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30 Jahre Nanobodies: Neues von
kleinen Helfern mit groBem Potenzial
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2023 marks the 30th anniversary of the discovery of single-domain
antibody fragments in camelids, better known as nanobodies. This was
the starting point for their tremendous success story in biomedicine.
Here we highlight recent advances in the development of nanobodies
for the detection of neutralizing SARS-CoV-2 antibodies, as biosensors
for monitoring extracellular metabolites and as tracer molecules for
non-invasive imaging of immune cells.
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B 2023 feiern wir den 30. Jahrestag der Ent-
deckung der Schwere-Ketten-Antikorper
(heavy-chain-only antibodies) aus Kameliden
und damit den Beginn der biomedizinischen
Erfolgsgeschichte der Einzeldomdnen-
Antikorpern, den Nanobodies (Nbs) [1]. Im
Vergleich zu konventionellen Antikorpern

vom Immunglobulin-G(IgG)-Typ, haben Nbs
einzigartige Vorteile. Mit einem Molekular-
gewicht von ~15 kDa bei einer GroBe von ca.
2 X 4 nm sind sie nicht nur 10-fach kleiner
als IgGs, sondern zeichnen sich auch durch
hohe Loslichkeit, thermische und chemische
Stabilitdt, kostengiinstige Produktion, hohe

Gewebepenetration und geringe Immuno-
genitat aus. Gleichzeitig lassen sie sich effek-
tiv und flexibel sowohl chemisch als auch
genetisch funktionalisieren [2]. Aufgrund
dieser Eigenschaften werden Nbs zuneh-
mend in der biomedizinischen Forschung
sowie in der Diagnostik und Therapie in viel-
faltigen Formaten eingesetzt. Im Folgenden
stellen wir drei Anwendungsmoglichkeiten
von Nbs als Antikorpersurrogate, Biosensor-
Fusionskonstrukte und PET-Tracer als Bei-
spiele fiir das groBe Potenzial dieser Binde-
molekiile vor.

SARS-CoV-2 - Uberwachung des
Immunstatus mittels Nanobodies

Mit dem Ausbruch der COVID-19-Pandemie
wurden schnell verfiighare Diagnoseverfah-
ren zur Abschitzung des Infektionsausma-
Bes sowie des Schutzes durch neu entwickel-
te Impfungen in der Bevolkerung benotigt.
Studien haben schon friih gezeigt, dass ein
Immunschutz durch neutralisierende Anti-
korper vermittelt wird, welche die rezeptor-
bindende Doméne (RBD) blockieren, mit der
das Spike-Protein des SARS-CoV-2-Virus an
das Angiotensin-Converting-Enzym 2

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 1: NeutrobodyPlex-Prinzip. A, Zur Entwicklung von Nanobodies (Nbs), die spezifisch die rezeptorbindende Domane (RBD) des Spike-Proteins
von SARS-CoV-2 erkennen, wurden aus einem immunisierten Alpaka verschiedene variable Doménen von Schwere-Ketten-Antikérpern gentechnisch
isoliert. Die Interaktion zwischen dem Spike-Protein und dem Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE) wird durch RBD-spezifische Nbs im monovalenten
oder bi-paratopischen Format blockiert. B, NeutrobodyPlex: Zur Bindung von Antikérpern werden SARS-CoV-2-Antigen-gekoppelte Beads mit Patien-
tenserum inkubiert. Durch Zugabe von bipNbs werden spezifisch die neutralisierenden Antikérper verdréngt. C, Die Abnahme des Signals auf RBD mit
zunehmender bipNb-Konzentration entspricht der Menge an neutralisierenden Antikérper im Serum, wahrend das Signal auf Spike die gesamte Anti-
korperantwort widerspiegelt. Erstellt mit BioRender.com.
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A Abb. 2: Nanobody-fusionierte Biosensoren. A, FRET-basierte Biosensoren werden iiber Nb/Antigen-Interaktion spezifisch auf Zelloberflachen immo-
bilisiert. Dies ermdglicht eine rdumlich aufgeloste Quantifizierung von Veranderungen extrazelluldrer lonen und Metaboliten, z. B. K*. B, Lebendfluores-
zenzfarbung von SPOT-Tag* murinen Neuronen mit SPOT-Nb-K*-Biosensor und quantitative Analyse des K*-spezifischen FRET-Signals nach Glutamat-
bzw. K*-Zugabe. C, Lebendfluoreszenzfarbung von Her2*-Zellen mit Her2-Nb-K*-Biosensor und K*-spezifische FRET-Ratio nach Permeabilisierung.

