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1 Zusammenfassung

Die Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF-Rezeptor (TNFR)-Familienmitglieder receptor
activator of nuclear factor (NF)-kB (RANK) und sein Ligand (RANKL) spielen eine
Schlusselrolle im Knochenmetabolismus. RANK ist auf Progenitoren der
Osteoklasten exprimiert und kann RANKL binden, der in membrangebundener
Form auf Osteoblasten exprimiert ist und von deren Oberflache abgespalten wird.
Interaktion von RANK und RANKL fuhrt zur Differenzierung der Progenitoren in
aktive Osteoklasten, welche folglich Knochensubstanz resorbieren. Neben seiner
Bedeutung im Knochenstoffwechsel konnte fir das RANK/RANKL-Molekulsystem
mittlerweile zudem eine Involvierung bei verschiedenen anderen =zellularen
Funktionen einschlielllich der Pathophysiologie von Tumorerkrankungen
nachgewiesen werden.

Basierend auf vorliegenden Daten und Erkenntnissen wurde in dieser Arbeit die
Rolle von RANK und seinem Liganden bei der Metastasierung von soliden Tumoren
am Beispiel des Mamma- und kolorektalen Karzinoms untersucht. Metastasierte
Tumore stellen eine grofRe therapeutische Herausforderung dar und sind haufig mit
einer schlechten Prognose und einem geringen Uberleben der Patienten
verbunden. Metastasierende Tumorzellen weisen die Fahigkeit auf, sich aus dem
Primartumorherd kommend Uber den Blutkreislauf im Korper auszubreiten und so
in entfernten Organen Sekundarherde zu bilden. Mittlerweile ist bekannt, dass
Thrombozyten eine wichtige Rolle bei der Metastasierung spielen: Sie bilden mitim
Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen Aggregate, werden dabei aktiviert, setzen
Wachstumsfaktoren frei, beglnstigen die Transmigration und Extravasation von
Tumorzellen und induzieren einen mit der Metastasierung assoziierten
mesenchymalen Phanotyp.

In dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass RANKL auf Thrombozyten von
Patienten mit Mamma- und kolorektalem Karzinom exprimiert ist und durch
Aktivierung der Thrombozyten hochreguliert wird. Thrombozytarer RANKL wird von
RANK gebunden, welcher weiter auf Natirlichen Killer (NK)-Zellen der Patienten
nachgewiesen werden konnte. Die Interaktion von aus Thrombozyten stammendem
RANKL mit auf NK-Zellen exprimiertem RANK flhrt schlieRlich zu einer Inhibition

der NK-Zell-vermittelten Immunreaktion gegen die Tumorzellen, und durch
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Blockade der Interaktion mit dem RANKL-neutralisierenden Antikorper Denosumab
kann die NK-Zell-Reaktivitat deutlich verstarkt werden.

Zu den Herausforderungen bei der Tumortherapie zahlt neben metastasierten
Erkrankungen auch Therapieresistenz. Letztere resultiert haufig in Ruckfallen, was
insbesondere bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) haufig zu beobachten
ist. Die AML ist die haufigste akute Leukamie bei Erwachsenen. Obwohl sich die
Behandlungsmaoglichkeiten in den letzten Jahren verbessert haben, bleibt die
Prognose von AML-Patienten schlecht. Ein besseres Verstandnis der molekularen
Mechanismen, welche in der AML pathophysiologisch relevant sind, ist daher
wichtig, um die Wirksamkeit von Behandlungen vorherzusagen und idealerweise
den Therapieerfolg zu verbessern.

In dieser Arbeit konnte RANK als Regulator von Resistenzmechanismen von AML-
Zellen gegen konventionelle Chemotherapeutika identifiziert werden. Auf der
Oberflache der leukdmischen Zellen von AML-Patienten wurde eine substantielle
Expression von RANK detektiert. Eine Stimulation von RANK flhrte zu einer
Resistenz der AML-Zellen gegenuber den in der AML-Therapie zentralen
Chemotherapeutika Doxorubicin und Cytarabin. Zudem konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der RANK-Expression und dem Krankheitsverlauf der in
diese ex vivo Studie aufgenommenen Patienten festgestellt und somit RANK als
potenzieller prognostischer Marker in der AML charakterisiert werden.
Zusammenfassend wurde in dieser Dissertation gezeigt, dass das RANK/RANKL-
Molekulsystem als Target dienen konnte, um eine Metastasierung bei soliden
Tumoren zu verhindern sowie bei der AML eine Sensibilisierung der leukamischen
Zellen gegenuber Chemotherapeutika zu erreichen und dadurch das
Therapieansprechen und den Erfolg einer Behandlung positiv zu beeinflussen.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Doktorarbeit erscheinen weitere
Untersuchungen gerechtfertigt, um die hier dargestellten Daten zu validieren und
letztlich eine breite Basis fur eine Modulation von RANK und RANKL fur die
Tumortherapie zu schaffen. Zukinftige Studien sollten dabei insbesondere auf die
Méoglichkeit fokussieren, die RANK/RANKL-Interaktion z.B. durch drug repurposing
des klinisch verfigbaren neutralisierenden Antikdrpers Denosumab zu

durchbrechen.
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2 Einleitung
2.1 Immunsystem

Das biologische Abwehrsystem hoherer Lebewesen zur Eliminierung von
Mikroorganismen, Fremdstoffen und dartber hinaus auch von malignen
Korperzellen wird Immunsystem (lat. immunis = rein, frei, unberthrt) genannt. Das
Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Organellen, Zellen
und I6slichen Faktoren. Seine Wirkungsweise setzt zum einen die Fahigkeit voraus,
zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen differenzieren zu kénnen.
Zum anderen muss das Immunsystem vier Hauptaufgaben erflllen, um den
Organismus wirksam zu schutzen: Immunologische Erkennung, immunologische
Effektorfunktionen, Immunregulation und immunologisches Gedachtnis. Das
Immunsystem der Wirbeltiere wird in die angeborene und die adaptive
Immunabwehr untergliedert, welche sich jeweils aus zellularen und humoralen
Komponenten zusammensetzen. Zellulare Bestandteile des Immunsystems sind
die aus hamatopoetischen Stammzellen hervorgehenden Leukozyten. Dabei
differenzieren die pluripotenten Stammzellen zu myeloischen und lymphatischen
Progenitorzellen, aus welchen dann Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen,
Dendritische Zellen (DC) und Mastzellen (myeloische Reihe) sowie B-Zellen,
T-Zellen und Naturliche Killer (NK)-Zellen (lymphatische Reihe) hervorgehen.
Humorale Bestandteile des Immunsystems sind verschiedene l6sliche Faktoren wie
das Komplementsystem, Zytokine, Lysozyme und von B-Zellen produzierte

Antikorper. -

2141 Angeborene Immunitat

Die erste Verteidigungslinie des Immunsystems wird von der angeborenen
Immunitat gebildet. Dabei handelt es sich um eine Immunantwort, welche der
Friherkennung von Pathogenen dient, wenn diese die physikalischen, chemischen
und natlrlichen Schutzbarrieren des Korpers Uberwunden haben.'® Die
angeborene Immunitat findet innerhalb der ersten Minuten und Stunden statt und
kontrolliert die Infektion bis zum Einsatz der adaptiven Immunantwort. Sie nutzt
verschiedene Mechanismen zur ldentifizierung von Pathogenen, welche sich in drei

Strategien unterteilen lassen: Erkennung eines ,fehlenden Selbst, eines
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mikrobiellen ,nicht-Selbst* und eines ,veranderten Selbst‘.? Die angeborene
Immunitat setzt sich aus zellularen und humoralen Bestandteilen zusammen.
Letztere umfassen beispielsweise das bakterizid wirkende Lysozym sowie Proteine
des Komplementsystems und Zytokine, welche Krankheitserreger nach Aktivierung
entweder direkt angreifen oder flr eine immunologische Erkennung opsonieren und
zudem Immunzellen rekrutieren und aktivieren. 7-8 Zu den zellularen Komponenten
des angeborenen Immunsystems gehoren phagozytierende Granulozyten,
Monozyten bzw. Makrophagen und DC sowie die NK-Zellen.® Die Aktivierung von
Phagozyten erfolgt vor allem durch Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRR) wie Toll-like-Rezeptoren (TLR), welche in der Lage
sind, Molekile zu erkennen, die haufig auf Krankheitserregern vorkommen
(pathogen-associated molecule patterns, PAMP) oder von geschadigten Zellen
freigesetzt werden (damage-associated molecule patterns, DAMP).®'2 Nach der
Erkennung von Mikroorganismen werden diese aufgenommen und enzymatisch
abgebaut. Zudem werden inflammatorische Zytokine freigesetzt, welche eine
Entzindungsreaktion hervorrufen und so zellulare Bestandteile des adaptiven
Immunsystems aktivieren und zum Infektionsort locken.’® Eine Sonderrolle
zwischen der angeborenen und adaptiven Immunitat spielen die DC als sogenannte
Antigen-prasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC): Sie prozessieren
Antigene, prasentieren diese zusammen mit kostimulatorischen Molekulen auf ihrer
Oberflache und bewirken so eine Stimulation des adaptiven Immunsystems.? 4. 15
Die Rolle und Funktion der NK-Zellen werden in spateren Kapiteln ausfuhrlich

beschrieben.

21.2 Adaptive Immunitat

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem handelt es sich bei der adaptiven
Immunitat um eine spezifische Immunreaktion gegen Pathogene, welche
zeitverzdgert einsetzt. lhre Erkennung von Krankheitserregern beruht auf einer
Vielzahl verschiedener Antigen-Rezeptoren mit einzigartiger Spezifitdt. Diese
T-Zell- und B-Zell-Rezeptoren bzw. von Letzteren produzierte Antikdrper gehdren
zur Superfamilie der Immunglobuline (Ig) und entstehen durch Rekombination
keimbahnkodierter Genfragmente.! 16-'® Bei der klonalen Selektion werden sich

entwickelnde Immunzellen des erworbenen Immunsystems durch kontinuierliche
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Wechselwirkung mit anderen Zellen auf ,Selbst” und ,nicht-Selbst* Gberpruft und so
eine Autoimmunreaktion der Immunzellen vermieden.? %20 Eine Besonderheit des
adaptiven Immunsystems stellt das immunologische Gedachtnis dar: Es schuitzt
den Organismus vor erneuter Erkrankung durch ein Pathogen und ermdglicht
andauernde Immunitat.> 2" Der angeborenen Immunitat gleich besteht auch die
adaptive Immunitat aus humoralen und zellularen Abwehrmechanismen." Zellularer
Bestandteil sind zum einen die T-Zellen, die auf major histocompatibility complex
(MHC)-Molekulen exprimiert auf APC Antigene Uber ihren T-Zell-Rezeptor (T cell
receptor, TCR) erkennen (MHC-Restriktion). Durch einen weiteren Stimulus
(Kostimulation) wird die Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektor-T-Zellen
induziert.? 2?2 T-Zellen werden aufgrund der auf ihrer Oberflache exprimierten
Molekule und ihrer Funktion in zwei verschiedene Zelltypen unterteilt: Cluster of
differentiation (CD)8" zytotoxische T-Zellen, welche auf MHC-Klasse-I-Molekilen
prasentierte Antigene erkennen und maligne entartete oder infizierte Kérperzellen
lysieren konnen, und CD4* T-Zellen, welche sich durch eine Erkennung von
Antigenen im Komplex mit MHC-Klasse-II-Molekilen auszeichnen und zu
T-Helferzellen differenzieren.2325> Zudem ist bereits bekannt, dass T-Zellen
immunmodulatorische Lymphokine ausschutten, welche die zellulare Immunantwort
steigern und eine Stimulation der B-Zellen bewirken. B-Zellen als zweite zellulare
Komponente der adaptiven Immunitat sind fur die Produktion von Antikérpern
verantwortlich, welche die humorale Komponente des adaptiven Immunsystems
bilden.? Sie besitzen die Fahigkeit, freie Antigene Uber den B-Zell-Rezeptor
aufzunehmen und sie nach Prozessierung Uber MHC-Klasse-lI-Molekile den
T-Helferzellen zu prasentieren.! 26 B-Zellen werden durch T-Helferzellen aktiviert

und differenzieren dann zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen.’

213 Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen wurden aufgrund ihrer Fahigkeit, Tumorzellen ohne vorherige
Sensibilisierung lysieren zu kénnen, 1975 erstmals als zytotoxische Lymphozyten
beschrieben.'- 2729 Aufgrund dieser unspezifischen Aktivierung auf der einen Seite,
und der Tatsache, dass NK-, T- und B-Zellen aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle entstehen, auf der anderen Seite, war die Zuordnung von NK-Zellen

zunachst unklar.” Auch wenn NK-Zellen mittlerweile der angeborenen Immunitat
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zugeordnet werden, konnte gezeigt werden, dass sie weitere Eigenschaften wie ein
immunologisches Gedachtnis besitzen und zudem Einfluss auf das adaptive
Immunsystem haben.3%-33 Somit agieren NK-Zellen an der Schnittstelle zwischen
den beiden Teilen der Immunantwort.3' 34 Im Menschen machen NK-Zellen etwa
5-10% der mononuklearen Zellen im peripheren Blut aus und kommen zudem in
weiteren Geweben und Organen wie Knochenmark und Milz vor. Sie werden durch
Vorhandensein von CD56 und Abwesenheit des T-Zell-Markers CD3 auf ihrer
Oberflache charakterisiert.? Anhand der Expression von CD56 werden zwei
NK-Subpopulationen unterschieden: Zellen mit einer schwachen (CD56¢%™) und
Zellen mit einer hohen Expression (CD56%79h), Klassischerweise wurden CD56%rght
NK-Zellen, welche etwa 10% der NK-Zellen ausmachen, als immunmodulatorisch
beschrieben, wahrend der CD569™ Population vorwiegend zytotoxische Aktivitat
zugeschrieben wurde.® 3% Heute ist bekannt, dass der Kontakt Letzterer mit
Targetzellen im Vergleich zu CD56¢79h NK-Zellen eine héhere Freisetzung von
Zytokinen wie Interferon (IFN)-y bewirkt.3® CD56¢™m NK-Zellen weisen zudem eine
hoéhere Expression des fragment crystallizable (Fc)y-Rezeptors CD16 auf ihrer
Oberflache auf, welcher Antikorper-vermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent
cellular cytotoxicity, ADCC) vermittelt.> 37 CD56%79"t NK-Zellen werden heute eher
als Progenitoren der CD569™ Population angesehen.38

Als Folge von Entziindungsreaktionen wandern NK-Zellen vermittelt durch Zytokine
aus der Blutbahn in betroffene Gewebe ein und vermitteln dort zwei bedeutende
Wirkmechanismen: Lyse von Targetzellen durch Ausschuttung von
membranschadigendem Perforin und proteolytischem Granzym aus zytotoxischen
Granula sowie Produktion von IFN-y in der frilhen Phase einer Immunantwort (early
source of IFN-y).3:30.3%-41 Die Freisetzung von IFN-y fihrt zum einen zu einer
direkten Hemmung der Proliferation von Targetzellen. Zum anderen werden
Zielzellen durch Induktion von Apoptose eliminiert und vor allem das adaptive
Immunsystem stimuliert.34 40-42. 43 Neben IFN-y produzieren NK-Zellen noch eine
Reihe weiterer pro- und antiinflammatorischer Faktoren wie die Zytokine Interleukin
(IL)-8, IL-10 und TNF.36:44.45 Eine Apoptose-Induktion kann auch Gber von
NK-Zellen exprimierte Todesliganden der Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF-
Rezeptor (TNFR)-Superfamilie, z.B. TNF-related apoptosis-inducing ligand
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(TRAIL) und Fas Ligand (FaslL), erfolgen, welche an Todesrezeptoren auf
Targetzellen binden.*%® Die TNF/TNFR-Superfamilie und speziell die
Familienmitglieder receptor activator of nuclear factor (NF)-kB (RANK) und sein
Ligand (RANKL) werden in spateren Kapiteln noch detaillierter beschrieben.

NK-Zellen besitzen keine Antigen-spezifischen Rezeptoren. |hre Aktivierung wird
Uber ein komplexes Zusammenspiel von aktivierenden und inhibitorischen Signalen
reguliert, die Uber eine Vielzahl verschiedener Rezeptoren in die Zellen Ubertragen
werden. Die Reaktivitat von NK-Zellen kann dabei durch zwei Hypothesen
beschrieben werden: die missing-self- und die induced-self-Hypothese.®' Der
missing-self~Hypothese nach werden NK-Zellen aktiviert, wenn diese keine MHC-
Klasse-I-Molekule auf der Oberflache von infizierten oder maligne transformierten
Zellen erkennen konnen oder die Expression dieser Molekiile reduziert ist.% > Bei
einer suffizienten MHC-Klasse-I-Expression, welche das ,Selbst” vermittelt, werden
inhibitorische Signale z.B. Uber killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) in die
NK-Zellen Ubertragen und es erfolgt keine Lyse der Targetzellen.' %2 Durch
Prozesse wie Infektion oder Entartung kommt es zu einer Herunterregulierung von
MHC-Klasse-I-Molekulen, was dazu fuhrt, dass hemmende Signale ausbleiben und
die Zelllyse ausgeldst wird.3! Die komplementare induced-self-Hypothese postuliert,
dass die Stimulation von NK-Zellen durch aktivierende Liganden auf Targetzellen
moduliert wird. Diese stress-induzierten Liganden stimulieren aktivierende NK-Zell-
Rezeptoren und bewirken so eine NK-Zell-Reaktivitat, welche durch l6sliche
Faktoren wie Interferone (z.B. IFN- und -y) und Zytokine (z.B. IL-2, -12 und -15)

zusétzlich gesteigert wird.? 53,54

2.1.3.1 Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren

Die meisten der bekannten Mitglieder der Naturlichen Zytotoxizitats-Rezeptoren
(natural cytotoxicity receptors, NCR) gehoéren zu den aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren. Natural killer protein (NKp)46 und NKp30 sind dabei auf ruhenden und
aktivierten NK-Zellen exprimiert und ihre Expression korreliert mit der NK-Zell-
Zytotoxizitdt. NKp44 kann lediglich auf der Oberflache von aktivierten
NK-Zellen nachgewiesen werden. 5557 Aktivierende Signale in NK-Zellen werden
bei NCR Uber sogenannte immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAM)
der entsprechenden Adapterproteine (CD3(-Kette fir NKp30, DAP12 flir NKp44
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und CD3Z- und FceRly-Kette fir NKp46) vermittelt.3 % Mittlerweile ist gesichert, dass
die NCR eine wichtige Rolle bei der anti-Tumor Reaktivitdt spielen.? NKp30
interagiert mit den Proteinen B cell lymphoma (Bcl)2-associated anthogene 6
(BAG6) und B7-H6, welche auf Tumorzellen, nicht jedoch auf der Oberflache
gesunder Zellen vorkommen.> 5 NKp44 Ligand (NKp44L), eine Isoform des mixed
lineage leukemia 5 (MLL5)-Proteins, ist aktivierender Ligand fir NKp44.2 60 NKp46
bindet Heparansulfat-Proteoglykane, Vimentin-haltige Filamente des Zytoskeletts
(Typ IlIl) und verschiedene virale Proteine.>® Neben den oben genannten
aktivierenden Interaktionspartnern der NCR sind heute auch inhibitorische Liganden
wie Hamagglutinin-Glykoproteine verschiedener Viren bekannt.®

Von zentraler Bedeutung bei der Aktivierung von NK-Zellen ist auch CD16: Die
Stimulation von CD16 alleine reicht aus, um eine starke NK-Zell-Reaktivitat
auszuldsen.?® %2 CD16 ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie und bindet hochspezifisch,
aber mit niedriger Affinitat an Fc-Teile von IgG1 und IgG3. Aktivierende Signale Uber
CD16, einem multimeren Komplex aus einer ligandenbindenden a-Kette und einem
Homo- oder Heterodimer aus CD3(- und FceRIy-Ketten, resultieren in
Phosphorylierung von ITAM der Adapterproteine durch Src-Kinasen und der
Signalweiterleitung in die Zelle. Hierdurch werden Zytokine ausgeschuttet und
ADCC ausgelost. CD16 spielt daher eine wichtige Rolle bei der Wirkung von
therapeutischen Antikérpern gegen Tumore.3: 63, 64

Weiter zahlen einige Mitglieder der KIR-Familie zu den aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren. Beispielsweise werden NK-Zellen durch KIR2DS1 nach Interaktion mit
seinem Liganden human leukocyte antigen (HLA)-C aktiviert.5®>66 Die Ig-
Superfamilienmitglieder 2B4, CD2 und DNAX accessory molecule (DNAM)-1 sowie
TLR gehoren ebenfalls zu den aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren.367.68 Das
Heterodimer CD94/NKG2C (natural killer group 2 member C) als Beispiel C-Typ-
Lektin-ahnlicher Rezeptoren transduziert aktivierende Signale in NK-Zellen Uber
seine Transmembrandomane und ITAM seines Adapterproteins DAP12 nach
Bindung von HLA-E.3 40. 69

