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2 Einleitung  
 

Der Schlaganfall stellt statistisch mit 6,6 Mio. Toten und 12,2 Mio. Neuerkrankungen pro Jahr 

die zweithäufigste Todesursache und die dritthäufigste Ursache für Behinderungen weltweit 

dar (Collaborators, 2019; V. L. Feigin et al., 2022; Sacco et al., 2013). Zurzeit leben weltweit 

101 Mio. Menschen mit den Folgen eines erlebten Schlaganfalls; eine von vier Personen über 

25 Jahren erleidet in ihrem Leben einen Schlaganfall (Owolabi et al., 2022). Folgenschwer 

sind insbesondere arterielle Schlaganfälle, die im Fokus dieser Arbeit stehen.  

Klinisch äußern sich arterielle Schlaganfälle vor allem durch einen plötzlichen Verlust der 

neurologischen Funktion von Hirn, Retina oder des Rückenmarks aufgrund einer Ischämie 

oder einer intrazerebralen Blutung (99 %) (Benjamin et al., 2019; Zerna, Thomalla, Campbell, 

Rha, & Hill, 2018). Seltener (1 %, v.a. in der Perinatalphase) und auch weniger akut kann ein 

venöses Geschehen infolge einer zentralen Venenthrombose Ursache der neurologischen 

Funktionsstörung sein (Dunbar & Kirton, 2019; Pare & Kahn, 2012). Dies wird in vorliegender 

Arbeit nicht weiter in den Blick genommen. Arterielle Schlaganfallsyndrome zeichnen sich vor 

allem durch ihr plötzliches Auftreten ab. Sie lassen sich in eine ischämische und eine 

hämorrhagische Entität unterscheiden. 

Heutzutage stellen sich zwei konkrete Hauptfragen in der Schlaganfallbehandlung. Einerseits 

fehlen Bildgebungen, um Ischämien und Blutungen in Echtzeit zu detektieren und deren 

Verlauf ebenso zu beobachten. Des Weiteren ist der Pathomechanismus bisher noch nicht 

vollkommen verstanden. Ein genaueres Verständnis des Pathomechanismus ermöglicht eine 

zielgerichtete Therapie des Schlaganfalls und seiner Folgen.   

Diese Hauptfragen stellten für mich die Basis meiner Forschungsthemen dar. 

Mit 10 – 15 % stellt die intrazerebrale Blutung (ICB) nicht die häufigste Schlaganfallentität dar, 

jedoch ist sie mit einer extrem hohen Morbidität und Mortalitätsrate sowie einer schlechteren 

Prognose als ihr ischämisches Analogon verbunden (Valery L. Feigin, Lawes, Bennett, Barker-

Collo, & Parag, 2009; Weimar & Kleine-Borgmann, 2017). Sowohl für die ischämische Entität 

als auch für die ICB sind vertrauenswürdige und praktische Methoden zum kontinuierlichen, 

nicht-invasiven Monitoring der zerebralen Perfusion und des intrakraniellen Hämatoms 

notwendig. Im Jahr 2017 konnten in diesem Zusammenhang Ludewig et al. zeigen, dass bei 

einem ischämischen Schlaganfall eine qualitativ mit dem MRT vergleichbare Echtzeit- 

Darstellung des Perfusionsdefizits mittels Magnetpartikelbildgebung (MPI) möglich ist, und 

somit die MPI als potentielle moderne Bildgebung aufführen (Ludewig et al., 2017). Die MPI 

ist ein strahlungsfreies tomographisches Bildgebungsverfahren, welches superpara-

magnetische Eisenoxidpartikel (SPIOs) nutzt, um dreidimensionale volumetrische Bilder mit 

einer hohen zeitlichen Auflösung darzustellen (Gleich & Weizenecker, 2005). Bis jetzt unklar 

ist jedoch, ob mithilfe des MPIs auch eine Echtzeit-Darstellung einer ICB möglich ist. Um eine 

adäquate Darstellung der Blutung im MPI zu ermöglichen, müssen sich die SPIOs in der 
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Blutung anreichern. Diesem Thema habe ich einen Teil meiner Doktorarbeit gewidmet. 

Folgend auf die experimentelle Induktion einer intrazerebralen Blutung im murinen Modell 

erfolgte die intravenöse Applikation von SPIOs, woraufhin die entstehende Blutung in der MPI 

nachvollzogen wurde. 

 

Mit 62 % stellt die arterielle Ischämie den größten Anteil der arteriellen Schlaganfallsyndrome 

dar (V. L. Feigin et al., 2022). Wie schon vorher angeführt, ist leider bis heute die vollständige 

Pathophysiologie des Schlaganfalls nicht ganzheitlich verstanden. 

Die Folgen eines ischämischen Schlaganfalls stellen sich nach heutigem Stand wie folgt dar. 

Pathophysiologisch führt die fokale Beeinträchtigung der Hirndurchblutung zu einer 

mangelnden Zufuhr von für die Hirnzellen überlebenswichtigen Substraten wie Sauerstoff und 

Glukose und somit zu einer Beeinträchtigung der Aufrechterhaltung der Zellhomöostase und 

ihres Ionengradienten (Martin, Lloyd, & Cowan, 1994). In der Folge kommt es zu einem 

Zusammenbruch des Ionengradienten mit Depolarisierung von insbesondere Neuronen und 

Gliazellen mit anschließender Freisetzung von exzitatorischen Aminosäuren wie Glutamat, 

welches eine Depolarisation umgebender Zellen wieder neu initiiert (Dirnagl, Iadecola, & 

Moskowitz, 1999; Katsura, Kristian, & Siesjo, 1994). Die daraus resultierende Exzitationswelle 

verursacht durch die Aktivierung von proteolytischen Enzymen und einer erhöhten Produktion 

von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine Schädigung von intra- und extrazellulären 

Strukturen (Huang, Upadhyay, & Tamargo, 2006; Orellana-Urzua, Rojas, Libano, & Rodrigo, 

2020).  

Diese initiale Schädigung des hypoxischen Gewebes stellt den Beginn einer sterilen 

Entzündung dar, welche die ursprüngliche Hirnschädigung und die neurologische 

Funktionsfähigkeit negativ beeinflusst (Dirnagl et al., 1999; Huang et al., 2006). 

In diesem hypoxischen Gewebe werden folgend zahlreiche Mediatoren freigesetzt, die Zellen 

wie Mikroglia des umliegenden Gewebes aktivieren und zur Infiltration anderer Immunzellen 

wie neutrophiler Granulozyten führen (Jones et al., 2018). Zu jenen Mediatoren gehören vor 

allem Adenosintriphosphat (ATP) sowie Nicotinamodadeninnucleotid (NAD), 

Hitzeschockproteine (HSP) und das High-Mobility-Group-Box-1-Protein (HMGB1). Durch die 

Bindung an spezifische Rezeptoren von Zellen des angeborenen Immunsystems können diese 

Faktoren eine Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen auslösen, welche die 

Entzündungskaskade im Weiteren verstärken (Broz & Dixit, 2016; Di Virgilio, 2007). Wichtige 

Vertreter jener Signalkaskaden sind der ATP/P2X7 Signalweg oder der Nuklearfaktor-Kappa-

Light-Chain- Enhancer of Activated B Cells (NFB) (Gelderblom, Sobey, Kleinschnitz, & 

Magnus, 2015).  

Der P2X7-Rezeptor ist ein homotrimerer, liganden-aktivierter nicht-selektiver Kationenkanal, 

welcher sowohl auf Zellen des ZNS als auch auf Zellen des Immunsystems exprimiert ist 
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(Rissiek, Haag, Boyer, Koch-Nolte, & Adriouch, 2015). Morphologisch besteht er aus drei 

gleichartigen Polypeptid-Untereinheiten mit jeweils zwei Transmembrandomänen (Hattori & 

Gouaux, 2012; Kasuya et al., 2017). Im zentralen Nervensystem (ZNS) zeigt er die höchste 

Expressionsdichte auf Mikroglia, weniger auf Astrozyten und Oligodendrozyten (Hirayama, 

Anzai, & Koizumi, 2021; Janks, Sharma, & Egan, 2018; Yanagisawa et al., 2008; Zamanian et 

al., 2012). 

Infolge der Aktivierung des P2X7 Kanals durch extrazelluläres ATP (eATP) formen die drei 

Untereinheiten einen für Ionen durchlässigen Kanal, woraufhin Na+ und Ca2+ in die Zelle 

einströmen und K+ aus der Zelle herausströmen. Neben der Initialisierung der Ca2+ 

Signalkaskade bedingt der K+-Ausstrom durch den P2X7-Kanal die Formation des Nod-like 

receptor protein 3 (NLRP3)-Inflammasomkomplexes. Im Zuge der Aktivierung des 

Inflammasomkomplexes kommt es zu einer Spaltung der pro-Caspase 1 zur aktiven Caspase 

1, welche selbst wiederum die Vorstufen pro-IL-1 und pro-IL-18 in deren biologisch aktive 

Form spaltet (Broz & Dixit, 2016; Danquah et al., 2016; Munoz-Planillo et al., 2013). 

Anschließend werden diese proinflammatorischen Zytokine freigesetzt und bewirken ebenfalls 

eine Verstärkung des sterilen Entzündungsreizes (Broz & Dixit, 2016). 

Speziell IL-1 scheint in diesem Zusammenhang pleiotrope Effekte zu haben. Durch die 

Funktion als Chemokin und als Zytokin lockt IL-1 einerseits Zellen wie neutrophile 

Granulozyten in die Region der Ischämie, andererseits aktiviert es weitere Zellen des 

angeborenen Immunsystems wie Mikroglia und führt zur Freisetzung von potenziell 

neurotoxischen Mediatoren wie dem Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-a) und iNOS mit 

konsekutiv induzierter Apoptose der Neuronen (Jia et al., 2022; Zhu et al., 2022). Die Menge 

der intrazellulär gespeicherten Interleukin-Vorstufen hängt zudem noch von weiteren Signalen 

durch Toll-like-Rezeptoren (TLRs) oder TNF-Rezeptoren ab sowie von einer Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFB (Liu et al., 2015; Zhu et al., 2022).  

Der Einfluss des P2X7-Rezeptors auf die Läsionsgröße des experimentell evozierten 

ischämischen Schlaganfalls konnte schon in der Vergangenheit durch verschiedene Studien 

gezeigt werden. So ist belegt, dass im experimentellen Setting P2X7-KO Mäuse kleinere 

Läsionsgrößen nach der induzierten Ischämie zeigten im Vergleich zu Mäusen des 

genetischen Wildtyps (Cisneros-Mejorado et al., 2015). Zudem zeigte dieselbe Studie, dass 

eine unspezifische Blockade des P2X7-Kanals mit einem niedermolekularen Inhibitor wie 

Brilliant Blue G (BBG) die Folgen des ischämischen Schlaganfalls abschwächt. Jedoch ist 

BBG aufgrund seiner unspezifischen Bindung an P2X-Rezeptoren und seiner Toxizität kein 

adäquater Kandidat für eine klinische Anwendung.  

