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In vivo near-infrared fluorescence targeting of
T cells: comparison of nanobodies and
conventional monoclonal antibodies
Peter Bannasa*†, Lennart Wella,b†, Alexander Lenza,b, Björn Rissiekb,
Friedrich Haagb, Joanna Schmida,b, Katja Hochgräfec, Martin Trepeld,
Gerhard Adama, Harald Ittricha and Friedrich Koch-Nolteb

The large size of conventional antibodies impedes tissue penetration and renal elimination, resulting in suboptimal
in vivo targeting. Here we assess the utility of nanobodies and nanobody-Fc-fusion proteins as alternatives to
monoclonal antibodies as theranostics, using T cell ADP–ribosyltransferase 2 (ART2) as a model antigen for specific
targeting of lymph nodes. ART2-specific monovalent nanobody s +16a (17 kDa), a bivalent Fc-fusion protein of
s + 16a (s + 16-mFc, 82 kDa), and conventional antibody Nika102 (150 kDa) were labeled with AlexaFluor680. In vitro
binding and inhibitory properties of the three AF680 conjugates were assessed by flow cytometry. For in vivo
imaging experiments, AF680 conjugates were intravenously injected in mice lacking (KO) or overexpressing (TG)
ART2. We monitored circulating and excreted AF680 conjugates in plasma and urine and performed in vivo
near-infrared fluorescence imaging. Nanobody s + 16a680 and s + 16mFc680 labeled and inhibited ART2 on T cells in
lymph nodes within 10min. In contrast, mAb Nika102680 required 2h for maximal labeling without inhibition of
ART2. In vivo imaging revealed specific labeling of ART2-positive lymph nodes but not of ART2-negative lymph
nodes with all AF680 conjugates. Even though bivalent s + 16mFc680 showed the highest labeling efficiency
in vitro, the best lymph node imaging in vivo was achieved with monovalent nanobody s + 16a680, since renal
elimination of unbound s + 16a680 significantly reduced background signals. Our results indicate that small
single-domain nanobodies are best suited for short-term uses, such as noninvasive imaging, whereas larger
nanobody-Fc-fusion proteins are better suited for long-term uses, such as therapy of inflammation and tumors.
Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.
Supporting information may be found in the online version of this paper
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1. INTRODUCTION

An important endeavor in immunobiology is to develop imaging

agents that can be used as therapeutic drugs, a concept termed

‘theranostics’ (1). Monoclonal antibodies are increasingly used

for therapy and in vivo imaging. However, the use of conven-

tional antibodies for specific noninvasive in vivo imaging is

limited owing the relatively large size, which impedes tissue pen-

etration and renal elimination (2). Both contribute to suboptimal

imaging conditions with low target-to-background ratios (3).

Moreover, clinical translation of molecular imaging techniques

will require imaging agents with the lowest possible likelihood

of toxicity and immunogenicity. One strategy for minimizing

these risks is to remove unbound material from the body via

renal excretion (4,5).

Nanobodies are small single-domain antigen binding frag-

ments derived from heavy-chain antibodies that are devoid of

light chains and occur naturally in camelidae (6,7). With a size of

about 13–17 kDa these nanobodies are 10 times smaller than

conventional antibodies (150 kDa). Recently, such nanobodies

have been shown to enable specific in vivo molecular imaging

of tumors, inflammation and the biodistribution of specific

immune cells (8–13). To the best of our knowledge, there is no de-

scription of nanobodies that can be used for in vivo near-infrared

fluorescence (NIRF) imaging of immune cells and simultaneous
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modulation of immune cell function, for example, by inhibition of

a specific cell surface enzyme.

Here, we report the use of ADP-ribosyltransferase 2 (ART2) as a

model antigen to assess the utility of immunomodulating

nanobodies vs conventional antibodies as theranostic tools.

Toxin-related ART2 is an ecto-enzyme expressed on murine T

cells that catalyzes the transfer of ADP-ribose from NAD+ onto

target proteins on the cell surface, which induces apoptosis of

T cells, leading to selective depletion of T cell subsets (14–16).

Activity of ART2 can be monitored with the Nicotinamide

adenine dinucleotide (NAD)-analog etheno-NAD as substrate

and the ethenoadenosine-specific monoclonal antibody 1G4

to detect etheno-ADP-ribosylated proteins on the cell surface

(16–18). Recent studies revealed that the activity of ART2 and

ART2-mediated selective depletion of T cell subsets can be

inhibited by a blocking single-domain nanobody (s + 16a)

in vitro and in vivo (14,19). Moreover, a reformatted nanobody-

Fc-fusion protein (s + 16mFc) has been shown to mediate long-

term in vivo inhibition of ART2 activity and thereby to retard

development of autoimmune diabetes in a mouse model (20).

A single nanobody-based probe for noninvasive imaging and

simultaneous immunomodulation would be a desirable tool for

experimental as well as for clinical applications. In our study, the

recently developed ART2-specific monovalent nanobody s + 16a

(17 kDa) and the bivalent s + 16mFc-fusion protein (82 kDa) were

compared with the conventional monoclonal antibody Nika102

(150 kDa) for their capacity to inhibit and noninvasively image

ART2 on T cells using near-infrared-fluorescence imaging in vivo.

2. RESULTS

2.1. Labeling and Inhibition of ART2 in vitro

Nanobody, nanobody-Fc-fusion protein and conventional

antibody were conjugated with AlexaFluor680 (Fig. 1). Flow

cytometry revealed specific binding of s + 16a680, s + 16mFc680

and Nika102680 to ART2 on T cells of BALB/c wild-type (WT) mice

and of transgenic mice overexpressing ART2 (TG), but not of

ART2-deficient (KO) mice (Fig. 2). The results showed an

intermediate level of ART2 on WT T cells and a high level on

most, but not all, TG T cells. The monovalent single domain

nanobody s + 16a680 stained T cells slightly less efficiently than

the bivalent Fc-fusion protein s + 16mFc680 and the conventional

antibody Nika102680. Concomitant monitoring of the enzymatic

activity of ART2 with AlexaFluor488-conjugated mAb 1G4 (17)

revealed an almost complete inhibition of the enzymatic activity

of ART2 on T cells by s + 16a680 and s + 16mFc680, but only a

slight reduction by mAb Nika102680 (Fig. 2b). Control cells from

ART2-deficient mice (21) did not show any detectable ART

activity, consistent with the lack of ART2 expression on these

cells (Fig. 2a, b).

To test the validity of the planned in vivo NIRF-imaging

experiments we determined the correlation of ART2 staining with

flow cytometry and NIRF-imaging (Supporting Information, Fig. 1).

Regarding ART2-transfected cells, both techniques showed similar

dose-dependent labeling and saturating levels for each of the

AF680 conjugates. The two techniques showed a strong correlation

(r=0.975). Untransfected cells did not show any detectable signal

with Fluorescence activated cell sorting (FACS) or NIRF imaging.

2.2. Labeling and Inhibition of ART2 in vivo

T cells from lymph nodes were purified at different time points

after injection of 50 mg s + 16a680, s + 16mFc680 or Nika102680

(corresponding approximately to 3000, 600 and 300 pmol,

respectively) and analyzed by flow cytometry for ART2-labeling

efficiency. For analysis of ART2-inhibition, T cells were incubated

with or without 10mM etheno-NAD and stained with the etheno-

adenosine specific antibody 1G4. Results of ex vivo FACS analyses

revealed that the smaller constructs s + 16a680 and s + 16mFc680

reached maximal labeling of ART2 on lymph node cells within

10min, whereas the larger mAb Nika102680 reached maximal

labeling of ART2 only after 2 h (Fig. 3a). Labeling with the

bivalent s + 16mFc680 and Nika102680 was constant for 12 h,

whereas labeling with monovalent s + 16a680 declined after 2 h.

Consistently, s + 16a680 and s + 16mFc680 showed an inhibition

of >90% of ART2-activity within 1–2 h (Fig. 3b). Mice injected

with s + 16mFc680 showed persistent inhibition of ART2-activity

for 12 h (>90%), whereas inhibition by s + 16a680 declined to

20% at 12 h after injection. In contrast, mAb Nika102680 showed

little if any inhibition of ART2-activity. Serum analyses revealed a

continuous decline of free s + 16a680 with an apparent serum

half-life of 1–2 h, whereas the larger fusion protein s + 16mFc680

and mAb Nika102680 showed little if any loss from circulation

for 12 h (Fig. 3c).