Einen der am besten charakterisierten aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen
stellt NKG2D dar, welcher aufRer auf NK-Zellen auch auf T-Zellen vorhanden ist.?
NKG2D ist ein Homodimer und bildet mit seinem Adapterprotein DAP10 einen

Immunrezeptorkomplex, Uber welchen Signale in die Zelle vermittelt werden.”®
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Die Bindung seiner Liganden (NKG2DL) flhrt zur Phosphorylierung des Tyrosin-
Isoleucin-Asparagin-Methionin-Motives der zytoplasmatischen Domane von DAP10
und schliel3lich zur Induktion des Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)-
Vav- und PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase)-Signalwegs. Zusatzlich sind auch
weitere Proteine wie GTPasen (Rho- und Rac-Familie) oder Phospholipase-Cy2 in
die Signalweiterleitung durch NKG2D in NK-Zellen involviert.3 71-73 Bei NK-Zellen
findet die Aktivierung durch NKG2D unmittelbar statt, was bedeutet, dass
Effektorfunktionen trotz inhibitorischer Signale durch MHC-Klasse-I-Molekule
aktiviert werden koénnen.”* 7> NKG2D interagiert mit MHC-ahnlichen Molekilen
(MICA, MICB) und UL16-binding proteins (ULBP1-6). Diese Liganden sind, mit
Ausnahme einiger gesunder Gewebe und Zellen (z.B. Epithelzellen des
Gastrointestinaltrakts), vor allem auf epithelialen und hamatopoetischen

Tumorzellen und -zelllinien sowie infizierten Zellen vorhanden.: 75-80

2.1.3.2 Inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren

Im Menschen gehoéren die Mitglieder der KIR-Familie zu den inhibitorischen
NK-Zell-Rezeptoren. Dabei erkennen KIR-Molekile die Abwesenheit oder
Reduktion von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Oberflache von Zielzellen." Sie
weisen eine Spezifitat gegen allelische HLA-A, -B und -C Varianten auf: Wahrend
KIR2DL1 beispielsweise mit der Gruppe der HLA-C interagiert, erkennt KIR3DL1
HLA-B-Molekiile.'- 81-83 NK-Zellen tragen meist nur ein oder zwei selbst-restringierte
KIR-Molekule auf ihrer Oberflache, die Koexpression mehrerer dieser Molekdle tritt
hingegen selten auf.26” Eine hemmende Wirkung auf NK-Zellen hat auch das
Heterodimer CD94/NKG2A. Es wird von den meisten NK-Zellen exprimiert und
erkennt das nicht-klassische MHC-Klasse-I-Molekil HLA-E und sein Homologon
Qa-1b.% 8

Inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren weisen sogenannte immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motifs (ITIM) auf. Die Anzahl der ITIM variiert je nach Rezeptor.8
Bei Interaktion mit einem Liganden kommt es zur Phosphorylierung der ITIM durch
Src-Kinasen und folglich zur Rekrutierung von SHZ2-domain-containing protein
tyrosine phosphatase (SHP)-1 und SHP-2. Diese Phosphatasen konnen
dephosphoryliert und so aktiviert werden, wodurch eine Hemmung von
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Signalmolekilen, welche bei der Aktivierung von NK-Zellen eine Rolle spielen, und
schlieRlich der NK-Zell-Reaktivitat resultiert.3: 44. 85

Zu den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren gehort auch der Leukozyten-
Immunglobulin-ahnliche Rezeptor (LIR)-1, der eine Vielzahl von MHC-Klasse-I-
Allelen und zudem das humane Cytomegalovirus MHC-Klasse-lI-Homologon UL18
binden kann, sowie Mitglieder der B7-Familie wie B7-H3.85.87 Programmed cell
death protein 1 (PD-1) ist ein Transmembranprotein der CD28-Familie.8 Neben der
Expression auf T- und B-Zellen wurde PD-1 in jungster Zeit auch auf NK-Zellen
beschrieben.8® PD-1 interagiert mit den beiden Liganden PD-L1 und PD-L2
(B7-Familie), welche z.B. auf hamatopoetischen Zellen und auch Tumorzellen
vorhanden sind.®® Wahrend die PD-1/PD-L Achse in gesundem Gewebe die
periphere Toleranz reguliert, stellt sie im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen
einen Mechanismus der Immunevasion dar.®' Die Blockade der PD-1/PD-L1-
Interaktion zur Verstarkung der Immunantwort insbesondere von T-Zellen, z.B.
durch therapeutische Antikorper, gilt als gro3er Durchbruch in der Onkologie und
zeigt beeindruckende klinische Erfolge bei der Behandlung verschiedener
Tumorentitaten.®2 9  Auf die Immunreaktion gegen Tumore und Tumor-
Immunevasion im Allgemeinen wird in einem spateren Kapitel detailliert
eingegangen.

Interessanterweise haben auch verschiedene Mitglieder der TNF/TNFR-
Superfamilie eine inhibitorische Wirkung auf die NK-Zell-Reaktivitat. Beispielsweise
konnten wir und andere bereits zeigen, dass glucocorticoid-induced TNF receptor-
related (GITR) Protein und auch 4-1BB auf NK-Zellen vorhanden sind und eine
Interaktion von Rezeptor und Ligand (GITRL bzw. 4-1BBL) zu einer Hemmung der
NK-Zell-Reaktivitdit gegen leukéamische Zellen fiihrt.%*%" Die TNF/TNFR-
Superfamilie und speziell die Familienmitglieder RANK und RANKL werden in

spateren Kapiteln detailliert beschrieben.

214 Thrombozyten

Thrombozyten, auch (Blut-) Plattchen genannt, sind Zellfragmente ohne Nukleus
und spielen eine zentrale Rolle bei der Hamostase.® Sie entstehen aus
Megakaryozyten, die ihrerseits aus myeloischen Progenitorzellen differenzieren.

Die Entstehung von Megakaryozyten wird durch Thrombopoietin reguliert, welches
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als wichtigster hamatopoetischer Wachstumsfaktor fiir Thrombozyten gilt.%¢ %° Reife
Megakaryozyten bilden abgebrochene, hochverzweigte Zytoplasmateile, die
sogenannten Proplattchen, welche in den Verzweigungen der Sinusoide des
Knochenmarks freigesetzt werden.® ' Durch Scherkrafte entstehen schlieflich
Thrombozyten, wobei aus einem Megakaryozyten etwa 1000 bis 3000
Thrombozyten hervorgehen.'0'. 192 Insgesamt entstehen etwa 10" Thrombozyten
taglich mit einer Zellzahl von 150.000 bis 350.000 pro uL Blut.% 19 Thrombozyten
sind 2-3 pym grol} und haben eine Lebensdauer von bis zu zehn Tagen. Ihr Abbau
findet in der Leber und Milz statt.5 104

Auch wenn Thrombozyten keinen Nukleus besitzen, sind sie in geringem Male zur
Proteinbiosynthese fahig, da bei ihrer Entwicklung Ribosomen und RNA (ribonucleic
acid) ins Zellinnere gelangen.'® Die Hamostase wird von Thrombozyten Uber
verschiedene Oberflachenmolekile und in Granula gespeicherten I6slichen
Faktoren vermittelt.® Zudem sind Thrombozyten an pathologischen Prozessen wie
Gefaltverschluss und Metastasierung beteiligt. %6 197

Metastasierung ist ein komplexer Prozess, bei dem Tumorzellen die Fahigkeit
erlangen, sich aus dem Primartumorherd kommend Uber den Blutkreislauf im
Korper auszubreiten und so in entfernten Organen Sekundarherde zu bilden. Als
finaler Status bei der Progression einer Tumorerkrankung kategorisiert, sind
Metastasen mit einer schlechten Prognose und verringertem Uberleben von
Patienten assoziiert.'%8 1°° Metastasierung hangt stark von der Interaktion zwischen
Tumorzelle und Mikroumgebung ab.'%” Bei Eintritt von Tumorzellen in den
Blutkreislauf adharieren Thrombozyten an Tumorzellen und werden durch
Interaktion (z.B. zwischen thrombozytarem Gerinnungsfaktor VII und tissue factor
auf Tumorzellen) aktiviert (fumor cell-induced platelet aggregation, TCIPA).8 110, 111
Wahrend man ursprunglich davon ausging, dass Thrombozyten die Tumorzellen
lediglich vor Scherkraften schitzen, weil® man mittlerweile, dass ihre Aktivierung
auch zur Freisetzung von |6slichen Faktoren wie transforming growth factor (TGF)-
B und epidermal growth factor (EGF) flhrt. Diese Faktoren férdern das Uberleben
und die Proliferation von Tumorzellen. Sekretiertes Adenosintriphosphat (ATP)
offnet zudem die endotheliale Barriere und begunstigt so die Transmigration und
Extravasation der Tumorzellen. Ebenfalls beteiligt an diesen Prozessen sind das

thrombozytare P-Selektin sowie Glykoprotein Ilb/Illa.® 197 Thrombozyten sind in der
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Lage, eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zu induzieren, bei der
Tumorzellen einen mesenchymalen Phanotypen annehmen, der in einer erhohten
Fahigkeit zur Migration, Invasion und Apoptose-Resistenz resultiert.!?
Beispielsweise konnte bereits gezeigt werden, dass von Thrombozyten
ausgeschuttetes TGF-B EMT bei Tumorzellen im Mamma- und Kolorektalkarzinom
auslost.’® Mamma- und kolorektale Karzinome als Beispiele solider Tumore

werden in spateren Kapiteln detailliert beschrieben.

2.2 Immunreaktion gegen Tumore und Tumor-Immunevasion

Nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind Tumorerkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in westlichen Industrienationen.®> Zudem ist eine Zunahme der
Inzidenz von Tumorerkrankungen wie dem malignen Melanom zu beobachten.’: 114
Die Behandlung dieser Erkrankungen erfolgt meist durch Resektion von
krankhaftem Gewebe und mittels Bestrahlung sowie einer Vielzahl von
Chemotherapien. Obwohl sich die Behandlungsoptionen in den letzten Jahren
deutlich verbessert haben, treten weiter starke Nebenwirkungen auf und die
Therapien sind in ihrer Wirksamkeit limitiert. Ein vielversprechender Ansatz zur
Verbesserung der Therapieoptionen zur Behandlung von Tumoren ist die Induktion
einer Immunreaktion gegen maligne Zellen.® Das Konzept einer solchen Reaktion
des Immunsystems wurde bereits 1909 von Paul Ehrlich als standige Kontrolle des
Korpers auf die Anwesenheit aberranter Keime beschrieben.® '° Der Begriff der
Immunuberwachung (immune surveillance) wurde allerdings erst 50 Jahre spater
von Burnet und Thomas gepragt.® 116 117 Die Immuniiberwachung beschreibt die
Fahigkeit des Immunsystems, entartete Zellen zu detektieren und zu eliminieren
und gilt heute als eines der hallmarks of cancer.! 118 Zunachst wurde die Hypothese
der Immunuberwachung angezweifelt, nicht zuletzt da in immundefizienten Mausen
keine erh6hte Tumorinzidenz beobachtet wurde.? Syngene Mausmodelle lieferten
schliellich den Nachweis fur die Immunogenitat von Tumorzellen: So wurde z.B.
die Proliferation von Tumorzellen nach vorheriger Vakzinierung mit Zellen derselben
Herkunft gehemmt und gleichzeitig tumorspezifische zytotoxische T-Zellen
angereichert. Tumorwachstum und Metastasierung sind abhangig von der
Immunitberwachung.? ¢ Verfehlt das Immunsystem die Erkennung oder Abwehr von

Tumorzellen, kdnnen apparente Tumore auftreten.9
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Eine mogliche Erklarung einer Toleranz des Immunsystems gegenuber
Tumorzellen liefert das danger model. Es geht von einer ,vertraglichen® Koexistenz
der Immun- und malignen Zellen aus, eine Reaktion des Immunsystems wird nur
als Folge von Gewebestress (danger-Signal) wie der Freisetzung von
immunmodulatorischen Zytokinen induziert, welche in Tumoren fehlen, wodurch
eine Toleranz entsteht.® 20 Auf dieser Grundlage konnte eine Aktivierung des
Immunsystems z.B. durch therapeutische Intervention dazu beitragen, eine
Tumorregression zu erwirken.

Neben der Tumor-Toleranz, bei der Tumorzellen der Kontrolle des Immunsystems
nicht aktiv entgehen, werden auch Mechanismen der aktiven Immunevasion
(immune escape) diskutiert.’ 119.121.122° Fin mdglicher Mechanismus ist die
Reduktion von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Oberflache von Tumorzellen.'23-126
Zwar ist eine Aktivierung von T-Zellen auch bei einer reduzierten Expression von
MHC-Klasse-I-Molekilen moglich, aber im Zellinneren konkurrieren eine Vielzahl
verschiedener Peptide um die Bindung an MHC-Klasse-Il. Infolgedessen ist es
maoglich, dass maligne Zellen dem Immunsystem entkommen kdénnen, wenn nicht
alle endogenen Epitope in ausreichender Menge prasentiert werden und die T-Zell-
Reaktivitat folglich vermindert ist.3 Weiter ist bekannt, dass die Expression von
MHC-Klasse-I-Molekulen auf verschiedenen Tumoren variabel ist oder z.B. durch
Mutation von B2-Mikrotubulin ganzlich fehlen kann.? 127-129 |m Zusammenhang mit
immune escape ist die reduzierte Expression von MHC-Klasse-I-Molekulen mit
einer schlechteren Prognose assoziiert.3 130-134

Die Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen wird auch durch Iosliche
Faktoren beeinflusst, beispielsweise durch direkte Effekte auf Immunzellen.
Losliche Faktoren regulieren aulRerdem die Produktion und Funktion anderer
Zytokine und modulieren die Expression von Adhasions- oder kostimulatorischen
Molekdilen.' 135140 Tumorzellen sekretieren z.B. die Botenstoffe TGF-B und IL-10,
welche immunsuppressive Wirkungen haben.3 41.142 Neben der reduzierten
Expression von MHC-Klasse-I-Molekulen und lI6slichen Faktoren kann eine
Immunevasion auch durch veranderte Oberflachenexpression immunregula-
torischer Molekile erfolgen.® Ein bedeutender Mechanismus dabei ist das
sogenannte shedding, bei dem Molekule wie die Liganden des aktivierenden

Rezeptors NKG2D durch Abschneiden von der Oberflache von Tumorzellen in
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|6slicher Form freigesetzt werden.3 143148 Dies flihrt zum einen zu einer reduzierten
Expression stimulierender Molekile. Zum anderen werden entsprechende
Rezeptoren auf Immunzellen blockiert oder herabreguliert und so deren Reaktivitat
negativ beeinflusst.? 149150 Tumorzellen konnen sich der Kontrolle des
Immunsystems auch durch vermehrte Expression inhibitorischer Molekule wie
Liganden des Immuncheckpoints PD-1 entziehen.® ' Wie bereits in
vorangegangenen Kapiteln beschreiben, wird PD-1 unter anderem von T-Zellen
exprimiert und kann durch Interaktion mit seinen Liganden, die auf malignen Zellen
vorhanden sind, die T-Zell-Reaktivitdt hemmen.8 9% Mittlerweile wurden
verschiedene Ansatze zur Therapie von Tumoren entwickelt, welche darauf
abzielen, eine Tumor-Immunevasion durch Inhibition von Checkpoints zu
verhindern. Prominente Beispiele hierfur sind die beiden blockierenden Antikorper
Nivolumab und Pembrolizumab, welche sich gegen PD-1 richten.

Neben den T-Zellen spielen auch NK-Zellen eine wichtige Rolle bei der
Immuniberwachung.® Bereits in den 1980er Jahren wurde die Wichtigkeit von
NK-Zellen bei Studien zu genetischen Erkrankungen wie dem Chédiak-Higashi
Syndrom deutlich: Gekennzeichnet durch eine verringerte Funktion der NK-Zellen,
konnte eine erhdhte Tumorinzidenz festgestellt werden.3" 192. 153 Gleichzeitig wurde
auch in verschiedenen Tumorerkrankungen eine reduzierte NK-Zell-Funktion
beobachtet.’®*-157 Zudem konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine
defiziente Aktivitat der NK-Zellen mit einem hoheren Risiko, an verschiedenen
Tumorarten zu erkranken, verbunden ist.'®® Bei soliden Tumoren sind NK-Zellen
insbesondere zur Verhinderung von Metastasen wichtig.'%%-181 |hre Bedeutung bei
der Immunuberwachung wurde auch in Mausmodellen demonstriert: Nach
Depletion von NK-Zellen konnte so ein gesteigertes Tumorwachstum und
Metastasierung beobachtet werden.3'- 162163 Jperdies belegen klinische Daten die
Relevanz von NK-Zellen bei der Immunuberwachung bei hamatopoetischen
Erkrankungen.! Bei der haploidenten Stammzelltransplantation kommt es
beispielsweise zu einer Alloreaktivitat durch mismatch von MHC-Klasse-I-
Molekilen auf leukamischen Zellen und den entsprechenden Rezeptoren auf
NK-Zellen des Spenders. % Im Vergleich zu gesunden Spendern konnte eine
verringerte Anzahl und Aktivitdt von NK-Zellen im peripheren Blut von

Leukamiepatienten nachgewiesen werden. Diese reduzierte Aktivitat korrelierte
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zudem mit dem Ruckfall der Patienten.? 165167 Die Erforschung von Molekiilen,
welche die NK-Zell-Reaktivitat gegen Tumorzellen regulieren, ist daher von
klinischer Bedeutung und unter anderem Fokus dieser Arbeit, um die
Immunreaktion modulieren zu kdnnen.

Dabei ist jedoch nicht zu vernachlassigen, dass auch Thrombozyten die NK-Zell-
vermittelte Immuniberwachung beeinflussen kénnen. Molekile auf der Oberflache
von Thrombozyten konnen durch sogenannte Trogozytose auf Tumorzellen
Ubertragen werden.® Dieser Prozess wurde unter anderem von uns beispielsweise
fur MHC-Klasse-I-Molekile und den Liganden des inhibitorischen NK-Zell-
Rezeptors GITR beschrieben.'68 169 Aych I6sliche Faktoren von Thrombozyten
haben immunmodulatorische Wirkungen. Thrombozyten sekretieren beispielsweise
platelet-derived growth factor (PDGF), welcher die Interaktion zwischen Immun- und
Tumorzellen und folglich die Lyse Letzterer verhindert.'’% 171 Die Freisetzung von
thrombozytarem TGF-f fuhrt weiter dazu, dass NKG2D auf NK-Zellen
herunterreguliert wird.'”? Dadurch werden induced-self Signale reduziert und

Tumorzellen umgehen die Erkennung durch NK-Zellen.®

23 Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie

Die TNF/TNFR-Superfamilie ist eine Protein-Familie, die aus insgesamt 29
Rezeptoren und 21 Liganden besteht.'”3 174 |hr Name entstammt dem Liganden
TNF und seinen beiden Rezeptoren TNFR1 und TNFR2. Rezeptoren dieser
Superfamilie gehdéren zu den Typ-I-Transmembranproteinen (extrazellularer
N-Terminus) und zeichnen sich durch Cystein-reiche Domanen aus. Einige
Rezeptoren (z.B. TNFR1 und Fas) besitzen zudem eine sogenannte death domain
(DD), welche eine Sequenzhomologie in einem etwa 80 Aminosauren grofien
Bereich der intrazellularen Domane aufweist.” Viele TNFR-Mitglieder sind in der
Lage, eine direkte Bindung mit den Adapterproteinen TNF receptor-associated
factor (TRAF) einzugehen, Uber die Signale ins Zellinnere transduziert werden.”s
Dabei fungieren TRAF als eine Art Steuerung zwischen Apoptose-induzierenden
und anti-apoptotischen Effekten durch TNFR-Mitglieder." Die Liganden der
TNF/TNFR-Superfamilie  sind  Typ-ll-Transmembranproteine  (extrazellularer
C-Terminus) und besitzen eine charakteristische konservierte C-terminale Domane,

die TNF homology domain (THD), welche fur die Bindung an die entsprechenden
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Rezeptoren verantwortlich ist.'3 In ihrer biologisch aktiven Form liegen sie
typischerweise als Homotrimere vor und sind sowohl auf der Zelloberflache als auch
in intrazellularen Kompartimenten vorhanden.' 174 176-178

Membrangebundene TNF-Mitglieder sind in der Lage, mit entsprechenden
Rezeptoren der Superfamilie zu interagieren. lhre Expression kann durch
Zellaktivierung gesteigert werden. Aulerdem werden diese Liganden durch
shedding, z.B. durch Metalloproteasen wie ADAM, von der Zelloberflache
freigesetzt.'7* Entsprechend den Liganden koénnen auch einige Rezeptoren
abgeschnitten werden und kompetitieren folglich mit Ligandenwirkung auf Zellen,
welche die entsprechenden Rezeptoren ebenfalls exprimieren.'74 179
Interessanterweise kann es bei der TNF/TNFR-Superfamilie auch zu
Uberschneidungen (crosstalk) bei verwandten Rezeptor-Liganden-Paaren
kommen: So bindet FasL beispielsweise nicht nur an seinen Rezeptor Fas, sondern
interagiert zusatzlich mit decoy receptor 3 (DcR3). Letzterer bindet auRerdem
LIGHT, ein Ligand far herpes virus entry mediator (HVEM) und lymphotoxin-
receptor (LTBR)."° 174 Eine Ubersicht Uber alle Familienmitglieder sowie mdgliche
Interaktionen ist in Tabelle 1 dargestellt.

