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Blocking P2X7 by intracerebroventricular o
injection of P2X7-specific nanobodies reduces
stroke lesions

Maximilian Wilmes', Carolina Pinto Espinoza'*, Peter Ludewig', Joschi Stabernack’, Arthur Liesz*>,
Annette Nicke*, Mathias Gelderblom', Christian Gerloff', Simonetta Falzoni®, Eva Tolosa?, Francesco Di Virgilio®,
Bjorn Rissiek', Nikolaus Plesnilla®", Friedrich Koch-Nolte?" and Tim Magnus'™

Abstract

Background Previous studies have demonstrated that purinergic receptors could be therapeutic targets to modu-
late 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 (tMCAOQ) 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 tMCAQ 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 signifi-
cantly 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-13
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, indicat-
ing 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 ug 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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Introduction

Stroke induces sterile inflammation, which worsens the
initial brain damage and neurological outcome [1, 2].
Hypoxic brain tissue releases many molecules, which can
activate cells such as microglia in the surrounding tissue
and lead to infiltration of other immune cells such as neu-
trophils, amplifying the inflammatory cascade [3]. These
molecules include adenosine triphosphate (ATP) as well
as nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), heat shock
protein (HSP), and high-mobility group box 1 protein
(HMGBI1). These factors can activate the inflammasome
and induce the secretion of proinflammatory cytokines
by innate immune cells [4, 5]. These molecules activate
several pathways, such as the ATP/P2X7 pathway or the
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NFkB) pathway [6]. The P2X7 receptor is a homo-
trimeric, ligand-gated nonselective cation channel that
is expressed in the central nervous system as well as on
immune cells [7]. The P2X7 receptor consists of three
polypeptide subunits, each with two transmembrane
domains [8, 9]. After activation by extracellular ATP
(eATP), these subunits form an ion-permeable channel,
which induces Na* and Ca*" influx and K* efflux, result-
ing in plasma membrane depolarization and initiation of
Ca’" signaling cascades. The K* efflux through the P2X7
receptor supports the formation of the Nod-like recep-
tor protein 3 (NLRP3)-mediated inflammasome complex,
which cleaves pro-caspase 1 and leads to a subsequent
cleavage of pro-IL-1B and pro-IL-18 into their biologi-
cally active forms [5, 10, 11]. The amount of accessible
intracellular pro-IL-1p and pro-IL-18 also depends on
another signal transmitted by receptors, such as Toll-like
receptors (TLRs) or tumor necrosis factor (TNF)-recep-
tors, and subsequent NFkB activation.

In the central nervous system (CNS), P2X7 has been
found primarily on microglia, with less on astrocytes
and oligodendrocytes [12-17]. These findings were con-
firmed by data from the Allen Brain Atlas for mice [18]
and humans [19]. There are some similarities between
human and rodent P2X7 expression in the brain, such
as high expression on microglia and low expression on
astrocytes, but there are also some differences such as
high expression of P2X7 on human oligodendrocytes and
low expression on rodent oligodendrocytes.

Several studies have shown that the experimental
stroke size in P2X7~/~ mice is smaller than that in wild-
type mice [20, 21]. In addition, blocking the P2X7 chan-
nel with brilliant blue G (BBG) attenuated ischemic

damage [20]. However, systemic BBG cannot be used in
humans since it is nonspecific and toxic.

Nanobodies (nbs), named for their small size (2.5 nm
diameter, 4 nm height, 12 kDa) [22], are single-domain
antibodies derived from camelid heavy chain antibod-
ies. Compared to small molecule inhibitors, nbs have
key advantages, such as low toxicity, high specificity, no
off-target effects and, in the case of P2X7, a more potent
inhibition [10, 21, 23]. With their long complementarity
determining region 3 (CDR3), these molecules can access
cavities or clefts on membrane proteins that are often
inaccessible to antibodies [24, 25]. Other advantages of
nbs over conventional antibodies include high stability,
better solubility and rapid and targetable in vivo biodis-
tribution. In addition, the ability to form nb multimers
and the low costs and ease of production make them ideal
candidates for treatment [26]. Fusion of an nb (monomer
or multimer) to the Fc domain of a conventional anti-
body yields a heavy chain antibody with reconstituted
Fc-mediated effector functions, including binding to Fc
receptors, extended half-life and complement activation.
This phenomenon allows a much broader tailoring of nbs
than of conventional antibodies to different pathophysi-
ologies [27].

In this proof-of-concept study, we used P2X7-specific
nbs to treat mice directly before temporary middle cer-
ebral artery occlusion (tMCAO) surgery. We found that
these nbs need to be injected intracerebroventricularly to
reach P2X7 receptor on brain resident cells and protect
against ischemic stroke.

Methods

Animals

All animal experiments were approved by the local ani-
mal care committees (Behorde fiir Justiz und Veterinir-
wesen Hamburg, Nr 006/18) and conducted following
the “Guide of the Care and Use of Laboratory Animals”
published by the US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 83-123, revised 1996). All mice were
kept at a constant temperature of 2242 °C with a 12-h
light-dark cycle and ad libitum access to food and water.
Only 12- to 18-week-old male mice were used for this
study. C57BL/6] mice were purchased from Charles River
(Bar Harbor, ME 04609, USA), whereas the generation
of pmeLUC transgenic and P2X7-EGFP transgenic mice
(line 17 in C57BL/6]) was described previously [28, 29].
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Production of P2X7 nbs
The P2X7-antagonizing nbs 1¢81 and 13A7 were selected
and cloned into the pCSE2.5 expression vector (kindly
provided by Thomas Schirrmann, Braunschweig, Ger-
many) [30] as described previously [10, 28]. Then, 13A7
was fused to the hinge, constant domain heavy chain
(CH) 2, and CH3 domains of mouse immunoglobulin (Ig)
G2c, resulting in a heavy chain format (nb A), whereas
1c81 was dimerized and fused to the albumin-specific
nb Alb8 (mAb77) [31], resulting in a bispecific hetero-
trimeric nb with an extended half-life (nb B) (Additional
file 1: Fig. S1). Since dimers showed a higher potency
than monomers [10], we used nb B for intracerebroven-
tricular (icv) injection. For icv injection, we needed to
create a construct that could be highly concentrated
without aggregation, so we modified our nb B (Additional
file 1: Fig. S1). The modified nb B-mod was concentrated
up to 15 pg/pl without aggregation. The exact sequences
and further information on the various constructs can be
found in patent W(O/2013/178783.

HEK-6E cells were transfected with the constructs, and
6 days after transfection, the nbs were purified from the
cell supernatant by affinity chromatography on a protein-
G Sepharose column. The buffer was exchanged by gel fil-
tration on a PD-10 column. The concentration and purity
were monitored by sodium dodecyl sulfate—polyacryla-
mide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and a BCA™ Pro-
tein Assay Kit (Pierce).

tMCAO surgery and stroke size analysis

tMCAO was performed as previously described [32-34].
Mice were anesthetized with 1.5% isoflurane in 100%
O, and an intraperitoneal injection of 0.05 mg/kg body
weight buprenorphine in saline was used as analgesic. A
midline skin incision in the neck was made before ligat-
ing the proximal common carotid artery (CCA) and
the external carotid artery (ECA) without disrupting
the venous vessels. Vital parameters were continuously
monitored with PhysioSuite (Kent Scientific Corporation,
USA). Occlusion was confirmed by a laser Doppler moni-
tor (moorVMS-LDF; Moor Instruments, UK) and per-
sisted for 40 min. Mice with an occlusion rate of less than
80% were excluded.

Stroke size was measured by triphenyl tetrazolium
chloride (TTC) staining and magnetic resonance imag-
ing (MRI). We used a 7-Tesla MR small animal imag-
ing system (ClinScan, Bruker, Ettlingen, Germany). The
imaging protocol comprised T2-weighted imaging MRI.
Calculation of corrected stroke volumes was performed
as described previously [35].

The infarct volumes and total areas of the treated hemi-
sphere were calculated using NIH Image] software.
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Intravenous (iv) and icv injections of nbs

Different methods of nb administration were used.
P2X7-specific nbs (nb A, 13A7-Fc) were directly injected
(100 pg in 100 pl of phosphate-buffered saline [PBS])
intravenously, or P2X7-specific nbs (nb B/nb B-mod,
1c81-dim-HLE) or isotype nbs against human cluster-of-
differentiation (CD) 38 were injected (30 pg in 2 pl of PBS
containing 60 mg/ml trehalose and 0.4 mg/ml Tween-
20) directly into the ventricles of the brain by using a
stereotaxic apparatus. Mice were pain treated with 1 mg
tramadol/kg body weight one day before surgery. Directly
before the surgery, the mice were anesthetized with iso-
flurane (4% for induction, 2.5% for maintenance) in 100%
oxygen After placing the mice in a stereotactic frame
(Stoelting, 51615), we made a 1-cm-long incision above
the midline. A cranial burr hole (0.9 mm) was drilled
1.1 mm lateral and 0.5 mm posterior to the bregma. Nbs
were drawn into a 10-ul Hamilton syringe (Hamilton,
1701RN) connected to a 26-gauge needle (Hamilton,
26G, Point Style 4, 12°) controlled by a motorized stere-
otaxic injector (Stoelting, integrated stereotaxic injector
(1S1)).

The needle was slowly introduced 2.3 mm deep into
the left ventricle (Additional file 1: Fig. S2). Following a
period of 5 min to let the ventricular system re-expand,
2 pl of dissolved nbs at a concentration of 15 pg/ul was
injected at 1 pl/min. This step was followed by another
10-min break and slow removal of the needle. Vital
parameters were monitored by an animal support unit
(Minerve, Esternay, France). Body temperature was
maintained throughout the procedure at 37 °C using a
feedback-controlled heating device.

In vivo ATP measurement after tMCAO using pmeLUC-TG
Three hours before tMCAO surgery, 150 mg/kg luciferin
(Promega) was injected intraperitoneally. Luciferin was
reinjected 1 day after tMCAO in prior of the measure-
ment. In vivo ATP release was monitored by whole-body
luminometry performed using the IVIS-Perkin Elmer
in vivo imaging system. In vitro calibration was per-
formed in brain homogenates from pmeLUC-tg mice.

Microglia and macrophage preparation and FACS

Animals were euthanized and perfused with PBS. Brains
were dissected and digested in 1 mg/ml collagenase A
(Roche) and 0.1 mg/ml DNase type I (Sigma). Separation
from myelin and debris was performed by density cen-
trifugation with Percoll (GE Healthcare). The following
antibodies and detection systems were used: CD45-APC-
Cy7 (1:100, 30-F11, #103,115 BioLegend), CD45-PerCP
(1:100, 30-F11, #103,129, BioLegend), CD11b-APC
(1:100, M1/70, #17-0112-82, eBioscience), Ly6C-PerCP/
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Cy5.5 (1:100, HK1.4, #128,011, BioLegend), anti-mIgG1-
brilliant violet (BV) 421 (1:100, RMGI1-1, #406,615,
BioLegend), anti-mIgG2-BV421 (1:100, RM223, #31-
1103-02, Dianova), steptavidin-BV421 (1:100, #405,226,
BioLegend), Fc blocking anti-CD16/CD32 (1:100, 2.4G2,
#BE0307, BioXcell), and mAb77 (1:100, Alb8-specific
mouse monoclonal antibody kindly provided by Ablynx).
Microglia were gated as mentioned in the supplementary
materials (Additional file 1: Fig. S3). In the first step, cells
were incubated (30 min on ice) with Fc blocking anti-
CD16/32, where ex vivo samples were incubated with
0.5 pg of P2X7 specific nb in the presence of Fc block-
ing anti-CD16/32. For detection of cell-bound P2X7 nbs,
cells were incubated either with biotinylated anti-mouse
IgG2c-fused antibody followed by streptavidin BV421
conjugated (nb A) or with mAb77 (nb B-mod) followed
by fluorochrome-conjugated antibodies in the pres-
ence of Fc blocking anti-CD16/CD32 (Additional file 1:
Fig. S1). Calcium influx was measured by a Fam-fluoro-
chrome-labeled inhibitor of caspase-1 (FLICA) detection
system. DAPI uptake and IL-1P release were monitored
by flow cytometry. IL-1p enzyme-linked immunoas-
says (ELISAs) were performed according to Invitrogen
Thermo Fisher Scientific (#BMS6002).