2.3. Serum and Urine Analyses

We performed comparative titration analyses to optimize the

concentration of the AF680 conjugates for in vivo imaging

experiments (Supporting Information, Fig. 2). At 2 h post

injection of the highest antibody dose (50 mg), serum samples

from both ART2-TG and ART2-KO mice showed high levels of

unbound circulating s + 16Fc680 and Nika102680, but little if any

unbound s + 16680 (Supporting Information, Fig. 2a, c). Urine

analyses revealed high levels of s + 16a680, but little if any

Figure 1. ART2-specific AF680 conjugates. (a) Scheme of nanobody s + 16a, nanobody-Fc-fusion protein s + 16mFc, and mAb Nika102. (b) The deep,

NAD
+
-binding active site crevice of ART2 is symbolized by the mouth of a ‘Pacman’. Both, s + 16a and s + 16mFc block the active site of ART2. Conven-

tional mAb Nika102 binds outside the active site and does not inhibit ART2 activity. (c) Coomassie stained gel overlaid by a corresponding near-infrared

fluorescence (NIRF)-image of unconjugated s + 16a, s + 16mFc, and Nika102 (lanes 1, 3 and 5) and respective AF680 conjugates (lanes 2, 4 and 6).
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s + 16mFc680 and mAb Nika102680 (Supporting Information,

Fig. 2b, d). At lower doses (5 mg, 0.5 mg), unbound s + 16-Fc and

Nika102 were detectable in serum samples of ART2-KO mice,

but not in ART2-TG mice.

2.4. In vivo NIRF Imaging Experiments

In order to reduce background signals by unbound circulating

antibody conjugates, we used 50mg of s + 16a680, 5mg of

s + 16mFc680 and 10mg of Nika102680 (corresponding to 3000,

60 and 60 pmol or 5� 1014, 8� 1013 6� 1014 fluorescent dyes

per animal, respectively) in these experiments, using the results

shown above for guidance. Fluorescence of cervical and axillary

lymph nodes was visible in ART2-TGmice after injection of all three

conjugates (Fig. 4a). While s + 16mFc680 and Nika102680 showed

strong background fluorescence, there was no background signal

in the case of s + 16a680. The clearest images showing high fluores-

cence of lymph nodes were obtained 2h post injection of

s + 16a680 and, in case of the mAb Nika102680, only after 24 h.

The Fc-fusion protein s + 16mFc680 showed detectable lymph node

fluorescence, albeit only slightly above background. Of note, at

24h after injection of the fusion protein s + 16mFc680 and mAb

Nika102680, ART2-TG mice showed less diffusely distributed

fluorescence than ART2-KO mice. At this time point, none of the

mice injected with the s + 16a680 showed any detectable back-

ground signals.

Semiquantitative analyses of fluorescence intensities of lymph

node regions over 24 h confirmed rapid labeling by s + 16a680

with a maximal signal 1 h after injection (Fig. 4b). In ART2-KO

mice this was followed by a rapid decline in signal intensity.

The much slower decline of signal intensity of lymph nodes in

ART2-TG mice injected with s + 16a680 resulted in high target-

to-background ratios from 2 to 24 h.

In contrast, injection of s + 16mFc680 and mAb Nika102680

yielded maximal lymph node fluorescence only at 2–4 h after in-

jection with signal intensities remaining nearly constant

thereafter over 24 h. The lower lymph node signal intensities in

mice injected with s + 16mFc680 and mAb Nika102680 vs

s + 16a680 are consistent with the amounts of injected conjugates.

Labeling of TG lymph nodes was clear and distinguishable

Figure 2. Analyses of ART2-expression and activity. (a) Lymph node cells from ART2-knockout mice (KO), ART2-wild-type mice (WT) and from trans-

genic mice overexpressing ART2 (TG) were stained with the indicated AF680 conjugates and subjected to FACS analyses. Mean fluorescence intensities

of T cells are plotted (solid histograms). Open histograms show isotype controls. (b) Parallel aliquots of cells were pre-incubated in the absence (solid

black histograms) or presence (solid gray histograms) of the indicated AF680 conjugates. Cells were then further incubated in the presence of etheno-

NAD before detection of etheno-ADP-ribosylated cell surface proteins with mAb 1G4. Control stainings were performed in the absence of etheno-NAD

(open histograms). Results are representative of three independent experiments

Figure 3. Staining and inhibition of ART2 in vivo after injection of AF680 conjugates. Wild-typemice were injected intravenously with 50mg of s + 16a
680

,

s + 16mFc
680

or Nika102
680

and sacrificed at the indicated time points. (a) Lymph node cells were subjected to flow cytometry to detect cell surface-

bound AF680 conjugates. (b) Parallel aliquots of cells were incubated with 10 mM etheno-NAD for 10 min, washed and stained with 1G4-mAb to monitor

ART2 enzyme activity. (c) Serumwas analyzed to monitor levels of circulating unbound AF680 conjugates. Results are representative of two independent

experiments.
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compared to KO lymph nodes for all AF680 conjugates at all

imaging time points. However, the difference in labeling intensity

of TG vs KO lymph nodes was far higher for s + 16a680 than for the

larger conjugates s + 16mFc680 and Nika102680 for the entire pe-

riod from 2 to 24 h.

2.5. Ex vivo NIRF Imaging Experiments

In order to evaluate whether and to what extent the diffuse fluo-

rescence observed (stronger in ART2-KO than in ART2-TG mice) af-

ter injection of the larger AF680 conjugates is attributed to

unbound circulating antibodies, serum samples were analyzed

for the presence of free AF680 conjugates at the time of sacrifice

(Supporting Information, Fig. 3a, b). The results revealed higher

levels of unbound s+ 16mFc680 and mAb Nika102680 in ART2-KO

than in ART2-TG mice already 2 h after injection (Supporting Infor-

mation, Fig. 3 a). At 24h after injection, no detectable unbound

AF680 conjugates remained in ART2-TG mice, while ART2-KO mice

still showed high levels of unbound s+ 16mFc680 and Nika102680

(Supporting Information, Fig. 3 b). Concomitant analyses of urine

samples revealed that renal excretion of s + 16a680 is terminated

24h after injection (Supporting Information, Fig. 3, compare c

and d).

To further validate the in vivo NIRF-imaging data, harvested

lymph nodes were imaged ex vivo (Fig. 5). Ex vivo NIRF-imaging

of isolated lymph nodes (Fig. 5a) confirmed specific labeling of

cervical and axillary lymph nodes in ART2-TG mice but not in

ART2-KO mice with all conjugates. Fluorescence intensities of

lymph nodes obtained from ART2-TG mice injected with

s + 16a680 were 5–13 times higher than those from mice injected

with s + 16mFc680 and Nika102680 (Fig. 5b, Table 1). The results

confirm the decline of lymph node fluorescence 24 h after

injection of s + 16a-AF680, whereas lymph node fluorescence

from ART2-TG mice remained constant from 2 to 24 h after

injection of the larger AF680 conjugates (Fig. 5b, Table 1). At 2 h

after injection all three AF680 conjugates showed significant

differences in lymph node signals from ART2-TG and ART2-KO

mice, whereas after 24 h only s + 16a680 and Nika102680 still

showed significant differences.

Analyses of spleen, lung, liver, kidneys, stomach and

muscle tissue (Table 1) showed that signals from spleen re-

flect those described above for lymph nodes with significant

Figure 4. In vivo NIRF-imaging. (a) ART2-TG mice and ART2-KO mice were injected with buffer (control), 50 mg s + 16a
680

, 5 mg s + 16mFc
680

or 10 mg

Nika102
680

. Groups of control and antibody-injected mice (2 and 24 h after injection) were then subjected to simultaneous NIRF imaging to obtain

visually comparable images. Arrowheads indicate cervical and axillary lymph nodes. (b) Radiant efficiencies of regions of interest of lymph nodes are

plotted as a function of time for control mice and mice injected with s + 16a
680

, s + 16mFc
680

and Nika102
680

. Data are presented as means� SD from four

independent experiments.
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differences in fluorescence signals between ART2-TG and

ART2-KO mice after 2 h for all three AF680 conjugates. Lung,

liver and muscle showed significant differences in fluores-

cence only at 2 h after injection of s + 16a680. At 24 h after

injection of s + 16a680 and Nika102680, lung, liver, kidney,

stomach and muscle organs from ART2-TG vs ART2-KO mice

did not show any significant differences in fluorescence while

lymph nodes and spleen (Table 1) still showed significant dif-

ferences. Highest signal intensity was observed in kidneys 2 h

after injection of s + 16a680.

Table 1. Ex vivo radiant efficiencies of individual organs. Radiant effects (� 1010) are presented as means � SD. Statistical analyses

were performed using one-way ANOVA and Bonferroni post tests. n.s., Not significant. p-Values are given for results of organs from

ART2-transgenic (TG) vs ART2-knockout (KO) mice

Time point Construct Animals Lymph nodes Spleen Lung Liver Kidneys Stomach Muscle

2 h p.i. s + 16a TG 27.9 � 6.7 17.0 � 2.5 6.4 � 1.2 34.4 � 3.4 432.3 � 63.8 17.9 � 4.1 2.5 � 0.6

KO 2.8 � 1.0 1.2 � 0.2 2.9 � 0.6 13.6 � 3.3 406.0 � 20.4 13.4 � 4.6 1.0 � 0.2

p <0.001 <0.001 <0.01 <0.001 n.s. n.s. <0.05

s + 16mFc TG 2.11 � 0.4 5.8 � 1.3 2.3 � 0.2 8.7 � 1.7 3.0 � 0.4 19.0 � 10.2 0.6 � 0.1

KO 0.8 � 0.1 1.2 � 0.1 1.6 � 0.1 7.2 � 1.0 2.4 � 0.2 4.0 � 0.3 0.7 � 0.4

p <0.001 <0.001 <0.01 n.s. n.s. n.s. n.s.

