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Uberblick

Das Forschungsprogramm fir Rezeptorbiochemie und Tumormetabolismus wurde 2009
gegrundet und befindet sich in den Forschungs- und Speziallabors der Abteilung flr
Padiatrie. Aufgrund des breiten Fachwissens des Labors wurde beschlossen, sich auf zwei
wissenschaftliche Themen zu konzentrieren: Neuroendokrinologie / Rezeptorbiochemie und
Tumormetabolismus.

Auf dem Gebiet der Rezeptorbiochemie wird das therapeutische Potenzial von
regulatorischen (Neuro-) Peptiden der Galaninfamilie in Tumorerkrankungen, Immunitat und
entziindlichen Erkrankungen untersucht.

Das zweite Thema basiert auf der eingehenden Analyse der Verdnderungen des
mitochondrialen Energiestoffwechsels (Warburg-Effekt) bei soliden Tumoren. Basierend auf
diesen Daten werden verschiedenste metabolische Therapiestrategien getestet, welche die
klassischen Therapieansatze bei der Behandlung von Tumoren unterstitzen sollen.

Das Forschungsprogramm fiir Rezeptorbiochemie und Tumorstoffwechsel wurde im Zuge
der Evaluierung der Institute and Forschungsprogramme der Paracelsus Medizinischen
Universitat (PMU) durch eine internationale wissenschaftliche Fachjury im Auftrag des Fonds
zur Forderung zur wissenschaftlichen Forschung (FWF) Anfang 2019 evaluiert. Dabei wurde
von den Gutachtern hervorgehoben, dass das Thema des Tumormetabolismus ein
besonderes Highlight in der Forschungslandschaft der PMU darstellt und das
Forschungsprogramm insgesamt exzellent, international kompetitiv/anerkannt sowie
wissenschaftlich innovativ ist.



Projekt: Veranderungen des mitochondrialen Energiestoffwechsels in verschiedenen
Tumorerkrankungen

Tumorentstehung ist bei Mensch und Tier mit einschneidenden Veranderungen im
Zellstoffwechsel verbunden. Dabei kommt es unabhangig von der Stoffwechsellage des
Ursprungsgewebes, aus dem der Tumor hervorgegangen ist, bei bestimmten Stoffwechsel-

Parametern immer zu ahnlichen Veranderungen.

Eines der tumor-spezifischen Stoffwechsel-Merkmale ist die vermehrte Umsetzung von
Glucose zu Milchsaure (Lactat) in Gegenwart von Sauerstoff, die zum ersten Mal von Otto
Heinrich Warburg im Jahre 1924 beschrieben wurde und als ,Warburg-Effekt* bezeichnet
wird. Die meisten Gewebe, wie z.B. der Muskel beschreiten diesen Weg der
Energiegewinnung in der Regel nur unter Sauerstoffmangel. In Gegenwart von Sauerstoff
verstoffwechseln Gewebe die Glucose Uber die Glycolyse, den Citratzyklus und die zellulare
Atmung zu Kohlendioxid und Wasser und gewinnen dabei pro Mol Glucose 38 Einheiten des
zellularen Energietragers ATP. Demgegentber liefert die Umsetzung von Glucose zu Lactat
nur 2 Einheiten ATP. Diese offenbare Verschwendung von Energie veranlasste Otto
Warburg zu der Hypothese, dass in Tumorzellen ein Defekt in der mitochondrialen Atmung
die Ursache fir die vermehrte Lactat-Produktion in Gegenwart von Sauerstoff sein musse.
Im Vergleich zur Zellatmung ist die Milchsduregarung energetisch zwar sehr ungiinstig, doch
sichern Tumorzellen ihren Energiebedarf durch eine 20 bis 30-fach hhere Zuckeraufnahme,
als sie bei gesunden Zellen zu finden ist. In der klinischen Diagnostik wird diese gesteigerte

Zuckeraufnahme von Tumoren mit der Positronen-Emissions-Tomografie (PET) gemessen.

