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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem und dessen Bestandteile

Das Immunsystem umfasst alle Komponenten der menschlichen Abwehr, welche
kérperfremde Eindringlinge sowie entartete korpereigene Zellen erkennen und
zerstéren. Die Vielzahl von Abwehrmechanismen kann in zwei Systeme unter-
teilt werden: In das angeborene Immunsystem und das adaptive Immunsystem.
Viele Infektionen kénnen erfolgreich vom angeborenen System bekampft werden.
Ubersteigt jedoch die Infektion dieses MaB, aktiviert das angeborene System das
adaptive System, welches nach erfolgreichen Uberstehen der Infektion, die Aus-
bildung eines immunologisches Gedachtnis induziert.

Beide Systeme bestehen jeweils aus einer zellularen und nicht-zelluldren Kompo-
nente. Erstere umfasst die wei3en Blutzellen, auch Leukozyten genannt, welche
essentiell fir die Immunantwort sind. Sie stammen wie auch die roten Blutkér-
perchen (Erythrozyten) und Blutplattchen (Thrombozyten) von einer pluripoten-
ten hamatopoetischen Stammzelle des Knochenmarks ab. Diese hamatopoeti-
sche Stammzelle kann sich in zwei Vorlaufertypen fiir die Leukozyten differenzie-
ren, welche die beiden Arten von Leukozyten bestimmt. Man unterscheidet da-
bei zwischen der myeloischen und der lymphatischen Reihe. Aus Ersterer stam-
men Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen und Dendritische Zellen (dentritic
cells (DC)); aus Letzterer entstehen B-Lymphozyten (B-Zellen), T-Lymphozyten
(T-Zellen) und Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Die NK-Zellen bilden zusam-
men mit den Zellen der myeloischen Reihe den zellularen Anteil des angebore-
nen Immunsystems, die B-Zellen und T-Zellen bilden das zellulare Element des
adaptiven Immunsystems. Die Leukozyten werden bei der Immunantwort durch
die nicht-zellularen, sogenannte humorale Bestandteile unterstitzt. Fir das ange-
borene Immunsystem sind dies Zytokine, Lysozym und das Komplementsystem.
Flr das adaptive Immunsystem sind dies Zytokine und Antikérper [1].
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1.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie der menschli-
chen Abwehr. Es ist in allen Wirbeltieren von Geburt an vorhanden und reagiert
innerhalb von Minuten. Dabei kann man zwischen zwei Abwehrmechanismen un-
terscheiden; zum einen die mechanische Barrieren, die dauerhaft bestehen, und
zum anderen die Zellabwehr, die induzierbar ist.

1.2.1 Mechanische Barrieren

Den Hauptbestandteil der dauerhaften Mechanismen bilden die Epithelien aller
Grenzflachen des menschlichen Kérpers. Diese dienen als erste mechanische
Barriere fur Fremdkérper zur AuBBenwelt. Beispiele hierflr ist das Lungenepithel,
die gastrointestinale Mukosa und die Haut. Bestimmte Gewebezellen sezernie-
ren zudem bestandig antimikrobielle Enzyme in Kérpersekrete, wie zum Beispiel
das Enzym Lysozym, welches im Tranensekret oder im Speichel zu finden ist.
Aufgrund ihrer bestimmten Beschaffenheit und ihrer abgegrenzten Lokalisation
richtet sich hierbei die Abwehr nur gegen kdrperfremde nicht aber gegen kor-
pereigene Zellen [1].

1.2.2 Induzierbare Mechanismen

Kann ein Pathogen die epitheliale Barriere durchbrechen, muss dieses zuerst
als fremd erkannt werden, damit es anschlieBBend eliminiert werden kann. In den
meisten Fallen wird dieser Eindringling sofort von induzierbaren Mechanismen
des angeboren Immunsystems erkannt: Im Gegensatz zu den mechanischen
Barrieren, die dauerhaft bestehen, brauchen die induzierbaren Mechanismen ei-
ne gewisse Zielstruktur zur Aktivierung. Das Hauptziel der angeborenen Immun-
antwort sind sogenannte pathogen associated molecular patterns (PAMPSs). Die-
se haben alle eine Gemeinsamkeit: PAMPs werden nur von mikrobiologischen
pathogenen Organismen gebildet, nicht von kérpereigenen Zellen. Dies sind zum
Beispiel Peptidoglycan und Lipopolysaccharide (LPS), die nur von Bakterien pro-
duziert werden und nicht von Eukaryoten. PAMPs werden durch pattern recogni-
tion receptors (PRPs) auf der Oberflache der myeloischen Zellen als fremd er-

2
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kannt. Ein Beispiel hierfir ist der (cluster of differentiation (CD)) CD14-Rezeptor,
welcher auf korpereigenen Monozyten und Makrophagen exprimiert wird und
spezifisch LPS auf der Bakterienoberflache erkennt.

Werden die Eindringlinge anhand ihrer PAMPs erkannt, kdnnen sie von den Zel-
len des phagozytaren System eliminiert werden. Zu diesem System werden funk-
tionell die Monozyten, die Makrophagen, die neutrophilen Granulozyten und die
Dendritischen Zellen zusammengefasst [1]. Die Rolle der NK-Zelle wird im spa-
teren Verlauf noch ausflhrlicher erlautert (siehe Kapitel 1.4).

1.2.2.1 Phagozytares System

Zur Elimination von Eindringlingen stehen dem Phagozytéren System zwei ver-
schiedene Mechanismen zur Verfigung: Zum einen die Zerstérung der Eindring-
linge durch Ausschittung von Enzymen, beispielsweise Lysozym durch mono-
zytare Zellen und Neutrophile. Zum anderen die komplette Aufnahme (Phago-
zytose) durch die Abwehrzelle.

Die erste Gruppe von phagozytischen Zellen sind die Neutrophilen, auch neu-
trophile Granulozyten genannt. Sie werden neben den eosinophilen und baso-
philen Granulozyten zu der Klasse der Granulozyten gezahlt. Die Aufgabe der
eosinophilen und basophilen Granulozyten ist bisher nur unzureichend geklart.
Granulozyten leben nur wenige Tage und sind somit viel kurzlebiger als Makro-
phagen. Die neutrophilen Granulozyten sind zahlenmaBig die haufigsten und mit
ihrer Funktion als phagozytierende Zellen auch die wichtigsten Zellen des ange-
boren Immunsystem. Erbliche oder erworbene Defizite der neutrophilen Funktion
fOhren zu Uberwaltigenden Infektionen, die unbehandelt zum Tode fihren kdn-
nen.

Die zweite Gruppe von Zellen, welche fahig zur Phagozytose ist, sind die Ma-
krophagen. Makrophagen sind langlebige Zellen, die sich gewebespezifisch aus
Monozyten, welche im Blut zirkulieren und in Gewebe einwandern, differenzie-
ren. Dabei werden nicht nur fremde Erreger eliminiert, sondern auch tote Zellen
und Zellfragmente werden aus dem Koérper abgeraumt. Dartber hinaus helfen
sie, die Entziindungsreaktion zu aktivieren. Sie sezernieren Signalproteine, um
andere Immunzellen, vor allem Granulozyten, zu rekrutieren. Dabei spielt IL-10
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eine wichtige Rolle, welches autokrin die Sekretion weiterer Faktoren auslésen
kann.

Als dritte zum Phagozytaren System gehérende Zellen sind die DC zu nennen.
Ihren Namen haben die DCs von ihren fingerartigen Auslaufern, welche Den-
driten von Neuronen ahneln. Nach der Aufnahme von Pathogenen beseitigen
DCs diese nicht, sondern prasentieren Teile dieser Pathogene, die Antigene ge-
nannt werden, auf ihrer Oberflache. Die Fahigkeit, Antigene auf ihrer Oberfla-
che zu prasentieren, haben neben den DCs die Makrophagen, sodass beide zu
den antigen-presenting cells (APCs) des angeborenen Immunsystems gezahit
werden. Diese Antigene kénnen dann von Lymphozyten erkannt werden. Somit
bilden die APCs die Verbindung zwischen angeborenem und adaptiven Immun-
system [1].

1.2.2.2 Antigen-prasentierende Zellen

Zu den Antigen-prasentierende Zellen gehdren die Makrophagen, Dendritische
Zellen und B-Zellen (siehe Kapitel 1.3.1). Die Prasentation der Antigene erfolgt
tber sogenannte MHC-Molekile auf der Oberflache der Zellen. Unter den MHC-
Molekilen unterscheidet man zwei verschiedene Klassen: MHC Klasse | werden
von allen kerntragenden Zellen exprimiert, wohingegen MHC Klasse Il nur auf
der Oberflache von APCs zu finden sind.

MHC Molekile sind Glykoproteine, die von dem grof3en Cluster der Gene, die
als major histocompatibility complex bekannt sind, kodiert werden. MHC Peptide
sind sehr polymorph: jeder Typ von MHC-Molekiilen liegt in vielen verschiedenen
Versionen innerhalb der Population vor. Die meisten Menschen sind heterozygot
fur MHC Molekulle und exprimieren zwei verschiedene Formen jedes MHC Typs.
Bei Menschen wird das major histocompatibility complex (MHC) System auch als
human leukocyte antigen (HLA) System bezeichnet [1].

1.3 Das adaptive Immunsystem

Das angeborene Immunsystem bietet einen weitreichenden Schutz gegentber
einer grof3en Anzahl von Bakterien. Jedoch kénnen sich einige Pathogene der
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Erkennung und vollstandigen Elimination durch das angeborene Immunsystem
entziehen. Bei einer Infektion mit solchen Pathogenen kdnnen die Zellen des ad-
aptiven Immunsystems die Progression dieser Infektion verhindern. Jedoch rea-
giert das adaptive Immunsystem im Vergleich zum angeborenen Immunsystem
mit einer Zeitverzdgerung von vier bis sieben Tagen. Diese Verzdégerung entsteht,
da die Lymphozyten nach der Aktivierung durch Kontakt mit den Pathogenen
sich erst ausdifferenzieren und nochmals teilen, bevor eine erfolgreiche Immun-
abwehr stattfinden kann. Zu den Zellen des adaptiven Immunsystem z&hlen zwei
verschiedene Lymphozytentypen: Die B-Zellen und die T-Zellen[1].

1.3.1 B-Zellen

Die B-Zellen erkennen im Kérper vorhandene Antigene Uber B-Zell Antigen Re-
zeptoren (B-cell antigen receptor (BCR)), auch Immunglobuline (Igs) genannt.
Nach Aufnahme des Antigens durch die B-Zelle, wird dieses an MHC-Klasse I
Rezeptoren auf der Oberflache prasentiert. Durch diese Funktion vervollstandigen
die B-Zellen die Gruppe der antigen-presenting cells (APCs). Des weiteren kén-
nen sie sich nach Aktivierung in eine Plasmazelle differenzieren, welche Antikor-
per, die der l6slichen Form des BCR der B-Zelle entspricht, sezerniert.

Um die vielen verschiedenen Pathogene zu erkennen, hat das adaptive Immun-
system Mechanismen, um eine enorme Vielfalt an Immunglobulinen herzustellen.
Jede B-Zelle produziert ein Immunglobulin von anderer Spezifitat, welches die
Zelle als zahlreiche Kopien auf ihrer Oberflache tragt. Ein Immunglobulin besteht
aus zwei Regionen, einer konstanten (C-Region) und einer variablen (V-Region).
Wahrend es bei dem BCR nur eine Variante der konstanten Region gibt, die in
der Zellmembran verankert ist, gibt bei den |6slichen Immunglobulinen finf ver-
schiedene Formen. Die konstante Region bestimmt die Funktion des Antikérpers,
sobald ein Antigen gebunden ist. Die variable Region bedingt die Antigenspezi-
fitat des Antikdrpers und bindet mit zwei antigen-binding-sites an das Antigen.
Die variable Region des Immunglobulin wird von verschiedenen Gensegmenten
(V-, D-, J- Gensegment) kodiert, die in unterschiedlichen Varianten im Genom
vorhanden sind und wahrend der somatischen Rekombination in verschiedener
Zusammensetzung arrangiert werden. Bei der VerknUpfung selbst entsteht zu-
satzlich eine Varianz, da zwischen den Segmenten noch Insertionen und/oder
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auch Deletionen stattfinden. Zudem liefern somatische Hypermutationen in der
V-Region eine groBere Vielfalt [1].

1.3.2 T-Zellen

Im Gegensatz zu B-Zellen kdnnen T-Zellen Antigene nicht direkt erkennen. Statt-
dessen binden sie Peptidfragmente von Antigenen, die von APCs auf MHC Mole-
kilen prasentiert werden, Uber den T-Zell-Antigen Rezeptor ( T-cell antigen recep-
tor (TCR)). Die Interaktion zwischen MHC Molekilen und dem TCR wird durch
einen Co-Rezeptor unterstitzt. Anhand diesem kann man zwei verschiedene Ar-
ten von T-Zellen unterscheiden. Die zytotoxische CD8"-T-Zelle erkennt MHC-
Klasse |, die CD4*-T-Helfer-Zelle erkennt ihre Antigene Gber MHC-Klasse Il. Vor-
aussetzung fur die Aktivierung der T-Zellen ist die Bindung eines Antigen an den
richtigen TCR auf der Oberflache einer T-Zelle, sowie eines costimulatorisches Si-
gnal an den Co-Rezeptor. Nach der Aktivierung, proliferieren die T-Zellen (klonale
Selektion). Zytotoxische T-Zellen kébnnen auch durch andere infizierte oder entar-
tete Korperzellen Uber die Bindung eines MHC-Klasse |l aktiviert werden.

Aktivierte zytotoxische T-Zellen erkennen nun die infizierten Zellen und induzie-
ren den Zelltod, indem sie calciumabhangig spezielle zytotoxische Granula frei-
setzen. Diese enthalten die Effektorproteine Perforin und Granzym. An der Ziel-
membran bilden Perforin und Granzym mit dem Proteoglykan Serglycin multime-
re Komplexe, durch die Granzym in das Zytosol gebracht wird. Dort induziert es
durch die Aktivierung von Caspasen Apoptose. Aktivierte T-Helfer Zellen aktivie-
ren Uber Signaltransmission Antigen-tragende B-Zellen, welche sich daraufhin zu
Plasmazellen entwickeln (siehe Kapitel 1.3.1).

Zu der Gruppe der T-Zellen gehért eine dritte Art, die sogenannten regulatorische
T-Zellen, welche die Aktivitat der anderen Lymphozyten supprimiert, um das Im-
munsystem zu kontrollieren [1].

1.3.3 Immunologisches Gedachtnis

Wahrend der Immunantwort werden einige B- und T-Zellen zu Gedachtniszel-
len, die die Langzeitimmunitat eines Organismus sichern. Dieses immunologi-
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sche Gedachtnis ermdglicht bei einer Reinfektion mit dem gleichem Pathogen
eine schnellere und wirksamere Reaktion [2].

1.4 Naturliche Killer Zellen

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) wurden erstmals 1975 als Population bestimm-
ter lymphozytarer Zellen beschrieben. Sie entstammen der hdmatopoetischen
Stammzelle aus dem Knochenmark und zirkulieren im Blut, dabei machen sie
5-10 % der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) aus. Auf ih-
rer Oberflache exprimieren sie zwar viele lymphozytare Marker, haben jedoch im
Gegensatz zu den B- und T-Zellen keine antigenspezifischen Oberflachenrezep-
toren und werden deshalb allgemein zum angeborenen Immunsystem gezahlt.
Im Menschen werden NK-Zellen als CD3~, CD56" definiert. Einzelne Subpopu-
lationen kénnen aufgrund des Expressionslevel von CD56 differenziert werden.
Den Hauptanteil einer NK-Zell-Population machen CD56%™ NK-Zellen aus, die
CD56 nur schwach auf ihrer Oberflache exprimieren. In ihrer Funktion sind sie
vor allem zytotoxisch. Der Mechanismus entspricht hierbei dem der zytotoxischen
T-Zellen des adaptiven Immunsystems. Der Rest der NK-Zellen (10%) mit hoher
CD56-Expression (CD56"M") nimmt bevorzugt immunregulatorische Funktionen
wie Zytokinproduktion wahr [3].

