem Kanal war im untersuchten Zeitverlauf nicht zu 

beobachten. Abbildungen bisher nicht veröffentlicht. 

 

Insgesamt eröffnen die im Rahmen dieser Arbeit etablierten klonalen iPSC-Linien mit einer 

vollständigen CRISPR/Cas9-vermittelten CCM1-, CCM2- oder CCM3-Inaktivierung und einer 

spezifischen endogenen Fluoreszenzmarkierung für CCM-relevante Zellstrukturen 

spannende experimentelle Anschlussmöglichkeiten. So können nicht nur faszinierende neue 

Einblicke in die Prozesse der CCM-Pathogenese erlangt, sondern auch die Entwicklung 

dringend benötigter Therapieansätze durch Hochdurchsatztestungen mit einer effektiven 

Auslesestrategie vorangetrieben werden. 
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