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1 Arbeitshypothese und Fragestellung 
Der Hedgehog-Signalweg übernimmt einige wichtige Funktionen während der 
Embryonalentwicklung und steuert auch postnatal die Aktivität von Stamm- und 
Vorläuferzellen (Riobo und Manning 2007). Bei mehreren Krebs-Entitäten treten Mutationen 
im Hedgehog-Signalweg auf, sodass er konstitutiv aktiviert die maligne Progression fördert. 
Da gezeigt werden konnte, dass der Hh-Signalweg dabei nicht nur in den Tumorzellen an 
sich sondern auch im benachbarten Stroma von Bedeutung ist, soll in der vorliegenden 
Arbeit die Rolle des Rezeptors Smoothened bei Endothelzellen untersucht werden (Scales 
und Sauvage 2009). Dazu soll der Effekt des spezifischen Smoothened-Inhibitors PF-
04449913 und des rekombinanten humanen Sonic Hedgehog-Proteins 1314-SH/CF auf die 
Proliferation und Genexpression verschiedener Endothelzellen analysiert werden. Untersucht 
wurden Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVECs) und Outgrowth Endothelial 
Cells, isoliert aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern, in Form von Proliferations-
Assays und quantitativen PCR-Analysen auf die Downstream-Signale Gli1-3 sowie die 
Stammzell-typischen Transkriptionsfaktoren LKB1, KLF4, Nanog, POU5F1, PRDM14 und 
Sox2.  

Vor dem Hintergrund, einen neuen antiangiogenen Therapieansatz für hämatologische und 
solide Malignome zu entwickeln, soll weitergehend diskutiert werden, inwiefern sich der 
Smoothened-Inhibitor als ergänzendes Therapeutikum in der Tumortherapie eignet. 
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2 Einleitung 

2.1 Blutgefäßneubildung 

2.1.1 Das Gefäßsystem  
Das Herz-Kreislauf-System versorgt die Organe des Körpers mit Sauerstoff und Nährstoffen 
und gewährleistet zugleich den Abtransport des mit Metaboliten angereicherten, 
sauerstoffarmen Blutes. Dabei weist das Gefäßsystem eine Hierarchie auf, bei der dem 
Herzen zunächst einzelne großlumige Arterien nachgeschaltet sind, die sich schließlich in 
vielzählige, immer kleiner werdende Blutgefäße verzweigen. Die endständigen, kleinsten 
Arterien, die Arteriolen, gehen schließlich in das Kapillarnetz über, wo der Flüssigkeits-, 
Sauerstoff- und Nährstoffaustausch mit dem umliegenden Gewebe stattfindet (Welsch 2006). 

Arterien und Venen weisen einen dreischichtigen Wandaufbau aus der Tunica intima, media 
und adventitia auf, wobei die Ausprägung dieser Wandschichten an Funktion und 
Beanspruchung des jeweiligen Blutgefäßes angepasst ist (Welsch 2006). Abbildung 1 stellt 
schematisch diesen Gefäßaufbau dar. 

Abbildung 1. Wandaufbau der Blutgefäße 

Die innen gelegene Tunica intima kleidet mit ihrem einschichtigen Plattenepithel, dem Endothel, das Blutgefäßlumen aus. Es 
schließt sich die Basalmembran und eine lockere Bindegewebsschicht mit Fibrozyten, glatten Muskelzellen und Abwehrzellen 
an. Die Tunica media ist zirkulär angeordnet und setzt sich aus elastischen und kollagenen Fasern sowie glatten Muskelzellen 
zusammen. Die Tunica adventitia besteht aus longitudinalen Kollagenfibrillen, elastischen Fasern und Fibroblasten und geht 
unscharf in das umliegende Bindegewebe über (entnommen aus Welsch 2006). 

Das Kapillarnetz weist entsprechend seiner Funktion und seines Vorkommens bestimmte 
Eigenschaften auf. Um einen optimalen Stoffaustausch zu gewährleisten sind vielzählige 
Blutkapillaren parallelgeschaltet, sodass sie bei einem sehr kleinen Durchmesser von 6 - 
12 µm eine maximale Gesamtoberfläche besitzen. Außerdem sind Kapillaren durch einen 
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weniger komplexen Wandaufbau bestimmt. Eine dünne Schicht aus Endothelzellen umgibt 
das Lumen, wobei bei kleineren Kapillaren zum Teil eine Endothelzelle ausreicht, um die 
gesamte Wand zu bilden. Je nach Anforderungen der Umgebung kann das Endothel vom 
kontinuierlichen, fenestrierten oder diskontinuierlichen Typ sein. Der Basalmembran des 
Endothels liegen kontraktile Perizyten an, die die Durchblutung der Kapillaren regulieren 
(Welsch 2006). 

2.1.2 Arten des Gefäßwachstums 
Sowohl während der Embryogenese als auch postnatal sorgen komplex regulierte Vorgänge 
für den Aufbau und Erhalt eines funktionierenden Gefäßsystems. Dabei können drei 
Hauptmechanismen der Blutgefäßbildung unterschieden werden: Die Vaskulogenese, 
Angiogenese und Arteriogenese. Abbildung 2 gibt einen schematischen Überblick dieser 
Vorgänge. 

Abbildung 2. Arten des Gefäßwachstums 

 

Die Vaskulogenese (b) beschreibt die Neubildung von Blutgefäßen aus endothelialen Progenitorzellen (EPC, endothelial 
progenitor cell), die aus zahlreichen embryonalen Regionen bzw. dem Knochenmark Erwachsener stammen. Dahingegen 
entstehen bei der Angiogenese (a) die neuen Gefäße durch Sprossungs- und Spaltungsvorgänge aus bereits bestehenden 
Blutgefäßen. Diese neu gewachsenen Blutgefäße werden während der Arteriogenese durch Perizyten und glatte Muskelzellen 
weiter stabilisiert. Die Arteriogenese beschreibt also einen Vorgang, bei dem vorbestehende Blutgefäße remodelliert werden, 
wie zum Beispiel auch während der Ausbildung von Kollateralen im Sinne eines natürlichen Bypasses nach dem Verschluss 
einer Stammarterie (c), und ist somit unabdingbar für den Erhalt eines stabilen, reifen und funktionsfähigen Gefäßsystems. 
Abkürzungen: EC = Endothelial Cell; SMC = Smooth muscle cell (entnommen aus Fischer et al. 2006). 

Um die Blutgefäßneubildung besser verstehen zu können, soll im Folgenden detaillierter auf 
die Charakteristika von Vaskulo- und Angiogenese eingegangen werden. 
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2.1.3 Vaskulogenese 
Die Vaskulogenese ist ein vorwiegend embryonaler Prozess. Bereits in der dritten 
Entwicklungswoche bilden sich Gewebeverdichtungen im Mesoderm von Dottersack, 
Haftstiel und Chorion, die sich zu kompakten Blutinseln entwickeln. Die zentral gelegenen 
Zellen dieser Inseln stellen primitive Blutzellen dar, die Hämozytoblasten, und schlagen 
somit eine hämatopoetische Differenzierung ein, während die Peripherie der Blutinseln 
endotheliale Vorläuferzellen, die Angioblasten, hervorbringen (Schiebler und Korf 2007). 
Diese enge Nachbarschaft von differenzierenden hämatopoetischen und endothelialen 
Zellen während der embryonalen Vaskulogenese zum einen und deren molekulare 
Ähnlichkeit zum anderen – sie exprimieren eine Reihe an identischen Oberflächenmarkern 
wie CD31, CD34, CD133 und c-Kit – deuten auf einen gemeinsamen, mesodermalen 
Vorläufer hin (Fischer et al. 2006). Die Theorie des Hämangioblasten, wie dieser Vorläufer 
genannt wird, konnten Pardanaud et al. (1996) durch Transplantationsversuche mit Wachtel- 
und Hühnerembryos unterstützen. Sie isolierten eine Zelllinie aus dem Seitenplatten-
mesoderm, die sich sowohl in endotheliale als auch hämatopoetische Zellen differenzieren 
konnte. Gunsilius et al. (2000) übertrugen diese Erkenntnisse auf den Menschen, indem sie 
sechs CML (chronische myeloische Leukämie)-Patienten mit typischer BCR/ABL-
Translokation untersuchten. Sie wiesen das BCR/ABL-Fusionsgen sowohl in 
hämatopoetischen Vorläuferzellen als auch in Endothelzellen nach, was die Existenz des 
Hämangioblasten als gemeinsamen Vorläufer und hier auch als Ursprung der CML-
spezifischen Mutation unterstützt. 

Die enge Verbindung zwischen Zellen endothelialer und hämatopoetischer Herkunft spielt 
auch klinisch eine Rolle. So treten aus dem Knochenmark stammende hämatopoetische 
Zellen in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren wie VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) in tumoröses bzw. ischämisches Gewebe ein und stimulieren durch Sekretion von 
angiogenen Faktoren wie VEGF und Angiopoietin-2 (Ang-2) wiederum das Wachstum von 
Blutgefäßen (Okamoto et al. 2005). Außerdem demonstrierten Kaplan et al. (2005) an 
Mausversuchen die Beteiligung von hämatopoetischen Progenitorzellen (HPCs) aus dem 
Knochenmark an der prämetastatischen Nischenbildung. Diese hämatopoetischen 
Vorläuferzellen, die den VEGF-Rezeptor-1 exprimieren, schaffen optimale Umgebungs-
bedingungen, sodass sich EPCs und zirkulierende Tumorzellen ansiedeln und Metastasen 
bilden können. Durch Gabe von VEGFR-1-Antikörpern konnte die prämetastatische 
Nischenbildung aufgehoben und eine Metastasierung verhindert werden. 

Obwohl der Vaskulogenese die größte Wichtigkeit während der Embryogenese zukommt, 
deuten immer mehr Hinweise darauf, dass sie auch für das postnatale Gefäßwachstum 
relevant ist. Dieser Vorgang, bei dem im Blut zirkulierende und aus dem Knochenmark 
stammende endotheliale Vorläuferzellen neue Blutgefäße bilden, wird Neovaskulogenese 
genannt. Zunächst konnten Asahara et al. (1997) endotheliale Zellen aus CD34+ bzw. 
VEGFR-2+ mononukleären Zellen aus peripherem Blut erwachsener Menschen isolieren und 
zeigen, dass sich diese bei Mäusen und Kaninchen mit frischen Extremitätenischämien in die 
Wände neovaskularisierender Kapillaren einlagerten. Den Nachweis im menschlichen 
Organismus erbrachten Peichev et al. (2000), indem sie AC133+, VEGFR-2+ und CD34+ 
Zellen aus peripherem Blut isolierten und als zirkulierende EPCs identifizierten. Da der 
Marker AC133 (heute CD133) während der endothelialen Differenzierung verloren geht, 
gelang so die Abgrenzung zu von Gefäßwänden abgeschilferten reifen Endothelzellen. 
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Weitergehend untersuchten sie explantierte linksventrikuläre Unterstützungssyteme, die als 
mechanisches Kunstherz Anschluss an das Gefäßsystem finden und von einer als Neointima 
bezeichneten Endothelschicht besiedelt werden. In dieser Neointima konnten CD133+ EPCs 
identifiziert werden, die sich zu Wachstumsinseln in dem neu entstehenden Endothel 
zusammenschlossen und zu reifen Endothelzellen differenzierten (Peichev et al. 2000). Den 
Verdacht, dass Neovaskulogenese am postnatalen Gefäßwachstum beteiligt ist und dass die 
dazu beitragenden EPCs tatsächlich aus dem Knochenmark stammen, konnten Asahara et 
al. 1999 mit Versuchen an knochenmarktransplantierten Mäusen erhärten. Nach 
Transplantation von beta-Galaktosidase+(lacZ+)-Knochenmark fanden sich lacZ+ EPCs 
integriert in Kapillaren und umgebendem Stroma in Regionen von physiologischer (Ovar) 
und pathologischer (Tumor, Wundheilung, Myokard- und Extremitätenischämie) 
Neovaskularisation. Auf den Menschen übertragen zeigten Gunsilius et al. (2000), dass sich 
nach allogener Knochenmarktransplantation eines CML-Patienten Endothelzellen aus dem 
Spendermark in das vaskuläre Endothel integrierten, da diese Endothelzellen die 
spendertypischen HLA-Antigene jedoch nicht die BCR/ABL-Translokation des Patienten 
aufwiesen. 

Neben diesen EPCs existiert eine weitere Population endothelialer Vorläuferzellen, die 
erstmals 2000 von Lin et al. beschrieben wurde. Charakteristischerweise verfügt sie über ein 
hohes Proliferationspotential und entwickelt sich erst zu einem späten Zeitpunkt aus 
mononukleären Zellen von Blutkulturen, weswegen sie späte EPCs oder auch Outgrowth 
Endothelial Cells (OECs) genannt werden. Sie besitzen außerdem eine hohe angiogene 
Aktivität in vitro und in vivo, wodurch sich OECs menschlichen Ursprungs in Mausmodellen 
in bestehende Gefäßwände integrierten und sogar neue Gefäße ausbildeten (Tura et al. 
2013). Ingram et al. (2004) charakterisierten OECs nach ihrem Potential zu proliferieren und 
Klone zu bilden und stellten so eine neuartige Hierarchie an Vorläuferzellen auf, ähnlich wie 
sie auch bei der hämatologischen Zellreihe beobachtet werden kann. Ein mutmaßlich früher 
Vorläufer konnte aus Nabelschnurvenenblut gewonnen werden. Dieser verfügte, verglichen 
mit den OECs von Erwachsenen, über ein deutlich höheres Proliferationspotential in vitro, 
behielt eine hohe Telomerase-Aktivität und war fähig, sekundäre und tertiäre Kolonien zu 
bilden (Ingram et al. 2004). Der Ursprung der OECs ist gegenwärtig noch ungeklärt, es 
sprechen aber einige Hinweise für eine extramedulläre Herkunft. Bei Patienten mit 
hämatologischen Erkrankungen aus dem myeloproliferativen Formenkreis fehlte die 
krankheitsspezifische Mutation in den OECs, während sie in den übrigen hämatopoetischen 
und medullären Zellen nachgewiesen werden konnte (Otten et al. 2008, Piaggio et al. 2009). 
Eine ähnliche Erkenntnis erlangten Tura et al. (2013), da sie OECs nur aus mononukleären 
Zellen von peripherem oder Nabelschnurblut, nicht aber aus dem Knochenmark oder aus 
dem Knochenmark stammenden Zellen isolieren konnten. Dies und die Tatsache, dass sich 
OECs in vitro nahezu ununterscheidbar von reifen Endothelzellen darstellen (sie stimmen in 
Morphologie, Metabolismus, Expression von Oberflächenantigenen wie CD34+, CD133-, 
CD146+ und Gen- und Proteinexpression überein), deuten auf einen vaskulären Ursprung 
der OECs außerhalb des Knochenmarks hin (Tura et al. 2013). Sogar einen Schritt weiter 
gingen Timmermans et al. (2007), indem sie die Hypothese aufstellten, dass OECs die 
eigentlichen endothelialen Progenitorzellen darstellen. Sie führten Markeranalysen an CD34+ 
Zellpopulationen aus menschlichem Nabelschnurblut und Knochenmark durch und 
bestimmten eine CD34+ VEGFR-2+ CD133- CD45- Zellfraktion als Ursprung der OECs. 
CD133 galt bisher als typischer Marker endothelialer Vorläufer, der während der weiteren 
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Differenzierung zu reifen Endothelzellen verloren geht und nach Peichev et al. auf frühen 
EPCs vorhanden ist (s.o.). Dies grenzt OECs zum einen als eigenständige EPC-Population 
von frühen EPCs und hämatologischen Zellen ab und zeigt zum anderen deren 
phänotypische Ähnlichkeit zu reifen Endothelzellen. 

