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Summary 
 

Cerebral cavernous malformations (CCMs) are vascular lesions in the brain which are 

characterized by greatly dilated blood-filled vessels without intervening brain parenchyma. 

The vessels are lined by a monolayer of endothelial cells (EC) and lack characteristics of 

maturated vessels. The clinical symptoms can vary from headaches to hemorrhagic stroke. 

The clinical progression is unpredictable and therapeutic interventions are limited to 

neurosurgical resection. The molecular mechanisms which lead to CCM formation are 

unknown. CCM lesions occur sporadically or in a familial form following autosomal-dominant 

inheritance. Three genes have been associated with familial CCMs: CCM1/KRIT1, 

CCM2/MGC4607 und CCM3/PDCD10. Patients carrying a mutation in one of the three CCM 

genes are phenotypically indistinguishable. Therefore, it was suggested that the three CCM 

proteins (CCM1, CCM2, and CCM3) are part of one molecular pathway. In this study, we first 

show that CCM3 interacts with CCM2 and is part of a ternary CCM1/CCM2/CCM3 complex. 

Studies with the only known human in-frame deletion of exon 2 of the CCM2 gene, which 

lacks 58 amino acids (CCM2:p.P11_K68del), revealed that CCM2 is the linker molecule 

between CCM1 and CCM3 and scaffolds the ternary complex. Additionally, it is shown that 

CCM3 binds to serine/threonine kinase STK25 and to Fas-associated phosphatase-1 (FAP-

1). STK25 phosphorylates CCM3 at serine 39 and threonine 43. The catalytic domain of 

FAP-1 dephosphorylates CCM3. With the help of the human mutant CCM3:c.97_150del 

which carries an in-frame deletion of exon 5 of CCM3 and therefore lacks the 18 amino acids 

(CCM3:p.L33_K50del), we were able to reveal that dephosphorylated CCM3 is part of the 

ternary CCM complex in vitro. This mutant lacks the STK25 binding and phosphorylation 

sites but is still able to form a ternary protein complex with CCM1 and CCM2. Therefore, 

STK25 and FAP-1 could regulate CCM3 function due to their catalytic activities. Finally, it 

has been proven that induction of oxidative stress by H2O2 down-regulates CCM3 expression 

in human dermal microvascular endothelial cells. Combined the results link CCM3 to 

molecules and regulatory processes, which are part of signalling pathways important for 

angiogenesis and vascular development. Further characterization of CCM3 interactions and 

their regulatory mechanisms could help to unmask the molecular pathways underlying CCM 

formation and offer the possibility for an alternative therapeutic treatment other than surgery, 

which contains multiple risks for patients. 
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Zusammenfassung 
 
Zerebrale kavernöse Malfomationen (CCM) sind vaskuläre Fehlbildungen im Gehirn. Sie sind 

gekennzeichnet durch stark dilatierte, blutgefüllte Gefäße mit einschichtigem Endothel, 

denen Merkmale ausgereifter Blutgefäße fehlen. Die klinischen Symptome reichen von 

Kopfschmerz bis hin zu hämorraghischem Schlaganfall. Eine genaue Vorhersage des 

Krankheitsverlaufs ist nicht möglich und die neurochirurgische Dissektion ist in der Regel die 

Therapieform der Wahl. Die genauen molekularen Mechanismen der CCM-Pathogenese 

sind unbekannt. CCMs treten sporadisch oder familiär gehäuft auf und folgen einem 

autosomal-dominanten Erbgang. Drei krankheitsverursachende Gene wurden in familiären 

CCMs identifiziert: CCM1/KRIT1, CCM2/MGC4607 und CCM3/PDCD10. Da Patienten mit 

einer Mutation in einem der drei CCM-Gene denselben klinischen Phänotyp aufweisen, 

wurde angenommen, dass die CCM-Proteine (CCM1, CCM2 und CCM3) Bestandteile eines 

molekularen Signalwegs sind. In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass CCM3 mit 

CCM2 interagiert und zusammen mit CCM1 einen ternären Proteinkomplex bildet. 

Untersuchungen mit der humanen in-frame CCM2-Deletionsmutante CCM2:p.P11_K68del 

belegten, dass CCM2 das zentrale Gerüstprotein des CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes 

ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CCM3 an die Serin/Threonin-Kinase STK25 und 

an die Fas-assoziierte Phosphatase-1 (FAP-1) bindet. STK25 phosphoryliert CCM3 am Serin 

39 und am Threonin 43. Die katalytische Domäne von FAP-1 dephosphoryliert CCM3. 

Untersuchungen mit der einzig bekannten humanen CCM3-Deletionsmutante, der aufgrund 

einer in-frame Deletion von Exon 5 im CCM3-Gen 18 Aminosäuren (CCM3:p.L33_K50del) 

fehlen, belegten zudem, dass in vitro dephosphoryliertes CCM3 Bestandteil des ternären 

CCM-Proteinkomplexes ist. Während STK25 die Deletionsmutante nicht mehr binden und 

phosphorylieren konnte, war die Interaktion mit CCM2 und die Bildung des ternären CCM-

Komplexes nicht beeinträchtigt. Somit könnte CCM3 über die Dephosphorylierung durch 

FAP-1 und die Phosphorylierung durch STK25 funktionell reguliert werden. Es stellte sich 

zudem heraus, dass CCM3 durch Induktion von oxidativem Stress mittels H2O2-Behandlung 

in humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen herunterreguliert wird. Die in dieser 

Arbeit beschriebene Charakterisierung von CCM3-Interaktionen bringt CCM3 über seine 

Interaktionspartner erstmals in Zusammenhang mit molekularen Signalwegen, die an 

Prozessen der Angiogenese und vaskulären Entwicklung beteiligt sind. Die Ergebnisse 

liefern wichtige Hinweise für die Entschlüsselung der pathogenen Mechanismen zerebraler 

kavernöser Malformationen und stellen einen ersten Schritt dar, um andere 

Behandlungsansätze als den bisher angewandten chirurgischen Eingriff, der multiple Risiken 

birgt, entwickeln zu können. 
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1. Einleitung 
 
 

1.1 Eigenschaften zerebraler kavernöser Gefäßmalformationen (CCM) 
 

Zerebrale kavernöse Malformationen (CCMs, OMIM 116860, 603284, 603285) sind häufige 

vaskuläre Fehlbildungen im Gehirn, die eine Vielzahl neurologischer Störungen verursachen 

können. Die Häufigkeit des Auftretens beträgt 0.1-0.5% (Siegel et al., 2005). Die familiäre 

Form ist mit 1:2000 bis 1:10000 mit anderen monogenen Erkrankungen wie Chorea 

Huntington oder der Neurofibromatose vergleichbar (Felbor, 2007). CCMs gehören neben 

den arteriovenösen Malformationen, den venösen Angiomen und den kapillären 

Telangiektasien zu den Gefäßmalformationen (Russel und Rubinstein, 1989). Seit ihrer 

Erstbeschreibung durch Luschka im Jahr 1854 (Luschka, 1854) wurde die pathologische 

Definition mehrfach geändert. Heute werden sie als gut abgrenzbare, maulbeerartige 

Läsionen mit fehlendem Hirnparenchym definiert (Siegel et al., 2005). Sie bestehen aus 

blutgefüllten, dilatierten Gefäßen, die von einem einschichtigen Endothel umgeben sind. 

Bestandteile ausgereifter Blutgefäße wie vaskuläre glatte Muskelzellen und feste 

endotheliale Zell-Zell-Kontakte, sogenannte tight junctions, fehlen (Clatterbuck et al., 2001). 

Die Größe kavernöser Malformationen, auch Kavernome oder kavernöse Angiome genannt, 

variiert von wenigen Millimetern bis hin zu mehreren Zentimetern (Bertalanffy et al., 2002). 

Kavernome des Zentralen Nervensystems (ZNS) bilden eine häufige Ursache für 

hämorraghischen Schlaganfall im Kindesalter (Lynch et al., 2002). Weitere klinische 

Symptome sind chronische Kopfschmerzen, epileptische Krampfanfälle oder fokale 

neurologische Defizite als Folge von Blutungen (Labauge et al., 2007; Revencu und Vikkula, 

2006; Robinson et al., 1993). Die klinische Manifestation erfolgt meist zwischen der zweiten 

und vierten Lebensdekade (Siegel et al., 2005). Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) 

werden Kavernome diagnostiziert. Patienten, bei denen die Notwendigkeit besteht, ein 

Kavernom zu entfernen, müssen sich in der Regel einem operativen Eingriff unterziehen. 

Eine Strahlentherapie wird aufgrund der auftretenden Spätschäden selten angewandt. Eine 

pharmakologische Therapie ist aufgrund fehlenden Wissens über die molekularen 

Entstehungsmechanismen nicht möglich. Asymptomatische Patienten sollten in 

regelmäßigen Abständen neuroradiologisch untersucht werden, da auch eine genaue 

Vorhersage des Krankheitsverlaufs aufgrund der hohen individuellen Variabilität nicht 

möglich ist. Ein höheres Blutungsrisiko wird Schwangeren und Kindern zugeschrieben 

(Felbor, 2007; Samii et al., 2001).  
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Kavernome treten sporadisch oder familiär gehäuft auf. Seit der Erstbeschreibung einer 

Familie durch Hugo Friedrich Kufs im Jahr 1928 (Kufs, 1928) wurden weltweit über 300 

weitere Familien identifiziert und beschrieben. Der Großteil mexikanisch-amerikanischer 

Familien besitzt aufgrund eines Gründereffekts die familiäre Form (Gunel et al., 1996; Sahoo 

et al., 1999). Eine Kohortenstudie italienischer und US amerikanischer CCM-Patienten wies 

eine weitere Gründermutation, eine Deletion von Exon 2-10 im CCM2-Gen, in der 

amerikanischen Patientenkohorte nach (Liquori et al., 2008). In Europa sind 10%-20% der 

Fälle hereditär (zitiert in Felbor und Sure, 2006). Die Penetranz der familiären autosomal-

dominant vererbten Kavernome ist unvollständig. Auch variiert die Expressivität, da CCMs 

ein klinisches Spektrum von Kopfschmerz bis hin zu Hirnblutungen mit schwerwiegenden 

Folgen umfassen. Bei familiären Fällen steigt in der Regel die Anzahl der auftretenden 

Läsionen mit zunehmendem Alter. Während bei familiären Fällen multiple Läsionen im ZNS 

auftreten, sind bei sporadischen Fällen häufig nur singuläre Läsionen zu finden. Auch ist der 

Anteil an Patienten mit klinischen Symptomen höher bei der hereditären als bei der 

sporadischen Form (Labauge et al., 1998). 

 

 
1.2 Patienten mit zerebralen kavernösen Malformationen zeigen 
Mutationen in drei Genen 
 

Die genauen Entstehungsmechanismen kavernöser Malformationen sind bislang unklar. Es 

wurden drei CCM-Krankheitsgene identifiziert: CCM1/KRIT1 auf Chromosom 7q21.2 

(Laberge-le Couteulx et al., 1999), CCM2/MGC4607 auf Chromosom 7p13 (Denier et al., 

2004; Liquori et al., 2003) und CCM3/PDCD10 auf Chromosom 3q26.1 (Bergametti et al., 

2005; Guclu et al., 2005). Es wird vermutet, dass Kavernome durch einen Two-hit-

Mechanismus (Knudson, 1971) entstehen. Das heißt, neben einer heterozygoten 

Keimbahnmutation ist eine zweite somatische Mutation für die Kavernomausbildung 

notwendig. Allerdings wurde bisher nur in einer Läsion eine zweite somatische Mutation 

identifiziert (Gault et al., 2005; Kehrer-Sawatzki et al., 2002). Die nicht vererbten 

sporadischen CCMs sollten demnach durch zwei Mutationsereignisse in somatischen Zellen 

entstehen. Einen solchen Fall beschrieben Kehrer-Sawatzki und Mitarbeiter (Kehrer-

Sawatzki et al., 2002). In sporadischem Kavernomgewebe wurden zwei Missense-

Mutationen im CCM1-Gen identifiziert. Eine de novo Entstehung von Kavernomen wurde 

nach Bestrahlung bei leukämiekranken Kindern (Detwiler et al., 1998) und in 

kernspintomographischen Verlaufsstudien belegt (Brunereau et al., 2000; Zabramski et al., 

1994).  
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In den CCM-Genen wurden verschiedene Mutationen nachgewiesen (Abb. 1). Neben 

Leseraster- (Frameshift-), Stop-, Spleiß- und Missense-Mutationen wurden mehrere 

Deletionen im CCM2-Gen (Denier et al., 2004; Felbor, 2007; Liquori et al., 2007; Liquori et 

al., 2008), vier große Deletionen im CCM1-Gen (Asmus et al., 2007; Felbor, 2007; Gaetzner 

et al., 2007; Liquori et al., 2008) und zwei Deletionen des gesamten CCM3-Gens (Bergametti 

et al., 2005; Liquori et al., 2008) beschrieben. Häufig resultieren die CCM-Mutationen in 

einem vorzeitigen Stoppkodon, welches zu einem trunkierten Genprodukt führt. Somit wird 

angenommen, dass diese trunkierten Proteine in vivo nicht stabil exprimiert werden und es 

sich bei den CCM-Mutationen um loss-of-function-Mutationen handelt.   

 

 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Gen- und Proteinstruktur von CCM1/CCM1, CCM2/CCM2 und 

CCM3/CCM3. Die Exons sind als graue Kästchen, die Introns als schwarze Striche dargestellt: UTR – nicht 

translatierter Bereich, ATG – Startkodon, TGA – Stoppkodon. Über den Genen sind publizierte und nicht 

publizierte Mutationen notiert (modifiziert und aktualisiert nach Felbor und Sure, 2006): Frameshift (blaues 

Quadrat), Nonsense (rotes Dreieck), Spleiß (grüner Kreis), Deletion (lila Balken), Duplikation (türkiser Balken) und 

Missense (roter Stern). Unter den Genen ist die Proteinstruktur vom Aminoterminus (NH2) bis zum 

Carboxyterminus (COOH) mit den bekannten Domänen angegeben: NLS – nukleäres Lokalisationssignal, NES – 

nukleäres Exportsignal, xY – NPxY-Motiv, Ank – Ankyrin Repeat, FERM - four-point-one/ezrin/radixin/moesin 

Domäne, PTB – Phosphotyrosinbindungsdomäne. 
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Erst seit 2005 wird in Deutschland eine molekulargenetische Routinediagnostik angeboten 

(zitiert in Felbor, 2007). Über Stufendiagnostik, die eine Gendosis- und Transkriptanalyse mit 

einschließt, wird eine über 90%ige Mutationsdetektionsrate bei Patienten mit positiver 

Familienanamnese erreicht und somit eine präzise, prädiktive genetische Diagnostik möglich. 

Reine Exon-Screening Studien von familiären CCMs hatten zuvor CCM1-Mutationen in nur 

43-54%, CCM2-Mutationen in 22% und CCM3-Mutationen in weniger als 10% der 

untersuchten Fälle detektieren können (Cave-Riant et al., 2002; Denier et al., 2004; Liquori 

et al., 2006; Verlaan et al., 2005).  

 

Neuere Genotyp-Phänotyp Korrelationsanalyse schätzen die genspezifische klinische 

Penetranz für CCM1 auf 60%, für CCM2 auf 55% und für CCM3 auf 68% (Denier et al., 

2006). In dieser Studie stellte sich ebenfalls heraus, dass CCM3-Mutationsträger, 

insbesondere im Kindesalter, ein höheres Risiko für zerebrale Blutungen besitzen.  

 

 
1.3 Die CCM-Proteine - Eigenschaften und Interaktionen 
 
1.3.1 CCM1 – ein vielseitiger Interaktor und Modulator β1-Integrin-vermittelter 
Prozesse  
 
Das CCM1-Gen kodiert das 84 kDa große Protein CCM1/Krit1 (Krev interaction trapped 1), 

welches 1997 in einer Yeast Two-Hybrid (Y2H) Studie als Interaktor des kleinen G-Proteins 

Rap1A (Krev-1) beschrieben wurde (Serebriiskii et al., 1997). Erst im Jahr 1999 wurde 

CCM1 mit kavernösen Malformationen in Zusammenhang gebracht (Laberge-le Couteulx et 

al., 1999; Sahoo et al., 1999). CCM1 besitzt drei aminoterminale NPxY-Motive (Asparagin-

Prolin-x-Tyrosin), drei Ankyrin-Motive (Ankyrin Repeats) und eine carboxyterminale „four-

point-one/ezrin/radixin/moesin“ (FERM)-Domäne (Beraud-Dufour et al., 2007; Zhang et al., 

2007)  (Abb. 1). Weiterhin enthält es ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS) im 

aminoterminalen und ein nukleäres Exportsignal im carboxyterminalen Bereich (Zhang et al., 

2007). Es wird ubiquitär exprimiert (Serebriiskii et al., 1997) und konnte sowohl in vivo im 

vaskulären Endothelium (Guzeloglu-Kayisli et al., 2004) als auch in vitro in arteriellen und 

venösen Endothelzellen nachgewiesen werden (Glading et al., 2007). Die subzelluläre 

Lokalisation von CCM1 ist in Abhängigkeit der verwendeten Zellen und 

Versuchsbedingungen mehrfach publiziert worden. In den Zelllinien boviner 

Aortenendothelzellen (BAEC) und Baby-Hamster-Nierenzellen (BHK) wurde endogenes 

CCM1 als Mikrotubuli-assoziiertes Protein nachgewiesen (Beraud-Dufour et al., 2007; Gunel 

et al., 2002). In CCM1 überexprimierenden COS-7 Zellen, einer fibroblastenähnlichen 
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Affennieren-Epithelzelllinie (Cercopithecus aethiops), zeigte das Protein sowohl eine diffuse 

zytoplasmatische Verteilung als auch eine nukleäre Lokalisation (Zawistowski et al., 2005). 

In einer weiteren Arbeit, in der das Protein SNX17 (sorting nexin 17) als CCM1-

Interaktionspartner identifiziert wurde, zeigte sich, dass in einer SNX17 überexprimierenden 

humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK293) CCM1 zu intrazellulären Vesikeln rekrutiert 

wird (Czubayko et al., 2006). Weitere Überexpressionsstudien zeigten, dass die 

Überexpression von ICAP-1α (integrin cytoplasmic domain associated protein-1α), CCM2 

oder der kleinen GTPase Rap1A in verschiedenen Zelllinien zusätzlich die CCM1-

Lokalisation beeinflusst (Glading et al., 2007; Zawistowski et al., 2005). CCM1 zeigte in 

ICAP-1α überexprimierenden COS-7 Zellen eine nukleäre Lokalisation (Zawistowski et al., 

2005). In BHK Zellen, die neben YFP-CCM1 und CFP-Tubulin eine konstitutiv aktive Form 

von Rap1A (Rap1AV12) überexprimierten, war die Mikrotubuli-Assoziation von CCM1 nicht 

mehr nachweisbar (Beraud-Dufour et al., 2007). Neuere Immunfluoreszenzstudien ergaben, 

dass endogenes CCM1 in den Regionen der Zellverbindungen und des Zellkerns (Nukleus) 

angereichert vorliegt, nicht aber an freiliegenden Membranen akkumuliert (Glading et al., 

2007; Zawistowski et al., 2005). 