Differentiation between brain resident microglia and
brain infiltrating macrophages was performed by FACS,
where infiltrating cells were labeled CD45"CD11b*Ly6Ch¢"
and microglia were labeled CD45™CD11b* [36].

For functional analysis, brain cells from icv injected
brain cells were stimulated with 0.5 mM ATP in RPMI
containing DAPI at 37 °C for 5 min. Cells were washed
and analyzed by flow cytometry.

Immunostaining

Mice were deeply anesthetized, and brains were fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA) by transcardial per-
fusion. After fixation in 4% PFA overnight, 50 pm thick
sections were prepared using a vibratome. Immunostain-
ing was performed at 4 °C on free-floating sections
using an anti-Ibal antibody to detect microglia (Fujifilm
Wako Pure Chemical Corporation) and an anti-neu-
ronal nuclear protein (NeuN) antibody to detect neu-
rons (Thermo Fisher Scientific). DAPI (Thermo Fisher
Scientific) was used to counterstain nuclei. Images were
obtained by confocal laser scanning microscopy (LSM
880, Zeiss, Oberkochen, Germany).

Results

ATP is released rapidly after ischemic stroke

We analyzed ATP release after tMCAO by using ATP-
sensing pmeLUC transgenic mice. These mice ubiqui-
tously express firefly-derived luciferase on the outer layer
of the plasma membrane [29, 37], which is activated by
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extracellular ATP. The pmeLUC mice can be used to
detect changes in the extracellular ATP concentration in
the micromolar range in a strictly ATP-selective fashion
since the luciferase used is insensitive to all other nucleo-
tides [37].

Immediately after tMCAO, a base image was taken
(Fig. 1). At 90 min after artery occlusion, eATP release/
luminescence increased in the ischemic hemisphere.
After 24 h, we could still detect a strong signal in the
ischemic hemisphere. Rough estimations of the in vivo
eATP concentration were performed by an in vitro con-
centration gradient (Additional file 1: Fig. S4).

P2X7 overexpression exacerbates stroke volume
Immunostaining of P2X7-enhanced green fluorescent
protein (EGFP) transgenic mice revealed that P2X7 is
expressed mainly on ionized calcium-binding adapter
molecule 1 (IbA1l)-positive cells (Fig. 2A, negative con-
trols in Additional file 1: Fig. S5). Merged staining of
IbA1 and GFP showed, for the most part, a congruent
symmetry, where neurons stained with NeuN did not
show any GFP expression.

Additionally, we used the expression data from the
Allen Brain Atlas for mice [18] and humans [19] to deter-
mine cellular P2X7 expression in the brain (Table 1).

To evaluate the relevance of P2X7 for ischemic stroke,
we used P2X7-overexpressing mice [28]. Littermate mice
(n=10) and P2X7-overexpressing mice (n=9) were sub-
jected to tMCAO, and the stroke size was determined
by TTC staining. After 40 min of occlusion, we found
that stroke sizes in P2X7-overexpressing mice was sig-
nificantly larger in comparison to wt controls 24 h after
tMCAO. The P2X7-overexpressing mice had a mean
ischemic volume of 52.50 mm®+8.52 mm? compared
to the littermates with a mean ischemic volume of 36.66
mm®+13.64 mm>(Fig. 2B). Additionally, the percentage
of the ischemic hemisphere differed significantly between
the two cohorts, with 49.36% +8.76% in the P2X7-over-
expressing cohort and 34.15%+13.56% in the control
group (Fig. 2B).

P2X7-specific nbs inhibit the P2X7 receptor on microglia

in vitro

To verify that P2X7-specific nbs can inhibit the P2X7
receptor in microglia, we tested them in ATP-stimulated
primary microglia in vitro. The P2X7-specific nbs (1 pg/
ml) decreased the ATP-evoked calcium influx compared
to the isotype control nbs (Fig. 3A). In addition, the
P2X7-specific nbs dampened the ATP-evoked pore for-
mation monitored by DAPI uptake (Fig. 3B). Caspase-1
activation, measured by the FAM-FLICA detection sys-
tem, was reduced significantly in the presence of the
P2X7-blocking nbs (Fig. 3C; mean fluorescence intensity
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Fig. 1 ATP was released after stroke, Transgenic ATP sensor mice (pmeLuc-mice) show eATP in the brain. A After tMCAO, ATP is rapidly released in
the ischemic hemisphere starting after 30 min and is still prominent after 24 h compared to that in the contralateral hemisphere. B Sham-treated
mice do not show substantial ATP level differences between the two hemispheres. Three mice for each group underwent surgery with similar

results. Representative pictures are provided

[MFI]: 2617 vs. 674; ***p<0.001; n=3). LPS/ATP-evoked
IL-1P release was significantly reduced after preincuba-
tion with the P2X7-specific nbs (Fig. 3D; ***p<0.001;
n=3). Further investigation showed that low doses of nbs
were sufficient to suppress IL-1f release (Fig. 3E).

Iv injection of P2X7-specific nbs does not affect stroke size
Next, we investigated the effect of the P2X7-specific
nbs on stroke size in wild-type mice. We intravenously
injected 100 pg of nb B prior to tMCAO. Stroke size
was analyzed 24 h after surgery in two independent
cohorts by histology or MRI. We did not find any sig-
nificant reduction in stroke size compared to that of the
isotype control nb group (MRI and TTC: p>0.05). The
isotype-treated wild-type mice showed ischemic lesions
of 60.91%+12.23% in the ischemic hemisphere in the
TTC cohort and 62.92% +1.68% in the MRI cohort. The
nb-treated mice showed an almost identical ischemic
lesions, with 59.41%+15.13% in the TTC cohort and
63.72% =+ 3.73% in the MRI cohort (Fig. 4A).

To detect whether the nbs successfully cross the blood—
brain barrier (BBB), we intravenously injected fluoro-
phore-labeled P2X7-specific nbs 1 h after tMCAO. After
24 h, we analyzed the MFI of P2X7-specific nbs bound
to either brain resident microglia or brain infiltrating
macrophages (see staining protocol in Additional file 1:
Fig. S1). We found that 100 pg of intravenously injected
nbs did not label brain resident microglia but could be
detected on infiltrating macrophages (Fig. 4B), indicat-
ing an insufficient passage through the BBB of the nbs.
This insufficient passage was further verified by a dose—
response analysis of intravenously injected nbs (Addi-
tional file 1: Fig. S6), indicating that extremely high doses
are needed for BBB crossing.

lcv injection of P2X7-specific nbs reduces stroke size

To circumvent the BBB, we performed direct icv injec-
tion of nbs into the brain and examined the effect of
these P2X7-specific nbs on stroke size. Because of the
minimal volume of 1-2 pl available for icv injections,
we needed to concentrate the nbs. For this, we had
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Fig. 2 P2X7 was mainly expressed on microglia, and P2X7-overexpressing transgenic mice had more strokes. Immunostaining of 50 um
free-floating sections of P2X7-EGFP (A, n=2) transgenic mice illustrated that P2X7 is highly expressed on IbA1-positive (red) cells compared to
NeuN-positive (purple) neurons. DAPI (blue) was used to stain the nucleus. For the negative control, see Additional file 1: Fig. S5. B One day after
tMCAO surgery, including an occlusion time of 40 min, the P2X7-overexpressing mice had a significantly higher infarct volume and a significantly
higher % loss of parenchyma in the ischemic hemisphere. Statistical significance was analyzed by Student’s t test. **p <0.001. Data are presented as
the median % range of 9 P2X7-overexpressing mice and 10 wild-type littermate controls. Representative TTC staining and representative overlays of

stroke volume at day 1 following tMCAO treatment

to slightly modify nb B (see MM). After performing a
dose—response analysis of icv injected nbs, we saw that
10 to 30 pg were already sufficient to cover the P2X7
receptor on all microglia and could be detected up to
21 days after injection (Additional file 1: Figs. S7, S8).

Following our dose response curve we injected 30 pg
of this modified P2X7-specific nb B-mod (n=8) or an
isotype control nb (n=09) intracerebroventricularly into
wildtype mice. Twenty-four hours after tMCAQO, we ana-
lyzed the stroke size and found that the P2X7-specific
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Table 1 Expression of P2X receptor genes in brain resident cells in humans and mice
Cell class Species P2X1R P2X2R P2X3R P2X4R P2X5R P2X6R P2X7R Panx1
Al Mice 0332 0511 1216 19.836 1.051 3929 7.355 29659
Human 0292 0339 0445 10.320 5.952 6.170 41939 13923
Non-Neuronal Mice 2397 0.000 1514 46330 0524 7071 80.562 6.860
Human 2705 0.003 0641 15.760 0.002 1.908 120507 8173
Endothelial Mice 0.003 0.000 0.116 17.535 0.563 0.000 5314 3.262
Human 45215 0.000 0.000 3565 0.000 0.000 0.067 2641
Microglia/PVM Mice 13870 0.000 0.067 132,048 0.000 0617 390551 12421
Human 26.250 0.000 0.074 92659 0.000 0.054 226445 16611
Astrocytes Mice 0012 0.000 0.898 28560 0327 10.739 17.652 0.044
Human 0.176 0.000 1.042 11.586 0.002 0507 26.116 1883
Oligo- Mice 0.000 0.000 2622 46636 0.000 0359 22786 11473
dendrocytes Human 1076 0009 0812 12.157 0003 2621 189.904 7.268
OPC Mice 5271 0.000 9.382 20593 5435 0.000 122913 56.927
Human 0.098 0.000 0.098 5707 0.000 3.245 121.165 15029
Excitatory Mice 0.369 0.008 1331 23817 0993 5603 4603 25911
Neurons Human 0.149 0.480 0452 10,647 6711 5875 45346 11.203
Inhibitory Mice 0.117 1.118 1.084 13.174 1170 1.884 4010 36.270
Neurons Human 0.119 0.052 0.383 8268 5328 7.877 15.680 22188

Expression data from the Allen Brain Atlas for mice [18] and humans [19] on P2X receptors and pannexin 1. P2X7 expression is mainly found on human and rodent
microglia and perivascular macrophages (PVM). Data are given as the mean count per million (CPM). Other cells show substantially lower expression of P2X7.
Although oligodendrocytes show high expression of P2X7 in humans, this cannot be transferred to rodents. Oligo precursor cells (OPC) show intermediate P2X7

expression in humans and rodents

nbs resulted in significantly decreased stroke sizes (26.16
mm?® £+ 10.29 mm? compared to isotype 42.02 mm®+ 8.49
mm?; ***p <0.01; Fig. 5A). This effect was also reflected by
the loss of viable tissue (22.78% + 8.84% compared to iso-
type 38.00% = 8.32%; ***p <0.01; Fig. 5A). Flow cytometry
of brain resident microglia of these mice showed a strong
signal of the P2X7-specific nbs (Fig. 5B). This signal
could not be further increased by ex vivo addition of the
P2X7-specific nbs. Functional P2X7 activation after icv
injection of nbs was tested by analysis of ATP-induced
DAPI uptake (Fig. 5C). Then, 160 min after icv injec-
tion of the P2X7-specific nbs, microglia were isolated
from the brain and activated by ATP. Microglia exposed
to the P2X7-specific nbs in vivo showed substantially
lower DAPI uptake. After in vivo icv injection of 30 pg
and administration of 0.5 mM ATP 61.9% of the micro-
glia were protected from P2X7 activation and accordingly
from DAPI-uptake. As a positive control DAPI-uptake
in the absence of nbs and the presence of 0.5 mM ATP
was 89.5%. The negative control without any nbs or ATP
resulted in a DAPI-uptake of 1.4% (Table 2).