2.1.4 Angiogenese 
Das Prinzip der Angiogenese wurde erstmals 1787 durch den britischen Chirurgen Dr. John 
Hunter beschrieben, der Revaskularisierung in Rentiergeweihen nach Durchtrennung des 
hauptversorgenden Gefäßes beobachtete (Murley 1984, Hunter 1794). Etwa 150 Jahre 
später wurde der Begriff Angiogenese, abgeleitet von den griechischen Wörtern angeion für 
Gefäß und genesis für Entstehung, durch den Bostoner Pathologen Dr. Arthur T. Hertig 
geprägt, um die Blutgefäßneubildung in der Plazenta von schwangeren Affen zu bezeichnen 
(Hertig 1935). Nach der Geburt ist Angiogenese ein stark herunterregulierter Prozess, der 
physiologisch fast ausschließlich in den weiblichen Reproduktionsorganen während 
Schwangerschaft und Monatszyklus abläuft (Nikitenko und Boshoff 2006, Rumpold et al. 
2004). Zudem kann sie zu Wundheilungs- und Reparaturzwecken reaktiviert werden, da 
Endothelzellen ein Leben lang ihre Teilungsfähigkeit behalten (Fischer et al. 2006). Auf der 
anderen Seite ist dysregulierte Angiogenese mitverantwortlich für eine Reihe von 
Erkrankungen und mittlerweile sind über 70 verschiedene Pathologien bekannt, an denen sie 
beteiligt ist (Carmeliet 2005). Pathognomonisch für diese Krankheitsbilder ist ein 
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenen Stimuli, was zu Störungen dieses 
komplex regulierten Vorganges führt. Verhält sich die angiogene Reaktion überschießend, so 
nennt man dies einen „angiogenen Switch“ (Fischer et al. 2006). Exzessive Angiogenese 
findet sich hauptsächlich bei entzündlichen Krankheiten, wie denen aus dem rheumatischen 
Formenkreis und ophthalmologischen Erkrankungen wie der diabetischen Retinopathie oder 
der altersbedingten Makuladegeneration (Folkman 1995, Mariotti und Maier 2006). Sie spielt 
aber auch eine entscheidende Rolle bei anderen Autoimmunerkrankungen, der 
Neurodegeneration bei Demenz vom Alzheimer- oder Parkinsontyp, der atherosklerotischen 
Plaquebildung und beim Asthma bronchiale (Kirk und Karlik 2003, Vagnucci und Li 2003, 
Barcia et al. 2004, Nakano et al. 2005). Nicht zuletzt ist Blutgefäßneubildung unabdingbar für 
das Tumorwachstum, da Diffusion bei soliden Tumoren ab einer Größe von 1-2 mm3 keinen 
ausreichenden Sauerstoff- und Nährstoffaustausch gewährleisten kann (Folkman 1971). 
Darüber hinaus begünstigt sie neben der Progression auch die Metastasierung eines 
malignen Prozesses (Carmeliet 2005). Ist dahingegen der angiogene Switch unzureichend, 
resultiert dies in endothelialer Dysfunktion mit Blutgefäßfehl- und -rückbildungen bzw. 
verminderter Revaskularisierung und Regeneration des Gewebes (Fischer et al. 2006). 
Führende Beispiele für insuffiziente Angiogenese sind peptische Ulcera, Osteoporose und 
kardiovaskuläre Erkrankungen – wie ischämischer Schlaganfall und koronare Herz-
erkrankung – wovon letztere immer noch die häufigste Todesursache weltweit darstellen 
(Kim et al. 2004, Mariotti und Maier 2006, Fam et al. 2003, WHO 2011). 

Bezüglich des Vorgangs der Angiogenese existieren verschiedene Mechanismen, wobei die 
sprossende von der nicht-sprossenden Angiogenese unterschieden werden kann (Risau 
1997). Ist während der Vaskulogenese zunächst ein primitives vaskuläres Netzwerk 
entstanden, wird es durch Angiogenese in ein komplexes, hierarchisch organisiertes 
Gefäßsystem umgebaut. Dabei sezernieren hypoxische Regionen angiogene Faktoren, 
sodass aktivierte Endothelzellen die Basalmembran und extrazelluläre Matrix proteolytisch 
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abbauen, proliferieren und in Richtung der angiogenen Stimuli perlschnurartig aussprossen 
(Fischer et al. 2006). Es folgt die Lumenbildung und Reifung der neu entstandenen 
Gefäßaussprossungen durch Ausbildung einer neuen Basalmembran und Rekrutierung von 
periendothelialen Zellen wie Perizyten und glatte Muskelzellen (Jośko et al. 2000). Dieser 
Mechanismus beschreibt die sprossende Angiogenese. Die nicht-sprossende Angiogenese 
dahingegen wird auch Intussuszeption bezeichnet, da sich gegenüberliegende Endothel-
wände einstülpen und somit eine Längsspaltung des Gefäßes in zwei kleinere bewirken 
(Carmeliet und Jain 2011a). 

Unter physiologischen Bedingungen stellt Angiogenese einen streng regulierten Vorgang 
dar, der ruhende Endothelzellen anzuregen vermag und das Gefäßbett auf diese Weise 
ständig an die wechselnden Anforderungen des umliegenden Gewebes anpasst. Der 
stärkste Trigger ist ein niedriger extrazellulärer Sauerstoffgehalt. Aber auch andere Hypoxie-
bedingte, metabolische Faktoren wie ein niedriger pH-Wert oder Hypoglykämie können den 
angiogenen Prozess anstoßen (Pugh und Ratcliffe 2003). Dabei verkörpern VEGFs die 
Schlüsselmediatoren der Angiogenese, welche zusammen mit den VEGF-Rezeptoren durch 
Hochregulation der Hypoxie-induzierten Faktoren (HIFs) in Endothelzellen vermehrt 
transkribiert werden (Chung et al. 2010). Die VEGF/ VEGF-Rezeptor-Achse umfasst sieben 
endothelzellspezifische Liganden, die Wachstum und Morphogenese von Blut und 
Lymphgefäßen regulieren: VEGF-A bis -E, PlGF (Placental Growth Factor) und das svVEGF 
(snake venom VEGF). Der bedeutendste Faktor unter ihnen, VEGF-A, wird verkürzt auch nur 
VEGF genannt. Durch alternatives Spleißen entstehen neun verschiedene VEGF-A-
Isoformen, die sich in ihrer Aminosäurenanzahl und somit in ihrer Bindungsfähigkeit an 
Heparansulfat der extrazellulären Matrix unterscheiden (Takahashi und Shibuya 2005). Die 
Mitglieder der VEGF-Familie variieren in ihrer Bindungsaffinität zu den drei Rezeptoren 
VEGFR-1 (Flt1), -2 (KDR) und -3 (Flt4). Biochemisch handelt es sich dabei um 
Rezeptortyrosinkinasen vom Typ III mit einer extrazellulären Immunglobulin-ähnlichen 
Bindungsstelle, einer Transmembrandomäne und einer zytoplasmatischen Kinaseaktivität. 
Die proangiogene Wirkung von VEGF-A wie Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Induktion 
von endothelialer Migration und Proliferation wird vorwiegend über den VEGF-Rezeptor-2 
übermittelt (Wagener und Müller 2009). Doch VEGF-A bindet auch an VEGFR-1, dessen 
Signaltransduktion in die Pathogenese von ischämischen, entzündlichen und karzinogenen 
Zuständen eingebunden ist. VEGFR-3 dagegen übernimmt mit seinen Liganden VEGF-C 
und -D die stärkste Rolle in der Lymphangiogenese. Neben den beschriebenen Rezeptoren 
existieren die zwei VEGF-Co-Rezeptoren Neuropilin 1 und 2, die den Effekt der VEGF-
VEGFR-2-Signalkaskade potenzieren können und während der Embryogenese und 
Tumorangiogenese von Bedeutung sind (Takahashi und Shibuya 2005). Die Abhängigkeit 
der Angiogenese vom VEGF-Signalweg konnte anhand verschiedener Studien mit VEGF-A-, 
VEGFR-1- bzw. VEGFR-2-defizienten Mäusen gezeigt werden. Bei homo- bzw. hetero-
zygotem Genverlust zeigte sich die Entwicklung des vaskulären und hämatopoetischen 
Systems stark gestört, was in allen Fällen zum Abort führte (Shalaby et al. 1995, Ferrara et 
al. 1996). Neben dem VEGF/VEGFR-Signalweg sind jedoch noch zahlreiche andere 
Faktoren und Signalwege an der Regulation der Angiogenese beteiligt. Darunter nehmen die 
FGF (Fibroblast Growth Factor)-Familie und die Angiopoietine mit ihren Rezeptoren Tie1 und 
2 ebenfalls eine wichtige proangiogene Rolle ein, während Endostatin, Angiostatin und 
Vasostatin zu den bedeutendsten antiangiogen wirksamen Faktoren zählen (Jośko et al. 
2000, O’Reilly et al. 1994, O’Reilly et al. 1997). Bis dato konnten mindestens 27 
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verschiedene endogene Angiogenesehemmer identifiziert werden, die entsprechend ihres 
Ursprungs in zwei Gruppen unterteilt werden. Endostatin als C-terminales Spaltprodukt von 
Kollagen XVIII gehört zu den Molekülen, die von größeren Proteinen der extrazellulären 
Matrix und Basalmembran abstammen (Ribatti 2009). Endothelzellspezifisch wirkt Endostatin 
antimigratorisch, antiproliferativ und apoptotisch, indem es u.a. die Bindung von VEGF-A an 
den VEGF-Rezeptor-2 unterbindet (Dhanabal et al. 1999a, Dhanabal et al. 1999b, Dixelius et 
al. 2002). Die zweite, nicht-Matrix-assoziierte Gruppe negativer Regulatoren der 
Angiogenese umfasst Wachstumsfaktoren, Zytokine und Metabolite von Blutgerinnungs-
faktoren. Zu letzteren zählt auch Angiostatin, ein Abkömmling von Plasminogen (Ribatti 
2009). Plasminogen stellt die inaktive Vorstufe der Serin-Protease Plasmin dar, welche im 
Blut zirkuliert und neben seinem Hauptsubstrat Fibrin auch Proteine der extrazellulären 
Matrix um Endothelzellen spaltet. Durch seine ähnliche Struktur blockiert Angiostatin diesen 
Signalweg und hemmt so die Migration von Endothelzellen (Nyberg et al. 2005). Des 
Weiteren bindet Angiostatin direkt an die ATP-Synthase auf Endothelzellen und hat auf 
diesem Wege einen antiproliferativen bzw. apoptotischen Einfluss (Moser et al. 1999). Die 
antiangiogene sowie tumorstatische Wirksamkeit von Endostatin, Angiostatin und weiteren 
endogenen Angiogeneseinhibitoren konnte in zahlreichen in vivo und in vitro Studien belegt 
werden (Sund et al. 2005, O’Reilly et al. 1994, O’Reilly et al. 1996, Ribatti 2009, Kim et al. 
2000). 

2.1.5 Bedeutung der Endothelzellen bei Krebserkrankungen 
Bereits vor ca. 40 Jahren belegte der Chirurg Judah Folkman die Abhängigkeit des 
Tumorwachstums von einer Neovaskularisierung und vermutete darüber hinaus einen 
therapeutischen Wert der Antiangiogenese in der Onkologie (Folkman 1971). In Versuchen 
mit Kaninchen, denen Tumore in die avaskuläre Kornea bzw. die gefäßreiche Retina 
transplantiert wurden, zeigte sich das Ausmaß des Tumorwachstums stark abhängig von der 
Fähigkeit des Tumors, Angiogenese zu induzieren und sich adäquat an das Gefäßbett 
anzuschließen (Gimbrone et al. 1972, Gimbrone et al. 1974). Ohne ausreichenden An-
schluss an das Gefäßsystem starb die Tumormasse zwar nicht ab, verblieb jedoch in einem 
Gleichgewichtszustand zwischen Apoptose der innen gelegenen Zellen und Proliferation der 
Äußeren (Ribatti 2008). 

Getriggert wird der Switch zum angiogenen Phänotyp auf zwei Wegen, die beide zu einer 
Überexpression von VEGF und weiteren proangiogenen Faktoren führen. Zum einen 
aktivieren schlecht vaskularisierte und somit hypoxische Tumorareale den 
Transkriptionsfaktor HIF-1α und zum anderen entwickeln Tumore während der 
Karzinogenese typischerweise Mutationen in Onko- bzw. Tumorsuppressorgenen (Jośko et 
al. 2000, Ferrara und Kerbel 2005). Charakteristischerweise ist die angiogene Kaskade in 
Tumoren anhaltend, befreit von ihrer negativer Rückkopplung und somit nicht 
selbstlimitierend (Chung et al. 2010). 

Neben Vaskulogenese, sprossender und intussuszeptiver Angiogenese sind wachsende 
Tumore befähigt, sich drei weiterer Mechanismen zu bedienen, um ihre Blutversorgung 
sicherzustellen (Carmeliet und Jain 2011a): 1.) Durch vaskuläre Kooption können maligne 
Raumforderungen vorbestehende Gefäße für sich beanspruchen. 2.) Bei einem Phänomen 
namens vaskuläre Mimikry bilden Tumorzellen selbst stellenweise die Gefäßwand. 3.) Und 
schließlich können stammzellähnliche Tumorzellen eine endotheliale Differenzierung 
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einschlagen, was jedoch auf Grund ihres irregulären, ungeordneten Wachstums 
Undichtigkeiten oder Thrombosen begünstigen kann (Wang et al. 2010, Carmeliet und Jain 
2011a). Die während der Tumorangiogenese gebildeten Blutgefäße sind somit in vielerlei 
Hinsicht problematisch, da sie morphologische und charakteristische Besonderheiten 
aufweisen. Sie sind desorganisiert und entbehren der für das Gefäßsystem typischen 
Hierarchie in dem Sinne, als dass sie im Kaliber schwanken, plötzlich abbrechen oder einen 
retrograden Fluss zeigen können. Zudem sind Tumorgefäße hyperpermeabel, d.h. es tritt 
vermehrt Flüssigkeit ins Interstitium aus, sodass der Gewebedruck im Tumor ansteigt. Der 
dadurch abnehmende hydrostatische Druckunterschied zwischen Gefäß und Interstitium 
erschwert den Austritt von Chemotherapeutika und Immunzellen aus der Blutbahn ins 
Tumorgewebe. Andersherum jedoch wird der Flüssigkeitsüberschuss aus dem 
Tumorgewebe vermehrt über die Lymphe abtransportiert, wodurch auch die Tumorzellen zu 
den zunächst regionalen Lymphknoten verschleppt werden. Dies und die Tatsache, dass die 
undichten Blutgefäße eine leichte Eintrittspforte für Tumorzellen in die Blutstrombahn 
verkörpern, begünstigt die Tumormetastasierung (Wagener und Müller 2009). Ein 
sekundärer angiogener Switch ermöglicht dann das exponentielle Wachstum der initial 
schlecht vaskularisierten, ruhenden Mikrometastasen (Poon et al. 2001). Die unreife 
Architektur der Tumorgefäße führt zu einer unregelmäßigen Anbindung einzelner 
Tumorareale an das Gefäßsystem, wodurch ein Mosaik von gut und insuffizient oxigenierten 
Regionen entsteht. Die vermehrte Hypoxie wiederum hält einen Teufelskreis aus 
Neoangiogenese und zunehmender vaskulärer Insuffizienz aufrecht (Ziyad und Iruela-Arispe 
2011). Sie triggert außerdem neben Angiogenese auch das invasive Wachstum 
sauerstoffminderversorgter Tumorzellen hin zu besser vaskularisierten Regionen 
(Pennacchietti et al. 2003) und stellt einen natürlichen Selektionsfaktor dar, der das 
Überleben und die Expansion von resistenteren, den hypoxischen Stress tolerierenden 
Tumorzellklonen favorisiert. Diese aggressiveren neuen Klone, die meist auch weniger 
strahlensensibel sind, haben dann die besten Voraussetzungen, der dominante Tumorzelltyp 
zu werden (Potente et al. 2011, Höckel und Vaupel 2001). Zusammengefasst stimulieren 
Hypoxie, Azidose und interstitielle Hypertonie als Resultat einer irregulären Gefäßstruktur 
und -funktion invasives Wachstum, maligne Progression und Metastasierung eines 
Primärtumors und vermindern außerdem die Wirksamkeit der konventionellen Krebstherapie 
(Carmeliet und Jain 2011b). Abbildung 3 veranschaulicht die Bedeutung der Angiogenese in 
den verschiedenen Stadien der Tumorprogression. 