TNF/TNFR-Familienmitglieder sind auf vielen verschiedenen Immunzellen, z.B.
APC wie DC, T-Zellen und auch auf malignen Zellen vorhanden.’*® Sie regulieren
die Aktivierung, Differenzierung, Proliferation, Apoptose und Uberleben dieser
Zellen." Dies geschieht hauptsachlich Uber die Aktivierung von Signalwegen,
welche NF-kB, JUN N-terminal kinase (JNK), p42/p44 mitogen-activated protein
kinase (MAPK) und p38 MAPK involvieren.'#® Je nach Zelltyp und Kontext kann ein
Molekul dabei zum Teil kontroverse Effekte vermitteln: Wahrend CD95 Ligand
(CD95L) beispielsweise kostimulatorische Effekte auf CD8* T-Zellen hat und ihre
Proliferation fordert, induzieren seine Signale in CD4* T-Zellen hingegen
Apoptose.’ 180 Auch fiir CD30 Ligand (CD30L) konnten kostimulatorische Effekte
auf T-Zellen beobachtet werden, die im Kontrast zu Signalen Uber CD30L stehen,
welche dieselben Zellen negativ beeinflussen kdnnen.8'. 182 Mittlerweile ist bekannt,
dass eine Interaktion von Rezeptor und Ligand zu Signalen fuhren kann, die tUber
den Rezeptor (forward signaling) und Uber den Liganden (reverse signaling) in die

Zelle weitergegeben werden.'74
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Tabelle 1: Mitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie und ihre Interaktionspartner

nach Bodmer, 2002 (modifiziert).'”3

Rezeptor Ligand
? VEGI
TRAILR1 TRAIL
TRAILR2 TRAIL
TRAILR3 TRAIL
TRAILR4 TRAIL
OPG TRAIL, RANKL
RANK RANKL
TRAMP ?
Fn14 TWEAK
DR6 ?
NGFR ?
TNFR1 TNF, LTa
TNFR2 TNF, LTa
LTBR LTap2, LIGHT
HVEM LTa, LIGHT
DcR3 LIGHT, FasL
Fas FasL
CD40 CD40L
CD30 CD30L
CD27 CD27L
4-1BB 4-1BBL
0X40 OX40L
GITR GITRL
BCMA APRIL, BAFF
TACI APRIL, BAFF
BAFFR BAFF
EDAR EDA-A1
XEDAR EDA-A2
TROY ?
RELT ?

Die TNF/TNFR-Superfamilie und ihre Rolle bei der Immunitat sowie Pathologie von

Tumoren ist Gegenstand

intensiver

Forschung. Trotzdem sind einzelne

Interaktionspartner sowie Funktionen verschiedener Rezeptoren und Liganden
noch immer ungesichert. Die TNF/TNFR-Superfamilie und im Speziellen RANK und
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sein Ligand stehen auch im Fokus dieser Doktorarbeit. Im ersten Teil der Arbeit
wurde die Rolle von RANK und seinem Liganden bei Mechanismen der
Metastasierung von soliden Tumoren untersucht. Der zweite Teil adressiert den
Einfluss der RANK/RANKL-Achse auf Resistenzmechanismen gegen

konventionelle Chemotherapeutika in der akuten myeloischen Leukamie (AML).

2.31 Receptor activator of NF-kB (RANK) und sein Ligand

RANK und sein Ligand (RANKL) sind Mitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie. Sie
spielen eine zentrale Rolle im Knochenmetabolismus und sind an Prozessen der
Resorption und Formation von Knochen (bone remodeling) beteiligt.” 8 RANKL ist
unter anderem auf der Oberflache von Osteoblasten vorhanden und kann an den
Rezeptor RANK binden, der vor allem von Progenitoren der Osteoklasten exprimiert
wird. Das fuhrt zu einer Differenzierung Letzterer in aktive Osteoklasten und folglich
zu einem Abbau von Knochensubstanz. 184 185 RANKL ist ein Homotrimer, das vor
allem auf der Membran von Zellen vorkommt.! Prozesse wie shedding durch
Proteasen wie die Matrix Metallopeptidase 14 (MMP14) fuhren jedoch auch zu einer
Freisetzung von I6slichem RANKL von der Zelloberflache.'® Eine Induktion der
Expression wird bei RANKL unter anderem durch Zytokine wie IL-1 und IL-6 sowie
Glukokortikoide hervorgerufen.’

Neben der Bindung an RANK kann RANKL auch mit dem decoy receptor
Osteoprotegerin (OPG) interagieren, der ebenfalls zur TNF/TNFR-Superfamilie
gehort und wie RANKL von Osteoblasten produziert wird.'®” OPG besitzt, anders
als die meisten anderen TNFR-Mitglieder, keine Transmembrandomane und wird
als Homodimer l6slich freigesetzt. Neben RANKL kann OPG auch mit TRAIL
interagieren.” OPG st in der Lage, die Differenzierung von Progenitoren der
Osteoklasten zu hemmen. Zudem wird die Aktivierung Letzterer durch OPG
unterdriickt und Apoptose gefordert.! 18518 |n Mausmodellen konnte so gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von OPG in transgenen Tieren sowie die Gabe
von rekombinantem OPG in gesunden Mausen zu Osteopetrose fiihrt.? 189190
Mause mit OPG-Defizit entwickelten hingegen manifeste Osteoporosen. '’
Mittlerweile ist noch ein weiterer Interaktionspartner von RANKL, der leucine-rich
repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LGR4), bekannt.'®? LGR4 ist in

einer Vielzahl verschiedener Gewebe exprimiert und spielt im gesunden System
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eine Rolle bei der Entwicklung von physiologischen und entwicklungsbezogenen
Prozessen.'3. 194 Neuere Beobachtungen weisen zudem darauf hin, dass LGR4 in
Tumoren hochreguliert und an der Entstehung, der Progression und der
Metastasierung von Tumoren beteiligt ist.’®® RANKL kann die extrazellulare
Domane von LGR4 binden und durch Aktivierung eines Gag-Proteins den glycogen
synthase kinase-33 (GSK3)-Signalweg hemmen. Dadurch wird die Expression von
nuclear factor of activated T cells 1 (NFATc1), ein zentraler Transkriptionsfaktor der
Osteoklastogenese, unterdruckt. Interessanterweise ist LGR4 ein dem
RANK/RANKL-Signalweg nachgeschaltetes Target, was darauf hindeutet, dass
LGR4 als eine Art Ruckkopplungsschleife fungiert, welche die Aktivitaten von
RANKL kontrolliert.’®2 19 OPG und LGR4 kompetieren somit um die Bindung von
RANK und RANKL und beeinflussen die aus der Interaktion resultierenden Effekte.
Insgesamt wird bone remodeling von der Balance zwischen den
Interaktionspartnern RANK, RANKL, LGR4 und OPG bestimmt.

RANK besitzt eine zytoplasmatische Domane, die Bindungsstellen fur die
Adapterproteine TRAF2, TRAF5 und TRAF6 aufweist.'%-1®7 Eine Signallbertragung
Uber diese TRAF beeinflusst verschiedene Signalwege und fihrt z.B. zur
Aktivierung von NF-kB und JNK. Wahrend TRAF6 von Bedeutung bei der
Osteoklastogenese ist, wurde fir TRAF2 und TRAF5 keine zentrale Rolle im
Knochenmetabolismus gefunden.'®” Dies deutet auf eine Funktion von RANK und
seinem Liganden auf3erhalb des Knochenstoffwechsels hin. Inzwischen ist bekannt,
dass RANK neben Osteoklasten auf einer Vielzahl weiterer Zellen, z.B.
Immunzellen wie DC und Tumorzellen vorhanden ist.” 185188 Beim Multiplen
Myelom ist die Balance zwischen RANKL und OPG zu RANKL verschoben, was
eine gesteigerte Osteoklastenaktivierung und Knochenabbau zur Folge hat.
In Mausmodellen gelang es, dieses Gleichgewicht durch Behandlung mit RANK-Fc
und OPG-Fc, zwei Fusionsproteine zur Neutralisierung von RANKL,
wiederherzustellen und so das Fortschreiten der Erkrankung zu hemmen. %8 Weiter
ist bekannt, dass leukamische Zellen bei der chronisch lymphatischen Leukamie
(CLL) und AML RANKL exprimieren. Dabei kommt es zu reverse signaling Uber
RANKL in die Zellen, was beispielsweise zur Freisetzung von Zytokinen wie IL-6,
IL-8, TNF und IL-10 fhrt.'9 200 Dijese Zytokine dienen als autokrine/parakrine

Uberlebens- und Wachstumsfaktoren und férdern die Pathophysiologie von
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Leukdmien.?91204  Das = RANK/RANKL-Molekilsystem beeinflusst auch
verschiedene zellulare Komponente des Immunsystems: Beispielsweise stimuliert
RANKL die Funktionen und Uberleben von RANK-exprimierenden DC und deren
Interaktion mit RANKL-exprimierenden T-Zellen, welche durch DC aktiviert
werden.205

Entsprechend der Schlisselrolle von RANK und RANKL im Knochenmetabolismus
wurde ein RANKL-neutralisierender Antikorper, Denosumab, zur Behandlung
benigner und maligner Osteolysen entwickelt. Denosumab ist ein humaner
monoklonaler Antikérper mit einem IgG2 Teil, durch den toxische Effekte wie
Komplementaktivierung und ADCC vermieden werden. Er imitiert die
neutralisierenden Effekte von OPG." 2% Seine Zulassung erfolgte 2010 durch die
United States (U.S.) Food and Drug Administration (FDA) und 2011 durch die
European Commission (EC)." Interessanterweise konnte in einer Studie mit
postmenopausalen Frauen, die an Brustkrebs litten, gezeigt werden, dass
Denosumab nicht nur Frakturen verhindert, sondern auch das krankheitsfreie
Uberleben signifikant verlangert.2” Die Verwendung von Denosumab bei
RANK/RANKL modulierten Erkrankungen auf3erhalb des Knochenstoffwechsels
(drug repurposing) kénnte demnach ein vielversprechender therapeutischer Ansatz

sein und steht auch im Fokus dieser Doktorarbeit.

24 Mamma- und kolorektales Karzinom als Beispiele solider Tumore

In den nachfolgenden Kapiteln werden das Mammakarzinom sowie das kolorektale
Karzinom beschrieben. Beide maligne Erkrankungen sind Gegenstand der
Untersuchungen in dieser Doktorarbeit und dienen als Beispiele flr haufig

auftretende solide Tumore, bei denen Metastasen auftreten.

241 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist eine solide Tumorart und die haufigste maligne
Tumorerkrankung bei Frauen (23% aller malignen Tumorerkrankungen bei Frauen,
etwa 1,3 Millionen Neuerkrankungen jahrlich), Manner sind hingegen selten
betroffen. 14% der Frauen, welche die Diagnose Mammakarzinom erhalten, sterben
jedes Jahr an dieser Erkrankung.?%® Auch wenn das Mammakarzinom mittlerweile

gut behandelbar ist, treten in etwa 30% der Falle Tumormetastasen auf, welche
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groRtenteils verantwortlich fir das Versterben der Patienten sind.?%°® Das
Mammakarzinom wird entsprechend der TumorgréfRe (TO bis T4), dem Befall von
Lymphknoten (Nx bis N3) und dem Vorliegen von Metastasen (Mx bis M1) in funf
Stadien (Stadium 0 bis V) eingeteilt, wobei die Therapieerfolgschancen mit
zunehmendem Stadium abnehmen.?’® Die Behandlung erfolgt meist durch
Resektion des krankhaften Gewebes, Strahlentherapie sowie systemisch mittels
Chemotherapeutika wie Alkylantien und Anthrazyklinen. Auch Hormontherapien
und Kombinationen aus verschiedenen Therapien und Therapeutika (z.B.
Polychemotherapie) sind moglich.2!

Beim Mammakarzinom handelt es sich um eine komplexe heterogene Erkrankung,
welche in die Klassen luminal, basal (basal-like) und HER2/neu-uberexprimierend
eingeteilt wird.® Das Protoonkogen HER2/neu gehort zur Familie der epithelialen
Wachstumsfaktoren (human epidermal growth factor receptor, HER), welche
zelluldre Prozesse wie Uberleben, Differenzierung, Proliferation, Adhasion und
Migration regulieren.® 22 Im Gegensatz zu HER1, HER3 und HER4 ist HER2 auf
Zellen des Mammakarzinoms bereits pseudo-aktiviert, kann so dimerisieren und
Signale in die Zellen transduzieren.®2'® In gesunden Zellen erfolgt keine
Signalweiterleitung, da die Rezeptordichte auf der Oberflache gering ist und keine
Mutationen vorhanden sind. HER2/neu vermittelt pro-proliferative bzw. und anti-
apoptotische Effekte Uber den rat sarcoma (RAS)/MAPK- bzw. PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg.® Hohe HER2/neu-Expressionslevel korrelieren mit einem schlechten
Krankheitsverlauf.2'* Dennoch macht HER2/neu die Therapie mit dem humanen
monoklonalen Antikorper Trastuzumab maoglich, welcher einen Zellzyklusarrest der
krankhaften Zellen auslost, indem er an die juxtamembranare Domane von
HER2/neu bindet und folglich die Weiterleitung von Signalen verhindert.? 215-217
Trastuzumab kann zudem ADCC induzieren.2'8 Zu bemerken ist, dass Trastuzumab
kardiotoxische Effekte haben kann, welche vermutlich auf Herzgewebe

zurlickzufiihren sind, die wie das Mammakarzinom HER2/neu exprimieren.2'®

242 Kolorektales Karzinom

Wie das Mammakarzinom gehort auch das kolorektale Karzinom zu den soliden
Tumoren. Es umfasst maligne Tumore des Dickdarms (Kolon) und des Mastdarms

(Rektum). Bei Frauen steht es an zweiter Stelle der haufigsten bdsartigen
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Tumorerkrankungen, bei Mannern an dritter Stelle, wobei Manner absolut haufiger
betroffen sind. Das kolorektale Karzinom weist eine erhdhte Inzidenz mit
zunehmendem Alter auf: Mehr als die Halfte aller Patienten ist (iber 70 Jahre alt.2"®
Dabei entsteht diese Erkrankung meist sporadisch, nur etwa 25% der Falle hat eine
familiare Ursache. Von besonderer Bedeutung bei der Entstehung des kolorektalen
Karzinoms sind auch der Lebensstil sowie Vorerkrankungen des Darms.??® Das
kolorektale Karzinom wird wie das Mammakarzinom in die Stadien 0 bis IV
entsprechend der TNM-Kriterien eingeteilt (siehe auch vorherige Kapitel).2'® Eine
Therapie sieht klassischerweise die Entfernung des malignen Gewebes,
Bestrahlung und Chemotherapie (z.B. Oxaliplatin und Fluoropyrimidine) sowie
Kombinationen daraus vor. Neuere Methoden, welche beispielsweise Gebrauch
von monoklonalen Antikorpern wie Cetuximab, Panitumumab und Bevacizumab
machen, haben nicht nur die Behandlungsoptionen erweitert, sondern auch das
Uberleben der betroffenen Patienten deutlich verbessert.22° Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt heute bei tiber 60%.22" Dennoch ist zu beobachten, dass sie
mit zunehmendem Stadium stark abnimmt, nicht zuletzt wegen der haufig
auftretenden Streuung von Tumorzellen z.B. in die Leber und das Peritoneum. 22" 222
Die Verhinderung von Metastasen ist ein entscheidender Faktor, um solide Tumore
erfolgreich therapieren zu kénnen. Entsprechend besteht die Notwendigkeit, die
Mechanismen, welche Metastasierung induzieren und begunstigen, besser zu
verstehen und auf dieser Grundlage neue, den Prozess der Metastasierung
hemmende Therapien zu entwickeln. Untersuchungen zugrundeliegender
Mechanismen der Metastasierung sind auch ein Teil dieser Arbeit. Zudem werden
mogliche Behandlungen diskutiert, um diese Mechanismen zu blockieren und
folglich Metastasen beim Mamma- und kolorektalen Karzinom als Beispiele flr

solide Tumore zu verhindern.

25 Akute myeloische Leukamie (AML)

Die AML ist eine bosartige Erkrankung der Myelopoese und die haufigste akute
Leukamie bei Erwachsenen.? 223 Sie tritt zumeist in einem Alter zwischen 60 und 65
Jahren auf.??* Die AML entsteht in einem ersten Schritt durch die klonale Expansion
myeloider Vorlauferzellen, den sogenannten leukdmischen Stammzellen, die in

einem weiteren Schritt in Akkumulierung von reifungsgestorten, funktionsunfahigen
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leukamischen Zellen im Knochenmark resultiert.3 22> Die oft mehr als 100.000
Leukozyten pro uL Blut verdrangen gesunde Zellen der Hamatopoese und kdnnen
eine Knochenmarkinsuffizienz, Anamie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie
zur Folge haben.? Leukamiezellen werden zudem oft ins periphere Blut und Organe
auBerhalb des Knochenmarks ausgeschwemmt.?26

Der primare Schritt bei der Diagnose einer AML ist die Abgrenzung von der akuten
lymphatischen Leukamie (ALL). Dabei werden die medullaren Zellen in einem
Lichtmikroskop und ebenfalls Ausstriche aus dem Blut von Patienten untersucht.
Nach der Weltgesundheitsorganisation (WHO) liegt eine Leukamie bei mehr als
20% leukadmischen Zellen im peripheren Blut oder Knochenmark vor. Davon
abgesehen ist von einer Leukamie auszugehen, wenn flur die Krankheit typische
chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden.® Traditionell erfolgt die
Klassifizierung von AML-Zellen nach der French-American-British (FAB)
Cooperative Group, welche die malignen Zellen anhand morphologischer und
zytochemischer Eigenschaften in die Subtypen MO bis M7 untergliedert (siehe
Tabelle 2).3:227.228 Die FAB-Klassifizierung wurde 2001 von einer neueren
Klassifizierung der WHO abgeldst (Aktualisierungen 2008 und 2016), welche
zusatzlich immunologische und genetische Beobachtungen mit einbezieht (siehe
Tabelle 3). Die Primardiagnostik bei der AML schlieit auch eine
Immunphéanotypisierung mittels Durchflusszytometrie mit ein.® Dabei wird die
Expression von Oberflachenantigenen wie CD13, CD33 und CD117 ermittelt und
myeloische Blasten nach Kriterien der European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias (EGIL) identifiziert.®2?2° Die Einteilung in
immunologische Subtypen gestaltet sich dabei oft schwierig, da die AML eine sehr
heterogene Erkrankung mit einer grof3en Variabilitat an exprimierten Markern ist.
Chromosomale Aberrationen werden in weiteren Untersuchungen mithilfe von
zytologischen Analysen beurteilt.? GemaR der Klassifizierung des European
LeukemiaNet (ELN) von 2017 kann die AML schlie8lich in drei prognostische
Risikogruppen eingeteilt werden: gunstige Prognose, intermediares Risiko und
ungunstige Prognose.?30

Die Behandlung der AML besteht aus zwei Stufen: der Induktionstherapie und
Konsolidierungstherapie. Die Induktionstherapie zielt auf eine komplette Remission

(complete remission, CR) im Sinne einer morphologischen Eliminierung aller
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leukamischen Zellen und der Regeneration der gesunden Hamatopoese ab. Bei der
Konsolidierungstherapie soll dieser Zustand aufrechterhalten werden. Die heute
gangigen Chemotherapeutika zur Behandlung einer AML sind das
Pyrimidinanalogon Cytarabin (Ara-C) sowie Anthrazykline wie Doxorubicin und
Daunorubicin.® 23! RoutinemaRig wird die Induktion nach dem Schema 3+7
durchgefuhrt, d.h. einer dreitagigen Gabe von Anthrazyklinen kombiniert mit einer
siebentagigen Behandlung mit Ara-C. Liegt eine primar refraktare Erkrankung vor,
d.h. es besteht kein Therapieansprechen nach ein bis zwei Zyklen, werden
Salvagetherapien (z.B. Ara-C in hoher Dosis) durchgeflhrt. Einzig die
Promyelozyten-Leukamie kann heute chemotherapiefrei mit einer Kombination aus
All-Trans-Retinoinsdure (ATRA) und Arsentrioxid (ATO) behandelt werden.?3? Zur
Erhaltung der kompletten Remission werden Strategien eingesetzt, die sich nach
Alter und korperlicher Verfassung, der Erkrankung (Klassifikation und Risiko) sowie
der Moglichkeit einer Stammzelltransplantation unterscheiden. So kann z.B. eine
Stammzelltransplantation nach Therapie mit hochdosiertem Ara-C durchgefuhrt

werden.3

Tabelle 2: FAB-Klassifizierung der AML, iibernommen von Rothfelder, 2018

(modifiziert).

