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Summary 

 

Cerebral cavernous malformations are slow-flow vascular lesions, mainly located in the 

brain. They consist of blood-filled dilated capillary-like vessels without brain parenchyma or 

mural cells. Clinical symptoms include intense headaches, epilepsy and stroke. However, 

about 40% of lesion carriers live without any symptoms throughout their lives due to 

incomplete penetrance. The disease prevalence is 0.5% in the population. Sporadic as well 

as autosomal-dominantly inherited familial forms exist. In recent years, 3 disease-related 

genes have been identified. Mutations within CCM1, CCM2 or CCM3 lead to 

indistinguishable clinical phenotypes. All three proteins form a ternary complex in vitro, 

confirming their participation in one main signaling pathway. While CCM1 and CCM2 have 

been explored to a great extent over the past years, little is known about CCM3 and its 

function so far. In this study, we show that CCM3 plays an important role in angiogenesis. 

Upon overexpression it has strong negative effects in endothelial cells. The ability to migrate, 

proliferate and to form capillary-like structures in matrix gels is significantly impaired. Knock-

down experiments with siRNA against CCM3 did not reveal such distinct effects. Only the 

ability to form capillary-like structures was elevated. To identify signaling pathways 

modulated by CCM3, tyrosine kinase arrays were conducted. Lysates from HUVECs 

overexpressing CCM3 were compared with control lysates. Five substrates revealed 

significantly increased phosphorylation: the discoidin domain receptor 1 (DDR1), the dual 

specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYR1A), the proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase FER (FER), the fyn-related kinase (FRK) and the Phosphoinositide-

dependent kinase 1 (PDPK-1). The candidate 3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-

1 is an important upstream activator of the serine-threonine kinase Akt/PKB. Subsequent 

experiments confirmed and demonstrated that p-PDPK-1 and p-Akt are activated in lysates 

overexpressing CCM3. In agreement with the fact that Akt is important for cell survival, we 

could finally show that CCM3 is both antiangiogenic and antiapoptotic. Our data suggest that 

CCM3 plays a role in maintaining quiescence of adult vascular endothelial cells.  
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Zusammenfassung 

 

Zerebrovaskuläre kavernöse Malformationen (CCM) sind Blutgefäßfehlbildungen, welche 

hauptsächlich im Gehirn vorkommen. Sie sind gekennzeichnet durch stark dilatierte 

kapillarähnliche Gefäße mit niedriger Flussrate („slow-flow lesions“).  Intervenierendes 

Gehirnparenchym fehlt ebenso wie Perizyten oder glatte Gefäßmuskelzellen. Die klinischen 

Symptome reichen von starken Kopfschmerzen über Epilepsie bis hin zum Schlaganfall. 

Dennoch bleiben viele Kavernomträger aufgrund unvollständiger Penetranz ihr Leben lang 

asymptomatisch. Die Prävalenz beträgt ca. 0,5% in der Gesamtbevölkerung. Es gibt sowohl 

sporadische als auch dominant vererbte Krankheitsformen. In den letzten Jahren konnten 3 

Gene ursächlich mit der Krankheit in Verbindung gebracht werden. Mutationen in CCM1, 

CCM2 oder CCM3 führen zu einem nicht unterscheidbaren klinischen Phänotyp. Alle drei 

Proteine bilden einen ternären Komplex in vitro, was eine Beteiligung an einem 

gemeinsamen molekularen Signalweg bekräftigt. Während die Proteine CCM1 und CCM2 in 

den letzten Jahren umfangreich erforscht wurden, ist über das CCM3-Protein bis heute 

wenig bekannt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CCM3 eine wichtige Rolle in 

der Angiogenese spielt und diese bei Überexpression in humanen Endothelzellen stark 

negativ reguliert: die Migration, die Proliferation und die Fähigkeit, kapillarähnliche Strukturen 

in Matrix-Gelen zu bilden kommt nahezu zum Erliegen. Ein gegenläufiger Effekt nach siRNA 

induziertem Knock-down von CCM3 war weniger stark ausgeprägt. Einzig die Fähigkeit, 

gefäßähnliche Strukturen in Matrigelen zu bilden, war erhöht. Um weiterhin Klarheit über die 

intrazellulären, von CCM3 beeinflussten Signalwege zu schaffen, wurden Tyrosin Kinase 

Arrays durchgeführt, bei welchen CCM3-überexprimierende HUVEC Lysate mit 

Kontrolllysaten verglichen wurden. Dabei stellte sich heraus, dass 5 Substrate signifikant 

erhöht phosphoryliert wurden: der Discoidin Domänen Rezeptor 1 (discoidin domain 

receptor; DDR1), die duale spezifitätstyrosinphosphorylierungsregulierte Kinase 1A (dual 

specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A; DYR1A), die Protoonkogen Tyrosin-

Protein Kinase FER (proto-oncogene tyrosine-protein kinase FER; FER), die fynbezogene 

Kinase (Fyn-related kinase; FRK) und die phosphoinositolabhängige Kinase 1 

(Phosphoinositide-dependent kinase 1, PDPK-1). Im Folgenden bestätigten Western Blot, 

dass die Überexpression von CCM3 in Endothelzellen die phosphoinositolabhängige Kinase 

1 und die nachgeschaltete Serin-Threonin Kinase Akt/PBK aktiviert, welche ein bedeutsames 

Überlebenssignal der Zelle darstellt. Schließlich konnte gezeigt werden, dass CCM3 nicht 

nur antiangiogen, sondern auch antiapoptotisch wirkt. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit legen nahe, dass CCM3 für die Integrität des ruhenden, adulten Endothelbettes 

wichtig ist.  
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1. Einleitung 

 

1.1 Eigenschaften Zerebraler Kavernöser Gefäßmalformationen (CCMs) 

Zerebrale kavernöse Gefäßmalformationen (kavernöse Angiome oder Kavernome, CCMs; 

cerebral cavernous malformations, OMIM 11680, 603284, 603285) gehören neben den 

arteriovenösen Malformationen zu den häufigsten vaskulären Fehlbildungen des Gehirns 

(Leblanc et al., 2009). Sie sind auf Fehlern in der normalen Reifung der Gefäße in der 

Embryonalphase zurückzuführen und damit angeboren und keine Neoplasien. Seit ihrer 

Erstbeschreibung durch Luschka im Jahre 1854 veränderte sich ihre pathologische Definition 

mehrmals (Luschka, 1854). Histologisch sind sie heute durch abnorm erweiterte 

kapillarähnliche Strukturen definiert, denen sowohl normale Blut-Hirn-Schranke 

Komponenten und intervenierendes Gehirnparenchym als auch murale Zellen fehlen. Die 

tight junctions zwischen den Endothelzellen sind abnorm oder fehlen gänzlich (Bertalanffy et 

al., 2002; Clatterbuck et al., 2001; Revencu et al., 2006).  

Die Prävalenz der CCMs wird zwischen 0,1 und 0,5% vermutet (Labauge et al., 2007). 

Neben einer sporadischen gibt es auch eine familiäre, autosomal-dominant vererbte Form, 

deren Häufigkeit zwischen 1:2000 und 1:10000 liegt (Bergametti et al., 2005). Sie wurde 

erstmals 1928 durch Hugo Friedrich Kufs als „heredofamiliäre Angiomatose des Gehirns“ 

beschrieben (Kufs, 1928). Die klinische Prävalenz ist jedoch wesentlich geringer, da die 

Krankheit eine klinische Penetranz von 60% und variable inter- und intrafamiliäre 

Expressivität aufweist (Denier et al., 2006). Symptomatische Personen leiden unter fokalen 

neurologischen Defiziten, Krampfanfällen und rezidivierenden Kopfschmerzen (Labauge et 

al., 2007). Kavernome werden durch Magnetresonanztomographie (MRT) diagnostiziert, da 

sie aufgrund des langsamen Blutflusses angiographisch nicht nachweisbar sind (Ahlhelm et 

al., 2007). Nach wiederholten Einblutungen in das Gehirn oder dem Auftreten einer 

therapierefraktären Epilepsie ist eine Resektion abhängig von der Lage der Läsion häufig 

das Mittel der Wahl. Obwohl auch Strahlentherapien als Behandlungsform beschrieben sind, 

werden sie aufgrund verschiedener unerwünschter Nebenwirkungen und ungenügender 

Wirksamkeit nicht empfohlen. Zusätzlich wurden auch Kavernome beschrieben, welche erst 

durch Strahlentherapien anderer Indikationen neu aufgetreten sind (Bertalanffy et al., 2002). 

Die Läsionen, welche bei familiären Formen vorwiegend multipel und bei sporadischen 

Formen singulär in Erscheinung treten (Labauge et al., 2007), werden meist zwischen der 2. 

und 4. Lebensdekade symptomatisch. Dennoch sind auch teils schwere Verlaufsformen im 

Kleinkindalter bekannt (Surucu et al., 2006).  

Innerhalb der letzten 10 Jahre konnten drei CCM-assoziierte Gene identifiziert werden: 

CCM1/KRIT1 auf dem langen Arm von Chromosom 7 (7q21-q22) (Laberge-le Couteulx et al., 

1999; Sahoo et al., 1999), CCM2/MGC4607 auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 (7p15-
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p13) (Denier et al., 2004)  und CCM3/PDCD10 auf dem langen Arm von Chromosom 3 

(3q25.2-q27) (Bergametti et al., 2005). In allen drei Genen konnten zahlreiche Nonsense-, 

Frameshift- und Splicemutationen neben den seltener vorkommenden Missensemutationen 

gefunden werden (Labauge et al., 2007). Ferner wurden auch komplette Gendeletionen für 

alle drei CCM-Gene beschrieben (Bergametti et al., 2005; Denier et al., 2004; Gaetzner et 

al., 2007; Liquori et al., 2007; Liquori et al., 2008). Bei den Mutationen in den CCM-Genen 

handelt es sich demnach um loss-of-function Mutationen.  

Es konnte gezeigt werden, dass somatische second-hit Mutationen in allen drei Genen mit 

den Läsionen assoziiert sind (Akers et al., 2009; Gault et al., 2009) und dass kavernöse 

Endothelzellen immunnegativ für das jeweilige in der Keimbahn schon betroffene Gen und 

sein Produkt sind (Pagenstecher et al., 2009). Die Zweischrittinaktivierung nach Knudson 

(Knudson, 1971), welche vor allem bei Tumorsuppressorgenen bekannt ist, spielt bei der 

Pathogenese von CCMs folglich ebenfalls eine Rolle. Schließlich konnte mittlerweile 

mehrfach bewiesen werden, dass Endothelzellen, und nicht wie lange Zeit vermutet neurales 

Gewebe, autonom für die Entwicklung der Krankheit verantwortlich sind (Boulday et al., 

2009; Hogan et al., 2008; Pagenstecher et al., 2009; Whitehead et al., 2009).  

CCM1 kodiert für ein zytoplasmatisches Protein mit 84 kDa, welches für die Formierung und 

die Integrität von Zell-Zell Kontakten wichtig ist. Als Interaktionspartner von ICAP1-α 

(Integrin-cytoplasmic-associated-protein 1-α) scheint es auch die Zellproliferation, -adhäsion,  

-migration und -morphologie zu modulieren (Zawistowski et al., 2002). Das Genprodukt von 

CCM2 ist ca. 50 kDa groß und wie alle anderen CCM-Proteine ubiquitär exprimiert. In 

Fibroblasten wurde beobachtet, dass das murine Ortholog von CCM2 OSM (osmosensing 

scaffold for MEKK3) eine Rolle bei der Antwort auf osmotischen Schock spielt. Dabei fungiert 

es als Gerüstprotein für die Aktivierung des p38 MAPK Signalweges, welcher bei der 

Modulierung von extrazellulärem Stress wichtig ist (Uhlik et al., 2003). Bei humanen 

dermalen mikrovaskulären Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass der durch siRNA 

vermittelte  Knock-down von CCM2 zu einem Verlust von kortikalem Aktin, einer Erhöhung 

von Stressfasern und einer verminderten Endothelzellbarriere führt. Bei humanen 

Nabelschnur-Venenendothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs) führte 

derselbe Knock-down zwar zu einer verbesserten Sprossung und Migration der Zellen, 

dennoch war die Lumenbildung beeinträchtigt (Whitehead et al., 2009). Andererseits wurde 

in humanen Gehirnendothelzellen gezeigt, dass ein Verlust von CCM2 zu einer verminderten 

Fähigkeit zu migrieren und gefäßähnliche Röhren in einer zweidimensionalen Matrix zu 

bilden führt (Crose et al., 2009).  

Über CCM3 ist bislang am wenigsten bekannt. Obwohl es mittlerweile ein oft zitiertes 

Molekül in Publikationen und Datenbanken ist, fehlt eine genaue Funktionsbeschreibung des 

hoch konservierten Proteins bis heute. Das ca. 25 kDa große CCM3-Protein besitzt keine 
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bisher bekannten Domänen. Ursprünglich wurde es hochreguliert in einer humanen 

apoptotischen prämyeloischen Zelllinie entdeckt (Wang et al., 1999). Auch eine weitere 

Studie vermutete eine mögliche Apoptose-induzierende Rolle  (Chen et al., 2009). 

Andererseits wurde beobachtet, dass CCM3 die Proliferation und Transformation einer 

humanen Prostatakrebszelllinie fördert, indem es den ERK (Extracellular-signal Regulated 

Kinase) Signalweg moduliert  (Ma et al., 2007). CCM3 wird in vitro von der Serin/Threonin 

Kinase 25 (STK25) phosphoryliert und von der Phosphatase FAP1 (Fas-associated 

phosphatase-1) dephosphoryliert. Beide wurden in einem Yeast-Two-Hybrid Screen als 

Interaktionspartner von CCM3 gefunden und später durch Immunpräzipitationen und Pull-

Down Assays bestätigt (Voss et al., 2007). Auch MST4 (serine/threonine protein kinase 

MST4) konnte als CCM3 Bindungspartner gefunden werden (Ma et al., 2007). Sowohl 

STK25 als auch MST4 sind bei der Modulation von Apoptose und Migration beteiligt, könnten 

aber gegenteilige Effekte haben (Preisinger et al., 2004). Ob diese Interaktionen eine 

Relevanz in vivo haben, konnte bisher nicht bestätigt werden. 

 

1.2 Mausmodelle 

In den letzten Jahren wurden mehrere CCM1 und CCM2 Mausmodelle beschrieben. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass homozygote Ccm1 Knock-out Mäuse bereits vor dem 11. 

embryonalen Entwicklungstag aufgrund von multiplen Entwicklungsarresten vor allem bei der 

Gefäßentwicklung versterben. Bereits ab dem 8. embryonalen Entwicklungstag sind dilatierte 

Gefäße erkennbar. Die neurale Entwicklung war nicht betroffen und verlief bis zum 

Absterben der Embryonen unauffällig. Weiterhin wurde vermutet, dass der Notch-Signalweg, 

welcher für die arterielle Identität verantwortlich ist, bei CCM1 Mutationsträgern betroffen 

sein könnte. Der arterielle Marker Notch4 war in humanen Kavernomgeweben signifikant 

herunterreguliert. (Whitehead et al., 2004). 

Eine andere Studie ergab, dass Mäuse, welche heterozygot für Ccm1 sind und gleichzeitig 

einen Knock-out Hintergrund für das Tumorsuppressor Gen Trp53 (transformation related 

protein 53) besitzen, zu über 50% Läsionen im Gehirn entwickeln. Dieser Studie lag die 

Annahme zugrunde, dass durch den p53 Knock-out Hintergrund die Rate an somatischen 

Mutationen wächst. Der Verlust der Heterozygotie konnte in den Ccm1+/-/p53-/--Mäusen 

methodisch allerdings nicht bewiesen werden. Auch eine Beteiligung bei der Pathogenese 

von kavernösen Malformationen von p53 selbst konnte nicht ausgeschlossen werden  

(Plummer et al., 2004). 

Auch Ccm2 Knock-out Mäuse sind letal und versterben bereits zwischen dem embryonalen 

Entwicklungstag 9 und 10,5 aufgrund von Wachstumsarrest und defekter vaskulärer 

Entwicklung (Boulday et al., 2009; Kleaveland et al., 2009; Whitehead et al., 2009). Der 

Zeitpunkt des Todes stimmt mit dem Beginn der Angiogenese überein und verdeutlicht, dass 

http://de.wikipedia.org/wiki/Extracellular-signal_Regulated_Kinase
http://de.wikipedia.org/wiki/Extracellular-signal_Regulated_Kinase
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CCM2 für die vaskuläre Entwicklung essentiell ist. In vivo Ultraschallstudien konnten 

außerdem belegen, dass CCM2-/- Embryonen nicht in der Lage sind, eine Blutzirkulation zu 

etablieren, obwohl die Herzentwicklung und -kontraktion nahezu normal abläuft (Whitehead 

et al., 2009). Bei genauerer Betrachtung fiel allerdings auf, dass die Herzen vergrößert 

waren und bluteten, obwohl die Proliferation der Endothelzellen nicht verändert war (Boulday 

et al., 2009). 

Konditionale CCM2 Mausmutanten wurden etabliert, um die gewebespezifische Funktion von 

CCM2 endgültig zu belegen. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Verlust von CCM2 

einzig im Endothel und nicht, wie zuvor oftmals vermutet, im neuralen Gewebe oder in den 

glatten Gefäßmuskelzellen zu massiven Defekten in der Angiogenese und 

Embryonalentwicklung führt (Boulday et al., 2009; Whitehead et al., 2009). Ferner konnte 

dargestellt werden, dass die Expression des arteriellen Markers Ephrin B2 (Efnb2) bei 

Mutanten und Kontrollen keine Unterschiede aufwies. Außerdem war auffällig, dass die 

Rekrutierung von muralen Zellen in der dorsalen Aorta gestört war und diese dort kaum 

vorgefunden werden konnten (Boulday et al., 2009).  

Zu Beginn dieser Arbeit gab es kein publiziertes CCM3 Mausmodell. Dieses wurde jüngst 

von He et al. im April 2010 publiziert. Auf die Ergebnisse dieser Studie wird in der Diskussion 

näher eingegangen.  

 

1.3 Zebrafischmodelle 

Schon vor über 10 Jahren wurden bei genetischen Mutationsscreens Zebrafische entdeckt, 

welchen ein vergrößertes Herz und damit ein kardialer Phänotyp gemeinsam war (Chen et 

al., 1996; Stainier et al., 1996). Die Mutationen betrafen die Gene santa, valentine und heart 

of glass (heg). Später konnte gezeigt werden, dass santa das Zebrafisch Ortholog von 

CCM1 und valentine das Ortholog von CCM2 ist (Mably et al., 2006). Sowohl santa und 

valentine als auch heg Mutanten gelingt es nicht, eine Blutzirkulation zu etablieren, obwohl 

die Herzen kontrahieren können. Das Myokard ist nur einschichtig und es werden keine 

Endokardkissen gebildet. Außerdem ist die Zellmorphologie der Myokardzellen verändert, 

nicht aber deren Anzahl. Untersuchungen zeigten, dass das konzentrische Wachstum der 

Myokardzellen gestört war und diese nicht mehrschichtig, sondern ausgedehnt in einer 

einzigen Zellschicht innerhalb der Umrandung des ansonsten bis dahin normal entwickelten 

Herzens wuchsen (Mably et al., 2006). Es stellte sich heraus, dass heg, welches im 

Endokard exprimiert wird, als Signal für das konzentrische Wachstum des Myokards benötigt 

wird (Mably et al., 2003). Es wird angenommen, dass die reziproke Signalweitergebung 

zwischen Myokard und Endokard gestört ist und es dadurch zu einem vergrößerten Herzen 

kommt, dessen Ursache jenseits einer veränderten Zellzahl liegt. Obwohl der Phänotyp des 

Zebrafisch Mutanten heg identisch zu den santa und valentine Phänotypen ist (Mably et al., 
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2006), konnte bislang kein Patient mit Mutationen im menschlichen Ortholog gefunden 

werden. Heg-Knock-out Mäuse sind embryonal letal, spiegeln aber nicht den Ccm1-/- bzw. 

Ccm2-/- Phänotyp wieder. Auf der anderen Seite ist eine heterozygote Ccm2 Mutation neben 

einem Heg Knock-out ausreichend, um die Ccm1 bzw. Ccm2 Knock-out Phänotypen zu 

etablieren (Kleaveland et al., 2009). 

In späteren Studien konnte letzten Endes bewiesen werden, dass sowohl santa/ccm1 als 

auch valentine/ccm2 Mutanten neben einem vergrößerten Herzen stark erweiterte Gefäße 

besitzen (Hogan et al., 2008; Jin et al., 2007). Diese Gefäße zeichnen sich, ähnlich wie das 

vergrößerte Herz, durch eine veränderte Zellform aus. Dies ist nicht auf einen gestörten Zell-

Zell Kontakt zurückzuführen und deutet eher auf eine der Endothelzelle selbst innewohnende 

Eigenschaft hin. Die Vermutung, dass die durch die ccm1 Mutation hervorgerufenen Defekte 

Endothelzellautonom sind, konnte durch einen Transplantations-Assay bestätigt werden. 

