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Zusammenfassung

Die Prognose von Patienten nach dem Erleiden einer Subarachnoidalblutung ist nach wie vor
ungiinstig. Ein wesentlicher Faktor besteht dabei aus der Neuroinflammation, die als Reaktion auf
die Blutung folgt. Hauptinitiatoren dieser Immunantwort sind die ortsstindigen Immunzellen des
Gehirns, die Mikroglia.

In der vorliegenden Arbeit wird liberpriift, ob eine Beeinflussung der Mikroglia-Aktivitdt durch a)
inflammatorische Pridkonditionierung mit LPS oder b) CSF1R-Inhibierung durch PLX3397 mit

verminderter Inflammation und damit mit weniger neuronalem Zelltod einhergeht.

Es wurde ein Mausmodell zur in vivo Untersuchung der Inflammation verwendet.

Dabei bestand der Versuchsaufbau aus 4 Gruppen C57Bl/6-Méusen: Sham-operierte Mause, SAB
unbehandelt, SAB prikonditioniert und PLX3397-behandelte SAB. Zur Quantifizierung der
Immunreaktion wurden Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt, um die Anzahl der Mikroglia
und den neuronalen Zelltod vergleichen zu kdnnen. Daneben erfolgte die Isolierung der Mikroglia
mit anschliefender Genexpressionsanalyse der inflammatorischen Zytokine TNFalpha, IL6 und
IL1beta und der anti-inflammatorischen Zytokine TGFbeta, IL10 und IL4, sowie eine FACS-
Farbung zur Untersuchung der Oberflichenmolekiile TLR4 und CSFI1R.

Beide Behandlungsansitze zeigten eine signifikante Reduktion der Mikroglia-Akkumulation, die
prikonditionierten Tiere wiesen weniger als die Halfte der Mikroglia-Akkumulation auf, die
PLX3397-behandelten Tiere zeigten eine Akkumulation auf Sham-Niveau. Auch der neuronale
Zelltod konnte in beiden Behandlungsansidtzen um etwa die Hélfte reduziert werden. Daneben
wurde eine verminderte Genexpression inflammatorischer Zytokine wie IL6 und IL1beta in beiden
behandelten Gruppen nachgewiesen. Die TLR4-Oberflachenexpression sowie die CSFI1-

Oberflachenexpression zeigten eine jeweils signifikante Reduktion in den behandelten Gruppen.

Eine Beeinflussung der Mikroglia-Funktion, ob nun {iber inflammatorische Prékonditionierung
oder eine Inhibition des CSFI1-Rezeptors, fiihrt zu einer signifikanten Verminderung der
Immunreaktion im Hirnparenchym nach Subarachnoidalblutung und damit verbunden auch zu
vermindertem neuronalen Zelltod. Eine auf die Mikroglia abzielende Therapie konnte fiir
Patienten nach einer Subarachnoidalblutung demnach ein vielversprechender Ansatz fiir die

Vermeidung sekundérer Hirnschidden sein.



Abstract

The prognosis of patients after suffering subarachnoid haemorrhage is still unfavourable. Partly
responsible for the bad outcome is the immune reaction within the brain parenchyma following
the bleeding. Microglia are the brain’s resident immune cells, so we examined two different
approaches targeting microglia activity after the bleeding to prevent secondary brain injury by
diminishing inflammation: a) inflammatory preconditioning and b) using a CSF1R-Inhibitor,

PLX3397.

4 groups of C57Bl/6-mice were used to induce SAH utilizing the endovascular perforation model:
a) SAH, b) Sham, c) LPS-preconditioned SAH and d) PLX3397-treated SAH.
Immunofluorescent stainings were used to quantify the immune response by comparing the
number of microglia and neuronal cell death. In addition, microglia were isolated from the brain
tissue, followed by gene expression analysis of the inflammatory cytokines TNFalpha, IL6 and
IL1beta and the anti-inflammatory cytokines TGFbeta, IL10 and IL4, as well as FACS staining
was performed to study the surface molecules TLR4 and CD115.

Both treatment approaches showed a significant reduction in microglial accumulation. The
preconditioned animals presented less than half of the microglial accumulation, the PLX3397
treated animals presented sham-level accumulation. Neuronal apoptosis was also reduced in both
treatment approaches. In addition, a reduced gene expression of inflammatory cytokines such as
IL6 and IL 1beta could be detected in both treated groups. In order to obtain a more accurate picture
of the mode of function of the two treatment approaches, TLR4 surface expression was
investigated in inflammatory preconditioning and CSF1 surface expression in the PLX3397-

treated group. A significant reduction in each of the treated groups was observed.

Influencing the microglial function, whether via inflammatory preconditioning or inhibition of the
CSF1 receptor, leads to a significant reduction of the immune reaction within the brain
parenchyma after subarachnoid hemorrhage, resulting in reduced neuronal apoptosis. Microglia-
mediated therapy may therefore be a promising approach to prevent secondary brain damage in

patients with subarachnoid hemorrhage.



1. Einleitung

1.1 Definition Subarachnoidalblutung, Epidemiologie

Die Subarachnoidalblutung (SAB) ist zu definieren als eine intrakranielle Blutung, welche nicht
innerhalb des zentralen Nervensystems (ZNS) lokalisiert ist, sondern vielmehr im Bereich der
Meningen. Sie gehort zum Formenkreis der Apoplexien, macht jedoch mit etwa 5 Prozent einen
wesentlich geringeren Anteil aus als der ischdmische Schlaganfall.

Bei der Subarachnoidalblutung kommt es zu einem Bluteinstrom in den mit Liquor cerebrospinalis
gefiillten Subarachnoidalraum, welcher sich zwischen der Arachnoidea und der Pia mater befindet
[1]. Als Ausloser fiir diese Art der Blutung kdnnen verschiedene Ursachen angefiihrt werden.

Bei etwa 85 Prozent der nicht-traumatischen SABs handelt es sich um eine aneurysmatische
Subarachnoidalblutung (aSAB), bei der die Ruptur einer Aussackung der Hirnbasisarterien,
meistens im Bereich des Circulus arteriosus Willisii dazu fihrt, dass Blut in den
Subarachnoidalraum gelangt. Besonders an mechanisch stark beanspruchten Stellen wie etwa der
Abzweigung der A. communicans anterior kann ein Aneurysma auftreten. Pradisponierend fiir
eine solche Ruptur konnen zum Beispiel erworbene GefaBverdnderungen wie Arteriosklerose oder
erbliche Bindegewebserkrankungen wie das Ehlers-Danlos Syndrom oder das Marfan-Syndrom
sein. Weitere Risikofaktoren sind Nikotin- oder Alkoholabusus, arterieller Hypertonus oder das
Einnehmen oraler Kontrazeptiva. Neben einer Aneurysmaruptur kann es auch noch andere,
wesentlich seltenere Ausloser fiir eine nicht-traumatische SAB geben; zu nennen wéren hier die
arterio-vendse Malformation (AVM), Durafisteln oder eine Sinus-Venen-Thrombose [2].

Unter epidemiologischen Gesichtspunkten ist davon ausgehen, dass in den Industrienationen etwa
jéhrlich 10-11/100000 Personen erkranken, der Erkrankungsgipfel liegt hier um das 50.
Lebensjahr. Frauen sind etwas hiufiger betroffen als Ménner (Verhiltnis 3:2) [3].

Die Prognose der Erkrankung ist nach wie vor nicht gut. So versterben etwa 40% der Betroffenen
innerhalb der ersten 30 Tage nach Eintritt des Ereignisses. Von den iiberlebenden Patienten ist nur
ca. ein Drittel im weiteren Verlauf wieder in der Lage, ein selbststindiges Leben zu fiihren, der

iibrige Teil iiberlebt nur mit maBgeblichen neurologischen Einschriankungen [4].

1.2 Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung

Eines der Leitsymptome der SAB ist Kopfschmerz von einer bis dahin nicht gekannten Intensitét,
hiufig kommt es zu Bewusstseinsstorungen, fokal neurologischen Defiziten und einem

Meningismus. Allerdings muss auch bei leichteren Kopfschmerzen und anderen, nicht unbedingt
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spezifischen Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen oder SchweiBausbriichen an eine SAB gedacht
werden [1].

Wihrend der Blutung kommt es zu einer Erhohung des intrakraniellen Drucks (ICP), da eine
Einblutung (zumeist arteriell) in einem kndchernen, unverénderlichen Raum stattfindet.

Als direkte Folge davon sinkt der zerebrale Blutfluss (CBF) und damit auch der zerebrale
Perfusionsdruck (CPP) ab, wodurch es zu einer globalen, zerebralen Ischdmie kommt [5].

Nicht nur der erhohte ICP bedingt ein Absinken des CBF, auch die Funktion der zerebralen
Autoregulation, welche den CPP normalerweise unabhédngig vom mittleren arteriellen Druck in
engen Grenzen hélt, kann nach der SAB versagen. So wird keine optimale Perfusion mehr
gewdhrleistet [6].

Daneben konnen bei Einstrom von Blut in die Ventrikel die Arachnoidalzotten verkleben und so
ein Hydrocephalus aresorptivus entstehen [7].

AuBerdem konnen zerebrale Vasospasmen auftreten, Haufigkeitsmaximum ist hier der Zeitraum

zwischen Tag 4 und 14 nach der Blutung, 30-70% der Patienten sind betroffen [6].

1.3 Inflammation nach Subarachnoidalblutung

Das Auftreten inflammatorischer Prozesse im ZNS wurde mittlerweile bei vielen Erkrankungen
nachgewiesen, Beispiele sind die Alzheimer-Erkrankung, Multiple Sklerose, verschiedene
Hirntumore oder der ischdmische Schlaganfall [8-10].

Hierbei liegt der Unterschied zur SAB jedoch in der Lokalisation der Pathologie. Ausgang nimmt
diese sonst immer innerhalb des Hirnparenchyms. Bei der SAB findet der initiale Prozess
aullerhalb des Hirnparenchyms im Subarachnoidalraum statt, der das gesamte Hirn umgibt, es
jedoch nicht infiltriert. Dennoch ist mittlerweile nachgewiesen, dass auch eine SAB eine
Immunantwort im Hirngewebe nach sich zieht [11, 12].

