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Abkürzungsverzeichnis 

ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity 
ADPR Adenosindiphosphat-Ribose 
ATP Adenosintriphosphat 
BiKE Bispecific Killercell engager 
BiKE-DCC BiKE-dependent cellular cytotoxicity 
Cas CRISPR-associated 
CAR Chimäric antigen receptor 
CAR-DCC CAR-dependent cellular cytotoxicity 
CD Cluster of Differentiation 
CDC Complement-dependent cytotoxicity 
CDR contemplementary-determing regions 
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 
Fc Fragment crystallizable 
FDA U.S. Food and Drug Administration 
hcAb heavy chain antibody 
HLE Half-life extended 
IL-15 Interleukin 15 
KO Knock-Out 
NAD Nicotinamidadenindinukleotid 
nano-BiKE Nanobody-basierter BiKE 
HLE-nano-BiKE Half-life extended nano-BiKE 
Nb-CAR Nanobody-basierter CAR 
NK-Zelle Natürliche Killer Zelle 
MAC membrane attack complex 
scFv Single chain variable Fragment 
sog. so genannten 
VH Variable Domäne der schweren Kette  
VHH Variable Domäne eines Schwereketten-Antikörpers 

VL Variable Domäne der leichten Kette 

vWF von-Willebrand-Factor 

 

Aus Gründen der besseren Lesbarkeit wird auf die gleichzeitige Verwendung der 

Sprachformen männlich, weiblich und divers (m/w/d) verzichtet. Sämtliche 

Personenbezeichnungen gelten gleichermaßen für alle Geschlechter. 
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Zusammenfassung 

Das Multiple Myelom ist eine der häufigsten hämatologischen Tumorerkrankungen. 

Trotz therapeutischer Erfolge in den letzten zwanzig Jahren gilt das Multiple Myelom 

jedoch weiterhin als unheilbar. Daher werden neue, effektive und praktikable 

Therapieansätze dringend benötigt. CD38 ist ein Ektoenzym, das auf Multiplen 

Myelomzellen überexprimiert wird. Deshalb bietet es sich als Target für die 

Immuntherapie an, wie der klinische Erfolg von CD38-spezifischen Antikörpern wie 

Daratumumab und Isatuximab beweist. Lamas produzieren so genannte 

Schwereketten-Antikörper (heavy-chain antibodies, hcAbs), die im Vergleich zu 

konventionellen Antikörpern keine leichte Kette enthalten. Die isolierte, das 

antigenbindende Paratop tragende, variable Immunoglobulin-Domäne dieser hcAbs 

nennt sich Nanobody. Nanobodies zeigen eine gute Löslichkeit und Reformatierbarkeit 

und eignen sich daher hervorragend als bindendes Element von rekombinanten 

Antikörper-Konstrukten. Durch Immunisierung von vier Lamas mit CD38 konnten wir 22 

distinkte Familien CD38-spezifischer Nanobodies isolieren. Die Mehrheit dieser 

Nanobodies bindet an eines von drei verschiedenen Epitopen (E1, E2, E3) auf CD38. 

Drei dieser CD38-spezifischen Nanobodies (WF211 (Epitop 1), MU1067 (Epitop 2), 

JK36 (Epitop 3)) wurden in dieser Arbeit genutzt für die Generierung Nanobody-

basierter humaner hcAbs, chimärer Antigenrezeptoren (Nb-CARs) und bispezifischer 

Killerzell Engager (nano-BiKEs). Diese CD38-spezifischen Nanobody-basierten 

Konstrukte zeigten eine effektive Lyse CD38-exprimierender Myelomzellen in vitro, ex 

vivo und in vivo. CD38-spezifische hcAbs, Nb-CARs und nano-BiKEs sind daher eine 

vielversprechende Option für die künftige Therapie des Multiplen Myeloms. 
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Abstract 

Multiple myeloma is one of the most common hematological malignancies. However, 

despite significant therapeutic successes over the last twenty years, multiple myeloma 

is still considered incurable. Therefore, new effective and feasible therapies are urgently 

needed. CD38 is an ectoenzyme overexpressed on multiple myeloma cells. Thus, it is 

an ideal target for immunotherapy, as evidenced by the clinical success of CD38-specific 

monoclonal antibodies daratumumab and isatuximab. Besides conventional antibodies, 

llamas produce heavy chain antibodies (hcAbs), which do not contain a light chain. The 

independent variable immunoglobulin domain that carries the antigen-binding paratope 

of these hcAbs is called a nanobody. Nanobodies show good solubility and 

reformatability and therefore are a suitable binding element of recombinant antibody 

constructs. We immunized four llamas with CD38 and isolated 22 distinct families of 

CD38-specific nanobodies. Most of these nanobodies bind to one of three different 

epitopes (E1, E2, E3) on CD38. In the work described in this dissertation, three of these 

CD38-specific nanobodies (WF211 (epitope 1), MU1067 (epitope 2), JK36 (epitope 3)) 

were used for generating CD38-specific human hcAbs, chimeric antigen receptors (Nb-

CARs), and bispecific killer cell engagers (nano-BiKEs). These CD38-specific 

nanobody-based constructs demonstrate effective lysis of CD38-expressing multiple 

myeloma cells in vitro, ex vivo, and in vivo. Nanobody-based CD38-specific hcAbs, 

CARs and BiKEs might therefore be a promising option for future therapies of multiple 

myeloma. 
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1 Einleitung 

1.1 CD38-spezifische Antikörper für die Therapie des Multiplen Myeloms 

Das Multiple Myelom ist eine hämatologische Krebserkrankung, bei der Plasmazellen 

unkontrolliert im Knochenmark des Patienten wachsen. Als Folge dieser Expansion der 

Plasmazellen treten platzbedingte Problematiken im Knochengewebe und Infektionen 

auf. Zusätzlich führt die Überproduktion von Antikörpern durch die Plasmazellen zur 

Schädigung der Nieren (1-3). Obwohl die Lebenserwartung von Patienten mit Multiplem 

Myelom durch Stammzelltransplantationen und neue Therapieansätze bereits deutlich 

zugenommen hat, gilt die Krankheit durch die hohe Rückfallrate als unheilbar (1, 4). 

Beinahe jeder achtzigste krebsbedingte Tod ist auf ein Multiples Myelom 

zurückzuführen (5). Effektivere Therapieansätze mit geringeren Nebenwirkungen 

werden daher dringend benötigt. 

CD38 ist ein ca. 45 kDa großes Typ II Transmembran-Glykoprotein. Es wird auf 

verschiedenen Zellen des hämatopoetischen Systems wie T-, NK- und B-Zellen 

exprimiert. Auf Multiplen Myelomzellen und einigen anderen hämatologischen 

Tumorzellen wird CD38 überexprimiert (6). Da CD38 Teil der purinergen Signalkaskade 

ist, die extrazelluläres NAD+ und ATP zu immunosupressivem Adenosin umwandelt, 

kann eine hohe Expression von CD38 auf diesen Zellen zu einem anti-

inflammatorischen Tumormilieu beitragen (7). Daher gilt CD38 als vielversprechendes 

Target für Immuntherapien. 

Die CD38-spezifischen monoklonalen Antikörper Daratumumab und Isatuximab wurden 

bereits durch die FDA zur Behandlung des Multiplen Myeloms bei neu diagnostizierten 

und rückfälligen Myelom Patienten zugelassen (8). Mittlerweile gehören sie zu den 

Standardtherapeutika für Myelom-Patienten und ihr erheblicher Erfolg ist 

vielversprechend (4). Daratumumab wurde von der Firma Genmab aus IgH transgenen 

Mäusen isoliert, die mit CD38 immunisiert wurden (8, 9). Isatuximab ist ein 

humanisierter CD38-spezifischer Mausantikörper der Firma Sanofi (10). Auch andere 

CD38-spezifische Antikörper wie MOR202 und TAK-079 befinden sich zurzeit in der 

klinischen Testung (8, 11, 12). 
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1.2 Immunologische Effektorfunktionen von CD38-spezifischen 
Antikörpern 

Über den Fc-Teil des Antikörpers vermittelte immunologische Effektorfunktionen 

können über Bindung des Antikörpers an CD38 auf den Multiplen Myelomzellen 

ausgelöst werden. Zu den Fc-vermittelten Effektorfunktionen zählen die Antikörper-

vermittelte zelluläre Zytotoxizität (Antibody-dependent cellular Cytotoxicity, ADCC), 

Komplement-vermittele Zytotoxizität (complement-dependent cytotoxicity, CDC), 

Antikörper-vermittelte zelluläre Phagozytose und Apoptose.  

Beim CDC bindet der Komplement-Faktor C1q an die Fc-Fragmente Targetzell-

gebundener IgG1, IgG3 oder IgM Antikörper (13). Dies führt zur Aktivierung der 

Komplementkaskade und letztlich zur Formation des membrane attack complex (MAC). 

Dieser bildet eine Pore in der Zellmembran der Zielzelle, die zur Lyse der gebundenen 

Zelle führt. Spaltprodukte der Komplementfaktoren wie C3a und C4a locken zudem 

Phagozyten zum Ort der Entzündung. 

Bei der ADCC wird der Fc-Teil eines gebundenen Antikörpers durch den Fcγ-Rezeptor 

FcγRIIIa (CD16) auf einer NK-Zelle gebunden. Durch die Bindung wird an der 

immunologischen „Synapse“ zwischen Zielzelle und NK-Zelle CD16 auf der NK-Zelle 

quervernetzt. Dies führt zur Aktivierung verschiedener Signalwege in der NK-Zelle und 

zur Phosphorylierung von intrazellulären ITAMs benachbarter Rezeptoren 

(Abbildung  1) (14-16). Der wichtigste Signalweg resultiert in der Exozytose von 

zytotoxischen Perforinen, die zur Lyse der gebundenen Zielzelle führen. Zudem werden 

pro-inflammatorische Zytokine freigesetzt, die weitere Immunzellen anlocken und 

Rezeptoren der TNF-Familie aktivieren, die ebenfalls zur Apoptose der Zielzelle führen 

können (15, 17).  

Es wird vermutet, dass ADCC die für den therapeutischen Erfolg von einigen klinisch 

eingesetzten therapeutischen Antikörpern wichtigste immunologische Effektorfunktion 

ist (17-19).  

Die therapeutischen Antikörper 4D5 (HER2-spezifischer monoklonaler Antikörper), 

Trastuzumab (p185HER-2/neu-spezifischer monoklonaler Antikörper) und Rituximab 

(CD20-spezifischer monoklonaler Antikörper) zeigen in Mäusen, die keine Fcγ-

Rezeptoren exprimieren, keinen anti-Tumor Effekt (20). Der klinische Erfolg von 

Rituximab ist zudem statistisch höher in Patienten, die einen Fcγ-Rezeptor 

Polymorphismus aufweisen, der eine erhöhte Affinität zu IgG1 hat (21, 22). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Antikörper-vermittelten zellulären Zytotoxizität 
(Antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Ein konventioneller Antikörper (gelb) bindet an ein 

membranständiges Antigen (CD38, oliv) auf einer Myelomzelle (grün). Durch Bindung des Fc-Rezeptors 

CD16 der NK-Zelle (blau) an den Fc-Teil des gebundenen Antikörpers (gelb) entsteht eine 

immunologische Synapse. Dies führt zur Ausschüttung von Perforinen durch die NK-Zelle und zur Lyse 

der Myelomzelle. 

 

Daratumumab löst jedoch nicht ausschließlich direkte Effekte auf die Myelomzellen aus, 

sondern auch durch indirekte, immunmodulatorische Effekte wie das Targeting CD38-

exprimierender regulatorischer T- und B-Zellen und myeloider Suppressorzellen (23, 

24). Dies kann zu der Expansion von CD4+ und CD8+ T-Zellen und einer besseren 

tumorspezifischen Immunantwort führen (8, 23). Antikörper, die durch Bindung an CD38 

zu einer Inhibition der enzymatischen Aktivität von CD38 führen, könnten zusätzlich das 

Tumormikroenvironment des Multiplem Myeloms weiter von einem kalten, 

immunosupressiven zu einem heißen, pro-inflammatorischen wandeln (25). Diese 

Effektormechanismen könnten ebenfalls für die Entwicklung anderer Therapien, die auf 

dem Targeting von CD38 basieren, relevant sein.  

Die Gewichtung dieser einzelnen immunologischen Effektorfunktionen für den 

klinischen Erfolg von Daratumumab ist bislang unklar. Es ist jedoch wahrscheinlich, 

dass eine Kombination aus verschiedenen Effektorfunktionen relevant für die klinische 

Effizienz von Daratumumab ist. 

