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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leukamien im Kindesalter

Leukédmien sind maligne Neubildungen hamatopoetischer Zellen. Dabei kommt es zur
unkontrollierten Vermehrung entarteter Zellen aus der myeloischen oder lymphatischen
Reihe mit Verdrangung der normalen Hamatopoese. Leukdmien werden in akute und
chronische Verlaufsformen sowie, je nach betroffener Zellreihe, in myeloische und
lymphatische Leuk&mien unterteilt.

Kinder und Jugendliche erkranken vorwiegend an akut verlaufenden Leukamien,
chronische Formen sind sehr selten. Etwa 80% der akuten Leukdmien im Kindesalter sind
lymphatisch. Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist mit 3,9 Erkrankungen pro 100.000
Einwohner unter 18 Jahren und einem Anteil von etwa 22% die haufigste maligne
Tumorerkrankung im Kindes- und Jugendalter. Der typische Altersgipfel liegt hierbei
zwischen dem zweiten und vierten Lebensjahr (Erdmann et al. 2020). Die Therapie der ALL
erfolgt risikoadaptiert mittels einer Kombinationschemotherapie und gegebenenfalls einer
allogenen Stammzelltransplantation (Schaich 2020, Escherich und Schrappe 2021). Die
Prognose einer ALL im Kindesalter ist gut, die Rate der Langzeitliberlebenden (mindestens
15 Jahre nach Diagnosestellung) liegt bei 90% (Erdmann et al. 2020).

Die akute myeloische Leukéamie (AML) ist mit 0,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
unter 18 Jahren seltener als die ALL und macht nur einen Anteil von circa 20% der akuten
padiatrischen Leukdmien aus. Die altersspezifische Inzidenz im Kindes- und Jugendalter
ist am hochsten in den ersten beiden Lebensjahren (Erdmann et al. 2020). Im
Erwachsenenalter hingegen ist die akute myeloische Leukdmie mit einem Anteil von 75-
80% die haufigste Form der akuten Leukamien, die Inzidenz nimmt mit dem Alter deutlich
zu (Erdmann et al. 2021, Schaich 2020). In der Therapie der padiatrischen AML ist eine
risikoadaptierte, intensive Polychemotherapie der Standard. Die Indikation zur allogenen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) in erster Remission gilt nur fir
Patienten mit unzureichendem Therapieansprechen oder ungunstiger Zytogenetik. Bei
einem Rezidiv ist die allogene HSZT fir alle betroffenen Patienten indiziert (Schaich 2020,
Creutzig et al. 2019). Die AML im Kindesalter hat eine schlechtere Prognose als die ALL,
die Rate der Langzeitiberlebenden (mindestens 15 Jahre) liegt bei 74% (Erdmann et al.
2020).

1.2 CAR-Immuntherapien
Wachsende Erkenntnisse Uber die Mechanismen der Tumorentstehung und der damit
verbundenen Rolle des Immunsystems haben die Entwicklung von Therapien mdglich

gemacht, die spezifisch die Wirkung des Immunsystems nutzen. Solche Immuntherapien
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stellen in der Onkologie neben der operativen Therapie, Radiotherapie und Chemotherapie
mittlerweile eine wichtige vierte Therapiesaule dar (Abken 2021, Lesch und Gill 2021).
Immuntherapien lassen sich in monoklonale Antikdrper (mAb), zellulare Immuntherapien
(Modulation von Immunzellen und adoptiver Zelltransfer), Tumorimpfstoffe und die
onkolytische Virotherapie einteilen (Lesch und Gill 2021, Zhang und Zhang 2020).

Eine Unterform der zellularen Immuntherapien stellen Chiméare-Antigen-Rezeptor-T-Zellen
(CAR-T-Zellen) dar — genetisch veranderte T-Zellen, die unabhangig von Humanen
Leukozyten-Antigen-Merkmalen (HLA-Merkmalen) wirken. Chimare Antigen-Rezeptoren
(CARs) sind synthetische Fusionsproteine und vereinen die Spezifitat eines Antikdrpers mit
der zytotoxischen Effektivitat einer T-Zelle (June und Sadelain 2018, Majzner und Mackall
2019). CARs der ersten Generation wurden in den 1990er Jahren entwickelt. Diese CARs
beinhalten als extrazellulare Antigen-bindende Domane ein rekombinantes
Antikorperfragment (single-chain variable fragment, scFv), welches aus den Uber einen
kurzen Linker verbundenen leichten und schweren variablen Ketten eines Immunglobulins
besteht und damit die Spezifitat des CARs bestimmt. Zusatzlich verbunden mit dem scFV
ist eine Doméane, meist die {-Kette von Cluster of Differentiation (CD) 3, zur Aktivierung der
T-Zelle. Mit diesen CARs transduzierte T-Zellen zeigen zwar eine spezifische zytotoxische
Aktivitat nach Bindung der entsprechenden Antigene auf Tumorzellen in vitro und in vivo,
allerdings ist die T-Zell-Aktivierung nur kurzanhaltend und gering. Diese Problematik fuhrte
Anfang der 2000er Jahre zur Entwicklung von CARs der zweiten Generation, die eine
zusatzliche costimulatorische Domane integriert haben. Diese CARs bestehen aus dem
extrazelluldren scFv, welche Uber eine Linkerregion mit einer Transmembrandomane zur
Verankerung des CARs in der T-Zelle verbunden ist, und der intrazellularen Signalsequenz.
Letztere beinhaltet die costimulatorische Doméane, meist CD28 oder 4-1BB, sowie CD3(.
Durch die Integration der costimulatorischen Domane gelingt eine hdhere Aktivierung der
T-Zellen mit verstarkter Zytokinausschittung, erhohter Proliferationsrate und erhohter
Persistenz auch bei wiederholter Antigenbindung. So konnte die antitumorale Antwort der
CAR-T-Zellen deutlich verbessert werden (June und Sadelain 2018, Abken 2021). In den
nachfolgenden Jahren ist an zusatzlichen Erweiterungen von CARs geforscht worden. So
beinhalten CARs der dritten Generation zwei kombinierte costimulatorische Doméanen (z.B.
CD28 und 4-1BB). CARs der vierten Generation &hneln dem Aufbau eines
Zweitgenerations-CARs, sind aber zusatzlich mit der Fahigkeit ausgestattet, ein transgenes
therapeutisches Protein, meist Interleukin-12, nach Antigenbindung spezifisch im
Tumorgebiet zu produzieren. Durch die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
wird u.a. das angeborene Immunsystem aktiviert und so die antitumorale Wirkung der CAR-
T-Zelltherapie untermauert und potentiell gesteigert (Elahi et al. 2018, Abken 2021). Trotz

dieser Weiterentwicklungen spielen CARs der zweiten Generation weiterhin eine grof3e
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Rolle und konnten bei hamatologischen Erkrankungen bereits grof3e Durchbriiche erzielen,
sodass hierzu die grofte klinische Erfahrung vorliegt. 2017 wurde das erste CAR-T-
Zellprodukt von der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen:
das gegen CD19-gerichtete CAR-T-Zellprodukt Tisagenlecleucel zur Behandlung der
padiatrischen B-ALL (seit 2018 auch zur Behandlung des adulten diffus groRzelligen B-Zell-
Lymphoms). Ebenfalls seit 2017 zur Behandlung des adulten diffus grozelligen B-Zell-
Lymphoms zugelassen ist das anti-CD19-CAR-T-Zellprodukt Axicabtagen-Ciloleucel
(Ahmad et al. 2020). Weitere anti-CD19-CAR-T-Zellprodukte folgten 2020 (Brexucabtagen-
Autoleucel) und 2021 (Lisocabtagen maraleucel) (Abken 2021). Auch in der Behandlung
des multiplen Myeloms fand 2021 die CAR-T-Zelltherapie Einzug mit dem gegen B-Cell-
Maturation-Antigen (BCMA) gerichteten Idecabtagene vicleucel (Manier et al. 2022, Choi
und Kang 2022). All diese therapeutischen Produkte nutzen CARs der zweiten Generation.
Es befinden sich viele CAR-T-Zelltherapien in praklinischer und Kklinischer Testung.
Allerdings konnte der bisherige Erfolg von CAR-T-Zellen bei hamatologischen
Erkrankungen trotz intensiver Forschung noch nicht ganzlich auf solide Tumorentitaten
Ubertragen werden, sodass hier noch keine Zulassungen vorliegen. Griinde daflr sind u.a.
die Antigenheterogenitat bei soliden Tumorzellen, die Schwierigkeit fir CAR-T-Zellen das
Tumorgewebe Uber das vaskulare Endothel hinweg zu infiltrieren sowie die lokal

immunsuppressiv wirkende Tumormikroumgebung (Marofi et al. 2021).

Die praktische Durchfihrung einer CAR-T-Zelltherapie besteht aus einem mehrwdchigem
aufwendigem Prozess und ist in Abbildung 1 dargestellt. Wenn ein Patient eine CAR-T-
Zelltherapie erhalten soll, missen zunachst die T-Zellen mittels Leukapharese aus dem
Blut des Patienten gewonnen und isoliert werden. Nach Aktivierung der T-Zellen in
bestimmten Zellkulturmedien (z.B. mit Interleukin-2 oder monoklonalen Antikérpern) erfolgt
der Gentransfer des CAR-Konstrukts — am haufigsten verwendet wird dafiir die lenti- oder
retrovirale Transduktion. Die genetisch modifizierten T-Zellen exprimieren nun den CAR auf
ihrer Oberflache und werden anschlieftend bis zur benétigten Zellzahl iber mehrere Tage
expandiert. Nach der finalen Aufbereitung und Qualitatskontrolle des CAR-T-Zellprodukts
wird dieses dem Patienten, der in der Zwischenzeit eine lymphodepletierende
Chemotherapie zur Vorbereitung erhalten hat, infundiert (Vormittag et al. 2018). Die CAR-
T-Zellen zirkulieren im Kérper des Patienten, binden spezifisch die Tumorzellen und werden

dadurch aktiviert, sodass sie proliferieren und die Tumorzellen toten kdnnen.
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Abbildung 1 Durchfiihrung einer CAR-T-Zelltherapie. Uber autologe Leukapharese werden T-Zellen des
Patienten gewonnen und isoliert. Der Gentransfer des CAR-Konstrukts in die T-Zellen erfolgt iber virale
Transduktion, sodass die T-Zellen anschlieRend den CAR auf ihrer Oberfliche exprimieren. Nach
ausreichender Expansion und Aufbereitung der CAR-T-Zellen werden diese dem Patienten infundiert, wo sie
nun die Tumorzellen spezifisch erkennen und téten kdnnen. Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.
CAR = Chimarer Antigenrezeptor

Dieser aufwendige Prozess der Herstellung von CAR-T-Zellen bringt einige Nachteile mit
sich. Durch die lange Produktionsdauer kommt es zu einer Behandlungsverzdgerung, was
insbesondere flr Patienten mit hoher Proliferationsrate ihrer Tumorerkrankung ein Problem
darstellt (Lesch und Gill 2021). Des Weiteren geht die Produktion der CAR-T-Zellprodukte
mit hohen Kosten einher, die Preise liegen im sechsstelligen Bereich (Vormittag et al. 2018).
Abgesehen von diesen logistischen Problemen kann eine CAR-T-Zelltherapie mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen einhergehen. Eine haufige Nebenwirkung ist das
Zytokinfreisetzungs-Syndrom (cytokine release syndrome, CRS), das u.a. mit Fieber,
Hypoxie, Hypotension und Organdysfunktion in teils lebensbedrohlichem Ausmaf
einhergehen kann. Eine weitere Nebenwirkung von gegen CD19 und BCMA gerichteten
CAR-T-Zellen ist die Neurotoxizitat in Form von Enzephalopathie, Hirnédem und
Krampfanfallen (June und Sadelain 2018, Brudno und Kochenderfer 2019). Diese
unerwunschte Wirkungen korrelieren mit der Anzahl der infundierten CAR-T-Zellen, der
vorbestehenden Tumorlast, der Art des CAR-Konstrukts und individuellen
Patientenfaktoren (Lesch und Gill 2021). Je nach Antigenspezifitdit des CARs kommen
spezifische Nebenwirkungen als sogenannte on-target/off-tumor Toxizitat durch die

Uberschneidung der Antigenexpression von Tumorzellen und normalen Zellen dazu. Bei
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CD19-CAR-T-Zellen kommt es so beispielsweise zur B-Zell-Aplasie und damit
Hypogammaglobulindmie (Brudno und Kochenderfer 2019, Flugel et al. 2023).

Eine Mdglichkeit, on-target/off-tumor Toxizitat zu reduzieren, der Antigenheterogenitat von
Tumorzellen zu begegnen und die Wahrscheinlichkeit fur ein Immunescape durch Verlust
der Antigenexpression zu senken, besteht in der Fusion von zwei Antigen-bindenden
Domanen in einem CAR-Konstrukt. Daflr gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Eine davon
ist der Tandem-CAR, in dem zwei scFv mit verschiedenen Antigenspezifitdten, Uber einen
Linker fusioniert, mit nur einer intrazellularen Signaldomane verbunden werden (Hartmann
etal. 2017, Chen et al. 2018). Solch bispezifische Tandem-CARs, beispielsweise als CD20-
CD19-CAR, werden bereits klinisch in der Behandlung von malignen B-Zellerkrankungen
getestet (Shah et al. 2020, Tong et al. 2020). Eine andere Moéglichkeit besteht darin, die
intrazelluldren Signaldomanen in einem konditionalen CAR aufzuteilen. Hierbei werden die
Costimulations-Doméane (z.B. CD28) und die T-Zellaktivierungs-Domane (z.B. CD3()
jeweils mit einer scFv verbunden, die verschiedene Antigene binden. Zu einer
ausreichenden CAR-T-Zellaktivierung kommt es damit erst, wenn beide Antigene
gleichzeitig gebunden werden (Hartmann et al. 2017, Abken 2021). Eine weitere
Mdglichkeit ist die Co-Expression zweier eigenstandiger CARs mit verschiedenen
Antigenspezifitdten in einer Multi-CAR-T-Zelle. Genauso mdglich ist auch ein Pooling von
T-Zellen, die jeweils nur einen Typ von CARs tragen, in einem CAR-T-Zellprodukt
(Hartmann et al. 2017). Daruber hinaus haben Roybal et al. einen synthetischen Notch
(SynNotch) Rezeptor (entwickelt von Morsut et al. 2016) mit einem CAR fir ein duales
Antigentargeting kombiniert. Der konstitutiv exprimierte SynNotch-Rezeptor enthalt eine
Bindungsdomane (z.B. ein scFv) fur ein erstes Antigen und induziert nach dessen Bindung
Uber eine Signalkaskade die Expression des CARs mit Spezifitat fur ein zweites
Tumorantigen. Erst nach Bindung des CARs an sein spezifisches Tumorantigen wird dann
die T-Zell-Aktivierung und Zytotoxizitat ausgelost, sodass letztendlich beide Antigene in
einer Art Schaltkreis daflir bendtigt werden. Das ermdglicht eine Steuerung und genaue
Wirkung am erwinschten Ort, erhoht die Spezifitadt und reduziert damit die on-target/off-
tumor Toxizitat (Roybal et al. 2016).

In der Therapie der padiatrischen ALL und AML kommen Immuntherapien eine immer
groRere Bedeutung zu. Denn trotz verbesserter und risikoadaptierter Chemotherapie-
Protokolle und der Mdglichkeit einer HSZT ist die Leukédmie bei einigen Kindern und
Jugendlichen therapierefraktar oder rezidivierend. Die Rezidiv-Rate betragt bei der
padiatrischen ALL etwa 15-20% (Gaudichon et al. 2019), bei der padiatrischen AML circa
30% (Zwaan et al. 2015). Da die konventionellen Chemotherapien bei Dosissteigerungen

mit einer erheblichen und teils nicht tolerierbaren Toxizitdt einhergehen, ist es wichtig,
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zielgerichtete Therapieansatze fur an rezidivierter oder therapierefraktarer (r/r) Leukamie
erkrankten Patienten zu finden (Pui 2020, Creutzig et al. 2019). Bei der Behandlung der
padiatrischen AML werden zwar verschiedene immuntherapeutische Konzepte in Studien
Uberpruft, bisher konnte allerdings kein Immuntherapeutikum zugelassen werden. Zu den
untersuchten Substanzen gehoért unter anderem Gemtuzumab Ozogamicin, ein
Immunkonjugat bestehend aus einem CD33-Antikérper und dem Zytotoxin Chalicheamicin
(Creutzig et al. 2019). Gemtuzumab Ozogamicin zeigte sich in Studien auf Basis eines
Compassionate Use bei Kindern und Jugendlichen mit r/r AML effektiv als Therapie vor
einer HSZT (Zwaan et al. 2010, Niktoreh et al. 2019). In der Leitlinie der Deutschen
Gesellschaft fur Hamatologie und medizinische Onkologie zur AML (Stand August 2023)
besteht die Empfehlung fur den Einsatz von Gemtuzumab Ozogamicin bei der rezidivierten
AML von padiatrischen Patienten als Zusatz zur Chemotherapie (Rdllig et al. 2023).

Bei der Behandlung der padiatrischen ALL hingegen sind bereits erste zielgerichtete
immuntherapeutische Ansatze geprift und zugelassen (Subklewe 2021, Pui 2020). Zu den
bereits zugelassenen und klinisch eingesetzten Immuntherapeutika gehért unter anderem
der monoklonale Antikérper Blinatumomab. Dieser Antikdrper ist bispezifisch (bispecific T-
cell engager, BiTE) und besteht aus zwei scFv, die Uber einen Linker miteinander
verbunden sind und jeweils an CD3 auf der Oberflache von T-Zellen und an CD19 auf der
Oberflache von B-Zellen binden (Loffler et al. 2003). Da CD19 auch auf den Blasten der B-
Zellbasierten ALL (B-ALL) exprimiert wird (Raponi et al. 2011), fuhrt Blinatumomab die
CD3-positiven zytotoxischen T-Zellen mit den Leukd@miezellen zusammen, sodass die
patienteneigenen T-Zellen diese erkennen und eliminieren kdnnen (Loffler et al. 2003).
Zugelassen von der FDA und der European Medicines Agency (EMA) ist Blinatumomab flr
die r/r B-ALL und fir die B-ALL bei minimaler Resterkrankung (minimal residual disease,
MRD) (Kantarjian et al. 2017, Gokbuget et al. 2018, Subklewe 2021).

Des Weiteren stellt die Behandlung mit CAR-T-Zellen eine neuartige
Behandlungsmdglichkeit der B-ALL dar. Seit 2017 ist das gegen CD19 gerichtete CAR-T-
Zellprodukt Tisagenlecleucel zur Behandlung von Kindern und jungen Erwachsenen unter
26 Jahren mit r/r B-ALL nach zwei oder mehr systemischen Standardtherapien von der FDA
zugelassen (June und Sadelain 2018, Subklewe 2021). In der Phase-2-Studie von
Tisagenlecleucel (ELIANA), die zur Zulassung bei Patienten bis zu 25 Jahren mit B-ALL
fUhrte, betrug die Gesamtremissionsrate 81% (mindestens drei Monate follow-up), davon
waren alle Patienten MRD-negativ. Unter diesen Patienten mit Therapieansprechen betrug
die ereignisfreie Uberlebensrate nach einem Jahr 59%. Die Gesamtiiberlebensrate nach
12 Monaten unter allen infundierten Patienten betrug 76%. Die CAR-T-Zellen persistierten
im Median 168 Tage im Blut der Patienten. Diese individualisierte und spezifische

Therapiemdglichkeit ermdglicht damit eine effiziente und anhaltende Remission der B-ALL
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von Patienten mit einer einzigen Tisagenlecleucel-Infusion (Maude et al. 2018, Ahmad et
al. 2020). In einem 3-Jahres-Follow-up der ELIANA-Studie betrug die ereignisfreie
Uberlebensrate 44% (ereignisfreies Uberleben im Median 24 Monate), die rezidivfreie
Uberlebensrate 52% (bzw. nicht zensiert fir nachfolgende Therapien 48%) und die
Gesamtiberlebensrate 63% nach 36 Monaten. Unter den Patienten mit kompletter
Remission wurde das ereignisfreie Uberleben im Median nicht erreicht. Des Weiteren traten
keine neuen unerwinschten Ereignisse auf (Laetsch et al. 2023).

Fur die Behandlung der AML befinden sich zwar verschiedene CAR-T-Zellen in klinischer
Testung — bis heute gibt es allerdings noch keine fir die AML zugelassene CAR-T-
Zelltherapie. AML-Zellen zeigen eine hohe immunphanotypische und genetische
Variabilitat und anders als bei der CAR-T-Zelltherapie der ALL konnte bisher kein Marker
gefunden werden, der fast ausschliellich auf die AML-Zellen beschrankt ist. Viele
Zielantigene von AML-Blasten Uberschneiden sich mit der normalen Hamatopoese
inklusive der Vorlauferzellen und Stammzellen. Daraus kann eine schwere Hamatotoxizitat
von CAR-Immuntherapien resultieren. Die verlangerte Myelosuppression oder sogar
Myeloablation kann zu schweren, potentiell letalen Infektionen fihren. Anders sieht es bei
der CD19-CAR-T-Zelltherapie der B-ALL aus, bei der eine B-Zellaplasie beispielsweise
supportiv mit Immunglobulingaben behandelt werden kann (Hofmann et al. 2019, Acharya
und Walter 2020). Deshalb mussen fur Erkrankungen wie die AML neue
Zielantigenstrukturen zur Behandlung mit CAR-T-Zellen gefunden werden. Da CAR-T-
Zellen ihre Wirkung HLA-unabhangig entfalten, sind neben Proteinstrukturen wie CD19
auch Nichtproteine wie z.B. Glykane als Zielstruktur potentiell geeignet. Diese neuen

Angriffspunkte sollten moglichst selektiv nur auf den AML-Zellen vorhanden sein.

1.3 Veranderungen in der Oberflachenglykosylierung bei
Tumorerkrankungen
Glykane stellen den Kohlenhydratanteil von Glykolipiden und Glykoproteinen dar und sind
komplexe Heteropolymere, bestehend aus Monosacchariden wie z.B. Galactose (Gal),
Fucose, Mannose, N-Acetylglucosamin (GIcNAc), N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) oder
Sialinsauren (Kottgen et al. 2003). Die Familie der Sialinsauren umfasst Gber 80 in der
Literatur beschriebenen Mitglieder. Die am haufigsten natirlich vorkommende Sialinsaure
ist die N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), alle anderen Sialinsauren stellen Derivate von
Neu5Ac dar (Schauer und Kamerling 2018). Die bei anderen Saugetieren weit verbreitete
Sialinsaure N-Glycolylneuraminsadure (Neu5Gc) kann aufgrund einer Mutation im Gen,
welches das Enzym zur Konversion von Neu5Ac zu Neu5Gc kodiert, vom Menschen

physiologischerweise nicht gebildet werden. Sialinsduren sind fast ausschlieBlich terminal
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an Oligosacchariden lokalisiert und werden dort von spezifischen Sialyltransferasen tber
a2-3, a2-6 oder a2-8 Konfigurationen mit dem subterminalen Zucker verknupft (Crocker et
al. 2007).

Glykane, die an Glykoproteine gebunden sind, werden je nach Bindung zwischen Zucker
und Protein in verschiedene Typen eingeteilt. Die beiden gréfiten Gruppen stellen die O-
Glykane (an Serin oder Threonin gebunden) und N-Glykane (an Asparagin gebunden) dar
(Koéttgen et al. 2003, Schjoldager et al. 2020).

Glykane haben wichtige vielfaltige biologische Funktionen. Dazu gehdren u.a. strukturelle
Aufgaben wie die Beteiligung an der Organisation von Zellmembranen, Erhéhung der
Wasserl6slichkeit von Makromolekulen, Bildung von Muzinschichten mit Barrierefunktion
und Energiespeicherung in Form von Glykogen. Glykane sind aber auch als Marker fur
Endozytose und Phagozytose, fur intrazellulare Signalwege und fur Adhasionsprozesse
wichtig. Auch bei der Interaktion mit Pathogenen wie Bakterien, Pilzen und Parasiten

spielen Glykane eine bedeutende Rolle (Varki 2017).

Im Rahmen der malignen Transformation von Zellen kommt es zum Auftreten bestimmter
Markerglykane an der Zelloberflache, sogenannter tumorassoziierter Kohlenhydratantigene
(Tumor-associated carbohydrate antigens, TACAs) (Abbildung 2). Die veranderte
Glykosylierung ist bedingt durch Modifizierungen und verstarkte oder verringerte
Expression von Enzymen, die an der Glykanbiosynthese beteiligt sind, wie zum Beispiel
Glykosyltransferasen und Glykosidasen (Rodrigues Mantuano et al. 2020). TACAs
beeinflussen das Wachstum, Uberleben und die Proliferation sowie das
Metastasierungsverhalten von Tumorzellen und tragen zur tumorinduzierten Suppression
von Immunzellen bei. Gleichzeitig stellen TACAs neue diagnostische und therapeutische
Angriffspunkte dar. Auf Tumorzellen sind N-Glykane haufig Uberexprimiert, starker
verzweigt und hypersialyliert (Hoja-tukowicz et al. 2017). Ebenso kann auf Karzinomzellen
die nicht-humane Sialinsaure Neu5Gc auftreten (Yin und Gao 2020). O-Glykane liegen
hingegen haufig verkurzt vor, sodass es zum Auftreten der Antigene Tn (GalNAc-a.1-O-
Serin/Threonin) und Sialyl-Tn mit zusatzlich terminaler NeuSAc (STn) kommt. Diese
Antigene sind tumorassoziiert und treten auf normalen Zellen nicht auf (Hoja-tukowicz et
al. 2017, Rodrigues Mantuano et al. 2020). Ebenso tUberexprimieren einige Tumorzellen die
Lewis-Kohlenhydratantigene (Lewis X, Lewis Y sowie die sialylierten Formen Sialyl-Lewis
X und Sialyl-Lewis A), die sich terminal an O- und N-Glykanen befinden. Lewis-Strukturen
sind Tri- bzw. Tetrasaccharide, die aus an GIcNAc gebundener Galactose (in sialylierter
Form plus a2-3 gebundener Neu5Ac) und Fucose bestehen (Kottgen et al. 2003, Thurin
2021).
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Sialyl-Lewis A und Sialyl-Lewis X kommen beispielsweise bei Uberexpression auf
Krebszellen von soliden Tumoren eine Rolle bei der hAmatogenen Metastasierung zu. Die
beiden Tetrasaccharide dienen als Liganden fur die Bindung an E-Selektin auf vaskularen
Endothelzellen und erméglichen damit die Extravasation der Tumorzellen (Vajaria und Patel
2017, Schultz et al. 2012, Hoja-Lukowicz et al. 2017).

[ GlcNAc (N-Acetylglucosamin) () Galactose
[7] GalNAc (N-Acetylgalactosamin) O Mannose
<> Neu5Ac (N-Acetylneuraminsaure) A\ Fucose

N-Glykane

O Neu5Gc (N-Glycolyneuraminsdure) R Rest

—-0—@

terminale Lewis-Antigene

? ? + ? ? (O- und N-Glykane)

0-Glykane Sialyl-Lewis A
Lewis Y X . ?
ST“ LeW|s X Sialyl-Lewis X Y
Tn »_+ ﬁ) +_<
a V+ ’

(o]

Ser/Thr — Ser/Thr Asn Asn \ /

extrazellular

intrazellular

Abbildung 2 Ausgewdhlte tumorassoziierte Kohlenhydratantigene. Bei Tumorzellen kommt es zum
Auftreten bestimmter Markerglykane an der Zelloberflache — bedingt durch veranderte Expression von an der
Glykanbiosynthese beteiligten Enzymen. O-Glykane liegen haufig verkirzt vor, sodass Tumor-assoziierte
Neoantigene wie Tn und Sialyl-Tn auftreten. N-Glykane hingegen sind starker verzweigt. Typisch sind eine
erhéhte Fucosylierung und Hypersialylierung. Auch die nicht-humane Sialinsdure N-Glycolylneuraminsaure
kann vorkommen. Die Lewis-Antigene befinden sich terminal auf O- und N-Glykanen. Die Abbildung wurde mit
Biorender.com erstellt.

Ser = Serin, Thr = Threonin, Asn = Asparagin

Aberrante Glykosylierung tritt ebenfalls bei fast allen malignen hamatologischen
Erkrankungen auf und damit auch bei der AML und ALL (Pang et al. 2018, Su et al. 2021).
Es liegen einige Analysen zu veranderten Glykanstrukturen bei Leukamiezelllinien vor
(Blochl et al. 2021, Wang et al. 2022, Blochl et al. 2023), zum Teil im Zusammenhang mit
Untersuchungen zur Multiple Drug Resistance (Zhou et al. 2013, Ma et al. 2015, Pavlikova
et al. 2016). Uber die Glykanprofile von priméaren Leukamieproben (ALL, AML) liegen
bislang allerdings nur wenige systematische Analysen vor (Pang et al. 2018, Su et al. 2021,
Blochl et al. 2023). Sowohl bei der AML als auch bei der ALL kommt es zu Veranderungen

in der N- und O-Glykosylierung der Leukamiezellen. Bei der N-Glykosylierung kommt es
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insbesondere zu einer erhdhten Fucosylierung und Hypersialylierung (Pang et al. 2018).
Sialyl-Lewis X und A sind bei der AML an der Bildung von Chemoresistenzen beteiligt.
Durch die Expression dieser Tetrasaccharide gelingt es den AML-Blasten an E-Selektin auf
den Endothelzellen der vaskuldren hamatopoetischen Stammzellnische des
Knochenmarks zu binden, was zu Retention und Uber Induktion von Signalkaskaden
(AKT/NF-xB/mTor) zu erhéhtem Uberleben der Blasten und damit zur Chemoresistenz
beitragt (Barbier et al. 2020, Blochl et al. 2023, Pang et al. 2018). Passend dazu ist die
Uberexpression der beiden Glykosyltransferasen ST3GAL4 und FUT7, die an der Synthese
von Sialyl-Lewis X beteiligt sind, mit einem geringerem Gesamtuberleben bei AML-
Patienten assoziiert (FUT7: HR 1,023; 95%KI 1,018-1,047; p<0,0001; ST3GAL4: HR:
1,013; 95%KI 1,009-1,016; p<0,0001) (Leonti et al. 2019, Blochl et al. 2023). Bei der AML
spielen weiterhin aberrante Glykosylierungsmuster von Glykosaminoglykanen und bei der
ALL von Glykosphingolipiden (v.a. GM3) eine Rolle (Su et al. 2021). So ist in den
Lymphoblasten von padiatrischen ALL-Patienten die mMRNA-Expression der GM3-Synthase
ST3GALS signifikant gegeniber gesunden Kontrollen erhdht (p<0,001) und positiv mit dem
Risikofaktor initiale Leukozytenzahl tiber 50,000/mm? korreliert (p=0,0016) (Mondal et al.
2010).

Veranderungen in der Glykosylierung von Zellen sind also wichtige Marker der
Tumorentstehung, weshalb Glykane auch potentielle Angriffspunkte fur Immuntherapien
darstellen. Derzeit werden verschiedene therapeutische Impfstoffe, monoklonale und
bispezifische Antikdrper, Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate und CAR-T-Zelltherapien gegen
Kohlenhydratantigene bei verschiedenen Tumorerkrankungen klinisch getestet (Rodrigues
Mantuano et al. 2020, Thurin 2021). Auch in der Therapie der AML sind bereits CARs aus
monoklonalen Antikdrpern mit Spezifitat fur das TACA Lewis Y entwickelt worden. Lewis Y
wird auf der Oberflache einiger solider Tumore aber auch auf AML-Zellen Uberexprimiert,
auf Normalgewebe allerdings nur geringfugig exprimiert und eignet sich damit als
Zielstruktur fur CAR-T-Zellen (Steentoft et al. 2018, Sakamoto et al. 1986). Ritchie et al.
haben einen Antikdrper-basierten CAR der zweiten Generation gegen Lewis Y entwickelt
und in einer Phase-l Studie bei vier Patienten mit rezidivierter, Lewis Y-positiver AML
getestet (Ritchie et al. 2013). Trotz des nur kurzanhaltenden therapeutischen Erfolgs zeigt
die Studie ein klinisches proof-of-concept fir CAR-T-Zellen, die auf TACAs bei

Leukamiezellen abzielen (Brenner 2013).

1.4 Lektine

Glykane interagieren mit  Lektinen, um  Zelladhasions-, Signal-  und

Kommunikationsprozesse zu vermitteln. Lektine sind 16sliche oder membrangebundene
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Proteine, die basierend auf Ahnlichkeiten in der Sequenz ihrer kohlenhydraterkennenden
Domane (carbohydrate recognition domain, CRD) in verschiedene Familien eingeteilt
werden konnen. Die weiteren Doméanen von Lektinen induzieren intra- und extrazellulare
Signalkaskaden nach Bindung und Erkennung ihrer Zuckerliganden (Kéttgen et al. 2003).
Drei wichtige Lektinklassen stellen die C-Typ Lektine, die S-Typ Lektine (Galectine) und die
I-Typ Lektine (Siglecs) dar.