Dabei waren transplantierte Wildtyp-Endothelzellen fähig zu elongieren, während die 

Endothelzellen der ccm1 Empfängermutanten einen auffällig großen und runden Phänotyp 

aufwiesen (Hogan et al., 2008). Durch die Kreuzung von santa (san234) Mutanten mit einer 

zweiten transgenen Zebrafischlinie, welche ein GFP (green fluorescent protein)-Reportergen 

mit der endothelspezifischen Rezeptortyrosinkinase Tie2  (Tg(tie2:GFP)s849) fusioniert hat, 

konnte gezeigt werden, dass deren Expressionsniveau deutlich erhöht ist. Dies deutet darauf 

hin, dass santa an der negativen Regulation von Endothel-spezifischen Markern oder Genen 

beteiligt ist (Jin et al., 2007) .   

Da die Morpholino-Koinjektion geringer Mengen an santa mit valentine ebenso wie auch die 

Koinjektion von santa bzw. valentine mit heg zur Ausprägung des kardialen CCM Phänotyps 

führen, wird von einem synergistischen Effekt und einem gemeinsamen molekularen 

Signalweg ausgegangen (Mably et al., 2006).  

 

1.4 Angiogenese in vitro Zellkultursysteme 

In den letzten 40 Jahren hat die Angiogeneseforschung enorm an Wichtigkeit gewonnen und 

ist auch in ihrem Umfang exponentiell gewachsen. Insgesamt sind über 50 verschiedene 

Erkrankungen, insbesondere Krebs, rheumatische Arthritis und Schuppenflechte durch eine 

pathologische Angiogenese gekennzeichnet. Zahlreiche in vitro und in vivo Assays wurden 

entwickelt, um das Wissen über die Entstehung, Reifung und Aufrechterhaltung der Gefäße 

zu vertiefen und um geeignete Methoden zur Behandlung der damit assoziierten Krankheiten 

zu entwickeln (Staton et al., 2009). 

Obwohl in vivo Assays den pathologischen Prozess der Angiogenese besser nachahmen 

können, haben in vitro Assays einige entscheidende Vorteile. Einzelne Schritte der 

Angiogenese können unabhängig voneinander betrachtet werden und auch einzelne 

Komponenten, wie beispielsweise Matrixbestandteile, können separat untersucht werden 
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(Goodwin, 2007). Außerdem sind in vivo Assays durch Faktoren wie Spezies und einzelne 

Organeigenschaften zusätzlich eingeschränkt (Staton et al., 2009). Schließlich erlauben in 

vitro Assays einfache genetische Manipulationen durch adenovirale Transduktion (Staton et 

al., 2009).  

Für in vitro Assays werden vor allem Endothelzellen verwendet, welche den 

Hauptbestandteil neu gebildeter Gefäße ausmachen (Goodwin, 2007). Immortalisierte 

sekundäre humane Hautendothelzellen (human dermal microvascular endothelial cells, 

HMEC-1) zeigten nach mehreren Jahren teilweise Verluste ihrer funktionalen Eigenschaften 

und ihrer Responsivität auf angiogene Stimuli (Nisato et al., 2004) und sind deshalb nicht die 

erste Wahl. Primäre Endothelzellen werden bevorzugt, da sie einige Male passagiert werden 

können, ehe sie ihre physiologischen Eigenschaften und Fähigkeiten verlieren (Staton et al., 

2009). Eine der am besten charakterisierten primären Endothelzellkulturen für Angiogenese 

in vitro Assays sind die humanen Nabelschnur-Venenendothelzellen (human umbilical vein 

endothelial cells, HUVEC). Diese Zellen sind einfach zu isolieren und seit 1973 erfolgreich in 

Gebrauch. Sie gehören damit zu den meistgenutzten Endothelzellen in der Gefäßforschung 

(Nakatsu et al., 2007). Der Prozess der Angiogenese umfasst hauptsächlich Migration, 

Proliferation und Morphogenese (Tube Formation) (Goodwin, 2007). Diese Schritte sollen im 

Folgenden gemeinsam mit deren jeweils zur Verfügung stehenden Assays vorgestellt 

werden. 

 

1.4.1 Migration 

Als ein einleitender Prozess der Angiogenese migrieren Endothelzellen als Antwort auf 

angiogene Stimuli in das umliegende Gewebe. Dabei kann die Chemokinese (ungerichtete 

Zellbewegung) von der Chemotaxis (gerichtete Zellbewegung) unterschieden werden 

(Goodwin, 2007).  

In vitro sind neben „Wound Scrape“ und „under-agarose“ Assays die Transwell Assays die 

meistbenutzten Migrationsassays. Sie sind eine Weiterentwicklung der bereits 1962 

beschriebenen „Boyden Chambers“, später auch „modified Boyden Chambers“ (Boyden, 

1962). Bei diesen Assays werden die Zellen auf eine poröse Membran plattiert und eine den 

Wachstumsfaktor enthaltende Lösung wird auf die gegenüberliegende Seite in die 

entsprechende Well-Vertiefung gegeben. Um die Adhärenz der Zellen zu unterstützen, wird 

die Membran vorher mit einem Extrazellulärmatrixbestandteil wie beispielsweise Kollagen 

oder Fibronektin beschichtet. Die Porengröße variiert je nach verwendeter Zelllinie zwischen 

ca. 3 und 8 µm. Im Anschluss an die Migration werden alle nicht migrierten Zellen von der 

Membran abgewischt und die migrierten Zellen fixiert sowie angefärbt. Unter einem 

Lichtmikroskop können diese danach ausgezählt werden (Goodwin, 2007). Der Nachteil der 

Methode liegt in der Tatsache, dass sich der Gradient zwischen den Kammern mit der Zeit 
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normalisiert und der beobachtete Migrationseffekt eher einer Chemokinese als einer 

Chemotaxis zugeschrieben werden könnte (Goodwin, 2007; Staton et al., 2009). 

 

1.4.2 Proliferation 

Während des Prozesses der Migration sind die Endothelzellen auch stark proliferativ und die 

Überlebensrate wächst (Goodwin, 2007). Zur Untersuchung der Proliferation stehen einige in 

vitro Assays zur Verfügung, welche durch das Messen unterschiedlicher Parameter 

Rückschlüsse auf den Proliferationsstatus der Zelle liefern. Die einfachste Methode zur 

Beurteilung der Zellzahl ist das direkte Auszählen. Durch Anfärben mit Trypanblau kann 

außerdem die Vitalität der Zellen beurteilt werden. Da die Verdopplungsrate der 

Endothelzellen bei etwa 18-24 Stunden liegt, wird meist ein Vielfaches von 24 

Stundenintervallen zur Auszählung benutzt (Staton et al., 2009). Durch die Messung von 

markierten Substanzen, welche während der DNA Synthese in den neu synthetisierten 

Strang interkalieren, kann die mitotische Zellteilung berechnet werden (Goodwin, 2007). Die 

[3H] Thymidininkorporation, welche durch einen Szintillator gemessen werden kann, ist direkt 

proportional zur vorangegangenen Zellteilung (Yu et al., 2004). Eine elegantere Methode, 

welche ohne Radioaktivität funktioniert, ist die Inkorporation von Bromdesoxyuridin (BrdU). 

Dieses Pyrimidin Analog kann nach der Inkubation der Zellen beispielsweise immunologisch 

mit einem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) Assay gemessen werden. Die 

Ergebnisse sind mit denen der Thymidin Assays vergleichbar (Messele et al., 2000). Auch 

die metabolische Aktivität der Zellen kann zur Beurteilung ihres proliferativen und vitalen 

Status herangezogen werden. Der Stoffwechselumsatz von Tetrazoliumsalzen wie 

beispielsweise MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) oder WST-1 

(4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) kann direkt 

proportional durch kolorimetrische Messungen erfasst und berechnet werden (Berridge et al., 

2005). Eine weitere Methode untersucht die Expression des PCNA-Gens (proliferating cell 

nuclear antigen). Dessen Expression nimmt während der G1-Phase zu, erreicht seinen 

Höhepunkt während der S-Phase und flacht während der G2/M-Phase wieder ab (Staton et 

al., 2009). Schließlich ist es auch möglich, durch direkte Zellzyklus-Analysen Rückschlüsse 

auf die Proliferation zu ziehen. Nach einer BrdU Markierung werden die Zellen mit 

Propidiumiodid abgesättigt. Die Korrelation zwischen BrdU Gehalt und FACS-basierter 

Propidiumiodid Messung der Zellen führt zu einer allgemeinen Zellzyklusinformation (Gomez 

et al., 2003). Um das größtmögliche zuverlässige Ergebnis zu erzielen, bietet es sich an, 

mehrere Methoden parallel anzuwenden (Staton et al., 2009).  
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1.4.3 Tube Formation (Morphogenese) 

Assays, welche die Entwicklung Kapillar-ähnlicher Strukturen untersuchen, werden 

repräsentativ für die späten Phasen der Angiogenese gesehen (Staton et al., 2009). Der 

grundlegende Tube Formation Assay, welcher nun seit über 20 Jahren erfolgreich als 

Standardmethode in der Angiogeneseforschung angewandt wird (Arnaoutova et al., 2009),  

beinhaltet das Ausplattieren von Endothelzellen auf oder in eine Gel-Matrix, welche aus 

verschiedenen Extrazellulärmatrixbestandteilen wie beispielsweise Kollagen oder Fibronektin 

besteht. Die am häufigsten verwendete Substanz ist das Matrigel, welches aus dem 

Engelbreth-Holm-Swarm Tumor von Mäusen gewonnen wird. Es besteht aus Extrazellulär- 

und Basalmembranproteinen. Auf Matrigel beginnen die Tubes innerhalb der ersten Stunde 

zu wachsen und erreichen ihren ausgereiften Zustand bereits nach 12 Stunden (Lawley et 

al., 1989). Da Matrigel einen hohen Anteil pro-angiogener Stimuli besitzt, besteht das 

Problem der Basal-Stimulation, welche mit zusätzlichen Wachstumsfaktoren meist nicht 

mehr übertroffen werden kann. Dafür wurde in den letzten Jahren „Growth-factor-reduced 

Matrigel“ entwickelt, welches zwar nicht völlig frei von Wachstumsfaktoren ist, eine 

Stimulierung durch angiogene Substanzen aber erlaubt (Donovan et al., 2001). Es muss 

allerdings beachtet werden, dass auch andere Zelllinien wie primäre Fibroblasten, die 

humane Prostata Krebszelllinie PC3 und die Glioblastom Zelllinie U87-MG Tube-ähnliche 

Strukturen auf Matrigel bilden können (Donovan et al., 2001). Um das Ausmaß der Tube 

Formation zu messen, können verschiedene Auswertungen zur Anwendung kommen. Die 

häufigsten umfassen das Messen der Tubelänge, der Anzahl der Tubes oder der 

geschlossenen Kreise, der Tubefläche oder das Auszählen der Knotenpunkte. Dabei können 

manuelle und computerbasierte Auswertungen zum Einsatz kommen. Eine weitere Methode 

zur Quantifizierung der späten Angiogenesedifferenzierung ist die Sandwichmethode, bei 

welcher Endothelzellen auf einer Kollagen Matrix ausgesät werden, darauf adhärieren dürfen 

und erst anschließend von einer zweiten Kollagenschicht bedeckt werden (Goodwin, 2007). 

Auch viele Kombinationen und Erweiterungen, beispielsweise in die 3D-Ebene, können zur 

Anwendung kommen (Staton et al., 2009). 

 

1.5 PamChip Kinase Profiling 

Über 20% des menschlichen Genoms kodiert für Proteine, welche bei der Signaltransduktion 

beteiligt sind. Darunter befinden sich mehr als 520 Kinasen und 130 Phosphatasen. Die 

Gruppe der Tyrosin-Kinasen umfasst etwa 90 bekannte Mitglieder, welche, wenn mutiert, vor 

allem als dominante Onkogene in Erscheinung treten. Sie werden eingeteilt in 

Rezeptortyrosin-Kinasen und zytoplasmatische Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinasen. Tyrosin 

Kinasen spielen eine sehr wichtige Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung von 

Metazoen. Sie sind für die Zell-Zell-Signalweitergebung und die Transmembran-
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Signaltransduktion von großer Bedeutung, einschließlich der Integrin vermittelten 

Zelladhäsion und der Zellzykluskontrolle (Blume-Jensen et al., 2001; Hunter, 2009). Aus 

diesem Grund ist es wichtig, die Mechanismen zu verstehen, die zur biologischen Funktion 

von Proteinen wie in diesem Fall Kinasen und einem bestimmten Phänotyp beitragen. 

Zunächst war das Feld der DNA-Microarrays populär und weit verbreitet. Es diente dazu die 

Expressionsmuster verschiedener Zellen oder Gewebe zu vergleichen. Ein Nachteil dieser 

Methode ist allerdings, dass die Korrelation zwischen mRNA Level und tatsächlich 

translatiertem Protein nicht 1:1 entspricht und dass Proteinmodifikationen wie 

Phosphorylierungen nicht erfasst werden. Es wird angenommen, dass immerhin 30% aller 

zellulären Proteine gebundenes Phosphat besitzen (Graves et al., 2003). Deshalb hat sich 

ein breites Feld an „Functional Proteomics“ entwickelt, um Proteininteraktionen, -

integrationen und -funktionen zu entschlüsseln. Diese Strategien verknüpfen Informationen 

des Proteoms mit biochemischen und physiologischen Analysen, um das Wissen über die 

Funktion von Proteinen in gesunden und kranken Organen aufzuklären (Ping, 2003). 

Zusätzlich stellen gerade Kinasen im Besonderen einen der Hauptzielpunkte der 

pharmakologischen Arzneimittelindustrie dar (Johnson, 2009) und sind deshalb auch für die 

alternative Behandlung von Kavernomen attraktiv. 

In dieser Arbeit wurde der Ansatz verfolgt, das Profil CCM3 überexprimierender 

Endothelzellen mit dem von GFP-exprimierenden Kontrollzellen mittels des PamChip Tyrosin 

Kinase Arrays der Firma PamGene, Hertogenbosch, Niederlande zu vergleichen (Prinzip 

siehe Abbildung 1). Dieser Array besteht aus 144, auf einer porösen Aluminiumoxidmembran 

immobilisierten, 15 Aminosäuren langen Tyrosin-Kinase-Substraten. Die Lysate der zu 

untersuchenden Zellen werden in N2 schockgefroren, um anschließend auf den PamChip 

Tyrosin Kinase Array aufgetragen zu werden. Dort wird die Probe unter Zugabe von ATP, 

welches als Phosphat-Donor dient, drei Mal durch die Membran auf- und abgepumpt, um 

diffusionsabhängige Phosphorylierungskinetiken zu vermeiden. Anschließend wird das 

gebundene Phosphat mittels eines Tyrosin-spezifischen Phospho-Antikörpers markiert, 

welcher wiederum fluoreszenzgekoppelt ist. Die Detektion erfolgt über eine CCD-Kamera auf 

einer PamStation®96 Plattform. Auf der gleichen Microarray Membran werden A431 

Zelllysate als Standardkontrollen von der Firma mitgeführt. Jede Versuchsprobe wird in 

dreifacher, separater Ausführung hergestellt und getestet, außerdem werden aus jeder 

Probe jeweils vier technische Replikate erzeugt, um den Fehler zu verkleinern und die 

Aussagekraft des Arrays zu erhöhen. Um die hohe Aussagekraft des Arrays zu 

gewährleisten, wurde die studentsche T-Verteilung als statistisches Werkzeug angewandt. 

Der p-Wert ist bei allen positiven Kandidaten stets <0,05. Der Array erkennt folglich 

phosphorylierte Peptide als fluoreszierende Signalstärken, welche in einem linearen Bereich 

von 2,5 Größenordnungen liegen. Der Hintergrund wird von der erhaltenen Signalstärke 
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abgezogen. Als Hintergrund werden diejenigen Werte verwendet, welche bei einer regulären 

Messung, allerdings ohne Zugabe von ATP, gewonnen werden.  

 

 

Abb. 1: Prinzip eines Kinase Profilings mittels des PamChips von PamGene, Hertogenbosch, Niederlande.  

 

 

1.6 Apoptose Assays 

Der Begriff Apoptose beschreibt den Prozess, bei welchem Zellen als Antwort auf intra- oder 

extrazelluläre Stimuli in einer energieabhängigen, geordneten Weise ihren eigenen Tod 

begehen. Im Gegensatz dazu steht die Nekrose, welche einen ungeordneten,  

pathologischen Untergang der jeweiligen Zelle darstellt (Kerr et al., 1972).   

Grob lässt sich die Apoptose in vier Hauptmerkmalsschritte unterteilen. Nach der Induktion 

durch verschiedene intra- und extrazelluläre Stimuli sinkt zunächst das mitochondriale 

Potential. Dieser Schritt kann bereits als „Point-of-no-return“ bezeichnet werden. 

Anschließend wird eine Kaskade verschiedener Caspasen (Cystein Aspartat-spezifische 

Proteasen) aktiviert. Diese sorgen in der Zelle für die Spaltung wichtiger Zellproteine. Die 

Umlagerung von Phosphatidylserin von der Innen- auf die Außenseite der Zellmembran ist 

die erste morphologische Veränderung, welche im Folgenden durch Zellschrumpfung und 

das Abschnüren von Zellvesikeln sichtbar wird. Die DNA-Fragmentierung ist der letzte Schritt 

vor dem Auflösen der Zelle und der Phagozytose der Überreste.  

Zur Überprüfung dieser Schritte im Labor haben sich vier zu untersuchende Hauptparameter 

etabliert; die Zellmorphologie, die DNA-Fragmentierung, die Caspase Aktivität und die 

Zellmembranveränderungen.  

In dieser Arbeit wurde der Caspase-Glo 3/7 Assay der Firma Promega verwendet. Die 

Aktivität der Caspasen 3 und 7 wird basierend auf der Spaltung von DEVD-((Asp-Glu-Val-

Asp), Asparaginsäure-Glutaminsäure-Valin-Asparaginsäure) Sequenz-Peptid-Aminoluziferin-

http://de.wikipedia.org/wiki/Asparagins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Glutamins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Valin
http://de.wikipedia.org/wiki/Asparagins%C3%A4ure
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Substraten gemessen. Nach Zugabe des Caspase-Glo 3/7 Reagenzes findet die Zelllyse 

statt und die Caspasen werden freigesetzt, welche die DEVD-Sequenz erkennen und 

spalten. Diese Spaltung setzt Aminoluziferin frei. Dieses wiederum kann von der Luziferase 

als Substrat bei der Generierung von Licht verwendet werden, welches schließlich mittels 

eines Luminometers erfasst werden kann. Der Caspase-Glo Assay gehört zu den 

sensitivsten seiner Art, seine Nachweisgrenze liegt bei etwa 20 apoptotischen Zellen 

(www.promega.com). Die Caspasen 3 und 7 gehören zu den Effektor-Caspasen. Vorläufer 

von Effektor-Caspasen werden von den autolytischen Initiator Caspasen (2, 8, 9, 10) 

gespalten und damit aktiviert (Kuribayashi et al., 2006).  

Für die Induktion der Apoptose wurde der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin verwendet. 

Dieses Alkaloid wurde ursprünglich aus Streptomyces Kulturen isoliert (Omura et al., 1977) 

und besitzt ein breites Wirkspektrum. Seine Fähigkeit, Apoptose in einer Vielzahl von 

verschiedenen Zellarten unabhängig von deren Differenzierungsgrad oder deren Zellzyklus 

zu induzieren (Bertrand et al., 1994), macht es zu einem universell einsetzbaren Stimulanz 

für den programmierten Zelltod, beispielsweise auch als Chemotherapeutikum bei der 

Krebsbehandlung (Sanz et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.promega.com/
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

Bisher ist es nicht gelungen molekulare Mechanismen, welche zur Entstehung von 

kavernösen Malformationen beitragen, hinreichend zu entschlüsseln. Es konnten 3 Gene 

ursächlich mit der Krankheit assoziiert werden. Mutationen in CCM1, CCM2 und CCM3 

führen zu einem nicht unterscheidbaren klinischen Erscheinungsbild. Die Symptome reichen 

von Kopfschmerzen bis hin zu Gehirnblutungen und Schlaganfällen, welche bisweilen auch 

tödlich verlaufen. Nachdem wir zu Beginn dieser Arbeit nachweisen konnten, dass alle drei 

an der Krankheit beteiligten Genprodukte einen ternären Komplex in vitro bilden, kann von 

einem gemeinsamen Signalweg ausgegangen werden. Hauptziel dieser Promotion war es, 

die Funktion des CCM3-Proteins näher aufzuklären. Bisher war über dieses Protein nicht viel 

bekannt, was zur Aufklärung seiner zellulären Aufgaben beigetragen hätte. Da es sich bei 

den CCMs um Blutgefäßfehlbildungen handelt, liegt eine Funktion im Bereich der 

Angiogenese nahe. In vivo konnte im Laufe dieser Arbeit beim Zebrafisch gezeigt werden, 

dass der Verlust von CCM3 zu einem kardiovaskulären Phänotyp führt. In der vorliegenden 

Arbeit wurde der Fokus auf verschiedene in vitro Zellkultursysteme gelegt, die Proliferations-, 

Migrations- und Tube Formation-Assays. Weiterhin sollte untersucht werden, in welchen 

molekularen Signalwegen CCM3 eine entscheidende funktionale Rolle spielt. Hierzu wurde 

der Ansatz des Kinase-Profilings mit Hilfe eines Mikrochips von PamGene gewählt. Auf 

diesem Chip befinden sich 144 verschiedene Tyrosin-Kinase-Substrate, welche mit CCM3 

überexprimierenden Zelllysaten inkubiert werden. Kandidaten, welche eine signifikant 

erhöhte Phosphorylierung aufweisen, könnten Hinweise auf Signalwege geben, welche 

maßgeblich von CCM3 moduliert werden. Da Tyrosin-Kinasen zu einer der 

vielversprechendsten Molekülgruppen für eine pharmakologische Behandlung von 

Krankheiten zählen, wäre ein klinischer Nutzen für die Zukunft denkbar. 
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2. Ergebnisse 

 

2.1 CCM3 bildet zusammen mit CCM1 und CCM2 einen ternären Komplex (Stahl et al., 

2008) 

Nachdem gezeigt worden war, dass CCM1 mit CCM2 interagiert (Zawistowski et al., 2005)  

und dass CCM3 an CCM2 bindet (Voss et al., 2007), stellte sich die Frage, ob alle drei 

Proteine gemeinsam in einem Komplex vorliegen. Durch Immunpräzipitationen  (Fig. 5b, 

Stahl et al., 2008) und Pull-Down Assays (Fig. 5a, Stahl et al., 2008) in HEK293 Zellen 

wurde die Vermutung bestätigt, dass CCM1, CCM2 und CCM3 in einem ternären Komplex 

vorliegen. Die bisher einzig bekannte humane genomische in frame Deletion des Exons 2 

von CCM2 (CCM2:p.P11_K68del), welche auch als Transkriptvariante durch ein Exon-

Skipping vorkommt, interagierte nicht mit CCM1 (Fig. 4a, Stahl et al., 2008). Mit 

CCM2:p.P11_K68del war es nicht möglich, den ternären CCM1/CCM2/CCM3-Komplex zu 

bilden. Allerdings blieb die Interaktionsfähigkeit mit CCM3 erhalten (Fig. 4b und Fig. 5a, Stahl 

et al., 2008).  