In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, dass nahezu alle Tumoren diese energetischen
Veranderungen bzw. den Warburg Effekt zeigen (Feichtinger et al. 2018) - unter anderem
auch Neuroblastome und Wilms Tumoren (Aminzadeh et al. 2015). Die genauen
Mechanismen, wie es zu einer Selektion von Zellen mit Schaden in der aeroben
Energieproduktion kommt, wurde unter anderem im Rahmen des 7. Rahmenprogramms der
EU, dem Marie Curie International Training Network-MEET mit Partnern aus Italien
(Koordination), UK, Niederlande, Spanien und Deutschland analysiert (2012-2016). Im Zuge
eines unserer Projekte und des MEET Projektes wurde die Rolle von mitochondrialen
Mutationen im Komplex | der Atmungskette im Detail analysiert. Dabei konnten wir zeigen,
dass der Verlust des Komplex | in Tumorzellen mit einem benignen Verhalten assoziierte ist
(Kurelac et al. 2019).

Im Nachfolgeprojekt TRANSMIT (2017-2020) steht der mitochondriale Stoffwechsel von

Tumoren noch starker im Fokus der einzelnen Projektteile. Prof. Kofler ist in diesem Projekt




Leiterin des Arbeitspaketes, welches sich mit therapeutischen Ansatzen, die den
Tumormetabolismus betreffen, auseinandersetzt.

Kooperationen

o Universitatsklinik Gottingen, Institut fur Humangenetik Prof. Dr. Heidi Hahn
.Energiemetabolismus im Rhabdomyosarkom*

e Karolinska Institut, Stockholm, Schweden Prof. Dr. Marie Henriksson ,Aerober
Energiemetabolismus des Neuroblastoms in Abhangigkeit der N-Myc Amplifikation®

e Universitat Bologha: Prof. Giuseppe Gasparre, Dr. Anna Maria Pocelli: ,Effekt
von Komplex | Defizienzen in soliden Tumoren®

e Pathologie SALK Salzburg, Assoc. Prof. Dr. Daniel Neureiter, Univ. Doz.
Cornelia Hauser-Kronberger ,Regulation des aeroben Energiestoffwechsels in
soliden Tumoren*

e Universitatsklinik fur Dermatologie, SALK (Univ. Prof. Johann Bauer, Assoc.
Prof. Roland Lang; Assoc. Prof. Martin Laimer) ,Metabolische Veranderungen in
Hauttumoren®

Projekt: Ketogene Diat zur Behandlung von soliden Tumoren

Stehen kaum Kohlenhydrate und Zucker (Glukose) und stattdessen Fett Uber die Nahrung
zur Verfliigung, wie bei einer ketogener Diét (KD) oder Atkins Diat, bildet die Leber aus Fett
sogenannte Ketonkoérper. Diese versorgen vor allem die Mitochondrien der Gehirnzellen (zu
denen kein Fett gelangen kann) anstelle von Glukose fir die Energieproduktion. Fur
gesunde Zellen ist sind Ketonkoérper eine besonders gute Energiequelle.

Gegenteilig wirkt sich diese Ernahrungsform jedoch auf Krebszellen aus. Deren
Stoffwechsel ist, wie wir vielfach zeigen konnten, verandert, wobei vor allem Glukose und
einige Aminosauren verstoffwechselt werden. Die Ketonkdrper, wie sie bei ketogener Diat
gebildet werden, bringen Tumorzellen dabei jedoch viel zu langsam Energie.

Zucker kann aber auch zuséatzlich aus dem umliegenden Gewebe in die Zellen gelangen.
Das ist der Fall, wenn der Blutzuckerspiegel hoch ist. Auch diesen Mechanismus verhindert
die ketogene Diat weitgehend: Sie senkt den Blutzuckerspiegel auf Nuchternniveau. Die
Folge: Das Krebsgewebe kann nicht mehr wachsen, schrumpft im besten Fall sogar (siehe
Ubersichtsarbeit Weber DD et al. 2020).

Eine groRe Schwierigkeit liegt jedoch darin, dass eine ketogene Diat eine Ganz-oder-Gar-
nicht-Lésung darstellt. Die glinstige Wirkung tritt erst dann ein, wenn die Glykogenspeicher
leer sind und die aufgenommene Kohlenhydratmenge unterhalb der individuellen Schwelle
liegt, bei der die Ketonkdrperproduktion anspringt.