FAB-Typ Differenzierungsstadium

MO Undifferenzierte Leukamie

M1 Myeloblasten-Leukdmie ohne Ausreifung
M2 Myeloblasten-Leukdmie mit Ausreifung
M2baso Basophilen-Leukamie

M3 Promyelozyten-Leukamie

M3v Variante der Promyelozyten-Leukamie
M4 Myelomonozytare Leukamie

M4eo Myelomonozytare Leukdmie mit abnormen Eosinophilen
M5a Monoblasten-Leuk@mie

M5b Monozyten-Leukamie

M6 Erythroblasten-Leukamie

M7 Megakaryoblasten-Leukamie
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Tabelle 3: WHO-Klassifizierung der AML, iilbernommen von Rothfelder, 2018

(modifiziert).3

Kategorie

Leukamieformen

AML mit wiederkehrenden
zytogenetischen

Anomalien

AML mit 1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder (16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

Akute Promyelozyten-Leukamie — mit PML-RARA

AML mit t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

AML mit £(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21.3926.2) oder (3;3)(q21.3;926.2); GATA2,

MECOM

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1

Provisorische Entitaten:
AML mit BCR-ABL1AML
AML mit mutiertem NPM1

AML mit biallelischen Mutationen von CEBPA

AML mit mutiertem RUNX1

AML mit multilinearer

Dysplasie

Therapieinduzierte AML

AML nicht anderweitig
klassifizierbar (not
otherwise specified
(NOS))

AML, undifferenziert (FAB MO)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukdmie (FAB M4)

Akute monoblastische und monozytare Leukamie (FAB M5a, b)
Akute Erythroblasten-Leukamie (FAB M6)

Akute Megakaryoblasten-Leukamie (FAB M7)

Akute Basophilen-Leukamie (M2baso)

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myeloisches Sarkom

Myeloische
Proliferationen bei Down-

Syndrom

Transient abnormale Myelopoesen

Myeloische Leukadmie assoziiert mit Down-Syndrom

Blastische plasmazytoide
dendritische Zell-

Neoplasien
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Die heute verfligbaren Therapeutika haben die AML weitestgehend behandelbar
gemacht, wobei der Therapieerfolg (patient outcome) mit dem Ansprechen auf die
Behandlungen korreliert.233 234 Dennoch treten Komplikationen wie refraktare Falle
und behandlungsresistente Leukamiezellen auf, welche die Prognose
verschlechtern und zu einer 5-Jahres-Uberlebensrate von lediglich 30%
fihren.2%5 236 Mgogliche Mechanismen, die zu Chemotherapie-Resistenzen fiihren,
werden in dieser Arbeit diskutiert. Auch wenn in den letzten Jahren
vielversprechende neue Therapien entwickelt und zugelassen wurden (z.B. die
Kombinationstherapie mit dem Bcl2-Inhibitor Venetoclax), besteht die
Notwendigkeit zur Entwicklung besserer Behandlungsmethoden, welche die

Entdeckung neuer Targets in der AML voraussetzt.237-239
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3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse zweier Publikationen, die dieser kumulativen
Doktorarbeit zu Grunde liegen, zusammenfassend dargestellt. Beide Publikationen

sind im Anhang beigefiigt.240- 241

3.1 Die Rolle von thrombozytairem RANKL bei der NK-Zell-Reaktivitat

gegen solide Tumore

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Tumorprogression und
Metastasierung.'%® 197 Sie adhéarieren an im Blutstrom zirkulierende Tumorzellen
und bilden mit diesen Aggregate, setzen dabei Wachstumsfaktoren frei, erleichtern
die Adhasion der Tumorzellen an die endotheliale Barriere und induzieren
beispielsweise EMT.6 107110112 7ydem  beglinstigen  Thrombozyten die
Immunevasion von Tumorzellen.® Studien in Mausen zeigten, dass Thrombozyten
hierbei die malignen Zellen vor der Eliminierung durch NK-Zellen schitzen.'8 169
Die NK-Zell-Effektorfunktion kontrolliert Prozesse wie Metastasierung Uber eine
Vielzahl inhibitorischer ~ und aktivierender  Signale, welche uber
immunmodulatorische Oberflachenmolekiile transduziert werden.3' So exprimieren
sie verschiedene TNF/TNFR-Familienmitglieder.®*°7 Beobachtungen von uns in
hamatologischen Erkrankungen zeigten bereits, dass das TNFR-Mitglied RANK auf
NK-Zellen vorhanden ist und Signale Uber RANK deren anti-Tumor Reaktivitat
inhibieren.'?%.200 |nteressanterweise konnte sein Ligand weiter auf TRAP-6-
aktivierten Thrombozyten nachgewiesen werden, wo RANKL die Funktion von DC
modulierte.?4?

Aufgrund dieser Beobachtungen entwickelten wir die Hypothese, dass
thrombozytarer RANKL an RANK-exprimierende NK-Zellen binden und deren
Reaktivitat gegen maligne Zellen inhibieren kénnte. So konnte die RANK/RANKL-
Achse zur Tumorimmunevasion beispielsweise beim Mammakarzinom und
kolorektalen Karzinom beitragen. Ziel des Projektes war entsprechend die Analyse
der Expressionslevel von RANK auf NK-Zellen und thrombozytarem RANKL von
Patienten mit Mamma (BC)- oder kolorektalem Karzinom (CC) im Vergleich zu
gesunden Spendern (HD). Schlieldlich sollte auch der Einfluss von aus
Thrombozyten stammendem RANKL (pRANKL) auf die NK-Zell-Reaktivitat gegen

diese beiden Tumorarten untersucht werden.
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In einem ersten Schritt analysierten wir die Expression verschiedener TNFR-
Mitglieder (CD40, GITR, HVEM, OX40, RANK) auf Lymphozyten aus dem
peripheren Blut von BC, CC und gesunden Spendern (HD). Die Expressionsmuster
variierten zwischen den einzelnen Patienten und Spendern. Auffallig waren hierbei
vor allem die RANK-Expressionslevel auf NK-Zellen: Wir konnten im Vergleich zu
den HD eine substantielle Expression von RANK auf den NK-Zellen von BC und CC
detektieren, wobei die Expression auf der CD569™ Population signifikant hoher war
als auf CD56%9ht NK-Zellen.

Als Nachstes untersuchten wir daher die funktionelle Relevanz von RANK auf
NK-Zellen im Bezug auf deren Reaktivitat gegen solide Tumore. Hierfur wurden
polyklonale NK-Zellen (pNKC) mit vergleichbaren RANK-Expressionslevels wie
NK-Zellen von BC und CC verwendet. Als Zielzellen dienten die beiden Zelllinien
MCF-7 (Mammakarzinom) und HCT 116 (Kolorektalkarzinom). Eine Analyse von
Kulturiberstanden zeigte, dass die Anwesenheit von Tumorzellen wie erwartet die
IFN-y-Produktion durch NK-Zellen stimuliert. Die Stimulation von RANK mit
rekombinantem RANKL reduzierte diese Produktion deutlich, wenn RANK*
Effektorzellen verwendet wurden, nicht jedoch bei der RANK- NK92-Zelllinie. Wir
stellten aulRerdem fest, dass die Proliferation von Tumorzellen in Anwesenheit von
NK-Zellen erhoht war, wenn Letztere im Vergleich zu unbehandelten NK-Zellen
einen RANK-Stimulus erhielten. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Stimulation von RANK Tumorzellen vor dem Angriff der NK-Zellen schutzt.

Weiter untersuchten wir das Expressionsmuster verschiedener Liganden aus der
TNF-Familie (CD40L, GITRL, LIGHT, OX40L, RANKL) auf Thrombozyten von BC,
CC und HD und stellten eine starke interindividuelle Variabilitat fest.
Interessanterweise waren die Expressionslevel der analysierten Liganden auf den
Thrombozyten von HD zumeist héher als von BC und CC und konnten durch
Aktivierung der Thrombozyten weiter gesteigert werden.

Basierend auf den Expressionsdaten sowie der RANK-vermittelten Inhibierung von
NK-Zell-Effektorfunktionen aus vorangegangenen Versuchen untersuchten wir
schlieflich die funktionelle Rolle von pRANKL bei der NK-Zell-Reaktivitat gegen BC-
und CC-Zellen. Hierfur koinkubierten wir RANK* pNKC mit MCF-7- und HCT 116-
Zellen in der Anwesenheit oder Abwesenheit RANKL-exprimierender Thrombozyten

und analysierten die Ausschuttung von [FN-y durch NK-Zellen in den
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Kulturiiberstand sowie die Proliferation der Tumorzellen. Zum einen konnten wir
beobachten, dass die Tumorzellen RANKL pseudo-exprimierten, was auf
Trogozytose hindeutet. Zum anderen waren die Freisetzung von IFN-y und
Proliferation reduziert, wenn die Tumorzellen mit Thrombozyten vorinkubiert worden
waren. Um die Relevanz von pRANKL nachzuweisen, blockierten wir die
RANK/RANKL-Interaktion mit dem  RANKL-neutralisierenden  Antikorper
Denosumab, wodurch die NK-Zell-Funktion wiederhergestellt werden konnte. Die
Wirkung von Denosumab war tatsachlich auf die Blockade der pRANKL/RANK-
Achse zurlckzufiihren, da bei der Verwendung von RANK- NK92-Zellen kein
Einfluss auf die NK-Zell-Reaktivitat beobachtet wurde.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass der Rezeptor RANK auf NK-Zellen und
sein Ligand auf Thrombozyten von BC und CC exprimiert ist und dass deren
Interaktion die anti-Tumor Reaktivitat von NK-Zellen hemmt. Letztere kann durch
Denosumab gesteigert werden, was klinisch dazu dienen konnte, eine

Metastasierung zu verhindern.

3.2 Die Rolle von RANK bei der Chemotherapie-Resistenz in der AML und

ihrem Krankheitsverlauf

Trotz intensiver Bemuhungen ist die Prognose von Patienten mit AML immer noch
schlecht. Dies liegt wesentlich am Auftreten von refraktaren Erkrankungen und
Rickfallen durch therapieresistente leukdmische Zellen.?3% 236 Daher besteht die
Notwendigkeit, neue Therapien zu entwickeln, was die Entdeckung neuer Targets
voraussetzt.?% 239 Hierfir ist es wichtig, die molekularen Mechanismen zu
verstehen, welche die Wirksamkeit einer Behandlung beeinflussen und potenziell
auch vorhersagen lassen, um so den Therapieerfolg zu verbessern. Das
RANK/RANKL-Molekullsystem ist wesentlich flr seine zentrale Bedeutung beim
Knochenmetabolismus bekannt, spielt jedoch auch eine Rolle bei anderen
zellularen Mechanismen, beispielsweise bei Erkrankungen des hamatopoetischen
Systems wie der CLL." 183,199

Auf dieser Basis stellten wir die Hypothese auf, dass die RANK/RANKL-Achse auch
bei Therapieresistenzen in der AML involviert sein konnte. Im ersten Schritt
analysierten wir die Expression von RANK auf AML-Zelllinien und Primarmaterial

von AML-Patienten und verglichen diese Expressionsdaten mit durchflusszyto-
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metrischen Analysen von CD34* Progenitorzellen von HD. Wir stellten eine
substantielle, wenn auch variable Expression von RANK sowohl auf den Zelllinien
als auch dem Primarmaterial fest, wobei Patienten der FAB-Typen M4 und M5 eine
hohere Expression als MO- bis M2-Subtypen aufwiesen. Eine Analyse von RANK
auf RNA-Ebene bestatigte diese Expression von RANK auf AML-Zellen, auch wenn
Protein- und messenger (m)RNA-Level nicht miteinander korrelierten. Bei den
CD34* Progenitorzellen aus HD konnten keine relevanten RANK-Proteinlevel
detektiert werden.

Um die Funktionalitdt von RANK in der AML zu Uberprifen, untersuchten wir als
Nachstes die Effekte einer Stimulation von RANK auf primaren Leukamiezellen
hinsichtlich der Freisetzung von Zytokinen, die mit der Pathophysiologie der
Erkrankung assoziiert sind. Hierfur verwendeten wir das multimere Fusionsprotein
Fc-hRANKL. Die Signalweiterleitung Uber RANK in AML-Zellen zeigte eine
substantielle Sekretion von IL-6, IL-8, TNF und IL-10 mit hoher interindividueller
Varianz. Mittels intrazellularer Durchflusszytometrie konnten wir zudem
nachweisen, dass tatsachlich die leukdmischen Zellen selbst diese Zytokine
produzieren. AulRerdem stellten wir fest, dass die Stimulation von RANK die
metabolische Aktivitdt als Indikator der Zellproliferation und Viabilitat in den
primaren AML-Zellen erhohte. Dies deutet darauf hin, dass der RANK-Signalweg
aktivierende Signale in Leukamiezellen Ubertragt.

Basierend auf der Beobachtung, dass RANK die Zellviabilitdt beeinflusst, wurde
schliel3lich analysiert, ob Signale Uber RANK in AML-Zellen eine Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika vermitteln. Wir inkubierten primare AML-Zellen mit
oder ohne Fc-hRANKL gefolgt von einer Behandlung mit Ara-C oder Doxorubicin
und analysierten die ATP-Level, das mitochondriale Membranpotential und die
intrazellulare Caspaseaktivitdt (Caspase 3) als Messgroflen fur Apoptose. Alle
Analysen zeigten, dass Signallbertragung iber RANK die leukamischen Zellen vor
einem medikamenten-induzierten Zelltod schitzt und somit eine Resistenz gegen
Chemotherapie vermittelt. Zu bemerken ist dabei, dass die Effekte bei einer
Behandlung mit trimerem RANKL ahnlich, wenn auch weniger stark ausgepragt zu
beobachten waren als mit Fc-hRANKL.

Zuletzt untersuchten wir, ob die Expression von RANK auf den Leukamiezellen der

jeweiligen Patienten mit klinischen Charakteristika und dem Uberleben korreliert.
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Obwonhl wir keinen Zusammenhang mit dem Alter, der Einteilung der AML in primare
versus sekundare Falle, prognostische Risikogruppen, Leukozytenzahl und
genetischen Aberrationen feststellen konnten, korrelierte die Expression deutlich
mit dem Uberleben: Hohe RANK-Level gingen mit einem deutlich kirzeren
Uberleben der AML-Patienten einher und umgekehrt. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der funktionellen Rolle von RANK, die wir in unseren vorangegangenen
Versuchen beobachteten, und legen eine prognostische Bedeutung von RANK bei
der AML nahe.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass RANK auf AML-Zellen exprimiert ist
und eine bisher unbekannte Rolle in Bezug auf die Pathophysiologie der Erkrankung
sowie Chemotherapie-Resistenz spielt. RANK kdnnte somit ein neues Target fur die
Behandlung der AML sein. Korrelationen mit dem Uberleben identifizierten RANK

zudem als prognostischen Marker.
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4 Diskussion

Die Immunuberwachung ist eine essentielle Fahigkeit des Immunsystems, entartete
Zellen zu detektieren und zu eliminieren und gilt als ein hallmark of cancers." 118
Dabei ist die Interaktion zwischen Immun- und Tumorzellen von zentraler
Bedeutung: Sie entscheidet Uber die Eliminierung bzw. den Ausbruch einer
Erkrankung. Versagt die Uberwachung, kénnen Tumorzellen der Kontrolle durch
das Immunsystem entgehen und es entstehen apparente Tumore.''® Auch wenn
heute eine Vielzahl an Therapien zur Behandlung von Tumorerkrankungen zur
Verfligung steht, sind die Prognosen oftmals weiterhin schlecht. Eine bei soliden
Tumoren haufig auftretende Problematik ist zudem der Prozess der Metastasierung.
Dabei erlangen Tumorzellen die Fahigkeit, sich aus dem Primartumorherd
kommend Uber den Blutkreislauf im Koérper auszubreiten und so in entfernten
Organen Sekundarherde zu bilden.% 1% Mittlerweile ist bekannt, dass
Thrombozyten eine wichtige Rolle bei der Metastasierung spielen.'%” Sie adharieren
an Tumorzellen im Blutkreislauf und werden durch diese Interaktion aktiviert.5: 110, 111
Dies fuhrt zur Freisetzung der Faktoren EGF und TGF- aus den Thrombozyten,
wodurch das Uberleben und die Proliferation von Tumorzellen begiinstigt wird.
Zudem beglnstigen Thrombozyten die Transmigration und Extravasation von
Tumorzellen.® %7 Die Interaktion mit Thrombozyten flihrt dazu, dass Tumorzellen
einen mesenchymalen Phanotypen annehmen, der in einer erhohten Fahigkeit zur
Migration und Invasion sowie Apoptose-Resistenz resultiert.’'? Auch NK-Zellen sind
von zentraler Bedeutung bei der Entstehung von Metastasen.'5%-1%1 Mausmodelle
mit soliden Tumoren zeigten, dass eine Depletion von NK-Zellen nicht nur zu einem
gesteigerten Tumorwachstum fiuhrt, sondern zudem Metastasierung beobachtet
werden kann.3' 162,163 |m  Allgemeinen Uberwachen NK-Zellen Prozesse wie
Metastasierung unter dem Einfluss einer Vielzahl inhibitorischer und aktivierender
Signale, welche uber immunmodulatorische Oberflachenmolekule transduziert
werden.

Im Mittelpunkt dieser Doktorarbeit stand der flir NK-Zellen inhibitorische Rezeptor
RANK und sein Ligand (RANKL). RANK und RANKL gehéren zur TNF/TNFR-
Superfamilie, deren Mitglieder zellulare Prozesse wie Aktivierung, Differenzierung,
Proliferation, Apoptose und Uberleben regulieren.! Das RANK/RANKL-

Molekulsystem ist vor allem fir seine Schlisselrolle im Knochenmetabolismus
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bekannt.’ 18 Dabei fiihrt die Bindung von RANKL an seinen Rezeptor zur
Differenzierung von RANK-exprimierenden Progenitoren der Osteoklasten und
folglich zur Resorption von Knochensubstanz.'84 185 Inzwischen weil man, dass die
RANK/RANKL-Achse auch bei verschiedenen anderen zellularen Funktionen und
der Pathophysiologie verschiedener Krankheiten, z.B. im hamatopoetischen
System, eine wichtige Rolle spielt. 99 200, 243

Im ersten Teil dieser Arbeit untersuchten wir die Effekte von thrombozytarem
RANKL auf die NK-Zell-Reaktivitat gegen das Mamma- und kolorektale Karzinom,
zwei solide Tumorarten, welche Metastasen bilden. Bei einer Analyse
verschiedener Mitglieder der TNFR-Familie stellten wir fest, dass RANK auf
NK-Zellen von BC und CC Patienten im Vergleich zu HD deutlich hochreguliert ist.
Dies steht im Einklang mit friheren Daten, dass verschiedene TNF/TNFR-
Familienmitglieder auf NK-Zellen im Zusammenhang mit bésartigen Erkrankungen
hochreguliert werden, wo sie die anti-Tumor Reaktivitat durch Interaktion mit ihrem
entsprechenden Gegenpart auf Tumorzellen modulieren.%: 144

RANKL wurde kirzlich auf TRAP-6-aktivierten Thrombozyten nachgewiesen.?4?
Dies veranlasste uns, die Expression dieses und anderer Mitglieder der TNF-
Familie auf den Thrombozyten von BC, CC und HD zu untersuchen. Es zeigte sich
ein stark variables Expressionsprofil der untersuchten Liganden bei den
untersuchten Proben der Patienten und Spender, und selbiges galt fur ihre
entsprechenden Rezeptoren auf Lymphozyten. Diese Untersuchung erweitert die
verfugbaren Daten Uber die Expression von Molekilen der TNF/TNFR-Familie auf
Thrombozyten und Lymphozyten.%4-97. 244-246 |nteressanterweise konnten wir bei den
HD hohere Expressionslevel der Liganden der TNF-Familie beobachten als bei den
Tumorpatienten, welche durch Aktivierung der Thrombozyten gesteigert werden
konnten. Eine mdgliche Erklarung fur diesen scheinbar kontraintuitiven Befund
konnte eine umprogrammierte Megakaryopoese sein, die bei Tumorpatienten
auftritt.?4” Darliber hinaus werden viele Mitglieder der TNF-Familie nach der
Interaktion mit ihnrem Rezeptor von ligandenexprimierenden Zellen durch shedding
abgeschnitten. Dies konnte durch die hoheren Konzentrationen proteolytischer
Matrix-Metalloproteasen begunstigt werden, welche auf Thrombozyten von
Patienten mit metastasierten malignen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden

Kontrollen vorliegen.?*8:249 Zusammenhange zwischen den Expressionen von
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RANK auf NK-Zellen und RANKL auf Thrombozyten mit dem Krankheitsstadium
konnten nicht hergestellt werden, was vermutlich auf die relativ geringe Zahl der
Falle in unserer untersuchten Kohorte zurickzufihren ist. Die Untersuchung einer
groReren Patientenkohorte konnte auch zur Etablierung von TNF/TNFR-Mitgliedern
als ,immunologischer Phanotyp“ und prognostischer Marker im Mamma- und
kolorektalen Karzinom dienen.