Darüber hinaus haben Endothelzellen perfusionsunabhängige Funktionen und sind befähigt, 
organspezifische vaskuläre Nischen zu präparieren (Carmeliet und Jain 2011a). Butler et al. 
(2010) konnten nachweisen, dass Endothelzellen während der Embryogenese in wachsende 
Organe migrieren und selbst in Abwesenheit eines Blutflusses die Organogenese fördern. 
Durch parakrine Sekretion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen stimulieren sie aktiv 
Stamm- und Vorläuferzellen und schaffen optimale Umgebungsbedingungen für die 
Expansion des Tumors. Dieses komplexe Zusammenspiel zwischen Krebs- und 
Endothelzellen ist nicht nur auf die Pathogenese von soliden Tumoren beschränkt, sondern 
wird auch zunehmend bei hämatologischen Erkrankungen beobachtet. Neoangiogenese 
läuft bei hämatologischen Malignomen im Knochenmark ab, woran sich zusätzlich Perizyten, 
Fibroblasten, EPCs, dendritische Zellen und die extrazelluläre Matrix beteiligen (Li et al. 
2008). Als morphologisches Korrelat dieser Neoangiogenese bei hämatologischen 
Erkrankungen konnten in zahlreichen Studien eine vermehrte Mikrogefäßdichte sowie Über- 
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Abbildung 3. Angiogenese in den einzelnen Stadien der Karzinogenese 

Angiogenese ist essentiell für die Progression eines Malignoms und beteiligt an der initialen Tumorbildung bis zum finalen 
Stadium der Metastasenausreifung (entnommen aus Pang und Poon 2006b). 

expression angiogener Faktoren wie VEGF, VEGFR-1 und -2, FGF-2, Angiopoietine und 
HIF-1α im Knochenmark beobachtet werden, was jeweils mit einer negativen Prognose 
korrelierte (Schmidt und Carmeliet 2011, Dong et al. 2007). Durch Inhibition der 
Angiogenese können nicht nur maligne Zellen von ihrer Sauerstoff- und Nährstoffzufuhr 
abgeschnitten werden, sondern auch die parakrinen und autokrinen Wechselwirkungen 
zwischen vaskulärer Nische und Tumorzellen im Knochenmark gestört werden (Li et al. 
2008). 

2.1.6 Antiangiogene Therapie bei Krebserkrankungen 
Die Angiogenese stellt einen geeigneten therapeutischen Angriffspunkt in der Tumortherapie 
dar. Verglichen mit der zytotoxischen Chemotherapie ist ein medikamentöses Eingreifen an 
dieser Stelle relativ komplikationsarm, da physiologische Angiogenese beim Erwachsenen 
nur in sehr geringem Maße stattfindet (Pang und Poon 2006a). Zu einem gegebenen 
Zeitpunkt befindet sich unter physiologischen Bedingungen lediglich eine von 10.000 
Endothelzellen in der Zellteilung (Wagener und Müller 2009). Außerdem macht man es sich 
zu Nutze, dass Tumorgefäße im Gegensatz zum normalen Gefäßsystem stark 
wachstumsfaktorabhängig sind. Da dem VEGF-Signalweg hier am meisten Bedeutung 
beigemessen wird, interferieren die meisten der zehn bisher erprobten Angiostatika direkt 
oder indirekt in diesem (Jain 2013). Der zuerst zugelassene VEGF-Inhibitor war der 
monoklonale Anti-VEGF-Antikörper Bevacizumab (Meadows und Hurwitz 2012). In 
Kombination mit Chemo- oder Zytokintherapie ist er zugelassen für die Therapie von 
verschiedenen fortgeschrittenen Tumoren in der metastatischen Phase oder im Rezidiv. 
Darüber hinaus zeigen die kleinmolekularen Tyrosinkinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib, 
Pazopanib und Vandetanib eine relativ starke Affinität für die drei VEGF-Rezeptoren und 
finden Zulassung für eine Reihe weiterer Malignome (Potente et al. 2011). Anti-VEGF-
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Therapie in murinen und humanen Studien der letzten Jahre hat die klinische Bedeutung 
einer vaskulären Normalisierung belegt, da sie die Tumorgefäßperfusion erhöht, 
Tumorhypoxie vermindert, den Transport von systemisch applizierten Tumortherapeutika 
begünstigt und die Strahlensensibilität verbessert (Huang et al. 2013). Dabei korrelierte der 
Grad der Gefäßnormalisierung bzw. eine erhöhte Tumordurchblutung mit der Länge des 
progressionsfreien Intervalls und der Überlebensrate (Jain 2013). Diese Ergebnisse konnten 
erst kürzlich durch Sorensen et al. (2012) und Emblem et al. (2013) manifestiert werden, die 
bei Respondern des kleinmolekularen Tyrosinkinaseinhibitors Cediranib unter Glioblastom-
Patienten ein verlängertes Gesamtüberleben aufzeigten. Des Weiteren und besonders in 
Kombination mit der Immuntherapie versprechen sich Huang et al. (2013) durch Blockade 
des VEGF-Signalwegs eine Steigerung der antitumoralen Immunität. Dies könnte einerseits 
durch einen verbesserten intratumoralen Transport von immunogenen Zellen, durch 
Milderung des Hypoxie-bedingten immunsuppressiven Tumormilieus oder andererseits durch 
Neutralisierung der systemischen immunsuppressiven Funktion von VEGF realisiert werden 
(Huang et al. 2013). 

Neben dem VEGF-Signalweg sind nun auch weitere proangiogene Faktoren in den Fokus 
der antiangiogenen Therapie gerückt (Huang et al. 2013). Antikörper oder kleinmolekulare 
Inhibitoren gegen PlGF, PDGF (Platelet-derived Growth Factor), Angiopoietine, deren 
Rezeptoren und Integrine scheinen auch einen gewissen Grad des Tumorgefäß-
Remodellings zu erreichen (Goel et al. 2011). 

So schnell die erste gefäßnormalisierende Wirkung bei Respondern in den bisherigen 
antiangiogenen Ansätzen einsetzt – sie ist in einem Intervall vom ersten Tag bis zu vier 
Monaten nach Beginn der Therapie nachweisbar – so moderat ist das Patientenoutcome 
hinsichtlich der Steigerung des Gesamtüberlebens (Jain 2013). Der transiente Charakter des 
antiangiogenen Effekts der bisherigen Therapien lässt mehrere Erklärungen zu: 1.) Ein zu 
potentes oder zu hoch dosiertes Agens kann das angiogene Gleichgewicht zu Gunsten der 
Inhibition verschieben, was zu einer exzessiven Gefäßreduktion und somit erneutem 
Hypoxieanstieg inklusive der oben beschriebenen Konsequenzen führt. 2.) Bei Blockierung 
der Neoangiogenese kann sich der Tumor außerdem alternativer Rekrutierungs-
mechanismen von Blutgefäßen wie der vaskulären Kooption bedienen. 3.) Weiterhin 
begünstigt die andauernde Antiangiogenese den Selektionsdruck des Tumors hin zu VEGF-
unabhängigen proangiogenen Signalwegen oder zu Tumorzellklonen, die durch genetische 
Variation resistent gegen die spezifische Anti-VEGF(R)-Therapie sind (Potente et al. 2011, 
Jain 2013). Um Resistenzen zu vermeiden und additive bzw. synergistische Antitumoreffekte 
zu erzielen, muss die Antiangiogenese sowohl in verschiedene Signalwege eingreifen als 
auch mit der konventionelle Radio- und/oder Chemotherapie kombiniert werden (Nikitenko 
2009). Zu diesem Zwecke ist die Entwicklung von zusätzlichen, VEGF-unabhängigen 
antiangiogenen Therapeutika unerlässlich, sodass in ihrer Kombination ein breiteres 
Wirkspektrum erzielt wird (Potente et al. 2011). 

2.2 Der Hedgehog-Signalweg 
Das Hedgehog (Hh)-Gen wurde 1980 von den Entwicklungsbiologen Christiane Nüsslein-
Volhard und Eric Wieschaus im Rahmen ihrer Analyse von embryonal letalen Mutanten der 
Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert (Nüsslein-Volhard und Wieschaus 1980). 
Für ihre Erkenntnisse über die genetische Kontrolle der frühen Embryogenese erhielten sie 
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1995 zusammen mit Edward B. Lewis den Nobelpreis für Medizin. Seitdem ist der 
Hedgehog-Signalweg in den Fokus der Forschung gerückt und es zeigte sich, dass er auch 
essentiell die embryonale Entwicklung der inneren Organe, Extremitäten, des ZNS (zentrales 
Nervensystem) und des hämatopoetischen und vaskulären Systems von Vertebraten 
reguliert (Riobo und Manning 2007). Postnatal nimmt seine Aktivität zwar ab, spielt jedoch 
noch eine entscheidende Rolle in der Proliferation, Differenzierung und Expansion von 
Stamm- und Vorläuferzellen physiologischerweise während Aufrechterhaltung, Regeneration 
und Heilung von Geweben (Irvine und Copland 2012). So führen Störungen in der Hh-
Signaltransduktion zu kongenitalen Dysmorphien wie einer Holoprosencephalie, während 
viele Krebsentitäten wie das Basalzellkarzinom und eine Reihe hämatologischer Malignome 
mit einer übermäßigen Aktivierung des Hh-Signalwegs assoziiert sind (Yang et al. 2010). 

Namensgebend für die Hh-Signalkaskade sind die drei Liganden Sonic (Shh), Indian (Ihh) 
und Desert (Dhh) Hedgehog, welche eine ähnliche Struktur aufweisen, sich jedoch durch 
ihre Gewebsspezifität unterscheiden. Shh als der bedeutendste Vertreter unter ihnen 
kontrolliert die Entwicklung von embryonalen Geweben. Ihh beeinflusst die frühe 
Hämatopoese im Knochenmark und anderem blutbildenden Gewebe. Und Dhh wird in 
Hoden und dem Nervensystem gebildet (Irvine und Copland 2012). Das Hedgehog-Protein 
wird als inaktive Vorstufe sekretiert und durch Spaltung und weitere Modifikationen in das 
aktive 19-kDa große N-terminale Hh-Fragment überführt. Dabei wird im Zielgewebe ein Hh-
Konzentrationsgradient aufgebaut, dessen jeweilige Höhe die Kombination der 
transkribierten Gene bestimmt. Autokrin und parakrin binden die Hh-Liganden an die 12-
spannigen Transmembranrezeptoren Patched (Ptch) 1 und 2, deren Bindung durch hohe 
Calciumkonzentrationen und die drei bei Vertebraten bekannten Co-Rezeptoren Cdo (Cell 
adhesion molecule downregulated by oncogenes), Boc (Brother of Cdo) und Gas1 (Growth 
arrest-specific gene 1) potenziert wird (Robbins et al. 2012). Ptch ist ein negativer Regulator 
des Hh-Signalwegs und hemmt in Abwesenheit von Hh den bedeutendsten positiven Faktor 
Smoothened (Smo). Der genaue Mechanismus ihrer Interaktion ist bislang noch unklar, es 
wird aber von einer indirekten Signalweiterleitung über kleinere Moleküle wie Oxysterole 
ausgegangen (Irvine und Copland 2012). Smo ist ein Typ III Rezeptor mit sieben 
Transmembranhelices und gekoppeltem, inhibitorischen G-Protein. Da Hh die Aktivität 
seines Rezeptors hemmt, führt die Bindung von Hh an Ptch zur Dysinhibition von Smo, 
welches dann in seiner phosphorylierten, dimerisierten und aktiven Form in die Zellmembran 
des primären Ziliums eingebaut wird (Robbins et al. 2012). Das primäre Zilium ist eine 
Mikrotubuli-basierte Zellausstülpung, die als Zellorganell von Wirbeltieren den Hh-Signalweg 
organisiert und verstärkt (Chen und Jiang 2013). In diesem Organell steuert Smo eine 
komplexe Signalkaskade, die schließlich zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Gli 
(Glioma associated oncogene) 1, 2 und 3 führt. Die drei Homologe der Gli-Familie gehören 
zu den Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren und regulieren in ihrer spezifischen Kombination die 
Expression von Genen, die an Embryogenese und adulter Gewebehomöostase beteiligt 
sind. Dabei existieren drei Zustandsformen der Gli-Proteine, die sich in ihrer Aktivität und 
Stabilität unterscheiden. In Abwesenheit von Hh liegen vorwiegend die full-length Form 
(GliFL) mit niedriger intrinsischer Aktivität und die proteolytisch prozessierte Form (GliR) mit 
hemmender Funktion vor. Unter Hh-Stimulation dahingegen wird GliFL nicht mehr zu GliR 
abgebaut, sondern zum aktiven, wenngleich auch weniger stabilen, GliA modifiziert. Von 
Bedeutung ist dabei SuFu (Supressor of Fused), das bei inaktivem Hh-Signalweg einen 
Komplex mit GliFL eingeht, der den Abbau zu GliR einleitet. Unter den drei homologen 
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Proteinen hat Gli1 ausschließlich Einfluss auf die Induktion der Transkription, Gli2 stellt den 
hauptsächlichen Transkriptionsaktivator (GliA) dar und Gli3 fungiert als der hauptsächliche 
Transkriptionsrepressor (GliR) (Robbins et al. 2012). Die Signalweiterleitung von Smo auf die 
Gli-Proteine kann noch nicht vollends nachvollzogen werden, jedoch scheint ein bestimmtes 
Phosphorylierungsmuster das Schicksal der Transkriptionsfaktoren zu bestimmen, sodass 
entweder proteolytische Prozessierung, Ubiquitinierung und der Abbau im Proteasom oder 
Modifikation in die aktive Form folgen. Dies kann Smo auf einem G-Protein-abhängigen Weg 
erreichen – indem es die Adenylatcyclase hemmt, die zelluläre cAMP-Konzentration senkt 
und dadurch die Proteinkinase A (PK A) inaktiviert – oder durch Regulation der Stabilität 
eines Proteinkomplexes im primären Zilium, welcher Gli bindet und modifiziert. Beteiligt an 
diesem Komplex ist das Gerüstprotein Kif7 (Kinesin family member 7), welches den 
Transport von GliFL in das primäre Zilium und seine Interaktion mit den Kinasen PK A, GSK3 
(Glycogen synthase kinase 3) und CK1 (Casein kinase 1) ermöglicht (Chen und Jiang 2013). 
In Abbildung 4 wird der Hh-Signalweg in Vertebraten schematisch veranschaulicht. 