NK-Zellen werden anhand ihrer Fahigkeit, gewisse lymphoide Tumorzelllinien in
vitro ohne vorangegangene Immunisierung oder Aktivierung abzutéten, identi-
fiziert [4, 5]. Karre et al. zeigten, dass die NK Zellaktivitdt vom Expressions-
level der MHC-Klasse | Proteine abhéangig ist: Tumorzellen, welche ein hdhe-
res MHC-Klasse | Level aufzeigten, wurden schlechter von NK-Zellen erkannt.
Sie beschrieben die sogenannte missing self- Hypothese, welche besagt, dass
NK-Zellen diejenigen Zellen attackieren, die MHC-Klasse | auf ihrer Oberflache
herunter regulieren [6]. Dieser Prozess ist bei zellularen Transformationen oder
bei Virusinfektionen haufig zu beobachten [7]. NK-Zellen erkennen das Fehlen
des MHC-Komplexes im Menschen durch killer cell immuniglobulin-like receptors
(KIRs) und CD94/NKG2A (natural killer group 2 member A (NKD2A)) Heterodi-
mere [8—11]. Diese MHC-Klasse | Rezeptoren gehdren zu einer groBen Familie
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von inhibierenden Rezeptoren, die ihr Signal durch intrazytoplasmatische immu-
noreceptor tyrosine-based inhibition motifs (ITIMs) weiterleiten [12].

Allerdings musste die missing self-Hypothese erweitert werden. Es konnte ge-
zeigt werden, dass NK-Zellen ihre Zielzellen eliminieren, auch wenn die Bindung
an den MHC-Klasse | Rezeptor besteht, und zwar wenn aktivierende NK-Zell Re-
zeptoren stimuliert werden [13—15]. Daher kann die Bindung von MHC-Klasse |
an dessen Rezeptor nicht als einzig terminierendes Signal gesehen werden. NK-
Zellen sind ausgestattet mit einer groBen Anzahl von Rezeptoren, die die NK-Zell
Reaktivitat entweder stimulieren (aktivierende Rezeptoren) oder dampfen kénnen
(inhibierende Rezeptoren) [12, 16]. Die Liganden fir diese Rezeptoren kdnnen
|6slich sein, oder an der Zelloberflache der Zielzellen gebunden sein [17]. Die
Entscheidung, ob eine Zelle attackiert wird oder nicht, wird bestimmt von der Ba-
lance von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren. Daraus ergibt sich, dass
eine NK-Zelle eine Zielzelle nicht zerstért, wenn eine starke Hemmung durch
hemmende Rezeptoren, wie beispielsweise MHC-Klasse | Rezeptoren, erfolgt.
AuBerdem zerstdrt die NK-Zelle eine Zielzelle nicht, wenn keine Stimulation der
aktivierenden Rezeptoren erfolgt. Ein Beispiel fur Letzteres ist die fehlende Zer-
stérung von Erythrozyten durch NK-Zellen. Erythrozyten exprimieren kein MHC-
Klasse | auf ihrer Oberflache, jedoch auch keine NK-Zell aktivierenden Liganden
[15].

Ein Beispiel fur eine aktivierende Wirkung auf die NK-Zell Aktivitat ist die Wech-
selwirkung des Fc Fragments von Antikdrpern mit NK-Zellen. CD569™ NK-Zellen
exprimieren den Fc-Rezeptor CD16, liber welchen sie die Fahigkeit zur Antikérper-
vermittelten Zelllyse (antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC)) erlangen.
NK-Zellen kénnen dadurch auch Zellen, deren Oberflache durch Antikérper um-
hiillt ist, eliminieren. Der Antikérper wird dabei durch den Fc-yRIIIA (CD16) auf
der NK-Zell Oberflache erkannt [17], woraufhin zytotoxische Granula freigesetzt
wird [3, 18].

Eine weitere wichtige Funktion von NK Zellen ist die Freisetzung von Zytokinen,
vor allem Interferon-y. NK-Zellen exprimieren konstitutiv Interferon-y Transkrip-
te, die bei Aktivierung direkt in die Zytokinsynthese eingehen und somit sehr
schnell zu einer Sezernierung flhren [19]. Interferone haben in mehrfacher Hin-
sicht groBen Einfluss auf die Immundberwachung. Sie aktivieren NK-Zellen, wel-
che Zellen mit niedriger MHC-Klasse | Expression angreifen. Zusatzlich regulie-
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ren Interferone bei nicht infizierten Zellen die MHC Klasse | Expression hoch und
bieten daher einen Schutz vor der NK-Zell-Lyse. Darlber hinaus férdern Interfe-
rone auch die Freisetzung anderer Zytokine durch NK-Zellen. Des weiteren fuhrt
Interferonfreigabe zur Aktivierung zusatzlicher NK-Zellen und weiterer Zellen ins-
besondere des adapativen Immunsystems.

1.5 Die Rolle von NK Zellen bei der Tumor-
Immunuberwachung

Schon friih konnte gezeigt werden, dass Leuk&mien die Expression von MHC (im
Menschen human leukocyte antigen (HLA)) Klasse | Molekilen auf ihrer Ober-
flache herunter regulieren, um den zytotoxischen T-Zellen zu entkommen [20]. Es
konnte jedoch auch gezeigt werden, dass nicht alle HLA Klasse | Suptypen davon
betroffen sind, sondern in manchen Féllen die Expression erhalten bleibt, sodass
die Leuk&miezellen auch der NK Zell Uberwachung entgehen [21]. NK-Zellen
spielen auch eine Rolle in der Immunlberwachung von spontanen Tumoren. Stu-
dien zeigen, dass Tumoren der NK-Zell Kontrolle entkommen, indem sie NK-Zell
Liganden, die aktivierend auf NK-Zellen wirken, von ihrer Oberflache als 16sliche
Liganden abwerfen. Dieses Phanomen korreliert mit einer schlechten Prognose
beim Melanom und Prostata Karzinom [22].

Als weiteren Mechanismus zur Umgehung der Immuniberwachung durch NK-
Zellen, kbnnen Malignome die NK-Zell Aktivitat negativ beeinflussen. Es konnte
gezeigt werden, dass NK-Zellen nicht selbst maligne entartet waren, sondern
durch ihre maligne Mikroumwelt in ihrer zytolytischen Aktivitat beeinflusst werden
[23]. Eine 11-Jahre umfassende prospektive Kohortenstudie konnte zeigen, dass
eine niedrige NK-Zell Lyse Aktivitat mit einem héherem Carcinom Risiko assozi-
iert ist [24]. Lowdell et al. beobachteten eine leukaemia cytotoxicty activity, die
durch NK-Zellen vermittelt wurde. Das Fehlen von leukaemia cytotoxicity activity
ging mit einem héheren Ruckfallrate innerhalb von zwei Jahren einher [25].

Im Gegensatz dazu konnte eine héhere Aktivitat der NK-Zellen mit einer gréBeren
Wahrscheinlichkeit fir eine Remission [25] und rlckfallfreien Patiententberleben
[26] korreliert werden. Der positiven Effekt der NK-Zell Uberwachung kann bei
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der Therapie einer Leukdmie genutzt werden. Patienten mit chemoresistenten
Leukamien ohne passenden Spender, konnte eine HLA-differente Transplantati-
on ohne schwere Graft-versus-Host-Disease (GVHD) durch die Transplantation
vieler Stammzellen nach starker Depletion der T-Zellen ermdéglicht werden [27—
30]. Der Graft reagiert dabei mit einer schnellen und vermehrten Bildung von NK-
Zellen [27]. HLA-Klasse | Moleklle inhibieren Gber Killer cell immuniglobulin-like
receptors (KIRs)-Rezeptoren NK-Zellen (siehe Kapitel 1.4). Fehlen diese KIRs-
Rezeptoren, so wird die Reaktivtat von NK-Zellen getriggert [31-33]. In der haplo-
typ-differenten Stammzelltransplantation flhrt dies zu der sogenannten graft--
versus-leukemia reaction. Dabei fuhren Unterschiede der KIRs Epitope zwischen
Empfanger und Spender dazu, dass die NK-Zellen des Spenders die Leukamie-
zellen des Empfangers lysieren. Dabei konnte keine GVHD beobachtet werden
[34], die Patienten wurden sogar durch eine Donor-versus-Empféanger NK-Zell
Alloreaktion gegen eine GVHD geschitzt. Diese NK-Zell Alloreaktivitat verhin-
derte auch eine Absto3ung des Transplantates und ein Leukamierezidiv [35-37].
Die Patienten hatten sowohl eine langere Lebenserwartung, sowie eine langere
krankheitsfreie Lebenszeit [38—40]. Gewiss geht die NK-Zell Reaktivitat Gber die
Erkennung der HLA-Klasse | spezifischen KIRs-Rezeptoren hinaus. So wird die
Interaktion von NK-Zellen und leukamischen Blasten von der Balance der Vielzahl
von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren beherrscht [41, 42].

1.6 Akute myeloische Leukamie

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Immuntberwachung der akuten myeloischen
Leukdmie (AML) durch NK-Zellen. Akute Leukdmien werden definiert als ,mali-
gne klonale Neoplasie der hamatopoetischen Zellen® [43]. Hierbei proliferieren
unreife Vorlauferzellen der Leukozyten, sogenannte Blasten, autonom und wer-
den ins periphere Blut ausgeschwemmit.

Bei der AML handelt es sich bei diesen unreifen Vorlauferzellen um Zellen aus der
myeloischen Reihe. Die Inzidenz in Europa liegt bei jéhrlich drei Neuerkrankun-
gen je 100 000 Menschen, Manner sind dabei haufiger betroffen als Frauen [44,
45]. Man unterscheidet zwischen der de-novo-AML, die ohne jegliche hamatopo-
etischen Vorerkrankung entsteht, und einer sekundaren AML, die sich auf Grund-
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lage einer Stérung der Hamatopoese, wie beispielsweise einer aplastischen An-
amie oder einer myelodysplastischen Erkrankung, entwickelt. Die Entstehung ei-
ner AML kann mit exogenen physikalischen Noxen (ionisierender Strahlung), so-
wie mit chemischen Noxen (Benzole, Zytostatika) in Verbindung gebracht wer-
den. Auch genetische Faktoren und Abberationen wie zum Beispiel die Trisomie
21 kann mit der Entstehung einer Leukamie assoziiert werden.

Die Entstehung einer Leukamie ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem eine trans-
formierte leukamische Stammzelle durch vielzéhlige Mutationen entsteht. Das
two hit model besagt, dass dabei mindestens zwei Klassen von Mutationen in
verschiedenen Signalwegen stattfinden missen. Klasse | Mutationen flihren zu
einem gesteigertem Wachstum und/oder zu einem Uberlebensvorteil gegeniiber
nicht betroffenen Zellen der Hamatopoese. Durch Klasse Il Mutationen verliert
die betroffene Zelle die Fahigkeit sich normal zu differenzieren und die Zellapop-
tose der betroffenen Zelle wird blockiert. Beide Mutationen gemeinsam fuhren
zu dem Vollbild einer akuten Leukamie, bei dem die undifferenzierten, mutierten
Zellen einen Proliferationsvorteil gegenltber gesunden Zellen besitzen [46, 47].
Dadurch kann eine kleine Anzahl von Leukamiestammzellen eine massive klona-
le Expansion durchfihren und flhrt zur Verdrangung der normalen Hadmatopoese
im Knochenmark [48].

Klinisch auBert sich die AML in Allgemeinsymptomen wie Mudigkeit, Fieber und
Nachtschweil3, sowie in Symptomen infolge der Verdrangung der normalen Ha-
matopoese und der damit verbunden Panzytopenie. Durch die verminderten Ery-
throzytenproduktion kommt es zu Beschwerden einer Anamie wie Blasse, Dys-
pnoe und Mudigkeit, infolge der Thrombozytopenie zu Blutungen und auf Grund
der Granuloyztopenie zu einer Anfélligkeit fir Infekte [43].

Diese klinisch sehr vielfaltige Erscheinung wird von einer heterogenen Gruppe
der akuten leukdmischen Leuk@&mien verursacht. Um diese Gruppe einzuteilen
wurde deshalb 1976 die french-american-british (FAB) Klassifikation eingefihrt.
Diese teilte die AML anhand morphologischer und zytochemische Gesichtspunk-
te in die Klassen MO bis M7 ein. Mithilfe dieser Subtypen erfolgte die Therapie-
wahl und die Prognoseabschatzung [49]. Jedoch wurde die FAB Klassifikation im
Jahr 2001 durch die WHO-Klassifikation ersetzt. Diese neue Klassifikation ent-
halt weitere Parameter, welche sich als klinisch und biologisch relevant erwiesen.
Somit bezieht sie nicht nur morphologische und zytochemische Kriterien ein, son-
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dern auch die Immunphanotypisierung der Blasten, zytogenetische Abberationen
und die medizinische Vorgeschichte des Patienten [50].

Nach den WHO-Kriterien soll zur Diagnosestellung der Blastenanteil im Differen-
tialblutbild und/oder im Knochenmark ermittelt werden. Dartber hinaus soll die
Zugehdrigkeit der Blasten zur myeloischen Reihe bewiesen werden. Dies erfolgt
zytochemisch Uber die Reaktion der Myeloperoxidase (MPO) oder Uber eine Im-
munphanotypisierung. Hierzu missen auf der Oberflache der Blasen die myeloi-
schen Marker CD13, CD33, CD117 detektiert werden [51, 52].

Nach der Diagnosestellung soll friihzeitig eine Einleitung der Therapie erfolgen.
Begonnen wird mit einer Induktionstherapie, um eine komplette Remission zu er-
halten. Darunter versteht man eine komplette Elimination der malignen Zellen und
eine Wiederherstellung der normalen Hamatopoese. Die Standardtherapie hier-
bei besteht aus einer Kombination eines Antrazyklins und dem Zytostatikum Cy-
tarabin. Zur Erhalt der kompletten Remission folgt eine Konsolidierungstherapie.
Diese kann als intensive Chemotherapie oder Stammzelltransplantation durch-
gefiihrt werden. Die Wahl der Therapie ist vom Risikoprofil der AML, sowie des
Alters und Allgemeinzustandes des Patienten abhangig. Bei Niedrigrisikopatien-
ten gentigt eine Chemotherapie, welche eine Hochdosisgabe von Cytarabin bein-
haltet. Bei Hochrisikopatienten mit ausreichendem Allgemeinzustand wird eine
frihzeitige allogene Stammzelltransplantation angeraten. Als Spender kommen
HLA-identische Familien- oder Fremdspender in Betracht. Sind diese nicht vor-
handen kdnnen haploidente Transplantate erwogen werden. Bei diesen konnte
eine graft-versus-leukemia reaction beobachtet werden, welche auf die Alloreak-
tivitdt von NK-Zellen zurtickgefihrt werden konnte (siehe Kapitel 1.5). Insgesamt
kann bei 70% der Patienten eine komplette Remission erreicht werden, das wei-
tere Uberleben hangt von dem Risikoprofil der AML sowie der Therapie ab. Das
5-Jahres-Uberleben betragt ohne Stammzelltransplantation insgesamt 45%; bei
Hoch- und Mittelrisikopatienten ohne Stammzelltransplantation sogar nur 20%.
Mit Stammzelltransplantation verbessert sich das 5-Jahres-Uberleben fiir die Ge-
samtgruppe auf 52% und flr Hoch- und Mittelrisikopatienten auf 31% [53]. Die
Prognose der AML ist verbesserungsbeddirftig, weshalb die Aufklarung relevanter
Mechanismen in der Tumorgenese sowie die Entwicklung neuer Therapiekonzep-
te notwendig sind.
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1.7 Tumornekrosefaktor (TNF) und TNF-Rezeptor
Superfamilie (TNF/TNFR SFPs)

Friihere Arbeiten konnten einen Zusammenhang zwischen der Uberwachung von
Leukédmien durch NK-Zellen und bestimmten Oberflachenproteinen, den soge-
nannten TNF/TNF receptor superfamily proteinss(TNF/TNFR SFPs), belegen [54,
55].

Beginn der 1970er Jahre wurden Lymphotoxine (LTs) und Tumornekrosefaktor
(TNF) als Produkte von Lymphozyten und Makrophagen bei der Lyse gewisser
Zelltypen, vor allem bei Tumorzellen, identifiziert [56]. Detaillierte Analysen von
LT« und tumor necrosis factor (TNF) ergaben ein hohes MafB an Ahnlichkeit,
weshalb sie als eine Genfamilie zusammengefasst wurden [57—60]. Durch large-
sequencing Studien wurde die Genfamilie durch viele verwandte Proteine erwei-
tert und als TNF/TNFR SFP zusammengefasst [61-64].

Die Rezeptoren und Liganden dieser Superfamilie haben einzigartige strukturelle
Attribute, die sie direkt mit Signalwegen fiir Zellproliferation, Uberleben und Dif-
ferenzierung koppeln [60]. Die meisten TNF/TNFR SFPs sind im Immunsystem
exprimiert, wo ihre schnelle und starke Signalfahigkeiten sehr wichtig fur die Koor-
dinierung von Proliferation und Abwehrfunktion von reaktiven Zellen ist [60].