Discussion

Here, we show that eATP is present early after cerebral
ischemia and that blocking the ATP receptor P2X7
with specific nbs diminishes the tissue damage caused
by ischemia. However, the nbs need to be injected

intracerebroventricularly to bypass the BBB and reach
the P2X7 receptor on brain resident cells.

Mounting evidence indicates that stroke triggers a ster-
ile inflammatory response. The injured tissue releases a
myriad of molecules that can activate the surrounding
or infiltrating immune cells. Potent activators of local
immune responses are danger-associated molecular pat-
terns (DAMPs). Some of these endogenous danger sig-
nals can induce activation of the inflammasome and
the secretion of proinflammatory cytokines by innate
immune cells [4, 38]. Using transgenic mice that express
luciferase on the outer layer of the cell membrane, we
showed that similar to traumatic brain injury [39], eATP
is released very early during ischemic tissue damage. In
addition, the signal is sustained over 24 h, clearly indi-
cating an ongoing release of eATP in the ischemic tissue.
Therefore, eATP and its cognate receptors likely play an
important role in the initiation of the inflammatory reac-
tion following stroke. eATP activates purinergic recep-
tors. While the microglial P2Y12 receptor is important
for microglial neuron interactions, the proinflammatory
response by microglia is likely triggered by P2X7, which
is highly expressed by microglia [40—42].

P2X7 is expressed in the brain mainly on glial cells.
Expression data from the Allen Brain Atlas for mice [18]
and humans [19] show that the P2X7 receptor is highly
expressed by microglia in humans and rodents (Table 1).

10



Wilmes et al. Journal of Neuroinflammation ~ (2022) 19:256 Page 8 of 14
A ATP . C
1.5mM ionomycin
= 4000+
6000 <
Nb A
45% cgnlro( g :Z’ 3000+
3000 g - AP 5
gI 2000 s T 2000
1 -
T R w o =t | [ +ATP (1mi) 3
time [s] ATP g +ATP(1mM) S 1000+
] ¥ 7]
1.5mM = /P2X7-Nb A 8 o
B o d
NbA Caspase1 FLICA ATP - + I
30K+ control NbA - -
20K
E‘I 10K
< [
o > 100 200 300
time [s]
D E 2000
1500
E € 1000
&€ 2 [ ]
o o 400
3 5
200
100
LS = 4 = 3+ 0
LPS - = 4+ + + + = =+ o+ o+ o+
ATP - - 4 +
ATP [1.5 mM] D T
PXINDA — - - -— 4 -
PXT-NDA[M] - - - - - - - - 320100 32 -
PXTNDB — — - — — 4
P2XT-NbB[M] - - 32010082 - - - - - - -

Fig. 3 P2X7-specific nbs influenced the P2X7 pathway in vitro. Primary microglia preincubated with P2X7-specific nbs showed a substantially lower
calcium influx (monitored by Fluo4 [A]) and DAPI uptake (B) than those of the isotype control group after ATP (1.5 mM) challenge. As a positive
control, ionomycin facilitated calcium influx across the plasma membrane. C In the absence of P2X7-specific nbs, stimulated microglia showed

significantly higher caspase 1 activation (measured by the appearance of

FAM-FLICA; n=3) than ATP-activated microglia in the presence of these

nbs. D Blockade of P2X7 by specific nbs dampened IL-1P release in cultured microglia after ATP and LPS stimulation. Both types of P2X7-specific nbs

used in this investigation significantly decreased IL-1p release (n=3). The

findings in D are specified in E, showing that IL-1 release can be reduced

by using even low doses of nbs. Statistical significance was determined by Student’s t test. ***p < 0.0001

In contrast, astrocytes show low levels of P2X7 RNA.
Species-specific differences in P2X7 expression can
be found for oligodendrocytes, where P2X7 is highly
expressed by human oligodendrocytes but not by murine
oligodendrocytes. Therefore, it is likely that in rodents,
the main effect of blocking P2X7 is mediated through
microglial cells.

After ischemic stroke, the expression of P2X7 is
increased on microglia [43, 44] and can induce cell death

(See figure on next page.)

in ischemic microglia [15]. This increase in P2X7 expres-
sion is not found in astrocytes after ischemic stroke [17].
We and others have shown that experimental stroke in
P2X7-/- mice results in smaller infarcts and that block-
ade of P2X7 with BBG reduces cerebral ischemic damage
[20, 45]. In addition, the inhibition of the NLRP3 inflam-
masome decreased the amount of damage after cerebral
ischemia, but there was no additional benefit if P2X7 was
also blocked [20]. These data are still controversial [12].

Fig. 4 Intravenously injected P2X7-blocking nbs did not cross the BBB and did not influence stroke size. C57BL6J mice intravenously received

100 pg of P2X7-specific nbs or isotype control nbs after tMCAO surgery. Twenty-four hours after stroke, lesion size was measured via MRl and TTC.
Between both groups, the % of parenchymal loss in the ischemic hemisphere did not differ significantly (A; TTC: isotype n=13 vs. P2X7-specific
nb n=7; MRI: isotype n=8 vs. P2X7-specific nb n=8). Statistical significance was determine by Student’s t test. B For determination of whether
nbs cross the BBB, the brains of iv nb-treated mice were analyzed 24 h after treatment and stroke. After injection of 100 ug of nbs conjugated with
AlexaFluor647, infiltrating macrophages (C; CD45+CD11b*Ly6C"9") were covered with P2X7-specific nbs, whereas brain resident microglia (C;
CD45*CD11"M e ™ed| y6Clo%) did not show any P2X7-specific nb on their surface by flow cytometry. As a positive control, 0.5 ug of nb A was added

ex vivo

11



Wilmes et al. Journal of Neuroinflammation ~ (2022) 19:256 Page 9 of 14

A MRI TTC
80 - ns 80 ns
e © 9 ':-— °
) )
£ g0 R S 60
2 2
£ € ot 1
) )
o=y I .
o 40 o 40 .
= €
) o
e -
o] ]
2 20~ 2 20
X X
0 T 0 T
Isotype Nb B Isotype Nb A
B
tMCAO Injection of 100pg
45min nbAi.v. U
) y } 6&\ 2 /'
4 C 4\ 4n " 20h FACS
" — . 24h after
= S MCAO
infiltrating cells
CD45°CD11b*Ly6CMs"
00+
004 control
OO ol Jinvivonb A
1 i | [ [JexvivonbA
10°9 ‘ o
g °d
8 P I ! microglia
e CD45™™CD11b*Ly6C""
CD11b
X
@
€
G
X

Fig. 4 (See legend on previous page.)

12



Wilmes et al. Journal of Neuroinflammation (2022) 19:256

Page 10 of 14

80 801
A ek ek
o
2
o 60 . 60
E E ‘
£ - E | o
] : < 51
Isotype & 40 _i ' 40 —I—
© . o T €
> [}
o) i =
x [&}
o 20 2 20
7 5
¢ T 0 T
Nb B-mod Isotype Nb B-mod Isotype Nb B-mod
B
ex vivo Isotype-Ctl P2X7-Nb
1 99.9 1 0.18 98.8
- _ 1
] f ] #
5 I . § ek 208] | 128
e —_—
C CD11b CD11b

[} n

o

2 ‘

£ \ M

S »

3 /\

‘D .

N ) -

S A

g ————

9]

R —
DAPI

./ nonbinvivo + no nb ex vivo + 0.5 mM ATP

D 30 pg in vivo + no nb ex vivo + 0.5 mM ATP + 160 min circulation
[] nonbin vivo + 0.5 pg ex vivo + 0.5 mM ATP

D no nb in vivo + no nb ex vivo + no ATP

Fig. 5 lcvinjection of P2X7 nbs significantly reduced stroke size. P2X7-blocking nbs (30 pg) were injected intracerebroventricularly directly before
tMCAQ surgery of C57BL6J mice. Twenty-four hours after tMCAQ, the mice were sacrificed. The mice treated with P2X7-blocking nbs showed
significantly smaller ischemic volumes and a significantly smaller % of parenchyma loss in the ischemic hemisphere than the mice treated with

a control isotype nbs. A Flow cytometry of brain resident microglia showed full coverage by P2X7-specific nbs compared to the controls (gating
strategy Additional file 1: Fig. S2). Statistical significance was determined by Student’s t test. ***p <0.001 Data are presented as the median £ SD of 8
P2X7-specific nb-injected mice and 9 isotype control-injected mice. B Representative TTC staining and representative overlays of stroke volume at
24 h following tMCAQ. € 160 min after icv injection or ex vivo administration of 30 pg of P2X7-specific nbs, isolated microglia showed substantially
lower DAPI uptake. Microglia in the absence of nbs and ATP did not show any DAPI uptake

Yanagisawa and colleagues observed an exacerbation of
ischemic brain damage when P2X7 was blocked. Simi-
lar findings were also reported by Kang et al. [46], who
observed an effect on ciliary neurotrophic factor (CNTF)
production but no effect on lesion size. One explanation
for these discrepancies is the use of BBG. Small molecule

inhibitors are often semispecific and toxic. In particular,
BBG is not specific for P2X7 [47] and is known to have
dose-dependent off-target effects. Therefore, we used nbs
that we had recently developed and are currently in the
process of being patented (see MM; WO/2013/178783)
[10]. We not only generated several different families
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Table 2 DAPIl-uptake of microglia after icv injection of P2X7
specific nb-B mod

DAPI DAPI positive
negative cells (in %)
cells (in %)

no nbin vivo+no nb ex vivo+no ATP 98.6 14

no nbin vivo+ 0.5 g ex vivo+ 0.5 mM 833 16.7

ATP

30ugin vivo+no nb ex vivo+ 0.5 mM 619 381

ATP+ 160 min circulation

nonbin vivo+ 105 895

no nb ex vivo+ 0.5 mM ATP

Functional analysis of P2X7 activation in microglia after icv injection of nbs was
tested by checking the ATP-induced DAPI-uptake (Fig. 5C)

of murine P2X7-specific nbs but also different human
P2X7-specific nbs. Nbs, recombinant single domain
antibodies derived from camelid heavy chain antibodies,
are a promising new technology platform. The first nb-
based reagents developed by Ablynx-Sanofi have entered
clinical trials and have achieved FDA approval (target-
ing TNF-a, von Willebrand factor, receptor activator of
nuclear factor kB [RANK]-ligand, and IL-6 receptor [48,
49]).