Im Unterschied zu den Prozessen, die als direkte Konsequenz auf den Bluteinstrom folgen
(erhohter ICP, zerebrale Ischidmie, Hydrocephalus) wird die Immunreaktion den sekundiren
Hirnschéden zugeordnet [11]. Diese entstehen nicht akut, sondern im Verlauf der Phase nach der
SAB. Es existieren nach wie vor grof3e Liicken in der Aufkliarung des schlechten Outcomes von
SAB-Patienten, denen man eine Behandlung jeglicher verstandenen Pathomechanismen
zukommen lédsst. Daher gerdt die Immunatwort nach SAB und ihre Behandlung immer stérker in
den Fokus [13].

Auf molekularer Ebene wird unter anderem vermutet, dass der Inflammation Blutabbauprodukte

zugrunde liegen, welche sich im Subarachnoidalraum anhiufen. Nachdem diese Kontakt zu
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Mikroglia gefunden haben, 19sen sie eine Inflammation aus, welche auf diese danger associated

molecular patterns (DAMPs) folgt. [14-17]

1.4 Die Rolle der Mikroglia in der Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung

Als ortsstindige Immunzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind die Mikroglia-Zellen
Hauptakteure der Immunantwort [13]. Sie bilden die Reprédsentanten der angeborenen
Immunantwort als Vertreter der Makrophagen im ZNS. Es wird vermutet, dass ein Einwandern
der Mikroglia als primitive myeloide Vorlduferzelle in der friihen Embryonalphase stattfindet. Wie
sich dieser Prozess im Verlauf des weiteren Lebens gestaltet, ist noch nicht abschlieend geklart
[18].

Morphologisch lassen sich Mikroglia in eine aktivierte und eine ruhende Form unterteilen.

Im nicht-aktivierten Zustand haben sie lange, zahlreich verzweigte Ausléufer, so konnen sie mit
anderen Zellen Kontakt aufnehmen und ihre direkte Umgebung abtasten.

Werden Mikroglia jedoch aktiviert, dndert sich ihre Morphologie. Der Zellkdrper nimmt eine
amoboide Form an, die Ausliufer verkiirzen sich [19].

Im intakten adulten Gehirn sind sie fiir ein Aufrechterhalten der Homoostase zustindig und
ermoglichen ein schnelles Reagieren auf schidigende Einfliisse wie Pathogene oder Verletzungen.
Daneben unterstiitzen sie die neuronale Plastizitit und geben so die Moglichkeit fiir ein stindiges
Anpassen an neue Umweltbedingungen. Kennzeichnend fiir Mikroglia ist ihre ausgeprigte
Fahigkeit der Migration. So ist nach Prozessen im Hirnparenchym, die einer Immunreaktion
bediirfen, eine Mikroglia-Akkumulation zu beobachten [20].

Als Immunzellen sind die Mikroglia mitverantwortlich fiir die neuronale Schiadigung nach SAB.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass hier eine starke Mikroglia-Akkumulation vorliegt und diese
mit der verstirkten Apoptose von neuronalen Zellen einhergeht. Dabei konnte im Mausmodell als
Zeitpunkt der starksten Akkumulation Tag 14 nach SAB identifiziert werden [13].

Wie genau die Funktion der Mikroglia nun einzuordnen ist, wie ihre neuroprotektive Funktion im
Gegensatz zu der Inflammation und damit einhergehenden neuro-degenerativen Prozessen steht,
bleibt bisher Gegenstand weiterer Forschung.

Man kann Mikroglia anhand ihres Zytokin-Expressionsverhaltens in einen pro-inflammatorischen
(M1) und einen neuroprotektiven (M2) Phénotyp einteilen, welchen sie nach einem addquaten
Stimulus exprimieren. Dies kann fiir den M1-Phénotyp zum Beispiel eine Verletzung des

Hirnparenchyms oder ein Pathogen sein [21, 22]. Charakteristisch fiir den pro-inflammatorischen
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Phénotyp sind die klassischen inflammatorischen Zytokine IL1beta, IL6 und TNFalpha, ebenso
zum Beispiel Enzyme wie COX2.

Es wird vermutet, dass ein Stimulus die Aufnahme apoptotischer Zellen sein kann, ebenso die
Exposition gegeniiber anti-inflammtorischen Zytokinen wie I1L4, IL10 oder TGFbeta [23-25].
Diese gelten dann auch kennzeichnend als typische Zytokine der M2-Mikroglia. Sie sind fiir ein
Wiederherstellen der Homdostase und fiir die Phagozytose von Zelldebris zustindig [21].

Die Rolle und Funktion der Mikroglia nach der SAB wurde bereits eingehend untersucht; dass die
Mikroglia wesentlich an der Inflammation nach SAB beteiligt sind, ist bewiesen [13].

In klinischen Studien konnte nun bereits bestétigt werden, dass ein Anstieg inflammatorischer

Zytokine sowohl im Liquor als auch im Serum mit einem schlechteren klinischen Outcome

korreliert [26].

1.5 Der TLR4-Rezeptor

Verschiedene Signalwege fithren von der Mikroglia-Aktivierung aus zu einer Inflammation. Am
besten und intensivsten untersucht wurde hier der NFxB-Signalweg ausgehend vom TLR4-
Rezeptor [14, 27-30]. Der TLR4-Rezeptor kann damit nach der SAB durch viele neu entstehende
Liganden, wie zum Beispiel Blutabbauprodukte wie Methdmoglobin, Fibrinogen oder Him die
Inflammation initiieren [16]. Bewiesen werden konnte diese Hypothese schon im Rattenmodell,
ebenso auch beim Menschen [31, 32]. Die Zellbestandteile und Blutabbauprodukte, welche sich
nach einer SAB im Subarachnoidalraum anhdufen, bilden dabei die Liganden. Diese neu
entstehenden Liganden binden an den TLR4-Rezeptor, welcher sich auf der Zelloberflache vieler
Immunzellen findet, insbesondere im Gehirn auf der Zelloberflache von Mikroglia-Zellen [33].
Eine Aktivierung von TLR4 fiihrt zu einer Signalkaskade, welche in ihrer letzten Konsequenz zu
einer Inflammation fiihrt, daneben werden auch zerebral auftretende Vasospasmen einer TLR4-
Aktivierung in Kombination mit einer COX2-Hochregulation zugesprochen [34].

Der TLR4-Signalweg gilt inzwischen als gut untersucht und besteht grundsitzlich aus dem
Rezeptor, unterschiedlichen Adapterproteinen und einem Zielmolekiil. Von besonderem Interesse
ist hier der Transkriptionsfaktor NFxB, welcher fiir die verstirkte Transkription pro-
inflammatorischer Molekiile wie TNFalpha, I[L1beta und IL6 verantwortlich ist [35, 36].
Interessant ist die Tatsache, dass der TLR4-Rezeptor nach Stimulation durch Liganden

internalisiert wird. Dabei verschwindet er durch Endozytose von der Zelloberflache [37].
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2. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Promotion besteht darin, einen Behandlungsansatz fiir die
Immunreaktion nach Subarachnoidalblutung zu finden, um so eine neue Strategie zur
Verhinderung des schlechten Outcomes nach SAB zu entwickeln.

Dabei wurden 2 mogliche Prinzipien untersucht.

Zum einen die inflammatorische Prdkonditionierung, welche als ein immunmodulatorischer
Ansatz verstanden werden kann. Unter der inflammatorischen Prikonditionierung versteht man
eine milde Stimulation des Immunsystems durch eine geringe systemische Gabe von LPS, um es
einem Priming zu unterziehen. Dabei ist das Ziel, dass es nachfolgend nicht in dem
iiberschieBenden, schiadlichen Maf3e auf einen zweiten Stimulus, in diesem Fall die SAB, reagiert
[38]. Es wird davon ausgegangen, dass sich bei der inflammatorischen Prékonditionierung eine
Endotoxin-Toleranz (ET) aufbaut, bei der ein Stimulus vor der erwarteten Inflammation die
Immunzellen, hier die Mikroglia, in eine Art Refraktarphase bringt, in der sie nicht mehr zu einer
iiberschieBenden Immunantwort in der Lage sind [39].

Zum anderen wurde durch einen CSF1-Rezeptor-Inhibitor PLX3397 ein immunsuppressiver
Ansatz verfolgt. Mikroglia sind im adulten Hirn in ihrem Uberleben abhingig vom Colony
Stimulation Factor 1 (CSF1). Sie sind hirnweit die einzigen Zellen, die den CSFI1-Rezeptor
(CD115) exprimieren und somit auch die einzigen Zellen, die von einer Behandlung mit einem
CSF1-Rezeptor Inhibitor beeinflusst werden kdnnen. Man kann die Mikroglia durch Applikation

von PLX3397 dosis- und zeitpunktabhéngig reduzieren, wenn nicht sogar eliminieren [40].

3. Material und Methodik

3.1 Tierexperimentelles Arbeiten

Fiir alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente wurden Wildtyp-Méuse des
Mausstamms C57BL/6J verwendet. Die Tiere waren zum Induktionszeitpunkt der SAB 8-12
Wochen alt, mdnnlich und wogen 22-25 Gramm.

Sie wurden in der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin, Charité Universititsmedizin
Berlin, in Polycarbonatkéfigen im 12-Stunden Hell-/Dunkelrhythmus gehalten und hatten

uneingeschrankt Zugang zu Wasser und Futter. Es wurden die von der Tierschutzkommission des
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Landes Berlin genehmigten = Rahmenbedingungen fiir  Tierversuche unter den
Tierversuchsnummern G0177/14 und G0063/18 eingehalten.