CD38 wird auch auf vielen gesunden Zellen des lymphatischen Systems exprimiert. Bei 

der Behandlung mit Daratumumab ergeben sich daher so genannte Off-Target Effekte. 

NK-, B- und CD4+ T-Zellen, basophile Granulozyten und Monozyten zeigen in Myelom-

Patienten nach der Therapie mit Daratumumab eine deutlich verminderte CD38-
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Oberflächenexpression (26). Zudem ist der Anteil der immunregulatorischen CD38+ T- 

und B-Zellen, basophilen Granulozyten und CD56dim NK-Zellen im Knochenmark dieser 

Patienten im Vergleich zu gesunden, unbehandelten Spendern deutlich vermindert (27). 

Spezifischere Immuntherapien mit geringeren Nebenwirkungen werden daher für die 

Therapie des Multiplen Myeloms dringend benötigt. 

1.3 Antikörper-basierte Technologien  

Neue Antikörper, die spezifisch an ein Antigen binden, können durch Immunisierung 

von Tieren mit diesem Antigen entwickelt werden. Da Fc-vermittelte immunologische 

Effektorfunktionen aber nur mittels eines endogenen Fc-Fragments ausgelöst werden 

können, müssen diese Antikörper für die klinische Verwendung im Menschen 

humanisiert werden. Dies kann wie bei Daratumumab durch Immunisierung von human 

IgH-transgenen Mäusen erfolgen, über den Austausch von Aminosäuren im Framework 

des Antikörpers wie bei Isatuximab oder durch genetische Fusion der bindenden 

Domäne des Antiköpers an den Fc-Teil eines humanen Antikörpers 

(Abbildung 2A) (28, 29). Das Risiko einer Immunreaktion des Patienten gegen den 

therapeutischen Antikörper wird hierdurch ebenfalls gesenkt (30). 

Durch genetische Fusion mehrerer Bindungsfragmente aus verschiedenen Antikörpern 

können multivalente und multispezifische chimäre Antikörper-Konstrukte hergestellt 

werden (13, 31).  

Der wissenschaftliche Fokus auf dem Gebiet der Immuntherapie entwickelt sich 

zunehmend von monoklonalen Antikörpern zu rekombinanten Antikörper-Technologien. 

Neue, vielversprechende immunologische Therapieansätze nutzen die Aktivierung von 

NK-Zellen um die Therapie des Multiplen Myeloms weiter zu verbessern (32). Zu diesen 

neuen Therapiemöglichkeiten zählen unter anderem rekombinante Antikörper-

Konstrukte wie chimäre Antikörper, chimäre Antigenrezeptoren (CARs) und 

bispezifische Engager (6, 33). Diese Technologien basieren auf den spezifischen 

Bindungseigenschaften von Antikörpern. Die antigenbindende Domäne eines 

Antikörpers wird dabei isoliert und mit anderen NK-Zell stimulierenden Domänen 

verbunden (Abbildung 2).  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung rekombinanter Antikörper-Konstrukte, die auf 
konventionellen Antikörper basieren. (A) Konventionelle Antikörper (~150 kDa) bestehen aus zwei 

leichten und zwei schweren Ketten, die jeweils eine variable Region (VL bzw. VH) und eine konstante 
Region (CL bzw. CH1, CH2 und CH3) enthalten. CH2 und CH3 der konstanten Region bilden den Fc-Teil 

(Fragment crystallizable) des Antikörpers. VL und VH sind über eine hydrophobe Region (blau) im 

Framework verpaart. Die jeweils drei CDR-Schlaufen (complementarity determining regions) der VL und 

VH bilden beim konventionellen Antikörper zusammen das Antigen-bindende Paratop (rot). Durch 

genetische Fusion des bindenden Elementes eines murinen Antikörpers (orange) mit der CH1, CH2 und 

CH3 Domäne eines humanen Antikörpers (gelb), können in Mäusen entstandene Antikörper für die 

Therapie von Menschen eingesetzt werden. Ein rekombinantes scFv (single-chain variable Fragment, 

~25 kDa) entsteht durch genetische Fusion einer VL mit einer VH über einem Peptid-Linker. (B) Chimere 
Antigenrezeptoren (CARs) entstehen durch genetische Fusion eines Tumorantigen-spezifischen scFvs 

über einen extrazellulären Abstandhalter (Hinge oder Spacer) und einer Transmembran-Domäne (beide 

in schwarz) mit intrazellulären aktivierenden Domänen (ITAMs, immunoreceptor tyrosine-based activation 

motifs, magenta, grün). CARs können nach retroviraler Transduktion auf T- oder NK-Zellen (CAR-T-

Zellen bzw. CAR-NK-Zellen) exprimiert werden. (C) scFv-basierte BiKEs (bispecific killercell engager, 

~50 kDa) können mittels genetischer Fusion eines Tumorantigen-spezifischen scFvs an ein CD16-

spezifisches scFv über einen Peptid-Linker erstellt werden. Die Halbwertszeit dieses Konstruktes in vivo 

kann durch genetische Fusion des BiKE an einen Fc-Teil oder durch Verknüpfung von zwei Fab-
Fragmenten verlängert werden (half-life extended BiKE, HLE-BiKE). Ein trispezifischer Killerzell Engager 

(TriKE) entsteht durch Integration von costimulatorischen Domänen wie Interleukin-15 (IL-15) oder eines 

zweiten, tumorspezifischen scFv in einen BiKE. 
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1.4 Single-chain variable Fragments (scFvs) 

Konventionelle Antikörper, wie sie in den meisten Säugetieren vorkommen, enthalten 
eine schwere und eine leichte Kette, deren variable Domänen (VH und VL) zusammen 
das antigenbindende Paratop bilden. Diese binden über die mittels genetischer 
Hypermutation spezifisch an das Antigen angepassten Komplementaritäts-
bestimmende Regionen 1, 2 und 3 (complementarity-determining regions, CDRs) (34, 
35). Die isolierte, mit einem Proteinlinker verbundene, variable VH- und VL-Domäne 
dieser Antikörper nennt sich single-chain variable Fragment (scFv, Abbildung 2A) (36).  
Da VH- und VL- Domänen im Antikörper mittels einer instabilen hydrophoben Interaktion 
verpaart sind, sind scFvs oft schlecht löslich und/oder weisen unspezifische 
Bindungseigenschaften auf (37). Zudem muss die optimale genetische Konfiguration 
von VL und VH im scFv evaluiert werden, was die Konstruktion von Antikörperformen, 
die auf einem scFv basieren, erschwert (34).  

1.5 Nanobodies 

Als Nanobody wird die isolierte, Antigen-bindende Immunglobulin-Domäne eines 
Schwereketten-Antikörpers bezeichnet (Abbildung 3). Diese finden sich in Lamas, 
Alpakas und anderen Kameliden (38). Schwereketten-Antikörpern fehlt durch eine 
Mutation, die vor über 50 Millionen Jahren auftrat, die CH1 Domäne und die leichte Kette 
(38). Somit ist auch das Antigen-bindende Fragment des Schwereketten-Antikörpers 
nicht aus zwei Domänen, sondern nur aus einer Domäne aufgebaut.  
Nanobodies enthalten anstelle der in VH und VL enthaltenen hydrophoben Region eine 
hydrophile Region, sodass Nanobodies besser löslich sind als scFvs. Außerdem 
besitzen Nanobodies häufiger eine längere CDR3-Schlaufe als traditionelle Antiköper. 
Dadurch können Nanobodies auch schwer zugängliche Epitope eines Zielantigens 
binden, welche von konventionellen Antikörpern nicht erreicht werden können, wie zum 
Beispiel das aktive Zentrum eines Enzyms (34, 39).  
Da Nanobodies nur aus einer Kette bestehen, kann die für den Nanobody kodierende 
DNA-Sequenz leicht in für andere Antikörper-Konstrukte kodierende Vektoren kloniert 
werden. Nanobodies bieten sich daher als Grundlage für die Konstruktion von chimären 
Antikörper-Konstrukten an (40). Nanobody-basierte Antikörper-Konstrukte sind kleiner 
als entsprechende Antikörper-Konstrukte, die auf konventionellen Antikörpern basieren. 
Dies trägt zu einer besseren Gewebepenetration in vivo bei (41).  
In der Regel induzieren Nanobodies als variable Immunglobulin Domänen in vivo keine 
neutralisierende Antikörper gegen den Nanobody (6, 34).  
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Abbildung 3: Nanobody-basierte rekombinante Antikörper-Konstrukte  
(A) Schwereketten-Antikörper (hcAbs, ~75k Da) bestehen nur aus einer schweren Kette. Sie werden 

natürlicherweise von Kameliden neben konventionellen Antikörpern hergestellt. 

Nanobodies (Nb, ~15 kDa) sind die isolierte, Antigen-bindende Domäne (VHH) eines hcAbs. Statt der 
hydrophoben Region an der Interaktionsfläche von VH und VL findet sich an dieser Stelle im Nanobody 

eine hydrophile Region (gestrichelt). Dies erklärt die wesentlich höhere Löslichkeit und Stabilität eines 

Nanobodies im Vergleich zu VH und VL im scFv. Um in vivo immunologische Effektorfunktionen auslösen 

zu können, kann eine VHH genetisch an eine humane Hinge (schwarz) und Fc-Region (gelb) fusioniert 

werden. So entsteht ein humanisierter, chimerer Schwereketten-Antikörper. (B) Nanobody-basierte CARs  

(Nb-CARs) verwenden einen Tumorantigen spezifischen Nanobody als bindendes Element. (C) Ein 

Nanobody-basierter BiKE (nano-BiKE, ~30 kDa) entsteht durch genetische Fusion eines Tumorantigen 
spezifischen Nanobodies an einen CD16-spezifischen Nanobody. Die Halbwertszeit eines nano-BiKEs in 

vivo kann durch Fusion an einen Albumin-spezifischen Nb verlängert werden (HLE-nano-BiKE). 

 

 

 

Das im Februar 2019 als erstes von der FDA und kurz darauf auch von der EMA 

zugelassene Nanobody-basierte Therapeutikum war Caplacizumab. Es bindet an ein 
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wichtiges Protein der Blutkoagulationskaskade, den van Willebrand Faktor (vWF). Bei 

Caplacizumab handelt es sich um einen Dimer aus zwei vWF-spezifischen Nanobodies, 

die mittels eines Alanin-Linkers verbunden sind (42). Es wird für die Therapie der 

erworbenen thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura eingesetzt (43). Mit 

Ciltacabtagene Autoleucel (Cilta-cel, Carvykti®) wurde 2022 ein zweites 

Nanobody-basiertes Therapeutikum von der FDA und der EMA zugelassen. Dabei 

handelt es sich um einen biparatopischen CAR, der zwei BCMA-spezifische 

Nanobodies enthält. Cilta-cel zeigt herausragende Erfolge in der klinischen Anwendung 

(43, 44).  

1.6 Chimäre Nanobody-basierte Konstrukte 

Nanobodies bieten als Bindungselement für rekombinante Antikörper-Konstrukte eine 

erfolgversprechende Alternative zu scFvs. Tumorantigen-spezifische Schwereketten-

Antikörper können in mit dem Tumorantigen immunisierten Lamas oder transgenen 

Mäusen gefunden bzw. produziert werden. Nanobodies und auch Schwereketten-

Antikörper, die eine kamelide Fc-Domäne enthalten, können im Menschen in vivo aber 

keinen ADCC und CDC auslösen. Immunologische Effektorfunktionen von Antikörpern 

können nur mittels eines endogenen Fc-Fragments effektiv ausgelöst werden. Um diese 

Problematik zu umgehen, kann ein humanisierter Schwereketten-Antikörper (hcAb, 

Abbildung 3A) erstellt werden, indem ein Target-spezifischen Nanobody  mit der Hinge, 

CH2 und CH3 eines humanen IgG1 Antikörpers genetisch fusioniert wurde. Diese 

chimären hcAbs können, wie andere therapeutisch eingesetzte, humane monoklonale 

Antikörper, Fc-vermittelte Effektorfunktionen in vivo auslösen (Abbildung 4). Durch die 

speziellen Bindungseigenschaften der Nanobodies können einige hcAbs zusätzlich die 

Enzymfunktion des gebundenen Targets beeinflussen (25, 45, 46).  
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Abbildung 4: Durch einen humanisierten chimeren Schwereketten-Antikörper (hcAbs) 
ausgelöster ADCC. Der im humanisierten chimeren Schwereketten-Antikörper vorhandene Nanobody 

bindet an CD38 auf einer Myelomzelle. Der Fc-Teil des gebunden Antikörpers wird durch den Fc-Rezeptor 

CD16 auf der NK-Zelle gebunden, was zu einer immunologischen Synapse zwischen Myelomzelle und 

NK-Zelle führt. Durch die Kreuzvernetzung von CD16 an der immunologischen Synapse werden Perforine 

durch die NK-Zelle ausgeschüttet, die zur Lyse der Myelomzelle führen. 