Die Familie der S-Typ Lektine (Galectine) umfasst 15 Mitglieder. Galectine sind I6sliche
Proteine, die aus ein bis zwei CRD(s) bestehen und eine Bindungsspezifitat fur f-
Galaktoside aufweisen (Johannes et al. 2018). Galectine liegen meist intrazellular im
Zellkern oder im Zytoplasma vor, kénnen allerdings auch sezerniert werden (Kéttgen et al.
2003). Die CRD enthalt auch Stellen fur Bindungspartner, die keine Glykane darstellen und
so interagieren Galectine intrazelluldr auch kohlenhydrat-unabhangig mit zytosolischen und
nukledren Strukturen (Johannes et al. 2018). Galectine sind an der Regulation von
Zellaktivierung, Zellwachstum, Apoptose und Zelladhasion beteiligt (Kéttgen et al. 2003).
Auch bei Tumorerkrankungen kommt Galectinen eine Rolle zu: Galectin-1 wirkt
beispielsweise apoptose-induzierend auf Effektor-T-Zellen und trdgt so zu einem
immunsuppressiven Tumormikromilieu und damit zum Tumorwachstum bei (Kéttgen et al.
2003, Hattori 2022).

Die C-Typ Lektine stellen eine grofe und diverse Familie mit Gber tausend Proteinen dar,
die alle mindestens eine C-Typ Lectin-like Domanen (CTLDs) besitzen. Einige C-Typ-
Lektine haben eine CRD mit einer konservierte Bindungsstelle fir Ca**-lonen, welche sie
fur die Bindung ihrer jeweiligen Glykanliganden bendtigen. Diese Glykan-bindenden C-Typ
CRDs sind von den restlichen C-Typ CRDs abzugrenzen, welche die konservierte Ca?*-
Bindungsstelle nicht besitzen und damit keine Glykane, aber andere Liganden wie Lipide
und Proteine binden kdénnen. Viele C-Typ Lektine werden von Immunzellen exprimiert und
haben diverse Funktionen wie die Vermittlung von Zelladhasion oder die Beteiligung an der
Erkennung von ,Selbst” und ,Fremd” (Drickamer und Taylor 2015, Brown et al. 2018). In
diesem Projekt verwendete C-Typ Lektine sind CD301 (synonym C-type lectin domain
family 10 member A, CLEC10A und Macrophage galactose-type lectin, MGL), der
Scavenger Receptor C-type Lectin (SRCL) sowie der Dendritic Cell-specific intercellular
adhesion molecule 3 grabbing non-integrin (DC-SIGN).

CD301 bindet spezifisch an Oligosaccharide mit terminalem GalNAc, insbesondere an das
Tn- (van Vliet et al. 2005) und STn-Antigen und wird auf Makrophagen und dendritischen
Zellen exprimiert (Mortezai et al. 2013).

11
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SRCL wird hauptsachlich auf Endothelzellen exprimiert. Das Lektin besteht aus einer
intrazellularen, Transmembran- und extrazellularen Doméane. Der extrazellulare Teil enthalt
ein Coiled-Coil-Motiv mit drei a-Helices sowie eine Kollagen-ahnliche Region und die C-
terminal gelegene CRD. Insgesamt ist SRCL dabei als stabiles Trimer organisiert (Coombs
et al. 2005). SRCL bindet selektiv an das Trisaccharid Lewis X und etwas schwacher auch
an Lewis A. Dieses vergleichsweise hoch spezifische Bindungsmuster ist untypisch fir
andere C-Typ CRDs. Aufgrund der Expression von Lewis X auf verschiedenen Leukozyten-
Unterformen und der endothelialen Lage von SRCL dient dieses Lektin potentiell als
Adhasionsmolekul fur Immunzellen (Coombs et al. 2005, Feinberg et al. 2007). Damit
kommt SRCL auch eine Rolle bei der Metastasierung von Tumorzellen zu. Elola et al.
konnten zeigten, dass SRCL an der Adhasion zwischen vaskularen Endothelzellen und der
Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 beteiligt ist — ahnlich der Interaktion zwischen Sialyl-Lewis X und
A mit den Selektinen (Elola et al. 2007).

DC-SIGN bindet praferentiell an N-glykosylierte Mannose-reiche Oligosaccharide sowie an
Oligosaccharide mit terminaler Fucose (inkl. Blutgruppen-Antigene A und B, Lewis Y, Lewis
X, Lewis A) und wird hauptsachlich auf dendritischen Zellen exprimiert (Guo et al. 2004).
Auch bei malignen hadmatologischen Erkrankungen kommen den C-Typ Lektinen eine
Bedeutung zu. So zeigt DC-SIGN zum Beispiel eine erhéhte Bindung an ALL-Blasten
aufgrund aberranter Oberflachenglykosylierung im Vergleich mit peripheren Blutzellen
gesunder Spender. Eine hohe Bindung peripherer Blasten von B-ALL-Patienten an DC-
SIGN war dabei mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben assoziiert. Die erhéhte Bindung
an DC-SIGN auf dendritischen Zellen tragt zum Immunescape von ALL-Zellen bei (Gijzen
et al. 2008, Su et al. 2021).

Die zu den I|-Typ Lektin gehérenden Sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins
(Siglecs) werden vor allem auf Zellen des Immunsystems exprimiert. Der Aufbau von
Siglecs setzt sich aus einer terminalen V-set Immunglobulin-Domane (Sialinsdure bindende
CRD), einer variablen Anzahl von ein bis 16 C2-set Immunglobulin-Doméanen, einer
Transmembrandomane und verschiedenen intrazellularen Domanen zusammen. Vor allem
durch das Vorhandensein der zytoplasmatischen Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif (ITIM)-Doméane erzielen die meisten Siglecs nach Ligandenbindung eine
inhibitorische Wirkung (Inhibition von Aktivierung und Proliferation oder Apoptoseinduktion)
auf die Siglec-exprimierenden Immunzellen (Crocker et al. 2007, Macauley et al. 2014).

Siglec7 beispielsweise besitzt neben der Sialinsaure-bindenden V-set Domane zwei C2-set
Immunglobulin-Domanen, welche als Abstandshalter zwischen CRD und Plasmamembran
dienen. Intrazellular beinhaltet Siglec7 eine ITIM- und eine ITIM-like-Domane (Yamakawa

et al. 2020). Siglec7 wird vor allem auf Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) exprimiert,
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welche als Teil des angeborenen Immunsystems an der Erkennung von ,Selbst‘ und
.Fremd“ und damit auch von veranderten Tumorzellen beteiligt sind. Dabei spielt auch
Siglec7 als inhibitorischer Rezeptor eine Rolle. Bei Bindung an seine Liganden auf den
entsprechenden Zielzellen kommt es zu einer verminderten Aktivierung der NK-Zelle
(Macauley et al. 2014).

Siglecda (synonym Myelin-associated Glycoprotein, MAG) wird im Gegensatz zu den
anderen Siglecs ausschlieBlich auf Oligodendrozyten und Schwann-Zellen exprimiert.
Siglec4a inhibiert das Auswachsen von Neuriten und spielt eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der Myelinscheide (Blixt et al. 2003, McKerracher et al. 1994).

Die beim Menschen bekannten Siglecs werden in die Gruppe der evolutionar konservierten
CD22-verwandten Siglecs mit deutlichen DNA-Sequenzunterschieden (Siglec1, Siglec2,
Siglec4a und Siglec15) und in die CD33-verwandten Siglecs (Siglec3, Siglec5, Siglecb,
Siglec?, Siglec8, Siglec9, Siglec10, Siglec11, Siglec14) eingeteilt, welche etwa 50-99%
identische DNA-Sequenzen zeigen und sich verhaltnismafig schnell entwickelt haben. Alle
Siglecs binden an Sialinsauren, die sich hauptsachlich terminal an Glykanen befinden und
zeigen dabei Uberlappende Affinitdten zu diesen. So binden alle Siglecs mit geringer
Affinitat an Glykanstrukturen mit an Galactose o2-3- und a2-6-glykosidisch gebundener
Neu5Ac. Dennoch hat jedes Siglec spezifische Praferenzen und ein charakteristisches
Bindungsprofil fir bestimmte Sialinsaure-haltige Glykane (Crocker et al. 2007). Siglec2
(synonym CD22) bindet besonders an Neu5Gc(a2-6)Gal(p1-4)-GlcNAc-Verbindungen und
Neu5Ac(a2-6)Gal-(p1-4)-GlcNAc-Verbindungen mit Sulfat. Siglec3 (synonym CD33) zeigt
ebenfalls eine Praferenz fir NeuSAc(a2-6)Gal-Verknipfungen. Siglec4a bindet praferentiell
an Neu5Ac(a2-3)Gal-haltige Glykanstrukturen (Blixt et al. 2003, Macauley et al. 2014).
Siglec5 bindet besonders an Neu5Ac(a2-8)NeuSAc-Strukturen sowie an Sialyl-Tn
(NeubAc(a2-6)GalNAc) (Angata et al. 2006, Macauley et al. 2014). Siglec7 bindet
praferentiell an NeuS5Ac(a2-8)Neu5Ac-haltige Glykane. Siglec9 hat eine Bindungsspezifitat
fur Glykanstrukturen, die sowohl Sialinsguren als auch Sulfat enthalten (Crocker et al.
2007). Siglec10 bindet, ahnlich wie Siglec2, an Neu5Gc- oder NeuS5Ac(a2-6)Gal-(1-4)-
GIcNAc-Verbindungen (Crocker et al. 2007, Macauley et al. 2014). Tabelle 1 fasst die
Expression der in diesem Projekt verwendeten Siglecs bezlglich der Expression auf den
jeweiligen Zellen sowie ihre spezifischen Glykan-Affinitdten in schematischer Abbildung

Zusammen.
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Tabelle 1 Zusammenfassung der verwendeten I-Typ Lektine (Siglecs) bezuglich ihrer
Expression auf verschiedenen Zellen und ihrer Bindungspraferenzen an spezifische
Sialinsaure-haltige Glykane. Die Glykanstrukturen sind mit ihrer o- bzw. B-glykosidischen

Bindung schematisch abgebildet. NK-Zellen = Naturliche Killerzellen

I-Typ Lektin Expression Bindungsspezifitat Referenzen
Siglec2 B-Zellen 6S Macauley et al., 2014
l o6 _ p4 h Blixt et al., 2003
ob - B4
Lasly T
Siglec3 Myeloide Vorlauferzellen, Macauley et al., 2014
Monozyten, Makrophagen, o6 _ p4
Granulozyten, Mikroglia . B
Siglec4a Oligodendrozyten, Schwann-Zellen a3 _ B3 Macauley et al., 2014
‘ L Blixt et al., 2003
Siglec5 Neutrophile, Monozyten, B-Zellen ’“_8‘ Macauley et al., 2014
Angata et al., 2006
' ab
Siglec7 NK-Zellen, Monozyten, Mastzellen a8 o a3 . B4 Crocker et al., 2007
H— . Macauley et al., 2014
Siglec9 Monozyten, Neutrophile dendritische 6S Crocker et al., 2007
Zellen, NK-Zellen ' a3 B4 Macauley et al., 2014
a3
Siglec10 B-Zellen, Monozyten, Eosinophile ab _ p4 Crocker et al., 2007
R . Macauley et al., 2014
I a6 _ p4

B GicNAc (N-Acetylglucosamin) € Neu5Ac (N-Acetylneuraminséure)

GalNAc (N-Acetylgalactosamin) Neu5Gc (N-Glycolylneuraminsaure)

Galactose A Fucose S Sulfat

Auch bei Tumorerkrankungen spielen Siglecs in verschiedener Weise eine Rolle. Die
Hypersialylierung von Tumorzellen bedeutet eine verstarkte Expression von Liganden flr
Siglecs. Die Bindung der entsprechenden sialylierten Antigene fuhrt zu einer inhibitorischen
Antwort der Immunzellen und damit zum Immunescape von Tumorzellen (Rodriguez et al.
2018). So fiuhrt die verstarkte Sialylierung auf Tumorzellen Uber die Bindung an Siglec7 auf
NK-Zellen zu deren Inhibition, wodurch das Erkennen und Eliminieren der Tumorzellen in
vitro und in vivo verhindert wird (Jandus et al. 2014, Hudak et al. 2014). Huang et al. konnten
passend dazu zeigen, dass Siglec7-negative NK-92MI-Zellen eine héhere zytotoxische
Aktivitat gegenuber vier verschiedenen Leukamiezelllinien aufwiesen als Siglec7-positive
NK-92MI-Zellen (Huang et al. 2018).

Neben der Hypersialylierung von Glykanstrukturen, die Uber die Bindung an Lektine
Einfluss auf die Wirkung von Immunzellen haben, kénnen Tumorzellen auch selbst
veranderte Muster in der Expression von Lektinen zeigen. So kénnen Lektine ebenfalls zu

Angriffspunkten von Immuntherapien werden (Rodriguez et al. 2018). Da Siglecs fast
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ausschlie8lich auf Immunzellen exprimiert werden, eignen sich Siglec-spezifische
Immuntherapien insbesondere fur die Therapie von Leukdmien und Lymphomen. Siglec-
spezifische Antikorper, die sich gegen Siglec2 (CD22) bei ALL und Siglec3 (CD33) bei AML
richten, sind zum Teil bereits zugelassen oder befinden sich in klinischer Testung
(Macauley et al. 2014, Pourmontaseri et al. 2022). CAR-T-Zellen, die sich gegen Siglec2
(CD22) richten, werden als Einzel-CAR (Pan et al. 2019) oder als bispezifische CARs in
Kombination mit CD19 (Dai et al. 2020) in der Behandlung der ALL Kklinisch getestet.
Darlber hinaus haben Jetani et al. einen Siglec6-spezifischen CAR entwickelt und einen
Effekt dieser CAR-T-Zellen gegen AML-Zellen in vitro und in vivo nachgewiesen (Jetani et
al. 2021).

1.5 Lektin-basierte CARs

In den letzten Jahren sind verschiedene Antikdrper-basierte CARs mit Spezifitat fur TACAs
wie z.B. TAG72, Lewis Y, GD2 und Tn-MUC1 entwickelt worden (Steentoft et al. 2018).
Statt eines Antikdrperfragments (scFv) kann allerdings auch die CRD eines Lektins zur
spezifischen Bindung von Glykanstrukturen in einem CAR-Konstrukt verwendet werden
(Abbildung 3A). Es wurde bereits eine geringe Anzahl Lektin-basierter CARs mit Spezifitat
fur TACAs entwickelt und grotenteils im Zusammenhang mit soliden Tumorentitaten
praklinisch getestet. Meril et al. haben Lektin-basierte CARs der zweiten Generation mit
den Ektodomanen von Siglec7 und Siglec9 entwickelt. Dabei konnten sie eine spezifische
zytotoxische Aktivitat fur sowohl den Siglec7- als auch den Siglec9-CAR gegen
verschiedene Zelllinien (solide Tumore und Leukd&mie) nachweisen. Die beiden CARs
zeigten ebenfalls eine spezifische antitumorale Wirkung in einem Xenograft-Mausmodell
mit einer humanen Melanomzelllinie mit signifikant verzégertem Tumorwachstum und
erhohter Uberlebensdauer ohne relevante Nebenwirkung der mit der CAR-Therapie
behandelten Mause (Meril et al. 2020). Diese Ergebnisse stellen ein proof-of-concept fur
die Verwendung von humanen Siglec-Domanen in Lektin-basierten CARs zur Erkennung
von TACAs dar.

Meléndez et al. haben verschiedene Lektin-basierte CARs gegen das Globotriaosylceramid
(Gb3) entwickelt, welches von verschiedenen Tumoren wie dem Pankreaskarzinom,
Mammakarzinom, Kolorektalem Karzinom und Burkitt-Lymphom Uberexprimiert wird. Im
Unterschied zu Meril et al. stammen die Gb3-bindenden Lektindomanen in diesen
Zweitgenerations-CARs von Bakterien (Shigella dysenteriae und Pseudomonas
aeruginosa) und der Mittelmeer-Miesmuschel (Mytilus galloprovincialis). Die Autoren
konnten eine spezifische Zytotoxizitat inrer Lektin-basierten CAR-T-Zellen gegen Zelllinien
vom Burkitt-Lymphom, Kolorektalen Karzinom und Mammakarzinom nachweisen
(Meléndez et al. 2022).
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Franke et al. aus unserer Arbeitsgruppe (AG) haben erstmals einen CAR auf Basis eines
humanen C-Typ Lektins zur Erkennung von TACAs publiziert. In diesem CAR bindet die
CRD von CD301 an Tn und STn, die auf Zellen von verschiedenen soliden Tumoren
uberexprimiert werden. Dafur wurde die scFv eines Zweitgenerations-CAR (mit CD28 und
CD3() durch die C-Typ Lektindomane von CD301 ersetzt. Insgesamt drei verschiedene
CD301-CARs wurden getestet: CD301, CD301 mit einem zusatzlichen Glycin-Serin-Linker
(zwischen der CRD und IgG) und CD301 mit Linker und Myc-Tag. Die CD301-CARs in
NK92-Zellen zeigten eine signifikant erhohte spezifische Zytotoxizitat gegentber Tn/STn-
positiven Brustkrebszelllinien. Im direkten Vergleich der CARs untereinander konnte die
zytotoxische Aktivitat durch den eingebauten Linker zusatzlich gesteigert werden (Franke
et al. 2023). Daruber hinaus konnten Prasse et al. aus unserer Arbeitsgruppe nachweisen,
dass derselbe CD301-CAR (ohne Linker und Myc-Tag) in NK92-Zellen auch gegen Tn/STn-
positive Osteosarkomzelllinien spezifisch zytotoxisch aktiv war (Prasse et al. 2024).
McKenna et al. haben einen Zweitgenerations-CAR auf Basis eines modifizierten
pflanzlichen Lektins aus der Banane entwickelt. Dieser H84T-BanLec-CAR bindet an
Mannose-reiche Oligosaccharide, die sich als TACA sowohl auf Pankreastumorzellen als
auch auf den Zellen des tumorassoziierten Stromas befinden. Durch diese duale
spezifische Bindungsmdglichkeit wird gleich zwei Problemen der CAR-T-Zelltherapie bei
soliden Tumoren begegnet: zum einem der Heterogenitat von tumorspezifischen Antigenen
und zum anderen dem erschwerten Zugang der CAR-T-Zellen zu den malignen Zellen
aufgrund der Tumormikroumgebung. Die Autoren konnten nachweisen, dass die H84T-
CAR-T-Zellen in 3D-in-vitro-Modellen Pankreaskarzinomzelllinien téten und die
Gewebsarchitektur des tumorassoziierten Stromas storen konnten. Diese Ergebnisse
konnten in Xenograft-Mausmodellen ohne relevante Toxizitat auf Normalgewebe bestatigt
werden (McKenna et al. 2023).

Es liegt also ein proof-of-concept fir sowohl humane als auch pflanzliche Lektin-basierte
CARs in Zusammenhang mit Tumorerkrankungen vor. Unter den humanen Lektinen
zeigten sowohl Siglec- als auch C-Typ-Lektin-basierte CARs eine vielversprechende
antitumorale Wirkung. In dieser Arbeit werden ebenfalls Lektin-basierte CARs, im
Folgenden LEC-CARs genannt, mit der CRD von humanen Siglecs und C-Typ-Lektinen in
NK92-Effektorzellen untersucht. Allgemein ist die Affinitat eines Lektins mit seiner CRD zu
den jeweiligen Glykanstrukturen ungefahr 1000-mal schwacher als die Affinitat von
Antikérper-Antigen-Bindungen (Cummings et al. 2015). Deshalb kénnte die Kombination
von zwei CRDs uber einen Glycin-Serin-Linker in einem Fusions-LEC-CAR die Aviditat, die
zytotoxische Effizienz und die Spezifitdt der LEC-CAR tragenden Effektorzellen weiter
steigern und ist daher Gegenstand dieser Arbeit (Abbildung 3B).
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Abbildung 3 Aufbau von LEC-CARs. (A) Der konventionelle CAR der zweiten Generation besteht aus einem
Antikérperfragment (single-chain variable fragment, scFv) zur Erkennung von Antigenstrukturen auf den
Zielzellen, einer Transmembrandoméane, der costimulatorischen Domane CD28 sowie der intrazellularen
Signaldoméane CD3( (links). Beim Lektin-basierten CAR (LEC-CAR) bindet die carbohydrate recognition domain
(CRD) eines Lektins an spezifische Glykanstrukturen auf der Oberflache der Zielzellen, hier Leukamiezellen
(rechts). (B) In einem Fusions-LEC-CAR werden zwei verschiedene CRDs lber einen Glycin-Serin-Linker
miteinander kombiniert. Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

scFv = single-chain variable fragment, CRD = carbohydrate recognition domain

1.6 Ziel dieser Arbeit

Trotz verbesserter Chemotherapie-Protokolle und der Mdglichkeit einer HSZT ist die
Leukédmie bei einigen Kindern refraktar oder rezidivierend. In diesen Fallen stellen
spezifische Immuntherapien wie eine CAR-T-Zelltherapie eine Behandlungsoption dar. Fir
die Therapie der B-ALL werden bereits CD19-CAR-T-Zellen klinisch eingesetzt, fir die AML
konnte allerdings noch keine CAR-T-Zelltherapie zugelassen werden, da bisher keine
spezifischen Proteinantigene ohne relevante Uberschneidung mit normalen
hamatopoetischen Zellen als Zielstruktur auf der Oberflache von AML-Blasten gefunden
werden konnten. Hier stellen aberrante, tumorspezifische Glykane einen neuen
Angriffspunkt fur eine CAR-T-Zelltherapie dar. Wahrend die Bindungsspezifitat von
konventionellen CARs durch Antikérperfragmente (scFv) bedingt ist, wird in dieser Arbeit
die CRD von Lektinen in sogenannten LEC-CARs zur Erkennung spezifischer
Kohlenhydratantigene auf der Oberflache von Leukamiezellen genutzt.

Ziel dieser Arbeit ist es, zunachst die Oberflachenglykosylierung von primaren
padiatrischen und adulten Leukdmieproben (ALL und AML) mittels zehn verschiedener

rekombinanter humaner Lektine durchflusszytometrisch zu untersuchen, um neue
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Erkenntnisse Uber potentielle Zielstrukturen fir eine CAR-T-Zelltherapie zu erlangen. Zum
Vergleich der spezifischen Glykosylierungsmuster werden analog auch Zellen des
hamatopoetischen Systems (peripheres Blut und Knochenmark) gesunder Spender
untersucht. Daraufhin werden die vielversprechendsten Lektindomanen fur die Generierung
der LEC-CARs ausgewahlt. Die CRDs dieser Lektine werden anschlieRend an ein
konventionelles CAR-RUickgrat der zweiten Generation fusioniert. Fir die Uberpriifung der
Hypothese, dass die Kombination von zwei CRDs in einem Fusions-LEC-CAR die Spezifitat
und zytotoxische Effektivitat im Vergleich mit LEC-CARs mit monomerer CRD steigern
kann, werden in diesem Projekt neben Einzel-LEC-CARs auch die CRDs zweier
verschiedener Lektine in einem Tandem-CAR-Konstrukt fusioniert. Dabei wird auch die
potentiell Uberlappende Glykanexpression auf anderen sensiblen Zellpopulationen des
hamatopoetischen Systems in der Auswahl bertcksichtigt. Dann werden NK92-Zellen, die
in dieser Arbeit als Effektorzellen dienen, mit den LEC-CAR-Konstrukten viral transduziert.
Nach Uberprifung der  Oberflachenlokalisation und Untersuchung der
Bindungseigenschaften der LEC-CARs werden die LEC-CAR tragenden NK92-Zellen
hinsichtlich ihrer Spezifitdt und Effektivitdt gegenlber geeigneten Leukamiezelllinien in

Bezug auf Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Produktion untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Reinstwasser wurde mit dem Milli-Q® Advantage A10 hergestellt und wird im Folgenden
als ddH-0 bezeichnet.

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

96 well — Flachboden — unbehandelt - schwarz Thermo Fisher Scientific

Drigalskispatel ISOLAB Laborgerate

Einmalspritzen (30 ml) Becton Dickinson

FACS-Rd6hrchen

- 5ml, 75x12mm Rundbodenréhrchen - Sarstedt

- 5ml, 75x12mm Rundbodenréhrchen mit Kappe - Falcon

- 5ml, 75x12mm Rundbodenréhrchen mit in der Kappe - Falcon
integriertem Zellsieb

Kryoréhrchen Sarstedt

Pipettenspitzen (10 pl, 20 pl, 100 i, 200 pl, 1000 pl) Sarstedt

Reagiergefale (1,5 ml / 2,0ml) Sarstedt

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) Sarstedt

Spritzenvorsatzfilter 0,2 ym Sarstedt

Zellkulturflaschen (25, 75, 175 cm? Wachstumsflache) Sarstedt

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Vertiefungen), Flachboden Sarstedt
und Rundboden

Zellkulturschalen (2 6¢cm) Sarstedt

Zentrifugenréhrchen mit konischem Boden (15 ml, 50 ml)  Greiner

2.1.2 Geriate
Tabelle 3: Gerite

Gerat Name Hersteller
COg2-Inkubator - HERACcell 240 Thermo Fisher
- HERACcell 240i Scientific
Durchflusszytometer - BDFACSCanto™ - Becton Dickinson
-  BD FACSAria™ Fusion Cell - Becton Dickinson

Sorter - Miltenyi Biotec
- MacsQuant® Analyzer 10
Flow Cytometer
Elektrophorese-Kammer - Compact S Analytik Jena
- Compact XS/S
- Agagel Standard ohne
Kuhlung (Typ G45/1)
Elektrophorese-Netzgerat Standard Power Pack P25 Analytik Jena
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Fluoreszenzmikroskop Nikon eclipse Ts2R Nikon
Heizblock - ThermoMixer comfort - Eppendorf
- ThermoMixer C - Eppendorf
- Trockenblockheizsystem - Thermo Fisher
Serie BTD Scientific
Licht-Mikroskop - LEICA DMIL - Leica Camera
- Nikon eclipse Ts2R - Nikon
Mikrobiologischer - Heraeus B12 Function line ~ Thermo Fisher
Brutschrank - MaxQ 6000 Scientific
Pipetten (0-10 pl, 10-100 ul, Eppendorf Research Plus Eppendorf
10-200 pl, 100-1000 pl)
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann
Laborgerate
Plattenreader VarioSkan Lux Thermo Fisher
Scientific
Rotator SB3 Stuart
Schuttelinkubator - New Brunswick™ innova® - Eppendorf
44 - Thermo Fisher
- MaxQ 6000 Scientific
Sicherheitswerkbank - HERA safe KS12 Thermo Fisher
- Maxisafe 2020 Scientific
- MSC-Advantage
Spektrophotometer - NanoDrop2000 Thermo Fisher
Spectrophotometer Scientific
- Nanodrop One
Thermocycler - TProfessional Thermocycler Analytik Jena
- TAdvanced
Tischzentrifugen - Heraeus Pico17 Centrifuge - Thermo Fisher
- Heraeus Fresco21 Scientific
Centrifuge - Thermo Fisher
- C1301 Mini Centrifuge Scientific
- Centrifuge 5420 - Labnet
International
- Eppendorf
Uberkopfschdttler Reax2 Heidolph Instruments
UV-Transilluminator - BioDocAnalyze - Analytik Jena
- E-Box VX2 - Vilber
Vortexmischer - Vortex Mixer SA8 - Stuart
- Reax Top - Heidolph
Instruments
Waage Prazisionswaage ED3202S Sartorius
Wasseraufbereitungssystem Milli-Q® Advantage A10 Merck
Zellzahlgerat Countess 3 Thermo Fisher
Scientific
Zellzahlkammer Neubauer improved 0,fm Brand
Tiefe/0,0025 mm?
Zentrifuge - Heraeus Multifuge 3S-R - Thermo Fisher
- Heraeus Megafuge 40R Scientific
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- Centrifuge 5810 R - Thermo Fisher
- Rotina 48 Scientific
- Eppendorf
- Hettich Lab
2.1.3 Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien
Produkt Bestellnummer Hersteller
2-Propanol 1.09634.2511 Merck
6x TriTrack DNA Loading Dye R1161 Thermo Fisher Scientific
7-AAD Viability Staining Solution 420404 Biolegend
Ammoniumchlorid (NH4ClI) P726.1 Carl Roth
Ampicillin Sodium Salt A9518 Sigma-Aldrich
Aqua 388 0087 B. Braun
Bakterienstamm JM109 P975A Promega
BD GolgiStop™ Protein Transport 554724 Becton Dickinson
Inhibitor (mit Monensin)
BD Pharm Lyse™ Lysing buffer 555899 Becton Dickinson
Calcein-AM 56496 206700 Sigma-Aldrich
Calciumchlorid (CaCly) HNO04.1 Carl Roth
Difco™ LB Broth, Miller (Luria-Bertani) 244620 Becton Dickinson
Dimethylsulfoxid z.A. 2347.1000 Chemsolute
dNTP Mixture 4030 Takara
Essigsaure 100% 6755.2 Carl Roth
Ethanol absolute for analysis 1009832500 Merck
Ethidiumbromidlésung 2218.1 Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsaure 8043.1 Carl Roth
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA-Nay)
Formaldehydldsung 37% CP10.2 Carl Roth
GeldRed® Nucleic Acid Gel Stains 41003 Biotium
GeneRuler 100bp Plus DNA ladder SM0321 Thermo Fisher Scientific
Human TruStain FcX™ 422302 Biolegend
lonomycin Calcium Salt 5608212 Pepro Tech
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) P748.1 Carl Roth
LB-Agar (Luria/Miller) X969.2 Carl Roth
Magnesiumchlorid (MgCl.) 1.058.331.00 Merck
MTT Dye Solution G4102 Promega
PMA P8139 Sigma-Aldrich
Polybrene (Hexadimethrine bromide)  107689-10G Sigma-Aldrich
ROTI® GelStain 3865.2 Carl Roth
Solubilization Solution/Stop Mix G4101 Promega
TAE-Puffer (50x) A1691,100 AppliChem
Triton X® 100 3051.4 Carl Roth
Trypan Blue Solution (0,4%) T8154 Sigma-Aldrich
Tween® 20 (ngH114026) 8022.0500 Chemsolute
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UltraPure™ Agarose

16500-500

Thermo Fisher Scientific

2.1.4 Puffer

Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Puffername Bestandteile Verwendung
C-Typ-Lektin-  fur 10 ml: Binde- und Waschpuffer
Waschpuffer - 10 yl CaClz [1M] fur Farbungen mit C-Typ-
- 20 pl MgClz [1M] Lektinen
- 10 ml PBS
FACS-Puffer - 2% fotales Kalberserum (FKS), Waschpuffer und Losung
hitzeinaktiviert (h.i.) far
- inPBS durchflusszytometrische
Untersuchungen
10x ACK- - 150mM Ammoniumchlorid (NH4ClI) Erylyse von peripherem
Lysepuffer - 10mM Kaliumhydrogencarbonat Blut und Knochenmark
(KHCO3)

- 0,AfmM Ethylendiamintetraessigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA-Nay)
- inddH20

2.1.5 Reaktions-Kits

Tabelle 6: Reaktions-Kits

Produkt Bestellnummer Hersteller

CloneJET PCR Cloning Kit K1231 Thermo Fisher Scientific
Human IFN gamma Uncoated ELISA  88-7316 Thermo Fisher Scientific
Lipofectamine® 3000 Transfection Kit  L3000-015 Thermo Fisher Scientific
Mix & Go! E.coli Transformation Kit T3001 Zymo Research

and Buffer Set

NucleoSpin® Plasmid EasyPure 740727.250 Macherey-Nagel

One Shot™ TOP10 Chemically C404003 Thermo Fisher Scientific
Competent E.coli

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit 12163 Qiagen

QIAquick® PCR & Gel Cleanup Kit 28506 Qiagen

2.1.6 Antikorper, Glykokonjugate, rekombinante Proteine und Isotypen

Tabelle 7: Antikorper

Produkt Klon Bestellnummer Lot-Nummer Hersteller
APC anti-human HI10a 982202 B332579 Biolegend
CD10

APC anti-human HIT3a 300312 B193631 Biolegend

CD3 Antikorper

22



Material und Methoden

BDTM
CompBeads
Anti-Mouse Ig,
k/Negative
Control
Compensation
Particles Set

552843

Becton
Dickinson

c-Myc
Antikérper B

9E10

sc-40 B

C0119

Santa Cruz
Biotechnology

CD34
Antikorper, anti-
human, FITC

AC136

130-113-178

5200601706
5210404684

Miltenyi Biotec

CD56 Antibody,
anti-human,
FITC,
REAfinity ™

REA196

130-114-549

5201205227
5210708579

Miltenyi Biotec

Goat anti-human
IgG Fc gamma,
R-Phycoerythrin
conjugated

GtxHu-004-EPE

53-126-032619
78-78-061521

Immuno-
Reagents

Goat I1gG (H+L)
APC-conjugated
Antibody

FO108

LXE0615021

R&D Systems

Human Siglec-
10 Antikorper

AF2130

KREO012006A

R&D Systems

Human Siglec-
7/CD328
Biotinylated
Antibody

BAF1138

['Y013051

R&D Systems

Human Siglec-9
Biotinylated
Antibody

BAF1139

IFW0118091

R&D Systems

PE/Cy7 anti-
human CD107a
(LAMP-1)
Antibody

H4A3

328618

B284259
B333360

Biolegend

PE/Cyanine7
anti-human
CD38 Antikorper

HIT2

303515

Biolegend

Tabelle 8: Glykokonjugate

Produkt

Klon

Bestellnummer

Lot-Nummer

Hersteller

(Sia)s PAA-biot

/

73-BP

/

GlycoNZ

6° SLN PAA-biot

/

997-BP

/

GlycoNZ

Aminoglucitol
PAA-biot

/

0000-BP

/

Lectinity

Lewis* PAA-biot

0044-BP

Lectinity
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SiaLex_6(GlcNAc)_
O-sulfate PAA-
biot