Um der Maus eine SAB beizubringen, wurde das endovaskuldre Fadenperforationsmodell
angewendet. Hier wird iiber einen vorab préparierten A.carotis externa-Stumpf ein 5.0-Prolene
Faden in das Gefal} eingebracht und iiber die A.carotis interna hoch bis in den vorderen Bereich
des Circulus arteriosus Willisii geschoben, wo eine Perforation erreicht werden soll. Durch dieses
Modell wird die Ruptur eines Aneurysmas moglichst realitétsnah simuliert.

Bei der Sham-Gruppe wurde bis auf die abschlieBende Perforation dieselbe Vorgehensweise
angewandt.

Um die inflammatorische Prékonditionierung zu initiieren, wurde der Maus einmalig eine Stunde
nach der SAB LPS in der Dosis 0,6mg/kg Korpergewicht intraperitoneal appliziert. Als Medium
diente hierfiir 500 pl steriles PBS, in dem das LPS geldst wurde. Die SAB-Kontrollgruppe erhielt
ausschlieBlich 500ul PBS ohne zugesetztes LPS.

Die Behandlung mit dem CSF1-Rezeptor-Inhibitor PLX3397 erfolgte in der ersten Woche nach
SAB téglich, in der zweiten Woche wechseltigig. Die Dosis betrug hier 30mg/kg Korpergewicht
pro Tag, dabei diente wieder steriles PBS als Medium.

Um die Gehirne vor der Entnahme komplett von Blut zu befreien und fiir die nachfolgenden

Versuche vorzubereiten, wurden die Miuse entweder mit eiskaltem PBS oder PFA perfundiert.

3.2 MRT-Untersuchung

Zur Verifizierung der SAB wurde 24 Stunden nach der Induktion eine MRT-Aufnahme in T2*-
Wichtung zur Identifizierung von Blut und T2-Wichtung zum Ausschluss eines Hydrocephalus
oder einer Ischdmie angefertigt. Bei 3 reprasentativen Mausen wurde aullerdem eine TOF-MRA-

Aufnahme angefertigt, unmittelbar vor dem Ereignis, 1 Stunde danach und 3 Tage danach.

3.3 Mikroglia-Isolierung

Nach Entnahme der PBS-perfundierten Hirne wurden sie in vorgekiihlten HBSS w/o Puffer
iiberfiihrt und auf Eis gelagert; Cerebellum und Bulbus olfactorius wurden entfernt.

Um eine Zelldissoziation zu erreichen, erfolgte eine Zerkleinerung des Hirns in ca. 8 gleichgrof3e
Gewebestlicke. AnschlieBend wurden diese Stiicke mit zwei vorbereiteten Enzymmischungen aus
dem MACS ® Neural Tissue Dissociation Kit (Miltenyi Biotech) zusammengefiihrt.

Die Herstellung der Gehirnzellsuspension konnte nun mit Hilfe eines automatisierten

Zerkleinerungsprozesses durch den gentleMACS® Octo Dissociator (Miltenyi Biotech) innerhalb
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von 30 Minuten erstellt werden. AnschlieBend wurde die Zellsupsension mit HBSS w Puffer
gewaschen und durch ein 70pum dichtes Zellsieb gefiltert. Nach Zentrifugation (10 Minuten, 300g)
in der bei 4° Celsius vorgekiihlten Zentrifuge konnte der Uberstand abgenommen und das
Zellpellet in 500p] MACS-Puffer resuspendiert werden.

Um eine Isolierung der Mikroglia zu erreichen, mussten diese mit magnetischen Partikeln, welche
an Antikorper gebunden sind, markiert werden. Diese Antikorper richten sich dabei gegen ein
spezifisches Mikroglia-Oberflaichenmolekiil, CD11b. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 4°
Celsius konnte die Zellsupsension mit MACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert werden. Nach
Verwerfung des Uberstandes wurde das Zellpellet inklusive der markierten Mikroglia
resuspendiert und {iber eine vorher kalibrierte Magnetsédule laufen gelassen. Mit Hilfe dieses
Prinzips konnten die CDI11b-positiven Zellen in der magnetischen Séule gehalten werden,
wihrend alle anderen Zellen der Zellsuspension die Sdule ungehindert passierten.

Nach 3-maligen Waschschritten wurde die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt und die darin
gebunden Zellen mittels eines Stempels und 5ml MACS-Puffer eluiert. Nach einem weiteren
Zentrifugations-Schritt konnten die so gewonnen Mikroglia-Zellen in 1ml MACS-Puffer

aufgenommen und in ein Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt werden.

3.4 Durchflusszytometrie (FACS)

Die gemessene Zellpopulation wurde mit dem Programm FlowJo (Tree Star Inc. Ashland)
analysiert. Zum Anférben der Zellen wurde einmal nach Herstellung der Hirnzellsuspension 10 pl
als Probe abgenommen. Um die Reinheit der Mikroglia-Zellfraktion nach der Isolierung zu
iiberpriifen, wurden nach der Isolierung erneut 60ul der Zellsuspension entnommen, dabei wurde
eine Reinheit von >90% angestrebt.

Diese Proben wurden im Anschluss in PBS/BSA aufgenommen und nach einem Waschschritt 20
Minuten auf Eis mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit PBS/BSA wurde die Probe bei 1600 rpm fiir 7 Minuten bei 4°Celsius
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

Nun erfolgte die Aufnahme in 300ul PBS/BSA. Die Probe wurde in ein FACS-Tube tiberfiihrt und
10ul/Iml DAPI hinzugefiigt, um tote Zellen mit anzufédrben.
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3.5 Histologische Methodik

Nach Entwésserung der Hirne mit 30%iger Saccharose-Losung und Fixierung in 4% PFA/PBS
erfolgte das Aufbringen von Schnitten (10pm) auf Objekttrager mithilfe eines Kryostat-Gerites
(Microm).

Fiir die Farbung von neuronalen Zellkernen (NeuN) und Mikroglia-Zellen (Ibal) wurden die
Schnitte einige Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach 2-maligem Waschen in PBS und
8-miniitiger Permeabilisierung mit 0,3%igem Triton erfolgte das Blocken mittels 1%igem Casein.
Danach konnten die Primér-Antikorper aufgetragen werden. Nach 2 Stunden Inkubation und
Waschen mit 0,5%igem Casein konnten die Schnitte mit den nun fluoreszierenden Sekundir-
Antikorpern fiir 1,5 Stunden inkubiert werden.

Abschliefend erfolgten 2 Waschschritte mit PBS und 1 Waschschritt mit Leitungswasser,
eingedeckt wurden die Schnitte mit DAPI-Eindeckmedium. Die Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt
bei 4° Celsius.

Zur Identifikation apoptotischer Zellkerne wurde das ApopTaq®-Kit verwendet und das
Hersteller-Protokoll umgesetzt [41].

Die gefarbten Schnitte wurden nach der Farbung zeitnah mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
immer nach einem einheitlichen Schema mit 20-facher VergroBerung mikroskopiert und
fotografiert. Dafiir wurden 10 Bilder pro Hemisphére angefertigt, 5 kortikal, 3 basal und 2
periventrikuldr. Die Auswertung der Bilder wurde mit Hilfe der Software imageJ vorgenommen.
Dabei wurden im Fall der Mikroglia die Zellen manuell gezéhlt. Auch die Kolokalisation von

NeuN und TUNEL, welche apoptotische Neurone anzeigt, wurde manuell ausgewertet.

3.6 Molekularbiologische Methodik

Fiir die RNA-Isolierung wurde die zuvor isolierte CD11b-positive Zellfraktion verwendet. Mit
Hilfe des RNeasy Mini Kits (Fisher Scientific) konnte die RNA nach Herstellerprotokoll aus der
CDl11b-positiven Zellfraktion isoliert werden. Anschliefend wurde die Reinheit der gewonnen
RNA mittels TECAM-Gerét quantifiziert.

Das Umschreiben in cDNA erfolgte durch das PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRA), auch hier
wurde das Herstellerprotokoll verwendet.

Fiir die Durchfithrung der Real-Time PCR wurde das SYBR®Premix Ex Tag-Kit (TaKaRa)
verwendet, hier waren alle benotigten Bestandteile des Mastermixes, welcher fiir die PCR benétigt
wird, bereits enthalten. Die zuvor umgeschriebene cDNA wurde mit einem Verhéltnis von 1:5

verdiinnt und anschliefend mit einer Menge von 4pul pro well in eine 384-well Platte pipettiert.
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5ul des Mastermixes aus dem Kit wurden mit 0,4ul Primer (bereits vorgemischter Ansatz aus
forward- und reverse-Primern), 0,4ul RNAse freiem Wasser und 0,2ul ROX dye vermischt und
dem DNA-Ansatz hinzugegeben. Die DNA-Konzentration betrug 6 ng pro well. Fiir die
vorliegenden Experimente wurde als Housekeeping-Gen 18s ausgewihlt. Zur Analyse der

gewonnen Daten wurde die 224“Methode verwendet [42].

3.7 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde eine einfache Varianzanalyse (one-way
ANOVA) mit post-hoc Tukey’s multiple comparision fiir mehr als 2 zu vergleichende Gruppen
verwendet. Fiir den Vergleich von 2 Gruppen wurde ein Student’s t-test angewendet.

P-Werte mit < 0,5 wurden dabei als statistisch signifikant, p-Werte mit < 0,1 als hochsignifikant

betrachtet. Die statistische Testung erfolgte dabei mit der Software GraphPad Prism Version 8.2.

4. Ergebnisse

Fiir die grafische Darstellung der Ergebnisse verweise ich auf die Publikation Heinz et al., 2021.

4.1 Akkumulation von Mikrogliazellen

Nach der SAB lieB} sich eine signifikante Zunahme der Ibal-positiven Zellen in allen Ebenen
verzeichnen, diese lieen sich in ihrer Morphologie deutlich dem aktivierten Zustand zuordnen.
Nach der Behandlung mit dem CSF1-Rezeptor Inhibitor PLX3397 konnte ein Ibal-Signal in der
Féarbung nachgewiesen werden (11.16 £ 1.54 cells/HPF). Dennoch war die Anzahl gegeniiber der
SAB-Gruppe signifikant reduziert und bewegte sich in etwa auf Sham-Niveau (11.157 + 1.538
cells/HPF). Morphologisch zeigten sich vergroBerte Zellen als Hinweis auf eine verstérkte
phagozytische Aktivitit.