 

2.2 Der Knock-down von CCM3 führt zu einem kardiovaskulären Phänotyp im 

Zebrafisch (Voss et al., 2009) 

In allen CCM Genen wurden verschiedene Nonsense-, Frameshift-, Splice- und 

Missensemutationen gefunden, welche zu einem frühzeitigen Stopkodon und damit zu einem 

verkürzten Protein führen. Alle bisherigen Analysen lassen darauf schließen, dass es sich 

bei den CCM-Mutationen um loss-of-function Mutationen handelt. Die einzig bislang 

bekannte humane in frame Deletion von CCM3 betrifft Exon 5. Um den Krankheitswert 

dieser in frame Deletion zu beleuchten, wurden biochemische Analysen und Knock-down-

Experimente im Zebrafisch durchgeführt. 

Ein stabiles Protein, welchem 18 Aminosäuren fehlen (CCM3:p.L33_K50del), konnte in vitro 

in HEK293 Zellen gebildet werden (Anlage 2, Voss et al., 2009). Die Interaktion mit CCM2 

blieb erhalten, während die Interaktion mit den Bindungspartnern STK25 und MST4 verloren 

ging bzw. stark beeinträchtigt war (Fig. 2a, Voss et al., 2009). Der ternäre Komplex konnte 

weiterhin gebildet werden (Fig. 2b, Voss et al., 2009), allerdings war STK25 nicht mehr in der 

Lage, CCM3:p.L33_K50del in vitro zu phosphorylieren. Um die Phosphorylierungsstellen von 

CCM3 zu charakterisieren, wurde phosphoryliertes His-CCM3 angereichert und mit einem 

nano-LC-MS/MS Massenspektrometer analysiert. Es zeigte sich, dass CCM3 an den 

Positionen Serin 39 und Threonin 43 Phosphorylierungsstellen besitzt (Fig. 3b, 3c, Voss et 

al., 2009). Das Zebrafisch-Ortholog der Exon 5 Deletion von humanem CCM3 

(ccm3:p.L31_K48del) konnte ebenso in HEK293 Zellen exprimiert werden wie das Wildtyp-

Zebrafisch Protein ccm3a und sein Duplikat ccm3b. Alle drei Proteine konnten durch CCM2 
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koimmunpräzipitiert werden. Ebenso interagierten ccm3a und ccm3b mit STK25 und MST4. 

Die Deletionsmutante ccm3:p.L31_K48del war ebenso wie humanes CCM3 nicht fähig, 

STK25 zu binden. Mit MST4 zeigte sich eine stark eingeschränkte Interaktion (Fig. 4, Voss et 

al., 2009).  

Der kombinierte Morpholino-induzierte Knock-down von ccm3a und ccm3b führte zu einem 

ausgeprägten kardiovaskulären Phänotyp, welcher identisch mit ccm1 (santa) und ccm2 

(valentine) Zebrafisch Mutanten ist (Fig. 5, Voss et al., 2009). Zwei Tage nach der 

Behandlung mit 1 ng dieses Morpholinos zeigten 86% der Zebrafischembryonen ein 

vergrößertes, langsam schlagendes Herz mit fehlender Blutzirkulation. Ein Knock-down von 

ccm3a oder ccm3b alleine führte in nur 18% der damit behandelten Embryonen zu diesem 

kardialen Phänotyp. Bei einem simultanen Knock-down von ccm3a und ccm3b in einer für 

das Beobachten der Gefäßentwicklung geeigneten transgenen Zebrafischlinie, bei welcher 

der VEGF Rezeptor 4 (flk-1) mit GFP fusioniert ist, konnte festgestellt werden, dass die 

Gehirngefäße nach 32 hpf erweitert und später aufgrund der nicht vorhandenen 

Blutzirkulation fehlentwickelt aussahen. Die subintestinalen Gefäße waren ebenso stark 

erweitert wie die Schwanz- und die hintere Hauptvene.  Auch ein gleichzeitiger Knock-down 

von ccm3aE3I3 und ccm3bE4I4, welcher die Deletion von Exon 3 beim Zebrafisch nachahmt, 

führte zu einem kardiovaskulären Phänotyp mit schweren Gefäßerweiterungen und 

perikardialen Ödemen.  

 

2.3 CCM3 reguliert die Migration, Proliferation und Tube Formation von Endothelzellen 

in vitro und moduliert den PDPK-1/Akt1 Signalweg (Schleider et al., 2010) 

Um den Einfluss von CCM3 auf die Angiogenese zu untersuchen, wurden primäre humane 

Nabelschnur-Venenendothelzellen (human umbilical vein endothelial cells; HUVECs) 

verwendet. Durch adenovirale Transduktion wurde CCM3 überexprimiert, der Knock-down 

erfolgte mittels validierter siRNA. CCM3 wurde simultan mit dem Green Fluorescent Protein 

GFP exprimiert, welches durch eine IRES Site getrennt auf demselben Vektor lag und als 

Transduktionseffizienz-Monitor fungierte. Als Kontrollen wurden Viren mit GFP alleine bzw. 

eine nicht spezifische siRNA (siNonTargeting) verwendet (Fig. 1a, Schleider et al., 2010). In 

den darauffolgenden Migrations-, Proliferations- und Tube-Formationassays konnte gezeigt 

werden, dass CCM3 überexprimierende HUVECs eine stark verminderte Fähigkeit zur 

Migration zeigen (Fig. 1c, Schleider et al., 2010), dass die Proliferation beinahe zum Erliegen 

kommt (Fig. 1b, Schleider et al., 2010), und dass auch die Fähigkeit, kapillarähnliche 

Strukturen in Matrigelen zu bilden, stark beeinträchtigt ist (Fig. 1d, Schleider et al., 2010). Ein 

gegenläufiger Effekt war bei der Migration und Proliferation nach Herunterregulieren von 

endogenem CCM3 mittels siRNA nicht nachweisbar (Fig. 1c, 1b, Schleider et al., 2010). 

Allerdings konnte eine signifikant erhöhte Fähigkeit zur Tube-Formation nachgewiesen 
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werden (Fig. 1d, Schleider et al., 2010). Um weitere Hinweise auf Signalwege zu erhalten, 

welche maßgeblich von CCM3 moduliert werden, wurde ein Tyrosin-Kinase-Array gemacht, 

bei welchem CCM3 überexprimierende HUVEC Lysate mit 144 verschiedenen Tyrosin-

Kinase-Substraten inkubiert wurden. Die Zellen wurden zuvor jeweils 5 Minuten (Tab.1) bzw. 

15 Minuten (Tab 2.) mit VEGF stimuliert. Es konnten fünf Kandidaten (siehe Tab. 1 und 2) 

mit einer signifikant erhöhten Phosphorylierung detektiert werden. Es handelt sich dabei um 

den Discoidin Domänen Rezeptor 1 (discoidin domain receptor; DDR1), die duale 

spezifitätstyrosinphosphorylierungsregulierte Kinase 1A (dual specificity tyrosine-

phosphorylation-regulated kinase 1A; DYR1A), die Protoonkogen Tyrosin-Protein Kinase 

FER (proto-oncogene tyrosine-protein kinase FER; FER), die fynbezogene Kinase (Fyn-

related kinase; FRK) und die phosphoinositolabhängige Kinase 1 (phosphoinositol-

dependent kinase 1; PDPK-1). Für die ersten vier Kandidaten stehen keine kommerziell 

erhältlichen, phosphospezifischen Antikörper zur Verfügung. Aus diesem Grund ist ihre 

Bestätigung zum jetzigen Zeitpunkt schwierig. Für die PDPK-1 stehen solche Antikörper zur 

Verfügung. Außerdem zeigte sie auch thematisch die größtmöglichen Übereinstimmungen 

für eine putative Beteiligung bei der CCM-Pathogenese.  

Bei dem von uns durchgeführten Array wurde speziell das Tyrosin 9 der PDPK-1 als 

signifikant phosphoryliertes Substrat entdeckt. Da die PDPK-1 maßgeblich an der 

Aktivierung der Serin-Threonin-Kinase Akt/PKB (v-akt murine thymoma viral oncogene 

homolog 1/protein kinase B) beteiligt ist, wurde weiterhin untersucht, ob CCM3 

überexprimierende HUVECs einen veränderten Akt Phosphorylierungsgrad aufweisen. Die 

Akt/PKB kann an mehreren Stellen phosphoryliert und aktiviert werden. Dabei geschieht die 

Aktivierung durch die PDPK-1 an der Stelle Threonin 308. Eine weitere sehr wichtige 

Phosphorylierungsstelle ist das Serin 473, welche durch den mTOR-Komplex (mechanistic 

target of rapamycin) beispielsweise stressabhängig phosphoryliert wird (Matheny et al., 

2009).  

In unstimulierten, mit CCM3-Virus transduzierten HUVECs ist die PDPK-1 tatsächlich am 

Tyrosin 9 und Akt/PKB sowohl am Threonin 308 als auch am Serin 473 signifikant erhöht 

phosphoryliert (Fig. 1F, Schleider et al., 2010).  

Bei einem Apoptose Assay, welcher die Aktivität der Caspasen 3 und 7 misst (Caspase-Glo 

3/7 Assay, Promega), konnten wir außerdem zeigen, dass CCM3 überexprimierende Zellen 

nach einer zweistündigen Staurosporin Inkubation deutlich weniger apoptotisch sind als 

Kontrollzellen (Fig. 1E, Schleider et al., 2010).  
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Tabelle 1: Tyrosin-Kinase-Array (Zeitpunkt 5 Minuten). Zusammenfassung der signifikanten 
Peptide nach VEGF Stimulation (5 Minuten). Durchschnittswerte sind nach Abzug des Hintergrundes 
(no ATP) aufgelistet. Die Peptide wurden in eine positive und eine negative Gruppe eingeteilt und 
nach ihrem p-Wert sortiert. Die positive Gruppe, deren Signal erhöht ist im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (GFP), ist mit einem Pfeil markiert.  
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Tabelle 2: Tyrosin-Kinase-Array (Zeitpunkt 15 Minuten). Zusammenfassung der signifikanten 
Peptide nach VEGF Stimulation (15 Minuten). Durchschnittswerte sind nach Abzug des Hintergrundes 
(no ATP) aufgelistet. Die Peptide wurden in eine positive und eine negative Gruppe eingeteilt und 
nach ihrem p-Wert sortiert. Die positive Gruppe, deren Signal erhöht ist im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (GFP), ist mit einem Pfeil markiert 
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3. Diskussion 

 

Zerebrovaskuläre kavernöse Malformationen sind Blutgefäßfehlbildungen im Gehirn, welche 

sich durch stark dilatierte, kapillarähnliche Strukturen mit niedriger Blutflussrate und 

fehlendem Gehirnparenchym auszeichnen (Labauge et al., 2007). Mutationen in CCM1, 

CCM2 oder CCM3 führen zu dieser sporadisch auftretenden oder auch familiär autosomal-

dominant vererbten Krankheit. Es konnte gezeigt werden, dass eine somatische Mutation 

einer bereits heterozygot vorliegenden Keimbahnmutation folgt und demnach ein two-hit 

Mechanismus der Entstehung von Kavernomen zugrunde liegt (Akers et al., 2009; Gault et 

al., 2009; Pagenstecher et al., 2009). Unabhängig vom betroffenen Gen können Patienten 

klinisch nicht unterschieden werden. Aus diesem Grund wurde schon vor einiger Zeit ein 

gemeinsamer Signalweg für alle drei CCM Proteine vorgeschlagen (Revencu et al., 2006). 

Bereits 2005 konnte gezeigt werden, dass CCM1 mit CCM2 interagiert (Zawistowski et al., 

2005; Zhang et al., 2007). 2007 gelang es in unserer Arbeitsgruppe, die Interaktion zwischen 

CCM2 und CCM3 zu beweisen (Voss et al., 2007). Außerdem konnten wir zeigen, dass 

CCM3 nicht in der Lage war, mit CCM1 zu koimmunpräzipitieren. Da sowohl CCM1 als auch 

CCM3 an CCM2 binden können, wurde untersucht, ob diese Bindung möglicherweise 

kompetitiv ist. Schließlich stellte sich heraus, dass die Bindung kooperativ ist, und dass mehr 

CCM3 an CCM2 bindet, wenn zusätzlich auch CCM1 überexprimiert vorliegt (Voss et al., 

2007).  

Mit der vorliegenden Arbeit ist es schließlich gelungen, den ternären Komplex aus CCM1, 

CCM2 und CCM3 nachzuweisen. Bei Pull-Down Assays und Koimmunpräzipitationen konnte 

CCM1 nur detektiert werden, wenn zusätzlich zu CCM3 auch CCM2 vorhanden war (Fig. 5a 

und b, Stahl et al., 2008). Diese Daten konnten zur selben Zeit durch eine Proteomics Studie 

gestützt werden, welche eine Interaktion von rekombinant gereinigtem CCM3 mit CCM1 und 

CCM2 in vitro nachweisen konnte (Hilder et al., 2007). Die in einem Patienten beschriebene 

Mutation CCM2:pP11_K68del (Liquori et al., 2008; Stahl et al., 2008), welcher auf DNA-

Ebene das Exon 2 in frame fehlt, ist nicht mehr fähig, an CCM1 zu binden und den ternären 

CCM1/CCM2/CCM3-Komplex zu bilden. Die Interaktion mit CCM3 bleibt allerdings 

unberührt, so dass CCM2 eine Linker-Funktion zwischen CCM1 und CCM3 zukommt. Das 

Exon 2 von CCM2 umfasst die Aminosäuren 11-68 und liegt damit knapp N-terminal, 

überlappend zur PTB Domäne, welche sich an Stelle 66-227 befindet. Das Fehlen des 

Exons 2 kommt auch bei gesunden Personen als Transkriptvariante vor (Denier et al., 2004). 

Der Anteil von CCM2 mit zu CCM2 ohne Exon 2 scheint bei gesunden Personen auf Seite 

der full-length Variante zu liegen. Auch die Punktmutationen CCM2:p.L198R und 

CCM2:p.F217A (Zawistowski et al., 2005), welche sich innerhalb der PTB Domäne befinden, 

lassen die Interaktion mit CCM3 unberührt (Fig. 4b, Stahl et al., 2008). Die Interaktion mit 
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CCM1 kann wiederum von beiden Punktmutanten nicht aufrecht erhalten werden (Fig. 4a, 

Stahl et al., 2008). Somit scheint neben der PTB Domäne das Exon 2 essentiell für die 

Interaktion mit CCM1 zu sein.  

Über das CCM3-Protein ist nach wie vor wenig bekannt. Anders als CCM1 und CCM2 besitzt 

es keine bekannten Proteindomänen, welche eventuelle Rückschlüsse auf seine Funktion 

zulassen. Mausmodelle gestalten sich schwierig, da sowohl CCM1 als auch CCM2 Knock-

out-Mutanten aufgrund multipler Wachstumsarreste und Fehlern bei der Angiogenese 

embryonal letal sind (Boulday et al., 2009; Kleaveland et al., 2009; Whitehead et al., 2009; 

Whitehead et al., 2004). Bis kurz vor Abschluss dieser Arbeit wurde keine CCM3 Mauslinie 

publiziert. Die erst anschließend publizierte Studie offenbart aber einen identischen 

Phänotyp (siehe weiter unten) (He et al., 2010).  

Ein anderer in der Erforschung von Organentwicklungen sehr häufig erfolgreich verwendeter 

Modellorganismus ist der Zebrabärbling (Zebrafisch, Danio rerio). Dieser Fisch hat etliche 

experimentelle Vorteile gegenüber der Maus, wie eine nur 3-monatige Generationszeit sowie 

den kurzen Brutzyklus von nur 1-2 Wochen. Die große Anzahl an Nachkommen ermöglicht 

genetische Analysen im großen Maßstab. Die Entwicklung findet außerhalb des Mutterleibes 

statt und der Embryo bleibt lange Zeit transparent, wodurch er für die Beobachtung unter 

einem Lichtmikroskop gut zugänglich ist. Speziell bei der Beobachtung der 

Blutgefäßentwicklung ist es von entscheidendem Vorteil, dass der Zebrafisch aufgrund 

seiner geringen Größe genügend Sauerstoff über passive Diffusion aufnehmen kann, auch 

wenn kein Blutkreislauf etabliert werden kann. Damit ist es möglich, die Embryonen zu 

frühen Zeitpunkten in der Entwicklung zu beobachten. Außerdem ist das Spektrum 

experimenteller Möglichkeiten, wie beispielsweise konkrete Zellschicksals- und 

Abstammungsanalysen, Einzel-Zell-Transplantationen, Mikroinjektion funktionaler Moleküle 

und Knock-down spezifischer Gene durch Injektion von Morpholino-Antisense-

Oligonukleotiden, sehr umfangreich. Durch die Expression von gewebespezifischen Markern 

wie dem green fluorescent protein (GFP) sind genaue Visualisierungen bis hin zu einzelnen 

Endothelzellen möglich (Weinstein, 2002).  

Orthologe von CCM1 und CCM2 wurden schon vor über 10 Jahren im Zebrafisch entdeckt, 

ohne dass man damals von deren humanen Pendants wusste. Beide Mutanten zeigen einen 

ausgeprägten kardiovaskulären Phänotyp (Chen et al., 1996; Stainier et al., 1996). 

In der vorliegenden Arbeit (siehe Anlage 2, Voss et al., 2009) konnte gezeigt werden, dass 

CCM3 Zebrafisch Mutanten einen identischen Phänotyp aufweisen. Beim Zebrafisch liegt 

das CCM3-Gen dupliziert vor. Beide Genvarianten zeigen eine hohe 

Aminosäuresequenzhomologie zu humanem CCM3 von 94% für ccm3a bzw. 92% für  das 

Duplikat ccm3b. Aus diesem Grund wurde ein Morpholino-Antisense-Oligonukleotid 

entwickelt, welches gleichzeitig auf das Startkodon von ccm3a und ccm3b abzielt. Nur dieser 
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kombinierte Knock-down führte zu einem ausgeprägten kardiovaskulären Phänotyp, welcher 

identisch mit ccm1 (santa) und ccm2 (valentine) Zebrafisch Mutanten ist. Damit kann dem 

Duplikat ccm3b eine redundante Rolle bei der Zebrafischentwicklung in vivo zugeschrieben 

werden. Mit demselben Morpholino konnte in einer GFP-transgenen Zebrafischlinie gezeigt 

werden, dass der Phänotyp auch auf Gefäßebene mit dem der santa (ccm1) und valentine 

(ccm2) Mutanten identisch ist (Hogan et al., 2008; Jin et al., 2007). Die Gefäße zeichnen sich 

durch eine veränderte, auffällig große und runde Zellform aus. Dabei konnten in der 

damaligen Studie allerdings keine gestörten Zell-Zell Kontakte erkannt werden. Beim 

Zebrafisch konnte durch Transplantationsassays bewiesen werden, dass der CCM3-

Phänotyp endothelzellautonom ist (Hogan et al., 2008). In vitro konnte zuvor gezeigt werden, 

dass CCM1 in arteriellen und venösen Endothelzellen an den Zell-Zell Kontakten zusammen 

mit dem Ras-proximate-1 (Rap1) Protein nachgewiesen werden konnte. Rap-1 reguliert 

sowohl in Endothel- als auch in Epithelzellen die Zell-Zell-Kontakte (Cullere et al., 2005; 

Knox et al., 2002; Price et al., 2004). Bei einem siRNA induzierten Fehlen von CCM1 ist die 

Integrität der tight junctions gestört (Glading et al., 2007). Auch immunozytochemische und 

elektronenmikroskopische Untersuchungen an Patientenmaterial wiesen darauf hin, dass die 

Endothelzellen der Läsionen keine tight junctions besaßen (Clatterbuck et al., 2001).   