Nika102 TG 4.9 � 0.9 11.6 � 2.1 2.9 � 0.5 6.7 � 0.9 2.8 � 0.3 4.9 � 0.2 0.7 � 0.1

KO 1.2 � 0.1 1.4 � 0.1 3.8 � 0.4 10.4 � 2.1 4.0 � 0.5 4.9 � 0.3 0.9 � 0.1

p <0.01 <0.001 n.s. n.s. <0.05 n.s. n.s.

24 h p.i. s + 16a TG 15.0 � 2.3 6.1 � 1.0 1.8 � 0.3 3.2 � 0.3 10.6 � 2.4 5.3 � 0.8 0.7� 0.1

KO 0.9 � 0.2 1.0 � 0.1 1.0 � 0.1 2.5 � 0.5 12.4 � 7.1 4.4 � 1.1 0.9 � 0.1

p <0.05 <0.05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

s + 16mFc TG 1.5 � 0.1 1.5 � 0.1 1.1 � 0.1 1.7 � 0.1 1.3 � 0.1 3.1 � 0.2 0.6 � 0.4

KO 1.0 � 0.1 0.9 � 0.1 1.6 � 0.2 3.5 � 0.7 1.9 � 0.2 4.7 � 0.7 0.7 � 0.3

p n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nika102 TG 3.9 � 0.7 5.5 � 0.7 1.3 � 0.1 1.7 � 0.1 1.4 � 0.1 2.7 � 0.2 0.6 � 0.1

KO 1.0 � 0.1 0.8 � 0.1 1.7 � 0.1 2.9 � 0.4 2.0 � 0.1 3.7 � 0.5 0.7 � 0.1

p <0.01 <0.01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Figure 5. Ex vivo NIRF-imaging. (a) In order to quantitate lymph node associated fluorescence in the absence of potentially confounding signals from

other tissues, lymph nodes (four axillary, two cervical and two inguinal) were dissected and pooled for direct NIRF-imaging. (b) Radiant efficiencies of

pooled lymph nodes are presented as means � SD from four independent experiments.
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3. DISCUSSION

In this study we report that simultaneous immunomodulation

and molecular imaging of T cells in vivo is achievable with

nanobodies. We used AF680-conjugated nanobodies to link

in vivo analyses by NIRF-imaging to ex vivo cell discriminating

assays by flow cytometry. Our results demonstrate that monova-

lent s+16a680 and bivalent s+16mFc680 allow specific labeling

and inhibition of ART2 on T cells in vitro and in vivo. Even though

s+16mFc680 had the highest labeling efficiency in vitro, best

lymph node imaging in vivo was achieved with nanobody

s+16a680.

Specific labeling and imaging of cells with antibody conju-

gates directed against cell surface proteins is more challeng-

ing in vivo than in vitro. In vitro, conjugates have direct

access to their target cells and excess conjugates can readily

be removed by washing cells, yielding highly specific signals.

In vivo, conjugates need to cross barriers to reach their target

and unbound conjugates cause background signals until they

are removed from the system, for example, by renal or biliary

excretion (4,5). Our results indicate that the format of an an-

tibody conjugate governs its capacity to cross barriers and its

removal from the system, thereby profoundly affecting the

signal-to-background ratio and the optimal time point for

in vivo imaging.

An ideal targeted imaging agent should be able to pene-

trate the tissue, bind to specific cell surface antigens with

sufficient affinity to be retained in the target tissue and to

be cleared rapidly from the circulation to enable imaging in

a reasonable timescale (4,5). The rapid renal clearance of

s + 16a680 allowed us to use high concentrations of s + 16a

(50 mg or 3000 pmol) for in vivo NIRF-imaging experiments.

Comparative analyses of unbound conjugates in sera of

ART2KO and ART2TG mice allowed us to adjust the dosage

of bivalent s + 16mFc (5 mg or 60 pmol) and Nika102 (10 mg

or 60 pmol) conjugates to minimize levels of circulating anti-

bodies while still permitting good staining of lymph node

cells. To assess potential retention and metabolism of A680

conjugates by other organs, we performed region of interest

(ROI)-based quantification from isolated organs. The results

revealed the highest signal in kidneys of mice 2 h after injec-

tion of s + 16a680, reflecting its renal excretion. Relatively high

signals were also observed in the spleen of ART2-transgenic

but not ART2-deficient mice, consistent with the high content

of ART2 + T cells in the spleen. Signals from the liver in both

ART2-transgenic and ART2-deficient mice could be due to

partial biliary elimination of AF680 conjugates and depleted

fluorescent dye alone.

Our results are in accordance with previous studies, where

large, intact IgG antibody molecules with proven therapeutic

benefit demonstrated limited utility in molecular imaging

owing to their slow clearance from circulation and tissues,

resulting in limited imaging contrast early after injection ow-

ing to a high background signal (2). This limitation can be

overcome by engineering antibody fragments (nanobodies)

that retain specific binding to the target antigen and at the

same time achieve fast blood clearance (9,12). It is conceiv-

able that imaging of ART2 + cells could be enhanced further

via dimerization of the nanobody, for example, by genetic

fusion or by disulfide linkages, which could enhance the avid-

ity of the probe for the target cells while at the same time

retaining elimination via the kidney. While these nanobodies

are ideally suited for imaging applications, their rapid renal

elimination limits their use for long-term therapeutic applica-

tions. To this end it would be desirable to increase their

apparent size to over 65 kDa to bypass kidney filtration

(20,22). This can be achieved by various antibody engineering

strategies, such as, multimerization, fusion to other antibody

fragments or creation of bi-specific sdAbs, where one frag-

ment binds to a plasma carrier, such as albumin, to increase

the serum half-life (20,22–25). In accord with a previous study

(20), increasing the size by fusing the nanobody s + 16a to

the Fc domain of murine IgG1 improved and prolonged the

immunomodulatory properties in vivo. Inhibition of ART2 by

s + 16a protects regulatory T cells and iNKT cells from acute

NAD-induced cell death, whereas s + 16-Fc provides persistent

protection (14,20). It will be interesting to determine whether

the imaging techniques presented here will be theranostically

useful in models of acute inflammatory reactions such as

ConA-induced hepatits (26) and chronic inflammatory reac-

tions such as autoimmune diabetes (20).

An inherent technical limitation of NIRF-imaging is its low pene-

tration depth of 7–10mm owing to the absorbance and scattering

of light within biological tissues, resulting in lower sensitivities than

radioimmunological methods. Currently, these limitations are

addressed by the development of tomographic photo-acoustic

techniques allowing whole-body imaging of living mice (27). Be-

sides these limitations, NIRF-imaging provides several advantages

compared with other established pre-clinical imaging techniques,

such as computed tomography, magnetic resonance imaging,

and nuclear imaging (3,28). NIRF imaging is nonradioactive, highly

sensitive and relatively inexpensive, and the targeted probes are

comparatively easy to produce and store (29,30). Our results dem-

onstrated that NIRF-conjugated nanobodies have excellent prop-

erties for rapid preclinical optical imaging, which holds promise

for their future use as diagnostic tools in humans. Moreover, the

presented NIRF imaging techniques can be easily translated

to immuno-PET (Positron emission tomography) imaging by

radiolabeling of nanobodies. A recent PET study confirmed faster

kinetics of radiolabeled nanobodies, allowing high contrast imag-

ing at early time points in comparison with radiolabeled conven-

tional monoclonal antibodies (12). Also the therapeutic aspects

of nanobodies have been highlighted in a recent study, where

radiolabeled nanobodies have been modified to extend their se-

rum half-life for optimized tumor therapy (25).

4. CONCLUSIONS

In this studywe illustrated NIRF-imagingwith nanobodies as a pow-

erful tool to detect immune cells in vivo and to simultaneouslymod-

ulate their function, highlighting the potential utility of nanobodies

as theranostics. The techniques described here may serve as a

model for other nanobody-based applications: small single domain

nanobodies are best suited for short-term uses, for example,

noninvasive imaging, whereas larger nanobody-Fc-fusion proteins

are better suited for long-term uses, for example, therapy of inflam-

mation and tumors.

5. EXPERIMENTAL

5.1. Chemicals, Cells and Mice

Etheno-NAD was obtained from Sigma-Aldrich. Phycoerythrin (PE)-

and Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated monoclonal

P. BANNAS ET AL.
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antibodies were purchased from BD Pharmingen. Mouse monoclo-

nal antibody 1G4 (17) was conjugated to fluorochrome Alexa488

as described previously (18). Untransfected and ART2-transfected

DC27.10 mouse lymphoma cells were cultured as described previ-

ously (16). BALB/c wild-type mice were obtained from the Jackson

Laboratory. Generation of ART2-deficient mice and of transgenic

mice with overexpression of ART2 on T cells was described previ-

ously (21,31). Animal experiments were performed in accordance

with international guidelines on the ethical use of animals and were

approved by the local animal welfare commission.