The BBB is a major obstacle for the treatment of brain
disease with biologicals. Under healthy conditions, the
BBB is only permeable for lipophilic molecules of up
to 400 kDa [50]. In addition, the delivery of conven-
tional antibodies to the brain is further hampered by Fc
receptor-mediated efflux to the blood [51]. Therefore,
nbs lacking an Fc part may reach targets behind the BBB.
However, under nonpathological conditions, mono-
valent nbs do not attain sufficient concentrations for
in vivo brain imaging [52] or therapeutic purposes [53].
In stroke, biphasic BBB breakdown is caused by activated
matrix metalloproteinase (MMP)-2, MMP-3 and MMP-9
[54, 55]. The breakdown of the BBB is initially revers-
ible but is further increased with the release of MMP-3
and MMP-9 [56]. These findings suggest that antibodies
or nbs would have easier access to the brain in ischemic
stroke. However, as we can show here, only a minor por-
tion of the intravenously injected nbs reached the brain.
While macrophages from the bloodstream were quickly
covered with intravenously injected nbs, when they
reached the brain, microglia did not carry any nbs, and
their function was unimpaired (Fig. 4). These findings
are similar to observations in antibodies crossing the
BBB, where a direct shuttle system such as the transferrin
receptor is usually needed to enter the brain [57]. Since
this problem prevents noninvasive iv administration of
the nbs, it is necessary to find strategies to facilitate the
transport of nbs across the BBB. For this study, we chose
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to directly inject our nbs into the ventricular system of
the brain, which is difficult in the mouse system because
of the small volume that can be injected. We were able
to modify our nbs so they could be highly concen-
trated without aggregating (Additional file 1: Fig. S1). In
humans, nb delivery would be less of a problem since it
could be accomplished by lumbar puncture and injection
into the cerebral spinal fluid (CSF). Direct injection in the
CSF of therapeutics is already used for other neurologi-
cal diseases, such as neuronal ceroid lipofuscinosis [58].
Other promising possibilities for nb delivery to the CNS
include the fusion of nbs to ligands of brain-endothelial
receptors such as ApoE-LDL-receptor or to nbs directed
against cell transcytosis receptors on cerebral endothelial
cells [59-61].

In stroke, microglia are the first immune cells to
respond, while macrophages enter the brain at later
stages [32]. Therefore, it is not surprising that there was
no difference in ischemic lesion size after iv nb injection,
where the nbs could not pass the BBB. In contrast, after
an icv injection of P2X7-specific nbs, we could reach up
to 95% of the microglia. This level of P2X7R blockade was
sufficient to inhibit microglial activation and improve the
outcome. Our study shows that inhibition of signaling
by eATP is only effective if it is done early and reaches
locally expressed P2X7 in the brain.

Limitations

Our study was a proof-of-concept study, which was not
designed to simulate the clinical setting. Further stud-
ies are needed to determine whether P2X7-specific nbs
improve outcomes after stroke, how they influence long-
term outcomes, and if they are similarly effective in
female, comorbid and old mice. Our results will have to
be reproduced in other laboratories and other model sys-
tems before translation.

Conclusion

Here, we demonstrate the importance of locally pro-
duced eATP for the damage in ischemic stroke and the
potential of intracerebroventricularly injected P2X7 nbs
to reduce this damage.

Abbreviations

nbs Nanobodies

wt Wild-type

g Transgenic

tMCAO Temporary middle cerebral artery occlusion
iv Intravenous

ip Intraperitoneal

icv Intracerebroventricular

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindole

IL Interleukin

(e)ATP (Extracellular) adenosine triphosphate
FACS Fluorescence-activated cell sorting
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h Hours

NAD Nicotinamide adenine dinucleotide

HSP Heat shock protein

HMGB1 High-mobility group box 1 protein

NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLRP3 Nod-like receptor protein 3

TLR Toll-like receptors

TNF Tumor necrosis factor

CNS Central nervous system

BBG Brilliant blue G

sdAbs Single domain antibodies

CDR3 Complementarity determining region 3
(E)GFP Enhanced green fluorescent protein

CH Constant domain heavy chain

Ig Immunoglobulin

SDS-PAGE  Sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
CCA Common carotid artery

ECA External carotid artery

MRI Magnetic resonance imaging

T7C Triphenyl tetrazolium chloride

PBS Phosphate-buffered saline

D Cluster of differentiation

BV Brilliant violet

FLICA Fluorochrome-labeled inhibitors of caspases
ELISA Enzyme-linked immunoassay

PFA Paraformaldehyde

IbA1 lonized calcium-binding adapter molecule 1
NeuN Neuronal nuclear protein

BBB Blood-brain barrier

MFI Mean fluorescence intensity

DAMPs Damage-associated molecular patterns
RNA Ribonucleic acid

MFCNTF  Ciliary neuronotrophic factor

RANK Receptor activator of nuclear factor k

MMP Matrix metalloproteinases

CSF Cerebral spinal fluid

ApoB Apolipoprotein B

LDL Low density lipoprotein receptor
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Additional file 1: Figure S1. The nbs used and their staining procedure.
For this study, different nb constructs were used. The 13A7 nb (P2X7-
specific nb; see patent WO/2013/178783; [10]) was fused to the hinge,
CH2, and CH3 domains of mouse IgG2c, resulting in a heavy chain format
(nb A), whereas 1¢81 (P2X7-specific nb; see patent WO/2013/178783 [10])
was dimerized and fused to the albumin-specific nb Alb8 (nb B). To pre-
vent aggregation at high concentrations, we modified nb B (nb B-mod).
For recognition of these nbs in FACS, we used the following staining
protocols: After binding of nb A to P2X7, cells were stained with a bioti-
nylated anti-mouse IgG2c-fused antibody followed by streptavidin BV421
conjugation. After binding of nb B-mod, cells were stained with an anti-
Alb8-nb fused to the mouse IgG1 heavy chain backbone, followed by an
anti-mouse IgG1 antibody conjugated with BV421. Figure S2. Schematic
representation of icv surgery. The cranial burr hole was drilled 1.1 mm
lateral and 0.5 mm posterior to bregma. Nbs were injected 2.3 mm deep
directly into the left ventricular system. As a proof-of-concept, 2 ul of 5%
Evans blue was injected into the ventricular system. Two hours after injec-
tion, Evans blue was distributed equally in the whole ventricular system.
Figure S3. Gating strategy for brain resident microglia. Flow cytometry
of brain cells. Three minutes before euthanasia, a CD45-fluorochrome-
conjugated antibody was injected intravenously to separate intravascular
from intraparenchymal cells. Brain resident microglia were identified

as CD45™e™=d CD11b"9" cells, which were not labeled by the intrave-
nously injected CD45-fluorochrome conjugated antibody. Figure S4.

In vitro calibration of brain homogenates from pmeLUC mice. The panel
shows the in vitro calibration of brain homogenates from pmeLUC mice,
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showing the luminescence response to the addition of exogenous ATP
and the obliteration of luminescence in the presence of the ATP-hydro-
lyzing enzyme apyrase. With all the caveats due to the in vitro setting,
this calibration suggests that the eATP concentration in the stroked brain
may reach hundreds of micromoles/L. Figure S5. Negative control. In
GFP-negative littermates, no P2X7 signal was found. Figure S6. High
doses of P2X7-blocking nbs are necessary to cross the BBB efficiently.
C57BL6J mice received different amounts of nb A intravenously. Four
hours after iv injection mice were sacrificed and nbs bound to microglia
were labeled by FACS (See MM). Full coverage of P2X7 was reached with
3200 pg, where 1000 pg and lower concentrations achieved less than 60%
occupancy of microglial P2X7. These FACS data are representative images
of two independent cohorts of 5 mice each. Figure $7. Low amounts of
icv injectedP2X7-blocking nb B-mod showed high P2X7 occupancy on
microglia. C57BL6J mice received different amounts of P2X7-specific nbs
intracerebroventricularly. 18 h after icv injection mice were sacrificed and
nbs bound to microglia were labeled by FACS (See MM). Low amounts of
P2X7 blocking nb B-mod were needed to show almost full occupancy of
microglial P2X7 receptor. These FACS data are representative images of
two independent cohorts of 5 mice each. Figure $8. Icv injection of P2X7-
blocking nb B-mod resulted in a long time P2X7 occupancy on microglia.
C57BL6J mice received 30 pg P2X7-specific nb-B mod intracerebroven-
tricularly. Mice were sacrificed at different time points after icv injection
and nbs bound to microglia were labeled by FACS (See MM). After 2.5 h
microglial P2X7 showed nearly complete coverage by P2X7 nbs. This
high occupancy started to decrease 14 days after the icv injection, but
still nearly 40% of microglial P2X7 was occupied after 21 days post icv
injection. These FACS data are representative images of two independent

J

cohorts of 6 mice each.
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2 Einleitung

Der Schlaganfall stellt statistisch mit 6,6 Mio. Toten und 12,2 Mio. Neuerkrankungen pro Jahr
die zweithdufigste Todesursache und die dritthaufigste Ursache flir 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 tber
25 Jahren erleidet in ihrem Leben einen Schlaganfall (Owolabi et al., 2022). Folgenschwer
sind insbesondere arterielle Schlaganfalle, die im Fokus dieser Arbeit stehen.

Klinisch aul3ern sich arterielle Schlaganfalle vor allem durch einen plétzlichen Verlust der
neurologischen Funktion von Hirn, Retina oder des Rickenmarks aufgrund einer Ischamie
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
vendses Geschehen infolge einer zentralen Venenthrombose Ursache der neurologischen
Funktionsstdrung 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 plétzliches Auftreten ab. Sie lassen sich in eine ischamische und eine
hamorrhagische Entitat unterscheiden.

Heutzutage stellen sich zwei konkrete Hauptfragen in der Schlaganfallbehandlung. Einerseits
fehlen Bildgebungen, um Ischamien und Blutungen in Echtzeit zu detektieren und deren
Verlauf ebenso zu beobachten. Des Weiteren ist der Pathomechanismus bisher noch nicht
vollkommen verstanden. Ein genaueres Verstandnis des Pathomechanismus erméglicht eine
zielgerichtete Therapie des Schlaganfalls und seiner Folgen.

Diese Hauptfragen stellten fir mich die Basis meiner Forschungsthemen dar.

Mit 10 — 15 % stellt die intrazerebrale Blutung (ICB) nicht die haufigste Schlaganfallentitat dar,
jedoch ist sie mit einer extrem hohen Morbiditat und Mortalitdtsrate sowie einer schlechteren
Prognose als ihr ischamisches Analogon verbunden (Valery L. Feigin, Lawes, Bennett, Barker-
Collo, & Parag, 2009; Weimar & Kleine-Borgmann, 2017). Sowohl fur die ischamische Entitat
als auch fir die ICB sind vertrauenswirdige und praktische Methoden zum kontinuierlichen,
nicht-invasiven Monitoring der zerebralen Perfusion und des intrakraniellen Hamatoms
notwendig. Im Jahr 2017 konnten in diesem Zusammenhang Ludewig et al. zeigen, dass bei
einem ischamischen Schlaganfall eine qualitativ mit dem MRT vergleichbare Echtzeit-
Darstellung des Perfusionsdefizits mittels Magnetpartikelbildgebung (MPI) mdglich ist, und
somit die MPI als potentielle moderne Bildgebung auffihren (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 Auflésung darzustellen (Gleich & Weizenecker, 2005). Bis jetzt unklar
ist jedoch, ob mithilfe des MPIs auch eine Echtzeit-Darstellung einer ICB mdglich ist. Um eine

adaquate Darstellung der Blutung im MPI zu ermdglichen, missen 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 intravendse Applikation von SPI10s, woraufhin die entstehende Blutung in der MPI

nachvollzogen wurde.

Mit 62 % stellt die arterielle Ischamie den gré3ten Anteil der arteriellen Schlaganfallsyndrome
dar (V. L. Feigin et al., 2022). Wie schon vorher angeflihrt, ist leider bis heute die vollstandige
Pathophysiologie des Schlaganfalls nicht ganzheitlich verstanden.