Auch nach der inflammatorischen Prakonditionierung zeigte sich eine signifikante Reduzierung
der Anzahl an Ibal-positiven Zellen (17.43% 2.42 cells/HPF) gegeniiber der SAB-Gruppe (32.79
+ 4.77 cells/HPF).

4.2 Neuronaler Zelltod

Die SAB-Tiere zeigten eine deutlich erhdhte Anzahl an neuronalem Zelltod im Gegensatz zur

Sham-Gruppe, was auf einen Hirnschaden als Folge der Inflammation hindeutet.
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Bei den LPS-behandelten Tieren konnte eine erhohte Anzahl apoptotischer Neurone (78.4+28.625
apoptotische Neurone/Hemisphare) im Gegensatz zu den Sham-Tieren festgestellt werden, jedoch
eine signifikant verminderte Anzahl im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (141,821£60,866
apoptotische Neurone/Hemisphire). Auch die mit dem CSF1-Rezeptor Inhibitor behandelten
Tiere wiesen signifikant weniger apoptotische neuronale Zellkerne auf als die unbehandelten
SAB-Tiere (92.5+37.267 apoptotische Neurone/Hemisphére), wenn auch mehr als die LPS-
behandelten Tiere. Dieser Unterschied konnte nach statistischer Auswertung jedoch nicht als

signifikant gewertet werden.

4.3 Pro- und anti-inflammatorische Genexpression

Analog zu den Immunfluoreszenzfarbungen wurde eine Genexpressionsanalyse von isolierten
Mikroglia-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurden pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL6
und IL1B sowie COX2 und anti-inflammatorische Zytokine wie IL4, IL10 und TGFf} analysiert.
An Tag 4 zeigte sich kein signifikanter Anstieg der Zytokine nach SAB. Einzig die TNFa
Expression in der PLX3397-behandelten Gruppe war signifikant erhdht.

In der Genexpression zeigte sich an Tag 14 ein deutlicher Anstieg der Zytokine 111 und IL6 in
der SAB-Gruppe. In beiden behandelten Gruppen zeigte sich dagegen eine signifikante
Verminderung der Genexpression der inflammatorischen Zytokine.

An Tag 4 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression der drei anti-
inflammatorischen Zytokine, weder bei der SAB-Gruppe, noch bei den beiden behandelten
Gruppen.

An Tag 14 konnte ebenso keine signifikante Steigerung der getesteten anti-inflammatorischen
Zytokine nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich eine signifikante Reduktion von IL10 und
TGFbeta nach der CSF1-Rezeptor-Inhibierung.

Die Genexpressionsanalyse an Tag 4 zeigte eine nicht signifikante Regulation von COX 2 in allen
4 Gruppen.

An Tag 14 hingegen zeigte sich eine Hochregulation der COX2 - Genexpression nach SAB und
eine signifikante Herunterregulation nach Gabe des CS1-Rezeptor Inhibitors.

Nach inflammatorischer Prékonditionierung konnte zwar eine Herunterregulation von COX2

erreicht werden, diese stellte sich allerdings nicht als signifikant dar.

18



4.4 Oberflichenexpression von TLR4 und CD115

Der TLR4-Rezeptor spielt in der Pathophysiologie der SAB eine entscheidende Rolle.
Dementsprechend wurde in einem ersten Schritt die Genexpression von TLR4 untersucht.

Dabei zeigten sich weder an Tag 4 noch an Tag 14 signifikante Unterschiede der Genexpression
des TLR4-Rezeptors in keiner der 4 Gruppen.

Durch eine FACS-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass sich der Anteil der TLR4-positiven
Mikroglia an Tag 4 nach inflammatorischer Prikonditionierung mit LPS signifikant verringert.
Der Anteil TLR4-positiver Mikroglia nach SAB verdnderte sich hingegen nicht signifikant im
Gegensatz zur Sham-Gruppe.

Um zu testen, ob die Behandlung mit PLX3397 lediglich zu einer Inaktivierung der Rezeptoren
fiihrt, oder ob sie zusitzlich von der Zelloberfldche verschwinden, wurde auch hier an Tag 4 eine
FACS-Analyse durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit einem Antikdrper gegen
CDI115 (CSFIR) gefirbt. Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der CD115-
Oberflachenexpression in der PLX3397-behandelten Gruppe, wihrend man keinen Unterschied
zwischen Sham- und SAB Gruppe beobachten konnte.

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 2 verschiedene Ansitze zur Behandlung der Immunantwort
nach SAB untersucht; die inflammatorische Prdkonditionierung und die pharmakologische

Deaktivierung der Mikroglia durch einen CSF1R-Inhibitor (PLX3397).

5.1 Der TLR4-Rezeptor und die inflammatorische Prikonditionierung

Die Ergebnisse zeigen, dass das Konzept der inflammatorischen Prakonditionierung Wirkung
zeigt, dennoch ist bis dato kein eindeutiger Wirkungsmechanismus beschrieben [43].

Ein Phinotyp-Wechsel der Mikroglia konnte zwar durch Testung der Genexpression anti-
inflammatorischer Zytokine nicht ausgeschlossen werden, doch iiberzeugende, signifikante
Ergebnisse ergaben sich nicht. Damit wurde diese Hypothese, welche als Erklidrungsansatz
generiert wurde, nicht bewiesen, obwohl sie bereits in Publikationen angefiihrt wurde [44, 45].
Die zweite Hypothese, welche einen Erkldrungsansatz der inflammatorischen Prékonditionierung
darstellt, zielt dabei nicht auf einen Phénotyp-Wechsel der Mikroglia sondern viel mehr auf den
TLR4-Rezeptor ab. Dieser Rezeptor gilt, wie bereits beschrieben, als einer der Hauptinitiatoren

fir die Inflammation nach Subarachnoidalblutung. Gleichzeitig stellt LPS einen wichtigen
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Liganden dieses Rezeptors dar. TLR4 kann also als Schnittpunkt der Immunreaktion nach SAB
und der inflammatorischen Prakonditionierung begriffen werden.

Der TLR4-Signalweg wurde im Zusammenhang mit der Prékonditionierung aber auch im Hinblick
auf den Pathomechanismus der Immunreaktion nach SAB schon genauer analysiert [39, 46-48].
Dabei wurde allerdings nicht der Rezeptor betrachtet, sondern viel mehr eine Anderung des
Signalwegs und eine Regulation seiner potentiell pro- oder anti-inflammatorisch wirkender
Bestandteile. In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Genexpression des Rezeptors und die
Oberflachenexpression auf den Mikroglia genauer analysiert.

Auf Genexpressionsebene fanden sich dabei keinerlei Hinweise auf eine Anderung der Expression
nach Prakonditionierung. Die Oberflachenexpression des TLR4-Rezeptors wurde jedoch in der
LPS-behandelten Gruppe signifikant herunterreguliert. Die Endozytose des TLR4-Rezeptors nach
vorheriger Stimulation durch LPS konnte bereits in einigen Publikationen bewiesen werden [37,

49-517.
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Abbildung 1: Internalisierung von TLR4 nach inflammatorischer Priikonditionierung

A Mechanismus der Inflammation nach SAB

B Die Stimulation von TLR4 durch LPS fiihrt zu einer Interalisierung des Rezeptors, so steht er nur noch in
vermindertem Maf3e auf der Zelloberflache fiir potentielle DAMPs zur Verfligung
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch inflammatorische Prikonditionierung die
TLR4-Dichte auf der Zelloberfliche signifikant abnimmt. So ergeben sich weniger Angriffspunkte
fir DAMPs, welche durch den Abbau des Blutes im Subarachnoidalraum entstehen. Eine
verminderte Rezeptordichte auf der Zelloberfliche bedeutet so eine verminderte Down-Stream
Aktivitdt des TLR4-Signalwegs, eine verminderte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NFkB und

damit eine verminderte Inflammation als Antwort auf die SAB (Abb. 1).

Fiir die Analyse der Oberflachenexpression des TLR4-Rezeptors via FACS wurde ausschlielich
der Tag 4 nach SAB als Zeitpunkt herangezogen. Hier startet mutmaBlich erst die Immunreaktion
nach SAB, da durch erhéhte Durchléssigkeit der BBB DAMPs das Hirnparenchym und somit die
Mikroglia erreichen [52].

Ein anderer Aspekt, welcher sich im Hinblick auf TLR4 untersuchen lassen kdnnte, wire im
Gegensatz zu einer Herunterregulation der Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche nach
Priakonditionierung eine Hochregulation des Rezeptors nach SAB. Dabei liefe sich als Reaktion
auf eine Ansammlung von DAMPs im Sinne einer sterilen Inflammation nach SAB eine
gleichzeitige Hochregulation des Rezeptors durch positive Riickkopplung vermuten. In der
vorliegenden Arbeit konnte diese Hypothese nicht bestétigt werden, allerdings wurde hier nur Tag
4 analysiert. Interessant fiir eine Beobachtung von TLR4 als Antwort auf eine SAB wire die Phase,
wo es auch nachweislich auf Genexpressionsebene zu einer Inflammation kommt, unseren Daten
nach also Tag 14. Es konnte bereits bestétigt werden, dass es zu einer erhohten TLR4-Expression
nach SAB kommt [34, 53, 54].

Die LPS-Gabe erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach Auslosen der SAB. In bisherigen
Publikationen zur Prakonditionierung erfolgte die Gabe immer bereits vor dem Ereignis [38, 55].
Wir sahen es insbesondere mit Hinblick auf eine Anwendbarkeit im klinischen Setting als
sinnvoller an, die LPS-Gabe eine Stunde nach dem Ereignis anzusetzen. Die Immunreaktion
erfolgt nicht zeitgleich mit dem Ereignis, sondern entsteht erst im Verlauf nach Aktivierung der
Mikroglia durch entstehende DAMPs. Daher ist es unserer Ansicht nach vertretbar, erst nach
stattgefundener SAB LPS zu verabreichen.