5.2. Generation of ART2-Specific AF680 Conjugates

Generation and purification of nanobody s + 16a (19), Fc-Fusion

protein s + 16mFc (20) and of monoclonal antibody Nika102 (32)

were described previously. ART2 specific probes were conjugated

by random reaction of primary amines to the succinimidyl ester

moiety of fluorescent dye AlexaFluor-680 (AF680) (excitation

wavelength 679nm, emission wavelength 702nm). The numbers

of dye molecules per probe (0.3, 1.2 and 2.0 for s + 16a,

s + 16mFc and Nika102, respectively) were calculated according

to the manufacturer’s instructions (Molecular Probes; using molar

extinction coefficients of 15 720, 51 170 and 203 000mol�1 cm�1,

respectively). Purity of antibody constructs before and after

conjugation to AF680 was assessed by SDS–PAGE size fraction-

ation and Coomassie Brilliant Blue gel stain (Fig 1). Binding

affinities before and after conjugation as well as stability during

overnight incubation at 37 �C in serum were assessed by serial

dilution of probes and flow cytometry of DC27.10 cells. Binding

affinities were 10 nM for Nika102, 5 nM for s + 16mFc and 40nM for

s + 16a. The results showed less than 10% reduction in labeling

efficiencies (mean fluorescent intensity) upon conjugation and

overnight incubation in serum (results not shown).

5.3. Analysis of ART2 Expression and Enzymatic Activity

Mice were sacrificed by exposure to O2/CO2 followed by cervical

dislocation. Single-cell suspensions were prepared from lymph

nodes as described previously (31). For ART2-expression analyses,

cells (1� 106) were stained with s + 16a, s + 16mFc and Nika102

AF680 conjugates (1mgml�1) or AF680-control antibodies and

counterstained with PE-anti-CD3 for 20min at 4 �C.

For ART2-activity analyses, cells (1� 106) were pre-incubated in

the presence or absence of s + 16a, s + 16mFc and Nika102

AF680 conjugates (1mgml�1) and then with or without 1mM

etheno-NAD for 20min at 4 �C. Cells were washed twice and

stainedwith ethenoadenosine-specificmAbAlexa488-1G4 (1mgml�1)

and counterstainedwith PE-anti-CD3. Cells werewashed twice and an-

alyzedbyflowcytometry on FACSCantoII. Dead cellswere excluded af-

ter staining with propidium iodide.

5.4. In vitro NIRF Imaging

An aliquot of 1.1� 107 of untransfected or ART2-transfected

DC27.10 cells was incubated with different concentrations of

s + 16a680, s + 16mFc680 or Nika102680 for 30min at 4 �C and

washed twice. An aliquot of 1� 107 cells was sedimented on a

black 96-well plate (Nunc). Measurements were performed with a

whole-body small-animal NIRF imaging system (IVIS-Spectrum,

Caliper LifeSciences) using the 675nm band-pass (30 nm band-

width) filter for excitation and the 720, 740, 760 and 780nm

band-pass filters (20 nm bandwidth) for emission with a

512� 512 pixel matrix size (15� 15mm per pixel). Images were

analyzed semi-quantitatively by placing a ROI on individual wells.

Total radiant efficiency was calculated with Living Image 4.2

software (Caliper LifeSciences). An aliquot of 1� 106 cells was

subjected to flow cytometry for comparative analysis.

5.5. Analyses of AF680 Conjugates After Intravenous

Injection

An aliquot of 50mg of s + 16a680, s + 16mFc680 or Nika102680 (corre-

sponding to approximately 3000, 600 and 300 pmol, respectively)

in a volume of 200ml was administered intravenously into BALB/c

wild-type mice. T cells from lymph nodes were purified at different

time points after injection. For flow cytometric analysis of

ART2-labeling efficiency, purified T cells were counterstained with

PE-anti-CD3. For analysis of ART2-inhibition by the different AF680

conjugates, T cells were incubated with or without 10mM etheno-

NAD, washed twice and stainedwith Alexa488-1G4 and PE-anti-CD3.

To measure blood clearance and renal excretion of AF680

conjugates, mice were sacrificed at different time points post

injection and blood and urine were collected. AF680 conjugates

were quantified by flow cytometry using serum (1:100 dilution)

and urine (1:100 dilution) in a total volume of 100ml for labeling

1� 106 ART2-expressing DC27.10 cells. For assessment of optimal

in vivo imaging conditions, AF680 conjugate concentrations of

0.5, 5 or 50mg of s + 16a680, s + 16mFc680and Nika102680 were

injected intravenously into wild-type mice. Animals were sacrificed

at different time points after injection and free abundant AF680

conjugates in serum and urinewere quantified as described above.

5.6. In vivo and ex vivo NIRF Imaging

ART2-deficient and ART2-overexpressingmiceweremaintained on

an alfalfa-free diet for 2weeks prior to imaging experiments. The

day prior to the imaging experiment the ventral and lateral throat,

thorax and abdomen were depilated. For imaging experiments

50mg s+ 16a680, 5mg s+ 16mFc680 and 10mg of Nika102680 (corre-

sponding to approximately 3000, 60 and 60 pmol, respectively)

were administered intravenously in a volume of 200ml. Mice were

anesthetized with isofluorane and positioned in the imaging

chamber, allowing for maintenance of gaseous anesthesia. NIRF-

imaging was performed before and 10min and 1, 2, 4, 6 and 24h

after injection. Imaging parameters were the same as for in vitro

imaging experiments. Radiant efficiency was estimated usingman-

ually drawn ROIs around the four brightest cervical and axillary

lymph node regions.

To validate the in vivo data, animals were sacrificed 2 or 24 h

after injection. NIRF imaging was performed of harvested lymph

nodes, spleens, lungs, livers, kidneys, muscle tissue and stomachs,

and radiant efficiencies were estimated.

5.7. Statistical Analysis

To assess the validity of semiquantitative results from NIRF imag-

ing, radiant efficiency measurements from NIRF imaging in vitro

experiments were compared with mean fluorescence intensities

from flow cytometry using Pearson’s correlation coefficient. All

presented radiant efficiency data were calculated from four inde-

pendent experiments. A one-way ANOVA with a subsequent

Bonferroni post hoc analysis was used to determine significant

differences between measurements obtained at different time

points and between measurements obtained from ART2-express-

ing and ART2-deficient animals. A value of p< 0.05 indicates

statistical significance. Data are presented as means� standard

deviations. Statistical analysis was performed using Prism 4 for

Macintosh and Excel, Microsoft.

NANOBODIES FOR IN VIVO TARGETING OF T CELLS
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Zusammenfassung 

 

Die ADP-Ribosyltransferase 2 (ART2) ist ein auf murinen T Lymphozyten exprimiertes, toxin-

verwandtes Ekto-Enzym. Unter Verwendung seines Substrates Nicotinamidadenindinukleotid 

(NAD) kann es Zelloberflächenproteine mit ADP-Riboseresten modifizieren. Effekte dieser 

ADP-Ribosylierung sind der Abwurf (Shedding) von Oberflächenproteinen und der NAD 

induzierte Zelltod (NICD). Um eine bessere Beurteilbarkeit der von ART2 ausgelösten Effekte zu 

gewährleisten, wurden von unserer Arbeitsgrupppe ART2 defiziente (ART2 KO) und ART2 

überexprimierende, transgene (ART2 TG) Mauslinien etabliert.  

In dieser Dissertation wurden die Pharmakokinetik, Biodistribution, sowie die inhibierenden und 

bildgebenden Eigenschaften von drei gegen ART2 gerichteten Antikörperformaten in der Nah-

Infrarot-Fluoreszenzoptischen Bildgebung (NIRF) analysiert. Hierbei sollte festgestellt werden, 

welches der verwendeten Konstrukte sowohl dem Anspruch eines diagnostischen Werkzeugs für 

die in vivo Bildgebung, wie auch der Enzyminhibition in vivo genügt. In der Literatur hat sich 

hierfür der Begriff des Theranostic etabliert. Bei den verwendeten Antikörperformaten handelt es 

sich um einen sogenannten Nanobody (s+16a, 17 kDa), ein Nanobody-Fc-Fusionsprotein 

(s+16mFc, 82 kDa), sowie einen monoklonalen Antikörper (Nika102, 150 kDa). Nanobodies sind 

Fragmente von Schwere-Ketten-Antikörpern, welche zusätzlich zu konventionellen 

Antikörperklassen von Kameliden exprimiert werden.  

Alle drei untersuchten Antikörperformate zeigten eine spezifische Bindung an ART2, aber nur 

die Schwere-Ketten-Antikörper basierten Konstrukte waren in der Lage, ART2 zu inhibieren. In 

vivo zeigte der Nanobody eine schnelle, aber kurz anhaltende Inhibition von ART2, während das 

Nanobody-Fc-Fusionsprotein eine anhaltende Inhibition aufwies. Der monoklonale Antikörper 

zeigte eine dem Nanobody-Fc-Fusionsprotein ähnelnde Kinetik, ohne Inhibition von ART2. In 

den bildgebenden Versuchen in vivo war mit allen Konstrukten eine Detektion der murinen 

Lymphozyten in ART2 TG Mäusen innerhalb der axillären und inguinalen Lymphknoten 

möglich. Hierbei zeigten sich den vorherigen Versuchen entsprechende Kinetiken. Diese 

Ergebnisse konnten nach anschließender Präparation der Organe und Bestimmung der jeweiligen 

Signalstärken bestätigt werden. 