1.6.1 Chimäre Antigenrezeptoren (CARs) 

NK-Zellen, die mit einem chimären Antigenrezeptor (CAR) ausgestattet sind, können 

unabhängig von Fc-Rezeptoren an Zelloberflächenantigene auf Tumorzellen binden 

und so CAR-vermittelte zelluläre Zytotoxizität (CAR-DCC) auslösen (47). Diese 

künstlichen Rezeptoren können sowohl auf T-Zellen als auch auf NK-Zellen exprimiert 

werden. CAR-basierte Therapien stellen eine vielversprechende Methode auf dem 

Gebiet der Immuntherapien dar (48). Derzeit werden weltweit über 2.000 klinische 

Studien zur Verwendung CAR-basierter Therapien durchgeführt (www.clinicaltrials.gov 

Stand: Januar 2023).  

Der Aufbau eines CAR gleicht einem künstlichen Rezeptor: Eine Target-spezifische 

bindende Domäne, meist das scFv eines Antikörpers, wird mittels eines Peptid-Linkers 

und einer Transmembran-Domäne mit intrazellulären, costimulatorischen Domänen 

verbunden (Abbildung 2B). Bei Bindung des Rezeptors an das Target wird der CAR, 

ähnlich wie bei der ADCC, auf der T- oder NK- Zelle kreuzvernetzt (49). Diese 

Kreuzvernetzung führt zur Ausschüttung von Perforinen durch die CAR-exprimierende 

Immunzelle und zur Lyse der gebundenen Zielzelle. CAR-Zellen erster Generation 

enthielten nur das intrazelluläre Signalmodul von CD3ζ, während in neueren 

Generationen meist zwei oder mehr costimulatorische Domänen integriert werden, um 

die Effektivität der CAR-Zellen in vivo zu erhöhen (50).  
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Derzeit beinhalten CAR-basierte Therapien meist eine autogene Transplantation von 

genetisch veränderten, Patienten-eigenen T-Zellen (CAR T-Zellen). Ein erfolgreiches 

Beispiel eines CAR T Zell Therapeutikums ist Tisagenlecleucel, das für die Behandlung 

der akuten lymphatischen B-Zell Leukämie und dem diffusen großzelligen B-Zell 

Lymphom zugelassen ist (51). Bei der Therapie mit Tisagenlecleucel werden T-Zellen 

des Patienten mit lentiviralen Vektoren transduziert, um den CD19-spezifischen CAR zu 

exprimieren. Diese Zellen werden ex vivo expandiert und dem Patienten reapliziert. Ein 

Nachteil von CAR T-Zell basierten Therapien ist deren starke Abhängigkeit von der 

Qualität des Transplantats. Die Fitness und Quantität autologer Zellen ist oft stark 

reduziert, da sie von dem bereits erkrankten und vorbehandelten Patienten 

stammen (52, 53). Zudem müssen für jeden Patienten individuell neue CAR T-Zellen 

unter höchsten Sicherheitsstandards hergestellt werden, oft nur in von den 

pharmazeutischen Firmen zugelassenen Laboren. Dies macht die Therapie mit 

autologen CAR T-Zellen aufwendig, kostspielig und schlecht verfügbar (54, 55). 

CAR T-Zell-basierte Therapien haben zudem oft starke Nebenwirkungen, wie eine 

massiv erhöhte Zytokinausschüttung (cytokine release syndrome) sowie Transplantat-

gegen-Patient Reaktionen (56).  

NK-Zell basierte CAR-Zellen stellen hier eine Alternative dar, da sie bei der 

Transplantation oft geringere Nebenwirkungen auslösen als T-Zellen (47). NK-Zellen 

aus etablierten Zellkulturen oder allogenen Transplantaten lösen zudem geringere 

Transplantat-gegen-Patient Effekte aus (57).  

Manche Antigene werden sowohl von der Zielzelle als auch der CAR-exprimierenden 

Zellen exprimiert. Beispiele hierfür sind CD38 und CD7 (58, 59). Dies führt zu 

schlechtem Wachstum der transduzierten Zellen durch eine gegenseitige Lyse der 

CAR-Zellen, dem sogenannten Fratrizid. Um dieses Phänomen zu vermeiden, kann das 

entsprechende Antigen in der Effektorzelle vor Transduktion mit dem CAR-Konstrukt 

mittels CRISPR-Technologie (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) inaktiviert werden (58, 59). Dies ist aufwendig und muss bei autologen 

Transplantationen individuell für jeden Patienten durchgeführt werden. Auch hier bieten 

Zellkulturen einen enormen Kosten- und Zeit-Vorteil.  

CAR NK-Zellen bieten sich also als „Off-the-shelf“ Therapie an, da nicht individuell für 

jeden Patienten neue CAR-Zellen hergestellt werden müssen und geringere 

Nebenwirkungen zu erwarten sind (53, 60).  
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Obwohl scFvs als Bindungselement in CARs weit verbreitet sind, haben sie neben den 

oben genannten Nachteilen des scFvs-Formats auch im CAR Nachteile. Während der 

ex vivo Expansion der mit dem CAR transduzierten Zellen kann es zu Aggregation des 

CAR durch die schwachen, hydrophoben Bindungseigenschaften des als 

Bindungselement verwendeten scFvs kommen (61-63). Dies führt zu frühzeitiger 

Erschöpfung der CAR T-Zellen und kann zu einer verminderten Erfolgsrate der Therapie 

führen. Die Struktur des scFv verhindert zudem die Konstruktion von komplexeren 

CARs wie bispezifischen oder biparatopischen Dual-CARs, bei denen zwei scFvs im 

CAR hintereinandergeschaltet werden. Die potentielle falsche Verpaarung von VH und 

VL der beiden scFvs kann im Affinitätsverlust des CARs resultieren (64). Zudem kann 

die virale Verpackungskapazität des für die Transduktion verwendeten Virus durch die 

Integration von zwei scFvs (also vier variablen Domänen) überschritten werden (65). 

Nanobodies stellen daher auch bei der Konstruktion von CARs eine gute Alternative zu 

scFvs dar (Abbildung 5).  

 
Abbildung 5: Nanobody-basierte CAR-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (CAR-DCC).  
Durch Bindung des auf der NK-Zelle exprimierten, Nanobody-basierten CARs an CD38 wird der CAR auf 
der NK-Zelle kreuzvernetzt und die NK-Zelle aktiviert. Dies führt zur Ausschüttung von Perforinen durch 

die NK-Zelle und zur Lyse der gebundenen Myelomzelle. 

 

Als erste Nanobody-basierte CAR T-Zell Therapie wurde 2022 Cilta-cel für die Therapie 

von rückfälligen Myelompatienten von der FDA zugelassen (66). Als Bindungselement 

wurden zwei BCMA-spezifische Nanobodies, die verschiedene Epitope auf BCMA 

erkennen, mittels eines Peptid-Linkers verbunden. So entsteht ein biparatopischer CAR 

(67). Cilta-cel zeigt beeindruckende Erfolge in der Therapie (44). Doch auch hier ist die 

Herstellung von individuellen, allogenen CAR T-Zell Transplantaten unter Einhaltung 
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der GMP-Reglungen notwendig, was zu einer aufwendigen und kostspieligen klinischen 

Testung und Anwendung führt. Durch die Herstellung in lizensierten GMP-Laboren sind 

die Herstellungskapazitäten begrenzt und die Therapie bisher für Patienten in Europa 

kaum verfügbar (54, 55). Diese Lücke kann nur geschlossen werden, indem Therapien 

entwickelt werden, die für alle Patienten verfügbar und finanzierbar sind. Daher ist 

sowohl die Entwicklung Protein-basierter Technologien, wie rekombinanter Antikörper 

und bispezifischer Engager, als auch allogen einsetzbarer CAR-Therapien relevant für 

die Therapie hämatologischer Erkrankungen. 

1.6.1 Bispezifische Engager 

Bispezifische Engager wie zum Beispiel bispezifische T-Zell Engager (BiTEs) stellen 

eine Erweiterung der Antikörper-basierten Therapieoptionen dar. Im klassischen BiTE 

wird ein für das Tumorantigen spezifisches scFv mit einem CD3-spezifischen scFv 

mittels eines Peptid-Linkers verbunden (Abbildung 2C) (68). CD3 ist eine Komponente 

des T-Zellrezeptor Komplexes. Die simultane Bindung des bispezifischen Engagers an 

das Zielantigen und CD3 führt zur Kreuzvernetzung von CD3 auf der T-Zelle an der 

"Synapse" zwischen Immunzelle und Zielzelle. Dies führt zur Ausschüttung von 

Perforinen und zur Aktivierung und Proliferation der T-Zelle (69, 70). Alternativ zu scFvs 

können als Bindungselemente auch chimäre Fab-Fragmente oder Nanobodies 

verwendet werden (71, 72). 

Bispezifische Killerzell Engager (BiKEs) sind eine Weiterentwicklung des BiTE (73, 74). 

Hier wird ein Tumorantigen-spezifisches Bindungselement mit einem für den Fc-

Rezeptor CD16-spezifischen Bindungselement verbunden. Die CD16-exprimierende 

NK-Zelle wird, wie bei der ADCC, zur Ausschüttung von Perforinen durch die 

Kreuzvernetzung von CD16 an der "Synapse" zur Tumorzelle angeregt. Der CD30-

spezifische BiKE AFM13 zeigte in einer klinischen Phase 1b Studie an refraktären und 

rückfälligen Non-Hodgekin Lymphoma Patienten in Kombination mit dem Checkpoint 

Inhibitor Pembrolizumab eine response rate von 88%  (75). 

Die Bindungsaffinität von CD16 an den Fc-Teil des Antikörpers könnte im ADCC einen 

Einfluss auf die Effektivität desselbigen haben (76). Die Affinität von BiKEs zu CD16 ist 

über das CD16-spezifische Bindungselement steuerbar. So zeigen chimäre Antikörper, 

an deren Fc-Domäne ein CD16-spezifisches scFv fusioniert wurde, eine höhere 

Effizienz in ADCC-Assays als konventionelle Antikörper (77). Zudem ist die Effektivität 

von konventionellen Antikörpern in vivo limitiert durch die Prävalenz von 

physiologischem IgG im Plasma. Bereits im Serum enthaltene Antikörper konkurrieren 
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um die Bindung an Fc-Rezeptoren. Es werden hohe Level an therapeutischen 

Antikörpern benötigt, um diese Konkurrenz zu überwinden (78). Diese Problematik 

könnte durch die direkte Bindung des BiKE an CD16 umgangen werden (79).  

Ein weiterer Vorteil gegenüber einem klassischen Antikörper (~150 kDa) besteht 

außerdem in der geringeren Größe des BiKE (~30-70kDa). Diese ermöglicht eine 

bessere Gewebepenetration und Biodistribution (41).  

Die renale Ausscheidung dieser Proteine ist aufgrund der geringen Größe von scFvs 

schnell und damit die Halbwertszeit im Körper niedrig. Eine verlängerte  Halbwertszeit 

kann durch Verwendung von Fc-basierten Fragmenten oder der Integration von 

Albumin-spezifischen Bindungselementen erreicht werden (79). Diese Konstrukte 

werden auch half-life extended genannt (HLE-BiKE). Eine klinische Studie mit dem 

EpCAM-spezifischen BiTE Catumaxomab, dessen Halbwertszeit mittels eines Fc-

Fragments verstärkt wurde, zeigte jedoch Nebeneffekte, die möglicherweise aus dem 

integrierten Fc-Fragment resultieren (80, 81). Dennoch wurde Catumaxomab als erster 

bispezifischer Engager 2009 von der EMA zur intraperitonealen Behandlung der 

malignen Aszites zugelassen (82).  

Trispezifische Killerzell Engager (TriKEs) sind eine Erweiterung des BiKEs, bei denen 

weitere tumorspezifische Bindungsfragmente oder costimulatorische Interleukine 

integriert werden (33, 73, 83, 84). TriKEs zeigen im Vergleich zu BiKEs oftmals eine 

gesteigerte Effizienz in der Lyse von Target-exprimierenden Zellen (33, 85).  