/

20-BP

GlycoNZ

Tabelle 9: Rekombinante Proteine

Produkt

Klon

Bestellnummer

Lot-Nummer

Hersteller

c-Myc Alexa

Fluore47

9E10

sc-40AF647

K0137

Santa
Biotechnology

Cruz

Recombinant
Human DC-
SIGN/CD209 Fc
Chimera

Protein, CF

161-DC

NCQ4220091

R&D Systems

Recombinant
Human
MAG/Siglec-4a
Fc Chimera
Protein, CF

8940-MG

- DFEH0119031
- DFEH0121011

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-
10 Fc Chimera
Protein, CF

2130-SL

- 1JR0519101
- I|JR0520011

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-
2/CD22 Fc
Chimera

Protein, CF

1968-SL

-  GER2418061
-  GER2620111

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-
3/CD33 Fc
Chimera

Protein, CF

1137-SL

- FYK0517071
- FYK0620101

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-5
Fc Chimera
Protein, CF

1072-SL

-  FPO0718101
-  FPO0820061

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-
7/CD328 Fc
Chimera

Protein, CF

1138-SL

- FXW0418081
- FXW0420071

R&D Systems

Recombinant
Human Siglec-9
FC Chimera
Protein, CF

1139-SL

- FVMO0518091
- FVM0621031

R&D Systems
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Streptavidin, / S32357 1369669 Thermo Fisher
AlexaFluor® 647 Scientific
conjugate

Streptavidin, R- / S866 1485205 Thermo Fisher
Phycoerythrin Scientific
Conjugate

(SAPE)

Tabelle 10: Isotypen

Isotyp Klon Bestellnummer Lot-Nummer Hersteller
FITC Mouse IgG2a, k MOPC- 400210 B127491 Biolegend
Isotype Ctrl (FC) 173

Antikdrper

Normal Goat IgG / BAF108 XS1519071 R&D Systems
Biotinylated Control

Normal Goat IgG Control / AB-108-C ES4119121 R&D Systems
PE/Cyanine7 Mouse MOPC- 400126 B308653 Biolegend
IgG1, k Isotype controle 21

PE/Cyanine7 Mouse MOPC- 400126 B136047 Biolegend
IgG1, k Isotype Ctrl 21

Antikdrper

REA Control (S)-FITC / 130-104-610 5170523228 Miltenyi Biotec
human

2.1.7 Zellkultur

Tabelle 11: Materialien fiir die Zellkultur

Produkt Bestellnummer Lot-Nummer Hersteller

0.05% Trypsin-EDTA 25300-054 / Thermo Fisher Scientific
(1x)

Dulbecco’s Modified 41965-039 / Thermo Fisher Scientific

Eagle Medium (DMEM)

(1x)

Dulbecco’s Phosphate 14190-094 / Thermo Fisher Scientific
Buffered Saline (DPBS)

(1x)

Fotales Kalberserum 10270-106 - 42F1384K Thermo Fisher Scientific
(FBS), qualified - 2324371
humanes IL-2 200-02 - 111812-1  Pepro-Tech

L118

- 102012

D1921
L-Glutamine 200mM 25030-024 / Thermo Fisher Scientific
(100x)
MEM Alpha (1x) 12561-056 / Thermo Fisher Scientific
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Minimum Essential M4526 / Sigma-Aldrich

Medium Eagle

Opti-MEM® I (1x) 31985-070 / Thermo Fisher Scientific
Reduced Serum Medium

Penicillin Streptomycin 15140-122 / Thermo Fisher Scientific
(10.000 Units/mL

Penicillin +

10.000 pl/mL

Streptomycin)

Pferdeserum, Donor H1270 - 194169 Sigma-Aldrich

Herd - 19K444

RPMI Medium 1640 (1x) 21875-034 / Thermo Fisher Scientific

2.1.8 Enzyme und Enzympuffer

Tabelle 12: Enzyme und Enzympuffer

Produkt Bestellnummer Lot-Nummer Hersteller

10x FastDigest Green B72 00780413 Thermo Fisher Scientific

buffer

10x T4 DNA Ligase B69 00111328 Thermo Fisher Scientific

Buffer

5x Phusion® HF B0518S 0071804 New England BiolLabs

Reaction Buffer

DreamTaq Green Master K1081 01026116 Thermo Fisher Scientific

Mix (2x)

FastDigest BamHI FD0055 00735974 Thermo Fisher Scientific
01027063

FastDigest Rrul FD2154 00918105 Thermo Fisher Scientific
00960002
01094715

Phusion® High-Fidelity M0530S 0051803 New England Biolabs

DNA Polymerase

T4 DNA Ligase ELOO16 01019336 Thermo Fisher Scientific

2.1.9 Primer

Die verwendeten Primer fir die Klonierung sind in Anhang-Tabelle | im Anhang und die

Primer fir die Kolonie-PCR und Sequenzierung in Anhang-Tabelle Il im Anhang aufgefihrt.
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2.1.10 Vektoren, Plasmide und cDNA
Tabelle 13: Verwendete Vektoren, Plasmide und cDNA

Name Verwendungszweck Hersteller

SRCL Klon 1 (Naggi) Herstellung rekombinanter freundlicherweise zur

pcDN3.1 C-J humaner Lektine Verfligung gestellt von
Dr. Anna-Katharina
Franke

CD301 pcDNA 3.1 ZeoR Herstellung rekombinanter freundlicherweise zur

humaner Lektine Verfligung gestellt von

Dr. Anna-Katharina
Franke

human Siglec7/CD328 Klonierung mit Siglec7 R & D Systems

Versa clone cDNA

extrazellulare Domane von Klonierung mit SRCL freundlicherweise zur

SRCL Verfugung gestellt von
Dr. Anna-Katharina
Franke

DC-SIGN LEC-CAR pBullet Vektor-Vorlage freundlicherweise zur

EGFP Verfligung gestellt von
Dr. Anna-Katharina
Franke

pcDNA3.MLV.gp y-Retrovirus: Gag/Pol Bestand AG  Muller,

Forschungsinstitut
Kinderkrebs-Zentrum
Hamburg

phCMV-GALV y-Retrovirus: kodiert die Hulle  Bestand AG  Muller,
Forschungsinstitut
Kinderkrebs-Zentrum

Hamburg
pJET 1.2/blunt Subklonierung LEC-CARs Thermo Fisher Scientific
Siglec7-SRCL  LEC-CAR Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
pBullet kloniert
SRCL-Siglec7 LEC-CAR in Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
pBullet kloniert
SRCL LEC-CAR in pBullet  Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
kloniert
Siglec7 LEC-CAR in pBullet Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
kloniert
Siglec7-SRCL  LEC-CAR Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
Linker pBullet kloniert
SRCL-Siglec7 LEC-CAR Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
Linker in pBullet kloniert
SRCL LEC-CAR Linker in Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
pBullet kloniert
Siglec7-SRCL  LEC-CAR Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
Linker Myc pBullet kloniert
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SRCL-Siglec7 LEC-CAR Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit

Linker Myc in pBullet kloniert
SRCL LEC-CAR Linker Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
Myc in pBullet kloniert
Siglec7 LEC-CAR Linker Generierung der LEC-CARs wahrend dieser Arbeit
Myc in pBullet kloniert

2.1.11 Softwareprogramme

Tabelle 14: Verwendete Softwareprogramme

Name Verwendung

BD FACSDiva Software 8.0.2 Aufnahme FACS-Daten

BioDocAnalyze 2.2 Gel-Dokumentation

FlowJo v10.6.1 Auswertung FACS-Daten

GraphPad Prism 8.3.0 Auswertung/Statistik

i-Control Software vom TecanReader

Leica Application Suite V3.8.0 Aufnahme Fluoreszenzbilder

MACS Quantify 2.13.2 Aufnahme FACS-Daten

NIS-Elements D 5.20.00 64-bit Aufnahme Fluoreszenzbilder

Skanlt RE 6.1.1 Software vom Varioskan

SnapGene ® 4.3.11 Erstellung von Vektorkarten, Primerdesign
BioRender.com Erstellung von ausgewahlten Abbildungen

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Insgesamt wurden 12 y-retrovirale Vektoren in dieser Arbeit kloniert (s. Tabelle 13, die
dazugehorigen Plasmid-Karten befinden sich im Anhang). Im folgenden Kapitel ist das

generelle Protokoll der Klonierung der generierten Vektoren fir die LEC-CARs beschrieben.

2.2.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde
verschiedene Inserts ausgehend von cDNA bzw. einem Vektor (Tabelle 13) mit geeigneten
Primern amplifiziert. Alle Primer wurden lyophilisiert bei Metabion bestellt und durch Zugabe
von ddH20 zunachst eine 100 uM Lésung hergestellt, dann auf 10 uM verdinnt, aliquotiert
und bei -20 °C gelagert.

PCR zur Generierung der LEC-CARs

Fir die Generierung der LEC-CAR-Konstrukte wurden die Primer aus Anhang-Tabelle | im

Anhang mit den angegebenen Sequenzen verwendet. Abbildung 4 zeigt beispielhaft die
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verwendeten Primer fur die Klonierung des Siglec7-SRCL LEC-CAR und deren Lage im y-
retroviralen Vektor pBullet. Die restlichen Vektorkarten der LEC-CARs mit den jeweiligen

zur Klonierung verwendeten Primern befindet sich im Anhang 1 bis Anhang 11.

Abbildung 4 Lage der zur Klonierung des Siglec7-SRCL LEC-CARs im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer und Schnittstellen. Das Insert des hier beispielhaft gezeigten Siglec7-SRCL LEC-CAR
besteht aus den beiden Lektin-Domanen Siglec7 und SRCL und wurde mit den Primern P1 Sig7-SRCL Sig7,
P2 Sig7-SRCL, P3 Sig7-SRCL und P4 Sig7-SRCL SRCL mittels (Fusions-)PCR generiert. Uber die
Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels
Restriktion und Ligation eingebracht. Eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) ermdglicht die separate
Synthese des grin fluoreszierenden Proteins (GFP). Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-
Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E. coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
(GGSG)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus, AmpR= Ampicillin-Resistenzgen

In Abbildung 5 ist die Generierung von Fusions-LEC-CARs durch eine Fusions-PCR
gezeigt. Daflr wurde zunachst mit der ersten Doméane (z.B. Siglec7) eine PCR 1 mit Primer
1 (mit optionalem Myc-Tag) und Fusions-Primer 2, welcher den Glycin-Serin-Linker zur
Trennung der Doméanen sowie eine komplementdre Region zur zweiten Doméane (z.B.
SRCL) enthalt, durchgefuhrt. In der parallel laufenden PCR 2 wurde der Fusions-Primer 3,
welcher ebenfalls einen Anteil des Glycin-Serin-Linkers enthalt und der Primer 4, welcher
optional einen weiteren Glycin-Serin-Linker (je nach Version des LEC-CARs) enthalt,
verwendet. Im nachsten Schritt wurde dann mit den aus PCR 1 und 2 entstandenen PCR-
Produkten mit Primer 1 und 4 fur die Fusions-LEC-CARs ohne Linker bzw. mit den Primern
LEC-CAR.for und LEC-CAR:.rev fiir die Fusions-LEC-CARs mit Linker und optionalen Myc-
Tag eine Fusions-PCR durchgefuhrt.
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Fir die Einzel LEC-CARs wurde die cDNA der CRD von SRCL oder Siglec7 in einer
einfachen PCR mit zwei aul3en liegenden Primern nach dem Schema von Primer 1 und 4
verwendet.

Tabelle 15 zeigt die eingesetzten Reagenzien und ihre Volumina fir die PCR 1 und 2,
Fusions-PCR und die PCR fur die Einzel LEC-CARs.

Tabelle 16 zeigt das dazugehoérige PCR-Programm.

Abbildung 5 Generierung eines Fusions-LEC-CARs mit Linker. (A) Das Gelbild zeigt die DNA-Banden der
Produkte von PCR 1 (CRD der Siglec7-Doméane mit Primer 1 und 2) und PCR 2 (CRD der SRCL-Doméane mit
Primer 3 und 4) sowie das finale Produkt der Fusions-PCR (Produkte der PCR 1 und 2 mit Primer 1 und 4) am
Beispiel der Generierung des Siglec7-SRCL LEC-CARs. (B) Schematische Abbildung der eingesetzten Primer
am Beispiel des Siglec7-SRCL LEC-CARs Linker. Primer 1 enthalt einen optionalen Myc-Tag und bindet an die
Siglec7-Doméane. Der Fusions-Primer 2 enthalt Binderegionen von Siglec7, einen Glycin-Serin-Linker zur
Trennung beider Domanen und komplementére Anteile der zweiten Doméane SRCL. Der Fusions-Primer 3
enthalt Anteile des Glycin-Serin-Linkers und bindet an die SRCL-Doméane. Primer 4 bindet an die SRCL-
Doméane und enthalt je nach Version des LEC-CARs optional einen weiteren Glycin-Serin-Linker.

myc = Myc-Tag, GS-Linker = Glycin-Serin-Linker

Tabelle 15: Volumina der eingesetzten Reagenzien fiur die PCR zur Generierung der
LEC-CARs

PCR-Reagenz Volumen [upl] bzw.
Konzentration [ng]

5x Phusion® HF Reaction Buffer 10 pl
Phusion®  High-Fidelity = DNA 0,5 ul
Polymerase

dNTPs 2 ul
Vorwarts-Primer 2,5 ul
Ruckwarts-Primer 2,5 ul
DNA 20 ng*
ddH>0O auf 50 pl auffillen

* In der Fusions-PCR wurden 10 ng Produkt der PCR 1 und 10 ng von Produkt der PCR 2 eingesetzt.
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Tabelle 16: PCR-Programm zur Generierung der LEC-CARs

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]

Initiale Denaturierung 98 30

Denaturierung 98 30
Primerhybridisierung 55 bzw. 58* 30 } 25-40x
Elongation 72 *

Finale Elongation 72 600

Abklhlen 10 ©

* Alle PCRs wurden bei 58 °C durchgefiihrt bis auf die Fusions-PCRs der LEC-CARs mit Linker bzw. mit Linker
und Myc-Tag.

** Die Elongations-Zeit wurde an die DNA-Fragment-Ldnge angepasst. Die Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase synthetisiert 1 kb / 30 s.

Die Produkte der Fusions-PCR bzw. der PCR der Einzelkonstrukte von den LEC-CARs
ohne Linker und optionalen Myc-Tag wurden in den pJET 1.2/blunt-Vektor mit dem
CloneJET PCR Cloning Kit nach Herstellerangaben subkloniert, gefolgt von einer
Transformation in die chemisch kompetenten Bakterien JM109 (s. Abschnitt 2.2.1.6). Die
Bakterien-Kolonien wurden am nachsten Tag mit einer Kolonie-PCR, wie im folgenden
Abschnitt beschrieben, auf das Vorhandensein des Inserts getestet. Mit den bestatigten
Klonen wurde anschlieRend eine Plasmid-Isolation und Sequenzierung durchgefihrt
(s. Abschnitt 2.2.1.7 und 2.2.1.8). Die DNA aus der Plasmid-Isolation diente gleichzeitig
auch als Ausgangsprodukt bzw. Insert fur die folgende Restriktion und Ligation in den
folgenden Abschnitten.

Fir die LEC-CARs mit Linker und optionalen Myc-Tag wurden die Produkte der PCR bzw.
Fusions-PCR ohne Subklonierung fir die Gel-Elektrophorese verwendet, anschliellend
aufgereinigt und als Ausgangsprodukt fir den Restriktionsverdau verwendet, wie in den

folgenden Abschnitten beschrieben.

Kolonie-PCR

Zur Uberprifung der auf den Agarplatten gewachsenen Bakterien-Klone auf das
Vorhandensein des Inserts (s. Abschnitt 2.2.1.6) wurde eine Kolonie-PCR durchgefihrt.
Dafiir wurde DNA gewonnen, indem ein Bakterien-Klon mit einer Pipettenspitze von der
Agarplatte gepickt und anschlieRend in 10 yl ddH2O gegeben und so lysiert wurde. Mit
derselben Pipettenspitze wurde vor der Lyse eine weitere Agarplatte beimpft, um
gegebenfalls die ensprechenden Plasmide isolieren zu kénnen (s. Abschnitt 2.2.1.7). Die
verwendeten Primer FG33pBullet_pol_fw und FG34pBullet_hlgG_rev sind mit ihrer
Sequenz in Anhang-Tabelle Il im Anhang aufgefuhrt, Abbildung 6 zeigt die Lage der Primer
im pBullet Vektor. Tabelle 17 zeigt die eingesetzten Reagenzien, Tabelle 18 fasst das PCR-

Programm der Kolonie-PCR zusammen.
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Tabelle 17: Volumina der eingesetzten Reagenzien fiir die Kolonie-PCR

PCR-Reagenz Volumen [pl]

ddH.O-Bakterien-Gemisch 2
DreamTaq Green Master Mix (2x) 12,5
1 yl FG33pBullet_pol_fw 1
1 pul FG34pBullet_hlgG_rev 1
ddH20 8,5

Tabelle 18: Programm der Kolonie-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]

Initiale Denaturierung 95 60

Denaturierung 95 20
Primerhybridisierung 55 30 } 25x
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 120

Abklhlen 4 ©

Die PCR-Produkte wurden anschlieend fir eine Gel-Elektrophorese (s. Abschnitt 2.2.1.2)

verwendet, um die Bakterienklone mit Insert von denen ohne Insert zu differenzieren.

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung amplifizierter DNA erfolgte in Agarose-Gelen. Fur ein 1%-Gel wurde 0,8 g
Agarose-Pulver mit 80ml 1x TAE-Puffer gemischt und fur 2-3 min unter gelegentlichen
Schwenken in der Mikrowelle erhitzt. Anschliefliend wurde 3 ul Ethidiumbromid, 8 pl ROTI®
GelStain oder 8 pl GeldRed® zur Agaroseldsung hinzugegeben, diese in den mit einem
Kamm zur Aussparung von Geltaschen vorbereiteten Schlitten gegossen und Luftblasen
entfernt. Sobald das Gel fest war, wurde der Gelschlitten in die mit 1x TAE-Puffer gefilite
Elektrophorese-Kammer gegeben. Die DNA-Proben wurden, falls noch nicht im Ansatz
vorhanden, mit 1x DNA Loading Dye versetzt und die Geltaschen damit beladen. Die Gene
Ruler 100bp DNA-Leiter wurde als Grélenstandard verwendet und 5 ul davon in die
aulerste Geltasche gegeben. Die Elektrophorese erfolgte anschlieRend flir 120 Volt fir 25-

30 min. Danach wurde das Gel in einem UV-Transilluminator beleuchtet und fotografiert.

2.21.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die entsprechenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem sauberen Skalpell aus
dem Agarose-Gel ausgeschnitten und gewogen. Zur Isolierung der DNA-Fragmente wurde
das QIAquick® PCR & Gel Cleanup Kit verwendet und nach Herstellerangaben sowohl die
Gel-Extraktion als auch eine anschlieRende PCR-Aufreinigung durchgefuhrt. Die DNA
wurde in 30 pl ddH2O eluiert. Zum Schluss wurde die DNA-Konzentration am

Spektrophotometer bestimmt.
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2.2.1.4 Restriktionsverdau

Zur Vorbereitung der Ligation wurde ein Restriktionsverdau durchgefihrt. Die Lage der
Schnittstellen BamHI und Nrul (synonym Rrul) im y-retroviralen pBullet Vektor ist in
Abbildung 4 gezeigt. Fur die Restriktion des Vektors wurden 3 ug DC-SIGN LEC-CAR
pBullet EGFP Vektor, 2 yl BamHI, 2 pl Nrul, 3 pl 10x Fast Digest Green Buffer auf Eis
gemischt und mit ddH.O auf 30 uyl aufgeflllt. Fir die Restriktion des Inserts
(Lektindomanen) wurden 1 ug aufgereinigtes PCR-Produkt, 1.5 ml BamHI, 1.5 pl Nrul und
3 ul 10x Fast Digest Green Buffer auf Eis gemischt und mit ddH.O auf 30 pl aufgefiillt.
Anschlieend wurden die Ansatze fur 1 Stunde bei 37 °C im Heizblock inkubiert und danach
sofort auf Eis abgestoppt. AnschlieBend wurde, wie in Abschnitt 2.2.1.2, eine Agarose-
Gelektrophorese durchgefuhrt. Allerdings wurde jeweils nur ein kleiner Teil des
Restriktionsverdaus auf dem Gel zur Hohenbestimmung der Banden mit UV-Licht
beleuchtet und der restliche Teil des Restriktionsverdaus auf gleicher H6he im
unbelichteten Gelanteil herausgeschnitten, sodass die weiterverwendete DNA kein Kontakt
zu UV-Licht hatte. Anschlieliend wurden die DNA-Fragmente aus dem Agarosegel isoliert
und aufgereinigt (s. Abschnitt 2.2.1.3) und der linearisierte Vektor und das Insert

anschliel3end fir die Ligation verwendet.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Far die Ligation des Inserts mit dem pBullet Vektor wurden 100 ng des verdauten DC-SIGN
LEC-CAR pBullet EGFP Vektors in einem molaren 1:3 bis 1:8 Vektor-zu-Insert-Verhaltnis
mit den verdauten Insert, 2yl 10x T4 DNA-Ligase Puffer und 1yl T4-Ligase
zusammengegeben und mit ddH20 zu einem Gesamtvolumen von 20 ul aufgefillt. Diese
Reaktionsmischung wurde bei 16 °C Uber Nacht im Heizblock inkubiert. Am folgenden Tag

wurden 4 pl des Ligation-Ansatzes fur die Transformation von Bakterien benutzt.

2.2.1.6 Transformation von Bakterien

Es wurden zwei verschiedene Bakterienstdmme zur Transformation verwendet: E. coli
TOP10 von Thermofisher und JM109 von Promega, die mit dem Mix & Go! E.coli
Transformation Kit Zymo Research nach Herstellerangaben chemisch kompetent gemacht
und anschlie®end in 75 pl Aliquots bei -80 °C gelagert wurden.

Fir die Transformation wurden die chemisch kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und 4 pl
des Ligation-Ansatzes hinzugegeben, geschwenkt und 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlielRend wurde fiir 30 s ein Hitzeschock im 42 °C warmen Wasserbad durchgefihrt
und die Bakterien danach sofort flir 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul SOC-

Medium wurden die Bakterien fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die
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Bakterienkultur auf eine vorgewarmte Agarplatten mit Ampicillin (100 pg/ml) mit einem

Drigalskispatel ausplattiert und dber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.21.7 Plasmidisolation

Am Tag nach der Transformation wurden Bakterien-Einzelklone mit einer Pipettenspitze
von der Agarplatte gepickt und damit eine Kolonie-PCR durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.2.1.1).
Die in der Kolonie-PCR bestatigten gepickten Klone mit Insert wurden dann in 5 ml fliissigen
LB-Medium mit Ampicillin (1:1000) Uber Nacht bei 37 °C und Schutteln bei 175 rpm
inkubiert. Fur die Plasmid-Isolation (Minipraparation) wurde das NucleoSpin® Plasmid
EasyPure von Macherey-Nagel verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
DNA wurde in 50 yl ddH2O eluiert und die Konzentration am Spektrophotometer bestimmt.
Fir hdhere DNA-Konzentrationen (Maxipraparation) wurden 100 ml flissiges LB-Medium
mit Ampicillin (50 pg/ml) mit 150 ul der Minipraparation-Bakterienkultur angeimpft und Gber
Nacht bei 37 °C und Schitteln bei 175 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde das QIAGEN®
Plasmid Maxi Kit zur Plasmidisolation verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die DNA wurde in 500 pyl ddH20 eluiert und die Konzentration am Spektrophotometer

bestimmt.

2.21.8 Sequenzierung

Die Plasmid-DNA aus der Minipraparation wurden mittels Sanger-Sequenzierung auf ihre
Korrektheit der inserierten DNA-Fragmente (Lektin-Domanen) tberprift. Dafur wurden 1 ug
Plasmid-DNA mit 3 yl Sequenzierungsprimer (10 yM) gemischt und mit ddH.O auf ein
Gesamtvolumen von 15 pl aufgeflllt. Die Sequenzierung erfolgte Uber Microsynth Seqlab
GmbH in Géttingen, Deutschland.

Nach Abschluss der Klonierung wurden aus der Maxipraparation-DNA alle LEC-CAR-
Konstrukte im pBullet Vektor (Tabelle 13) vom Signal-Peptid bis zum GFP mit
verschiedenen Sequenzierprimern Uberprift. Die Primer zur Sequenzierung sind in
Anhang-Tabelle Il im Anhang aufgefuhrt und in Abbildung 6 in ihrer Position im pBullet
Vektor dargestellt.
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Abbildung 6 Lage der zur Sequenzierung verwendeten Primer im y-retroviralen pBullet Vektor. Mithilfe
der Vorwarts-Primer FG33pBullet_pol_fw, LEC-CAR.for und den Rickwarts-Primer LEC-CAR.rev,
FG34pBullet_higG_rv, p73 und EGFP Rev konnte das gesamte CAR-Konstrukt vom Signalpeptid bis zum
Expressionsreporter GFP auf die Korrektheit der DNA mittels Sanger-Sequenzierung Uberprift werden.
Beispielhaft ist hier der SRCL LEC-CAR in pBullet gezeigt. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
(GGSG)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, AmpR = Ampicillin-Resistenzgen, CMV = Cytomegalievirus, MMLV = Moloney Murine
Leukemia Virus

2.2.2 Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle Arbeiten mit den Zelllinien (Tabelle 19) wurden unter einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt. Die Kulturmedien (Tabelle 20) wurden vor Gebrauch auf 37 °C temperiert.
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C mit 5% COo-
Begasung. Es wurden verschieden grol3e sterile, beschichtete Zellkulturflaschen und -
platten zur Kultivierung der Zelllinien verwendet. Kleine Flaschen hatten eine Flache von
25 cm? (T25), mittlere Flaschen eine Flache von 75 cm? (T75) und grofRe Flaschen eine
Flache von 175 cm? (T175). Bei der 6-Well-Platte betrug die Flache circa (ca.) 10 cm? pro
Vertiefung.

Je nach Wachstumsrate wurden die Zellen regelmafBig in einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:10
geteilt. Um adharent wachsende Zellen aus der Kulturflasche abzulésen, wurde der
Zellrasen zunachst mit PBS gewaschen und nach Zugabe von Trypsin/EDTA fur zwei bis

funf Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlie®end durch
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Zugabe von Medium abgestoppt und die Zellen durch zusatzliches mechanisches Auf- und

Abpipettieren abgeldst.

Tabelle 19: Kultivierte humane Zelllinien und deren Verfugbarkeit

Zelllinie Beschreibung Herkunft

HEK293T humane embryonale Nierenzelllinie, Bestand AG  Mdller,
epitheliale Morphologie; adharente Forschungsinstitut
Zelllinie Kinderkrebs-Zentrum

Hamburg; ATCC (CRL-
3216™)

HL-60 humane Leukamiezelllinie, freundlicherweise zur
Promyeloblasten aus dem peripheren Blut Verfliigung gestellt von
einer 36-jahrigen Patientin mit akuter PD Dr. Jasmin Wellbrock
promyelozytarer Leukdmie; Suspensions- (Hamburg); ATCC (CCL-
Zelllinie 240™)

K562 humane Leukamiezelllinie, Bestand AG Mdller,
Lymphoblasten aus dem Knochenmark Forschungsinstitut
eines 53-jahrigen Patienten mit chronisch Kinderkrebs-Zentrum
myeloischer Leukadmie; Suspensions- Hamburg; ATCC (CCL-
Zelllinie 243™)

Kasumi-1 humane Leukamiezelllinie, Myeloblasten freundlicherweise zur
aus dem peripheren Blut eines sieben Verfligung gestellt von
Wochen alten Patienten mit akuter PD Dr. Jasmin Wellbrock
myeloischer Leukdmie; Suspensions- (Hamburg); ATCC (CRL-
Zelllinie 2724 ™)

KPL-1 humane Brustkrebszelllinie freundlicherweise zur
(Ostrogenrezeptor positiv), Verfligung gestellt von
Brustkrebszellen aus der Prof. Dr. Harriet Wikman-
Pleurafllissigkeit einer 50-jahrigen Frau, Kocher (Hamburg);
Kreuzkontamination mit der DMSZ (ACC 317)
Brustkrebszelllinie MCF-7; adharente
Zelllinie

Molm13 humane Leukamiezelllinie, akute freundlicherweise zur
myeloische Leukdmiezellen aus dem Verfigung gestellt von
peripheren  Blut eines 20-jdhrigen PD Dr. Jasmin Wellbrock
Patienten; Suspensions-Zelllinie (Hamburg); DSMZ (ACC

554)

MV4-11 humane Leukamiezelllinie, Makrophagen freundlicherweise zur
aus dem peripheren Blut eines 10- Verfligung gestellt von
jahrigen Patienten mit B- PD Dr. Jasmin Wellbrock
myelomonozytarer Leukdmie; (Hamburg); ATCC (CRL-
Suspensions-Zelllinie 9591™)

NK92 humane NK-Zelllinie, aus dem peripheren ATCC (CRL-2407™)

Blut eines 50-jahrigen Patienten mit Non-
Hodgkin-Lymphom, IL-2  abhangig;
Suspensions-Zelllinie
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OCI-AML3 humane Leukamiezelllinie, akute freundlicherweise zur
myeloische Leuk@miezellen aus dem Verfugung gestellt von
peripheren  Blut eines 57-jdhrigen PD Dr. Jasmin Wellbrock
Patienten; Suspensions-Zelllinie (Hamburg); DMSZ (ACC

582)

OCI-M1 humane Leukamiezelllinie, freundlicherweise zur
Erythroblasten eines 62-jahrigen Verfligung gestellt von
Patienten mit akuter myeloischer PD Dr. Jasmin Wellbrock
Leukamie; Suspensions-Zelllinie (Hamburg); DMSZ (ACC

529)
THP-1 humane Leukamiezelllinie, Monozyten freundlicherweise zur

aus dem peripheren Blut eines Patienten
mit akuter monozytarer Leukamie;
Suspensions-Zelllinie

Verfligung gestellt von
PD Dr. Jasmin Wellbrock
(Hamburg); ATCC (TIB-

202™)

Die Zelllinien wurden in Kulturmedien mit folgenden Zusatzen kultiviert:

Tabelle 20: Medien und ihre Zusammensetzung

Mediumname Basismedium Zusatze Verwendung
DMEM- DMEM 10% FKS (h.i.) Kultivierung von
Vollmedium 1% Pen/Strep HEK293T und KPL-1
NK92-Medium MEM, alpha- 12,5% FKS (h.i.) Kultivierung von
Modifikation 12,5% Pferdserum (h.i.) NK92

1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

(Pen/Strep)
RPMI- RPMI 10% FKS (h.i.) Kultivierung der
Vollmedium 1% Pen/Strep Leukamiezelllinien

OCI-AML3, OCI-M1,
Molm13, Kasumi-1,
THP-1, MV4-11, HL-
60, K562

FKS und Pferdeserum wurden vor Zugabe ins Medium bei 56 °C fir 30 min im Wasserbad
hitzeinaktiviert.

Die Zentrifugation von Zellen erfolgte standardmafig, wenn nicht anders angegeben, bei
300 x g fur 5 min bei Raumtemperatur (RT).

2.2.2.2 Isolation und Kultivierung von primaren Zellen

Gesundes peripheres Blut (Restmaterial von anonymen Blutspenden) wurde mittels Erylyse
fur durchflusszytometrische Untersuchungen vorbereitet. Daflir wurden die zehnfache
Menge an 1x ACK-Lysepuffer (10x ACK-Lysepuffer mit ddH>O verdinnt) zum Blut
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hinzugegeben. Nach Inkubation von 10 min bei 4°C und gelegentlichen Schwenken wurde
das Blut fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Das Zellsediment wurde zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation fur 5 min bei 300 x g).
Nach Resuspension in PBS konnten die Zellen anschlieend fur durchflusszytometrische
Oberflachenfarbungen weiterverwendet werden (s. Abschnitt 2.2.2.8).

Gesundes Knochenmark (Restmaterial von Knochenmarkpunktionen, Ethikvotum:
PV7323) wurde zunachst in RPMI-Vollmedium gewaschen (Zentrifugation bei 300 x g flr
5 min). Anschliellend wurde ebenfalls eine Erylyse mit der zehnfachen Menge an 1x ACK-
Lysepuffer oder BD Pharm Lyse™ Lysing buffer (ebenfalls 1:10 in ddH>O verdinnt), wie
oben beschrieben, durchgefiihrt. Die Zellen wurden in RPMI-Vollmedium resuspendiert und
fur durchflusszytometrische Farbungen weiterverwendet. Die Isolation von peripheren
Blutzellen und Knochenmark ist publiziert in Prasse et al., 2024.

Primare padiatrische Leukdmieproben aus Knochenmark oder peripheren Blut (Ethikvotum:
PV4296) wurden zunachst Gber Nacht in RPMI-Vollmedium bei 4 °C gelagert. Am nachsten
Tag wurde, wie zuvor beschrieben, nach Zentrifugation bei 300 x g fir 5 min eine Erylyse
mit dem ACK-Lysepuffer durchgefiuihrt. Nach Resuspension in RPMI-Vollmedium wurden
die Leukamiezellen bei 37°C kultiviert oder direkt fir durchflusszytometrische
Oberflachenfarbungen weiterverwendet.