Die Folgen eines ischdmischen Schlaganfalls stellen sich nach heutigem Stand wie folgt dar.
Pathophysiologisch fuihrt die fokale Beeintrdchtigung der Hirndurchblutung zu einer
mangelnden Zufuhr von flr die Hirnzellen Gberlebenswichtigen Substraten wie Sauerstoff und
Glukose und somit zu einer Beeintrachtigung der Aufrechterhaltung der Zellhomdostase und
ihres lonengradienten (Martin, Lloyd, & Cowan, 1994). In der Folge kommt es zu einem
Zusammenbruch des lonengradienten mit Depolarisierung von insbesondere Neuronen und
Gliazellen mit anschlieRender Freisetzung von exzitatorischen Aminosauren wie Glutamat,
welches eine Depolarisation umgebender Zellen wieder neu initiiert (Dirnagl, ladecola, &
Moskowitz, 1999; Katsura, Kristian, & Siesjo, 1994). Die daraus resultierende Exzitationswelle
verursacht durch die Aktivierung von proteolytischen Enzymen und einer erhéhten Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine Schadigung von intra- und extrazellularen
Strukturen (Huang, Upadhyay, & Tamargo, 2006; Orellana-Urzua, Rojas, Libano, & Rodrigo,
2020).

Diese initiale Schadigung des hypoxischen Gewebes stellt den Beginn einer sterilen
Entzindung dar, welche die urspriingliche Hirnschadigung und die neurologische
Funktionsféahigkeit 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 fihren (Jones et al., 2018). Zu jenen Mediatoren gehdren 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 kénnen diese
Faktoren eine Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen auslosen, welche die
Entzindungskaskade im Weiteren verstarken (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 (NFxB) (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 Transmembrandoméanen (Hattori &
Gouaux, 2012; Kasuya et al., 2017). Im zentralen Nervensystem (ZNS) zeigt er die hochste
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 extrazellulares ATP (eATP) formen die drei
Untereinheiten einen fur lonen durchlassigen Kanal, woraufhin Na* und Ca®" in die Zelle
einstromen und K* aus der Zelle herausstromen. Neben der Initialisierung der Ca?*
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-1p und pro-1L-18 in deren biologisch aktive
Form spaltet (Broz & Dixit, 2016; Danquah et al.,, 2016; Munoz-Planillo et al., 2013).
AnschlieRend werden diese proinflammatorischen Zytokine freigesetzt und bewirken ebenfalls
eine Verstarkung des sterilen Entziindungsreizes (Broz & Dixit, 2016).

Speziell IL-1B scheint in diesem Zusammenhang pleiotrope Effekte zu haben. Durch die
Funktion als Chemokin und als Zytokin lockt IL-1f einerseits Zellen wie neutrophile
Granulozyten in die Region der Ischamie, andererseits aktiviert es weitere Zellen des
angeborenen Immunsystems wie Mikroglia und fiihrt zur Freisetzung von potenziell
neurotoxischen Mediatoren wie dem Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und iINOS mit
konsekutiv induzierter Apoptose der Neuronen (Jia et al., 2022; Zhu et al., 2022). Die Menge
der intrazellular gespeicherten Interleukin-Vorstufen hangt zudem noch von weiteren Signalen
durch Toll-like-Rezeptoren (TLRs) oder TNF-Rezeptoren ab sowie von einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF«xB (Liu et al., 2015; Zhu et al., 2022).

Der Einfluss des P2X7-Rezeptors auf die LasionsgroRe des experimentell evozierten
ischamischen Schlaganfalls konnte schon in der Vergangenheit durch verschiedene Studien
gezeigt werden. So ist belegt, dass im experimentellen Setting P2X7-KO Mause kleinere
LasionsgréRen nach der induzierten Ischamie zeigten im Vergleich zu Mausen 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 ischdmischen Schlaganfalls abschwacht. Jedoch ist
BBG aufgrund seiner unspezifischen Bindung an P2X-Rezeptoren und seiner Toxizitat kein
adaquater Kandidat fur eine klinische Anwendung.

Eine spezifische Bindung an den P2X7-Rezeptor kdnnen Nanobodies (Nbs) gewahrleisten,
ohne weitere Nebeneffekte zu zeigen. Nanobodies sind benannt nach ihrer geringen Grol3e

mit 2,5 nm Durchmesser, 4 nm Ho6he und einem Volumen von 12 kDa (Hu, Liu, &
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Muyldermans, 2017). Sie sind Einzeldoman-Antikorper, welche von der schweren Kette der
Kameliden-Antikdrper abgeleitet sind. Im Gegensatz zu den niedermolekularen Inhibitoren wie
BBG zeigen Nbs eine geringe Toxizitat bei hoher Spezifitdt 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 komplementaren complementarity-determining-region 3 (CDR3) Region ist es Nbs
mdglich, an kleine Bereiche von Membranproteinen zu binden, welche normalen Antikdrpern
oft nicht zuganglich sind (De Genst, Saerens, Muyldermans, & Conrath, 2006; Koch-Nolte et
al., 2007). Weitere Vorteile von Nbs gegeniiber konventionellen Antikbrpern sind ihre hohe
Stabilitat, ihre bessere Ldslichkeit sowie ihre schnelle und zielgerichtete in vivo Distribution.
Zudem sind sie einfach und 6konomisch produzierbar (Ingram, Schmidt, & Ploegh, 2018).
Neben der Moglichkeit, Nb-Multimere zu bilden, kdnnen Nbs auch mit anderen Konstrukten,
wie zum Beispiel der Fc-Doméane eines konventionellen Antikorpers, fusioniert werden.
Hierdurch lassen sich ihre Eigenschaften mit der Fc-vermittelten Effektorfunktion,
einschlie3lich Fc-Rezeptorbindung, verlangerter Halbwertzeit und Komplementaktivierung
verbinden. Somit kénnen Nbs als potentielles Therapeutikum viel spezifischer an die
Pathophysiologien einzelner Entitaten angepasst werden als herkdmmliche Antikdrper
(Kaczmarek-Hajek et al., 2018).

In dem Hauptteil meiner Doktorarbeit beschéftige ich mich mit dem Effekt von P2X7-
spezifischen Nbs auf die L&sionsgrof3e des ischamischen Schlaganfalls. Hierzu gehort
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 Behérden genehmigt und Tiere
wurden nach der Leitlinie fiir die Haltung von Labortieren gehalten (NIH Publication No. 83-
123, erneuert 1996). Nur 12 bis 18 Wochen alte mannliche Mause wurden fir diese Studie
verwendet. Wildtypen wurden von Charles River (Bar Harbor, ME 04609, USA) erworben. Die
Zuchtung der pmeLUC transgenen und P2X7- enhanced green fluorescent protein (EGFP)
transgenen Mausen 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 eingefuhrt. Nach einer Reexpansionszeit von
5 Minuten wurden 0,5 pl bakterieller Kollagenase (0,075 Units) mit einer Laufrate von 0,5

pl/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 rAumlichen Kodierung mit einer zeitlichen Auflésung von 21,54 ms
pro Bildgebungsvolumen nutzt. Wir nutzten fir die MPI Experimente einen préklinischen
tomographischen MPI-Scanner (Bruker, Deutschland) sowie die SPIOs Perimag und
Synomag-D (Micromod GmbH, Deutschland) als Tracer. Der Tracer wurde intravends Uber
eine programmierbare Spritzenpumpe (Aladdin, World Precisions Instruments, USA) injiziert.
Konzentration und Volumen der injizierten SPIOs kdénnen aus der Originalpublikation
entnommen werden (siehe Suppl. Abb. 1 aus Szwargulski et al., 2020). Als morphologische
Referenz der MPI-Messung fithrten wir zuséatzlich 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 anschlie3end in koronare 10 um Schnitte geschnitten. Anschlie3end erfolgte eine Farbung
mit einem Eisenfarbungskit nach Anleitung des Herstellers (HT20-1KT, Sigma-Aldrich, USA).

22



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). Fur den verwendeten Nb A wurde 13A7 an die konstante Doméne der schweren
Kette des Maus-Immunglobulin 1gG2c fusioniert. Fir den verwendeten Nb B wurde 1c81
dimerisiert und mit einem Albumin-spezifischen Nb Alb8 (mAb77) fusioniert, wodurch ein
bispezifisches heterotrimes Nanobody-Konstrukt mit einer verlangerten Halbwertzeit entstand.
Um eine hohe Konzentrierbarkeit ohne Aggregation des Nb B zu realisieren, wurden weitere
Modifikationen hinzugefligt, sodass sich der daraus entstandene Nb B-mod, ohne zu
aggregieren, auf bis zu 15 g/L konzentrieren liel3. Konstrukte wurden anschlieRend in HEK-6E
Zellen produziertund aus dem Zelliiberstand durch Affinitdtschromatographie an einer Protein-
G-Sepharosesaule aufgereinigt. Der Puffer wurde anschlieRend Uber eine PD-10-Saule
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 Lasionsgrof3e

Zur Induzierung eines ischamischen Schlaganfalls wurde das bereits beschriebene Modell der
temporaren Okklusion der mittleren Hirnarterie (tMCAQO) mit einer Okklusionszeit von 40
Minuten verwendet (Gelderblom et al., 2009; Gelderblom et al.,, 2012). Die Qualitat der
Okklusion wiirde Uber ein Laser-Doppler Monitor Uberwacht (moorVMS-LDF; Moor
Instruments, UK). Mause mit einer Okklusionsrate unter 80% wurden aus der Studie
herausgenommen. Die Grol3e des ischamischen Parenchyms wirde mit Hilfe einer Triphenyl-
Tetrazolium-Chlorid Farbung sowie einer Magnetresonanztomographie eines 7-Tesla
Kleintier-MRTs (ClinScan Bruker, Ettlingen, Deutschland) bestimmt und anschlief3end via NIH

ImageJ berechnet.
In vivo ATP-Messung nach tMCAO-OP mittels pmeLUC-Tg Mausen

Zur Darstellung der in vivo ATP-Freisetzung nach der Induktion eines ischdmischen
Schlaganfalls wurde  pmeLUG-transgenen  Mausen 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 anschlielRend mittels
einer Ganzkdrper-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
Mause genutzt. Hierzu wurden die Mause mit 4 % PFA fixiert und anschlieend histologische

Schnitte angefertigt. Zur Identifizierung der Mikroglia wurde ein Anti-IbA1 Antikérper (Fujifilm
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Wako Pure Chemical Corporation) genutzt, wobei zum Nachweis von Neuronen ein Anti-
Neuronales Nukléres Protein (NeuN) — Antikoérper (Thermo Fisher Scientific) verwendet wurde.

Eine Anfarbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (Thermo Fischer Scientific).
Intraventse und intrazerebroventrikulare 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 Lasionsgré3e wurde der Nb
A 100 ug in 100 pl phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) intravends injiziert, andererseits
wurde der Nb B-mod bzw. ein isotypischer Kontrollnanobody mit 30 pg in 2 pl PBS mit 60
mg/ml Trehalose und 0,4 mg/ml Tween-20 intrazerebroventrikul&r injiziert. Bei anschliel3ender
genauer Bestimmung der Biodistribution der Nbs nach i.v. Gabe wurden verschiedene
Konzentrationen der Nbs bis hin zu 3200 ug jeweils in 100 ul intravends 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
eingefuihrt. Nach einer Reexpansionszeit von 5 Minuten wurden verschiedene Mengen von
P2X7-Nbs von 1 pg bis 100 pg in 2 Minuten Uber 1 pl/min injiziert mit einer folgenden
Distributionszeit von 10 Minuten. Bei der in vivo Analyse der LasionsgrofRe nach vorheriger
intrazerebroventrikularer Applikation von P2X7-Nbs wurden 30 pg der Nbs Uiber 2 Minuten mit

einer Konzentration von 15 pg/ ul injiziert.
FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie ermoéglichte 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-1f 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 ausfuhrliche
Darstellung der Praparation sowie der verwendeten Antikérper 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 fir
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 grof3er Bolus von 200 pl sechs Mal alle 10 Minuten
oder kontinuierlich fur eine Stunde mit einer Kommulativdosis von 600 ul injiziert. Die
Bildrekonstruktion erfolgte wahrend der Datenerfassung, dauerte 8 Sekunden pro Bild und
konnte wéahrend der Untersuchung direkt eingesehen werden. In jedem Fall konnte eine
Blutung nach spatestens 90 Minuten eindeutig nachgewiesen werden. Insgesamt
unterschieden sich je nach Tracer und Applikationsmodus die Zeitpunkte der frihesten
Erkennung der Blutung. Bei einer Injektion eines grof3en 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 tber die
Blutungslokalisation war mit dem kurzzirkulierenden Tracer Perimag vor 60 Minuten nicht
moglich. 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 prézisen quantitativen Erkennung von

koaguliertem Blut und einer hohen zeitlichen Auflésung 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 fur die ex-vivo Magnetresonanztomographie
(MRT). Im verwendeten Kollagenasemodell wurde in der Vergangenheit eine Zunahme des
Hamatoms bis zu 24 Stunden beschrieben, was die geringen Unterschiede zwischen den
letzten MPI- und MRT-Bildern erklart (Manaenko, Chen, Zhang, & Tang, 2011; Rosenberg,
Mun-Bryce, Wesley, & Kornfeld, 1990). In der weiteren Folge bestétigte sich durch Praparation
der intrakraniellen Blutung, dass das im MPI erzeugte Signal mit dem extravasierten Tracer
Ubereinstimmte (siehe Abb. 2a in Szwargulski et al., 2020). Eine fir die Klinik wichtige
Bestimmung des Volumens des intrakraniellen Hamatoms konnte durch das MPI ebenfalls
genau erfolgen und stellte sich in nachfolgender MRT- und in histologischen Kontrolle in

vergleichbarer Gro3e und Form dar (siehe Abb. 2 b/c in Szwargulski et al., 2020).