Abbildung 4. Der Hedgehog-Signalweg 

 

Links: In Abwesenheit der Hedgehog-Proteine ist der Signalweg inaktiviert. Ptch ist in der Zellmembran lokalisiert und verhindert 
den Einbau des Rezeptors Smo. Durch die Inaktivität von Smo kann an SuFu gebundenes GliFL mit Hilfe von Kif7 ins primäre 
Zilium transportiert, von den Kinasen GSK3, PK A und CK1 phosphoryliert und anschließend proteolytisch gespalten werden. 
Das entstandene GliR gelangt in den Zellkern und reprimiert die Transkription der Hh-Zielgene. Rechts: Die Bindung des 
Hedgehog-Liganden an seinen Rezeptor Ptch führt zu seiner Internalisierung in Vesikeln, wodurch die Hemmung von Smo 
entfällt, sodass es in die Membran des primären Ziliums transloziert wird. Unter anderem G-Protein-vermittelt bewirkt Smo die 
Dissoziation des SuFu-GliFL-Komplexes. GliFL kann nicht mehr phosphoryliert und abgebaut werden, akkumuliert im primären 
Zilium und wird zum potenten Transkriptionsaktivator GliA modifiziert. Dieser gelangt in den Nukleus und nimmt so Einfluss auf 
Zellzyklus, Apoptose und Differenzierung einer Zelle (entnommen aus Robbins et al. 2012). 

Ist der Hedgehog-Signalweg erst einmal erfolgreich initiiert, moduliert ein vielfältiges System 
aus Feedback, Feedforward und Crosstalk Mechanismen seine Aktivität (Robbins et al. 
2012). Das durch die Gli-Proteine geprägte Expressionsmuster stellt nur ein Beispiel dafür 
dar. So reguliert GliA die Expression von Hh-Downstream-Molekülen wie Gli1, Ptch 1 und 2 
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hoch und induziert somit positive als auch negative Rückkoppelungsprozesse (Irvine und 
Copland 2012). 

Neben diesem klassischen Hedgehog-Signalweg, der über die Moleküle Hh, Ptch, Smo und 
Gli Einfluss auf den Zellzyklus nimmt, existieren zwei Arten nicht-kanonischer Hh-
Signalwege, die entweder Smo- oder Gli-unabhängig agieren (Robbins et al. 2012). Zur 
ersten Gruppe zählt u.a. die proapoptotische Funktion des „dependence Rezeptors“ Ptch 1, 
der über einen Multiproteinkomplex den Zelltod induzieren kann, wenn die als 
Überlebensfaktoren fungierenden Hh-Proteine nicht an ihn gebunden sind. Außerdem 
reguliert Ptch 1 Hh-abhängig die zelluläre Lokalisation von Cyclin B1, welches den Zellzyklus 
am G2-Kontrollpunkt steuert. Dabei führt die Bindung von Hh an Ptch 1 zur Dissoziation 
seines Komplexes mit Cyclin B1, sodass das Cyclin in den Zellkern gelangen und die Mitose 
einleiten kann (Jenkins 2009). Darüber hinaus scheint es eine alternative Aktivierung der Gli-
Transkriptionsfaktoren zu geben, die weder von Hedgehog noch von Smoothened 
beeinflusst wird. Das Protoonkogen Ras und der Transforming-Growth-Factor-β (TGF-β)-
Signalweg scheinen jeweils downstream von Smo in den Hh-Signalweg einzugreifen und so 
die Expression von Gli zu stimulieren (Lauth und Toftgård 2007). Zu den nicht-kanonischen 
Hh-Signalwegen Typ II gehört die Hh-abhängige Aktivierung von zellulären G-Proteinen der 
Familie Rho durch Smoothened. In Endothelzellen, Fibroblasten und Neuronen stimulieren 
so die kleinen GTPasen RhoA (Ras homolog gene family, member A) und Rac1 über 
Induktion von intrazellulären Calcium-Spikes und Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts die 
Migration dieser Zellen (Robbins et al. 2012). In Abbildung 5 wird die Wirkung von Hh auf 
sein Signalnetzwerk vereinfacht dargestellt. Es bleibt zu beachten, dass trotz der 
Vielfältigkeit der nicht-kanonischen Prozesse des Hh-Signalwegs diese hauptsächlich der 
Regulation und Modifikation des kanonischen Wegs dienen (Jenkins 2009). 

Abbildung 5. Das Hedgehog-Signalnetzwerk 

 

Die Bindung von Hh an Ptch reguliert den herkömmlichen (kanonischen) und die alternativen (nicht-kanonischen) Hh-
Signalwege. Während ersterer die Hh-Signaltransduktion über die Moleküle Ptch, Smo, Gli und zum Teil inhibitorische G-
Proteine vermittelt, umfasst der nicht-kanonische Hh-Signalweg Typ I ausschließlich den Rezeptoren Ptch und der nicht-
kanonische Hh-Signalweg Typ II außerdem Smo und kleine Gi-Proteine (entnommen aus Robbins et al. 2012). 
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2.2.1 Der Hh-Signalweg in der Angiogenese 
Der Hedgehog-Signalweg nimmt eine zentrale Rolle in der sachgemäßen Entwicklung des 
vaskulären Systems ein. Sowohl eine übermäßige Aktivierung als auch eine Inhibition des 
Hh-Signalwegs über Ptch 1- bzw. Smo-Knockout in Mausembryos führt schon früh zu letalen 
Störungen in der Vaskulogenese (Moran et al. 2012). Angioblasten und Endothelzellen 
einschließlich HUVECs besitzen ein primäres Zilium (Chinchilla et al. 2010) und exprimieren 
die Rezeptoren des Hh-Signalwegs Ptch 1, 2 und Smo (Vokes et al. 2004). Vokes et al. 
(2004) konnten zeigen, dass Shh einen direkten Einfluss auf murine Endothelzell-Kulturen 
ausübt, indem es VEGF-unabhängig die Bildung von gefäßähnlichen Strukturen induziert. 
Des Weiteren konnten Hochman et al. (2006) einen direkten und Gli-abhängigen 
promigratorischen Effekt von Shh auf murine embryonale Endothelzellen nachweisen, was 
Asai et al. (2006) bestätigten, indem sie demonstrierten, dass Shh direkt die Proliferation, 
Adhäsion, Migration und Tubulogenese von EPCs fördert. Über die Vaskulogenese hinaus 
ist der Hh-Signalweg auch essentiell an der embryonalen Angiogenese beteiligt und reguliert 
die Anastomosenbildung von intersegmentalen Ästen der Aorta als eine der frühesten 
Formen der Angiogenese (Moran et al. 2012). Weiterhin konnte die Bedeutung des Hh-
Signalwegs für die vaskuläre Entwicklung des Dottersacks in verschiedenen Studien belegt 
werden. Byrd et al. (2002) legten Kulturen von murinen Embryonalstammzellen an, die sie 
aus Ihh-/- bzw. Smo-/- Blutinseln des Dottersacks gewannen und beobachteten eine gestörte 
Vaskulo- und Angiogenese. Nagase et al. (2006) spezifizierten diesen Versuch und zeigten 
eine reine Störung der Angiogenese des Dottersacks durch Behandlung von ex vivo Kulturen 
ganzer Mausembryonen mit den direkten Smo-Inhibitoren Cyclopamin und Jervin zu einem 
Zeitpunkt nachdem bereits Vaskulogenese stattgefunden hatte. Postnatal wird der Hh-
Signalweg nach Gewebsverletzung und -ischämie reaktiviert. Über eine de novo Expression 
von Shh wird sowohl Angiogenese als auch die Regeneration des betroffenen Gewebes 
induziert, was bisher für Muskel, Herz, Haut, Knochen, Korneaepithel und periphere sowie 
zentrale Nerven nachgewiesen werden konnte (Straface et al. 2009). Essentiell an diesem 
Vorgang beteiligt ist die Gli-abhängige Rekrutierung, Proliferation und Migration von 
endothelialen Vorläuferzellen (Renault et al. 2009). 

Dahingegen unterstützen andere Studien die Hypothese, dass Hh nicht direkt mit 
Endothelzellen interagiert, sondern vielmehr perivaskuläres Gewebe stimuliert, welches über 
die Sekretion von proangiogenen Faktoren Einfluss auf Entwicklung und Proliferation der 
gefäßbildenden Zellen nimmt. Grund zu dieser Annahme sehen Moran et al. (2012) in zwei 
Versuchsreihen: 1.) Nach Stimulation von Endothelzellen mit Shh konnte weder eine Ptch 1- 
noch Gli1-Überexpression nachgewiesen werden, die als Zielgene des konventionellen Hh-
Signalwegs und somit als dessen Indikator dienen. 2.) Während Mäuse mit einer globalen 
Smo-Defizienz an schweren vaskulären Störungen versterben, sind Mäuse mit 
ausschließlichem Smo-Knockout in den Endothelzellen überlebensfähig. In diesem Sinne 
konnten Coultas et al. (2010), Lawson et al. (2002) und Pola et al. (2001) zeigen, dass die 
VEGF-, Notch- und Ang-Signalwege dem Hh-Signalweg nachgeschaltet sind und Shh auf 
diese Weise sekundär seinen angiogenen Effekt ausüben kann. 

Da in der gegenwärtigen Literatur sowohl direkte als auch indirekte Effekte von Shh auf 
Endothelzellen beschrieben werden, ist es denkbar, dass beide Mechanismen parallel 
nebeneinander existieren und je nach Zeitpunkt in Vaskulo- und Angiogenese aktiviert 
werden (He et al. 2013, Nagase et al. 2008, Byrd und Grabel 2004). Auch Chinchilla et al. 
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(2010) vermuten ein komplexes Zusammenspiel von direkten und indirekten Effekten der Hh-
Proteine auf Endothelzellen. Initiiert würde der angiogene Prozess so durch die direkte 
Stimulation der nicht-kanonischen Hh-Signalwege in Endothelzellen. In einem zweiten Schritt 
aktivierten dann Hh-Proteine den Gli-abhängigen Hh-Signalweg in perivaskulären 
Fibroblasten, wodurch die Endothelzellen sekundär über die Sekretion von proangiogenen 
Faktoren wie VEGF und Ang-1 und -2 zu Proliferation, Migration und Reifung angeregt 
würden. 

2.2.2 Der Hh-Signalweg bei Krebserkrankungen 
Es ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen gesteigerter Hedgehog-Signalweg-Aktivität 
und der Karzinogenese beschrieben, insbesondere vor dem Hintergrund, dass der 
Signalweg physiologischerweise die Expression von Downstream-Genen für Zellschicksal, 
Überleben und Wachstum kontrolliert. Aktiviert wird der Signalweg in den verschiedenen 
Tumorentitäten auf folgenden drei Wegen (Scales und Sauvage 2009). 

In Typ I Tumoren sind Mutationen in Komponenten des Hh-Signalwegs für eine Liganden-
unabhängige und somit konstitutive Aktivierung verantwortlich (Li et al. 2011). Ptch 1 als 
hauptsächlicher negativer Regulator des Signalwegs wurde erstmalig als Tumor-
suppressorgen klassifiziert: Johnson et al. und Hahn et al. konnten 1996 simultan das 
Ptch 1-Gen isolieren und verschiedene loss of function Mutationen mit dem Basalzellnävus-
Syndrom in Verbindung bringen. Dieses hereditäre Syndrom, auch Gorlin-Goltz-Syndrom 
genannt, wird autosomal-dominant vererbt und zeichnet sich durch die schon frühe 
Entwicklung zahlreicher Basalzellkarzinome (BCCs) und weiterer maligner Neoplasien wie 
Medulloblastome und Rhabdomyosarkome aus (Lo Muzio 2008). Sporadische Basalzell-
karzinome sind in fast allen Fällen ebenfalls auf eine gesteigerte Hh-Aktivität entweder durch 
loss of function im Tumorsuppressorgen Ptch 1 und/oder durch gain of function Mutationen 
im Protoonkogen Smo zurückzuführen. Des Weiteren sind über ein Viertel der sporadischen 
Medulloblastome und Rhabdomyosarkome ebenfalls mit einem Verlust der Heterozygotie 
bzw. inaktivierenden Mutationen in den beiden negativen Regulatoren des Hh-Signalwegs 
Ptch 1 und SuFu assoziiert (Scales und Sauvage 2009). Neben Smo stellen auch die Gli-
Transkriptionsfaktoren potente Onkogene dar. So wurde Gli1 bereits 1987 durch Kinzler et 
al. als amplifiziertes und überexprimiertes Gen in humanen Gliom-Zellreihen identifiziert, was 
ihm den Namen „Glioma associated oncogene“ verliehen hat. 

Bei der Typ II Aktivierung des Hh-Signalwegs überexprimieren Tumorzellen den Hh-
Liganden und stimulieren auf diese Weise autokrin bzw. juxtakrin ihr eigenes Wachstum, 
Invasivität und Überleben. Eine Hh-Überexpression konnte bereits in Malignomen von 
Lunge, Pankreas, Prostata, Brust, Haut, dem oberen und unteren Gastrointestinaltrakt sowie 
bei Leukämien nachgewiesen werden (Scales und Sauvage 2009, Lin und Matsui 2012). 

Typ III Tumore sekretieren Hh-Proteine für eine parakrine Aktivierung des umgebenden 
Stromas, welches wiederum Gli-abhängig Wachstums- und Überlebensfaktoren für den 
Tumor bereitstellt. Dies konnte bereits in Prostata-, Pankreas- und Kolonkarzinomen des 
Menschen gefunden werden. Über das parakrine Modell präpariert der Tumor also seine 
eigene Mikroumgebung und fördert Shh-vermittelt seine weitere Progression (Scales und 
Sauvage 2009). Neben mesenchymalen Zellen wirkt das überexprimierte Shh auch auf 
Endothelzellen, indem es die Motiliät und Tubulogenese fördert, sodass außerdem 
Angiogenese, Lymphangiogenese und Metastasierung des Tumors vorangetrieben werden 
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(Bailey et al. 2009). Dementsprechend wiesen auch Geng et al. (2007) einen direkten 
proliferativen Effekt von Shh auf HUVECs in vitro nach, welcher durch Cyclopamin 
vollständig antagonisiert werden konnte und dokumentierten eine signifikante Reduktion des 
Tumorgefäßbettes in Gefäßdichte und -permeabilität durch Hh-Antagonisierung in einem in 
vivo Melanom-Modell. Die Bedeutung der Hh-Signaltransduktion für die Tumorangiogenese 
wurde außerdem durch Yamazaki et al. (2008) verdeutlicht, da von Pankreaskarzinomzellen 
stammendes Shh die angiogene Funktion von EPCs induzierte. 