Am Beispiel der ART2 zeigt diese Arbeit, dass die NIRF Bildgebung und zeitgleiche 

Modifikation einer Enzymaktivität im Sinne eines Theranostic mittels Nanobodies möglich ist. 
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Abstract 

 

ADP-Ribosyltransferase 2 (ART2) is a toxin-related ecto-enzyme, which is expressed on murine 

T cells. It is able to ADP-ribosylate proteins by utilizing its substrate nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD). Effects of ADP-Ribosylation include shedding of cell-surface proteins and 

the NAD induced cell death (NICD). To better investigate these effects, ART2 knockout (ART2 

KO) and ART2 overexpressing, transgenic (ART2 TG) mice were generated by our group. 

In this work, the pharmacokinetics, biodistribution and imaging properties of three ART2 

targeting antibody-constructs were compared and their imaging capabilities were determined, 

using near-infrared-fluorescence-imaging (NIRF). The objective of these experiments was to 

determine, which of the applied constructs is best suited for simultaneous enzyme inhibition and 

NIRF imaging in vivo. The established term for such a probe is theranostic. 

The different types of ART2 specific antibody constructs used in the experiments are a nanobody 

(s+16a, 17 kDa), a nanobody-Fc-fusion-protein (s+16mFc, 82 kDa) and a monoclonal antibody 

(Nika102, 150 kDa).  

Nanobodies are fragments of heavy-chain-antibodies which are expressed by Camelidae in 

addition to conventional antibodies. These fragments maintain the antibodies ability to bind their 

respective targets and are able to inhibit enzymes by blockade of their active centre.  

All three antibody constructs bound specifically to ART2, whereas only the constructs based on 

heavy-chain-antibodies were able to inhibit ART2 activity. In vivo experiments showed a short 

lasting but potent inhibition of ART2 by the nanobody and a slowly increasing level of ART2 

inhibition by the nanobody-Fc-fusion-protein after injection. The monoclonal antibody displayed 

similar kinetics as the nanobody-Fc-fusion-protein without inhibition of ART2. In NIRF imaging 

experiments in vivo, all antibody constructs enabled the detection of axillary and inguinal lymph 

nodes in ART2 TG mice. The determined kinetics were similar to those found by the previously 

performed experiments. The in vivo imaging results were confirmed by dissection and ex vivo 

imaging of single organs. 

This work shows in a proof of principle study that NIRF imaging and simultaneous enzyme-

inhibition is feasible. It indicates that single-domain nanobodies are best suited for short-term 

uses, whereas larger nanobody-Fc-fusion proteins are better suited for long-term uses. 



Einleitung 

6 

 

1 Einleitung 

1.1 ADP-Ribosyltransferase 2 

Das in dieser Arbeit als Zielstruktur verwendete Enzym ADP-Ribosyltransferase 2 (ART2) ist ein 

auf murinen T Lymphozyten exprimiertes Ekto-Enzym (Koch-Nolte et al. 1996), das zur Gruppe 

der ADP-Ribosyltransferasen gehört und phylogenetisch mit bakteriellen Toxinen der Erreger 

von Diphterie, Pertussis, Cholera und dem Toxin von Clostridium Difficile verwandt ist (Hottiger 

et al. 2010). Diese Enzyme sind in der Lage, die ADP-Ribose-Gruppe von NAD unter 

Abspaltung von Nicotinamid auf Zielstrukturen zu übertragen. Hierzu zählen die 

Aminosäurereste von Lysin, Arginin, Glutamat, Aspartat, Cystein, Diphtamid, Phospho-Serin 

und Asparagin, sowie DNA, tRNA und Antibiotika  (Jacobson und Jacobson 1989; Aktories 

1992; Haag et al. 1997; Koch-Nolte et al. 2006; Hassa et al. 2006). Folgen der ADP-

Ribosylierung sind Veränderungen in der Aktivität, der Adhäsionsfähigkeit, des 

Migrationsverhaltens und des Überlebens von Zellen. Unterteilt werden die ADP-

Ribosyltransferasen nach ihrer strukturellen Ähnlichkeit gegenüber den bakteriellen Toxinen von 

Corynebacterium Diphteriae (ARTD) oder dem Cholera Toxin (ARTC), sowie nach dem Modus 

der ADP-Ribosylierung in mono- (MART) oder poly-ADP-Ribosyltransferasen (PART). ART2 

wird durch die strukturelle Ähnlichkeit zum Diphterietoxin nach aktuell geltender Nomenklatur 

auch als ARTC2 bezeichnet (Hottiger et al. 2010) und auf Grund seiner kristallografischen 

Struktur, die durch ihre zwei Domänen ein kieferähnliches Aussehen hat, häufig als Pacman 

dargestellt (Mueller-Dieckmann et al. 2002).  

Es können zwei Isoformen der ART2, die ART2.1 und ART2.2 unterschieden werden, welche 

beide auf murinen T Lymphozyten exprimiert werden. Während ART2.1 durch eine 

Disulfidbrücke im Bereich des katalytischen Zentrums nur unter reduzierenden Bedingungen 

aktiviert wird, liegt ART2.2 in aktiver Form vor (Haag et al. 1997; Thiele et al. 1997; Hong et al. 

2007).  

Zu den bisher identifizierten Zielstrukturen der ART2 zählen der Purinrezeptor P2X7, das 

Integrin LFA-1, sowie weitere Oberflächenproteine von T Zellen (CD8, CD27, CD43, CD44, 

CD45) (Wang et al. 1996; Okamoto et al. 1998; Seman et al. 2003; Bannas et al. 2005; Koch-

Nolte et al. 2006; Adriouch et al. 2008; Scheuplein et al. 2009; Hubert et al. 2010; Lischke et al. 

2013). 
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Die in dieser Arbeit beobachteten Effekte werden durch die ADP-Ribosylierung von P2X7 

ausgelöst. P2X7 ist ein Mitglied der P2X-Familie, einer Gruppe von ATP aktivierten Ionen 

Kanälen. Die Aktivierung des P2X7 Kanals, der auch auf T Lymphozyten exprimiert wird 

(Baricordi et al. 1996; Collo et al. 1997; Ferrari et al. 2000), führt über einen Anstieg des 

intrazellulären Calciums zu einer Verschiebung des Membranpotentials und nach 

Externalisierung von Phosphatidylserin und Porenbildung in der Zellmembran zum Zelltod 

(Seman et al. 2003). Hierbei kann statt der Bindung von ATP an P2X7 auch die ADP-

Ribosylierung des Argininrests R125 zur Öffnung des Ionenkanals führen (Adriouch et al. 2008). 

Dieser Effekt wird als NAD induzierter Zelltod (NICD) bezeichnet und kann über die Bindung 

von Annexin V an Phosphatidylserin und die Aufnahme von Propidiomjodid nachgewiesen 

werden (Scheuplein et al. 2009). 

Durch die Freisetzung von NAD und ATP im Rahmen von Entzündung und Gewebeschäden 

(Haag et al. 2007) können in vivo insbesondere hoch ART2 exprimierende T Zellen eliminiert 

werden (Adriouch et al. 2007; Hubert et al. 2010). Im Menschen liegt das Gen der ART2 auf 

Grund mehrerer Stopcodons nur als Pseudogen vor (Haag et al. 1994).  

In dieser Arbeit stellte ART2 ein Modellantigen für die Untersuchung verschiedener 

Antikörperformate für die NIRF Bildgebung und Immunmodulation in vivo dar. 

1.2 Schwere-Ketten-Antikörper 

In dieser Arbeit wurden verschiedene Antikörperformate zur Identifizierung und Inhibition von 

ART2 verwendet. Neben einem monoklonalen, aus der Ratte stammenden konventionellen IgG2a 

Antikörper (Nika102), waren dies die variable Domäne eines aus dem Llama stammenden 

Schwere-Ketten-Antikörpers, auch Nanobody genannt (s+16a), sowie ein Fusionsprotein aus 

Nanobody und murinem IgG1 (s+16mFc) (Koch-Nolte et al. 1999; Koch-Nolte et al. 2007; 

Scheuplein et al. 2010).  

Schwere-Ketten-Antikörper werden von Kameliden zusätzlich zu konventionellen Antikörpern 

exprimiert und als IgH bezeichnet. Diese Antikörper besitzen statt der vier Ketten 

konventioneller Antikörper nur zwei, es fehlen ihnen die leichten Ketten, weiterhin fehlen ihnen 

die CH1 Domäne der schweren Ketten. Trotz dieses scheinbaren Mangels sind Schwere-Ketten-

Antikörper voll funktionsfähig(Hamers-Casterman et al. 1993; Greenberg et al. 1995; Barelle et 

al. 2009). 
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Konventionelle Antikörper binden ihr Antigen über die variablen Domänen der schweren und 

leichten Ketten. Diese Bindung zwischen Antigen und Antikörper ist meist planar und schwer 

erreichbare Strukturen, wie beispielsweise katalytische Zentren von Enzymen sind nicht als 

Epitope zugänglich (Wesolowski et al. 2009). Schwere-Ketten-Antikörper umgehen diese 

Einschränkung, da sie zum einen nur mit einer statt zwei variablen Domänen an ihre Zielstruktur 

binden, zum anderen ist insbesondere ihre Complementarity Determining Region 3 (CDR 3) 

länger als die konventioneller Antikörper. Hierdurch können sich schlaufenartige Formationen 

bilden, die in der Lage sind, in für konventionelle Antikörper schwer zugängliche Areale 

hineinzureichen (Wu et al. 1993; Genst et al. 2006).  