Die TNF/TNFR SFP spielen bei vielen Erkrankungen eine mafgebliche Rolle
[65-67]. Bei Erkrankungen mit verstarkter Immunreaktionen wie beispielsweise
der Rheumatoiden Arthritis oder chronischen Darmerkrankungen kénnen Uber-
schief3ende Reaktionen kontrolliert werden, wenn TNF durch Pharmakologika
blockiert wird [68, 69]. Deshalb stehen TNF/TNFR SFP nun im Mittelpunkt der
Forschung zur targeted therapies wie zum Beispiel Arteriosklerose, Osteoporo-
se, Autoimmunerkrankungen, allografte AbstoBung und Krebs [60].

1.7.1  Receptor activator of NF-x B (RANK)

Receptor activator of NF-xB (RANK) und sein Ligand RANKL gehdren den TNF/
TNFR SFP an und wurden urspriinglich auf dendritischen Zellen identifiziert [70].
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RANK/RANKL haben Einfluss auf das Immunsystem und den Knochenmetabo-
lismus. Mausen, die RANK oder RANKL defizient sind, fehlen alle peripheren
und mesenterialen sekundare Lymphknoten und sie haben schwere Osteopetro-
se (gesteigerte Knochendichte) bei fehlenden Osteoklasten [71-73].

1.7.1.1 RANK im Knochenmetabolismus

Das Skelettsystem beruht auf einem Gleichgewicht von Knochenauf- und -abbau.
Die flir den Umbau verantwortlichen Zellen sind die knochenbildenden Osteoblas-
ten und die knochenresorbierenden Osteoklasten. Erstere stammen von mesen-
chymalen Stammzellen ab, letztere von den gleichen hamatopoetischen Vorlau-
ferzellen wie Blutmonozyten [74, 75].

Stoffe wie Vitamin D3, Parathormon und proinflammatorische Zytokine wie IL-1
und TNF, induzieren Expression von RANKL auf Stromazellen und Osteoblasten.
RANKL ist ein Zytokin, welches essentiell fur die Formation, Funktion, und Uber-
leben von Osteoklasten ist. RANKL vermittelt Gber RANK die Differenzierung und
Aktivierung von Osteoklasten aus monozytaren Vorlauferzellen [76]. Das Feh-
len des RANK-RANKL Systems inhibiert Osteoklasten und verdeutlicht die grof3e
Bedeutung dieses Systems im normalen Leben und Differenzierung der Osteo-
klasten [71, 72, 77].

Osteoprotegerin (OPG), ein I6slicher RANKL decoy Rezeptor wird von Stroma-
zellen und Osteoblasten gebildet [78, 79]. Durch die Bindung von OPG an RAN-
KL, steht RANKL nicht mehr fiir die Differenzierung der Osteoklasten zur Ver-
fligung und blockiert daher die Knochenresorption [78, 80]. Ostrogen induziert
OPG, welches die protektive Wirkung von Ostrogen auf den Knochen erklaren
wiirde. Postmenopausal, ist die Ostrogen- und somit auch die OPG Bildung ver-
mindert und geht daher mit einer erhéhten Verfigbarkeit von RANKL, einer ver-
mehrten Osteoklastenaktivitat und letztlich mit einer Osteoporose einher.

Neben Osteoporose konnten auch weitere Erkrankungen mit erhéhter Knochen-
resorption wie beispielsweise das Multiple Myelom, Knochenmetastasen bei Pro-
stata Karzinom und Brustkrebs, Knochenschmerzen bei Knochenmetastasen,
Rheutmatoide Arthritis, Psoriasis Arthritis, Morbus Paget sowie Riesenzelltumo-
ren mit RANKL-signaling verknipft werden [81, 82]. Bei Patienten mit Multiplem
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Myelom konnte gezeigt werden, dass RANKL auf Stromazellen des Knochen-
marks Uberexprimiert ist [83].

Wegen ihrer entscheidenden Rolle bei primaren oder sekundaren Erkrankungen
des Knochenstoffwechsel, wird nun versucht durch Beeinflussung des RANK-
RANKL Systems neue Therapieansatze zu erschlie3en [84, 85]. Besonders her-
vorzuheben ist hierbei der im Jahr 2010 fir den deutschen Markt zugelassene
Antikorper Denosumab (Prolia ®) [81]. Dieser bindet hochaffin an RANKL und
verhindert die Bindung von RANKL an RANK von Osteoklasten und deren Dif-
ferenzierung. Er wird erfolgreich bei der Prévention von Frakturen von postme-
nopausalen Frauen mit Osteoporose eingesetzt und hat sich als gut vertraglich
und nebenwirkungsarm gezeigt [86]. Das Einsatzgebiet von Denosumab konnte
daher effektiv ausgeweitet werden: Die Behandlung mit Denosumab konnte bei
der Préavention und Therapie von Farkturen durch Knochenmetastasen vielver-
sprechende Ergebnisse erzielen [87, 88].

1.7.1.2 RANK im hamatopoetischen System

Es konnte gezeigt werden, dass RANK und RANKL die Interaktion zwischen DC
und T-Zellen reguliert [70, 89]. Jungste Erkenntnisse legen nahe, dass diese In-
teraktion eine erhebliche Rolle bei der Entstehung und Verbreitung von malignen
Erkrankungen tragt, zum Beispiel bei der Entstehung und Metastasierung von
Brustkrebs [90, 91].

Auch andere Zellen des peripheren Blut und des Knochenmarks wurden von
Atkins et al. auf Expression von RANK untersucht. Die Studie zeigte RANK-
Expression auf CD14* Monozyten, CD19" B Zellen, Glycophorin A* Erythro-
zytenvorlaufern und CD56"/ CD3~ NK-Zellen im peripheren Blut sowie im Kno-
chenmark. Auch kleinere Population von CD34" hamatopoetischen Vorlaufern
und CD3" T Zellen zeigten RANK Expression [92]. Allerdings wird die Expressi-
on von RANK auf NK-Zellen kontrovers diskutiert [93].
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1.8 Zielsetzung

Die Lésung der kontroversen Diskussion, ob RANK tatsachlich auf der Oberflache
von NK-Zellen exprimiert ist, ist essentiell, da andere TNF/TNFR SFP bei der
Immundberwachung von Leukdmien durch NK-Zellen eine grof3e Rolle spielen
[54, 55]. Dies ist im besonderen von Interesse, da eine Expression von RANKL
auf malignen Zellen der chronisch lymphatischen Leuk&dmie gefunden wurde [94].
Daher besteht die erste Aufgabe dieser Arbeit im Nachweis der RANK Expression
auf NK-Zellen.

Im weiteren soll untersucht werden, ob RANKL auf der Oberflache von Blasten
anderer Leukamien, hier im speziellen der AML, exprimiert wird. Dies wurde bis-
her noch nicht untersucht. Im Falle einer funktionellen Relevanz einer RANK-
RANKL Interaktion, wirde das RANK-RANKL System ein mégliches Ziel fir neue
Therapieansatze der AML bieten. Um die RANK-RANKL Interaktion zu blockie-
ren, wird in dieser Arbeit Denosumab (Prolia®) verwendet. Denosumab bietet
den Vorteil ein zugelassener, klinisch erprobter Antikdrper zu sein [81, 86—88].
Dies wirde die bisherigen Therapiemdglichkeiten der AML erweitern, um mdog-
lichst bei allen Patienten eine Remission mit geringem Rezidivrisiko zu erhal-
ten.

Die Immundberwachung der AML durch NK-Zellen wurde bisher am bestem in
der allogenen haplo-identen Stammzelltransplantation nachgewiesen (siehe Ka-
pitel 1.5). Um die Situation einer allogenen Stammzelltransplantation zu imitie-
ren, werden wir als Effektoren fir die funktionellen Ergebnisse peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) von gesunden Spendern verwenden. Als Ziellzellen
werden zunachst Zellen von Zelllinien verwendet. Dabei wird die NK-Zell-Aktivitat
gegen leertransfizierte bzw. parietale Zellen mit der Aktivitat gegen transfizierte
Zellen verglichen. Da jedoch Interspezies-spezifische Unterschiede in der NK-
Zell-Reaktion gezeigt werden konnten [55, 95], wird die NK-Zell-Zytotoxizitat auch
gegen AML-Blasten bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Tabelle 2.1: Verwendete Geréte
Gerat Hersteller
Brutschrank Heracell von Heraeus, Hanau, Deutschland

Durchlichtmikroskop
ELISA-Reader E-Max
FACS Cytomics FC500
Feinwaage Mettler
MACS Separator Magnet
MicroBeta

Counter 1450 Plus
Multikanalpipette
Multilabel

Counter Victor 1420
Multisteller
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter

Pipetteboy comfort
Pipetten

Sterilbank Herasafe
Tischwaage BL 150S
Tisch-Zentrifugen

Vortexer
Wasserbad
Zentrifuge

Axiovert 25 von Zeiss, Jena, Deutschland
Molecular Cevices, Ismanung, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Mettler-Toled, Greifensee, Schweiz
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Kottermann, Minchen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.3: Verwendete Verbauchsmaterialen

Verbrauchsmaterial Hersteller
Combi-Tips Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Cryoréhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Einmalpipetten
Einmalspritzen
FACS-Réhrchen
MACS Saulen (LS)
PCR-Reaktionsgefaie
Platten far ELISA

(96 well)

Platten fir FACS

(96 well)
Pipettenspitzen
Reaktionsgefaie
(0,5;1,5; 2 ml)
Transwell

(Platten und Einsatze)
Vakuum-Filtrations-
system (steril)
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

(6, 12, 24, 48, 96 well)
Zentrifugenréhrchen
(15 ml; 50 ml)

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Corning Inc., Corning, NY, USA

Braun, Wertheim, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Biozym Scientific, Hess. Oldendorf, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Nunc, Roskilde, Danemark

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Millipore, Billerica, MA, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Nunc, Roskilde, Danemark

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Corning Inc., Corning, NY, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien, Medien und Puffer

Tabelle 2.5: Verwendete Chemikalien, Medien und Puffer

Chemikalien

Hersteller

aTaq DNA-Polymerase
Agar

Agarose

Ampicillin

Ampuwa

BATDA reagent

BD OptEIATM

Assay Diluent

Bovines Serum Albumin
(BSA)
Carbonat-Bicarbonat-
Puffer

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA Solution

Ethanol

Europium Solution
Fetales Kalberserum
(fetal calf serum) (FCS)
Ficoll-Lésung
lonomycin

L-Glutamin

Luria Broth (LB) Base
Medium DMEM
Medium IMDM

Medium RPMI 1640
Natriumazid (NaNs)
Natrium Pyruvate Solution
NEAA Solution
Paraformaldehyd (PFA)

Promega, Madison, WI, USA

Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Rockland, ME, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Cambrex, Rockland, ME, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Lonza, Verviers, Belgien

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Verviers, Belgien

Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lonza, Verviers, Belgien

Lonza, Verviers, Belgien

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Chemikalien

Hersteller

Penicillin/Streptomycin
(P/S)

phosphate buffered saline
(PBS)

phosphate substrate
(P4744)

TMB MicroWell
Peroxidase Substrate
Triton X-100

Trypan Blue Stain 0,4 %
Trypsin-EDTA Solution
Tween 20

Lonza, Verviers, Belgien

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
KPL, Gaithersburg, MD, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Verviers, Belgien
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

2.1.4 Antikorper und Zytokine

Tabelle 2.7: Verwendete Antikérper und Zytokine

Antikorper / Zytokin

Hersteller

Denosumab (Prolia ®)
ELISA Interferon-y

mAb (M700A, M701B)
goat-anti-mouse-PE
goat-anti-mouse-IgM-HRP
Humanes IgG (hlgG)

IL-2, IL-6, IL-10, IL-15
mouse anti-human-lgG1-PE
mouse IgG1

mouse IgG2b

mouse IgM

Panitumumab (Vectibix ®)
Poly-HRP-Streptavidin
RANKL (rekombinant)
RANKL mAb

Amgen, Thousand Oaks, CA, USA
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Jackson Immunoresearch, West Grove, USA
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA
BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Amgen, Thousand Oaks, CA, USA
Fitzgerald Industries Int., Acton, MA, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan
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Antikorper / Zytokin Hersteller

(clone MIH23; migM)

RANKL mAb Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan
(clone MIH24; migG2b)

RANK mAb R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

(clone 80704, Lot. EDVO01)

Direkt-markierte FACS-Antikdrper und die zugehdrigen Isotyp-Kontrollen wurden
von BD Pharmingen (San Diego, CA, USA) oder Biolegend (San Diego, CA, USA)
bezogen.

2.1.5 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien und Hersteller kbnnen aus nachfolgender Tabelle ent-
nommen werden:

Tabelle 2.9: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Hersteller

HL-60 DSMZ, Braunschweig, Deutschland
RPMI 8226 DSMZ, Braunschweig, Deutschland
RPMI| 8866 Universitat Tubingen, Deutschland

L cells Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan
L-RANKL Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan
P815 Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan
P815-RANKL Prof. M. Azuma, Universitat Tokio, Japan

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37 °Celsius, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5 %CO, kul-
tiviert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen in entsprechender Zellzahl
in neues, geeignetes Zellkultur- Medium umgesetzt. Suspensionszellinien wur-
den zum Ausschluss toter Zellen mit Trypanblau gefarbt, in einer Neubauer-
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Zahlkammer gezahlt und mit entsprechender Zellzahl eingestellt. Alternativ wur-
de eine notwendige Menge nach Split-Schema entnommen (siehe unten) und
zentrifugiert (1500 rpm, 5Minuten). Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uber-
fihrt und bei 37 °Celsius, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5%CO, inkubiert. Bei
adhérenten Zellen wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 10 ml
PBS gespdult. Daraufhin wurden die Zellen mit 3 ml EDTA-Trypsin far 5 Minuten
bei 37 °Celsius vom Flaschenboden abgeldst. Die Reaktion wurde durch Zuga-
be von Medium gestoppt und die Zellen abzentrifugiert (1500 rpm, 5 Minuten).
Das Zellpellet wurde in frisches Medium aufgenommen und nach entsprechen-
dem Split-Schema in entsprechender Anzahl in Zellkulturflaschen tberfihrt. Aus
nachfolgenden Tabellen kann man entsprechende Daten flr jede Zelllinie entneh-
men:

Tabelle 2.11: Verwendete Medien in der Zellkultur

Zelllinie Medium

Lcells par DMEM + 10% FCS + 1% P/S

Lcells RANKL

P815 par RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S + 2mM L-Glu
P815 RANKL

HL-60 RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S

Tabelle 2.13: Verwendete Zellmengen in der Zellkultur

Zelllinie Zellzahl/ml Medium Split
Lcells par 2-10%/10 ml 1:3
Lcells RANKL

P815 par 1-108/20 ml 1:10
P815 RANKL

HL-60 1.107/20 ml 1:3
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2.2.2 Isolierung von PBMCs

Zur Isolation von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) wurde entweder
das Vollblut von freiwilligen, gesunden Spendern, welches mit Heparin versetzt
wurde, oder von der Blutbank des Universitatsklinikum Tubingen zur Verflgung
gestellte Buffy Coats oder aufgearbeitete Leukapheresen verwendet. Die Blut-
bestandteile wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Das Blut
wurde 1:3 mit PBS verdinnt und jeweils 35 ml verdiinntes Blut wurden auf 15 ml
Ficoll-Lésung aufgetragen. Diese wurden zur Trennung mit 2000 rpm 18 Minuten
ohne Bremse zentrifugiert. Die Ficoll-Lésung besteht aus vernetzten Kohlenstoff-
polymeren und besitzt eine bestimmte Dichte. Aufgrund der unterschiedlichen
Dichte der Blutbestandteile bilden sich drei Phasen: Die oberste beinhaltet das
Serum und Thrombozyten. Granulozyten und Erythrozyten hingegen sinken auf-
grund ihrer groBen Dichte auf den Boden des Falcons und bilden das Sediment in
der Ficoll-L6sung. Durch die niedrigere Dichte der Lymphozyten und Monozyten
bilden sie die Interphase zwischen Plasma und Ficoll-Lésung. Diese Interphase
wurde abgehoben und anschlie3end dreimal mit 50 ml PBS gewaschen und bei
1500 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Um die Thrombozyten vollstandig zu entfernen
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 40 ml PBS und Zentrifugation (10 Minuten
800rpm). Die Zellzahl der verbliebenen Zellen wurde bestimmt und die Zellen
entweder mit 8:10% Zellen je ml in PBMC-Medium (RPMI + 10% Fetales Kal-
berserum (fetal calf serum) (FCS) + 1% P/S) in Kultur genommen oder in Ein-
friermedium (70 % RPMI Medium + 20% FCS + 10% DMSO) bei -80 °Celsius
eingefroren und spéater in Stickstoff bei ca. -160 °Celsius gelagert.