Erstellt mit BioRender.com.
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(ACE2) bindet, um Zellen zu infizieren. Die
schnell entwickelten serologischen SARS-
CoV-2-Antikorpertests konnten allerdings
nicht zwischen neutralisierenden und nicht
neutralisierenden Antikorpern unterschei-
den. Um die Neutralisationskapazitdt von
Serumproben zu bestimmen, wurden zeit-
und arbeitsaufwendige Virusneutralisations-
tests durchgefiihrt. Unser Ziel war es daher,
Nbs als Antikorpersurrogate zu entwickeln,
mit denen sich neutralisierende Antikorper
in Serumproben im Hochdurchsatzverfahren
nachweisen lassen. Dazu haben wir im ers-
ten Schritt aus einer Nb-Genbibliothek eines
mit der RBD von SARS-CoV-2-immunisierten
Alpakas eine Vielzahl an Nbs selektiert und
durch detaillierte Epitop-Kartierungen und
Kristallstrukturanalysen Kandidaten identi-
fiziert, die unterschiedliche Bereiche der
RBD binden und funktionell eine Interaktion
der RBD mit ACE2 inhibieren (Abb. 1A). Im
zweiten Schritt wurden die zwei wirksams-
ten Nb-Kandidaten mit unterschiedlichen
Bindeepitopen zu einem bi-paratopischen
(bip) Nb fusioniert. Damit konnten wir nicht

nur eine synergistische Inhibition der RBD/
ACE2-Interaktion erzielen, sondern auch die
Bindungseigenschaften der Nbs fiir mutierte
Versionen der RBD, wie sie in kontinuierlich
neuen SARS-CoV-2-Varianten entdeckt wur-
den, sicherstellen. Um abschlieBend neutra-
lisierende Antikorper in Serumproben nach-
zuweisen, wurden die bipNbs als Antikor-
persurrogate in einem kompetitiven Bin-
dungstest, dem NeutrobodyPlex, eingesetzt
(Abb. 1B, [3]). Durch die gezielte Verdrin-
gung der neutralisierenden Serumantikor-
per durch anti-RBD-bipNbs lieB sich die
Neutralisierungskapazitdt von Serumproben
von infizierten oder geimpften Personen
quantitativ bestimmen (Abb. 1C). Diese indi-
rekte Messung der Antikorperspiegel liefer-
te nach Automatisierung innerhalb weniger
Stunden Ergebnisse bei einer Vielzahl an
Proben. In Summe ist es mithilfe des Neutro-
bodyPlex nun moglich, den Immunstatus
groBer Populationen kontinuierlich zu iiber-
wachen und beispielsweise den Erfolg von
Impfkampagnen in der Bevilkerung zu beur-
teilen [3].
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Nanobody-fusionierte Biosensoren:
quantitative Detektion extrazellularer
lonen und Metabolite in Echtzeit

Mit FRET-(Forster-Resonanz-Energie-
transfer)basierten Biosensoren lassen sich
optisch Veranderungen extrazellularer
Ionen und Metabolite in biologischen Syste-
men quantitativ bestimmen. Eine bis dato
ungeloste Herausforderung liegt jedoch dar-
in, diese Anderungen bestimmten Zellen
bzw. Geweben zuzuordnen und ortsaufgelost
zu messen. Vor diesem Hintergrund bieten
Nbs als kleine und biotechnologisch einfach
zu manipulierende Bindemolekiile neue
Moglichkeiten, Biosensoren spezifisch an
Zielgewebe zu immobilisieren. Um dieses
Potenzial zu testen, wurden Nbs genetisch
an bekannte fluoreszierende FRET-Biosenso-
ren gekoppelt, die auf K*-, pH- und Glukose-
anderungen reagieren [4-6], und deren Bin-
dungs- und Funktionseigenschaften im
Detail an lebenden Zellen untersucht
(Abb. 2A, [7]).

Am Beispiel eines Nbs (SPOT-Nb) der
ein generisches Peptid-Epitop (SPOT-Tag)

Hier steht

eine Anzeige.
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A Abb. 3: Nicht invasive Bildgebung mit einem CD4-spezifischen Nanobody. Zum Nachweis der CD4*-T-Zellen wurde ein Radionuklid markierter CD4-
spezifischer Nb (*Cu-CD4-Nb) generiert. PET/MR-Scans von Mausen, die das humane CD4-Molekiil exprimieren, zeigen eine spezifische Anreicherung
in Geweben mit hohem Anteil an CD4*-T-Zellen inklusive Lymphknoten (weiBe Pfeile), Thymus und Milz. Erstellt mit BioRender.com.

bindet, konnten wir demonstrieren, dass
Nb-fusionierte Biosensoren sich zielgerich-
tet und effektiv auf Oberflachen verschiede-
ner Zelltypen, z. B. primdren Neuronen,
immobilisieren lassen (Abb. 2B). Gleichzei-
tig wurde durch Protein Engineering die
notwendige Mobilitat der FRET-Donor- bzw.
Akzeptor-Einheiten und damit die Funktio-
nalitdt der Sensoren beibehalten. Mit dem
SPOT-Nb-K*-Biosensor war es so z. B. mog-
lich, die neuronale Freisetzung von K* nach
rezeptorspezifischer Stimulation mit Gluta-
mat zeit- und ortsaufgelost auf SPOT-Tag-
positiven (SPOT-Tag*) Mausneuronen darzu-
stellen (Abb. 2B). Zur Adressierung eines
endogenen Zielmolekiils haben wir Bio-
sensoren mit einem fiir den humanen epi-
dermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ 2
(Her2) spezifischen kombiniert. Auch
damit lieBen sich u. a. Anderungen der
extrazelluldaren Kaliumkonzentration nach
gezielter Permeabilisierung auf Her2-
positiven (Her2*) Brustkrebszellen zeit- und
ortaufgeldst quantitativ bestimmen
(Abb. 2C). Grundsitzlich eigneten sich alle
generierten Nb-fusionierten Biosensoren
aufgrund ihrer hohen Affinitit, geringen Dis-
soziation und moderaten Endozytose zur
optischen Langzeitmessung von Ionen- und
Metabolitanderungen in lebenden Systemen.
Mit dem flexibel einsetzbaren SPOT-Nb/
SPOT-Tag-System stehen nun diverse Bio-