 

Die genaue Funktion des CCM1-Proteins ist unklar. Es interagiert mit verschiedenen 

Proteinen und scheint über seine Interaktoren Rap1A und ICAP-1α unter anderem an 

Integrin-vermittelten Prozessen beteiligt zu sein. Die 1997 beschriebene Interaktion zwischen 

CCM1 und Rap1A (Serebriiskii et al., 1997) konnte in neueren Studien belegt und näher 

charakterisiert werden (Beraud-Dufour et al., 2007; Glading et al., 2007). Die kleine GTPase 

Rap1A gehört zur Ras-Superfamilie und reguliert diverse zelluläre Prozesse wie die 

Aktivierung von Integrinen, die Zelladhäsion, die Zellpolarität und die Ausbildung von Zell-

Zell-Kontakten (Bos, 2005; Caron, 2003; Kooistra et al., 2007). Es stellte sich heraus, dass 

CCM1 mittels seiner FERM-Domäne bevorzugt an die Guanosintriphosphat (GTP)-

gebundene Form der kleinen GTPase bindet (Beraud-Dufour et al., 2007; Wohlgemuth et al., 

2005). Die Überexpression von Rap1A in BAECs erhöhte die Assoziation von CCM1 mit den 

Zellkontaktproteinen β-Catenin und AF-6 (Glading et al., 2007). Weitere Experimente legten 

nahe, dass CCM1 an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist. Anhand dieser 

Ergebnisse wurde vorgeschlagen, dass CCM1 in Abhängigkeit von der Rap1A-Aktivität bei 

der Aufrechterhaltung der endothelialen Zell-Zell-Kontakte, der Permeabilität und Stabilität 

eine Rolle spielt. Mittels der FERM-Domäne ist CCM1 ebenfalls in der Lage, an 

Phosphatidyl-4,5-Inositol-2-Phosphat (PIP2) von Liposomen zu binden (Beraud-Dufour et al., 

2007). Rap1A verstärkte die Bindung an dieses Phospholipid, welches ein wesentlicher 

Bestandteil von Zellmembranen ist. Weitere in vitro Assays ergaben, dass der 

Aminoterminus (N-Terminus) von CCM1 über das erste NPxY-Motiv (Position Asparagin192-
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Tyrosin195) mit dem Carboxyterminus (C-Terminus) interagiert. Dieses Ergebnis führte zu 

der Annahme, dass CCM1 intrazellulär in zwei Konformationen vorliegt: einer geschlossenen 

und einer offenen Form (Beraud-Dufour et al., 2007). Während Rap1A an beide 

Konformationen binden kann, bindet ICAP-1α ausschließlich an die offene Konformation von 

CCM1. Das Protein bindet an dasselbe NPxY-Motiv, das auch mit dem C-Terminus 

interagiert. ICAP-1α ist ein zytoplasmatisches Protein, welches mittels seiner 

Phosphotyrosinbindungs- (PTB) Domäne an das NPxY-Motiv des zytoplasmatischen Teils 

von β1-Integrinen bindet und dadurch die β1-Integrin-vermittelte Zelladhäsion und Migration 

negativ moduliert (Chang et al., 1997; Zhang and Hemler, 1999). Das Protein wurde bereits 

im Jahr 2001 als CCM1-Bindungspartner identifiziert (Zhang et al., 2001). In 

Kompetitionsstudien im Y2H-System wurde nachgewiesen, dass CCM1 mit β1-Integrin um 

die ICAP-1α-Bindung konkurriert (Zhang et al., 2001). Anhand dieser Ergebnisse wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass CCM1 den inhibitorischen Effekt von ICAP-1α an β1-Integrinen 

aufhebt und somit positiv an der β1-Integrin-Aktivierung beteiligt ist. ICAP-1α stört die 

Interaktion der beiden CCM1-Termini und führt zu einer offenen Konformation des Proteins, 

welches dann in vitro in der Lage ist, mit Rap1A und ICAP-1α einen ternären Komplex zu 

bilden (Beraud-Dufour et al., 2007). Die Bindung von Rap1A und ICAP-1α an CCM1 

resultierte in vitro weiterhin in einer Aufhebung der Bindung von CCM1 an Mikrotubuli 

(Beraud-Dufour et al., 2007). Bereits im Jahr 2002 war gezeigt worden, dass CCM1 mit 

Mikrotubuli interagieren kann (Gunel et al., 2002). In Rap1A überexprimierenden BHK Zellen 

war die Kolokalisation von CCM1 und Mikrotubuli nicht mehr nachweisbar (Beraud-Dufour et 

al., 2007). Zugabe von ICAP-1α zu rekombinantem CCM1 und Tubulin in Form 

polymerisierter Mikrotubuli führte zu einer 80%igen Reduktion der CCM1-Mikrotubuli-

Assoziation. Hierbei stellte sich heraus, dass diese Inhibition nicht kompetitiv war. Diese 

Daten führten zu der Hypothese, dass CCM1 an der Rap1A-abhängigen Integrin-Aktivierung 

beteiligt sei. Demnach wandert CCM1 in seiner geschlossenen Konformation an den 

Mikrotubuli entlang und wird zur Plasmamembran rekrutiert. An der Membran bindet CCM1 

dann an aktiviertes Rap1A und ICAP-1α, was zur Aufhebung der Bindung an die Mikrotubuli 

und zu einer offenen Konformation des Proteins führt. Die Bindung von CCM1 an ICAP-1α 

unterbindet dann die inhibitorische Interaktion von ICAP-1α mit β1-Integrin, so dass andere 

modulatorische Proteine an diese Untereinheit binden könnten und die β1-Integrin-

Aktivierung nicht mehr gestört wäre.  

 

Untersuchungen in Tiermodellen wie der Maus gestalten sich schwierig, da homozygote 

Ccm1-/--Mausembryonen den elften embryonalen Entwicklungstag nicht überleben 

(Whitehead et al., 2004). Diese Mäuse zeigten ab dem achten Entwicklungstag vaskuläre 

Defekte wie dilatierte arterielle Gefäße, die mit einer Herunterregulation von 
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arterienspezifischen Markern wie Efnb2, Dll4 und Notch4 assoziiert waren. Der menschliche 

CCM-Phänotyp konnte in 20 untersuchten heterozygoten Ccm1+/--Mäusen nicht nachgestellt 

werden (Plummer et al., 2004). Erst in Knockout-Mäusen, die zusätzlich zu einer 

heterozygoten Ccm1+/--Mutation eine homozygote Mutation des Tumorsupressorgens Trp53 

(p53-/-) besaßen, waren vaskuläre Läsionen nachweisbar. Insgesamt trat jedoch in nur fünf 

von insgesamt neun analysierten Gehirnen der Ccm1+/- p53-/--Mäuse ein Phänotyp auf, der 

dem zerebraler kavernöser Malfomationen entsprach (Plummer et al., 2004). Anhand dieser 

Studien wurde angenommen, dass CCM1 entscheidend an der Vaskulogenese, 

insbesondere der Morphogenese und Festlegung der Gefäßidentität beteiligt sein soll. 

Zellzyklusproteine wie p53 bewirkten demnach zwar nicht alleine vaskuläre Läsionen, 

könnten aber als modulierende Faktoren in die Pathogenese zerebrovaskulärer 

Malformationen eingreifen (Revencu and Vikkula, 2006).     

 

 
1.3.2 CCM2 – ein Gerüstprotein mit regulatorischer Funktion 
 
Zwei Arbeitsgruppen identifizierten unabhängig voneinander das zweite Kavernom-

verursachende Gen: CCM2/MGC4607 (Denier et al., 2004; Liquori et al., 2003). Das CCM2-

Gen kodiert das ubiquitär exprimierte 50 kDa große CCM2/Malcavernin (cavernous 

malformation) Protein. Es besitzt wie der CCM1-Interaktionspartner ICAP-1α eine PTB-

Domäne (Liquori et al., 2003) (Abb. 1), bindet aber im Gegensatz zu ICAP-1α nicht an β1-

Integrine (Zhang et al., 2007). Im Jahr 2005 konnte die Interaktion zwischen CCM1 und 

CCM2 nachgewiesen werden (Zawistowski et al., 2005; Zhang et al., 2007). Das murine 

Ortholog von CCM2, OSM (osmosensing scaffold for MEKK3), wurde als Bindungspartner 

der mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) MEKK3 und MKK3 sowie der GTPase Rac 

und dem Zytoskelettprotein Aktin identifiziert (Uhlik et al., 2003). In verschiedenen 

eukaryotischen Zellen bildete OSM nach Induktion von osmotischem Stress das zentrale 

Gerüstprotein für einen Rac-MEKK3-MKK3-Komplex. Durch siRNA (short interfering RNA)- 

Experimente wurde gezeigt, dass OSM notwendig für die Aktivierung des p38 MAPK-

Signalwegs war, dem eine  Schlüsselrolle bei der Zellantwort auf extrazellulären Stress 

zukommt. Die p38 mitogenaktivierte Proteinkinase ist hierbei über Regulation der 

Gentranskription (Garmyn et al., 2001; Sheikh-Hamad et al., 1998) und über post-

translationale Modifikation modulierender Zytoskelettproteine (Ito et al., 1997; Landry und 

Huot, 1999) wesentlich an der zellulären Langzeit-Adaptation beteiligt, die durch anhaltenden 

hyperosmotischen Stress hervorgerufen wird. Der Rac-OSM-MEKK3-MKK3-Komplex in 

Säugern soll dem CDC42-STE50-STE11-Pbs2-Komplex in der Hefe Saccharomyces 

cerevisiae entsprechen, der für die Regulation der p38-Aktivität notwendig ist (Uhlik et al., 

 10



 

2003). CCM2-heterozygote Mausfibroblasten zeigten ein signifikant geringeres Level an 

aktivem phosphorylierten p38, wenn osmotischer Stress durch Zugabe von Sorbitol induziert 

wurde. Studien mit murinen präimplantierten Embryonen untermauern diesen 

Zusammenhang (Fong et al., 2007). Diese Embryokulturen zeigten in hyperosmotischem 

Medium einhergehend mit einer erhöhten p38-Aktivität auch ein erhöhtes Ccm2-

Expressionsniveau. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass CCM2 zusammen mit CCM1 

einen ternären Komplex mit MEKK3 bildet und an der p38-Aktivierung beteiligt ist 

(Zawistowski et al., 2005). FRET-Analysen mit CFP-CCM2 und YFP-CCM1 

überexprimierenden COS-7 Zellen ergaben zudem, dass der CCM1/CCM2-Komplex nach 

Induktion von osmotischem Stress vom Zytoplasma zur Zellperipherie transloziert 

(Zawistowski et al., 2005). In weiterführenden Überexpressionsexperimenten wurde in 

diesem Zusammenhang gezeigt, dass CCM2 anscheinend für die zytoplasmatische 

Lokalisation von CCM1 verantwortlich ist. Biochemische Bindungsstudien mit CCM2-

Mutanten, die eine Punktmutation in der PTB-Domäne besaßen, wiesen nach, dass CCM2 

mittels der PTB-Domäne mit CCM1 interagiert (Zawistowski et al., 2005). Die Bindung von 

CCM1 an ICAP-1α und an CCM2 ist nicht kompetitiv, da CCM2 über seine PTB-Domäne an 

das zweite und dritte NPxY-Motiv (Position 231-234 und 250-253) von CCM1 bindet und 

zusammen mit ICAP-1α einen Komplex bilden kann (Zawistowski et al., 2005; Zhang et al., 

2007). Mit diesen Arbeiten wurden erstmals die Proteine CCM1 und CCM2 mit dem stress-

responsiven p38 MAPK-Signalweg in Verbindung gebracht, der bei Fehlregulation an der 

Ausbildung vaskulärer Malformationen beteiligt sein könnte.  

 

In Mäusen ist ein homozygoter Knockout von Ccm2 lethal (Plummer et al., 2006) und in vivo 

Analysen gestalten sich daher ebenfalls schwierig. In nur zwei von insgesamt 21 

untersuchten Mausgehirnen heterozygoter Ccm2+/--Mäuse konnten vaskuläre 

Malformationen nachgewiesen werden (Plummer et al., 2006). In situ Hybridisierungen und 

β-Galaktosidase-Färbungen muriner Hirnschnitte zeigten, dass das Expressionsmuster von 

Ccm2 dem von Ccm1 und Itgb1bp1 (ICAP1α) weitestgehend entspricht (Plummer et al., 

2006; Seker et al., 2006). In dem Angiogenese-Tiermodell Zebrafisch wurde ebenfalls ein 

vaskulärer Phänotyp durch Mutagenese der CCM1 und CCM2 Homologen santa (san) und 

valentine (vtn) beobachtet (Jin et al., 2007). In verschiedenen genetischen Mutationsscreens 

zeigten san und vtn Zebrafisch-Mutanten einen signifikanten kardialen Phänotyp (Chen et 

al., 1996; Mably et al., 2006; Stainier et al., 1996). Die dünnen, auf einem einschichtigen 

Myokardium basierenden Herzkammern waren stark vergrößert. Weitere Untersuchungen 

ergaben, dass die Anzahl der Myokard- und Endokardzellen unverändert war. Auch war die 

Proliferationsfähigkeit dieser Zellen normal. Analysen zeigten, dass das konzentrische 

Wachstum dieser Zellen gestört war und somit das Ausreifen des Myokards während der 
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Vaskulogenese nicht stattfinden konnte (Mably et al., 2006). Erst die Analyse der san und vtn 

Mutationen in einer transgenen Endothelzell-spezifischen green-fluorescent-protein (GFP)-

Reporter-Fischlinie (Tg(flk1:EGFP)s843) wies nach, dass san und vtn mutierte Embryonen 

einen kardiovaskulären Phänotyp ausbilden und die Gefäße erweitert sind (Jin et al., 2007). 

Untersuchungen in einer zweiten transgenen Fischlinie mit einem GFP-Reporter für die 

Rezeptortyrosinkinase Tie2 (Tg(tie2:GFP)s849 wiesen zudem nach, dass san mutierte 

Embryonen (sans234) ein erhöhtes Tie2-Expressionsniveau besitzen (Jin et al., 2007). 

Paralleler Knockdown von san und vtn durch Koinjektionen der entsprechenden Morpholinos 

in Zebrafischembryonen (1-4 Zellstadium) bewirkten synergistische Effekte bei der 

Ausprägung des kardialen Phänotyps (Mably et al., 2006). Die in vivo Daten deuten darauf 

hin, dass CCM2 wie auch CCM1 eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des 

kardiovaskulären Systems spielt. Die ähnlichen Expressionsmuster von Ccm1 und Ccm2 in 

der Maus und der identische vaskuläre Phänotyp bei Knockdown eines der beiden Gene in 

vivo unterstützen die Hypothese, dass die CCM-Proteine Bestandteile eines molekularen 

Signalwegs sind. 

 

 
1.3.3 CCM3 - „A Known Gene of Unknown Function” 
 

Das dritte CCM-verursachende Gen, CCM3, kodiert das 25 kDa große CCM3 Protein, auch 

bekannt als PDCD10 (programmed cell death 10). Ursprünglich wurde CCM3/CCM3 als 

TFAR-15 Gen (TF-1 cell apoptosis related gene) beschrieben, welches nach Induktion von 

Apoptose in einer humanen myeloiden Zelllinie (TF-1 Zellen) und in einer BB-2 (brown 

bullhead) Fischzelllinie auf RNA-Ebene hochreguliert war (Busch et al., 2004; Wang et al., 

1999). Erst im Jahr 2005 wurde das CCM3-Gen mit den zerebrovaskulären Malformationen 

in Zusammenhang gebracht (Bergametti et al., 2005). 
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
 

Die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung zerebraler kavernöser Malformationen 

führen, sind unbekannt. Die klinischen Symptome dieser Erkrankung reichen von 

Kopfschmerz bis hin zu hämorraghischem Schlaganfall mit Todesfolge. Die 

neurochirurgische Mikrodissektion ist derzeit die Therapie der Wahl. Die drei Gene CCM1, 

CCM2 und CCM3 wurden mit der Erkrankung bei familiären Fällen assoziiert. Patienten mit 

einer Mutation in einem der drei CCM-Gene zeigen einen identischen klinischen Phänotyp, 

was darauf hindeutet, dass die Genprodukte CCM1, CCM2 und CCM3 Bestandteile eines 

molekularen Signalwegs sein könnten. Ziel dieser Promotion war es, die Interaktionspartner 

des CCM3-Proteins, dessen Struktur und Funktion völlig unbekannt sind, zu identifizieren 

und die gefundenen Interaktionen zu charakterisieren. Hierzu sollten mit einer Yeast Two-

Hybrid Studie und mit der Etablierung der Tandem-Affinity-Purification (TAP)-Methode neue 

CCM3-Interaktionspartner isoliert und identifiziert werden. Weiterhin wurde untersucht, ob 

CCM3 mit den Proteinen CCM1 und CCM2 interagiert und die CCM-Proteine in einem 

ternären Proteinkomplex vorliegen. Mit dieser erstmaligen Charakterisierung des CCM3-

Proteins und seiner Interaktionen wurde angestrebt, Hinweise auf die molekularen 

Mechanismen der CCM-Pathogenese zu erhalten. Dies würde eine erste Grundlage bieten, 

um in Zukunft risikoärmere, pharmakologische Therapieformen entwickeln zu können, die 

auch Behandlungsansätze für andere vaskuläre Erkrankungen beinhalten könnten. 
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2. Ergebnisse 
 
2.1 CCM3 interagiert mit CCM2 und wird von der Serin/Threonin-Kinase 
STK25 phosphoryliert (Voss et al., 2007) 
 

Das evolutiv hoch konservierte CCM3-Protein interagiert und kolokalisiert mit CCM2 (Anlage 

1, Voss et al., 2007). Als weitere neue Interaktionspartner wurden in einem Y2H-Screen 

unter anderem die Serin/Threonin-Proteinkinasen 24 und 25 (STK24 und STK25) und die 

Tyrosinphosphatase FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1) als neue CCM3-

Bindungspartner identifiziert (Voss et al., 2007). Die Interaktionen von CCM3 mit der Kinase 

STK25 und der Phosphatase FAP-1 wurden mittels GST Pull-down Assays und 

Koimmunpräzipitationen bestätigt (Fig. 2a, b, Voss et al., 2007). In weiterführenden 

Untersuchungen wurde gezeigt, dass STK25 CCM3 in vitro phosphoryliert und die 

katalytische Domäne von FAP-1 CCM3 in vitro dephosphoryliert (Fig. 3a-c, Voss et al., 

2007). Die Proteinkinase STK24 besitzt zu STK25 eine 89%ige Aminosäureidentität der 

Kinasedomäne und eine 73% Aminosäureidentität des gesamten Proteins. STK24 war 

jedoch nicht in der Lage, CCM3 in vitro zu phosphorylieren (Fig. 3b, Voss et al., 2007). Die 

CCM3-Phosphorylierung durch STK25 wurde mittels Massenspektrometrie bestätigt (Abb. 2, 

unpublizierte Daten). 