Um Schwere-Ketten-Antikörper und damit Nanobodies gegen ein gewähltes Antigen zu 

generieren, ist es möglich, ein Mitglied der Kameliden wie beispielsweise ein Lama mit dem 

entsprechenden Antigen zu immunisieren. Anschließend werden nach Entnahme von 

Plasmazellen die für Schwere-Ketten-Antikörper kodierenden Sequenzen PCR-amplifiziert und 

in eine Phagen-Display Bibliothek kloniert. Die gegen das eingesetzte Antigen gerichteten 

Antikörper werden aus dieser Phagenbibliothek durch Bindung an das Antigen exprimierende 

Zellen selektioniert. Letztlich kann die variable Domäne des gewählten Antikörpers rekombinant 

als sogenannter Nanobody produziert werden (Harmsen und Haard 2007). Diese Nanobodies sind 

auch als Fragment des ursprünglichen Antikörpers in der Lage, spezifisch und hochaffin an ihr 

jeweiliges Epitop zu binden. Durch ihre geringe Größe von etwa 15 kDa gegenüber den 150 kDa 

konventioneller Antikörper unterscheiden sich Nanobodies nicht nur in ihren 

Bindungseigenschaften, sie können weiterhin schneller Gewebe penetrieren, weisen eine 

geringere Immunogenität als konventionelle Antikörper auf und sind thermisch stabil (Groeve et 

al. 2010). 

Da Nanobodies auf Grund ihrer geringen Größe von etwa 5 nm renal eliminiert werden und damit 

nur eine kurze Halbwertszeit besitzen, gibt es Ansätze, diese Eigenschaft durch Bildung 

multivalenter Konstrukte und Fusion an andere Proteine zu verändern (Iqbal et al. 2010; Roovers 

et al. 2011). Zudem können Nanobodies keine Fc-Rezeptor Funktionen vermitteln. Es wurde ein 

Fusionsprotein aus s+16a und einem murinen IgG1 Schwanz generiert, welcher eine besonders 

hohe Affinität gegenüber dem FcRn-Rezeptor aufweist (Ghetie et al. 1997). Hierdurch konnte 

eine gegenüber dem Nanobody deutlich verlängerte Halbwertszeit im Serum gewährleistet 

werden (Scheuplein et al. 2010).  
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In dieser Arbeit wurden die Pharmakokinetik und das Maß der ART2 Inhibition eines 

Nanobodies (s+16a), eines Nanobody-Fc-Fusionsproteins (s+16mFc) und eines monoklonalen 

Antikörpers (Nika102) in vivo, sowie ihr Potential, als Hilfsmittel in der in vivo NIRF 

Bildgebung eingesetzt zu werden, untersucht. 

1.3 Nah-Infrarot-Fluoreszenzoptische Bildgebung (NIRF) 

Bildgebende Verfahren sind heutzutage in klinischen, wie auch präklinischen Anwendungen von 

zunehmender Bedeutung. Insbesondere die molekulare Bildgebung, welche es sich zum Ziel 

gesetzt hat, biologische und zelluläre Prozesse in vivo abzubilden, ist ein Bereich stetig 

wachsenden Interesses (Weissleder und Mahmood 2001; Massoud und Gambhir 2003). Ein 

Vorteil vieler bildgebender Verfahren gegenüber anderen Untersuchungsmethoden ist hierbei die 

Möglichkeit, kontinuierliche, nicht invasive Analysen eines einzelnen Organismus 

durchzuführen. Hierbei stellt die NIRF Bildgebung eine vor allem in präklinischen Anwendungen 

genutzte Modalität dar, da sie mit verhältnismäßig geringen Kosten, geringem apparativem 

Aufwand und ohne den Einsatz ionisierender Strahlung in der Lage ist, biologische Prozesse 

abzubilden (Taruttis und Ntziachristos 2012). Weiterhin weist sie eine höhere Sensitivität als die 

Computertomografie oder Magnetresonanztomografie auf (Graves et al. 2003; Hoffman und 

Gambhir 2007).  

In der NIRF Bildgebung wird ein Lichtimpuls einer definierten Wellenlänge ausgesendet, um 

Fluorochrome in beobachtetem Gewebe zur Emmission von Licht einer für das jeweilige 

Fluorochrom spezifischen Wellenlänge anzuregen. Die eingesetzten Wellenlängen von 650nm – 

1000nm sind hierbei vorteilhaft, da sie tiefer in Gewebe penetrieren können als kurzwelligeres 

Licht. Zudem ist die Stärke der Autofluoreszenz von Gewebe bei diesen Wellenlängen gering 

und die Rate absorbierten Lichts durch Wasser und Hämoglobin bei diesen Wellenlängen  ist 

minimal (Muller et al. 2001; Weissleder und Ntziachristos 2003). Die generierten Signale werden 

anschließend von einem Charged Coupled Device (CCD) Sensor detektiert. Dieses Signal kann 

mit einer zuvor erstellten Fotografie überlagert werden und ermöglicht eine örtliche Zuordnung 

des detektierten Fluoreszenzsignals. Durch zusätzlichen Einsatz von Filtern geringer Bandbreite 

kann die Detektion interferierender Signale minimiert werden. Grundsätzlich können bei der 

NIRF Bildgebung zwei Verfahren nach Position der eingesetzten Lichtquelle unterschieden 

werden. Zum einen ist dies die Epi-Illumination, bei der Lichtquelle und Sensor auf derselben 
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Seite der beobachteten Struktur liegen und zum anderen die Trans-Illumination, bei der sich 

Lichtquelle und Sensor auf gegenüberliegenden Seiten des beobachteten Objekts befinden. 

In dieser Arbeit wurde die Technik der Epi-Illumination eingesetzt, um in vivo und ex vivo an 

ART2 gebundene Antikörper zu detektieren. Das hierzu eingesetzte Fluorochrom ist 

AlexaFluor680, welches bei einer Wellenlänge von 679nm angeregt wird und Licht einer 

Wellenlänge von 702nm emittiert. Dies erlaubte die Durchführung vergleichender 

Untersuchungen der eingesetzten Antikörper in der NIRF Bildgebung und der 

Durchflusszytometrie.  
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2 Zielsetzung und Fragestellung 

 

Ziel dieser Arbeit war es, drei Antikörperkonstrukte, welche gegen das auf T Zellen exprimierte 

Ekto-Enzym ART2 gerichtet sind, vergleichend zu untersuchen.  

Bei den Konstrukten handelt es sich um den Nanobody s+16a (17 kDa), das Nanobody-Fc-

Fusionsprotein s+16mFc (82 kDa) und den monoklonalen Antikörper Nika102 (150 kDa). 

 

Es sollte festgestellt werden, wie effizient ART2 in vitro und in vivo detektiert werden kann und 

in welchem Maße sich die Aktivität der ART2 inhibieren lässt. Diese kann durch den Einsatz von 

etheno-NAD bestimmt werden.  

Weiterhin sollte die Pharmakokinetik der eingesetzten Antikörper untersucht werden, um das 

zeitliche Ausmaß der Bindung an und Inhibition von ART2 zu untersuchen.  

 

Durch Versuche in der NIRF Bildgebung sollte festgestellt werden, ob es möglich ist, durch die 

mit Fluorochromen konjugierten Antikörper murine Lymphknoten in vivo darzustellen und 

welches der hierfür eingesetzten Konstrukte am besten geeignet sei.  

Vor Durchführung der NIRF Bildgebung sollten die Dosen an Antikörpern bestimmt werden, 

welche eine bestmögliche Bindung an ART2 bei möglichst geringer Menge frei zirkulierender 

Antikörper gestatten. Hierzu sollten Untersuchungen von Seren und Urin nach Injektion der 

Antikörper in ART2 TG, ART2 KO und Balb/c WT Mäuse durchgeführt werden. 

 

Durch die zeitgleiche Inhibition der ART2 während der bildgebenden Untersuchungen sollte 

schließlich geklärt werden, ob eines der eingesetzten Konstrukte dem Anspruch eines 

Theranostics genügt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Fluorochrom konjugierte Antikörperformate in der Nah-Infrarot-

Fluoreszenzoptischen Bildgebung von murinen Lymphozyten 

 

In vivo near-infrared fluorescence targeting of T cells: comparison of nanobodies and 

conventional monoclonal antibodies. 

Bannas P*, Well L*, Lenz A, Rissiek B, Haag F, Schmid J, Hochgräfe K, Trepel M, Adam G, 

Ittrich H, Koch-Nolte F. 