Durch die systemische Gabe von LPS kann eine systemische Immunantwort, wenn auch nur in
einem geringen Mafle, nicht ausgeschlossen werden. Blutuntersuchungen oder
Verhaltenstestungen, genauso wie Temperaturmessungen der Tiere wurden in der vorliegenden
Arbeit nicht durchgefiihrt. Daraus konnten sich neue interessante Ansatzpunkte fiir weitere

Untersuchungen entwickeln.
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5.2 CSF1-Rezeptor-Inhibierung fithrt zu einer verminderten Rezeptorexpression

Der CSF1-Rezeptor ist eine Tyrosinkinase, es findet bei normaler Rezeptor-Ligand-Bindung eine
Dimerisierung mit anschlieBender Autophosphorylierung statt [56]. Nach bisherigem
Kenntnisstand wird bei Inhibierung des Rezeptors ein Teilschritt dieser Aktivierungskaskade, die
Autophosphorilierung, unterbunden [57]. Durch Testung der Oberflichenexpression des
Rezeptors im FACS konnte nun nachgewiesen werden, dass es neben einer Inhibierung des
Rezeptors auf molekularer Ebene auBlerdem zu einer signifikanten Herunterregulation der
Oberflachenexpression nach Behandlung mit PLX3397 kommt.

In bisherigen Studien zu dem Einsatz von CSFI1R-Inhibitoren im Zusammenhang mit bspw.
intraparenchymalen Blutungen oder der Alzheimer-Erkrankung wurde eine nahezu komplette
Mikroglia-Depletion nachgewiesen [58, 59]. Die komplette Depletion konnten wir nicht erreichen.
Allerdings wurden in den vorliegenden Publikationen eine Verabreichung des Medikaments tiber
einen langeren Zeitraum (3 Monate) vorgenommen. Die Gabe von 2 Wochen nach dem Ereignis
sahen wir in unserem Setting als ausreichend an. Es erfordert nach einem Ereignis wie einer SAB
durchaus eine gewisse Art der Immunantwort, um Zelledebris abzutransportieren und eine
Homoostase des Milieus wiederherzustellen. Daher wire unserer Ansicht nach eine zu lang

andauernde Depletion der Immunantwort nicht abschlieBend zielfiihrend.

5.3 Zusammenfassender Vergleich der Behandlungskonzepte und Ausblick

So unterschiedlich die beiden vorgestellten Behandlungskonzepte in ihrer Wirkungsweise auch
sind, zeigten sie doch ein dhnliches Ergebnis: Eine Abschwichung der Immunreaktion nach
Subarachnoidalblutung. Fiir die inflammatorische Prakonditionierung spricht dabei, dass hier
nicht in einem solchen Ausmal} in das ortsstindige Immunsystem des ZNS eingegriffen wird.
Anti-inflammatorische Zytokine werden weiterhin exprimiert, die Mikroglia werden in ihrer
Funktionsweise nicht komplett eingeschriankt. Man konnte eher von einer Immunmodulation als
von einer Immunsuppression sprechen.

Allerdings wird durch die systemische Applikation von LPS ebenso eine systemische
Inflammation in Kauf genommen. Die Dosierung der LPS-Gabe ist dabei gering, dennoch wurde
in der vorliegenden Arbeit eine potentielle systemische Immunreaktion nicht untersucht. Hier
bieten sich durchaus Moglichkeiten fiir weitere Untersuchungen, beispielsweise im Hinblick auf

Verhaltenstestungen.
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Der PLX3397-Ansatz dagegen unterbindet die Funktion der Mikroglia sehr viel umfassender.
Sowohl die pro-als auch die anti-inflammatorischen Zytokine werden in ihrer Genexpression stark
supprimiert. Damit sind die PLX3397-behandelten Mikroglia auch in ihren sich potentiell positiv
auswirkenden Eigenschaften nach einer SAB (Aufrechterhaltung Homoostase, Beseitigung
Zelldebris) inhibiert. Fiir diesen Ansatz spricht die effektivere Eliminierung der Mikroglia, es
findet so gut wie keine Akkumulation an Tag 14 nach SAB statt. Allerdings zeigte sich ein Anstieg
der TNFalpha-Expression an Tag 4 nach SAB, dieser Anstieg wurde von uns als Reaktion der
Mikroglia auf die Behandlung mit PLX3397 interpretiert.

Dennoch lieen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen LPS-behandelten und PLX3397-
behandelten Méusen im Hinblick auf neuronalen Zelltod aufzeigen.

Eine abschlieBende Aussage iiber die Effektivitdit der Behandlung Ildsst sich nach
tierexperimentellen Studien nur bedingt treffen. Das Tiermodell der SAB, so wie es hier
angewandt wurde, kommt zwar nah an die pathophysiologischen Bedingungen einer
aneurysmatischen SAB beim Menschen heran, dennoch ldsst sich {iber eine direkte

Vergleichbarkeit der molekularen Mechanismen nach SAB diskutieren.
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Abstract

Background: Microglia-driven cerebral spreading inflammation is a key contributor to secondary brain injury after
SAH. Genetic depletion or deactivation of microglia has been shown to ameliorate neuronal cell death. Therefore,
clinically feasible anti-inflammatory approaches counteracting microglia accumulation or activation are interesting
targets for SAH treatment. Here, we tested two different methods of interference with microglia-driven cerebral

inflammation in a murine SAH model: (i) inflammatory preconditioning and (i) pharmacological deactivation.

Methods: 7T-MRI-controlled SAH was induced by endovascular perforation in four groups of C57BI/6 mice: (i)
Sham-operation, (i) SAH naive, (i) SAH followed by inflammatory preconditioning (LPS intraperitoneally), and (iv)
SAH followed by pharmacological microglia deactivation (colony-stimulating factor-1 receptor-antagonist PLX3397
intraperitoneally). Microglia accumulation and neuronal cell death (immuno-fluorescence), as well as activation
status (RT-PCR for inflammation-associated molecules from isolated microglia) were recorded at day 4 and 14. Toll-
like receptor4 (TLR4) status was analyzed using FACS.

Results: Following SAH, significant cerebral spreading inflammation occurred. Microglia accumulation and pro-
inflammatory gene expression were accompanied by neuronal cell death with a maximum on day 14 after SAH.
Inflammatory preconditioning as well as PLX3397-treatment resulted in significantly reduced microglia
accumulation and activation as well as neuronal cell death. TLR4 surface expression in preconditioned animals was
diminished as a sign for receptor activation and internalization.
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clinical window of opportunity.

preconditioning, CSF1-Receptor

Conclusions: Microglia-driven cerebral spreading inflammation following SAH contributes to secondary brain injury.
Two microglia-focused treatment strategies, (i) inflammatory preconditioning with LPS and (i) pharmacological
deactivation with PLX3397, led to significant reduction of neuronal cell death. Increased internalization of
inflammation-driving TLR4 after preconditioning leaves less receptor molecules on the cell surface, providing a
probable explanation for significantly reduced microglia activation. Our findings support microglia-focused
treatment strategies to overcome secondary brain injury after SAH. Delayed inflammation onset provides a valuable

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, Inflammation, Microglia, Secondary brain injury, Inflammatory

Introduction

Aneurysmal subarachnoid hemorrhage (SAH) leads to
devastating outcomes, resulting in severe neurological
deficits for survivors [1].

Many different factors contributing to brain injury after
SAH have been identified for the early and for the late
phase. Early brain injury occurs with the initial bleeding,
leading to rise of intracranial pressure, disturbance of the
blood-brain barrier, cerebral edema, decrease of cerebral
perfusion, and early ischemic brain injury with subsequent
neuronal cell death [2, 3]. In contrast, secondary brain in-
jury describes a number of pathologies that occur in the
later course of SAH, leading to additional brain damage
like cortical spreading depolarization, cerebral vasospasm,
or post hemorrhagic hydrocephalus [1, 4, 5]. Immune re-
actions following SAH contribute significantly to second-
ary brain injury [6-8]. Inflammatory cell invasion and
accumulation have been described in a variety of other
pathologies like Alzheimer’s disease, ischemic stroke, or
traumatic brain injury with detrimental effects [9-11].
Cerebral spreading inflammation after SAH has been de-
scribed previously by our group and others. Microglia ac-
cumulate within the brain tissue between day 4 and 14
after SAH and inflict additional neuronal cell death [6, 12,
13]. The time interval before initiation of secondary brain
injury gives rise for potential treatment options.

Microglia, the brain’s innate immune system, originat-
ing from the yolk sac [14] get activated upon interaction
with pathogens. Once activated, they act through patho-
gen presentation, production of cytokines/chemokines,
and phagocytosis [14]. Microglia activation contributes
to neuronal cell death after SAH [6]. An important
downstream pathway is Toll-like-receptor 4 (TLR4) [15-
17]. TLR4 is a common pattern recognition receptor on
the surface of immune cells like microglia. Upon blood-
appearance in the subarachnoid space, it recognizes
danger-associated molecular patterns like blood compo-
nents and cell debris and initiates inflammation via
intracellular MyD88 and NFkB [18-20].

Considering this cascade of inflammation-driven sec-
ondary brain injury, therapeutic strategies targeting

microglia activation seem promising. In this study, we
describe two different ways of altering microglia activa-
tion to overcome neuronal cell death: (a) inflammatory
preconditioning and (b) pharmacological deactivation of
microglia using colony-stimulating factor 1 receptor
(CSF1-R) inhibitor.