 

 

 
 
Abb. 2: Dekonvolutierte Massenspektren von nicht phosphoryliertem (A) und phosphoryliertem (B) His-CCM3. 

Die Verschiebung in der Masse von 26865,522 Da zu 26945,526 Da entspricht einer Phosphorylierung. In 

Kooperation mit Herrn Dr. W. Schmitz (Institut für Physiologische Chemie II, Universität Würzburg) erfolgten die 

massenspektrometrischen Messungen mit einem Bruker APEX II FTICR-MS Apollo ESI-Quelle und Z3T-Magnet 

und die Analysen der CCM3-Massenspektren. 
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Mittels Koimmunpräzipitationsstudien wurde weiterhin nachgewiesen, dass CCM3 an CCM2 

bindet, nicht aber mit CCM1 interagiert (Fig. 4a, b, Voss et al., 2007). 

Immunfluoreszenzexperimente untermauerten diese Interaktion, da eine Kolokalisation von 

überexprimiertem CCM2 und CCM3 in HEK293 Zellen nachgewiesen werden konnte (Fig. 

4c, Voss et al., 2007). Zudem wurde gezeigt, dass die Kinase STK25 mit CCM2, nicht aber 

mit CCM1 koimmunpräzipitiert (Fig. 5, Voss et al., 2007). Da CCM3 nicht mit CCM1 

interagierte, beide Proteine aber an CCM2 binden können, wurde untersucht, ob CCM1 und 

CCM3 kompetitiv mit CCM2 interagieren. Es stellte sich heraus, dass die Interaktion der 

beiden Proteine kooperativ und nicht kompetitiv ist. Mit steigender Menge an CCM1 wurde 

auch mehr CCM3 koimmunpräzipitiert (Fig. 4d, Voss et al., 2007). 

 

 
2.2 CCM3 bildet zusammen mit CCM2 und CCM1 einen ternären Komplex 
(Stahl et al., 2008) 
 

Aufgrund des kooperativen Effekts von CCM1 und CCM3 wurde in weiterführenden 

Experimenten untersucht, ob die drei CCM-Proteine in einem ternären Komplex vorliegen. 

Mittels Koimmunpräzipitationen und GST Pull-down Assays wurde bestätigt, dass CCM1 

zusammen mit CCM2 und CCM3 einen ternären Komplex bildet (Anlage 2, Stahl et al., 

2008). CCM3 koimmunpräzipitierte in Anwesenheit von CCM2 mit CCM1 (Fig. 5A, B, Stahl et 

al., 2008). Untersuchungen mit der erstmals beschriebenen de novo CCM1-Spleißmutante 

CCM1:c.2143-2A>G (CCM1:p.pA715VfsX14), der 22 Aminosäuren am C-Terminus fehlen, 

ergaben, dass auch diese Mutante mit CCM2 und CCM3 komplexieren kann (Fig. 5B, Stahl 

et al., 2008). Folglich ist die Bindungsfähigkeit dieser Mutante intakt, jedoch zeigte sich, dass 

die Expressionstärke reduziert war. Mit Hilfe einer humanen CCM2-Mutante, die eine in-

frame Deletion von Exon 2 im CCM2-Gen besitzt (CCM2:c.31-?_204+?del, Liquori et al., 

2007, Stahl et al., 2008), konnte weiterhin gezeigt werden, dass CCM2 das zentrale 

Linkermolekül zwischen CCM1 und CCM3 ist. Mit der Deletionsmutante 

CCM2:p.P11_K68del, der aminoterminal von der PTB-Domäne 58 Aminsäuren fehlen, war 

kein ternärer Komplex nachweisbar (Fig. 5A, Stahl et al., 2008). Es stellte sich heraus, dass 

neben einer intakten PTB-Domäne auch ein vollständiger N-Terminus in CCM2 vorhanden 

sein muss, um mit CCM1 interagieren zu können (Fig. 4, Stahl et al., 2008). Die mit einem 

Aminosäureaustausch in der PTB-Domäne untersuchten Punktmutanten CCM2:p.L198R und 

CCM2:p.F217A (Zawistowski et al., 2005) sowie die Deletionsmutante CCM2:p.P11_K68del 

interagierten nicht mehr bzw. nur noch sehr schwach mit CCM1 (Fig. 4A, Stahl et al., 2008). 

Die CCM3-Bindungsfähigkeit dieser Mutanten war kaum beeinflusst (Fig. 4B, Stahl et al., 

2008).  
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2.3 CCM3 wird durch oxidativen Stress herunterreguliert (Manuskript in 
Vorbereitung) 
 

In weiterführenden Analysen sollte die Rolle der CCM3-Phosphorylierung näher 

charakterisiert werden. Hierzu wurden zunächst in Zusammenarbeit mit Dr. J. Reinders 

(Julius-von-Sachs-Institut für Biowissenschaften, Lehrstuhl für Pharmazeutische Biologie, 

Universität Würzburg) die Phosphorylierungsstellen massenspektrometrisch bestimmt. 

Rekombinantes His-CCM3 wurde in vitro phosphoryliert, in einem denaturierenden SDS-

Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE) und mit Trypsin verdaut. Die 

Peptide wurden anschließend mittels IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography) 

aufkonzentriert und via nano-LC-MS/MS gemessen. CCM3 wird an zwei Stellen 

phosphoryliert: am Serin 39 und am Threonin 43 (Abb. 3, Manuskript in Vorbereitung). 

 

 

   
 
Abb. 3: Fragment-Ionen-Spektra der Peptide VNLSAAQpTLR (A) und VNLpSAAQpTLR (B). His-CCM3 wurde in 

vitro durch STK25 phosphoryliert, via SDS-PAGE aufgetrennt und im Gel mit Trypsin verdaut. Die Peptide wurden 

nach Aufkonzentrierung mittels nano-LC-MS/MS in Zusammenarbeit mit Dr. J. Reinders analysiert. CCM3 besitzt 

ein phosphoryliertes Serin an Postion 39 (pS) und ein phosphoryliertes Threonin an Position 43 (pT). Alle 

prominenten Signale können b- und y- Ionen zugeordnet werden.  

 

 

In vitro Kinaseassays mit einer rekombinanten humanen CCM3-Deletionsmutante stützen 

die massenspektrometrischen Daten (Abb. 4, Manuskript in Vorbereitung). Dieser Mutante 

fehlen aufgrund einer in-frame Deletion von Exon 5 (CCM3:c.97_150del) (Bergametti et al., 

2005) 18 Aminosäuren (CCM3:p.L33_K50del). Diese Mutante wird nicht von STK25 in vitro 

phosphoryliert (Abb. 4, Manuskript in Vorbereitung).  
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Abb. 4: Die humane CCM3-Mutante CCM3:p.L33_K50del wird 

in vitro nicht von STK25 phosphoryliert. Autoradiographie des in 

vitro Phosphorylierungsassays. Rekombinante GST-STK25 

(STK25) wurde zusammen mit γATP(32P) (NK) und den 

rekombinanten Substraten MBP (Myelin Basic Protein, PK), His-

CCM3 (CCM3) und der humanen Mutante His-

CCM3:p.L33_K50del inkubiert und auf einem denaturierendem 

Gel aufgetrennt. MBP (23 kDa Bande) und CCM3 (26 kDa 

Bande) wurden von STK25 phosphoryliert, nicht aber 

CCM3:p.L33-K50del. In allen vier Ansätzen ist die 

Autophosphorylierungsaktivität der Kinase auf Höhe von 75 kDa 

zu sehen.  
 

Im Folgenden sollte geklärt werden, ob CCM3 in vivo phosphoryliert wird und diese 

Phosphorylierung bestimmten Bedingungen unterliegt. Hierzu wurden HEK293 Zellen mit 

FLAG-CCM3 und FLAG-CCM3:p.L33_K50del transfiziert. Um sicher zu stellen, dass eine 

ausreichende Menge an Kinase in den Zellen vorhanden ist, wurde zusätzlich STK25 mit den 

CCM3-Konstrukten kotransfiziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Autoradiographie der in vivo Phosphorylierung von CCM3. HEK293 Zellen wurden wie angegeben mit 

dem FLAG-Leervektor (Spur 1, NK), Wildtyp FLAG-CCM3 (Spur 2), Mutante FLAG-CCM3:p.L33_K50del (Spur 3) 

alleine oder zusammen mit STK25 transfiziert (Spuren 4, 5). Nach 24 h erfolgte das metabolische Labeling mit 

(32P)-Orthophosphat. Die transfizierten CCM3-Konstrukte wurden mit einem anti-FLAG Antikörper (IP: α-FLAG) 

immunpräzipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Ein Signal auf Höhe von 25 kDa war nicht zu detektieren, 

was einem in vivo Phosphorylierungssignal von FLAG-CCM3 und FLAG-CCM3:p.L33_K50del entsprechen würde 

(Spuren 1-5). Die Signale auf Höhe von 50 kDa entsprechen endogener (Spur 2) und überexprimierter STK25 

(Spur 5), die über CCM3 koimmunpräzipitiert wurde und zeigt die Autophosphorylierungsaktivität der Kinase. 
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Das metabolische Labeling mit (32P)-Orthophosphat sowie die Auswertung des Versuchs 

erfolgte nach dem Protokoll von Knaus und Mitarbeitern (Hassel et al., 2006). Eine in vivo 

Phosphorylierung von CCM3 in HEK293 Zellen war nicht nachzuweisen (Abb. 5, Manuskript 

in Vorbereitung). In der Autoradiographie wurde ein Signal auf Höhe von 50 kDa sichtbar, 

welches der Kinase STK25 entspricht (Abb. 5, Spuren 2 und 4) und ihre 

Autophosphorylierungsaktivität in vivo demonstriert. Mit der humanen Deletionsmutante 

CCM3:p.L33_K50del konnte kein Signal der Kinase nachgewiesen werden (Abb. 5, Spuren 3 

und 5). 

 

Daraufhin wurde untersucht, warum kein Signal im in vivo Labeling-Versuch mit der 

humanen Deletionsmutante nachgewiesen werden konnte. Koimmunpräzipitationsstudien 

mit überexprimierenden HEK293 Zellen wiesen nach, dass CCM3:p.L33_K50del nicht in der 

Lage ist, an die Kinase STK25 zu binden (Abb. 6, Manuskript in Vorbereitung). 

 

Abb. 6: Die Mutante CCM3:p.L33_K50del interagiert mit CCM2, nicht aber mit STK25. HEK293 Zellen wurden 

mit den angegebenen Konstrukten transient kotransfiziert und nach 48h lysiert. Die Proteinkomplexe wurden über 

anti-FLAG-Agarose (IP: α-FLAG) oder anti-c-Myc-Sepharose (IP: α-cMyc) nach Voss et al., 2007 

koimmunpräzipitiert. Die IP-Eluate (IP, links dargestellt) und die Zelllysate (Lysatkontrolle, rechts dargestellt) 

wurden mittels Western Blot (IB) mit den angegebenen Antikörpern anti-STK25 (α-STK25), anti-c-Myc (α-cMyc) 

und anti-FLAG (α-FLAG) ausgewertet. CCM3 (FLAG-CCM3), nicht aber die CCM3-Deletionsmutante (FLAG-

CCM3:p.L33_K50del) interagierte mit endogener STK25 (links, oberes Bild). Die Interaktion mit CCM2 (myc-

CCM2) war nicht beeinträchtigt (links, mittleres und unteres Bild). Sowohl die endogen nachgewiesene Kinase 

STK25 als auch die kotransfizierten Konstrukte wurden in allen Ansätzen exprimiert (Lysatkontrollen). Als 

Negativkontrolle diente die Kotransfektion des FLAG- und myc-Leervektors (-). IgG (LK) –IgG-leichte Kette; IgG 

(SK) – IgG-schwere Kette. 
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Nur Wildtyp FLAG-CCM3 koimmunpräzipitierte mit endogener STK25 (Abb. 6, IP, oberster 

Blot). Die Interaktionsfähigkeit mit CCM2 war nicht beeinträchtigt (Abb. 6, IP, untere zwei 

Blots). Myc-CCM2 wurde sowohl mit Wildtyp FLAG-CCM3 als auch mit der Mutante FLAG-

CCM3:p.L33_K50del koimmunpräzipitiert und umgekehrt. 

 

Es war bekannt, dass endogene STK25 (SOK-1) in Ramos B Zellen, MDCK (Madin Darby 

Canine Kidney) Zellen und überexprimierte HA-STK25 in COS-7 Zellen nach Induktion von 

oxidativem Stress eine erhöhte Kinaseaktivität besitzt und in vitro verstärkt MBP 

phosphoryliert (Pombo et al., 1996; Pombo et al., 1997). Die nicht transfizierten und 

transfizierten Zellen wurden mit unterschiedlichen Stimuli wie zum Beispiel TNF-α, 

Wasserstoffperoxid (H2O2) oder Interferon-γ behandelt und im Anschluss wurde STK25 

immunpräzipitiert. Die Kinasaktivtät der immunpräzipitierten STK25 wurde anhand der MBP-

Phosphorylierung in vitro bestimmt (Pombo et al., 1996). Es stellte sich heraus, dass die 

katalytische Aktivität nur durch Behandlung mit oxidativen Stress-Stimuli erhöht war. 

Wasserstoffperoxid und Menadion waren hierbei am effektivsten, so dass die CCM3-

Phosphorylierung unter H2O2-Einfluss sowohl in vitro nach dem Protokoll von Pombo und 

Mitarbeitern (Pombo et al., 1996) als auch in vivo getestet wurde. Hierzu wurde eine 

Behandlung mit 0,5 mM H2O2 gewählt, da dies die effektivste Konzentration war. Die nach 

Pombo und Mitarbeitern beschriebene erhöhte Kinaseaktivität erreichte nach 20 min ihr 

Maximum und dauerte bis zu 60 min an. Für die folgenden Versuche wurde eine 

Inkubationszeit von 45 min gewählt. Eine verstärkte Phosphorylierung von His-CCM3 nach 

Behandlung der Zellen mit 0,5 mM H2O2 für 45 min war in vitro nicht nachzuweisen (Abb. 7, 

Manuskript in Vorbereitung).  
 

Abb. 7: Die CCM3-Phosphorylierung durch 

STK25 (myc-STK25) ist nach Induktion von 

oxidativem Stress nicht erhöht. HEK293 Zellen 

wurden mit myc-STK25 (Spuren 2, 3) oder dem 

myc-Leervektor (Spur 1, NK) transfiziert und nach 

48 h mit 0,5 mM H2O2 für 45 min behandelt (Spur 

3) bzw. nicht behandelt (Spuren 1, 2). STK25 

wurde mittels myc-Antikörper immunpräzipitiert , 

zu rekombinantem His-CCM3 und γATP(32P) 

gegeben und für 10 min bei 30°C inkubiert. Nach 

elektrophoretischer Auftrennung der Proben 

(SDS-PAGE) erfolgte die Auswertung mittels 

Autoradiographie.  
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Die Bandenintensität von His-CCM3 war bei Einsatz gleicher Mengen an immunpräzipitierter 

STK25 und γATP(32P) unverändert. Auch wurde kein Unterschied in der 

Autophosphorylierungsaktivität der Kinase detektiert. Die Banden auf Höhe von 75 kDa, die 

STK25 entsprechen, waren gleich stark (Abb. 7). 

 

In einem weiteren in vivo Labeling Versuch wurde getestet, ob CCM3 nach Induktion von 

oxidativem Stress phosphoryliert wird (Abb. 8, Manuskript in Vorbereitung). CCM3 wurde 

auch nach H2O2-Behandlung nicht phosphoryliert (Abb. 8, Spuren 4 und 6). Wiederum war 

ausschließlich ein Autophosphorylierungssignal der Kinase STK25 auf Höhe von 50 kDa zu 

detektieren (Abb. 8, Spuren 3-6). Nach Zugabe von H2O2 war dieses Signal schwächer 

ausgeprägt als bei unbehandelten Zellen (Abb. 8, Spuren 4 und 6). 

 

 
Abb. 8: CCM3 wird auch nach Induktion von oxidativem Stress in vivo nicht phosphoryliert. HEK293 Zellen 

wurden wie angegeben mit dem FLAG-Leervektor (Spuren 1, 2 - NK), mit FLAG-CCM3 alleine (Spuren 3, 4) oder 

zusammen mit STK25 transfiziert (Spuren 5, 6). Nach 24 h erfolgte das metabolische Labeling mit (32P)-

Orthophosphat (Spuren 1-6) und die Behandlung mit 0,5 mM H2O2 für 45 min (Spuren 2, 4, 6). FLAG-CCM3 

wurde mittels anti-FLAG Antikörper (IP: α-FLAG) immunpräzipitiert. Nach Auftrennung der IP-Eluate via SDS-

PAGE erfolgte die Auswertung mittels Autoradiographie. Ein Signal auf Höhe von 25 kDa war nicht zu 

detektieren, was einem in vivo Phosphorylierungssignal von FLAG-CCM3 entsprechen würde (Spuren 3-6). Die 

Signale auf Höhe von 50 kDa entsprechen endogener (Spuren 3, 4) und überexprimierter STK25 (Spur 5, 6). Die 

Signalstärke ist bei unbehandelten Zellen stärker als bei behandelten Zellen.  
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Aufgrund der unterschiedlichen Bandenintensität der immunpräzipitierten STK25 im in vivo 

Phosphorylierungsversuch (Abb. 8) wurde anschließend untersucht, ob dies auf eine 

verminderte Bindungsfähigkeit zwischen CCM3 und STK25 unter H2O2-Einfluss 

zurückzuführen ist. Mittels Koimmunpräzipitation stellte sich heraus, dass die Bindung von 

STK25 an CCM3 nach Behandlung der Zellen mit H2O2 nicht beeinträchtigt war (Abb. 9, 

Manuskript in Vorbereitung). 
  