Primare adulte Leukdmieproben aus Knochenmark oder peripheren Blut (Ethikvotum:
PV3469) wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Fiedler und PD Dr.
Wellbrock  (Hamburg)  bereitgestellt und waren  jeweils bereits durch
Dichtegradientenzentrifugation aufbereitet und in Kultur genommen. Nach Kultivierung bei
37°C Uber Nacht wurden die Leukamiezellen geerntet, in PBS gewaschen (Zentrifugation
bei 300 x g fur 5 min) und in RPMI-Vollmedium resuspendiert. AnschlieRend konnten auch

diese Zellen fur durchflusszytometrische Oberflachenfarbungen weiterverwendet werden.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden adharente Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA geldst,
Zellen in Suspension wurden resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment wurde dann in 0,5 ml des jeweiligen
Kulturmediums resuspendiert, zusatzlich mit 0,5 ml FKS mit 20% Dimethylsulfoxid (DMSO)
vermischt und in ein Kryordhrchen tGberfuhrt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryordhrchen zigig bei 37 °C im Wasserbad unter
standigem Schwenken angetaut und anschlief3end direkt in 10 ml entsprechenden warmen
Kulturmedium aufgenommen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, das
Zellsediment erneut in Medium aufgenommen, in eine Zellkulturflasche tberfuhrt und diese

im Inkubator kultiviert.
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2.2.2.4 Ermittlung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl wurde eine Neubauerkammer verwendet. Die zu zahlenden
Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1:1 mit Trypanblau vermischt. Davon wurden 10 pl
an den Rand des Deckglases pipettiert, sodass sich die Zellsuspension durch Kapillarkrafte
darunter verteilte. Trypanblau ist ein Farbstoff, der nicht membrangangig ist und damit nur
tote Zellen aufgrund deren Membrandefekte blau anfarbt. Lebende Zellen erscheinen daher
unter dem Mikroskop hell, rund und ungefarbt und nur diese Zellen werden gezahlt.

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte entweder mit der Neubauerkammer im Zellzahlgerat
Countess 3 automatisch oder unter dem Mikroskop. Im letzteren Fall wurden alle vier
Eckquadranten ausgezahlt und der Mittelwert daraus gebildet. Die Zellkonzentration wurde

dann mit folgender Formel ermittelt:

Zellzahl — Summe aus den Zellzahlen aller 4 Eckquadranten

x 10. X 2
- 2 0.000

2.2.2.5 Retrovirusproduktion

Fir die Produktion viraler Partikel wurden HEK239T-Zellen mit dem y-retroviralen pBullet
Plasmid und den Plasmiden phCMV-GALV (kodiert die Hulle) und pcDNA3.MLV.gp
(Gag/Pol) mittels Lipofectamine3000 transient transfiziert.

Dafiir wurden die HEK-Zellen nach Ablésen mit Trypsin/EDTA zunéachst geerntet, in PBS
gewaschen (Zentrifugation bei 300 x g fiir 5 min) und mit je 1,2 x 10° Zellen in 2 ml DMEM-
Vollimedium pro CAR-Konstrukt in die Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesat. Die
Konfluenz betrug am darauffolgenden Tag der Transfektion 95-99%. Die Transfektion
wurde mit dem Lipofectamine® 3000 Transfection Kit nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Zusammenfassend wurden pro CAR-Konstrukt zwei Ansatze gemischt: In
einem ersten Ansatz wurden 250 pl Opti-MEM mit 7 pl Lipofectamine3000 gemischt. Im
zweiten Ansatz wurden 250 pl Opti-MEM, 6 pyl P3000 und 1,7 uyg pcDNA3.MLV.gp sowie
0,5 uyg phCM-GALV und 1,7 uyg LEC-CAR Vektor zusammengegeben. Beide Ansatze
wurden nach 2-5 Minuten gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde das Medium von den HEK-Zellen aus der 6-Well-Platte abgesaugt und
2 ml DMEM mit 10% FKS neu hinzugegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
500 ul des Transfektionsansatzes tropfchenweise gleichférmig auf den Zellen verteilt und
diese fur 48-72 Stunden bei 37°C inkubiert.

Danach wurde die Transfektion am Fluoreszenzmikroskop Uberprift, da die HEK-Zellen

nach erfolgreicher Transfektion auch GFP produzieren.
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2.2.2.6 Virale Transduktion

Zur Vorbereitung der NK92-Zellen auf die Transduktion wurden die Zellen geerntet, in PBS
gewaschen, zentrifugiert und in NK92-Vollmedium resuspendiert. Anschlie3end wurden je
0,25 x 10° NK92-Zellen in die Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesat. 48-72 Stunden nach
der Transfektion wurde der Uberstand mit den viralen Partikeln von den transfizierten HEK-
Zellen abgenommen, zentrifugiert und der Uberstand erneut abgenommen. Dieser wurde
dann zur Erhéhung der Transduktionseffizienz mit Polybren (1:1000) versetzt und invertiert.
Der jeweilige Uberstand wurde dann direkt auf die zu transduzierenden NK92-Zellen
gegeben und dber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen
gewaschen und in NK92-Vollmedium aufgenommen und in einer T25-Zellkulturflasche
kultiviert.

Die Transduktionseffizienz wurde nach einer Woche durchflusszytometrisch tber die GFP-
Expression bestimmt. Dafir wurden die NK92-Zellen geerntet, in PBS gewaschen,
zentrifugiert und in PBS mit 2% Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

2.2.2.7 Zellsortierung
Die NK92-Zellen wurden 5-7 Tage nach der Transduktion im FACSAria™ Fusion Cell Sorter

uber eine Selektion der GFP-positiven Zellen sortiert. Die Sortierung wurde in der FACS
Core Facility am Leibniz-Institut fir Virologie (Hamburg) durch Diplom-Ingenieur fir
Biotechnologie (FH) Arne Dusedau durchgefuhrt. Zur Vorbereitung wurden die Zellen
geerntet und mit PBS gewaschen. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 500 pl FACS-
Puffer (2% FKS) resuspendiert und zur Vereinzelung durch ein Zellsieb in FACS-Réhrchen
gegeben. Nach der Sortierung wurden die Zellen gewaschen und in Abhangigkeit von der

Zellzahl in 100 — 1000 pl NK92-Vollmedium in Kultur genommen und weiter kultiviert.

2.2.2.8 Durchflusszytometrische Oberflachenfarbungen

Alle durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden am BD FACSCanto™ oder
MacsQuant10 (Miltenyi) durchgefihrt. Vor jeder Messung bzw. einmal taglich wurde eine
Kalibrierung mit CS&T Beads (Becton Dickinson) bzw. den Calibration Beads (Miltenyi)
durchgefuhrt. Fur die anschlieRende Auswertung wurde das Programm FlowJo verwendet.
Wenn nicht anders angegeben, wurde die zu analysierende Zellpopulation in der
Auswertung im FSC und SSC eingegrenzt und fur weitere Analysen verwendet.

Falls eine Kompensation notwendig war, wurde diese nach Herstellerangaben mit den BD
CompBeads durchgefihrt. Falls dies nicht mdglich war, wurden Zellen mit dem
entsprechenden Fluorophor angefarbt und kurz vor der durchflusszytometrischen Messung
mit ungefarbten Zellen gemischt. Die Kompensation wurde anschlieRend mit dem

Programm FlowJo durchgefihrt.
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Glykosylierungsanalyse von Zellen

Fir die Untersuchung der Oberflachenglykosylierung von Zelllinien, primaren
Leukéamieproben, gesunden Knochenmark und peripheren Blut wurden rekombinante
humane Lektine verwendet. Je 150 ul Zellkulturiiberstand stabil transfizierter HEK293-T-
Zellen, die CD301 und SRCL als rekombinante Proteine mit einem Myc-Tag sezernieren
(von Dr. Anna-Katharina Franke zur Verfigung gestellt), wurden mit 3 yl biotinylierten Anti-
Myc-Antikrper uUber Nacht bei 4° C und anschlieBend mit 0,4 pl fluoreszierendem
Streptavidin (RPE) im Uberkopfschittler bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden 150 yl DMEM-Vollmedium und 3 ul biotinylierter Anti-Myc-
Antikérper und 0,4 pl fluoreszierendem Streptavidin verwendet (Franke et al. 2023, Prasse
et al. 2024).

Die kommerziell erworbenen rekombinanten, humanen Proteine DC-SIGN und die Siglecs
besitzen einen FC-Tag und 1 ug Protein in 100 yl PBS wurde mit 1 ug fluoreszierenden
anti-FC-Antikorper (RPE) flir eine Stunde im Uberkopfschittler bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Negativkontrolle diente 100 ul PBS mit 1 pg fluoreszierenden anti-FC-
Antikorper.

Die primaren Leukamieproben sowie das gesunde Knochenmark und periphere Blut
wurden mittels Erylyse oder Ficoll aufbereitet (s. Abschnitt 2.2.2.2), in PBS gewaschen
(Zentrifguation bei 300 x g fir 5 min) und je 1 x 10° Zellen in 100 yl RPMI-Vollmedium
resuspendiert. Die Zelllinien wurden ebenfalls geerntet, in PBS gewaschen und je 1 x 10°
Zellen in 100 pyl RPMI-Vollmedium resuspendiert. Anschlieend wurden die vorbereiteten
Lektine zu den Zellen gegeben und fur eine Stunde bei 4° C gefarbt. Um eine unspezifische
Bindung zu verhindern, wurde zusatzlich je 3 ul FC-Block hinzugegeben. Da die C-Typ-
Lektine CD301, SRCL und DC-SIGN Ca?*-abhangig binden, wurden noch 0,1 ul CaCl, [1M]
und 0,1l MgCl> [1M] hinzugefugt. Bei der Glykosylierungsanalyse von
Knochenmarkszellen wurden nach 45 min Inkubation zur Differenzierung der Stammzellen
je 1 ul CD34 (FITC)- und CD38 (Pe/Cy7)-Antikdrper zu den Proben gegeben. Als Kontrolle
fur die unspezifische Bindung der Antikdrper wurden die Proben parallel mit den
entsprechenden Isotypen gefarbt. Teile dieser Analysen sind publiziert in Prasse et al.,
2024.

C-Typ-Lektinproben wurden anschlieRend mit C-Typ-Lektin-Waschpuffer gewaschen. Fir
die Ubrigen Proben wurde PBS verwendet. Es folgte die durchflusszytometrische Analyse.
Aufgetaute Leuk&mieproben wurden 10 Minuten vor der FACS-Analyse zusatzlich mit 5 pl
Lebend-Tot-Farbstoff 7-AAD im Dunkeln und auf Eis angefarbt.

Im Folgenden ist die Gating-Strategie der verschiedenen Zellpopulationen gezeigt:

gesundes peripheres Blut (Abbildung 7), gesundes Knochenmark (Abbildung 8), frische
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versus gefrorene Leukamieproben (Abbildung 9). Bei den frischen Leukamieproben und
Zelllinien wurde die Zellpopulation mit dem Vorwarts-Streulicht (forward scatter, FSC) und

Seitwarts-Streulicht (side scatter, SSC) eingegrenzt.
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Abbildung 7 Gating-Strategie von peripherem Blut zur Identifizierung von Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten. Mit dem FSC und SSC wurde zunachst der Zelldebris ausgeschlossen. AnschlieRend wurden
die verschiedenen Zellpopulationen eingegrenzt: Lymphozyten (unten links), Monozyten (in der Mitte rechts)
und Granulozyten (oben). Beispielhaft ist das Gating eines von insgesamt sieben Spenders gezeigt. Abbildung:
Adaptiert nach Prasse et al., 2024.

FSC-A

SSC-A
FSC-H
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Abbildung 8 Gating-Strategie von Knochenmark zur Identifizierung der CD34* und CD38* Stammzellen.
Mit dem FSC und SSC wurde die Population der Stammzellen eingegrenzt. Zum Ausschluss von Zelldubletten
wurde der FSC-H und FSC-A angewandt. Durch die Expression von CD34 und CD38 konnte die Stammzellen
identifiziert werden. Beispielhaft ist das Gating eines von insgesamt drei Spenders gezeigt. Teile dieser Daten
wurden publiziert in Prasse et al., 2024.
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frisch aufgetaut, Oh
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Abbildung 9 Gating-Strategie von primaren Leukamiezellen, frisch und aufgetaut nach verschiedenen
Kultivierungszeitraumen. Die Leukéamieprobe wurde im frischen Zustand durchflusszytometrisch untersucht
und die Zellpopulation im FSC und SSC eingegrenzt. Ein Teil der Probe wurde mit 10% DMSO in FKS
eingefroren und wieder aufgetaut, anschlieRend direkt oder nach vier bzw. 24 Stunden Kultivierung in RPMI
(mit 10% FKS) durchflusszytometrisch untersucht. Fir die aufgetauten Proben wurde zusatzlich der Lebend-
Tot-Farbstoff 7-AAD verwendet, um tote Zellen auschlieen zu kdnnen. Dargestellt ist die Gating-Strategie einer
primaren Leukamieprobe von insgesamt zwei unabhangigen Probenanalysen.

h = Stunden

Detektion der CAR-Konstrukte auf der Oberflache transduzierter NK92-Zellen

Einige der in dieser Arbeit klonierten CAR-Konstrukte enthielten einen Myc-Tag, um die

Detektion der CARs auf der Oberflache zu erméglichen. Fur den Nachweis des Myc-Tags
der LEC-CARs wurden die NK92-Zellen geerntet, in PBS gewaschen (Zentrifugation bei
300 x g far 5 min), in 100 pl resuspendiert und anschlief3end fir eine Stunde bei 4°C mit
1yl Anti-Myc-Antikorper (AlexaFluor647) inkubiert. Nach Waschen der Zellen in PBS
(Zentrifugation bei 300 x g flir 5 min) wurden diese im FACS analysiert.

Fir den Oberflachennachweis der Siglec7-Doméne in den LEC-CARs wurde 1 ug

biotinylierter anti-Siglec7-Antikérper oder 1 ug vom dazugehdrigen Isotypen mit je 0,5 pl
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fluoreszierenden Streptavidin (Alexa647) fir eine Stunde im Uberkopfschittler bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end auf die geernteten und mit PBS gewaschenen
NK92-Zellen fir eine Stunde bei 4 °C gegeben. Danach wurden die Zellen erneut in PBS

gewaschen und anschlieRend durchflusszytometrisch analysiert.

Glykanspezifitdt der LEC-CARS mit Fluoreszenz-markierten Glykanen

Zur Uberpriifung der Bindungseigenschaften der LEC-CARs an ihre Glykanliganden
wurden die synthetischen Oligosaccharide Lewis X, (Neu5Aca)3-C3 ((Sia)s) und 6’Sialyl-N-
acetyllactosamine (6’'SLN) verwendet, die an ein mit Biotin markierten Polyacrylamid-
Ruckgrat (PAA) gebunden sind. Diese Glykokonjugate wurden mit Fluoreszenz-markiertem
Streptavidin komplexiert. Hierflr wurde ein molares Streptavidin-Biotin-Verhaltnis von eins
zu vier angestrebt, damit alle vier Bindungsstellen des Streptavidins belegt sind. Dafiir
wurden 1,64 ug biotinylierte Glykokonjugate in 100 yl PBS mit 1 ug fluoreszierenden
Streptavidin (Alexa647) fur zwei Stunden im Uberkopfschittler bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliellend wurden diese auf die geernteten und in PBS gewaschenen LEC-
CAR tragenden NK92-Zellen gegeben (je 1 x 10° Zellen pro Kohlenhydratligand) und in
Anwesenheit von 1mM CaCl, [1M] und 1 mM MgCl. [1M] fir eine Stunde bei 4° C inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Zellen mit PBS bzw. die LEC-CARs mit SRCL mit dem C-
Typ-Lektin-Waschpuffer gewaschen und im FACS untersucht.

2.2.3 Immunologische Methoden/Funktionalitats-Tests

2.2.3.1 Zytotoxizitats-Test (Calcein-basiert)

Die zytotoxische Aktivitdit der LEC-CAR exprimierenden NK92 gegeniiber den
Leukdmiezelllinien wurde in einem Calcein-basierten Messverfahren getestet. Die
Zielzellen werden dabei mit zellpermeablen Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM)
gefarbt. In allen lebenden Zellen wird dieses intrazellulédr durch Esterasen in grin
fluoreszierendes und hydrophiles Calcein umgewandelt. Sterbende und tote Zellen geben
das Calcein ins Medium ab. Die Fluoreszenzintensitat des Calceins im Uberstand ist damit
direkt proportional zum Anteil getoteter Zellen.

Fur die Farbung der Zielzellen wurden die die Leukadmiezelllinien bzw. die adharente
Zelllinie KPL-1 nach Ablésung mit Trypsin/EDTA geerntet. Nach zweifachem Waschen mit
PBS (Zentrifugation bei 300 x g, 5 min) wurden die Zellen in 10 pg Calcein-AM (in 1 ml
PBS) bei 37 °C fur 35 min inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieend durch Zugabe von
RPMI-Volimedium abgestoppt, die Zellen zentrifugiert, in RPMI-Vollimedium resuspendiert
und bei 37 °C fur 15 min inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in
RPMI ohne FKS resuspendiert und 1-1,5x 10* Zellen in 100 pl pro Vertiefung in eine

transparente 96-Well-Rundbodenplatte ausgesat.
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Die NK92-Zellen als Effektorzellen wurden 48 Stunden und 24 Stunden vorher mit 150 U/ml
IL-2 in NK92-Medium vorstimuliert. Nachdem die NK92 geerntet und zweimal in PBS
gewaschen (Zentrifugation bei 300 x g, 5 min) wurden, wurden sie mit den Zielzellen im
Verhaltnis von 1:1 bis 10:1 in der 96-Well-Rundbodenplatte gemischt. Einige Wells wurden
nur mit den Calcein-behandelten Zielzellen inkubiert, um die Spontan-Lyse zu messen. Um
festzustellen, wie hoch die Maximal-Lyse der Zielzellen ausfallt, wurden die Zielzellen mit
1% Triton X-100 behandelt.

Anschliel3end wurden die Platten flir 4 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Platten fir
10 min bei 100 x g zentrifugiert und 100 ul des Uberstandes in eine schwarze 96-Well-
Flachbodenplatte Uberfihrt. Die Fluoreszenz wurde bei einer Exzitation von 485 nm und
einer Emission von 520 nm im Plattenreader bestimmt.

Fur die Berechnung der prozentualen spezifischen Lyse wurde folgende Formel verwendet:

Messwert — Spontanlyse

spezifische Lyse (%) = 100 x Maximallyse — Spontanlyse

223.2 MTT-Test

Der MTT-Test (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, MTT) dient der
Bestimmung der metabolischen Aktivitdt und Vitalitat von Zellen. Dadurch kann tberpruft
werden, ob im Zytotoxitats-Test vergleichbare Zellzahlen von Effektor- und Zielzellen in den
verschiedenen Ratios eingesetzt wurden. Zur Durchflhrung des MTT-Tests wurde der
CellTiter 96® Non-radioactive Cell Proliferation Assay benutzt. Das Reagenz enthalt das
gelbe, membrangangige Tetrazoliumsalz MTT, das von lebenden Zellen in ein blaues
Formazanprodukt umgesetzt wird, welches photometrisch gemessen werden kann.

Der MTT-Test wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 100 pl
Medium mit gleicher Zellzahl wie im Zytotoxizitats-Test in eine transparente 96-Well-
Flachbodenplatte ausgesat und 15 pl der MTT-Farbeldsung pro Vertiefung hinzugeben. Die
Platte wurde fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Stop-Ldsung
hinzugeben, um das Formazan zu I6sen. Nach weiteren 3 Stunden Inkubation bei 37 °C

und Resuspension wurde die Absorption bei 570 nm im Plattenreader gemessen.

2.2.3.3 Degranulations-Test

Die  Oberflachenexpression von CD107a (synonym  Lysosomal-assoziiertes
Membranprotein-1, LAMP-1) ist ein Marker der zytotoxischen Degranulation von
Immunzellen. Die NK92-Zellen wurden 24 Stunden vorher resuspendiert und mit 150 U/ml
IL-2 in NK92-Medium vorstimuliert. Die NK92-Zellen und die Zielzellen wurden geerntet (bei
adharenten Zielzellen nach Abldsen mit Trypsin/EDTA) und zweimal mit PBS gewaschen

(Zentrifugation bei 300 x g, 5 min). Nach Resuspension in RPMI-Vollmedium wurden
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8 x 10 NK92-Zellen in 100 l pro Vertiefung in eine transparente 96-Well-Rundbodenplatte
ausgesat.

Fur die Bestimmung der spontanen Degranulation wurde die CD107a-Expression auf
unstimulierten NK92-Zellen gemessen. Als Positivkontrolle dienten NK-Zellen, die mit
2,5 ug/ml PMA (2-Methoxy-1-methylacetat) und 0,5 pg/ml lonomycin behandelt wurden.
Die Zielzellen wurden mit 8 x 10* Zellen in 100 pyl RPMI-Vollmedium fir ein Verhaltnis von
Effektor- zu Zielzellen von 1:1 zu den NK92-Zellen gegeben. Fir die Bestimmung der
Degranulation gegenlber den Zielzellen wurden die NK92-Zellen mit 1yl CD107a-
Antikérper pro Vertiefung gefarbt. AnschlielRend wurde die Platte bei 100 x g flr 1 min
zentrifugiert und fur 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Platte mit 100 ul PBS pro Vertiefung gewaschen. Danach wurde der CD56-Antikérper
(1:100 in PBS) zur Anfarbung der NK92-Zellen hinzugeben und die Platte fur 20 min bei
4 °C inkubiert. Die Zellen wurden erneut zweimal mit 100 yl PBS pro Vertiefung gewaschen
(Zentrifugation bei 300 x g fir 5 min) und die Zellen mit 1% PFA in PBS fixiert. Die Platte
wurde durchflusszytometrisch am MacsQuant10 analysiert. Diese Methode ist publiziert in
Franke et al., 2023.

Das Gating auf die CD56- und CD107a-positiven NK92-Zellen ist in Abbildung 10
dargestellt.

SSC
FSC
CD56+

CDS6+ CD107a+

Abbildung 10 Gating-Strategie zur Identifizierung der CD56* und CD107a* NK92-Zellen im
Degranulations-Test. Mit dem FSC und SSC wurde die Zellpopulation eingegrenzt. Durch die Expression von
CD56 wurden die NK92-Zellen von den Zielzellen unterschieden. Innerhalb dieser Population konnte
anschlielend der Anteil der CD107a-positiven NK92-Zellen bestimmt werden. Gezeigt ist das Gating eines von
zwei Degranulations-Tests.

2.2.3.4 Enzymgekoppelter Inmunadsorptions-Test (IFNy)

Zur Bestimmung der Produktion von Interferon gamma (IFNy) der NK92-Zellen nach
Inkubation mit den Zielzellen wurde das Reaktions-Kit Human IFN gamma Uncoated ELISA
von Thermofisher Scientific verwendet und nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Die NK92-Zellen wurden am Vortag resuspendiert und mit 150 U/ml IL-2 in NK92-Medium
vorstimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, gewaschen und gezahit. Je 1x10°

NK-Zellen und Zielzellen wurden fir ein Verhaltnis von 1:1 in 100ul RPMI-Vollmedium in
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eine transparente 96-Well-Rundbodenplatte ausgesat und fir 22 Stunden bei 37° C
inkubiert. NK92-Zellen ohne Zielzellen, die mit 40 ng/ml PMA bzw. 4 ng/ml lonomycin
behandelt wurden, und unbehandelte NK92-Zellen dienten als Kontrollen der maximalen
und minimalen Zytokinfreisetzung. Am nachsten Tag wurde die Platte zentrifugiert (100 x g
fir 10 min), je 80 pl Uberstand pro Vertiefung abgenommen und fiir die Durchfiihrung des
ELISAs verwendet. Anschlielend wurde die ELISA-Platte im Plattenreader bei einer

Absorption von 450nm vermessen.

2.2.4 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit einem ungepaarten T-Test durchgeflhrt (GraphPad
Prism, Version 9.3.1). Horizontale Balken stellen Mittelwerte dar, der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung an. Ein p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,01 (**), p-Wert < 0,001 (***) und
p-Wert < 0,0001 (****) wurden als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Ergebnis-Teil ist in Abschnitt 3.4 in einigen Abbildungen je ein reprasentatives
Experiment von mehreren unabhangigen Versuchsdurchfuhrungen gezeigt. Die
Darstellung der dazugehdrigen Versuchsreplikate ist im Anhang zu finden. Die Gating-
Strategien bei durchflusszytometrischen Untersuchungen sind im Methoden-Teil in
Abschnitt 2.2.2.8 und 2.2.3.3 beschrieben.

3.1 Untersuchung der Oberflachenglykosylierung mit rekombinanten
humanen Lektinen
Zuerst wurde die Oberflachenglykosylierung von Leukamiezellen untersucht. Ziel war es,
einen Uberblick tber das Glykosylierungsprofil von Leukdmiezellen zu bekommen und
daraufhin die vielversprechendsten Lektine fur die Generierung der Fusions-LEC-CARs
auszuwahlen. Im Vergleich wurde zusatzlich das Glykosylierungsprofil von peripheren
Blutzellen und hamatopoetischen Stammzellen gesunder Spender untersucht, um eine
Uberschneidung der potentiellen Glykan-Zielstrukturen einer CAR-T-Zelltherapie mit
gesunden Zellen und einer damit einhergehenden Hamatotoxizitat zu bertcksichtigen.
Dafir wurden die entsprechenden Zellen mit PE-markierten, rekombinanten humanen

Lektinen gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht.

3.1.1 Vorarbeiten zur Oberflachenglykosylierung von Leukamiezelllinien

Sieben unterschiedliche Leukamiezelllinien wurden in Vorarbeiten bereits von Dr. Anna-
Katharina Franke durchflusszytometrisch auf ihre spezifische Glykanstrukturen hin
untersucht (Abbildung 11). DC-SIGN konnte auf allen Leukamiezelllinien binden, mit einer
geringeren Bindung an OCI-M1. SRCL war auf HL-60, Molm13 und OCI-AML3 stark positiv
und etwas schwécher auch auf Kasumi-1, MV4-11 und THP-1. Siglec2 und Siglec4a
zeigten keine oder nur eine geringe Bindung. Siglec3 und SiglecS konnten an keine der
Leukamiezelllinien binden. Siglec7 und Siglec9 waren auf allen Zellen bis auf keine bzw.
geringe Bindung an HL-60 auf allen Zellen positiv. Mit Siglec10 konnten ebenfalls, bis auf

HL-60, alle Zelllinien mit mittlerer Intensitat angefarbt werden.
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Abbildung 11 Farbung spezifischer Glykanstrukturen mit rekombinanten Lektinen auf
Leukadmiezelllinien. Sieben unterschiedliche Leukamiezelllinien wurden durchflusszytometrisch auf ihre
Oberflachenglykosylierung hin untersucht. Gezeigt ist die Bindung der unterschiedlichen Fluorophor-markierten
humanen Lektine an die Zelloberflache (grau: Negativkontrolle, hellblau: C-Typ-Lektinbindung, lila: Siglec-
Bindung). Die FACS-Analyse wurde von Dr. Anna-Katharina Franke durchgefihrt und ausgewertet.

3.1.2 Verlust der Oberflachenglykosylierung von primaren Leukamieproben
im aufgetauten Zustand
Im Folgenden wurden analog zu den Zelllinien nun primare padiatrische Leukamieproben
mit rekombinanten Lektinen gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund
niedriger Fallzahlen im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf im Zeitraum dieser
Doktorarbeit wurde zusatzlich auch auf eingefrorene primare Proben (in FKS mit 10%
DMSO) zuruckgegriffen. In der Analyse von gefrorenen Proben wurden tote Zellen nach
dem Auftauprozess mittels einer zusatzlichen 7-AAD Farbung ausgeschlossen. Auf
aufgetauten Proben schien die Farbeintensitat von Siglec7, Siglec9 und Siglec10 deutlich
geringer zu sein (Daten nicht gezeigt). Allerdings konnte bei diesen Proben das
Bindeverhalten der Lektine im frischen Probenzustand rickwirkend nicht untersucht
werden. Um die Hypothese des Verlusts der Oberflachenglyskosylierung im aufgetauten
Zustand im direkten Vergleich zu Uberprifen, wurde dieselbe Probe im frischen Zustand
sowie nach dem Einfrieren und Auftauen gefarbt. Des Weiteren wurden die Zellen auch
nach einer Kultivierung von vier und 24 Stunden bei 37 Grad nach dem Auftauen

untersucht, um zu Uberprifen, ob sich die entsprechenden Glykanstrukturen wieder auf der
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Oberflache rekonstituieren (Abbildung 12). Passend zu der vorherigen Beobachtung zeigte
sich auch hier, dass bei Siglec7, Siglec9 und Siglec10 die Bindung nach dem Auftauen
deutlich geringer ausgepragt und auch die Kultivierung nach dem Auftauen die

Glykanstrukturen auf der Oberflache nicht mehr vollstandig regenerieren konnten.
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Abbildung 12 Farbung spezifischer Glykanstrukturen mit rekombinanten Lektinen auf einer
padiatrischen cALL, frisch und aufgetaut nach verschiedenen Kultivierungszeitraumen. Die
Leukamieprobe wurde im frischen Zustand durchflusszytometrisch untersucht. Ein Teil der Probe wurde mit
10% DMSO in FKS eingefroren und wieder aufgetaut, anschlieRend direkt oder nach vier bzw. 24 Stunden
Kultivierung in RPMI (mit 10% FKS) durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt ist die Bindung der
unterschiedlichen rekombinanten humanen Lektine an spezifische Glykanstrukturen auf der Oberflache der
Leukdmieblasten. Dargestellt sind Histogramme von einer primaren Leuka&mieprobe von insgesamt zwei
unabhangigen Probenanalysen.

3.1.3 Frische padiatrische und adulte primare Leukamieproben

In dieser Arbeit wurden sowohl primare ALL- als auch AML-Proben untersucht, da sich die

leukamischen Blasten der einzelnen Unterformen hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression
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von Tumor-assoziierten Markern deutlich unterscheiden kénnen. Aufgrund der Tatsache,
dass sich das Glykosylierungsmuster durch den Einfrierprozess nicht vorhersagbar andert
und damit keine zuverlassigen Aussagen zu treffen sind, wurden im Folgenden nur noch
frische Proben zur Analyse der Oberflachenglykosylierung herangezogen. Da die
Fallzahlen fur Neuerkrankungen von padiatrischen AMLs im Gegensatz zu adulten AMLs
deutlich geringer sind, wurden in dieser Doktorarbeit auch frische adulte AML-Proben (in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Fiedler und PD Dr. Wellbrock, Hamburg)
verwendet. Abbildung 13 zeigt ein Beispiel der Auswertung von primaren Leukamieproben

anhand einer padiatrischen T-ALL.

Abbildung 13 Farbung spezifischer Glykanstrukturen mit rekombinanten Lektinen auf einer
padatrischen T-ALL. Die frische Leukdmieprobe wurde durchflusszytometrisch auf ihre
Oberflachenglykosylierung hin untersucht. Gezeigt ist die Bindung der unterschiedlichen Fluorophor-markierten
humanen Lektine an die Zelloberflache der Leukamieblasten. Dargestellt sind Histogramme von einer primaren
Leukamieprobe von insgesamt neun unabhangigen Probenanalysen.

Tabelle 21 fasst die Ergebnisse der Lektinbindung aller frischen padiatrischen und adulten
Leukédmieproben zusammen. CD301 zeigte keinerlei Bindung an die primaren Proben.
SRCL zeigte eine praferenzielle Bindung an die adulten AML-Proben mit einem Maximum
von 58,9% bei Probe 8. DC-SIGN hat schwach an die adulten AML-Proben 5 und 7
gebunden. Alle Proben waren negativ fur die Liganden von Siglec2, Siglec3 und Siglec5.
Mit Ausnahme von Probe 9, konnten in den getesteten Leukdamien 51,8% bis 95,6%

Siglec4a-positive Zellen detektiert werden. Die starkste Bindung zeigten Siglec7 und
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Siglec9, mit jeweils sechs Proben (sowohl padiatrisch in einer cALL, T-ALL und AML als
auch in adulten AMLs) Uber 90% Bindung. Siglec10 konnte ebenfalls stark (Uber 90%) an
eine padiatrische cALL und T-ALL, aber nicht an die padiatrische AML binden. An adulte
AMLs zeigte Siglec10 bei drei Proben eine starke Bindung.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Lektinbindung an spezifische Glykanstrukturen
auf der Zelloberflache von verschiedenen frischen primdren padiatrischen und
adulten Leukamieproben. Durchflusszytometrische Bestimmung der Lektinbindung,
angegeben in Prozentwerten abzliglich der Negativkontrolle. cALL = common ALL, T-ALL
= T-Zellbasierte ALL

3.1.4 Periphere Blutzellen und hamatopoetische Stammzellen gesunder
Spender

Zum Vergleich der spezifischen Glykosylierungsmuster wurden analog zu den
Leukédmiezellen im Folgenden gesunde Zellen des hamatopoetischen Systems mit
rekombinanten Lektinen gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Daftr wurden

zunachst Zellen aus dem peripheren Blut analysiert.