Dem reversen parakrinen Modell entsprechend erhalten Typ IIIb Tumorzellen das 
aktivierende Hh-Signal von Stromazellen in der Tumormikroumgebung, was bisher in 
hämatologischen Malignomen wie dem B-Zell-Lymphom, Multiplem Myelom und Leukämien 
beobachtet werden konnte (Scales und Sauvage 2009). 

Ein alternatives Konzept nimmt eine Relevanz des Hh-Signalwegs für die Aufrechterhaltung 
von Tumorstammzellen an (Scales und Sauvage 2009). Clement et al. (2007) zeigten, dass 
Tumorstammzellen in Gliomen vorhanden sind und gleichzeitig der kanonische Hh-
Signalweg die Expression von Stammzellgenen und die typische asymmetrische Teilung 
dieser Zellpopulation reguliert. Gemäß der Tumorstammzell-Hypothese besitzen einige 
wenige, multipotente Ursprungszellen innerhalb des Malignoms die Fähigkeit, jede 
Tumorzell-Subpopulation hervorzubringen. Das Selbsterneuerungspotential und die hohe 
Strahlen- und Chemoresistenz dieser Tumorstammzellen werden dabei für Rezidive nach 
Therapie verantwortlich gemacht (Visvader und Lindeman 2008). Die Entwicklung von 
Therapien, die in den Metabolismus von Tumorstammzellen eingreifen – wie Hh-Signalweg-
Antagonisten – ist folglich essentiell für eine erfolgreiche Remission. 

2.2.3 Der Hh-Signalweg als therapeutischer Angriffspunkt bei 
Krebserkrankungen 

Die beschriebene Dysregulation von Mitgliedern des Hh-Signalwegs bei Karzinogenese und 
Tumorangiogenese ließen den Hh-Signalweg in den Fokus der Antitumortherapie rücken. 
Gegenwärtig befinden sich acht verschiedene Hh-Inhibitoren, die allesamt Smo angreifen, in 
klinischer Erprobung. Das am meisten eingesetzte Präparat unter ihnen stellt der Smo-
Inhibitor GDC-0449 (Vismodegib) dar, der in 44 verschiedenen Phase-I- und -II-Studien 
fortgeschrittener Tumore eingesetzt wird (Ng und Curran 2011). In einer initialen Phase-I-
Untersuchung von 68 Patienten mit therapierefraktären, soliden Tumoren besaß Vismodegib 
ein akzeptables Sicherheitsprofil und Antitumor-Aktivität in BCCs und Medulloblastomen 
(NCT00968981) (Ruch und Kim 2013). In einer anschließenden Phase-II-Studie zeigte sich 
ein krankheitsstabilisierender Effekt von Vismodegib auf 96 Patienten mit fortgeschrittenem 
Basalzellkarzinom (NCT00833417). Eine randomisierte Phase-II-Doppelblindstudie mit 36 
Gorlin-Goltz-Syndrom-Patienten stellte sogar die Placebokontrolle aufgrund signifikanter 
Unterschiede in der Anzahl neuer und der Größe bestehender BCCs ein (NCT00957229) 
(Lin und Matsui 2012). Auf Basis dieser Daten wurde Vismodegib 2012 für die Behandlung 
von fortgeschrittenen BCCs durch die FDA (United States Food and Drug Administration) 
zugelassen (Sandhiya et al. 2013). Ein weiterer potenter Smo-Inhibitor ist PF-04449913, auf 
den alle 49 Patienten mit verschiedenen hämatologischen Malignomen in einer Phase-I-
Studie ansprachen (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00953758). Das Ansprechen auf PF-
04449913 reichte von einer hämatologischen Normalisierung über den Verlust der 
pathognomonischen Mutation bis zur kompletten Remission (Jamieson et al. 2011, Lin und 
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Matsui 2012). Weitere vielversprechende Smo-Inhibitoren mit antitumoralen Effekten in vitro 
und in vivo stellen die ebenfalls oral verfügbaren BMS-833923, IPI-926 (Saridegib), LDE225, 
TAK-441, LY2940680 und LEQ-506 dar, die sich momentan in der klinischen Erprobung 
verschiedener maligner Indikationen befinden (Pimentel et al. 2013). Da der Hh-Signalweg 
jedoch auch an einigen physiologischen Prozessen während Embryogenese, Entwicklung 
und Regeneration beteiligt ist, kann eine medikamentöse Hemmung des Signalwegs neben 
den angestrebten Tumorzellen und umgebendem Stroma zusätzlich auch in die Homöostase 
der übrigen Körperzellen eingreifen. Die bisher dokumentierten unerwünschten 
Nebenwirkungen sind verhältnismäßig selten und schwach ausgeprägt und umfassen 
hauptsächlich Übelkeit, Erschöpfung, Haarverlust, Muskelspasmen und Geschmacks-
störungen. Da jedoch eine Hh-Signalweg-Inaktivierung in jungen Mäusen schwerwiegende 
und permanente skelettale Defekte hervorbrachte, ist bei der Zulassung einer solchen 
Therapie für Medulloblastome bei Kindern hinsichtlich Skelett- und ZNS-Entwicklung 
besondere Vorsicht geboten (Ng und Curran 2011). 

Obwohl die initiale Effektivität der Smo-Inhibitoren vielversprechend erscheint, sind Fälle von 
anschließenden Rezidiven unter Smo-Blockade in murinen und humanen Untersuchungen 
beobachtet worden, die auf die Ausbildung einer sekundären Resistenz zurückzuführen sind. 
Bekannte Resistenzmechanismen umfassen Punktmutationen in der Medikamenten-
bindungsstelle von Smo, Signalwegaktivierung downstream von Smo u.a. durch 
Amplifikation von Gli2 oder Hh-Zielgenen oder Hochregulation von Signalwegen, die mit Hh 
interagieren wie PI3K (Lin und Matsui 2012). Um diesen Resistenzentwicklungen 
entgegenzuwirken bzw. aberrante Hh-Aktivität downstream von Smo zu blockieren, befinden 
sich mittlerweile weitere Präparate in der präklinischen Prüfung, die gegen Downstream-
Moleküle von Smo gerichtet sind. So stören die Hh Pathway Inhibitoren (HPI) 1-3 die 
Prozessierung und Funktion der Gli-Transkriptionsfaktoren, wobei der HPI 4 in die 
Ziliogenese eingreift. Zwei weitere Gli-Antagonisten, GANT 85 und 61, hemmen die Gli-
vermittelte Transaktivierung von Zielgenen in Kolon- und Prostatakarzinom-Zelllinien. 
Schließlich interferiert Arsentrioxid mit den Gli-Proteinen und unterbindet auf diese Weise die 
Expression von Hh-Zielgenen in AML (akute myeloische Leukämie)-, Medulloblastom- und 
Ewing’s Sarkom-Modellen (Ruch und Kim 2013). 

Bei Tumoren mit ligandenabhängiger Typ II und III Aktivierung stellt außerdem das 
überexprimierte Hh-Protein eine potentielle Zielstruktur dar. Der monoklonale Antikörper 5E1 
und der kleinmolekulare Hemmstoff Robotnikinin binden extrazelluläres Shh und sind 
momentan noch Gegenstand präklinischer Untersuchungen. Die Tatsache, dass dieser 
Mechanismus der Hh-Signalunterbrechung spezifisch auf Hh-überexprimierende Tumore 
wirkt, verdeutlicht die Notwendigkeit der Identifikation eines geeigneten Patientenkollektivs 
unter Betrachtung der jeweiligen Ätiologie der aberranten Hh-Aktivierung vor Einsatz einer 
Anti-Hh-Therapie (Ruch und Kim 2013). 
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3 Material und Methoden 

3.1 Inhibitoren und Aktivatoren des Hedgehog-Signalwegs 

3.1.1 Smoothened-Inhibitor PF-04449913 
Für alle Versuche wurde der Smoothened-Inhibitor (Smo-Inh) PF-04449913 der Firma Pfizer 
verwendet. Es handelt sich um einen niedermolekularen, selektiven Hemmstoff des 
Hedgehog-Signalwegs mit potentieller antineoplastischer Aktivität. PF-04449913 hat ein 
Molekulargewicht von 447 g/mol, ist wasserunlöslich und besitzt eine Löslichkeit von 447 g/l 
DMSO (Dimethyldisulfoxid). Pfizer empfiehlt eine Dosierung von 1 µM in vitro. In Puderform 
wird der Smoothened-Inhibitor bei 4°C gelagert und für die Versuche zu 1 mM bzw. 100 µM 
in DMSO lysiert und maximal über zwei Wochen bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

3.1.2 Sonic Hedgehog 1314-SH/CF 
Zusätzlich wurde in Langzeitversuchen zur Endothelzell-Proliferation bzw. PCR-Analyse mit 
Hedgehog-Proteinen stimuliert. Dafür wurde das rekombinante humane Sonic Hedgehog 
1314-SH/CF der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA) käuflich erworben. Es handelt sich 
dabei um den am meisten exprimierten Liganden des Hedgehog-Signalwegs. Sonic 
Hedgehog hat ein Molekulargewicht von 20 kDa, ist wasserlöslich und wird nach Fujita et al. 
(2009) in einer Konzentration von 5 nM verwendet. 

3.2 Endothelzell-Proliferation 
Zur Endothelzell-Proliferation wurden zwei Zelltypen verwendet, HUVECs (Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells) und zu Anfang auch Outgrowth Endothelial Cells (Klon OEC CB7). 
Sie wurden in einem Zellkulturinkubator bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 kultiviert. 

In allen Versuchen wurde der Effekt des Smoothened-Inhibitors auf das Wachstum von oben 
genannten Endothelzellen im Vergleich zur Null- bzw. DMSO-Kontrolle gemessen. In den 
Langzeitversuchen II und III wurde zusätzlich die Wirkung von Sonic Hedgehog auf die 
Proliferation von HUVECs betrachtet.  

3.2.1 HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
HUVECs sind Endothelzellen, die die Nabelschnurvene auskleiden und dieser unmittelbar 
nach der Geburt entnommen werden. Sie wurden von der Firma Lonza käuflich erworben 
und in BC-Medium (EGM-2-Medium der Firma Lonza mit zusätzlich 10% FBS, 
Penicillin/Streptomycin und Amphotericin-B) kultiviert. HUVECs wachsen adhärent und 
wurden beim Splitten zu Kultivierungszwecken mittels Trypsin gelöst, während einer 
laufenden Versuchsreihe nach dem Ausplattieren jedoch mittels Zellschaber mechanisch von 
ihrem Untergrund abgetrennt. 

3.2.2 OECs (Outgrowth Endothelial Cells) 
Outgrowth Endothelial Cells sind endotheliale Vorläuferzellen, die standardmäßig im Labor 
aus Langzeitkulturen von Buffy Coats gesunder und erwachsener Spender gewonnen 
werden. Die Blutkulturen wurden von der Blutbank des Universitätsklinikums Hamburg-
Eppendorf zur Verfügung gestellt und die Isolierung und Kultivierung des OEC-Klons CB7 
aus Buffy Coats wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Jasmin Wellbrock übernommen. 
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3.2.3 Endothelzell-Proliferation über drei Tage mit HUVECs und CB7 
In den ersten Proliferationsversuchen wurde der Effekt von fünf verschiedenen 
Konzentrationen des Smoothened-Inhibitors PF-04449913 (5 µM, 1 µM, 0,5 µM, 0,1 µM und 
0,01 µM) auf das Wachstum von HUVECs und CB7 über einen Zeitraum von drei Tagen 
untersucht. Als Kontrollen dienten insgesamt drei verschiedene Ansätze aus einer 
Nullkontrolle und zwei unterschiedlich dosierten DMSO-Kontrollen, die der DMSO-Menge in 
den Ansätzen mit 0,1-µ-molarem bzw. 1-µ-molarem Smoothened-Inhibitor entsprachen. Es 
wurden jeweils Triplikate angesetzt, sodass man 24 Ansätze erhielt und der komplette 
Versuch anschließend wiederholt. 

In einem Vorversuch zur Bestimmung der optimalen Zelldichte ließ eine Dichte von 20.000 
Zellen pro Well einer 12-Well-Platte nach drei Tagen die beste Aussage über das Wachstum 
der Endothelzellen zu. So wurden an Tag d−2 jeweils 20.000 Endothelzellen in 500 µl BC-
Medium (s.o.) pro Well ausplattiert. Am nächsten Tag wurde das normale BC-Medium durch 
Hungermedium (EGM-2-Basalmedium + 4% FBS) ersetzt (d−1). In Vorversuchen zeigte sich 
außerdem, dass HUVECs und CB7 in Hungermedium mit einem zu geringeren Anteil an 
FBS (Fetal Bovine Serum) schlechter proliferierten und vermehrt abstarben. Daher wurde 
eine FBS-Konzentration von 4% gewählt. An d0 wurden die Zellen nach oben genanntem 
Schema stimuliert und nach drei Tagen (d3) mit Hilfe des ViCell-Analyzers der Firma 
Beckmann Coulter (Brea, CA, USA) ausgezählt. 

3.2.4 Proliferation von HUVECs über 14 Tage 
Neben den Kurzzeitproliferationen über drei Tage sollte der Einfluss des Smoothened-
Inhibitors auf Endothelzellen zudem über einen längeren Zeitraum analysiert werden. Es 
wurden ausschließlich HUVECs untersucht, da die in den vorherigen Versuchen verwendete 
CB7-Population schnell seneszent zu werden schien. Es wurden Triplikate von drei Ansätzen 
angefertigt, die an d0 stimuliert wurden (1 µM Smoothened-Inhibitor, dem 1-µ-molarem 
Smoothened-Inhibitor entsprechende DMSO-Menge und Nullkontrolle). Zwei Tage zuvor 
wurden die adhärent wachsenden HUVECs in 6er-Wells ausplattiert (d−2), wobei nun 
entsprechend der größeren Wells 100.000 Endothelzellen und 2 ml Medium pro Well gewählt 
wurde. Am nächsten Tag wurde das BC-Medium wieder durch die gleiche Menge an 
Basalmedium + 4% FBS ausgetauscht (d−1). Ausgezählt wurden die Endothelzellen mit Hilfe 
des ViCell-Analyzers an den Tagen d3; 7; 10 und 14, wobei sie jeweils abhängig von ihrer 
Dichte einheitlich im Verhältnis 1 : 2-3 gesplittet und in neuen 6er-Wells ausplattiert wurden. 
Es wurde wieder 2 ml des Hungermediums hinzugefügt und unmittelbar nach gleichem 
Schema stimuliert. So wurde nach Auszählen und Splitten nicht wie zu Anfang die gleiche 
Anzahl an Endothelzellen pro Well ausplattiert sondern ein einheitlicher Bruchteil der in den 
vorigen Tagen gewachsenen HUVECs. 