Durch eine Wirzburger Arbeitsgruppe wurde eine sehr gute Vertraglichkeit der ketogenen
Diat bei Tumorpatienten mit metastasierender Krankheit unterschiedlicher Entitaten
nachgewiesen. Einzelbeobachtungen in Tiermodellen und an Tumorpatienten, die bereits




eine ketogene Diat erhalten haben, zeigten, dass diese Form der Erndhrung das
Fortschreiten einer Tumorerkrankung aufhalten oder zumindest verlangsamen konnte
(Weber DD et al. 2019). Derzeit finden sich 24 laufende klinische Studien im Register fir
klinische Studien, welche den Effekt der ketogenen Diat auf verschiedenste adulte Tumoren
untersuchen (https://clinicaltrials.gov).

Ketogene Diét in einem préklinischen Neuroblastommodell

Wir haben den Therapieansatz mit einer ketogenen Diat fir das Neuroblastom im Tiermodell
angewendet. Dazu wurden Tumoren aus humanen Neuroblastomzellen in Mausen erzeugt
und das Wachstum der Tumoren unter ketogener Diat in Kombination mit oder ohne
Chemotherapie beobachtet.

Die subkutane Injektion der SH-SY5Y Neuroblastomzellen resultierte im Wachstum eines
lokalen soliden Tumors. Der Start der Erndhrungstherapie und die randomisierte Zuordnung
in die Therapiegruppen erfolgte bei einer Tumorgrof3e von 150 mg in vier Gruppen: 1)
Standarddiat ad libidum (SD), 2) Standarddiat kalorienreduziert (SD-KR), 3) ketogene Diat
(KD) und 4) kalorienreduzierte ketogene Diat (KD-CR). Das Tumorvolumen wurde tber eine
Zeitdauer von 21 Tagen verglichen.

Gegeniber der Standarddiat ad libidum kam es zu einer hoch signifikanten Reduktion des
Tumorvolumens in den Mausen welche ketogen und/oder kalorienreduziert ernahrt wurden
(Morscher et al. 2015). Mithilfe einer niedrig dosierten Chemotherapie mit
Cyclophosphamide kann man das Neuroblastomxenograft- Wachstum signifikant
reduzieren. Die adjuvante Therapie durch eine ketogenen Diat (2 Teile Fett: 1 Teil Protein
und Kohlenhydrate) und / oder Kalorienrestriktion flihrte zu einer weiteren Inhibition des
Wachstums, wobei die Kombination von ketogenen Diat mit Kalorienrestriktion zu einem
Stillstand des Tumorwachstums fiihrte und in einigen Fallen sogar eine Remission erreicht
wurde (Morscher et al. 2016).

Da eine Kalorienreduktion einem Grofdteil von Tumorpatienten nicht zugemutet werden
kann, wurde in einer weiteren praklinischen Studie der Fettgehalt der ketogenen Diat erh6ht
(8 Teile Fett zu 1 Teil Protein und Kohlenhydrate) und die Fettzusammensetzung variiert.
Dadurch ist es gelungen das Wachstum von humanen Neuroblastomen unter
niedrigdosierter Chemotherapie in Nacktmausen zum Stillstand zu bringen, wenn die
ketogene Diat mit mittelkettingen Fettsduren, wie sie im Kokosdl vorkommen, versetzt
wurde. Damit kann auf eine kombinierte Kalorienrestriktion verzichtet werden (Aminzadeh et
al. 2017).