Preconditioning is the confrontation of a system with
a mild stimulus of the same kind as a subsequently ex-
pected noxa with the idea of reprogramming the sys-
tem’s reaction to that noxa. The commonly best-
described type of preconditioning is hypoxic precondi-
tioning, e.g., in cardiac or cerebral ischemia [21]. Mild
activation of microglia by low-dose exposure to lipopoly-
saccharides (LPS) prior to subarachnoid hemorrhage is
supposed to reprogram inflammatory signaling after the
bleeding. Here, TLR4-signaling and its possible alter-
ation via preconditioning might play an important role
[22, 23]. Inflammatory preconditioning has also been in-
vestigated in contexts of inflammation after stroke or
spinal cord injury where neuroprotective effects have
been shown [24-26].

Our second approach to prevent secondary
inflammation-driven brain injury is pharmacological de-
activation of microglia using a selective CSF1-R/c-kit in-
hibitor, which acts as a tyrosine-kinase-inhibitor [27].
Within the central nervous system (CNS), microglia ex-
clusively are CSF1-R-signalling-dependent. Blocking the
receptor results in a loss of function of microglia [28—
30]. Therefore, this pathway is a selective way to reduce
microglia activation.

To determine if inflammatory preconditioning or
pharmacological deactivation of microglia lead to a re-
duction of microglia-induced cerebral spreading inflam-
mation and secondary brain injury respectively, we took
advantage of a murine model of experimental SAH.

Materials and methods

Animal experiments

All experiments were approved by the local authorities
(Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin,
Germany, RegNr. G0177/14, G0063/18) and committed
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in conformity with German law of animal protection
and the National Institute of Health guidelines for care
and use of laboratory animals.

C57Bl/6 wild-type mice (Charles River Laboratories,
12-14 weeks old, body weight app. 21-24 g) were kept
at the Forschungszentrum fiir Experimentelle Medizin,
Charité-Universititsmedizin Berlin.

Animal model of experimental SAH
A filament perforation model was used for experimental
SAH as described elsewhere [31].

Sham-operated animals underwent the same proced-
ure (insertion and advancement of the filament within
the internal carotid), but without vessel puncture.

All animals underwent MRI-scans 24 h after SAH
using a 7-Tesla rodent scanner (Pharmascan 70/16, Bru-
ker, Ettlingen, Germany) equipped with a 20-mm-
diameter transmit/receive volume coil (RAPID Biomed-
ical, Rimpar, Germany). T2*-imaging was performed to
assure occurrence of the bleeding. T2-imaging ruled out
ischemia or intraparenchymal bleeding (Fig. 1la). MRA-
TOF images showed the puncture site of the filament
and illustrated dynamic change of the physiological
blood flow conditions during the time course of SAH.
This procedure was performed with 3 representative ani-
mals directly, 24 h and 72 h after SAH-induction
(Fig. 1b). Scan sequence details can be provided on de-
mand. Image processing was performed using OsiriX
(Pixmeo, Switzerland).

The experiments comprised 4 groups: Sham-operated
animals, untreated SAH-animals, LPS-preconditioned
SAH-animals, and CSF1R-inhibitor-treated SAH-
animals.

A total of 86 animals were included and divided in
these 4 groups: 17 Sham-operated animals (mortality
rate: 0%), 20 untreated SAH-animals (mortality rate:
10%), 24 preconditioned SAH-animals (mortality rate:
12.5%), and 23 CSF1R-inhibitor treated SAH-animals
(mortality rate 8.7%). Group sizes were estimated under
statistical supervision, taking readouts from our former
studies into account.

Application and dosing were chosen according to prior
publications with or without internal modifications. LPS
(Sigma-Aldrich) was applied intraperitoneally (0.6 mg/
kg) as described before [23, 32]. The preferred applica-
tion of CSF1R-inhibitor, further referred to as PLX3397
(Plexxikon Inc.), is enteral application with the following
variations: mixed into chow, applied via gavage, or
mixed into some appealing agent (e.g., corn oil or
Nutella®) [33-36]. Parenteral application has been used
before, when enteral application seemed inappropriate
[37]. Dosing varies substantially between 20 and 50 mg/
kg in these studies. Animals after SAH lose weight
within the first days. This is why we decided against oral
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administration, but for intraperitoneal injection. The
dose was 30 mg/kg, according to internal communica-
tions in our lab and aiming at the mid-range of the
aforementioned published data.

LPS was given 1 h after SAH induction. The term
“preconditioning” is considered as LPS-administration
before inflammation occurs and not before SAH takes
place. PLX3397 was applied daily with first application
one hour after SAH induction. After 4 and 14 days, ani-
mals were perfused with either ice-cold PBS or 4%PFA
under deep anesthesia and decapitated (Fig. 1c).

Immunofluorescence analyses

For immunofluorescence analysis, brains of 20 mice (5
animals per group) were fixed in 4%PFA for 24 h, dehy-
drated in 30% saccharose for another 24 h, and cut into
10 pm coronal sections.

Immunofluorescence staining was performed for
microglia (Iba-1) and neuronal cell death (NeuN/
TUNEL co-staining). In previous experiments, we
showed that Ibal-positive cells are microglia exclusively,
and not secondarily invaded macrophages/lymphocytes
[6]. Slides were mounted and nuclei labeled with DAPI
mounting medium in all protocols (Dianova). Primary
antibodies were applied at 4 °C overnight. Secondary
antibodies were incubated for 2 h at room temperature.
Antibodies used included rabbit anti-Iba-1 (1:250
WAKO), mouse anti-NeuN (1:200 Millipore), DyLight
488 donkey anti-rabbit (1:200 Jackson), and FITC don-
key anti mouse (1:100 Jackson). Neuronal cell death was
detected by TUNEL (ApopTag® Red In Situ, Millipore),
according to manufacturer’s protocol.

For quantitative analysis, whole sections were mounted
and analyzed under a fluorescence microscope (Zeiss,
Axio Observer Z1, Carl Zeiss GmbH, Munich, Germany)
equipped with a digital camera (AxioCam MRc). Im-
munofluorescence sections were divided into 20 stan-
dardized high-power fields (HPFs, allowing for total cell
counts per brain section on three different sections of
the brain (bregma + 0 mm, bregma + 1.5 mm, bregma +
3 mm). Mean values and standard deviation were calcu-
lated per animal from 20 HPF/section (x3 sections)
(Fig. 1d).

Isolation of microglia from murine brains

In a separate set of experiments, murine brains from a
total of 33 animals were harvested on day 4 (n=17) or
day 14 (n=16) after the bleeding. Group sizes were 3
sham, 4 SAH, 5 LPS-preconditioned, and 5 PLX3397-
treated on day 4 and 3 sham, 3 SAH, 5 LPS-
preconditioned, and 5 PLX3397-treated on day 14, re-
spectively. The brains were brought into suspension, tak-
ing advantage of the MACS® Neural Tissue Dissociation
Kit, according to manufacturer’s recommendation, using
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gentleMACS Octo Dissociator. To this suspension, a
magnetic microbead-labeled CD11b-antibody (all Mil-
tenyi Biotec) was added. After incubation at 4° for
15 min, the respective cell pools were added to a pre-
cooled column placed within a magnet. This proced-
ure was repeated twice to achieve higher purity. The
purity of this CDI11lb-positive microglia cell fraction

was evaluated by FACS, using antibodies against
CD11b and CD45 (BD Bioscience, FITC-coupled, M1/
70, APC-coupled 30-F11). DAPI (1:100, Sigma Al-
drich) was added to the cell suspension to exclude
dead cells before samples were measured using FACS
(BD FACS Canto II, BD Bioscience, Germany), getting
an overall purity of 90%.
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Molecular analysis of the isolated microglia

RNA extraction was performed from the isolated micro-
glia cell fraction, using RNA Extraction Kit (NucleoS-
pin® RNA 11, Fisher Scientific, UK). The amount of RNA
was evaluated at 260 nm filter range. From RNA, cDNA
was reversely transcribed using PrimeScript™RT Reagent
Kit with gDNA Eraser (TaKaRa Bio Inc.), according to
manufacturer’s recommendation.

Quantitative real-time PCR (RTq-PCR) was then per-
formed for the inflammatory cytokines TNFa, IL1B and
IL6, the anti-inflammatory cytokines IL4, IL10, and
TGEFp, and the receptor TLR4 using SYBR®* Premix Ex
Taq (TaKaRa Bio Inc.). All primers were produced by
TIB MOLBIOL (Berlin, Germany, primer sequences pro-
vided in suppl table). Results are displayed as relative
quantity normalized to sham values (RQ, delta-delta CT
model). Hence, statistical comparison to sham values
was considered mathematically incorrect.

Staining for FACS analysis
For FACS analysis, the brains of 24 animals were used
(n=6 per group). CD115 and TLR4 staining was realized
using the following antibodies: FITC anti-CD11b (M1/
70, Bio-Legend), PerCP anti-CD45 (30-F11, BD Biosci-
ences), PE anti-CD115 (T38-320, BD Biosciences), and
APC anti-TLR4 (SA15-21, Bio-Legend). Here, CD11b"
CD45" cells were gated and afterwards the percentage of
TLR4-positive and CD115-positive cells was calculated.
DAPI (1:100, Sigma Aldrich) was added to the cell sus-
pension to exclude dead cells.

All samples were measured using FACS and evaluated
with Flow]o software (Tree Star).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad
PRISM (GraphPad Software, version 8.2). All data were
analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni correc-
tion for multiple comparisons to detect statistical differ-
ences. All cell count values are displayed as means *
standard deviation. Statistical significance was defined at
<005, *p<0.05 *p<0.01, **p<0.001, and ****p<
0.0001.

Results

Inflammatory preconditioning and PLX3397-treatment
both reduce SAH-dependent microglia accumulation

As in our previous experiments, SAH led to significant
microglia accumulation within the brain parenchyma
until day 14 after the bleeding, compared to sham-
operated animals (SAH: 3279 + 477 vs. Sham
11.157 + 1.538 cells/HPF, p <0.0001). Our current data
show that both treatments, inflammatory precondition-
ing (1743 + 242 cells/HPF), as well as PLX3397-
treatment (11.16 + 1.54 cells/HPF) significantly reduced
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microglia accumulation within the time course of SAH
compared to untreated SAH animals (both p <0.0001,
Fig. 2).