 
Abb. 9: In HEK293 Zellen ist die Bindung von CCM3 und STK25 nach Induktion von oxidativem Stress nicht 

beeinträchtigt. Die Plasmide FLAG-Leervektor (Spuren 1, 2 - Negativkontrolle), FLAG-CCM3 (Spuren 3, 4) und 

FLAG-CCM3:p.L33_K50del (Spuren 5, 6 - Negativkontrolle) wurden wie angegeben in HEK293 Zellen transfiziert 

und nach 24 h erfolgte die Behandlung der Zellen mit 0,5 mM H2O2 für 45 min (Spuren 2, 4, 6). Endogene STK25 

wurde über FLAG-CCM3 mittels anti-FLAG Antikörper immunpräzipitiert. Die via SDS-PAGE aufgetrennten IP-

Eluate (IP: α-FLAG) und Zelllysate (Lysatkontrolle) wurden im Western Blot (IB) mit den Antikörpern anti-STK25 

(α-STK25), anti-FLAG (α-FLAG) und anti-GAPDH (α-GAPDH) analysiert. FLAG-CCM3 immunpräzipitierte 

endogene STK25 aus unbehandelten (IP: α-FLAG, Spur 3) und H2O2-behandelten Zellen (IP: α-FLAG, Spur 4). 

Bei der Expressionsanalyse der Zelllysate (Lysatkontrolle: oberster Blot) waren nach Behandlung der Zellen mit 

H2O2 schwächere Signale von FLAG-CCM3 (Spur 4) und CCM3:p.L33_K50del (Spur 6) zu sehen. Ein 

Unterschied in der Bandenintensität der endogenen STK25 war nicht zu detektieren (mittlerer Blot, Spuren 1-6). 

Die Analyse des α-FLAG-Blots mit dem GAPDH-Antikörper demonstriert gleiche Proteinmengen in allen Spuren 

(unterer Blot). 

 

 

Die Western Blot Analyse der Zelllysate ergab, dass die transfizierten Konstrukte FLAG-

CCM3 und FLAG-CCM3:p.L33_K50del nach 45 min Behandlung der HEK293 Zellen mit 0,5 

mM H2O2 schwächer exprimiert waren als in unbehandelten Zellen (Abb. 9, Lysatkontrolle: 

oberster Blot, Spuren 3-6). Die endogene Expression der Kinase STK25 blieb in HEK293 

Zellen unverändert (Abb. 9, Lysatkontrolle: mittlerer Blot). Die Analyse des α-FLAG-Blots mit 

einem Antikörper für das Protein des house-keeping-Gens GAPDH (Glyceraldehyd 3-
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Phosphat Dehydrogenase) diente als Ladekontrolle und demonstriert, dass gleiche 

Proteinmengen in allen Spuren geladen worden sind (Abb. 9, unterer Blot).  

 

In Zusammenarbeit von Frau Dr. Stahl und der Firma Immunoglobe wurde ein polyklonaler 

CCM3-Antikörper generiert (unpublizierte Daten). Somit war es möglich, die endogene 

Expression von CCM3 zu analysieren. Da es sich bei CCM-Erkrankungen um vaskuläre 

Malformationen handelt, wurde untersucht, ob endogenes CCM3 durch oxidativen Stress in 

humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) ebenfalls herunterreguliert 

wird. In diesen Zellen wurde wiederum durch 45 min Inkubation mit 0,5 mM H2O2 oxidativer 

Stress induziert. Parallel dazu wurde untersucht, ob sich die Expression der Kinase STK25 in 

diesen Zellen genauso verhält wie in HEK293 Zellen. Sowohl CCM3 als auch STK25 wurden 

durch Zugabe von H2O2 nach 45 min herunterreguliert (Abb. 10, Manuskript in Vorbereitung).  
 

 
Abb. 10: In HDMECs ist die endogene Expression von CCM3 und STK25 nach Induktion von oxidativem Stress 

herunterreguliert. HDMEC Zellen wurden unbehandelt (-) oder nach 45 min Behandlung mit 0,5 mM H2O2 (+) 

lysiert. Die Proteinextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot Analyse (IB) 

ausgewertet. (A) Mit dem anti-CCM3 Antikörper (α-CCM3) konnte endogenes CCM3 in den unbehandelten, nicht 

aber in den behandelten Zellen detektiert werden. (B) Der anti-STK25 Antikörper (α-STK25) detektierte ein 

schwächeres STK25-Signal in den behandelten als in den unbehandelten Zellen. Die GAPDH-Detektion auf 

denselben Blots diente als Ladekontrolle in (A) und (B).  

 

 

Während in unbehandelten Zellen CCM3 exprimiert wurde, war ein CCM3-Signal nach 

Behandlung der Zellen mit H2O2 nicht mehr zu detektieren (Abb. 10A). Auch wurde ein 

schwächeres STK25-Signal im Western Blot nach Behandlung der Zellen mit H2O2 

nachgewiesen (Abb. 10B). Die Detektion des GAPDH-Proteins diente wiederum als 

Ladekontrolle und demonstriert, dass gleiche Proteinmengen geladen wurden.  
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Aufgrund der Ergebnisse der eben beschriebenen Experimente wurde nun untersucht, ob die 

CCM1/CCM2/CCM3-Komplexbildung (Stahl et al., 2008) nach Induktion von oxidativem 

Stress gestört, und von der Phosphorylierung von CCM3 abhängig ist (Abb. 11, Manuskript 

in Vorbereitung).  
 

 
Abb. 11: CCM1 und CCM2 bilden zusammen mit CCM3 und der humanen Deletionsmutante 

CCM3:p.L33_K50del auch nach Induktion von oxidativem Stress in vitro einen ternären Komplex. HEK293 Zellen 

wurden mit den angegebenen Konstrukten transient transfiziert, 48 h später lysiert und mittels anti-FLAG-Agarose 

koimmunpräzipitiert. Die IP-Eluate (IP: α-FLAG, oberster Blot) und die Zelllysate (Lysatkontrolle: untere drei Blots) 

wurden mittels Western Blot (IB) mit den angegebenen Antikörpern anti-cMyc (α-cMyc, polyklonal), anti-myc (α-

myc, monoklonal), anti-HA (α-HA) und anti-FLAG (α-FLAG) analysiert. FLAG-CCM3:p.L33_K50del 

koimmunpräzipitierte in Anwesenheit von HA-CCM2 mit myc-CCM1 (Spur 9) auch nach H2O2 -Behandlung (Spur 

10). Die Koimmunpräzipitation von FLAG-CCM3 mit myc-CCM1 in Anwesenheit von HA-CCM2 diente als 

Positivkontrolle (Spur 7) und war auch nach H2O2-Behandlung nachzuweisen (Spur 8). Die Kotransfektionen 

dienten als Negativkontrollen (Spuren 1-6). Myc-CCM1 und HA-CCM2 wurden unabhängig von der H2O2-

Behandlung gleichstark exprimiert (Lysatkontrolle: Spuren 1-10). Die H2O2-Behandlung bewirkte eine schwächere 

Expression von FLAG-CCM3 und  FLAG-CCM3:p.L33_K50del. Die Signale auf Höhe von 25 kDa im obersten IP-

Blot stellen IgG-Banden dar und dienten als Ladekontrolle (Spuren 1-10). 

 

 

Hierzu wurden myc-CCM1, HA-CCM2, FLAG-CCM3 und FLAG-CCM3:p.L33_K50del in 

HEK293 Zellen koexprimiert und mit H2O2 behandelt. Als Kontrollen wurden unbehandelte 

Zellen mitgeführt. In den überexprimierenden Zellen war die CCM1/CCM2/CCM3-

Komplexbildung durch Induktion von oxidativem Stress nicht gestört (Abb. 11, oberster Blot). 

Im Vergleich zur Kontrolle, wurde weniger myc-CCM1 über Wildtyp FLAG-CCM3 nach H2O2-

Behandlung der Zellen koimmunpräzipitiert (Abb. 11, Spuren 7 und 8), da nach Behandlung 

der Zellen weniger FLAG-CCM3 exprimiert wurde (Abb. 11, Lysatkontrolle: unterster Blot, 
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Spur 8). Die humane Deletionsmutante FLAG-CCM3:p.L33_K50del koimmunpräzipitierte 

ebenfalls myc-CCM1 (Abb. 11, Spuren 9 und 10). Das detektierte myc-CCM1-Signal war in 

beiden Ansätzen gleichstark. Auch die überexprimierte Deletionsmutante FLAG-

CCM3:p.L33_K50del wurde durch H2O2-Behandlung herunterreguliert (Abb. 11, 

Lysatkontrolle: unterster Blot, Spur 10). Die beiden anderen überexprimierten Proteine, myc-

CCM1 und HA-CCM2, wurden unabhängig von der H2O2-Behandlung gleichstark exprimiert 

(Abb. 11, Lysatkontrolle: oberer und mittlerer Blot).  

 
 
2.4 Die Etablierung der Tandem-Affinity-Purification (TAP)-Methode 
 
Parallel zum Y2H-Screen und den Koimmunpräzipitationsstudien sollte die Tandem-Affinity-

Purification (TAP)-Methode zur Isolation unbekannter CCM3-Bindungspartner etabliert 

werden. Diese Methode wurde ursprünglich 1999 von B. Seraphin und Mitarbeitern 

entwickelt (Rigaut et al., 1999). Die TAP-Methode ermöglicht die Isolierung von 

Proteinkomplexen unter weitestgehend nativen Bedingungen und eignet sich, im Gegensatz 

zum Y2H-Screen, auch zur Isolierung von membrangebundenen Proteinen. Das Zielprotein 

wird mit einem Doppeltag markiert, über welches dann die Aufreinigung in zwei Schritten 

erfolgt. Eine anschließende massenspektrometrische Untersuchung ermöglicht die 

Identifizierung der einzelnen Interaktionspartner des Proteinkomplexes (Puig et al., 2001). 

Um Artefaktmessungen zu vermeiden, wird das Zielprotein in der Regel stabil in eine Zelllinie 

integriert, um ein annähernd natives Expressionsniveau zu erhalten, und somit spezifische 

Interaktionspartner isolieren zu können. Verschiedene Doppeltags sind zur nativen Isolation 

von Proteinkomplexen angewandt worden (Honey et al., 2001; Jao and Chen, 2005; 

Westermarck et al., 2002). Das CCM3-Protein wurde mit einem FLAG/HA-Tag markiert, 

welches bereits erfolgreich zur Aufreinigung von Proteinkomplexen eingesetzt wurde 

(Wysocka et al., 2005). Zusätzlich wurden auch die Proteine CCM1 und CCM2 mit diesem 

Doppeltag markiert, um bisher unbekannte Interaktionspartner isolieren zu können. Bei 

dieser Variante der TAP-Methode wurden die CCM-Proteinkomplexe zunächst über den 

FLAG-Tag an eine FLAG-Säule gebunden. Die mittels FLAG-Peptid eluierten 

Proteinkomplexe wurden dann in einem zweiten Bindungsschritt über den HA-Tag an eine 

HA-Säule gebunden. Die Elution der finalen TAP-Eluate erfolgte durch Aufkochen in 2x 

Lämmli Puffer. Die Bindungs- und Elutionseffizienzen der einzelnen Aufreinigungsschritte für 

CCM1, CCM2 und CCM3 wurden mittels Western Blot Analyse der einzelnen TAP-

Fraktionen evaluiert (Daten nicht gezeigt). Alle drei CCM-Proteine wurden erfolgreich mit 

dieser Methode aus überexprimierenden HEK293 Zellen aufgereinigt (Abb. 12, unpublizierte 

Daten). Im Silbergel waren CCM1-, CCM2- und CCM3-spezifische Bandenmuster zu sehen, 
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was auf eine unterschiedliche Zusammensetzung der aufgereinigten Proteinkomplexe 

schließen lässt. 

 

 

 
Abb. 12: Silberfärbung der via TAP-Methode isolierten CCM3-, CCM2- und CCM1-Proteinkomplexe (FLAG/HA-

CCM3/CCM2/CCM1) aus überexprimierenden HEK293 Zellen. Nicht transfizierte Zellen (Lysat) und mit dem 

Leervektor (FLAG/HA-Vektor) transfizierte Zellen dienten als Kontrollansätze. 48h nach der Transfektion wurden 

die Zellen lysiert. Nach zweistündiger Inkubation mit anti-FLAG-Agarose erfolgte die Elution der gebundenen 

Proteinkomplexe mit dem FLAG-Peptid. Die Eluate wurden danach mit anti-HA-Agarose inkubiert und durch 

Aufkochen in 2x Lämmli Puffer eluiert. Die TAP-Eluate wurden auf ein 5-20%iges SDS-Polyacrylamidgel 

aufgetragen, durch Elektrophorese aufgetrennt und mittels Silberfärbung sichtbar gemacht. Die schwarzen 

Dreiecke markieren die Zielproteine FLAG/HA-CCM3, FLAG/HA-CCM2 und FLAG/HA-CCM1. Die roten Sterne 

markieren Proteine, die spezifisch mit FLAG/HA-CCM3, -CCM2 bzw. -CCM1 aufgereinigt wurden. 
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3. Diskussion 
 
3.1 CCM3 bildet mit CCM1 und CCM2 einen ternären Proteinkomplex 
 

Zerebrale kavernöse Malfomationen sind vaskuläre Fehlbildungen im Gehirn, die durch stark 

vergrößerte, kavernenartige Gefäße ohne Hirnparenchym charakterisiert und mit Blut gefüllt 

sind (Russel und Rubinstein, 1989). Sie sind meist im ZNS lokalisiert und kommen sowohl 

sporadisch als auch familiär gehäuft vor. Familiäre Fälle sind gekennzeichnet durch das 

Auftreten multipler Läsionen und folgen einem dominant-autosomalen Erbgang (Labauge et 

al., 2007). Die klinischen Symptome reichen von Kopfschmerz bis hin zu hämorraghischem 

Schlaganfall (Labauge et al., 2007; Revencu und Vikkula, 2006). Die genauen Mechanismen 

der CCM-Pathogenese sind bis heute unklar. Seit der Identifikation der drei Kavernom-

verursachenden Gene CCM1, CCM2 und CCM3 und deren gleichnamiger Genprodukte 

wurden verschiedene Hypothesen über die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung 

von zerebralen kavernösen Malformationen führen, aufgestellt. Da der klinische Phänotyp 

der drei heterozygot vererbten Mutationen nicht voneinander unterscheidbar ist, wurde 

vorgeschlagen, dass auch die drei CCM-Proteine Bestandteile eines molekularen 

Signalwegs sind (Revencu und Vikkula, 2006). Bereits in der Maus wurde gezeigt, dass die 

Expressionsmuster von Ccm1 und Ccm2 auf RNA- und Proteinebene weitestgehend 

übereinstimmen (Plummer et al., 2006; Seker et al., 2006). Eine weitere Studie auf RNA-

Ebene belegte, dass Ccm3 in denselben neuronalen Zellschichten des Gehirns exprimiert 

wird wie Ccm1 und Ccm2 und parallele mRNA Expressionsmuster im Herzen und in 

arteriellen und venösen Gefäßen auftraten (Petit et al., 2006). Im Modellorganismus 

Zebrafisch und in der Zellkultur konnte die CCM1/CCM2-Interaktion nachgewiesen werden 

(Mably et al., 2006; Zawistowski et al., 2005; Zhang et al., 2007). Bindungsstudien zeigten in 

vitro, dass CCM2 über seine PTB-Domäne an CCM1 bindet (Zawistowski et al., 2005). In 

dieser Arbeit wurde erstmals die CCM3/CCM2 Interaktion und Kolokalisation nachgewiesen 

und gezeigt, dass CCM3 zusammen mit CCM1 und CCM2 in einem ternären Komplex 

vorliegt (Stahl et al., 2008; Voss et al., 2007). Ein parallel durchgeführter Proteomics-Screen 

zeigte ebenfalls, dass die CCM-Proteine einen ternären Komplex in vitro bilden und stützt 

unsere Daten (Hilder et al., 2007). Eine direkte Interaktion von CCM1 und CCM3 konnte 

zunächst nicht nachgewiesen werden, dennoch deuteten Experimente einen positiven, 

kooperativen Effekt beider Proteine im Hinblick auf ihre CCM2 Bindung an (Fig. 4d, Voss et 

al., 2007). Eine Konkurrenz zwischen CCM1 und CCM3 wurde ausgeschlossen, da eine 

parallele Interaktion von CCM1 und CCM3 mit CCM2 möglich ist. Somit sollten beide 

Proteine unterschiedliche CCM2-Bindungsstellen besitzen. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

lassen darauf schließen, dass CCM2 das zentrale Linkermolekül zwischen CCM1 und CCM3 
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ist, da CCM3 nur in Anwesenheit von CCM2 mit CCM1 koimmunpräzipitiert (Fig. 5A, B, Stahl 

et al., 2008). Koimmunpräzipitationsstudien mit der humanen CCM2-Mutante 

CCM2:p.P11_K68del untermauern diese Linkerfunktion (Fig. 5A, B, Stahl et al., 2008). Bei 

dieser in Patienten beschriebenen Mutation im CCM2-Gen ist das Exon 2 in-frame deletiert 

(Liquori et al., 2008; Stahl et al., 2008). Diese Deletion resultiert in einem Verlust von 58 

Aminosäuren (P11-K68), die sich N-terminal von der PTB-Domäne befinden. 