2.2.3 Gewinnung von Patienten Primarmaterial

Patienten wurde zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, noch vor Beginn der The-
rapie bei Einverstandnis des Patienten Blut entnommen und mit Heparin versetzt.
Die Isolierung der PBMCs erfolgte direkt nach der Abnahme wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben.

2.2.4 Magnetic cell separation (MACS)

Zur Isolation einer bestimmten Zelllinie aus einer frisch isolierten PBMCs Zellpo-
pulation wurde die magnetic cell separation (MACS) verwendet. Dabei werden
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alle anderen Zellen ausser die Zellen, welche isoliert werden sollen, Utber ihre
spezifischen Oberflachenmolekille mit Biotin markiert. Der sekundare anti-Biotin
Antikorper ist mit Magnet-Kugelchen gekoppelt. Die so markierten Zellen wer-
den in der MACS-Saule in einem Magnetfeld zurlickgehalten. Die zu isolierenden
Zellen werden nicht zurtickgehalten und durchlaufen die Saule.

2.2.4.1 NK-Zellen

Mit NK Cell Isolation Kit human Order no. 130-092-657 von Miltenyi Biotec. Durch-
fihrung nach Anleitung des Herstellers.

2.2.4.2 Monozyten

Mit Monoyte Isolation Kit Il human Order No. 130-091-153 von Miltenyi Biotec.
Durchfihrung nach Anleitung des Herstellers.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Analyse der Oberflachenexpression der Zielzellen wurde mittels FACS mit
dem Gerat FACS Cytomics FC500 durchgefihrt.

In der Messung werden die Zellen einzeln durch einen Laserstrahl gefihrt. Durch
die Ablenkung dieses Strahles kann die Gr6Be und die Granularitat einer Zelle
bestimmt werden. Dabei hangt das forward scatter (fsc) von der Gré3e der Zelle
und das side scatter (ssc) von der Granularitat. Um weitere Informationen Uber
das Expressionsmuster zu ermitteln, kbnnen die Zellen mit Antikbrpern angefarbt
werden. Die verwendeten Antikdrper richten sich gegen bestimmte Zielstruktu-
ren auf der Zelloberflache einer Zelle und kdnnen entweder selbst an einen flou-
reszierenden Farbstoff gekoppelt sein oder um das Signal zu verstarken mit ei-
nem sekundaren Antikérper, welcher flouresziert, detektiert werden. Sobald ein
Floureszenzfarbstoff mit dem Laser bestrahlt wird, emittiert dieser Licht mit ei-
ner gewissen Wellenlange, welches mittels eines Detektor erfasst wird. Flr jede
Floureszenzfarbe ergibt sich ein spezielles Muster.

Hierzu wurden die zu untersuchenden Zellen zuerst in FACS-Puffer (PBS + 1%
FCS + 0,01 % NaN3) mit 10 ug/ml humanen IgG (hlgG) aufgenommen und eine
Stunde bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Auch
die Verdinnung aller Antikérper erfolgte in FACS-Puffer mit 10 ug/ml higG. Als
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nachster Schritt wurden die Zellen in eine 96-well-Platte aufgeteilt, sodass ca.
0,5-2-108 Zellen in jedem Well waren; abzentrifugiert und mit 50 ul eines direkt
flourophor-gekoppelten oder nicht gekoppelten Antikérper inkubiert (45 Minuten
bei 4°C). Nicht gekoppelte Antikdérper wurden daraufhin mit 50 ul eines passen-
den, 1:100 bzw. 1:200 verdinnten sekundaren Antikorper (siehe Tabelle) detek-
tiert (Inkubation 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln). Als letzter Schritt wurde ge-
gebenenfalls eine Inkubation von 20 Minten bei 4 °C im Dunkeln mit 50 ul eines
direkt flourophor-gekoppelten Selektionsantikérpern durchgefiihrt. Die dabei ver-
wendeten Antikdrper wurden 1:25 in FACS-Puffer+ hlgG verdinnt. Zwischen den
Inkubationsschritten wurde jeweils zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, zentri-
fugiert (2000 rpm, 2 Minuten) und der Uberstand verworfen. Am Ende wurden die
Zellen in 300 ul 1 % PFA-PBS aufgenommen bis zur Messung im Dunkeln bei 4 °C
gelagert. Die erhobenen Daten wurden mittels ,FlowJo 7.6 Software ausgewer-
tet. Wurde ein AntikGrper mit seiner passenden Isotypkontrolle verglichen, wurde
der Spezifische Floureszenz Index (SFI) berechnet. Dieser setzt sich zusammen
aus dem Median der Signalstarke des Zielmolekils (Median des Antikérpers) und
der Isotypkontrolle (Median der Isotypkontrolle).

Median des Antikérpers

l pu—
Sk Median der Isotypkontrolle

Tabelle 2.15: Antikdrper, Isotypkontrollen und sekundéare Antiképer bei FACS

Antikorper Isotypkontrolle sekundarer Antikorper
Denosumab Panitumumab mouse-anti-human-lgG1-PE
Biotin-Denosumab Biotin-Panitumumab Streptavidin-PE

MIH24 mouse IgG2b goat-anti-mouse-PE

MIH23 mouse IgM goat-anti-mouse-PE

2.2.6 Konjugierung von Antikorpern mit Biotin

Die Markierung eines Antikorpers mit Biotin erlaubt seine spezifische Detektion.
Biotin bindet an freie, primare Aminogruppen des Zielmolekuls. Die hohe Affinitat
von Strepatvidin zu Biotin wird genutzt, um das Zielmolekll zu detektieren. Hier-
zu wird Streptavidin flourophor-markiert und dessen Emissionen mittels FACS
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detektiert (siehe Kapitel 2.2.5). Konjugation von Denosumab und Panitumumab
als Isotypkontrolle erfolgte nach Anleitung des Herstellers (Lignthning- Link ™
Biotin Conjugation Kit (707-0010) von Innova Bioscience).

2.2.7 CD107a-Assay

Die Bestimmung von CD107a auf der Obeflache von NK-Zellen kann als Surrog-
atmarker fur deren Degranulation genutzt werden. Die Zielzellen wurden in ei-
ner 24-well Platte mit PBMCs und den Uberstanden 3 Stunden bei 37 °Celsius
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit direkt-markierten FACS-Antikdrpern
(CD107a-PeCy5, CD56 FITC und CD3 Pe) und entsprechenden Isotyp Kontrollen
gefarbt (siehe Kapitel 2.2.5).

2.2.8 BATDA-Europium-Cytotoxizitatsassay

Das Prinzip des BATDA-Europium-Assays beruht darauf, dass BATDA in die Ziel-
zellen aufgenommen wird und dort durch Acteylesterasen zu TDA abgebaut wird.
Nur wenn die Integritat der Zellmembran gestort ist, kann TDA aus der Zelle ge-
langen und mit der Europium-L&sung einen stabilen Chelatkomplex bilden. Das
Flouresezenssignal korreliert direkt mit der Anzahl der lysierten Zellen und kann
mit einem Multilabel Counter Victor 1420 detektiert werden.

Zur Aufnahme von BATDA wurden 2-10° Zellen der Zielzellen in 2ml aufgenom-
men, mit 4 ul BADTA versetzt und flir eine Stunde bei 37 °Celsius, 95 % relati-
ver Luftfeuchtigkeit, 5% CO, inkubiert. Um BATDA Reste zu entfernen, wurden
die Zellen nach dieser Stunde flinfmal mit 10 ml warmen Waschmedium (RPMI
+10% FCS + 1% P/S) gewaschen und jeweils 7 Minuten mit 300 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf 5-10* Zellen/ml eingestellt und fiir eine Stun-
de unbehandelt belassen oder mit den Antikdrpern und den jeweiligen Isotypen
behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit jeweils 100 ul pro well
(entspricht 5-103 Zellen/well) in 96-well-Platten pipettiert. Die Effektoren wurden
mit jeweils 100 ul pro well in verschiedenen Effetor-Target-Ratios hinzugegeben.
Um die spontane Rate an Lyse von der spezifischen Lyse durch die NK-Zellen zu
unterscheiden, wurden die Zielzellen in einem Ansatz nur mit 100 ul Medium inku-
biert (Wertspontan). Die Bestimmung der maximal moglichen Freisetzung (entspre-
chend 100 % Lyse) wurde durch die Hinzugabe von 100 ul 1 % Triton X ermittelt
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(Wertmaximal)- Jeder Ansatz wurde als Triplett angelegt. Die Platten wurde fir zwei
Stunden bei 37 °Celsius, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5% CO, inkubiert. Dar-
aufhin wurde die 96-well-Platte fir 5Minuten bei 200 g zentrifugiert, 20 ul Uber-
stédnde in Rundbodenplatten Uberpipettiert und jeweils 200 ul Europium-Lésung
hinzugefligt. Bis zur Messung innerhalb der nachsten zwei Stunden wurde die
Platte im Dunkeln belassen. Nun lasst sich die spezifische Lyse wie folgt berech-
nen:

Wertyrope — Wertspontan .
Lyse = prose SPoman . 100% i
4 Wertaxima — Wer tspontan U

Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der Student’s t-test verwendet.

2.2.9 Kokultur zur Gewinnung von Uberstianden

Neben der direkten Zytotoxizitat ist eine der Hauptaufgaben der NK-Zellen die
Produktion von Zytokinen wie Interferon-y. Somit kann die Freisetzung von
Interferon-y als Maf3 fir die NK-Zellreaktivitat gesehen werden.

Zur Gewinnung von Uberstéanden wurden die Zielzellen auf 0,5-10° Zellen/ml ein-
gestellt in 250 ul und eine Stunde mit den entsprechenden Antikdrpern oder de-
ren Isotyp Kontrollen bzw Medium bei 37 °Celsius, 95 % relativer Luftfeuchtig-
keit, 5% CO, inkubiert. Daraufhin wurden die Effektoren mit der Ratio von 1:10
bzw. 1:5 bzw. 1:1 hinzugegeben und bei 37 °Celsius, 95 % relativer Luftfeuch-
tigkeit, 5% CO, inkubiert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen
und Zellriickstande bei 2000 rpm 5 Minuten abzentrifgiert. Der nun mit Sicherheit
zellfreie Uberstand wurde bei -80 °Celsius bis zur Zytokinmessung mittels ELISA
aufbewahrt.

2.2.10 Generieren von Uberstanden nach RANK-RANKL Inter-
aktion auf AML Primarmaterial

Mitglieder der TNF/TNFR SFP senden bidirektionale Signale auch in die Ligan-
den tragende Zelle. Zur Analyse der Wirkung von RANKL auf Blasten der AML
nach Interaktion mit RANK wurden PBMCs von Patienten auf den immobilisierten
RANK-Fc Fusionsproteinen inkubiert. Hierzu wurden in einer 24-well Platte Fu-
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sionsprotein RANK-Fc WT und die entsprechende Isotypkontrolle mit 10/ ugml
uber Nacht bei 4 °Celsius inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden PBMCs
der Patienten (4 -108 Zellen /well ) in der 24-well Platte inkubiert. Nach 6 Stunden
far die Analyse der TNF Menge bzw. nach 24 Stunden fur die funktionellen Expe-
rimente und die Analyse der Interleukinmenge wurden die Zellen abzentrifugiert
(2.000 rpm, 2 Minuten), der Uberstand abgenommen und eingefroren.

2.2.11 ELISA

Der ELISA ist ein quantitativer Immunoassay, indem verschiedene Molekile
durch spezifische Antigen-bindende Antikérper (Sandwich-ELISA) detektiert wer-
den kdnnen. Wie der Name besagt, ist dabei der erste Antikdrper in einer fes-
ten Phase adsorbiert. Wird nun das Antigen hinzugegeben, kann Waschen als
Trennmethode um freies Antigen und gebunden Antigen zu separieren genutzt
werden. AnschlieBend wird ein zweiter Antikérper zur Detektion hinzugegeben,
sodass sich ein Antikdrper-Antigen-Antikérper-Komplex bildet. Um die Antigen-
Konzentration berechnen zu kdnnen, wird der sekundare Antikdrper an ein En-
zym gekoppelt, welches ein Substrat umsetzten kann. Das Substrat ist chromo-
gen, seine Umsetzung flahrt zu einem Farbumschlag, welche erfasst und umge-
rechnet werden kann. Meist ist der zweite Antikérper Biotin-markiert, so dass
Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) hinzugegeben wird, alternativ kann
ein HRP-gekoppelter tertidrer Antikérper hinzugeflgt werden. Zur Bestimmung
der Signifikanz wurde der Student’s t-test verwendet.

2.2.11.1 Interferon-y-ELISA

Eine Costar-Platte wurde mit 3 ng/ml coating Antikérper (verdiinnt in Bovines Se-
rum Albumin (BSA)-PBS) und Uber Nacht bei 4 °Celsius inkubiert. Am nachs-
ten Morgen wurde die Platte dreimal mit ELISA-Waschpuffer (1% PBS + 0,5%
Tween 20) gewaschen und mit 1% BSA-PBS eine Stunde bei Raumtempera-
tur geblockt, um unspezifische Bindungsstellen zu besetzen. Daran folgten drei
weitere Waschschritte. Die Proben wurden aufgetaut und eine Standardreihe
wurde angefertigt. Die Proben wurden in Tripletts mit je 50 ul pro ml aufge-
tragen; die Standardreihe beginnend mit 3ng in Dupplets. Nach der Inkubati-
onszeit von 90 Minuten bei Raumtemperatur wurde der sekundare Antikdrper
mit einer Konzentration von 1 ug/ml im Volumen von 50 ul hinzugeftgt und far
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weitere 90 Minuten inkubiert. Um ungebundene Antikdrper zu entfernen folgten
nun finf weitere Waschschritte, der Uberstand wurde abgesaugt und 100 pl/well
Strepatvidin-HRP (Verdinnung 1:80000 in BSA-PBS) fur 30 Minuten hinzugege-
ben. Nach weiteren sechs Waschschritten, wurde 100 ul/well Substratlésung zu-
gesetzt. SchlieBlich wurde die Reaktion nach etwa 15 Minuten durch Zugabe von
100 ul/well 1 M H3PO,4 angehalten und bei 45 nm ausgelesen.

2.2.11.2 IL-10-ELISA

Mit Interkeukin 10 matched pair for ELISA Cat.No:21339108 von ImmunoTools
nach Anleitung des Herstellers. Dabei wurde der Coating Antikérper mit 1:1500
verdiinnt, der Blocking Puffer mit unit[1]% BSA-PBS angesetzt. Die Standardrei-
he wurde mit 2 ng/ml begonnen und in 1:3 titriert. Der sekundare biotinylierter An-
tikérper wurde mit 1:5000 angesetzt. Poly-HRP Streptavidin wurde mit 1:30000
verdinnt verwendet.

2.2.11.3 IL-8-ELISA

Mit BD OptEIA™ Set Human II-8 Catalog Nummer 555244, former Catalog No.
2565KI1 nach Anleitung des Herstellers. Die Standardreihe wurde mit 3 ng/ml be-
gonnen und 1:3 titriert.

2.2.11.4 IL-6-ELISA

Mit BD OptEIA™ Set Human IL-6 Catalog Nummer 555220, former Catalog
No. 2645KI nach Anleitung des Herstellers. Die Standardreihe wurde hierbei mit
3 ng/ml begonnen.

2.2.11.5 TNF-ELISA

Mit BD OptEIA'™ Human TNF ELISA Set Cat. No. 555212, former Catalog
No. 2637KI nach Anleitung des Herstellers. Die Standardreihe wurde hierbei
mit 3 ng/ml begonnen und 1:3 titriert. Der detektion antibody wurde 1:500 ver-
ddnnt.
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3. Ergebnisse

3.1 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) zeigen
RANK Expression auf ihrer Oberflache

Um die Kontroverse tber die Expression von RANK auf NK-Zellen zu klaren, wur-
de die Expression mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierzu wurden frisch
isolierte peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) kultiviert und zu verschie-
denen Zeitpunkten mittels flouresecense activated cell sorting (FACS) analysiert.
Die NK-Zellen wurden innerhalb der PBMCs Zellmasse als CD56 * und CD3 ~ se-
lektiert. Man kann erkennen, dass frische NK-Zellen am Anfang so gut wie kein
RANK exprimierten. Im Laufe der Kultiverung nahm die RANK Expression zu und
erreichte ein Expressionsmaximum nach 72 Stunden (Abbildung 3.1 A oben, B).
Dies zeigt, dass RANK unter bestimmten Bedingungen auf der Oberflache von
NK-Zellen exprimiert wird.

Um heraus zu finden, wodurch die Expression auf der NK-Zelloberflache modu-
liert werden kann, inkubierten wir die PBMCs mit verschiedenen immunmodulie-
renden Interleukinen. Einzig durch die Zugabe von 10 ng pro ml IL-10 konnte die
Expression zusatzlich gesteigert werden (Abbildung 3.1 A unten, B).