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der humanen in frame 

Deletion von CCM3 im Exon 5. Sekundärstrukturvoraussagen ließen vermuten, dass die 

Deletion von Exon 5 zu einem instabilen Protein führen müsste, da 60% einer für das Protein 

markanten N-terminalen α-Helix betroffen sind. Dennoch war es möglich, das mutierte 

Protein, welchem die Aminosäuren 33 bis 50 fehlen (CCM3:pL33_L50del, (Bergametti et al., 

2005)), in HEK293 Zellen stabil zu exprimieren (siehe Anlage 2, Abb. 2). 

Sequenzhomologien der Aminosäuren 16 bis 69 mit den Aminosäuren 355 bis 411 des 

CCM3-Bindungspartners STK25 (Voss et al., 2007) (siehe Anlage 2, Abb. 1b) ließen darauf 

schließen, dass die untersuchte Deletion Einfluss auf die Interaktion dieser beiden Proteine 

nehmen könnte. Nachdem wir zeigen konnten, dass die Deletion keinen Einfluss auf die 

Bildung des ternären Komplexes aus CCM1/CCM2/CCM3 hat, stellte sich heraus, dass 

CCM3:pL33_L50del tatsächlich nicht mehr in der Lage war, endogene STK25 zu 

koimmunpräzipitieren. Auch die weiteren Interaktionspartner STK24 und MST4 zeigten 

übereinstimmende Sequenzhomologien zu CCM3. Auch MST4 konnte nicht mehr mit 

CCM3:p.L33_L50del interagieren. Ein Beweis, dass auch STK24 diese Interaktion nicht 

mehr eingeht, konnte aufgrund eines fehlenden spezifischen Antikörpers nicht erbracht 

werden.  

Auch ccm3a und sein Duplikat ccm3b wurden auf ihre Bindungsfähigkeit zu endogenem 

STK25 und MST4 in HEK293 Zellen untersucht. Sie ließen sich stabil exprimieren und 

zeigten analog zu humanem CCM3 Interaktionen mit STK25 und MST4. Darüber hinaus war 
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es möglich, CCM2 zu koimmunpräzipitieren. Auch der ternäre Komplex konnte mit CCM1 

und CCM2 gebildet werden. Das mutierte Zebrafischprotein ccm3:p.L31_K48del, welchem 

18 Aminosäuren und damit das Exon 3 in frame fehlen, konnte auch stabil in HEK293 Zellen 

exprimiert werden. Der ternäre Komplex konnte gebildet werden und das mutierte Protein 

war genauso wenig in der Lage, mit endogener STK25 und nur noch schwach mit MST4 zu 

interagieren wie ihr humanes Pendant CCM3:pL33_L50del. Im Zebrafisch konnten wir durch 

ein Morpholino-Experiment, bei welchem das Exon 3 von ccm3a durch ein in frame skipping 

beim Spleißen deletiert ist (ccm3aE3I3), zeigen, dass bei gleichzeitigem Knock-down von 

ccm3b in 86% der Embryonen ein kardiovaskulärer Phänotyp auftritt. Durch den Einsatz 

eines weiteren Morpholinos war es möglich, das Exon Skipping auch bei ccm3b zu erreichen 

(ccm3bE4I4). Ein simultaner Knock-down von ccm3aE3I3 zusammen mit ccm3bE4I4 führte 

ebenso zu diesem Phänotyp. Damit ist bewiesen, dass allein das Fehlen dieser Domäne 

ausreicht, den dramatischen kardiovaskulären CCM-Phänotyp im Zebrafisch nachzustellen.  

Nachdem CCM3 eine signifikante Rolle im Tiermodell gezeigt hatte stellte sich die Frage, 

welche Funktion es auf rein zellulärer Ebene besitzt. Mehrmals bewiesen ist, dass die 

Endothelzelle das Hauptkompartiment des Krankheitsursprungs darstellt (Boulday et al., 

2009; Hogan et al., 2008; Pagenstecher et al., 2009; Whitehead et al., 2009).  

Da es sich bei den Kavernomen um eine Gefäßentwicklungsstörung handelt, schien es 

sinnvoll, die Endothelzellen während der Angiogenese zu betrachten. Eine der am besten 

untersuchten primären Endothelzellkulturen sind die humanen Nabelschnur-

Venenendothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs). Diese sind leicht zu 

gewinnende, makrovaskuläre Endothelzellen. Von Nachteil ist, dass Endothelzellen nur 

schwer mit herkömmlichen Transfektionsreagenzien transfizierbar sind. Die adenovirale 

Transduktion bot die Möglichkeit, eine hohe Transfektionseffizienz mit transientem Charakter 

zu vereinen. Um diese Effizienz besser beobachten zu können, wurden Viren hergestellt, 

welche auf dem von ihnen verpackten Vektor neben CCM3 GFP trugen, welches durch eine 

IRES (internal ribosome binding site) Sequenz von CCM3 getrennt war. Für das 

Herunterregulieren der CCM3 Expression wurde zuvor validierte siRNA verwendet, welche 

eine stark verminderte Expression von CCM3 auf Proteinebene bewirkte. Als 

Negativkontrolle fungierte ein Oligonukleotid mit einer nicht natürlich vorkommenden 

Sequenz (siControl) (siehe Anlage 3, Schleider et al., 2010).  

Bei den durchgeführten Proliferations-, Migrations- und Tube-Formationassays zeigte sich, 

dass CCM3 überexprimierende Zellen eine stark verminderte Performance aufweisen. Im 

Gegensatz dazu waren die Effekte bei den siRNA behandelten Zellen weniger stark 

ausgeprägt und einzig die Anzahl gebildeter kapillarähnlicher Strukturen auf Matrigelen war 

signifikant erhöht. Somit konnte gezeigt werden, dass CCM3 antiangiogene Eigenschaften 

besitzt.  
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Da die Überexpressionsstudien vielversprechendere Ergebnisse lieferten, beschränkte sich 

die Kinase-Profling-Analyse auf den Vergleich CCM3-IRES-GFP überexprimierender 

HUVEC-Lysate mit den Kontrollzelllysaten, welche GFP alleine überexprimieren. Nach 

erfolgreicher Datenauswertung des Tyrosin Kinase Arrays PamChip durch die Firma 

PamGene konnten insgesamt 5 Substratkandidaten ermittelt werden, welche nach CCM3 

Überexpression signifikant höher phosphoryliert waren als in den GFP transduzierten 

Kontrolllysaten.  

Die Bestätigung des Kandidaten phosphoinositolabhängige Kinase 1 (PDPK-1) wurde 

fokussiert, da CCM3 zuvor mit Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphaten in Verbindung 

gebracht worden war (Hilder et al., 2007). Diese sind auch für die Rekrutierung der PDPK-1 

an die Zellmembran und damit zur Aktivierung ihrer downstream gelegenen und ebenfalls 

über Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate zur Zellmembran rekrutierten Zielkinase 

Akt/PKB vonnöten (Fayard et al., 2005).  

Die phosphoinositolabhängige Kinase 1 ist eine Serin/Threonin Kinase, welche diverse 

Mitglieder der AGC Superfamilie phosphoryliert und damit zu deren Aktivität maßgeblich 

beiträgt (Mora et al., 2004). Einer der bekanntesten und wichtigsten Vertreter dieser Familie 

ist die Proteinkinase B (PKB, Akt, Rac). Sie spielt eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl 

zellulärer Prozesse wie Metabolismus, Migration, Genexpression und bei der Kontrolle des 

Gleichgewichts von Überleben und Apoptose (Matheny et al., 2009). 

Die phosphoinositolabhängige Kinase 1 besitzt insgesamt 4 funktionale 

Phosphorylierungsstellen. Die Phosphorylierung am Serin 241 ist essentiell für die Aktivität 

der PDPK-1 und wird von dieser selbst autophosphoryliert. Weiterhin kann die PDPK-1 an 

verschiedenen Tyrosin-Resten (Tyrosin 9, Tyrosin 373/376) durch die Tyrosin-Kinase v-Src 

(v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian)), welche dabei 

gleichzeitig mit der  Tyrosinkinase Pyk2 (Kalzium-abhängige Tyrosinkinase Pyk2) assoziiert 

ist (Taniyama et al., 2003), phosphoryliert werden (Yang et al., 2008). Dabei scheint die 

Phosphorylierung an den Resten Tyrosin 373/376 nur sequentiell nach erfolgreicher 

Phosphorylierung an Tyrosin 9 möglich (Taniyama et al., 2003). Jüngst wurde die Struktur 

von CCM3 aufgeklärt. Interessanterweise konnte in der durch Li und Mitarbeiter publizierten 

Studie gezeigt werden, dass der C-Terminus von CCM3 eine hohe Strukturähnlichkeit zur 

FAT (focal adhesion targeting)-Domäne von Pyk2 besitzt. Auch experimentell konnte CCM3 

räumlich in die Nähe von fokalen Adhäsionen und damit zur Zellmembran gebracht werden 

(Li et al., 2010).  

Bei dem durch uns durchgeführten Assay wurde das Tyrosin 9 als signifikant erhöht 

phosphoryliertes Substrat nach CCM3 Überexpression detektiert. Dabei war dieser 

signifikante Unterschied erst beim Zeitpunkt 15 Minuten evident. Auf Proteinebene konnten 
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wir diese Daten durch Western Blot Analysen stützen. Dabei fiel auf, dass die PDPK-1 auch 

ohne vorherige Stimulation mit VEGF signifikant erhöht phosphoryliert war. 

Die Phosphorylierung am Tyrosin 9 und deren Bedeutung für die Funktion der PDPK-1 sind 

noch nicht vollständig erforscht und teilweise widersprüchlich. Durch Kinase in vitro Assays 

wurde ursprünglich gezeigt, dass die Phosphorylierung durch Src am Tyrosin 9 der PDPK-1 

keinen Einfluss auf deren Kinaseaktivität hat (Park et al., 2001). Später wurde wiederum 

gezeigt, dass die PDPK-1 auch Src unabhängig von der Tyrosinkinase RET/PTC am Tyrosin 

9 phosphoryliert und aktiviert werden kann. Diese Aktivierung führt in Folge auch zu einer 

Aktivierung von Akt/PKB durch deren Phosphorylierung am Threonin 308 (Kim et al., 2003). 

Eine weitere Funktion wurde der PDPK-1 bei der Regulierung von fokalen Adhäsionen 

beigemessen.  Durch eine Angiotensin-II induzierte Stimulation konnte eine Tyrosin 9 

Phosphorylierung der PDPK-1 in vaskulären glatten Muskelzellen nachgewiesen werden, 

welche eine Formierung von fokalen Adhäsionen zur Folge hatte. Auch die Akt/PKB  selbst 

könnte durch ihre Umorganisation des Aktin Zytoskeletts (Morales-Ruiz et al., 2000) an 

dieser Formierung beteiligt sein (Taniyama et al., 2003).  

PDPK-1 knock-out Mäuse sind embryonal letal und versterben am Entwicklungstag 9,5 

aufgrund eines nicht etablierten Zirkulationssystems (Lawlor et al., 2002).  Hingegen sind 

PDPK-1 defiziente embryonale Stammzellen lebensfähig und proliferieren mit derselben 

Rate wie PDPK-1 Wildtyp-Zellen (Williams et al., 2000). Die aus den PDPK-1 defizienten 

Zellen hergestellten „embryoid bodies“ (embryonale Körperchen, EBs) unterscheiden sich in 

einer reduzierten Größe und verminderten Zellausbreitung („cell spreading“) von Wildtyp 

EBs. Diese Beobachtung wurde auf eine verminderte Adhäsion oder Motilität zurückgeführt. 

Bei Überexpression von PDPK-1 in Endothelzellen, welche zuvor aus den EBs gewonnen 

worden waren, konnte eine verstärkte Zellmigration beobachtet werden, PDPK-1 knock-out 

Zellen waren dagegen in ihrer Migrationsfähigkeit eingeschränkt (Primo et al., 2007). 

Der Akt/PKB Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl zellulärer 

Prozesse. Die bei der Angiogenese entscheidende Isoform Akt1 ist für die Vitalität und die 

Regulation endothelialer Funktionen wie Migration, Proliferation oder Adhäsion bedeutend. 

Ebenso ist sie eine wichtige Komponente bei der Aufrechterhaltung der vaskulären Integrität. 

Dabei spielt die Menge der aktiven Kinase eine ebenso große Rolle wie Lang- und 

Kurzzeitaktivierungen. Deren Muster haben einen entscheidenden Einfluss auf Signalwege, 

welche die Balance zwischen anti- und proangiogenen Faktoren beeinflussen. Zahlreiche in 

vitro Versuche konnten zeigen, dass ein Verlust von Akt negativen Einfluss auf Proliferation, 

Migration und Zellsprossung hat. Umgekehrt lässt sich damit sagen, dass Akt für 

physiologische Angiogeneseprozesse gebraucht wird (Übersicht in Ackah et al., 2005; 

Manning et al., 2007; Shiojima et al., 2002). 
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Auf der einen Seite konnten wir zeigen, dass CCM3 bei einer Überexpression in 

Endothelzellen antiangiogen wirkt (Fig. 1B-D, Schleider et al., 2010). Auf der anderen Seite 

konnten wir aber auch zeigen, dass die PDPK-1 und deren downstream gelegener 

Zielpartner Akt/PKB unter CCM3-Einfluß in einem daueraktivierten Zustand vorliegen (Fig. 

1F, Schleider et al., 2010). Die herunterregulierte Apoptoseneigung CCM3-

überexprimierender Zellen konnte dies auch auf funktionaler Ebene noch einmal 

verdeutlichen (Fig. 1E, Schleider et al., 2010).  

Aufgrund neuerer Studien ist vor kurzem gezeigt worden, dass Akt neben seiner 

proangiogenen Eigenschaft auch antiangiogene Eigenschaften besitzt. Bei einer in vitro 

Studie wurde Akt in Zusammenhang mit dem ruhenden Gefäßbett gebracht. Dabei ist eine 

Akt-Aktivierung bei der Angiopoetin I induzierten Krüppel-like factor 2 Expression wichtig. 

Der Krüppel-like factor 2 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher die Angiogenese sowie 

Entzündungsreaktionen negativ beeinflusst und damit für die Aufrechterhaltung der 

vaskulären Homöostase wichtig ist (Sako et al., 2009).   

Die andere Studie konnte durch in vivo Versuche eindeutig zeigen, dass ein Fehlen von Akt 

eine erhöhte Responsivität auf angiogene Stimuli zur Folge hatte. Diese verstärkten 

Wirkungen wurden mit einer Beeinträchtigung der Gefäßreifung und einer erhöhten 

vaskulären Permeabilität, wie sie für angiogenes Gewebe typisch ist, offenbar (Chen et al., 

2005). 

Übertragen auf CCM3 könnte dies bedeuten, dass bei einer Mutation und dem daraus 

resultierenden Verlust des Proteins eine verminderte Phosphorylierung von PDPK-1 sowie 

eine ungenügende Aktivierung von Akt/PKB erfolgen. Fehlt diese Aktivierung, so ist die 

Etablierung von Gefäßen generell wohl weniger betroffen als deren abschließende Reifung 

und Integrität im ruhenden adulten Gefäßbett, wie man es bei den Kavernomen der 

Patienten beobachten kann. Auch die Blutungsneigung könnte damit erklärt sein.  

Kürzlich, nach Abschluss der für diese Arbeit etablierten Daten, wurde das erste CCM3 

Mausmodell veröffentlich. Ebenso wie Ccm1 und Ccm2 Knock-out Mäuse sind die Ccm3 

Knock-out Mäuse embryonal letal und versterben im Gegensatz zu diesen bereits am 

Entwicklungstag 8,5. Die Embryonen fielen durch ihre geringere Größe und ein anämisches, 

blasses Erscheinungsbild auf. Dieser Phänotyp lässt auf Fehler bei der Vaskulogenese 

sowie der Hämatopoese schließen. Außerdem hatten die Embryonen Defekte im 

kardiovaskulären System. Neben den Ccm3 Knock-out Mäusen wurden auch zellspezifische 

Gendeletionsmutanten (vaskuläre Ccm3 Knock-out Mäuse) generiert. Dabei zeigte sich 

abermals, dass einzig endothelzellspezifische Ccm3 Mausmutanten einen Phänotyp 

aufwiesen und embryonal letal sind. Allerdings versterben sie im Gegensatz zu Ccm3 Knock-

out Mäusen erst am Entwicklungstag 10,5 und zeigen bis zu diesem Zeitpunkt keine 

verminderte Körpergröße, haben aber ein anämisches Erscheinungsbild. Histologische 
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Untersuchungen konnten außerdem zeigen, dass die vaskulären Knock-out Mäuse Defekte 

bei der Angiogenese und dem ersten „vascular remodeling“ (Gefäßwandumbau) haben. Der 

VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2) zeigte eine verminderte Expression 

in vaskulären Ccm3 Knock-out Tieren. Die Köpfe der vaskulären Ccm3 Knock-out Tiere 

waren verkleinert, während der Herzbeutel vergrößert erschien. Die dorsale Aorta und die 

Hauptvene waren sowohl vergrößert als auch in ihrer Integrität gestört. Auch die zuvor in den 

Ccm1 und Ccm2 Mutanten beschriebenen Defekte der Zell-Zell Kontakte konnten in den 

vaskulären Ccm3 Knock-out Tieren gefunden werden. Insgesamt ähnelt der Phänotyp von 

vaskulären Ccm3 Knock-out Mäusen dem von VEGF und VEGFR2 Knock-out Tieren (He et 

al., 2010). Für das erstmals publizierte CCM3 Angiogenese in vitro Modell wurden sowohl 

Gehirnendothelzellen der Knock-out Mäuse verwendet als auch CCM3 Knock-down 

HUVECs. Zunächst fiel auf, dass die Mauszellen eine verminderte Abundanz des VEGFR2 

auf Proteinebene, nicht aber auf mRNA Ebene besitzen. Durch eine VEGF-Stimulation 

konnte gezeigt werden, dass CCM3-defiziente Zellen eine reduzierte Aktivierung und damit 

Phosphorylierung des VEGFR2, der PLC-γ (Phospholipase C-γ), der Kinase Akt und der 

ERK1/2 aufwiesen, was durch eine Stimulation mit dem bFGF (basic fibroblast growth factor) 

nicht erkennbar war. Die verringerte Akt Phosphorylierung nach dem Verlust des CCM3 

Proteins ist im Einklang mit den von uns erhobenen Daten nach CCM3 Überexpression, bei 

welcher die Phosphorylierung von Akt erhöht ist. Die durch He und Mitarbeiter 

durchgeführten Migrations- und Tube Formation Assays ergaben, dass CCM3 defiziente 

Zellen ohne Zugabe von Stimulanzien keine zu den Kontrollzellen veränderte Fähigkeiten 

besitzen. Auch dieses Ergebnis deckt sich mit den von uns etablierten Ergebnissen. Im 

Gegensatz dazu waren die Zellen bei den in dieser Studie durchgeführten 

Proliferationsassays nach CCM3 Verlust stark in ihrem Wachstum eingeschränkt, was wir so 

nicht bestätigen können. Weiterhin belegt die Studie, dass die Fähigkeit von CCM3 

defizienten Zellen zu migrieren und Tubes zu bilden unter VEGF Zugabe stark eingeschränkt 

ist, nicht aber durch die Stimulation durch bFGF (He et al., 2010). Von uns durchgeführte 

ähnliche Versuche konnten diesen Unterschied nicht erkennen lassen (Daten nicht gezeigt). 

