Ehrh
oD H

4

&
1’\‘ 5
Ty YY) f‘

£/

»
-
v

s

¢

/4

1
=
=
[
=
=
—
Za
£
=
=

—
i

IHER]IERITE N




Impressum - Editorial

Blick in die Wissenschaft
Forschungsmagazin

der Universitat Regensburg

ISSN 0942-928-X, Heft 32/24. Jahrgang

Herausgeber
Prof. Dr. Udo Hebel
Prasident der Universitat Regensburg

Redaktionsbeirat

Prof. Dr. med. Reinhard Andreesen
Prof. Dr. rer. pol. Susanne Leist
Prof. Dr. rer. nat. Christoph Meinel
Prof. Dr. phil. Ursula Regener

Prof. Dr. rer. nat. Klaus Richter
Prof. Dr. phil. Hans Rott

Universitat Regensburg, 93040 Regensburg
Telefon (09 41) 943-23 00
Telefax (0941) 943-33 10

Verlag

Universitatsverlag Regensburg GmbH
Leibnizstrafse 13, 93055 Regensburg
Telefon (09 41) 7 87 85-0

Telefax (0941) 7 87 85-16
info@univerlag-regensburg.de
www.univerlag-regensburg.de
Geschaftsfihrer: Dr. Albrecht Weiland

Abonnementservice
Bastian Graf
b.graf@univerlag-regensburg.de

Anzeigenleitung
Niclas Martens
info@univerlag-regensburg.de

Herstellung
Universitatsverlag Regensburg GmbH
info@univerlag-regensburg.de

Einzelpreis € 7,00

Jahresabonnement

bei zwei Ausgaben pro Jahr

€10,00 / ermaRigt € 9,00

fur Schuler, Studenten und Akademiker
im Vorbereitungsdienst (inkl. 7% MwsSt)
zzgl. Versandkostenpauschale € 1,64 je
Ausgabe. Bestellung beim Verlag

Fur Mitglieder des Vereins der Ehemaligen
Studierenden der Universitat Regensburg
eV. und des Vereins der Freunde der Uni-
versitat Regensburg e.V. ist der Bezug des
Forschungsmagazins im Mitgliedsbeitrag
enthalten.

In dem zentralen Handlungsfeld der
Forschungsférderung verfolgt die Univer-
sitat Regensburg gegenwartig vor allem
drei strategische Ziele: Starkung der SFB-
Felder und Weiterentwicklung der inter-
disziplindaren  Netzwerke, Etablierung
aufBeruniversitarer Forschungseinrichtun-
gen sowie Nachwuchsférderung. Um die
Forschungsaktivitaten der Wissenschaftle-
rinnen und Wissenschaftler in diesem
Sinne zu unterstltzen und die notigen
Freiraume zu schaffen, hat die Universitat
Regensburg in den vergangenen Semes-
tern mehrere neue Programme aufgelegt.

Das neu geschaffene und bayernweit
einzigartige Academic Research Sabba-
tical-Programm  (ARSP) verbessert die
Arbeitsbedingungen von Nachwuchswis-
senschaftler/innen auf Stellen als Akade-
mische Ratinnen bzw. Akademische Rate
auf Zeit durch die Freistellung von Lehr-
und Verwaltungsaufgaben. Besonderes
Augenmerk wird dabei auf die Erhéhung
der Berufungschancen, die internationale
Vernetzung, die Drittmittelbeantragung
sowie die Forderung von Frauen in der
Wissenschaft gerichtet.

Da der Freiraum fur Forschung zuneh-
mend eine wertvolle Ressource geworden
ist, hat die Universitatsleitung auch bei
der Neugestaltung des Verfahrens zur De-
putatsermafigung flr Professoren/innen
Forschungsaktivitaten und Antragsvorha-
ben besondere Bedeutung beigemessen.

Fir Professorinnen und Professoren,
die bereits auf eine erfolgreiche wissen-
schaftliche Karriere zurtckblicken und
weiterhin ihre Forschungsprojekte an der
Universitat Regensburg verfolgen moch-
ten, wurde das Programm ,Emeriti Re-
search Fund” (ERF) aufgelegt. Es richtet
sich an Professoren/innen, die seit 2012 in
Ruhestand getreten sind bzw. bis 2018
aus dem Dienst ausscheiden. Die Universi-
tatsleitung kommt mit diesem Programm
dem zunehmenden Bedurfnis nach Unter-
stitzung von Forschungsarbeiten auch
am Ubergang in den Ruhestand nach.