Kombination verschiedener Tracer ermdglicht die Uberwachung der Himatomzunahme

sowie des zerebralen Blutflusses

Nach klinischen Gesichtspunkten ist die Bildgebung in der intrakraniellen Blutung nicht nur
wichtig, um das Hamatom einschétzen zu kénnen, sondern auch, um eine noch weiterhin
bestehende zerebrale Perfusion zu begutachten. Hierzu wurden die beiden Tracer miteinander
kombiniert. Nach der initialen Auslésung 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 unterdriicken. Es
konnte die Blutung eindeutig identifiziert werden, wahrend der fliissige 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 farbten 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 (lll)-Zustand jedoch nicht an
Hamoglobin gebundenes Eisen im Eisen (II)-Zustand anfarbt. Es stellte sich keine GbermaRige
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”,
verdffentlicht im Forschungsjournal “Journal of Neuroinflammation” (Wilmes et al., 2022)
vorstellen. Alle Abbildungen beziehen sich auf die Publikation und deren Legenden sind dort

zu entnehmen.
Extrazellulares ATP wird in Folge eines ischdmischen Schlaganfalles freigesetzt

Als Erstes analysierten wir die eATP Freisetzung infolge einer tMCAO-Operation mit Hilfe von
eATP erkennenden pmeLUC transgenen Mausen. Diese Mause exprimieren ubiquitar eine
Luciferase auf der extrazellularen Seite ihrer Plasmamembran, welche durch extrazellulares
ATP aktiviert wird (Csoka et al., 2018; Pellegatti, Falzoni, Pinton, Rizzuto, & Di Virgilio, 2005).
Mit diesem System lassen sich geringe Anderungen der extrazellularen ATP-Konzentration im
mikromolaren Bereich selektiv nachweisen, da die exprimierte Luciferase gegeniber 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 extrazellularem ATP
durch eine Zunahme der Lumineszenz in der ischdmischen Hemisphare gemessen werden.
Nach 24 Stunden konnte weiterhin ein starkes Signal in der ischAmischen Hemisphare
gemessen werden (s. Abb. 1 in Wilmes et al., 2022). Eine grobe Abschéatzung der eATP-
Konzentration wurde mithilfe eines in vitro Konzentrationsgradienten vorgenommen (s. Suppl.
Abb. 4 in Wilmes et al., 2022).

Eine verstarkte P2X7-Expression erhdhte die LasionsgrtéRe des ischéamischen

Schlaganfalls

Zunachst zeigten immunhistochemische Farbungen von P2X7-EGFP transgenen Mausen,
dass der P2X7-Kanal vor allem auf IbAl-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
fur Mause und Menschen (Hodge et al., 2019; Lein et al., 2007) bestatigt werden (siehe Tab.
1 in Wilmes et al., 2022).

Um anschlieRend den Einfluss einer verstarkten Expression von P2X7 auf die Lasionsgréfie
der ischamischen Hemisphare zu bestimmen, verglichen wir die Lasionsgrolie von P2X7
Uberexprimierenden transgenen Mausen(P2X7-tg) mit deren Wildtyp-Wurfgeschwistern (wt)

infolge einer tMCAO-Operation. Hier konnten wir zeigen, dass P2X7-transgene Mause eine
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signifikant groRere Lasionsgréf3e der ischamischen Hemisphare aufwiesen als deren wildtyp

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

Zum Nachweis der Effektivitat 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 (1ug/ul) 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). Zusatzlich 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-1B-Freisetzung (siehe Abb. 3D in Wilmes et al., 2022). Diese Erkenntnis zeigte
bei weiterer in vitro Analyse sogar eine Dosisabhéngigkeit, sodass wir beobachteten, dass
schon geringe Dosen an Nbs eine suffiziente Hemmung der IL-1B-Freisetzung erzielten (siehe
Abb. 3E in Wilmes et al., 2022).

Intravendse Injektion von P2X7-spezifischen Nanobodies beeinflusst die ischamische

Lasionsgrofe nicht

Nachdem wir den Effekt einer Blockade des P2X7-Kanals auf Mikroglia zeigten, fokussierten
wir uns im nachsten Schritt auf den in vivo Einsatz der Nbs nach i.v. Injektion zur Bestimmung
des Einflusses auf die Lasionsgrd3e nach der tMCAO-Operation mit einer Okklusionszeit von
40 Minuten. Wir injizierten Wildtypmausen intravends 100pg des Nb B oder einer
Isotypkontrolle kurz vor der tMCAO-Operation. Die ischdmische LasionsgrofRe wurde 24
Stunden nach der initialen Ischamie in zwei unabhangigen Kohorten einerseits per Histologie
und andererseits per Magnetresonanztomographie (MRT) bestimmt. In beiden Ansétzen
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Lasionsgrol3e 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 ug intravends 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 Einschrankungen die BHS Uberqueren. Um dies zu quantifizieren,
fuhrten wir eine Analyse der nétigen Menge an i.v. gegebenen Nbs durch, um eine effektive
Uberquerung der BHS zu erreichen. Hierbei zeigte sich, dass sehr hohe Dosen notwendig
sind, um die BHS zu Gbergueren und die hirnansassigen Mikroglia zu besetzen (siehe Suppl.
Abb. 4B in Wilmes et al., 2022).
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Intrazerebroventrikulare Injektion von P2X7-spezifischen Nanobodies verringert die

ischdmische LasionsgrolRe

Da nachweislich Nbs nur insuffizient die BHS (Uberqueren, haben wir die
intrazerebroventrikulére Injektion als Methode ausgesucht, um die BHS zu umgehen und somit
den Effekt der P2X7-spezifischen Nbs auf die Lasionsgrof3e des ischamischen Schlaganfalls
unabhangig von der BHS-Penetration zu beurteilen. Schon in der Literatur war dieser Weg als
adaquate Administration von Nbs ins Hirn beschrieben (Gomes et al., 2018). Hierzu injizierten
wir 30 pg des Nb B-mod in 2 ul (15 pg/ul) im Vergleich zu einer Isotypkontrolle in Wildtypmé&use
direkt vor der tMCAQO-Operation. In einer vorherigen Quantifizierung der benétigten Menge,
um eine Bindung der Nbs an die Mikroglia im ZNS zu erzielen, zeigten wir, dass ca. 30 ug von
P2X7-Nbs nétig sind, um tber 99 % der Mikroglia zu besetzen (siehe Suppl Abb. 7 in Wilmes
et al.,, 2022). Somit beobachteten wir, dass fir die intrazerebroventrikulare Injektion im
Vergleich zur intravendsen 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 Mause zeigten 24 Stunden nach der tMCAO-Operation signifikant geringere
Lasionsgréfien als Mause, die mit der Isotypkontrolle behandelt wurden (siehe Abb. 5A in
Wilmes et al., 2022). Per FACS wurde die Qualitat der Injektionen jeder Maus tUiberwacht. 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 erhéht werden. Zur
funktionellen Analyse der P2X7-Aktivierung der Mikroglia testeten wir die ATP-induzierte
DAPI-Aufnahme (siehe Abb. 5C in Wimes et al.,, 2022). 160 Minuten nach der
intrazerebroventrikuléren (icv.) Injektion von 30 ug Nb B-mod wurden Mikroglia isoliert und
durch ATP aktiviert. Wir zeigten, dass die Injektion von 30 ug Nb B-mod ca. 61,9 % der
Mikroglia vor einer P2X7-Aktivierung durch 0,5 mM ATP und damit vor der DAPI-Aufnahme
schitzten. 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”, veroffentlicht 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 vollstandigen Blockierung

des mikroglialen P2X7-Rezeptors ndtig

Aufgrund der bekannten Integritéat der BHS treten nur sehr geringe Raten von i.v. injizierten
Antikdrpern in das Hirn tiber (Abugayyas & Balthasar, 2013). Um den Ubertritt der P2X7-
spezifischen Nbs nach i.v. Injektion Uber die BHS ins Hirn zu tberprifen und zusatzlich den
Einfluss des isoelektrischen Punktes (iP) der Nbs auf den BHS-Ubertritt zu untersuchen,
wurden zwei Nb-Konstrukte mit unterschiedlichem iP und in unterschiedlichen Mengen
intravends injiziert. Es wurden Mausen 1,5 mg/kg oder 150 mg/kg P2X7-spezifische Nbs
injiziert und nach vier Stunden die Besetzung von Mikroglia und nierenspezifischen T-
Gedachtniszellen Gberprift. Hier zeigte sich, dass nur sehr hohe Dosen zur vollstandigen
Besetzung an den P2X7-Rezeptor auf Mikroglia ausreichen, wobei zur kompletten Bindung an
den P2X7-Rezeptor der renalen T-Gedachtniszellen schon mit dem 1/100 dieser hohen Dosis
erzielt werden kann (siehe Abb. 3 in Pinto-Espinoza et al., 2022). Zusatzlich zeigte die
Untersuchung der Effektivitat der P2X7-Blockade der in vivo gebundenen Nbs mittels ATP-
induzierter DAPI Aufnahme eine dosisabhangige Hemmung, wobei nur durch die Injektion
einer sehr hohen Dosis eine fast vollstandige 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 vollstandige