sensoren zur Verfligung, mit denen sich die
extrazellulaire Dynamik von Analyten in
Zellsystemen untersuchen lasst, fiir die es
noch keine spezifischen Nbs gibt. Gleichzei-
tig liefern die Her2-Nb-fusionierten Biosen-
soren neue Erkenntnisse zur Rolle extrazel-
luldrer Tonen und Metabolite in Tumormo-
dellen. Zukiinftig konnen Nb-gekoppelte
Biosensoren einen erheblichen Beitrag dazu
leisten, den Effekt von genetischen oder
pharmakologischen Interventionen auf das
extrazelluldre Milieu sichtbar zu machen.
Diese Ansédtze werden zu einem besseren
Verstindnis der Wechselwirkung des
Tumormilieus auf Krebszellen und umlie-
gende Zellen beitragen. Letztlich konnten
Nb-gekoppelte Biosensoren suspekte Verdn-
derungen in Gewebe- oder Zellproben aufzei-
gen und bei der Entdeckung sowie Entwick-
lung neuer Therapieanséatze helfen.

Nanobodies zur nicht invasiven
Bildgebung von Immunzellen
Angesichts des therapeutischen Fortschritts
im Bereich immunassoziierter Erkrankun-
gen, z. B. Autoimmunerkrankungen, viraler
Infektionen und Krebs, wachst der Bedarf an
diagnostischen Verfahren zur personalisier-
ten Auswahl einer geeigneten Behandlungs-
strategie. Aktuelle diagnostische Verfahren
basieren mehrheitlich auf invasiver Proben-
entnahme und Endpunktanalysen, was ihre

Durchfiihrung und Aussagekraft z. T. stark
limitiert. Nicht invasive bildgebende Verfah-
ren — wie die Positronenemissionstomografie
(PET) - bieten hier eine vielversprechende
Alternative. Hierbei werden mit radioaktiv
markierten Bindemolekiilen, den Tracern,
therapeutisch relevante Marker und biologi-
sche Prozesse im Organismus visualisiert.
Aufgrund ihrer hohen Spezifitit, schnellen
Gewebspenetration und kurzen Verweildau-
er im Organismus sind insbesondere Nbs fiir
die Entwicklung solcher PET-Tracer attraktiv
[8]. Diese Eigenschaften nutzend, haben wir
in Kooperation mit dem Werner Siemens
Imaging Center in Tiibingen kiirzlich CD4-
spezifische Nbs entwickelt. Auf Basis bioche-
mischer, struktureller und biologischer Cha-
rakterisierungen konnten wir Kandidaten
mit hoher Affinitat und Spezifitat fiir huma-
nes CD4 identifizieren. Fiir einen ersten Leit-
kandidaten CD4-Nb1 wurde das erkannte
Epitop im Detail bestimmt und eine Beein-
trachtigung der T-Zell-Funktion nach Bin-
dung durch in vitro-Analysen ausgeschlos-
sen. Zur Generierung eines PET-Tracers
wurde der CD4-Nb1 mit dem Isotop ®*Cu
radioaktiv markiert (¢*Cu-CD4-Nb1). Bildge-
bungsdaten aus einem humanisierten CD4-
Mausmodell zeigen eine spezifische Akku-
mulierung des Tracer-Signals in CD4*-T-Zell
reichen Organen, wie Thymus, Milz und den
Lymphknoten (Abb. 3, [9]). Mit dem neu ent-
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wickelten CD4 PET-Tracer werden aktuell
in praklinischen Mausmodellen die Infil-
tration von CD4*-T-Zellen in Tumorlésio-
nen nach Behandlung mit Immuncheck-
point-Inhibitoren bzw. nach Induzieren
einer lokalen Kontaktallergie in distinkte
Inflammationsherde untersucht. Zusam-
menfassend ist es mit CD4-Nb-basierten
Tracern nun erstmals moglich, die Loka-
lisation und die Dynamik von CD4*-T-
Zellen und damit einer essenziellen Kom-
ponente des Immunsystems mittels
in vivo-Bildgebungsverfahren zu bestim-
men. Perspektivisch konnen CD4-Nbs zur
Auswahl geeigneter Krebstherapien und
zur Langzeitbeobachtung ihres Verlaufs
eingesetzt werden.
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