Neben diesen Programmen steht die
infrastrukturelle UnterstUtzung durch In-
formation und Beratung in Zukunft noch
mehr im Mittelpunkt. Die Universitatslei-
tung hat in Kooperation mit der Frauen-
beauftragten der Universitdt eine neue
Vortragsreihe initiiert, die Uber Forder-
moglichkeiten, Antragsmodalitaten, Pro-
jektmanagement und Vernetzungsoptio-
nen informiert. Zur Umsetzung dieser und
anderer forschungsfordernder Initiativen
wurde zudem eine zusatzliche EU-Refe-
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rentenstelle eingerichtet, die insbeson-
dere Aktivitdten zu Horizon 2020 in den
Fokus nimmt.

Fir die zukunftsorientierte Entwick-
lung der Universitat Regensburg, gerade
auch im Hinblick auf die Fortfihrung der
Exzellenzinitiative, ist es besonders wich-
tig, auferuniversitare Forschungseinrich-
tungen vor Ort anzusiedeln. Die Universi-
tatsleitung strebt in diesem Zuge mit vol-
ler Kraft an, das Institut fur Ost- und
Stdosteuropaforschung (I0S) und das
Regensburger Centrum flr Interventio-
nelle Immunologie (RCI) in Institute der
Leibniz-Gemeinschaft zu Uberfuhren.

Diese nach innen gerichteten strategi-
schen Bestrebungen werden erganzt um
die AufSendarstellung von Wissenschaft
und Forschung in der Offentlichkeit. Um
die Forschungsleistungen und -erfolge
der Wissenschaftler und Wissenschaftler-
innen unserer Universitat noch transpa-
renter zu machen und den Transfer in die
auReruniversitare Offentlichkeit zu inten-
sivieren, erfolgt die Berichterstattung auf
der neu gestalteten Webseite der Univer-
sitat verstarkt forschungsorientiert und
bildbasiert. Dieses Ziel verfolgt auch das
Forschungsmagazin Blick in die Wissen-
schaft, das die Universitat Regensburg in
ihrer wissenschaftlichen Vielfalt, Leben-
digkeit und Leistungsfahigkeit abbildet. In
diesem Sinne wilinsche ich Ihnen eine
spannende und anregende Lekture.

Prasident der Universitdt Regensburg
Prof. Dr. Udo Hebel
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Der Kampf des Gehirns gegen eindringende Krebszellen

Der Kampf des Gehirns gegen
eindringende Krebszellen
Die organspezifische Abwehr

Tobias Pukrop

Auch heute noch versterben viele Men-
schen an den Folgen der Metastasierung
durch solide Tumore (Lungenkrebs, Dick-
darmkrebs, Brustkrebs etc.). Dennoch sind
der genaue zeitliche Ablauf und die mole-
kularen Mechanismen nur partiell verstan-
den. Vereinfacht kann dieser komplexe
Prozess nach dem Aufenthaltsort der
Krebszellen in drei Blocke eingeteilt wer-
den: i) die Phasen am Entstehungsorgan;
ii) die Phasen im Blut- oder Lymphsystem;
i) und die Phasen im fremden Organ. In
den letzten Jahren hat man durch geneti-
sche Untersuchungen festgestellt, dass
sich erfolgreich metastasierte Krebszellen
fruher als erwartet vom Entstehungsort
|6sen und sich andernorts sogar weiter
entwickeln (parallele Evolution). Zudem ist
bekannt geworden, dass sich bei vielen Pa-
tienten Krebszellen im Blut oder Knochen-
mark nachweisen lassen, die aber erstaun-
licherweise spater keine Metastasen ent-
wickeln. Somit mussen viele Krebszellen
noch im Blut oder im fremden Organ er-
folgreich aufgehalten werden. Aber ge-
rade die letzten Phasen der Metastasie-
rung im fremden Organ sind nur rudimen-
tar erforscht. Interessanterweise ergaben
einige Arbeiten, das beinahe alle Krebszel-
len kurz nach dem Austritt aus dem Blut-
gefafs in dem fremden Organ sehr schnell