Abbildung 14 zeigt ein Beispiel der Auswertung von gesunden peripheren Blutzellen,

aufgeteilt in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten, anhand eines Spenders.
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Abbildung 14 Farbung spezifischer Glykanstrukturen mit rekombinanten Lektinen auf Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten aus dem peripheren Blut eines gesunden Spenders. Die gesunde Blutprobe
wurde durchflusszytometrisch auf ihre Oberflachenglykosylierung hin untersucht. Gezeigt ist die Bindung der
unterschiedlichen Fluorophor-markierten humanen Lektine an spezifische Glykanstrukturen auf der Oberflache
der verschiedenen Blutzellpopulationen. Dargestellt sind Histogramme von einem Spender (Blutspender 2) von
insgesamt sieben Spendern. Teile dieser Daten wurden publiziert in Prasse et al., 2024.

Tabelle 22 fasst die Ergebnisse der Lektinbindung an Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten aus dem peripheren Blut aller gesunder Spender (n = 7) zusammen. CD301
zeigte keine Bindung an jegliche Blutzellpopulationen (Prasse et al. 2024). SRCL zeigte
eine schwache Bindung an Lymphozyten (bis max. 14,9%), eine variable Bindung an
Monozyten (zwischen 9,7% und 65%) und eine starke Bindung an die Granulozyten aller
Spender (70%-97,5%). DC-SIGN konnte nicht an Lymphozyten, nur schwach an
Monozyten, aber bis auf Spender 3 (18%) und 6 (63,4%) stark an Granulozyten binden
(86,3%-95,4%). Siglec2 und Siglec5 zeigte keine relevante Bindung und Siglec3 zeigte eine
zum Teil schwach bis maflige Bindung an Monozyten und Granulozyten. Bei Siglec4a ergab
sich ein heterogenes Muster zwischen den Blutspendern: Die Lymphozyten zeigte eine
Bindung zwischen 7,5% bis 57,9%, die Monozyten rangierten zwischen 19,9% und 90,9%
und die Granulozyten zwischen 16,2% bis 95,7%. Das Bindeverhalten von Siglec7 zeigte
ebenfalls ein variables Muster unter den Blutspendern, mit jeweils geringem (<10%) bis
groliem Anteil positiver Zellpopulationen (>90%). Siglec9 zeigte eine Bindung von 0,7% bis

69,8 % an Lymphozyten und eine vornehmlich starke Bindung an Monozyten und
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Granulozyten. Die Lymphozyten wiesen eine geringe bis maRige Positivtat (8,4%-29,8%)
mit Siglec10 auf. Ausnahme war hier nur Spender 2 mit 98,3%. Der Anteil der Monozyten,
die mit Siglec10 angefarbt werden konnten, variierte zwischen 24% und 98,6%. Auch hier
war Spender 2 mit 98,6% auffallig. Die Granulozyten von drei Spendern (2, 4 und 5) zeigten
eine starke Bindung (>90%) von Siglec10, wahrend nur auf 18,9% bis 48,3% der
Granulozyten der Ubrigen Spender Siglec10-Liganden nachweisbar waren. Bezogen auf
die Blutzellpopulationen ergaben sich im Bindeverhalten nur bei einigen Lektinen
konsistente  Muster zwischen den verschiedenen Blutspendern. Die drei
Blutzellpopulationen waren negativ fir die Liganden von CD301 (Prasse et al. 2024).
Lymphozyten zeigten keine Bindung von SRCL, DC-SIGN, Siglec2, Siglec3 und Siglec5.
SRCL konnte stark (>70%) an die Granulozyten aller Spender binden. Insgesamt ist in
dieser Stichprobe das Glykosylierungsprofil auf den peripheren Blutzellen vorherrschend

interindividuell und heterogen.

Tabelle 22 Zusammenfassung der Lektinbindung an spezifische Glykanstrukturen
auf der Zelloberfliche von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten aus
peripherem Blut verschiedener gesunder Spender. Durchflusszytometrische
Bestimmung der Lektinbindung, angegeben in Prozentwerten abzuglich der
Negativkontrolle. Teile dieser Daten wurden publiziert in Prasse et al., 2024.

Lektinbindung %
Population ISpender [CD301 SRCL DC-SIGN Siglec2 Siglec3 Siglec4a Siglec5 Siglec7 Siglec9 Siglec10
Lymphozyten |1 1,0 10,5 0,6 29 3,9 29,4 5,6 18,4 29,4 9,8
Lymphozyten |2 04 15 -0,1 10,7 52 57,9 6,1
Lymphozyten |3 0,0 9,7 -1,7 5,6 3,6 24,3 3,5 6,3 27,9 118
Lymphozyten W4 -0,1 9,0 -1,1 8,2 DI 8,6 29 52,2 6,4 PR
Lymphozyten |5 9,0 6,1 -2,5 ilil52 4,0 7.5 3.2 38,4 (074 29,8
Lymphozyten _[6 1,4 14,9 0,8 55 3,8 41,5 4,2 38,7 48,1 11,9
Lymphozyten |7 0,1 12,4 -0,7 4,7 3,6 27,9 Dl 26,4 21,4 8,4
Monozyten 1 1,3 37,0 24,8 17,5 47,0 22,9 29,3 605
Monozyten |2 0,2 65,0 52 37,1 35,1
Monozyten 3 0,9 20,5 18,0 0,9 12,9 48,8 8,1 18,8
Monozyten 4 -0,1 12,8 6,9 16,1 16,1 22,7 10,6 0,8 14,9
Monozyten 5 0,9 32,1 5,0 745, 30,2 19,9 7,7 54,1 40,8 56,8}
Monozyten 6 -0,3 9,7 54 k187 23,2 49,4 27,6 39,2 58,0 35,3
Monozyten |7 20 422 284 111 245 _ 56,8 16,0 370808 505
(Granulozyten |1
Granulozyten |2
Granulozyten  [3
Granulozyten |4
(Granulozyten |5
Granulozyten |6
(Granulozyten |7

Falls periphere Blutzellen durch Uberlappende Antigenexpression durch eine CAR-T-
Zelltherapie geschadigt oder sogar eliminiert werden wuarden, ware dies potentiell und bis
zu einem gewissen Mal tolerabel, da diese aus den ha@matopoetischen Stammzellen

nachgebildet werden kdnnten, solange diese von der Toxizitat nicht betroffen sind. Daher
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wurde im letzten Schritt das spezifische Glykosylierungsprofil von CD34" und CD38"
Stammzellen aus dem Knochenmark gesunder Spender untersucht, indem wie zuvor die
Zellen mit rekombinanten Lektinen gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert wurden.
Abbildung 15A zeigt ein Beispiel der Auswertung der Lektinbindung an CD34"* und CD38"
Stammzellen anhand eines gesunden Spenders (nach Markierung der Stammzellen mittels
Anti-CD34 und Anti-CD38 Antikorper). In Abbildung 15B ist die AMFI (MFI der Lektine
abzlglich des Isotyps) der Lektinbindung an die jeweils CD34" und CD38" Zellen aller drei
gesunder Spender im Vergleich gezeigt. CD301 zeigte, passend zu den Ergebnissen der
Bindung an die peripheren Blutzellen, auch keine Bindung an die Stammzellen (Prasse et
al. 2024). Eine Bindung an die CD34" Stammzellen in hohem MalRe zeigten nur die Lektine
Siglec7 und Siglec9 bei allen drei Proben. Im direkten Vergleich zeigte sich die hochsten
Bindung bei Spender 3, bei der die AMFI um bis zu zehnmal héher ist als bei Spender 1
und 2. Bezlglich der CD38" Stammzellen konnten fast alle Lektine binden, wenn auch in
sehr unterschiedlichem Male. Besonders hoch fallt die AMFI erneut bei Siglec7 und Siglec9
auf, ebenfalls mit einem Maximum von Siglec9 bei Spender 3. Auch Siglec4a und Siglec10
zeigten bei unterschiedlichen Spendern eine erhéhte AMFI.

Das spezifische Glykosylierungsprofil in dieser kleinen Stichprobe von drei Spendern zeigt,
dass besonders die Liganden von Siglec7 und Siglec9 auf der Zelloberflache von CD34"*
und CD38" Stammzellen vorhanden sind, die AMFI dabei allerdings interindividuell zum Teil

erheblich verschieden ist.
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Abbildung 15 Farbung spezifischer Glykanstrukturen auf der Oberfliche von CD34* und CD38*
hamatopoetischen Stammzellen. (A) Gezeigt ist die Bindung der unterschiedlichen rekombinanten humanen
Lektine an spezifische Glykanstrukturen auf der Oberflache von CD34+ und CD38+ Stammzellen aus
gesundem Knochenmark. Dargestellt sind Histogramme von einem Spender (Spender 1) von insgesamt drei
unabhangigen Spenderanalysen. (B) Darstellung des Deltas (A) der mittleren Fluoresenz-Intensitat (MFI) der
Bindung der zehn verschiedenen Lektine an jeweils CD34+ und CD38+ Stammzellen aus dem Knochenmark
von drei gesunden Spendern. Die Berechnung der AMFI ergibt sich aus der MFI des jeweiligen Lektins abzlglich
der MFI des Isotyps. Teile dieser Daten wurden publiziert in Prasse et al., 2024.
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3.2 Klonierung der LEC-CARs

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse beziglich der Oberflachenglykosylierung von
Leukamiezellen und gesunden Zellen des hamatopoetischen Systems wurden die beiden
Lektindomanen von SRCL und Siglec7 zur Generierung von Fusions-LEC-CARs
ausgewahlt. Die CRD der beiden Lektine wurden jeweils Uber eine Fusions-PCR in den
beiden moglichen Reihenfolgen (terminal SRCL oder Siglec7) miteinander kombiniert und
anschlielend Uber Restriktion (mit den Enzymen BamHI und Nrul) und Ligation in den
pBullet Vektor eingebracht (siehe (s.) beispielhaft Abbildung 4, die restlichen Vektorkarten
befinden sich im Anhang 1 bis Anhang 11). Uber eine IRES ist das CAR-Konstrukt mit GFP
verknipft, welches als Expressionsreporter dient. Zusatzlich wurden zu jedem
Fusionskonstrukt jeweils einzelne LEC-CARs mit SRCL und Siglec7 als Kontrollen
angefertigt.

Alle LEC-CARs sind CARs der 2. Generation und enthalten ein humanes IgG1-Fragment,
die CD28-Transmembrandoméane sowie CD28 als costimulatorische Doméane und CD3( als
intrazellulare Signaldomane. Insgesamt wurden zwolf LEC-CARs in je drei verschiedenen
Versionen aller Fusions- und Einzel-LEC-CARs kloniert (Abbildung 16). In der ersten
Version der LEC-CARs ist die CRD direkt an die IlgG1-Domane gebunden und im Fusions-
LEC-CAR trennt ein dreifacher Glycin-Serin-Linker ((GGSG); mit 36 Basenpaaren) die
beiden Lektindomanen voneinander (Abbildung 16: A links, B oben). In der zweiten Version
der LEC-CARs mit Linker wurde ein anderer Glycin-Serin-Linker verwendet ((G4S)s mit 45
Basenpaaren). Dieser wurde in allen LEC-CARs mit Linker zwischen der CRD und der
IgG1-Domane flr einen grofleren Abstand zwischen CRD und Plasmamembran und fur
eine erhdhte Flexibilitat der Domanen und damit der Bindungsfahigkeit eingesetzt.
Zusatzlich diente dieser Linker auch als Abstandshalter zwischen den Lektindomanen in
den Fusions-CARs mit Linker (Abbildung 16: A Mitte, B Mitte). Die letzte Version der LEC-
CAR mit Linker Myc entspricht vom Aufbau den LEC-CARs mit Linker, enthalt aber
zusatzlich noch einen terminalen Myc-Tag fur eine bessere Nachweismadglichkeit der LEC-
CARs an der Zelloberflache der NK92-Zellen (Abbildung 16: A rechts, B unten).
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Abbildung 16 Schematischer Aufbau der (Fusions-)LEC-CARs. (A) Vergleich der LEC-CARs ohne Linker,
LEC-CARs mit Linker und LEC-CARs mit Linker und terminalen Myc-Tag jeweils als einzelner LEC-CAR oder
Fusions-LEC-CAR aus zwei kombinierten Lektindoméanen. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. (B)
Reihenfolge der einzelnen Doméanen in den LEC-CARs: alle sind CARs der 2. Generation und enthalten
humanes 1gG1, die Transmembrandoméne und die costimulatorische Domane von CD28 sowie CD3( als
intrazellulare Signaldoméane. In den Fusions-LEC-CARs sind die beiden Lektindomanen entweder durch einen
(GGSG)s- oder durch einen (G4S)s-Linker voneinander getrennt. Die LEC-CAR Linker Myc enthalten zusatzlich
einen terminalen Myc-Tag zum Oberflachennachweis.

SP = Signalpeptid, IgG1 = Immunglobulin G1, IRES = interne ribosomale Eintrittsstelle, GFP = griin
fluoreszierendes Protein

AnschlieBend wurden NK92-Zellen mit den CAR-Konstrukten transduziert. Die
Transduktionsrate, gemessen an der Expression des GFP, lag zwischen 4,7% und 30,8%.
Nach Abschluss der durchflusszytometrischen Zellsortierung lag der Anteil der GFP-
positiven Zellen bei mindestens 76,2% (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Bestimmung der GFP-Expression nach Transduktion und Sortierung der verschiedenen
LEC-CAR tragenden NK92-Zellen. (A) Die LEC-CARs ohne Linker wurden nach Transduktion und Sortierung
durchflusszytometrisch auf die Expression des Reportergens GFP hin untersucht. Wildtyp NK92 dienten als
Negativ-Kontrolle. (B) Die LEC-CARs mit Linker sowie LEC-CARS mit Linker und Myc-Tag wurden nach
Transduktion und Sortierung durchflusszytometrisch auf die Expression des Reportergens GFP hin untersucht.
Wildtyp NK92 dienten als Negativ-Kontrolle.

3.3 Oberflachenlokalisation und Bindungseigenschaften der LEC-
CARs

3.3.1 Oberflaichennachweis mit den Antikorpern Anti-Myc und Anti-Siglec7
Bei allen mit den LEC-CARs transduzierten NK92 konnte GFP durchflusszytometrisch
nachgewiesen werden, die eingebrachte DNA der LEC-CARs wurde also erfolgreich in die
Effektorzellen integriert. Das erlaubt allerdings noch keine Aussage dartber, ob der LEC-
CAR auch an die Zelloberflache der NK92-Zellen transportiert wird. Daflir wurde im
Folgenden versucht, die LEC-CARs mit zwei verschiedenen Antikérpern auf der
Zelloberflache nachzuweisen.

Daflr wurden zwei verschiedene Antikorper eingesetzt. Mit einem Anti-Myc Antikorper
sollten alle LEC-CARs mit terminalem Myc-Tag nachweisbar sein (Abbildung 18A).
Tatsachlich konnte der Anti-Myc Antikérper nur an den Siglec7-SRCL LEC-CAR mit Linker
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Myc sowie an den Siglec7-LEC-CAR mit Linker Myc binden. Bei den beiden LEC-CARs mit
terminaler SRCL-Doméane (SRCL-Siglec7 LEC-CAR mit Linker Myc und SRCL LEC-CAR
mit Linker Myc) konnte der Myc-Tag nicht detektiert werden (Abbildung 18B). Der Anti-Myc-
Antikorper zeigte keinerlei Bindung an alle LEC-CAR Linker ohne Myc-Tag und an den
Wildtyp (WT), die als Kontrollen verwendet wurden.

Als zweite Nachweismethode wurde ein Anti-Siglec7 Antikdrper eingesetzt, der theoretisch
die Siglec7-Domane in allen Fusions-LEC-CARs und im einzelnen Siglec7-LEC-CAR mit
und ohne Linker erkennen kann (Abbildung 18A). Die starkste Bindung zeigte sich an den
SRCL-Siglec7 LEC-CAR, gleich stark in der Version mit und ohne Linker. In geringerer
Intensitat konnte der Anti-Siglec7 Antikdrper auch an den einzelnen Siglec7 LEC-CAR und
den Siglec7-SRCL LEC-CAR binden. Auch hier wurde die Bindung durch den Linker nicht
beeintrachtigt. Die Negativkontrollen SRCL LEC-CAR und Wildtyp wurden durch den Anti-
Siglec7 Antikorper nicht angefarbt (Abbildung 18C).
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Abbildung 18 Oberflachennachweis der LEC-CARs mit den Antikorpern Anti-Myc und Anti-Siglec7. (A)
LEC-CARs mit Myc-Tag wurden mit einem Anti-Myc-Antikdrper und alle LEC-CARs mit der Siglec7-Domane
mit einem Anti-Siglec7-Antikdrper analysiert. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. (B) Ergebnisse
der Bindung des Anti-Myc-Antikorper an die NK92 mit Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-
CAR Linker mit (grtin) und ohne (orange) Myc-Tag. Wildtyp NK92 (rot) dienten als Kontrollen. (C) Ergebnisse
der Bindung des Anti-Siglec7-Antikorper an die NK92 mit Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7
LEC-CAR mit (orange) und ohne Linker (blau). Wildtyp NK92 (rot) dienten als Kontrolle.

3.3.2 Bindungseigenschaften der LEC-CARs an ihre Glykoliganden
In der Annahme, dass die LEC-CARs mit Linker ohne Myc-Tag bei Nachweis des

terminalen Myc-Tags des sonst sequenzgleichen LEC-CARs mit Linker und Myc-Tag
ebenfalls auf der Oberflache der NK92-Zellen exprimiert werden, konnten alle LEC-CARs
mit Ausnahme des SRCL-LEC-CAR in allen drei Versionen auf der Oberflache mit
mindestens einer Methode nachgewiesen werden. Um die Bindungseigenschaften der
LEC-CARs an ihre jeweiligen Glykanliganden zu untersuchen, wurden synthetische
Glykankonjugate verwendet, die an ein mit Biotin markierten Polyacrylamid-Ruckgrat (PAA)
gebunden sind. Diese wurden mit fluoreszierenden Streptavidin inkubiert und anschlieRend
auf die LEC-CAR tragenden NK92-Zellen gegeben (Abbildung 19A).

Die Bindungsfahigkeit der SRCL-Doméane kann mit dem Trisaccharid Lewis X untersucht
werden, das von SRCL spezifisch gebunden wird. Lewis X zeigte eine Bindung an den
einzelnen SRCL LEC-CAR und zwar geringfiigig besser in der Linker-Version (Abbildung
19B). Die Bindung von Lewis X an SRCL scheint spezifisch zu sein, da keinerlei Bindung
an den einzelnen Siglec7 LEC-CAR und die Wildtyp-Zellen festgestellt wurde. In den
Fusions-LEC-CARs war die SRCL-Domane nur in einer Reihenfolge bindungsfahig und
zwar im SRCL-Siglec7 LEC-CAR, auch hier wieder geringfiigig besser in der Version mit
Linker (Abbildung 19B). Dieser Fusions-LEC-CAR mit terminaler SRCL-Domane konnte,
trotz seiner hier nachgewiesenen Bindungsfahigkeit, in der Version mit Myc-Tag im
vorherigen Experiment nicht durch den Anti-Myc-Antikdrper an der Zelloberflache
nachgewiesen werden (Abbildung 18B). Im Gegensatz dazu zeigte die naher an der
Plasmamembran gelegene SRCL-Doméane im Siglec7-SRCL LEC-CAR keinerlei Bindung
an seinen Liganden, obwohl dieser CAR mit dem Anti-Myc Antikérper und Anti-Siglec7
Antikorper sicher an der Zelloberflache nachgewiesen werden konnte. Die Bindung von
Lewis X wurde nicht unspezifisch durch das Polyacrylamid-Rickgrat beeinflusst, da das
alleinige Verwenden von PAA zu keinerlei Bindung flihrte (Abbildung 19B).

Die Kohlenhydratantigene (Sia)3 und 6’SLN kdénnen durch ihre terminale Sialinsdure von
Siglec7 gebunden werden. Hier zeigte sich allerdings in keiner Kombination der Fusions-
LEC-CARs und auch nicht im einzelnen Siglec7 LEC-CAR eine Bindung (Abbildung 19B).
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Abbildung 19 Bindungseigenschaften der LEC-CARs an ihre Glykanliganden. (A) Synthetische
Karbohydratantigene, die an ein mit Biotin markiertes Polyacrylamid-Riickgrat gebunden sind, wurden mit
fluoreszierendem Streptavidin inkubiert und anschlieffend auf die LEC-CAR tragenden NK92-Zellen gegeben.
Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. (B) Dargestellt ist die Bindung von Lewis X, Sia3, 6’'SLN und
Aminoglucitol (PAA, Negativkontrolle) an die NK92-Zellen mit Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7
LEC-CAR mit (orange) und ohne Linker (blau). Der Wildtyp (rot) diente als Negativkontrolle.

Sia3 = (Neu5Aca)3-C3, 6'SLN = Neu5Aca2-6Galb1-4GIcNAcb-OCH2CH2CH2NH2, PAA = Aminoglucitol
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3.4 Funktionelle Testung der LEC-CARs gegenuiber Leukdamiezellen
Nachdem die LEC-CARs entweder mit den spezifischen Antikdrpern Anti-Myc und Anti-

Siglec7 oder durch die Bindung ihres Liganden Lewis X auf der Zelloberflache
nachgewiesen wurden, sollte im Folgenden untersucht werden, ob nach Bindung der
Zuckerliganden auf den Leukamiezellen die Signaltransduktion in den NK92-Zellen mit
LEC-CARs auch zur Auslésung von Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Produktion
(Interferon gamma) fuhrt. Die LEC-CARs mit Linker und Myc-Tag wurden daflr nicht
weiterverwendet, da der Myc-Tag primar fir die Nachweisbarkeit an der Zelloberflache

verwendet wurde.

3.4.1 Zytotoxizitat von LEC-CARs ohne Linker

Zunachst wurde die Zytotoxizitat aller LEC-CARs und LEC-CARs Linker im Vergleich mit
den Wildtyp NK92 gegeniber den Leukamiezelllinien OCI-AML3, OCI-M1, Molm13,
Kasumi1, THP-1, MV4-11 und HL-60 untersucht, deren Oberflachenglykosylierung in
Abbildung 11 gezeigt ist. Die HLA-negative Zelllinie K562 diente als CAR-unabhangige
Positiv-Kontrolle fiir die natlirliche Zytotoxizitat der NK92-Zellen. Die Effektorzellen wurden
48 und 24 Stunden vorher mit humanen IL-2 stimuliert und anschliefend in einem
Verhaltnis von 10:1 eingesetzt.

Die kombinierten Siglec7-SRCL und SRCL-Siglec7 LEC-CARs und der einzelne Siglec7
LEC-CAR zeigten keine spezifische Zytotoxizitdt gegenuber den Leukamiezelllinien. Der
SRCL LEC-CAR hingegen zeigte eine spezifische und signifikant bessere Zytotoxizitat um
mindestens 30% im Vergleich mit dem Wildtyp NK92 gegentiiber den Lewis X-positiven
Zelllinien Molm13 und HL-60. Die schwach Lewis X-positiven Zelllinien Kasumi-1, MV4-11,
THP-1 und die negative Zelllinie OCI-M1 wurden nicht getotet. Die Positivkontrolle mit den
K562-Zellen zeigte im Vergleich ein ausreichend hohes Killing aller LEC-CARs auf einem
Niveau mit dem Wildtyp. Eine Ausnahme bildete der SRCL-Siglec7 LEC-CAR, der sowohl
gegenltber K562 als auch allen anderen Leukamiezelllinien eine geringere Zytotoxizitat
zeigte (Abbildung 20A). Zusatzlich wurde ein begleitender MTT-Versuch zur Einschatzung
der metabolischen Aktivitat und damit Vergleichbarkeit von Vitalitat und der eingesetzten
Anzahl an Effektorzellen durchgefuhrt. Hierbei ergaben sich keine relevanten Unterschiede
(Abbildung 20B). Dieser Versuch wurde ein zweites Mal unabhangig wiederholt und ist im

Anhang 12 dargestellt.
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Abbildung 20 Zytotoxizitat und MTT von LEC-CARs ohne Linker. (A) Wildtyp und Siglec7-SRCL, SRCL-
Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-CAR tragende NK92-Zellen wurden nach Stimulation mit IL-2 in einer Effektor-
Zielzell-Ratio von 10:1 mit den angegebenen Calcein-gefarbten Leukamiezelllinien fir vier Stunden inkubiert.
(B) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt ist je ein
reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen. Balken stellen Mittelwerte von
Quadruplikaten dar, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-
Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, *™** p < 0,0001, ns = nicht signifikant

3.4.2 Zytotoxizitat von LEC-CARs mit Linker

Nach demselben Schema wurden auch die entsprechenden LEC-CARs mit Linker
hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat untersucht. Es ergab sich insgesamt keine signifikant bessere

Toétung im Vergleich mit den Wildtyp (einzelne abgebildete statistisch signifikante
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Unterschiede konnten in weiteren unabhangigen Versuchen nicht wiederholt werden, s.
Anhang 13 und Anhang 14). Es zeigte sich gegenuber K562 und anderen Zelllinien ein
niedrigeres zytotoxisches Niveau vom SRCL-Siglec7 Linker und SRCL Linker (Abbildung
21A). Der begleitende MTT-Assay zeigte keine Unterschiede zwischen den Effektorzellen
(Abbildung 21B).

Abbildung 21 Zytotoxizitdt und MTT von LEC-CARs mit Linker. (A) Wildtyp und Siglec7-SRCL, SRCL-
Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen wurden nach Stimulation mit IL-2 in einer
Effektor-Zielzell-Ratio von 10:1 mit den angegebenen Calcein-gefarbten Leukamiezelllinien fir vier Stunden
inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt
ist je ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen. Balken stellen
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Mittelwerte von Quadruplikaten dar, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Signifikanzanalyse:
ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht signifikant

3.4.3 Zytotoxizitat des SRCL LEC-CARs mit und ohne Linker
Im Folgenden wurde der SRCL LEC-CAR hinsichtlich der Zytotoxizitdt gegentber den

Lewis X-positiven Zelllinien Molm13 und HL-60 sowie gegeniber der Lewis X-negativen
Zelllinie OCI-M1 als Kontrolle naher untersucht. Um den Einfluss des Linkers auf die
zytotoxische Kapazitat zu untersuchen, wurde der SRCL LEC-CAR Linker direkt verglichen.
Des Weiteren wurden verschiedene Effektor:Zielzell-Verhaltnisse von 1:1, 3:1 und 5:1
eingesetzt, um die spezifische Aktivierung des LEC-CARs zu Uberprufen. Schon bei der
niedrigen Ratio von 1:1 zeigte der SRCL LEC-CAR ohne Linker eine hohe Zytotoxizitat von
75% gegentber Molm13 und 85% gegeniber HL-60 (der Wildtyp hingegen gegenlber
Molm 13 nur 11% und gegenlber HL-60 nur 49%). Durch das Einsetzen hdherer Ratios
konnte die Zytotoxizitat nicht mehr relevant gesteigert werden. Gegentber den Lewis X-
negativen OCI-M1 ergaben sich bis auf die Ratio 1:1 (SRCL LEC-CAR tétet um 35% mehr)
keine Unterschiede zwischen SRCL LEC-CAR und dem Wildtyp. Der SRCL LEC-CAR mit
Linker war gegenuber allen Zelllinien nur gering und weniger zytotoxisch aktiv als der
Wildtyp (Abbildung 22A). Im parallel durchgefiuihrten MTT-Assay zeigte sich, dass etwas
weniger Wildtypzellen im Vergleich zu den LEC-CARs eingesetzt wurden (Abbildung 22B).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der SRCL LEC-CAR schon in niedrigen Ratios
besser als der Wildtyp und spezifisch gegen die Zelllinien Molm13 und HL-60 zytotoxisch
aktiv  ist. Diese Ergebnisse wurden in zwei weiteren  unabhangigen

Versuchsdurchfuhrungen bestatigt (s. Anhang 15 und Anhang 16).
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Abbildung 22 Zytotoxizitat und MTT-Assay von SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker. (A) Wildtyp
(schwarz) und SRCL LEC-CAR (blau) und SRCL LEC-CAR Linker (griin) tragende NK92-Zellen wurden nach
Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios mit den Calcein-gefarbten Leukamiezelllinien
Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 fir vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Assay mit der gleichen Anzahl von
Effektorzellen wie im Zytotoxizitdts-Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment von drei
unabhangigen Versuchsdurchfuihrungen. Angegeben sind die Mittelwerte von mindestens Triplikaten, der
Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Die Standardabweichung ist nicht dargestellt, wenn diese
kleiner als der Datenpunkt ist. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
**** p < 0,0001, ns = nicht signifikant

Da der SRCL LEC-CAR schon beim Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 1:1 eine hohe
Zytotoxizitat von etwa 80% gegeniber Molm13 und HL-60 aufwies und diese bei hdheren
Effektor:Zielzell-Verhaltnissen nicht relevant anstieg, wurden im Folgenden auch niedrigere
Ratios unter eins eingesetzt (Effektor-Zielzell-Verhaltnis von 0,1:1 und 0,5:1), um die
spezifische Aktivierung des SRCL LEC-CARs weiter zu testen (Abbildung 23). Das
zytotoxische Niveau fiel in diesem Versuch im Vergleich mit Abbildung 22 bei der Ratio 1:1
insgesamt geringer aus (max. 50%), sowohl gegeniber Molm13 und HL-60 als auch
gegenltber der CAR-unabhangigen Kontrolle K562. Trotzdem zeigte sich hier eine
Steigerung der Zytotoxizitdt des SRCL LEC-CAR zwischen den Ratios 0,1:1 und 0,5:1
gegenuber den Lewis X-positiven Zelllinien Molm13 und HL-60 (von je 16% auf 33% und
17% auf 34% Lyse), die Zytotoxizitat war dabei — wie bereits zuvor beobachtet —signifikant
im Vergleich mit dem Wildtyp erhoht. Allerdings bewirkte der SRCL LEC-CAR auch eine
signifikant erhéhte Lyse der Lewis X-negativen Zelllinie OCI-M1 in den Ratios 0,5:1 und 1:1
(jeweils 19% und 10% hohere Lyse als der Wildtyp). Der SRCL LEC-CAR mit Linker zeigte
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erneut keine spezifische Zytotoxizitat (Abbildung 23A). Im begleitenden MTT-Versuch
zeigte sich eine leicht reduzierte Anzahl von Wildtyp NK92-Zellen im Vergleich zu den
beiden LEC-CARs eingesetzt wurden (Abbildung 23B).
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Abbildung 23 Zytotoxizitat und MTT-Assay von SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker in niedrigen
Effektor-Zielzell-Ratios < 1. (A) Wildtyp und SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker tragende NK92-
Zellen wurden nach Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios < 1 mit den Calcein-
gefarbten Leukamiezelllinien Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 fir vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch
mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. Angegeben sind die Mittelwerte von
mindestens Triplikaten, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-
Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht signifikant

3.4.4 Degranulation des SRCL LEC-CARs mit und ohne Linker

Die Analyse der Degranulation ist eine weitere Methode, die zytotoxische Aktivitat der
Effektorzellen zu untersuchen. Dabei wird die Oberflachenexpression von CD107a
(synonym Lysosomal-assoziiertes Membranprotein-1, LAMP-1) bestimmt, das durch die
Fusion der zytotoxischen Granula mit der Plasmamembran auf die Zelloberflache geréat. Die
NK92-Zellen wurden dafur tber Nacht mit humanen IL-2 stimuliert und anschlieliend mit
den Zelllinien Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 fiir drei Stunden inkubiert. PMA/lonomycin
wurde als Kontrolle der maximalen Degranulation verwendet. In Abbildung 24 ist die

Expression von CD107a auf den Effektorzellen dargestellt. Nach Inkubation mit Molm13
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und HL-60 kam es bei den SRCL LEC-CAR tragenden NK92-Zellen im Vergleich zum
Wildtyp zu einer um mindestens 20% starkeren Degranulation. Dieser Unterschied machte
gegenlber der Lewis X-negativen Kontrolle OCI-M1 nur 5% aus. Die Degranulation
gegenlber K562-Zellen war vergleichbar. Passend zu den Ergebnissen aus den
Zytotoxizitats-Versuchen zeigte der SRCL LEC-CAR Linker keine Aktivierung durch
Inkubation mit den Zielzellen und die Degranulation lag deutlich unter dem Niveau des
Wildtyps. Die signifikant erhdhte Degranulation des SRCL LEC-CAR gegeniber Molm13
und HL-60 im Vergleich mit dem Wildtyp konnte in einer weiteren unabhangigen

Versuchsdurchfuhrung (s. Anhang 17) bestatigt werden.