Da PBMCs kontinuierlich verschiedene Interleukine sezernieren und somit die
NK-Zellen inerhalb der PBMCs beinflusst werden kénnen, untersuchten wir als
nachstes das Expressionmuster von RANK auf magnetic cell separation (MACS)-
isolierten NK-Zellen. Hierbei werden mithilfe von Antikérpern die NK-Zellen aus
den PBMCs isoliert. Dabei konnte selbst nach einer Inkubation von 72 Stunden
kaum RANK-Expression auf den NK-Zellen gefunden werden. Uberraschender-
weise fuhrte auch der Zusatz von IL-10 nicht zu einer RANK-Expression (Abbil-
dung 3.1 C links). Das deutet darauf hin, dass IL-10 allein nicht fir die Expression
von RANK auf NK-Zellen verantwortlich sein kann.

Allerdings ist bekannt, dass IL-10 die Sekretion immunmodulatorischer Substan-
zen durch die in den PBMCs enthaltenen Monozyten beeinflussen kann. Wurden
daher den isolierte NK-Zellen MACS-isolierte autologe Monozyten hinzugefiigt,
konnte die RANK-Expression wiederhergestellt werden (Abbildung 3.1 C rechts).
Um auszuschlieBen, dass direkte Zell-Zell-Interaktion fur diesen Effekt verant-
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Abbildung 3.1: NK-Zellen zeigen RANK Expression auf ihrer Oberflache.

(A) FACS Analyse der RANK Expression von NK-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 24, 48,
72, 96 Stunden). NK-Zellen wurden als CD56" und CD3~ selektiert. RANK Expression wurde
mit RANK Antikérper von R&D Systems detektiert. Oben: NK-Zellen enthaltende PBMCs wurden
in PBMC Medium kultiviert. Unten: NK-Zellen enthaltende PBMCs mit 10 ng/ml IL-10 behandelt.
Man erkennt den Anstieg der RANK Expression Uber die Zeit. Zugabe von IL-10 erhéht RANK
Expression. (B) Quantitative Analyse von A. Unbehandelte NK-Zellen (grau) im Vergleich zu mit
IL-10 behandelten NK-Zellen (schwarz). Dargestellt wird der prozentuale Anteil der RANK™ NK-
Zellen (x-Achse) Uber die Zeit (y-Achse). (C) FACS Analyse der RANK Expression von NK-Zellen
nach 72 Stunden (NK-Zellen selektiert wie in A). Vergleich der NK-Zellen in Monokultur links und
Ko-Kultur mit Monozyten (rechts), unbehandelt (oben) und nach Zugabe von IL-10 (unten). Iso-
lierte NK-Zellen weisen keine RANK Expression auf, wohingegen die Kultivierung mit Monozyten
eine RANK Expression ausldst. IL-10 Behandlung von isolierten NK-Zellen induziert keine RANK
Expression, jedoch steigert sich die RANK Expression nach IL-10 Behandlung, wenn NK-Zellen
mit Monozyten kultiviert wurden.
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wortlich ist, wiederholten wir obigen Versuch, indem wir die isolierten NK-Zellen
und die isolierten Monozyten getrennt von einer Membran in einer Kulturplat-
te inkubierten (Transwell). So konnte die Expression lediglich durch sezernierte
Substanzen beider Zellarten im Medium moduliert werden, ein direkter Zell-Zell-
Kontakt ist durch die Membran nicht mdglich. Auch in diesem Versuchsaufbau
wurde die RANK-Expression auf NK-Zellen induziert (Daten nicht abgebildet). In
beiden Versuchsaufbauten steigerte die Zugabe von IL-10 in Anwesenheit der
Monozyten die RANK-Expression auf der NK-Zelloberflache (Abbildung 3.1 C
rechts). Daraus kénnen wir schlieBen, dass von Monozyten sezernierte Substan-
zen die Expression von RANK auf NK-Zellen induzieren.

3.2 AML Blasten exprimieren RANKL

RANKL Expression konnte auf malignen Zellen diverser Erkrankungen, darun-
ter auch die chronisch lymphatische Leukdmie, gefunden werden. Daher ist es
von besonderen Interesse, ob RANKL Expression ebenfalls auf der Oberflache
von Blasten der akuten myeloischen Leukdmie (AML) zu finden ist. Um dies
zu untersuchen, selektierten wir aus PBMCs von AML Patienten in der FACS-
Analyse Blasten als CD33"7/CD34" Zellen. Abbildung 3.2 A zeigt Primarmaterial
von sechs verschiedenen AML-Patienten (unique personal number (UPN) 1-6).
Man erkennt, dass UPN1 bis UPN4 eine deutliche Expression von RANKL auf
der Oberflache der AML Blasten zeigten. UPN5 sowie UPN6 hingegen waren
RANKL-negativ (RANKL™). Um dieses Ergebnis auf RNA Ebene zu verifizieren,
wurde von B. Schmiedel eine Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
(reverse transkription polymerase-chain reaction) (RT-PCR) mit diesem Primar-
material durchgefihrt. Diese bestéatigte die FACS-Analyse und zeigte Expressi-
on von RANKL RNA bei UPN1 bis UPN4 (Abbildung 3.2 B). Auch das PCR-
Ergebnis von UPN5 bestétigte die FACS-Analyse. UPN6 hingegen war bei der
Oberflachenanalyse negativ, zeigte jedoch RANKL-Expression auf RNA-Ebene.
Eine Expression auf RNA Ebene kann aber haufiger detektiert werden als auf der
Zelloberflache.

Die RANKL Expression kdnnte von dem Differenzierungsstadium der AML Blas-
ten abhangen. Dies konnte bei anderen TNF Familienmitgliedern beispielsweise
bei glucocorticoid-induced TNF receptor-related protein ligand (GITRL) gezeigt

32



Ergebnisse

— N [sp]
& & &
UPN 1 M + - 35 35 3
i soty P R
ag 24 —— RANKL
>
8 -— w— se s 18SrRNA
< w o
= =z =
M + _ o o o
UPN 4 UPN 5 UPN 6 5 5 5
oll i w— e wes| RANKL
-
5
3 w—  wew wes ws| 18STRNA
RANKL ]
:12'
L
[72] °
- [ ]
c °
o 9 °
72}
[}
= :
% - .
L —
=S
; 3 - ° s ; 3
< T §] ¢
0

MO M1 M2 M3 M4 M5

Fab - Klassifikation

Abbildung 3.2: AML Blasten exprimieren RANKL.

(A) FACS Analyse der RANKL Expression auf Blastenoberfache sechs verschiedener AML Pa-
tienten (UPN1-UPN-6). AML Blasten wurden als CD33% und CD34* selektiert. Man erkennt
bei UPN1-UPN4 eine deutliche Singalverschiebung bei Detektion der RANKL Expression (grau).
UPN5 und UPNB6 hingegen zeigten keine RANKL Expression. (B) PCR-Analyse der mRNA Ex-
pression von RANKL von in A gezeigten Patienten UPN1 - UPNG6. Negatives Resultat der RANKL
MRNA Expression bei UPN5, sowie die positive RANKL mRNA Expression bei UPN1-4 bestati-
gen die FACS Analyse von A. UPNG6 zeigt im Gegensatz zur FACS Analyse eine positive RANKL
Expression. (C) RANKL Expression als SFI maligner Zellen aller untersuchten AML Patienten
(n=31) (Selektion wie A). Patienten sind aufgeteilt nach ihrer Fab-Klassifikation. Der Median ist
wird als roter Strich dargestellt. Es ist keine Korrelation zwischen Fab-Klassifikation und RANKL
Expression erkennbar.
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werden. Um einen mdglichen Zusammenhang von RANKL Expression zum Dif-
ferenzierungsstadium zu untersuchen, analysierten wir Oberflachenexpression
verschiedener Patienten in Abhangigkeit ihrer FAB-Klassifikation. Wir sehen im
Falle von RANKL allerdings keine eindeutige Korrelation (Abbildung 3.2 C).

3.3 RANKL-Transfizierte Mauszelllinien als Modell
far AML-Blasten

Um die Rolle von RANK bei der Immuntberwachung von NK-Zellen zu untersu-
chen, wird ein Modell bendtigt, in welchem sowohl RANKL* als auch RANKL™
Zielzellen verflgbar sind. Hierzu wurden von Prof. M. Azuma, Universitat Tokio,
zwei murine Zelllinien (Lcells, P815) stabil mit humanem RANKL transfiziert, um
RANKL Expression auf der Oberflache der Zellen zu induzieren. Diese dienten
als RANKL™ Zielzellen. Die parentalen, nicht transfizierten Zellenlinien dienten
als Negativkontrolle. Mit den beiden anti-RANKL Antikérpern MIH23 und MIH24,
fihrten wir FACS Analysen der Zelllinien durch, um die RANKL Expression zu
verifizieren. Man erkennt, dass die parentalen Lcells weder mit MIH23 Farbung
noch mit MIH24 Farbung eine RANKL Expression aufwiesen (Abbildung 3.3 A
oben). Dagegen erkennt man, dass die RANKL-transfizierten Lcells mit den bei-
den anti-RANKL-Antikérper eine deutlich RANKL Expression auf ihrer Oberflache
aufwiesen (Abbildung 3.3 A unten). Die Analyse der Zelllinie P815 erzielte &ahn-
liche Ergebnisse, wobei hier MIH24 eine héheres Hintergrundsignal zeigte (Ab-
bildung 3.3 B). Dies kann auf die Struktur des Antikdrpers zuriickgeflhrt werden,
wodurch dieser unspezifisch an P815 binden kann. Durch Blockade unspezifi-
scher Bindungssrellen kann die Bindung an RANK geférdert werden. Dennoch
zeigt sich, dass die verwendeten Zelllinien Lcells und P815 insgesamt ein valides
Modell fir RANKL exprimierende AML Blasten sind.

3.4 Denosumab kann die RANK/RANKL Interaktion
blockieren

Denosumab ist ein klinisch eingesetzter humaner RANKL-Antikérper. Im folgen-
den soll untersucht werden, ob Denosumab benutzt werden kann um RANK-
RANKL-Interaktion zu blockieren. Vor Durchfihrung funktioneller Analysen muss-
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Abbildung 3.3: Transfizierte Mauszelllinien sind ein valides Modell fiir AML-Blasten.

(A) FACS Analyse der RANKL Expression auf der Oberflache der Modelzelllinie Lcells. Oben:
parentale RANKL™ Zellen; unten: transfizierte RANKL™ Zellen. Deutliche Signalverschiebung bei
den transfizierten Zellen bei der Farbung mittels MIH24 (rechts) und MIH23 (links) zeigt RANKL
Expression. (B) FACS Analyse der RANKL Expression auf Modelzelllinie P815. Vergleichbares
Ergebnis wie A, wobei die Isotypkontrolle von MIH23 bei der Modelzelllinie P815 ein hdheres
Hintergrundsignal zeigt.

35



Ergebnisse

te zundchst die Bindung von Denosumab an die Zielzellen untersucht wer-
den.

3.4.1 Detektion von RANKL Oberflachen Expression durch
Denosumab

Um die Bindung des Antikorpers Denosumab an RANKL, welches auf der Zel-
loberflache exprimiert wird, zu charakterisieren, wurden zun&chst Analysen mit
den Modellzellen durchgefihrt. Diese Untersuchung wurden fur beide Zelllinien
mit vergleichbarem Ergebnis durchgefihrt - in Abbildung 3.4 werden nur die Er-
gebnisse fir Lcells abgebildet.

Zunachst wollten wir feststellen, ob Denosumab spezifisch an die transfizierten
Zellen bindet. Dazu wurde eine FACS-Analyse mit den Transfektanten und den
Kontrollzellen durchgefihrt, bei der die Bindung von Denosumab durch einen se-
kundaren anti-humanen Antikérper dargestellt wurde. Um unspezifische Antikér-
perbindung von spezifischer unterscheiden zu kénnen, verwendeten wir in unse-
ren FACS-Analysen einen Antikdrper der selben IgG-Klasse als Isotyp-Kontrolle.
In Fall von Denosumab eignet sich Panitumumab, bei welchem weder eine Bin-
dung an die Kontrollzellen noch an die transfizierten Zellen mittels FACS-Analyse
gezeigt werden konnte. Man sieht eine eindeutige Bindung von Denosumab an
die RANKL-transfizierten Zellen, jedoch nicht an die RANKL~ Zellen (Abbildung
3.4A).

Analog zu der FACS-Analyse der Modellzelllinien, untersuchten wir die Bindung
von Denosumab an PBMC-Primarmaterial von AML-Patienten. Allerdings beob-
achteten wir mit dem hier verwendeten sekundaren anti-human Antikdrper ein
Signal, auch ohne vorhergehende Inkubation mit einem Primarantikérper (Daten
nicht abgebildet). Deshalb vermuteten wir, dass dieser sekundare Antikdrper un-
spezifisch an die humanen Zellen gebunden hat.

Um das Detektionslimit des sekundaren Antikérpers anzuheben, wurde Deno-
sumab sowie die passende Isotyp-Kontrolle mit Biotin konjugiert und die Bin-
dung durch einen Streptavidin-Antikdrper sichtbar gemacht. Zuerst wurde die
Bindung des Biotin-konjugierten Denosumab an die Modelzelllinien getestet: Mit
dem Biotin-konjugiertem Denosumab erkennt man die Bindung von Denosumab
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Abbildung 3.4: Denosumab bindet an RANKL auf Zielzellen.

(A) FACS Analyse der Bindung von Denosuman an RANKL™ Lcells. Vergleich von parentalen
RANKL~ Zellen (oben) und RANKL* Zellen (unten) nach Inkubation von Denosumab (dun-
kelgrau, flachig) oder Isotypkontrolle (hellgrau, gestrichelt). Transfizierte Zellen zeigen eine Si-
gnalverschiebung bei Denosumab Behandlung, parentale Zellen zeigen keine Denosumab Bin-
dung. (B) FACS Analyse der Modelzelllinie Lcells wie in A mit Biotin-gekoppeltem Denosumab
und Biotin-gekoppelter Isotypkontrolle Panitumumab. Ergebnis vergleichbar zu A, wobei biotin-
gekoppelte Isotypkontrolle (hellgrau) ein leichtes Hintergundsignal bei parentalen und transifzier-
ten Zellen zeigt. (C) FACS Analyse der Bindung von RANKL Antikérper an AML Blasten. AML
Blasten wurden als CD33* und CD34+ selektiert. Vergleich der Bindung von Biotin-gekoppeltem
Denosumab (links) und MIH23 (rechts) an RANKL™ Blasten von Beispielpatient UPN8. Deno-
sumab sowie MIH 23 zeigen eine Signalverschiebung, die passenden Isotypkontrollen nicht.
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spezifisch an die transfizierten Zellen bei negativer Isotyp-Kontrolle und keine
Bindung an die RANKL~ Kontrollzellen (Abbildung 3.4 B).

Im nédchsten Schritt wurde die Analyse an PBMC-Primarmaterial von AML-
Patienten mit dem Streptavidin-konjugiertem Denosumab wiederholt: Die Ana-
lyse mittels des Biotin-konjugierten Denosumab in Kombination mit dem sekun-
daren Streptavidin-Antikérper zeigte eine eindeutige Bindung an die AML-Zellen
im Vergleich zur Biotin-konjugierten Isotyp Kontrolle (Abbildung 3.4 C).

3.4.2 Denosumab blockiert RANK-Fc Bindung

Um zu untersuchen, ob Denosumab die RANK-RANKL Interaktion blockieren
kann, musste ausgeschlossen werden, dass Denosumab an ein Epitop von RAN-
KL bindet, welches nicht an der RANK-RANKL Interaktion beteiligt ist. Dies kann
mit Hilfe von RANK-Fusionsproteinen untersucht werden. Bei den RANK-Fusi-
onsproteinen wird das Fc-Fragment eines humanen Antikérpers mit RANK ge-
koppelt. Hierdurch kann das RANK-Fusionsprotein wiederum an RANKL bin-
den. Denosumab wirde nun mit dem RANK-Fusionsprotein um die Bindung
an RANKL konkurrieren. Verhindert Denosumab die Bindung des RANK-Fc-
Fusionproteins, so inhibiert es die RANK-RANKL Interaktion.