Eine spezifische Bindung an den P2X7-Rezeptor können Nanobodies (Nbs) gewährleisten, 

ohne weitere Nebeneffekte zu zeigen. Nanobodies sind benannt nach ihrer geringen Größe 

mit 2,5 nm Durchmesser, 4 nm Höhe und einem Volumen von 12 kDa (Hu, Liu, & 
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Muyldermans, 2017). Sie sind Einzeldomän-Antikörper, welche von der schweren Kette der 

Kameliden-Antikörper abgeleitet sind. Im Gegensatz zu den niedermolekularen Inhibitoren wie 

BBG zeigen Nbs eine geringe Toxizität bei hoher Spezifität dadurch geringere Nebeneffekte. 

Zudem erlauben sie eine weitaus potentere Inhibition des P2X7-Kanals (Danquah et al., 2016; 

Menzel, Schwarz, Haag, & Koch-Nolte, 2018; Rissiek, Koch-Nolte, & Magnus, 2014). Mit ihrer 

langen komplementären complementarity-determining-region 3 (CDR3) Region ist es Nbs 

möglich, an kleine Bereiche von Membranproteinen zu binden, welche normalen Antikörpern 

oft nicht zugänglich sind (De Genst, Saerens, Muyldermans, & Conrath, 2006; Koch-Nolte et 

al., 2007). Weitere Vorteile von Nbs gegenüber konventionellen Antikörpern sind ihre hohe 

Stabilität, ihre bessere Löslichkeit sowie ihre schnelle und zielgerichtete in vivo Distribution. 

Zudem sind sie einfach und ökonomisch produzierbar (Ingram, Schmidt, & Ploegh, 2018). 

Neben der Möglichkeit, Nb-Multimere zu bilden, können Nbs auch mit anderen Konstrukten, 

wie zum Beispiel der Fc-Domäne eines konventionellen Antikörpers, fusioniert werden. 

Hierdurch lassen sich ihre Eigenschaften mit der Fc-vermittelten Effektorfunktion, 

einschließlich Fc-Rezeptorbindung, verlängerter Halbwertzeit und Komplementaktivierung 

verbinden. Somit können Nbs als potentielles Therapeutikum viel spezifischer an die 

Pathophysiologien einzelner Entitäten angepasst werden als herkömmliche Antikörper 

(Kaczmarek-Hajek et al., 2018).  

In dem Hauptteil meiner Doktorarbeit beschäftige ich mich mit dem Effekt von P2X7-

spezifischen Nbs auf die Läsionsgröße des ischämischen Schlaganfalls. Hierzu gehört 

ebenfalls eine genauere Analyse der Biodistribution mit verschiedenen Methoden der 

Administration sowie das Detektieren der Nbs auf verschiedenen Zellen.  
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3 Methoden 
 

Tiere 

Alle Tierversuche in dieser Studie wurden von den lokalen Behörden genehmigt und Tiere 

wurden nach der Leitlinie für die Haltung von Labortieren gehalten (NIH Publication No. 83-

123, erneuert 1996). Nur 12 bis 18 Wochen alte männliche Mäuse wurden für diese Studie 

verwendet. Wildtypen wurden von Charles River (Bar Harbor, ME 04609, USA) erworben. Die 

Züchtung der pmeLUC transgenen und P2X7- enhanced green fluorescent protein (EGFP) 

transgenen Mäusen wurde bereits in der Literatur beschrieben (Csoka et al., 2018; 

Kaczmarek-Hajek et al., 2018).  

Experimentelle Induktion einer intrazerebralen Blutung 

Die intrazerebrale Blutung wurde nach dem etablierten Kollagenase-Injektionsmodel induziert. 

Es wurde ein kraniales Loch mit einem Durchmesser von 1 mm 2,3 mm lateral, 0,2 mm anterior 

zu Bregma und 3,7 mm tief in das linke Striatum eingeführt. Nach einer Reexpansionszeit von 

5 Minuten wurden 0,5 µl bakterieller Kollagenase (0,075 Units) mit einer Laufrate von 0,5 

µl/min infiziert mit einer folgenden Distributionszeit von 10 Minuten.  

Magnetpartikelbildgebung 

Die 2005 durch Gleich und Weizenecker vorgestellte Magnetpartikelbildgebung ist eine auf 

Tracer basierende Bildgebung, die durch externe Magnetfelder feldfreie Punkte entlang einer 

3D-Bildgebungsbahn zur räumlichen Kodierung mit einer zeitlichen Auflösung von 21,54 ms 

pro Bildgebungsvolumen nutzt. Wir nutzten für die MPI Experimente einen präklinischen 

tomographischen MPI-Scanner (Bruker, Deutschland) sowie die SPIOs Perimag und 

Synomag-D (Micromod GmbH, Deutschland) als Tracer. Der Tracer wurde intravenös über 

eine programmierbare Spritzenpumpe (Aladdin, World Precisions Instruments, USA) injiziert. 

Konzentration und Volumen der injizierten SPIOs können aus der Originalpublikation 

entnommen werden (siehe Suppl. Abb. 1 aus Szwargulski et al., 2020). Als morphologische 

Referenz der MPI-Messung führten wir zusätzlich postmortale MRT-Messungen des Kopfes 

mit einem 1-T-Kleintier-MRT durch (Bruker BioSpin MRI, Ettlingen, Deutschland). 

Histologie zur Darstellung der SPIOs im Hirn im Zuge der MPI-Messung bei ICB 

Zur Visualisierung der SPIOs im Hirn wurden die Hirne in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert 

und anschließend in koronare 10 µm Schnitte geschnitten. Anschließend erfolgte eine Färbung 

mit einem Eisenfärbungskit nach Anleitung des Herstellers (HT20-1KT, Sigma-Aldrich, USA). 
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Produktion der P2X7-spezifischen Nbs 

Den P2X7-Rezeptor blockierende Nanobodies 13A7 und 1c81 wurden in pCSE2.5 

Expressionsvektoren kloniert (Danquah et al., 2016; Kaczmarek-Hajek et al., 2018; Tijink et 

al., 2008). Für den verwendeten Nb A wurde 13A7 an die konstante Domäne der schweren 

Kette des Maus-Immunglobulin IgG2c fusioniert. Für den verwendeten Nb B wurde 1c81 

dimerisiert und mit einem Albumin-spezifischen Nb Alb8 (mAb77) fusioniert, wodurch ein 

bispezifisches heterotrimes Nanobody-Konstrukt mit einer verlängerten Halbwertzeit entstand. 

Um eine hohe Konzentrierbarkeit ohne Aggregation des Nb B zu realisieren, wurden weitere 

Modifikationen hinzugefügt, sodass sich der daraus entstandene Nb B-mod, ohne zu 

aggregieren, auf bis zu 15 g/L konzentrieren ließ. Konstrukte wurden anschließend in HEK-6E 

Zellen produziert und aus dem Zellüberstand durch Affinitätschromatographie an einer Protein-

G-Sepharosesäule aufgereinigt. Der Puffer wurde anschließend über eine PD-10-Säule 

ausgetauscht. Eine genaue Darstellung der unterschiedlich verwendeten Nbs ist im Anhang 

der Publikation dargestellt (siehe Suppl. Abbl. 1 aus Wilmes et al., 2022). 

tMCAO-Operation und Analyse der Läsionsgröße 

Zur Induzierung eines ischämischen Schlaganfalls wurde das bereits beschriebene Modell der 

temporären Okklusion der mittleren Hirnarterie (tMCAO) mit einer Okklusionszeit von 40 

Minuten verwendet (Gelderblom et al., 2009; Gelderblom et al., 2012). Die Qualität der 

Okklusion würde über ein Laser-Doppler Monitor überwacht (moorVMS-LDF; Moor 

Instruments, UK). Mäuse mit einer Okklusionsrate unter 80% wurden aus der Studie 

herausgenommen. Die Größe des ischämischen Parenchyms würde mit Hilfe einer Triphenyl-

Tetrazolium-Chlorid Färbung sowie einer Magnetresonanztomographie eines 7-Tesla 

Kleintier-MRTs (ClinScan Bruker, Ettlingen, Deutschland) bestimmt und anschließend via NIH 

ImageJ berechnet.  

In vivo ATP-Messung nach tMCAO-OP mittels pmeLUC-Tg Mäusen 

Zur Darstellung der in vivo ATP-Freisetzung nach der Induktion eines ischämischen 

Schlaganfalls wurde pmeLUG-transgenen Mäusen drei Stunden vor der 

Okklusionsbehandlung 150 mg/kg luciferin (Promega) intraperitoneal injiziert und dies vor 

jeder weiteren Messung wiederholt. Die in vivo ATP-Freisetzung wurde anschließend mittels 

einer Ganzkörper-Luminometrie unter Verwendung des IVIS Perkin Elmer in-vivo-

Bildgebungssystems registriert. 

Histologie zur Darstellung des P2X7-Kanals auf murinen Mikroglia 

Zur histologischen Visualisierung des P2X7-Kanals auf murinen Mikroglia wurden P2X7-EGFP 

Mäuse genutzt. Hierzu wurden die Mäuse mit 4 % PFA fixiert und anschließend histologische 

Schnitte angefertigt. Zur Identifizierung der Mikroglia wurde ein Anti-IbA1 Antikörper (Fujifilm 
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Wako Pure Chemical Corporation) genutzt, wobei zum Nachweis von Neuronen ein Anti-

Neuronales Nukläres Protein (NeuN) – Antikörper (Thermo Fisher Scientific) verwendet wurde. 

Eine Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (Thermo Fischer Scientific). 

Intravenöse und intrazerebroventrikuläre Administration von Nbs 

Zur Administration von P2X7-spezifischen Nbs wurden zwei verschiedene Wege genutzt. Zur 

Bestimmung des Einflusses von i.v. injizierten P2X7-Nbs auf die Läsionsgröße wurde der Nb 

A 100 µg in 100 µl phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) intravenös injiziert, andererseits 

wurde der Nb B-mod bzw. ein isotypischer Kontrollnanobody mit 30 µg in 2 µl PBS mit 60 

mg/ml Trehalose und 0,4 mg/ml Tween-20 intrazerebroventrikulär injiziert. Bei anschließender 

genauer Bestimmung der Biodistribution der Nbs nach i.v. Gabe wurden verschiedene 

Konzentrationen der Nbs bis hin zu 3200 µg jeweils in 100 µl intravenös appliziert.  Zur 

intrakraniellen Administration wurde ein kraniales Loch mit einem Durchmesser von 0,9 mm 

1,1mm lateralen, 0,5 mm posterior zu Bregma und 2,3 mm tief in den linken Ventrikel 

eingeführt. Nach einer Reexpansionszeit von 5 Minuten wurden verschiedene Mengen von 

P2X7-Nbs von 1 µg bis 100 µg in 2 Minuten über 1 µl/min injiziert mit einer folgenden 

Distributionszeit von 10 Minuten. Bei der in vivo Analyse der Läsionsgröße nach vorheriger 

intrazerebroventrikulärer Applikation von P2X7-Nbs wurden 30 µg der Nbs über 2 Minuten mit 

einer Konzentration von 15 µg/ µl injiziert.  