absterben. Somit scheint das Uberleben in
einer unbekannten Umgebung fur die
Krebszellen nicht nur das grofSte Hindernis,
sondern auch der entscheidende Faktor
Uber Leben und Tod zu sein. Aus diesen
Grunden widmet sich unsere Arbeitsgruppe
intensiv dieser letzten Phase der Metastasie-
rung und der Frage, wie sich das fremde
Organ gegen eindringende Krebszellen
wehrt.

Kann sich ein Organ Uberhaupt gegen ein-
dringende Krebszellen wehren? Bisher
ging man davon aus, dass die meisten
Krebszellen durch das Immunsystem direkt
im Blut bekampft werden. Unter dieser Im-
munabwehr versteht man die Aktivitat der
Monozyten, Granulozyten, B- und T-Zellen,
die normalerweise fremde Organismen
(Bakterien, Viren) bekampfen. Insbeson-
dere die T-Zellen spielen aber auch eine
wichtige Rolle bei der Beseitigung von ent-
arteten Korperzellen. Aus diesem Grund
beschaftigt man sich bis heute intensiv mit
der T-Zell-Antwort gegen den Krebs und
wie sich Krebszellen vor diesem T-Zell-An-
griff schltzen kénnen. Ein Ergebnis dieses
Forschungsgebietes war die Identifikation
von Regulatoren (Immun-Checkpoints),
mit denen T-Zellen gehemmt und damit
ineffizient werden. Therapeutisch kann

dieser Mechanismus nun bei vielen Krebs-
arten genutzt werden, indem diese Hem-
mung durch Antikérper aufgehoben wer-
den und die T-Zelle in einen aktivierten
Zustand Uberfihrt wird (Prinzip der Im-
mun-Checkpoint Blockade). Diese Thera-
pie kann selbst bei makroskopischen Or-
ganmetastasen sehr effektiv sein.

Die T-Zell-Aktivitat gegen die Krebszel-
len kann aber nicht die Ursache fur das
Absterben der Krebszellen direkt nach dem
Eindringen in die fremden Organe sein, da
T-Zellen in dieser Phase der Metastasierung
nicht anwesend sind. Es stellt sich also die
Frage, ob andere Abwehrsysteme fur das
Absterben der Krebszellen in dieser Phase
der Metastasierung verantwortlich sind
oder ob die Krebszellen das fremde Milieu
einfach nicht vertragen? In diesem Zusam-
menhang ist interessant, dass viele Organe
eigene Abwehrzellen, sogar Abwehrsys-
teme, besitzen, die Uber einzigartige Ei-
genschaften verfigen. Unsere Arbeits-
gruppe beschaftigt sich speziell mit den
organspezifischen Makrophagen des Ge-
hirns, der Mikroglia, und welche Rolle der
Mikroglia wahrend der Kolonisation von
Krebszellen im Gehirn zukommt. Unter Ko-
lonisation versteht man den Prozess, nach-
dem sich die Krebszellen im fremden
Organ angesiedelt haben und tatsachlich