Interessanterweise entspricht diese Patientenmutation einer Spleißvariante von CCM2 

(Denier et al., 2004). Die Mutante CCM2:p.P11_K68del war nicht in der Lage, mit CCM1 und 

CCM3 einen ternären Komplex zu bilden (Fi. 5A, B, Stahl et al., 2008). Weiterführende 

Untersuchungen wiesen erstmals nach, dass nicht nur die PTB-Domäne, sondern auch 

diese N-terminal von der PTB-Domäne befindlichen Aminosäuren essentiell sind für eine 

CCM1/CCM2-Assoziation (Fig. 4A, Stahl et al., 2008). Die Bindungsfähigkeit von CCM3 an 

CCM2 war weder durch die Deletion der 58 Aminosäuren (CCM2:p.P11_K68del) noch durch 

die Punktmutationen in der PTB-Domäne (CCM2:p.L198R und CCM2:p.F217A) 

beeinträchtigt (Fig. 4B, Stahl et al., 2008). Für die Interaktion mit CCM3 scheinen diese 

Domänen somit nicht ausschlaggebend zu sein. Übereinstimmend mit der These, dass es 

sich bei den meisten CCM-Mutationen, um loss-of-function Mutationen handelt, kann man für 

die Mutante CCM2:p.P11_K68del festhalten, dass diese einen Funktionsverlust im Hinblick 

auf die CCM1-Bindung und ternäre Komplexbildung mit CCM3 besitzt. Es bleibt zu klären, 

wann und warum der CCM-Komplex in der Zelle gebildet wird und welche genaue Funktion 

dieser besitzt. Fest steht, dass die drei CCM-Proteine eine wesentliche Rolle bei der 

Vaskulogenese spielen, da heterozygote CCM2+/- und CCM1+/--p53-/--Mäuse einen 

vaskulären Phänotyp ausbildeten, der weitestgehend dem CCM-Phänotyp entsprach 

(Plummer et al., 2004). Auch durch Mutagenese der CCM1 und CCM2 Homologe santa 

(san) und valentine (vtn) im Zebrafisch, wurde ein kardiovaskulärer Phänotyp ausgelöst, der 

vor allem durch stark dilatierte Gefäße gekennzeichnet war (Jin et al., 2007; Mably et al., 

2006; Stainier et al., 1996). Eigene Ccm3-Knockdown-Experimente im Zebrafisch bestätigen 

eindeutig, dass auch ccm3 wesentlich an vaskulären Prozessen beteiligt sein muss. Der 

CCM3-Phänotyp entspricht den bereits beschriebenen CCM1/CCM2-Phänotypen 

(persönliche Mitteilung von Frau Dr. Stahl). Da unsere Daten demonstrieren, dass die im 

Patienten gefundene Mutation CCM2:c.31-?_204+?del die ternäre Komplexbildung der drei 

CCM-Proteine verhindert, ist es sehr wahrscheinlich, dass der CCM-Proteinkomplex 

ebenfalls bei Prozessen der Vaskulogenese und Angiogenese eine entscheidende Rolle 

spielt. Da gezeigt wurde, dass CCM2 an der Regulation des stressresponsiven p38 MAPK-

Signalwegs beteiligt ist (Uhlik et al., 2003; Zawistowski et al., 2005) und CCM1 über seine 

Interaktionspartner ICAP-1α und RAP1A eine modulierende Wirkung auf Integrin-vermittelte 

Prozesse wie Zelladhäsion und Migration besitzt (Beraud-Dufour et al., 2007; Marchuk et al., 
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2003; Zhang et al., 2001), wäre es denkbar, dass die Koordination von Integrin-vermittelten 

Prozessen und der p38-Aktivierung über den CCM1/CCM2/CCM3-Komplex erfolgt und 

dieser bei Funktionsstörung an der CCM-Pathogenese beteiligt sein könnte. 

 

Die endogene Lokalisation des CCM-Proteinkomplexes ist derzeit ebenfalls unbekannt. 

Membranbindende Eigenschaften wurden für die Proteine CCM1 und CCM2 beschrieben (z. 

B. Beraud-Dufour et al., 2007; Glading et al., 2007; Zawistowski et al., 2005). 

Untersuchungen legten zudem nahe, dass CCM1, neben seinen Integrin-modulierenden 

Interaktionen, auch an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist. Eine intrazelluläre 

Lokalisation und Translokation von CCM1 in Abhängigkeit seiner Interaktionspartner wurde 

mehrfach beschrieben (Beraud-Dufour et al., 2007; Glading et al., 2007; Zawistowski et al., 

2005). Eine neue Studie wies in vitro nach, dass auch CCM3 an Phosphatidylinositol-Di- und 

Triphosphate (PIP2 und PIP3) bindet, die Lipidbestandteile von Zellmembranen sind (Hilder et 

al., 2007). Diese Daten zeigen die Möglichkeit auf, dass CCM3 ebenfalls an Membranen 

binden kann. Das CCM3-Protein könnte zusammen mit CCM2 und CCM1 Bestandteil eines 

am Zytoskelett verankerten makromolekularen Proteinkomplexes in der Zelle sein, der 

wichtig ist für die Aufrechterhaltung endothelialer Integrität und Permeabilität. Fehlt eines der 

drei CCM-Proteine, wäre die Ausbildung des makromolekularen Proteinkomplexes gestört 

und die endotheliale Stabilität könnte unter anderem nicht mehr Aufrecht erhalten werden. 

Weiterführende Untersuchungen sollten die genaue subzelluläre Lokalisation von CCM3 und 

des CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes klären. Verschiedene exogene Stimuli wären 

hilfreich, um eine eventuelle Translokation der CCM-Proteine oder des gesamten CCM-

Komplexes in Endothelzellen zu identifizieren. Weiterhin stellt sich die Frage, ob CCM3 an 

der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist, die bei der Integrin-vermittelten 

Zellmigration eine wesentliche Rolle spielt. Auch wäre es denkbar, dass der gesamte CCM-

Komplex über seine Membranbindung die Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts steuert, 

welche z. B. bei zellmigratorischen Prozessen stattfindet. 

 

Mit Hilfe der TAP-Methode könnten in Zukunft weitere Interaktoren der CCM-Proteine 

identifiziert werden, die Teil des makromolekularen Proteinkomplexes sind. Das würde bei 

der Aufklärung der Funktion der CCM-Proteine hilfreich sein und eventuell Aufschluss über 

die pathogenen Mechanismen zerebraler kavernöser Malformationen geben. Die TAP-

Methode wurde erfolgreich mit überexprimierenden HEK293 Zellen etabliert (Abb. 12) und 

kann nun gezielt angewendet werden. Sie wurde nicht zur Isolation von CCM3-

Interaktionspartnern eingesetzt, da es nicht gelang, eine stabile Zelllinie mit dem FLAG/HA-

CCM3-Konstrukt und dem FLAG/HA-eGFP-Kontrollkonstrukt zu generieren. Unter 

Anwendung verschiedener Transfektions- und Selektionsmethoden war es nicht möglich, 
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das CCM3-Konstrukt oder das eGFP-Konstrukt stabil in HEK293 Zellen, HeLa Zellen, oder 

HeLaS3 Zellen zu exprimieren. Die Zellen starben entweder im Verlauf der Antibiotika-

Selektion der stabilen Klone oder waren negativ und enthielten zwar das Resistenzgen des 

Selektionsmarkers, nicht aber das CCM3-Gen. Da es sich bei den CCM-Erkrankungen um 

vaskuläre Defekte handelt, erscheint es sinnvoll, mit einer Endothelzelllinie oder mit primären 

Endothelzellen zu arbeiten. Hierzu sollte ein retroviraler Ansatz gewählt werden, um eGFP, 

CCM3 und die anderen CCM-Gene stabil in das Genom einzuführen, um das Protein auf 

einem weitestgehend nativem Niveau zu exprimieren und die TAP-Methode erfolgreich 

anwenden zu können. Da die Funktion von CCM3 unklar ist, empfiehlt es sich weiterhin, das 

tet-systems zu etablieren und eine stabile Tet-Zelllinie zu generieren, um die Expression von 

CCM3 gezielt an- und abschalten zu können. Auch hierzu sollte in Zukunft ein retroviraler 

Ansatz gewählt werden, da mittels transienter Transfektion das CCM3-Gen nicht in HeLaS3-

Tet Off Zellen und HEK293-Tet On Zellen integriert werden konnte. 

 

 
3.2 Dephosphoryliertes CCM3 ist Bestandteil des ternären 
CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes 
 
Die humanen Serin/Threonin-Kinasen STK24, STK25 und die humane Tyrosinphosphatase 

FAP-1 wurden in einem Yeast Two-Hybrid Screen erstmals als direkte CCM3-Interaktoren 

identifiziert (Voss et al., 2007) und  mittels Koimmunpräzipitationsstudien und GST Pull-down 

Assays bestätigt (Fig. 2a, b, Voss et al., 2007). Ein large-scale Y2H-Screen und eine parallel 

durchgeführte Studie zur Erstellung einer Protein-Protein-Interaktionskarte stützen unsere 

Ergebnisse und belegen die gefunden Interaktionen bezüglich STK24 und STK25 (Ewing et 

al., 2007; Rual et al., 2005). In einer neueren Arbeit wurde eine weitere Serin/Threonin-

Kinase, MST4 (MASK), als CCM3-Bindungspartner beschrieben (Ma et al., 2007). In 

Kinaseassays konnte nachgewiesen werden, dass STK25, nicht aber STK24, CCM3 in vitro 

phosphoryliert (Fig. 3a, b, Voss et al., 2007). Ein in vivo Nachweis der Phosphorylierung 

gelang nicht (Abb. 5 und 8), was auf verschiedene Ursachen wie den Versuchsaufbau oder 

derzeit unbekannte, intrazellulär-inhibitorische Moleküle zurückzuführen sein könnte. Es 

konnte aber gezeigt werden, dass die katalytische Domäne von FAP-1, die gleichzeitig auch 

als Bindungsdomäne im Y2H-Screen identifiziert wurde, in der Lage ist, CCM3 in vitro zu 

dephosphorylieren (Fig. 3c, Voss et al., 2007). Es ist bekannt, dass FAP-1 sowohl im 

Zytoplasma als auch an der Zellmembran mit unterschiedlichen Proteinen interagiert und 

somit an der Modulation verschiedener Signalwege beteiligt ist (Bompard et al., 2003; Ivanov 

et al., 2005; Kimber et al., 2003). Die Phosphatase könnte durch Dephosphorylierung auch 

CCM3 regulieren. Die Serin/Threonin-Kinase STK25 besitzt Autophosphorylierungsaktivität 
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und phosphoryliert MBP (Pombo et al., 1996; Voss et al., 2007). Sie wird ausschließlich 

durch oxidativen Stress, nicht aber durch Wachstumsfaktoren oder andere exogene 

Stressfaktoren aktiviert (Pombo et al., 1996). Eine neuere Studie belegte, dass das Golgi 

Matrix Protein GM130 durch Bindung an STK25 diese aktiviert und somit das Golgi-

assoziierte Protein 14-3-3ζ durch STK25 phosphoryliert wird (Preisinger et al., 2004). Somit 

konnte STK25 erstmals mit Signalprozessen des Golgi Apparats wie Proteintransport, 

Zelladhäsion und andere für die Zellmigration wichtige Prozesse in Zusammenhang gebracht 

werden. In weiterführenden Untersuchungen mit der humanen CCM3-Mutante 

CCM3:c.97_150del (Bergametti et al., 2005) sollte die Rolle der CCM3-Phosphorylierung 

durch STK25 analysiert werden. Dieser Mutante fehlen aufgrund einer in-frame Deletion von 

Exon 5 insgesamt 18 Aminosäuren von Position 33 bis 50 (CCM3:p.L33_K50del). In dieser 

Arbeit wurde erstmals via Massenspektrometrie nachgewiesen, dass CCM3 am Serin 39 und 

am Threonin 43 durch STK25 in vitro phosphoryliert wird (Abb. 3, Manuskript in 

Vorbereitung). Die humane Mutante CCM3:p.L33_K50del, der diese Aminosäuren fehlen, 

wird nicht mehr von STK25 in vitro phosphoryliert (Abb. 4, Manuskript in Vorbereitung). In 

weiterführenden Koimmunpräzipitationsstudien konnte gezeigt werden, dass STK25 nicht 

mehr an CCM3:p.L33_K50del binden kann (Abb. 6, Manuskript in Vorbereitung). Somit 

scheinen die Aminosäuren L33-K50 das STK25-Bindungsepitop zu bilden. Die Interaktion 

zwischen CCM2 und CCM3:p.L33_K50del war nicht beeinträchtigt (Abb. 6, Manuskript in 

Vorbereitung). Weiterführend wurde untersucht, ob auch CCM3:p.L33_K50del in der Lage 

ist, mit CCM1/CCM2 einen ternären Komplex zu bilden. Die CCM-Komplexbildung war nicht 

gestört (Abb. 11, Manuskript in Vorbereitung). Somit scheint die Phosphorylierung von CCM3 

weder für die CCM2 Bindung noch für die Ausbildung des CCM1/CCM2/CCM3 Komplexes 

essentiell zu sein. Es ist sehr wahrscheinlich, dass durch FAP-1 dephosphoryliertes CCM3 

zusammen mit CCM1 und CCM2 einen ternären Komplex bildet (Abb. 13). Da STK25 in der 

Lage ist, mit CCM2 koimmunzupräzipitieren (Fig. 5, Voss et al., 2007), könnte durch Bindung 

von STK25 an CCM3, als Bestandteil des ternären Komplexes, CCM3 phosphoryliert und 

aktiviert werden (Abb. 13). Phosphoryliertes CCM3 wäre nun in der Lage, sich von dem 

ternären CCM-Komplex zu lösen und andere regulatorische Funktionen in der Zelle 

auszuüben. Auch wäre es denkbar, dass der Phosphorylierungszustand von CCM3 die 

Lokalisation des ternären CCM-Komplexes bestimmt. Die Kinase STK25 und die 

Phosphatase FAP-1 wären somit funktionelle Regulatoren von CCM3, dessen genaue 

Funktionen noch zu klären wären und derzeit Gegenstand intensiver Forschungen sind.  
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Abb. 13: Hypothetisches Modell der Regulation des CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes in Endothelzellen. 

Desphosphoryliertes CCM3 ist Bestandteil des ternären CCM1/CCM2/CCM3-Komplexes, der in der ruhenden 

Endothelzelle vorliegt. Durch oxidativen Stress wird CCM3 herunterreguliert, der ternäre Proteinkomplex löst sich 

auf und über CCM1 könnten Integrin-vermittelte Prozesse sowohl moduliert als auch koordiniert werden mit p38-

vermittelten Prozessen, die über CCM2 gesteuert werden. Über den Phosphorylierungszustand von CCM3 

könnte zum Beispiel die Lokalisation des ternären Komplexes vermittelt werden. 

 
 
3.3 Oxidativer Stress moduliert die CCM3-Expression 

 

Es war bekannt, dass in Ramos B Zellen, MDCK und COS-7 Zellen die Kinaseaktivität von 

STK25 durch die Induktion von oxidativem Stress erhöht wird und endogene als auch 

überexprimierte STK25 nach Immunpräzipitation MBP in vitro verstärkt phosphoryliert 

(Pombo et al., 1996). Somit wurde in vitro nach Pombo und Mitarbeitern (Pombo et al., 1996) 

und in vivo untersucht, ob eine Erhöhung der CCM3-Phosphorylierung nach Behandlung der 

Zellen mit 0,5 mM H2O2 für 45 min erreicht wird. Eine Erhöhung der Kinaseaktivität durch 

H2O2-Behandlung von HEK293 Zellen konnte weder für MBP (Daten nicht gezeigt) noch für 

CCM3 in vitro nachgewiesen werden (Abb. 7, Manuskript in Vorbereitung). Da 

unterschiedliche Zelllinien verwendet wurden, könnte dies die Ursache sein für den 

Widerspruch zu den bereits publizierten Daten von Pombo und Mitarbeitern (Pombo et al., 
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1996). Eine längere H2O2-Behandlung als die beschriebene von 20 min wurde gewählt, da in 

Vorexperimenten die im Ergebnisteil und im Folgenden beschriebenen Effekte nach 45 min 

H2O2-Behandlung am stärksten war. Auch nach Induktion von oxidativem Stress konnte die 

CCM3-Phosphorylierung in den in vivo Phosphorylierungsstudien nicht belegt werden (Abb. 

8, Manuskript in Vorbereitung). In diesen Untersuchungen wurde beobachtet, dass aus den 

Zellen nach H2O2-Behandlung weniger STK25 koimmunpräzipitiert wurde als aus 

unbehandelten Zellen (Abb. 8). Somit wurde untersucht, ob die Bindungsfähigkeit zwischen 

STK25 und CCM3 unter H2O2-Einfluß beeinträchtigt ist. In den Experimenten stellte sich 

heraus, dass die Interaktion zwischen STK25 und CCM3 nicht beeinträchtigt war (Abb. 9, 

Manuskript in Vorbereitung). Die CCM3-Expression war jedoch nach Zugabe von H2O2 

herunterreguliert (Abb. 9). Die endogene Expression der Kinase STK25 in HEK293 Zellen 

blieb unter allen Versuchsbedingungen gleich (Abb. 9). In einer humanen dermalen 

mikrovaskulären Endothelzelllinie (HDMEC) wurde hingegen beobachtet, dass auch STK25 

nach Induktion von oxidativem Stress herunterreguliert wurde (Abb. 10, Manuskript in 

Vorbereitung). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass diese Kinase in verschiedenen Zellen 

nicht nur unterschiedliche Funktionen besitzt, sondern auch im Hinblick auf ihre Aktivität 

unterschiedlich reguliert wird. Auch die endogene CCM3-Expression wurde durch H2O2-

Behandlung drastisch reduziert (Abb. 10). Die mitgeführten GAPDH-Ladekontrollen zeigen, 

dass es sich hierbei um einen CCM3-spezifischen Effekt handelt (Abb. 9 und 10). Da dieser 

Effekt bereits nach 45 min auftrat, ist anzunehmen, dass CCM3 direkt über H2O2 reguliert 

wird und somit unmittelbar nach Einfluss des exogenen Stress-Signals an einer 

intrazellulären Antwort beteiligt ist. Diese intrazelluläre Stressantwort der Zellen könnte über 

die CCM3-Herunterregulation definiert und/oder kontrolliert werden. Da alle drei CCM-

Proteine in einem ternären Komplex vorliegen, wurde untersucht, ob die Komplexbildung 

durch oxidativen Stress in vitro gestört ist. Auch nach H2O2-Behandlung koimmunpräzipitierte 

CCM1 in Anwesenheit von CCM2 mit CCM3 (Abb. 11), allerdings wurde ein schwächeres 

CCM1-Signal in behandelten Zellen detektiert als in den Kontrollansätzen. Somit ist 

anzumerken, dass dieses im Hinblick auf die Komplexbildung positive Ergebnis darauf 

zurückzuführen sein könnte, dass alle drei Proteine in HEK293 Zellen überexprimiert wurden 

und trotz H2O2-Behandlung noch genug CCM3 in den Zellen vorhanden war, um CCM1 zu 

präzipitieren (Abb. 11, siehe Lysatkontrolle). Weiterhin stellte sich heraus, dass CCM1 und 

CCM2 in ihrer Expression unbeeinflusst blieben (Abb. 11, Lysatkontrolle), was die Spezifität 

der CCM3-Regulation durch H2O2 untermauert. In HDMECs war endogenes CCM3 nicht 

mehr nachzuweisen (Abb. 10), so dass dieses Protein dem ternären CCM-Komplex nicht 

mehr in ausreichender Menge zur Verfügung stehen würde. Somit ist es wahrscheinlich, 

dass der CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes nach H2O2-Behandlung nicht mehr gebildet 

wird und die über diesen Komplex gesteuerten Prozesse dann nicht mehr (kontrolliert) 
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ablaufen könnten. Mit Hilfe des CCM3-Antikörpers sollte überprüft werden, ob nach H2O2-

Behandlung CCM1 und CCM2 koimmunpräzipitiert werden kann. Es bleibt zu klären, ob 

auch die endogene Expression von CCM1 und CCM2 durch oxidativen Stress moduliert 

wird. Es ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS – reactive oxygen species) wie 

H2O2 konzentrationsabhängig Risikofaktoren für vaskuläre Defekte darstellen, aber auch 