FACS-Analyse 

Die Durchflusszytometrie ermöglichte die Quantifizierung der in vitro und in vivo Aktivierung 

von stimulierten Mikroglia sowie eine Hemmung jener Aktivierung infolge einer Zugabe von 

P2X7-spezifischen Nbs. In diesem Zusammenhang wurden die Porenformation mit 

konsekutiver DAPI-Aufnahme, ein Calciumeinstrom mithilfe von Fluo4, eine Aktivierung der 

Caspase 1 durch das FAM-FLICA Detektionssystem sowie eine IL-1  Freisetzung mit und 

ohne Zugabe von P2X7-spezifischen Nbs dargestellt. Zudem konnte mithilfe der 

Durchflusszytometrie eine Distribution der Nanobodies beziehungsweise deren Bindung an 

Mikroglia im Hirn oder an renale T-Zellen in vivo illustriert werden. Eine ausführliche 

Darstellung der Präparation sowie der verwendeten Antikörper und der Gating-Strategie, 

insbesondere die Detektion der Nbs auf Mikroglia (Wilmes et al., 2022) und der renalen T-

Zellen (Pinto-Espinoza et al., 2022), kann aus der Publikation entnommen werden. 

Die statistische Auswertung erfolge mit der Software GraphPad Prism 8. Die Analyse einzelner 

Gruppen untereinander erfolgte durch den T-Test mit einem P-Wert von <0,5 als Zeichen der 

statistischen Signifikanz. 

Eine erweiterte Darstellung aller Methoden und der verwendeten Materialien kann den 

originalen Publikationen entnommen werden.  
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4 Ergebnisse 
 

Im folgenden Teil werde ich die Ergebnisse der wissenschaftlichen Publikationen darstellen, 

an denen ich als Erstautor beziehungsweise Co-Autor gearbeitet habe. Eine Aufteilung wird je 

nach Themengebiet und Paper erfolgen. 

 

Szwargulski, P., Wilmes, M., et al. (2020). Monitoring intracranial cerebral 

hemorrhage using multicontrast real-time magnetic particle imaging. ACS Nano 

 

Im folgenden Teil werde ich die Ergebnisse der wissenschaftlichen Publikation „Monitoring 

intracranial cerebral hemorrhage using multicontrast real-time magnetic particle imaging“ aus 

dem Forschungsjournal „ACS Nano“ (Szwargulski et al., 2020) vorstellen.  

Detektion der ICB mittels MPI 

Zu Beginn untersuchten wir den optimalen Tracer sowie dessen Applikationsverfahren für 

einen schnellen Nachweis der intrakraniellen Blutung (siehe Arbeitsablauf Suppl. Abb. 1 in 

Szwargulski et al., 2020). Perimag (Micromod GmbH, Deutschland) mit einer Halbwertzeit im 

Blut von 30 Minuten wurde entweder als großer Bolus von 200 l sechs Mal alle 10 Minuten 

oder kontinuierlich für eine Stunde mit einer Kommulativdosis von 600 l injiziert. Die 

Bildrekonstruktion erfolgte während der Datenerfassung, dauerte 8 Sekunden pro Bild und 

konnte während der Untersuchung direkt eingesehen werden. In jedem Fall konnte eine 

Blutung nach spätestens 90 Minuten eindeutig nachgewiesen werden. Insgesamt 

unterschieden sich je nach Tracer und Applikationsmodus die Zeitpunkte der frühesten 

Erkennung der Blutung. Bei einer Injektion eines großen Einzelbolus Perimags betrug die Zeit 

10 Minuten bis zu den ersten Blutungszeichen. Bei der Gabe von wiederholten Boli dauerte 

dies 19 Minuten beziehungsweise 23 Minuten in der Gruppe mit einer kontinuierlichen 

Injektion. Trotz unterschiedlicher Injektionsschemata konnte in keinem Injektionsmodell eine 

dauerhaft konstante Konzentration des Tracers erreicht werden (siehe Suppl. Abb. 2 in 

Szwargulski et al., 2020). Eine digitale Subtraktion der Daten verbesserte die Darstellung der 

intrakraniellen Blutung nicht. Eine Detektion der Blutung ohne vorherige Kenntnis über die 

Blutungslokalisation war mit dem kurzzirkulierenden Tracer Perimag vor 60 Minuten nicht 

möglich. Im Vergleich dazu zeigte der mit einer Halbwertszeit von 60 Minuten im Blut lang 

zirkulierende Tracer Synomag-D bessere Ergebnisse. Nach Injektion gleicher Mengen des 

Tracers im Vergleich zum Vorherigen zeigte sich ein Signalanstieg nach unter 3 Minuten, um 

die intrakranielle Blutung sichtbar zu machen (siehe Abb. 1 in Szwargulski et al., 2020). 

Aufgrund der dreidimensionalen Darstellung und präzisen quantitativen Erkennung von 

koaguliertem Blut und einer hohen zeitlichen Auflösung konnte die Ausdehnung der ICB 
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engmaschig verfolgt werden. Die maximale Ausdehnungsrate lag bei etwa vier Minuten und 

dauerte bis ca. 100 Minuten nach der Kollagenase-Injektion an. Aufgrund der Farbkodierung 

zwischen neuen und alten Tracer in der ICB konnte eine Unterscheidung innerhalb der Blutung 

erfolgen (siehe Abb. 1c in Szwargulski et al., 2020). Eine Stunde nach der letzten MPI-

Bildgebung erfolgte die Opferung der Tiere für die ex-vivo Magnetresonanztomographie 

(MRT). Im verwendeten Kollagenasemodell wurde in der Vergangenheit eine Zunahme des 

Hämatoms bis zu 24 Stunden beschrieben, was die geringen Unterschiede zwischen den 

letzten MPI- und MRT-Bildern erklärt (Manaenko, Chen, Zhang, & Tang, 2011; Rosenberg, 

Mun-Bryce, Wesley, & Kornfeld, 1990). In der weiteren Folge bestätigte sich durch Präparation 

der intrakraniellen Blutung, dass das im MPI erzeugte Signal mit dem extravasierten Tracer 

übereinstimmte (siehe Abb. 2a in Szwargulski et al., 2020). Eine für die Klinik wichtige 

Bestimmung des Volumens des intrakraniellen Hämatoms konnte durch das MPI ebenfalls 

genau erfolgen und stellte sich in nachfolgender MRT- und in histologischen Kontrolle in 

vergleichbarer Größe und Form dar (siehe Abb. 2 b/c in Szwargulski et al., 2020).  

Kombination verschiedener Tracer ermöglicht die Überwachung der Hämatomzunahme 

sowie des zerebralen Blutflusses  

Nach klinischen Gesichtspunkten ist die Bildgebung in der intrakraniellen Blutung nicht nur 

wichtig, um das Hämatom einschätzen zu können, sondern auch, um eine noch weiterhin 

bestehende zerebrale Perfusion zu begutachten. Hierzu wurden die beiden Tracer miteinander 

kombiniert. Nach der initialen Auslösung der ICB und Bildgebung mittels Synomag-D erfolgte 

die Gabe eines zweiten Perimag-Bolus. Kurz vor dem Perimag-Bolus wurde eine 

Basisaufnahme genommen, die in der Folge nach der Gabe des Primag Bolus zur digitalen 

Subtraktion diente, um das Signal des Synomag-D in der Blutzirkulation zu unterdrücken. Es 

konnte die Blutung eindeutig identifiziert werden, während der flüssige Perimag-Bolus im Hirn 

die zerebrale Perfusion markierte und eine Bestimmung von Perfusionsparameterkarten 

erlaubte (siehe Abb. 4 in Szwargulski et al., 2020). 

SPIO-Extravasate werden automatisch aus dem Hirnparenchym entfernt 

Aufgrund der potentiellen Nebenwirkungen der Tracer nach der Extravasation in das 

Hirnparenchym (Guo, Yang, & Zhang, 2018) stellte sich die Frage, wie homogen sich die 

Tracer in der ICB anlagern, sowie wie lange das Extravasat im Hirnparenchym verbleibt. 

Hierzu färbten wir die Tracer 4 Stunden nach der Injektion mit Berliner Blau an, welches in den 

ersten Stunden der Blutung vor allem die Tracer im Eisen (III)-Zustand jedoch nicht an 

Hämoglobin gebundenes Eisen im Eisen (II)-Zustand anfärbt. Es stellte sich keine übermäßige 

Ansammlung von Tracern mit einer homogenen Verteilung innerhalb der ICB dar. Eine 

Verlaufsbildgebung nach 21 Tagen zeigte ebenfalls eine abfallende Tracermenge (siehe Abb. 

5 in Szwargulski et al., 2020). 
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Wilmes, M., et al. (2022). Blocking P2X7 by intracerebroventricular injection of 

P2X7-specific nanobodies reduces stroke lesions. Journal of Neuroinflammation 

 

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der wissenschaftlichen Publikationen “Blocking P2X7 

by intracerebroventricular injection of P2X7-specific nanobodies reduces stroke lesions”, 

veröffentlicht im Forschungsjournal “Journal of Neuroinflammation” (Wilmes et al., 2022) 

vorstellen. Alle Abbildungen beziehen sich auf die Publikation und deren Legenden sind dort 

zu entnehmen. 

Extrazelluläres ATP wird in Folge eines ischämischen Schlaganfalles freigesetzt 

Als Erstes analysierten wir die eATP Freisetzung infolge einer tMCAO-Operation mit Hilfe von 

eATP erkennenden pmeLUC transgenen Mäusen. Diese Mäuse exprimieren ubiquitär eine 

Luciferase auf der extrazellulären Seite ihrer Plasmamembran, welche durch extrazelluläres 

ATP aktiviert wird (Csoka et al., 2018; Pellegatti, Falzoni, Pinton, Rizzuto, & Di Virgilio, 2005). 

Mit diesem System lassen sich geringe Änderungen der extrazellulären ATP-Konzentration im 

mikromolaren Bereich selektiv nachweisen, da die exprimierte Luciferase gegenüber anderen 

Nukleotiden unempfindlich ist (Pellegatti et al., 2005). Unmittelbar nach der tMCAO-Operation 

wurde ein Kontrollbild genommen (siehe Abb. 1 in Wilmes et al., 2022). Bereits 90 Minuten 

nach der Okklusion der zentralen Hirnarterie konnte eine Freisetzung von extrazellulärem ATP 

durch eine Zunahme der Lumineszenz in der ischämischen Hemisphäre gemessen werden. 

Nach 24 Stunden konnte weiterhin ein starkes Signal in der ischämischen Hemisphäre 

gemessen werden (s. Abb. 1 in Wilmes et al., 2022). Eine grobe Abschätzung der eATP-

Konzentration wurde mithilfe eines in vitro Konzentrationsgradienten vorgenommen (s. Suppl. 