 

Nanobody-basierte BiTEs (nano-BiTE) und BiKEs (nano-BiKEs) stellen eine effektive 

Alternative zu scFv-basierten BiKEs dar (Abbildung 3C). Van Fassen et al. verglichen 

verschiedene EGFR-, CD19- und HER2-spezifische Nanobody-basierte BiKEs in 

unterschiedlichen Konfigurationen. Eine hohe Effektivität und Spezifität konnte dabei für 

alle Targets festgestellt werden (86). Nanobodies bieten sich aufgrund ihrer guten 

Löslichkeit und Reformatierbarkeit als Grundlage für BiKEs an. Half-life extended 

Nanobody-basierte BiKEs (HLE-nano-BiKEs) können mittels Integration eines Albumin-

spezifischen Nanobodies in den BiKE erstellt werden (Abbildung 6). So wird auch die 

oben beschriebene Problematik eines funktionellen Fc-Fragments zur Verlängerung der 

Halbwertszeit umgangen (80, 81). HLE-nano-BiKEs könnten durch ihre geringe Größe 

und Immunogenität und gute Gewebepenetration und Löslichkeit eine 

vielversprechende Alternative zu scFv-basierten BiKEs darstellen.  
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Abbildung 6: Nanobody-basierte BiKE-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (BiKE-DCC).  
Nb-basierte BiKEs führen nach Bindung des CD38-spezifischen Nanobodies an CD38 auf einer 

Myelomzelle und des CD16-spezifischen Nanobodies an den Fc-Rezeptor (CD16) auf einer natürlichen 

Killerzelle (NK-Zelle) zur Ausprägung einer immunologischen Synapse. Durch die Kreuzvernetzung von 

CD16 auf der NK-Zelle wird diese aktiviert, was zur Freisetzung von Perforinen und zur Lyse der 

gebundenen Myelomzelle führt. Durch Bindung des Albumin-spezifischen Nanobodies an Albumin wird 

die Halbwertszeit des Nb-BiKEs in vivo verlängert. 

 

CD38-spezifische Nanobodies könnten also eine Grundlage bieten um das Potential 

Nanobody-basierter hcAbs, Nb-CARs und HLE-nano-BiKEs zu evaluieren und so das 

Multiple Myelom und andere CD38-assoziierte Erkrankungen zu heilen. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Vorarbeiten 
Unsere Arbeitsgruppe konnte durch Immunisierung von Lamas mit rekombinantem, 

humanem CD38 und CD38-kodierenden cDNA Expressionsvektoren eine Bibliothek 

von 22 verschiedenen Familien CD38-spezifischer Nanobodies isolieren (45). Die 

Mehrheit dieser Nanobodies bindet an eines von drei voneinander unabhängigen 

Epitopen (E1, E2, E3) auf CD38. Die an E1 bindenden Nanobodies erkennen ein 

ähnliches Epitop wie Daratumumab, die an E3 bindenden Nanobodies ein ähnliches 

Epitop wie Isatuximab (Abbildung 7). 

 

Eingereichte Publikationen 
Für meine Arbeit wurden drei CD38-spezifische Nanobodies (WF211, MU1067, JK36) 

ausgewählt, die jeweils an eines der drei Epitope auf CD38 binden. Diese Nanobodies 

wurden in den publizierten Ergebnissen dieser Dissertation als Grundlage von CD38-

spezifischen humanisierten Schwereketten-Antikörpern (hcAbs) (Schriewer et al. 2018 

(28)), Nanobody-basierten chimären Antigenrezeptoren (Nb-CARs) (Hambach et al. 

2020 (87)) und Halbwertszeit-verlängerten Nanobody-basierten bispezifischen Killerzell 

Engagern (HLE-nano-BiKEs) (Hambach et al. 2022 (88)) verwendet. 

 

Ziel dieser Arbeit war es das Potential von CD38-spezifischen Nanobodies für die 

Generierung von rekombinanten Antikörper-Konstrukten zu evaluieren und so neue 

Therapieansätze für die Behandlung des Multiplen Myeloms zu evaluieren. 
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Abbildung 7: Die CD38-spezifischen Nanobodies WF211, MU1067 und JK36 binden an drei 
verschiedene Epitope auf CD38. 3D Modell der extrazellulären Domäne von CD38 (beige) im Komplex 
mit zwei Nanobodies (MU375 in magenta und MU551 in türkis) und dem scFv von Isatuximab (VH in 

dunkelgrün und VL in hellgrün). Die N-terminale Aminosäure (rot) von CD38 verbindet über die 

Transmembrandomäne die extrazelluläre Enzymdomäne mit der kurzen, intrazellulären Domäne des 

Proteins. Das linke Modell zeigt den Blick auf CD38 von der Membran-distalen Seite, das mittlere den 

Blick von der Membran-proximalen Seite und das rechte eine seitliche Ansicht des Enzyms. MU375 und 

Daratumumab binden ein überlappendes Epitop (E1), MU551 und Isatuximab binden von E1 

unabhängige Epitope (E2 bzw. E3) (Abgeleitet aus Hambach et al. 2020 und Li et al. 2016 (87, 89)). Wie 

in Fumey et al. beschrieben, bindet WF211 dasselbe Epitop auf CD38 wie MU375 und Daratumumab 
(E1) und MU1067 bindet dasselbe Epitop wie MU551 (E2). JK36 bindet unabhängig von WF211 und 

MU1067 ein drittes Epitop, welches vermutlich mit dem von Isatuximab gebundenen Epitop übereinstimmt 

(E3) (Abgeleitet aus Fumey et al. 2017 (45)). 
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3 Publikationen 

3.1 Nanobody-Based CD38-Specific Heavy Chain Antibodies Induce 
Killing of Multiple Myeloma and Other Hematological Malignancies  

Zunächst soll die Publikation „Nanobody-Based CD38-Specific Heavy Chain Antibodies 

Induce Killing of Multiple Myeloma and Other Hematological Malignancies“ vorgestellt 

werden, die 2020 im Journal Theranostics veröffentlicht wurde. Bei dieser Publikation 

habe ich Experimente für die Revision durchgeführt, die in Figure 4D-F und Table 2 

dargestellt sind. Zudem habe ich an allen Abbildungen und der Korrektur des 

Manuskriptes mitgewirkt. 

 
Titel: Nanobody-Based CD38-Specific Heavy Chain Antibodies Induce Killing of 

Multiple Myeloma and Other Hematological Malignancies 

 

Autoren: Levin Schriewer, Kerstin Schütze, Katharina Petry, Julia Hambach, William 

Fumey, Julia Koenigsdorf, Natalie Baum, Stephan Menzel, Björn Rissiek, Kristoffer 

Riecken, Boris Fehse, Jana Larissa Röckendorf, Joanna Schmid, Birte Albrecht, Hans 

Pinnschmidt, Francis Ayuk, Nicolaus Kröger, Mascha Binder, Gunter Schuch, Timon 

Hansen, Friedrich Haag, Gerhard Adam, Friedrich Koch-Nolte, Peter Bannas 

 

Journal: Theranostics. 2020 Feb 3 

 

DOI: 10.7150/thno.38533 
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3.2 Targeting CD38-Expressing Multiple Myeloma and Burkitt Lymphoma 
Cells In Vitro with Nanobody-Based Chimäric Antigen Receptors (Nb-
CARs) 

In diesem Kapitel wird die Publikation „Targeting CD38-Expressing Multiple Myeloma 

and Burkitt Lymphoma Cells In Vitro with Nanobody-Based Chimäric Antigen Receptors 

(Nb-CARs)“ vorgestellt, die im Jahr 2020 im Journal Cells publiziert wurde. In dieser 

Publikation wurden alle Experimente und Analysen von mir durchgeführt sowie alle 

Abbildungen von mir erstellt. Das Manuskript wurde von mir in enger Zusammenarbeit 

mit meinen Betreuern Prof. Dr. Peter Bannas und Prof. Dr. Friedrich Koch-Nolte erstellt. 

Aus diesem Grund bin ich in dieser Publikation die Erstautorin. 

Teile dieser Arbeit wurden bereits in meiner Masterarbeit unter dem Titel „Herstellung 

und Charakterisierung von CD38-spezifischen Nanobody-basierten Chimären Antigen 

Rezeptoren“ diskutiert. Daher werden in dieser Dissertation nur Ergebnisse des WF211-

basierten CARs Nb211-CAR, Figure 6 und Figure 7 diskutiert. 

 

Titel: Targeting CD38-Expressing Multiple Myeloma and Burkitt Lymphoma Cells In 

Vitro with Nanobody-Based Chimäric Antigen Receptors (Nb-CARs) 

 

Autoren: Julia Hambach, Kristoffer Riecken, Sophia Cichutek, Kerstin Schütze, Birte 

Albrecht, Katharina Petry, Jana Larissa Röckendorf, Natalie Baum, Nicolaus Kröger, 

Timon Hansen, Gunter Schuch, Friedrich Haag, Gerhard Adam, Boris Fehse, Peter 

Bannas and Friedrich Koch-Nolte 
 

Journal: Cells 2020, 9(2), 321  

 

DOI: 10.3390/cells9020321 
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3.3 Half-Life Extended Nanobody-Based CD38-Specific Bispecific 
Killercell Engagers Induce Killing of Multiple Myeloma Cells 

Als drittes soll in diesem Kapitel die Publikation „Half-Life Extended Nanobody-Based 

CD38-Specific Bispecific Killercell Engagers Induce Killing of Multiple Myeloma Cells“ 

vorgestellt werden, die 2022 im Journal Frontiers in Immunology veröffentlicht wurde. 

Bei dieser Publikation bin ich Erstautorin, da ich bis auf die in Figure 2C und Figure 4B 

gezeigten Ergebnisse alle Experimente durchgeführt, alle Abbildungen erstellt und das 

Manuskript maßgeblich mitverfasst habe. 

 

Titel: Half-Life Extended Nanobody-Based CD38-Specific Bispecific Killercell Engagers 

Induce Killing of Multiple Myeloma Cells 

 

Autoren: Julia Hambach, William Fumey, Tobias Stähler, Anna Josephine Gebhardt, 

Gerhard Adam, Katja Weisel, Friedrich Koch-Nolte, Peter Bannas 

 

Journal: Frontiers in Immunology 2022 May 16;13:838406. 

 

DOI: 10.3389/fimmu.2022.838406. eCollection 2022 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Dissertation wurden CD38-spezifische Nanobodies als Grundlage 

für die Konstruktion von verschiedenen rekombinanten, Nanobody-basierten Biologika 

verwendet. Ziel war dabei die Evaluation von CD38-spezifischen Nanobody-basierten 

humanisierten Schwereketten-Antikörpern, CARs und BiKEs für die Therapie des 

Multiplen Myeloms in vitro, ex vivo und in vivo. Die dabei verwendeten CD38-

spezifischen Nanobodies binden an drei voneinander unabhängige Epitope auf CD38, 

zwei davon uneingeschränkt von dem in der Klinik verwendeten CD38-spezifischen 

Antikörper Daratumumab.  

Abbildung 8: Schematische Darstellung der in dieser Dissertation behandelten Publikationen. 
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4.1 Nanobody-basierte CD38-spezifische Schwereketten-Antikörper 

In der Publikation „Nanobody-Based CD38-Specific Heavy Chain Antibodies Induce 

Killing of Multiple Myeloma and Other Hematological Malignancies“ beschreiben wir auf 

den CD38-spezifischen Nanobodies JK36, WF211 und MU1067 basierende chimere, 

humanisierte Schwereketten-Antikörper (hcAbs).  

CD38-spezifische hcAbs wurden durch genetische Fusion der CD38-spezifischen 

Nanobodies an die Hinge-Region und Immunglobulin Domänen CH2 und CH3 von 

humanem IgG1 erstellt. Diese hcAbs zeigten eine hohe Spezifität und Affinität für 

humanes CD38-exprimierende Zellen (Schriewer et al. 2020, Figure 2).  

4.1.1 CD38-spezifische hcAbs lösen in vitro effiziente ADCC aus   

Die CD38-spezifischen hcAbs lösten in vitro effektive ADCC durch NK92 Zellen und 

primäre NK-Zellen gegen CD38-exprimierende Myelom- und Burkitt Lymphom Zelllinien 

aus, unabhängig von dem auf CD38 gebundenen Epitop (Schriewer et al. 2020, Figure 
4). Auch ex vivo wurde effektive ADCC an primären Myelomzellen verschiedener 

Myelom Patienten festgestellt (Schriewer et al. 2020, Figure 7B). Die durch CD38-

spezifische hcAbs ausgelöste ADCC war vergleichbar mit der durch den klinisch 

verwendeten Antikörper Daratumumab ausgelösten ADCC. WF211 hcAb, der an 

dasselbe Epitop wie Daratumumab bindet, löste die stärkste ADCC aus.  