Das Gehirn besteht hauptsachlich aus vier Zellarten: 1. den Nervenzellen (Neurone), 2. den Oligodendrozyten, die Nervenschei-
den ausbilden und die Nervenfasern isolieren, 3. den Astrozyten und 4. den Mikroglia. Die Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikroglia werden auch unter dem Begriff Glia zusammengefasst. Die Astrozyten dienen der Ernahrung und Firsorge der Ner-
venzellen und sorgen flr den strukturellen Aufbau des Gehirns. Die Mikroglia sind anteilsmafSig die kleinste gliale Zellpopulation.
Sie sind aber die erste Verteidigungslinie, und sobald ein Schaden im Hirngewebe entsteht, werden sie aktiviert und versuchen
diesen zu beseitigen. Hierzu nehmen sie ganz haufig die Astrozyten zur Hilfe. Friher hatte man angenommen, dass die Mikrog-
lia ausgewanderte Makrophagen (Fresszellen) des Blutes sind. Dies hat sich erst in den letzten Jahren ganz anders dargestellt.
Aktuell gibt es Hinweise, dass die Mikroglia sehr friih in der Embryoentwicklung entsteht, lange bevor sich das eigentliche Blut
bildet. Somit ist die Mikroglia eine vollig eigenstandige organspezifische Makrophagenart, die sich auch von allen anderen Fress-
zellen signifikant unterscheidet. Vergleichbare organspezifische Makrophagen findet man auch in Leber und Lunge.
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beginnen, sich in diesem Organ zu teilen
und invasiv zu wachsen. Heute wissen wir,
dass Jahre zwischen der Einschleusung und
dem Beginn der Kolonisation liegen kon-
nen. Unklar ist aber, warum irgendwann in
der Krebszelle das Programm der Kolonisa-
tion gestartet wird. Beruhigend ist aber,
dass eigentlich bis auf wenige Ausnahmen
die Krebszellen diese Phase Uberhaupt
nicht erleben, da sie, wie schon erwahnt,
kurz nach dem Gefal3austritt in den pro-
grammierten Zelltod gehen.

Greift man die oben gestellte Frage
nun speziell fir das Gehirn auf, ob das Mi-
lieu des Gehirns oder dessen Abwehrsys-
tem eine Rolle flr den programmierten
Zelltod der Krebszellen spielt, ist dies far
das Gehirn besonders interessant. Im Ge-
hirn gibt es im Vergleich zu anderen Orga-
nen ein sehr spezielles lokales Abwehrsys-
tem. Dieses beseitigt sogar selbstandig
kleinere Lasionen, ohne das Immunsystem
des Blutes zur Hilfe zu nehmen. Dieses spe-
zielle Abwehrsystem setzt sich aus zwei
Zelltypen zusammen, den Makrophagen
des Gehirns, der Mikroglia, und den Stltz-
zellen des Gehirns, den Astrozyten. Die Mi-
kroglia und Astrozyten arbeiten sehr eng
im Kampf gegen bakterielle, sonstige Erre-
ger oder bei anderweitigen Schadigungen
des Hirngewebes zusammen. Interessan-
terweise sind dies aber auch die zwei Zell-
typen, die sofort nach der Einschleusung
der Krebszellen angezogen werden. Im
nachsten Schritt umringen dann die Astro-
zyten die Krebszellen und beide Zellarten
bilden direkte Kontakte mit den Krebszel-
len aus. Unsere Arbeitsgruppe hat nun
festgestellt, dass die Mikroglia und Astro-
zyten versuchen, die organfremden Krebs-
zellen abzukapseln und zu bekampfen. Sie
sind auch in der Lage, gutartige Epithelzel-
len, die ihren Ursprung auf3erhalb des Ge-
hirns haben, zu erkennen und sehr effektiv
in den programmierten Zelltod zu treiben.
Aktuell gehen wir also davon aus, dass die
Mikroglia zusammen mit den Astrozyten
die Krebszellen zwar als korpereigen, aber
organfremd erkennt, und um eine magli-
che Schadigung des Gehirns zu verhin-
dern, versuchen sie gemeinsam, den pro-
grammierten Zelltod in den Krebszellen
auszulosen.

Um diese Arbeitshypothese untersu-
chen zu kénnen, haben wir eigens dafur
ein Kokultur-System mit einem lebenden 1 A) zeigt eine Fdrbung des Zytoskelett einer durch Tumorzellen aktivierten Mikroglia. B) zeigt eine
Hirnschnitt und einem kunstlichen Tumor-  konfokale Aufnahme eines Kokultursystems. Rot dargestellt sind die Astrozyten des Gehirns, die auf
zellplug etabliert. Ein Tumorzellplug be- die Tumorzellen (griin) reagieren. Einige (grtine) Tumorzellen sind schon in das Hirngewebe einge-
drungen. Die lila markierten Zellen stellen die Mikroglia dar, die ebenfalls aktiviert sind und teilweise
enge Kontakte (s. Vergrofserung des Kastens von B in C) zu Tumorzellen ausbilden (Pfeil in C).