Abb. 4 in Wilmes et al., 2022). 

Eine verstärkte P2X7-Expression erhöhte die Läsionsgröße des ischämischen 

Schlaganfalls 

Zunächst zeigten immunhistochemische Färbungen von P2X7-EGFP transgenen Mäusen, 

dass der P2X7-Kanal vor allem auf IbA1-positiven Zellen im Hirn exprimiert wird, wobei NeuN 

positive Zellen jene hohe EGFP-Expression nicht zeigten. Diese Erkenntnisse, dass vor allem 

Mikroglia den P2X7-Kanal im ZNS exprimieren, konnten ebenfalls durch den Allen Brain Atlas 

für Mäuse und Menschen (Hodge et al., 2019; Lein et al., 2007) bestätigt werden (siehe Tab. 

1 in Wilmes et al., 2022). 

Um anschließend den Einfluss einer verstärkten Expression von P2X7 auf die Läsionsgröße 

der ischämischen Hemisphäre zu bestimmen, verglichen wir die Läsionsgröße von P2X7 

überexprimierenden transgenen Mäusen(P2X7-tg) mit deren Wildtyp-Wurfgeschwistern (wt) 

infolge einer tMCAO-Operation. Hier konnten wir zeigen, dass P2X7-transgene Mäuse eine 
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signifikant größere Läsionsgröße der ischämischen Hemisphäre aufwiesen als deren wildtyp 

Wurfgeschwister.  

P2X7-spezifische Nanobodies hemmen den mikroglialen P2X7-Rezeptor in vitro 

Zum Nachweis der Effektivität der P2X7 spezifischen Nbs zur Blockierung aktivierter Mikroglia 

in vitro inkubierten Nbs mit durch ATP-stimulierten Mikroglia. Hier zeigten wir, dass sich durch 

Zugabe von P2X7-spezifische Nbs (1g/l) im Vergleich zur verwendeten Isotypkontrolle der 

durch ATP induzierte Calcium-Einstrom sowie eine DAPI-Aufnahme durch induzierte 

Porenbildung verringerte (siehe Abb. 3A und B in Wilmes et al., 2022). Zusätzlich konnte durch 

die P2X7-Nbs eine signifikant geringere Caspase-1 Aktivierung durch das FAM-FLICA 

Detektionssystem gezeigt werden (siehe Abb. 3C in Wilmes et al., 2022). Zudem zeigten durch 

LPS/ATP stimulierte Mikroglia nach vorheriger Inkubation mit P2X7-spezifischen Nbs eine 

geringere IL-1-Freisetzung (siehe Abb. 3D in Wilmes et al., 2022). Diese Erkenntnis zeigte 

bei weiterer in vitro Analyse sogar eine Dosisabhängigkeit, sodass wir beobachteten, dass 

schon geringe Dosen an Nbs eine suffiziente Hemmung der IL-1-Freisetzung erzielten (siehe 

Abb. 3E in Wilmes et al., 2022). 

Intravenöse Injektion von P2X7-spezifischen Nanobodies beeinflusst die ischämische 

Läsionsgröße nicht 

Nachdem wir den Effekt einer Blockade des P2X7-Kanals auf Mikroglia zeigten, fokussierten 

wir uns im nächsten Schritt auf den in vivo Einsatz der Nbs nach i.v. Injektion zur Bestimmung 

des Einflusses auf die Läsionsgröße nach der tMCAO-Operation mit einer Okklusionszeit von 

40 Minuten. Wir injizierten Wildtypmäusen intravenös 100g des Nb B oder einer 

Isotypkontrolle kurz vor der tMCAO-Operation. Die ischämische Läsionsgröße wurde 24 

Stunden nach der initialen Ischämie in zwei unabhängigen Kohorten einerseits per Histologie 

und andererseits per Magnetresonanztomographie (MRT) bestimmt. In beiden Ansätzen 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Läsionsgröße zwischen Nb-Behandlung und 

Isotypkontrolle. Um nun zu verfolgen, ob die Nbs zur effektiven Blockade im ZNS die Blut-Hirn-

Schranke (BHS) suffizient passieren konnten, injizierten wir fluochrom-markierte Nbs. Hier 

zeigte sich, dass nach einer Injektion von 100 g intravenös injizierten fluorochrom-markierten 

Nbs die Nbs nur an in das ZNS immigrierten Makrophagen nachgewiesen werden konnten, 

diese jedoch nicht an Mikroglia gefunden werden konnten. Diese Erkenntnisse deuten darauf 

hin, dass Nbs nur mit Einschränkungen die BHS überqueren. Um dies zu quantifizieren, 

führten wir eine Analyse der nötigen Menge an i.v. gegebenen Nbs durch, um eine effektive 

Überquerung der BHS zu erreichen. Hierbei zeigte sich, dass sehr hohe Dosen notwendig 

sind, um die BHS zu überqueren und die hirnansässigen Mikroglia zu besetzen (siehe Suppl. 

Abb. 4B in Wilmes et al., 2022). 
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Intrazerebroventrikuläre Injektion von P2X7-spezifischen Nanobodies verringert die 

ischämische Läsionsgröße 

Da nachweislich Nbs nur insuffizient die BHS überqueren, haben wir die 

intrazerebroventrikuläre Injektion als Methode ausgesucht, um die BHS zu umgehen und somit 

den Effekt der P2X7-spezifischen Nbs auf die Läsionsgröße des ischämischen Schlaganfalls 

unabhängig von der BHS-Penetration zu beurteilen. Schon in der Literatur war dieser Weg als 

adäquate Administration von Nbs ins Hirn beschrieben (Gomes et al., 2018). Hierzu injizierten 

wir 30 g des Nb B-mod in 2 l (15 g/l) im Vergleich zu einer Isotypkontrolle in Wildtypmäuse 

direkt vor der tMCAO-Operation. In einer vorherigen Quantifizierung der benötigten Menge, 

um eine Bindung der Nbs an die Mikroglia im ZNS zu erzielen, zeigten wir, dass ca. 30 g von 

P2X7-Nbs nötig sind, um über 99 % der Mikroglia zu besetzen (siehe Suppl Abb. 7 in Wilmes 

et al., 2022). Somit beobachteten wir, dass für die intrazerebroventrikuläre Injektion im 

Vergleich zur intravenösen Injektion nur 1/100 der Dosis notwendig ist, um eine gleiche 

Besetzung der Mikroglia mit P2X7-spezifischen Nbs zu erzielen. Mit dem Nb B-mod 

behandelte Mäuse zeigten 24 Stunden nach der tMCAO-Operation signifikant geringere 

Läsionsgrößen als Mäuse, die mit der Isotypkontrolle behandelt wurden (siehe Abb. 5A in 

Wilmes et al., 2022). Per FACS wurde die Qualität der Injektionen jeder Maus überwacht. Hier 

zeigte sich ein starkes Signal des P2X7-Nbs gebunden an die Mikroglia, wobei die 

Isotypkontrolle kein Signal zeigte (siehe Abb. 5B in Wilmes et al., 2022). Dieses Signal konnte 

durch die ex vivo Zugabe der P2X7-spezifischen Nbs nicht weiter erhöht werden. Zur 

funktionellen Analyse der P2X7-Aktivierung der Mikroglia testeten wir die ATP-induzierte 

DAPI-Aufnahme (siehe Abb. 5C in Wilmes et al., 2022). 160 Minuten nach der 

intrazerebroventrikulären (icv.) Injektion von 30 g Nb B-mod wurden Mikroglia isoliert und 

durch ATP aktiviert. Wir zeigten, dass die Injektion von 30 g Nb B-mod ca. 61,9 % der 

Mikroglia vor einer P2X7-Aktivierung durch 0,5 mM ATP und damit vor der DAPI-Aufnahme 

schützten. Die Positivkontrolle mit 0,5 mM ATP und in Abwesenheit von Nb B-mod zeigte eine 

DAPI-Aufnahme in 89,5 % der Mikroglia, wobei die Negativkontrolle ohne ATP-Zugabe und 

ohne Nbs eine DAPI-Aufnahme in 1,4% der Mikroglia zeigte (siehe Tab. 2 in Wilmes et al., 

2022).  
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Pinto-Espinoza, C., Guillou, C., Rissiek, B., Wilmes, M., et al. (2022). Effective 

targeting of microglial P2X7 following intracerebroventricular delivery of 

nanobodies and nanobody-encoding AAVs. Frontiers in Pharmacology 

 

Im folgenden Teil werden die von mir miterhobenen Ergebnisse der wissenschaftlichen 

Publikationen “Effective targeting of microglial P2X7 following intracerebroventricular delivery 

of nanobodies and nanobody-encoding AAVs”, veröffentlicht im Forschungsjournal “Frontiers 

in Pharmacology” (Pinto-Espinoza et al., 2022) vorgestellt. Alle Abbildungen beziehen sich auf 

die Publikation und deren Legenden sind dort zu entnehmen. 

Injektion von hohen Dosen i.v. injizierter P2X7-Nbs sind zur vollständigen Blockierung 

des mikroglialen P2X7-Rezeptors nötig 

Aufgrund der bekannten Integrität der BHS treten nur sehr geringe Raten von i.v. injizierten 

Antikörpern in das Hirn über (Abuqayyas & Balthasar, 2013). Um den Übertritt der P2X7-

spezifischen Nbs nach i.v. Injektion über die BHS ins Hirn zu überprüfen und zusätzlich den 

Einfluss des isoelektrischen Punktes (iP) der Nbs auf den BHS-Übertritt zu untersuchen, 

wurden zwei Nb-Konstrukte mit unterschiedlichem iP und in unterschiedlichen Mengen 

intravenös injiziert. Es wurden Mäusen 1,5 mg/kg oder 150 mg/kg P2X7-spezifische Nbs 

injiziert und nach vier Stunden die Besetzung von Mikroglia und nierenspezifischen T-

Gedächtniszellen überprüft. Hier zeigte sich, dass nur sehr hohe Dosen zur vollständigen 

Besetzung an den P2X7-Rezeptor auf Mikroglia ausreichen, wobei zur kompletten Bindung an 

den P2X7-Rezeptor der renalen T-Gedächtniszellen schon mit dem 1/100 dieser hohen Dosis 

erzielt werden kann (siehe Abb. 3 in Pinto-Espinoza et al., 2022). Zusätzlich zeigte die 

Untersuchung der Effektivität der P2X7-Blockade der in vivo gebundenen Nbs mittels ATP-

induzierter DAPI Aufnahme eine dosisabhängige Hemmung, wobei nur durch die Injektion 

einer sehr hohen Dosis eine fast vollständige Blockade der P2X7-vermittelten DAPI-Aufnahme 

erzielt wurde (siehe Abb. 3 in Pinto-Espinoza et al., 2022) 

Injektion von niedrigen Dosen icv. injizierter P2X7-Nbs erzielt eine vollständige 

Blockade der mikroglialen P2X7-Rezeptoren 

Auf der Grundlage, dass nur sehr hohe Dosen von P2X7-spezifischen Nbs eine adäquate 

Passage der BHS erzielen können und dass in der Literatur bekannt war, dass die 

intrazerebroventrikuläre Injektion ein beschriebener Ansatz ist, um eine adäquate 

Administration von Nbs in Hirn zu erreichen (Gomes et al., 2018), fehlte folgend noch eine 

genaue Bestimmung der benötigten Dosis, die bei der icv. Injektion nötig war, um die 

vollständige Besetzung der Mikroglia im Hirn zu erzielen. Es wurden absteigende Dosen von 

5 mg/kg bis 0,05 mg/kg in 2 l zerebroventrikulär injiziert. 18 Stunden nach der Injektion 

wurden die Microglia auf in vivo gebundene P2X7-Nbs analysiert. Es zeigte sich, dass schon 
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0,15 mg/kg zur nahezu vollständigen Bindung der Mikroglia ausreichten und analog dazu dies 

bei einer Injektion von 0,5 mg/kg erreicht wurde. Ebenso reichte eine Injektion von 0,5 mg/kg 

aus, um die ATP-induzierte DAPI-Aufnahme der Mikroglia vollständig zu blockieren (siehe 

Abb. 4 in Pinto-Espinoza et al., 2022).  