Die hier vorgestellten CD38-spezifischen hcAbs lösten trotz ihrer vergleichsweise hohen 

Affinität für CD38 sowohl in vitro als auch ex vivo kaum CDC aus (Schriewer et al. 
2020, Figure 3). Dies entspricht Beobachtungen, die bereits zuvor in unserer 

Arbeitsgruppe gemacht wurden, bei denen CD38-spezifische hcAbs keine CDC an 

verschiedenen CD38-exprimierenden Tumorzelllinien in vitro auslösen konnten (13). 

CDC stellt bei den meisten klinisch eingesetzten Antikörpern keinen wichtige 

Wirkungsweise dar (90). Die Fähigkeit eines Antikörpers CDC auszulösen wird stark 

durch die Beschaffenheit des Fc-Teils beeinflusst. So können nicht nur 

Glykosylierungen des Fc-Teils, sondern auch terminale β-Galaktose und Glycane mit 

hohem Mannose-Gehalt die Bindung von C1q, dem ersten Teil der 

Komplementkaskade, verhindern (91, 92). Überraschenderweise konnte unsere 

Arbeitsgruppe zeigen, dass durch Kombination von zwei unabhängig voneinander 

bindenden CD38-spezifischen hcAbs erfolgreich eine CDC ausgelöst werden kann (13). 

Auch biparatopische hcAbs (Diabodies), bei denen zwei Nanobodies, die verschiedene 

Epitope auf CD38 binden, mittels eines Peptid-Linkers verbunden und an einen Fc-Teil 
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fusioniert wurden, lösten effektiv CDC aus. Vermutlich liegt dies an der Kreuzvernetzung 

von CD38 auf der Zellmembran durch die simultane Bindung von mehreren Antikörpern. 

Dies resultiert in der besseren Bindung des Hexamers C1q. Die Fähigkeit eines 

Antikörpers CDC auszulösen kann auch durch Mutation des Fc-Teils verbessert 

werden. Die Bildung von Antikörper-Hexameren kann durch Integration der Hexabody-

Mutation E345R in den Fc-Teil des Antikörpers begünstigt werden, sodass C1q 

multivalent binden kann (93). Auch in den in dieser Arbeit vorgestellten hcAbs konnte 

eine verbesserte Auslösung von CDC durch Einführung der Hexabody-Mutation 

beobachtet werden (13). 

4.1.2 CD38-spezifische hcAbs zeigen therapeutische Effekte in vivo  

In einem in vivo Xenograft-Modell konnten die beschriebenen CD38-spezifischen hcAbs 

das Wachstum von CD38-exprimierenden Burkitt Lymphom-Tumoren reduzieren 

(Schriewer et al. 2020, Figure 5). Mit CD38-spezifischen hcAbs behandelte, Tumor-

tragende Mäuse zeigten zudem signifikant längere Überlebensraten im Vergleich zur 

Isotyp Kontrolle (Schriewer et al. 2020, Figure 6). Dieser Effekt konnte bei allen 

verwendeten hcAbs beobachtet werden und überstieg teilweise sogar den Effekt von 

Daratumumab. Da hcAbs kleiner als konventionelle Antikörper wie Daratumumab sind, 

könnte dies ein Hinweis auf eine bessere Gewebepenetration durch hcAbs als durch 

konventionelle Antikörper sein. Diese Ergebnisse legen zudem nahe, dass ADCC als 

Antikörper-vermittelte immunologische Effektorfunktion eine größere Rolle spielen 

könnte als CDC, wie bereits in vorangegangenen Studien zur in vivo Wirkungsweise 

von anderen klinisch eingesetzten Antikörper beschrieben (17-19).  

Neben ADCC und CDC können aber auch andere immunologische Effektorfunktionen 

durch therapeutische Antikörper ausgelöst werden, wie die Antikörper-vermittelte 

Phagozytose und die direkt induzierte Apoptose, die in dieser Studie nicht  in vitro 

untersucht wurden. Einer der postulierten Mechanismen von CD38-spezifischen 

Antikörpern ist zudem die Hemmung der enzymatischen Aktivität von CD38 (90). Diese 

wurde in einer Veröffentlichung von Baum et al. für die hier beschriebenen hcAbs 

untersucht (40). Dabei wurde beobachtet, dass CD38-spezifische hcAbs, die an 

Epitop 2 auf CD38 binden, die ADPR (Adenosindiphosphat-Ribose) Cyclase- und 

cADPR (cyclische ADPR) Hydrolase-Aktivität von CD38 hemmen, Epitop 3 bindende 

hcAbs beeinflussen diese Aktivitäten ebenfalls in geringem Maß. Die untersuchten 

CD38-spezifischen hcAbs zeigten jedoch keinen Einfluss auf die NAD+ 

(Nicotinamidadenindinukleotid) Hydrolase-Aktivität, die den größeren Teil der 
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enzymatischen Aktivität von CD38 ausmacht (94, 95). Bisher ist die Gewichtung der 

Enzym-inhibierenden und immunologischen Effektorfunktionen von CD38-spezifischen 

Antikörpern für den therapeutischen Erfolg in vivo ungewiss. Es ist jedoch 

wahrscheinlich, dass wie bei Daratumumab eine Kombination aller Effektorfunktionen 

entscheidend ist.  

4.1.3 CD38-spezifische hcAbs könnten zur Therapie von Patienten eingesetzt 
werden, die eine Resistenz gegen die Therapie mit Daratumumab 
entwickelt haben 

CD38-spezifische hcAbs zeigten in dieser Arbeit mit anderen, sich bereits in der 

klinischen Testung befindlichen, CD38-spezifischen Antikörpern vergleichbare Effekte 

in vitro, ex vivo und in vivo. Dennoch sind weitere Studien notwendig, um zu bewerten, 

ob die Effektivität der CD38-spezifischen hcAbs in der hier vorgestellten Arbeit auch auf 

eine hohe Effektivität in klinischen Studien hinweist. CD38-spezifische hcAbs könnten 

besonders für Patienten Relevanz haben, bei denen Daratumumab nur geringe 

Effektivität zeigt. Die Bildung von neutralisierenden Antikörpern gegen das 

antigenbindende Paratop von Daratumumab kann ein Grund für das Scheitern der 

Therapie sein. Ebenso kann es durch Mutation zum Verlust des von Daratumumab 

gebundenen Epitops auf CD38 kommen (18). In diesem Fall könnten die hier 

beschrieben, CD38-spezifischen hcAbs zur Fortsetzung der Therapie eingesetzt 

werden, da diese alternative Epitope auf CD38 binden und präformierte, 

neutralisierende Antikörper gegen das antigenbindende Paratop von Daratumumab 

nicht an das Paratop der hcAbs binden. CD38 wird auf Myelomzellen während der 

Therapie mit Daratumumab oft herunterreguliert, ebenso wie auf B-, T- und NK-

Zellen (90). Dies könnte auch zu einer Verminderung des therapeutischen Effekts durch 

Daratumumab beitragen. Diese Verringerung an CD38 hoch exprimierenden Zellen ist 

zum einen darauf zurückzuführen, dass auf Zellen mit einer hohen CD38-Expression 

Daratumumab verstärkt bindet. So werden diese schneller eliminiert als Zellen mit einer 

niedrigeren CD38-Expression (96). Zum anderen führt die Bindung von Daratumumab 

zum polaren Clustering von CD38 Molekülen auf der Zellmembran, sodass CD38 als 

Mikrovesikel freigesetzt wird und die CD38 Zelloberflächenexpression dieser Zellen sich 

verringert (97). Auch direkte Internalisierung und aktiver Transfer von CD38-

Daratumumab-Komplexen von Myelomzellen zu Monozyten oder Granulozyten mittels 

Trogozytose könnte zur Reduktion der CD38-Expression auf Myelomzellen führen (96).  



Diskussion 

71  

Die Reduktion von CD38 auf der Zelloberfläche von Myelomzellen durch Behandlung 

mit Daratumumab ist transient. Einige Monate nach Behandlung lässt sich feststellen, 

dass die CD38 Oberflächenexpression auf im Knochenmark verbleibenden 

Myelomzellen der Expression vor der Behandlung gleicht (98). Daher könnte es sinnvoll 
sein, Patienten, die refraktär oder rückfällig nach einer Therapie mit Daratumumab 

werden, mit einem anderen CD38-spezifischen Antikörper zu therapieren (90). Die hier 

vorgestellten CD38-spezifischen hcAbs bieten sich dafür an. Die verminderte Fähigkeit 

der CD38-spezifischen hcAbs CDC auszulösen könnte einen Hinweis darauf bieten, 

dass auch die Kreuzvernetzung durch CD38 geringer ist und somit eine geringere 
CD38-Reduktion durch Trogozytose und Mikrovesikel auf Myelomzellen in vivo zu 

erwarten wäre. HcAbs, deren Fc-Teil eine Hexabody Mutation enthält, die die Formation 

von Antikörper-Hexameren begünstigt, sowie biparatopische hcAbs könnten die CDC 

Wirkung verstärken (13). 
 

CD38-spezifische Nanobodies oder hcAbs haben auch für das Imaging von CD38-

exprimierenden Tumoren Vorteile gegenüber konventionellen Antikörpern. 

Fluorochrom-markierte CD38-spezifische Nanobodies konnten bereits für das 
spezifische Imaging von CD38-exprimierenden Tumoren in Mausmodellen verwendet 

werden (45, 99, 100). Es wurde dabei eine erfolgreiche Gewebepenetration des Tumors 

durch Fluorochrom-konjugierte CD38-spezifische Nanobodies festgestellt. Nanobodies 

oder hcAbs, die an Epitope auf CD38 binden, die unterschiedlich von dem von 
Daratumumab oder Isatuximab gebundenen Epitop sind, könnten für das Imaging in 

Patienten verwendet werden, die zuvor mit diesen monoklonalen Antikörpern behandelt 

wurden (100). Aufgrund der geringen Emission von Fluorochromen in tieferen 

Gewebeschichten müssten die hcAbs für die Verwendung im Menschen jedoch an 

radioaktive Isotope statt Fluorochrome gekoppelt werden, die in der SPECT- (Single-

Photon-Emissionscomputertomographie) oder PET-Bildgebung (Positronen-Emissions-

Tomographie) sichtbar gemacht werden können (101, 102). Alternativ könnten auch 

Isotope verwendet werden, die nicht nur für das Imaging der Tumore, sondern zeitgleich 

auch für die Chemotherapie verwendet werden können (103). So könnte der 
therapeutische Effekt der chimären CD38-spezifischen hcAbs zusätzlich zu ihren 

Fc-vermittelten und Enzym-inhibitorischen Effektorfunktionen um eine Target-orientierte 

Bestrahlung des Tumors erweitert werden.  

CD38-spezifische hcAbs bilden daher eine vielversprechende Erweiterung der CD38-
spezifischen Antikörper und sollten weitergehend klinisch untersucht werden.  
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4.2 Nanobody-basierte CD38-spezifische chimäre Antigenrezeptoren 

In der Publikation „Targeting CD38-Expressing Multiple Myeloma and Burkitt 

Lymphoma Cells In Vitro with Nanobody-Based Chimäric Antigen Receptors (Nb-

CARs)“ stellt unsere Arbeitsgruppe eine weitere, auf den CD38-spezifischen 

Nanobodies basierte Technologie vor, die NK-Zellen unabhängig von ihrem 

Fc-Rezeptor aktiviert.  

In dieser Arbeit wurden CD38-spezifische Nanobodies mittels der Hinge-Region von 

IgG4 mit intrazellulären ITAMS aus CD28, 41BB und CD3 zu einem Nanobody-

basierten chimären Antigenrezeptor (Nb-CAR) verbunden (Hambach et al. 2020, 
Figure 1, 4). Dieser Nb-CAR wurde mittels retroviraler Transduktion in der NK-Zelllinie 

NK92 exprimiert.  

NK92 Zellen exprimieren selbst CD38, wenn auch in geringerem Maße als die meisten 

Myelomzellen. Um eine unspezifische Aktivierung und gegenseitiges Killing der CD38-

spezifischen Nb-CAR NK92 Zellen zu verhindern, wurde der für CD38 codierende 

Genlocus in diesen Zellen mittels CRISPR/Cas9 inaktiviert (Hambach et al. 2020, 
Figure 3).  