Abbildung 24 Degranulation der NK92-Zellen mit SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker. (A) Die CD107a-
Expression auf der Oberflache der Wildtyp, mit SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen
(CD56-positiv) wurde durchflusszytometrisch nach IL-2 Stimulation tber Nacht und dreistiindiger Inkubation mit
Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 bestimmt. Effektorzellen mit Inkubation von Medium (kein Target) und
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PMA/lonomycin dienten als Kontrollen fur die minimale und maximale Degranulation. Gezeigt ist je ein
beispielhaftes FACS-Plot aus Triplikaten eines Experiments von insgesamt zwei unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen. (B) Analyse der Degranulation der CD56-positiven, CD107a-positiven Effektorzellen
in Prozent. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen
(Balken stellen Mittelwerte von Triplikaten dar, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des
Mittelwertes). Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001,
ns = nicht signifikant

3.4.5 IFNy-Freisetzung des SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker

Durch die Messung der IFNy-Freisetzung nach Inkubation mit den Zielzellen kann die anti-
tumorale Aktivitat der Effektorzellen weiter analysiert werden. IFNy ist ein Zytokin, das u.a.
von NK-Zellen nach Antigenbindung freigesetzt wird und vielfaltige immunstimulatorische
Effekte hat. Daher wurde abschlieRend die IFNy-Freisetzung der NK92-Zellen im Uberstand
nach Inkubation mit den Zielzellen Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 Uber Nacht
gemessen. Der SRCL LEC-CAR zeigte eine starke IFNy-Freisetzung bei Inkubation mit
Molm13 und HL-60 (je ca. 220 und 1120 pg/ml IFNy, der Wildtyp im Vergleich je ca. 20 und
80 pg/ml IFNy), wahrend die Freisetzung gegeniber den Lewis X-negativen OCI-M1
deutlich geringer (ca. 80 pg/ml IFNy) und auf einem ahnlichen Niveau mit dem Wildtyp
ausfiel (ca. 50 pg/ml IFNy). Erneut konnte kein Effekt fir den SRCL LEC-CAR Linker
beobachtet werden. Die CAR-unabhangige Kontrolle K562 flhrte zu einer gleich niedrigen
Freisetzung des Zytokins zwischen Wildtyp und CAR-tragenden NK92. Nach maximaler
Stimulation mit PMA/lonomycin zeigte der Wildtyp eine deutlich geringere Aktivierung
(Abbildung 25). Die signifikant erhdhte IFNy-Freisetzung des SRCL LEC-CAR gegenuber
Molm13 und HL-60 im Vergleich mit dem Wildtyp konnte in einer weiteren unabhangigen

Versuchsdurchfuhrung (s. Anhang 18) bestatigt werden.
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Abbildung 25 IFNy-Freisetzung der NK92-Zellen mit SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker. Die IFNy-
Freisetzung wurde im Uberstand nach Stimulation mit IL-2 Giber Nacht und Inkubation der Wildtyp, SRCL LEC-
CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen mit Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 Uber 22 Stunden
bestimmt. PMA/lonomycin diente als Kontrolle fiir die maximale IFNy-Freisetzung und NK-Zellen ohne Zielzellen
als Kontrolle fir die minimale IFNy-Freisetzung. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von zwei
unabhangigen Versuchsdurchflihrungen (Balken stellen Mittelwerte von Triplikaten dar, die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung des Mittelwertes). Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01,
***p <0,001, *** p <0,0001, ns = nicht signifikant

Es lasst sich zusammenfassen, dass keinerlei Funktion der kombinierten Fusions-LEC-
CARs, der einzelnen CARs mit Linker und dem Siglec7 LEC-CAR ohne Linker in der
Testung der Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Produktion gegeniber verschiedenen
Leukamiezelllinien festgestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu fuhrt der SRCL LEC-
CAR ohne Linker in NK92-Zellen zu einer signifikant erhdhten und spezifischen Zytotoxizitat
gegenlber Lewis X-positiven Leukamiezellen. Dieser Befund konnte zusatzlich durch eine

vermehrte Degranulation und IFNy-Produktion bestatigt werden.

3.5 Zytotoxische Aktivitait des SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker
gegenuber der Brustkrebszelllinie KPL-1

Zum Schluss wurde die zytotoxische Aktivitdt des SRCL LEC-CARs gegenilber einer
soliden Tumorentitat Uberpruft. Die Brustkrebs-Zelllinie KPL-1 wurde daflr analog zu den
bisherigen Oberflachenglykosylierungs-Analysen durchflusszytometrisch auf die Bindung
der Lektine SRCL und Siglec7 hin untersucht. Dabei zeigte nur SRCL eine spezifische
Bindung an KPL-1 (Abbildung 26A).

Daraufhin wurde die Zytotoxizitat des SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker im Vergleich
mit dem Wildtyp NK92 gegenliber KPL-1 untersucht. K562 diente erneut als CAR-
unabhangige Positiv-Kontrolle. Die Effektorzellen wurden 48 und 24 Stunden vorher mit
humanen IL-2 stimuliert und in verschiedenen Effektor:Zielzell-Verhaltnissen von 1:1, 5:1
und 10:1 eingesetzt. Der SRCL-LEC-CAR ohne Linker zeigte eine um etwa 30% hdhere
Zytotoxizitdt gegentber der Lewis X-positiven Zelllinie KPL-1 als der SRCL LEC-CAR
Linker. Verglichen mit dem Wildtyp, der ca. maximal 10% der KPL-1-Zellen lysierte, betrug
der Unterschied etwa 40-50%. Beide CAR-tragenden Effektorzellen zeigten eine
ansteigende Zytotoxizitat mit zunehmendem Effektor:Zielzell-Verhaltnis. Die Effizienz der
drei getesteten Effektorzelllinien gegeniber der Positivkontrolle K562 war ahnlich hoch
(Abbildung 26B). Der begleitende MTT-Versuch zeigte, dass etwas weniger Wildtyp-Zellen
im Vergleich zu den CAR-tragenden Zellen eingesetzt wurden. Innerhalb der CAR-
tragenden Zellen wurden etwas mehr Effektorzellen mit Linker als ohne eingesetzt
(Abbildung 26C).

71



Ergebnisse

AnschlieBend wurde die zytotoxische Degranulation der Effektorzellen gegeniber der
Brustkrebszelllinie untersucht. Die NK92-Zellen wurden Uber Nacht mit humanen IL-2
stimuliert und anschlieRend mit KPL-1 fur drei Stunden inkubiert. PMA/lonomycin diente als
Kontrolle der maximalen und K562 als Kontrolle der CAR-unabhangigen Degranulation.
Abbildung 26D zeigt die Expression von CD107a der CD56-positiven Effektorzellen. Nach
Inkubation mit der Lewis X-positiven Zelllinie KPL-1 ergab sich eine starke Zunahme der
Expression von CD107a um etwa 40% auf den SRCL LEC-CAR tragenden NK92-Zellen —
im Gegensatz zu den Wildtyp und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen, die lediglich eine
CD107a-Expression von etwa 5% nach Inkubation mit den Zielzellen zeigten. K562-Zellen
konnten den Wildtyp und den SRCL-LEC CAR im gleichen Mal3e aktivieren, der SRCL LEC-
CAR Linker reagierte weniger stark.

Im letzten Schritt wurde die IFNy-Freisetzung der Effektorzellen im Uberstand nach
Inkubation mit KPL-1 und K562 iber Nacht gemessen. Der SRCL LEC-CAR demonstrierte
eine starke IFNy-Freisetzung mit etwa 700 pg/ml bei Inkubation mit KPL-1. Dieser Effekt
war fir den SRCL LEC-CAR Linker und fir den Wildtyp hingegen nicht zu beobachten
(keine IFNy-Freisetzung). K562 fuhrte zu einer gleich starken IFNy-Produktion des Wildtyps
und der CAR-tragenden NK92. Der SRCL LEC-CAR wurde durch Stimulation mit
PMA/lonomycin am starksten aktiviert, der Wildtyp wurde deutlich geringer aktiviert
(Abbildung 26E).

Zusammenfassend ist der SRCL LEC-CAR ohne Linker in NK92-Zellen auch gegeniber
einer soliden Tumorzelllinie, der Lewis X-positiven Brustkrebszelllinie KPL-1, signifikant und
spezifisch zytotoxisch aktiv. Bestatigt wurde dies durch eine vermehrte Degranulation und
IFNy-Freisetzung. Der SRCL LEC-CAR mit Linker zeigte zwar ebenfalls in geringerem
MalRe eine Zytotoxizitdt gegeniber KPL-1, allerdings ohne begleitende spezifische
Degranulation und IFNy-Freisetzung. Diese Ergebnisse wurden in einer weiteren
unabhangigen Testung der Zytotoxizitat, der Degranulation und IFNy-Freisetzung bestatigt
(s. Anhang 19).
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Abbildung 26 Farbung spezifischer Glykanstrukturen mit rekombinanten Lektinen auf der Zelllinie KPL-
1 sowie Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Freisetzung des SRCL-LEC-CARs mit und ohne Linker
gegeniiber KPL-1. (A) Die Brustkrebszellinie KPL-1 wurde durchflusszytometrisch auf ihre
Oberflachenglykosylierung hin untersucht. Gezeigt ist die Bindung der Fluorophor-markierten Lektine SRCL und
Siglec7 an die Zelloberflache (grau: Negativkonrolle FC-Tag, rot: Negativkontrolle Myc-Tag, hellblau:
Lektinbindung). (B) Wildtyp und SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen wurden
nach Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios mit den Calcein-gefarbten Zelllinien KPL-
1 und K562 fiir vier Stunden inkubiert. (C) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im
Zytotoxizitats-Versuch. (D) Die CD107a-Expression auf der Oberflache von Wildtyp, SRCL LEC-CAR und SRCL
LEC-CAR Linker NK92-Zellen (CD65 positiv) wurde durchflusszytometrisch nach IL-2 Stimulation uber Nacht
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und dreistindiger Inkubation mit KPL-1 und K562 bestimmt. Effektorzellen mit Inkubation von Medium (kein
Target) und PMA/lonomycin dienten als Kontrollen fiir die minimale und maximale Degranulation. Gezeigt ist
die Analyse der Degranulation der CD56-positivien, CD107a-positiven Effektorzellen in Prozent. (E) Die IFNy-
Freisetzung wurde im Uberstand nach Stimulation mit IL-2 Giber Nacht und Inkubation des Wildtyp, der SRCL
LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen mit KPL-1 und K562 uber 22 Stunden bestimmt.
PMA/lonomycin diente als Kontrolle fir die maximale IFNy-Freisetzung und NK-Zellen ohne Zielzellen als
Kontrolle fur die minimale IFNy-Freisetzung. Dargestellt in B, C, D und E ist je ein reprasentatives Experiment
von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen. Angegeben sind die Mittelwerte von mindestens Triplikaten,
die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Mittelwertes an. Die Standardabweichung ist nicht
dargestellt, wenn diese kleiner als der Datenpunkt ist. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, **
p <0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht signifikant
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4 Diskussion

4.1 Vergleich der Oberflachenglykosylierung von Leukamiezellen mit
Zellen des hamatopoetischen Systems gesunder Spender
In dieser Arbeit wurde die Oberflachenglykosylierung von Leukamiezellen (primare
padiatrische und adulte Leukamieproben) im Vergleich mit peripheren Blutzellen und
hdmatopoetischen Stammzellen gesunder Spender mit zehn verschiedenen
rekombinanten humanen Lektinen durchflusszytometrisch untersucht. Lektine zeigen als
kohlenhydratbindende Proteine individuelle und spezifische Bindungsmuster gegeniber
verschiedenen Glykanstrukturen, die Uber Glykan-Array Analysen ermittelt werden kénnen
und in der Einleitung in Abschnitt 1.4 fur die jeweilig verwendeten Lektine beschrieben
wurden. Damit kénnen Glykosylierungsmuster auf der Zelloberflache spezifisch durch
Untersuchungen mit Lektinen bestimmt werden (Krishnamoorthy und Mahal 2009). Nach
Untersuchung des Glykosylierungsprofils der Leukamiezellen im Vergleich mit gesunden
Zellen konnten so direkt im Anschluss die vielversprechendsten Lektindomanen fir die

Generierung der (Fusions-)LEC-CARs ausgewahlt werden.

Eine aberrante Expression von Glykanen tritt bei malignen hdmatologischen Erkrankungen
auf und fuhrt u.a. zu veranderter Zell-Matrix-Interaktion, Immunmodulation, Invasion und
Metastasierung. Gleichzeitig stellen diese veranderte Glykosylierungsmuster potentielle
Angriffspunkte von Immuntherapien dar (Pang et al. 2018, Su et al. 2021).

In der Untersuchung der Oberflachenglykosylierung von sieben verschiedenen
Leukamiezelllinien durch Dr. Anna-Katharina Franke zeigte sich, dass besonders Siglec7,
Siglec9 und Siglec10 an die Zellen binden konnten. Dies deutet auf einen hohen Anteil
sialylierter Glykane mit endstandigen NeuSAc(a.2-8)NeuSAc sowie sulfatierten Sialinsaure-
haltigen Strukturen und Neu5Gc- bzw. NeuSAc(a2-6)Gal-(1-4)-GlcNAc-Verbindungen hin.
Die Bindung von DC-SIGN an alle Zelllinien stellt den Nachweis von N-glykosylierten
Mannose-reichen Oligosacchariden und Lewis-Strukturen. Das Vorhandensein letzterer
wird durch die Bindung von SRCL, welches Lewis X und Lewis A erkennt, auf den Zelllinien
HL-60, Molm13 und OCI-AML3, und anteilig auch auf MV4-11, THP-1 und Kasumi-1,
bestatigt.

Veranderungen in den Glykanstrukturen bei Leukamiezelllinien sind vorbeschrieben. Blchl
et al. haben die N- und O-Glykomik von 21 AML-Zelllinien (darunter die auch in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien HL-60, OCI-AML3, Molm13, MV4-11, THP-1 und Kasumi-1) mittels
Chromatographie gekoppelt an Massenspektrometrie untersucht. Passend zu den hier
gezeigten durchflusszytometrischen Ergebnissen konnten die Autoren auf allen
untersuchten Leukamiezelllinien reichlich N-glykosylierte Mannose-reiche Oligosaccharide

(am haufigsten mit neun Mannose-Monomeren) nachweisen (Bldchl et al. 2021). Auch Ma
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et al. hatte bereits in Zusammenhang mit Untersuchungen zur Multiple-Drug Resistance
massenspektrometrisch nachgewiesen, dass Mannose-reiche Oligosaccharide reichlich
auf der Zelllinie HL-60 vorkommen (Ma et al. 2015). (Sialyl-) Lewis X konnte in der Analyse
von Blochl et al. auf allen Zelllinien, besonders aber auf OCI-AML3, MV4-11, HL-60 und
Molm13 und etwas weniger auch auf THP-1 und Kasumi-1 detektiert werden. Auch eine
Hypersialylierung konnte bei allen Zelllinien beobachtet werden, besonders fur a2-3- und
a2-6-verknupfte Sialinsduren (Blochl et al. 2021). Wang et al. haben darlber hinaus die
Glykomik-Profile von Glykosphingolipiden auf 19 verschiedenen AML-Zelllinien (darunter
ebenfalls HL-60, OCI-AML3, Molm13, MV4-11, THP-1 und Kasumi-1) untersucht. Auch hier
zeigte sich eine erhdhte Expression von terminalen Lewis X und Lewis A Antigenen auf den
Zelllinien Molm13 und HL-60 sowie eine vermehrte a2-6-verknipfte Sialylierung auf allen
untersuchten Zelllinien (Wang et al. 2022). Diese Ergebnisse passen zu den hier gezeigten

durchflusszytometrischen Untersuchungen mittels Lektinbindung.

Zu aberranten Glykosylierungsmustern von primaren Leukamieproben (ALL, AML) liegen
bisher weniger systematische Analysen vor (Pang et al. 2018, Su et al. 2021). Dabei wurden
Untersuchungen mit Next-Generation Sequencing, Reverse-Transkriptase-PCR und
durchflusszytometrische Untersuchungen mit monoklonalen Antikérpern durchgefiihrt
(Bléchl et al. 2023, Mondal et al. 2010, Lenkei et al. 1991). In wenigen Untersuchungen
wurden auch einzelne Lektindomanen zur Untersuchung des Glykanprofils von primaren
Leukdmieproben herangezogen (Gijzen et al. 2008, Mondal et al. 2010). Eine
systematische Analyse der an der Zelloberflache lokalisierten Glykanstrukturen von
primaren Leukamieproben (ALL und AML) mittels Bindung verschiedener Lektine per
Durchflusszytometrie wurde zusatzlich neue Erkenntnisse Uber potentielle Zielstrukturen fur
eine CAR-T-Zelltherapie ermdglichen und war daher Gegenstand dieser Arbeit. Dabei
wurde gezeigt, dass es wichtig ist, nur frische primare Proben zu verwenden, da aufgetaute
Leuka&mieproben durch den Einfrierprozess eine Veranderung ihrer
Oberflachenglykosylierung erfahren und dadurch keine belastbaren Daten zu generieren
sind. Veranderungen der Oberflachenglykosylierung nach dem Einfrieren sind bei primaren
Leukamiezellen nicht vorbeschrieben. Generell gibt es nur wenige Untersuchungen zum
Einfluss der Temperatur auf die Glykosylierung von humanen Proben im Rahmen des
Einfrierens zum Lagern (Amez Martin et al. 2021). Fraglich ist dabei auch, ob die
Temperaturunterschiede selbst ursachlich fir die Veranderung der Glykosylierung sind —
oder aber andere Substanzen, die beim Einfrierprozess verwendet werden (DMSO, FKS,
RPMI-Medium). Um den Einfluss des Einfrierens systematisch zu untersuchen und damit

optimale Lagerbedingungen fir eine Vergleichbarkeit bei der Untersuchung der
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Glykosylierung von eingefrorenen und frischen Leukdmieproben zu gewahrleisten, sind
Studien mit grofleren Probenanzahlen notwendig.

In dieser Arbeit wurden vier padiatrische und fiinf adulte primare Leukamieproben (ALL und
AML) untersucht. CD301 konnte an keine der Patientenproben binden, was gegen das
Vorliegen vom Tn- und STn-Antigen auf den Leukamiezellen spricht.

Lenkei et al. haben die Expression von Lewis X auf padiatrischen B-ALL-Proben mittels
monoklonalem Antikérper durchflusszytometrisch untersucht. Dabei konnte Lewis X nur auf
sieben von insgesamt 34 Patientenproben nachgewiesen werden und variierte dabei
zwischen 22-61% positiven Blasten (Lenkei et al. 1991). Auch Gijzen et al. haben eine
variable Expression von Lewis X auf padatrischen und adulten 21 B-ALL-Proben (0%-80%)
und eine geringe Expression auf 17 T-ALL-Proben (0%-7%) mittels monoklonalem AK
nachgewiesen (Gijzen et al. 2008). Die Expression von Lewis X auf adulten AML-Zellen
wird zwischen 31% und 70% angegeben (Maynadié et al. 1997). In dieser Arbeit zeigte
SRCL als Lewis X-bindendes Lektin eine schwache Bindung von 3,5% und 10,3% an die
padiatrischen B-ALL-Proben und eine Bindung von 4,3% an die T-ALL-Probe. Dies passt
in das Bild der vorbeschriebenen heterogenen Expression von Lewis X auf ALL-Zellen, fir
weitere Analysen waren grofere padiatrische Stichproben zur Bestimmung der SRCL-
Bindung notwendig. An die eine padiatrische AML-Probe konnte SRCL nicht binden.
Passend zu den vorbeschriebenen Ergebnissen zeigte SRCL eine starkere Bindung an die
adulten AML-Proben (6,9%-58,9%).

Gijzen et al. haben zusatzlich die Oberflachenglykosylierung durchflusszytometrisch mit
rekombinantem DC-SIGN auf den oben beschriebenen ALL-Proben im Vergleich mit
peripheren Blutzellen gesunder Spender untersucht. Gijzen et al. haben dafir DC-SIGN mit
einem N-terminalen His-Tag, gekoppelt an fluoreszierende Beads, verwendet. Es zeigte
sich eine, verglichen mit gesunden Zellen, erhéhte Bindung von DC-SIGN an die
Leukédmiezellen — im gleichen MaRe auf B- und T-ALL-Proben. Die DC-SIGN-Bindung
korrelierte dabei nicht mit der Lewis X-Expression, was fur das Vorliegen weiterer Glykane
wie Mannose-reiche Oligosaccharide oder andere Lewis-Antigene spricht (Gijzen et al.
2008). In dieser Arbeit zeigte das rekombinante DC-SIGN mit FC-Tag nur eine schwache
Bindung (2,4%-10,2%) an die allerdings deutlich kleinere Stichprobe von drei ALL-Proben,
weshalb diese Untersuchung ausgeweitet werden sollte.

Mondal et al. haben mit rekombinantem Siglec2 durchflusszytometrisch auf padiatrischen
ALL-Proben (jeweils eine B- und T-ALL) im Vergleich mit Lymphozyten zweier gesunder
Spender a2-6-verknlpfte Sialinsduren analysiert. Mondal et al. haben fir ihre
Untersuchung — wie auch in dieser Arbeit — rekombinantes Siglec2 mit einem FC-Tag
verwendet. Siglec2 zeigte dabei eine erhdhte Bindung an die untersuchten Leukamiezellen
(T-ALL: 74,76%; B-ALL: 66,27%) (Mondal et al. 2010). Diese hohe Bindungsrate konnte in
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dieser Arbeit nicht bestatigt werden (B-ALL: 13,6 und 2,3%; T-ALL: 10,6%). Hier sind zur
Uberprifung deutlich gréRere Stichproben notwendig.

Siglec4a hat bis auf eine adulte AML-Probe an alle Leukdmieproben mit hohem Anteil
gebunden (51,8%-95,6%). Sowohl AML- als auch ALL-Zellen scheinen also reichlich
Neu5Ac(a2-3)Gal-haltige Glykanstrukturen auf ihrer Zelloberflache zu exprimieren.

Bei den meisten hier untersuchten Proben (padiatrisch und adult, AML und ALL) zeigte sich
eine starke Bindung von udber 90% von Siglec7, Siglec9 und Siglec10 an die
Leukdmieblasten. Dies weist einerseits auf eine Hypersialylierung (v.a. Neu5Ac(a2-
8)NeubAc-haltige, Neu5Gc- und Neub5Ac(a2-6)Gal-(p1-4)-GlcNAc-Verbindungen sowie
Glykanstrukturen mit Neu5Ac(a2-3)Gal gebunden an sulfatiertes und fucosyliertes GIcNAc)
von AML- und ALL-Zellen hin. Andererseits bedeutet die starke Bindung an diese
Kohlenhydratantigene, dass bei diesen Patienten mit nur einem einzigen Lektin-basierten
CAR potentiell fast alle Blasten eliminiert werden kénnten. Dies ist insbesondere in der
CAR-Immuntherapie der AML wichtig, da dort eine sehr heterogene Expression von
myeloiden Markern besteht und dadurch bisher kein AML-spezifischer Marker mit
Expression auf allen Blasten gefunden werden konnte (im Gegensatz zur CD19 positiven
B-ALL) (Acharya und Walter 2020). Allerdings zeigte sich in dieser Arbeit eine hohe Varianz
zwischen Proben der gleichen Unterform von Leukamien. So wies z.B. die padiatrische
cALL 1 eine Siglec10-Bindung von 98,7% und die andere padiatrische cALL 2 nur eine
Bindung von 2,3% auf. Die Leukamieblasten eines jeden Patienten mussten also individuell
vor Start einer Lektin-basierten CAR-T-Zelltherapie auf ihr spezifisches
Oberflachenglykosylierungsprofil hin untersucht werden.

Des Weiteren ergaben sich — bei jedoch kleiner Stichprobe — Unterschiede zwischen
adulten und padiatrischen Proben besonders bezlglich der Bindung von SRCL, welches
praferentiell an adulte AML-Proben gebunden hat. Dies kdnnte daraufhin deuten, dass sich
padiatrische Tumore nicht nur in der Haufigkeit der Entitdten von adulten Tumoren
unterscheiden, sondern auch hinsichtlich ihrer Oberflachenglykosylierung. Gesonderte und
gezielte Forschung an padiatrischen Tumoren ist daher essentiell fur eine Verbesserung
der spezifischen Therapiemdglichkeiten und Heilungsraten von Krebs bei Kindern (Kattner
et al. 2019).

Insgesamt ist die hier untersuchte Stichprobe klein und heterogen (sowohl padiatrische als
auch adulte Proben, verschiedene Unterformen der Leukamie). Dies ist unter anderem
dadurch bedingt, dass aufgrund der veradnderten Oberflachenglykosylierung bei
eingefrorenen Leukamieproben zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse nur frische Proben von
Patienten des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf verwendet wurden. Deshalb sind
gréRere, ggf. multizentrische Analysen der Oberflachenglykosylierung mittels Lektinen von

primaren, frischen Leukamieproben nétig, um die hier gefundenen Ergebnisse bezlglich
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der verschiedenen Untergruppen von Leukamien zu bestdtigen und genauer zu

analysieren.

Ein limitierendes Problem von CAR-T-Zelltherapien stellt die durch Uberlappende
Antigenexpression zwischen Leukamiezellen und normalen hamatopoetischen Zellen
bedingte Hamatotoxizitat dar — insbesondere bei der AML (Acharya und Walter 2020). Zum
Vergleich der Oberflachenglykosylierung von Leuka@miezellen wurden daher ebenfalls
Zellen des hamatopoetischen Systems gesunder Blut- und Knochenmarksspender
untersucht. Fur die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den primaren Leukdmieproben
wurden ebenfalls nur frische Proben zur Untersuchung verwendet.

CD301 zeigte keine Bindung an periphere Blutzellen (Prasse et al. 2024). Ebenso ergab
sich kein relevanter Nachweis der Liganden von Siglec2, Siglec3 und Siglec5. SRCL und
DC-SIGN hingegen haben vor allem an Granulozyten gebunden. Bei Siglec4a, Siglec?,
Siglec9 und Sigle10 ergaben sich heterogene Bindungsmuster an Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten. Die Oberflachensialylierung von normalen peripheren
Blutzellen scheint also Spender-individuell zu sein, jedoch bezlglich Siglec?, Siglec9 und
Siglec10 insgesamt niedriger ausgepragt als auf den meisten Leukdmiezellen.

Falls periphere Blutzellen aufgrund einer Uberlappende Glykanexpression durch eine CAR-
Immuntherapie eliminiert wirden, ware dies tolerabel, solange die Blutzellen aus den
hamatopoetischen Stammzellen nachgebildet werden konnen. Daher wurde ebenfalls die
Oberflachenglykosylierung von CD34" und CD38" Stammzellen aus dem Knochenmark
dreier gesunder Spender untersucht. Hier zeigte sich eine relevante Bindung von Siglec7
und Siglec9 auf CD34" und CD38" Stammzellen, was auf eine Expression von Neu5Ac(a.2-
8)Neub5Ac-haltigen Glykanen und Glykanstrukturen mit Neu5Ac(a2-3)Gal gebunden an
sulfatiertes und fucosyliertes GIcNAc hindeutet. Dieses spezifische Sialylierungsmuster
fand sich auch auf den meisten Leukamiezellen. Siglec10 zeigte eine variable und
interindividuell stark ausgepragte Bindung an die Stammzellen, sodass in dieser kleinen
Stichprobe keine eindeutige Aussage zum potentiellen Schutz der Stammzellen bei
Uberlappender Antigenexpression moglich ist. SRCL hingegen zeigte im Gegensatz zur
Bindung an die Leukamiezellen und normalen Granulozyten keine relevante Bindung an
die hamatopoetischen Stammzellen. Dies bedeutet, dass sich SRCL als Einzel-CAR flr
eine Immuntherapie aufgrund einer vergleichsweise geringen Hamatotoxizitdt eignen
wurde. Dies gilt aufgrund der Gberlappenden Antigenexpression nicht im gleichen Male fiir
Siglec7 und Siglec9, obwohl deren Liganden deutlich starker als Lewis X auf der Oberflache
von Leukamiezellen zu finden waren. Daher kdnnte sich hier die Kombination der

Lektindomanen von Siglec7 und SRCL in einem Fusions-CAR als besonders wirksam und
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schitzend auf die Stammzellen erweisen, solange die Zytotoxizitadt der CAR-Zellen erst
nach Bindung beider Doméanen ausgeldst wird.
Insgesamt ist die hier untersuchte Stichprobe mit sieben Blutspendern und drei

Knochenmarksspendern klein und sollte in gréferen Studien Uberprift werden.

4.2 Klonierung, Oberflachennachweis und Bindungseigenschaften der
LEC-CARs

Auf Grundlage der Ergebnisse von der Untersuchung der Oberflachenglykosylierung
wurden fur die Generierung von Fusions-LEC-CARs die beiden Lektine SRCL und Siglec7
ausgewahlt. Siglec7 zeigte eine sehr starke Bindung an padiatrische und adulte Proben
sowie an AML, cALL und T-ALL Proben und verspricht damit eine Abdeckung
verschiedener Leukamieformen. SRCL war das vielversprechendste C-Typ-Lektin mit hier
nachgewiesener Bindung vor allem auf adulten AML-Proben und in der Literatur
vorbeschriebener Expression von Lewis X auf primaren AML- und ALL-Blasten (Lenkei et
al. 1991, Maynadié et al. 1997, Gijzen et al. 2008). AuRerdem war die Bindung der beiden
Lektine auf einigen Leukamiezelllinien stark positiv und auf anderen Leukamiezelllinien
negativ, sodass sich die beiden Lektine gut fiir funktionelle Experimente gegen Zelllinien
eignen. Fur die Kombination zweier verschiedener Lektinklassen (C-Typ und I-Typ Lektine)
wurden daher SRCL und Siglec7 in einem Fusions-LEC-CAR in dieser Arbeit miteinander
kombiniert. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten zwei Antigenbindungsdomanen in einem
CAR zu kombinieren. In dieser Arbeit wurde das Prinzip eines sogenannten Tandem-CARs
gewahlt, in dem zwei verschiedene Antigen-bindende Domanen direkt tber einen Linker in
einem einzigen CAR-Konstrukt kombiniert werden (Hartmann et al. 2017). Daflr wurden
die beiden Lektin-Domanen jeweils in den beiden moglichen Reihenfolgen
hintereinandergeschaltet kombiniert. Zusatzlich wurden beide Doméanen als einzelne CARs
fur den direkten Vergleich zwischen Fusions- und Einzel-CARs als Kontrolle kloniert.
Insgesamt wurden drei verschiedene Versionen aller dieser Fusions- und Einzel-LEC-
CARs generiert: LEC-CAR, LEC-CAR Linker und LEC-CAR Linker Myc. In der Version
LEC-CAR Linker wurde zusatzlich ein Glycin-Serin-Linker zwischen der CRD und der IgG1-
Domane eingeflgt, um eine erhohte Flexibilitdt und damit Bindungsfahigkeit der Lektin-
Domanen zu ermdoglichen.

Der zusatzliche Nachweis der Bindungsfahigkeit der Lektindomanen ist wichtig, da die
Expression von GFP oder der Nachweis des Myc-Tags bzw. der Lektindomane mit

monoklonalen Antikdrpern keine Aussage dartiber zulasst.

Die Untersuchung der Bindungseigenschaften der LEC-CAR Linker Konstrukte zeigte zwar

eine geringflugig bessere Bindung vom SRCL LEC-CAR mit Linker an seinen Liganden
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Lewis X als in der Version ohne Linker. In der funktionellen Testung der Zytotoxizitat,
Degranulation und IFNy-Produktion gegenliber Leukamiezellen zeigte sich allerdings in
allen Bereichen eine signifikante Verschlechterung durch den Linker. Interessanterweise
hatte derselbe (G4S)s-Linker zwischen der CRD und der IgG1-Domane im Lektin-basierten
CAR mit der CRD von CD301 von Franke et al. aus unserer Arbeitsgruppe einen positiven
Effekt auf die funktionelle Testung des CARs. Der Glycin-Serin-Linker fuhrte im Vergleich
mit dem CD301-CAR ohne Linker zu einer verbesserten Bindung der CD301-Liganden Tn
und STn, ahnlich der verbesserten Bindung von SRCL mit Linker an seinen Liganden Lewis
X. Allerdings flihrte der Linker im CD301 CAR im direkten Vergleich auch zu einer signifikant
erhdhten und spezifischen Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Produktion gegeniber
verschiedenen Tn- und STn-positiven Brustkrebszelllinien. Bei der CRD von CD301 hatte
der Linker also keinen negativen Einfluss auf die Signalweiterleitung und bewirkte eine
erhdhte Flexibilitdt und damit vermutlich auch eine verbesserte Bindung von weiter
entfernten oder schlechter zuganglichen CD301-Liganden (Franke et al. 2023). Obwohl in
dem CD301-CAR von Franke et al. bis auf den Austausch der CRD (CD301 statt SRCL)
dasselbe CAR-Rickgrat verwendet wurde und CD301 und SRCL beide C-Typ Lektine
darstellen, zeigten sich unterschiedliche Effekte. Damit scheint der zusatzlich eingebaute
Glycin-Serin-Linker nicht fur alle C-Typ CRDs in Lektin-basierten CARs im gleichen Malie
geeignet zu sein.

In der Version LEC-CAR Linker Myc wurde zuséatzlich ein an der Lektin-Doméane terminal
gelegener Myc-Tag zum durchflusszytometrischen Nachweis der LEC-CARs an der
Zelloberflache eingebaut. Der Myc-Tag lie® sich allerdings nur an der Siglec7-Domane
nachweisen (sowohl im Einzel- als auch im Fusions-CAR mit terminaler Siglec7-Domane).
Im Gegensatz dazu konnte der Myc-Tag an der SRCL-Domane weder im Einzel- noch
Fusions-CAR nachgewiesen werden, obwohl der SRCL-Siglec7 LEC-CAR und der SRCL
LEC-CAR fahig waren, spezifisch Lewis X zu binden und damit indirekt an der
Zelloberflache nachgewiesen wurden. Kontrar hierzu konnte der der ebenfalls terminal
eingebaute Myc-Tag an der C-Typ CRD des CD301-Linker-Myc-CAR von Franke et al.
durchflusszytometrisch mittels desselben wie in dieser Arbeit verwendetem Anti-Myc
Antikdrper nachgewiesen werden — zusatzlich zur nachgewiesenen Bindungsfahigkeit
gegenuber seinen Kohlenhydratliganden (Franke et al. 2023). Dies zeigt, dass der Myc-Tag
nicht fir alle CRDs von C-Typ Lektinen in CARs geeignet ist und sterisch verdeckt werden
kann.