Neovaskularisierung und Angiogenese stimulieren können (Maulik, 2002). Eine genaue 

Ausarbeitung der Zeit- und Konzentrationskinetiken der CCM3-Regulation in humanen 

Endothelzellen unter Anwendung anderer ROS-Substanzen wie z. B. Menadion wäre folglich 

sinnvoll. Exogenes H2O2 stimuliert die VEGF (vascular endothelial growth factor)-Expression 

in glatten Gefäßmuskelzellen (Ruef et al., 1997). In Endothelzellen (EC) wurde nach H2O2-

Behandlung ebenfalls die VEGF-Expression hochreguliert (Chua et al., 1998) und 

Zellmigration sowie Proliferation initiiert (Yasuda et al., 1999). ROS selbst können als second 

messenger innerhalb der ECs wirken und verschiedene Signalkaskaden aktivieren, die zu 

VEGF-vermittelter Migration und Proliferation führen (Stone and Collins, 2002). Diese 

Kaskaden umfassen die Aktivierung verschiedener MAPKs, der Proteinkinase B (PKB/Akt) 

und der endothelialen NO Synthetase (eNOS) (Dimmeler et al., 2000; Morales-Ruiz et al., 

2000; Rousseau et al., 2000a; Rousseau et al., 2000b). Somit steht CCM3 nicht nur über 

seine Interaktionspartner STK25, CCM2 und CCM1, sondern auch über seinen 

Regulationsmechanismus im Zusammenhang mit angiogenetischen Prozessen. Die CCM3-

Regulation durch oxidativen Stress könnte Bestandteil einer der genannten Signalkaskaden 

sein und migratorische oder proliferative Effekte modulieren. Ob CCM3 einen aktivierenden 

oder inhibitorischen Effekt auf diese Prozesse besitzt, ist derzeit Gegenstand 

weiterführender Untersuchungen. Eine Studie legt die Vermutung nahe, dass CCM3 oder der 

CCM-Komplex inhibitorisch auf angiogenetische Prozesse wirkt, da aus Kavernomgewebe 

isolierte Endothelzellen (CEC) ein erhöhtes Angiogenesepotential besitzen (Zhao et al., 

2007). Diese CECs zeigten unter anderem eine erhöhte Expression der beiden VEGF-

Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 und in vitro eine spontane Ausbildung kapillar-ähnlicher 

Strukturen (tube formation) auf einer Kollagenmatrix. Es wäre denkbar, dass nach Einfluss 

von oxidativen Stress-Stimuli, CCM3 in Endothelzellen herunterreguliert wird und sich der 

ternäre CCM-Komplex auflöst, damit migratorische Signalkaskaden gestartet werden 

können. Eine Hypothese wäre, dass CCM1 nach Auflösung des ternären Komplexes an 

Rap1A und an ICAP-1α binden würde, welches dann wiederum seinen inhibitorischen 

Einfluss auf die β1-Integrine verliert und Integrin-vermittelte Migrationsprozesse ungestört 

ablaufen könnten (Abb. 13). Parallel dazu könnte CCM2 nun das koordinierende 

Gerüstprotein für verschiedene MAPK sein, die z. B. die p38-vermittelte Antwort der Zelle auf 

oxidativen Stress auslösen (Abb. 13). Tritt nun bei Keimbahnmutationsträgern eine zweite 

somatische Mutation auf und fehlt dann eines der drei CCM-Proteine, so wäre denkbar, dass 
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dies aufgrund des fehlenden CCM1/CCM2/CCM3-Proteinkomplexes ein unkontrolliertes, 

gestörtes Angiogeneseverhalten der Endothelzelle zur Folge hat. Sollte sich diese 

Hypothese bestätigen, so bietet dies neue Behandlungsansätze für eine Pharmakotherapie, 

welche auf die Regulation der gestörten Migration zielen könnte. 

 
 
4. Kooperationsprojekt: Klonierung und Expression des G-Protein 
gekoppelten P2Y5-Rezeptors (Pasternack et al., 2008) 
 
Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. R. Betz am Institut für 

Humangenetik der Universität Bonn wurden in Zusammenarbeit mit Frau S. Pasternack der 

G-Protein gekoppelte Rezeptor P2Y5 und zwei mutante P2Y5-Rezeptorformen in den 

eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA (Invitrogen, Karlsbad) 

kloniert. Nach Fertigstellung der Konstrukte wurde unter Austesten verschiedener 

Transfektions- und Proteinextraktionsprotokolle die klonierten Plasmide exprimiert und im 

Western Blot nachgewiesen (Anlage 3, Pasternack et al., 2008). 

 

Haarausfall (Alopezie) ist weit verbreit und kann neben genetischen auch umweltbedingte 

Ursachen haben. Hypotrichosis simplex gehört zur Gruppe der nichtsyndromalen humanen 

Alopezie. In einer genomischen Linkage-Analyse wurde der Genlocus für Hypotrichosis 

simplex auf Chromosom 13.q14.11-13q21.33 identifiziert. Durch direkte Sequenzierungen 

wurden homozygote trunkierende Mutationen im P2Y5-Gen gefunden, welches den, aus 344 

Aminosäuren bestehenden, G-Protein gekoppelten P2Y5-Rezeptor kodiert. Sowohl die 

Wildtyp-Form des P2Y5-Rezeptors als auch die beiden mutanten Formen P2Y5:p.Gln155X 

und P2Y5:p.Lys125AsnfsX37 konnten in COS-7 Zellen exprimiert werden. Mit Hilfe dieser 

Konstrukte gelang es weiterhin, die intrazelluläre Lokalisation der drei Proteine 

nachzuweisen. Während der Wildtyp-Rezeptor an der Zellmembran lokalisiert ist, 

akkumulieren die beiden trunkierten Proteine am endoplasmatischen Retikulum. In 

Bindungsstudien wurde das bioaktive Lipid LPA (oleoyl-L-α-lysophosphatidic acid) als P2Y5-

Ligand identifiziert. Untersuchungen zur Signaltransduktion wiesen nach, dass der P2Y5-

Rezeptor ein Mitglied der LPA Rezeptorgruppe ist. Mit dieser Studie konnte erstmals gezeigt 

werden, dass der G-Protein-gekoppelte Rezeptor P2Y5 bei humanem Haarwachstum eine 

wesentliche Rolle spielt. Diese Entdeckung bietet somit neue Behandlungsansätze bei 

Haarausfall. 
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Abstract Individuals carrying a mutation in one of the
three cerebral cavernous malformation genes (CCM1/
KRIT1, CCM2, CCM3) cannot be clinically distinguished,
raising the possibility that they act within common
molecular pathways. In this study, we demonstrate that
CCM3 (PDCD10) coprecipitates and colocalizes with
CCM2. We also show that CCM3 directly binds to serine/
threonine kinase 25 (STK25, YSK1, SOK1) and the
phosphatase domain of Fas-associated phosphatase-1
(FAP-1, PTPN13, PTP-Bas, PTP-BL). CCM3 is phosphor-
ylated by STK25 but not by its other Yeast-Two hybrid
interactor STK24, whereas the C-terminal catalytic domain
of FAP-1 dephosphorylates CCM3. Finally, our experiments
reveal that STK25 forms a protein complex with CCM2.
Thus, our data link two proteins of unknown function,
CCM3 and STK25, with CCM2, which is part of signaling
pathways essential for vascular development and CCM
pathogenesis.

Keywords Cerebral cavernous malformation . CCM3 .

CCM2 . STK25 . FAP-1

Introduction

Cerebral cavernous malformations (CCM; MIM 116860,
603284, 603285) are common sporadic or autosomal dom-
inantly inherited vascular lesions predisposing to recurrent
headaches, seizures, and hemorrhagic stroke [1, 2]. Hetero-
zygous germline mutations have been identified in three
genes, CCM1 [3], CCM2 [4], and CCM3 [5]. A second
somatic mutation appears to be required for lesion genesis
[6, 7]. Genotype–phenotype correlation analyses in a large
cohort of CCM patients suggested that CCM3 mutation
carriers are more prone to cerebral hemorrhage during
childhood. In addition, the gene-specific disease penetrance
was corrected to 60, 55, and 68% for CCM1, CCM2, and
CCM3, respectively [8]. However, individual risk prediction
is still impossible because severe hemorrhages in the
brainstem leading to hemiparesis have also been reported
for infant CCM1 mutation carriers [9, 10].

Because neurological symptoms in patients with germ-
line mutations in CCM1, CCM2, or CCM3 are similar, it
has been suggested that the three gene products might be
integrated into a common functional pathway [1]. It has
been shown that CCM1 binds to CCM2 in vitro [11, 12].
Synergistic effects of CCM1 and CCM2 have also been
confirmed in vivo by coinjection of morpholinos designed
to knock down the CCM1 and CCM2 homologues in
zebrafish [13]. CCM1 also binds to integrin cytoplasmic
domain-associated protein-1α, thereby presumably modu-
lating integrin signaling [14, 15]. CCM2, also known as
osmosensing scaffold for MEKK3, acts as a scaffold protein
within the stress-activated p38 Mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signaling cascade [16]. The function of the
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widely expressed 25-kDa CCM3 gene product CCM3, also
known as programmed cell death 10 because the CCM3
gene is upregulated in apoptotic cells [17], remains largely
unknown.

Materials and methods

Yeast two-hybrid analysis

The screen was carried out by Dualsystems Biotech AG,
Zürich, Switzerland. The bait construct was made by sub-
cloning full-length human CCM3 complementary deoxy-
ribonucleic acid (cDNA; cDNA clone IRAUp969E086D,
RZPD, Germany) into the vector pLexA-DIR (Dualsystems
Biotech AG) and transformed into the strain NMY32
(MATa his3Δ200 trp1–901 leu2–3,112 (lexAop)8–ADE2
LYS2::(lexAop)4–HIS3 URA3::(lexAop)8–lacZ GAL4) us-
ing standard procedures. The bait construct was cotrans-
formed together with a human fetal brain cDNA library
(Clontech) into NMY32 grown on a selective medium.
Positive clones with strong β-galactosidase activity were
isolated and assayed in a bait dependency test. The bait
plasmid and control baits encoding either a LexA–p53 or a
LexA–laminC fusion were retransformed into NMY32.
Positives clones that showed β-galactosidase activity when
coexpressed with the bait but not with the control baits
were considered to be bait-dependent positive interactors.
The identity of positive interactors was determined by
sequencing and basic local alignment search tool homology
searches.

Generation of plasmids

For prokaryotic expression, full-length human CCM3 was
cloned into the BamHI and SalI sites of pGEX-6P-1
(Amersham). For expression in eukaryotic cell lines,
polymerase chain reaction (PCR)-amplified human full-
length CCM1, CCM2, CCM3, and serine/threonine kinase
25 (STK25; CCM1 cDNA clone IRAKp961A16196Q,
CCM2 cDNA clone IRAUp969E1219D6, and STK25
cDNA clone IRAUp969G0636D6, RZPD, Germany) were
cloned into the NheI and NotI sites of the pIRESneo-
derived vector VP5 (pIRESVP5), which allows expression
of N-terminal FLAG/HA-tagged CCM1, CCM2, CCM3,
and STK25 (Flag-CCM1, Flag-CCM2, Flag-CCM3/HA-
CCM3, Flag-STK25). The vector pIRESVP5 and the
control plasmid pIRESneoVP5-eGFP were a kind gift from
Dr. Robert G. Roeder (Rockefeller University, New York).
Additionally, CCM1 and CCM2 were PCR cloned into the
EcoRI and XhoI sites of pcDNA3.1myc/His-B (Invitrogen),
which allows expression of Myc/His-tagged CCM1 and
CCM2 (Myc-CCM1, Myc-CCM2).

Antibodies

The following commercially available antibodies were used:
goat polyclonal anti-yeast Sps1/Ste20-related kinase 1
(YSK1) antibody (N-19, α-STK25) and rabbit polyclonal
anti-Fas-associated phosphatase-1 (FAP-1) antibody (H-300;
Santa Cruz), rabbit polyclonal anti-MST3b antibody (Cell
Signaling), mouse monoclonal anti-MST3 antibody (BD
Bioscience), mouse monoclonal anti-Flag M2 antibody and
mouse monoclonal anti-HA antibody (HA7; Sigma-Aldrich),
rabbit polyclonal anti-Flag antibody (Abgent), mouse mono-
clonal anti-myc antibody (9E10, Upstate Signaling), and
rabbit polyclonal anti-c-myc antibody (Sigma-Aldrich).
Secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase,
Alexa488 (Molecular Probes), or Cy3 were purchased from
Dianova.

Glutathione transferase pull-down

Glutathione transferase (GST)-CCM3 and GST alone were
expressed in Escherichia coli strain BL21 (DE3), purified on
glutathione sepharose 4 Fast Flow (4FF) beads (Amersham),
and prepared as described in the GST fusion system hand-
book (Amersham). Cell extracts were prepared as in Pombo
et al. [18]. Precleared lysates of untransfected human
embryonic kidney cell line 293 (HEK293) cells or cells
transiently transfected with Flag-CCM2 were added to
glutathione sepharose 4FF and rotated overhead for 1 h at
4°C. Bound protein complexes were washed 4× in lysis
buffer. Then, 5× Laemmli buffer was added to the samples,
which were heated for 5 min at 95°C and analyzed by 5–
20% gradient sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blotting.

Phosphorylation and dephosphorylation assays

In vitro kinase assays were carried out with recombinant
GST-STK25 (Invitrogen), GST-STK24 (Invitrogen), GST-
CCM3, myelin basic protein (MBP, Biomol), and GST
alone. Kinases and substrates were diluted in assay buffer
[18], and reactions were performed with 100 μM (γ-32P)
ATP (50,000–90,000 cpm/pmol) as in Pombo et al. [18].
Samples were subjected to 12.5% SDS-PAGE and autora-
diography. All assays were performed in triplicates. In
vitro dephosphorylation assays were performed with the
catalytic domain of FAP-1 (aa2,091–2,490, US Biologi-
cal). CCM3 (50 μg) was phosphorylated as described
above. The catalytic domain of FAP-1 (cdFAP-1) was
diluted in assay buffer (50 mM hydroxyethylpiperazinee-
thanesulfonic acid pH 7.4, 100 mM NaCl, 2 mM ethyl-
enediamine tetraacetic acid, and 3 mM dithiothreitol). One
microgram of phosphorylated CCM3 was incubated with
0.005–5 U of cdFAP-1. After 4, 20, and 40 min at 30°C,

Neurogenetics



the reactions were terminated by adding 5× Laemmli buffer
to the samples. Analysis was done via SDS-PAGE and
autoradiography.

Coimmunoprecipitation experiments

HEK293 cells were transiently transfected with the indicated
constructs using FuGene6™ (Roche). For double and triple
transfections, the transfection protocol was optimized to
provide equal expressions of the proteins. Harvesting of cells
and immunoprecipitations of endogenous STK25 and FAP-1
with HA-tagged CCM3 using anti-HA-agarose (clone HA7,
Sigma-Aldrich) were done as in Pombo et al. [18].
Coimmunoprecipitation experiments (IPs) with Myc- or
Flag-CCM1, Myc- or Flag-CCM2, Flag-CCM3, and Flag-
STK25 were performed as described in Zawistowski et al.
[11]. Cell extracts were precleared with sepharose 6B CL
beads (Sigma-Aldrich) by overhead rotation for 1 h at 4°C.
Then, precleared lysates were incubated either with α-Myc
antibody coupled to protein G sepharose beads (Sigma-
Aldrich) or with anti-Flag agarose (M2, Sigma-Aldrich) and
rotated overhead for 2 h at 4°C. The beads were washed
three times with lysis buffer and three times with lysis
buffer containing 0.06% Triton-X 100. For analysis, 2×
Laemmli buffer was added to the beads and IP eluates were
boiled for 10 min at 100°C. IP eluates were subjected to 5–
20% gradient SDS-PAGE and analyzed by Western blotting.

Immunocytochemistry

Flag-CCM3- and Myc-CCM2-transfected HEK293 cells
grown on coverslips were fixed with 4% paraformaldehyde
in phosphate-buffered saline (PBS). Then, cells were washed
with PBS followed by permeabilization in 0.05% saponin in
PBS for 5 min and two additional washes with 0.2%
gelatine in PBS (blocking solution) for 5 min. The cells
were incubated overnight at 4°C with mouse anti-Flag and
rabbit anti-c-Myc primary antibodies. After three washes
with blocking solution, cells were incubated with anti-mouse
and anti-rabbit secondary antibodies conjugated with Alexa
488 or Cy3 for 1 h at 37°C. After several washing steps,
coverslips were mounted onto glass slides in 10% (w/v)
Moviol 4-88 in PBS. Imaging was performed with a
LSM510 Meta confocal laser scanning microscope (Zeiss).

Results

STK25 and FAP-1 directly bind to CCM3

The three-dimensional structure of the evolutionarily highly
conserved CCM3 protein is unknown, but a number of
observations strongly suggest that CCM3 consists of only
one stably folded domain. Extensive sequence analyses
failed to reveal significant homologies to protein domains

Fig. 1 Secondary structure predictions show highly conserved human
CCM3 to be a mainly helical protein with a predicted helical content
of more than 62% lacking long flexible linker peptide sequences (≥10
residues). For sequence alignment, a selection of CCM3 domains from
the “full alignment” of the PFAM database was used (http://www.
sanger.ac.uk/Software/Pfam/). The software Jalview (www.jalview.
org) was used for analysis of sequence conservation, and Taylor color

coding was applied to the sequence alignment [25]. Color intensities
are modulated by the degree of conservation; the color intensities
shown were produced with a scale of 75 of the conservation tool in
Jalview. Secondary structure elements according to the software
packages JPRED (http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred)
and PhD/(http://www.predictprotein.org) are indicated below the
sequence alignment (H= α-helix, E= β-sheet)

Neurogenetics

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org
http://www.jalview.org


with a known structure. Furthermore, sequence alignments
of CCM3 proteins indicate the absence of a flexible linker,
implying the presence of only one structural domain in
CCM3 essentially formed by the entire protein (Fig. 1).
Any attempt to use smaller fragments of CCM3 as bait in
yeast two-hybrid experiments would therefore result in a
large number of artifacts and high background caused by
the display of an unfolded protein sequence that is prone to
aggregate. Therefore, only full-length human CCM3
(CCM3) was chosen to screen a human fetal brain cDNA
library using a LexA-based yeast two-hybrid system.

STK25, FAP-1, and STK24 were identified as bait-
dependent interactors of CCM3. The majority of positive

transformants contained inserts coding for the C-terminal
regulatory domain of STK25. A few coded for the N-terminal
kinase domain of STK25. As for FAP-1, most inserts harbored
a region predicted to contain the C-terminal phosphatase do-
main; only one insert contained the coding sequence for PDZ
domains 2 and 3. A minority of positive clones also revealed
inserts coding for the C-terminal domain of STK24.