Letztlich konnten He und Mitarbeiter durch Pull-down Assays und Kolokalisationsstudien 

zeigen, dass CCM3 mit dem VEGFR2 interagiert. Der VEGFR2 selbst aktiviert die 

Lipidkinase PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) (He et al., 2010). Diese phosphoryliert 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphaten 

(PIP3), welche, wie bereits oben erwähnt, für die Rekrutierung der PDPK-1, von Akt und auch 

von CCM3 selbst notwendig sind (Hilder et al., 2007; Matheny et al., 2009). Aus diesem 

Grund passen auch diese Daten gut zu den von uns etablierten, welche durch die CCM3 

Überexpression ein umgekehrtes Szenario darstellen.   
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Insgesamt bleibt die Aufklärung der genauen Pathomechanismen, welche zur Entwicklung 

von zerebrovaskulären kavernösen Malformationen führen, ein langfristiges und 

herausforderndes Ziel. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass CCM3 dabei eine wichtige 

und distinkte Rolle spielt. In vitro konnten wir in Endothelzellen zeigen, dass es eine 

antiangiogene und gleichzeitig antiapoptotische Funktion besitzt, indem es unter anderem 

den PDPK-1/Akt-Signalweg positiv moduliert. Für die Zukunft wäre eine genauere 

Untersuchung dieser Daten in vivo ebenso wichtig wie die eingehende Untersuchung der 

restlichen, durch unseren Kinase Array identifizierten Kandidatenproteine und deren 

Signalwege.  
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Communicated by Peter Oefner

Cerebral cavernous malformations (CCM) are prevalent cerebrovascular lesions predisposing to chronic
headaches, epilepsy, and hemorrhagic stroke. Using a combination of direct sequencing and MLPA analyses, we
identified 15 novel and eight previously published CCM1 (KRIT1), CCM2, and CCM3 (PDCD10) mutations.
The mutation detection rate was 490% for familial cases and 460% for isolated cases with multiple
malformations. Splice site mutations constituted almost 20% of all CCM mutations identified. One of these
proved to be a de novo mutation of the most 30 acceptor splice site of the CCM1 gene resulting in retention of
intron 19. A further mutation affected the 30 splice site of CCM2 intron 2 leading to cryptic splice site
utilization in both CCM2 and its transcript variant lacking exon 2. With the exception of one in-frame deletion
of CCM2 exon 2, which corresponds to the naturally occurring splice variant of CCM2 on the RNA level and is
predicted to result in the omission of 58 amino acids (CCM2:p.P11_K68del), all mutations lead to the
introduction of premature stop codons. To gain insight into the likely mechanisms underlying the only known
CCM2 in-frame deletion, we analyzed the functional consequences of loss of CCM2 exon 2. The
CCM2:p.P11_K68del protein could be expressed in cell culture and complexed with CCM3. However, its
ability to interact with CCM1 and to form a CCM1/CCM2/CCM3 complex was lost. These data are in
agreement with a loss-of-function mechanism for CCM mutations, uncover an N-terminal CCM2 domain
required for CCM1 binding, and demonstrate full-length CCM2 as the essential core protein in the CCM1/
CCM2/CCM3 complex. Hum Mutat 29(5), 709–717, 2008. rr 2008 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: cerebral cavernous malformation; CCM1; CCM2; CCM3

INTRODUCTION

Cerebral cavernous malformations (CCM; MIM]s 116860,
603284, and 603285) are vascular lesions composed of densely
packed, dilated vascular channels that lack components of
organized mature vessel walls such as smooth muscle cells and
intact endothelial cell–cell junctions. Growth of these slow-flow
lesions and repeated hemorrhages clinically manifest as chronic
headaches, epilepsy, and hemorrhagic stroke, mostly during the
second to fourth decade of life [Labauge et al., 2007; Revencu and
Vikkula, 2006]. Autosomal dominantly inherited familial CCM
has been estimated to occur with a frequency of 1:2,000–1:10,000
and is generally associated with the occurrence of multiple CCMs.
In addition to a heterozygous germline mutation in 1 out of 3
genes, CCM1 [Laberge-le Couteulx et al., 1999], CCM2 [Liquori

et al., 2003], or CCM3 [Bergametti et al., 2005], a second somatic
mutation appears to be required for lesion genesis [Gault et al.,
2005; Kehrer-Sawatzki et al., 2002]. Apart from very few
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exceptions, mutations in CCM genes are truncating or the result
of large genomic rearrangements. While this facilitates medical
genetic counseling, this does not provide a basis for structural and
functional analyses of the CCM proteins.

The 84-kDa CCM1 gene product CCM1 (KRIT1) was
originally identified and later confirmed as a RAP1A interactor
[Béraud-Dufour et al., 2007; Serebriiskii et al., 1997; Wohlgemuth
et al., 2005] (our unpublished results). RAP1A is a member of the
Ras superfamily and requires CCM1 for maintaining the integrity
of endothelial junctions [Glading et al., 2007]. CCM1 also binds
to integrin cytoplasmic domain-associated protein-1a (ICAP-1a)
through its most N-terminal NPXY motif [Zawistowski et al.,
2002; Zhang et al., 2001]. Furthermore, CCM1 is a yeast two-
hybrid interactor of CCM2 [Zhang et al., 2007]. The murine
ortholog of 50-kDa CCM2 (OSM) is a scaffold protein for MEKK3
within the stress-activated p38 MAPK signaling cascade [Uhlik
et al., 2003], and the phosphotyrosine binding domain (PTB) of
CCM2 has been reported to be important for the CCM1/CCM2
association [Zawistowski et al., 2005]. Recently, we have shown that
CCM2 interacts with 25-kDa CCM3 (PDCD10) and that this
interaction is increased in the presence of CCM1 [Voss et al., 2007].

We present here a total of 23 CCM mutations comprising nine
stop, eight frameshift, and four splice site mutations as well as two
genomic deletions. With the help of the only known human in-
frame deletion within the CCM2 gene which leads to lack of the
58 amino acids encoded by exon 2 (CCM2:p.P11_K68del), we
show that this domain located N-terminally to the PTB domain is
critical for CCM1 binding and for linking CCM1 with CCM3:
While deletion of amino acids 11–68 does not impair formation of
a CCM2/CCM3 complex, it prevents formation of a CCM1/CCM2
and of a ternary CCM1/CCM2/CCM3 complex.

MATERIALSANDMETHODS
Mutation andTranscript Analyses

Genetic testing was approved by local ethics committees
(University of Würzburg, Study 21/05) and performed with
informed consent. Direct sequencing of all coding CCM1,
CCM2, and CCM3 exons including adjacent splice sites and
subsequent screening for large CCM alterations using the SALSA
MLPA Kits P130 & P131 CCM (MRC Holland, Amsterdam,
Netherlands) were performed as described [Gaetzner et al., 2007].
For paternity testing, the PowerPlexs 16 system (Promega,
Mannheim, Germany) was used.

Total RNA was extracted with TRIZOLs reagent (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) from cultured lymphocytes immortalized
with the Epstein-Barr virus for the patient carrying the de novo
c.2143–2A4G CCM1 mutation and the affected individual
harboring a heterozygous deletion of CCM2 exon 2. For the
CCM2:c.205-1_2delinsT mutation carrier, RNA was extracted
from untreated peripheral blood lymphocytes using the PAXgene
Blood RNA kit (PreAnalytiX, Qiagen, Hilden, Germany). cDNA
was synthesized using SuperScriptTM III Reverse Transcriptase
(Invitrogen). CCM1 intron 19 was amplified using a cDNA-
specific forward primer complementary to the exon 18/exon 19
junction (50-ATGGAAACTAAGGCTTTACTC-30) and allele-
specific reverse primers (wild-type: 50-TTACCACGAGAC-
CAGCCT-30; mutant: 50-TTACCACGAGACCAGCCC-30) and
directly sequenced. Exons 1–4 of the CCM2 gene were amplified
using primers 50-GCGGCGATATGGAAGAGG-30 [Denier et al.,
2004] and 50-GCACCCTGAGGATGATATC-30. PCR-products
were size-separated by agarose gel electrophoresis prior to TA-
cloning (Invitrogen) and sequencing.

GenBank accession numbers are as follows: CCM1,
NM_194456.1; CCM2, NM_031443.3; and CCM3,
NM_007217.3. DNA mutation numbering is based on cDNA
sequence with 11 corresponding to the A of the ATG translation
initiation codon.

Protein Expression, Coimmunoprecipitation, and
Glutathione S Transferase (GST) Pull-Down
Experiments

For expression in HEK293 cells, PCR-amplified full-length
human CCM1, CCM2, and CCM3 were cloned into the NheI and
NotI sites of the pIRESneo-derived vector VP5, which allows
expression of N-terminal FLAG/HA tagged fusion proteins
(FLAG-CCM1, FLAG-CCM2, and FLAG-CCM3) as described
previously [Voss et al., 2007]. Similarly, CCM1, the C-terminally
altered CCM1 coding sequence of Patient 14 (using the allele-
specific reverse primer 50-CGC CTC GAG GCA CAC AAT AGT
TTA TGA AGT CCA A-30), CCM2, and CCM2 lacking exon 2
(derived from control cDNA) were PCR-cloned into the EcoRI
and XhoI sites of pcDNA3.1myc/His-B (Invitrogen), which allows
expression of myc/His tagged CCM1, CCM1:p.A715VfsX14,
CCM2, and CCM2:p.P11_K68del (myc-CCM1, myc-CCM1:
p.A715VfsX14, myc-CCM2, myc-CCM2:p.P11_K68del). After
QuickChangeTM site-directed mutagenesis (Stratagene, Amster-
dam, Netherlands), the PTB domain mutants CCM2:p.L198R and
CCM2:p.F217A were also cloned into pcDNA3.1 myc/His-B
(Invitrogen). Furthermore, pcDNA3.1 constructs for expression
of HA-CCM2, HA-CCM2:p.P11_K68del, and FLAG-CCM3 were
generated by PCR-cloning using a 50 primer containing the coding
sequences for the HA or FLAG tag, respectively.

HEK293 cells were transiently transfected with the indicated
constructs using FuGene6TM (Roche, Mannheim, Germany) and
harvested 48 hr after transfection. Coimmunoprecipitation experi-
ments were performed as described [Voss et al., 2007]. In brief,
precleared lysates were incubated with either anti-FLAG M2
agarose (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) or a-c-myc antibody
(Sigma-Aldrich) coupled to protein A sepharose beads (Sigma-
Aldrich) for 2 hr overhead at 41C. After extensive washing, 2�
Laemmli buffer was added and samples were boiled for 10 min at
1001C. For Western blot analyses, cell lysates and immunopreci-
pitation (IP) eluates were subjected to 5–20% gradient SDS-
PAGE, immobilized on a nitrocellulose membrane, and probed
with rabbit polyclonal anti-c-myc (1:1,000; Sigma-Aldrich) or
primary mouse monoclonal anti-FLAG M2 antibodies (1:1,000;
Sigma-Aldrich). Secondary antibodies conjugated to horseradish
peroxidase were obtained from Dianova (Hamburg, Germany).
Glutathione S transferase (GST) pull-down experiments were
performed exactly as described in Voss et al. [2007].

RESULTS
Over 90% of Familial Cases Harbor a Mutation in
CCM1,CCM2, orCCM3

Based on family history and clinical examination, our cohort
initially consisted of 16 familial and 12 isolated cases. Mutations
were identified in 15 out of 16 (94%) familial and 8 out of 12
(67%) isolated subjects (Table 1). Genetic analyses revealed that
the mutations of two of the isolated cases (Patients 5 and 8;
Table 1) had in fact been inherited from a silent carrier parent
while one isolated case proved to be truly sporadic (Patient 13;
Table 1). Thus, the proportion of mutations for CCM families was
56% (10/18) for CCM1, 33% (6/18) for CCM2, and 6% (1/18) for
CCM3. A total of nine stop, eight frameshift, and four splice-site
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mutations were identified by direct sequencing while two genomic
deletions were only detected with the MLPA method (Patients 1
and 18; Table 1). Consistent with the literature [Felbor et al.,
2006], close to one-fifth of CCM mutations affected invariant
splice consensus sequences. Of the four splicing errors identified in
the present study, two had previously been reported to be
associated with CCM pathology. The two novel splice site
mutations as well as the only in-frame deletion discovered in this
study were characterized in more detail.

Retention of CCM1 Intron19 Due to a De Novo
c.2143^2A4G Splice Site Mutation: Reduced
Expression of CCM1:p.A715VfsX14 InVitro

The first proband (Patient 14; Table 1) is a 15-year-old girl who
presented with a 4-month history of progressive proximal paresis of
the left arm preceded by an intermittent right-sided dysesthesia for
4 years. Correspondingly, magnetic resonance imaging revealed
a large cavernous malformation within the right central sulcus
(Fig. 1A) and multiple clinically asymptomatic lesions in both
cerebral hemispheres (data not shown). The symptomatic lesion
was completely excised by microsurgery without morbidity for the
patient who is the only affected individual in her family (Fig. 1B).
Direct sequencing and MLPA analyses of the entire CCM1,
CCM2, and CCM3 coding regions revealed an A to G transition
disrupting the conserved AG dinucleotide in the acceptor splice
site of CCM1 intron 19 (Fig. 1C and D). This mutation is not
present in the parents and sisters (data not shown). Since
paternity was confirmed (data not shown), this patient carries a de
novo mutation. Transcript analyses demonstrated the presence of
intron 19 in the affected individual’s cDNA (Fig. 1E and F). The
predicted altered C-terminus lacks 22 amino acids. Instead, 13
different amino acids are introduced prior to the occurrence of a

new stop codon (Fig. 1D). This alteration of the C-terminus of the
CCM1 protein, CCM1:p.A715VfsX14, did result in reduced
protein expression, decreased binding to CCM2, and reduced
CCM1/CCM2/CCM3 complex formation in vitro (see Fig. 5B).

CCM2:c.205-1_2delinsT Leads to Use of an Alternative
SpliceAcceptor in Both CCM2 and the CCM2
TranscriptVariant Lacking Exon 2

The second individual is a 32-year-old male manifesting with
ataxia, left-sided dysmetry, dysdiadochokinesis, and sudden severe
nausea at the age of 28 years (Patient 19; Table 1). Subsequently, a
large cerebellar cavernoma was resected. Two years later, two
further lesions were excised microsurgically because of repeated
hemorrhages and growth of the lesions. The patient’s mother had
been diagnosed to carry multiple CCMs at the age of 56 years
when she had experienced reversible loss of vision.

Direct sequencing detected a mutation that affects the invariant
splice consensus sequence at the 30 end of intron 2 of the CCM2
gene (c.205-1_2delinsT; Fig. 2A and B). In accordance with the
predicted effect of this mutation by www.fruitfly.org/seq_tools/
splice.html, experimental analyses of the full-length CCM2
transcript confirmed that an illegitimate splice site within exon 3
is selected (Fig. 2B). Since this splice acceptor is located seven
nucleotides downstream of the original acceptor, the splicing
defect leads to a frameshift resulting in premature termination of
the coding sequence after the introduction of two altered amino
acids (p.Y69VfsX3; Fig. 2B).

Interestingly, the 30 splice site mutation of CCM2 intron 2 also
affects correct splicing of the widely expressed CCM2 transcript
variant lacking exon 2. The transcript variant is predicted to
produce a 386–amino acid CCM2 isoform lacking 58 amino acids.
Subcloning and sequencing of the proband’s smaller transcript

TABLE 1. CCM1, CCM2, andCCM3 GeneMutations Identi¢ed inThis Study�

Patient Presentation Gene Exon Nucleotide change Amino acid change
Type of
mutation Reference

1 Familial CCM1 Deletion of entire
CCM1gene

Gaetzner et al.
[2007]

2 Isolated CCM1 12 c.1066_1070dupATTTC p.P358VfsX15 Frameshift Novel
3 Isolated CCM1 13 c.1201_1204delCAAA p.Q401TfsX10 Frameshift Novel
4 Familial CCM1 13 c.1246_1249del p.K416HfsX19 Frameshift Novel
5 Familial CCM1 13 c.1253del p.P417HfsX19 Frameshift Novel
6 Familial CCM1 Intron13 c.1255-4_1255-2del p.? Splice Verlaan et al.

[2002]
7 Familial CCM1 14 c.1258G4T p.E420X Stop Novel
8 Familial CCM1 16 c.1678C4T p.Q560X Stop Novel
9 Familial CCM1 16 c.1683_1684insA p.V562SfsX6 Frameshift Suº ruº cuº et al.

[2006]
10 Isolated CCM1 16 c.1710_1711insA p.H571TfsX8 Frameshift Novel
11 Familial CCM1 17 c.1780_1783delinsTACCTGTTACCAAA p.A594YfsX14 Frameshift Suº ruº cuº et al.

[2007]
12 Familial CCM1 17 c.1815C4G p.Y605X Stop Novel
13 Familial CCM1 18 c.1877T4A p.L626X Stop Novel
14 Sporadic CCM1 Intron19 c.2143-2A4G p.A715VfsX14 Splice Novel
15 Familial CCM2 Intron1 c.3011G4A p.? Splice Verlaan et al.

[2004]
16 Familial CCM2 2 c.55C4Ta p.R19X Stop Verlaan et al.

[2004]
17 Isolated CCM2 2 c.55C4Ta p.R19X Stop Verlaan et al.

[2004]
18 Isolated CCM2 2 c.31-?_2041?del p.P11_K68del Deletion in-

frame
Liquori et al.

[2007]
19 Familial CCM2 Intron 2 c.205-1_2delinsT p.Y69VfsX3;

p.Y11VfsX3
Splice Novel

20 Familial CCM2 4 c.353_354insA p.Y118X Stop Novel
21 Familial CCM2 5 c.475C4T p.Q159X Stop Novel
22 Familial CCM2 6 c.622G4T p.E208X Stop Novel
23 Familial CCM3 7 c.350_351insT p.D118RfsX2 Frameshift Novel

�GenBank accession numbers: CCM1: NM_194456.1, CCM2: NM_031443.3, and CCM3: NM_007217.3. DNA mutation numbering is based on cDNA sequence with 11 corre-
sponding to theA of theATG translation initiation codon.
aEthnic origin di¡erent:German vs. Asian. Since this mutation occurred at a CpG dinucleotide, this basemay be highly mutable.
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variant (Fig. 2C) revealed that 52% of the clones were incorrectly
spliced again resulting in a frameshift and a premature stop
(p.Y11VfsX3; Fig. 2D).

Genomic Deletion of CCM2 Exon 2 Con¢rmed by
Transcript Analysis

In a further isolated case with multiple lesions but negative
sequencing results (Patient 18; Table 1), a heterozygous deletion of
CCM2 exon 2 was reproducibly found with two adjacent MLPA
probes designed for CCM2 exon 2 (Fig. 3A) while all other
CCM1, CCM2, and CCM3 peaks and ratios did not differ
between patient and controls (Fig. 3B). This 35-year-old female
patient had experienced generalized seizures at the age of 30 years

and successfully underwent neurosurgical therapy of the epilepto-
genic lesion. Three remaining asymptomatic cavernous lesions in
the pons, the basal ganglia, and the frontoorbital gyrus are
monitored by MRT annually (Fig. 3C). Her father had died of
cancer. MLPA analyses of her clinically unaffected mother did not
show the proband’s deletion. Thus, concurrent appearance of the
CCM phenotype with a de novo mutation could not be
demonstrated for this patient.

Both the proband and her mother are heterozygous for SNP
rs11552377 in exon 4 of the CCM2 gene (c.358G4A), which
allowed independent confirmation of the deletion detected by
MLPA. PCR-amplification of the proband’s CCM2 cDNA resulted
in two products corresponding to the size of CCM2 and its
transcript variant lacking exon 2 [Denier et al., 2004]. The
intensity of the proband’s full-length CCM2 transcript was
decreased when compared to controls carrying two full-length
CCM2 genes (Fig. 3D). Instead, the band corresponding to the
shorter transcript variant lacking exon 2 was stronger in the
proband carrying the genomic deletion of exon 2 when compared
to controls with an alternatively spliced CCM2 transcript only.
Subcloning and sequencing of both transcripts revealed that the
proband’s wild-type allele carried an A at SNP rs11552377 in exon
4 of the CCM2 gene (c.358G4A) while the in-frame deletion of
exon 2 was located on the G allele. Thus, the transcript variant
generated by alternative splicing is characterized by the
c.358G4A substitution and can be distinguished from the
transcript derived from the deleted G allele in this patient (Fig.
3E). Otherwise, both transcripts showed exactly the same in-frame
omission of the entire exon 2 sequence, which consists of 174
nucleotides. 90% of the clones representing the smaller transcript
were in fact derived from the proband’s deleted allele. Alternative
splicing was only identified in 10% of clones.

Interaction of CCM2:p.P11_K68delWith CCM1 Is
Impaired, Resulting in the Inability to Form a CCM1/
CCM2/CCM3 Complex

The genomic deletion of exon 2 of the CCM2 gene (seen in
Patient 18, in Table 1, and illustrated in Fig. 3) as well as skipping
of exon 2 in the ubiquitously occurring transcript variant [Denier
et al., 2004] are predicted to result in the omission of 58 amino
acids (CCM2:p.P11_K68del). Compared with 50-kDa CCM2,
CCM2:p.P11_K68del migrated at about 44 kDa in overexpression
experiments (Fig. 4). To assess whether CCM2:p.P11_K68del
coimmunoprecipitates with CCM1 and CCM3, we coexpressed
myc-CCM2:p.P11_K68del with either FLAG-CCM1 (Fig. 4A) or
FLAG-CCM3 (Fig. 4B) and performed coimmunoprecipitation
studies. The interaction of myc-CCM2 with FLAG-CCM1 or
FLAG-CCM3 was used as positive control (Fig. 4A and B;
lane 2). FLAG-CCM3 coimmunoprecipitated with myc-
CCM2:p.P11_K68del (Fig. 4B; lane 3) whereas FLAG-CCM1
did not (Fig. 4A; lane 3). Only upon long exposure, a faint myc-
CCM2:p.P11_K68del band became visible (Fig. 4A; lane 3)
comparable to those obtained with the PTB domain mutants
CCM2:p.L198R and CCM2:p.F217A (Fig. 4A; lanes 4 and 5).
While these point mutations had previously been described to
abrogate CCM1/CCM2 complex formation [Zawistowski et al.
2005], we show here that the respective mutants retain their
ability to interact with CCM3 (Fig. 4B; lanes 4 and 5).