Auch die Anordnung der beiden Lektindomanen im Fusions-LEC-CAR hat einen Einfluss
auf die Faltung und Bindungsfahigkeit, denn im Gegensatz zum SRCL-Siglec7 war der
Siglec7-SRCL LEC-CAR unabhangig vom Linker nicht in der Lage, Lewis X mit der SRCL-

Domane zu binden.
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Obwohl die Siglec7-Domane sowohl mit dem Anti-Myc-Antikérper im Einzel- und auch im
Fusions-CAR an terminaler Position und auch mit dem anti-Siglec7-Antikorper in beiden
Kombinationen des Fusions-CARs und im Einzel-CAR an der Zelloberflache nachgewiesen
wurde, konnte die Siglec7-Domane in der Untersuchung der Bindungseigenschaften nicht
an die sialylierten Kohlenhydratantigene (Neu5AC)s und 6'SLN binden. Die Siglec7-
Domane scheint also, ob mit oder ohne Linker, in allen hier untersuchten LEC-CARSs nicht

bindungsfahig zu sein.

Zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit existierte kein frei verkauflicher Antikorper,
der sich gegen die CRD von SRCL richtet. Durch den Nachweis der Bindungsfahigkeit der
SRCL-Doméane an PAA-gebundenes Lewis X konnte hier gezeigt werden, dass die
Verwendung des synthetischen Kohlenhydratantigens fir den spezifischen Nachweis der
CRD von SRCL an der Zelloberflache geeignet ist.

4.3 Moglichkeiten und Limitationen von Fusions-LEC-CARs

Die Fusion von zwei Antigen-bindenden Doméanen in einem kombinierten CAR kann zu
einer hdheren Spezifitdt und damit erhéhten Sicherheit durch geringere on-target/off-tumor
Toxizitat von CAR-Immuntherapien flhren. Dies ist insbesondere bei der AML wichtig, da
im Gegensatz zu den bereits zugelassenen CD19-CAR-T-Zelltherapien bei der B-ALL noch
kein rein AML-spezifisches Antigen gefunden werden konnte, das auf allen malignen Zellen
inklusive der Leukamiestammzellen, aber nicht auf lebenswichtigen gesunden Zellen
exprimiert wird (Acharya und Walter 2020). Deshalb kénnte durch die Kombination von zwei
verschiedenen Antigen-bindenden Doméanen die Elimination aller Leukdmieblasten unter
Schonung von gesunden Zellen mit Fusions-CAR-T-Zellen erreicht werden. Bei CAR-T-
Zelltherapien kann es durch den Verlust der Expression des Zielantigens zu einem
Immunescape der Tumorzellen kommen. So kann es beispielsweise bei einer CD19-CAR-
T-Zelltherapie Uber die klonale Expansion eines CD19-negativen Tumorzellklons zum
Wirkverlust und damit zum Rezidiv der Erkrankung kommen. Durch den Einsatz von
Fusions-CAR-T-Zellen (z.B. CD20-CD19-CARs) konnte dieses Risiko reduziert werden
(Tong et al. 2020, Shah et al. 2020), allerdings fehlen bisher groéRere klinische
Vergleichsstudien. Zusatzlich kdénnte gerade bei der Verwendung von Lektin-Domanen
aufgrund der im Vergleich mit Antikorper-Antigen-Bindungen schwacheren Bindung
zwischen Lektin und Kohlenhydratantigen (Cummings et al. 2015) die Aviditat und
zytotoxische Effizienz der Effektorzellen durch Kombination von zwei CRDs in Fusions-

LEC-CARSs weiter gesteigert werden.
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Aufgrund dieser moglichen Vorteile wurden in dieser Arbeit verschiedene Fusions-LEC-
CARs entwickelt und getestet. Daflir wurde das Konzept des Tandem-CARs gewahlt. Der
Proof-of-concept Tandem-CAR wurde von Grada et al. entwickelt und richtet sich als AK-
basierter Zweitgenerations-CAR bispezifisch gegen CD19 und den humanen epidermalen
Wachstumfaktorrezeptor (Human epidermal growth factor, HER2). Dieser Tandem-CAR
zeigt eine spezifische Zytotoxizitat gegen jeweils nur CD19 oder HER2-positive Zielzellen
und eine relevante synergistische Steigerung der Zytotoxizitat bei gleichzeitiger Expression
beider Antigene auf den Zielzellen (Grada et al. 2013). Mittlerweile wurden weitere Tandem-
CARs entwickelt und bereits klinisch in der Therapie von malignen B-Zell-Erkrankungen
getestet (Shah et al. 2020, Tong et al. 2020). Obwohl in dieser Arbeit die Fusion von zwei
verschiedenen Lektindomanen in einem Tandem-CAR-Konstrukt mdglich war und
zumindest beim SRCL-Siglec7 LEC-CAR die Siglec7-Domane mittels Antikdrper-Bindung
an der NK92-Zelloberfliche nachgewiesen und die SRCL-Doméane seinen
Kohlenhydratliganden Lewis X auch spezifisch binden konnte, zeigte sich keinerlei Funktion
in der Testung der Zytotoxizitdt, Degranulation und [FNy-Produktion gegenlber
verschiedenen Leukamiezelllinien. Dies gilt genauso fur die anderen Fusions-LEC-CARs
unabhangig von den Anordnungen der beiden Domanen und den eingesetzten Linkern. In
dieser Arbeit wurden zwei verschiedene flexible dreifache Glycin-Serin-Linker zur Trennung
der CRDs von Siglec7 und SRCL in den Fusions-LEC-CARs verwendet: (GGSG)s mit 36
Basenpaaren und (G4S); mit 45 Basenpaaren. Glycin-Serin-Linker zur Trennung der
beiden Antigen-bindenden Domanen in Tandem-CARs werden auch von anderen Autoren
verwendet. Dabei variiert allerdings die Lange der Linker, so verwendet beispielsweise
Tong et al. einen vierfachen Glycin-Serin-Linker (G4S)4 (Tong et al. 2020), Shah et al.
hingegen einen funffachen Glycin-Serin-Linker (G4S)s (Shah et al. 2020). Die Verwendung
eines vier- oder funffachen Glycin-Serin-Linkers zwischen den beiden CRDs von Siglec7
und SRCL in den Fusions-LEC-CARs konnte dazu fuhren, dass eine gleichzeitige
Ligandenbindung durch eine erhdhte Flexibilitdt zwischen den Domanen mdéglich wird.
Diese erhdhte Flexibilitat konnte allerdings auch von Nachteil sein. Ma et al. haben zwei
verschiedene Linker (einen vierfachen Glycin-Serin-Linker (G4S)s und einen dreifachen
(EAAAK)s-Linker) in ihren Tandem-CARs mit den Doméanen von CD19 und CD22 im
Vergleich untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Tandem-CARs, bei denen die beiden
Domanen durch den (EAAAK)s-Linker statt dem Glycin-Serin-Linker getrennt wurden, eine
signifikant hohere Zytotoxizitdt und Zytokin-Sekretion in vitro aufwiesen. Die Autoren
machen daflr die stabile spiralférmige und damit starre Struktur des (EAAAK)s-Linkers
verantwortlich, wodurch die beiden Domanen im Tandem-CAR besser als bei Verwendung
des flexiblen Glycin-Serin-Linkers auseinandergehalten werden und sich gegenseitig nicht

in ihrer Bindungsfahigkeit beeintrachtigen (Ma et al. 2024). Dieses Phanomen kdnnte auch
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fur die Fusions-LEC-CARs relevant sein, denn der Siglec7-SRCL LEC-CAR konnte im
Gegensatz zum SRCL-Siglec7 LEC-CAR Lewis X mit der SRCL-Doméane nicht binden.
Deshalb ware es sinnvoll, in weiteren Experimenten im direkten Vergleich zu testen, ob die
Fusions-LEC-CARs durch mehrfache Glycin-Serin-Linker von einer erhéhten oder durch
einen (EAAAK)s-Linker von einer verringerten Flexibilitat profitieren wirden.

Eine relevante Beeinflussung der Zytotoxizitat der Effektorzellen durch die Transduktion
und Sortierung als Grund flr die fehlende Funktionalitdt der Fusions-LEC-CARs konnte
ausgeschlossen werden, da die Positivkontrolle mit K562-Zellen in den
Zytotoxizitatsversuchen ein ausreichend hohes Killing aller LEC-CAR-Zellen auf einem
Niveau mit dem Wildtyp zeigte. Lediglich der SRCL-Siglec7 LEC-CAR zeigte eine geringere
Zytotoxizitat, sowohl gegenuber K562 als auch gegenldber allen anderen
Leukamiezelllinien. Ursachlich hierfur kdnnte theoretisch eine Bindung des CARs an die
NK92-Zellen sein, die zum sogenannten Fraternizid und in Folge dessen wahrend der
Kultivierung zur Selektion von weniger zytotoxischen Zellklonen fuhrt. Zum Nachweis der
Expression der Liganden von SRCL und Siglec7 musste die spezifische
Oberflachenglykosylierung der NK92-Zellen analysiert werden. Ein Fraternizid scheint
allerdings unwahrscheinlich, da sowohl beim Siglec7-SRCL Fusions-LEC-CAR als auch
beim nachweislich spezifisch zytotoxisch aktivem einzelnen SRCL LEC-CAR die
allgemeine Zytotoxizitat nicht beeintrachtigt war.

Die zu den Fusions-LEC-CARs gehdrige Einzelkontrolle des Siglec7 LEC-CARs konnte
ebenfalls Uber den anti-Siglec7 Antikbrper an der NK92-Zelloberflache nachgewiesen
werden, zeigte allerdings keine Bindung an seine Zuckerliganden und auch keine Funktion
in den funktionellen Versuchen. Hier steht also zunachst die Optimierung der einzelnen
Siglec7-Domane im Vordergrund. Obwohl die SRCL-Doméane sowohl im einzelnen SRCL
LEC-CAR als auch im SRCL-Siglec7 LEC-CAR den Liganden Lewis X spezifisch binden
konnte, war nur der einzelne SRCL-LEC-CAR gegenuber Lewis X-positiven
Leukamiezellen zytotoxisch aktiv. Dies zeigt, dass ein Tandem-CAR flur die Kombination
der SRCL-Domane mit der Siglec7-Doméane nicht geeignet ist.

Da der einzelne SRCL LEC-CAR allerdings eine hohe spezifische Zytotoxizitéat,
Degranulation und IFNy-Freisetzung gegentber den Lewis X-positiven Zelllinien Molm13
und HL-60 zeigte, ergeben sich neue Kombinationsmoglichkeiten zur Verbesserung des
Konzepts eines Fusions-CARs mit der SRCL-Doméne. Zum Erhalt der zytotoxischen
Aktivitat der SRCL-Domane und um eine sterische Verdeckung der Domanen zu verhindern
(denn der Siglec7-SRCL LEC-CAR war im Gegensatz zum SRCL-Siglec7 LEC-CAR nicht
in der Lage, Lewis X mit seiner SRCL-Domane zu binden), kénnte statt der Kombination in
einem Tandem-CAR eine Aufteilung der SRCL-Doméane und einer optimierten Siglec7-

Domane in einem konditionalen bispezifischen CAR erfolgen. In diesem Fall wird die T-
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Zellaktivierung (z.B. CD3¢-Domane) und Costimulation (z.B. CD28-Domane) auf zwei CAR-
Konstrukte aufgeteilt, die unterschiedliche Antigene erkennen. Im idealen Fall kommt es
nur zu Auslésung der Zytotoxizitat, wenn beide Liganden gleichzeitig gebunden werden
(,UND-Logikgatter”) (Hartmann et al. 2017, Abken 2021). Das stellt einen weiteren Vorteil
von konditionalen CARs gegenuber Tandem-CARs dar, bei denen nicht zwangslaufig
vorherzusehen ist, ob und wie stark die Zytotoxizitat bereits bei Bindung eines der beiden
Antigene ausgeldést wird (,ODER-Logikgatter). Ein striktes ,ODER-Logikgatter” von
Tandem-CARs kdnnte sich dabei zwar positiv auf die Risikoreduktion eines Immunescapes
der Tumorzellen, aber gegebenenfalls auch nachteilig auf die on-target/off-tumor Toxizitat
auswirken (Zah et al. 2016, Abken 2021). He et al. haben einen konditionalen bispezifischen
CAR gegen CD13 und TIM-3 zur Behandlung der AML entwickelt. Dabei konnten die
Autoren mit in vitro und in vivo Versuchen zeigen, dass duales Targeting gegen zwei
verschiedene tumorassoziierte Antigene von AML-Blasten mittels ihres konditionalen CARs
zu einer erhdhten Sicherheit durch geringere on-target/off-tumor Toxizitat bei gleicher
Effektivitat im Vergleich mit dem Einzelkontroll-CAR fiihrt (He et al. 2020). Ein konditionaler
CAR mit den CRDs von Siglec7 und SRCL konnte also vorteilhaft im Vergleich zur
Verwendung der gleichen Domanen in einem Tandem-CAR sein. Neben konditionalen
CARs stellen auch SynNotch-gesteuerte CARs eine Mdglichkeit flr ein striktes ,UND-
Logikgatter bei dualem Antigentargeting dar. In diesem Fall induziert die Bindung eines
ersten Antigens an den konstitutiv exprimierten SynNotch-Rezeptor auf der T-Zelle die
Expression eines CARs, der spezifisch fur ein zweites Tumorantigen ist. Erst nach Bindung
dieses CARs an sein Antigen auf der Tumorzelle wird die T-Zelle zytotoxisch aktiv. Damit
ist das gleichzeitige Vorhandensein beider Antigene in einem ,UND-Logikgatter” Bedingung
zur Auslésung der Zytotoxizitat (Roybal et al. 2016). Dieses Prinzip kénnte auch auf ein
duales Antigentargeting mit den CRDs von SRCL und Siglec7 Ubertragen werden und
kdnnte durch die Aufteilung der beiden Domanen ebenfalls ein sterisches Verdecken der
CRDs verhindern.

Statt zwei Lektindomanen wie SRCL und Siglec7 konnten alternativ auch eine
Lektindomane und ein scFv eines monoklonalen Antikdrpers in einem Fusions-CAR
miteinander kombiniert werden. Durch die im Vergleich mit Antikdrper-Antigen-Bindungen
geringere Affinitat zwischen Lektin und Kohlenhydratantigen (Cummings et al. 2015) kdnnte
die Kombination von einem Lektin mit einem Antikorper die Bindungsstabilitat und -dauer
des ganzen CAR-Konstrukts an die Leukdmieblasten erhoéhen. Zielantigene kdnnten
weiterhin zwei verschiedene Kohlenhydratantigene sein, indem z.B. ein Lektindoman-
basierter CAR wie SRCL mit einem Antikorper-basierten CAR mit Spezifitat fir ein TACA,
wie z.B. der Antikorper-basierte CAR gegen Lewis Y (Ritchie et al. 2013), kombiniert

werden.
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Eine andere Mdglichkeit ware die Verwendung eines Kohlenhydratantigens und eines
Proteinantigens als Zielstrukturen eines Fusions-CARs. Dafur kdnnte ein Lektin-basierter
CAR wie der SRCL LEC-CAR mit einem Antikdrper-basierten CAR gegen z.B. CD34
kombiniert werden. Dies wirde dazu flhren, dass die CD34-positiven und besonders
Chemotherapie-resistenten leukamischen Stammzellen (Zahran et al. 2018) von der CAR-
T-Zelltherapie erfasst wirden und gleichzeitig die gesunden CD34-positiven aber
hauptsachlich Lewis X-negativen Stammzellen geschont werden wirden. Die Schonung
von sensiblen Zellpopulationen ist besonders wichtig bei der AML, wo der Schutz der
Stammzellen und myeloiden Progenitoren kritisch fur den Erfolg einer CAR-T-Zelltherapie
ist (Daver 2020).

Eine weitere Option zum Schutz von kritischen Zellpopulationen stellen sogenannte
inhibitorische CAR-T-Zellen (iCAR-T-Zellen) mit einem ,NICHT-Logikgatter* dar. In diesem
Fall exprimiert die T-Zelle zwei CARs mit verschiedener Wirkung: einen CAR mit
aktivierender Signaldomane (z.B. CD28-CD3() und einen CAR mit inhibitorischer
Signaldomane (z.B. vom programmed cell death protein 1, PD-1). Die iCAR-T-Zellen sind
damit spezifisch zytotoxisch aktiv gegen Tumorzellen, die nur das Antigen des
aktivierenden CARs exprimieren und verschonen gleichzeitig Zellen des Normalgewebes
mit Co-Expression der Antigene des aktivierenden und inhibitorischen CARs (Mohanty et
al. 2019). So konnte beispielsweise Siglec7 als aktivierender LEC-CAR mit CD34 als
inhibitorischer CAR zum Schutz der Stammzellen bei einer CD34-negativen, aber Siglec7-
positiven ALL kombiniert werden. Damit wurden die Siglec7-CD34 iCAR-T-Zellen spezifisch
die Siglec7-positiven, aber CD34-negativen ALL-Zellen durch Aktivitat der mit Siglec7
verbundenen CD28-CD3(¢-Signaldomane eliminieren und gleichzeitig die Stammzellen mit
Co-Expression von CD34 und Siglec7 durch die inhibitorische Wirkung der mit CD34
verbundenen Signaldomane von PD-1 verschonen.

Die Verwendung von T-Zellen mit der Co-Expression von zwei vollstdndigen und
unabhangigen CARs (Multi-CAR-T-Zellen) oder ein Pooling von verschiedenen CAR-T-
Zellen in einem therapeutischen Produkt (Hartmann et al. 2017) hingegen scheint nicht
sinnvoll, da keine Steuerungsmaoglichkeiten bestehen und vor allem bei der AML damit der

Vorteil der Schonung von Normalgewebe durch die Kombination von Zielantigenen entfallt.

4.4 Der Siglec7 LEC-CAR zeigt keine zytotoxische Aktivitat gegeniiber
Leukamiezellen

Obwohl der einzelne Siglec7 LEC-CAR mittels Anti-Myc-Antikdrper und Anti-Siglec7-
Antikérper auf der Oberflache der NK92-Zellen nachgewiesen werden konnte und die
ausgewahlten Ziel-Leukamiezelllinien Siglec7-Liganden auf ihrer Oberflache exprimieren,

zeigte sich in der funktionellen Testung des CARs keine spezifische Zytotoxizitat — auch
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der zusatzlich eingebaute Linker zeigte keinen Effekt. Die allgemeine Zytotoxizitat der
NK92-Zellen war durch die Transduktion und Sortierung dabei nicht beeintrachtigt, da die
Siglec7 LEC-CAR tragenden Effektorzellen die Positivkontrolle K562 im gleichen Male wie
der Wildtyp lysierte.

Ein Grund fur das Nicht-Funktionieren des Siglec7 LEC-CARs kdénnte in der fehlenden
Bindungsfahigkeit seiner Liganden liegen. Denn in der Untersuchung der
Bindungseigenschaften konnte der Siglec7 LEC-CAR nicht an Kohlenhydratantigene mit
terminaler Sialinsaure binden. Das kdnnte daran liegen, dass die alleinige Verwendung der
V-set Domane mit ihrer CRD von Siglec7 in einem CAR-Konstrukt nicht ausreichend fur die
richtige Faltung und damit Bindungsfahigkeit ist. Das Lektin Siglec7 beinhaltet extrazellular
neben der Sialinsaure-bindenden V-set Domane noch zwei C2-set Immunglobulin-
Domanen, welche einen ausreichenden Abstand zwischen der CRD und Plasmamembran
gewahrleisten (Yamakawa et al. 2020). Da der Siglec7 LEC-CAR allerdings auch in der
Version mit dem zuséatzlich eingebauten dreifachen Glycin-Serin-Linker zwischen CRD und
IgG1-Doméne keine Ligandenbindung und keine Zytotoxizitat zeigte, scheint der durch
diesen Linker erhohte Abstand zwischen CRD und Plasmamembran und eine
gegebenenfalls erhdhte Flexibilitat weiterhin nicht ausreichend zu sein.

Neben dem Einsatz eines Linkers fir eine verbesserte Ligandenbindung besteht eine
andere Moglichkeit darin, mehr als nur die CRD von Siglec7 in das CAR-Konstrukt zu
Ubernehmen. Diese Option wurde von Meril et al. ndher untersucht. Um zu testen, welche
der drei extrazellularen Domanen (V-set Domane plus die zwei C2-set Domanen) von
Siglec7 essentiell fur die Funktion eines Siglec7-basierten CARs ist, haben die Autoren vier
unterschiedliche CARs entwickelt: einen mit der gesamten extrazellularen Domane von
Siglec? (S7), einen mit nur der V-set Domane (S7(D1)), einen mit der V-set und der ersten
C2-set Domane (S7(D1+2)) und einen mit der V-set und zweiten C2-set Domane
(S7(D1+3)). Der S7 und S7(D1+3) CAR zeigten ahnlich hohe Expressionslevel in humanen
peripheren Blutzellen und eine vergleichbar hohe IFNy-Produktion bei Co-Inkubation mit
K562 (exprimiert Siglec7-Liganden). Die Ubrigen beiden CARs S7(D1) und S7(D1+2)
zeigten im Vergleich eine deutlich geringere Expression und IFNy-Ausschittung. In
weiteren Experimenten konnten die Autoren zeigen, dass der S7-CAR spezifisch gegen
verschiedene Tumorzelllinien (Leukdmie und solide Tumorzellen) zytotoxisch aktiv ist. Die
CARs von Meril et al. sind ebenfalls CARs der zweiten Generation (mit CD28 und CD3().
Damit ahnelt der S7(D1) CAR (nur die V-set Domane) dem in dieser Arbeit getestetem
Siglec7 LEC-CAR. Die Ergebnisse von Meril et al. zeigen, dass Siglec7-basierte CARs
spezifisch antitumoral wirken kdnnen. Daflr ist allerdings die alleinige Verwendung der

CRD von Siglec7 im CAR-Konstrukt nicht ausreichend und die zusatzliche Verwendung
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zumindest der zweiten C2-set Immunglobulin-Domane fiur eine optimale CAR-Funktion
wichtig (Meril et al. 2020).

Insgesamt spielt der Spacer als Abstandshalter zwischen der Antigen-bindenden Doméane
und der Transmembrandomane durch Einfluss auf die Flexibilitat und die Lange des
gesamten CAR-Konstrukts eine entscheidende Rolle auf die zytotoxische Aktivitat der
Effektorzellen. Dabei ist die optimale Lange des Spacers auch von der Dichte und
Lokalisation des jeweiligen Liganden auf der Plasmamembran der Zielzelle abhangig.
Haufig verwendete Spacer stellen Domanen von IgG1, IgG4, CD8a und CD28 dar
(Jayaraman et al. 2020, Stornaiuolo et al. 2021, Taheri et al. 2024). In dieser Arbeit wurde
im Siglec7 LEC-CAR humanes 1gG1 und in der Version mit Linker ein zusatzlicher
dreifacher Glycin-Serin-Linker als Spacer verwendet. Meril et al. haben in ihrem S7-CAR
die gesamte extrazellulare Domane von Siglec7 verwendet, welche ohne weiteren Spacer
direkt an die Transmembrandomane von CD28 anschliefl3t (Meril et al. 2020). Fir einen
noch groReren Abstand zwischen der CRD und der Plasmamembran kdnnte der Siglec7
LEC-CAR neben der Verwendung der beiden C2-set Immunglobulin-Domanen zusatzlich
von weiteren Spacer-Anteilen wie der IgG1-Domane fir eine optimierte Ligandenbindung
profitieren. Fir einen noch langeren Spacer kdnnte zusatzlich die Ergdnzung eines Linkers
von Vorteil sein: entweder ein vier- oder funffacher Glycin-Serin-Linker fur eine erhdhte
Flexibilitat in der Ligandenbindung oder ein mehrfacher starrer EAAAK-Linker zur weiteren
Erhéhung des Abstands — oder eine Kombination beider Linker-Motive (Li et al. 2016). Auch
in den Fusions-LEC-CARs mit Siglec7 kdnnte ein optimierter Spacer dazu flhren, dass eine

Ligandenbindung und damit zytotoxische Aktivitat moglich wird.

4.5 Der SRCL LEC-CAR ist gegeniiber Leukdmiezellen und der
Brustkrebszelllinie KPL-1 zytotoxisch aktiv

Im Gegensatz zu den Fusions-LEC-CARs mit der SRCL-Domane zeigte der einzelne SRCL
LEC-CAR (ohne Linker) in NK92-Zellen eine spezifisch erhdhte Zytotoxizitat im Vergleich
mit dem Wildtyp gegenuber Lewis-X positiven Leukdmiezellen — und dies schon bei einer
niedrigen Effektor-Zielzell-Ratio von 1:1. In Zytotoxizitats-Versuchen mit Ratios von unter
1:1 (0,1:1 und 0,5:1) zeigte sich zwar ebenfalls eine signifikant erhdhte Lyse der Lewis X-
positiven Zelllinien durch die SRCL LEC-CAR exprimierenden NK92-Zellen — allerdings
auch eine signifikant erhdhte Lyse der Lewis X-negativen Kontrollzelllinie OCI-M1. In
niedrigeren Ratios scheint der SRCL LEC-CAR also unspezifischer zu toten.

Es kam zusatzlich zur nachgewiesenen Lyse der Zielzellen zu einer spezifisch erhdhten
Degranulation und IFNy-Freisetzung der SRCL LEC-CAR tragenden Effektorzellen nach
Inkubation mit den Lewis X-positiven Zelllinien Molm13 und HL-60 im Vergleich mit dem

Wildtyp. Die Bestimmung der IFNy-Ausschittung ist wichtig, weil dieses Zytokin in vivo an
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der Aktivierung weiterer Immunzellen und damit an der Ausbildung einer breiten
antitumoralen Wirkung beteiligt ist (Alspach et al. 2019).

Da der einzelne SRCL LEC-CAR allerdings nicht von den Vorteilen eines Fusions-CAR
profitiert, spielt die on-target/off-tumor Toxizitat hier potentiell eine groRere Rolle. Es konnte
zwar eine starke Bindung von SRCL an Granulozyten aus dem peripheren Blut, aber keine
relevante Bindung an die CD34" und CD38" hamatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark gesunder Spender in dieser Arbeit nachgewiesen werden, sodass eine
Immuntherapie mit dem SRCL LEC-CAR mit einer vergleichsweise geringen
Hamatotoxizitat einhergehen koénnte. Lewis X wird allerdings auch auf solidem Gewebe
exprimiert, unter anderem auf Brust-, Kolon- und Mundhdhlengewebe (Croce et al. 2007).
Um einen erweiterten und umfassenden Uberblick zur Expression von Lewis X auf
gesundem Gewebe zu gewinnen, sollten Tissue-Microarrays von Normalgewebe mit SRCL
analysiert werden. Die Nebenwirkungen der CAR-Immuntherapie auf gesundes Gewebe
durch Uberlappende Antigenexpression kénnen mit in vitro Versuchen dennoch nicht
ausreichend abgeschatzt werden. Daher sollten in vivo Experimente im Tiermodell nicht nur
zur Untersuchung der Effektivitat des SRCL LEC-CARs, sondern auch zur Untersuchung
der Toxizitat durchgefuihrt werden. Falls durch die Uberlappende Antigenexpression mit
gesundem Gewebe entsprechende Nebenwirkungen im Tiermodell auftreten, kdnnen im
weiteren Verlauf Sicherungssysteme des SRCL LEC-CARs sinnvoll und nétig sein. Neben
der oben beschriebenen kombinierten Verwendung der SRCL-Doméne in verschiedenen
Fusions-CARs ware beispielsweise auch eine Steuerungsmoglichkeit Uber ein off-switch
mit einem eingebauten Suizidgen zur Erhéhung der Sicherheit des einzelnen CARs
denkbar (Elahi et al. 2018). In diesem Fall enthalten die transduzierten Zellen
beispielsweise zusatzlich eine induzierbare Caspase 9. Diese wird nach intravenéser Gabe
der Substanz AP1903 aktiv und fuhrt rasch zur Apoptose der CAR-Effektorzellen (Gargett
und Brown 2014). Alternativ ist auch eine Steuerung mit einem on-switch Uber die
intravendse Gabe einer exogenen Substanz, welche die CAR-T-Zellen spezifisch aktiviert,
moglich (Elahi et al. 2018). Bei dieser Methode dient ein rekombinant mit einem Neoantigen
verbundener, tumorspezifischer Antikbrper als aktivierender Mediator zwischen CAR-T-
Zelle (mit Spezifitdt fur das Neoantigen) und Tumorzelle unter Bildung einer
immunologischen Synapse (Rodgers et al. 2016).

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein C-Typ-Lektin-basierter CAR mit
der CRD von SRCL gegenlber Leukamiezellen in vitro vollstandig funktionsfahig und
zytotoxisch aktiv ist. So kann Lewis X zusatzlich zu Lewis Y (Acharya und Walter 2020) in
das mogliche Spektrum der TACAs zur Behandlung einer CAR-Immuntherapie bei

Leukamien aufgenommen werden.
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Da der SRCL LEC-CAR gegenilber Leukamiezellen eine spezifische Zytotoxizitat zeigte,
wurde zum Schluss Uberprift, ob er auch gegenlber einer soliden Tumorentitat eine
antitumorale Wirkung zeigen wirde. Daflr wurde die Lewis X-positive Brustkrebszelllinie
KPL-1 herangezogen. Auch hier bewirkte der SRCL LEC-CAR ohne Linker eine erhdhte
Zelllyse mit begleitender Degranulation und IFNy-Freisetzung. Interessanterweise fuhrte
der gegenlber Leukamiezellen inaktive SRCL LEC-CAR mit Linker zu einer erhdhten
Zytotoxizitat der KPL-1 Zellen, jedoch auf einem niedrigeren Niveau als der CAR ohne
Linker und ohne vermehrte Degranulation oder IFNy-Sekretion. Damit scheint der
zusatzlich eingebaute Linker im SRCL LEC-CAR auch bei dieser soliden Tumorentitat
insgesamt nicht von Vorteil zu sein — gegensatzlich zu dem CD301-CAR mit Linker von
Franke et al., der im direkten Vergleich mit dem CAR ohne Linker eine hdhere Zytotoxizitat
mit begleitender Degranulation und IFNy-Produktion gegenuber verschiedenen
Brustkrebszelllinien zeigte (Franke et al. 2023).

Die in dieser Arbeit gezeigten pralimindren Ergebnisse der zytotoxischen Aktivitat des
SRCL LEC-CAR gegenuber KPL-1 sollten in weiteren Untersuchungen umfassender und
mit einer Lewis X-negativen Brustkrebszelllinie als Kontrolle Gberprift und gegebenenfalls
auch auf andere solide Tumorentitdten ausgeweitet werden. Dennoch konnte hier gezeigt
werden, dass der SRCL LEC-CAR nicht auf die Anwendung bei Leukamien beschrankt ist,
sondern auch gegen solide Tumorzellen wirksam sein kann. Insgesamt konnte mit dem
SRCL LEC-CAR bereits der zweite funktionstiichtige CAR auf Basis eines C-Typ Lektins

zur spezifischen Erkennung von TACAs in unserer Arbeitsgruppe generiert werden.

4.6 Vorteile von LEC-CARs gegeniiber konventionellen CARs

Die Verwendung von Lektindomanen anstelle von Antikérperfragmenten in CARs zur
spezifischen Bindung von TACAs er6ffnet neue Moglichkeiten in der CAR-T-Zellbasierten
Tumortherapie und geht mit einer Vielzahl von Vorteilen einher. So entfallt durch die
Verwendung humaner Lektine (Meril et al. 2020, Franke et al. 2023) die immunogene
Wirkung der oft genutzten murinen Antikdrper in konventionellen CARs, die durch die Anti-
CAR-Immunitdt zu vermindertem oder fehlendem Therapieansprechen filhren kann
(Wagner et al. 2021). Auch in dieser Arbeit wurden die CRDs der humanen Lektine SRCL
und Siglec7 verwendet. Damit wirken die LEC-CARs im Vergleich zu Antikérper-basierten
CARs weniger immunogen.

Viele TACAs wirken im Vergleich mit Proteinantigenen nur schwach immunogen, was die
Entwicklung von hochaffinen glykanspezifischen Antikérpern flr den Einsatz in CARs
erschwert. Lektine hingegen fungieren als natlrliche und spezifische Bindungspartner fir
Kohlenhydratantigene und bieten so eine gute Alternative zum Einsatz von monoklonalen
Antikorpern in CAR-Konstrukten (Meléndez et al. 2022, McKenna et al. 2023).
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Meléndez et al. haben die zytotoxische Aktivitat inrer Lektin-basierten CARs gegen Gb3 im
Vergleich mit einem CD19-CAR als Positivkontrolle an Burkitt-Lymphom-Zelllinien (Gb3-
und CD19-positiv) untersucht. Bei vergleichbar hohen Zytotoxizitatsraten produzierten die
Lektin-basierten Shiga-CAR-T-Zellen deutlich weniger vom Zytokin Tumornekrosefaktor o
als die CD19-CAR-T-Zellen (Meléndez et al. 2022). Die reduzierte Zytokinausschittung
kdénnte an der schwacheren Affinitat zwischen Lektin und Glykanstruktur im Vergleich mit
der Antikdrper-Antigen-Bindung liegen (Cummings et al. 2015) und zu einem geringeren
Risiko fur ein schweres CRS beim Einsatz von CAR-T-Zellen fihren (Meléndez et al. 2022).
Vorteilhaft bei der Verwendung von Lektin-basierten CARs ist weiterhin, dass Lektine
naturlich im menschlichen Organismus vorhanden sind und im Gegensatz zu monoklonalen
Antikérpern nicht erst zeitintensiv entwickelt werden missen. Dadurch wird die CAR-
Produktion auf Lektin-Basis deutlich beschleunigt (Franke et al. 2023).