Weiter konnten wir beobachten, dass die Stimulation von RANK auf NK-Zellen
durch aus Thrombozyten stammendem RANKL zu einer Inhibition der NK-Zell-
Effektorfunktion gegen maligne Zellen solider Tumore fuhrt. Diese Beobachtungen
erweitern Daten zur Rolle von RANK und seinem Liganden bei der
Immuniberwachung.’9® 200. 243 Die Tumorzellen missen RANKL dabei nicht selbst
exprimieren, um sich der Uberwachung durch NK-Zellen zu entziehen.25° Vielmehr
erhalten sie dieses RANKL-vermittelte Immunprivileg durch Ummantelung mit
Thrombozyten, welche dadurch aktiviert werden und die Expression von RANKL
weiter hochregulieren. Zu bemerken war, dass die Interaktion von pRANKL und
RANK die Produktion von IFN-y starker beeinflusste als die Zytotoxizitat der NK-
Zellen, was sich wiederum mit vorliegenden Beobachtungen zur unterschiedlichen
Wirkung der RANK/RANKL-Interaktion auf die NK-Reaktivitdt gegen
Leukamiezellen deckt.?%° In Anbetracht der Hemmung der Immunantwort durch
RANK/RANKL-Interaktion ist von besonderem Interesse, die Interaktion mdglichst
therapeutisch zu blockieren. In unserem experimentellen Setting verwendeten wir
hierfir den monoklonalen Antikérper Denosumab. Denosumab ist ein humaner
IgG2 Antikorper, welcher zur Behandlung benigner und maligner Osteolysen
zugelassen ist und RANKL-neutralisierende Effekte von OPG imitiert.’ 2% Die
Zugabe von Denosumab zu Kokulturen aus Tumorzellen, RANKL* Thrombozyten
und RANK™* NK-Zellen stellte die durch Thrombozyten-vermittelte Unterdrickung
der NK-Zell-Reaktivitat wieder her. Dies bestatigte die spezifische Beteiligung von
RANK und seinem Liganden bei der Hemmung der NK-Zell-Reaktivitat. Zudem
konnte diese Beobachtung eine Erklarung fir Ergebnisse einer Studie mit
postmenopausalen Frauen, die an Brustkrebs litten, sein, bei denen Denosumab
nicht nur Frakturen verhinderte, sondern auch das krankheitsfreie Uberleben
signifikant verlangerte.?®” Auch wenn unsere Ergebnisse und Daten sicherlich

weitere Untersuchungen erfordern, ist die Verwendung von Denosumab im Sinne
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eines drug repurposing zur Vorbeugung von Metastasen bei soliden Tumoren wie
dem Mamma- und kolorektalen Karzinom attraktiv, da der Antikérper aufgrund
seiner Zulassung und somit Verfugbarkeit rasch klinisch evaluiert werden kann.
Weiterhin interessant sind unsere Ergebnisse im Lichte von gegenwartig laufenden
Untersuchungen zur klinischen Anwendung von ex vivo expandierten bzw.
aktivierten NK-Zellen beispielsweise zur Behandlung von Leukamien.?' 252 Hier
konnte Denosumab die NK-Zell-Effektorfunktionen zusatzlich verstarken, nicht
zuletzt, da wir festgestellt haben, dass ex vivo expandierte pNKC eine hohe RANK
Expression aufweisen, welche bei Interaktion mit RANKL ihre Reaktivitat hemmen
wurde.

Zusammenfassend zeigt der erste Teil dieser Arbeit eine neue Modalitat, durch
welche Thrombozyten die Immunevasion solider Tumore ermdglichen und legt
zudem repurposing von Denosumab auflerhalb seines zugelassenen

Anwendungsbereichs, z.B. zur Vorbeugung von Metastasen, nahe.

Wie bereits beschrieben, wurde nachgewiesen, dass das RANK/RANKL-
Molekulsystem unter anderem auch bei zellularen Funktionen und der
Pathophysiologie von Erkrankungen des hamatopoetischen Systems involviert
ist. 199,200,243 Entsprechend untersuchten wir in einem zweiten Teil der Arbeit, ob der
Rezeptor RANK eine Rolle in der AML spielt. Die AML ist die haufigste akute
Leukamie bei Erwachsenen und trotz zahlreicher neuer Therapieoptionen wie
mutationsspezifischer zielgerichteter Therapien (z.B. FMS-like tyrosine kinase 3
(FLT3)-Inhibitoren), Apoptose-kontrollierender Therapien (z.B. Bcl2-Inhibitoren)
und immunbasierter Therapien (z.B. Checkpoint-Inhibitoren) mit einer schlechten
Prognose und einem geringen Uberleben der Betroffenen behaftet. Problematisch
sind vor allem refraktare Falle sowie Falle mit therapieresistenten Leukamiezellen,
die zu Rickfallen fiihren.223, 235, 236, 239

Bei einer durchflusszytometrischen Analyse von insgesamt 54 AML-
Patientenproben konnten wir eine substantielle, wenn auch variable Expression von
RANK auf der Oberflache der leukamischen Zellen detektieren, wobei Patienten mit
differenzierteren Leukamien (FAB-Typen M4 und M5) eine hdéhere Expression als
Patienten mit undifferenzierterer AML (MO bis M2) aufwiesen. Interessanterweise
konnten wir keine Korrelation zwischen den RANK-mRNA-Levels und der

Oberflachenexpression feststellen, was auf posttranskriptionelle/posttranslationale
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Mechanismen, welche die Oberflachenexpression beeinflussen, hinweist. Dieses
Phanomen konnten wir und andere auch bereits bei weiteren Mitgliedern der
TNF/TNFR-Superfamilie wie RANKL, GITR/L, OX40 und B cell activating factor
(BAFF) beobachten.® 199,253, 254

Unsere ex vivo Studie identifizierte RANK zudem als wichtigen Regulator zellularer
Funktionen und damit als potenzielles Ziel fur therapeutische Ansatze: Nach RANK-
Stimulation beobachteten wir eine gesteigerte Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-8,
TNF und IL-10, die bei der AML als autokrine/parakrine Wachstums- und
Uberlebensfaktoren fungieren und zur Pathophysiologie der Erkrankung
beitragen.202-204.255 5o wurde beispielsweise gezeigt, dass ein Knockout von IL-6 in
Stromazellen des Knochenmarks die Chemotherapiesensitivitat von AML-Zellen
erhoht.?® Ebenso wurde bereits beschrieben, dass IL-8 die Proliferation und
Chemotherapie-Resistenz fordert.25” IL-10 steuert das Uberleben von AML-Zellen
Uber autokrine Mechanismen und die Hochregulierung von E-Cadherin, das als
Uberlebensfaktor wirkt.28 Fir TNF wird angenommen, dass es eine positive
Ruckkopplungsschleife mit NF-kB bildet, die zu einem verstarkten Fortschreiten der
Leukamie fuhrt.2%® Zudem konnte nachgewiesen werden, dass hohe TNF-Level im
Serum von AML-Patienten mit einem schlechteren ereignisfreien sowie gesamten
Uberleben einhergehen.?°' In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten wir in
unserer Studie zeigen, dass die Stimulation von RANK auf leukamischen Zellen die
Zellviabilitat steigert und vor Apoptose schutzt. Dies war auch der Fall, wenn die
Zellen mit Doxorubicin oder Cytarabin, zwei gangigen Chemotherapeutika zur
Behandlung der AML, inkubiert wurden: Wir beobachteten eine Erhohung der ATP-
Level, des mitochondrialen Membranpotentials sowie eine vermehrte Aktivierung
von intrazellularer Caspase 3 bei AML-Zellen mit RANK-Stimulus im Vergleich zu
unstimulierten Zellen.

Die Relevanz von RANK in der AML konnte weiterhin durch die Beobachtung
untermauert werden, dass die Oberflachenexpression von RANK mit einem
ungunstigen Krankheitsverlauf korreliert: Wir beobachteten einen klaren
Zusammenhang zwischen RANK-Positivitdt und kirzerem Uberleben der
untersuchten Patienten, was die RANK-Oberflachenexpression als potenziellen
neuen prognostischen Marker in der AML identifiziert. Interessanterweise war die

Korrelation mit dem Krankheitsverlauf eindeutig signifikant, obwohl die Kohorte von
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54 Patienten, die in unsere Studie aufgenommen wurden, relativ klein war. Dennoch
sind weitere Analysen in groReren Kohorten erforderlich, um unsere Ergebnisse zu
bestatigen und die Verwendbarkeit von RANK als prognostischen Marker in der
AML zu validieren. Zu bemerken ist, dass wir zuzuglich zu unseren
Oberflachenexpressionsdaten auch die Genexpression von RANK in der AML aus
Datensatzen von cBioPortal fir Krebsgenomik mit dem Uberleben von AML-
Patienten analysierten und keinen Zusammenhang beobachten konnten. In
Anbetracht dessen, dass die RANK-mRNA- und Proteinspiegel in AML-Zellen nicht
korrelieren, erklart sich nicht nur diese scheinbare Diskrepanz, sondern auch die
Relevanz einer tatsachlichen Analyse der Oberflachenexpression, wie wir sie in
unserer Studie durchgefihrt haben.

RANK interagiert mit verschiedenen TRAF-Molekulen, z.B. TRAF6, die unter
anderem mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB verbunden sind.26°
NF-kB wird im Allgemeinen eine Uberlebensférdernde Rolle zugeschrieben, z.B.
durch die Induktion der Expression von Caspase-Inhibitoren (inhibitors of apoptosis,
IAP) und Mitochondrien-vermittelter Zelltod-Inhibitoren wie Bcl-extra large (Bcl-
xL).261.262 Zydem weiR man, dass NF-kB eine die Onkogenese fordernde
Eigenschaft bei Saugetieren besitzt.?6® Die Verhinderung von Zelltod durch die
Induktion von Inhibitoren bei der Aktivierung von NF-kB kdnnte auch ein moglicher
Signalweg fur die in unserer Studie beobachteten schutzenden Effekte von RANK
in der AML sein. Neuere Erkenntnisse Uber die Resistenz von AML-Zellen, z.B. bei
der Testung neuer Multikinase-Inhibitoren zur Behandlung der AML, weisen
ebenfalls auf Mechanismen im Zusammenhang mit NF-kB hin.?%* Zusammen mit
unseren Ergebnissen unterstreichen diese Daten weiter das Potenzial der
therapeutischen RANK-Modulation, um leukémische Zellen fur eine Behandlung zu
sensibilisieren. Beispielsweise konnte die Interaktion von RANK und RANKL und
somit die RANK-Signalweiterleitung durch den Einsatz des RANKL-
neutralisierenden Antikérpers Denosumab gehemmt werden. Dies ist umso
wichtiger, wenn man bedenkt, dass die AML im Knochenmark entsteht, wo
verschiedene Zelltypen zum Teil hohe RANKL Expressionslevel aufweisen.'8*
199,200 Dje Kontrolle der Tumormikroumgebung ist weiterhin attraktiv, da diese

nachgewiesenermalien eine wichtige Rolle bei der Transformation und Entwicklung
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maligner Erkrankungen des hamatopoetischen Systems sowie der Chemotherapie-
Resistenz spielt.255 266

Zusammenfassend liefert dieser Teil der Arbeit die ersten Belege daflr, dass RANK
auf AML-Zellen vorhanden ist und Chemotherapie-Resistenz in der AML vermittelt.
Dartber hinaus identifiziert die Assoziation der Expression mit dem
Krankheitsverlauf den Rezeptor als potenziellen "funktionellen" Prognosemarker
und Target fur therapeutische Interventionen, um das Therapieansprechen der

Patienten zu verbessern.
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5 Ausblick

Die Ergebnisse aus dem ersten Teil dieser Arbeit zeigen einen neuen Mechanismus
auf, Uber welchen solide Tumore der NK-Zell-vermittelten Immuniberwachung
entgehen konnen: Thrombozytarer RANKL inhibiert die NK-Zell-Reaktivitat gegen
das Mamma- und kolorektale Karzinom, welche durch Blockade der RANK/RANKL-
Achse mittels Denosumab wiederhergestellt werden kann. Dabei verwendeten wir
die beiden Zelllinien MCF-7 und HCT 116, um pRANKL funktionell zu untersuchen.
Zukunftige Studien mit Primarmaterial aus BC bzw. CC waren hilfreich und
erforderlich, um den hier entdeckten Mechanismus weiter zu validieren und
schliellich eine gezielte Translation in die Klinik zu ermodglichen. Von Interesse
konnte auch die Analyse der Rolle von thrombozytarem RANKL in weiteren soliden
Tumorentitaten wie dem kleinzelligen Lungenkarzinom (small cell lung cancer,
SCLC), einer sehr aggressiven Tumorart mit der Neigung zur frihen Bildung von
Metastasen, sein, um die Erkenntnisse aus dieser Arbeit zu erweitern. Die von uns
analysierten TNF/TNFR-Familienmitglieder wiesen ein stark variierendes
Expressionsprofil auf den Thrombozyten und Lymphozyten der Patienten und
Spender auf. Wir hypothesierten daher, dass diese TNF/TNFR-Mitglieder als eine
Art immunologischer Phanotyp“ die Pathophysiologie der Erkrankungen
widerspiegeln und folglich als prognostischer Marker beim Mamma- und
kolorektalen Karzinom dienen konnten. Um diese Hypothese zu bestatigen, ist es

ebenfalls notwendig, eine groliere Patientenkohorte zu untersuchen.

Auch im Rahmen des zweiten Teils dieser Arbeit ware die Untersuchung einer
grolReren Kohorte hilfreich, um in diesem Falle RANK als Prognosemarker in der
AML zu etablieren. Insgesamt konnten wir in unserer ex vivo Studie nicht nur zeigen,
dass RANK auf leukdmischen Zellen von AML-Patienten exprimiert und seine
Expression mit einem schlechten Krankheitsverlauf assoziiert ist, sondern auch
dass forward signaling Uber diesen Rezeptor Chemotherapie-Resistenz vermittelt.
Eine therapeutische Modulation der Resistenz gegen gangige Chemotherapeutika
wie Doxorubicin und Ara-C ist Gegenstand gegenwartig laufender Arbeiten. So wird
untersucht, ob die Stimulation von RANK auf AML-Zellen verhindert werden kann,
indem sein Interaktionspartner RANKL durch den monoklonalen Antikorper

Denosumab neutralisiert wird. Die Anwendung von Denosumab ist besonders
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attraktiv, da Denosumab bereits zugelassen ist und rasch flr eine klinische
Evaluation zur Verfligung stiinde. Zudem sind potenzielle Nebenwirkungen bei der
Einnahme von Denosumab gut abschatzbar. In vorlaufigen Versuchen konnten wir
den resensibilisierenden Effekt von Denosumab bereits beobachten. Dennoch sind
weitere Untersuchungen notwendig, um die Wirkung von Denosumab in der AML
umfassend zu bestatigen. Interessanterweise konnten wir bereits zeigen, dass
AML-Zellen neben RANK, wie in dieser Arbeit beobachtet, auRerdem seinen
Liganden exprimieren. Auf dieser Grundlage sind auch weitere Analysen noétig und
werden gegenwartig in dieser Arbeitsgruppe durchgeflihrt, um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Expression und autokrinen/parakrinen Funktion der

beiden Moleklle in der AML zu evaluieren.
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Abstract: NK cells play an important role in tumor immunosurveillance. Their reactivity is
governed by various activating and inhibitory surface receptors, which include several members
of the TNF/TNF receptor family. For more than 50 years, it has been recognized that tumor
immunosurveillance and in particular NK cell antitumor reactivity is largely influenced by platelets,
but the underlying mechanisms remain to be fully elucidated. Here we report that upon activation,
which reportedly occurs following interaction with cancer cells, platelets upregulate the TNF family
member RANKL. Comparative analysis of the expression of RANK among different NK cell subsets
and RANKL on platelets in cancer patients and healthy volunteers revealed a distinct malignant
phenotype, and platelet-derived RANKL was found to inhibit the activity of normal NK cells against
cancer cells. Notably, NK cell antitumor reactivity could be partially restored by application of
denosumab, a RANKL-neutralizing antibody approved for treatment of benign and malignant
osteolysis. Together, our data not only unravel a novel mechanism of tumor immune evasion
mediated by platelets, but they also provide a functional explanation for the clinical observation that
denosumab, beyond protecting from bone loss, may prolong disease-free survival in patients with
solid tumors.

Keywords: NK cells; platelets; cancer; immune evasion; metastasis; RANK/RANKL; denosumab

1. Introduction

The key role of platelets in tumor progression and metastasis has been recognized for more than
50 years [1]. Platelets interact with blood-borne tumor cells forming platelet-tumor cell aggregates,
which enhance metastasis via multiple mechanisms. Beyond releasing growth factors/chemokines,
facilitating endothelial adhesion and inducing epithelial-to-mesenchymal transition of tumor cells,
platelets also contribute to immune evasion, another hallmark of cancer [2—4]. Nieswandt and
colleagues observed an inhibition of metastasis formation in thrombopenic mice, while additional
depletion of natural killer (NK) cells reverted this effect, suggesting that platelets guard tumor cells
against elimination by NK cells [5].

NK cell effector function, which is regulated by integration of multiple inhibitory and activating
signals mediated by various immunoregulatory molecules, plays a key role in controlling metastatic
dissemination [6,7]. Among others, several TNF/TNF receptor (TNFR) family members influence the
same [8-11]. In recent studies, we contributed to a better understanding of the mechanisms by which
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platelets facilitate evasion of cancer cells from NK cell immunosurveillance. This comprised analyses
showing that platelet-derived TGF-f3 downregulates the activating receptor NKG2D on NK cells [12]
and that NKG2D ligands are shed from the tumor cell surface following tumor-platelet interaction [13],
thereby facilitating evasion from the NK cell “induced self” recognition mode [14]. We also reported
that platelets transfer non-malignant MHC class I to tumor cells, which inhibits antitumor immunity
of NK cells expressing respective inhibitory KIR receptors, thereby also impairing “missing self”
recognition of tumor cells [15]. Moreover, we provided first evidence for the involvement of members
of the TNF family in platelet-mediated evasion of tumor cells from NK cell reactivity: we showed that
platelets transfer glucocorticoid-induced TNFR-related ligand (GITRL) to tumor cells, which results in
diminished antitumor immunity due to triggering the GITR receptor that is expressed on and inhibits
reactivity of NK cells [16].

Recently, other investigators reported on the expression of receptor activator of NF-kB ligand
(RANKL) on TRAP6-activated platelets and its role in modulating dendritic cell function [17].
This triggered our interest since its cognate receptor RANK is expressed on NK cells and inhibits their
antitumor reactivity in patients with hematologic malignancies [18,19]. Here we comparatively studied
the expression of various TNF/TNFR family members on platelets and lymphocytes of cancer patients
and healthy controls. We provide evidence that NK cells from patients with solid tumors display
significantly enhanced RANK surface levels and that platelet-derived RANKL impairs NK effector
functions against solid tumors, pointing to a role of platelet-derived RANKL in immune evasion of
solid tumors from NK cell immunosurveillance.

2. Results

2.1. Expression of TNFR Family Molecules on PBMC Subpopulations

Members of the TNF/TNFR family are expressed on different lymphocyte subsets and influence
activation, proliferation, and cell death of the respective cell types [20]. We comparatively analyzed the
expression of several TNFR family molecules that reportedly influence antitumor immunity and for
which antibodies with validated specificity were available, on lymphocyte populations among PBMC
of patients with breast cancer (BC), colorectal carcinoma (CC) and healthy donors (HD). The clinical
characteristics of the patients are given in Table 1. For CD40, no relevant expression was detected on B,
T, and NK cells (Figure 1A). GITR and OX40 were expressed at intermediate levels and HVEM was
expressed at high levels on all the analyzed cell populations. No profound differences were observed
between patients and HD, even if biometrical analysis revealed a small statistically significant difference
for HVEM in T cells of CC and OX40 in T cells of BC patients compared to HD (BC, p = 0.0125, ordinary
one-way ANOVA with subsequent Dunnett’s multiple comparisons test; CC, p = 0.0206, Kruskal-Wallis
test with subsequent Dunnett’s multiple comparisons test). In sharp contrast, RANK was expressed
at intermediate (B and T cells) to high (NK cells) levels on all lymphocyte subsets from BC and CC
patients, which differed significantly from HD who displayed only minimal RANK levels (B cells, BC
p =0.0069 and CC p = 0.0008; T cells, BC p = 0.0062 and CC p = 0.0037; NK cells, BC p = 0.0003 and CC
p = 0.0160; all Kruskal-Wallis test with subsequent Dunnett’s multiple comparisons test).

To mimic the autocrine and paracrine signaling physiologically occurring among immune cells,
we next determined how the TNFR expression profile of B, T, and NK cells among PBMC of HD
was influenced upon culture (Figure 1B). Only minor effects on CD40, GITR, and OX40 expression
were observed with all analyzed lymphocyte populations. For HVEM, a profound downmodulation
was observed on B cells, while there was a slight upregulation in NK cells of some donors. Most
pronounced results were again observed with RANK, for which a profound upregulation on NK cells
was observed in this experimental setting.