Since these data imply that CCM2 is capable to simultaneously
interact with CCM1 and CCM3, we next demonstrated that
CCM1, CCM2, and CCM3 in fact form a ternary complex (Fig. 5).
For GST pull-down experiments (Fig. 5A), HEK293 cells were

FIGURE 1. De novo c.2143^2A4G splice site mutation resulting
in retention of CCM1 intron 19. A:T2-weighted magnetic reso-
nance imaging of the15-year-old proband showed a large caver-
nous malformation (arrow) within the right central sulcus
displaying the typical black hemosiderin rim caused by repeated
hemorrhages. B: Pedigree demonstrating that the proband is an
isolated case. C,D: Sequencing revealed a novel c.2143^2A4G
splice site mutation. E: Allele-speci¢c PCR from lymphocyte
cDNA yields a speci¢c 647-bp product only in the proband sug-
gesting the inclusion of intron19. F: Electropherogram illustrat-
ing the junctionbetweenexon19 and intron19 in thepathogenic
transcript. [Color ¢gure can be viewed in the online issue,which
is available at http://www.interscience.wiley.com.]
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transiently cotransfected with FLAG-CCM1 and myc-CCM2 or
mutant myc-CCM2:p.P11_K68del, respectively, and lysates were
exposed to GST-CCM3 as well as to the controls GST and

sepharose beads. GST-CCM3, but not the controls, was able to
pull down FLAG-CCM1 only in the presence of intact myc-
CCM2. Coexpression of mutant myc-CCM2:p.P11_K68del with

FIGURE 2. Schematic presentation of splicing errors introduced on account ofCCM2:c.205-1_2delinsT. A: Regular splicing and elec-
tropherogramof the full-lengthwild-typeCCM2 transcript (omitted sequence in (B,D) ismarkedby brackets).B: Aberrant splicingof
themutant allele (redTat 30splice acceptor) results in a prematureTAA stop codon (red) in the pathogenic transcript.C: Alternative
splicing leads to complete skipping of exon 2.D: Aberrant alternative splicing of themutant allele.

FIGURE 3. MLPAanalysis demonstrating reducedpeaks for twoadjacentCCM2 exon 2 probes in theproband (A) whencompared toa
control (B). C:TheT2-weightedMR image shows 2 of the remaining 3 cavernomas in the right basal ganglia and the right frontoor-
bital cortex (white arrowheads). D:The intensity of the band corresponding to the proband’s full-length CCM2 transcript was de-
creased while the signal corresponding to the shorter transcript lacking exon 2 was increased when compared to the proband’s
mother who carries two full-length CCM2 genes. E: Schematic presentation of the full-length (all clones containing the proband’s
full-length CCM2 allele (see D) have the c.358G4A SNP), deleted (90% of clones harboring CCM2:r.31_204del), and alternatively
spliced (10% ofCCM2:r.31_204del clones) CCM2 transcripts observed in the proband.
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FLAG-CCM1 resulted in the absence of the ternary complex.
Consistent with our coimmunoprecipitation experiments, GST-
CCM3 complexed with myc-CCM2 and mutant myc-
CCM2:p.P11_K68del but not with FLAG-CCM1 in the absence
of myc-CCM2. In order to further prove the existence of a ternary
complex, HA-tagged CCM2 and CCM2:p.P11_K68del were
generated. Again, coimmunoprecipitation experiments demon-

strated that CCM3 was only able to form a complex with CCM2
and CCM1 or CCM2 and CCM1:p.A715Vfsx14 (seen in Patient
14, in Table 1, and illustrated in Fig. 1) if intact HA-tagged CCM2
was cotransfected with myc-CCM1 or myc-CCM1:p.A715Vfsx14
and FLAG-CCM3 (Fig. 5B). Taken together, the interaction
between CCM1 and CCM3 proteins depends on the presence of
intact CCM2.

FIGURE 4. Impaired interaction ofCCM1withCCM2:p.P11_K68del. A,B:Coimmunoprecipitation experiments (IP) ofHEK293 cells
transiently coexpressing the indicated plasmidswere performed and analyzed byWestern blotting (IB).Cotransfectionof emptymyc-
andFLAG-vectors (A,B; lanes1) or transfection of FLAG-CCM1with thePTB domain point mutationsmyc-CCM2:p.L198R andmyc-
CCM2:p.F217A (A; lanes 4 and 5) were used as negative controls. Coimmunoprecipitation of myc-CCM2 with FLAG-CCM1 (A; lane
2) or FLAG-CCM3 (B; lane 2) served as positive controls. Myc-CCM2:p.P11_K68del did not (A; lane 3) coprecipitate with FLAG-
CCM1whereas coprecipitation of FLAG-CCM3 with myc-CCM2:p.P11_K68del was not altered (B; lane 3).Western blot analyses of
IgG bands at 25 kDa (A,B; upper panels) and of cell lysates (A,B; the two lower panels) served as loading and expression controls.
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DISCUSSION
Mutation Detection Rates Di¡er for Familial
and Isolated CCM

The sporadic case harboring a c.2143–2A4G splice site
mutation in the CCM1 gene (Patient 14; Table 1) is the sixth
patient with a proven de novo mutation among the almost 200
CCM mutations reported thus far. One of the previously described
truly sporadic cases also carried a CCM1 mutation [Lucas et al.,
2001], the four others a CCM3 mutation [Bergametti et al., 2005;
Liquori et al., 2006]). In an attempt to elucidate whether the
isolated cases presented in this study were inherited or are de
novo, an aspect of CCM genetics important in the context of
genetic counseling of the respective individuals and their families,
we have made some effort to get back to the patients and their
families. However, most are currently unavailable or noninforma-
tive either due to the fact that at least one parent had died (e.g.,
Patient 18; Table 1) or did not consent to predictive genetic or
neuroradiological testing. In addition, several patients did not wish
to involve their parents or did not maintain contact with them.
However, the known incomplete penetrance, the high inter- and
intrafamilial variability of the disease, and the rare occurrence of
nonreproductivity are reasonable explanations for the limited
description of de novo mutations. Furthermore, a systematic
analysis of a French cohort of 22 isolated probands with multiple
CCMs demonstrated that 75% of cases were in fact inherited
through an asymptomatic parent as determined by neuroimaging
[Labauge et al., 1998]. Thus, most seemingly isolated cases are in
fact familial.

Consistent with a previous study [Denier et al., 2006], the
mutation detection rate for familial CCM was 94% in our cohort.
The only index case without a thus far identified mutation may
carry a mutation within regulatory elements of CCM1-3, within

deep intronic CCM1-3 regions relevant for correct splicing or
within a fourth CCM gene. While the majority of our cases were
familial, a significant proportion of patients with multiple CCMs
initially presented without a family history (12/28). As opposed to
familial cases, a clearly reduced mutation detection rate of 57–71%
for isolated cases with multiple CCMs has been noticed [Denier
et al., 2006; Felbor et al., 2007]. The difference ranges from 26%
(this study) to 37% [Denier et al., 2006]. One explanation for this
observation might be the occurrence of phenocopies given a
prevalence of 0.5% for CCMs in the general population. Another
explanation might be somatic mosaicism, which has been
described for other autosomal dominantly inherited hamartoma-
tous diseases such as tuberous sclerosis [Verhoef et al., 1999]. Even
severe tuberous sclerosis manifesting with seizures, mental
retardation, and facial angiofibromas was shown to be associated
with a TSC1 mutation in only a minority of lymphocytes
[Kwiatkowska et al., 1999]. Given the variability of somatic
mosaicism in different cells and tissues as well as the limitations of
the mutation scanning techniques applied, it is likewise con-
ceivable that mosaic mutations in peripheral blood cells of isolated
CCM individuals remained undetected. However, depending on
the level of mosaicism in germ cells, the risk of transmission to
children may be up to 50% for an apparent noncarrier with
multiple CCMs.

CCM2 Isoform Does Not Assemble Into a CCM1/
CCM2/CCM3 Protein Complex

Even large genomic rearrangements can pose a difficult question
for risk assessment if only a single exon is deleted in-frame in an
isolated case such as in our Patient 18 (Table 1) who carries a
deletion of exon 2 of the CCM2 gene. For instance, deletion of
exon 16 of the dystrophin gene has recently been reported not to

FIGURE 5. The formation of a ternary CCM1/CCM2/CCM3 complex is impaired if mutant CCM2:p.P11_K68del is overexpressed in-
stead of CCM2. A: GST-CCM3 (lanes 1^6), sepharose alone (lane 7), and immobilized GST alone (lane 8) were incubated with
HEK293 cell lysates (input) expressing the indicated proteins and subjected to SDS-PAGE.Western blot analyses with an anti-FLAG
(a-FLAG) antibodydemonstrated that FLAG-CCM1wasonly pulleddownbyGST-CCM3 if intactmyc-CCM2wascoexpressed (upper
panel, lane 4). Ananti-myc antibodycon¢rmed thatGST-CCM3 didcomplexwithmyc-CCM2 andmutantmyc-CCM2:p.P11_K68del
(middle panel).Westernblot analysis using ananti-GSTantibody proved thepresenceofGST-CCM3,which is partially cleaved (lower
panel).B:Coimmunoprecipitationusinganti-FLAGagarose revealed thatCCM3 complexeswithCCM1orCCM1:p.A715VfsX14 only
in thepresenceof intactHA-CCM2 (lanes 3 and 6) andnot in thepresenceofHA-CCM2:p.P11_K68del (lanes 4 and 7). FLAG-tagged
CCM2 was used in lanes1and 5 only demonstrating that CCM1:p.A715VfsX14 binds to CCM2 albeit with reduced e⁄ciency due to
decreased expression of themutant CCM1protein. IgG bands at 25 kDa served as loading controls.C: Schematic localization of the
N-terminal CCM2 domain encoded by exon 2 of the CCM2 gene.This CCM1 interacting domain is adjacent to the PTB domain pre-
viously studiedwith help of the two point mutations indicated.
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be associated with disease at all [Schwartz et al., 2007]. A deletion
of exon 2 of the CCM2 gene has thus far been found in one CCM
family and one isolated CCM case using MLPA without further
confirmatory data or experimental proof of pathogenicity [Liquori
et al., 2007]. In zebrafish embryos, injection of an antisense
morpholino oligonucleotide directed against the donor splice site
of intron 2 resulted in both partial and complete loss of zebrafish
ccm2 exon 2. The phenotype was comparable with a ccm2 mutant
harboring a nonsense mutation in ccm2 exon4: enlarged heart
chambers, absent blood circulation, and a myocardial wall
consisting of only a single cell layer [Mably et al., 2006]. Transcript
analyses of our Patient 18 validated the deletion of CCM2 exon 2
and demonstrated that this deletion in fact results in an in-frame
mRNA corresponding to the alternatively spliced shorter CCM2
transcript lacking exon 2. This has inspired us to focus on the
functional analyses of a CCM2 protein lacking the 58 amino acids
encoded by exon 2.

We show here that this CCM2 isoform can be expressed and
pulled-down by GST-CCM3 in vitro. In addition, this isoform
coprecipitates with CCM3. Consequently, partial CCM2 function
is retained in its normal form. However, coimmunoprecipitation
experiments demonstrated that the CCM2 isoform lacking amino
acids 11 to 68 is unable to interact with CCM1. Thus, the shorter
CCM2 isoform cannot completely compensate for full-length
CCM2.

Previously, it had been shown that mutagenesis of the PTB
pocket critical for binding to NPXY peptides (CCM2:p.F217A)
resulted in the abrogation of CCM1/CCM2 complex formation.
Similar results were obtained with a familial CCM2 missense
mutation, CCM2:p.L198R, which resides in the C-terminal
region of the PTB domain of CCM2 [Zawistowski et al., 2005].
According to the PFAM database (www.sanger.ac.uk/Software/
Pfam), the PTB domain comprises amino acids 66 to 227.
Therefore, our data on a mutant protein lacking amino acids 11
to 68 suggest that an intact CCM2 domain located N-terminally
of the PTB domain is essential for binding of CCM1 to CCM2
(Fig. 5C).

In agreement with our previous observation that interaction of
CCM1, CCM2, and CCM3 is cooperative [Voss et al., 2007], our
present results on intact interaction of CCM2:p.P11_K68del with
CCM3 implied that CCM1 and CCM3 can simultaneously
interact with CCM2 and that CCM2 has linker properties within
the CCM1/CCM2/CCM3 protein complex. In this study, we
confirm the existence of a CCM1/CCM2/CCM3 complex in cells.
These results are corroborated by most recently published data
demonstrating that purified recombinant CCM3 does complex
with CCM2 and CCM1 in vitro [Hilder et al., 2007]. Consistent
with a loss-of-function mechanism for CCM mutations, we have
also shown that the human in-frame deletion of exon 2 of the
CCM2 gene resulted in the inability of the gene product to form
this complex. Therefore, we demonstrate for the first time that the
N-terminal CCM2 domain encoded by exon 2 is an essential
CCM1 binding domain (Fig. 5C). In conclusion, our data show
cooperative assembly of the CCM1/CCM2/CCM3 protein com-
plex in which full-length CCM2 is the central scaffold molecule
strictly required for complex formation.
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ABSTRACT: Cerebral cavernous malformations (CCMs)
may cause recurrent headaches, seizures, and hemor-
rhagic stroke and have been associated with loss-of-
function mutations in CCM1/KRIT1, CCM2, and
CCM3/programmed cell death 10 (PDCD10). The
CCM3/PDCD10 amino acid sequence does not reveal
significant homologies to protein domains with known
structure. With the help of the only published human in-
frame deletion of the CCM3 gene (c.97-?_1501?del),
CCM3:p.L33_K50del, we have identified the interaction
domain of CCM3 with the oxidant stress response serine/
threonine kinase 25 (STK25, YSK1, SOK1) and with the
mammalian Ste20-like kinase 4 (MST4, MASK). Con-
sistently, nano–liquid chromatography–tandem mass
spectrometry (nano-LC-MS/MS) analyses revealed two
STK25 phosphorylation sites at serine 39 and threonine
43. The corresponding in-frame deletion of zebrafish
ccm3a, dccm3:p.L31_K48del, also resulted in impaired
interaction with STK25 and MST4. In agreement with
the observed redundant biochemical functionality of
zebrafish ccm3a and its duplicate ccm3b, simultaneous
inactivation of both genes resulted in a progressive
cardiovascular phenotype in zebrafish indistinguishable
from ccm1 and ccm2 mutants. The pronounced
cardiovascular dilatations could be recapitulated by
morpholino-induced in-frame skipping of the exon
encoding the STK25 and MST4 binding site of zebrafish
Ccm3a if Ccm3b was repressed in parallel. Using a novel
zebrafish model of CCM, we could thus demonstrate that
the newly mapped STK25 and MST4 interaction domain

within the CCM3 protein plays a crucial role for vascular
development in zebrafish.
Hum Mutat 30, 1003–1011, 2009. & 2009 Wiley-Liss,
Inc.

KEY WORDS: cerebral cavernous malformation; CCM3;
PDCD10; CCM2; STK25; MST4

Introduction

Heterozygous autosomal-dominantly inherited mutations in
either human CCM1/KRIT1, CCM2, or CCM3/Programmed cell
death 10 (PDCD10) are associated with cerebral cavernous
malformations (CCMs; MIM]s 116860, 603284, and 603285).
These hamartomatous malformations can be caused by a
Knudsonian two-hit mechanism [Gault et al., 2005; Akers et al.,
2008; Pagenstecher et al., 2008] and consist of blood-filled dilated
blood vessels lined with a single layer of endothelial cells lacking
electron-dense markers characteristic of tight junctions. The
surrounding collagenous stroma is devoid of elastin and smooth
muscle cells resulting in fragile, immature vessel walls. Recurrent
hemorrhages lead to chronic headaches, seizures, and neurological
deficits with an age-dependent penetrance of about 60% [Revencu
and Vikkula, 2006; Labauge et al., 2007].

Several studies have most recently provided convincing
evidence that the mechanisms of CCM pathogenesis are likely
endothelial cell-autonomous [Hogan et al., 2008; Pagenstecher
et al., 2009; Kleaveland et al., 2009; Whitehead et al., 2009].
However, the function of the three gene products CCM1/KRIT1,
CCM2/Malcavernin, and CCM3/PDCD10 remains to be fully
elucidated. The 84-kDa protein CCM1 was originally identified
and later confirmed as a RAP1A interactor and microtubuli
associated protein [Serebriiskii et al., 1997; Wohlgemuth et al.,
2005; Beraud-Dufour et al., 2007]. The small GTPase RAP1A is a
member of the Ras superfamily and requires CCM1 for
maintaining the integrity of endothelial junctions [Glading
et al., 2007]. It has been shown that CCM1 exists in a closed
and in an open conformation. RAP1A binds both forms through
the FERM domain of CCM1. Integrin cytoplasmic domain-
associated protein 1a (ICAP-1a), another CCM1 interactor,
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only binds to the open conformation of CCM1 through its
most N-terminal NPXY motif [Zhang et al., 2001; Zawistowski
et al., 2002]. ICAP-1a and RAP1A form a ternary protein
complex with CCM1 at cellular membranes [Beraud-Dufour et al.,
2007]. Therefore, it was proposed that CCM1 is participating in
b1-integrin-mediated pathways. Furthermore, CCM1 interacts
with the phosphotyrosine binding domain (PTB) of CCM2
[Zawistowski et al., 2005] through its second and third NPXY
motif [Zhang et al., 2007] and with the heart of glass (HEG1)
receptor [Kleaveland et al., 2009]. The murine ortholog of 50-kDa
CCM2 (OSM) was originally reported to be a scaffold protein
for MEKK3 and MKK3; thereby affecting the p38 MAPK
stress-responsive signaling cascade in fibroblasts [Uhlik et al.,
2003; Zawistowski et al., 2005]. In human endothelial cell
cultures, CCM2 was found to bind RHOA and RAC1 and to
regulate migration, lumen formation, and vascular permeability
[Whitehead et al., 2009].

CCM3 is a protein without any known conserved functional
domains. Recently, we have shown that 25-kDa CCM3, also
known as PDCD10, interacts with CCM2 [Voss et al., 2007].
Consistent with the observation that human CCM1, CCM2, and
CCM3 mutation carriers cannot be clinically distinguished, the
CCM proteins were shown to form a ternary protein complex in
vitro with CCM2 as the core protein [Hilder et al., 2007; Stahl
et al., 2008]. Furthermore, we revealed that CCM3 binds to 48-
kDa mammalian serine/threonine protein kinase STK25 as well as
to STK24 but is phosphorylated by STK25 only [Voss et al., 2007].
Another study showed that the 47-kDa protein kinase MST4 also
interacts with CCM3 [Ma et al., 2007]. STK25, also known as
YSK-1 or SOK-1, STK24/MST3, and MST4/MASK belong to the
germinal center kinases III (GCKIII) subfamily of mammalian
Ste20-like (MST) kinases, which are homologs of the yeast protein
kinase Sterile 20 (Ste20). STK25, STK24, and MST4 are involved
in cell migration [Lu et al., 2006; Preisinger et al., 2004] and
apoptosis [Dan et al., 2002; Huang et al., 2002; Nogueira et al.,
2008] but do not activate JNK or p38 MAPK pathways [Pombo
et al., 1996; Schinkmann and Blenis, 1997; Dan et al., 2002].
Experimental data suggest that STK25 and MST4 have opposite
effects regarding migration and are required for reorientation of
the Golgi apparatus toward the direction of forward movement
[Preisinger et al., 2004], which marks an initial step of cell
polarization in migrating cells [Mellor, 2004].

We here show that the only known human CCM3 in-frame
deletion that leads to a transcript lacking the entire exon 5 coding
sequence (c.97-?_1501?del) [Bergametti et al., 2005] results in a
truncated protein lacking the STK25 and MST4 binding sites.
Although secondary structure predictions suggested that the
deleted protein might be structurally unstable, the corresponding
protein CCM3:p.L33_K50del could be expressed in cell culture,
binds to CCM2, and forms a ternary protein complex with CCM2
and CCM1. However, STK25 and MST4 fail to bind
CCM3:p.L33_K50del, and STK25 is unable to phosphorylate
this mutant in vitro. Moreover, the human disease could be
modeled in vitro and in vivo in zebrafish. The corresponding
zebrafish mutant protein is also unable to interact with STK25
and shows impaired binding to MST4 while binding to
CCM2 is intact. Knockdown studies of zebrafish ccm3a and its
duplicate ccm3b revealed a dramatic cardiovascular phenotype
that could be recapitulated upon skipping of exon 3, which
encodes the STK25 and MST4 binding sites in zebrafish. Our data
prove the functional relevance of CCM3 interaction with STK25
and MST4 and provide an in vivo angiogenesis model system to
study the pathobiology of CCM.