Unsere Ergebnisse zeigen, dass NK92 CD38KO Zellen nach retroviraler Transduktion 

erfolgreich den CD38-spezifischen Nb-CAR exprimierten (Hambach et al. 2020, Figure 
4). Die hier vorgestellten Nb-CAR NK92 Zellen enthielten Nanobodies, die an drei 

voneinander unabhängige Epitope auf CD38 binden. Alle hier vorgestellten CD38-

spezifischen Nb-CAR NK92 Zellen lösten unabhängig vom auf CD38 gebundenem 

Epitop CAR-vermittelte Zellzytotoxizität (CAR-dependent cellular cytotoxicity, 

CAR-DCC) gegen CD38-exprimierende Zellen in vitro und ex vivo aus (Hambach et al. 
2020, Figure 5-7) (Masterarbeit Julia Hambach 2019). Die Effektivität der Lyse war 

dabei abhängig von der eingesetzten Effektor- zu Target-Zell Ratio.  

4.2.1 Aufbau des Nb-CARs 

Verschiedene CD38-spezifische CAR Zellen wurden entwickelt (59, 104, 105), wovon 

einige sich bereits in der klinischen Evaluation befinden (NCT03473496, NCT03464916, 

NCT04861480, NCT04351022, NCT05442580, NCT04430530, NCT04016129, 

NCT03125577, NCT05239689, NCT03754764, NCT03767751, NCT03778346, 

NCT03222674. Stand: Januar 2023, clinicaltrials.gov) (Hambach et al. 2020, Figure 8). 

In den meisten dieser CARs wurde ein CD38-spezifisches scFv als bindende Domäne 

verwendet. So beschreiben zum Beispiel Mihara et al. und Drent et al. einen 
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scFv-basierten, CD38-spezifischen CAR, dessen bindendes Element über die Hinge 

und Transmembrandomäne von CD8a mit den ITAMs von 41BB und CD3ζ verbunden 

ist (59, 105). An et al. verwendeten ebenfalls einen CD38-spezifischen Nanobody als 

bindendes Element für CD38-spezifische CAR T-Zellen (106).  

Nb211-CAR enthält die Hinge-Region von IgG4 als Spacer. Wie die Hinge von CD8 

weist die Hinge-Region von IgG4 Cysteine auf, die die Formation von über 

Disulfidbrücken kovalent verbundenen Dimeren auf der Zelloberfläche 

hervorrufen (107). Long et al. beobachteten, dass eine chronische Aktivierung von 

CD19-spezifischen CAR T-Zellen durch Antigen-unabhängiges Clustering der als 

bindende Domäne enthaltenen scFvs zur frühzeitigen Erschöpfung dieser CAR T-Zellen 

führen kann (108). Singh et al. hingegen zeigten eine verbesserte klinische Effizienz 

von durch Homodimerisierung tonisch aktivierten, CD22-spezifischen CAR T-

Zellen (109). Auch Hirobe et al. stellten ein besseres Killing durch EGFR-spezifische 

CAR T-Zellen fest, wenn der exprimierte CAR als Dimer vorlag im Vergleich zu einem 

monomeren CAR (110). Daher bleibt zu untersuchen, ob die Effizienz von Nb211-CAR 

durch die Optimierung des Linkers, zum Beispiel durch Änderung der Länge oder durch 

Substitution der Cysteine in der Hinge-Region verbessert werden kann (111). Auch die 

Verwendung von anderen, für NK-Zellen spezifischen, intrazellulären Signaldomänen 

könnte eine Optimierung der CAR-vermittelten zellulären Zytotoxizität bewirken.  

4.2.2 NK92 Zellen als off-the-shelf Nb-CAR Zellen 

Die Verwendung von NK-Zellen statt T-Zellen als Grundlage für CAR-exprimierende 

Zellen bringt einige Vorteile mit sich (47). Studien zeigen eine hohe klinische Sicherheit 

von NK-Zellen und CAR NK-Zellen (47, 112). Das Risiko von On-Taget/ Off-Tumor 

Toxizität gegen gesundes Gewebe ist durch die im Vergleich zu CAR T-Zellen geringere 

Überlebensdauer von CAR NK-Zellen in vivo vermindert (113). Aktivierte NK-Zellen 

produzieren zudem weniger Zytokine als CAR T-Zellen (113). Somit rufen CAR NK-Zell 

Transplantate geringere Hyperzytokinämie, Neurotoxizität und Transplantat-gegen-

Patient Effekte hervor als CAR T-Zellen (114-116).  

Die natürliche zytotoxische Aktivität von NK-Zellen gegen maligne Zellen über 

Rezeptoren wie NKp46, NKG2D und bestimmte aktivierende KIRs bietet einen weiteren 

Vorteil von CAR NK-Zellen (117). Diese ermöglichen eine zusätzliche, vom CAR 

unabhängige Aktivierung der NK-Zelle. Also könnten CAR-exprimierende NK-Zellen 

auch effektive Wirkung zeigen in Tumoren, die heterogen das Zielantigen 
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exprimieren (47). MHC-vermittelte Patient-gegen-Transplantat Effekte sind bei NK-Zell 

basierten Therapien gering (47, 118, 119) .  

Die Verwendung von NK-Zellen aus bereits etablierten Zellkulturen wie NK92 bieten 

zusätzlich den Vorteil, dass die Zellen als off-the-shelf Therapeutikum verwendet 

werden können (120). Dies senkt die Kosten einer CAR-basierten Therapie im Vergleich 

zur autologen Transplantation beachtlich. 

Die Zelllinie NK92 wurde 1992 aus dem Blut einer 50 Jahre alten Patientin mit non-

Hodgekin Lymphoma isoliert. Ihr Phänotyp ist vergleichbar mit einer aktivierten NK-

Zelle (120). In Phase-I Studien zeigten NK92 und CAR NK92 Zellen nur geringe graft-

versus-host Effekte und eine gute Sicherheit der Anwendung (121, 122).  

 

CD38 wird auf Multiplen Myelomzellen zwar überexprimiert, jedoch findet es sich auch 

auf gesunden NK-Zellen. Bei der Therapie mit Daratumumab wird eine Reduktion der 

NK-Zellen im Blut des Patienten beobachtet (123). Während der Therapie verbleibende 

NK-Zellen zeigen nur eine geringe CD38 Zelloberflächenexpression. Ein erneuter 

Anstieg der NK-Zell Population wird erst Monate nach der letzten Daratumumab Infusion 

beobachtet (123). In den hier vorgestellten CD38-spezifischen, Nb211-CAR-

exprimierenden NK92 Zellen wurde vor der Transduktion mit dem CAR CD38 mittels 

CRISPR/Cas9 Technologie inaktiviert. Somit wird die Vitalität der Nb211-CAR NK92 

Zellen nicht durch Fratrizid ("Brudermord") beeinflusst.  

4.2.3 Off-Target Effekte von Nb-CAR NK-Zellen  

Die Aktivierung der CAR-exprimierenden Zelle wird wie oben beschrieben ausgelöst 

durch die Kreuzvernetzung der CARs auf der CAR-exprimierenden Zelle (65). Diese 

Kreuzvernetzung entsteht an der „Synapse“ zwischen Zielzelle und Effektorzelle durch 

die multivalente Bindung des Targets durch mehrere CARs. Die unspezifische und 

übermäßige Aktivierung von CAR Zellen und die daraus resultierende übermäßige 

Zytokin-Ausschüttung im Patienten stellt eine zentrale Problematik von CAR-basierten 

Therapien dar (115, 124). CAR Zellen, die spezifisch nur Tumorzellen binden, die das 

Target stärker exprimieren als gesunde Zellen, könnten daher eine Lösung für diese 

Problematik darstellen. 

Drent et al. verringerten die Affinität eines scFv-basierten, CD38-spezifischen CARs 

mittels light-chain exchange Technologie (104). Durch die geringere Affinität des scFv 

soll es erst bei simultaner Bindung von mehreren CAR-Rezeptoren an die Tumorzelle 

zur Aktivierung der CAR-exprimierenden Zelle kommen. Zellen, die viel CD38 
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exprimieren, sollen so spezifischer lysiert werden und Zellen mit niedriger bis moderater 

CD38 Expression überleben. Off-Target Effekte auf CD38-exprimierende Lymphozyten 

wie T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen durch CD38-spezifische, affinitäts-reduzierte CAR 

T-Zellen waren in vitro, ex vivo und in vivo geringer im Vergleich zu CAR T-Zellen, die 

höhere Affinität für CD38 aufwiesen. In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde 

dieser CD38-spezifische, affinitätsreduzierte CAR für die Therapie von akuter 

myoblastischer Leukämie (AML) in vitro und ex vivo evaluiert (125). AML Zellen zeigen 

oft eine geringere, heterogenere CD38 Zelloberflächenexpression als Multiple 

Myelomzellen (126). Durch die Affinitäts-Optimierung des CAR sollen somit Off-Target 

Effekte auf gesunde lymphatische Zellen verringert werden (125). Der 

affinitätsverringerte CAR wurde in primären NK-Zellen exprimiert, in denen - wie in 

unserer Arbeit - das CD38-kodierende Gen mittels CRISPR/Cas9 inaktiviert wurde. 

Diese CAR NK-Zellen zeigten von der Oberflächenexpression von CD38 auf der 

Zielzelle abhängige Lyse von AML-Blasten ex vivo und verminderten Fratrizid 

in vitro (125).  

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die Effektivität des CAR-DCC durch unsere 

CD38-spezifischen Nb-CAR NK92 Zellen ebenfalls mit der CD38 

Zelloberflächenexpression auf der Tumorzelle korreliert. Zellen, die kein oder wenig 

CD38 exprimierten, wurden nicht bzw. später lysiert als Zellen, die viel CD38 

exprimierten (Hambach et al. 2020, Figure 6). Dies könnte einen Hinweis auf eine 

niedrigere CAR-DCC auf CD38-exprimierende, gesunde Körperzellen geben. WF211 

hat wie zuvor beschrieben eine niedrigere Affinität für CD38 als JK36 und MU1067 (45). 

Es könnte daher sein, dass auf WF211 basierende Nb211-CAR NK92 Zellen geringere 

Off-Target Effekte auslösen, als Nb-CAR NK92 Zellen, die auf einem höher affinen 

Nanobody basieren. Dennoch könnte ein Effekt gegen CD38-exprimierende 

Immunzellen auftreten (90). Um diesen Effekt weiter zu reduzieren, könnte durch 

gezielte Mutation der CDR3 Schlaufe die Affinität des im Nb-CAR verwendeten 

Nanobodies WF211 zu CD38 weiter verringert werden.  

Andererseits könnten auch Bindungselemente mit einer hohen Affinität für ihr Target 

von Vorteil für CAR-basierte Therapien sein. Der erst kürzlich für die Therapie des 

Multiplen Myeloms zugelassene BCMA-spezifische CAR Cilta-cel verwendet zwei 

BCMA-spezifische Nanobodies, die voneinander unabhängige Epitope auf BCMA 

binden (67). Im Vergleich zu CAR T-Zellen, deren CAR nur einen BCMA-spezifischen 

Nanobody enthielt, konnte bei der Behandlung mit Cilta-cel eine komplette Remission 
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bei dreifach refraktären Patienten schon mit nur einem Zehntel der transplantierten 

CAR-T Zellzahl erreicht werden (65, 127, 128). Dies könnte an der erhöhten Avidität 

des biparatopischen CARs für BCMA liegen. Auch die verbesserte Kreuzvernetzung 

von BCMA auf der Zielzelle durch die simultane Bindung von zwei Epitopen durch den 

CAR könnte zu einer erhöhten Aktivierung der Nb-CAR T-Zelle führen.  

Eine weitere Möglichkeit die Spezifität von CAR-basierten Therapien für Tumorzellen zu 

erhöhen, ist die Integration von weiteren tumorspezifischen Bindungselementen in den 

CAR (129, 130). Bei diesen so-genannten Dual CARs werden zwei Elemente (Nbs oder 

scFvs), die unterschiedliche Antigene erkennen, mittels einen Peptid-Linkers 

miteinander verbunden und als bindendes Element des CARs verwendet. Durch 

simultanes Targeting von zwei tumorspezifischen Markern, die bestenfalls in dieser 

Kombination nur auf Tumorzellen zu finden sind, könnte die Spezifität des CAR für 

Tumorzellen verbessert werden (129). Entscheidend ist hier die bindenden Elemente 

des CARs so zu wählen, dass der CAR ausschließlich aktiviert wird, wenn er beide 

Targetproteine simultan bindet, jedoch nicht bei singulärer Bindung. Dies könnte zum 

Beispiel durch Bindungselemente mit einer geringen Affinität zum Target erfolgen. Somit 

würde die Aktivierung der CAR Zelle über die Avidität gesteuert. Aufgrund ihrer 

einfacheren Struktur ist die Konstruktion derartiger CARs mittels Nanobodies deutlich 

vereinfacht gegenüber der Konstruktion mittels scFvs (131).   