As a next step, we investigated the specific expression patterns of the TNFR molecules on
lymphocytes of patients and HD which we consider a phenotypic imprint (Figure 1C). Highly variable
expression patterns among the different individuals were observed in both HD and in cancer patients.
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Most pronounced expression levels were observed for HVEM and RANK. While HVEM was detectable
on all lymphocyte populations of patients as well as HD, RANK levels appeared to be specifically
upregulated on NK cells of BC and CC patients. Of note, RANK surface levels were significantly
higher on CD56%™ as compared to CD56"18" NK cells, which exert at least partially differing roles
and effector functions in antitumor immunity (Figure 1D; BC, p = 0.0054 and CC, p < 0.0001; both

Student’s ¢ test).

Table 1. Patient characteristics.

30f15

BC Patients CC Patients
Patient Characteristics Count % Patient Characteristics Count %
total no. of patients 9 100 total no. of patients 11 100
age (years) age (years)
mean 66 mean 63
range 58-81 range 47-79
sex of patients sex of patients
female 9 100 female 4 36.4
male 0 0 male 7 63.6
UICC stage UICC stage
I 3 33.3 1 0 0
I 1 11.1 1I 0 0
I 0 0 1 0 0
v 5 55.6 v 11 100
receptor status cytogenetic
Her2 5 55.6 Ras mutation 4 36.4
HR 6 66.7 MsSI 0 0
Her2 1 9
PIK3C 1 9
SMADA4 1 9
TP53 2 18
BRAF 1 9
no. treatment r(teglmens exposed no. treatment regimens exposed to
1 5 55.6 1 2 18.2
2 1 11.1 2 5 45.4
>3 3 33.3 >3 4 36.4
thromboembolic event 1 11.1 thromboembolic event 2 18.2

BC, breast cancer; no., number; UICC, Union Internationale Contre le Cancer; Her2, human epidermal growth factor
receptor 2; HR, hormone receptor; CC, colorectal cancer; MSI, microsatellite instability; PIK3C, phosphatidylinositol
3-kinase; SMAD4, SMAD family member 4; TP53, tumor protein 53; BRAF, v-raf murine sarcoma viral oncogene

homolog B.
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Figure 1. Expression of TNFR family molecules on PBMC subpopulations. (A,C,D) CD40, GITR,
HVEM, OX40, and RANK surface expression on PBMC subpopulations from BC and CC patients and
HD were investigated by flow cytometry (n = 6, 6, and 9, respectively). (A) The percentage of surface
expression is indicated. (B) PBMC from five HD were freshly isolated or cultured without treatment
for three days and CD40, GITR, HVEM, OX40, and RANK surface expression was determined by flow
cytometry. Results were comparatively analyzed as follows: “percent surface expression of cultured

PBMC” — “percent surface expression of freshly isolated PBMC”. The net modulation is depicted as

heatmap. (C) Heatmap analysis of the surface expression profiles among PBMC of individual patients

(disease stage as described in Table 1) and HD investigated. (D) The percentage of RANK surface
expression on CD56P"8M and CD564™ NK cell subsets is displayed. (A,D) Median values of the

respective group are depicted. Statistically significantly different results (p < 0.05) are indicated by *.
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2.2. Functional Effects of the RANK/RANKL Axis in NK Cell Reactivity Against Solid Tumors

The analyses described above point to a potential role of RANK in NK cell-mediated
immunosurveillance of solid tumors. We thus assessed RANK expression on NK cells of the cancer
patients and HD as well as the NK cell line NK92 and ex vivo preactivated polyclonal NK (pNK)
cells that are presently evaluated for cancer treatment [21-23]. While NK cells from HD, alike NK92
cells, displayed no or only minimal percentage of RANK-positive cells, BC and CC patients were
found to have more than 70% RANK-positive NK cells (Figure 2A). Substantial expression of RANK
was also observed with pNK cells, which were used in subsequent functional experiments since
access to primary cells from cancer patients is limited. Notably, since RANK levels on pNK cells from
different donors varied substantially, assays were performed with pNK cells displaying expression
levels comparable to those from BC and CC patients.

To elucidate the functional relevance of RANK, NK cells were cultured with breast (MCEF-7) or
colorectal (HCT 116) cancer cells in the presence or absence of recombinant human RANKL (rhRANKL)
to facilitate RANK triggering (Figure 2B). Analysis of culture supernatants revealed that the presence
of tumor cells markedly induced IFNy production by NK cells, which constitutes an important
effector mechanism by which NK cells shape adaptive immune responses and contribute to tumor
immunosurveillance. RANK signaling significantly reduced cytokine release in this experimental
setting when RANK-positive pNK cells were used as effectors (MCF-7, p = 0.0003; HCT 116, p = 0.0047;
both Student’s t test), while no effects were observed with the RANK-negative NK92 cells.

MCF-7 HCT 116
1000 * 600 *
K]
@ —
o |
2 <
2 = 500 300
& Z
¥ i
= ™
<
o
= 0 0
pNK + + + + + o+
tumor cells + o+ + +
rhRANKL -+ -+
C MCF-7 HCT 116
4000 8000
5
3 )
2 ’ E
T 3 £ 2000 4000
>
~ z
L i
(3]
=
| 0 0
0 24 48 72 NK92 + + + + + +
tumor cells - + + + o+
Time [h] rhRANKL -+ - 4

O MCF-7 + pNK

V MCF-7 + pNK + hRANKL
Figure 2. Expression of RANK and functional role of the RANK/RANKL axis in NK cell reactivity
against solid tumors. (A) RANK surface expression on NK92 cells, pNK cells, and NK cells among
PBMC from BC and CC patients and HD was investigated by flow cytometry (n =1, 14, 6, 6, and 9,
respectively). Median values of the respective group are depicted. (B) pNK (upper panel) or NK92
cells (lower panel) were cultured in the presence or absence of the indicated tumor cells and thRANKL
(125 ng/mL). IFNYy levels in culture supernatants were determined by ELISA after 24 h. (C) pNK cells
were co-cultured with MCF-7 cells in the presence or absence of thRANKL (125 ng/mL). The effect of
NK cell reactivity on tumor cell proliferation/survival was assessed by xCELLigence RTCA for 72 h.
Results are shown as electrical impedance signal (given as cell index). (B,C) Representative data of
one experiment from a total of at least three with similar results are shown. Statistically significantly
different results (p < 0.05) are indicated by *.
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Next we determined the effect of RANK signaling on cancer cell proliferation in the presence of
NK cells. To this end, MCF-7 breast cancer cells were cultured with or without pNK cells in the presence
or absence of thRANKL, which revealed significantly more pronounced tumor cell proliferation upon
RANK signaling (Figure 2C; p < 0.0001, Wilcoxon signed-rank test). Of note, treatment of MCF-7 cells
with thRANKL alone had no relevant effects on the survival/proliferation of the breast cancer cells
(Supplementary Figure S1A). These data indicate that RANK triggering protects cancer cells from NK
cell attack.

2.3. Expression of TNF Family Members on Platelets

As platelets protect tumor cells from NK cell attack and TNFR family members like the
GITR/GITRL molecule system contribute to the same, we next assessed the expression pattern of the
immunomodulatory TNF family members CD40L, GITRL, LIGHT, OX40L, and RANKL on platelets
from BC and CC patients as well as HD. Exemplary results are shown in Figure 3A. Combined
analysis of data obtained with platelets of ten HD revealed expression levels of CD40L, GITRL, OX40L,
and RANKL (Figure 3B). No relevant LIGHT expression was detected on platelets, which indicates
that the LIGHT/HVEM axis may not act as major mediator of platelet-mediated immune privilege
despite the high HVEM expression observed on the lymphocyte populations from BC and CC patients
(see Figure 1).

Analysis of the specific expression patterns of the TNF family molecules on platelets of the
individual patients and HD, considered by us as specific phenotypic imprint, revealed, alike in the
analyses of the lymphocyte populations, a profound inter-individual variability (Figure 3C). When
the expression of the different TNF family molecules on platelets from BC and CC patients and
HD was comparatively analyzed, we surprisingly found that, except for CD40L in CC, median
relative expression of all analyzed molecules was slightly lower on platelets from BC and CC patients
compared to median results obtained with HD (Figure 3D; BC, OX40L, p = 0.0418; Kruskal-Wallis test
with subsequent Dunnett’s multiple comparisons test). This is seemingly in contrast to available data
that many TNF family members are upregulated on platelets following their stimulation including
interaction with tumor cells [16].

To determine whether and how CD40L, GITRL, LIGHT, OX40L, and RANKL expression was
influenced upon stimulation, platelets were either left untreated or were activated with thrombin
(Figure 3E). Combined analysis of platelets from HD revealed no relevant induction of LIGHT and
CD40L upon activation, while GITRL, RANKL and in particular OX40L appeared to be upregulated.
These data point to an involvement of immunomodulatory TNF family members expressed by platelets
in cancer pathophysiology.
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Figure 3. Expression of TNF family molecules on platelets. (A-D) CD40L, GITRL, LIGHT, OX40L, and
RANKL surface expression on resting platelets from BC and CC patients and HD were investigated
by flow cytometry after fixation with 2% paraformaldehyde (1 = 9, 11, and 10, respectively).
(A) Representative results obtained from BC and CC patients and HD are shown. (B) The percentage of
surface expression on platelets from HD is indicated. (C) Heatmap analysis of the expression profiles
among the platelets of individual patients (disease stage as described in Table 1) and HD investigated.
(D) Relative surface expression on platelets from BC and CC patients compared to HD is depicted. For
combined analysis, the median percentage of positive platelets obtained from HD was set to 1 for each
individual TNF family molecule analyzed (dotted lines). (E) The percentage of CD40L, GITRL, LIGHT,
OX40L, and RANKL surface expression on resting (R) or activated (exposure to thrombin for 1 min, A)
platelets from HD was analyzed by flow cytometry after fixation with 2% paraformaldehyde (R, n = 10;
A, n =6). (B,D) Median values of the respective group are depicted. (D,E) Statistically significantly
different results (p < 0.05) are indicated by *.

2.4. Functional Effect of Platelet-Derived RANKL on NK Reactivity

Based on the expression of RANK and RANKL on NK cells and platelets of cancer patients,
respectively, and the observed impairment of NK reactivity upon RANK triggering, we reasoned
that RANK/RANKL interaction may contribute to the escape of cancer cells from NK cell
immunosurveillance. To elucidate the specific contribution of platelet-derived RANKL in this context,
MCF-7 and HCT 116 cancer cells, which lacked relevant endogenous RANKL expression, were
employed in functional analyses with NK cells in the presence or absence of platelets (Figure 4A).
In line with previous data by us and others [2,12,15,16], both MCF-7 and HCT 116 tumor cells were
rapidly coated upon the encounter of platelets. Moreover, substantial RANKL pseudo- expression
was observed on tumor cells when they were platelet-coated (Figure 4B). The presence of tumor cells
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induced production of IFNy by NK cells, and this was significantly reduced when the malignant
cells previously had encountered platelets (Figure 4C; MCF-7, p = 0.0177; HCT 116, p = 0.0006; both
Student’s ¢ test). Similarly, a protective effect of the platelets was also observed with regard to tumor
cell survival/proliferation (Figure 4D; p < 0.0001; Wilcoxon signed-rank test). Of note, NK cell/platelet
co-culture supernatants and those from rhRANKL-treated NK cells were found not to have relevant
effects on the growth of MCF-7 cells (Supplementary Figure S1B).

To determine the particular relevance of RANKL in platelet-mediated tumor immune privilege,
we next conducted the functional analyses in the presence of the RANKL-neutralizing antibody
denosumab [24,25] (Figure 4E,F). When the effect of blocking platelet-derived RANKL on tumor cell
proliferation/survival was determined, a statistically significant albeit not relevant effect of denosumab
was observed as compared to the application of a respective isotype control (p < 0.0001; Wilcoxon
signed-rank test). This was in clear contrast to the pronounced effect of RANKL-blockade on NK cell
IFNYy production, where denosumab treatment restored NK cell effector function as compared to the
control (MCEF-7, p = 0.0195; HCT 116, p = 0.0058; both Student’s ¢ test).

The effect of denosumab was in fact due to disruption of the platelet-derived RANKL/RANK axis,
since no influence on NK cell reactivity was observed with the RANK-negative NK92 cells (Figure 4G).
Of note, RANKL-blockade and not Fc part-mediated effects augmented NK reactivity against solid
tumors as functional analyses in the presence of denosumab were found not to alter cytokine release
when RANK-negative pNK cells were used in the co-culture (Supplementary Figure S2A,B). Altogether,
our data demonstrate that platelet-derived RANKL impairs NK cell antitumor reactivity with a less
pronounced effect on cytotoxicity compared to production of IFNYy as second major effector mechanism
by which NK cells contribute to tumor immunosurveillance.
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Figure 4. Functional role of platelet-derived RANKL in NK cell reactivity against solid tumors.
(A) RANKL surface expression on the indicated tumor cells was investigated by flow cytometry.
(B-G) The indicated tumor cells were incubated in the presence or absence of platelets from HD.
Coating was performed as described in the Materials and Methods section. (B) RANKL and CD41a
surface expression on the indicated platelet-coated tumor cells was investigated by flow cytometry.
(C) pNK cells were cultured in the presence or absence of the indicated tumor cells and platelets from
HD. IENY levels in the culture supernatants were determined by ELISA after 24 h. (D) pNK cells were
co-cultured with MCF-7 cells in the presence or absence of platelets from HD. The effect of NK cell
reactivity on tumor cell proliferation/survival was assessed by xCELLigence RTCA for 72 h. Results
are shown as electrical impedance signal (given as normalized cell index). Cell index was normalized
after addition of NK cells to the tumor cells. (E) pNK cells were cultured in the presence or absence
of the indicated tumor cells and platelets from HD. Where denoted, denosumab (10 pug/mL) or the
respective isotype control was applied. IFNY levels in the culture supernatants were determined by
ELISA after 24 h. (F) pNK cells were treated as indicated in (E) and analyzed as in (D). (G) NK92 cells
were treated and analyzed as described in (E). (C-G) Representative data of one experiment from a
total of at least three with similar results are shown. Statistically significantly different results (p < 0.05)
are indicated by *.

3. Discussion

RANKL and its cognate receptors RANK and osteoprotegerin play a key role in regulating bone
metabolism [26]. Besides maintaining bone turnover in normal bone physiology, RANK also mediates
osteolytic lesions in the context of metastatic cancer disease [27]. However, the RANK/RANKL axis
affects cellular functions far beyond bone metabolism, among which the involvement in malignant
disease, especially in solid tumors, is increasingly appreciated [19,28]. This is exemplified by the
elegant work of Tan and coworkers, who showed that tumor-infiltrating regulatory T cells facilitate
breast cancer metastasis via RANK/RANKL interaction [29]. Metastasis formation is a complex
process which is largely influenced by various factors including the tumor microenvironment and
cancer-cell-intrinsic processes, but also by platelets and immune cells including NK cells [6]. We report
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here that the RANK/RANKL system may influence NK cell-mediated immunosurveillance of solid
tumor cells following the interaction of the latter with platelets.

In a panel of TNFR family members, RANK was found to be specifically upregulated on NK cells
of patients with solid tumors as compared to healthy individuals. This is in line with previous data
that various TNF and TNFR family members are upregulated on NK cells in the context of malignant
disease, where they modulate antitumor reactivity upon interaction with their cognate counterparts
on tumor cells [30,31]. RANKL was recently reported to be expressed on platelets, prompting us to
comparatively assess the expression of this and other TNF family members on platelets of cancer
patients and healthy donors [17]. The expression profile of the investigated ligands varied a lot among
different patients, alike that of their respective receptors on the lymphocytes. This extends available
data on the expression of TNF family molecules on platelets [32-34]. No difference regarding the
activation level of platelets ex vivo from patients with different stages of disease was observed which
may be due to the relatively small number of cases in our cohort studied. Interestingly, platelets
from cancer patients displayed lower levels of the TNF family ligands despite the fact that activation,
which should occur upon interaction with malignant cells, generally results in enhanced surface
expression. Potential explanations for this seemingly counterintuitive finding could be provided by a
reprogrammed megakaryopoiesis that occurs in cancer patients [35]. In addition, TNF family members
can be shed from the ligand expressing cells following interaction with their cognate receptor [36],
and this may be facilitated by the reportedly higher levels of proteolytic matrix metalloproteases
detectable on platelets from patients with metastasized disease compared to healthy controls [13].
While further work is required to unravel the mechanisms, based on our observation that cancer
patients display a highly patient-specific phenotypic imprint, specific expression patterns of the
investigated molecules and particularly RANK/RANKL on lymphocytes and platelets, it is tempting
to speculate that this “immunologic phenotype” may influence disease pathophysiology and could
serve as further prognostic factor when established and correlated with disease progression upon
analysis of a larger patient cohort.

Our findings that RANK triggering impaired NK cell reactivity against solid tumor cells extend
our previous data on the role of the RANK/RANKL axis in hematopoietic malignancies [19]. Notably,
the solid cancer cells do not have to express RANKL themselves to evade NK cell immunity [37],
but rather acquire RANKL-mediated immune privilege upon coating by platelets, which facilitates
activation of the latter and thus leads to increased expression of platelet-derived RANKL levels.
Platelet-derived RANKL then impairs NK antitumor reactivity with a more pronounced effect on IFNy
production as compared to cytotoxicity, which is again in line with observations on the differential
effect of RANK/RANKL interaction on NK reactivity in hematological malignancies. Notably, release
of IFNy by NK cells in response to tumor cells that is reinforced by denosumab treatment not only
may mediate direct antitumor effects but also stimulates subsequent adaptive immune responses.
In this context it is of particular interest that effects of denosumab occur very early, as confirmed by
our ELISA of supernatants obtained after 24 hours of co-culture. The fact that denosumab, which
is approved for treatment of osteoporosis and skeletal-related events in cancer patients, restored
platelet-mediated suppression of NK reactivity not only confirmed the specific involvement of RANKL;
it also provides a potential explanation for recent clinical findings obtained upon application of
denosumab for prevention of skeletal-related events in breast cancer patients, which suggest that
denosumab treatment may influence disease-free survival [28]. While these findings and our data
certainly require additional investigation, drug repurposing of denosumab for prevention of metastatic
events is appealing since it can be readily translated to the clinic due to its availability. Considering
that presently multiple approaches evaluate the clinical efficacy of ex vivo expanded/activated NK
cells upon adoptive transfer [21,22] the possibility to reinforce NK reactivity by RANKL blockade is
particularly attractive, since we found that ex vivo expanded pNK cells express high RANK levels
that, upon interaction with RANKL, inhibit their reactivity.
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Altogether, we provide evidence for a new modality of platelet-mediated immune escape of
solid tumors. Our findings open up new roads to use denosumab, alone or in combination with NK
cell transfer, for cancer therapy, even if substantial further preclinical work is required before cancer
patients ultimately may benefit from our observations.

4. Materials and Methods

4.1. Reagents

Recombinant human RANKL (rhRANKL) was from PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA).
Paraformaldehyde was from Affymetrix (Santa Clara, CA, USA). Thrombin was obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Denosumab was from Amgen (Thousand Oaks, CA, USA).
The respective isotype control was purchased from Sigma-Aldrich. Anti-CD40L antibody was
from BioLegend (San Diego, CA, USA), the anti-CD40-PE conjugate was from BD Pharmingen
(San Diego, CA, USA). Anti-GITR, anti-GITRL, anti-HVEM, and anti-LIGHT antibodies were from
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Anti-OX40 and anti-OX40L antibodies were from Ancell
Corporation (Bayport, MN, USA). For staining of RANK, a recombinant Fc-RANKL was produced as
described [38], the corresponding isotype control was purchased from R&D Systems and both were
biotinylated with the One-step biotinylation kit according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Anti-RANKL antibody was from Acris Antibodies (Herford,
Germany). The respective isotype controls were from BioLegend or BD Pharmingen. CD19-FITC,
CD41a-PeCy5, and CD62P-FITC were from BD Pharmingen, CD3-APC/Fire and CD56-PECy7 were
obtained from BioLegend. The goat anti-mouse PE conjugate was from Dako (Glostrup, Denmark),
the streptavidin-PE conjugate was from BD Pharmingen. Dead cells were excluded using Fixable
Aqua (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) after extracellular staining according to the manufacturer’s
instructions. KPL TMB Microwell Peroxidase Substrate System (2-C) was obtained from SeraCare
Life Science (Milford, MA, USA), Streptavidin-Poly-HRP20 Conjugate was from Fitzgerald Industries
International (North Acton, MA, USA). Bicoll Separating Solution was purchased from Biochrom AG
(Berlin, Germany).

4.2. Cell Lines

The tumor cell lines MCF-7 and HCT 116 were from German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures (Braunschweig, Germany). The NK cell line NK92MI2 (in the following named NK92)
was kindly provided by K. Dennehy (Institute for Medical Virology, University Hospital Tuebingen,
Tuebingen, Germany) [39,40].