Nach icv. Injektion binden P2X7-Nbs innerhalb von 10 Minuten an die Mikroglia und sind 

bis 28 Tage nach der Injektion noch teilweise nachweisbar. 

Nachdem die Dosisabhängigkeit der icv. Injektion gezeigt wurde, stand noch der zeitliche 

Verlauf der Bindung der Nbs an die Mikroglia in Frage. Hierzu injizierten wir Mäusen icv. 1,5 

mg/kg des P2X7-spezifischen Nbs in 2 l und analysierten die Besetzung der P2X7-

Rezeptoren der Mikroglia zu verschiedenen Zeitpunkten von 10 Minuten bis 28 Tagen. Es 

zeigte sich bereits nach 10 Minuten post Injektion eine vollständige Bindung an den P2X7-

Rezeptor der Mikroglia, welche 3 Tage nach Injektion weiterhin bestand. In den folgenden 

Tagen konnte bis Tag 28 eine progrediente Abnahme der Besetzung der mikroglialen P2X7-

Rezeptoren beobachtet werden (siehe Abb. 6 in Pinto-Espinoza et al., 2022), jedoch war 

interessant zu sehen, dass nach 28 Tagen immer noch an fast 50 % der Mikroglia der P2X7-

Nb gebunden war. In denselben Tieren wurde ebenfalls die Bindung der P2X7-Nbs an die 

P2X7 hoch exprimierenden renalen T-Gedächtniszellen analysiert, um zu überprüfen, ab wann 

die ins ventrikuläre System injizierten Nbs in die systemische Zirkulation übergehen. Hier 

konnten wir sehen, dass nach 10 Minuten noch keine Bindung der renalen T-Gedächtniszellen 

erfolgte, diese jedoch nach 80 Minuten vollständig besetzt waren. Nach 7 Tagen waren noch 

75 % dieser Zellen mit den Nbs besetzt, jedoch war ab dem Tag 14 dies auf ein sehr niedriges 

Niveau gesunken, was auf eine Entfernung aus der systemischen Zirkulation schließen ließ 

(siehe Abb. 6 in Pinto-Espinoza et al., 2022). In der funktionalen Analyse zeigte sich wie 

erwartet eine langfristige Blockade der ATP-induzierten DAPI-Aufnahme durch Mikroglia bis 

zu Tag 17 nach der intrazerebroventrikulären Injektion (siehe Abb. 6 in Pinto-Espinoza et al., 

2022).  
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5 Diskussion 
 

In dem Diskussionsteil meiner Doktorarbeit werde ich die Erkenntnisse der einzelnen 

Publikationen diskutieren und sie miteinander verbinden. 

Hierzu gehe ich als Erstes auf die Publikation Szwargulski, Wilmes et al., 2020 ein. 

In dieser Publikation konnten wir zeigen, dass die Magnetpartikelbildgebung eine zuverlässige 

und schnelle Echtzeitdarstellung einer intrakraniellen Blutung eines experimentellen ICB-

Modells ermöglicht. Mittels MPI ist eine intrakranielle Blutung jedoch nur zu erkennen, wenn 

eine aktive Blutung vorliegt und somit der Tracer als Extravasat in das Hirnparenchym 

eindringt. Wir wählten einen klinikähnlichen Ansatz, indem wir den Tracer 30 Minuten nach 

Induktion der Blutung injizierten. Hierunter konnten wir innerhalb weniger Minuten eine 

intrakranielle Blutung erkennen sowie eine aktive Blutung bis 100 Minuten nach der Induktion 

beobachten. Zusätzlich war es möglich, durch die Kombination von zwei verschiedenen 

Tracern eine Überwachung sowohl des intrazerebralen Hämatoms als auch der zerebralen 

Perfusion durchzuführen. Durch die hohe zeitliche Auflösung des MPIs war dies in Echtzeit 

realisierbar. Bislang steht in der Klinik noch keine adäquate, nicht-invasive Methode zur 

zuverlässigen und kontinuierlichen Überwachung der Ganzhirnperfusion am Patientenbett zur 

Verfügung. Diese Lücke kann durch das MPI geschlossen werden. Durch eine permanente 

nicht-invasive Überwachung in Echtzeit ermöglicht das MPI zusätzlich ein schnelleres 

Eingreifen im Falle einer Verschlechterung der Situation, wie im Beispiel einer 

Sekundärblutung in Form der Initiierung einer chirurgischen Entlastung. Zudem ist es durch 

die kleine Bauweise eines MPI-Scanners möglich, diesen direkt am Patientenbett zu nutzen 

und zu bedienen. Hierzu wurde bereits in der Vergangenheit ein mobiler menschlicher 

Kopfscanner entwickelt, welcher am Patientenbett durch eine normale Steckdose betrieben 

werden kann (Graeser et al., 2019).  

Ein weiterer Vorteil der MPIs ist die Unterscheidung zwischen flüssigem und koaguliertem Blut 

innerhalb der ICB mittels Multikontrast-MPI, was mit anderen Bildgebungsverfahren noch nicht 

möglich ist. Diese Unterscheidung ist insbesondere in der chirurgischen Therapie wichtig, da 

eine Operation während einer aktiven Blutung mit einer höheren Rate an Nachblutungen und 

einer höheren Sterblichkeit verbunden ist (Morgenstern, Demchuk, Kim, Frankowski, & Grotta, 

2001). Hier könnte das MPI zur Feststellung des frühesten möglichen Therapiefensters 

dienen, welches mit weniger schweren postoperativen Komplikationen verbunden ist.  

Wie schon vorher erwähnt, beinhaltet das Multikontrast-MPI die Möglichkeit, sowohl die 

intrakranielle Blutung als auch die zerebrale Perfusion zu überwachen. Da es im Zuge der ICB 

mit Ausdehnung des Hämatoms zu einer Erhöhung des intrakraniellen Druckes kommen kann, 

führt dies häufig zu einer Verminderung der zerebralen Perfusion mit vermehrten 
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Sekundärschäden. Durch eine kontinuierliche Überwachung sowohl der ICB als auch der 

zerebralen Perfusion kann mittels MPI bei Beeinträchtigung der Perfusion schnellstmöglich 

mittels Anpassung der Therapie darauf reagiert werden und so können weitere Schäden 

vermieden werden. Ebenso kann infolge der hohen räumlichen Auflösung und Messung des 

Hämatomvolumens inklusive Beachtung einer potenziellen Mittellinienverschiebung eine frühe 

operative Indikation adäquat gestellt werden.  

Noch zu überwindende Grenzen der MPI stellt einerseits die Unterscheidung zwischen alter 

und frischer Blutung, andererseits die potenzielle Toxizität der Tracer als Extravasat im 

Hirnparenchym dar. Mit heutigen Mitteln ist es für das MPI schwierig, alte Blutungen 

darzustellen, da in diesem Fall kein Tracer in das hämorrhagische Gewebe eingedrungen ist. 

Hier wäre zwar noch ein Perfusionsdefizit zu erkennen, jedoch eine genaue Unterscheidung 

zwischen hämorrhagischem und ischämischem Schlaganfall nicht möglich. Die Frage nach 

der Toxizität der Tracer ist in der Vergangenheit aufgekommen, da bei Patienten nach 

wiederholter Gadoliniumanwendung zerebrale Ablagerungen festgestellt wurden (Kanda, Ishii, 

Kawaguchi, Kitajima, & Takenaka, 2014). Im Vergleich zu Gadolinium sind MPI-Tracer jedoch 

biologisch abbaubar. Demnach konnten wir eine stetige Abnahme des Tracersignals im 

Hirnparenchym über die Zeit feststellen, was auf einen lokalen Abbau oder eine Entfernung 

der SPIOs aus dem Hirnparenchym hindeutet. Vermutlich werden die SPIOs von 

Makrophagen oder Mikroglia phagozytiert und verdaut (siehe Suppl. Abb. 7 in Szwargulski et 

al., 2020), gefolgt vom Einbau des abgebauten Eisens in Hämoglobin (Gu et al., 2011; Y. X. 

Wang, 2011). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Partikel lokal abgebaut werden 

und Reste im Parenchym verbleiben. Hier bieten sich weitere Studien an, um eine 

Neurotoxizität und Toxizität auf die Integrität der BHS durch die SPIOs zu untersuchen.  

Zusammenfassend konnten wir in dieser Publikation die MPI als moderne Echtzeitbildgebung 

für die ICB vorstellen. Zusammen mit vorherigen Studien bezüglich der MPI-Bildgebung für 

den ischämischen Schlaganfall (Graeser et al., 2019; Ludewig et al., 2017) ist das MPI für 

beide Hauptentitäten des Schlaganfalls, die intrakraniellen Blutung und die Ischämie, eine 

Möglichkeit der schnellen Erkennung und Echtzeitüberwachung, welche sogar mittels mobiler 

Scanner kontinuierlich am Patientenbett durchführbar ist.  

Im Weiteren werde ich die Ergebnisse der Publikation Wilmes et al. 2022 zusammen mit den 

von mir miterhobenen Ergebnissen aus der Publikation Pinto-Espinosa et al. 2022 diskutieren. 

Im Zuge der Studie Wilmes et al., 2022 zeigen wir, dass es früh nach der Induktion des 

ischämischen Ereignisses zu einer Freisetzung von eATP kommt und eine Blockade des ATP-

Rezeptors P2X7 durch spezifische Nbs den durch die Ischämie verursachten 

Parenchymschaden reduziert. Jedoch müssen die Nbs zur Umgehung der Blut-Hirn-Schranke 
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intrazerebroventrikulär injiziert werden, um somit den P2X7-Rezeptor der hirnständigen Zellen 

zu erreichen. 