3.4.2.1 Zelllinien

Zunachst wurde dies mit Modellzelllinien untersucht, indem RANKL™ transfizier-
te Zellen mit Denosumab behandelt wurden. Als Kontrolle wurden transfizierte
Zellen unbehandelt gelassen oder mit Panitumumab als Isotypkontrolle behan-
delt. Danach wurden die Zellen mit dem RANK-Fc-Fusionsprotein sowie des-
sen passender Isotypkontrolle gefarbt und diese mit einem sekundaren Anti-
kérper detektiert, der spezifisch nur die IgG1 Struktur des RANK Fc erkennt.
Dabei wurde mittels FACS-Analyse ausgeschlossen, dass der Sekundarantikdr-
per an Denosumab bindet (Daten nicht abgebildet). Man kann erkennen, dass
durch die Behandlung mit Denosumab die anschliessende Bindung des RANK-
Fc-Fusionsproteins deutlich reduziert wurde (Abbildung 3.5 A). Dies zeigt, dass
Denosumab die RANK-RANKL Interaktion verhindern kann.

Bei Durchfihrung dieses Versuches mit RANKL~ Zellen konnte weder RANK-
Fc-Fusion Bindung, noch eine Blockade beobachtet werden (Abbildung 3.5 B).

38



Ergebnisse

In simultanen Versuchen wurde untersucht, ob auch die anti-RANKL-Antikérper
MIH23 und MIH24 die RANK-RANKL Interaktion blockieren kdnnen. Auch bei
diesen konnte die Blockade der RANK-RANKL Interaktion bei RANKL* Zellen
gezeigt werden (Abbildung 3.5 C, D). Dies bedeutet, dass neben Denosumab
alle in dieser Arbeit verwendeten anti-RANKL-Antikérper die Fahigkeit besitzen

RANK-RANKL Interaktion zu blockieren.
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Abbildung 3.5: Denosumab blockiert die RANK-Fc Bindung.

(A) FACS Analyse der Bindung von RANK-Fc an transfizierte RANKL™ Lcells bei der Behandlung
mit Denosumab. Bindung des RANK-Fc-Ig (dunkelgrau, gefullt) fihrt zu einer Signalverstarkung
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (schwarz, gestrichelt). Vorbehandlung mit der Isotyp-
kontrolle Panitumumab (hellgrau, gepunktet) zeigt keine Veréanderung. Denosumab Behandlung
(schwarz) fihrt zu Minderung des RANK-Fc Signals . (B) FACS Analyse der Bindung von RANK-
Fc an parentale RANKL ™ Lcells bei der Behandlung mit Denosumab wie in A. Keine Anderung
des Signals bei Bindung des RANK-Fc. (C) FACS Analyse der Bindung von RANK-Fc an trans-
fizierte RANKL™ Lcells bei der Behandlung mit MIH24. Vergleichbares Ergebnis wie in A. (D)
FACS Analyse der Bindung von RANK-Fc an transfizierte RANKL™ Lcells bei der Behandlung mit

MIH23. Vergleichbares Ergebnis wie in A.
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3.4.2.2 AML-Primarmaterial

Als nachstes versuchten wir die obige Blockade mit Primarmaterial von an AML
erkrankten Patienten durchzuflhren. Allerdings scheiterte dies jedoch bereits
daran, eine Bindung des RANK-Fc-Fusionsproteins an den AML Blasten zu de-
tektieren. Da in der FACS-Analyse kein Bindungspeak des Fusionsproteins zu
erkennen war, kann keine Aussage Uber die Fahigkeit der verwendeten Antikor-
per die RANK-RANKL Interaktion zu blockieren, gemacht werden.

3.5 Denosumab kann die NK-Zell-Zytotoxizitat
steigern

Nachdem eine erfolgreiche Blockade der RANK-RANKL Interaktion durch Deno-
sumab bei den Modellzelllinien gezeigt wurde, wurde als nachstes untersucht,
ob die RANK-RANKL-Interaktion Auswirkungen auf die NK-Zell-Funktionalitat
hat.

Da fir die Regulation der RANK-Expression von NK-Zellen die Anwesenheit
von Monozyten bendtigt wird (siehe Kapitel 3.2), wurden in allen funktionellen
Versuchen PBMCs, die RANK™ NK-Zellen beeinhalteten, als Effektoren verwen-
det.

3.5.1 RANK-RANKL Interaktion inhibiert NK-Zellen

Die nachfolgenden Versuche wurden mit beiden Modellzelllinien durchgefihrt,
abgebildet sind hier die Daten, welche mit der Zelllinie P815 erhoben wur-
den.

3.5.1.1 BADTA-Europium Cytoxocicity-Assay

Eine Hauptaufgabe der NK-Zellen ist die Lyse kdrperfremder Zellen (siehe Ka-
pitel 1.4). Eine Md&glichkeit die Lyseféhigkeit gegeniber Zielzellen darzustellen,
ist der BADTA-Europium cytotoxcicty assay. Dabei nehmen die Zielzellen BAD-
TA auf und setzen dieses um. Sobald diese lysiert werden, wird das Produkt
frei, welches dann mittels Fluoreszenzsignal gemessen werden kann. Werden
die gleichen Effektoren in einem Ansatz verwendet, kann die Lyse verschiede-
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Abbildung 3.6: RANK-RANKL Interaktion inhibiert NK-Zellen.

(A) Vergleich der spezifischen Lyse parentaler RANKL~ P815 (schwarz, gestrichelt) sowie trans-
fizierter RANKL™ P815 (grau, durchgehend) durch RANK* NK-Zellen. Spezifische Lyse wurde
bestimmt durch 2 Stunden BADTA-Europium cytotoxcicty assay. Effektoren und Zielzellen wurden
in verschiedenen Relationen verwendet. Lyse von transfizierten Zellen ist geringer als Lyse pa-
rentaler Zellen. (B) Analyse der Interferon-y-Konzentration in Uberstdnden von Kokultivierung von
RANK™ NK-Zellen alleine (links), mit parentalen RANKL~ P815 (mitte) sowie transfizierten RAN-
KL+ P815 (rechts). Uberstande wurden nach 24 Stunden abgenommen und Interferon-y Menge
mittels ELISA gemessen. Interferon-y Menge in der Kokultur mit transfizierten Zellen ist gerin-
ger als Kokultur mit parentalen Zellen. Alle verwendeten PBMCs wurden 72 Stunden kultiviert um
RANK Expression auf NK-Zellen zu induzieren.

ner Zielzellen miteinander verglichen werden. Es wurden verschiedene Effektor-
Target-Relationen verwendet, wobei bei steigender Effektorenzahl, die Lyserate
anstieg. Die Analyse zeigt eindeutig, dass bei den gleichen RANK™ Effektoren
die Lyserate der RANKL-transfizierten Zellen wesentlich geringer war als die der
RANKL™ Kontrollzellen (Abbildung 3.6 A). Dies zeigt, dass die RANK-RANKL In-
teraktion negative Auswirkungen auf die Lyserate durch NK-Zellen und somit auf
die NK-Zell-Funktionalitat hat.

3.5.1.2 Interferon-y-Produktion

Neben der spezifischen Lyse ist die Produktion von Zytokinen ein weiterer wichti-
ger Anteil an der NK-Zell-vermittelten Immunabwehr (siehe Kapitel 1.4). Als Sur-
rogat der NK-Zell-Aktivitdt kann das immunstimulierende Interferon-y in Uber-
stdnden von Cokulturen der NK-Zellen mit Zielzellen gemessen werden. Wir
konnten beobachten, dass in Cokultivierung mit RANKL"™ Zellen RANK* NK-
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Zellen wesentlich weniger Interferon-y produzierten als NK-Zellen, welche mit
RANKL~ Zellen cokultiviert wurden (Abbildung 3.6 B). Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass die RANK-RANKL Interaktion die Sekretion immunmodu-
latorischer Substanzen und somit ebenfalls die NK-Zell-vermittelte Abwehr hem-
men kann.

3.5.2 Blockade des RANK-RANKL Systems durch Deno-
sumab fihrt zu Steigerung der NK-Zell Aktivitat

Die beiden oben aufgefihrten funktionellen Tests zeigten, dass RANK-RANKL
Interaktion zu einer Hemmung der NK-Zell-Aktivitat fihrt. Wir konnten zudem zei-
gen, dass Denosumab die Fahigkeit hat, diese Interaktion zu blockieren. Daher
wollten wir die gleichen funktionellen Tests verwenden, um zu ergriinden, ob ei-
ne Blockade der RANK-RANKL Interaktion die NK-Zellaktivitat wiederherstellen
kann.

3.5.2.1 BADTA-Europium Cytoxocicity-Assay
3.5.2.1.1 Zelllinien

Um den Effekt von Denosumab auf die Lyseaktivitdt der NK-Zellen zu tes-
ten, wurden die Zielzellen zunachstmit 10 ng Denosumab vorbehandelt. Wir
beobachteten, dass die Behandlung von RANKL-Transfektanten mit der Iso-
typkontrolle keine Veranderung der Lyse im Vergleich zu den unbehandelten
RANKL-transfizierten Zellen zeigte. Hingegen fuhrte Behandlung mit Deno-
sumab zu einer Steigerung der Lyserate, welche vergleichbar war mit der
Lyserate von RANKL-negativen Kontrollzellen (Abbildung 3.7 A). Dies bedeutet,
dass Behandlung mit Denosumab die NK-Zell-Aktivitat wiederherstellen kann.
Jedoch lief3 sich dieses Ergebnis nicht in allen Wiederholungen des Experiments
mit NK-Zellen von verschiedenen Spendern zu erreichen.

Um einen Verdlinnungseffekt im experimentellen Ansatz auszuschlie3en, wur-
de die verwendete Menge von Denosumab im Ansatz erhéht. Um die optima-
le Konzentration von Denosumab zu ermitteln, wurden zusétzlich Versuche mit
gleichbleibender Effektor-Target-Ratio unter Titration der Denosumab-Konzen-
tration durchgefiihrt. Dabei beobachten wir bei den RANKL-transfizierten Zellen
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Abbildung 3.7: Blockade des RANK-RANKL Systems durch Denosumab fiihrt zu Steige-
rung der NK-Zell Lyse.

(A) Spezifische Lyse von Lcells durch RANK™ NK-Zellen im BADTA-Europium cytotoxcicty assay.
Vergleich von unbehandelten parentaler RANKL™ (wei3) oder RANKL™ Lcells (gestrichelt) mit
behandelten (Isotyp grau, Denosumab schwarz) * Lcells. Dargestellt sind verschiedene Effektor-
Zielzell-Relationen. (p<0.5 * , p<0.01 **) (B) Bindung von Denosumab (schwarz) und Panitumu-
mab (grau) in verschiedenen Konzentrationen an RANKL™ Zellen. Bindung wird bestimmt durch
Messung des Spezifischen Floureszenz Index (C) Spezifische Lyse der Blasten von RANKL™
Patienten durch RANK™ NK-Zellen im BADTA-Europium cytotoxcicty assay. Vergleich von unbe-
handeltem (gestrichelt) und behandeltem (Isotyp grau, Denosumab schwarz) Primarmaterial in
verschiedenen Effektor-Zielzell-Relationen.
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einen Anstieg der Lyserate mit steigender Denosumab-Konzentration (Abbildung
3.7 B). Die Behandlung der RANKL-transfizierten Zellen mit der Isotypkontrolle
zeigte dabei keinen Effekt auf die Lyserate. Die parentalen Zellen blieben weit-
gehend unbeeinflusst von der Behandlung mit Denosumab (Daten nicht abgebil-
det).

Da die Lyserate von der Denosumabkonzentration abhangig war, wurden die
nachsten Versuchsansatze mit héheren Denosumabkonzentration durchgefihrt.
Dabei Uberstieg die Endkonzentration von Denosumab allerdings nie 10 pl/ml,
damit ein klinischer Einsatz von Denosumab noch weiter gewahrleistet werden
kann, ohne dass die erhéhte Konzentration des Antikdrpers toxische Nebenwir-
kungen hervorruft. Jedoch zeigten sich auch hier keine konstanten Ergebnisse
mit Proben verschiedener Spender (Daten nicht abgebildet).

Zusammenfassend stellen wir fest, dass der Zytotoxizitatsassay nicht gentgend
optimiert werden und somit keine konsistenten Ergebnisse liefern konnte.

3.5.2.1.2 AML-Primarmaterial

Geman dem Vorgehen bei den Zellen des Modellsystems war auch bei
den Untersuchung des Primarmaterials der nachste Schritt die Eruierung der
Blockade in funktionellen Versuchen. Da wahrend der Experimente mit den mu-
rinen Zelllinien der Verdacht auftkam, dass die Konzentration der Vorbehandlung
entscheidend ist, beschlossen wir bei diesen Versuchen sofort mit héheren De-
nosumab Konzentrationen zu beginnen. Auch hier konnten wir in einigen Fallen
beobachten, dass die Behandlung von RANKL™ Primarmaterial mit Denosumab
zu einer erhdhten Lyserate im Vergleich zu den unbehandelten Zellen flhrte
(Abbildung 3.7 C). Die Behandlung mit der Isotypkontrolle zeigte keine Steigung
der Lyserate. Allerdings konnten auch hier wie in der Versuchsreihe mit der
Zelllinie keine konstanten Ergebnisse erhalten werden.

3.5.2.2 Interferon-y-Produktion

Da der BADTA-Europium Cytoxocicity-Assay keine konstanten Ergebnisse liefern
konnte, versuchten wir die Wirkung von Denosumab auf die NK-Zell-Aktivitat in
einem anderen Verfahren zu testen. Dazu untersuchten wir wie oben die Zytokin-
Ausschittung von NK-Zellen-Zellen bei Kokultvierung mit RANKL* Zellen nach
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Behandlung mit Denosumab, um das Maf3 der Aktivierung der NK-Zellen zu er-
kennen.

3.5.2.2.1 Zelllinien

Die RANKL*-transfizierten Zellen sowie RANKL~ Kontrollzellen wurden fir
24 Stunden mit 10 ug Denosumab behandelt. Wir konnten beobachten, dass
nach Behandlung der RANKL"-Zellen mit Denosumab, die Interferon-y Produk-
tion von NK-Zellen beinahe auf das Level der NK-Zellen, die mit Kontrollzellen
kultiviert wurden, stieg (Abbildung 3.8 A). Die Behandlung der RANKL™ Zellen
mit der Isotypkontrolle hingegen zeigte keinen solchen Effekt (Daten nicht
abgebildet). Auch bei der Cokultivierung von NK-Zellen mit Kontrollzellen zeigte
sich der Interferon-y-Spiegel bei beiden Behandlungen unverandert (Abbildung
3.8 A). Dies zeigt, dass die Behandlung mit Denosumab zu einer Wiederherstel-
lung der Zytokinproduktion bei NK-Zellen fihren kann. Der hier durchgefiihrte
Versuch zeigte die Wiederherstellung der NK-Zell-Aktivitat verlasslicher als der
BADTA-Europium Cytoxocicity-Assay.

3.5.2.2.2 AML-Primarmaterial

Die isolierten RANKL* PBMC von Patienten wurden analog zu dem An-
satz mit der Zelllinie fir 24 Stunden mit 10 ug Denosumab behandelt. Die
Behandlung mit Denosumab flhrte zu einem Ansteig der Interferon-y-Produktion
im Vergleich zur Kokultur mit unbehandelten Zellen (Abbildung 3.8 B links). Die
Behandlung der Isotypkontrolle zeigte keine Anderung des Interferon-y-Gehalts
im Uberstand. In der Durchfiihrung mit RANKL- PBMCs von AML-Patienten
zeigte weder die Behandlung mit der Isotypkontrolle noch die mit Denosumab
Unterschiede in der Interferon-y-Produktion der Zellen (Abbildung 3.8 B rechts).
Dies zeigt, dass die Behandlung mit Denosumab bei RANKL* PBMCs eines
Patienten zu einer Steigerung der Interferon-y-Produktion flhrt.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass in der Analyse der Interferon-y-
Produktion konsistente Ergebnisse zu produzieren waren. Dies lasst vermuten,
dass die Blockade der RANK-RANKL-Interaktion durch Denosumab eine starkere
Auswirkung auf die Zytokinproduktion und -ausschuttung als auf die Zytotoxizitat
hat.
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Abbildung 3.8: Blockade des RANK-RANKL Systems durch Denosumab fiihrt zu Steige-
rung der NK-Zell Interferon-y Produktion.

(A) Interferon-gamma Produktion von NK-Zellen in Uberstanden nach 24 Stunden Kokultivierung
alleine (links), mit parentalen RANKL~ Lcells (mitte) sowie transfizierten RANKL* Lcells (rechts).
Interferon-gamma Menge wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Vergleich von unbe-
handelten Zellen (grau) und Behandlung mit Denosumab (schwarz). Behandlung mit der Iso-
typkontrolle nicht gezeigt. Denosumab Behandlung fiihrt bei Kokultur mit transfizierten Zellen zu
Steigerung der Interferon-gamma Produktion. (B) Interferon-gamma Produktion von NK-Zellen
wie in A. Kokultivierung der NK-Zellen alleine (links), mit RANKL*T AML PBMCs (mitte) sowie
RANKL~ AML PBMCs (rechts). Vergleich von unbehandelt Zellen (grau) und Behandlung mit Iso-
typ (gestrichelt), sowie mit Denosumab (schwarz). Denosumab Behandlung fihrt bei Kokultur mit
RANKL™ AML PBMC zur signifikanten Steigerung der Interferon-gamma Produktion.