4.3. Patients

Blood samples of patients with colorectal carcinoma or breast cancer were obtained after written
informed consent in accordance with the Helsinki protocol, and the study was performed according to
the guidelines of the local Ethics Committee. Patients comprised 9 cases of breast cancer and 11 cases
of colorectal carcinoma. For further patient characteristics see Table 1. The study was approved by IRB
(ethics committee of the Faculty of Medicine of the Eberhard Karls Universitdt Tuebingen) and of the
University Hospital Tuebingen and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki;
reference number 456/2017BO2, approval date was 21 September 2017.

4.4. Preparation of PBMC, NK Cells, and Platelets

PBMC were isolated by Ficoll/Bicoll density gradient centrifugation of blood from healthy
volunteers and where indicated, cultured for three days in RPMI-1640 medium containing GlutaMAX
and 25 mM HEPES supplemented with 10% FCS and 1% penicillin/streptomycin. pNK cells
were generated by culturing non-plastic adherent PBMC from HD with K562-41BBL-IL15 feeder
cells obtained from St. Jude’s Children’s Research Hospital (Memphis, TN, USA) as described
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previously [41]. pNK cells with a RANK surface expression above 70% were used for functional
experiments which were performed when purity of NK cells (CD56"CD3~) was >90%. Platelets
were obtained as described previously [12]. For platelet activation, 0.2 IU/mL thrombin was added
to washed platelets and the suspension was shaken gently for 1 min. Subsequent fixation with 2%
paraformaldehyde for 10 min was followed by two washing steps with PBS containing 1% FCS.
Platelets were obtained from HD not taking any medication for at least 10 d before blood collection.

4.5. Treatment of Tumor Cells with Platelets

Tumor cells lines were coated with platelets as described previously with slight
modifications [3,16]. In brief, tumor cells were incubated with washed platelets at a total of 50,000
platelets /L for 30 min at 37 °C. For investigation of NK cell cytotoxicity, tumor cells were washed
afterwards to remove surplus platelets and soluble factors.

4.6. Flow Cytometry

Flow cytometry was performed using fluorescence-conjugates or unlabeled /biotinylated mAb at
saturating concentrations followed by a goat anti-mouse PE conjugate or a streptavidin-PE conjugate
(both 1:100) as secondary antibodies. Analysis was performed using a FACS Canto or a FACS Fortessa
(both BD Biosciences, Heidelberg, Germany). Percent positive cells were calculated as follows: “percent
surface expression obtained with specific antibody” — “percent surface expression obtained with
isotype control”. B cells were characterized by CD19*, T cells by CD3*, and NK cells by CD56*CD3™.
Platelets were selected by CD41a* and CD62P~ (resting) or CD62P* (activated).

4.7. Cytotoxicity Assay

Tumor cells were co-cultured with pNK cells in the presence or absence of the indicated
compounds in 96-well plates (E-Plate 96, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) at 10,000 tumor
cells/well. Effector to target cell ratio was 2.5:1. Real-time cell analysis was performed at 30 min
intervals during a 72 h observation period using the xCELLigence RTCA system (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany). If not indicated otherwise, values are depicting means of technical
triplicates with standard deviation.

4.8. Determination of IFN~y

IFNY levels were analyzed by ELISA using the ELISA mAb set from Thermo Scientific (Rockford,
IL, USA) according to manufacturer’s instructions. If not indicated otherwise, values are depicting
means of technical triplicates with standard deviation.

4.9. Statistics

The 95% confidence level was used and p-values were calculated with a Student’s f test in the
case of normally distributed data. Significance of not normally distributed data was calculated with
a Wilcoxon signed-rank test. Multiple comparisons were performed using an ordinary one-way
ANOVA for normally distributed data or a Kruskal-Wallis test for not normally distributed data with
subsequent Dunnett’s multiple comparisons test.

5. Conclusions

Here we report on a novel mechanism of immune evasion mediated by platelets. Our data also
provide a functional explanation for recent clinical observations that neutralization of RANKL by
denosumab, beyond protection from bone loss, prolongs disease-free survival in patients with solid
tumors as observed in breast cancer.
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6. Patents

Helmut R. Salih and Stefanie Maurer are inventors on a patent from the University of Tuebingen
that involves the role of platelet-derived RANKL in tumor immunity and its therapeutic modulation.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com/2072-6694/11/3/277/s1,
Figure S1: thRANKL and NK cell/platelet-derived factors do not affect survival/proliferation of tumor cells,
Figure S2: Denosumab does not affect NK cell reactivity via its Fc part.
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RANKL

Kim L. Clar, Clemens Hinterleitner, Pascal Schneider, Helmut R. Salih and Stefanie Maurer

A B

normalized MCF-7
cell index
w
[
normalized MCF-7
cell index
F-N
F-N

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
Time [h] Time [h) Time [h)

W MCF-7 W MCF-7 B MCF-7
V MCF-7 + thRANKL 0O MCF-7 + pNK 0O MCF-7 + pNK
V MCF-7 + pNK + rhRANKL V MCF-7 + pNK + platelets

Figure S1. rhRANKL and NK cell/platelet-derived factors do not affect survival/proliferation of
tumor cells. (A) MCEF-7 cells were cultured in the presence or absence of thRANKL (125 ng/mL).
Tumor cell proliferation/survival was assessed by xCELLigence RTCA over 72 h. Results are shown
as electrical impedance signal (given as cell index normalized after addition of thRANKL to the
tumor cells). (B) pNK cells were cultured in the presence or absence of 50,000 platelets/uL or
rhRANKL (125 ng/mL) for 24 h. Then culture supernatants were collected and added to MCF-7 cell
cultures at a ratio of 1:1. Tumor cell proliferation/survival was then analyzed as described in (A).
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Figure S2. Denosumab does not affect NK cell reactivity via its Fc part. To exclude that denosumab
affected NK reactivity by other mechanisms than RANKL neutralization, pNK cells lacking RANK
expression as determined by flow cytometry (A) were cultured in the presence or absence of the
HCT 116 tumor cells and platelets from HD. Where indicated, denosumab (10 pg/mL) or the

respective isotype control was applied. IFNY levels in the culture supernatants were determined by
ELISA after 24 h (B).
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Simple Summary: Acute myeloid leukemia (AML) is the most common form of acute leukemia
in adults. Despite the emergence of new therapeutic agents in recent years, curation remains
challenging, and new and better treatment options are needed. In the present study, we investigated
the expression, prognostic significance, and functional role of the Receptor Activator of Nuclear
Factor-«B (RANK) in AML. We found that RANK is expressed on leukemic cells in a substantial
proportion of AML patients and is associated with a dismal disease course. We further demonstrated
that signaling via RANK induces release of factors that favor AML cell survival and confers resistance
to chemotherapeutics in AML treatment. Together, our findings identify RANK as novel prognostic
marker and putative candidate for therapeutic intervention in AML to enhance response to treatment.

Abstract: Although treatment options of acute myeloid leukemia (AML) have improved over the
recent years, prognosis remains poor. Better understanding of the molecular mechanisms influencing
and predicting treatment efficacy may improve disease control and outcome. Here we studied the
expression, prognostic relevance and functional role of the tumor necrosis factor receptor (TNFR)
family member Receptor Activator of Nuclear Factor (NF)-«B (RANK) in AML. We conducted an
experimental ex vivo study using leukemic cells of 54 AML patients. Substantial surface expression
of RANK was detected on primary AML cells in 35% of the analyzed patients. We further found
that RANK signaling induced the release of cytokines acting as growth and survival factors for the
leukemic cells and mediated resistance of AML cells to treatment with doxorubicin and cytarabine,
the most commonly used cytostatic compounds in AML treatment. In line, RANK expression
correlated with a dismal disease course as revealed by reduced overall survival. Together, our results
show that RANK plays a yet unrecognized role in AML pathophysiology and resistance to treatment,
and identify RANK as “functional” prognostic marker in AML. Therapeutic modulation of RANK
holds promise to improve treatment response in AML patients.

Keywords: RANK; AML; chemotherapy resistance; cytarabine; doxorubicin; prognosis

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common form of acute leukemia in
adults and characterized by a clonal expansion of myeloid precursor cells with a reduced
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capacity to differentiate [1,2]. Untreated, AML leads to death within months after first
symptoms [3]. Combinatorial chemotherapy, mostly using a pyrimidine analog together
with an anthracycline, made this previously incurable disease medicable [4], and response
to therapy strongly correlates with patient outcome [5]. Nevertheless, curation remains
challenging and complications, such as refractory disease and relapse caused by treatment-
resistant cells, lead to a poor prognosis with an average 5-year survival rate of 30% [6,7].
Despite the development and approval of several new therapeutic agents in recent years,
AML-related deaths are expected to almost double worldwide by 2040 [8]. This underlines
the high medical need of patients and the necessity to develop better treatment options
based on the discovery of novel druggable targets [9,10].

The members of the tumor necrosis factor (TNF)/tumor necrosis factor receptor
(TNFR) superfamily are involved in activation, proliferation, differentiation and cell death
of various cell types [11]. The TNFR family member Receptor Activator of Nuclear Factor
(NF)-xB (RANK) is best known for its crucial role in regulating bone remodeling [12,13].
In healthy as well as in malignant cells of the hematopoietic system, the RANK/RANKL
molecule system was further shown to affect cellular functions [14-16], and involvement in
metastasis of different cancer entities has been reported [17-22]. So far, nothing is known
regarding the expression and function of RANK in AML. We here studied the expression of
RANK in AML and its functional relevance for leukemia cell cytokine production, survival
and treatment resistance.

2. Materials and Methods
2.1. Patient Samples

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) collected from blood of AML patients
at diagnosis and from bone marrow (BM) of healthy volunteers were isolated by density
gradient centrifugation. Informed consent was obtained from all individuals in accordance
with the Declaration of Helsinki protocol. Viably frozen cells were freshly thawed prior
to each experiment. To avoid potential artifacts by further purification, only PBMCs of
patients with >85% blast count according to differential blood count in blood smears were
used in functional analyses. The study was performed according to the guidelines of the
local ethics committee (vote 13/2007V) and all relevant ethical regulations were considered.

2.2. Cell Lines

AML cell lines (HL-60, NB-4, THP-1) were obtained from German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany) and tested for mycoplasma
contamination by PCR. Authenticity was assessed by routine validation of the respective
immunophenotype described by the provider using flow cytometry.

2.3. Quantitative PCR

Amplification of RANK cDNA was performed post RNA isolation from AML cell
lines and patient samples with >85% blast count using the High Pure RNA Isolation
Kit (Roche, Mannheim, Germany) and transcription into cDNA using cDNA Synthe-
sis FastGene® Scriptase II 5x ReadyMix (NIPPON Genetics Europe, Dueren, Germany).
qPCRBIO SyGreen Mix (PCR Biosystems, London, UK) on a LightCycler® 480 instru-
ment was utilized. The following primers were employed for quantitative PCR of RANK
(accession number NM_001270949.2; http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ (accessed
on 27 July 2021)), 5'-CCCGTTGCAGCTCAA-3' and 5'-GCATTTGTCCGTGGAGGAA-3'
(85 bp). 18S ribosomal RNA (RRN18S) was detected by Hs_RRN185_1_SG QuantiTect
Primer Assay (Qiagen, Hilden, Germany). Abundance of RANK mRNA was calculated
using delta-Ct method relative to RRN18S expression.

2.4. Analysis of the RANK Expression on the Cell Surface

Fluorescent conjugates targeting human (h)RANK (clone 80704, R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA), CD33, CD117 (both Biolegend; San Diego, CA, USA), CD13 (DAKO,
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Santa Clara, CA, USA), CD34, 7AAD (both BD Biosciences, Heidelberg, Germany) were
used. RANK expression was detected by flow cytometry using mIgG1-PE (BD Biosciences)
as isotype control. Analysis was performed on a FACSCanto™ II or a FACS LSRFortessa™
instrument (both BD Biosciences). Specific fluorescence indices (SFI) were calculated as fol-
lows: “median fluorescence intensity obtained with specific monoclonal antibody (mAb)”
divided by “median fluorescence intensity obtained with isotype control”. Surface positiv-
ity was defined as SFI > 1.5.

2.5. Cell Viability Assay

PBMC of AML patients were incubated as previously described [23] in the presence
or absence of recombinant Fc-hRANKL fusion protein (15 ug/mL, containing amino acids
152-317 of RANKL, produced as described in [24]) or rhIgG1-Fc (R&D) as isotype control
for 24 h. Absence of endotoxins in recombinant proteins was confirmed by ENDONEXT™
EndoZyme® II assay (bioMérieux, Nuertingen, Germany) prior to functional analyses.
Where indicated, cells were additionally incubated with doxorubicin (1.25 pM) and cytara-
bine (10 uM; both Selleckchem, Houston, TX, USA) for 24 h and 72 h, respectively. Cell
viability was measured as Relative Light Units (RLU) using the CellTiterGlo® Luminescent
Cell Viability Assay (CTG) on a GloMax® microplate reader (both Promega, Madison, WI,
USA) according to manufacturer’s instructions.

2.6. Measurement of Transmembrane Potential and Activation of Caspase-3

AML patient-PBMC were cultured at 5 x 10° cells per well in a 96-well plate (CELLSTAR®
U-Bottom, Greiner Bio-One; Frickenhausen, Germany) and left untreated or were treated
with Fc-hRANKL (15 ug/mL) or rhigG1-Fc as isotype control. After 24 h, therapeutics
(doxorubicin, 5 uM; cytarabine, 10 uM) were added as described in the section Cell Viability
Assay. Mitochondrial membrane potential was determined in AML cells after incubation
with doxorubicin and cytarabine for 24 h and 72 h, respectively, by staining with TMRE
(tetramethylrodamine ethyl ester) according to manufacturer’s instructions. For determina-
tion of caspase-3 activity in AML cells, PBMC were stained with LIVE/DEAD™ Fixable
Aqua (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The subsequent intracellular staining
of active caspase-3 was performed as previously described [23]. Samples were analyzed
on a FACS LSRFortessa™ using a high throughput sampler (both BD Biosciences). Latex
beads (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) were used to obtain uniform measurement
numbers for all samples.

2.7. Measurement of Cytokine Induction

The experimental setup was chosen as described in the section Measurement of Trans-
membrane Potential and Activation of Caspase-3, except for treatment with chemothera-
peutic agents. To analyze cytokine induction, supernatants were collected and analyzed for
IL-6, IL-8, TNF and IL-10 using LEGENDplex™ assays (Biolegend, San Diego, CA, USA)
according to manufacturer’s instructions.

Intracellular levels of IL-6 and IL-8 were flow cytometrically determined in Fixable
Aqua~ CD33* cells using the BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit with
an anti-IL-6-PE and anti-IL-8-PE antibody or mIgG1-PE as isotype control using a BD
FACSCanto™ II (all BD Biosciences).

2.8. Statistics

Unless otherwise specified, data are presented as mean with standard deviation,
median and box plots with min/max whiskers. For combined data, the number of patients
examined is noted accordingly. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 9.1.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). To analyze normality distribution,
Shapiro-Wilk normality test was applied. Comparison of individual groups was done by
a 2-tailed paired Student’s t-test or a Wilcoxon matched-pairs signed rank test, unpaired
data were compared using a 2-tailed unpaired Mann-Whitney test or a Kruskal-Wallis test
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followed by Dunn’s multiple comparisons test. Association of mRNA and SFI levels as
well as proportion of RANK* cells and WBC counts were analyzed using Spearman’s rank
correlation coefficient. Survival of AML patients was analyzed by Kaplan-Meier method
with log-rank test to estimate survival differences between the groups. Cut-off values for
separation of individuals into RANKM8" and RANK!°Y were determined using receiver
operating characteristic (ROC) analysis in JMP® Pro 14.2 (SAS, Heidelberg, Germany) and
were defined through value of highest Youden’s index. p-values of < 0.05 were considered
statistically significant.

3. Results
3.1. RANK Is Expressed by AML Cells

As a first step, we analyzed various AML cell lines to determine whether RANK
is expressed on these malignant hematopoietic cells. Flow cytometric analyses of the
AML cell lines HL-60, NB-4 and THP-1 revealed different levels of surface positivity
(Figure 1A). RANK expression was also confirmed by determination of mRNA levels using
quantitative PCR (Figure 1B). Next, we analyzed leukemic cells of AML patients and found
that also primary AML cells express substantial levels of RANK on the cell surface (top
row), whereas CD34* hematopoietic progenitor cells contained in BM of healthy donors
(bottom row) did not display relevant expression (Figure 1C). A high interindividual
variation with regards to RANK expression was observed between the different patients;
individual SFI levels as well as the proportion of RANK* among leukemic cells and
clinical characteristics of the patients are summarized in Table 1. Among the investigated
patients, 31/54 (57%) showed RANK expression on at least 10% of the blasts (Figure 1D),
and 19/54 (35%) expressed SFI levels of at least 1.5 as the defined threshold for surface
positivity (Figure 1E). Expression was again confirmed by analysis of RANK mRNA levels
using quantitative PCR (Figure 1F). No correlation between RANK mRNA and surface
levels was observed in the patients, which points to posttranscriptional / posttranslational
mechanisms that influence RANK surface expression (Figure 1G; Spearman correlation
coefficient, Rs = —0.39). Notably, this phenomenon has also been observed for several other
members of the TNF/TNFR superfamily including RANKL, GITR/L, OX40 and BAFF
by us and other investigators [14,25-27]. Altogether, our data demonstrate that RANK is
expressed in a substantial proportion of AML cases.

Table 1. Patient characteristics and RANK expression.

RANK Age PBB WBC Hb Plt
UPN FAB ———— Sex ———— Karyotype
[%] [SFI] [Years] [%] [G/L] [G/dL] [G/L]
1 1.7 1.0 MO 46 M 97 46,XY 60.6 7.0 39
2 11.9 1.5 MO 83 M 90 48 XY, +X,+13 191.6 8.9 59
3 3.1 1.8 MO 68 M 93 ND 52.8 10.5 114
4 49 1.6 MO 65 M 85 46,XY 186.3 9 11
5 20.2 1.3 MO 90 F 97 complex 14.5 8.1 586
6 11.0 1.2 M1 40 M 100 complex 81.3 10.8 51
7 135 1.7 M1 69 M 86 46, XY 84.1 6.7 322
46,XX;

8 4.8 1.0 M1 21 F 95 46,XX,del(9)(q13q22) 84.0 7.1 30
9 2.6 1.1 M1 56 F 56 46,XX 52.0 12.1 9
10 3.0 1.1 M1 77 M 87 46,XY 116.0 7.3 57
11 9.0 15 M1 50 F 93 46,XX 267.8 8.0 18
12 1.3 1.1 M1 64 F 98 ND 222.2 9.2 44
13 1.6 1.1 M2 88 M 29 ND 454 8.9 81
14 18.0 1.1 M2 68 M 96 46,XY 85.5 9.5 146
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RANK Age PBB WBC Hb Plt
UPN FAB ——— ex Karyotype
[%] [SFI] [Years] [%] [G/L] [G/dL] [G/L]

15 9.3 1.2 M2 64 M 82 complex 338.5 8.1 19
16 5.9 1.1 M2 60 M 95 46,XY,+14 42.0 10.1 57
17 41.3 1.1 M2 71 F 89 47 XX,+11 16.4 8.6 18
18 3.8 2.6 M2 79 F 69 46,XX 21.5 7.0 14
19 35 1.1 M2 67 F 94 complex 112.7 10.6 137
20 21.5 1.3 M3 46 M 87 46,XY,t(15;17)(q22;q11~21) 8.42 9.9 40
21 23.6 1.5 M3 65 M 70 46,XY,1(15;17)(q22;q12) 7.0 9.7 27
22 6.0 1.1 M3 29 M 93 46,XY,t(15;17)(q22;q12) 21.6 7.1 61
23 9.3 1.0 M3 58 F 96 46,XX,1(15;17)(q22;q12) 42.1 8.4 17
24 79 1.0 M3 46 F 42 46,XX,t(15;17)(q24.1;,q21.2) 21.6 7.1 14
25 2.5 1.0 M4 30 F 90 complex 214.0 6.4 10
26 58.3 1.7 M4 64 F 91 46,XX 61.5 7.2 100
27 5.6 1.1 M4 71 M 97 47 XY,+11 87.1 7.5 23
28 94 1.0 M4 76 F 94 complex 140.9 12.0 70
29 9.3 1.2 M4 85 M 92 ND 183.2 8.9 64
30 112 1.1 M4 45 F 97 46,XX,t(1;3)(p36;q21)(22)  448.3 6.6 36
31 1.9 1.0 M4 62 M 91 complex 104.7 6.5 34
32 17.2 2.1 M4 83 F 95 46IXX'1%d)g<4)(p11)' 155.8 116 144
33 25.1 1.2 M4 36 M 95 46,XY 2074 6.1 55
34 60.0 1.9 M4 67 F 86 ND 315.9 8.2 34
35 42.5 1.6 M4 57 M 87 ND 333.7 94 293
36 40.9 1.3 M4 54 F 91 46,XX 17.2 10.6 167
37 2.7 1.0 M4 57 M 14 45,XY,inv(3)(q21.3926.2),—=7  26.2 10.4 252
38 57.0 1.6 M5 69 F 95 ND 274.9 7.1 47
39 35 1.1 M5 72 M 97 47 XY,+8; 46,XY 90.3 8.9 79
40 22.3 1.5 M5 65 M 91 ND 151.0 7.9 151
41 70.2 1.3 M5 76 M 93 complex 169.3 9.9 26
42 35.7 1.2 M5 54 M 89 46,XY,del(9)(q13q22) 97.1 8.1 73
43 74.3 2.0 M5 37 F 85 ND 126.8 9.7 41
44 81.8 1.2 M5 81 M 93 46,XY 61.3 11.7 72
45 14.3 1.2 M5 23 M 92 48,XY,+8,+13; 46, XY 153.5 6.7 44
46 28.7 1.2 M5 35 F 83 46,XX 45.4 8.9 81
47 65.7 1.5 M5 53 M 85 46,XY 105.6 8.1 35
48 49.5 1.5 M5 48 M 95 46,XY 54.6 6.8 190
49 22.0 1.3 M>5 70 M 90 46,XY 190.9 7.1 65
50 48.9 14 M5 32 M 98 complex 179.3 3.3 80
51 241 1.5 M5 71 M 94 complex 161.1 8.6 61
52 68.4 1.8 M5 68 M 95 46,XY 148.7 9.1 134
53 13.9 1.0 M5 41 F 92 46,XX 59.9 8.9 34
54 67.7 2.7 ND 49 M 96 ND 316.0 7.1 80