Aus den hier vorgestellten Ergebnissen lassen sich die Nebenwirkungen einer Therapie 

von Multiplen Myelom Patienten mit Nb211-CAR NK92 Zellen noch nicht hinreichend 

abschätzen. Ex vivo Untersuchungen an gesunden Zellen aus Blut und Knochenmark 

und in vivo Versuche mit humanisierten Mäusen könnten Hinweise über mögliche On-

Target Off-Tumor Effekte geben. Dennoch weisen die von uns gewonnen Erkenntnisse 

darauf hin, dass CD38-spezifische, Nanobody-basierte CARs eine vielversprechende 

Option in der Therapie des Multiplen Myeloms darstellen könnten. 
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4.3 Nanobody-basierte half-life extended CD38-spezifische BiKEs  

Zur spezifischen Aktivierung von NK-Zellen können auch BiKEs verwendet werden. In 

der Publikation „Half-life Extended Nanobody-Based CD38-Specific Bispecific Killercell 

Engagers (HLE nano-BiKEs) Induce Killing of Multiple Myeloma Cells“ beschreiben wir 

auf CD38-spezifischen Nanobodies basierende, BiKEs mit verlängerter Halbwertszeit 

im Körper (half-life extended nanobody-based BiKEs, HLE-nano-BiKEs).  

Gemäß ihrer Epitop-Spezifität haben wir den auf WF211 basierenden HLE-nano-BiKE 

hier E1-HLE-nano-BiKE genannt, den auf MU1067-basierenden BiKE E2-HLE-nano-

BiKE, und den auf JK36 basierenden BiKE E3-HLE-nano-BiKE (Hambach et al. 2022, 
Figure 1B). Diese HLE-nano-BiKEs zeigten in Biolayer Interferometer Messungen 

spezifische, simultane Bindung an CD38, CD16 und Albumin (Hambach et al. 2022, 
Figure 2). Zudem vermittelten sie eine spezifische Dosis-, Effektor-zu-Target-Ratio und 

CD38-Oberflächenexpressions-abhängige Lyse von CD38-exprimierenden Myelom 

und Burkitt-Lymphom Zellen durch NK-Zellen in vitro und ex vivo (Hambach et al. 2022, 
Figure 4-6). Die BiKE-vermittelte zelluläre Zytotoxizität wird hier BiKE-DCC (BiKE-

dependent cellular cytotoxicity) genannt. Der durch HLE-nano-BiKEs ausgelöste BiKE-

DCC wurde in Abhängigkeit von CD38 auf der gebundenen Target Myelomzelle und 

CD16 auf der Effektor NK-Zelle ausgelöst (Hambach et al. 2022, Figure 3). Dieser 

BiKE-DCC war in unseren Experimenten zudem effektiver als der durch den 

konventionellen Antikörper Daratumumab ausgelöste, Fc-vermittelte ADCC (Hambach 
et al. 2022, Figure 3-6).  

4.3.1 Vorteile eines Nanobody-basierten BiKEs gegenüber einem scFv-
basierten BiKE 

Unsere HLE-nano-BiKEs ließen sich gut in eukaryotischen Zellen exprimieren, aus 

Überständen mittels Affinitätschromatographie isolieren und aufkonzentrieren ohne zu 

aggregieren (Hambach et al. 2022, Figure 2A). Damit haben nano-BiKEs einen Vorteil 

gegenüber scFv-basierten BiKEs, die oft schwierig zu produzieren sind, eine geringe 

Löslichkeit zeigen und dazu tendieren zu aggregieren (86). Diese Eigenschaften 

erschweren die Testung und Produktion von scFv-basierten Konstrukten und 

benachteiligen damit die kommerzielle Produktion. 

Weitere Vorteile von Nanobodies gegenüber scFvs für die Konstruktion von BiKEs sind 

die Verwendbarkeit von Nanobodies als Baukasten-System und ihre geringe Größe, die 

eine bessere Gewebepenetration ermöglicht. Die Halbwertszeit eines Nanobody-

basierten BiKEs kann mittels Integration eines Albumin-spezifischen Nanobodies in vivo 
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verlängert werden (132, 133). Die Bindung des in den hier vorgestellten HLE-nano-BiKE 

enthaltenen Albumin-spezifischen Nanobodies an humanes Albumin zeigte keinen 

Einfluss auf die Fähigkeit des HLE-nano-BiKEs BiKE-DCC auszulösen (Hambach et al. 
2022, Figure 4C). Dies weist darauf hin, dass die Bildung der immunologischen 

„Synapse“ zwischen Zielzelle und Effektorzelle, die für den BiKE-DCC vonnöten ist, 

nicht beeinträchtigt wird durch die simultane Bindung des HLE-nano-BiKEs an Albumin.  

4.3.2 CD38-spezifische Nanobodies im HLE-nano-BiKE 

Bei nano-BIKES könnte das vom tumorspezifischen Nanobody gebundene Epitop eine 

Rolle spielen. Wie zuvor erwähnt binden zwei der drei im HLE-nano-BiKE verwendeten 

CD38-spezifischen Nanobodies ein von Daratumumab unabhängiges Epitop. Daher 

könnten diese, ähnlich wie die auf diesen Nanobodies basierenden hcAbs, für die 

Therapie von Patienten verwendet werden, die bereits mit Daratumumab vorbehandelt 

wurden oder sich noch in der Therapie mit Daratumumab befinden.  

Auch die Affinitäten der einzelnen im nano-BiKE verwendeten Nanobodies könnten 

einen Einfluss auf die Effektivität des durch die BiKEs ausgelösten Killings in vivo haben. 

Bei HER2-spezifischen, scFv-basierten BiTEs hat eine Verminderung der Affinität des 

CD3-spezifischen scFv zu CD3 nur geringen Effekt auf die anti-Tumor-Aktivität des BiTE 

in vivo (134). Zudem konnte für PSMA-spezifische BiTEs gezeigt werden, dass die 

Gefahr eines Zytokin-Sturmes durch Verwendung eines niedrig affinen CD3-

spezifischen Bindungselements vermindert werden kann (135). Auch bei nano-BiKEs 

könnte daher ein CD16-spezifischer Nanobody mit einer geringen Affinität für CD16 die 

unspezifische Aktivierung von NK-Zellen vermindern.  

Wie im Falle von CARs, könnte die Affinität des Antigen-spezifischen Bindungselements 

auch die Effektivität eines BiKEs beeinflussen. HER2-spezifische BiTEs mit 

unterschiedlicher Affinität für das Tumorantigen zeigten auch unterschiedliche 

Effektivität in vivo (134). Eine geringe Affinität zu CD38 könnte im HLE-nano-BiKE von 

Vorteil sein, um eine erhöhte Spezifität für Zellen mit einer hohen CD38 

Zelloberflächenexpression zu erreichen. Für die Konstruktion der hier vorgestellten 

HLE-nano-BiKEs wurden CD38-spezifische Nanobodies mit unterschiedlichen 

Affinitäten zu CD38 verwendet (Hambach et al. 2022, Figure 2C) (45). Es konnte aber 

in vitro kein entscheidender Unterschied im durch HLE-Nb-BiKEs ausgelösten NK-Zell 

vermittelten Killing von CD38-exprimierenden Zellen beobachtet werden (Hambach et 
al. 2022, Figure 3-6).  
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4.3.3 Aufbau des BiKEs 

Die im BiKE verwendete Linkerläge und Reihenfolge der Nanobodies im BIKE ist 

ebenfalls interessant im Hinblick auf eine künftige Verbesserung der klinischen 

Effektivität der BiKEs. Van Faassen et al. beobachteten nur minimale Effekte auf die 

Effektivität und Bindung von EGFR-, CD19- und HER2-spezifischen nano-BiKEs durch 

Veränderung der Linkerlänge und Anordnung der Nanobodies im BiKE (86). Bei einigen 

scFv-basierten BiTEs wurde jedoch beobachtet, dass die Reihenfolge der scFvs im 

BiTE Einfluss auf die Effektivität der Aktivierung von T-Zellen haben könnte (136-138). 

Grund hierfür könnten aber auch Komplikationen bei der korrekten Paarung der in den 

scFvs vorhandenen VH- und VL- Domänen sein (139). Dennoch könnte für unsere HLE-

nano-BiKEs die Reihenfolge der Nanobodies und Linkerlänge in Bezug auf das 

gebundene Epitop auf CD38 eine Rolle spielen.  

Das co-Targeting eines weiteren Myelom-spezifischen Tumormarkers durch Integration 

eines weiteren Nanobodies in den HLE-nano-BiKE stellt eine weitere mögliche 

Weiterentwicklung dar. So entsteht ein Nanobody-basierter Trispezifischer Killerzell 

Engager (nano-TriKE) (79, 140, 141). Wie schon zuvor beschrieben, könnte eine hohe 

Spezifität für Zellen, die beide Targets exprimieren von Vorteil sein. Aber auch ein HLE-

nano-TriKE, der Zellen bindet, die entweder das eine oder das andere Target 

exprimieren, könnte zum Beispiel in heterogenen Tumoren klinische Anwendung finden. 

Eine erhöhte Aktivierung von NK-Zellen könnte auch durch TriKEs erreicht werden, in 

die Interleukin-15 (IL-15) als costimulatorisches Element integriert wurde, wie bereits für 

verschiedene BiKEs gezeigt. Die Integration von IL-15 führt zur stärkeren Aktivierung 

der NK-Zelle und möglicherweise somit zu einer besseren Effektivität des TriKE in vivo 

im Vergleich zum BiKE ohne IL-15 (83, 84, 142). 

 

Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse sollten CD38-spezifische HLE-nano-BiKEs 

in vivo weitergehend getestet werden, da sie eine interessante Perspektive für die 

Therapie des Multiplen Myeloms darstellen.  
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4.4 Ausblick 

Nanobodies zeigen evolutionär bedingt im Vergleich zu scFvs eine sehr gute Löslichkeit. 

Ihre geringere Bindungsfläche und die oft verlängerte CDR3-Schlaufe bieten ihnen ein 

weiteres Spektrum an Bindungsmöglichkeiten an ihr Ziel-Antigen als konventionelle 

Antikörper (34). So können einige Enzym-spezifische Nanobodies durch Blockade des 

aktiven Zentrums sogar die Enzym-Aktivität ihres Targets beeinflussen (25). Die geringe 

Größe, geringe Immunogenität und leichte Reformatierbarkeit der Nanobodies bieten 

zudem Vorteile für die Entwicklung von chimären Antikörper-Konstrukten (34). Zwei 

Nanobody-basierte Therapeutika wurden bereits für die klinische Anwendung 

zugelassen: Caplacizumab, ein vWF-spezifischer Homodimer und Cilta-cel, ein 

biparatopischer, BCMA-spezifischer CAR. Diese zeigen herausragende Erfolge in der 

klinischen Anwendung (43, 44).  

In dieser Arbeit wurden CD38-spezifische Nanobodies als Grundlage für die 

Konstruktion von hcAbs, Nb-CARs und HLE-nano-BiKEs entwickelt. CD38 ist ein 

vielversprechendes Target für die Therapie des Multiplen Myeloms, da es auf Multiplen 

Myelomzellen überexprimiert wird. Durch simultanes Targeting von CD38-

exprimierenden regulatorischen B- und T-Zellen könnte die Immunantwort gegen den 

Tumor verstärkt werden. Nanobodies, die die enzymatischen Funktion von CD38 

beeinflussen, könnten zudem das Tumormikromileu pro-inflammatorisch verändern. 

Durch ihre baukastenartige Struktur können Nanobody-basierte Konstrukte hinsichtlich 

der Off-Target Effekte, Affinität, Avidität und Spezifität leicht verändert werden.  

Die hier vorgestellten Publikationen zeigen vielversprechende, präklinische Ergebnisse 

durch CD38-spezifische hcAbs, Nb-CARs und HLE-nano-BiKEs und bieten eine 

spannende Grundlage um das Potential von CD38-spezifischen Nanobody-basierten 

Konstrukten für die Therapie des Multiplen Myeloms in klinischen Studien zu evaluieren. 