Diese Daten zeigen, dass die Zusammensetzung der ketogenen Diat eine wichtige Rolle

spielt. Daher wird in folgenden Projekten weiter an der optimalen Zusammensetzung der



Fette gearbeitet, um eine ketogene Diat mit mdglichst geringem Fettanteil und gleichzeitig
moglichst hoher Wirksamkeit zu entwicklen. Je geringer die ketogene Last in der Diat ist,
umso einfacher sollte es fur Patienten sein die Didt einhalten zu kdnnen und eventuelle
Nebenwirkungen vermieden werden. Unsere Daten zeigen, dass der Effekt einer 8:1
ketogenen Diat auf die Hohe der Ketonkérper im Blut von Mausen ahnlich ist wie der Effekt
einer 2:1 ketogenen Diat im Menschen. Eine 2:1 ketogene Diat ist sehr gut vertraglich und
hat, wie bereits in einigen Studien gezeigt, daher keine Einschrankung der Lebensqualitat
zur Folge. Dazu wurde von uns auch eine internetbasierte Fragebogenstudie
durchgefuhrt, welche klar gezeigt hat, dass sich bei erwachsenen Tumorpatienten die
Lebensqualitat unter ketogener Diat signifikant verbessert hat (Masterarbeit Mag. Julia
Tulipan).

Weitere Tumorarten werden im Zuge des EU International Training TRANSMIT getestet.
Erste Daten aus dem Projekt zeigen, dass Melanome mit unterschiedlicher Genetik (BRAF
V600E Mutation, Zellen ohne diese Mutation) im Mausmodell eine signifikante Reduktion des
Tumorwachstums unter ketogener Diat zeigen.

In weiteren Projekten ist geplant Inhibitoren der Zellatmung mit ketogener Diat in der
Behandlung von verschiedenen Tumoren zu testen. Die Hemmung unterschiedlicher
tumorspezifischer Stoffwechselvorgange mit Medikamenten welche bereits fiir andere
Anwendungen am Markt sind, haben erhebliches Potential in der Tumortherapie (Review
Aminzadeh-Gohari et al. 2020).

Kooperationen

e TRANSMIT: International Training Network Koordinator Prof. Anna-Maria Pocelli
(Bologna), weitere Partneruniversitdten aus Frankreich, Danemark, Deutschland,
Schweden, UK

o Universitatsklinik fur Dermatologie: Prof. Johann Bauer, Dr. Peter Kélblinger,
Dr. Tobias Welponer; CRCS: Prof. Florian Lagler

»,N=1-Studie zur Evaluierung der Durchfuhrbarkeit und Vertraglichkeit von ketogener
Diat bei Tumorerkrankungen der Haut®



\ Projekt: Rolle von Neuropeptid Galanin in Tumoren des Gehirns und in der Peripherie

Neuropeptide sind kurze regulatorische Peptide (Eiweishormone), welche als Botenstoffe
fungieren und im gesamten Kdorper zu finden sind. Die Wirkung der Neuropeptide wird tber
Bindung an spezifische Rezeptoren vermittelt (Schlissel-Schloss Prinzip). Dabei sind
Neuropeptide auch fur die Entwicklung und das Wachstum von Nerven von essentieller
Bedeutung. Da Neuropeptide das Wachstum von Nervenzellen steuern, sind Veranderungen

in ihrer Menge moglicherweise beim Entstehen von neuronalen Tumoren von Bedeutung.

Das Neuropeptid Galanin kommt sowohl im zentralen und peripherischen Nervensystem vor.
Es regelt zahlreiche physiologische und pathologische Prozesse durch seine
Wechselwirkungen mit drei verschiedenen Rezeptoren (GAL1-3). Es wird nicht nur Galanin
selbst, sondern auch seine Rezeptoren in verschiedensten peripheren Tumoren gefunden.
Trotz der weiten Verbreitung von Galanin im Gehirn gibt es nur wenige Studien, welche die
Rolle dieses Eiweishormons in Hirntumoren untersuchen. Wir konnten nachweisen, dass
Galanin und dessen Rezeptoren in Zelllinien von verschieden Hirntumoren produziert
werden. In Zusammenarbeit mit Prof. Weis von der Neuropathologie in Linz, haben wir die
Menge von Galanin und der einzelnen Rezeptoren in verschiedensten Tumoren des
zentralen Nervensystems analysiert. Am interessantesten ist, dass die Expression von
Galanin und GALRs in tumorinfiltrierenden Immunzellen beobachtet wurde. Das
Vorhandensein von GALRs auf tumorassoziierten Immunzellen, deutet darauf hin, dass die
Galanin-Signalubertragung bei der Interaktion von Tumoren und dem Immunsystem eine

Rolle spielt.