Antikoérper-basierte CARs gegen TACAs binden entweder nur sehr spezifisch an einzelne
Glykanstrukturen oder nur an bestimmte Glykoproteine. Im letzteren Fall kdnnen
Veranderungen an dem Proteinrtickgrat durch Mutationen zu einem Tumorescape und
damit zum Wirkverlust von CAR-T-Zellen fuhren. Lektine hingegen zeigen
Bindungsspezifitaten fur mehrere, haufig ahnliche Glykanstrukturen und binden dabei
unabhangig vom Tragerprotein. Lektin-basierte CARs kdnnten daher mit einem geringeren
Risiko fur ein Tumorescape im Laufe einer CAR-Immuntherapie einhergehen (Steentoft et
al. 2018, Franke et al. 2023).

Konventionelle Antikorper-basierte  CAR-Immuntherapien sind aufgrund der fir die
Tumorentitat spezifische Antigenexpression meist auf eine maligne Erkrankungen limitiert.
So sind CD19-CAR-T-Zellen beispielsweise auf die Anwendung bei malignen Neoplasien
der B-Zellen beschrankt, die CD19 auf ihrer Oberflache exprimieren (Ahmad et al. 2020).
Gegensatzlich dazu werden teilweise dieselben TACAs auf géanzlich verschiedenen
Tumorentitaten Uberexprimiert. So war in dieser Arbeit der SRCL LEC-CAR sowohl gegen
die Lewis X-positiven Leukamiezelllinien Molm13 und HL-60 als auch gegen die Lewis X-
positive Brustkrebszelllinie KPL-1 zytotoxisch aktiv. Der CD301-CAR von Franke et al.
zeigte ebenfalls eine spezifische Zytotoxizitdt sowohl gegen Tn/STn-positive
Brustkrebszelllinien als auch gegen Tn/STn-positive Osteosarkomzelllinien (Franke et al.
2023, Prasse et al. 2024). Auch der Siglec7- und der Siglec9-CAR von Meril et al. zeigten
eine antitumorale Wirkung gegen Zelllinien von verschiedenen Tumorarten (solide Tumore
und Leukamien) (Meril et al. 2020). Dartber hinaus konnten McKenna et al. einen dualen
Wirkmechanismus ihres Lektin-basierten CARs aufzeigen, der an das gleiche TACA
(Mannose-reiche Oligosaccharide) auf sowohl Pankreastumorzellen als auch dem
tumorassoziierten Stroma binden kann, da beide von derselben aberranten Glykosylierung

betroffen sind. Dadurch kénnte die Wirkung von CAR-Immuntherapien bei soliden Tumoren
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deutlich verbessert werden (McKenna et al. 2023). Insgesamt ergibt sich so eine breiter
gefacherte Anwendbarkeit von Lektin-basierten gegenlber konventionellen Antikérper-
basierten CAR-T-Zellen.

Allerdings wurde sich ein erhéhter Aufwand der Lektin-basierten CAR-T-Zelltherapie zur
potentiellen Behandlung von Leukdmien aus der Tatsache ergeben, dass die
Oberflachenglykosylierung auf Leukamieproben bisher nicht routinemallig analysiert wird.
Im Gegensatz dazu wird bei jedem Patienten mit Leukdmie standardmaRig im Rahmen der
initialen Diagnostik die Expression von CD19 durchflusszytometrisch untersucht (Escherich
und Schrappe 2021), woraus sich direkt die Mdglichkeit einer Antikérper-basierten CD19-
CAR-T-Zelltherapie ableiten lasst. Wie in dieser Arbeit gezeigt, weist die
Oberflachenglykosylierung bei Leukdmieproben eine hohe interindividuelle Varianz auf.
Damit misste bei jedem Patienten einzeln geprift werden, welcher LEC-CAR fur eine
Therapie infrage kommen wirde. Das geht mit einem erhdhten Zeit- und Kostenfaktor

einher.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnten verschiedene TACAs flr eine potentielle CAR-Immuntherapie auf
frischen primaren Leukdmieproben nachgewiesen werden. Relevant waren dabei vor allem
die Liganden von SRCL, Siglec4a, Siglec7, Siglec9 und Siglec10. Die Stichprobe war
allerdings insgesamt klein und heterogen, sodass hier weitere und gréRere Analysen der
Oberflachenglykosylierung in den verschiedenen Untergruppen nétig sind. Dabei sollten
nur frische primare Proben verwendet werden und mdglichst im Vergleich auch die
Oberflachenglykosylierung von gesunden Zellen des hamatopoetischen Systems
mitbestimmt und berticksichtigt werden.

Fusions-CARs bieten potentiell einige Vorteile gegeniber Einzel-CARs. Die in dieser Arbeit
generierten Fusions-LEC-CARs zeigten allerdings keine funktionelle Aktivitat. Da auch der
einzelne Siglec7 LEC-CAR seine Liganden nicht binden konnte und zytotoxisch nicht aktiv
war, steht die Optimierung der Bindungsfahigkeit der Siglec7-Domane durch Addition der
beiden extrazelluldaren C2-set Immunglobulin-Domanen zusatzlich zur CRD,
gegebenenfalls kombiniert mit einem Spacer (beispielsweise IgG1-Doméane, Glycin-Serin-
oder EAAAK-Linker) zur Erhéhung des Abstands zwischen CRD und Plasmamembran,
sowohl im Einzel- als auch im Fusions-LEC-CAR im Vordergrund. Auch der Einfluss des
Linkers zwischen den CRDs von Siglec7 und SRCL im Tandem-CAR sollte in Bezug auf
Funktionalitat und Ligandenbindung naher untersucht werden. Neben der Verwendung in
einem Tandem-CAR koénnten die Domanen von SRCL und eines optimierten Siglec7

beispielsweise auch in einem konditionalen CAR aufgeteilt werden. Ebenfalls kdnnte die

92



Diskussion

SRCL-Domane statt mit Siglec7 auch mit einer Antikdrper-Domane (scFv mit Spezifitat fir
ein TACA oder ein Proteinantigen) in einem Fusions-CAR kombiniert werden.

Der einzelne SRCL LEC-CAR hingegen konnte seinen Liganden Lewis X spezifisch binden
und war gegenlber Lewis X-positiven Leukamiezelllinien zytotoxisch aktiv. Damit wurde in
dieser Arbeit der erste funktionsfahige C-Typ Lektin-basierte CAR, der sich gegen TACAs
auf Leukamiezellen richtet, untersucht.

Der SRCL-LEC-CAR sollte zur weiteren Uberpriifung auch in primaren T-Zellen getestet
werden. In dieser Arbeit wurde die NK92-Zelllinie als Effektorzellen fir eine vergleichbare
Funktion in verschiedenen Versuchsreihen gewahlt, da bei primaren T-Zellen stets eine
Variabilitdt durch Spenderabhangigkeit besteht. In diesem Zusammenhang sollte auch die
Expression von Lewis X spezifisch auf primaren T-Zellen untersucht werden, um einen
moglichen Fraternizid auszuschlieRen. Die zytotoxische Aktivitat von mit dem SRCL LEC-
CAR transduzierten primaren T-Zellen sollte dann in weiteren Experimenten gegeniber
primaren Leukamieproben untersucht werden. Vorlaufige Experimente haben allerdings
gezeigt, dass der Calcein-basierte Zytotoxizitats-Versuch fur primare Proben nicht geeignet
ist, da das Calcein-AM von den primaren Zellen deutlich weniger als von den
Leukamiezelllinien aufgenommen und verstoffwechselt wird. Hier wirde sich beispielweise
ein FACS-basierter Zytotoxizitatsversuch besser eignen.

Der SRCL LEC-CAR zeigte auch eine spezifische Zytotoxizitat gegenliber der Lewis X-
positiven Brustkrebszelllinie KPL-1. Zur Erweiterung des Tumorentitdtenspektrums des
SRCL LEC-CARs sind hier umfassendere Analysen noétig — auch gegen andere solide
Tumorzelllinien.

Da die Toxizitat durch Uberlappende Antigenexpression zwischen malignen und normalen
Zellen und systemische Nebenwirkungen von CAR-T-Zelltherapien im Organismus relevant
sind und limitierend fur den Therapieerfolg sein kdnnen, ist es im weiteren Verlauf wichtig,
die in vitro generierten Ergebnisse des SRCL LEC-CARs auch in Tiermodellen zu

Uberprifen.
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5 Zusammenfassung
5.1 Deutsch

In der Therapie von Kindern mit refraktarer oder rezidivierter Leukamie stellen spezifische
Immuntherapien wie eine Chimare Antigen-Rezeptor (CAR)-T-Zelltherapie eine neuartige
Behandlungsoption dar. Neben Proteinantigenen bieten sich dabei auch tumorspezifische
Glykanstrukturen als neue Angriffspunkte an. Wahrend die Bindungsspezifitit von
konventionellen CARs durch ein Antikérperfragment bedingt ist, wird in dieser Arbeit die
kohlenhydraterkennende Domane (CRD) von Lektinen in sogenannten LEC-CARs zur
Erkennung von tumorassoziierten Kohlenhydratantigenen auf der Oberflache von
Leukdmiezellen verwendet. Um neue Erkenntnisse Uber potentielle Glykane als
Zielstrukturen fir eine CAR-geleitete Immuntherapie zu gewinnen, wurde zunachst die
Oberflachenglykosylierung von neun primaren Leukdmieproben mittels zehn
verschiedenen rekombinanten humanen Lektinen (CD301, SRCL, DC-SIGN, Siglec2,
Siglec3, Siglec4a, Siglecb, Siglec?, Siglec9, Siglec10) durchflusszytometrisch untersucht.
Dabei wurde besonders die Bindung von SRCL auf adulten AML-Proben und von Siglec4a,
Siglec7, Siglec9 und Siglec10 auf adulten und padiatrischen Leukdmieproben
nachgewiesen. Dies deutet auf die Expression von Lewis X und eine Hypersialylierung von
Oberflachenproteinen von Leukamiezellen hin. Um mdgliche on target/off tumor-Effekte zu
berticksichtigen, wurden zum Vergleich auch Zellen des hamatopoetischen Systems
(peripheres  Blut und Knochenmark) gesunder Spender beziglich der
Oberflachenglykosylierung analog untersucht. In  der Gesamtschau dieser
Glykosylierungsmuster von Leukdmiezellen und gesunden Zellen wurden SRCL und
Siglec7 als die vielversprechendsten Lektindomanen fur die Generierung von LEC-CARs
ausgewanhlt. Die CRDs von SRCL und Siglec7 wurden dafiir an ein konventionelles CAR-
Ruckgrat der zweiten Generation (mit CD28 und CD3() fusioniert. In dieser Arbeit wurde
die Hypothese gepruft, ob die Kombination von zwei CRDs in einem Fusions-LEC-CAR die
Spezifitat und zytotoxische Effektivitat im Vergleich mit LEC-CARs mit monomerer CRD
steigern kann. Dafur wurden neben den einzelnen LEC-CARs auch die CRDs von SRCL
und Siglec7 in einem Tandem-CAR-Konstrukt fusioniert. Nach viraler Transduktion von
NK92-Zellen mit den LEC-CARs wurden diese hinsichtlich ihrer Oberflachenlokalisation
und Bindungseigenschaften evaluiert und hinsichtlich ihrer Spezifitdat und Effektivitat
gegenuber Leukamiezelllinien in Bezug auf Zytotoxizitdt, Degranulation und IFNy-
Produktion untersucht. Obwohl die Fusions-LEC-CARs und der Siglec7 LEC-CAR
spezifisch auf der NK92-Zelloberflache nachgewiesen werden konnten, zeigte sich keinerlei
funktionelle Aktivitdt gegenuber verschiedenen Leukamiezelllinien. Der SRCL LEC-CAR
hingegen konnte seinen Liganden Lewis X spezifisch binden, lysierte die Lewis X-positiven

Leukamiezelllinien Molm13 und HL-60 und die Lewis X-positive Brustkrebszelllinie KPL-1,
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jeweils mit begleitender Degranulation und IFNy-Freisetzung. Diese Arbeit zeigt mit dem
SRCL LEC-CAR eine neue Option fir die Therapie von Lewis X-positiven Leukamien auf —

mit potentieller Ausweitung auch auf solide Tumorentitaten.

5.2 Englisch

Specific immunotherapy such as chimeric antigen receptor (CAR)-T cell therapy is a new
treatment option for children with relapsed and refractory leukemia. Besides protein-
epitopes tumor-associated carbohydrate antigens (TACAs) also offer a possibility for CAR-
T cells to attack cancer cells. Whilst the antigen specificity of conventional CARs results
from an antibody fragment, in this work the carbohydrate recognition domain (CRD) of
lectins is used in so-called LEC-CARSs to specifically bind TACAs on leukemia cells. To gain
new insights into TACAs that could serve as a target for CAR-T cell therapy, the surface
glycosylation profile of nine primary leukemia samples was studied by flow cytometry using
ten recombinant human lectins (CD301, SRCL, DC-SIGN, Siglec2, Siglec3, Siglec4a,
Siglecb, Siglec7, Siglec9, Siglec10). The analysis showed that SRCL was able to bind to
adult AML samples and Siglec4a, Siglec7, Siglec9 and Siglec10 to adult and pediatric
leukemia samples. This indicates the expression of Lewis X and hypersialylation on the
surface of leukemia cells. Overlapping glycan expression between normal and leukemia
cells can cause relevant adverse reactions and therefore the surface glycosylation profile
of normal hematopoietic cells (peripheral blood mononuclear cells and hematopoietic stem
cells) was analogously analyzed. Keeping the results of overlapping glycan expression in
mind, SRCL and Siglec7 were chosen as the most promising lectin domains for generating
LEC-CARs. The CRDs of SRCL and Siglec7 were fused to a conventional second-
generation CAR-backbone (with CD28 und CD3(). In this work the hypothesis was tested
that the specificity and cytotoxic efficacy may be increased by combining two CRDs in
comparison with only using one CRD in a LEC-CAR. Therefore, combinatorial LEC-CARs
(tandem CARs) using the CRD of SRCL and Siglec7 were generated in addition to the LEC-
CARs using the monomeric CRD. After viral transduction of NK92 cells with the LEC-CARSs,
analysis of the surface localization and binding properties of these receptors were
performed. LEC-CAR expressing NK92 cells were also tested for their specificity and
efficacy against leukemia cells regarding cytotoxicity, degranulation and production of IFNy.
Despite the proven localization of combinatorial LEC-CARs and Siglec7 LEC-CAR on the
surface of NK92 cells cytotoxic activity of the expressing effector cells against leukemia
cells could not be shown. Contrarily, SRCL LEC-CAR expressing NK92 cells were able to
specifically bind Lewis X, to kill the Lewis X-expressing leukemia cell lines Molm13 und HL-

60 and the Lewis X-expressing breast cancer cell line KPL-1, accompanied by significantly
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increased degranulation and production of IFNy. This work shows that SRCL LEC-CAR is
a new option for therapy of Lewis X-expressing leukemia and also potentially of solid

tumors.
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13 Anhang
13.1 Primer

Anhang-Tabelle I: Primer fiir die Klonierung

Name

Sequenz 5 > 3f

Verwendung

P1 Sig7-SRCL Sig7

atcagtgcctcagtcatcatgtcg
cgacagaagagtaaccggaag
gattactcg

PCR 1 Fusion Siglec7-SRCL,
Fusions-PCR Siglec7-SRCL,
PCR Siglec7,

PCR 1 Fusion Siglec7-SRCL
Linker,

PCR Siglec7 Linker

P2 Sig7-SRCL

ccggtgccggggttggaccaga
accaccaccagaaccaccacc

agaaccaccgaagtatctcccc
gcatcactca

PCR 1 Fusion Siglec7-SRCL

P3 Sig7-SRCL

tgagtgatgcggggagatacttc
ggtggttctggtggtggtictggtg
gtggttctggtccaaccccggcea
ccgg

PCR 2 Fusion Siglec7-SRCL

P4 Sig7-SRCL SRCL

atttgggctcggcgggatcccct
aatgcagatgacagtactgtctc
cct

PCR 2 Fusion Siglec7-SRCL,
Fusions-PCR Siglec7-SRCL,
PCR SRCL

P1 SRCL-Sig7 SRCL

atcagtgcctcagtcatcatgtcg
cgaccaaccccggcaccgg

PCR 1 Fusion SRCL-Siglec?,
Fusions-PCR SRCL-Siglec7,
PCR SRCL,

PCR 1 Fusion SRCL-Siglec7
Linker,

PCR SRCL Linker

P2 SRCL-Sig7

cgagtaatccttccggttactcttct
gaccagaaccaccaccagaac
caccaccagaaccacctaatgc
agatgacagtactgtctccc

PCR 1 Fusion SRCL-Siglec7

P3 SRCL-Sig7

gggagacagtactgtcatctgca

ttaggtggttctggtggtggttctg
gtggtggttctggtcagaagagt
aaccggaaggattactcg

PCR 2 Fusion SRCL-Siglec7

P4 SRCL-Sig7 Sig7

atttgggctcggcgggatccecg
aagtatctcccecgcatcactcat

PCR 2 Fusion SRCL-Siglec?,
Fusions-PCR SRCL-Siglec7,
PCR Siglec7

P1 Sig7-SRCL Sig7 Myc

atcagtgcctcagtcatcatgtcg
cgagaacaaaaactcatctcag
aagaggatctgcagaagagta

accggaaggattactcg

PCR 1 Fusion Siglec7-SRCL
Linker Myc,
PCR Siglec7 Linker Myc

P2 Sig7-SRCL Linker

ccggtgccggggttggegaccct
ccgcctecgcetaccgcecteccacce

PCR 1 Fusion Siglec7-SRCL
Linker und Linker Myc
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agagcctcctccaccgaagtatc

tccecgceatcactca
P3 Sig7-SRCL Linker ggtagcggaggcggagggtcg PCR 2 Fusion Siglec7-SRCL
ccaaccccggcaccgg Linker und Linker Myc

P4 Sig7-SRCL SRCL Linker

atttgggctcggcgggatccecc
gaccctccgcectccgctaccgece
tccaccagagcctcctccaccta
atgcagatgacagtactgtctcc
ct

PCR 2 Fusion Siglec7-SRCL
Linker und Linker Myc,

PCR SRCL Linker und Linker
Myc

P1 SRCL-Sig7 SRCL Myc

atcagtgcctcagtcatcatgtcg

cgagaacaaaaactcatctcag

aagaggatctgccaaccccggce
accgg

PCR 1 Fusion SRCL-Siglec7
Linker Myc,
PCR SRCL Linker Myc

P2 SRCL-Sig7 Linker

cgagtaatccttccggttactcttct
gacccgaccctccgcctccgceta
ccgcctccaccagagcctcctce
acctaatgcagatgacagtactg
tctcee

PCR 1 Fusion SRCL-Siglec7
Linker und Linker Myc

P3 SRCL-Sig7 Linker

gtagcggaggcggagggtcgg
gtcagaagagtaaccggaagg
attactcg

PCR 2 Fusion SRCL-Siglec7
Linker und Linker Myc

P4 SRCL-Sig7 Sig7 Linker

atttgggctcggcgggatccecc
gaccctccgcectccgctaccgece
tccaccagagcctcctccaccg
aagtatctccccgcatcactcat

PCR 2 Fusion SRCL-Siglec7
Linker und Linker Myc,
PCR Siglec7 Linker
Linker Myc

und

LEC-CAR:.for aatcagtgcctcagtcatcatgtc  Fusions-PCR fir alle Fusions-
g Konstrukte mit Linker und

Linker Myc
LEC-CAR.rev atttgggctcggeggg Fusions-PCR fir alle Fusions-

Konstrukte mit Linker und
Linker Myc

Anhang-Tabelle II: Primer fiir die Kolonie-PCR und Sequenzierung

Name Sequenz 5 > 3f Verwendung
FG33pBullet_pol_fw cttccctgaccctgacatga Kolonie-PCR,
Sequenzierung pBullet
FG34pBullet_hlgG_rv ggagatcatgagggtgtcct Kolonie-PCR,
Sequenzierung pBullet
pJET1.2 for cgactcactatagggagagcggc Kolonie-PCR,
Sequenzierung pJET
pJET1.2 rev aagaacatcgattttccatggcag Kolonie-PCR,
Sequenzierung pJET
EGFP Rev ggtcagcttgccgtaggtg Sequenzierung pBullet
p73 ggggcggaatttacgtagce Sequenzierung pBullet
LEC-CAR:.for aatcagtgcctcagtcatcatgtcg Sequenzierung pBullet
LEC-CAR.rev atttgggctcggeggg Sequenzierung pBullet
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13.2 Vektorkarten

Anhang 1 Lage der zur Klonierung des SRCL-Siglec7 LEC-CARs im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL-Siglec7 LEC-CAR besteht aus den beiden Lektin-
Doméanen SRCL und Siglec7 und wurde mit den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL, P2 SRCL-Sig7, P3 SRCL-Sig7
und P4 SRCL-Sig7 Sig7 mittels (Fusions-)PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und
BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-
Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP)
verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in
eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und
Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.

(GGSG)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus

Anhang 2 Lage der zur Klonierung des SRCL LEC-CARs im y-retroviralen pBullet Vektor verwendeten
Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL LEC-CAR besteht aus der Lektin-Domane SRCL und wurde mit
den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL und P4 Sig7-SRCL SRCL mittels PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul
(synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation
eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem grin
fluoreszierenden Protein (GFP) verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor
(CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori = Replikationsursprung, MMLV =
Moloney Murine Leukemia Virus
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Anhang 3 Lage der zur Klonierung des Siglec7 LEC-CARs im y-retroviralen pBullet Vektor verwendeten
Primer. Das Insert des hier gezeigten Siglec7 LEC-CARs besteht aus der Lektin-Domane Siglec7 und wurde
mit den Primern P1 Siglec7-SRCL Sig7 und P4 SRCL-Sig7 Sig7 mittels PCR generiert. Uber die Schnittstellen
Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation
eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem grin
fluoreszierenden Protein (GFP) verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor
(CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori = Replikationsursprung, MMLV =
Moloney Murine Leukemia Virus

Anhang 4 Lage der zur Klonierung des Siglec7-SRCL LEC-CAR Linker im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten Siglec7-SRCL LEC-CAR Linker besteht aus den beiden
Lektin-Domanen Siglec7 und SRCL und wurde mit den Primern P1 Sig7-SRCL Sig7, P2 Sig7-SRCL Linker, P3
Sig7-SRCL Linker, P4 Sig7-SRCL SRCL Linker mittels PCR und den Primern LEC-CAR.for und LEC-CAR.rev
mittels Fusions-PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-
Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist tber eine
interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem grin fluoreszierenden Protein (GFP) verknupft. Der Vektor
enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen
und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die
Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus
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Anhang 5 Lage der zur Klonierung des SRCL-Siglec7 LEC-CAR Linker im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL-Siglec7 LEC-CAR Linker besteht aus den beiden
Lektin-Domanen Siglec7 und SRCL und wurde mit den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL, P2 SRCL-Sig7 Linker,
P3 SRCL-Sig7 Linker, P4 SRCL-Sig7 Sig7 Linker mittels PCR und den Primern LEC-CAR.for und LEC-CAR.rev
mittels Fusions-PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-
Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist tiber eine
interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem grun fluoreszierenden Protein (GFP) verknupft. Der Vektor
enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen
und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die
Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus

Anhang 6 Lage der zur Klonierung des SRCL LEC-CAR Linker im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL LEC-CAR Linker besteht aus der Lektin-Domane
SRCL und wurde mit den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL und P4 Sig7-SRCL SRCL Linker mittels PCR generiert.
Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels
Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES)
mit dem grin fluoreszierenden Protein (GFP) verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-
Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus
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Anhang 7 Lage der zur Klonierung des Siglec7 LEC-CAR Linker im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten Siglec7 LEC-CAR Linker besteht aus der Lektin-Domane
Siglec7 und wurde mit den Primern P1 Sig7-SRCL Sig7 und P4 SRCL-Sig7 Sig7 Linker mittels PCR generiert.
Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels
Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES)
mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) verknlipft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-
Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.
(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus

Anhang 8 Lage der zur Klonierung des Siglec7-SRCL LEC-CAR Linker Myc im y-retroviralen pBullet
Vektor verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten Siglec7-SRCL LEC-CAR Linker Myc besteht aus
den beiden Lektin-Domanen Siglec7 und SRCL und wurde mit den Primern P1 Sig7-SRCL Sig7 Myc, P2 Sig7-
SRCL Linker, P3 Sig7-SRCL Linker, P4 Sig7-SRCL SRCL Linker mittels PCR und den Primern LEC-CAR.for
und LEC-CAR.rev mittels Fusions-PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI
wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-
Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP)
verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in
eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und
Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus
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Anhang 9 Lage der zur Klonierung des SRCL-Siglec7 LEC-CAR Linker Myc im y-retroviralen pBullet
Vektor verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL-Siglec7 LEC-CAR Linker Myc besteht aus
den beiden Lektin-Domanen Siglec7 und SRCL und wurde mit den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL Myc, P2
SRCL-Sig7 Linker, P3 SRCL-Sig7 Linker, P4 SRCL-Sig7 Sig7 Linker mittels PCR und den Primern LEC-CAR.for
und LEC-CAR.rev mittels Fusions-PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI
wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-
Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP)
verknupft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in
eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und
Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus

Anhang 10 Lage der zur Klonierung des SRCL LEC-CAR Linker Myc im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten SRCL LEC-CAR Linker Myc besteht aus der Lektin-
Domane SRCL und wurde mit den Primern P1 SRCL-Sig7 SRCL Myc und P4 Sig7-SRCL SRCL Linker mittels
PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet
Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Uber eine interne ribosomale
Eintrittstelle (IRES) mit dem gruin fluoreszierenden Protein (GFP) verknipft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen
Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor
und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit
SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus
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Anhang 11 Lage der zur Klonierung des Siglec7 LEC-CAR Linker Myc im y-retroviralen pBullet Vektor
verwendeten Primer. Das Insert des hier gezeigten Siglec7 LEC-CAR Linker Myc besteht aus der Lektin-
Doméne Siglec7 und wurde mit den Primern P1 Sig7-SRCL Sig7 Myc und P4 SRCL-Sig7 Sig7 Linker mittels
PCR generiert. Uber die Schnittstellen Nrul (synonym Rrul) und BamHI wurde das CAR-Konstrukt in den pBullet
Vektor mittels Restriktion und Ligation eingebracht. Das CAR-Konstrukt ist Gber eine interne ribosomale
Eintrittstelle (IRES) mit dem gruin fluoreszierenden Protein (GFP) verknipft. Der Vektor enthalt zusatzlich einen
Cytomegalievirus-Promotor (CMV-Promotor) zur Expression in eukaryotischen Zellen und einen T7-Promotor
und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) zur Expression und Selektion in E.coli. Die Abbildung wurden mit
SnapGene® erstellt.

(Gly4Ser)3 = Glycin-Serin-Linker, hulgG1 = humanes Immunglobulin G1, LTR = long terminal repeats, ori =
Replikationsursprung, MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus
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13.3 Versuchsreplikate
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Anhang 12 Zytotoxizitat und MTT von LEC-CARs ohne Linker — Versuchswiederholung I. (A) Wildtyp und
Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-CAR tragende NK92-Zellen wurden nach Stimulation
mit IL-2 in einer Effektor-Zielzell-Ratio von 10:1 mit den angegebenen Calcein-gefarbten Leukamiezelllinien fiir
vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-
Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen.
Balken stellen Mittelwerte von Quadruplikaten dar, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an.
Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht
signifikant
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Anhang 13 Zytotoxizitit und MTT von LEC-CARs mit Linker — Versuchswiederholung I. (A) Wildtyp und
Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen wurden nach
Stimulation mit IL-2 in einer Effektor-Zielzell-Ratio von 10:1 mit den angegebenen Calcein-gefarbten
Leukamiezelllinien fur vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie
im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen. Balken stellen Mittelwerte von mindestens Triplikaten dar, der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung an. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****
p < 0,0001, ns = nicht signifikant
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Anhang 14 Zytotoxizitat und MTT von LEC-CARs mit Linker — Versuchswiederholung Il. (A) Wildtyp und
Siglec7-SRCL, SRCL-Siglec7, SRCL und Siglec7 LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen wurden nach
Stimulation mit IL-2 in einer Effektor-Zielzell-Ratio von 10:1 mit den angegebenen Calcein-gefarbten
Leukamiezelllinien fur vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der gleichen Anzahl von Effektorzellen wie
im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen. Balken stellen Mittelwerte von mindestens Triplikaten dar, der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung an. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****
p < 0,0001, ns = nicht signifikant
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Anhang 15 Zytotoxizitit und MTT-Assay von SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker -
Versuchswiederholung I. (A) Wildtyp und SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen
wurden nach Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios mit den Calcein-gefarbten
Leukamiezelllinien Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 fiir vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der
gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives
Experiment von drei unabhangigen Versuchsdurchfuhrungen. Angegeben sind die Mittelwerte von mindestens
Triplikaten, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Die Standardabweichung ist nicht dargestellt,
wenn diese kleiner als der Datenpunkt ist. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01,
***p <0,001, *** p <0,0001, ns = nicht significant
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Anhang 16 Zytotoxizitdt und MTT-Assay von SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker -
Versuchswiederholung Il. (A) Wildtyp und SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker tragende NK92-Zellen
wurden nach Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios mit den Calcein-gefarbten
Leukamiezelllinien Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 fir vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der
gleichen Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. Dargestellt ist je ein reprasentatives
Experiment von drei unabhangigen Versuchsdurchflihrungen. Angegeben sind die Mittelwerte von mindestens
Triplikaten, der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. Die Standardabweichung ist nicht dargestellt,
wenn diese kleiner als der Datenpunkt ist. Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01,
***p <0,001, *** p <0,0001, ns = nicht signifikant
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Anhang 17 Degranulation der NK92-Zellen mit SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker -
Versuchswiederholung I. Die CD107a-Expression auf der Oberflache der Wildtyp, SRCL LEC-CAR und SRCL
LEC-CAR Linker NK92-Zellen (CD56-positiv) wurde durchflusszytometrisch nach IL-2 Stimulation Uber Nacht
und dreistiindiger Inkubation mit Molm13, HL-60, OCI-M1 und K562 bestimmt. Effektorzellen mit Inkubation von
Medium (kein Target) und PMA/lonomycin dienten als Kontrollen fiir die minimale und maximale Degranulation.
Gezeigt ist die Analyse der Degranulation der CD56-positiven, CD107a-positiven Effektorzellen in Prozent.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen (Balken stellen
Mittelwerte von Triplikaten dar, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Mittelwertes).
Signifikanzanalyse: ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht
signifikant
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Anhang 18 IFNy-Freisetzung der NK92-Zellen mit SRCL LEC-CAR mit und ohne Linker -
Versuchwiederholung I. Die IFNy-Freisetzung wurde im Uberstand nach Stimulation mit IL-2 tiber Nacht und
Inkubation der Wildtyp, SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen mit Molm13, HL-60, OCI-M1
und K562 uber 22 Stunden bestimmt. PMA/lonomycin diente als Kontrolle fur die maximale IFNy-Freisetzung
und NK-Zellen ohne Zielzellen als Kontrolle fir die minimale IFNy-Freisetzung. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen (Balken stellen Mittelwerte von
Triplikaten dar, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Mittelwertes). Signifikanzanalyse:
ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001, ns = nicht signifikant
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Anhang 19 Zytotoxizitat, Degranulation und IFNy-Freisetzung des SRCL-LEC-CARs mit und ohne Linker
gegeniiber KPL-1 — Versuchswiederholung I. (A) Wildtyp und SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker
tragende NK92-Zellen wurden nach Stimulation mit IL-2 in den angegebenen Effektor-Zielzell-Ratios mit den
Calcein-gefarbten Zelllinien KPL-1 und K562 fir vier Stunden inkubiert. (B) MTT-Versuch mit der gleichen
Anzahl von Effektorzellen wie im Zytotoxizitats-Versuch. (C) Die CD107a-Expression auf der Oberflache von
Wildtyp, SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen (CD65 positiv) wurde
durchflusszytometrisch nach IL-2 Stimulation tber Nacht und dreistiindiger Inkubation mit KPL-1 und K562
bestimmt. Effektorzellen mit Inkubation von Medium (kein Target) und PMA/lonomycin dienten als Kontrollen
fiir die minimale und maximale Degranulation. Gezeigt ist die Analyse der Degranulation der CD56-positivien,
CD107a-positiven Effektorzellen in Prozent. (D) Die IFNy-Freisetzung wurde im Uberstand nach Stimulation mit
IL-2 Giber Nacht und Inkubation der Wildtyp, SRCL LEC-CAR und SRCL LEC-CAR Linker NK92-Zellen mit KPL-
1 und K562 iber 22 Stunden bestimmt. PMA/lonomycin diente als Kontrolle fir die maximale IFNy-Freisetzung
und NK-Zellen ohne Zielzellen als Kontrolle fiir die minimale IFNy-Freisetzung. Dargestellt in B, C, D und E ist
je ein reprasentatives Experiment von zwei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen (angegeben sind die
Mittelwerte von mindestens Triplikaten, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Mittelwertes an).
Die Standardabweichung ist nicht dargestellt, wenn diese kleiner als der Datenpunkt ist. Signifikanzanalyse:
ungepaarter T-Test mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns = nicht signifikant
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