4.4.1 Vorteile und Nachteile von Zell-basierten Therapien gegenüber Protein-
basierten Therapien 

Protein-basierte Therapien wie hcAbs und Nb-BiKEs sind in der Produktion günstiger 

und schneller herzustellen als Zell-basierte Therapien (33). HcAbs und BiKEs müssen 

nicht individuell für Patienten hergestellt werden und die Produktion von Proteinen unter 

GMP-Konditionen ist weniger aufwendig als die Produktion von Zellprodukten. Proteine 

können nach der Produktion über lange Zeiträume gelagert werden und benötigen keine 

kontinuierliche Pflege der Zellkultur. Protein-basierte Therapien erfordern jedoch die 

wiederholte Gabe des Proteins und Therapieerfolge enden oft nach der letzten 
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verabreichten Dosis. CAR-Zellen hingegen zeigen schnelle und sehr persistente 

Erfolge, da CAR-Zellen oft noch Jahre nach der Therapie im Körper des Patienten 

nachweisbar sind (143). Dies führt oft zu einem langfristigeren Erfolg als Protein-

basierte Therapien. Protein-basierte Therapien eliminieren genauso wie CAR Zellen oft 

auch gesunde Zellen, die das Target-Antigen exprimieren (26, 27). Dies führt zum 

Verlust wichtiger Zellpopulationen. Besonders CAR T-Zellen stoßen zusätzliche 

immunstimulierende Substanzen aus, daher sind die Nebenwirkungen von CAR T-Zell 

Therapien oft stärker und Patienten sind zu Beginn der Therapie stationär zu 

beobachten (113, 124). Da insbesondere CAR T-Zellen im Körper verbleiben, werden 

auch gesunde, das Target exprimierende Zellen oft dauerhaft eliminiert. Somit ist 

sorgsam je nach Krankheit zu evaluieren, ob ein Protein-basierter oder Zell-basierter 

Ansatz für die Therapie sinnvoller erscheint. Im Falle des Multiplen Myeloms spricht der 

radikale Erfolg von Cilta-Cel für die Weiterentwicklung von CAR-basierten Therapien. 

Dennoch sind Protein-basierte Therapien wichtig um genügend Patienten zeitig, 

konstant und sicher mit Therapieoptionen zu versorgen. 

4.4.2 Affinität und Avidität des Tumorantigen-spezifischen Nanobodies im 
hcAb, Nb-CAR und HLE-nano-BiKE 

Off-Target Effekte auf gesunde, CD38-exprimierende Immunzellen führen zur 

Schwächung des Immunsystems des Patienten (90). Daher ist es wichtig durch 

Antikörper-basierte Therapien so spezifisch wie möglich nur maligne Zellen zu 

eliminieren, die zum Beispiel eine besonders hohe CD38 Zelloberflächenexpression 

zeigen. Affinität und Avidität eines rekombinanten Antikörper-Konstruktes beeinflussen 

die Spezifität und Effektivität sowohl von monoklonalen Antikörpern, als auch von BiKEs 

und CARs. Daher wäre es von Interesse, Affinitäts-verminderte und Affinitäts-erhöhte 

Versionen der hier vorgestellten hcAbs, Nb-CARs und HLE-nano-BiKEs zu erstellen. 

Da Nanobodies eine einfachere Struktur aufweisen als scFvs, ist dies weniger 

aufwendig als in konventionellen Antikörpern und auf scFvs-basierenden CARs und 

BiKEs. Mittels gezieltem Austausch von Aminosäuren in der CDR3 des Nanobodies 

kann seine Affinität gezielt gesteuert werden (144). Der biparatopische Nanobody-

basierte BCMA-spezifische CAR Cilta-Cel zeigt vielversprechende Erfolg im Vergleich 

zu CARs, die nur einen Nanobody enthalten. Dies führt zu der Frage, ob biparatopische 

CARs generell mehr Effizienz zeigen als monovalente CARs (65). Es ist jedoch noch 

unklar, ob sich dieses Prinzip auch auf andere Targets als BCMA anwenden lässt. 

Dennoch wäre auch für die hier vorgestellten hcAbs, Nb-CARs und HLE-BiKEs die 
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Integration eines zweiten CD38-spezifischen Nanobodies, der ein anderes Epitop als 

der erste bindet, interessant, um die Avidität des Konstruktes für CD38 zu erhöhen. 

Alternativ können auch Nanobodies, die spezifisch sind für einen anderen Myelom-

spezifischen Marker, zu einer verbesserten Spezifität des Konstruktes führen. Als 

zusätzlichen Myelom-spezifischen Marker bieten sich zum Beispiel das B-cell 

maturation antigen BCMA, der Plasmazellmarker CD138 oder das T-Lymphozyten-

Oberflächenantigen CD229 an (145). Durch Integration eines zweiten, 

tumorspezifischen Nanobodies könnten auf der Grundlage von hcAbs, Nb-CARs und 

HLE-nano-BiKEs bispezifische Diabodies, Dual-Nb-CARs oder TriKEs erstellt werden. 

Mittels dieser Konstrukte könnten gezielt Myelomzellen gebunden werden, die beide 

Targets exprimieren und somit Off-Target Effekte auf andere Zellen minimiert werden. 

Grundlage hierfür könnte auch hier eine Affinitätsoptimierung beider verwendeter 

Nanobodies sein, sodass diese Konstrukte nur binden, wenn beide Targets auf der 

Zielzelle exprimiert werden. Auch die gezielte Auswahl von Nanobodies mit geringeren 

Affinitäten gegen ihr Target könnte sinnvoll sein. Viele Tumore sind heterogen und 

Tumorzellen, die das Target-Antigen nicht exprimieren oder in Folge der Therapie die 

Expression herunterregulieren, haben einen Wachstumsvorteil (146, 147). In diesem 

Falle könnte das simultane Targeting zweier Tumorantigene ein Tumor-Escape 

verhindern und die Rückfallrate senken (148). 

Die Baukasten-Struktur der hier vorgestellten Konstrukte erlaubt einen einfachen 

genetischen Austausch des verwendeten Nanobodies und somit ein Screening 

verschiedenerer Varianten der Konstrukte. Somit bieten sich Nanobody-basierte 

Konstrukte für die Optimierung von Immuntherapien hinsichtlich ihrer Affinität und 

Avidität zu Vermeidung von Off-Target Effekten an.  

4.4.3 Therapeutische Anwendungsmöglichkeiten für CD38-spezifische 
hcAbs, Nb-CAR NK92 Zellen und HLE-nano-BiKEs 

CD38-spezifische hcAbs, Nb-CAR NK92 Zellen und HLE-nano-BiKEs stellen einen 
neuen, spannenden Ansatz für die Therapie des Multiplen Myeloms dar. CD38-
spezifische hcAbs, Nb-CAR NK92 Zellen und HLE-nano-BiKEs könnten dabei auch als 
zusätzliche oder Folgetherapie nach einer Therapie mit einem anderen CD38-
spezifischen Antikörper wie Daratumumab oder Isatuximab angewandt werden. 
Resistenzen gegenüber Daratumumab oder Isatuximab könnten durch die Verwendung 
von CD38-spezifischen Antikörper-Konstrukten, die von Daratumumab bzw. Isatuximab 
unabhängige Epitope auf CD38 binden und andere Effektorfunktionen erfüllen, 
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überwunden werden (18, 90). Daher könnten die hier gezeigten, auf CD38-spezifischen 
Nanobodies basierenden Konstrukte auch eine Option für die Therapie von Patienten 
darstellen, die Resistenzen gegen Daratumumab gebildet haben.  
CD38-spezifische Therapien könnten auch für die Behandlung anderer CD38-
exprimierender, maligner Zelltypen verwendet werden. CD38 wird auch in anderen 
hämatologischen Erkrankungen wie der akutem myeloiden Leukämie und chronischen 
lymphatischen Leukämie exprimiert (126, 149). Krebs-assoziierte Fibroblasten könnten 
durch eine erhöhte CD38-Expression eine pro-tumorale Aktivität in Melanomen 
haben (150). Auch in soliden Tumoren wie Lungenkrebs könnte die enzymatische 
Aktivität von CD38 zu einem für den Tumor förderlichen, anti-inflammatorischen 
Tumormikromilieu führen (151, 152). CD38-spezifische Konstrukte, die die 
enzymatische Aktivität von CD38 hemmen, könnten die anti-Tumor Aktivität des 
Immunsystems gegen diese Tumoren erhöhen. Da die CD38 Expression der Zielzellen 
einen entscheidenden Effekt auf den Therapie-Erfolg von CD38-spezifischen 
Antikörpern wie Daratumumab und Isatuximab hat, werden zunehmend auch Agenzien 
untersucht, die eine Erhöhung der CD38-Expression auf diesen Zellen bewirken (153, 
154). Besonders von Interesse ist hier Tretinoin (all-trans-Retinsäure, ATRA), das sich 
strukturell von Retinol ableitet. Die CD38-Oberflächenexpression auf Lymphozyten wird 
unter anderem reguliert durch Retinolsäure-gesteuerte Elemente, die über ein im CD38-
Gen vorhandenes Intron codiert werden (24, 155). Eine ATRA-vermittelte Steigerung 
der CD38 Expression steigerte nachweislich auch Daratumumab-vermittelte CDC und 
ADCC (153, 154). So könnte die Kombination von CD38-spezifischen Nanobody-
basierten hcAbs, Nb-CAR NK92 Zellen und HLE-nano-BiKEs mit ATRA auch zu einer 
Verbesserung des Therapieerfolges führen. Das Targeting von CD38 bietet somit eine 
aussichtsreiche Grundlage nicht nur für die Therapie des Multiplen Myeloms, sondern 
auch für andere CD38-assoziierte Krankheiten. 
 

Wir konnten zeigen, dass CD38-spezifische Nanobodies sich hervorragend für die 
Generierung von hcAbs, Nb-CARs und HLE-nano-BiKEs eignen. Die Vorteile von 
Nanobodies in Bezug auf Größe, Reformatierbarkeit, Produktionsaufwand, Kosten und 
Variabilität machen sie zu einer guten Alternative von scFvs. CD38-spezifische, 
Nanobody-basierte hcAbs, Nb-CAR NK92 Zellen und HLE-nano-BiKEs zeigten in den 
hier vorgestellten Arbeiten durchschlagende Effekte gegen Multiple Myelomzellen 
sowohl in vitro, als auch ex vivo und in vivo. Damit konnten wir ihr großes Potential für 
die Tumortherapie zeigen und legen damit den Grundstein für die Entwicklung neuer 
Nanobody-Konstrukte auch gegen andere Tumorentitäten. 
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6 Abgrenzung des eigenen Beitrags  

An dieser Stelle soll mein Beitrag zu den in dieser Dissertation vorgestellten 

Publikationen im Detail spezifiziert werden.  

6.1 Nanobody-based CD38-specific heavy chain antibodies induce killing 
of Multiple myeloma and other hematological malignancies  

Manuskript: Korrektur und Revision 

Figure 1:  Grafische Darstellung 

Figure 2:  Grafische Darstellung  

Figure 3:  Grafische Darstellung 

Figure 4:  Panel A-F: Auswertung der Daten, grafische Darstellung 

 Panel D-F: Praktische Durchführung 

Figure 5:  Grafische Darstellung 

Figure 6:  Grafische Darstellung 

Figure 7:  Praktische Durchführung (in Zusammenarbeit mit Katharina Petry, Birte 

Albrecht, Jana Larissa Röckendorf und Natalie Baum) und grafische 

Darstellung 

Table 1:  -  

Table 2:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische 

Darstellung 

6.2 Targeting CD38-Expressing Multiple Myeloma and Burkitt Lymphoma 
Cells In Vitro with Nanobody-Based Chimäric Antigen Receptors (Nb-
CARs) 

Manuskript: Erster Entwurf, Recherche, Korrektur und Revision 

Figure 1:  Grafische Darstellung 

Figure 2:  Grafische Darstellung  

Figure 3:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische 

Darstellung 

Figure 4:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische 

Darstellung 

Figure 5:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische 

Darstellung 
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Figure 6:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische 

Darstellung 

Figure 7:  Praktische Durchführung (in Zusammenarbeit mit Birte Albrecht, Katharina 

Petry, Jana Larissa Röckendorf und Natalie Baum), Auswertung der Daten 

und grafische Darstellung 

6.3 Half-life extended Nanobody-based CD38-specific Bispecific Killercell 
Engagers (HLE nano-BiKEs) induce killing of Multiple Myeloma cells 

Manuskript:  Erster Entwurf, Recherche, Korrektur und Revision 

Figure 1:  Grafische Darstellung 

Figure 2:  Panel A-C: Grafische Darstellung 

 Panel A-B: Praktische Durchführung und Auswertung der Daten 

Figure 3:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische  

  Darstellung 

Figure 4:  Panel A-D: Auswertung der Daten, grafische Darstellung 

 Panel A, C, D: Praktische Durchführung 

Figure 5:  Praktische Durchführung, Auswertung der Daten und grafische

 Darstellung 

Figure 6:  Praktische Durchführung (in Zusammenarbeit mit Anna Josephine  

  Gebhardt), Auswertung der Daten und grafische Darstellung 
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