To confirm the interaction of CCM3 with STK25 and
FAP-1, GST pull-down assays (Fig. 2a) as well as coimmu-
noprecipitation studies (Fig. 2b) were performed. For GST
pull-down assays, lysates of a human embryonic kidney cell
line (HEK293) were incubated with GST alone, sepharose
alone, or CCM3 fused to the C-terminus of GST (GST-
CCM3) and analyzed by Western blotting using antibodies

Fig. 2 Human CCM3 interacts with STK25 and FAP-1. a GST pull-
down assay. Sepharose alone and immobilized GST alone and GST-
CCM3 (clone 1 and 2) were incubated with HEK293 cell lysates and
subjected to SDS-PAGE. Western blot analyses with anti-STK25 (α-
STK25) and anti-FAP-1 (α-FAP-1) antibodies demonstrate that
endogenous STK25 and FAP-1 were exclusively pulled down by
GST-CCM3 (clone 1 and 2) and not by the controls. b Coimmuno-
precipitation (IP) of CCM3 with endogenous STK25 and FAP-1 using
HEK293 cells transiently transfected with HA-tagged CCM3 (CCM3-
HA). Nontransfected cells as well as mock- (HA-tagged GFP) and
vector-transfected cells served as negative controls. IPs with anti-HA
agarose and Western blot analyses with the antibodies α-FAP-1 (top
panel) and α-STK25 (middle panel) show that both proteins interact
with CCM3-HA but not with the controls. Analysis of the blots with
α-HA antibody serves as loading control (bottom panel)

Fig. 3 STK25 but not STK24 phosphorylates CCM3 in vitro. a
Recombinant 75-kDa GST-STK25 shows autophosphorylation (white
arrowhead) and specifically phosphorylates recombinant 50-kDa GST-
CCM3 (black arrowhead). Phosphorylation of 21-kDa MBP by GST-
STK25 was used as positive control (asterisk). Recombinant GST as
well as GST incubated with GST-STK25 served as negative controls. b
Recombinant 61-kDa GST-STK24 possessed autophosphorylation
activity (white arrowhead), phosphorylated MBP (asterisk), but did
not phosphorylate GST-CCM3. c Dephosphorylation assay. GST-
CCM3 was phosphorylated as described above (control) and then
incubated with 0.005 U of the catalytic domain of FAP-1 (cdFAP-1) for
4 min at 30°C. cdFAP-1 dephosphorylated both GST-CCM3 (black
arrowhead) and the kinase GST-STK25 (white arrowhead)
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against human STK25 and FAP-1. Only GST-CCM3 was
able to trap endogenous STK25 and FAP-1, whereas no
STK25 and FAP-1 were detected in the control lanes
(Fig. 2a). For coimmunoprecipitation studies, HEK293 cells
were transiently transfected with HA-CCM3 and control
plasmids and lysed 48 h post-transfection. Lysates were
incubated with anti-HA agarose. Western blot analyses
showed that the interactors STK25 and FAP-1 specifically
coprecipitated with HA-CCM3 but not with the controls
(Fig. 2b). Direct binding of STK24 to CCM3 was not
confirmed because the commercially available antibodies
against STK24 also recognized STK25 (data not shown).

STK25 phosphorylates CCM3

Because it was described that STK25 possesses autophos-
phorylation activity and phosphorylates MBP [18], we

wanted to know whether STK25 is able to phosphorylate
CCM3. Therefore, kinase assays with recombinant GST-
coupled STK25 and GST-CCM3 were performed. Phos-
phorylation of the substrate MBP was used as positive
control. GST-CCM3 but not GST alone was phosphorylated
by GST-STK25 in vitro. Autophosphorylation activity of
CCM3 was not detected (Fig. 3a).

STK25 is significantly homologous to STK24, in par-
ticular in the N-terminal kinase domain. However, recom-
binant GST-STK24, which was shown to autophosphorylate
and to phosphorylate the control substrate MBP, did not
phosphorylate GST-CCM3 (Fig. 3b).

To investigate dephosphorylation of CCM3 by FAP-1,
phosphorylated GST-CCM3 was incubated with cdFAP-1,
and reactions were analyzed by autoradiography. Again,
GST-STK25 phosphorylated GST-CCM3 and possessed
autophosphorylation activity. cdFAP-1 of 0.005 U were

Fig. 4 CCM3 interacts with CCM2. a Coimmunoprecipitation studies
(IP) using HEK293 cells transiently coexpressing Flag-CCM3 (CCM3)
and Myc-CCM1 (CCM1) or Myc-CCM2 (CCM2), respectively. IPs
were performed with anti-Flag agarose and analyzed by Western blot
(IB) with anti-Myc antibody (α-Myc). Cotransfections of the individual
plasmids with empty Myc or Flag vectors were used as negative
controls (lanes 1–3). Binding of Flag-CCM2 and Myc-CCM1 was used
as positive control (lane 6, asterisk). Flag-tagged CCM3 specifically
interacted with Myc-CCM2 (lane 5, black arrowhead) but not with
Myc-CCM1 (lane 4). IgG heavy chain bands at 50 kDa (white
arrowhead) served as loading controls. b GST pull-down of CCM2
with CCM3. HEK293 cells were transfected with Flag-CCM2 (input)
and incubated with immobilized GST-CCM3 (GST-CCM3, clone 1 and
2), GST alone (GST control), or sepharose alone (sepharose control).
Western blot analysis revealed that Flag-CCM2 was detected only in

GST-CCM3 lanes but not in control lanes (black arrowhead). c CCM2
colocalizes with CCM3 in HEK293 cells. Myc-CCM2 and Flag-
CCM3-overexpressing cells were costained with anti-mouse Alexa488
for Flag-CCM3 (green) and anti-rabbit Cy3 for Myc-CCM2 (red)
detection. The merged images (merge) were obtained by confocal
microscopy (DIC=differential interference contrast image). d Increased
interaction of CCM3 with CCM2 in the presence of CCM1. HEK293
cells were cotransfected with Flag-CCM1, Myc-CCM2, and Flag-
CCM3 as indicated, and IPs were performed with anti-c-Myc antibody
(α-Myc). IB analysis with anti-Flag antibody (α-Flag) revealed that
CCM1 (lane 2, asterisk) and CCM3 coprecipitated with CCM2 (lane 3,
black arrowhead). Compared to the control (lane 3), a stronger CCM3
band was detected when CCM1 was overexpressed in parallel (lane 4).
CCM2-transfected cells served as negative control (lane 1) and IgG
bands at 50 kDa as loading controls (white arrowhead)
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sufficient to dephosphorylate GST-CCM3 as well as the
kinase GST-STK25 (Fig. 3c).

CCM3 coprecipitates and colocalizes with CCM2

To assess whether CCM3 is a member of the CCM1/CCM2
complex, we first coexpressed Flag-CCM3 with either
Myc-CCM1 or Myc-CCM2 and performed coimmunopre-
cipitation studies using anti-Flag agarose. Transfection of
each plasmid with the appropriate empty vector expressing
the tags alone served as negative controls (Fig. 4a, lanes 1–
3). Interaction of Flag-CCM2 with Myc-CCM1 was used as
positive control (Fig. 4a, lane 6, asterisk). Myc-CCM2 did
coprecipitate with Flag-CCM3 (Fig. 4a, lane 5, black
arrowhead), whereas Myc-CCM1 did not (Fig. 4a, lane 4).

Because an alternative Flag antibody raised in a different
species also showed cross-reactivity with the antibody used
for antigen detection, independent confirmation of the
CCM2/CCM3 interaction was provided by GST pull-down
(Fig. 4b) and subcellular colocalization (Fig. 4c). HEK293
cells were transiently transfected with Flag-CCM2, and
lysates (input) were exposed to the controls GST alone and
sepharose beads as well as to GST-CCM3. Both GST-
CCM3 clones but not the controls were able to pull down
Flag-CCM2 (Fig. 4b). Furthermore, immunofluorescence
analyses demonstrated colocalization of Myc-CCM2 and
Flag-CCM3 (Fig. 4c).

Given that both CCM1 and CCM3 are capable to interact
with CCM2, we next analyzed whether this interaction is

exclusive or cooperative. Anti-Myc coimmunoprecipitation
experiments were performed with HEK293 cells coexpress-
ing Myc-CCM2 and Flag-CCM3 in the absence or presence
of Flag-CCM1. Reproducibly, an increase in CCM3 band
intensity could be visualized after triple transfections
(Fig. 4d) indicating that CCM1 supports coprecipitation of
CCM2 with CCM3 and that simultaneous interaction of
CCM1 and CCM3 with CCM2 is possible.

STK25 coprecipitates with CCM2

Finally, we wanted to know whether the CCM3 interactor
STK25 also associates with CCM2. To investigate this
question, HEK293 cells were transiently cotransfected with
Flag-STK25 and Myc-CCM2, and anti-Flag coimmunopre-
cipitation was performed (Fig. 5). The interaction of CCM2
with CCM3 was used as the positive control (Fig. 5, lane 3),
and coexpression of CCM1 and CCM3 served as negative
control (Fig. 5, lane 2). Western blot analyses clearly
showed that Myc-CCM2 coprecipitates with Flag-tagged
CCM3 and STK25 (Fig. 5, lanes 3 and 5, black arrowhead),
whereas Myc-CCM1 does not bind to STK25 and to CCM3
in the absence of overexpressed CCM2 (Fig. 5a, lanes 4
and 2).

Discussion

Heterozygous autosomal-dominantly inherited mutations in
human CCM1, CCM2, or CCM3 are associated with
malformations of the vasculature that cannot be phenotyp-
ically distinguished [1]. Comparative expression pattern
analyses using in situ hybridization revealed that Ccm1–
Ccm3 mRNAs were detected in neuronal cell layers, the
heart, and large arterial and venous vessels of murine
embryos and adult mice. Ccm2 and Ccm3 but not Ccm1
mRNAs were also detected in early postnatal murine
meningeal and parenchymal cortical vessels [19]. It has
been shown that CCM1 associates with CCM2 and MEKK3
in a ternary complex affecting the p38 MAPK signaling
cascade [11], and it was suggested that CCM3 might be part
of this complex. Our data show that CCM3 interacts with
CCM2 in vitro. Because CCM3 did not coprecipitate with
CCM1 in the absence of overexpressed CCM2, it seems
unlikely that CCM3 functions as a stabilizing molecular link
between CCM1 and CCM2. It is interesting to note that
more CCM3 can be immunoprecipitated by CCM2 in the
presence of CCM1. Therefore, we hypothesize that CCM3
is part of the CCM1/CCM2 protein complex through its
interaction with CCM2 and, thereby, participates in CCM1-
dependent modulation of β1-integrin-mediated signaling
and CCM2-mediated p38 MAPK signaling in response to
cellular stress.

Fig. 5 STK25 coprecipitates with CCM2. Lysates of HEK293 cells
coexpressing the indicated plasmids were subjected to coimmunopre-
cipitations using an anti-Flag antibody generated in rabbit (α-Flag).
Binding of CCM2 and CCM3 was used as positive control (lane 3).
Western blot (IB) analysis with α-Myc antibody revealed that Myc-
CCM2 coprecipitated with Flag-CCM3 and Flag-STK25 (lanes 3 and
5, black arrowhead), whereas Myc-CCM1 did not bind to STK25
(lane 4) or CCM3 (lane 2). IgG bands at 25 kDa served as loading
controls (white arrowheads)
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Supporting our data, the mammalian kinases STK24 and
STK25 were identified as CCM3 interactors in a concurrent
large-scale yeast two-hybrid screen for generation of a
human binary protein–protein interaction map [20] and,
most recently, during a large-scale protein mapping study
[21]. A further kinase with high sequence similarities to
STK24 and STK25, MST4, was also recently identified as a
binding partner of CCM3 [22]. We here demonstrate that
STK25 but not STK24 phosphorylates CCM3. In addition,
our yeast two-hybrid analysis revealed that CCM3 also
binds to the 270-kDa nonreceptor protein tyrosine phos-
phatase FAP-1 in a region predicted to contain the C-
terminal phosphatase domain [23]. We have shown that this
catalytic domain is capable to dephosphorylate CCM3. By
dephosphorylation, FAP-1 might therefore negatively reg-
ulate CCM3 activity and downstream signaling.

The mammalian kinase STK25, also known as YSK1 or
sterile 20/oxidant stress-response kinase 1, can be slightly
activated by reactive oxygen intermediates but not by
growth factors or other environmental stresses including
heat shock and osmolar stress [18]. More recently, the
Golgi matrix protein GM130 was shown to function as a
scaffold protein for STK25 and to activate STK25 through
stimulation of autophosphorylation. In contrast, STK24
neither localizes to the Golgi apparatus nor binds to GM130
[24]. The present results demonstrating phosphorylation of
CCM3 only by STK25 support the conclusion that STK24
and STK25 have different regulatory partners and substrates
despite an 89% amino acid identity of their kinase domains
and a 73% overall amino acid identity. The only two pub-
lished substrates for STK25 are myelin basic protein [18] and
Golgi-associated 14–3–3K [24]. Both dominant-negative
STK25T174A and downstream 14–3–3KS58A were shown to
abrogate collagen invasion and cell migration suggesting that
signaling events important for cell migration occur at the
Golgi apparatus [24]. Taken together, our data are intriguing
in that we provide a substrate for the oxidant stress-response
kinase STK25 whose activation has been associated with
cell migration. Therefore, rather than remaining limited to
apoptosis, future studies on CCM3 protein function will
need to address additional potential roles.
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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 0,1–9, 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
exceptions, mutations in CCM genes are truncating or the result
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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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G protein–coupled receptor P2Y5 and its ligand LPA
are involved in maintenance of human hair growth
Sandra M Pasternack1, Ivar von Kügelgen2, Khalid Al Aboud3, Young-Ae Lee-Hübner4,5, Franz Rüschendorf5,
Katrin Voss6, Axel M Hillmer7, Gerhard J Molderings2, Thomas Franz8, Alfredo Ramirez9–11,
Peter Nürnberg11,12, Markus M Nöthen1,7 & Regina C Betz1

Hypotrichosis simplex is a group of nonsyndromic human
alopecias. We mapped an autosomal recessive form of this
disorder to chromosome 13q14.11–13q21.33, and identified
homozygous truncating mutations in P2RY5, which encodes an
orphan G protein–coupled receptor. Furthermore, we identified
oleoyl-L-a-lysophosphatidic acid (LPA), a bioactive lipid, as a
ligand for P2Y5 in reporter gene and radioligand binding
experiments. Homology and studies of signaling transduction
pathways suggest that P2Y5 is a member of a subgroup of LPA
receptors, which also includes LPA4 and LPA5. Our study is
the first to implicate a G protein–coupled receptor as essential
for and specific to the maintenance of human hair growth.
This finding may provide opportunities for new therapeutic
approaches to the treatment of hair loss in humans.

Hair loss is a common occurrence in humans and has a variety of
causes. The causes include purely genetic factors, as in androgenetic
alopecia, multifactorial factors (that is, genetic as well as external
factors), as in alopecia areata, or mainly external factors, as in drug-
induced alopecia. Hair loss causes considerable psychological distress
in most of those affected. Currently available therapies are unsatisfac-
tory, and there is a demand for new treatment strategies. A powerful
approach to advance our understanding of the pathophysiology of
human hair loss is to identify genes underlying mendelian isolated
alopecias. Investigation of this type of hair loss offers the unique
opportunity to identify factors that are not only necessary for, but also
specific to, hair growth. Genes previously identified using this
approach include HRQ2 (encoding hairless)1,2, VDR (encoding vitamin
D receptor)3, CDSN (encoding corneodesmosin)4, DSG4 (encoding
desmoglein 4)5 and LIPH (encoding lipase, member H)6. Despite
substantial progress in this research field, the complex pathophysiol-
ogy of human hair growth is far from completely understood, and a
major breakthrough in therapy has yet to be achieved.

Hypotrichosis simplex (MIM 146520 and MIM 605389) is a group
of hereditary isolated alopecias that affects men and women equally7.
The hair loss is diffuse and progressive, and usually begins in early
childhood. Autosomal recessive inheritance has been observed in a
small number of families5,8,9.

To identify the molecular cause of autosomal recessive hypotrichosis
simplex in a consanguineous Saudi Arabian family, we collected blood
samples from 11 family members after obtaining informed consent.
Four of the ten siblings present with progressive hair loss (Fig. 1a,b),
thinning of scalp hair since early childhood (3–6 years) and sparse
body hair. The oldest and the youngest of the affected individuals are
almost completely bald. Eyebrows, eyelashes and the pubic and axillary
hair are normal in all but one individual (the oldest affected sibling
showed a mild thinning of the eyebrows). The clinical characteristics
and pedigree structure of the family have been described in
detail elsewhere9.

We carried out a genome-wide linkage analysis using 320 highly
polymorphic microsatellite markers, after first excluding a number of
candidate loci in this family (Supplementary Table 1a online). Q3

Through homozygosity mapping, we identified a gene locus for
hypotrichosis simplex on chromosome 13q14.11–13q21.33, with a
maximum lod score of 3.9 (y ¼ 0.0) between flanking recombinant
markers D13S1233 and D13S634 (Fig. 1b, Supplementary Fig. 1a and
Supplementary Table 1b online). We defined a critical interval of
around 28 Mb through haplotype analysis based on the smallest
homozygous haplotype segment shared by the affected siblings
(Fig. 1b). Q4This region overlaps with the hypotrichosis simplex–
associated region reported recently in a Pakistani family10. Q5

Our region of interest contains 61 known genes. After excluding
37 of these by direct sequencing (Supplementary Table 2 online), we
identified a nonsense mutation in P2RY5, which encodes the orphan G
protein–coupled receptor P2Y5. According to standard designations,
the symbol P2RY5 is used for the gene, and P2Y5 is used for the
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protein. The four affected siblings carry a homozygous C4T transi-
tion (463C4T), which results in a premature termination of transla-
tion (Gln155X) (Figs. 1c and 2aQ6 ); both parents are heterozygous for
the mutation.Q7 By sequencing P2RY5 in two additional families with
hypotrichosis simplex from Saudi Arabia (families 2 and 3, Fig. 1a
and Supplementary Fig. 1b,c), we identified a 2-bp deletion
(373_374delAA) leading to a frameshift and a premature termi-
nation of translation (Lys125AsnfsX37; Figs. 1d and 2a) in both
families. Haplotype analysis using densely spaced genetic markers
suggests an ancestor common to both families (Supplementary
Fig. 1b,c and Supplementary Table 3 online). Families 2 and 3
show a similar pattern of hair loss as family 1 and are described
in detail elsewhere8.Q8 We did not detect either of the two mutations
in 606 control chromosomes, including 238 chromosomes of
Arabian origin.
P2RY5 consists of one coding exon with a putative ORF of 344

amino acids11. Through expression analysis in human and murine
tissues, we found that the P2RY5 mRNA is expressed ubiquitously
(Supplementary Fig. 2a,c online), including in skin and hair follicle
cells (Fig. 3e).Q9

Protein blots of transiently transfected COS7 cell lysates showed a
signal at about 30 kDa, corresponding to the size anticipated for the
wild-type protein. Both mutants also showed bands in their predicted
size ranges (Supplementary Fig. 3a online; see also protein truncation
test in Supplementary Figure 3b).