Seit längerer Zeit tauchen in der Literatur immer mehr Hinweise auf, dass eine sterile 

Entzündung die Folge eines Schlaganfalls ist. Nach dem initial ischämischen Ereignis kommt 

es zu einer Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren, die im Parenchym schon vorhandene 

oder immigrierende Immunzellen aktivieren können. In diesem Zusammenhang von 

besonderer Bedeutung sind sogenannte Danger-Associated Molecular Patterns (DAMPs), 

welche als endogene Gefahrensignale eine Aktivierung des Inflammasoms und Sekretion von 

proinflammatorischen Zytokinen durch angeborene Immunzellen initiieren (Di Virgilio, 2007; 

Junger, 2011). In transgenen Mäusen mit einer exprimierten Luciferase auf der äußeren Seite 

der Zellmembranen konnten wir zeigen, dass eATP, analog zu traumatischen 

Hirnverletzungen (Faroqi et al., 2021), sehr früh nach der Initiierung einer ischämischen 

Gewebeschädigung freigesetzt wird. Dieses Signal persistiert im weiteren Verlauf über 24 

Stunden, was auf eine weitergehend kontinuierliche eATP-Freisetzung des ischämischen 

Areals hindeutet. Somit liegt es nah, dass insbesondere eATP und dessen Rezeptoren eine 

wichtige Rolle bei der Auslösung der sterilen Entzündungsreaktion nach einem Schlaganfall 

spielen. Hierbei ist die proinflammatorische Reaktion der Mikroglia sehr wahrscheinlich infolge 

einer Aktivierung des P2X7-Kanals induziert (Cserep et al., 2020; Di Virgilio, Sarti, & Grassi, 

2018; Linden, Koch-Nolte, & Dahl, 2019). 

Der P2X7-Kanal ist im Gehirn vor allem auf Gliazellen exprimiert. Dies wird durch 

Expressionsdaten des Allen Brain Atlas für Mäuse (Lein et al., 2007) und Menschen (Hodge 

et al., 2019) unterstützt, wobei diese zeigen, dass der P2X7-Rezeptor bei Menschen und 

Nagetieren insbesondere auf Mikroglia exprimiert wird (siehe Tab. 1 in Wilmes et al., 2022). 

Im Gegensatz hierzu zeigen Astrozyten eine geringere Expressionsrate der P2X7-RNA auf. 

Unterschiede der Expression lassen sich bei Oligodendrozyten finden, wobei der menschliche 

P2X7-Rezeptor eine starke Expressionsdichte zeigt, dies jedoch nicht bei Nagetieren zu finden 

ist. Dies unterstützt die Ansicht, dass bei Nagetieren eine Blockade des P2X7 insbesondere 

einen Einfluss auf die Mikroglia hat.  

Infolge eines ischämischen Schlaganfalls kommt es zu einer verstärkten Expression des 

P2X7-Kanals auf Mikroglia (Franke et al., 2004; Skaper, 2011), was zum Zelltod jener Zellen 

führen kann (Eyo, Miner, Ahlers, Wu, & Dailey, 2013). Diese Erhöhung der Expressionsdichte 

konnte jedoch nicht auf Astrozyten gezeigt werden (Zamanian et al., 2012). In der 

Vergangenheit konnten sowohl wir als auch andere Gruppen zeigen, dass Mäuse ohne 

Expression des P2X7-Kanals kleinere Gewebeverluste infolge einer tMCAO-Operation haben, 

sowie dass eine Blockade des P2X7-Kanals mit unspezifischen Blockern wie BBG die 

Läsionsgröße der Ischämie verringern (Arbeloa, Perez-Samartin, Gottlieb, & Matute, 2012; 
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Cisneros-Mejorado et al., 2015). Zudem zeigte eine Hemmung des NLRP3-Inflammasoms 

ebenfalls einen geringeren Gewebeschaden nach zerebraler Ischämie, jedoch zeigte eine 

zusätzliche Blockade des P2X7-Kanals keinen additiven Effekt (Cisneros-Mejorado et al., 

2015). Insgesamt werden diese Annahmen noch kontrovers diskutiert. So beobachteten 

Yanagisawa und Kollegen eine Vergrößerung des ischämischen Gewebeschadens infolge 

einer Blockade des P2X7-Kanals (Yanagisawa et al., 2008). Ähnliche Ergebnisse zeigten 

Kang et al. (Kang, Keasey, & Hagg, 2013), welche infolge einer Blockade des P2X7-Kanals 

einen Effekt auf die Expression des ciliaren neurotrophen Faktors (CNTF) beschrieben, jedoch 

keinen Effekt auf die Läsionsgröße der Ischämie beobachteten. In diesem Zusammenhang 

stellt die Verwendung von BBG eine mögliche Erklärung dar, da niedermolekulare Inhibitoren 

oft toxisch und weniger spezifisch sind als Nbs. Insbesondere zeigt BBG keine eindeutige 

Affinität nur zum P2X7-Kanal (Jiang, Mackenzie, North, & Surprenant, 2000) und ist somit 

durch seine dosisabhängigen Off-target Effekte bekannt. Um eine spezifische Bindung und 

Blockade des P2X7-Kanals zu gewährleisten, verwandten wir spezifische Nbs. In der 

Entwicklung jener spezifischen Nbs konnten in unserer Gruppe sowohl human spezifische als 

auch murin spezifische P2X7 blockierende Nbs generiert und patentiert werden. Durch ihre 

vielfältigen Vorteile (siehe Einleitung) stellen Nbs eine vielversprechende neue 

Technologieplattform dar, welche auch heute schon Einzug in die Klinik hielten. Die ersten 

therapeutischen Nbs gegen unter anderem den TNF- und IL-6 Rezeptor wurden von Ablynx-

Sanofi entwickelt und haben inzwischen eine FDA-Zulassung erhalten (Scully et al., 2019; 

Ulrichts et al., 2011). 

Ein zu überwindendes Hindernis in der systemischen Administration von Biologika, welche das 

Hirn erreichen sollen, stellt die Blut-Hirn-Schranke (BHS) dar. Unter physiologischen 

Bedingungen stellt die BHS durch ihre eingeschränkte Permeabilität nur für lipophile Moleküle 

bis 400 kDa (Pardridge, 2012) und einen kontinuierlichen Fc-Rezeptor-gekoppelten Efflux in 

das Blut hinein (Cooper et al., 2013) seine zu überquerende Barriere dar. Aus diesem Grund 

haben Nbs, welche keinen Fc-Anteil exprimieren, eine bessere Möglichkeit, ihre Ziele hinter 

der BHS zu erreichen. Jedoch können auch unter pathophysiologischen Bedingungen mit 

eingeschränkter BHS monovalente Nbs keine ausreichende Konzentration für eine in vivo-

Bildgebung des Gehirns (Nabuurs et al., 2012) oder für therapeutische Zwecke (Caljon et al., 

2012) im Hirn erreichen. In der pathologischen Konstellation eines ischämischen Schlaganfalls 

kommt es zu einem biphasischen Zusammenbruch der BHS durch eine Aktivierung der Matrix-

Metalloproteasen (MMP)-2, -3, und -9 (Ludewig et al., 2013; Yang & Rosenberg, 2011)  

Zunächst ist dies noch reversibel, wird jedoch im Weiteren vor allem durch die MMP-3 und 

MMP-9 verstärkt (Rosell et al., 2008). Diese Erkenntnisse lassen eigentlich darauf schließen, 

dass Antikörper oder Nbs durch den Zusammenbruch der BHS im Zuge des ischämischen 

Schlaganfalls einen leichteren Zugang zum Gehirn haben könnten. Dies konnten wir jedoch in 
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unserer Studie nicht bestätigen. So erreicht nach intravenöser Applikation nur ein kleiner Anteil 

der intravenös applizierten Nbs das Hirnparenchym. Jedoch konnten wir unsere P2X7-

spezifischen Nbs auf aus dem Blutstrom ins Hirnparenchym immigrierenden Makrophagen 

detektieren. Diese konnten aber nicht auf hirnständigen Mikroglia nachgewiesen werden und 

ihre Funktion war ebenfalls nicht beeinträchtigt (siehe. Abb. 4 in Wilmes et al., 2022). In einer 

tieferen Analyse der Integrität der BHS bezüglich des Übertritts von Nbs konnten wir 

feststellen, dass sehr hohe Dosen einer i.v. Injektion nötig sind, um den P2X7-Kanal auf 

Mikroglia im Hirn vollständig zu erreichen (siehe Suppl. Abb. 6 in Wilmes et al., 2022 und Abb. 

3 in Pinto-Espinoza et al., 2022). Diese Erkenntnisse stehen im Einklang damit, dass bei einer 

reinen intravenösen Injektion von Antikörpern oder Nbs ein Shuttle-System wie zum Beispiel 

der Transferrin-Rezeptor nötig ist, um eine adäquate Passage der BHS in das Hirnparenchym 

zu gewährleisten (Lee, Engelhardt, Lesley, Bickel, & Pardridge, 2000). Aus diesem Grund war 

es für uns notwendig, Wege zu finden, die eine Umgehung der BHS ermöglichen. In dieser 

Studie wählten wir den Weg einer direkten Injektion des Nbs in das ventrikuläre Liquorsystem. 

Da aufgrund der geringen Größe des ventrikulären Systems nur geringe Volumina injiziert 

werden können, mussten wir unsere Nbs so modifizieren, dass eine hohe Konzentration 

erreicht werden kann, ohne Proteinaggregate zu bilden (siehe Suppl. Abb. 1 in Wilmes et al., 

2022). In einer Analyse der Dosis, die notwendig ist, um die Mikroglia im Hirn adäquat zu 

besetzen, konnten wir feststellen, dass schon sehr geringe Dosen hierzu ausreichen (siehe 

Suppl. Abb. 7 in Wilmes et al., 2022, Abb. 4 in Pinto-Espinoza et al., 2022). Durch eine effektive 

intrazerebroventrikuläre Injektion von P2X7-spezifischen Nbs konnten wir bis zu 95% der 

Mikroglia erreichen. Im Vergleich zur intravenösen Gabe war hier nur 1 % der Dosis nötig, um 

eine gleiche Bindung an die Mikroglia zu erzielen (siehe Suppl. 7 in Wilmes et al., 2022). Somit 

reichte für die intrazerebroventrikuläre Injektion im Vergleich zur intravenösen Injektion 

weniger als 1/100 der Dosis aus, um eine gleiche Besetzung der Mikroglia im Hirn zu 

erreichen. Interessanterweise stellte sich in der Analyse der Kinetik der Distribution der Nbs 

nach intrazerebroventrikulärer Injektion heraus, dass bereits 10 Minuten nach icv. Injektion alle 

Mikroglia im Hirn ausreichend mit P2X7-Nbs besetzt waren. Dies blieb bis zu einer Woche 

nach der Injektion gleich, nahm in der Folge sukzessive ab, bis unter 50 % nach 21 Tagen. 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die in das ZNS injizierten Nbs nach ca. einer Stunde 

in die systemische Zirkulation übertreten (siehe Suppl. Abb. 8 in Wilmes et al., 2022 und Abb. 