Kooperation

¢ Neuropathologie Linz Prof. Serge Weis ,Das Galaninsystem in Hirntumoren — ein
diagnostischer oder prognostischer Marker?*

o Universitatsklinik far Chirurgie PD. Dr. Martin Varga, Univ.Prof. Dr. Klaus
Emmanuel ,,Rolle von Galanin im Cholangiozellularem Karzinom*

Projekt Effekt von Verteporfin auf das Wachstum von Neuroblastom Xenografts

Prof. Jan Pruszak und seine Arbeitsgruppe vom Institut fir Anatomie haben die Aktivitat von
Verteporfin beim Neuroblastom untersucht. Der Effekt der Hemmung der YAP/TAZ-
Expression durch Verteporfin wurde an verschiedenen Neuroblastomazellinien in vitro
getestet. Es stellte sich heraus, dass die antiproliferierende Wirkung von Verteporfin nicht
von der YAP/TAZ-Expression abhéangig ist (Prof. Pruszak, unpublizierte Daten). Um zu
zeigen, dass die Substanz tatsachlich therapeutisch eingesetzt werden kdénnte, haben wir in

einem Mausmodell fir Neuroblastom untersucht, ob Verteporfin (von Prof. Pruszak zur
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Verfligung gestellt) das Wachstum von Neuroblastomen verhindern kann. Dabei konnten wir
zeigen, dass das Wachstum unter Verteporfin Therapie signifikant reduziert war.

Kooperation
e Institut fir Anatomie Univ.Prof. Jan Pruszak ,Effekt von Verteporfin auf das

Wachstum von Neuroblastomzellen®

Projekt: Neuropeptide als Komponenten der kérpereigen angeborenen Abwehr

Im Rahmen vieler notwendiger Chemotherapien werden die Abwehrzellen des
Immunsystems geschadigt. Daher ist es nétig die Aktivitat der verbleibenden Zellen soweit
als moglich zu optimieren.

An der Abwehr von Infektionen ist eine Reihe von Immunzellen beteiligt. Am Beginn von
Infektionen nehmen die neutrophilen Granulozyten im Blut besonders rasch zu ("neutrophile
Kampfphase"). Sie "fressen" (phagozytieren) Bakterien und Gewebetrimmer. NK-Zellen
(natirliche Killerzellen) gehéren zu den Lymphozyten (Untergruppe der weil3en Blutzellen
oder Leukozyten). Sie sind in der Lage, abnormale Zellen wie Tumorzellen und virusinfizierte
Zellen zu erkennen und abzutdten. NK-Zellen besitzen keine Antigen-spezifischen

Rezeptoren und gehoéren ebenfalls zum angeborenen Immunsystem.

Es zeigt sich zunehmend, dass Komponenten des Gehirns und des Nervensystems mit
Immunzellen interagieren. Daher haben wir den Einfluss des Neuropeptids Galanin auf
Neutrophile, natirliche Killerzellen, Monozyten und Makrophagen analysiert. Wir konnten
dabei nachweisen, dass Galanin in der Lage ist, die Aktivierung von all diesen
Immunzelltypen zu modulieren (Koller et al 2019, Ramspacher et al. 2019). Vor allem die
Modulation der Zytokin- und Chemokin- Ausschittung wahrend der Differenzierung und

Polarisierung von Makrophagen spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort.

Um sich vor den Makrophagen zu schiitzen, haben Tumorzellen eine Uberlebensstrategie
entwickelt: Sie manipulieren die Immunzellen so, dass diese ihre Anti-Tumorwirkung
verlieren. Hierbei spielt vor allem die Polarisierung der Makrophagen eine wichtige Rolle. Wir
konnten nachweisen, dass Galanin die Ausscheidung einer Reihe von Zytokinen in der
Polarisierung der Makrophagen beeinflusst. Weitere Studien werden zeigen, ob durch
Beeinflussung des Galanin Systems die Anti-tumoraktivitdt der Makrophagen beeinflusst
werden kann.
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