Contrast Media Mol Imaging. 2014 Mar-Apr;9(2):135-42. 

* The first two authors contributed equally. 

 

Ergebnisse 

3.1.1 In vitro Bindung und Inhibition von ART2 durch verschiedene Antikörperformate 

Die Inkubation präparierter Lymphozyten aus Balb/c WT, ART2 TG und ART2 KO Mäusen mit 

s+16a, s+16mFc und Nika102 ermöglichte die Detektion von ART2 mit allen 

Antikörperkonstrukten bei Balb/c WT und ART2 TG Mäusen. Hierbei zeigte sich das aus 

vorherigen Versuchen bekannte Expressionsmuster. Die Stärke der Anfärbung von ART2 war 

mit dem Nanobody s+16a etwas schwächer als mit den anderen beiden Konstrukten. Die 

enzymatische Aktivität von ART2 ließ sich durch s+16a und s+16mFc fast vollständig 

inhibieren, während der monoklonale Antikörper Nika102 nur eine geringe Modulation der 

ART2 Aktivität aufwies.  

3.1.2 In vivo Bindung und Inhibition von ART2 

Nach intravenöser Injektion von s+16a, s+16mFc und Nika102 in Balb/c WT Mäuse erfolgte zu 

verschiedenen Zeitpunkten die Präparation der Lymphknoten zur Bestimmung der Bindung an 

und Inhibition von ART2 mittels Durchflusszytometrie. Hierbei zeigte sich eine Anfärbung von 

Lymphozyten mit s+16a und s+16mFc 10 Minuten nach Injektion, während die Anfärbung durch 

den größeren Antikörper Nika102 erst nach zwei Stunden ein Maximum erreichte. Die Detektion 

von ART2 war im Fall von s+16mFc und Nika102 über zwölf Stunden möglich, im Falle von 
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s+16a war bereits nach zwei Stunden ein Rückgang der Anfärbung zu beobachten. Die 

enzymatische Aktivität von ART2 konnte mit s+16a und s+16mFc innerhalb der ersten zwei 

Stunden nach Injektion submaximal gehemmt werden und hielt bei s+16mFc für zwölf Stunden 

an. Im Falle von s+16a sank die Hemmung im Laufe von zwölf Stunden bis auf Ausgangswerte 

ab. Nika102 war nicht in der Lage, ART2 zu inhibieren.  

3.1.3 Serum und Urin Analysen 

Die zur Bestimmung der bestmöglichen Antikörperdosis durchgeführten Versuche zeigten, dass 

in den Seren von ART2 TG und auch ART2 KO Mäusen zwei Stunden nach Injektion von 50µg 

Antikörpern große Mengen freier s+16mFc und Nika102 zirkulierten, während keine freien 

s+16a gefunden wurden. In der Untersuchung des Urins zeigten sich große Mengen an s+16a, 

aber weder s+16mFc noch Nika102. Bei Injektion niedrigerer Dosen zeigten sich nur in ART2 

KO und nicht in ART2 TG Mäusen frei zirkulierende s+16mFc und Nika102.  

3.1.4 In vivo Bildgebung der ART2 auf T Zellen axillärer und zervikaler Lymphknoten 

Für die in vivo Bildgebung wurden unterschiedliche Dosen von s+16a (50µg), s+16mFc (5µg) 

und Nika102 (10µg) in ART2 TG und ART2 KO Mäuse intravenös injiziert. Die Dosen wurden 

anhand der oben vorgestellten Versuche so gewählt, dass die Menge an frei zirkulierenden 

Antikörpern möglichst gering war, um deren störende Signale zu minimieren. Nach Injektion 

ließen sich in ART2 TG Mäusen mit allen drei Konstrukten Signale in axillären und zervikalen 

Lymphknoten detektieren. Hierbei wiesen mit s+16a injizierte Tiere keine unspezifischen Signale 

auf, die frei zirkulierenden Antikörpern zugerechnet werden konnten, während störende 

Hintergrundsignale in mit s+16mFc und Nika102 injizierten Mäusen festzustellen waren. Die 

deutlichsten Lymphknotensignale waren mit s+16a bereits zwei Stunden und mit Nika102 erst 24 

Stunden nach Injektion zu detektieren. Mit s+16mFc injizierte Mäuse zeigten ebenfalls 

Lymphknotensignale, diese waren aber nur geringfügig stärker als das Hintergrundsignal. 24 

Stunden nach Injektion zeigten die mit s+16mFc und Nika102 injizierten ART2 TG Mäuse eine 

deutliche Abnahme diffuser Signale, während diese in ART2 KO Mäusen persistierten und in 

keiner der mit s+16a injizierten Mäuse auftraten.  

Die quantitative Analyse der detektierten Signale ergab eine Anfärbung von Lymphknoten mit 

s+16a über 24 Stunden, mit einem Maximum eine Stunde nach Injektion. Signale in ART2 KO 

Mäusen nahmen schnell ab, während in ART2 TG Mäusen über 24 Stunden eine hohe Signal zu 
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Hintergrund Ratio herrschte. Im Gegensatz hierzu erreichten die mit s+16mFc und Nika102 

erzeugten Signale erst nach zwei bis vier Stunden ihr Maximum, blieben aber über 24 Stunden 

nahezu konstant. Es zeigte sich eine insgesamt geringere Signalstärke der mit s+16mFc und 

Nika102 injizierten Mäuse gegenüber den mit s+16a injizierten. Dieser Unterschied entsprach 

den jeweiligen Unterschieden der gewählten Antikörperdosis. Die Unterscheidung zwischen 

ART2 TG und ART2 KO Lymphknoten war bei allen Konstrukten zu jedem Zeitpunkt möglich, 

allerdings war die Differenz der Signalstärken zwischen ART2 TG und ART2 KO Mäusen nach 

Injektion von s+16a über den gesamten beobachteten Zeitraum größer als bei den anderen 

injizierten Konstrukten.  

3.1.5 Ex vivo Analysen lymphatischer Organe 

Um zu bestimmen, ob und in welchem Maße die zum Teil detektierten diffusen Signale nach 

Injektion von s+16mFc und Nika102 durch frei zirkulierende Antikörper ausgelöst wurden, 

erfolgte eine Untersuchung von Seren und Urin. In den Seren der zuvor mit s+16a injizierten 

Mäuse fanden sich weder zwei Stunden, noch 24 Stunden nach Injektion frei zirkulierende s+16a, 

während zwei Stunden nach Injektion sowohl in ART2 TG als auch in ART2 KO Mäusen frei 

zirkulierende s+16mFc und Nika102 nachgewiesen werden konnten. Hierbei war die Menge an 

Antikörpern in ART2 KO Mäusen höher als in ART2 TG Mäusen. 24 Stunden nach Injektion 

ließen sich im Serum der ART2 TG Mäuse keine frei zirkulierenden s+16mFc oder Nika102 

detektieren, während in ART2 KO Mäusen noch geringe Mengen Antikörper nachweisbar waren. 

Im Urin fanden sich zwei Stunden, aber nicht 24 Stunden nach Injektion, sowohl in ART2 TG als 

auch in ART2 KO Mäusen, s+16a. S+16mFc und Nika102 waren im Urin weder nach zwei, noch 

nach 24 Stunden nachweisbar. 

Zur Überprüfung der in vivo detektierten Signale folgte eine ex vivo Bildgebung der präparierten 

Organe mit anschließender statistischer Auswertung. Hierbei zeigten alle Lymphknoten von 

ART2 TG Mäusen unabhängig vom injizierten Konstrukt eine deutliche Anfärbung, während die 

Lymphknoten der ART2 KO Mäuse keine Anfärbung zeigten und in ihrer Signalstärke den 

Kontrollen entsprachen. Die quantitativen Analysen zeigten bei allen Konstrukten einen 

signifikanten Unterschied in der Signalstärke zwischen ART2 TG und ART2 KO Mäusen zwei 

Stunden nach Injektion, während 24 Stunden nach Injektion nur noch die mit s+16a und Nika102 

injizierten Mäuse signifikante Unterschiede in der Signalstärke aufwiesen. Die Milzen wiesen 
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Signale auf, welche denen der Lymphknoten entsprachen. Die höchste überhaupt gemessene 

Signalstärke war in den Nieren zu detektieren, zwei Stunden nach Injektion mit s+16a.  
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4 Diskussion 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche konnten zeigen, dass eine Antikörper basierte 

Bildgebung mit zeitgleicher Inhibition des detektierten Enzyms durchführbar ist. Mit allen drei 

verwendeten Antikörperformaten war es möglich, Lymphknoten in der NIRF Bildgebung 

darzustellen. Hierbei konnte mit den Nanobody-basierten Konstrukten s+16a und s+16mFc eine 

simultane Inhibition der ART2 in vitro und in vivo gezeigt werden. Durch den Einsatz des 

Fluorochroms AlexaFluor680 war es möglich, die verwendeten Antikörper nicht nur in der 

Bildgebung, sondern auch zur Validation vergleichend in der Durchflusszytometrie zu 

untersuchen.  

