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Zusammenfassung 
 
Die Prognose von Patienten nach dem Erleiden einer Subarachnoidalblutung ist nach wie vor 

ungünstig. Ein wesentlicher Faktor besteht dabei aus der Neuroinflammation, die als Reaktion auf 

die Blutung folgt. Hauptinitiatoren dieser Immunantwort sind die ortsständigen Immunzellen des 

Gehirns, die Mikroglia. 

In der vorliegenden Arbeit wird überprüft, ob eine Beeinflussung der Mikroglia-Aktivität durch a) 

inflammatorische Präkonditionierung 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-Mäusen: Sham-operierte Mäuse, SAB 

unbehandelt, SAB präkonditioniert und PLX3397-behandelte SAB. Zur Quantifizierung der 

Immunreaktion wurden Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt, um die Anzahl der Mikroglia 

und den neuronalen Zelltod vergleichen zu können. Daneben erfolgte die Isolierung der Mikroglia 

mit anschließender Genexpressionsanalyse der inflammatorischen Zytokine TNFalpha, IL6 und 

IL1beta und der anti-inflammatorischen Zytokine TGFbeta, IL10 und IL4, sowie eine FACS-

Färbung zur Untersuchung der Oberflächenmoleküle TLR4 und CSF1R. 

 

Beide Behandlungsansätze zeigten eine signifikante Reduktion der Mikroglia-Akkumulation, die 

präkonditionierten Tiere wiesen weniger als die Hälfte der Mikroglia-Akkumulation auf, die 

PLX3397-behandelten Tiere zeigten eine Akkumulation auf Sham-Niveau. Auch der neuronale 

Zelltod konnte in beiden Behandlungsansätzen um etwa die Hälfte reduziert werden.  Daneben 

wurde eine verminderte Genexpression inflammatorischer Zytokine wie IL6 und IL1beta in beiden 

behandelten Gruppen nachgewiesen. Die TLR4-Oberflächenexpression sowie die CSF1-

Oberflächenexpression zeigten eine jeweils signifikante Reduktion in den behandelten Gruppen. 

 

Eine Beeinflussung der Mikroglia-Funktion, ob nun über inflammatorische Präkonditionierung 

oder eine Inhibition des CSF1-Rezeptors, führt zu einer signifikanten Verminderung der 

Immunreaktion im Hirnparenchym nach Subarachnoidalblutung und damit verbunden auch zu 

vermindertem neuronalen Zelltod. Eine auf die Mikroglia abzielende Therapie könnte für 

Patienten nach einer Subarachnoidalblutung demnach ein vielversprechender Ansatz für die 

Vermeidung sekundärer Hirnschäden sein.  
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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 IL1beta 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. 
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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 gehört zum Formenkreis der Apoplexien, macht jedoch mit etwa 5 Prozent einen 

wesentlich geringeren Anteil aus als der ischämische Schlaganfall. 

Bei der Subarachnoidalblutung kommt es zu einem Bluteinstrom in den mit Liquor cerebrospinalis 

gefüllten Subarachnoidalraum, welcher sich zwischen der Arachnoidea und der Pia mater befindet 

[1]. Als Auslöser für diese Art der Blutung können verschiedene Ursachen angeführt 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 führt, dass Blut in den 

Subarachnoidalraum gelangt. Besonders an mechanisch stark beanspruchten Stellen wie etwa der 

Abzweigung der A. communicans anterior kann ein Aneurysma auftreten. Prädisponierend für 

eine solche Ruptur können zum Beispiel erworbene Gefäßveränderungen 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 Auslöser für eine nicht-traumatische SAB geben; zu nennen wären hier die 

arterio-venöse Malformation (AVM), Durafisteln oder eine Sinus-Venen-Thrombose [2]. 

Unter epidemiologischen Gesichtspunkten ist davon ausgehen, dass in den Industrienationen etwa 

jährlich 10-11/100000 Personen erkranken, der Erkrankungsgipfel liegt hier um das 50. 

Lebensjahr. Frauen sind etwas häufiger betroffen als Männer (Verhältnis 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 überlebenden Patienten ist nur 

ca. ein Drittel im weiteren Verlauf wieder in der Lage, ein selbstständiges Leben zu führen, der 

übrige Teil überlebt nur mit maßgeblichen neurologischen Einschränkungen [4]. 