Materials and Methods

Generation of Plasmids

Human full-length myc/his-tagged CCM1 and CCM2, hemag-
glutinin (HA)-tagged CCM2, and FLAG/HA-tagged CCM3
constructs used for expression in human embryonic kidney 293
(HEK293) cells have been described previously [Voss et al., 2007;
Stahl et al., 2008]. Similarly, the CCM3 coding sequence lacking
human exon 5 was PCR-cloned into the NheI and NotI sites of the
pIRESneo-derived vector VP5 (pIRESVP5; a kind gift from Dr.
Robert G. Roeder, Rockefeller University, New York, NY) after
QuickChangeTM site-directed mutagenesis (Stratagene, La Jolla,
CA). Full-length zebrafish ccm3a (derived from clone IR-
BOp991E057D; RZPD, Berlin, Germany) and ccm3b (derived
from 24 hours post fertilization [hpf] zebrafish cDNA synthesized
with the SV Total RNA Isolation System (Promega, Mannheim,
Germany) and Superscript III RNase H-Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany)) coding sequences were also
PCR-cloned into pIRESVP5, which allows expression of an N-
terminal FLAG/HA tag. The zebrafish ccm3a coding sequence
lacking zebrafish exon 3 was amplified from cDNA derived from
24-hpf zebrafish embryos after knockdown using the ccm3aE3I3
morpholino (see Supporting Figure S1C; lower 579-bp product)
and PCR-cloned into pcDNA3.1 using a 50 primer containing the
coding sequence for a FLAG tag. To assess the quality of the start
morpholinos used, the target-binding sequences of ccm3a/b-
morpholino antisense oligomers (MO) and ccm3a-MO were
cloned into the HindIII and BamHI sites in front of the green
fluorescent protein (GFP) open reading frame of the RNA
expression vector pCS2-GFP to generate ccm3a/b-GFP and
ccm3a-GFP RNA. For prokaryotic expression, full-length human
CCM3 as well as CCM3 lacking human exon 5 were cloned into
the NdeI and XhoI sites of pET28b (Novagen, Darmstadt,
Germany), thus using the coding sequence for an N-terminal
His tag. GenBank accession numbers are NM_007217.3 (CCM3),
NM_200555.1 (dccm3a), and NM_212933.1 (dccm3b). Nucleotide
numbering reflects cDNA numbering with 11 corresponding to
the A of the ATG translation initiation codon in the reference
sequence. The initiation codon is codon 1.

Coimmunoprecipitation Experiments

HEK293 cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) with GlutaMaxTM I (Gibco, Karlsruhe,
Germany) containing 10% fetal calf serum (FCS) and 1%
penicillin-streptomycin (P/S). One day prior to transfection, cells
were seeded in 10-cm culture dishes and grown overnight in
culture medium. At 50% confluency cells were transiently
transfected with the indicated constructs using FuGene6TM

(Roche, Mannheim, Germany) according to the manufacturer
instructions. FLAG-GFP (MOCK) was used as positive control for
transfection efficiency and as negative control for immunopreci-
pitation (IP) studies. Cells were harvested 48 hr post transfection
and coimmunoprecipitation experiments were performed as
described [Stahl et al., 2008; Voss et al., 2007]. In brief, precleared
lysates were incubated with anti-FLAG M2 agarose (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany) for 2 hr overhead at 41C. After
extensive washing, 2� Laemmli buffer was added and samples
were boiled for 10 min at 991C. For Western blot analyses, cell
lysates and IP eluates were subjected to 10 to 20% gradient SDS-
PAGE, immobilized on a nitrocellulose membrane, and probed
with rabbit polyclonal anti-c-Myc (1:1,000; Sigma-Aldrich) or
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mouse monoclonal anti-FLAG M2 (1:1,000; Sigma-Aldrich) or
goat polyclonal anti-YSK1 (anti-STK25, 1:200, N-19; Santa Cruz,
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) or mouse monoclonal anti-
HA (1:10,000, clone HA-7; Sigma-Aldrich) or rabbit monoclonal
anti-MST4 (1:1,000, EP1864Y; Abcam, Cambridge, UK) anti-
bodies. Secondary antibodies (1:5,000) conjugated to horseradish
peroxidase were obtained from Dianova (Hamburg, Germany).

Purification of Recombinant Proteins and
Phosphorylation Assays

His-CCM3 and His-CCM3:p.L33_K50del were expressed in
E. coli strain BL21 (DE3) and purified with Ni-NTA (Qiagen,
Hilden, Germany) agarose following the manufacturer’s instruc-
tions. In vitro kinase assays were carried out with 0.02 mg
recombinant GST-STK25 (Invitrogen) and 1 mg His-CCM3, His-
CCM3:p.L33_K50del, or myelin basic protein (MBP) (Biomol,
Lörrach, Germany), respectively. Kinases and substrates were
diluted in assay buffer and reactions were performed with 100 mM
(g-32P)ATP (50,000–90,000 cpm/pmol) as described [Pombo
et al., 1996; Voss et al., 2007]. Samples were subjected to 12.5%
SDS-PAGE and autoradiography.

Identification of CCM3 Phosphorylation Sites Via
MS Analyses

Recombinant His-CCM3 was in vitro phosphorylated as
described above and separated on a 12.5% SDS-PAGE. After
colloidal Coomassie staining, protein bands were subjected to in-
gel digestion and phosphopeptides were enriched by Fe31-based
metal ion affinity chromatography (IMAC) as in Reinders et al.
[2007]. Eluted phosphopeptides were acidified with formic acid
and analyzed by nano–liquid chromatography–tandem mass
spectrometry (nano-LC-MS/MS) using a LCQ Deca XPplusTM

(Thermo Electron, Dreieich, Germany) coupled to an UltimateTM

3,000 nano-HPLC system (Dionex, Idstein, Germany) as described
[Schönleben et al., 2007]. Tandem-MS spectra were searched
against the SwissProt database using the MascotTM algorithm
(version 2.1) and the MascotTM Daemon (version 2.1.6) (Matrix
Science Ltd., London, UK). The mass spectra and localizations of
phosphorylation sites were verified manually using MS-Product
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.7./html/msprod.htm).

Zebrafish

Zebrafish strains were maintained in the Hubrecht Institute or
the Biocenter of the University of Würzburg (Würzburg,
Germany) using standard husbandry conditions. Animal experi-
ments were approved by the Animal Experimentation Committee
of the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences (DEC)
and performed in compliance with the regulations on animal
experiments of the University of Würzburg. The kdr-l:GFP
transgenic line was used to visualize the embryonic vasculature
[Jin et al., 2005; Bussmann et al., 2008]. Embryos were mounted
in 0.5% agarose in a six-well culture plate with a coverslip
replacing the bottom of each well. Imaging was performed with a
Leica TCS SP (Leica, Wetzlar, Germany) confocal microscope or a
Leica SP2 confocal microscope.

Morpholino Oligomers

The ccm3a/b start codon targeting MO (ccm3a/b-MO: 50-
CTTCATCTCTTCCATTGTCATCCTC-30), the ccm3a morpholino

targeting the third ATG of the ccm3a gene (ccm3a-MO:
50-CGTCCGCTTCATTCTTCATCTCTTC-30), and the splice mor-
pholinos designed to target exon/intron boundaries in ccm3a
(ccm3aE3I3-MO: 50-CAGAACAACATCATGTTTGCTCACC-30) and
ccm3b (ccm3bE4I4-MO: 50-ACATTATGTTCTCGCCTTACCCTCC-30)
were purchased from Gene Tools, LLC (Pilomath, OR). To test the
functionality of the start codon targeting MOs, 20 pg capped mRNA
of ccm3a/b:GFP and ccm3a:GFP were injected into one-cell-stage
embryos, which resulted in strong GFP expression. Coinjection of
1 ng/embryo ccm3a/b-MO or 1 ng/embryo ccm3a-MO efficiently
blocked translation of the target mRNA (data not shown).

Results

Human In-Frame Deletion of CCM3 Exon 5 Results in Loss
of CCM3:p.L33_K50del Binding to STK25 and MST4

Apart from one exception, human CCM3 mutations are either
truncating or large genomic deletions of the entire CCM3 gene
[Bergametti et al., 2005; Guclu et al., 2005; Verlaan et al., 2005;
Liquori et al., 2006, 2007; Stahl et al., 2008]. The only known in-
frame deletion of exon 5 of the CCM3 gene [Bergametti et al., 2005]
is predicted to result in the omission of 18 amino acids:
CCM3:p.L33_K50del (Fig. 1A and B). Sequence similarities between
amino acids 19 to 69 of CCM3 and amino acids 355 to 411 of
STK25, the latter being located C-terminally of the kinase domain
of STK 25, suggested that the human in-frame deletion might affect
dimerization of CCM3 with STK25 and other kinases (Fig. 1C).
Alternatively, secondary structure predictions indicated that the
18–amino acid deletion abolishes 60% of a prominent
N-terminal a-helix [Voss et al., 2007] and, therefore, might have
a destabilizing effect on CCM3 protein structure. Contrary to the
expected destabilizing effect, expression experiments in HEK293
demonstrated that a stable CCM3:p.L33_K50del protein is built
(Fig. 2A and B). Furthermore, coexpression of CCM3:p.L33_
K50del with CCM2 and CCM1 in HEK293 cells revealed that
CCM3:p.L33_K50del retains the ability to coimmunoprecipitate
with the known CCM3 interactor CCM2 (Fig. 2A) and to form a
ternary CCM1/CCM2/CCM3:p.L33_K50del complex (Fig. 2B). In
contrast, binding of CCM3:p.L33_K50del to endogenous human
STK25 was abrogated (Fig. 2A) while intact CCM3 was able to trap
STK25, as published recently [Voss et al. 2007]. Similarly,
CCM3:p.L33_K50del showed significantly impaired interaction
with MST4 (Fig. 2A). Only upon long-term exposure, a slight
band became visible (data not shown). Binding of
CCM3:p.L33_K50del to endogenous STK24 could not be assessed
because the commercially available antibodies against STK24 also
recognize STK25 while anti-MST4 does not (data not shown).
Thus, our experimental data demonstrate that the N-terminal part
of CCM3 harbors an interaction domain for STK25 and MST4.

STK25 Phosphorylates CCM3 at Serine 39 and Threonine 43

STK25 is a yeast two-hybrid interactor of CCM3 that was
shown to phosphorylate CCM3 in vitro [Voss et al., 2007]. In
agreement with our immunoprecipitation results, we next
demonstrated that GST-STK25 was unable to phosphorylate
purified recombinant His-CCM3:p.L33_K50del (Fig. 3A).
Phosphorylation of the STK25 substrates His-CCM3 and MBP
were used as positive controls (Fig. 3A). In order to determine
the phosphorylation sites within CCM3, phosphorylated
His-CCM3 was enriched at the peptide level using IMAC and
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analyzed by nano-LC-MS/MS. CCM3 was found to contain two
phosphorylation sites at serine 39 and threonine 43 as shown in
the spectra of peptide VNLSAAQTLR (Fig. 3B and C). Consistent
with our binding data, both phosphorylated residues are located
within the region encoded by CCM3 exon 5, which was found to
be deleted in individuals affected with CCM and to mediate
binding to STK25 (shaded in Fig. 1B).

Zebrafish Ccm3:p.L31_K48del Protein Biochemically
Recapitulates Loss of CCM3 Interaction With STK25
and Impaired Interaction With MST4

In order to assess the in vivo relevance of CCM3 interaction
with STK25, we chose zebrafish as model system. The genomic
organization of the human CCM3 gene is highly comparable to
zebrafish ccm3a and its gene duplicate ccm3b (Fig. 1A).
Furthermore, human CCM3 shares 94% amino acid identity with
zebrafish Ccm3a and 92% amino acid identity with Ccm3b
(Fig. 1B). Accordingly, Ccm3a, Ccm3b, and the mutant zebrafish
protein Ccm3:p.L31_K48del, which lacks the 18 amino acids
encoded by zebrafish ccm3 exon 3 could be expressed in human
HEK293 cells and complexed with human CCM2 (Fig. 4). Ccm3a
and Ccm3b were also capable to immunoprecipitate endogenous
human STK25 and MST4 whereas Ccm3:p.L31_K48del was not

able to bind to human STK25 (Fig. 4) and showed a significantly
reduced binding capacity to human MST4. On the one hand,
these data demonstrate that Ccm3:p.L31_K48del had lost the
ability to interact with STK25 and is equivalent to the human
mutation CCM3:p.L33_K50del. On the other hand, these results
indicate that the zebrafish ccm3b duplicate retains redundant
functionality in vitro.

Pronounced Cardiovascular Phenotype Identical to ccm1
and ccm2 Mutants After Combined Knockdown of ccm3a
and ccm3b

Our biochemical analyses demonstrated that the Ccm3a as well
as the Ccm3b protein each interact with human CCM2, STK25,
and MST4 in cell culture. In accordance with the observed
biochemical redundancy of Ccm3a and Ccm3b, only combined
downregulation of zebrafish ccm3a and its gene duplicate ccm3b
consistently resulted in a pronounced heart phenotype identical to
ccm1 (santa) and ccm2 (valentine) mutant zebrafish [Chen et al.,
1996; Stainier et al., 1996; Mably et al., 2006; Hogan et al., 2008].
Injection of 1 ng/embryo of an MO designed to simultaneously
target the start codon of ccm3a and ccm3b (ccm3a/b-MO; Fig. 1A)
led to enlarged, slowly contracting heart chambers and disturbed
blood circulation after 2 days of development in 86% of embryos

Figure 1. A: Comparison of the exon/intron organization of human CCM3 (hCCM3) with zebrafish ccm3 genes (dccm3a, dccm3b, d, Danio
rerio, h, human). Exons are shown as boxes and introns as thin lines (bp, base pairs). GenBank accession numbers are NM_007217.3 (hCCM3),
NM_200555.1 (dccm3a), and NM_212933.1 (dccm3b). Morpholinos used for injections in one- to two-cell stage embryos are indicated by bars.
The start morpholino against the first ATG (black bars, ccm3a/b-MO) downregulates both ccm3a and ccm3b. A morpholino directed against a
region surrounding the third ATG of ccm3a downregulates only ccm3a (gray bar, ccm3a-MO). The splice morpholino ccm3aE3I3-MO (open bar)
mirrors the human splice site mutation resulting in an in-frame deletion of 18 amino acids (dccm3:p.L31_K48del). ccm3bE4I4-MO (open bar)
downregulates only ccm3b. B: Sequence alignment of human and zebrafish CCM3 proteins. Identical amino acids are indicated by dots. The
shaded amino acid residues are encoded by human exon 5 and zebrafish exons 3, respectively. This area contains two phosphorylation sites for
STK25 (asterisks). C: Amino acid sequence similarities between CCM3 and the kinases STK25, STK24, and MST4 are highlighted by boxes
(GenBank accession numbers are NM_006374.3, NM_003576.3, and NM_016542.3, respectively. Amino acid numbering starts with 11
corresponding to the start methionine).
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(N 5 110/128). A pronounced pericardial edema is found after 4
days in 78% (N 5 285/367) (Table 1; Fig. 5A–D). Inactivation of
either ccm3a with 1.5 ng/embryo of ccm3a-MO directed against
the third ATG of the ccm3a gene (Fig. 1A) or ccm3b with
8 ng/embryo of ccm3bE4I4-MO (Fig. 1A) produced a cardiac

phenotype in only 18% of embryos (N 5 54/302 and N 5 26/143,
respectively) (Table 1). The splice morpholino ccm3bE4I4-MO was
designed to block the donor splice site of intron 4 of the ccm3b
gene (Fig. 1A) and resulted in both severely reduced transcript
level and utilization of a cryptic splice site within intron 4. The

Figure 2. Human CCM3 protein lacking 18 amino acids (CCM3:p.L33_K50del) retains partial functionality in vitro but has lost the ability to bind
to human STK25 and MST4. A: Western blot analyses (IBs) of coimmunoprecipitations (IPs) and cell lysates (input control) using the indicated
antibodies anti-STK25 (a-STK25), anti-MST4 (a-MST4), anti-c-Myc (a-cMyc), and anti-FLAG (a-FLAG). The truncated CCM3:p.L33_K50del protein
can be expressed in HEK293 cells in vitro (input control, lane 3, bottom panel) and interacts with CCM2 (a-FLAG-IP, lane 3, bottom panel). In
contrast, binding to endogenous STK25 and MST4 is abrogated (a-FLAG-IP, lane 3, top and middle panels). Cotransfection of FLAG-GFP (MOCK)
with myc-CCM2 was used as transfection control and as negative control for IP studies. Cotransfection of FLAG-CCM3 with myc-CCM2 was
used as positive control for IP. Immunoglobulin G (IgG) bands at about 25 kDa (a-FLAG-IP, lanes 1–3, bottom panel) served as loading control and
IBs of cell lysate served as expression controls of endogenous (input control, lanes 1-3, both upper panels) and overexpressed proteins (input
control, lanes 1–3, both bottom panels). B: CCM3:p.L33_K50del is capable to form a CCM1/CCM2/CCM3:p.L33_K50del protein complex. At 48 hr
post transfection with the indicated constructs, protein extracts were coimmunoprecipitated using anti-FLAG agarose (a-FLAG-IP). Western
blots probed with a-cMyc showed that both CCM3 and CCM3:p.L33_K50del form the ternary complex (lanes 4 and 5, top panel). The three lower
panels represent IB analyses of cell lysates used for IP studies and prove expression of all cotransfected plasmids (lanes 1–5, input controls).

Figure 3. A: Absent phosphorylation of CCM3:p.L33_K50 lacking serine 39 and threonine 43. Recombinant GST-tagged STK25 was incubated
with the substrates myelin basic protein (MBP), His-CCM3 (CCM3) or His-CCM3:p.L33_K50del (CCM3:p.L33_K50del), and (g-32P)ATP. MBP as well
as CCM3 were phosphorylated by STK25 whereas CCM3:p.L33_K50del was not. B,C: Fragment ion spectra of the peptides VNLSAAQpTLR (B)
and VNLpSAAQpTLR (C) derived from in vitro phosphorylated His-CCM3 with one and two phosphorylation sites, respectively. CCM3 contains
one phosphoserine residue (pS) at position 39 (C) and one phosphothreonine residue (pT) at position 43 (B,C). All prominent signals can be
assigned to b- and y-ions.
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addition of 27 intronic bp included a stop codon after 15 bp thus
predicting a truncated protein (Supp. Fig. S1A and B). The
observation that downregulation of either ccm3a or ccm3b leads to
a less severe phenotype in only a small percentage of embryos
indicates that the ccm3b duplicate retains redundant functionality
in zebrafish development in vivo.

Simultaneous inactivation of both ccm3a and ccm3b genes with
1 ng ccm3a/b-MO in kdr-l:GFP transgenic embryos also resulted in
dilatation of brain vessels at 32 hpf that look dysmorphic at later
stages due to lack of circulation (Fig. 5C and D), in disorganiza-
tion of overgrown subintestinal vessels (Fig. 5E and F), and in
dilatation of the caudal and posterior cardinal veins (Fig. 5G
and H) as published most recently for ccm1 (santa) and ccm2
(valentine) mutant zebrafish [Jin et al., 2007; Hogan et al., 2008].

The specificity and efficacy of the morpholinos used to
knockdown ccm3a and ccm3b was confirmed by a number of
different criteria. First, the capability of each start codon targeting
MO to knockdown the desired target was confirmed by inhibition
of GFP translation when the target site of the MO was fused to the
50 of the GFP coding sequence (data not shown). For splice-site
targeting MOs, the capability of the MOs to inhibit splicing of the
targeted mRNA was confirmed by RT-PCR on RNA extracted
from MO-injected embryos, followed by subsequent sequencing of
the targeted cDNA product (Supp. Fig. S1). Second, the specificity
of the described phenotype to the simultaneous knockdown of
ccm3a and ccm3b is demonstrated by the fact that multiple MOs
targeted to the same transcripts reproduce this highly specific
cardiovascular phenotype (Table 1). Further indicative of the

Figure 4. The zebrafish ccm3b duplicate retains redundant functionality in vitro and the binding capacity of zebrafish Ccm3:p.L31_K48del is
equivalent to human CCM3:p.L33_K50del. Cotransfection of HEK293 cells, immunoprecipitations (IPs) and Western blot analyses (IBs) were
performed as in Fig. 2 using the indicated constructs and antibodies. Cotransfection of human myc-CCM2 with FLAG-GFP (FLAG-MOCK) served
as transfection control and negative control for IP studies (a-FLAG-IP, lane 1). Both the zebrafish protein FLAG-Ccm3a as well as its duplicate
FLAG-Ccm3b coprecipitated with human myc-CCM2, endogenous STK25 and MST4 (a-FLAG-IP, lanes 2 and 3). Analogous to the human mutation
CCM3:p.L33_K50, zebrafish mutant Ccm3:p.L31_K48del interacted with myc-CCM2 (a-FLAG-IP, lane 4, bottom panel) but not with endogenous
STK25 (a-FLAG-IP, lane 4, top panel) and only weakly with MST4 (a-FLAG-IP, lane 4, middle panel). IB analysis of cell lysates using the indicated
antibodies monitors expression of the endogenous proteins (input control, two upper panels) and the cotransfected plasmids (input control, two
lower panels). IgG bands at about 25 kDa served as loading controls (a-FLAG-IP, lanes 1–4, bottom panel).