(n.s.= nicht signifikant, p<0.5 * , p<0.01 ** , p<0.05 ***) Alle verwendeten PBMCs wurden
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3.6 RANKL* AML-Blasten verringern NK-Zell-
Aktivitat durch Ausschiittung von Zytokinen

3.6.1 RANK-RANKL Interaktion moduliert Sekretion im-
munmodulatorischer Zytokine durch RANKL* AML-
Blasten

Die Expression vonRANKL auf AML-Blasten kann nicht nur Einfluss auf die NK-
Zellen haben, sondern auch die Blasten selbst. Es ist bekannt, dass verschiede-
ne TNF-Familienmitglieder Signale in beide Richtungen weiterleiten kénnen, also
auch in die Liganden-exprimierende Zelle. Daher untersuchten wir die Sekreti-
on von immunmodulatorische Zytokinen durch AML-Blasten nach RANK-RANKL
Interaktion. Dafiir wurden RANKL™ Blasten von AML-Patienten auf immobilisier-
ten RANK-Fusionsproteinen, oder PBS und IgG1 als Kontrolle, kultiviert und die
Uberstande mittels ELISA untersucht. Dies zeigte, dass RANKL-Signaling zu ei-
ner Steigerung der IL-6, IL-8, IL-10 und TNF Produktion von Leuk&miezellen fihrt
(Abbildung 3.9). Wurde dieser Ansatz mit RANKL~ Blasten von AML-Patienten
wiederholt, konnte keine Zytokinausschittung gemessen werden (Abbildung 3.9).
Jedoch zeigten Zellen aus verschiedenen Patienten unterschiedliche Freiset-
zungssmuster. Dies zeigt, dass RANK-RANK Interaktion die Sekretion von im-
munmodulatorischen Zytokinen durch RANKL*™ AML-Blasten moduliert.

3.6.2 Sezernierte Zytokine verringern die NK-Zell-
Zytotoxizitat

Um zu Gberprifen, ob die Ausschittung dieser immunmodulatorischen Zytokine

Einfluss auf die NK-Zell vermittelte Immunabwehr haben, verwendeten wir die

Uberstéande aus obigem Versuch zur Behandlung von NK-Zellen im Zytotoxizi-

tatsassay gegen RANKL~ Zielzellen (HL-60). Die Uberstande von RANKL* AML-
Blasten verringerten die Zytotoxizitat der NK-Zellen (Abbildung 3.10 A).

Im Gegensatz dazu zeigten die Uberstdnde von RANKL~ AML-PBMC bei der
Behandlung von NK-Zellen keine Veranderung der spezifischen Lyse (Abbildung
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Abbildung 3.9: RANKL " stimuliert die Freisetzung von Zytokinen durch AML-Blasten.

(A) Kultiverung von PBMCs von AML Patienten alleine (links), mit humanen IgG1 als Isotyp-
kontrolle (mitte) oder mit imobilisiertem RANK-Fc-Fusionsprotein (rechts). Bestimmung der In-
terleukinkonzentration ( IL-6, IL-8, IL-10) mittels ELISA. Vergleich von RANKL™ PBMCs eines
AML Patienten (links) mit RANKL~ PBMCs (rechts). Kultivierung RANKL* Blasten auf RANK-
Fc-Fusionsprotein induziert Ausschittung aller drei getesteten Interleukine. (B) Kultivierung der
Zellen wie A. Bestimmung der TNF-Konzentration mittels ELISA. Kultivierung RANKL* Blasten
auf RANK-Fc-Fusionsprotein induziert TNF-Ausschuttung.
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3.10 B). Dies zeigt, dass RANKL die Ausschittung von Zytokinen durch AML-
Blasten bedingt, welche die NK-Zellaktivitat hemmen.

3.6.3 Sezernierte Zytokine verringern die NK-Zell-
Degranulierung

Ein Agivalent zur Beurteilung der NK-Zell-Aktivitat ist die Messung der Degranu-
lierung von NK-Zellen, da diese ihre Zielzellen hauptsachlich durch Ausschiittung
von Enzymen wie Perforin und Granzym lysieren. Deshalb analysierten wir, ob
die Ubersténde aus 3.6.1 ebenfalls Auswirkungen auf die Degranulierung von NK-
Zellen hatten. NK-Zellen wurden mit den Uberstanden von RANKL* AML-Blasten
behandelt und mit HL-60 kokultiviert. AnschlieBBend wurden diese NK-Zellen mit-
tels FACS-Analyse auf den Oberflachermarker CD107a untersucht. Dieser ist ein
surrogativer Marker fir die Degranulierung von NK-Zellen und somit deren Im-
munantwort. In der Analyse erkennt man, dass isolierte NK-Zellen kaum CD107a
auf inrer Oberflache aufwiesen. Wurden NK-Zellen mit HL-60 kultiviert, beobach-
teten wir einen Anstieg des Signals (Abbildung 3.11 A). Nach Behandlung mit
den Uberstanden von RANKL* Blasten, zeigte sich eine Reduktion der CD107a
Expression (Abbildung 3.11 B). Uberstande von RANKL~ AML-Blasten hingegen
bewirkten keine Veranderungen der Oberflachenexpression von CD107a (Abbil-
dung 3.11 C). Dies zeigt, dass die sezernierten Zytokine ebenfalls Auswirkung auf
die Degranulierung der NK-Zellen und somit der NK-Zell-Aktivitat haben.
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Abbildung 3.10: RANKL* AML-Blasten verringern die Lyse von Zielzellen durch NK-Zellen
durch Ausschiittung von Zytokinen.

Kultiverung von PBMCs von primaren AML Zellen mit humanen IgG1 als Isotypkontrolle (Isotyp),
mit imobilisiertem RANK-Fc-Fusionsprotein (RANK-Fc) und Gewinnung der Uberstande (US). US
wurden mit PBMCs von gesunden Spendern als Effektoren und Zelllinie HL-60 kultiviert. (A) Spe-
zifische Lyse von HL-60 durch NK-Zellen nach Behandlung mit Uberstinden (US) von RANKL*
AML PBMCs. Vergleich von PBMCs nach Kokultivierung mit Isotykontrolle (grau), RANK-Fc Fu-
sionsprotein (schwarz) und unbehandelten Zellen (weiss). Signifikante Senkung der spezifischen
Lyse von HL-60 durch NK-Zellen bei Behandling mit US nach Kultivierung mit immobilisertem
RANK-Fc-Fusionsprotein. (n.s.= nicht signifikant, p<0,1 *, p<0,05 **, p<0,001 ***) (B) Analyse der
spezifischen Lyse von HL-60 durch NK-Zellen bei Verwendung von Uberstdnden von RANKL™
AML Zellen. PBMCs behandelt wie in A. Keine signifikanten Unterschiede der spezifischen Lyse
von HL-60 durch NK-Zellen bei Verwendung der verschiedenen Ubersténde.
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Abbildung 3.11: RANKL™ AML-Blasten verringern NK-Zell-Degranulierung durch Aus-
schiittung von Zytokinen.
(A) FACS Analyse der CD107a Expression als Marker der Degranulierung von NK-Zellen. NK-
Zellen wurden als CD56% und CD3~ selektiert. Vergleich von NK-Zellen in Monokultur (links)
oder in Kokultur mit HL-60 (rechts). Kultivierung von NK-Zellen mit HL-60 steigert die Expression
von CD107a. (B, C) FACS Bestimmung der Degranulierung von NK-Zellen in Kokultur mit HL-60
bei Verwendung von Uberstanden von RANKL*t (B) oder ~ (C) AML Zellen. PBMCs behandelt
wie in A. Einzig die Behandlung mit Uberstéanden von RANKL* PBMCs behandelt mit RANK-Fc
Fusionsproteinen fihrt zu einer Senkung der Degranulierung.
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4. Diskussion
4.1 RANK Expression auf NK-Zellen

Es herrschte bisher Unklarheit dariiber, ob NK-Zellen RANK auf ihrer Oberflache
exprimieren. Wahrend Atkins et al. eine RANK Expression auf NK-Zellen zei-
gen konnten [92], war dies in friheren Arbeiten [93] nicht méglich. Wir konnten
zeigen, dass RANK unter bestimmten Bedingungen auf der Oberflache von NK-
Zellen exprimiert wird. Eine Grundvorrausssetzung fiur RANK Expression auf NK-
Zellen ist dabei die Anwesenheit von Monozyten tber die Zeit der Kultivierung.
Wir konnten weiterhin zeigen, dass die Dauer der Kultivierung entscheidend ist
und RANK Expression mit der Zeit zunimmt. Wahrend Shalhoub et al. zwar kei-
ne Expression auf NK-Zellen finden konnten, beobachteten sie jedoch ebenfalls
eine Zunahme der RANK Expression bei PBMCs auf RNA-Ebene Gber die Zeit
der Kultivierung [93]. Das ist konsistent mit unseren Daten. Diese Beobachtung
kénnte auch eine Erklarung fur die zuvor unterschiedlichen Ergebnisse liefern.
Denn Uberraschenderweise wurden die Analysen der Oberflachenexpression in
der Arbeit von Shalhoub et al. jedoch nur zu einem, vermutlich frihem, Zeitpunkt
untersucht [93]. Dies kénnte erklaren, wieso hierbei keine RANK Expression auf
NK-Zellen gefunden werden konnte. Atkins et al. hingegen findet in seinen Analy-
sen RANK Expression auf NK-Zellen, jedoch ist der Zeitpunkt der Analysen nicht
klar definiert [92]. Wir konnten neu zeigen, dass der Zeitpunkt der Analyse wichtig
ist, weshalb die beiden Studien nicht direkt miteinander verglichen werden kon-
nen und somit die unterschiedlichen Ergebnisse erklart werden kdnnen.

Dieser Anstieg deutet auf eine Regulierung der RANK Expression Uber die Zeit
hin. Weiterhin wird diese Annahme einer Regulation der RANK Expression auf
NK-Zellen im peripheren Blut durch folgende Beobachtung gestutzt: Atkins et al.
fanden, dass der Anteil der RANK exprimierenden NK-Zellen im peripheren Blut
und im Knochenmark gleicher Spender nicht korrelierten. Dies deuteten sie als
Hinweis flr eine Regulation der RANK Expression [92]. Diese Regulation kénnte
mogliche Unterschiede in den Expressionslevel erklaren.

Wir konnten beobachten, dass die RANK Expression auf NK-Zellen weiterhin
durch Zugabe von IL-10 gesteigert werden kann. Dabei flihrte nur die Zugabe
von IL-10 zur Gesamtmenge der PBMCs zu einer Steigerung der RANK Ex-
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pression auf NK-Zellen, nicht jedoch bei isolierten NK-Zellen. Wir konnten des
weiteren zeigen, dass der Anstieg der RANK Expression durch IL-10 die Anwe-
senheit von Monozyten benétigt. Dartber hinaus konnten wir zeigen, dass nicht
eine direkte Zell-Zell-Interaktion hierfir verantwortlich ist, da die RANK Expressi-
on auch in Versuchen mit einem Transwell erfolgreich gesteigert werden konnte.
Dies deutet daraufhin, dass IL-10 indirekt Gber Monozyten die RANK Expressi-
on auf NK-Zellen reguliert. Diese Hypothese ist ebenfalls von anderen aufgestellt
worden. Es konnte friih gezeigt werden, dass die Wirkung von IL-10 auf NK-Zellen
und auf T-Zellen nicht direkt stattfinden, sondern indirekt Uber die Regulation der
Monozytenfunktion [96]. Diese Regulation geschieht Gber die Alteration verschie-
der Mechanismen wie beispielsweise der Monokine Synthese [96]. Bei NK-Zellen
konnte die immunsupprimierende Wirkung von IL-10 durch eine solche Regulati-
on der Monozytenfunktion erklart werden. So konnte gezeigt werden, dass IL-10
die Interferon-y von NK-Zellen hemmt. Dies geschieht durch die Hemmung der
IL-12-Synthese von Monozyten. IL-12, auch natural killer cell stimulatory factor
genannt, férdert die Interferon-Produktion der NK-Zellen und somit auch die NK-
Zell-Funktion [97]. In Annahme, dass hierbei IL-10 zu einer Reduktion der NK-
Zell-Funktion fuhrt, kbnnte spekuliert werden, dass auch durch IL-10 induzierte
RANK Expression zu einer Reduktion der NK-Zell-Funktion fihrt.

Welcher Mechanismus zur Steigerung der RANK Expression flihrt, muss in zu-
kinftigen Arbeiten untersucht werden.

4.2 RANKL auf AML Blasten

Der Ligand von RANK (RANKL) konnte auf der Zelloberflache von Blasten der
chronisch lymphatischen Leuk&mie gefunden werden [94]. Darlber hinaus ist be-
kannt, dass eine RANK-RANKL Interaktion Auswirkung auf die Entstehung und
Verbreitung von Malignomen hat [90, 91]. Da wir zeigen konnten, dass NK-Zellen
RANK Expression auf ihrer Oberflache besitzen, ist nun von besonderem Inter-
esse ob der Ligand RANKL ebenfalls auf Blasten der AML zu finden ist. Dies
ist insofern wichtig, da gezeigt werden konnte, dass NK-Zellen eine grof3e Rol-
le bei der Immuniberwachung von Leukédmien spielen [21, 25]. Wir konnten ein
Patientenkollektiv finden, welches Expression von RANKL auf der Blastenoberla-
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che zeigte. Darlber hinaus konnten wir das Vorhandensein von RANKL auf RNA
Ebene bestatigen.

Interessanterweise fanden sich Patienten, bei denen RANKL Expression auf RNA
Ebene gefunden wurden, jedoch kein RANKL auf der Zelloberflache detektiert
werden konnte. Obwohl es sich bei den untersuchten Proben um Material mit
nahezu ausschlieBlich Blasten handelte, kann jedoch die Expression auf RNA
Ebene verfélscht worden sein, durch andere nicht maligne Zellen, die physiolo-
gisch RANKL exprimieren, wie beispielsweise T-Zellen [70, 89, 98]. Eine ande-
re Erklarung fur das Vorliegen von mRNA ohne Oberflachenexpression ist die
Freisetzung von Iéslichem RANKL. Das Vorliegen von léslichem RANKL konn-
te bei T-Zellen in der Interaktion mit DC gefunden werden [99]. Solch I8sliches
RANKL ensteht aufgrund von alternativem splicing oder shedding. Es konnte ge-
zeigt werden, dass aus dem RANKL Gen durch alternatives splicing drei Iso-
formen von RANKL enstehen. Eine dieser Formen hat keine Transmembrando-
mane und wird daher als 16sliches Produkt angesehen [100]. Lésliches RANKL
kann auch entstehen, indem RANKL von der Oberflache abgeworfen wird. Dieser
Vorgang wird auch shedding genannt. Fir RANKL konnte shedding bei T-Zellen
beobachtet werden [101]. Man konnte friih zeigen, dass Zellen Mitglieder der
TNF/TNF receptor superfamily proteinss(TNF/TNFR SFPs) mit Hilfe von Metallo-
proteinasen von der Oberflache abwerfen, um der Immunantwort zu entkommen
[102]. Diesen Mechanismus machen sich auch Leukamiezellen beispielsweise
beim TNF/TNF receptor superfamily proteinss(TNF/TNFR SFPs) Mitglied CD40
[103] oder CD137L [55, 104] zu Nutze. Das Vorliegen von I6slichem RANKL kénn-
te daher eine Form der Regulation darstellen, welche maligne Zellen als immune
escape Mechanismen nutzen und die Diskrepanz zwischen RNA und Expression
erklaren.

Die Untersuchung zu I6slichem RANKL soll im Rahmen einer anderen Arbeit wei-
ter gefhrt werden. Dabei sollen die AML Blasten auf das Vorliegen der alterna-
tiven splicing RNA untersucht werden. DarUber hinaus ist ein Ziel der Vergleich
der Spiegel von l6slichem RANKL im Serum von AML Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden. Kénnen hierbei Unterschiede gefunden werden, so kann
dies darauf hin deuten, dass I6sliches RANKL Einfluss auf die Krankheit hat. Bei
der primaren Osteoarthritis konnten erhéhte Spiegel von léslichem RANKL ge-
funden werden. Die Hohe der Spiegel konnten hierbei mit der Krankheitsschwere
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korreliert werden [105]. Im Falle von |6slichem RANKL bei AML Patienten muss
ebenfalls untersucht werden, ob Serumlevel und Krankheitsschwere miteinander
korrelieren.