 
 
1.2 Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung 
 
Eines der Leitsymptome der SAB ist Kopfschmerz von einer bis dahin nicht gekannten Intensität, 

häufig kommt es zu Bewusstseinsstörungen, fokal neurologischen Defiziten und einem 

Meningismus. Allerdings muss auch bei leichteren Kopfschmerzen und anderen, nicht unbedingt 
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spezifischen Symptomen wie Übelkeit, Erbrechen oder Schweißausbrüchen an eine SAB gedacht 

werden [1]. 

Während der Blutung kommt es zu einer Erhöhung des intrakraniellen Drucks (ICP), da eine 

Einblutung (zumeist arteriell) in einem knöchernen, unveränderlichen 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 Ischämie kommt [5]. 

Nicht nur der erhöhte ICP bedingt ein Absinken des CBF, auch die Funktion der zerebralen 

Autoregulation, welche den CPP normalerweise unabhängig vom mittleren arteriellen Druck in 

engen Grenzen hält, kann nach der SAB versagen. So wird keine optimale Perfusion mehr 

gewährleistet [6]. 

Daneben können bei Einstrom von Blut in die Ventrikel die Arachnoidalzotten verkleben und so 

ein Hydrocephalus aresorptivus entstehen [7].  

Außerdem können zerebrale Vasospasmen auftreten, Häufigkeitsmaximum 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 ischämische 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 

außerhalb 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 

(erhöhter ICP, zerebrale Ischämie, Hydrocephalus) wird die Immunreaktion den sekundären 

Hirnschäden zugeordnet [11]. Diese entstehen nicht akut, sondern im Verlauf der Phase nach der 

SAB. Es existieren nach wie vor große Lücken in der Aufklärung des schlechten Outcomes von 

SAB-Patienten, denen man eine Behandlung jeglicher verstandenen Pathomechanismen 

zukommen lässt. Daher gerät die Immunatwort nach SAB und ihre Behandlung immer stärker in 

den Fokus [13]. 

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

zugrunde liegen, welche sich im Subarachnoidalraum anhäufen. Nachdem diese Kontakt zu 
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Mikroglia gefunden haben, lösen 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 ortsständige Immunzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind die Mikroglia-Zellen 

Hauptakteure der Immunantwort [13]. Sie bilden die Repräsentanten der angeborenen 

Immunantwort als Vertreter der Makrophagen im ZNS. Es wird vermutet, dass ein Einwandern 

der Mikroglia als primitive myeloide Vorläuferzelle in der frühen Embryonalphase stattfindet. Wie 

sich dieser Prozess im Verlauf des weiteren Lebens gestaltet, ist noch nicht abschließend geklärt 

[18]. 

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

Im nicht-aktivierten Zustand haben sie lange, zahlreich verzweigte Ausläufer, so können sie mit 

anderen Zellen Kontakt aufnehmen und ihre direkte Umgebung abtasten.  

Werden Mikroglia jedoch aktiviert, ändert sich ihre Morphologie. Der Zellkörper nimmt eine 

amöboide Form an, die Ausläufer verkürzen sich [19]. 

Im intakten adulten Gehirn sind sie für ein Aufrechterhalten der Homöostase zuständig und 

ermöglichen ein schnelles Reagieren auf schädigende Einflüsse wie Pathogene oder Verletzungen. 

Daneben unterstützen sie die neuronale Plastizität und geben so die Möglichkeit für ein ständiges 

Anpassen an neue Umweltbedingungen. Kennzeichnend für Mikroglia ist ihre ausgeprägte 

Fähigkeit der Migration. So ist nach Prozessen im Hirnparenchym, die einer Immunreaktion 

bedürfen, eine Mikroglia-Akkumulation zu beobachten [20]. 

Als Immunzellen sind die Mikroglia mitverantwortlich für die neuronale Schädigung nach SAB. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass hier eine starke Mikroglia-Akkumulation vorliegt und diese 

mit der verstärkten Apoptose von neuronalen Zellen einhergeht. Dabei konnte im Mausmodell als 

Zeitpunkt der stärksten 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) Phänotyp einteilen, welchen sie nach einem adäquaten 

Stimulus exprimieren. Dies kann für den M1-Phänotyp zum Beispiel eine Verletzung des 

Hirnparenchyms oder ein Pathogen sein [21, 22]. Charakteristisch für den pro-inflammatorischen 
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Phänotyp 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 gegenüber anti-inflammtorischen Zytokinen wie IL4, IL10 oder TGFbeta [23-25]. 