Bei der antikörperbasierten Bildgebung ist zu berücksichtigen, dass die ausgewählten 

Zielstrukturen in vivo schwerer zu erreichen sind als in vitro, da die eingesetzten Antikörper 

verschiedene Barrieren überwinden müssen. Weiterhin können ungebundene Antikörper im 

Gewebe verbleiben und so zu unspezifischen Hintergrundsignalen führen, während in vitro 

überschüssiges Material durch Waschen entfernt werden kann. Eine gute Gewebepenetration, 

sowie eine spezifische, hochaffine Bindung an die Zielstruktur und eine schnelle renale oder 

biliäre Exkretion sind somit erstrebenswerte Eigenschaften (Choi et al. 2010; Choi et al. 2007). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf, welchen Einfluss das Format des genutzten Antikörpers 

auf Gewebepenetration und spezifische Bindung einerseits und Elimination überschüssiger 

Antikörper andererseits hat. Hierbei erlaubte die renale Elimination von s+16a den Einsatz hoher 

Dosen in vivo, während im Falle von s+16mFc und Nika102 die längere Halbwertszeit nur den 

Einsatz geringerer Dosen erlaubte, welche durch vorherige Untersuchungen von Seren und Urin 

bestimmt wurden. So war auch mit den größeren Konstrukten s+16mFc und Nika102 eine 

Darstellung der Lymphknoten mit geringem Hintergrundsignal durch ungebundene Antikörper 

möglich. Bei der quantitativen Analyse präparierter Organe zeigte sich auf Grund der renalen 

Elimination eine starke Retention von s+16a in den Nieren. Ein Umstand, der auch in anderen 

Studien gezeigt werden konnte (Tchouate Gainkam et al. 2011), eine mögliche Schädigung des 

Nierenparenchyms wäre zu überprüfen.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen, dass konventionelle Antikörper auf Grund ihrer hohen 

Spezifität und Affinität gegenüber dem Zielgewebe prinzipiell für die Anwendung in 

bildgebenden Verfahren geeignet sind, doch können sie nicht alle der oben genannten Kriterien 
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eines optimalen spezifischen Werkzeugs erfüllen. So sind sie auf Grund ihrer Größe nur 

eingeschränkt in der Lage, Gewebe zu penetrieren und da sie nicht renal eliminiert werden, ist 

auch ihre Halbwertszeit in diesem Zusammenhang als problematisch zu beurteilen (Lisy et al. 

2008). Für Nanobodies gelten diese Einschränkungen nicht, so dass sie besser für die Bildgebung 

geeignet sind (Groeve et al. 2010; Vosjan et al. 2011; Vosjan et al. 2012). Durch ihre stäker 

ausgeprägte Fähigkeit der Enzyminhibition sind sie zudem auch unter therapeutischen Aspekten 

interessant und erfüllen damit die Anforderungen eines Theranostic. Es gilt allerdings zu 

berücksichtigen, dass für optimale bildgebende Bedingungen die Anzahl frei zirkulierender 

Antikörper möglichst gering sein muss, während für eine wirksame und anhaltende Therapie ein 

Überschuss an Antikörpern notwendig ist, um frei werdende Bindungsstellen besetzen zu können. 

Hierbei sind wiederum Nanobodies auf Grund ihrer schnellen Elimination im Nachteil, so dass 

diese eher für zeitlich begrenzte Applikationen von Bedeutung sein könnten, während 

konventionelle Antikörper oder andere größere Konstrukte für langanhaltende Therapien geeignet 

sind. Wenn Therapie und Bildgebung also zeitgleich durchgeführt werden sollten, scheint es 

hierbei unumgänglich zu sein, einen Kompromiss zwischen beiden gewünschten Eigenschaften 

zu finden. Die Schaffung weiterer Konstrukte, wie beispielsweise von Multimeren, bispezifischen 

Dimeren oder die Fusion von Nanobodies an andere Proteine wären hierbei eine denkbare 

Möglichkeit, dieses Problem zu adressieren (Scheuplein et al. 2009; Iqbal et al. 2010; Roovers et 

al. 2007; Roovers et al. 2011). 

Eine standortbedingte Limitation dieses Projektes war trotz verschiedener Vorteile der NIRF 

Bildgebung, wie hoher Sensitivität, leichter Durchführbarkeit, geringen Kosten, langer 

Lagerungsfähigkeit der eingesetzten Proben und das Fehlen radioaktiver Strahlung die Wahl der 

bildgebenden Modalität (Hamada et al. 2011; Weissleder und Ntziachristos 2003). Durch die 

geringe Eindringtiefe von 7-8 mm auf Grund von Absorption und Streuung im Gewebe und der 

fehlenden Möglichkeit einer dreidimensionalen Rekonstruktion ist die Aussagekraft der NIRF 

Bildgebung eingeschränkt. Weiterhin kann es durch das zweidimensionale Verfahren zu 

Falschaussagen kommen, da das von Fluorochromen emittierte Licht zwar proportional zur 

Menge der eingesetzten Fluorochrome ist, die Stärke des gemessenen Signals aber nicht 

entsprechend der Tiefe der Probe im Gewebe korrigiert werden kann. Weiterhin können falsch 

hohe Signale durch Überlagerungen nicht identifiziert werden. Diesem Problem könnte in 

weiteren Studien mit einer Weiterentwicklung dieses Verfahrens, wie beispielsweise der Nah-
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Infrarot-Tomographie (Ntziachristos 2006; Weissleder und Ntziachristos 2003) oder anderen 

Verfahren wie der ebenfalls nicht radioaktiven Opto-Akustischen-Bildgebung (Ntziachristos und 

Razansky 2013; Razansky et al. 2011; Razansky et al. 2012) oder radioaktiven Verfahren wie 

dem PET-CT oder SPECT, begegnet werden. In dieser Arbeit sollten durch Präparation und 

Untersuchung einzelner Organe, sowie vergleichende Untersuchungen in der 

Durchflusszytometrie die genannten Limitationen der NIRF Bildgebung minimiert werden. 

In klinischen Applikationen werden Nanobodies bereits zur Diagnostik und Therapie eingesetzt 

(Harlaar et al. 2013; Ulrichts et al. 2011), ein klinisches Modell, das dem Anspruch des 

Theranostic in jeder Hinsicht genügt, ist bisher aber noch nicht etabliert worden.  

 

Mit der Verwendung von ART2 als Antigen konnte im Sinne einer Machbarkeitsstudie gezeigt 

werden, dass die NIRF Bildgebung von Lymphozyten mit simultaner Inhibition eines Enzyms der 

Zelloberfläche durchführbar ist. Hierbei zeigte insbesondere der verwendete Nanobody s+16a ein 

hohes Potential für die zukünftige Einsetzbarkeit als Theranostic, am ehesten im Bereich zeitlich 

begrenzter Anwendungen. Größere Konstrukte scheinen dagegen besser für langzeitige 

Anwendungen geeignet zu sein. Es bleibt zu klären, welche der möglichen Antikörperformate 

hier jeweils den meisten Nutzen erbringen werden. 
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Erklärung über Art und Umfang der Mitwirkung des Promovenden 

bei der Bearbeitung des Forschungsthemas und bei der Erstellung 

der Publikation 

 

Beitrag im Einzelnen: 

Die in Abb. 1a und Abb. 1b gezeigten schematischen Darstellungen wurden von Dr. med. Bannas 

erstellt, das in Abb. 1c gezeigte Gel wurde von Frau Schmid angefertigt, der Promovend führte 

die anschließenden bildgebenden Versuche durch.  

Die in Abb. 2 und Abb. 3 dargestellten Versuche wurden vom Promovenden durchgeführt.  

Bei den in Abb. 4 und Abb. 5 gezeigten Versuchen beteiligten sich Frau Schmid und Herr Lenz 

an der Depilation der Mäuse vor den bildgebenden Untersuchungen, am Handling der Tiere 

während der Versuche, sowie an der Präparation und Aufbereitung einzelner Organe unter 

Leitung des Promovenden, der auch die i.v. Injektionen durchführte.  

In Versuchen bezüglich der Konzentration von Antikörpern in Serum und Urin wurde der 

Promovend durch Dr. rer. nat. Rissiek bei i.v. und i.p. Injektionen, sowie bei der Präparation der 

Mäuse unterstützt.  

Die Planung des Ablaufs der einzelnen Versuche, sowie deren Auswertung, erfolgte durch den 

Promovenden in Absprache mit Dr. med. Bannas und Prof. Dr. med. Koch-Nolte. 

Außer Abb. 1a und Abb. 1b wurden alle Abbildungen vom Promovenden erstellt.  

Der Promovend beteiligte sich an Konzept und Design der Studie, welche von Prof. Dr. med. 

Koch-Nolte und Dr. med. Bannas erdacht wurde, sowie an der Überarbeitung des veröffentlichen 

Manuskripts.  

Die Konjugation aller verwendeten Antikörper an AlexaFluor680 wurde von Frau Schmid 

durchgeführt.  

Prof. Dr. med. Trepel und Dr. Hochgräfe stellten die für die NIRF Bildgebung benötigten Geräte 

und Expertise zur Verfügung.  
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