steht aus einer Suspension von Krebszel-
len, die man in eine kunstliche fllssige
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Der Kampf des Gehirns gegen eindringende Krebszellen

2 A-B) zeigt die stereotaktische Injektion von Tumorzellen in das Gehirn einer narkotisierten Maus.
Im Verlauf werden dann die Mduse jeden Tags neurologisch untersucht und bei Auffdlligkeiten Funk-
tionstests durchgefihrt. Darunter fdllt z. B. C) der Rotarod Performance Test und D) der Hanging Wire
Test. Diese neurologischen Testverfahren haben wir von Verhaltensstudien tbernommen und auf
unser experimentelles Setting (bertragen.
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Matrix einbettet und somit ein halbfes-
tes  3D-Tumor/Matrix-Gemisch erhalt,
das man dann direkt neben den Hirn-
schnitt platzieren kann. Den lebenden
Hirnschnitt gewinnen wir von Mausege-
hirnen mit einem Vibratom (300pm
Schnitte), die dann in speziellen Kultur-
medien am Leben erhalten werden. Den
Hirnschnitt und Tumorzellplug kokulti-
vieren wir dann uber finf Tage. Anschlie-
Send kénnen wir die Reaktion des Hirn-
gewebes auf die Tumorzellen untersu-
chen und die Invasion der Krebszellen in
den Hirnschnitt quantifizieren [1]. Der
von uns publizierte Methodenfilm veran-
schaulicht diese Vorgange (http://www.
jove.com/video/50881/coculture-sys-
tem-with-an-organotypic-brain-slice-3d-
spheroid). Zudem ist es uns mit einer
speziellen Farbung moglich, die Anzahl
der toten und lebenden Krebszellen di-
rekt an der Kontaktstelle und an entfern-
terer Position zu messen. Mit dieser Me-
thode war es uns moglich, die Induktion
des programmierten Zelltodes in epithe-
lialen Zellen durch die Astrozyten und
Mikroglia zu quantifizieren. Manipuliert
man nun die Mikroglia, wird dieser Ef-
fekt deutlich abgeschwacht, und selbst
die gutartigen Zellen Uberleben die Atta-
cke der Ubrig gebliebenen Astrozyten.

Aktuell verfolgt unsere Arbeitsgruppe
die Hypothese, dass in einer Vielzahl von
Krebspatienten diese organspezifische Ab-
wehr sehr potent ist und somit einen
Hauptmechanismus darstellt, wie Organ-
metastasierung verhindert wird. Wichtig
ist hierbei noch zu erwahnen, dass nicht
nur das Gehirn, sondern auch andere Or-
gane eine spezialisierte Abwehr haben.
Zum Beispiel befinden sich in der Leber die
Kupffer-Sternzellen und in der Lunge die
Alveolar Makrophagen. Beide Zellarten
stellen, vergleichbar zur Mikroglia, ein spe-
zialisiertes Makrophagensystem dar, das
aber genauso wenig im Prozess der Meta-
stasierung untersucht ist. Wir gehen aber
davon aus, dass diese organspezifischen
Abwehrsysteme nicht nur die letzte, son-
dern auch die entscheidende Verteidi-
gungslinie bilden. Erst wenn diese Bastion
fallt, kann es zur erfolgreichen Metastasie-
rung kommen. Erschreckenderweise hat
unsere Arbeitsgruppe in diesem Fall sogar
die Erkenntnis gewonnen, dass die Krebs-
zellen dann die organspezifische Abwehr
(in diesem Fall die Mikroglia) auf ihre Seite
ziehen, sie in ihrer Aggressivitat noch stei-
gern und vermehrt das anliegende ge-
sunde Hirngewebe zerstoren.