We studied subcellular localization of P2Y5 receptor proteins using
immunofluorescence analyses. We observed staining of the membrane
for wild-type P2Y5, which colocalized with cadherins (Fig. 2b). In
contrast, staining of the mutants revealed a network-like structure.
Through costaining for the protein disulfide isomerase (PDI), a
marker for the endoplasmic reticulum (ER), we demonstrated the
accumulation of truncated P2Y5 in the ER (Fig. 2c,d).

The P2Y5 protein contains seven predicted hydrophobic transmem-
brane regions, a structural feature of G protein–coupled receptors
(GPCRs). P2Y5 was originally reported to bind extracellular
nucleotides as ligands12, although this was not substantiated by
additional experiments13,14.

In order to identify ligands of the orphan receptor P2Y5, we
assessed receptor function using the cAMP response element (CRE)-
directed luciferase reporter gene assay in Flp-In-CHO cells stably

Family 1

Family 3

Family 1

a b

Family 1 (II:3)

Control

c463C>T

c
Control

c373_374delAA

Family 3 (IV:1)d

Family 1

P2RY5

8

7

8

7

Figure 1 Clinical appearance and underlying

genetic defect of autosomal recessive hypotrichosis
simplex. (a) Variable extent of hypotrichosis in

individuals of two different families with

hypotrichosis simplex, corresponding to individuals

(from left to right) II:3, aged 25 years and II:2,

aged 28 years (family 1) and to II:11, aged

27 years (family 3, Supplementary Fig. 1c)

(photos previously published8,9 and reproduced

with permission of the Sudanese Journal of

Dermatology and Blackwell Publishing).Q22
(b) Pedigree of family 1, homozygosity mapping. Marker haplotypes on chromosome 13q that are linked to hypotrichosis simplex are indicated by black bars.

Affected family members are shown in black; circles and squares denote females and males, respectively. Microsatellite markers are given on the left, and

the location of P2RY5 is indicated by an arrow. The homozygous region of the affected individuals is boxed, confined by a recombination in II:4 at the

centromeric site and the observation of heterozygosity at the telomeric site. (c,d) Sequence analysis. The 463C4T (Gln155X) mutation results in a

premature termination of translation, and the 373_374delAA (Lys125AsnfsX37) mutation leads to a frameshift and a premature termination of translation

at amino acid 161; both result in a truncated protein.Q23
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expressing wild-type receptors, as described by others15. Although a
number of compounds failed to induce a response (Supplementary
Table 4 online), oleoyl-L-a-lysophosphatidic acid (LPA; up to 10 mM;
given for 3 h) increased luciferase activity in a concentration-
dependent manner (Fig. 3a; see also Supplementary Figure 4a
online for a LPA-induced response in McA-RH7777 cells tran-
siently expressing the mouse P2Y5 receptor). The analog 1-oleoyl-
sn-glycero-2,3-cyclic-phosphate (10 mM)
caused a small increase in luciferase activity
(37 ± 11%, n ¼ 8, Po 0.05). For the control
experiment, we used CHO cells expressing
the human platelet P2Y12 receptor16. LPA

caused no change in these cells (Fig. 3c) Q10, indicating that the observed
responses were in fact mediated by the recombinant P2Y5 itself and
not by an endogenous receptor. LPA also failed to elicit a response in
CHO cells expressing the truncated P2Y5 protein Lys125AsnfsX37
(Supplementary Fig. 4b), an observation consistent with the absence
of intracellular loops 2 and 3, which are important for the activation
of G proteins17. We excluded the involvement of Gi proteins in the

Mutations c373_374delAA c463C>T

P2Y5 protein

Truncated P2Y5
proteins

pGln155X

pLys125AsnfsX37

N-terminal region
Membrane-spanning region
Cytoplasmic region

Extracellular region
Missense amino acids
C-terminal region

Wild type pGln155X pLys125AsnfsX37a b c d

Figure 2 Structure and biochemical analysis of P2Y5 wild-type and mutant proteins. (a) Domain structure of wild-type and mutant proteins of P2Y5. The
positions of the mutations 463C4T and 373_374delAA are indicated by arrows. (b–d) Immunofluorescence analysis of COS7 cells transiently expressing

wild-type and mutant P2Y5. Cells were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI) and antibodies against V5 (P2Y5), and protein

disulfide isomerase (PDI, mutant) or pan-cadherin (CAD, wild type) respectively. P2Y5 wild type is located in the cell membrane (b), whereas the mutant

P2Y5 proteins are located predominantly in the endoplasmic reticulum (c,d). Scale bars, 10 mm.
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Figure 3 Pharmacological analysis of P2Y5

and expression analysis of LPA receptors in

different tissues. (a–c) Effects of oleoyl-L-a-

lysophosphatidic acid (LPA) on the cAMP

response element (CRE)-directed luciferase

activity in Flp-In-CHO cells stably expressing the

human P2Y5 receptor (a,b) or the human P2Y12
receptor (c). After transient transfection with the

pCRE-luc vector, cells were treated with solvent

(a,c) or pertussis toxin (PTX) 200 ng/ml for

20 h (b). Solvent or LPA was added at the

concentrations indicated for 3 h (con, solvent

control). Light units are given as a percentage

of the respective control. Means ± s.e.m. of

6–22 measurements. (d) Specific binding of

[3H]lysophosphatidic acid ([3H]LPA) in HEK-Flp-

In cells stably expressing the human P2Y5

receptor (wild type) or the mutant constructs

Gln155X and Lys125AsnfsX37 (control, cells

transfected with empty vector). Cells were

incubated for 30 min at 4 1C with 10 nM

[3H]LPA. Specific binding was assessed in the

presence of 50 mM LPA30. Means ± s.e.m. of

9–16 measurements. (a–d) Asterisks indicate

significant differences from the respective control
(*P o 0.05 and **P o 0.01; Kruskal-Wallis

analysis followed by the Dunn’s post test).

(e) Expression of mRNA for LPA receptors and

control genes in skin, leukocytes and human hair

follicle cells of scalp hair and eyebrows. Last lane

shows a negative control (mock). (f) Phylogenetic

tree of human LPA receptors, including P2Y5

and GPR87 (Clustal W algorithm).
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responses to activation of the P2Y5 receptor by experiments using
pertussis toxin (PTX), which is known to inactivate Gi proteins.Q11 In
PTX-treated cells, LPA caused an even more pronounced enhance-
ment in cAMP-controlled reporter gene activity (Fig. 3b). Moreover,
in cells pretreated with forskolin (1 mM), which is used to directly
stimulate adenylate cyclase, LPA (10 mM) increased luciferase activity
in addition to the increase induced by forskolin itself (Supplementary
Fig. 4c), compatible with an involvement of intracellular cAMP in the
responses to receptor activation. In radioligand binding experiments,
the specific binding of the radioligand [3H]LPA (10 nM 1-oleoyl
[oleoyl-9,10-3H(N)]-lysophosphatidic acid) to cells expressing the
wild-type P2Y5 receptor corroborated the identification of LPA as a
ligand of P2Y5 (Fig. 3d).

GPCRs may form heterodimers18. Even if a proportion of the
response to LPA in the reporter gene assay (Fig. 3a) or of the specific
binding of [3H]LPA (Fig. 3d) is mediated by heterodimers composed
of P2Y5 and an additional receptor, the cellular expression of an intact
P2Y5 protein will increase the response to LPA, as demonstrated by
our experiments. It is of note that cells expressing the truncated
receptor proteins also showed specific binding of [3H]LPA (Fig. 3d).
This is consistent with the presence of transmembrane domain 3 in
the truncated proteins, as this domain is important for ligand binding
by the LPA1 receptor19.

LPA exerts stimulatory effects on the proliferation and migration of
cells via effects on a group of GPCRs20,21. Three GPCRs for LPA
(LPA1, LPA2 and LPA3) are known to inhibit adenylate cyclase activity
(by coupling to Gi proteins). These three receptors show relatively
high homology at the amino acid level, indicating that they form a
subgroup of receptors for LPA. Two further GPCRs for LPA (LPA4
and LPA5) have recently been identified, and it has been suggested that
they form a second subgroup of LPA receptors. In contrast to LPA1,
LPA2 and LPA3, the highly homologous LPA4 and LPA5 receptors
mediate an increase in intracellular cAMP production15,22,23. P2Y5 is
likely to represent a new member of the second subgroup of LPA
receptors, considering homology and common signaling transduction
pathways (for example, no coupling to Gi proteins) (Fig. 3f and
Supplementary Fig. 5 online). GPR87 (ref. 24) may be another
member of this group (Fig. 3f).

LPA1, LPA2, LPA3 and P2Y5 are expressed in human hair follicle
cells, but LPA4 and LPA5 are not (Fig. 3e). As LPA4, LPA5 and P2Y5

are highly homologous and share the same signaling transduction
pathway, it could be speculated that these receptors are redundant in
function. However, as P2Y5 is the only member of this subgroup of
LPA receptors that is expressed in hair follicle cells, a loss of P2Y5
function will not be compensated for, and will ultimately lead to
pathological changes and hair loss. Q12Of note, eyebrow hair follicles
express LPA5 receptors in addition to P2Y5 (Fig. 3e), which is
consistent with the normal appearance of eyebrows in all but one of
the affected individuals.

Consistent with the crucial role of LPA or endogenous analogs in
the maintenance of hair growth are the findings of a recent study
linking another autosomal-recessive form of hypotrichosis simplex to
the LIPH gene. LIPH encodes the enzyme lipase H, which forms acyl-
lysophosphatidic acid from phosphatidic acid (Fig. 4)6. Q13LPA and
phosphatidic acid have also been reported to promote hair growth
in vivo25. Our results elucidate the molecular identity of the receptor
mediating the stimulatory effect of LPA on hair growth.

In conclusion, our study provides molecular evidence for the role of
lysophosphatidic acid in the maintenance of human hair growth,
consistent with the previous report on the involvement of the enzyme
lipase H6. By the functional characterization of the LPA receptor P2Y5, Q14

we have identified the missing link required to explain transmission of
the LPA signal through the cell membrane in hair follicle cells. The
molecular identification of this receptor will facilitate the development
of new lipophilic analogs of LPA, which may offer opportunities for
new therapeutic approaches in the treatment of hair loss in humans.

METHODS
Sample collection. We collected blood samples from 11 members of a

consanguineous Saudi Arabian family9 (the parents are third cousins, family

1, Fig. 1b) after obtaining informed consent. Samples from the two smaller

families8 (families 2 and 3, Supplementary Fig. 1b,c) were collected indepen-

dently at a later date. We extracted genomic DNA from families 1,2 and 3

according to standard methods. In addition, EBV-transformed lymphoblastoid

cell lines were created from samples of family 3. Q15

Genotyping and linkage analysis. A total genome scan was done using 320

highly polymorphic microsatellite markers (Généthon) at an average density of

10 cM on an ABI 3100 Sequencer (Applied Biosystems). We detected mende-

lian incompatibilities with the program PedCheck and deleted erroneous

genotypes in the whole family26. We assumed an autosomal recessive model

with full penetrance and a trait locus mutant allele frequency of 0.0001. The

genetic marker map from Généthon with equal male and female recombination

rates was used. We calculated two-point lod scores between each marker locus

and hypotrichosis simplex with the LINKAGE version 5.21 software27 (Sup-

plementary Table 1b). For multipoint lod-score calculation and haplotyping,

we used Merlin and Simwalk2 (Supplementary Fig. 1a)28,29.

Mutation screening. We screened 38 genes (including P2RY5, Supplementary

Table 2) by amplifying the coding regions and splice sites by PCR and by direct

sequencing of affected individual II:2 (family 1) and her parents. Q16PCR was done

in a total volume of 25 ml with 40 ng of genomic DNA using the REDTaq

ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl2 (Sigma Aldrich). The PCR

products were purified with the GFX PCR DNA Purification Kit (Amersham

Biosciences) and directly sequenced on an ABI 3100 genetic analyzer

(Applied Biosystems) using the BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing

Kit (Applied Biosystems) and the DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen). Primers

used in amplification of PCR products for sequencing of P2RY5 and

genotyping of microsatellites are given in Supplementary Tables 3 and

5 online.

Structure and expression of human P2RY5. We obtained human occipital hair

follicles from various individuals by plucking with sterile forceps. The hair

follicles were cut off, pooled and immediately stored in RNAlater Stabilization

Solution (Ambion). We isolated the RNA using the RNeasy Micro Kit (Qiagen),

Lipase
H
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Figure 4 Schematic depicting signaling of lysophosphatidic acid via the

P2Y5 receptor.
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followed by a RT-PCR using the SuperScript II RNase H– Reverse Transcriptase

(Invitrogen) and random hexamers under standard conditions (25 1C 10 min,

42 1C 50 min, 70 1C 15 min).

As alternative transcripts of P2RY5 differing in the length of the 5¢ UTR are

given in the database (University of California Santa Cruz, NCBI Build 36.1),

we analyzed the structure of P2RY5 expressed in hair follicle cells. We created

primers for different parts of the UTR (Supplementary Table 5) and amplified

hair follicle cDNA by PCR using the REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix

with MgCl2 (Sigma Aldrich). Samples were subjected to gel electrophoresis on

1.5% agarose gels. We found only one transcript to be expressed in hair follicle

cells, consisting of the one coding exon, and resulting in a short 5¢ UTR. To

determine the exact sequence of the 5¢ UTR, we carried out a RACE analysis

with the 5¢/3¢ RACE Kit, 2nd Generation (Roche) according to the manufac-

turer’s instructions (data not shown).

To study the expression of P2RY5 mRNA in different tissues, we used the

Human MTC Panel I and II (BD Biosciences), as well as a human keratinocyte

cDNA library (Clontech) (Supplementary Fig. 2a). We amplified the cDNA by

PCR using the P2RY5 Ex1.1F and the P2RY5 Ex1R primers (Supplementary

Table 5). As internal standards, the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) and the Keratin15 (KRT15) gene were amplified (Supplementary

Table 5). To prevent genomic DNA contamination, we treated total RNA with

DNase I after isolation (Supplementary Fig. 2b).

Expression of human LPA receptors. RNA isolation of human hair follicles

and leukocytes, RT-PCR and subsequent PCRs were carried out as described

above. Primer sequences are given in Supplementary Table 5. We used human

skin poly(A)+ RNA (BD Biosciences) to perform first strand cDNA synthesis

for the analysis of LPA1, LPA2, LPA3, LPA4, LPA5 and P2RY5 expression

in skin.

Cloning and cell culture. We cloned Taq polymerase–amplified PCR products

(P2RY5 mutations and wild-type sequence) in a eukaryotic expression vector

with the pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit (Invitrogen). Primer

sequences are given in Supplementary Table 5. After vector reproduction in

host cells (Escherichia coli) and isolation,Q17 COS7 cells were transfected transiently.

We cultured COS7 cells in DMEM with 4.5 g L-glucose and L-glutamineQ18

(Cambrex) supplemented with 10% FCS (FCS), penicillin/streptomycin and

amphotericin B (PAA) at 37 1C in an atmosphere of 5% CO2.

Protein analysis. Detailed protocols for protein blot analysis, protein trunca-

tion test and immunofluorescence analysis are given in Supplementary

Methods online.

Pharmacological analysis of the P2Y5 receptor. We used Flp-In-CHO cells

stably expressing the V5 epitope-tagged wild-type human P2Y5 receptor

(vector pcDNA5/FRT/V5-His; Invitrogen); for control experiments, we used

Flp-In-CHO cells expressing the human platelet P2Y12 receptor or the

truncated P2Y5 protein p.Lys125AsnfsX37 (vector pcDNA5/FRT/V5-His). We

assessed a possible coupling of the receptor to changes in intracellular adenylate

cyclase activity by the cAMP response element (CRE)-directed luciferase

reporter gene assay 48 h after transient transfection of the cells with the

pCRE-luc vector (Stratagene). Drugs or their solvents (water or ethanol/water

or 2-propanol or dimethylsulfoxide, DMSO) were added for 3 h (1-oleoyl-sn-

glycero-2,3-cyclic-phosphate was obtained from Avanti Polar Lipids; all other

drugs and their solvents were obtained from Sigma Aldrich). We stopped the

reaction by adding Bright-GLO luciferase assay solution (Promega) used for cell

lysis and the analysis of luciferase activity. The luciferase activity determined for

each well with cells was calculated as percentage of control (average activity in

cells treated with solvent only).

Radioligand binding studies using [3H]LPA (1-oleoyl [oleoyl-9,10-3H(N)]-

lysophosphatidic acid; Perkin Elmer) were done on HEK Flp-In cells (Invitro-

gen) stably expressing the P2Y5 receptor (wild-type) or the two truncated

proteins (p.Gln155X and p.Lys125AsnfsX37; vector pcDNA5/FRT/V5-His). For

control experiments, we used HEK Flp-In cells transfected with the empty

vector. The binding assay was performed on intact cells cultured on 12-well

plates coated with poly-L-lysine (Sigma Aldrich) as described previously30. After

washing, cells were incubated for 30 min at 4 1C with 10 nM [3H]LPA in the

presence of the solvent used for LPA (2-propanol) or in the presence of 50 mM

unlabeled LPA. Q19The values were normalized toward the protein contents of the

cell lysates (d.p.m. (disintegrations per minute) per mg protein) Q20. Specific

[3H]LPA binding was assessed by the differences in radioactivity measured in

cells in the absence and in the presence of unlabeled LPA. Cells expressing the

human P2Y5 receptor showed a specific binding of [3H]LPA of 2,250 dpm

(20.9 fmol) per mg total cellular protein, amounting to 19% of total binding.

Cells expressing the truncated receptor proteins also showed specific binding of

[3H]LPA amounting to 33% and 31% of total binding, respectively. Further

details are given in Supplementary Methods.

Statistical analysis of pharmacological data. Means ± standard errors (s.e.m.)

are given. For statistical comparison, we carried out the nonparametric

Kruskal-Wallis analysis followed by the Dunn’s post test using GraphPad Prism

version 4.03 (GraphPad). P o 0.05 or lower was the significance criterion.

Accession codes. GenBank: P2RYS, NM_005767; P2YS, NP_005758. University

of California Santa Cruz Genome Browser: Q21uc001vcf.1.

Note: Supplementary information is available on the Nature Genetics website.
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