Blockade der mikroglialen P2X7-Rezeptoren

Auf der Grundlage, dass nur sehr hohe Dosen von P2X7-spezifischen Nbs eine adaquate
Passage der BHS erzielen kdénnen und dass in der Literatur bekannt war, dass die
intrazerebroventrikuldre Injektion ein beschriebener Ansatz ist, um eine adaquate
Administration von Nbs in Hirn zu erreichen (Gomes et al., 2018), fehlte folgend noch eine
genaue Bestimmung der benétigten Dosis, die bei der icv. Injektion nétig war, um die
vollstandige Besetzung der Mikroglia im Hirn zu erzielen. Es wurden absteigende Dosen von
5 mg/kg bis 0,05 mg/kg in 2 ul zerebroventrikul&r 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 vollstandigen 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 vollstandig 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 Dosisabhangigkeit der icv. Injektion gezeigt wurde, stand noch der zeitliche
Verlauf der Bindung der Nbs an die Mikroglia in Frage. Hierzu injizierten wir Mausen icv. 1,5
mg/kg des P2X7-spezifischen Nbs in 2 ul 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 vollstandige 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-Gedachtniszellen analysiert, um zu tberprifen, ab wann
die ins ventrikulare System injizierten Nbs in die systemische Zirkulation Ubergehen. Hier
konnten wir sehen, dass nach 10 Minuten noch keine Bindung der renalen T-Gedéachtniszellen
erfolgte, diese jedoch nach 80 Minuten vollstandig 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 schlieRen liel3
(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 intrazerebroventrikularen 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 zuverlassige
und schnelle Echtzeitdarstellung einer intrakraniellen Blutung eines experimentellen ICB-
Modells ermdglicht. 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 wahlten einen klinikdhnlichen 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. Zusatzlich war es mdglich, durch die Kombination von zwei verschiedenen
Tracern eine Uberwachung sowohl des intrazerebralen Hamatoms als auch der zerebralen
Perfusion durchzufiihren. Durch die hohe zeitliche Auflosung des MPIs war dies in Echtzeit
realisierbar. Bislang steht in der Klinik noch keine adaquate, nicht-invasive Methode zur
zuverlassigen und kontinuierlichen Uberwachung der Ganzhirnperfusion am Patientenbett zur
Verfugung. Diese Liicke kann durch das MPI geschlossen werden. Durch eine permanente
nicht-invasive Uberwachung in Echtzeit ermoglicht das MPI zuséatzlich ein schnelleres
Eingreifen im Falle einer Verschlechterung der Situation, wie im Beispiel einer
Sekundarblutung in Form der Initiierung einer chirurgischen Entlastung. Zudem ist es durch
die kleine Bauweise eines MPI-Scanners mdglich, 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 flissigem und koaguliertem Blut
innerhalb der ICB mittels Multikontrast-MPI, was mit anderen Bildgebungsverfahren noch nicht
maglich ist. Diese Unterscheidung ist insbesondere in der chirurgischen Therapie wichtig, da
eine Operation wahrend einer aktiven Blutung mit einer hgheren Rate an Nachblutungen und
einer hoheren Sterblichkeit verbunden ist (Morgenstern, Demchuk, Kim, Frankowski, & Grotta,
2001). Hier konnte das MPI zur Feststellung des friihesten moéglichen Therapiefensters

dienen, welches mit weniger schweren postoperativen Komplikationen verbunden ist.

Wie schon vorher erwdhnt, beinhaltet das Multikontrast-MPI die Mdglichkeit, sowohl die
intrakranielle Blutung als auch die zerebrale Perfusion zu tiberwachen. Da es im Zuge der ICB
mit Ausdehnung des Hamatoms zu einer Erhéhung des intrakraniellen Druckes kommen kann,

fuhrt dies haufig zu einer Verminderung der zerebralen Perfusion mit vermehrten
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Sekundarschaden. Durch eine kontinuierliche Uberwachung sowohl der ICB als auch der
zerebralen Perfusion kann mittels MPI bei Beeintrachtigung der Perfusion schnellstmdglich
mittels Anpassung der Therapie darauf reagiert werden und so kénnen weitere Schaden
vermieden werden. Ebenso kann infolge der hohen raumlichen Auflésung und Messung des
Hamatomvolumens inklusive Beachtung einer potenziellen Mittellinienverschiebung eine friihe

operative Indikation adaquat gestellt werden.

Noch zu Uberwindende Grenzen der MPI stellt einerseits die Unterscheidung zwischen alter
und frischer Blutung, andererseits die potenzielle Toxizitdt der Tracer als Extravasat im
Hirnparenchym dar. Mit heutigen Mitteln ist es fur das MPI schwierig, alte Blutungen
darzustellen, da in diesem Fall kein Tracer in das hdmorrhagische Gewebe eingedrungen ist.
Hier ware zwar noch ein Perfusionsdefizit zu erkennen, jedoch eine genaue Unterscheidung
zwischen hamorrhagischem und ischamischem Schlaganfall nicht méglich. Die Frage nach
der Toxizitat 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 Uber 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 Hdmoglobin (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

Neurotoxizitat und Toxizitat auf die Integritat der BHS durch die SPIOs zu untersuchen.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Publikation die MPI als moderne Echtzeitbildgebung
fur die ICB vorstellen. Zusammen mit vorherigen Studien beziiglich der MPI-Bildgebung ftr
den ischamischen Schlaganfall (Graeser et al., 2019; Ludewig et al., 2017) ist das MPI fur
beide Hauptentitdten des Schlaganfalls, die intrakraniellen Blutung und die Ischamie, eine
Mdglichkeit der schnellen Erkennung und Echtzeitiiberwachung, welche sogar mittels mobiler

Scanner kontinuierlich am Patientenbett durchfiihrbar 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 frih nach der Induktion des
ischamischen Ereignisses zu einer Freisetzung von eATP kommt und eine Blockade des ATP-
Rezeptors P2X7 durch spezifische Nbs den durch die Ischamie verursachten

Parenchymschaden reduziert. Jedoch missen die Nbs zur Umgehung der Blut-Hirn-Schranke
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intrazerebroventrikular injiziert werden, um somit den P2X7-Rezeptor der hirnstéandigen Zellen

ZU erreichen.

Seit langerer Zeit tauchen in der Literatur immer mehr Hinweise auf, dass eine sterile
Entziindung die Folge eines Schlaganfalls ist. Nach dem initial ischdmischen Ereignis kommt
es zu einer Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren, die im Parenchym schon vorhandene
oder immigrierende Immunzellen aktivieren koénnen. 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 M&usen mit einer exprimierten Luciferase auf der auf3eren Seite
der Zellmembranen konnten wir zeigen, dass eATP, analog zu traumatischen
Hirnverletzungen (Farogi et al., 2021), sehr frih nach der Initiierung einer ischamischen
Gewebeschéadigung freigesetzt wird. Dieses Signal persistiert im weiteren Verlauf Uber 24
Stunden, was auf eine weitergehend kontinuierliche eATP-Freisetzung des ischdmischen
Areals hindeutet. Somit liegt es nah, dass insbesondere eATP und dessen Rezeptoren eine
wichtige Rolle bei der Auslésung der sterilen Entziindungsreaktion 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 fir Mause (Lein et al., 2007) und Menschen (Hodge
et al., 2019) unterstitzt, wobei diese zeigen, dass der P2X7-Rezeptor bei Menschen und

Nagetieren inshesondere 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 unterstitzt die Ansicht, dass bei Nagetieren eine Blockade des P2X7 insbesondere

einen Einfluss auf die Mikroglia hat.

Infolge eines ischamischen Schlaganfalls kommt es zu einer verstarkten Expression des
P2X7-Kanals auf Mikroglia (Franke et al., 2004; Skaper, 2011), was zum Zelltod jener Zellen
fihren kann (Eyo, Miner, Ahlers, Wu, & Dailey, 2013). Diese Erh6hung 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 Mause 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
LasionsgrofRe der Ischdmie 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 Ischdmie, jedoch zeigte eine
zusatzliche 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 VergroRerung des ischamischen Gewebeschadens infolge
einer Blockade des P2X7-Kanals (Yanagisawa et al., 2008). Ahnliche 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 Lasionsgrolie der Ischamie beobachteten. In diesem Zusammenhang
stellt die Verwendung von BBG eine mdgliche Erklarung dar, da niedermolekulare Inhibitoren
oft toxisch und weniger spezifisch sind als Nbs. Insbesondere zeigt BBG keine eindeutige
Affinitat nur zum P2X7-Kanal (Jiang, Mackenzie, North, & Surprenant, 2000) und ist somit
durch seine dosisabhéngigen Off-target Effekte bekannt. Um eine spezifische Bindung und
Blockade des P2X7-Kanals zu gewahrleisten, 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
vielfaltigen 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 Uberwindendes 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 eingeschrankte Permeabilitét nur fur lipophile Molekile
bis 400 kDa (Pardridge, 2012) und einen kontinuierlichen Fc-Rezeptor-gekoppelten Efflux in
das Blut hinein (Cooper et al., 2013) seine zu Uberquerende Barriere dar. Aus diesem Grund
haben Nbs, welche keinen Fc-Anteil exprimieren, eine bessere Mdglichkeit, ihre Ziele hinter
der BHS zu erreichen. Jedoch kénnen auch unter pathophysiologischen Bedingungen mit
eingeschrankter BHS monovalente Nbs keine ausreichende Konzentration fiir eine in vivo-
Bildgebung des Gehirns (Nabuurs et al., 2012) oder fiir therapeutische Zwecke (Caljon et al.,
2012) im Hirn erreichen. In der pathologischen Konstellation eines ischamischen 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)
Zunachst ist dies noch reversibel, wird jedoch im Weiteren vor allem durch die MMP-3 und
MMP-9 verstarkt (Rosell et al., 2008). Diese Erkenntnisse lassen eigentlich darauf schlie3en,
dass Antikdrper oder Nbs durch den Zusammenbruch der BHS im Zuge des ischamischen

Schlaganfalls einen leichteren Zugang zum Gehirn haben kénnten. Dies konnten wir jedoch in
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unserer Studie nicht bestétigen. So erreicht nach intravendser Applikation nur ein kleiner Anteil
der intravents 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 hirnstdndigen Mikroglia nachgewiesen werden und
ihre Funktion war ebenfalls nicht beeintrachtigt (siehe. Abb. 4 in Wilmes et al., 2022). In einer
tieferen Analyse der Integritit der BHS bezuglich des Ubertritts von Nbs konnten wir
feststellen, dass sehr hohe Dosen einer i.v. Injektion nétig sind, um den P2X7-Kanal auf
Mikroglia im Hirn vollstandig 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 intravendsen Injektion von Antikdrpern oder Nbs ein Shuttle-System wie zum Beispiel
der Transferrin-Rezeptor nétig ist, um eine addquate Passage der BHS in das Hirnparenchym
zu gewahrleisten (Lee, Engelhardt, Lesley, Bickel, & Pardridge, 2000). Aus diesem Grund war
es fur uns notwendig, Wege zu finden, die eine Umgehung der BHS erméglichen. In dieser
Studie wahlten wir den Weg einer direkten Injektion des Nbs in das ventrikulare Liquorsystem.
Da aufgrund der geringen Grof3e des ventrikularen Systems nur geringe Volumina injiziert
werden kdnnen, 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 adaquat 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
intrazerebroventrikulére Injektion von P2X7-spezifischen Nbs konnten wir bis zu 95% der
Mikroglia erreichen. Im Vergleich zur intravendsen Gabe war hier nur 1 % der Dosis nétig, um
eine gleiche Bindung an die Mikroglia zu erzielen (siehe Suppl. 7 in Wilmes et al., 2022). Somit
reichte fur die intrazerebroventrikulare Injektion im Vergleich zur intraventsen 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 intrazerebroventrikularer 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.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die in das ZNS injizierten Nbs nach ca. einer Stunde
in die systemische Zirkulation tbertreten (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 tiber, jedoch ist ein Ubergang aus dem systemischen Kreislauf in das
Hirnparenchym stark eingeschrankt, was fiur eine effektive Entfernung von Nbs aus dem ZNS

zur Beibehaltung der Homéostase spricht.

Insgesamt stellt eine Injektion in den Liquorraum beim Menschen eine geringere

Herausforderung dar, da dies schon im Zuge einer h&ufig praktizierten Lumbalpunktion
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durchgefiihrt werden kann. AuR3erdem ist jene Methode der Administration von Therapeutika
in der Klinik schon flr einige neurologische Erkrankungen wie zum Beispiel der neuronalen
Lipofuscinose etabliert (Worgall et al., 2008). Zuséatzlich 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 Mdglichkeiten dar (Abulrob, Sprong, Van Bergen en
Henegouwen, & Stanimirovic, 2005; Muruganandam, Tanha, Narang, & Stanimirovic, 2002;
Sarkar et al., 2011).