Inflammatory preconditioning and PLX3397-treatment
both reduce SAH-driven neuronal cell death

Microglia accumulation within the brain tissue has pre-
viously been found to initiate neuronal cell death. In line
with these previous results, we confirmed a significantly
increased amount of dying neurons in animals after
SAH as compared to sham-operated animals (dying neu-
rons/brain section SAH: 141,821 + 60,866 vs. Sham:
12.2 + 4453, p<0.0001). In animals in both treatment
groups, significantly less neuronal cell death was de-
tected (dying neurons/brain section LPS precondition-
ing: 784 + 28.625, p < 0.01 vs. SAH, PLX3397 treatment:
92.5 + 37.267, p<0.05 vs. SAH). However, we saw no
significant difference between the two treatment groups

(Fig. 3).

Inflammatory preconditioning and PLX3397-treatment
both modify pro- and anti-inflammatory gene-expression
of microglia after SAH

We analyzed the pro- and anti-inflammatory gene-
expression profiles of microglia isolated from the brains
of our four treatment groups.

In pro-inflammatory genes, at day 4, no significant dif-
ference in the untreated SAH-group as well as in the
preconditioned group was detected in comparison to
sham-operated animals, indicating no significant inflam-
matory activation of microglia in these groups. However,
the PLX3397-treated group showed a significant increase
of TNFa gene-expression at this early time point as
compared to the other groups (PLX3397 treatment vs.
SAH p <0.01, PLX3397 treatment vs. LPS precondition-
ing p <0.05, Fig. 4a, left).

At day 14, an increase of IL6 and IL1p was seen in the
SAH-group, as compared to sham-operated animals, but
not in TNFa anymore. In animals after inflammatory
preconditioning, gene-expression of IL6 and IL1B was
significantly lower than in SAH animals without treat-
ment and comparable to Sham-level. In PLX3397-
treated animals, even lower gene expression levels for
these two molecules were seen (IL1P and IL6: LPS pre-
conditioning vs. SAH p<0.01, PLX3397 treatment vs.
SAH p <0.001, Fig. 4a, right).

Concerning anti-inflammatory genes (IL4, IL10, and
TGEB), a slight but not significant upregulation of IL4
was seen in the LPS preconditioned group at day 4 and
14 (n.s.).

Furthermore, at day 14 in PLX3397-treated animals,
significantly lower levels of anti-inflammatory cytokines
were found, while no significant changes were seen after
LPS preconditioning (PLX3397 treatment vs. SAH: p <
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Fig. 2 Microglia accumulation showing cerebral spreading inflammation after SAH (day 14). a Representative immunofluorescence staining of
microglia (Iba1) within the brain parenchyma. While in Sham animals only minimal microglia-accumulation was seen (11.157 + 1538 cells/HPF,
upper left), a significant increase was detected after SAH (32.79 + 4.77 cells/HPF, upper right, p < 0.0001). LPS preconditioning led to significantly
diminished microglia cell numbers in comparison to SAH without treatment, but still showed more microglia accumulation in comparison to
sham animals (17.43 + 242 cells/HPF, lower left, p < 0.0001 vs. SAH, p< 001 vs. Sham), while in PLX3397-treated animals nearly sham-levels were
reached (11.16 + 1.54 cells/HPF, lower right, p < 00001 vs. SAH without treatment). Scale bar = 100 pm. b Mean cell counts + standard deviations
displayed in bar diagram showing the signfificant differences in microglia accumulation between the four treatment groups. n=35 per group,
ANOVA: *p < 001; ****p < 00001
(.

0.05, LPS preconditioning vs. SAH n.s., Fig. 4b, right). showing inhibitory potential in the expression of anti-
PLX3397 treatment thus seems to initiate a more com- inflammatory cytokines at day 14 after the bleeding.

plex downstream cascade than LPS preconditioning, COX2 upregulation as consequence of high levels of
allowing for an early increase in TNFa and a later in- inflammatory cytokines (IL6, IL1P) has been described
crease of the two other inflammatory cytokines, while before [38], following a similar time course. At day 4, we
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Fig. 3 Neuronal cell death after SAH (day 14). a Representative immunofluorescence staining of neuronal nuclei (NeuN, green) and cell death
(TUNEL, red). Images of each group are displayed as single staining results for NeuN and TUNEL in a smaller scale and a fused image in large
scale displaying both cells (green or red) and co-staining (yellow), as well as nuclei (DAPI, blue). Scale bar = 100 pm. In Sham animals (upper left),
4453 dying neurons/brain section). SAH induced significant neuronal cell death, as
documented before (141,821 + 60,866 dying neurons/brain section, upper right, p < 0.0001 vs. Sham). Preconditioning by LPS successfully
prevented neuronal cell death (784 + 28625 dying neurons/brain section, lower left, p < 0.01 vs. SAH), as did PLX3397 treatment (92.5 + 37267
dying neurons/brain section, lower right, p<0.05 vs. SAH). Still, more neuronal cell death was documented in both treatment groups, when
compared to sham animals (p <001 LPS vs. Sham, p < 0,001 PLX3397 vs. Sham). b Mean cells counts and standard deviations displayed in bar
diagram showing the significant differences in neuronal cell death between the four treatment groups as described above. n=5 per group,

J

saw no significant increase in any of our groups, whereas
at day 14 an increase of COX2 gene-expression in the
SAH group with lower levels in both treatment groups
was documented. However, only PLX3397-treatment led
to significant changes (LPS preconditioning vs. SAH:
n.s., PLX3397 treatment vs. SAH: p < 0.01, Fig. 4c).

Inflammatory preconditioning and PLX3397-treatment
both lead to altered TLR4-receptor expression on
microglia after SAH

In a next step, we addressed whether there is a regula-
tion in the expression of TLR4. Baseline qPCR

measurements of the gene expression of TLR4 in iso-
lated microglia after inflammatory preconditioning did
not show any significant difference in any of the groups
(Fig. 5a).

As TLR4 is located on the cellular surface, internaliza-
tion of the receptor after preconditioning with LPS is a
supposed mechanism to explain the anti-inflammatory
effect of inflammatory preconditioning. Thus, we ana-
lyzed the cellular expression of TLR4 using FACS at day
4 after SAH. The results showed a significant decrease
of TLR4 surface expression after inflammatory LPS pre-
conditioning, while values were comparable between the
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Fig. 4 Pro- and anti-inflammatory gene-expression profiles of isolated microglia by gPCR. Early after the bleeding (day 4), individual changes in
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significant rise of pro-inflammatory cytokine-levels was documented in SAH-animals (IL1B: 4.7-fold compared to Sham, IL6: 2,3-fold compared to
sham). Inflammatory preconditioning as well as PLX3397-treatment led to significant amelioration of the gene expression near sham values (IL13/
ILé: LPS pretreatment vs. SAH p < 0.01, PLX3397 treatment vs. SAH p < 0.001). b For anti-inflammatory cytokines no significant changes were seen
early after the bleeding (day 4). On day 14 after the bleeding, PLX3397-treatment led to a significant loss of gene-expression of TGF when
compared to SAH and of IL10 when compared to LPS preconditioning (both p < 0.05). At both time points, 4-fold elevation of IL4 after LPS
preconditioning did not reach significance levels due to high standard deviation. ¢ In line with the pro-inflammatory cytokines, levels of the pro-
inflammatory enzyme COX2 showed only slight changes on day 4 (n.s). On day 14, a significant reduction was seen in PLX3397-treated animals

only when compared to SAH (p < 001), n=3-5 per group, ANOVA: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0001, normalized to Sham-group (RQ = relative
Lquantity, statistical comparison to sham group not given due to normalization for delta-delta CT model)

other groups (proportion of microglia presenting TLR4
on their surface: Sham 11.5%, SAH 11.3%, LPS precondi-
tioning 5.7%, p < 0.01 vs. both other groups, Fig. 5b).
PLX3397 is an inhibitor of CSF1-R (CD115). The sur-
vival signaling of CSF1-dependent cells is less effective
after PLX3397 treatment. We therefore investigated the

density of the CSFIR on microglia using FACS and
found that inhibition of the receptor resulted in a de-
crease of its surface expression as well (proportion of
microglia presenting CSFIR on their surface: Sham
16.9%, SAH 17.3%, PLX3397 treatment 8.8%, p <0.01 vs.
both other groups, Fig. 5¢).
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Fig. 5 Receptor surface expression of TLR4 and CD115. One known mechanism of inflammation is the TLR4 pathway. a TLR4 gene expression in
isolated microglia was evaluated using gPCR. No significant changes of gene expression levels were seen at days 4 and 14 after the bleeding
(n.s). b As internalization of TLR4 is a potential mechanism of LPS preconditioning, the relative amount of TLR4 on the surface of microglia was
determined using FACS-staining (d4). While TLR4-levels on microglia of Sham and SAH-animals were comparable (ns.), in LPS-preconditioned
animals significantly lower numbers of microglia presenting TLR4 on their surface were found, supporting the proposed mechanism of TLR4
internalization upon the inflammatory stimulus. (Proportion of microglia presenting TLR4 on their surface: Sham 11.5%, SAH 11.3%, LPS
preconditioning 5.7%, p < 0.01 vs. both other groups). ¢ As a proof of concept for pharmacological microglia deactivation by PLX3397, FACS-
staining was performed for microglia positive for CSF1R (CD115). A significant decrease of CD115™ microglia was detected after PLX3397
treatment, when compared to both other groups (Proportion of microglia presenting CSF1R on their surface: Sham 16.9%, SAH 17.3%, PLX3397
Ltreatment 8.8%, p <001 vs. both other groups). n=6 per group, ANOVA: **p < 0.01

Discussion

In our current study, we compared two ways to interact
with microglia accumulation and activation within the
brain tissue after experimental SAH in mice to overcome
secondary neuronal cell death.

Both treatment methods significantly altered microglia
accumulation and their activation status, respectively,
leading to a significant reduction of neuronal cell death
that compared favorably to our previous data [6].