Unter diesem Aspekt ist es aber genauso
interessant, dass wir in anderen Experi-
menten zeigen konnten, dass die Mikroglia
durch Manipulation wieder umgekehrt
werden und dass sie ihre anti-
tumordse Wirkung potenzieren kann. Aus
diesem Grund arbeiten wir, vergleichbar zu
der Immun-Checkpoint Inhibition der T-Zel-
len, an Mechanismen und pharmakologi-
schen Interventionen, die die Mikroglia-Ak-
tivitat wieder in die richtige Richtung brin-
gen. Derartige lokale Immunstimulationen
wurden schon um 1900, im Zeitalter vor
der Chemotherapie, von dem amerikani-
schen Onkologen William Bradley Coley
(1862-1936) durchgeflihrt. Diese Verfah-
ren wurden dann aber nach Einflhrung der
Strahlentherapie und Chemotherapie auf-
grund der Nebenwirkungen wieder aufge-
geben. Um nun aber derartige lokale Im-
mun-Stimulationsverfahren auch im gesam-
ten Organismus zu testen, haben wir
zusatzlich zu dem Kokultursystem mehrere
Hirnmetastasierungsmodelle in  immun-
kompetenten Mausen aufgebaut. Die meis-
ten Experimente wurden bisher mit
menschlichen  Tumorzellen in Mausen
durchgefihrt, die keine aktiven T-Zellen
haben. Da wir jedoch wissen, wie wichtig
funktionierende T-Zellen im Prozess der Me-
tastasierung sind, fihren wir unsere Experi-
mente mit Mauszellen in einer Maus mit
einem voll funktionsfahigen Immunsystem
durch. Fir diesen Zweck werden diese
Maustumorzellen stereotaktisch direkt in

das Mausegehirn appliziert. Anschliefsend
werden pharmakologische Interventionen
durchgefuhrt, die sich zuvor im Kokultursys-
tem als sehr effektiv herausgestellt haben.
Aktuell testen wir auf diese Weise unter-
schiedliche Substanzen auf deren Auswir-
kungen auf die Kolonisation des Hirn-
gewebes.

Zusammenfassend haben wir in den
letzten Jahren im Rahmen der DFG-For-
schergruppe 942, dem BMBF-Konsortium
eBio: MetastaSys und nationalen und inter-
nationalen Kooperationspartnern mehrere
Systeme etabliert, die es uns tatsachlich er-
moglichen, die organspezifische Abwehr
des Gehirns wahrend der Metas-
tasierung zu untersuchen. Zudem haben
wir die Méglichkeit, nicht nur die dahinter-
stehenden Prinzipien, sondern auch phar-
makologische Interventionen zu Uberpri-
fen, um zuklnftig noch effektivere Thera-
pien fur Patienten mit metastasierten
Tumorleiden anbieten zu kénnen.

Abschliefend mochte ich postum Prof.
Dr. Uwe-Karsten Hanisch (1961-2015) dan-
ken, der als ein exzellenter Wissenschaftler
und vorbildlicher Kooperationspartner we-
sentlich an diesen Projekten beteiligt war.
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Prof. Dr. med. Tobias Pukrop, geb. 1973 in Ellwangen (Ostalbkreis/ Bawu). Studium der Human-
medizin und Promotion an der Universitat Ulm. AnschlieSend Weiterbildung im Fach Innere Me-
dizin und Hamatologie/Onkologie und Aufbau einer Arbeitsgruppe Uber Metastasierung an der
Universitat Gottingen. Mitglied der DFG Forschergruppe 942 und BMBF Konsortien mit den
Schwerpunkten Metastasierung oder Maligne Lymphome. Erwerb der Zusatzqualifikation Pallia-
tivmedizin in Géttingen und Ubernahme des Amtes des Arztlichen Koordinators des Comprehen-
sive Cancer Center Géttingen (G-CCC). Die Untersuchungen der Metastasierung wurden 2014
mit dem Best Poster Award auf dem 4th Annual Brain Metastases Research and Emerging Therapy
Conference der EORTC in Marseille, 2011 mit dem Wurttembergischen Krebspreis und 2006 dem
mit dem Vincenz-Czerny Preis der Deutschen Gesellschaft fir Himatologie/Onkologie fir onkolo-
gische Forschung ausgezeichnet. Die Berufung an das Universitatsklinikum Regensburg erfolgte
2015 fur Innere Medizin mit dem Schwerpunkt Internistische Onkologie.

Forschungsschwerpunkte: Der WNT-Signalweg, Makrophagen, Mikroglia, (Hirn-)-Metastasierung,

ZNS-Lymphome
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