In der pathologischen Konstellation eines ischamischen Schlaganfalls sind Mikroglia die ersten
immunologischen Zellen, welche aktiviert werden, wobei Makrophagen erst spater in das ZNS
immigrieren (Gelderblom et al., 2012). Auf dieser Grundlage lasst sich erklaren, wieso wir
keinen Unterschied in der Lasionsgrél3e nach der reinen intravenésen Administration von Nbs,
welche die Mikroglia nicht suffizient erreichen, beobachten konnten. Bei einer
intrazerebroventrikuldren Gabe der Nbs jedoch ist es moglich, bis zu 95% der Mikroglia zu
erreichen und folgend durch eine effektive Hemmung der mikroglialen Aktivierung eine

Verringerung der LasionsgrofRe zu erzielen.

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

ischamischen Schlaganfall ausgeloste lokale Freisetzung von eATP auf die Lasionsgrol3e hat.

Zudem zeigen wir, dass wir durch eine spezifische Hemmung dieses eATP-Signals durch die
Blockade des ATP-Rezeptors P2X7 eine Verminderung der L&sionsgréRe erzielen konnen.
Diese spezifische Blockade kdnnen P2X7-spezifische Nbs gewahrleisten, jedoch missen sie
aufgrund einer unzureichenden Penetration der BHS direkt in das Liquorsystem injiziert

werden.

Insgesamt muss hier aber beriicksichtigt werden, dass unsere Studie eine Proof-of-Concept
Studie darstellt, die vollstandig mit der klinischen Situation Ubereinstimmt. Da in dieser Studie
eine Injektion der P2X7-Nbs vor der tMCAO-Operation vorgenommen wurde, wollten wir das
volle Potential einer vollstéandigen Blockade untersuchen. In weiterfiihrenden Settings sollten
die Nbs nach der initialen Ischdmie gegeben werden, um ein Setting zu gewéahrleisten, welches
der klinischen Situation eher entspricht. Zudem sollten weibliche, komorbide und &ltere Mause
ebenfalls in diese Studien einbezogen werden. Zudem mussen unsere Ergebnisse in anderen
Laboren und mit anderen Modellsystemen reproduziert werden, bevor sie in die klinische

Phase Ubergehen kénnen.

In der Zusammenschau der Erkenntnisse der verschiedenen Publikationen konnten wir
einerseits zeigen, dass das MPI eine moderne Echtzeitiberwachung der Schlaganfallentitaten
bietet und dass eine Administration P2X7-Nbs in den Liquorraum als friiher Therapieansatz
beim ischAmischen Schlaganfall in einer Verringerung der Lasionsgrof3e resultiert. Aufgrund
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einer eingeschrankten Uberwindung der BHS durch die P2X7-Nbs miissen sie aber direkt in
das Liquorsystem injiziert werden, um adaquat die Mikroglia zu blockieren. Eine intraventse
Injektion ist aufgrund der bendtigten hohen Mengen beim Menschen nicht méglich. Jedoch ist
hier zu beachten, dass nicht jeder Schlaganfallpatient fiir eine Liquorpunktion geeignet ist. Da
ein ischamischer Schlaganfall epidemiologisch haufig bei Patienten auftritt, die schon a priori
antikoaguliert sind, kann eine sofortige Liquorpunktion hier oftmals nicht erfolgen. Einen
Ausweg aus diesem Dilemma kdnnte eine Kombination aus der MPI zusammen mit den P2X7-
Nbs bieten. Neben der reinen Bildgebung erméglicht das MPI ebenfalls eine kontrollierte
Navigation der SPIOs an eine gewulnschte Stelle. Hier konnten Griese et al. 2020 in einem
Bifurkationsmodell zeigen, dass sich durch Manipulation der MPI-Felder eine gerichtete
Bewegung der SPIOs induzieren lasst (Griese et al., 2020). Zudem konnten Wang et al. im
gleichen Jahr zeigen, dass es mdglich ist, SPIOs an monoklonale Antikérper zu binden (L.
Wang et al., 2020). Durch eine Fusion von SPIOs an P2X7-spezifische Nanobodies ware eine
intraventse Gabe des Therapeutikums eine Mdglichkeit. Das Problem der intraventsen
Injektion allgemein besteht darin, dass das Therapeutikum nur zu geringem Anteil an den
gewinschten Ort gelangt, dort aber die gewiinschte 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 adaquater Ubertritt der P2X7-Nbs tiber die BHS gelingt.
Im Zuge der Kombination von SPIOS und P2X7-Nbs mit der MPI kénnte nun die Konzentration
der Nbs lokal an der BHS hochgehalten werden und somit einen Ubertritt Gber die BHS
gewahrleisten. Jedoch missten 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  Auflésung,
Kontrastempfindlichkeit und Sicherheit. Es wurden mobile MPI-Prototypen fir den Menschen
entwickelt, die sich fir die kontinuierliche Uberwachung der Durchblutung des gesamten Hirns
am Krankenbett eignen. Fir die klinische Anwendung des MPIs besteht jedoch noch eine
entscheidende Wissenslicke: Wahrend die MPI bei zerebraler Ischamie die Abnahme des
Blutflusses und der Gewebedurchblutung sichtbar machen kann, ist unklar, ob die MPI bei
intrakraniellen Blutungen funktioniert. Unser Ziel war es, die Fahigkeit der MPI zum Nachweis
intrakraniellen Blutungen im Mausmodell zu untersuchen. Intrakranielle Blutungen wurden
durch die Injektion von Kollagenase in das Striatum von C57BL/6 Mausen induziert. Nach
intravendser 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 Hamatoms 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 flissigem und koaguliertem Blut innerhalb
des Hamatoms unterscheiden, was wertvolle Informationen fur die chirurgische
Entscheidungsfindung liefern kann. Zusétzlich ermdglicht es eine gleichzeitige Darstellung der
intrakraniellen Blutung und der zerebralen Perfusion, was insbesondere in der Therapie
kritisch kranker Patienten mit erhéhtem Hirndruck unerlasslich 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)-1p 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-1B 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 ug 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 friheren Studien konnte gezeigt werden, dass purinerge Rezeptoren potentielle
therapeutische Ansatze darstellen kdonnten, um die Entztindungsreaktion 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 ischamischen Schlaganfalls wurde ein etabliertes murines
Modell des temporaren Verschlusses der mittleren Hirnarterie (tMCAQO) von 40 Minuten bei
Wildtypen (wt) und P2X7-transgenen (tg) Mausen verwendet. Die extrazellulare Freisetzung
von Adenosintriphosphat (ATP) wurde mit Hilfe von transgenen ATP-Sensor-Mausen
gemessen. P2X7-spezifische Nanobodies wurden unmittelbar vor der tMCAO intravends (iv)
oder intrazerebroventrikular (icv.) injiziert und die Grél3e des Schlaganfalls mithilfe eines 7-
Tesla MRTs beziehungsweise einer triphenyl tetrazolium chlorid (TTC) Farbung ermittelt und
anschlielRend Uber 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
Mause eine erhdhte ATP-Freisetzung in der ischdmischen Hemisphare im Vergleich zur
kontrolateralen Hemisphare derselben Maus oder zu scheinbehandelten Mausen. Zuséatzlich
wiesen P2X7-Uberexprimierende Mause 24 Stunden nach der tMCAO-Operation einen
signifikant groReren ischamischen Parenchymverlust auf als ihre wt-Wurfgeschwister. In vitro
Experimente mit primaren Mikrogliazellen zeigten, dass P2X7-spezifische Nanobodies den
durch ATP-induzierten Kalziumeinstrom und die Membranporenbildung, gemessen durch die
Fluo4-Fluoreszenz oder DAPI-Aufnahme, hemmen kdnnen. Des Weiteren fanden wir infolge
einer Inkubation von Mikroglia mit P2X7-spezifischen Nanobodies eine verminderte Caspase-
1-Aktivitat sowie eine verminderte IL-1p-Freisetzung. AufRerdem flihrte eine intravendse
Injektion von P2X7-spezifischen Nbs im Vergleich zur Injektion einer Isotyp-Kontrolle vor der
tMCAO-Operation zu keiner Reduktion der Schlaganfallsgrof3e. Mittels fluoreszenzaktivierter
Zellsortierung (FACS) konnten wir zeigen, dass die injizierten Nbs nach dem Schlaganfall an
hirninfiltierende Makrophagen, jedoch nicht an hirnansassige Mikroglia banden, was auf eine
ineffektive Uberwindung der BHS durch die Nanobodies hindeutet. Aus diesem Grund haben
wir die P2X7-spezifischen Nanobodies oder isotypische Kontrollen direkt per
intrazerebroventrikulérer Injektion in das Liquorsystem injiziert. Nach icv. Injektion von 30 pg
P2X7-spezifischer Nanobodies banden jene ausreichend an Mikroglia und reduzierten die

LasionsgroRe signifikant.
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Zusammenfassung/Diskussion: Insgesamt konnten wir in dieser Studie zeigen, dass es
infolge eines ischamischen Schlaganfalles zu einem signifikanten lokalen Anstieg von ATP in
der ischdmischen Hemisphéare kommt, sowie dass die Blockade des ATP-Rezeptors P2X7
durch intrazerebroventrikular injizierte P2X7-spezifische Nanobodies den ischamischen

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 lonenkanal P2X7 ist ein wichtiger Rezeptor und Sensor fiir extrazellulares ATP sowie ein
zentraler Ausléser einer sterilen Inflammation. Die intravendse Injektion von Nanobodies,
welche P2X7 blockieren, hat sich in Mausmodellen fir systemische Entziindungen in der
Literatur als natzlich erwiesen. Des Weiteren zeigte sich der P2X7-Rezeptor als potenzielles
therapeutisches Ziel bei entziindlichen Erkrankungen des ZNS dargestellt. Insgesamt ist
jedoch Uber die Fahigkeit von Nanobodies, die BHS zu Uberwinden, wenig bekannt. In dieser
Studie haben wir die Fahigkeit von P2X7-spezifischen Nanobodies untersucht, den P2X7-
Rezeptor der Mikroglia nach intravendser sowie nach intrazerebroventrikulérer Injektion zu
erreichen und zu blockieren. Fir diese Studie wurden P2X7-Nanobodies optimiert und die
Besetzung von Mikroglia nach intravendser oder intrazerebroventrikul&rer Injektion per
Durchflusszytometrie untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der P2X7-Rezeptor auf
Mikroglia durch intrazerebroventrikulér injizierte Nanobodies selbst bei niedrigen Dosen
innerhalb von wenigen Minuten vollstdndig besetzt und blockiert wird. Im Gegensatz dazu
waren fur die intravengdse Injektion sehr hohe Dosen erforderlich, um vergleichbare Effekte

Zu erreichen.
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8 Eigenanteill

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 nachstes 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 durchgefiihrt. Das murine Stroke-Model wurde durch Oliver Schnappauf durchgefihrt.
Die Analyse von eATP mit Hilfe des IVIS-Bildgebungssystems wurden von PL und FDV
durchgefihrt. Die in vitro Experimente wurden von BR und mir, die Histologie von NPL
durchgefuhrt. Die Analyse der Daten und Erstellung der Figuren erfolgte hauptsachlich durch
PL, BR, TM und mich. Beim Verfassen dieses Manuskripts war ich federfihrend und wurde
vor allem durch TM und andere Co-Autoren unterstutzt.

AbschlieRend 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 Durchfiihrung der in
vivo Experimente, insbesondere der Experimente mit einer intrazerebroventrikularen und
intravendsen Injektion, beteiligt. Des Weiteren lag ein Teil meiner Mitarbeit in der

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