Table 1. Phenotype Frequencies of Embryos Injected With the
Indicated Morpholinos�

Morpholino % Phenotype N

ccm3a/b 78 285/367
ccm3a 18 54/302
ccm3bE4I4 18 26/143
ccm3aE3I3 2 5/251
ccm3aE3I3/ccm3bE4I4 86 131/153

�Downregulation of both ccm3a and ccm3b (ccm3a/b-MO) leads to cardiac
dilatation, pericardial edema, and disturbed blood circulation in 78% of the injected
embryos after 4 days. This phenotype was observed in only 18% of embryos after
injection of either ccm3a-MO or ccm3bE4I4-MO. Injection of ccm3aE3I3-MO yields a
truncated ccm3a protein that retains partial functionality. However, additional
knockdown of ccm3b (ccm3aE3I3/ccm3bE4I4-MO) reveals that the amino acids
encoded by exon 3 of ccm3a are essential for cardiovascular development in zebrafish.
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specificity of the phenotype to the simultaneous knockdown of
ccm3a and ccm3b is the fact that we observe redundancy in
function of these duplicated genes, a scenario highly unlikely to
occur due to off-target effects. Finally, loss of any of the three
CCM genes disrupts the function of the CCM complex [Stahl
et al., 2008], and we have shown that knockdown of ccm3
duplicates produces the identical phenotype to that observed in
ccm1 or ccm2 mutant zebrafish [Hogan et al., 2008]. Taken
together, these data demonstrate that the phenotypes described

here are specific to ccm3a and ccm3b knockdown and not due to
off-target or MO-mediated nonspecific defects.

The STK25 and MST4 Interaction Domain of Ccm3 is
Required for Cardiovascular Development in Zebrafish

The only known human CCM3 in-frame deletion results in a
transcript lacking the exon 5 coding sequence and in a truncated
protein lacking the STK25 binding and phosphorylation sites
(Figs. 1B, 2, and 3) and shows reduced binding to MST4. The
corresponding zebrafish mutant protein is also unable to interact
with STK25 while coprecipitation with CCM2 is intact (Fig. 4A).
Since the STK25 binding and phosphorylation sites are encoded
by zebrafish exon 3, we intended to model the human mutation in
zebrafish. Knockdown experiments using an antisense morpho-
lino oligomer designed against the donor splice site of intron 3 of
the ccm3a gene (ccm3aE3I3-MO; Fig. 1A) in fact caused in-frame
skipping of exon 3 as confirmed by subcloning and sequencing on
the transcript level (Supp. Fig. S1C and D). This could not be
shown on the protein level due to the lack of a specific anti-CCM3
antibody that recognizes the respective zebrafish epitope [Pagen-
stecher et al., 2009]. A total of 6 ng ccm3aE3I3-MO retained about
50% of normally-spliced full-length ccm3a transcript and yielded
only 50% of ccm3a transcript lacking exon 3 thus explaining the
need for higher doses of ccm3aE3I3-MO. Given the redundancy of
ccm3a and ccm3b, it is therefore not surprising that the heart
phenotype was only observed in 2% of embryos after injection of
1.5 to 6 ng ccm3aE3I3-MO (N 5 5/251) (Table 1). Additional
downregulation of ccm3b using 6 ng ccm3aE3I3-MO and 6 ng
ccm3bE4I4-MO produced the severe cardiac dilatation and
pericardial edema observed after simultaneous inactivation
of ccm3a and ccm3b in 86% of embryos (N 5 131/153)
(Table 1). Moreover, coinjection of 6 ng ccm3aE3I3-MO and 6 ng
ccm3bE4I4-MO into kdr-l:GFP transgenic embryos also resulted in
dramatically dilated cranial vasculature (data not shown). Taken
together our biochemical data and our knockdown experiments in
zebrafish have allowed the identification of the serine/threonine
kinase binding and phosphorylation domain in both human and
zebrafish CCM3 proteins and demonstrated that this domain is
required for normal cardiovascular development in vivo.

Discussion

Given that the CCM3 protein has no homology with any other
protein with known structure, our data present a first step toward
domain mapping of the CCM3 molecule. Focusing on the
functional analysis of a human CCM3 in-frame deletion
encompassing amino acids L33 to K50, we identified and
characterized the STK25 and MST4 binding sites biochemically
and show that the STK25 and MST4 interaction domain of CCM3
is essential for normal cardiovascular development in zebrafish.
This demonstrates the functional relevance of CCM3-associated
serine/threonine kinases that had been identified in yeast two-
hybrid [Rual et al., 2005; Voss et al., 2007] and proteomic screens
[Ewing et al., 2007; Goudreault et al., 2009]. STK25 and MST4
belong to the GCKIII subfamily of Ste20-like kinases that mediate
the ordered localization of the Golgi matrix in the perinuclear
region [Preisinger et al., 2004], a fundamental step for cell polarity
and motility [Mellor, 2004]. Intriguingly, downregulation of ccm1
in zebrafish also affected endothelial cell morphology rather than
endothelial cell proliferation or fate: progressive endothelial cell
spreading and thinning appeared to underlie altered vascular
morphogenesis [Hogan et al., 2008]. Notably, this was observed

Figure 5. Cardiovascular phenotype after simultaneous inactiva-
tion of ccm3a and ccm3b is identical to ccm1 and ccm2 mutants
[Hogan et al., 2008]. A,B: Lateral view of (A) wild-type larva and (B)
1ng ccm3a/b-MO injected morphant at 4 days postfertilization (dpf)
(PTU-treated) demonstrating a dilated heart with an accumulation of
erythrocytes (open arrowhead) and a severe pericardial edema (black
arrowhead). C,D: Confocal microscopy of 72-hpf kdr-l:GFP transgenic
zebrafish embryos, viewed laterally, after the injection of 1 ng of
ccm3a/b-MO (D) and for uninjected control embryos (C). The severely
dilated heart is clearly observable in ccm3 morphant embryos (D,
arrowhead). Dysmorphic brain vessels were observed in all examined
morphants. E,G: The 4-dpf siblings transgenic for kdr-l:GFP and (F,H)
morphants after injection of 1 ng ccm3a/b-MO (PTU-treated). F:
Disorganized subintestinal vessels with expanded branching (arrow-
heads). H: Extremely enlarged caudal vein (CV), almost spatially
indistinguishable from the caudal artery (CA), broadened dorsal
longitudinal anastomotic (DLAV) and intersegmental (Se) vessels.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
http://www.interscience.wiley.com.]
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at an embryonic stage prior to the appearance of vascular
pericytes and smooth muscle cells. Consistently, transplantation
assays demonstrated that ccm1 functions autonomously within
endothelial cells [Hogan et al., 2009]. Furthermore, loss of CCM1,
CCM2, or CCM3 protein expression corresponds to the respective
germline mutation and occurs within cavernous endothelial cells
of individuals affected with autosomal dominantly-inherited
CCM [Pagenstecher et al., 2009]. Finally, conditional knockout
mice lacking Ccm2 in the endothelium as well as siRNA
experiments in human endothelial cell cultures have revealed
essential roles for CCM2 in endothelial cells in vivo and in vitro
[Whitehead et al., 2009]. Therefore, it seems likely that CCM3
function is also intrinsic to endothelial cells. While STK25
promotes cell migration, MST4 and STK24 kinase activities
abolish invasion into collagen via different pathways [Preisinger
et al., 2004]. CCM3 overexpression increased MST4 kinase
activity, suggesting that CCM3 functions as positive regulator of
MST4 [Ma et al., 2007]. Through its different interactions, CCM3
may thus modulate the balance between STK25-induced
promigratory events and MST4-mediated antimigratory processes
(Fig. 6).

Loss of either ccm1, ccm2 [Hogan et al., 2008], or ccm3 (Fig. 5)
results in identical phenotypes further supporting nonredundant,
essential roles for each of the three gene products within the same
pathway. We have recently shown that STK25 is part of a CCM2/
CCM3 complex [Voss et al., 2007]. In the present study, we show
that mutant CCM3:p.L33_K50del is able to bind to CCM2 and to
form the ternary CCM protein complex (Fig. 2). This suggests that
phosphorylation of CCM3 is not necessary for complex formation
and that the interaction domain with CCM2 may be located
C-terminally to the STK25 interaction domain of CCM3. It is
conceivable that phosphorylation of CCM3 by STK25 and
dephosphorylation by FAP-1 [Voss et al., 2007] could control
CCM3 localization and interactions (Fig. 6). One possibility is
that phosphorylation could mediate CCM3 translocation from the
CCM protein complex to other cellular components such as the
large multiprotein striatin-interacting phosphatase and kinase
(STRIPAK) complex that contains CCM3 but not CCM1 and

CCM2 [Goudreault et al., 2009]. However, the function of the
CCM1/CCM2/CCM3 complex remains to be elucidated.

In summary, the only known human in-frame deletion of
CCM3 [Bergametti et al., 2005] fails to bind to STK25 and MST4
(Fig. 2), suggesting a significant role of these interactions in
normal vascular development and in the pathogenesis of CCM.
While STK25 has been reported to promote cell migration, the
CCM3 binding partners STK24 and MST4 inhibit cell migration.
These data link CCM3 to pro- and antimigratory processes.
Hence, loss of CCM3 could result in imbalanced cell migration
contributing to the formation of vascular lesions in the brain.
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Cerebral cavernous malformations (CCM) have a prevalence of about 1 in 200 individuals 

and can occur sporadically or in an autosomal dominantly inherited manner with 60%  

disease penetrance. Affected patients present with chronic headaches, epilepsy or 

hemorrhagic stroke. Second hit somatic loss-of-function mutations in CCM1 (KRIT1), CCM2 

(OSM) or CCM3 (PDCD10/Programmed Cell death 10) have been identified within 

cavernous lesions [1]. 

The gene products of CCM1 and CCM2 were shown to be important for endothelial cell-cell 

junction formation and maintenance of endothelial barrier function [2] [3]. In contrast, CCM3 

remains without precise endothelial cell function description. Originally, CCM3 mRNA was 

found to be upregulated in an apoptotic human myeloid cell line [4]. An apoptosis-inducing 

role was suggested based on CCM3 overexpression in HeLa cells and increased CCM3 

transcription levels in serum-deprived human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) [5]. 

In a human prostate cancer cell line, CCM3 was reported to promote cell proliferation [6]. 

Most recently, endothelial cell-specific disruption of ccm3 in mice demonstrated that CCM3 

is essential for early embryonic vascular development and acts through stabilization of 

VEGFR2 signaling [7]. 

The aim of this study was to characterize CCM3 function in primary human endothelial cells. 

The isolation of highly pure endothelial cells from CCM lesions has been hampered by 

calcification of the resected lesions and the presence of diverse cell types within CCM 

specimen including not only cavernous but also normal neoangiogenic endothelial cells [1]. 

Therefore, an adenoviral approach with almost 100% transduction efficiency was used for 

overexpression of human CCM3 in HUVECs (details are provided in Supplementary 

Information).  
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Overexpression of CCM3 led to twofold reduction of cell proliferation, an at least twofold 

reduced motility, and a decreased ability to form complete capillary-like structures on 

Matrigel. CCM3-depletion resulted in increased tube formation when compared to siRNA 

control and GFP-overexpressing cells (Fig. 1a-d, for details see Supplementary Information). 

This observation that downregulation of endogenous CCM3 results in increased formation of 

tube-like structures is in agreement with previous ccm3 knockdown studies in zebrafish that 

revealed excessive disorganized sprouting of subintestinal vessels [8].  

Induction of apoptosis with 250 nmol/l staurosporine for 2h resulted in more than 4-fold 

increased caspase 3/7 activities in GFP-overexpressing HUVECs. In contrast, CCM3-

overexpressing HUVECs showed only a less than twofold increase in caspase 3/7 activities 

(Fig. 1e). These data are in line with the observation that endogenous CCM3 expression is 

increased in HUVECs 30 minutes after induction of apoptosis by serum deprivation prior to 

the increase of cleaved caspase 3 levels seen after 3 hours [5]. However, our data demonstrate 

that upregulation of CCM3 protects endothelial cells from cell death rather than inducing it. 

Tyrosine kinase activity profiling represents an unbiased novel approach to dissect the 

mechanisms behind the observed negative effects of CCM3 overexpression on endothelial 

cell proliferation, migration, tube formation, and apoptosis. Details on tyrosine kinase activity 

profiling are provided in Supplementary Information. HUVECs transduced with CCM3 

demonstrated significantly increased tyrosine 9-specific phosphorylation for 3-

phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDPK-1, data not shown). Elevated levels of 

PDPK-1 phosphorylated at its tyrosine 9 residue could be confirmed with phosphospecific 

antibodies against PDPK-1 in HUVECs overexpressing CCM3 (Fig. 1f). PDPK-1 had been 

shown to be important for endothelial cell migration [9] and formation of a circulatory system 

in embryonic mice [10] and plays a central role in Akt activation upon growth factor 

stimulation [11]. In accordance with the observation that embryonic CCM3 knockout tissues 
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showed decreased Akt phosphorylation [7], CCM3 overexpression led to increased 

phosphorylation of the potent inhibitor of apoptosis Akt at threonine 308 and serine 473 (Fig. 

1f) [12]. Thus, CCM3 expression resulted in altered phosphorylation patterns in endothelial 

cells including activation of Akt and its upstream activator PDPK-1.  

Taken together, we show that CCM3 inhibits endothelial cell migration, proliferation, and 

tube formation and supports PDPK-1/Akt-mediated endothelial cell survival. Our data 

suggest that CCM3 plays a crucial role in maintaining endothelial integrity and protection 

from cell death. 
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Figure legend 

Fig. 1 Overexpression of CCM3 in HUVECs strongly impaired endothelial cell proliferation, 

migration, tube formation and apoptosis and activated the PDPK-1/Akt survival pathway. (a) 

Western Blot analysis with anti-CCM3 antibody revealed prominent overexpression of 

CCM3 (lane 3) and successful downregulation of endogenous CCM3 (lane 4). (b) Cells 

overexpressing CCM3 (lane 3) proliferated half as much as control cells (lanes 1, 2 and 5) 

and siCCM3 transfected cells (lane 4). (c) The ability of endothelial cells to migrate was 

strikingly reduced in cells overexpressing CCM3 (lanes 3 and 4) when compared to untreated 

(lanes 1 and 2) and GFP-transduced cells (lanes 5 and 6). (d) CCM3-transduced (lane 3) cells 

showed decreased ability to form complete capillary-like structures. CCM3-depleted cells 

showed a slight but significant increase in tube formation (lane 4). (e) Overexpression of 

CCM3 had no effect on apoptosis under normal growth factor conditions but staurosporine-

induced cell death was more than 2-fold less in CCM3-overexpressing cells when compared 

to GFP-overexpressing cells. (f) Western Blot analyses of HUVEC lysates overexpressing 

GFP (lane 1) or CCM3 (lane 2), respectively. Protein expression was detected using anti-

phospho-PDPK-1 (Tyr 9), anti-phospho-Akt (Thr 308), and anti-phospho-Akt (Ser 473). 

Anti-Akt staining served as loading control. Phosphorylation of PDPK-1 and Akt was 

significantly elevated in CCM3-overexpressing cell lysates (lane 2). *, p<0.01 
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Supplementary methods 

 

Adenoviral constructs, siRNAs, antibodies, and western blot analyses  

pENTR3C-CCM3Flag-IRES-eGFP was generated by PCR-cloning full-length human CCM3 

cDNA into the SmaI/SacI site of pENTR3C-IRES-eGFP using a 3’-primer containing the 

coding sequences for the Flag tag. The adenoviral plasmid pAd-CCM3Flag-IRES-eGFP was 

generated by clonase-mediated recombination using pAd/CMV/V5-DEST (Invitrogen) as 

acceptor and pENTR3C-CCM3-IRES-eGFP as donor (Gateway® LR Clonase® enzyme mix, 

Invitrogen). HEK293A cells were transfected with the indicated constructs and lysates 

containing recombinant adenoviruses were produced by using the VirapowerTM Adenovirus 

Expression System (Invitrogen). The following validated human CCM3 specific siRNA 

molecules were used: siGENOME siRNA PDCD10 (ID: D-004436-03; Dharmacon) (termed 

siCCM3) and validated nontargeting negative control siCONTROL Non-targeting Pool 

siRNA (ID: D-001206-13-05; Dharmacon) (termed siControl). For Western blot analyses 

membranes were probed with rabbit polyclonal anti-CCM3 (IG-626; immunoGlobe GmbH), 

phospho-PDPK-1 (Tyr9) (ab45375, Abcam), phospho-Akt (Thr308) (2965, Cell Signalling), 

phospho-Akt (Ser473) (9271, Cell Signalling), Akt (9272, Cell Signalling). Secondary 

antibodies conjugated to horseradish peroxidase were obtained from Dianova.  

 

Transfection of HUVECs with siRNA molecules 

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were purchased from PromoCell, cultured 

in endothelial cell growth medium (ECGM, PromoCell) completed with 10 % FCS and 

antibiotics, seeded in 6-well plates, and grown to 50 % confluency. Transfection was 

performed with siRNA (final concentration: 200 nmol/L) and 6 µL of Oligofectamine 

(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The transfection medium was replaced 



after 4 hours by ECGM containing 10 % FCS and antibiotics, and the cells were incubated for 

another 48 hours. 

 

Transduction of HUVECs with adenoviral constructs 

HUVECs were seeded in 6-well plates and grown to 80 % confluency. 1 h before 

transduction, medium was changed into serum-free endothelial cell basal medium 

(PromoCell). After addition of Polybrene (1:1000), 100 µl of adenovirus-containing lysate 

was added to each well. The transduction medium was replaced after 4 hours by ECGM 

containing 10 % FCS and the cells were incubated for another 48 hours. 

 

Proliferation assay with HUVECs using 5-Bromodeoxyuridine 

siRNA transfected or adenovirus transduced HUVECs were seeded in 96-well plates (2000 

cells/well). 24 h later, new medium with 5-bromodeoxyuridine (5-BrdU) was added. 5-BrdU 

incorporation was measured 1 day later according to the manufacturer’s protocol (Cell 

Proliferation ELISA, BrdU; Roche Applied Science). 

 

Migration Assay with HUVECs 

HUVECs were transduced with the indicated adenoviral constructs or transfected with 

siRNA. 24 h later, cells were starved overnight in endothelial cell basal medium (PromoCell) 

with 2.5 % FCS without any supplements. Chemotaxis was assessed using a modified 48-well 

Micro Chemotaxis Boyden chamber (Neuroprobe) and a polycarbonate membrane (8 µm pore 

diameters, Whatman) coated with collagen I. Cells were stimulated by placing 25 ng/ml 

VEGF (R&D Systems) diluted in starving medium in the lower wells of the chamber. Every 

sample was done in triplicate. In the upper wells of the chamber 3 x 105 cells/ ml were 

allowed to migrate for 3 h in a humidified chamber at 37 °C and 5 % CO2. After migration, 

the membrane-bound cells were ethanol-fixed and stained with Giemsa. The membrane was 



attached to a microscope slide and non-migrating cells were removed from the upper side of 

the filter by using a cotton bud. HUVEC migration was quantified by counting the number of 

cells in five random fields (x 40 total magnification) per well. 

 

Matrigel Assay with HUVECs 

HUVECs were transduced/transfected with the indicated adenoviral constructs or siRNA, 

respectively. 48 h later, 150 µl of growth factor reduced BD MatrigelTM Matrix (BD 

Bioscience) was put into each well of a 48-well plate and incubated for 30 minutes at 37 °C 

and 5 % CO2. siRNA transfected and adenovirus transduced HUVECs were trypsinized and 

2.5 x 104 cells were plated per well. Cells were incubated overnight at 37 °C and 5 % CO2. 

The number of completely enclosed circles per well was counted for 5 randomly chosen fields 

using light microscopy. Paired or unpaired two-tailed t-tests were performed using GraphPad 

Software depending on effective matching of the analyzed data. Standard deviation is 

indicated by error bars. Significance was assumed for P values < 0.05. 

 

Caspase 3/7 Assay 

HUVECs were transduced with the indicated adenoviral constructs. 48 h later, apoptosis was 

quantified by measuring caspase 3 and 7 activities, using Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega). 

Induction of apoptosis was done with 250 nmol/l staurosporine (Sigma-Aldrich) for 2 h. 

 

Tyrosine kinase activity profiling 

HUVECs overexpressing either CCM3 or GFP were starved overnight in endothelial cell 

basal medium (PromoCell) supplemented with 0.5 % FCS. 24 h later, cells were stimulated 

with VEGF for 5 and 15 min, respectively. For biological replicates n = 3 for each time point 

and sample. Cell lysates were harvested in lysis buffer (M-PER Mammalian Extraction 

Buffer, Pierce 78503) supplemented with Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (Pierce 78420) 



and Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA free (Pierce 78415). Arrays containing 144 

kinase substrates (Tyrosine Kinase PamChip®96 Peptide Microarray # 86311, PamGene 

International B.V.) were incubated with 5 µg total protein in 40 µl of kinase assay buffer in 

the presence and absence of ATP (n=4 for technical replicates; GFP at time point 5 min 

served as negative control) and a fluorescently labeled antibody (PY20) to phospho-tyrosine. 

The cell line A431 served as internal system control. Real-time detection of phospho-tyrosine 

residues with a PamStation 4 and data analyses using Bionavigator software were done by 

PamGene International B.V.  
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