Uber eine Pradiktion, welche AML Zellen RANKL aufweisen, konnten wir bis-
her keine Aussage machen, da wir keine Assoziation mit FAB-Klassfikation oder
WHO-Klassifikation ausmachen konnten.

4.3 Denosumab kann die NK-Zell Aktivitat wieder-
herstellen

Wir konnten zeigen, dass Denosumab spezifisch an RANKL" AML Blasten bin-
det. Dartber hinaus konnten wir beweisen, dass Denosumab die Fahigkeit besitzt
RANK-RANKL Interaktion zu blockieren. Dies ist sehr interessant, da wir zeigen
konnten, dass RANK-RANKL Interaktion die NK-Zell-Cytotoxizitat und Zytokin-
produktion und somit die NK-ZellenNK-Zell-Aktivitat hemmt.

4.3.1 Modellzelllinien

Die Behandlung mit Denosumab flhrte in unseren funktionellen Experimenten
mit den Modellzelllinien Lcells und P815 zu einer Steigerung der spezifischen
Lyse sowie der Zytokinproduktion. Diese Wiederherstellung der NK-Zell-Aktivitat
konnte jedoch nicht in allen Wiederholungen des Versuches mit verschiedenen
NK-Zellen erreicht werden.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Verdinnungseffekte in den durchge-
fihrten Versuchen zu einer geringeren Konzentration von Denosumab unterhalb
der Sattigung fihrt. In unseren Experimenten mit verschiedenen Konzentratio-
nen von Denosumab sahen wir eine normale Sattigung des Antikérpers. Héhere
Konzentrationen von Denosumab wurden nicht verwendet, um eine klinische Ein-
satzfahigkeit ohne toxische Nebenwirkungen zu gewéhrleisten.

Eine Erklarung kénnte man in den verschiedenen Effektoren finden. Bei jedem
neuen Ansatz wurden andere NK-Zellen verwendet. Unter den verschiedenen
Spendern konnten unterschiedliche Menge an RANK mittels FACS detektiert wer-
den. Inwiefern eine unterschiedliche Menge an RANK in Zusammenhang mit der
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gesamten NK-Zell Funktion steht, bleibt in zuklnftigen Arbeiten zu erarbeiten.
Insgesamt fehlt ein eindeutiger Hinweis auf die Ursache der fehlenden Repro-
duktivitat.

4.3.2 AML Primarmaterial

In funktionellen Ergebnissen mit Prim&rmaterial von AML Patienten zeigten wir,
dass die spezifische Lyse und die Zytokinproduktion durch die Behandlung
mit Denosumab verbessert werden konnte und somit Denosumab die NK-Zell-
Aktivitat wieder herstellen kann. Jedoch konnten auch hier nicht bei allen Wie-
derholungen mit unterschiedlichen NK-Zellen von verschieden Spendern dieser
Effekt beobachtet werden. Eine Ursache daflir kann vielleicht im experimentellen
Ansatz gefunden werden.

In diesem Aufbau sollte eine allogene Stammzelltranplantation imitiert werden, in-
dem in funktionellen Experimenten NK-Zellen von gesunden Spendern als Effek-
toren und Primarmaterial von AML Patienten als Zielzellen genutzt wurden. Bei
der Transplantation werden allerdings haplo-differente Spender ausgesucht um
einen graft-versus-leukemia Effekt zu erzielen. Dabei werden nach der missing-
self-Hypothese die Leukamiezellen des Empfangers durch die NK-Zellen des
Spenders auf Grund des HLA-mismatch als fremd erkannt und lysiert. In unserem
Experiment bestand eine zuféllige Zuteilung von AML Patienten und NK-Zellen,
daher war ein HLA-mismatch nicht mit Sicherheit gegeben. Um dieses zu er-
zeugen und diese mogliche Fehlerquelle auszuschlief3en, wollten wir Patienten-
und Spenderpaare ausmachen, bei denen die NK-Zellen des Spenders eine Ly-
se der Patientenzellen bewirken. Die Zusammenstellung sollte nicht anhand von
Typisierung von HLA Merkmalen erfolgen, wie es bei der Transplantation stattfin-
det, sondern funktionell anhand von Vorversuchen im BADTA-Zytotoxitatsassay.
Diese Zusammenstellung stellte sich als schwieriges Unterfangen dar, da im Ver-
gleich zur Suche bei Transplatation nur eine geringe Menge an Spendern zu Ver-
flgung stand. Bei den wenigen gefundenen Paaren, bei der gesunde NK-Zellen
die Patientenzellen suffizient attackierten, konnte der Denosumab Effekt leider
auch nicht konsistent reproduziert werden.

Jedoch ist die NK-Zell-Akitivitat nicht nur vom HLA-mismatch abhangig. Die
induced-self-Hypothese besagt, dass die NK-Zell-Aktivitat von einer Balance aus
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inhibierenden und aktivierenden Signalen abhangig ist. Eine Ursache fiir die feh-
lende NK-Zell-Aktivitat kbnnten weitere inhibierende Signale von Patientenblas-
ten sein. Beispiele flr weitere inhibierende Rezeptoren, welche bei NK-Zellen ge-
funden werden konnten und durch Interaktion mit Liganden auf AML Blasten die
NK-Zell-Aktivitdt negativ beeinflussen, sind unter anderem CD94/NKG2A [106]
und CD137 [55]. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Balance aller
Signale wichtiger sind, als ein einziges Signal [13—15]. Somit kann angenommen
werden, dass eine Ursache fur die fehlende Lyse von AML Zellen durch NK-Zellen
in manchen Wiederholungen unseres Experiment, daher rihrt, dass Ubrige inhi-
bierende Singale auf AML Blasten tGberwogen haben, auch wenn Denosumab die
RANK-RANKL Interaktion blockiert hat.

Da die NK-Zellen fir die Vorversuche und diejenigen fur die Denosumab Blo-
ckade zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen werden, kann es auch sein,
dass sich selbst NK-Zellen vom selben Spender unterscheiden. Wir konnten
beobachten, dass die RANK Expression auf NK-Zellen in den verschiedenen
Blutentnahmen, selbst vom selben Spender gro3en Schwankungen unterlagen.
Dies lasst vermuten, dass die RANK Expression auf NK-Zellen einer so starken
Regulation unterliegt, dass keine passenden Paare gefunden werden kénnen.
Dies wirde mit unseren Experimenten, die eine Regulation der RANK Expressi-
on auf NK-Zellen nahe legen, Gberein stimmen. Somit konnte dieses funktionelle
matching zu keiner deutlichen Verbesserung des experimentellen Aufbaus fih-
ren.

Die dargestellten Griinde flr die inkonsistenten Ergebnisse schmalern die kli-
nische Einsatzféhigkeit von Denosumab bei AML Patienten. Deshalb bleibt zu
eruieren, in welchen Fallen die Blockade der RANK-RANKL Kklinisch relevant ist.
Momentan ist es nicht vorhersehbar, welcher Patient einen positiven Effekt von
Denosumab zu erwarten hat.

Wir konnten jedoch beobachten, dass die Denosumab Blockade haufiger zu einer
Wiederherstellung der Interferon-Produktion fiihren konnte, als zu einer Wieder-
herstellung der NK-Zell-Zytotoxizitat. Deshalb vermuteten wir, dass die RANK-
RANKL Interaktion einen starkeren Einfluss auf die Zytokinproduktion nimmt. In-
nerhalb einer NK-Zell Population nehmen verschiedene NK-Zellen unterschiedli-
che Aufgaben wahr: NK-Zellen mit hoher CD56-Expression werden als CD56P"9"
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bezeichnet und sind hauptséachlich fur die Zytokinproduktion verantwortlich [3].
In zukUnftigen Arbeiten, kdnnte untersucht werden, ob RANK Expression, dieje-
nigen NK-Zellen stérker betrifft, die die Zytokinproduktion als Aufgabe Uberneh-
men.

4.4 Bidirektionale Signale von RANKL

Wir untersuchten als nachstes, ob die RANK-RANKL Interaktion eine mdgliche
Auswirkung auf RANKL™ Blasten hat. Dies ist von besonderem Interesse, da
zahlreiche Mitglieder der TNF/TNFR SFP bidirektional Signale vermitteln [107].
Ein Beispiel fur bidirektionale Signalwirkung ist die Wirkung von CD40L auf der
Oberflache von T-Zellen. Bindet CD40 an seinen Liganden CD40L sendet dieser
Signale in die T-Zelle, welche eine Produktion von IL-4 auslésen [108, 109]. Fir
RANKL konnte reverse signaling bei T-Zellen gefunden werden [110]. RANKL,
welches auf T-Zellen exprimiert ist, |6st Uber den p38 mitogen-activated protein
kinase (p38 MAPK) eine Steigerung der Interferon-y Produktion aus. Interagiert
RANK mit RANKL bleibt die Aktivierung der p38 MAPK aus, welches eine Sen-
kung der Interferon-y Alsschittung zur Folge hat.

Wir konnten beobachten, dass RANK-RANKL Interaktion Gber RANKL-Signaling
zu einer Zytokinproduktion in RANKL™ Blasten der AML fiihrte. Wir konnten nicht
nur die Ausschattung eines einzigen Zytokins beobachten, sondern eine Freiset-
zung unterschiedlicher Zytokine. Darunter fanden wir 1I-6, IL-8, [I-10 und TNF. Wir
beobachteten, dass verschiedene Patienten nicht das gleiche Freisetzungsmus-
ter der Zytokine zeigten. Jedoch zeigte immer sich eine Erhéhung mindestens
eines Zytokins.

Wie diese unterschiedliche Freisetzungmuster zu Stande kommen, kénnte durch
den Mechanismus der Signallbertragung in die Blasten erklarbar sein. Jedoch
konnte der genaue Mechanismus der Signallbertragung eines Liganden in die
Zelle bisher nicht bei allen Mitgliedern der TNF/TNFR SFP ausreichend geklart
werden [111]. Es konnte bisher nur gezeigt werden, dass das zurlickgeleitete
Signal von RANKL in die T-Zellen Gber den p38 MAPK Signalweg die Interferon-y
Produktion induziert [110]. In zukinftigen Experimenten kdnnte der Mechanismus
des reverse signaling bei RANKL"™ AML Blasten naher untersucht werden.
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Es konnte gezeigt werden, dass veranderte Zytokinausschittung eine wichtige
Rolle in der Tumorgenese spielt [112, 113]. Beispielsweise konnten TNF und 1I-8
in signifikant héheren Leveln im Serum von AML Patienten gefunden werden ver-
glichen mit gesunden Probanden. Diese erhdhten Zytokinspiegel konnten in Zu-
sammenhang mit einer schlechteren Prognose gebracht werden [114, 115]. Dar-
Uberhinaus konnte gezeigt werden, dass RANK-RANKL Interaktion bei der chro-
nisch lymphatischen Leuk&mie zu einer vermehrten Freisetzung von 1I-8 flihrte.
Dieses wiederum verringerte die spontane Apotose der malignen Zellen. Dies
deutet darauf hin, dass die vermehrte Ausschittung von IL-8 Gber RANK-RANKL
Interaktion zur Pathogenese der chronisch lymphatischen Leukamie beisteuert.
Wir konnten zeigen, dass RANK-RANKL Interaktion zu einer erhdhten Freiset-
zung von Zytokinen fihrt. Somit liefern unsere Ergebnisse Hinweise darauf, dass
das RANK-RANKL System auch in die Pathogenese der AML involviert sein
kénnte.

Da die niedrigere NK-Zell Aktivitat mit der Entstehung und Verbreitung von Ma-
lignomen in Verbindung gebracht werden konnte [23-25], war von besonderem
Interesse, inwiefern die in den Uberstanden enthaltenden Zytokine in die NK-Zell
Aktivitat eingreifen. Wir konnten feststellen, dass die Uberstande von RANKL*
AML-Blasten die Zytotoxizitat der NK-Zellen gegentber anderen Zellen hemmen.
Zusatzlich konnten wir zeigen, dass die sezernierten Zytokine Einfluss auf die
Degranulierung von NK-Zellen haben. Dies zeigt, dass die Zytokine in den Uber-
standen von RANKL™ Patienten PBMCs die NK-Zell Akitivtat hemmen. Dies stltzt
weiterhin unsere Hypothese, dass das RANK-RANKL System eine Rolle in der
Pathogenese der AML spielen kdnnte.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Denosumab RANK-RANKL Interak-
tion blockieren kann. In zuklnftigen Expetimenten kann die Blockade der RANK-
RANKL Interaktion bei der Zytokinausschittung nach RANKL-signaling erprobt
werden. Dadurch konnte die Einsatzfahigkeit von Denosumab, welche momen-
tan als eingeschrankt zu beurteilen ist, erweitert werden.
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5. Zusammenfassung

NK-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Sie
erkennen kérperfremde und entartete kdrpereigene Zellen anhand von Oberfla-
chenproteinen und kénnen diese zerstdéren. Die erfolgreiche Elimination der Ziel-
zelle ist abhéngig von der Balance aktivierender und inhibierender Signale. Diese
Signale werden durch die Oberflachenproteine der Zielzellen und der passenden
Rezeptoren auf den NK-Zellen bestimmt. Solche Oberflachenproteine sind bei-
spielsweise die Mitglieder der TNF/TNF receptor superfamily proteinss(TNF/TN-
FR SFPs). Ein Beispiel dafir ist der fiir die Osteohomdstase essentielle Rezeptor
RANK und sein Ligand RANKL.

RANK konnte auf verschiedenen Zellen des Immunsystems gefunden werden. Es
wurde vermutet, das RANK auf NK-Zellen exprimiert wird. Entsprechend kénnte
die RANK-RANKL Interaktion Einfluss auf die ImmunlUberwachung durch NK-
Zellen haben. Diese Hypothese wird durch zwei wichtige Beobachtungen ge-
stitzt: Zum einem konnte gezeigt werden, dass das RANK-RANKL System Ein-
fluss auf die Entstehung und Verbreitung von Malignomen nimmt. Zum anderen
wurde RANKL auf der Oberflache von Blasten der chronisch lymphatischen Leuk-
amie gefunden werden. Daher sollte die Expression von RANKL auf anderen
Zellen leukamischer Erkrankungen untersucht werden. Von besonderen Interes-
se ist die AML, da dort die beschrankten therapeutischen Méglichkeiten erweitert
werden mussen.

Ziel dieser Arbeit war die Expression von RANK auf NK-Zellen zu Uberprifen und
eine Expression von RANKL auf AML Blasten zu testen. Darlber hinaus sollte
der Einfluss der RANK-RANKL Interaktion auf die Funktion der NK-Zellen wéh-
rend der Immuniberwachung der AML untersucht werden. Im Falle einer funk-
tionellen Relevanz, kann diese Interaktion fir therapeutische Zwecke beeinflusst
werden. Hierfir wurde in dieser Arbeit der klinisch erprobte RANKL-Antikérper
Denosumab verwendet.

Wir konnten zeigen, dass NK-Zellen RANK auf ihrer Oberflache exprimieren kén-
nen. Fir die Expression ist allerdings die Anwesenheit von Monozyten notwendig.
AuB3erdem fanden wir unter den AML Patienten, ein Patientenkollektiv mit RAN-
KL* Blasten. Wir konnten zeigen, dass die Interaktion von RANK-RANKL Einfluss
auf die NK-Zellen und auf RANKL™" Blasten hat.
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Bei NK-Zellen fahrt Interaktion von RANK-RANKL zur Reduktion der NZ-Zell
spezfischen Lyse und Interferon-gamma Produktion. Somit stellt das RANK-
RANKL System ein inhibierendes Signal fir die Immuniberwachung durch NK-
Zellen dar. Eine Blockade der RANK-RANKL Interaktion ist somit ein potentes
Ziel fUr die therapeutische Behandlung. Wir konnten zeigen, dass der Antikorper
Denosumab spezifisch an RANKL bindet und die RANK-RANKL Interaktion be-
hindern kann. Behandlung mit Denosumab konnte zu einer Wiederherstellung der
NK-Zell spezifischen Lyse und der Interferon gamma Produktion fihren. Jedoch
konnte dieser Effekt nicht mit allen NK-Zell Spendern erreicht werden.

Bei RANKL"™ AML-Blasten konnten wir zeigen, dass eine RANK-RANKL Inter-
aktion zu einer Sekretion von immunmodulatorischen Zytokinen fiihrt. Diese so
geschaffene Microumwelt fihrt wiederum zur Reduktion der der NK-Zell Zytotoxi-
zitat und Degranulierung der NK-Zellen und somit zur verminderten der NK-Zell-
Aktivitat. Damit konnte in dieser Arbeit eine wichtige Rolle des RANK-RANKL Mo-
lekularsystems sowohl bei der AML als auch bei NK-Zellen belegt werden.
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