3.2.5 Proliferation von HUVECs über acht bzw. 24 Tage 
In dem zweiten und dritten Langzeitversuch sollte die Proliferation von HUVECs unter 
Stimulation mit Sonic Hedgehog (Shh) bzw. dem Smoothened-Inhibitor (Smo-Inh) über einen 
Zeitraum von acht bzw. 24 Tagen betrachtet werden. Es wurden 100.000 HUVECs und 2 ml 
Medium pro 6er-Well ausplattiert und jeder Ansatz dreimal angefertigt. Um die 
Endothelzellen über einen solchen Zeitraum ausreichend zu ernähren und optimale 
Teilungsraten zu erzielen, wurde in diesen Versuchen ausschließlich BC-Medium verwendet. 
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So konnte an einem Tag ausplattiert bzw. gesplittet und nach folgendem Schema behandelt 
werden (d0): 

1. Smo-Inh (1 µM) 

2. Smo-Inh (0,1 µM) 

3. DMSO (hochdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 1 µM) 

4. DMSO (niedrigdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 0,1 µM) 

5. Shh (5 nM) + DMSO (hochdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 1 µM) 

Im zweiten Langzeitversuch wurden die HUVECs nach drei und acht Tagen am ViCell-
Analyzer ausgezählt, in einem einheitlichen Verhältnis je nach Zelldichte gesplittet, neu 
ausplattiert und stimuliert. Analog wurden die HUVECs im dritten Langzeitversuch an Tag 3; 
7; 11; 16; 20 und 24 per Neubauer-Zählkammer ausgezählt, gesplittet und stimuliert. 

3.3 Real-Time quantitative PCR-Analyse mit HUVECs 
Mittels der Real-Time quantitativen PCR (RTq-PCR) sollte untersucht werden, welchen 
Effekt die Stimulation von HUVECs mit dem Inhibitor des Smoothened-Rezeptors PF-
04449913 bzw. dem Hedgehog-Protein Sonic Hedgehog 1314-SH/CF auf die Genexpression 
von Mitgliedern des Hedgehog-Signalwegs ausübt. 

Die einzelnen Schritte des Vorgehens werden im Folgenden beschrieben. 

3.3.1 Ausplattieren und Stimulation der HUVECs für die RTq-PCR 

3.3.1.1 Kurzzeitstimulation über acht Stunden 

In einer ersten Versuchsreihe, die insgesamt zweimal wiederholt wurde, wurden an d−2 
HUVECs in normalem BC-Medium gleichmäßig auf vier T75 Flaschen verteilt. Nachdem die 
HUVECs gut angewachsen waren und den Flaschenboden ausfüllten, wurde an d−1 das BC-
Medium durch 10 ml EGM-2-Basalmedium ohne Zusatz von FBS ersetzt. An d0 erfolgte die 
Stimulation der vier Ansätze gemäß folgendem Schema: 

1. Smo-Inh (1 µM) 

2. Smo-Inh (0,1 µM) 

3. DMSO-Kontrolle (hochdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 1 µM) 

4. Nullkontrolle 

Nach achtstündiger Inkubation wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS (Phosphate 
buffered saline) gespült und die adhärent wachsenden HUVECs mit dem Zellschaber 
abgekratzt und bei −80°C weggefroren. 

3.3.1.2 Langzeitstimulation über acht und 24 Stunden 

In einer zweiten Versuchsreihe, die ebenfalls zweimal wiederholt wurde, wurden zwei 
Größen abgeändert. Es sollte nun zum einen der Effekt einer längerzeitigen Stimulation über 
24 Stunden neben der über acht Stunden betrachtet werden und zum anderen die 
Auswirkung einer zusätzlichen Stimulation mit Sonic Hedgehog untersucht werden. 
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Dazu wurden HUVECs in BC-Medium gleichmäßig auf acht T75 Flaschen aufgeteilt (d−2). 
Nachdem die HUVECs flächendeckend angewachsen waren, wurde das Nährmedium 
abgesaugt und die Zellen mit 5 ml Basalmedium + 2% FBS ernährt (d−1). In Vorversuchen 
erwies sich die Zugabe einer geringen Menge an FBS und die Wahl der größeren T75 
Flaschen gegenüber den 6er-Wells als günstig, da die HUVECs über den längeren Zeitraum 
sonst schlechter proliferierten und anschließend nicht genügend RNA isoliert werden konnte. 
Am Tag der Stimulation (d0) wurde um t = 0h mit dem Smoothened-Inhibitor bzw. DMSO 
stimuliert und um t = 2h Sonic Hedgehog hinzugefügt. Es ergaben sich Duplikate folgender 
vier Ansätze, die nach acht bzw. 24 Stunden wie oben beschriebenen geerntet und die 
Zellpellets bei −80°C weggefroren wurden: 

1. DMSO (hochdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 1 µM) 

2. Shh (5 nM) + DMSO (hochdosiert, Menge entspricht Smo-Inh 1 µM) 

3. Smo-Inh (1 µM) 

4. Smo-Inh (1 µM) + Shh (5 nM) 

3.3.2 RNA-Isolierung 
Für die RNA-Isolierung wurde das RNeasy Kit von Qiagen (Hilden) inklusive DNase-Verdau 
mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) gemäß der Herstellerangaben benutzt. Die 
isolierte RNA jedes Ansatzes wurde schließlich in jeweils 30 µl RNase freiem Wasser 
resuspendiert und dessen Konzentration am Nanodrop-1000 (Peqlab, Erlangen) gemessen. 

3.3.3 cDNA-Gewinnung 
Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurden die Ready-To-Go You-Prime First-
Strand Beads (GE Healthcare, Fairfield, USA) und Random Primers von Invitrogen nach 
Herstellerangaben verwendet. Eingesetzt wurden 2 bzw. 5 µg RNA und die dabei 
gewonnene cDNA 1 : 2 bzw. 1 : 5 in RNase freiem Wasser verdünnt. Da nach einigen 
Versuchsreihen festgestellt wurde, dass die unterschiedliche Verdünnung keinen deutlichen 
Unterschied machte, wurde für alle weiteren PCR-Analysen bei ausreichend vorhandener 
RNA-Menge mit der 1 : 5 -Verdünnung gearbeitet. Die cDNA wurde anschließend bei −20°C 
gelagert. 

3.3.4 Quantitative PCR-Analyse 
Für die PCR-Analysen wurde das Mastermix-Kit FAST Start DNAMaster Sybr Green von 
Roche (Basel, Schweiz) verwendet und die PCR-Analyse am kapillarbasierten Light Cycler 
von Roche durchgeführt. 

Um die cDNA-Konzentrationen der behandelten Proben quantifizieren zu können, wurden 
diese mit einem Plasmid-Standard in logarithmischen Verdünnungsstufen verglichen. Die 
Plasmide mit der zu untersuchenden cDNA wurden von der Firma Biocat (Heidelberg) 
käuflich erworben. Für die Primer PRDM14 (PR Domain Containing 14), POU5F1 (POU 
domain, class 5, transcription factor 1), Nanog, Sox2 (SRY-box 2), KLF4 (Kruppel-like 
factor 4) und LKB1 (Liver kinase B1) stand jedoch kein Standard zur Verfügung, weswegen 
hier zur Auswertung mit dem Crossing Point gearbeitet wurde.  
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Schließlich wurde das Expressionslevel des jeweiligen Gens einer jeden Probe gegen die 
Expression des Haushaltsgens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 
normalisiert. Als Nullkontrolle diente ein Ansatz, bei dem lediglich Wasser zum Mastermix 
hinzugefügt wurde. Alle Ansätze wurden stets in Duplikaten angefertigt. 

Die folgende Tabelle führt die verwendeten Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) und 
die jeweiligen PCR-Bedingungen auf. 

Tabelle 1. Primer und PCR-Bedingungen 

Gen Forward Primer Reverse Primer Amplifikatgröße PCR-Bedingungen1 
GAPDH tgatgacatcaagaaggtgg tttcttactccttggaggcc 246 bp 4 mM, 61°C 
Gli1 ctacatcaactccggccaat cggctgacagtataggcaga 155 bp 3 mM, 61°C 
Gli2 caccaaccagaacaagcaga acctcagcctcctgcttaca 246 bp 3 mM, 61°C 
Gli3 ggccatccacatggaatatc tgaagagctgctacgggaat 196 bp 3 mM, 59°C 
PRDM14 aagtacaccccctgtgtgga  cagagtggactcgcatgtgt 196 bp 3 mM, 61°C 
POU5F1 gaaggatgtggtccgagtgt gtgaagtgagggctcccata 183 bp 3 mM, 61°C 
Nanog gatttgtgggcctgaagaaa  aagtgggttgtttgcctttg 155 bp 3 mM, 57°C 
Sox2 aaccccaagatgcacaactc  cggggccggtatttataatc 152 bp 3 mM, 59°C 
KLF4 cccaattacccatccttcct tgccttgagatgggaactct 210 bp 3 mM, 59°C 
LKB1 gctcttacggcaaggtgaag ttttgtgccgtaacctcctc 153 bp 3 mM, 60°C 

1 Molarität des Primers und MgCl2 im Mastermix, Annealing Temperatur. Abkürzung: bp = Basenpaare. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Effekt des Sonic Hedgehog-Proteins und Smo-Inhibitors PF-
04449913 auf die Proliferation von humanen Endothelzellen 

4.1.1 Effekt des Smo-Inhibitors auf die Proliferation von HUVECs und OECs 
HUVECs und der OEC-Klon CB7 wurden mit dem Smoothened-Inhibitor PF-04449913 über 
einen Zeitraum von drei Tagen behandelt. Der Effekt von unterschiedlichen Inhibitor-
Konzentrationen wurde der Stimulation mit einer entsprechenden Menge des Lösungsmittels 
DMSO sowie einer Nullkontrolle gegenübergestellt. Alle Ansätze wurden in Triplikaten 
angelegt und der Versuch wiederholt. Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, führte keine der 
angewandten Inhibitor-Konzentrationen bei den Endothelzellen zu einer deutlichen 
Veränderung der Proliferation gegenüber den unbehandelten bzw. DMSO-Kontrollen. 

Abbildung 6. Effekt des Smo-Inhibitors auf die Proliferation von HUVECs und den OEC-Klon CB7 über 3d. 

 
Der Smoothened-Inhibitor PF-04449913 zeigt in den verschiedenen angewandten Konzentrationen keinen eindeutigen Einfluss 
auf die Proliferation der primären Endothelzellen HUVEC und CB7 im Vergleich zur Null- und DMSO-Kontrolle. Abkürzungen: 
Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; d = Tage. 

4.1.2 Langzeitproliferation zur Analyse des Effektes von Shh und PF-
04449913 auf HUVECs 

Die dreitägigen Proliferationsversuche zeigten keine einheitlichen Unterschiede im 
Endothelzellwachstum. Daher wurde nachfolgend untersucht, ob eine langzeitige Stimulation 
der Endothelzellen eine deutlichere Tendenz erkennen ließ. Dazu wurden HUVECs 
permanent mit dem Smoothened-Inhibitor PF-04449913, dem Sonic Hedgehog-Protein 
1314-SH/CF als auch einer Kombination aus beiden Substanzen behandelt und mit einer 
DMSO-Kontrolle verglichen. Die Ansätze wurden in Triplikaten angefertigt und der Versuch 
dreimal durchgeführt. Die Proliferation wurde über acht, 14 bzw. 24 Tage beobachtet und die 
Zellzahl dabei alle drei bis vier Tage bestimmt. Abbildung 7 stellt die geringen Unterschiede 
zwischen den einzelnen Ansätzen innerhalb der drei Versuchsdurchläufe dar, wobei keine 
einheitliche Tendenz ersichtlich wird. 
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Abbildung 7. Langzeitproliferation von HUVECs unter permanenter Behandlung mit Shh bzw. dem Smo-
Inhibitor 

 

Unter permanenter Stimulation der HUVECs mit dem Smoothened-Inhibitor (0,1 µM bzw. 1 µM) und Shh (5 nM) sowie einer 
Kombination aus beiden wurde die Proliferationsrate der Endothelzellen alle drei bis vier Tage ausgewertet. Über die 
Behandlungszeiträume von 8; 14 und 24 Tagen konnten weder deutliche Unterschiede noch eine einheitliche Tendenz der 
einzelnen Ansätze beobachtet werden. Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; d = Tag. 

4.2 Effekt von Sonic Hedgehog und des Smo-Inhibitors auf die 
mRNA-Expression von HUVECs 

Mit Hilfe der quantitativen PCR-Analyse wurde der Einfluss des Smoothened-Inhibitors PF-
04449913 und des Sonic Hedgehog-Proteins 1314-SH/CF auf die mRNA-Expression von 
HUVECs untersucht. Im Sinne des kanonischen Hedgehog-Signalwegs wurde dazu die 
Expression der drei Gli-Gene bestimmt und in einer weiterführenden Versuchsreihe 
zusätzlich die Expression der klassischen Stammzellgene LKB1 (= STK11), KLF4, Nanog, 
POU5F1 (= Oct4), PRDM14 und Sox2 analysiert. Diese Stammzell-typischen 
Transkriptionsfaktoren stellen bekannterweise essentielle Downstream-Zielgene in der Hh-
Gli-induzierten Tumorentwicklung dar (Ruiz i Altaba 2011). 

4.2.1 Effekt des Smo-Inhibitors auf die Expression der Gli-Gene von HUVECs 
In drei unabhängigen Experimenten wurde der Effekt je einer hohen und einer niedrigen 
Konzentration des Smo-Inhibitors mit einer DMSO- bzw. unbehandelten Kontrolle verglichen. 
Jeder Ansatz wurde als Duplikat angesetzt. Tabelle 2 fasst die relative Gli-Expression von 
HUVECs in den Versuchen 1 - 3 zusammen, wobei die hohe Standardabweichung keine 
Aussage hinsichtlich eines einheitlichen Effektes des Smo-Inhibitors zulässt. Ebenso 
verbildlicht Abbildung 8 diese starken Abweichungen zwischen den drei Versuchs-
durchläufen. 
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Abbildung 8. Effekt des Smo-Inhibitors auf die Gli-Expression von HUVECs 

 

 

Die Inkubation von HUVECs mit dem Smo-Inhibitor lieferte bezüglich der mRNA-Expression von Gli1-3 kein einheitliches 
Ergebnis. (*) Es gilt zu beachten, dass die Gli3-Expression des Ansatzes „Nullkontrolle“ in Versuch 1 3.821% der DMSO-
Kontrolle entspricht und somit gemäß der gewählten Skala nicht vollständig abgebildet werden kann (c). Abkürzung: Smo-Inh = 
Smoothened-Inhibitor. 

Tabelle 2. Expression der Gli-Gene in den Versuchen 1 - 3 

Eine ausführliche Version dieser Tabelle mit Angabe der einzelnen Mittelwerte aus Versuch 1 - 3 befindet sich im Anhang. 
Abkürzung: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor. 