Diese gelten dann auch kennzeichnend als typische Zytokine der M2-Mikroglia. Sie sind für ein 

Wiederherstellen der Homöostase und für die Phagozytose von Zelldebris zuständig [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 bestätigt 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 führen von der Mikroglia-Aktivierung aus zu einer Inflammation. Am 

besten und intensivsten untersucht wurde hier der NFkB-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 Methämoglobin, Fibrinogen oder Häm 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 anhäufen, bilden dabei die Liganden. Diese neu 

entstehenden Liganden binden an den TLR4-Rezeptor, welcher sich auf der Zelloberfläche vieler 

Immunzellen findet, insbesondere im Gehirn auf der Zelloberfläche von Mikroglia-Zellen [33]. 

Eine Aktivierung von TLR4 führt zu einer Signalkaskade, welche in ihrer letzten Konsequenz zu 

einer Inflammation führt, 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 grundsätzlich aus dem 

Rezeptor, unterschiedlichen Adapterproteinen und einem Zielmolekül. Von besonderem Interesse 

ist hier der Transkriptionsfaktor NFkB, welcher für die verstärkte Transkription pro-

inflammatorischer Moleküle wie TNFalpha, IL1beta 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 Zelloberfläche [37].  
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2. Zielsetzung 
 
Das Ziel der vorliegenden Promotion besteht darin, einen Behandlungsansatz für die 

Immunreaktion nach Subarachnoidalblutung zu finden, um so eine neue Strategie zur 

Verhinderung des schlechten Outcomes nach SAB zu entwickeln. 

Dabei wurden 2 mögliche Prinzipien untersucht. 

Zum einen die inflammatorische Präkonditionierung, welche als ein immunmodulatorischer 

Ansatz verstanden werden kann.  Unter der inflammatorischen Präkonditionierung 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 

überschießenden, schädlichen Maße auf einen zweiten Stimulus, in diesem Fall die SAB, reagiert 

[38].  Es wird davon ausgegangen, dass sich bei der inflammatorischen Präkonditionierung eine 

Endotoxin-Toleranz (ET) aufbaut, bei der ein Stimulus vor der erwarteten Inflammation die 

Immunzellen, hier die Mikroglia, in eine Art Refraktärphase bringt, in der sie nicht mehr zu einer 

überschießenden 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 Überleben abhängig vom Colony 

Stimulation Factor 1 (CSF1). Sie sind hirnweit die einzigen Zellen, die den CSF1-Rezeptor 

(CD115) exprimieren und somit auch die einzigen Zellen, die von einer Behandlung mit einem 

CSF1-Rezeptor Inhibitor beeinflusst werden können. Man kann die Mikroglia durch Applikation 

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

 
 

3. Material und Methodik 
 
3.1 Tierexperimentelles Arbeiten 
 
Für alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente wurden Wildtyp-Mäuse des 

Mausstamms C57BL/6J verwendet. Die Tiere waren zum Induktionszeitpunkt der SAB 8-12 

Wochen alt, männlich und wogen 22-25 Gramm.  

Sie wurden in der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin, Charité Universitätsmedizin 

Berlin, in Polycarbonatkäfigen im 12-Stunden Hell-/Dunkelrhythmus gehalten und hatten 

uneingeschränkt Zugang zu Wasser und Futter. Es wurden die von der Tierschutzkommission des 
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Landes Berlin genehmigten Rahmenbedingungen für Tierversuche unter den 

Tierversuchsnummern G0177/14 und G0063/18 eingehalten.   

Um der Maus eine SAB beizubringen, wurde das endovaskuläre Fadenperforationsmodell 

angewendet. Hier wird über einen vorab präparierten A.carotis externa-Stumpf ein 5.0-Prolene 

Faden in das Gefäß eingebracht und über 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 möglichst realitätsnah simuliert.  

Bei der Sham-Gruppe wurde bis auf die abschließende Perforation dieselbe Vorgehensweise 

angewandt. 

Um die inflammatorische Präkonditionierung zu initiieren, wurde der Maus einmalig eine Stunde 

nach der SAB LPS in der Dosis 0,6mg/kg Körpergewicht intraperitoneal appliziert. Als Medium 

diente hierfür 500 µl steriles PBS, in dem das LPS gelöst wurde. Die SAB-Kontrollgruppe erhielt 

ausschließlich 500µl PBS ohne zugesetztes LPS. 