UPN, uniform patient number; SFI, specific fluorescence index; FAB; French-American-British classification; F, female; M, male; PBB,
peripheral blood blasts among nucleated cells; WBC, white blood count; Hb, hemoglobin; Plt, platelets; ND, not determined. Complex
karyotypes were defined as having 3 or more chromosome aberrations.
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Figure 1. RANK expression in AML. (A) RANK surface expression on AML cell lines HL-60, NB-4 and THP-1 was analyzed
by flow cytometry using the anti-RANK mAb FAB683P (shaded peaks) with mouse IgG1 serving as isotype control (open
peaks). (B) RANK expression was assessed by quantitative PCR and abundance of RANK mRNA was calculated using
delta-Ct method relative to RRN18S expression. (C) Exemplary results for RANK surface levels on PBMC of AML patients
with different FAB types (top row) and on CD34* hematopoietic progenitor cells contained in BM of healthy donors are
shown (bottom row; shaded peaks, anti-RANK mAb FAB683P; open peaks, isotype control). Numbers in histograms
represent uniform patient number (UPN) as shown in Table 1. (D,E) Combined results of RANK surface expression on
primary AML cells showing (D) the proportion of RANK™" cells (solid line, median; dotted line, 10% RANK™" cells) and
(E) SFI levels obtained by analysis of 54 patients (solid line, median; dotted line, SFI = 1.5 as defined threshold for surface
positivity). Malignant cells in all patients with <85% blast count were defined based on blast selection markers of each
individual patient. (F) RANK expression was assessed by quantitative PCR and abundance of RANK mRNA was calculated
using delta-Ct method relative to RRN18S expression. Exemplary results for relative mRNA levels of PBMC from AML
patients with different FAB types (MO, UPN 2; M1, UPN 11; M2, UPN 17; M3, UPN 22; M4, UPN 28; M5, UPN 49) are shown.
(G) Relative RANK mRNA levels of different AML patients (n = 19) are plotted against RANK SFI values.

3.2. RANK Induces Cytokines Involved in Pathophysiology and Promotes Metabolic Activity of
AML Cells

To determine whether RANK transduces activating signals into AML cells, primary
leukemic cells of patients were incubated with the RANK agonist Fc-hRANKL or isotype
control for 24 h, followed by analysis of cytokine levels in the culture supernatants using
LEGENDplex™ assays. Stimulation of RANK was found to induce the release of IL-6, IL-8,
TNF and IL-10 by AML cells (Figure 2A,B). These cytokines were previously described to
contribute to the cytokine milieu associated with AML pathophysiology and thus create an
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environment conductive for AML cells. Substantial interindividual differences concerning
the release of cytokines by AML cells upon RANK signaling were observed: For none of the
7 investigated samples, release of all four cytokines was observed, whereas at least 1.5-fold
increased release of IL-6, IL-8, TNF and IL-10 compared to the control was observed in 3, 4,
5 and 2 patient samples, respectively (Figure 2C). RANK may thus (variably) contribute to
an AML-associated cytokine milieu. Analysis of intracellular IL-6 and IL-8 levels by flow
cytometry and gating for Fixable Aqua™ /CD33* cells ascertained that in fact the leukemic
cells among patient-PBMC produced the respective cytokines upon signals transduced by

RANK (Figure 2D).
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Figure 2. Induction of cytokines and metabolic activity upon RANK signaling in primary AML cells. PBMC of AML patients
were cultured with Fc-hRANKL or rhlgG1-Fc as isotype control. (A—C) The levels of IL-6, IL-8, TNF and IL-10 in culture
supernatants were determined by LEGENDplex™ assay after 24 h. (A) Exemplary data on the induction of IL-6, IL-8, TNF
and IL-10 in culture supernatants of 2 AML patients are depicted. (B) Combined data of the cytokine release in n = 7 patients
normalized to the isotype control are shown and individual patients are connected by dotted lines. (C) Patient-specific

cytokine induction pattern upon RANK signaling is shown as heatmap representation (grey, cytokine induction; white,

no cytokine induction). (D) Intracellular cytokine levels of IL-6 and IL-8 in 2 exemplary AML patients were analyzed by
flow cytometry (shaded peaks, intracellular IL-6/IL-8; open peaks, isotype control). (E) Metabolic activity of leukemic
cells was determined by CTG assay after 24 h. Results of representative experiments (left 2 panels) as well as combined

results (right panel) obtained in independent experiments with leukemic cells of n = 6 AML patients are depicted (solid

line, median; dotted line, 100% relative metabolic activity). Numbers in panels, heatmap and histograms represent uniform
patient number (UPN) as shown in Table 1.
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Next, we determined whether and how RANK signaling affected the viability of AML
cells. We found that stimulation of RANK significantly increased metabolic activity as indi-
cator of cell proliferation and viability in the primary AML cells (Figure 2E; p = 0.031). This
indicates that RANK signaling transduces activating signals into primary AML cells that
promote release of cytokines involved in pathophysiology as well as AML cell metabolic
activity /viability.

3.3. RANK Mediates Chemotherapy Resistance of AML Cells

Based on our finding that RANK affects AML cell viability, we next analyzed whether
signaling via RANK also affects resistance of the leukemic cells to treatment with doxoru-
bicin and cytarabine, the most commonly used chemotherapeutics utilized for treatment
of AML. A schematic representation of the experimental approach is given in Figure 3A.
PBMC of AML patients were incubated with Fc-hRANKL or isotype control for 24 h. Then
cells were treated with either doxorubicin and cytarabine for additional 24 h and 72 h,
respectively. Thereafter, the consequences of RANK signaling for treatment resistance in
terms of ATP content, mitochondrial membrane potential and apoptosis of the leukemic
cells were analyzed by CTG assays, flow cytometry for TMRE staining and analysis of
intracellular caspase-3 activity, respectively. Analyses of ATP levels revealed that RANK
signaling significantly protected the AML cells from drug-induced cell death induced by
either chemotherapeutic agent (Figure 3B; doxorubicin, p = 0.007; cytarabine, p = 0.031).
In addition, signals transduced by RANK prevented the effects of treatment on AML cell
mitochondrial membrane potential: upon treatment with doxorubicin, RANK signaling
significantly increased the proportion of TMRE" cells (p = 0.002). Similar effects were
observed upon exposure of the AML cells to cytarabine, which however closely failed to
reach statistical significance (Figure 3C; p = 0.112). Analyses of downstream apoptotic
events, i.e., treatment-induced activation of caspase-3, an effector caspase with a central role
in the process of cell apoptosis, revealed that RANK signaling also reduced the cleavage of
procaspase-3 into its active form upon chemotherapeutic treatment: a significant reduction
of active caspase-3 levels upon RANK stimulation was observed in the presence of both
doxorubicin and cytarabine (Figure 3D; p = 0.002 and 0.031, respectively). Similar but
less pronounced results were observed in all assay systems when non-clustered trimeric
soluble hRANKL (sRANKL) instead of multimeric Fc-hRANKL was used to induce signals
by RANK (Supplementary Figure S1), in line with data, that for TNF family members in
general and RANK in particular multimerization of ligands is required to obtain optimal
signaling efficacy [28,29]. Altogether, our findings demonstrate that in AML cells signaling
via RANK confers resistance to chemotherapy.

3.4. RANK Expression Is Associated with Dismal Survival of AML Patients

Based on our findings on the role of RANK in chemotherapy resistance, we next
analyzed whether RANK expression on AML cells correlates with clinical characteristics
and survival of patients. As a first step, we correlated RANK positivity with morphological
characteristics according to the French-American-British (FAB) classification. The fractions
of samples expressing at least 10% RANK on their surface among patients with different
FAB types were as follows: MO0, 2 of 5 (40%); M1, 2 of 7 (29%); M2, 2 of 7 (29%); M3, 2 of
5 (40%); M4, 7 of 13 (54%); M5, 15 of 16 (94%). A significant association of RANK expression
with leukemia cell maturity, i.e., specimen from AML patients with differentiated FAB
types (M4-M5) compared to M0-M2 subclasses was observed (Figure 4A; p = 0.0002).
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Figure 3. Resistance of primary AML cells to chemotherapeutic agents upon RANK signaling. (A) Schematic workflow
for the analysis of resistance to doxorubicin and cytarabine of primary AML cells upon stimulation of RANK. (B) Cell
viability was determined by CTG assay. Results of one representative experiment (bars) and combined results obtained in
independent experiments with leukemic cells of n = 6 AML patients are shown (dot plots; solid lines, median; dotted lines,
100% relative cell viability; &, samples only treated with the respective chemotherapeutic agent). For combined results, data
were normalized to samples treated with the respective chemotherapeutic agent (Supplementary Figure S2) and relative cell
viability was calculated. (C) Mitochondrial membrane potential of AML cells was analyzed by staining with TMRE using
flow cytometry. Results of one representative experiment (bars) and combined results obtained in independent experiments
with leukemic cells of n = 6 AML patients are shown (dot plots; solid lines, median; dotted lines, 100% relative mitochondrial
membrane potential; &, samples only treated with the respective chemotherapeutic agent). For combined results, data were
normalized to samples treated with the respective chemotherapeutic agent (Supplementary Figure S2) and relative mitoc-
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hondrial membrane potential was calculated. (D) Active caspase-3 in viable AML cells was determined intracellularly by

flow cytometry. Results of one representative experiment (bars) and combined results obtained in independent experiments
with leukemic cells of n = 6 AML patients are shown (dot plots; solid lines, median; dotted lines, 100% relative active
caspase-3" primary AML cells; &, samples only treated with the respective chemotherapeutic agent). For combined results,
data were normalized to samples treated with the respective chemotherapeutic agent (Supplementary Figure S2) and
relative percentage of active caspase-3" primary AML cells was calculated. Numbers in panels represent uniform patient
number (UPN) as shown in Table 1.
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Figure 4. Association of RANK expression with clinical parameters and prognostic evaluation of RANK in AML. (A) Pro-
portion of RANKY cells in primary AML samples are grouped according to the individual FAB type (left panel) and in
immature (M0-2, n = 19) versus mature (M4-5, n = 29) FAB types (right panel; solid lines, median; dotted line, 10% RANK*
cells). (B-D) Distribution of RANK expression (percentage of positive cells) in (B) AML patients below and above 60 years
(<60 years, n = 24; >60 years, n = 30), (C) primary (pAML, n = 43) and secondary (SAML, n = 11) cases and (D) NCCN
risk groups (favorable, n = 16; intermediate, n = 23; poor, n = 4) is shown. (E) Proportion of RANK™ cells in 54 primary
AML samples are plotted against WBC counts. (F) AML cases positive (1 = 16) or negative (1 = 23) for N°PM1 mutations
are shown. (G,H) Overall survival of 54 AML patients grouped into quartiles according to (G) percent RANK™ cells and
(H) SFI levels are depicted (first to fourth quartile, low to high proportion of RANKY cells and SFI levels, respectively).
(LJ) Separation into RANK! and RANKhigh patient groups using the cut-off value of (I) 11% positive cells and (J) an SFI
of 1.2 is shown. (K,L) Overall survival of patients assigned to the RANK!" and RANKhigh groups based on the cut-off
value of (K) 11% positive cells and (L) an SFI of 1.2 (HR, hazard ratio; CI, confidence interval).

No clear correlation of RANK expression with age (Figure 4B; p = 0.598) and primary
versus secondary AML (Figure 4C; p = 0.582) was observed. Likewise, no correlation
of RANK expression with the categorization of patients based on their genetic profile
according to the National Comprehensive Cancer Network (NCCN) risk score into three
different risk-groups (Figure 4D; p > 0.999) [30], white blood count (Figure 4E; Rs = 0.17)
and recurrent genetic alterations such as nucleophosmin 1 (NPM1) mutations (Figure 4F;
p = 0.159) was observed. To study whether RANK expression correlates with survival of
AML patients, we grouped patients into quartiles according to the proportion of RANK*
cells (Figure 4G) or SFI levels (Figure 4H) and assessed overall survival (OS) in each group
using Kaplan-Meier analysis. A tendency towards longer OS was observed when patients
were grouped according to the percent RANK™ cells (Figure 4G; p = 0.164), while OS
was significantly longer when SFI levels were used for determination of RANK positivity
(Figure 4H; p = 0.044). Due to the substantial interindividual variation of RANK expression
among AML patients, for subsequent analysis, predicted cut-off values were estimated by
ROC analysis. A cut-off value of 11% (Figure 4I) and an SFI of 1.2 (Figure 4]) separated
all AML patients in low and high expressing cases. OS tended to be longer in RANK!*"
patients than in high expressing cases when a cut-off value of 11% RANK expression was
used (Figure 4K; hazard ratio 0.605, p = 0.204). A clear and statistically significantly longer
OS was observed when comparing the groups below versus above an SFI of 1.2 (Figure 4L;
hazard ratio 0.433, p = 0.036). These results are in line with the functional role of RANK
observed in our antecedent experiments and identify a prognostic relevance of RANK
in AML.

4. Discussion

The TNF superfamily member RANK and its cognate ligand are key players in bone
metabolism [12,13]. RANK is expressed on osteoclast precursors, while its ligand RANKL is
expressed in membrane-bound form on and cleaved from the surface of osteoblasts [31-33].
Receptor-ligand interaction causes the differentiation of progenitor cells into active os-
teoclasts, which then degrade bone. Beside its role in bone metabolism, available data
document a role of RANK also in various other cellular functions and the pathophys-
iology of diseases such as thermoregulation and metastatic spread of different cancer
entities mediation [14-22,34].
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Here we report that RANK is functionally expressed on leukemic cells in a high
number of AML cases, with expression being associated with a mature phenotype. Our
ex vivo study using leukemia cells of AML patients identified RANK as potent influencer
of cellular function and thus potential target for therapeutic approaches: upon RANK
stimulation we observed induction of the cytokines IL-6, IL-8, TNF and IL-10, which can
act as autocrine/paracrine growth and survival factors in AML and contribute to disease
pathophysiology [35-38]. Among others, Hou et al. [39] demonstrated that knockout of
IL-6 in bone marrow stromal cells increased chemosensibility of AML cells, and likewise
IL-8 was reported to promote proliferation and chemotherapy resistance [40]. IL-10 was
shown to positively affect cell survival via autocrine mechanisms and upregulation of
E-Cadherin acting as survival factor [41]. TNF was, among others, suggested to form
a positive feedback loop with NF-kB resulting in enhanced leukemia progression [42],
and high TNF serum levels correlate with poor event-free and overall survival of AML
patients [35]. In line, analyses of cell viability, mitochondrial membrane potential and acti-
vation of caspase-3 using primary leukemic cells revealed that RANK signaling increases
cell viability and protects primary cells from apoptosis. Notably, this also held true upon
exposure to doxorubicin or cytarabine, the most commonly used cytostatic compounds in
AML treatment.

Our ex vivo analyses, enabled by the use of AML patient material, are particularly
well suited when it comes to translation of results into clinical application in humans
when compared to studies in murine models, as TNFR family members reportedly can
mediate different effects in mice and men [43—45]. To ensure that our results were indeed
due to effects in leukemic cells, only patient samples with >85% blast count were used in
functional analyses. This served to avoid artifacts arising from purification procedures. In
addition, confirmation that effects occurred specifically in leukemia cells was provided by
intracellular flow cytometry analyses where leukemic cells were selected by staining with
appropriate surface markers.

The functional relevance of RANK in AML identified in our ex vivo analyses was
further corroborated by our finding that RANK surface expression correlated with dismal
disease outcome: a strong correlation of RANK positivity with shorter OS was detected,
which also identified RANK surface expression as potential novel prognostic marker in
AML. Notably, the association with disease course was clearly significant despite the
relatively small cohort of 54 patients included in our study. This is of particular interest
considering that no correlation of gene expression of RANK in AML cells with overall
survival of patients was observed upon analysis of the “Acute Myeloid Leukemia (OHSU,
Nature 2018) Whole-exome sequencing of acute myeloid leukemia samples from the Beat
AML program” dataset from cBioPortal for Cancer Genomics. However, it should be
considered that the public database only allows for correlative analyses of gene expression
levels, but not for protein levels as in our study. Taking into account our finding that RANK
mRNA and protein levels in AML cells do not correlate, not only the seeming discrepancy
is explained, but also the relevance of analysis of protein expression as conducted in our
study is underlined. Nevertheless, future analyses in larger cohorts are warranted to
confirm our findings and to validate the utility of RANK as predictor of prognosis in AML.

RANK is known to interact with various TNFR-associated factor (TRAF) molecules
(including TRAF 6) that are linked, among others, to activation of the transcription factor
NF-kB [46]. The latter is generally considered to exert pro-survival effects, for example by
inducing expression of caspase inhibitors (inhibitors of apoptosis, IAPs) and mitochondria-
mediated cell death inhibitors such as B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) [47,48], and
reportedly can promote oncogenesis in mammalian systems [49]. Prevention of cell death
through induced inhibitors upon activation of NF-«kB might also underlie the protective
effects of RANK signaling observed with the AML patient samples in our study. In line,
recent findings on resistance of AML cells e.g., upon exposure to a multikinase inhibitor
targeting fms such as tyrosine kinase 3 (FLT3) as well as IL-1 receptor-associated kinase
1 and 4 (IRAK1/4) point to a mechanism associated with NF-«B [50]. Together with our
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results, these findings further highlight the potential of therapeutic RANK modulation
to sensitize malignant cells to treatment. This could be achieved by inhibiting of RANK-
RANKL interaction and thus RANK signaling into AML cells, e.g., using denosumab, a
clinically approved neutralizing RANKL antibody that was found to improve disease-free
survival in breast cancer patients [51]. This is even more since AML arises in the BM
where (i) various cells abundantly express RANKL (e.g., [12,14,16]) and since (ii) the tightly
controlled microenvironment plays an important role in transformation and development
of malignant hematopoietic disease as well as chemotherapy resistance [52,53].

5. Conclusions

In conclusion, we provide the first evidence that RANK is expressed in AML and
mediates resistance to chemotherapy. Moreover, the association of RANK expression with
dismal disease course identifies RANK as potential “functional” prognostic marker and
putative target for therapeutic intervention to improve treatment response of patients.
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Receptor Activator of NF-kB (RANK) confers
resistance to chemotherapy in AML and associates
with dismal disease course
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Figure S1. Effects of RANK signaling in primary AML cells treated with chemotherapeutic agents using
sRANKL. (A) ATP levels, (B) mitochondrial membrane potential and (C) cell death were analyzed by CTG assays,
flow cytometry for TMRE staining and analysis of intracellular caspase-3 activity, respectively, in primary AML
cells upon RANK signaling using non-clustered trimeric SRANKL (0.5 pg/mL) and treatment with either
chemotherapeutic agent (&, samples only treated with the respective chemotherapeutic agent). Numbers in

panels represent uniform patient number (UPN) as shown in Table 1.
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Figure S2. Extended data on resistance to doxorubicin and cytarabine upon RANK signaling in primary AML

cells. Additional data on untreated primary AML cells and samples solely treated with the respective

chemotherapeutic agent () are shown. Combined results obtained in independent experiments with leukemic

cells of n=6 AML patients upon RANK signaling and treatment with either chemotherapeutic agent by (A) CTG

assay, (B) flow cytometry for TMRE staining and (C) analysis of intracellular caspase-3 activity are depicted (solid

lines, median; dotted lines, 100% relative cell viability, mitochondrial membrane potential and active caspase-3*

primary AML cells, respectively). Data were normalized to samples treated with the respective chemotherapeutic

agent.