4.2.2 Effekt von Sonic Hedgehog und des Smo-Inhibitors auf die Expression 
der Gli-Gene von HUVECs 

Nachdem die Kurzzeitstimulation über acht Stunden kein aussagekräftiges Ergebnis 
hervorbrachte, wurde zusätzlich untersucht, ob eine längere Stimulation über 24 Stunden 
einen deutlicheren Unterschied hervorruft. Zu diesem Zwecke wurden HUVECs nicht nur mit 
dem Smo-Inhibitor, sondern auch mit Sonic Hedgehog sowie einer Kombination aus beiden 
inkubiert und anschließend die mRNA-Expression von Gli1-3 bestimmt. Die Ansätze wurden 
in Duplikaten angefertigt und der Versuch zweimal wiederholt, wobei der erste Durchlauf 
noch keine Langzeit-Inkubation beinhaltete. Vergleicht man die graphische Versuchs-
auswertung der drei unabhängigen Experimente in Abbildung 9, so ergibt sich ein sehr 
heterogener Effekt von Shh und des Smo-Inhibitors auf die Gli-Expression von HUVECs. 
Zusammen mit Tabelle 3, welche die relative Gli-Expression in Versuch 4 - 6 zusammenfasst 
und zum Teil sehr hohe Standardabweichungen angibt, wird deutlich, dass weder die 
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zusätzliche Stimulation mit Shh noch der längere Inkubationszeitraum einen deutlicheren 
Unterschied ausmachte. 

Abbildung 9. mRNA-Expression der Gli-Gene nach Kurz- und Langzeitstimulation von HUVECs mit dem 
Smo-Inhibitor und Sonic Hedgehog 

 

 
 
 
 

 
 

Die Stimulation mit Shh, dem Smo-Inhibitor oder der Kombination aus beiden Substanzen führte zu keinem einheitlichen 
Expressionsmuster der Gli-Gene durch HUVECs, da die Daten der drei Versuchsdurchläufe zum Teil stark gegensätzlich 
waren. (*) Beachte: Ausreißende Werte, die aufgrund der y-Skalierung nicht vollständig abgebildet werden können, sind gemäß 
ihres korrekten Wertes an der Basis der entsprechenden Säule gekennzeichnet. Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-
Inhibitor; h = Stunden. 

Tabelle 3. Expression der Gli-Gene in den Versuchen 4 - 6 

Eine ausführliche Version dieser Tabelle mit Angabe der einzelnen Mittelwerte aus Versuch 4 - 6 befindet sich im Anhang. 
Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; h = Stunden. 
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4.2.3 Effekt von Sonic Hedgehog und des Smo-Inhibitors auf die Expression 
von Stammzellgenen durch HUVECs 

Weiterführend wurde in Versuchsdurchlauf 4 - 6 auch die mRNA-Expression von sechs Hh-
Gli-abhängigen Stammzellgenen in den beschriebenen Ansätzen gemessen. Sowohl in der 
graphischen als auch tabellarischen Auswertung zeigt sich ein sehr homogenes Ergebnis mit 
geringen Standardabweichungen. Jedoch wurden die Stammzellgene auch in den 
unterschiedlichen Ansätzen sehr gleichmäßig und unabhängig von einer Stimulation mit dem 
Smo-Inhibitor bzw. Shh exprimiert (Abbildung 10 und Tabelle 4). Weder nach acht noch nach 
24 Stunden war ein Effekt der beiden Substanzen auf die Expression von LKB1 (= STK11), 
KLF4, Nanog, POU5F1 (= Oct4), PRDM14 und Sox2 bei HUVECs zu verzeichnen. 

Abbildung 10. mRNA-Expression der Stammzellgene nach Kurz- und Langzeitstimulation von HUVECs 
mit dem Smo-Inhibitor und Sonic Hedgehog 
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Eine Behandlung von HUVECs mit Shh, dem Smo-Inhibitor oder der Kombination aus beiden bewirkte weder eine Up- noch 
Downregulation der Stammzellgene LKB1 (= STK11), KLF4, Nanog, POU5F1 (= Oct4), PRDM14 und Sox2. Nach acht bzw. 24h 
Inkubation mit den genannten Substanzen waren demnach keine Unterschiede zwischen den Ansätzen zu verzeichnen. i) und j) 
fassen die Ergebnisse aus der Stimulation über acht und 24 Stunden in einem Diagramm zusammen, da in den fehlenden 
Versuchsdurchläufen keine Expression von PRDM14 bzw. Sox2 festgestellt werden konnte. Abkürzungen: Smo-Inh = 
Smoothened-Inhibitor; h = Stunden. 

Tabelle 4. Expression der Stammzellgene in den Versuchen 4 - 6 

Eine ausführliche Version dieser Tabelle mit Angabe der einzelnen Mittelwerte aus Versuch 4 - 6 befindet sich im Anhang. 
Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; h = Stunden. 
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5 Diskussion 
Die Antiangiogenese in der Tumortherapie strebt eine Gefäßnormalisierung an, wodurch 
sowohl die Karzinogenese gestört als auch die Wirksamkeit der konventionellen Radio- und 
Chemotherapie verbessert werden soll. Auf diesem Wege wirkt sich die antiangiogene 
Therapie positiv auf die Prognose von Krebspatienten aus und birgt ein großes Potential für 
die Entwicklung neuartiger antitumoraler Substanzen (Jain 2013). Gegenwärtig zeigen die 
antiangiogenen Therapiekonzepte jedoch noch unbefriedigende Langzeitergebnisse, sodass 
die Entwicklung neuer Hemmstoffe essentiell erscheint, um Resistenzen und einer 
alternativen Aktivierung der Angiogenese vorzubeugen. So stellt der Hh-Signalweg und 
konkret der Smoothened-Inhibitor PF-04449913 einen geeigneten therapeutischen Ansatz 
dar, um die bisher eingesetzte Anti-VEGF(R)-Therapie zu erweitern. 

Verschiedene präklinische in vitro Untersuchungen belegten bereits auf zellulärer Ebene, 
dass PF-04449913 den Smoothened-Rezeptor blockt. Auch in einem weiterführenden CML-
Mausmodell reduzierte der Hemmstoff in der Blastenkrise signifikant die Leukämie-
Stammzelllast (Jamieson et al. 2011). Außerdem zeigten Mäuse, denen Medullo-
blastomzellen mit inaktivierender Patched-Mutation xenotransplantiert wurden, eine 
herunterregulierte Gli1-Expression in Verbindung mit der kompletten Tumorregression 
(Papayannidis et al. 2011). 

Mittlerweile ist PF-04449913 zu sieben verschiedenen klinischen Studien zugelassen 
(ClinicalTrials.gov). Seine Verträglichkeit und Wirksamkeit als Einzelsubstanz sowie in 
Kombination mit einer herkömmlichen Chemotherapie konnte bereits in Phase-I-Studien mit 
hämatologischen (NCT00953758, NCT01546038) und soliden Malignomen (NCT01286467) 
nachgewiesen werden (Cucchi et al. 2012). Dabei sprachen besonders Patienten mit 
hämatologischen Erkrankungen gut auf die Therapie mit dem Smo-Inhibitor an, was sich 
klinisch recht variabel ausdrückte. Es wurden Fälle von signifikanter Normalisierung des 
Blutbildes, stabiler Erkrankung und kompletter Remission bis hin zum Verlust der 
pathognomonischen Mutation eines Patienten in der Blastenkrise beobachtet (Jamieson et 
al. 2011). In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass der Smo-Inhibitor PF-
04449913 fähig war, die generelle Chemoresistenz von Leukämie-Stammzellen aufzuheben, 
indem er antiapoptotische Gene wie Bcl2 (B-cell lymphoma 2) und ABCA2 (ATP-binding 
cassette sub-family A member 2) bei AML- und CML-Patienten stark herunterregulierte 
(Papayannidis et al. 2011). Angesichts dieser vielversprechenden Ergebnisse wird die 
Wirksamkeit des Inhibitors derzeitig in drei verschiedenen Phase-II-Studien mit Leukämie-
Patienten getestet (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01546038, NCT01841333 und 
NCT01842646). 

Da gezeigt werden konnte, dass der Hh-Signalweg während der Karzinogenese nicht nur in 
den Tumorzellen an sich sondern auch im benachbarten Stroma konstitutiv aktiviert sein 
kann, sollte in der vorliegenden Arbeit der Effekt des Smoothened-Inhibitors PF-04449913 
auf Endothelzellen untersucht werden (Scales und Sauvage 2009). 

Entgegen der deutlichen Wirksamkeit in präklinischen in vitro und in vivo Untersuchungen 
und anschließenden klinischen Studien konnte hier dieser Effekt nicht an HUVECs und dem 
OEC-Klon CB7 durch Proliferations- bzw. quantitative PCR-Analysen belegt werden. Die 
Proliferationsversuche über drei Tage zeigten keine deutlichen Unterschiede zwischen den 
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behandelten Ansätzen und der Kontrolle, woraufhin Langzeitproliferationen über acht bis 24 
Tage angefertigt und zusätzlich mit dem Sonic Hedgehog-Protein stimuliert wurde. Doch 
auch in diesen wurde keine einheitliche Tendenz über den längeren Zeitraum sichtbar. Mit 
Hilfe der Real-Time quantitativen PCR-Analyse wurde die mRNA-Expression der drei Gli-
Gene durch HUVECs nach acht bzw. 24-stündiger Stimulation mit PF-04449913 bzw. Sonic 
Hedgehog bestimmt. Nachdem in sechs unabhängigen Versuchen kein Unterschied 
zwischen den verschiedenen Ansätzen gemessen werden konnte, wurde in den letzten drei 
Versuchsdurchläufen zusätzlich die Expression der sechs Stammzell-typischen 
Transkriptionsfaktoren LKB1, KLF4, Nanog, POU5F1, PRDM14 und Sox2 untersucht, die 
bekanntermaßen wichtige Downstream-Zielgene in der Hh-Gli-induzierten Tumorentwicklung 
darstellen (Ruiz i Altaba 2011). Die Stammzellgene wurden zwar in den HUVECs exprimiert, 
jedoch konnten keine Unterschiede zwischen den einzelnen Ansätzen festgestellt werden. 
Obwohl der kanonische Hedgehog-Signalweg zelluläre Stammzellfunktionen kontrolliert, 
konnte daher bei sehr niedriger Standardabweichung zwischen den Versuchsdurchläufen 
keine Beeinflussung dieser Stammzellgene durch Shh bzw. PF-04449913 nachgewiesen 
werden (Irvine und Copland 2012). 

Die Tatsache, dass der in der Literatur beschriebene Effekt von PF-04449913 in der 
vorliegenden Arbeit auf zellulärer Ebene nicht bestätigt werden konnte, lässt mehrere 
mögliche Erklärungen zu: 

1.) Die Zell-Proliferation ist zwar eine etablierte Methode, um die Auswirkung einer Substanz 
auf das Zellwachstum zu messen, jedoch könnten gerade Hemmstoffe, die in Signalwege 
eingreifen, die die Genexpression verändern, eine längere Wirkdauer benötigen. Um diesen 
Fehler auszuschließen, wurde die Langzeitproliferation angeschlossen, welche zwar eine 
unterschiedliche Tendenz zwischen den Ansätzen deutlicher aufzeigt, jedoch auch durch die 
Gefahr der Fehlerverschleppung über den längeren Zeitraum und das zweimalige neue 
Ausplattieren pro Woche unsicherer sein kann. 

Die RTq-PCR ist ein ebenso bewährtes Verfahren und misst die veränderte Genexpression 
nach Zell-Stimulation. Um Einflussfaktoren der Probenaufarbeitung auszuschließen und 
einen Vergleich zwischen den Ansätzen zu ermöglichen, wird das jeweilige Ergebnis zur 
Expression des Haushaltsgens GAPDH ins Verhältnis gesetzt. Dies setzt voraus, dass keine 
übermäßigen Schwankungen in der GAPDH-Expression von HUVECs herrschen. In der 
Regel wurde GAPDH einheitlich in den unterschiedlich stimulierten Proben exprimiert, deren 
Crossing Point (CP) in einem frühen Zyklus um 20 lag. Eine Ausnahme davon bildete die 
Nullkontrolle im ersten Versuchsdurchlauf, dessen CP in der GAPDH-Messung erst sechs 
Zyklen später erreicht wurde als in den restlichen Proben. Da sich der CP-Wert umgekehrt 
proportional zur cDNA-Ausgangsmenge verhält, lässt sich vermuten, dass der Ansatz 
Nullkontrolle in Versuch 1 auch insgesamt eine geringere Genexpressions-Aktivität besitzt. 
Dementsprechend lag auch der CP-Wert des Nullkontrolle-Ansatzes in der Gli1 und 2-
Bestimmung – bei einem bereits hohen CP-Grundniveau um 30 der übrigen Proben – über 
Zyklus 36 und konnte nicht mehr bestimmt werden (vgl. Tabelle 5, S. 36). Dieses Phänomen 
zeigte sich jedoch nur hier. Über alle sechs Versuche korrelierte des Weiteren die 
gemessene Expression der verschiedenen Gene innerhalb der Duplikate, die Standardkurve 
zeigte ein sinnvolles Bild und die Schmelzkurvenanalyse bot keinen Hinweis auf eine 
Verfälschung der Ergebnisse durch Kontamination oder unspezifisch entstandene Primer-
Dimere. 
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2.) Wie in der Einleitung bereits eingeführt besteht eine diskrepante Auffassung bezüglich 
der Bedeutung des Hh-Signalwegs in Endothelzellen (vgl. 2.2.1). Auf der einen Seite 
integrieren HUVECs und andere Endothelzellen die Rezeptoren Ptch und Smo sowie das 
primäre Zilium in ihre Oberflächenmembran, wodurch der Grundstein für einen effizient 
ablaufenden Hh-Signalweg gelegt wird (Chinchilla et al. 2010). In einem weiterführenden 
Schritt konnten verschiedene Arbeitsgruppen einen direkten und Gli-abhängigen Effekt der 
Hh-Liganden auf die Proliferation, Migration, Adhäsion und Tubulogenese von 
Endothelzellen nachweisen (Vokes et al. 2004, Hochman et al. 2006, Asai et al. 2006). Über 
die Vaskulogenese hinausgehend demonstrierten dann unabhängige Studien die Rolle des 
Hh-Signalwegs auch in der Angiogenese des Dottersacks (Byrd et al. 2002, Nagase et al. 
2006). Postnatal wird der Hh-Signalweg über eine de novo Expression von Shh in verletzten 
oder ischämischen Geweben reaktiviert, wodurch sowohl Angiogenese als auch die 
Regeneration des betroffenen Gewebes induziert wird (Straface et al. 2009). Essentiell an 
diesem Vorgang beteiligt ist eine Überexpression von Gli2 und 3 in Endothelzellen des 
ischämischen Areals, welche die Proliferation und Migration dieser Endothelzellen sowie die 
Rekrutierung endothelialer Vorläuferzellen organisiert (Renault et al. 2008, Renault et al. 
2009). Auch im Rahmen der Tumorangiogenese nimmt die Typ IIIa Aktivierung des Hh-
Signalwegs eine entscheidende Stellung ein (vgl. 2.2.2). Durch den Tumor sekretierte Hh-
Proteine stimulieren parakrin die eigene Mikroumgebung, sodass optimale Wachstums- und 
Progressionsbedingungen geschaffen werden (Scales und Sauvage 2009). Endothelzellen 
als Teil des umgebenden Stromas werden in ihrer Motiliät und Tubulogenese gefördert, 
wodurch außerdem Angiogenese, Lymphangiogenese und Metastasierung des Tumors 
vorangetrieben werden (Bailey et al. 2009). Ebenso wiesen Geng et al. (2007) einen direkten 
proliferativen Effekt von Shh auf HUVECs in vitro nach und dokumentierten in vivo eine 
signifikante Reduktion des Tumorgefäßbettes in Gefäßdichte und -permeabilität durch Hh-
Antagonisierung in einem Melanom-Mausmodell. 