Die Behandlung mit dem CSF1-Rezeptor-Inhibitor PLX3397 erfolgte in der ersten Woche nach 

SAB täglich, in der zweiten Woche wechseltägig. Die Dosis betrug hier 30mg/kg Körpergewicht 

pro Tag, dabei diente wieder steriles PBS als Medium.  

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

Versuche vorzubereiten, wurden die Mäuse 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 Ischämie angefertigt. Bei 3 repräsentativen Mäusen wurde außerdem 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 vorgekühlten HBSS w/o Puffer 

überführt und auf Eis gelagert; Cerebellum und Bulbus olfactorius wurden entfernt. 

Um eine Zelldissoziation zu erreichen, erfolgte eine Zerkleinerung des Hirns in ca. 8 gleichgroße 

Gewebestücke. Anschließend wurden diese Stücke mit zwei vorbereiteten Enzymmischungen aus 

dem MACS ® Neural Tissue Dissociation Kit (Miltenyi Biotech) zusammengeführt.  

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. Anschließend wurde die Zellsupsension mit HBSS w Puffer 

gewaschen und durch ein 70µm dichtes Zellsieb gefiltert. Nach Zentrifugation (10 Minuten, 300g) 

in der bei 4° Celsius vorgekühlten Zentrifuge konnte der Überstand abgenommen und das 

Zellpellet in 500µl MACS-Puffer resuspendiert werden.  

Um eine Isolierung der Mikroglia zu erreichen, mussten diese mit magnetischen Partikeln, welche 

an Antikörper gebunden sind, markiert werden. Diese Antikörper richten sich dabei gegen ein 

spezifisches Mikroglia-Oberflächenmolekül, CD11b. Nach 15-minütiger Inkubation bei 4° 

Celsius konnte die Zellsupsension mit MACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert werden. Nach 

Verwerfung des Überstandes wurde das Zellpellet inklusive der markierten Mikroglia 

resuspendiert und über eine vorher kalibrierte Magnetsäule laufen gelassen. Mit Hilfe dieses 

Prinzips konnten die CD11b-positiven Zellen in der magnetischen Säule gehalten werden, 

während alle anderen Zellen der Zellsuspension die Säule ungehindert passierten. 

Nach 3-maligen Waschschritten wurde die Säule 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-Gefäß überführt werden.  

 

3.4 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Die gemessene Zellpopulation wurde mit dem Programm FlowJo (Tree Star Inc. Ashland) 

analysiert. Zum Anfärben der Zellen wurde einmal nach Herstellung der Hirnzellsuspension 10 µl 

als Probe abgenommen. Um die Reinheit der Mikroglia-Zellfraktion nach der Isolierung zu 

überprüfen, wurden nach der Isolierung erneut 60µl 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 Antikörpern inkubiert. Nach einem weiteren 

Waschschritt mit PBS/BSA wurde die Probe bei 1600 rpm für 7 Minuten bei 4°Celsius 

zentrifugiert und der Überstand abgenommen.  

Nun erfolgte die Aufnahme in 300µl PBS/BSA. Die Probe wurde in ein FACS-Tube überführt und 

10µl/1ml DAPI hinzugefügt, um tote Zellen mit anzufärben.  
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3.5 Histologische Methodik  
 
Nach Entwässerung der Hirne mit 30%iger Saccharose-Lösung und Fixierung in 4% PFA/PBS 

erfolgte das Aufbringen von Schnitten (10µm) auf Objektträger mithilfe eines Kryostat-Gerätes 

(Microm).  

Für die Färbung von neuronalen Zellkernen (NeuN) und Mikroglia-Zellen (Iba1) wurden die 

Schnitte einige Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach 2-maligem Waschen in PBS und 

8-minütiger Permeabilisierung mit 0,3%igem Triton erfolgte das Blocken mittels 1%igem Casein. 

Danach konnten die Primär-Antikörper aufgetragen werden. Nach 2 Stunden Inkubation und 

Waschen mit 0,5%igem Casein konnten die Schnitte mit den nun fluoreszierenden Sekundär-

Antikörpern für 1,5 Stunden inkubiert werden.  