Inflammatory cells within the CNS do not only com-
prise microglia, but also peripheral monocytic cells (e.g.,
macrophages or lymphocytes) that may secondarily

invade the brain from the periphery through an altered
or even disrupted blood brain barrier. We have ad-
dressed this topic in prior studies. Using a chimeric
mouse model, we showed that peripheral cell invasion
into the brain did not occur after experimental SAH.
Since our current experiments followed the same proto-
col, we assume that the Ibal-positive cells detected here
are brain resident microglia as well and not peripheral
monocytic cells [6].

In our current study, we focused on day 14 after the
bleeding. This is the time point of maximum intention
of inflammation and neuronal injury, as we have
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determined in earlier studies [6]. Especially the time
interval between occurrence of the bleeding and first
documented occurrence of cellular inflammation within
the brain tissue, associated with neuronal injury respect-
ively, offers a target for treatment or prevention. Unlike
in ischemic stroke or intracerebral hemorrhage, where
the time interval for treatment comprises only the first
few hours, the possible time interval for SAH according
to our data is much longer.

In the context of intracerebral hemorrhage, PLX3397
treatment has been investigated before. In that study, a
14-day pre-treatment led to a 90% reduction of micro-
glia and to favorable outcomes, respectively [39]. Yet,
any kind of pre-treatment does not resemble a realistic
clinical situation. In our experiments, PLX3397-
treatment was started 1 h after induction of SAH, re-
sembling a quite realistic possibility of a clinical setting.
Still, treatment resulted in significantly (yet not 90%) re-
duced microglia cell count and less neuronal cell death
14 days later, underlining the favorable window of op-
portunity for treatment. The fact that PLX3397 treat-
ment needs several days (in some literature up to weeks
[28, 40]) for maximum depletion of microglia might ex-
hibit a potential weakness in this “realistic” treatment
scenario, as compared to a pre-treatment scenario. Al-
though we have not performed microglia staining at day
4 after the bleeding—as done in our previous studies
that showed only minimal accumulation, repetitively—
we discuss two possible theories for our documented
significant elevation of TNFa gene expression after
PLX3397 treatment on day 4. Given the time course of
depletion of microglia under PLX3397 treatment, we
hypothesize that on day 4 after the bleeding, there is still
a sufficient amount of microglia that remains or be-
comes activated in the early phase after the bleeding to
explain this rise in TNFa gene expression which later is
ameliorated, when depletion by PLX3397 progresses
(day 14). Nevertheless, this finding remains controver-
sial, as neither IL1P nor IL6 gene expression levels are
elevated at day 4. A second possible explanation is an-
other (unknown) contributor. Inflammatory gene ex-
pression has been measured in isolated microglia (purity
>90%). Within the residual 10%, we might speculate on
another potential contributor to cerebral spreading in-
flammation that has not been addressed by our experi-
ments. Yet, in light of the existing literature on PLX3397
depletion kinetics, we favor the first option and have to
state that early administration of PLX3397 substantially
ameliorates inflammatory secondary brain injury follow-
ing eSAH, but due to long-term depletion kinetics har-
bors potential drawbacks in the early phase.

The concept of inflammatory preconditioning is new.
It has been previously evaluated only recently in ische-
mic stroke [41] or spinal cord injury [26], but not in
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SAH. Here, we show marked effects on inflammation it-
self and the consecutive downstream pathways. Regard-
ing these downstream mechanisms, our first hypothesis
was a change in microglia phenotype from inflammatory
to anti-inflammatory (M1/M2 shift). However, the cyto-
kine expression profile of our microglia did not com-
pletely support this hypothesis. Furthermore, established
markers or contributing factors for an M1/M2 shift were
not evaluated in our study (e.g, mTOR, CX3CR1, or
electrophysiological features) [42, 43]. An additional
pathway influencing microglia phenotype is an alteration
of TLR4 on the cell surface, that is known to signifi-
cantly contribute to pro- as well as anti-inflammatory
changes in ischemia or traumatic CNS injury [44, 45]. In
our experiments, preconditioning with LPS leads to a re-
duced surface expression of TLR4, but unchanged rela-
tive quantity in qPCR. Internalization (due to activation)
of the receptor is the only suitable explanation for this
constellation, although intracellular staining has not
been done. The receptor is further not available for sig-
naling when potential danger-associated molecular pat-
terns (DAMPs) like hem, methemoglobin, and other
already described ligands are presented in the course of
hemorrhage [17, 46, 47]. Given that microglia are phago-
cytic cells fulfilling their task as edaphic macrophages,
the TLR4 pathway is essential for the immune response
mediated by microglia [15, 16, 48—50]. Various compo-
nents of this pathway have already been investigated in
anti-inflammatory approaches regarding SAH; antagon-
izing inflammatory cytokines, especially IL1p or inhib-
ition of the adapter protein MyD88 [51]. Our current
results in accordance with these previous results support
the significance of the TLR4 pathway in cerebral spread-
ing inflammation after SAH. Influence by precondition-
ing seems to be rather easy—and rather cheap—in
comparison to the previously published molecular ap-
proaches, that mostly also target the intracellular
compartment.

The systemic—and thus very easy—application of LPS
intraperitoneally in our animals leads to a marked CNS
effect. While we have not taken further effort in verify-
ing the transfer steps from peripheral administration to
cerebral inflammation, the mechanisms seem to be well-
established and have been sufficiently described by other
groups. In 2005 and 2007, basic research showed for the
first time that peripherally administered LPS causes in-
flammation effects within the brain (also via TNF-alpha)
[52, 53]. The first group to describe intracerebral effects
of peritoneally applied LPS in SAH setting were Proven-
cio and co-workers, who also speculated on the TLR4-
pathway as downstream mechanism [32, 54]. Wang and
collaborators also used LPS to initiate cerebral inflam-
mation [55]. With its molecular size of 50-100 kDa, LPS
is able to pass the blood-brain barrier (BBB) in minimal

42



Heinz et al. Jounal of Neuroinflammation (2021) 18:36

amounts only—if properly closed yet [56], disruption or
even pre-sensitization of the BBB through SAH might
lead to much larger amounts of LPS to enter the brain
[57].

The animal model we applied was the intravascular
filament perforation model. Although other models
exist, that allow more homogeneous sizes of the bleeding
or also more severe bleeding situations (like the autolo-
gous blood injection model), we appreciate that the per-
foration model inflicts vascular rupture at the site of the
bleeding, therefore contributing to vessel wall shear
stress with the subsequent molecular stress mechanisms.
In a previous work, we showed the necessity of intravas-
cular inflammation as precursor of intracerebral inflam-
mation and therefore used the perforation model in the
current experiments as well [8].

Although it would be interesting—especially in the
clinical situation—if systemic administration of CSFIR
antagonists elicits effects on the peripheral immune sys-
tem, we have not investigated this in detail. We had no
deaths in the PLX3397 group that were obviously
infection-triggered and drop-out rates did not differ sig-
nificantly from the other SAH groups.

Behavioral or neurocognitive testing would have been
favorable to support our structural read-out by func-
tional data. The general lack of neurocognitive testing in
mice in this certain model of SAH is most likely due to
the rather mild type of bleeding and the narrow thresh-
old for intracranial compensation in mice compared to
rats. While in rats, neuro-testing following SAH has
been well-established and extensively reported, reliable
and reproducible testing methods for this particular
model in mice are still lacking. In various testing
methods—including extensive catwalk testing, anxiety
test, and depression scales, we could not detect any ro-
bust significant differences in mice after SAH induced
by filament perforation (own data not published). Like in
humans, only subtle neurocognitive decline might follow
milder hemorrhage patterns. Using the existing testing
battery, these are easily overseen in animals.

As a proof of concept for PLX3397-treatment, we in-
vestigated the surface expression of CSFIR (CD115),
which is inhibited as shown by FACS analysis (Fig. 5c).
The current understanding is that CSFIR is a tyrosine-
kinase which is inhibited by PLX3397 in its
autophosphorylation-ability [27]. In addition, our data
show a lower surface expression. Yet it remains unclear
if this is just an indirect sign of receptor deactivation, or
an additional effect caused by loss of function of deacti-
vated microglia [58].

We acknowledge that a direct comparison of our two
models lacks a methodological similarity.

While LPS-preconditioning “pre-sensitizes” the brain’s
immune system, PLX3397 treatment effectively inhibits

Page 11 of 13

microglia in their function, thus leading to immuno-sup-
pression. LPS-preconditioning alters microglia function
and might therefore even elicit even more beneficial ef-
fects than categorical immuno-suppression by PLX3397,
especially in light of the prolonged time to depletion of
PLX3397, that we discussed above. Also, anti-
inflammatory genes were significantly suppressed after
PLX3397 treatment, while they remained on baseline
levels after LPS preconditioning.

Interestingly, this was not supported by our findings
for neuronal cell death. Although the number of dying
neurons was higher after PLX3397 treatment than after
LPS preconditioning, no statistically significant differ-
ence was found (p=0.2).

Nevertheless, both treatment options effectively coun-
ter microglia-mediated secondary brain injury following
SAH. Although their mechanisms of action do signifi-
cantly differ, both offer promising clinical potential,
through easy application, low costs, and wide availability.
Both treatment options directly act through change in
microglia activation, which are the shared detrimental
agent for neuronal cell injury. We therefore feel that
thorough discussion of the differing mechanisms, but
common target and purpose, makes comparison of the
results of our two treatment options feasible.

Conclusion

Increasing evidence shows the crucial role of microglia-
driven cerebral spreading inflammation in secondary
brain injury after SAH. We have shown before that the
phenomenon is not restricted to experimental animal
models but observed in humans as well [6]. Here, we
evaluated two possible ways of countering the inflamma-
tory response, that both prevent secondary neuronal in-
jury. Due to the easy (and cheap) way of application, and
the clinically highly valuable window of opportunity for
treatment, inflammatory preconditioning as well as
microglia-deactivation through a CSF1R-antagonist both
have become valuable clinical treatment options and
should be further evaluated in clinical trials.
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