Auf der anderen Seite finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass Shh in Kulturen 
reifer Endothelzellen eher ein indirektes angiogenes Agens darstellt, während endothelialen 
Progenitorzellen zum Teil ein größerer direkter Effekt zugeschrieben wird (Asai et al. 2006, 
vgl. 2.2.1). Deswegen wurden in der vorliegenden Arbeit HUVECs und OECs verwendet, 
welche noch Vorläufereigenschaften aufweisen. Auch Chen et al. (2011) unterstützten die 
These, dass überexprimierte Hh-Liganden im Zuge der Typ IIIa Aktivierung in erster Linie auf 
perivaskuläre Zellen des Tumorstromas wirken. Seinen Effekt vermittelte Shh dabei über den 
kanonischen Hh-Signalweg in Fibroblasten, wobei die dadurch induzierte Genexpression mit 
dem Ausmaß der Angiogenese korrelierte und vorherrschend VEGF-A in in vitro sowie in 
vivo Versuchen den indirekten Hh-Effekt auf Endothelzellen ausübte. Andere 
Untersuchungen dagegen gehen zwar von einer direkten Wirkung der Hh-Proteine auf 
Endothelzellen aus, diese sei jedoch durch den nicht-kanonischen Hh-Signalweg vermittelt. 
He et al. (2013) demonstrierten in einem Kokultur-System von mikrovaskulären 
Gehirnendothelzellen und Astrozyten, dass letztere Zellart bei Sauerstoff-Glukose-
Deprivation Shh produzierte, welches über den nicht-kanonischen Hh-Signalweg Typ II direkt 
die Proliferation, Migration und Tubulogenese dieser Endothelzellen förderte. Die dabei 
induzierte Signaltransduktion umging die Gli-Proteine über eine Smoothened-vermittelte 
RhoA/ROCK-Aktivierung. Diese Ergebnisse sind übereinstimmend mit den in vitro und in 
vivo Arbeiten von Chinchilla et al. (2010) und Renault et al. (2010), welche einen direkten 
Einfluss von Shh auf die angiogene Aktivität von Endothelzellen über den RhoA/ROCK-
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Signalweg darlegten. Zusammengefasst kann gesagt werden, dass unter der Annahme, 
dass Hh-Proteine einen rein indirekten angiogenen Effekt auf Endothelzellen ausübten bzw. 
ein direkter Effekt nur durch nicht-kanonische Signalwege vermittelt werden würde, die Gli-
Expression dann keine geeignete Messgröße wäre oder Endothelzellen nicht die geeignete 
Zellart darstellten. Aus diesem Grund wäre es sinnvoll, in zukünftigen Untersuchungen zur 
Rolle des Hh-Signalwegs im Tumorstroma Kokulturen von Endothelzellen mit zum Beispiel 
Fibroblasten anzulegen oder im Falle der PCR-Analyse als Versuchsmethode auch Zielgene 
des nicht-kanonischen Signalwegs wie RhoA und ROCK einzuschließen (Chen et al. 2011). 
Da jedoch – wie weiter oben dargestellt – zahlreiche Studien eine direkte Wirkung von Shh 
auf die (nicht-)kanonischen Hh-Signalwege in Endothelzellen belegen konnten, wären 
zumindest die Proliferationsversuche im Gegensatz zu der Gli-Bestimmung durch PCR-
Analyse ein geeignetes Verfahren, um Unterschiede darzustellen. Denn Shh übt ebenso 
Auswirkungen auf die nicht-kanonischen Signalwege Typ I (Ptch-abhängig und Smo-
unabhängig) und II (Ptch- und Smo-abhängig, aber Gli-unabhängig) aus. Dementsprechend 
würde auch eine Smo-Blockade die nicht-kanonischen Hh-Signalwege Typ II beeinflussen 
(Robbins et al. 2012). 

3.) Obwohl u.a. Pola et al. (2001) zeigten, dass Shh in in vivo Mausmodellen mit Myokard- 
oder Extremitätenischämie Angiogenese induziert, konnten sie keinen direkten Effekt auf die 
Proliferation oder Migration von kultivierten Endothelzellen in vitro nachweisen. Eine 
mögliche Erklärung wäre, dass Shh – wie im vorherigen Abschnitt beschrieben – lediglich 
einen indirekten angiogenen Faktor darstellt, welcher perivaskuläres Stroma anregt, 
proangiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF, Ang 1 und 2 zu produzieren. Darüber hinaus 
wäre es aber auch denkbar, dass reife Endothelzellen einen Mechanismus besitzen, um eine 
Gli-Aktivierung durch Hh-Proteine zu unterbinden. In diesem Sinne entdeckten Chuang und 
McMahon 1999 das Hedgehog-Interacting Protein (HHIP), welches gemäß seines Namens 
die drei Hh-Liganden in ähnlicher Affinität wie der Rezeptor Ptch bindet und sie somit für eine 
weitere Signaltransduktion unzugänglich macht. Als potentielles Zielgen des Hh-Signalwegs 
wird es von mesenchymalen Zellen in Anwesenheit der drei Hh-Proteine exprimiert. Dies und 
die Tatsache, dass transgene Mäuse mit einer HHIP-Überexpression einen vergleichbaren 
Phänotyp wie Ihh-Knockout-Mäuse zeigten, legte zusätzlich eine hemmende Rolle von HHIP 
im Hh-Signalweg nahe (Chuang und McMahon 1999). Daraufhin stellten Olsen et al. (2004) 
erstmals einen Bezug des endogenen Hh-Signalweg-Antagonisten zur physiologischen 
sowie Tumor-induzierten Angiogenese her. Sie konnten nachweisen, dass HHIP vorwiegend 
in Endothelzellen exprimiert wird, es die Wirkung der Hh-Liganden in der antwortenden Zelle 
antagonisiert und in HUVECs während in vitro Angiogenese herunterreguliert ist. Auf 
ähnliche Weise charakterisierten auch Yamazaki et al. (2008) das Hedgehog-Interacting 
Protein als Merkmal reifer Endothelzellen wie HUVECs, welches die Fähigkeit dieser Zellen 
hemmen kann, auf exogenes Shh zu reagieren. Des Weiteren konnte eine signifikante HHIP-
Downregulation in verschiedenen humanen Tumorentitäten sowie in stark vaskularisierten, 
xenotransplantierten Prostata- und Lungenkarzinomen entdeckt werden, was für die 
Bedeutung eines aktivierten Hh-Signalwegs durch HHIP-Verlust in der Tumorangiogenese 
spricht (Olsen et al. 2004). Weiterhin finden sich epigenetische HHIP-Inaktivierungen in 
Endothelzellen pankreatischer Neoplasien, in Medulloblastom-Zelllinien und -Tumorproben, 
als auch in hepatischen und gastrointestinalen Karzinomen (Yamazaki et al. 2008, Shahi et 
al. 2011). HHIP fungiert demnach als Tumorsuppressorgen, das unter physiologischen 
Bedingungen reife Endothelzellen in einen Ruhezustand versetzt und das bei Ausschaltung 
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im Rahmen der Karzinogenese die maligne Progression fördert (Shahi et al. 2011). Dies 
würde zudem erklären, warum Endothelzellen wie HUVECs die nötigen Komponenten Ptch, 
Smo und Cdo des Hh-Signalwegs und darüber hinaus ein primäres Zilium enthalten, einige 
Studien jedoch keinen adäquaten Einfluss von Shh auf diese Zellen beobachten konnten 
(Moran et al. 2012, Chinchilla et al. 2010). Ebenso ließen sich kultivierte Endothelzellen dann 
nicht durch Shh voraktivieren und die Behandlung mit einem Smo-Inhibitor würde – bei 
konstitutiv reprimiertem Hh-Signalweg – keinen weiteren Unterschied ersichtlich machen. 
Dem zufolge könnte man in weiterführenden Experimenten untersuchen, ob eine initiale 
HHIP-Inaktivierung in Endothelzellen einen deutlicheren Effekt von Shh zutage bringt. 

Die oben beschriebenen Erklärungsansätze sowie die Erkenntnis, dass der Hh-Signalweg 
nicht nur in Endothelzellen exprimiert wird, sondern auch eng mit der endothelialen 
Proliferation und Migration assoziiert ist (Yan et al. 2013), rechtfertigen weitergehende 
Untersuchungen dieser Zusammenhänge. Erst kürzlich demonstrierten Yan et al. (2013) das 
enge Zusammenspiel von mikrovaskulären Gehirnendothel- und Gliomstammzellen und 
belegten, dass ihre Interaktion über eine Aktivierung des kanonischen Hedgehog-Signalwegs 
in den Endothelzellen erfolgte. In vivo gruppierten sich die Gliomstammzellen um 
Mikrogefäße, in vitro führte eine gemeinsame Kultivierung der Endothel- und 
Tumorstammzellen zu einer gesteigerten endothelialen Migration und Proliferation. Eine 
gleichzeitig gemessene Überexpression von Shh sowie der Hh-Zielgene Gli1 und HHIP in 
den Endothelzellen als auch die Beobachtung, dass eine Smo-Blockade die migratorischen 
und proliferativen Fähigkeiten der reifen Endothelzellen wieder revidierte, ließ Yan et al. auf 
eine Aktivierung der Endothelzellen durch Induktion des kanonischen Hh-Signalwegs 
schließen. 

Da auch die Tumorangiogenese die Progression eines malignen Prozesses in allen Phasen 
der Karzinogenese vorantreibt, kann der Einbezug der Antiangiogenese in der 
herkömmlichen Tumortherapie entscheidende Fortschritte bringen (Pang und Poon 2006b). 
So kamen auch Kobune et al. (2009) zu der Erkenntnis, dass aberrante Hh-Aktivität 
essentiell zum Überleben und zur Chemotherapie-Resistenz von CD34+-Leukämiezellen 
beiträgt und eine Blockierung des Hh-Signalwegs in AML-Zellen direkt Apoptose sowie eine 
erhöhte Sensibilität gegenüber konventionellen Zytostatika induziert. Der Hedgehog-
Signalweg und konkret der Smoothened-Rezeptor präsentieren sich folglich als geeigneter 
Ansatzpunkt in der antiangiogenen Tumortherapie. Die Kombination von PF-04449913 mit 
der konventionellen Radio-/Chemotherapie verspricht eine gewisse Addition und sogar 
Synergismus des antitumoralen und gefäßnormalisierenden Effektes. 
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6 Zusammenfassung 
Der Hedgehog-Signalweg koordiniert die Proliferation, Differenzierung und Expansion von 
Stamm- und Vorläuferzellen während der embryonalen Entwicklung der Organe sowie des 
hämatopoetischen und vaskulären Systems (Riobo und Manning 2007). Postnatal stark 
herunterreguliert steuert er weiterhin die Aufrechterhaltung, Regeneration und Heilung von 
Geweben (Irvine und Copland 2012). Auf pathophysiologischer Ebene reguliert der Hh-
Signalweg somit die Expression von Downstream-Genen für Zellschicksal, -überleben und    
-wachstum und fördert in konstitutiv aktiviertem Zustand die Tumorentstehung und 
anschließende maligne Progression. Aktivierende Mutationen des Hh-Signalwegs konnten 
bereits in Tumorzellen sowie dem Tumor umgebendem Stroma nachgewiesen werden, 
sodass in der vorliegenden Arbeit die Rolle der Rezeptoren Smoothened und Patched bei 
primären Endothelzellen untersucht wurde (Scales und Sauvage 2009). 

Weder in Proliferations-Assays über drei Tage noch in Langzeit-Analysen von bis zu vier 
Wochen konnten einheitliche Unterschiede durch die Behandlung der HUVECs und OECs 
mit dem spezifischen Smoothened-Inhibitor PF-04449913 bzw. dem Sonic Hedgehog-
Liganden 1314-SH/CF festgestellt werden. Darüber hinaus hatte die Stimulation der 
Endothelzellen mit den genannten Substanzen keine eindeutige Auswirkung auf die 
Expression der Downstream-Mediatoren Gli1-3. Da der Hh-Signalweg eine wichtige Rolle in 
der Stammzellbiologie übernimmt, wurden zudem einige Stammzell-relevanten Gene wie 
LKB1, KLF4, Nanog, POU5F1, PRDM14 und Sox2 analysiert. Hierbei waren jedoch 
ebenfalls keine Unterschiede bezüglich ihrer mRNA-Expression zu verzeichnen. 

Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu präklinischen in vitro und in vivo Untersuchungen 
und aktuellen klinischen Phase-I- und -II-Studien des kleinmolekularen Hh-Signalweg-
Antagonisten mit soliden und hämatologischen Tumoren (Papayannidis et al. 2011, 
ClinicalTrials.gov). Hier zeigte PF-04449913 ein sicheres und gut tolerierbares Wirkprofil und 
wies frühe Zeichen klinischer Wirksamkeit in Patienten mit AML, CML, Myelofibrose und 
Myelodysplastischem Syndrom auf (Jamieson et al. 2011). In diesem Sinne besteht weiter 
Forschungsbedarf, um die in der Literatur beschriebenen Unstimmigkeiten bezüglich der 
direkten angiogenen Wirkung der drei Hh-Liganden endgültig zu klären. Dafür sollte auch der 
Effekt des natürlichen Hh-Signalweg-Antagonisten HHIP, welcher in reifen Endothelzellen 
exprimiert wird, näher analysiert und probeweise ausgeschaltet werden. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass obgleich eine alleinige Smo-Inhibierung keine 
Therapieoption für solide oder hämatologische Neoplasien darstellt, dieser antiangiogene 
Ansatz jedoch eine vielversprechende Ergänzung zur konventionellen Radio-/Chemotherapie 
sowie der bisher zugelassenen Anti-VEGF(R)-Therapie bietet. Auf diese Weise könnte 
Resistenzbildungen gegenüber diesen herkömmlichen Therapeutika entgegengewirkt und 
zudem additive und synergistische Antitumoreffekte erzielt werden, da eine Normalisierung 
des Tumorgefäßsystems nachweislich die Prognose verbessert (Jain 2013). Des Weiteren 
zeigt sich der Hh-Signalweg und konkret das Protoonkogen Smoothened als möglicher 
therapeutischer Angriffspunkt, um gemäß der Tumorstammzell-Hypothese die dysregulierte 
Aktivität dieser strahlen- und chemoresistenten malignen Ursprungszellen zu kontrollieren, 
welches einen essentiellen Schritt zur Verhinderung eines Tumorrezidivs ausmacht (Clement 
et al. 2007).  
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7 Anhang 

Tabellen 
Tabelle 5. Expression der Gli-Gene in den Versuchen 1 - 3 (detaillierte Version) 

                                                                      
Ausführliche Version der Tabelle 2 (vgl. S. 26). Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; N/A = nicht vorhanden (not 
available), da keine Expression. 

 

Tabelle 6. Expression der Gli-Gene in den Versuchen 4 - 6 (detaillierte Version) 

             
Ausführliche Version der Tabelle 3 (vgl. S. 27). Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; h = Stunden. 

 

Tabelle 7. Expression der Stammzellgene in den Versuchen 4 - 6 (detaillierte Version) 

Ausführliche Version der Tabelle 4 (vgl. S. 29). Abkürzungen: Smo-Inh = Smoothened-Inhibitor; h = Stunden; N/A = nicht 
vorhanden (not available), da keine Expression. 
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