Abschließend erfolgten 2 Waschschritte mit PBS und 1 Waschschritt mit Leitungswasser, 

eingedeckt wurden die Schnitte mit DAPI-Eindeckmedium. Die Lagerung erfolgte lichtgeschützt 

bei 4° Celsius. 

Zur Identifikation apoptotischer Zellkerne wurde das ApopTaq®-Kit verwendet und das 

Hersteller-Protokoll umgesetzt [41]. 

Die gefärbten Schnitte wurden nach der Färbung zeitnah mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops 

immer nach einem einheitlichen Schema mit 20-facher Vergrößerung mikroskopiert und 

fotografiert. Dafür wurden 10 Bilder pro Hemisphäre angefertigt, 5 kortikal, 3 basal und 2 

periventrikulär. Die Auswertung der Bilder wurde mit Hilfe der Software imageJ vorgenommen. 

Dabei wurden im Fall der Mikroglia die Zellen manuell gezählt. Auch die Kolokalisation von 

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

 
3.6 Molekularbiologische Methodik 
 
Für 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 

CD11b-positiven Zellfraktion isoliert werden. Anschließend wurde die Reinheit der gewonnen 

RNA mittels TECAM-Gerät quantifiziert. 

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

wurde das Herstellerprotokoll verwendet. 

Für die Durchführung der Real-Time PCR wurde das SYBR®Premix Ex Taq-Kit (TaKaRa) 

verwendet, hier waren alle benötigten Bestandteile des Mastermixes, welcher für die PCR benötigt 

wird, bereits enthalten. Die zuvor umgeschriebene cDNA wurde mit einem Verhältnis von 1:5 

verdünnt und anschließend mit einer Menge von 4µl pro well in eine 384-well Platte pipettiert. 
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5µl des Mastermixes aus dem Kit wurden mit 0,4µl Primer (bereits vorgemischter Ansatz aus 

forward- und reverse-Primern), 0,4µl RNAse freiem Wasser und 0,2µl ROX dye vermischt und 

dem DNA-Ansatz hinzugegeben. Die DNA-Konzentration betrug 6 ng pro well. Für die 

vorliegenden Experimente wurde als Housekeeping-Gen 18s ausgewählt. Zur Analyse der 

gewonnen Daten wurde die 2-ΔΔct-Methode verwendet [42]. 

 
3.7 Statistische Auswertung 
 
Für die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde eine einfache Varianzanalyse (one-way 

ANOVA) mit post-hoc Tukey’s multiple comparision für mehr als 2 zu vergleichende Gruppen 

verwendet. Für 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 
 
Für die grafische Darstellung der Ergebnisse verweise ich auf die Publikation Heinz et al., 2021. 
 
4.1 Akkumulation von Mikrogliazellen 
 
Nach der SAB ließ sich eine signifikante Zunahme der Iba1-positiven Zellen in allen Ebenen 

verzeichnen, diese ließen sich in ihrer Morphologie deutlich dem aktivierten Zustand zuordnen.  

Nach der Behandlung mit dem CSF1-Rezeptor Inhibitor PLX3397 konnte ein Iba1-Signal in der 

Färbung nachgewiesen werden (11.16 ± 1.54 cells/HPF). Dennoch war die Anzahl gegenüber der 

SAB-Gruppe signifikant reduziert und bewegte sich in etwa auf Sham-Niveau (11.157 ± 1.538 

cells/HPF). Morphologisch zeigten sich vergrößerte Zellen als Hinweis auf eine verstärkte 

phagozytische Aktivität. 

Auch nach der inflammatorischen Präkonditionierung zeigte sich eine signifikante Reduzierung 

der Anzahl an Iba1-positiven Zellen (17.43± 2.42 cells/HPF) gegenüber der SAB-Gruppe (32.79 

± 4.77 cells/HPF).  

 

4.2 Neuronaler Zelltod 
 
Die SAB-Tiere zeigten eine deutlich erhöhte 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 erhöhte Anzahl apoptotischer Neurone (78.4±28.625 

apoptotische Neurone/Hemisphäre) 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/Hemisphäre). 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/Hemisphäre), 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 Immunfluoreszenzfärbungen wurde eine Genexpressionsanalyse von isolierten 

Mikroglia-Zellen durchgeführt. Dabei wurden pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL6 

und IL1b sowie COX2 und anti-inflammatorische Zytokine wie IL4, IL10 und TGFb analysiert. 