5 in Pinto-Espinoza et al., 2022). Somit gehen Nbs zwar schnell aus dem ZNS in den 

systemischen Kreislauf über, jedoch ist ein Übergang aus dem systemischen Kreislauf in das 

Hirnparenchym stark eingeschränkt, was für eine effektive Entfernung von Nbs aus dem ZNS 

zur Beibehaltung der Homöostase spricht.  

Insgesamt stellt eine Injektion in den Liquorraum beim Menschen eine geringere 

Herausforderung dar, da dies schon im Zuge einer häufig praktizierten Lumbalpunktion 
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durchgeführt werden kann. Außerdem ist jene Methode der Administration von Therapeutika 

in der Klinik schon für einige neurologische Erkrankungen wie zum Beispiel der neuronalen 

Lipofuscinose etabliert (Worgall et al., 2008). Zusätzlich stellen heutzutage neue Methode der 

Transmission von Nbs in das ZNS wie die Fusion mit Liganden von Hirnendothelzellrezeptoren 

wie ApoE-LDL-Rezeptoren oder mit Nbs spezifisch gegen Transzytoserezeptoren von 

Hirnendothelzellen vielversprechende Möglichkeiten dar (Abulrob, Sprong, Van Bergen en 

Henegouwen, & Stanimirovic, 2005; Muruganandam, Tanha, Narang, & Stanimirovic, 2002; 

Sarkar et al., 2011).  

In der pathologischen Konstellation eines ischämischen Schlaganfalls sind Mikroglia die ersten 

immunologischen Zellen, welche aktiviert werden, wobei Makrophagen erst später in das ZNS 

immigrieren (Gelderblom et al., 2012). Auf dieser Grundlage lässt sich erklären, wieso wir 

keinen Unterschied in der Läsionsgröße nach der reinen intravenösen Administration von Nbs, 

welche die Mikroglia nicht suffizient erreichen, beobachten konnten. Bei einer 

intrazerebroventrikulären Gabe der Nbs jedoch ist es möglich, bis zu 95% der Mikroglia zu 

erreichen und folgend durch eine effektive Hemmung der mikroglialen Aktivierung eine 

Verringerung der Läsionsgröße zu erzielen. 

Zusammenfassend können wir in unserer Studie zeigen, welche Wirkung die nach einem 

ischämischen Schlaganfall ausgelöste lokale Freisetzung von eATP auf die Läsionsgröße hat. 

Zudem zeigen wir, dass wir durch eine spezifische Hemmung dieses eATP-Signals durch die 

Blockade des ATP-Rezeptors P2X7 eine Verminderung der Läsionsgröße erzielen können. 

Diese spezifische Blockade können P2X7-spezifische Nbs gewährleisten, jedoch müssen sie 

aufgrund einer unzureichenden Penetration der BHS direkt in das Liquorsystem injiziert 

werden.  

Insgesamt muss hier aber berücksichtigt werden, dass unsere Studie eine Proof-of-Concept 

Studie darstellt, die vollständig mit der klinischen Situation übereinstimmt. Da in dieser Studie 

eine Injektion der P2X7-Nbs vor der tMCAO-Operation vorgenommen wurde, wollten wir das 

volle Potential einer vollständigen Blockade untersuchen. In weiterführenden Settings sollten 

die Nbs nach der initialen Ischämie gegeben werden, um ein Setting zu gewährleisten, welches 

der klinischen Situation eher entspricht. Zudem sollten weibliche, komorbide und ältere Mäuse 

ebenfalls in diese Studien einbezogen werden. Zudem müssen unsere Ergebnisse in anderen 

Laboren und mit anderen Modellsystemen reproduziert werden, bevor sie in die klinische 

Phase übergehen können.  

In der Zusammenschau der Erkenntnisse der verschiedenen Publikationen konnten wir 

einerseits zeigen, dass das MPI eine moderne Echtzeitüberwachung der Schlaganfallentitäten 

bietet und dass eine Administration P2X7-Nbs in den Liquorraum als früher Therapieansatz 

beim ischämischen Schlaganfall in einer Verringerung der Läsionsgröße resultiert. Aufgrund 
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einer eingeschränkten Überwindung der BHS durch die P2X7-Nbs müssen sie aber direkt in 

das Liquorsystem injiziert werden, um adäquat die Mikroglia zu blockieren. Eine intravenöse 

Injektion ist aufgrund der benötigten hohen Mengen beim Menschen nicht möglich. Jedoch ist 

hier zu beachten, dass nicht jeder Schlaganfallpatient für eine Liquorpunktion geeignet ist. Da 

ein ischämischer Schlaganfall epidemiologisch häufig bei Patienten auftritt, die schon a priori 

antikoaguliert sind, kann eine sofortige Liquorpunktion hier oftmals nicht erfolgen. Einen 

Ausweg aus diesem Dilemma könnte eine Kombination aus der MPI zusammen mit den P2X7-

Nbs bieten. Neben der reinen Bildgebung ermöglicht das MPI ebenfalls eine kontrollierte 

Navigation der SPIOs an eine gewünschte Stelle. Hier konnten Griese et al. 2020 in einem 

Bifurkationsmodell zeigen, dass sich durch Manipulation der MPI-Felder eine gerichtete 

Bewegung der SPIOs induzieren lässt (Griese et al., 2020). Zudem konnten Wang et al. im 

gleichen Jahr zeigen, dass es möglich ist, SPIOs an monoklonale Antikörper zu binden (L. 

Wang et al., 2020). Durch eine Fusion von SPIOs an P2X7-spezifische Nanobodies wäre eine 

intravenöse Gabe des Therapeutikums eine Möglichkeit. Das Problem der intravenösen 

Injektion allgemein besteht darin, dass das Therapeutikum nur zu geringem Anteil an den 

gewünschten Ort gelangt, dort aber die gewünschte Wirkung voll leisten soll. Wir konnten 

jedoch zeigen, dass, wenn die Konzentration der Nbs in der systemischen Zirkulation und auch 

analog an der BHS hoch genug ist, ein adäquater Übertritt der P2X7-Nbs über die BHS gelingt. 

Im Zuge der Kombination von SPIOS und P2X7-Nbs mit der MPI könnte nun die Konzentration 

der Nbs lokal an der BHS hochgehalten werden und somit einen Übertritt über die BHS 

gewährleisten. Jedoch müssten weitere Studien zur Kombination und lokalen Dissoziation von 

Nanobodies und SPIOs beziehungsweise deren Fusionsprodukten im ZNS entwickelt werden.  
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7 Zusammenfassung 
 

a. Szwargulski, Wilmes, et al. 2020, ACS Nano 
 

Abstract: 

Magnetic particle imaging (MPI) is an innovative radiation-free tomographic imaging method  

providing excellent temporal resolution, contrast, sensitivity, and safety. Mobile human MPI 

prototypes suitable for continuous bedside monitoring of whole-brain perfusion have been 

developed. However, for the clinical translation of MPI, a crucial gap in knowledge still remains: 

while MPI can visualize the reduction in blood flow and tissue perfusion in cerebral ischemia, 

it is unclear whether MPI works in intracranial hemorrhage. Our objective was to investigate 

the capability of MPI to detect intracranial hemorrhage in a murine model. Intracranial 

hemorrhage was induced through the injection of collagenase into the striatum of C57BL/6 

mice. After the intravenous infusion of a long-circulating MPI-tailored tracer consisting of 

superparamagnetic iron oxides, we detected the intracranial hemorrhage in less than 3 min 

and could monitor hematoma expansion in real time. Multicontrast MPI can distinguish tracers 

based on their physical characteristics, core size, temperature, and viscosity. By employing in 

vivo multicontrast MPI, we were able to differentiate areas of liquid and coagulated blood within 

the hematoma, which could provide valuable information in surgical decision making. 

Multicontrast MPI also enabled simultaneous imaging of hemorrhage and cerebral perfusion, 

which is essential in the care of critically ill patients with increased intracranial pressure. We 

conclude that MPI can be used for real-time diagnosis of intracranial hemorrhage.  

 

Zusammenfassung: 

Die Magnetpartikelbildgebung (MPI) ist ein modernes, strahlenfreies, tomographisches 

Bildgebungsverfahren. Sie bietet eine hervorragende zeitliche Auflösung, 

Kontrastempfindlichkeit und Sicherheit. Es wurden mobile MPI-Prototypen für den Menschen 

entwickelt, die sich für die kontinuierliche Überwachung der Durchblutung des gesamten Hirns 

am Krankenbett eignen. Für die klinische Anwendung des MPIs besteht jedoch noch eine 

entscheidende Wissenslücke: Während die MPI bei zerebraler Ischämie die Abnahme des 

Blutflusses und der Gewebedurchblutung sichtbar machen kann, ist unklar, ob die MPI bei 

intrakraniellen Blutungen funktioniert. Unser Ziel war es, die Fähigkeit der MPI zum Nachweis 

intrakraniellen Blutungen im Mausmodell zu untersuchen. Intrakranielle Blutungen wurden 

durch die Injektion von Kollagenase in das Striatum von C57BL/6 Mäusen induziert. Nach 

intravenöser Infusion eines lang zirkulierenden Tracers, der aus superparamagnetischen 

Eisenoxiden besteht, konnten wir die intrakranielle Blutung in weniger als drei Minuten 

nachweisen und die Ausdehnung des Hämatoms in Echtzeit verfolgen. Das Multikontrast-MPI 

kann Tracer an verschiedenen Parametern unterscheiden. Durch den Einsatz der 
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Multikontrast-MPI in vivo konnten wir Bereiche mit flüssigem und koaguliertem Blut innerhalb 

des Hämatoms unterscheiden, was wertvolle Informationen für die chirurgische 

Entscheidungsfindung liefern kann. Zusätzlich ermöglicht es eine gleichzeitige Darstellung der 

intrakraniellen Blutung und der zerebralen Perfusion, was insbesondere in der Therapie 

kritisch kranker Patienten mit erhöhtem Hirndruck unerlässlich ist. Aufgrund dieser 

Erkenntnisse kommen wir zu dem Schluss, dass die MPI in Zukunft zur Echtzeit-Diagnose 

einer intrakraniellen Blutung in Betracht gezogen werden sollte. 
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b. Wilmes et al., 2022, Journal of Neuroinflammation 
 
 
Background: 

Previous studies have demonstrated that purinergic receptors could be therapeutic targets to 

modulate the inflammatory response in multiple models of brain diseases. However, tools for 

the selective and efficient targeting of these receptors are lacking. The development of new 

P2X7-specific nanobodies (nbs) has enabled us to effectively block the P2X7 channel. 

Methods: Temporary middle cerebral artery occlusion (tMCAO) in wild-type (wt) and P2X7 

transgenic (tg) mice was used to model ischemic stroke. Adenosine triphosphate (ATP) 

release was assessed in transgenic ATP sensor mice. Stroke size was measured after P2X7-

specific nbs were injected intravenously (iv) and intracerebroventricularly (icv) directly before 

tMCAO surgery. In vitro cultured microglia were used to investigate calcium influx, pore 

formation via 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) uptake, caspase 1 activation and interleukin 

(IL)-1 release after incubation with the P2X7-specific nbs. 