An Tag 4 zeigte sich kein signifikanter Anstieg der Zytokine nach SAB. Einzig die TNFa 

Expression in der PLX3397-behandelten Gruppe war signifikant erhöht.  

In der Genexpression zeigte sich an Tag 14 ein deutlicher Anstieg der Zytokine Il1b 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 Präkonditionierung konnte zwar eine Herunterregulation von COX2 

erreicht werden, diese stellte sich allerdings nicht als signifikant dar. 
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4.4 Oberflächenexpression 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 Präkonditionierung mit LPS signifikant verringert.  

Der Anteil TLR4-positiver Mikroglia nach SAB veränderte sich hingegen nicht signifikant im 

Gegensatz zur Sham-Gruppe.  

Um zu testen, ob die Behandlung mit PLX3397 lediglich zu einer Inaktivierung der Rezeptoren 

führt, oder ob sie zusätzlich von der Zelloberfläche verschwinden, wurde auch hier an Tag 4 eine 

FACS-Analyse durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit einem Antikörper gegen 

CD115 (CSF1R) gefärbt. Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der CD115-

Oberflächenexpression in der PLX3397-behandelten Gruppe, während man keinen Unterschied 

zwischen Sham- und SAB Gruppe beobachten konnte.  

 

5. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden 2 verschiedene Ansätze zur Behandlung der Immunantwort 

nach SAB untersucht; die inflammatorische Präkonditionierung und die pharmakologische 

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

 
5.1 Der TLR4-Rezeptor und die inflammatorische Präkonditionierung 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Konzept der inflammatorischen Präkonditionierung Wirkung 

zeigt, dennoch ist bis dato kein eindeutiger Wirkungsmechanismus beschrieben [43].  

Ein Phänotyp-Wechsel der Mikroglia konnte zwar durch Testung der Genexpression anti-

inflammatorischer Zytokine nicht ausgeschlossen werden, doch überzeugende, signifikante 

Ergebnisse ergaben sich nicht. Damit wurde diese Hypothese, welche als Erklärungsansatz 

generiert wurde, nicht bewiesen, obwohl sie bereits in Publikationen angeführt wurde [44, 45].  

Die zweite Hypothese, welche einen Erklärungsansatz der inflammatorischen Präkonditionierung 

darstellt, zielt dabei nicht auf einen Phänotyp-Wechsel der Mikroglia sondern viel mehr auf den 

TLR4-Rezeptor ab. Dieser Rezeptor gilt, wie bereits beschrieben, als einer der Hauptinitiatoren 

für 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 Präkonditionierung begriffen werden.  

Der TLR4-Signalweg wurde im Zusammenhang mit der Präkonditionierung 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 Änderung 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 

Oberflächenexpression auf den Mikroglia genauer analysiert. 

Auf Genexpressionsebene fanden sich dabei keinerlei Hinweise auf eine Änderung der Expression 

nach Präkonditionierung. Die Oberflächenexpression 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, 

49-51]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Internalisierung von TLR4 nach inflammatorischer Präkonditionierung 
A Mechanismus der Inflammation nach SAB 
B Die Stimulation von TLR4 durch LPS führt zu einer Interalisierung des Rezeptors, so steht er nur noch in 
vermindertem Maße auf der Zelloberfläche für potentielle DAMPs zur Verfügung 



 
 
 

21 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch inflammatorische Präkonditionierung die 

TLR4-Dichte auf der Zelloberfläche signifikant abnimmt. So ergeben sich weniger Angriffspunkte 

für DAMPs, welche durch den Abbau des Blutes im Subarachnoidalraum entstehen. Eine 

verminderte Rezeptordichte auf der Zelloberfläche bedeutet so eine verminderte Down-Stream 

Aktivität des TLR4-Signalwegs, eine verminderte Aktivität des Transkriptionsfaktors NFkB und 

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

 

Für die Analyse der Oberflächenexpression des TLR4-Rezeptors via FACS wurde ausschließlich 

der Tag 4 nach SAB als Zeitpunkt herangezogen. Hier startet mutmaßlich erst die Immunreaktion 

nach SAB, da durch erhöhte Durchlässigkeit der BBB DAMPs das Hirnparenchym und somit die 

Mikroglia erreichen [52].  

Ein anderer Aspekt, welcher sich im Hinblick auf TLR4 untersuchen lassen könnte, wäre im 

Gegensatz zu einer Herunterregulation der Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche nach 

Präkonditionierung eine Hochregulation des Rezeptors nach SAB. Dabei ließe sich als Reaktion 

auf eine Ansammlung von DAMPs im Sinne einer sterilen Inflammation nach SAB eine 

gleichzeitige Hochregulation des Rezeptors durch positive Rückkopplung vermuten. In der 

vorliegenden Arbeit konnte diese Hypothese nicht bestätigt werden, allerdings wurde hier nur Tag 

4 analysiert. Interessant für eine Beobachtung von TLR4 als Antwort auf eine SAB wäre die Phase, 

wo es auch nachweislich auf Genexpressionsebene zu einer Inflammation kommt, unseren Daten 

nach also Tag 14. Es konnte bereits bestätigt werden, dass es zu einer erhöhten TLR4-Expression 

nach SAB kommt [34, 53, 54].  

Die LPS-Gabe erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach Auslösen der SAB. In bisherigen 

Publikationen zur Präkonditionierung 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 Maße, nicht ausgeschlossen werden. Blutuntersuchungen oder 

Verhaltenstestungen, genauso wie Temperaturmessungen der Tiere wurden in der vorliegenden 

Arbeit nicht durchgeführt. Daraus könnten sich neue interessante Ansatzpunkte für weitere 

Untersuchungen entwickeln. 
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5.2 CSF1-Rezeptor-Inhibierung führt zu einer verminderten Rezeptorexpression 
 
Der CSF1-Rezeptor ist eine Tyrosinkinase, es findet bei normaler Rezeptor-Ligand-Bindung eine 

Dimerisierung mit anschließender Autophosphorylierung statt [56]. Nach bisherigem 

Kenntnisstand wird bei Inhibierung des Rezeptors ein Teilschritt dieser Aktivierungskaskade, die 

Autophosphorilierung, unterbunden [57]. Durch Testung der Oberflächenexpression des 

Rezeptors im FACS konnte nun nachgewiesen werden, dass es neben einer Inhibierung des 

Rezeptors auf molekularer Ebene außerdem zu einer signifikanten Herunterregulation der 

Oberflächenexpression nach Behandlung mit PLX3397 kommt. 

In bisherigen Studien zu dem Einsatz von CSF1R-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 über 

einen längeren 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 

Homöostase des Milieus wiederherzustellen. Daher wäre unserer Ansicht nach eine zu lang 

andauernde Depletion der Immunantwort nicht abschließend zielführend. 

 

5.3 Zusammenfassender Vergleich der Behandlungskonzepte und Ausblick 
 
So unterschiedlich die beiden vorgestellten Behandlungskonzepte in ihrer Wirkungsweise auch 

sind, zeigten sie doch ein ähnliches Ergebnis: Eine Abschwächung der Immunreaktion nach 

Subarachnoidalblutung. Für die inflammatorische Präkonditionierung spricht dabei, dass hier 

nicht in einem solchen Ausmaß in das ortsständige Immunsystem des ZNS eingegriffen wird. 

Anti-inflammatorische Zytokine werden weiterhin exprimiert, die Mikroglia werden in ihrer 

Funktionsweise nicht komplett eingeschränkt. Man könnte 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 Möglichkeiten für weitere Untersuchungen, beispielsweise im Hinblick auf 

Verhaltenstestungen.  

 



 
 
 

23 

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 Homöostase, Beseitigung 

Zelldebris) inhibiert. Für 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 ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen LPS-behandelten und PLX3397-

behandelten Mäusen im Hinblick auf neuronalen Zelltod aufzeigen. 

Eine abschließende Aussage über die Effektivität der Behandlung lässt 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 lässt sich über eine direkte 

Vergleichbarkeit der molekularen Mechanismen nach SAB diskutieren.  
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RESEARCH Open Access

Microglia as target for anti-inflammatory
approaches to prevent secondary brain
injury after subarachnoid hemorrhage
(SAH)
Rebecca Heinz1, Susan Brandenburg1, Melina Nieminen-Kelhä1, Irina Kremenetskaia1, Philipp Boehm-Sturm2,3,
Peter Vajkoczy1,2,4 and Ulf C. Schneider1,4*

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 (ii) pharmacological deactivation.

Methods: 7T-MRI-controlled SAH was induced by endovascular perforation in four groups of C57Bl/6 mice: (i)
Sham-operation, (ii) SAH naïve, (iii) 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.

(Continued on next page)
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