Results: Transgenic ATP sensor mice showed an increase in ATP release in the ischemic 

hemisphere compared to the contralateral hemisphere or the sham-treated mice up to 24 h 

after stroke. P2X7-overexpressing mice had a significantly greater stroke size 24 h after 

tMCAO surgery. In vitro experiments with primary microglial cells demonstrated that P2X7-

specific nbs could inhibit ATP-triggered calcium influx and the formation of membrane pores, 

as measured by Fluo4 fluorescence or DAPI uptake. In microglia, we found lower caspase 1 

activity and subsequently lower IL-1 release after P2X7-specific nb treatment. The 

intravenous injection of P2X7-specific nbs compared to isotype controls before tMCAO surgery 

did not result in a smaller stroke size. As demonstrated by fluorescence-activated cell sorting 

(FACS) after stroke, iv injected nbs bound to brain-infiltrated macrophages but not to brain 

resident microglia, indicating insufficient crossing of the blood-brain barrier of the nbs. 

Therefore, we directly icv injected the P2X7-specific nbs or the isotype nbs. After icv injection 

of 30 µg of P2X7 specific nbs, P2X7 specific nbs bound sufficiently to microglia and reduced 

stroke size.  

Conclusion: Mechanistically, we can show that there is a substantial increase of ATP locally 

after stroke and that blockage of the ATP receptor P2X7 by icv injected P2X7-specific nbs can 

reduce ischemic tissue damage. 
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Einleitung: In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass purinerge Rezeptoren potentielle 

therapeutische Ansätze darstellen könnten, um die Entzündungsreaktion in verschiedenen 

Modellen von Hirnerkrankungen zu beeinflussen. Bis jetzt fehlen jedoch Werkzeuge, um diese 

Rezeptoren selektiv und effizient zu adressieren. Mit der Entwicklung neuer P2X7-spezifischer 

Nanobodies und deren direkter Injektion in das zerebrale Liquorsystem konnten wir nun den 

P2X7-Kanal von hirneigenen Zellen direkt und effektiv blockieren.  

Methoden: Zur Simulierung eines ischämischen Schlaganfalls wurde ein etabliertes murines 

Modell des temporären Verschlusses der mittleren Hirnarterie (tMCAO) von 40 Minuten bei 

Wildtypen (wt) und P2X7-transgenen (tg) Mäusen verwendet. Die extrazelluläre Freisetzung 

von Adenosintriphosphat (ATP) wurde mit Hilfe von transgenen ATP-Sensor-Mäusen 

gemessen. P2X7-spezifische Nanobodies wurden unmittelbar vor der tMCAO intravenös (iv) 

oder intrazerebroventrikulär (icv.) injiziert und die Größe des Schlaganfalls mithilfe eines 7-

Tesla MRTs beziehungsweise einer triphenyl tetrazolium chlorid (TTC) Färbung ermittelt und 

anschließend über die NIH ImageJ Software berechnet. Nach Inkubation in vitro kultivierten 

Mikroglia mit P2X7-spezifischen Nanobodies wurden der Kalziumeinstrom, die Porenbildung 

mithilfe von 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)–Aufnahme, die Caspase-1-Aktivierung und 

die Freisetzung von Interleukin (IL)-1 gemessen. 

Ergebnisse: In bis zu 24 Stunden nach einem Schlaganfall zeigten transgene ATP-Sensor 

Mäuse eine erhöhte ATP-Freisetzung in der ischämischen Hemisphäre im Vergleich zur 

kontrolateralen Hemisphäre derselben Maus oder zu scheinbehandelten Mäusen. Zusätzlich 

wiesen P2X7-überexprimierende Mäuse 24 Stunden nach der tMCAO-Operation einen 

signifikant größeren ischämischen Parenchymverlust auf als ihre wt-Wurfgeschwister. In vitro 

Experimente mit primären Mikrogliazellen zeigten, dass P2X7-spezifische Nanobodies den 

durch ATP-induzierten Kalziumeinstrom und die Membranporenbildung, gemessen durch die 

Fluo4-Fluoreszenz oder DAPI-Aufnahme, hemmen können. Des Weiteren fanden wir infolge 

einer Inkubation von Mikroglia mit P2X7-spezifischen Nanobodies eine verminderte Caspase-

1-Aktivität sowie eine verminderte IL-1-Freisetzung. Außerdem führte eine intravenöse 

Injektion von P2X7-spezifischen Nbs im Vergleich zur Injektion einer Isotyp-Kontrolle vor der 

tMCAO-Operation zu keiner Reduktion der Schlaganfallsgröße. Mittels fluoreszenzaktivierter 

Zellsortierung (FACS) konnten wir zeigen, dass die injizierten Nbs nach dem Schlaganfall an 

hirninfiltierende Makrophagen, jedoch nicht an hirnansässige Mikroglia banden, was auf eine 

ineffektive Überwindung der BHS durch die Nanobodies hindeutet. Aus diesem Grund haben 

wir die P2X7-spezifischen Nanobodies oder isotypische Kontrollen direkt per 

intrazerebroventrikulärer Injektion in das Liquorsystem injiziert. Nach icv. Injektion von 30 µg 

P2X7-spezifischer Nanobodies banden jene ausreichend an Mikroglia und reduzierten die 

Läsionsgröße signifikant. 
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Zusammenfassung/Diskussion: Insgesamt konnten wir in dieser Studie zeigen, dass es 

infolge eines ischämischen Schlaganfalles zu einem signifikanten lokalen Anstieg von ATP in 

der ischämischen Hemisphäre kommt, sowie dass die Blockade des ATP-Rezeptors P2X7 

durch intrazerebroventrikulär injizierte P2X7-spezifische Nanobodies den ischämischen 

Gewebeschaden reduzieren kann. 
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c. Pinto-Espinoza, Guillou, Rissiek, Wilmes, et al., 2022, Frontiers in 
Pharmacology 

 
 
Abstract: 

The P2X7 ion channel is a key sensor for extracellular ATP and a key trigger of sterile 

inflammation. Intravenous injection of nanobodies that block P2X7 has shown to be beneficial 

in mouse models of systemic inflammation. P2X7 has also emerged as an attractive 

therapeutic target for inflammatory brain diseases. However, little is known about the ability of 

nanobodies to cross the BBB. Here we evaluated the ability of P2X7-specific nanobodies to 

reach and to block P2X7 on microglia following intravenous or intracerebral administration. For 

this study, we reformatted and sequence-optimized P2X7 nanobodies for higher stability and 

elevated isoelectric point. Following injection of nanobodies, we monitored the occupancy and 

blockade of microglial P2X7 in vivo using ex vivo flow cytometry. Our results show that P2X7 

on microglia was within minutes completely occupied and blocked by intracerebroventricularly 

injected nanobodies, even at low doses. In contrast, very high doses were required to achieve 

similar effects when injected intravenously. Our results provide new insights into the conditions 

for the delivery of nanobodies to microglial P2X7. 

 

Zusammenfassung 

Der Ionenkanal P2X7 ist ein wichtiger Rezeptor und Sensor für extrazelluläres ATP sowie ein 

zentraler Auslöser einer sterilen Inflammation. Die intravenöse Injektion von Nanobodies, 

welche P2X7 blockieren, hat sich in Mausmodellen für systemische Entzündungen in der 

Literatur als nützlich erwiesen. Des Weiteren zeigte sich der P2X7-Rezeptor als potenzielles 

therapeutisches Ziel bei entzündlichen Erkrankungen des ZNS dargestellt. Insgesamt ist 

jedoch über die Fähigkeit von Nanobodies, die BHS zu überwinden, wenig bekannt. In dieser 

Studie haben wir die Fähigkeit von P2X7-spezifischen Nanobodies untersucht, den P2X7-

Rezeptor der Mikroglia nach intravenöser sowie nach intrazerebroventrikulärer Injektion zu 

erreichen und zu blockieren. Für diese Studie wurden P2X7-Nanobodies optimiert und die 

Besetzung von Mikroglia nach intravenöser oder intrazerebroventrikulärer Injektion per 

Durchflusszytometrie untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der P2X7-Rezeptor auf 

Mikroglia durch intrazerebroventrikulär injizierte Nanobodies selbst bei niedrigen Dosen 

innerhalb von wenigen Minuten vollständig besetzt und blockiert wird. Im Gegensatz dazu 

waren für die intravenöse Injektion sehr hohe Dosen erforderlich, um vergleichbare Effekte 

zu erreichen.   
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8 Eigenanteil 
 
Im folgenden Teil meiner Doktorarbeit werde ich meinen Eigenanteil an den genannten 

Publikationen gegliedert nach den einzelnen Publikationen darlegen. 

Als Erstes werde ich hierzu auf meinen Eigenanteil an der Erstellung des Papers „Monitoring 

intracranial cerebral hemorrhage using multicontrast real-time magnetic particle imaging“ von 

Szwargulski, Wilmes, et al. aus dem Jahr 2020 im Journal ACS Nano darstellen. In diesem 

Paper war ich insbesondere an den in vivo Experimenten, hierbei speziell an den 

Kollagenaseinjektionen, beteiligt. Zudem war ich als Co-Autor in das Verfassen der Publikation 

einbezogen.  

Als nächstes werde ich auf die Publikation „Blocking P2X7 by intracerebroventricular injection 

of P2X7-specific nanobodies reduces stroke lesions“ von Wilmes et al. aus dem Jahr 2022 im 

Journal of Neuroinflammation eingehen. Die in vivo Experimente wurde von PL, CP, FDV BR 

und mir durchgeführt. Das murine Stroke-Model wurde durch Oliver Schnappauf durchgeführt. 

Die Analyse von eATP mit Hilfe des IVIS-Bildgebungssystems wurden von PL und FDV 

durchgeführt. Die in vitro Experimente wurden von BR und mir, die Histologie von NPL 

durchgeführt. Die Analyse der Daten und Erstellung der Figuren erfolgte hauptsächlich durch 

PL, BR, TM und mich. Beim Verfassen dieses Manuskripts war ich federführend und wurde 

vor allem durch TM und andere Co-Autoren unterstützt.  

Abschließend werde ich meine Mitarbeit an der Publikation „Effective targeting of microglia 

P2X7 following intracerebroventricular delivery of nanobodies and nanobody-encoding AAVs“ 

von Pinto-Espinoza, Guillou, Rissiek, Wilmes et al., aus dem Jahr 2022 im Frontiers in 

Pharmacology darlegen. In dieser Publikation war ich vor allem an der Durchführung der in 

vivo Experimente, insbesondere der Experimente mit einer intrazerebroventrikulären und 

intravenösen Injektion, beteiligt. Des Weiteren lag ein Teil meiner Mitarbeit in der 

Datenanalyse. Darüber hinaus war ich als Co-Autor am Manuskript beteiligt.  
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