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Abstract

Objective: Cerebral inflammation and neuronal cell death play an important role in the
development of brain injury after aneurismal subarachnoid hemorrhage (SAH). SAH
remains, despite the improvement through therapeutic interventions, a devastating
cerebrovascular disorder with high rates of mortality and long-term disability. Cerebral
inflammation is promoted through microglial accumulation and phagocytosis, but also
through pro-inflammatory cytokine release and neuronal cell death, among other
processes. The termination of these inflammation processes and restoration of tissue
homeostasis are of utmost importance regarding a possible chronicity of cerebral
inflammation and the improvement of clinical outcomes for affected patients post-SAH.
The aim of this study was to analyze the inflammatory resolution phase post-SAH and
consider indications for potential tertiary brain damage in the case of incomplete

resolution.

Methods: The endovascular filament perforation mouse model was used to induce
experimental SAH. On days 1, 7 and 14, and after 1, 2 and 3 months post-SAH induction,
animals were sacrificed. Brain cryosections were immunolabeled for NeuN to visualize
neurons, Iba-1 to detect microglia. TUNEL staining was also used to identify apoptotic
cells. In all experimental groups (SAH- and sham-operated mice), the numbers of
microglia and neuronal cells were counted in regions of interest. Additionally, the gene
expression of various proinflammatory cytokines in whole brain samples was analysed

using gPCR, and the IL6 protein was quantified using ELISA.

Results: A restoration of tissue homeostasis due to a lowered microglial/macrophage
accumulation and neuronal cell death one month after insult was observed. However,
MRNA expression of IL6 was still elevated for up to one month post-SAH and TNFa for
up to two months. The gene expression of IL1B reached its maximum on day 1, whereas

at later time points, no significant differences were detected between the groups.

Conclusions: Although a resolution of inflammation could be observed on the
histological level, the overexpression of pro-inflammatory cytokines suggested a potential

tertiary brain injury by incomplete resolution on the molecular level. Inflammatory
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resolution and tissue homeostasis particularly represent an important contribution to the
disease pathology and define the impact on brain damage and outcome after SAH.
Therefore, a novel complementary or even superior therapeutic approach should be
carefully rethought in the management of cerebral inflammation after SAH. In addition,
SPMs as high potent anti-inflammatory factors may play an important role in the treatment
of inflammatory cerebrovascular diseases and in the sensible interaction between
inflammation and resolution. An acceleration of the resolution phase on the cellular and

the molecular level could serve as a therapeutic avenue in this context.
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Zusammenfassung

Einleitung: Zerebrale Inflammation und neuronaler Zelltod spielen eine wichtige
pathophysiologische Rolle bei der Entwicklung einer Hirnschadigung nach
Subarachnoidalblutung (SAB). In frUheren Studien wurden eine Reihe von SAB-
induzierten Entzindungsprozessen im Gehirn nachgewiesen: Mikroglia-Akkumulation,
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und neuronaler Zelltod. Die Beendigung
dieser entzindlichen Prozesse ist von grof3ter Bedeutung fir die Wiederherstellung der
Gewebehomoostase nach SAB. Daher wurde in dieser Arbeit die Resolutionsphase
dieser Inflammationsprozesse experimentell im SAB-Mausmodell untersucht, wobei die
Maoglichkeit einer mégliche tertiaren Hirnschadigung bei unvollstandiger Rickbildung der

Inflammation bericksichtigt wurde.

Methoden: Die Auslosung der experimentellen SAB wurde durch das endovaskulare
Filament-Perforationsmodell bei Mausen durchgefiihrt. Die Tiere wurden an den Tagen
1, 7, 14 und nach 1, 2 und 3 Monaten nach der SAB sakrifiziert. Histologische
Gehirnschnitte wurden anschlieRend in den jeweiligen Gruppen fur Iba-1
(Mikroglia/Makrophagen), fir NeuN (Neuronen) und mittels TUNEL-Farbung (Apoptose)
immunmarkiert. Die Anzahl der Mikroglia und Neuronen wurde in allen Versuchsgruppen
zu allen Zeitpunkten in den definierten Regionen erfasst. Zusatzlich wurde die
Genexpression verschiedener proinflammatorischer Zytokine in Ganzhirnlysaten mittels
gPCR sowie die IL6-Proteinmenge mittels ELISA untersucht. Sham-Mause dienten hier

als Kontrollen.

Ergebnisse: Es konnte eine wiederhergestellte Gewebehomdostase aufgrund einer
signifikanten Verringerung der Mikroglia-/Makrophagenanzahl, der neuronalen Apoptose
und der IL6-Proteinkonzentration auf Sham-Niveau einen Monat nach SAB beobachtet
werden. Allerdings war die Genexpression von IL6 und TNFa nach einem bzw. zwei
Monaten nach SAB weiterhin signifikant erhdht. Die Genexpression von IL1[3 erreicht am
Tag 1 ihr Maximum, wohingegen zu spateren Zeitpunkten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden konnten.
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Diskussion: Obwohl eine Auflosung der Entzindung auf histologischer Ebene
beobachtet werden konnte, deutet die Uberexpression der untersuchten
proinflammatorischen Zytokine auf eine potenzielle tertiare Hirnschadigung durch
unvollstandige Auflosung auf molekularer Ebene hin. Die vorliegenden Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die ablaufenden Prozesse - Inflammation und Resolution — Gber
einen deutlich langeren Zeitraum ablaufen als zunachst angenommen. Die Auflésung der
Inflammation und die Wiederherstellung der Gewebehomdostase spielen insbhesondere
eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Krankheit und zeigen mdgliche
Auswirkungen auf die Hirnschadigung und das Outcome nach SAB. Daher ist davon
auszugehen, dass ein neuer therapeutischer Ansatz bei der Behandlung von zerebralen
Entzindungen nach SAB sorgféltig GUberdacht werden sollte. Eine Beschleunigung der
Auflésungsphase auf zellularer und molekularer Ebene konnte in diesem

Zusammenhang ein moglicher Ansatz sein.
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1 Einleitung

1.1 Subarachoidalblutung

Die Subarachnoidalblutung (SAB) ist eine Art des Schlaganfalles, die durch eine Blutung
in den Subarachnoidalraum definiert wird, meistens ausgelost durch eine spontane
Ruptur eines intrakraniellen Aneurysmas (am héaufigsten der Arteria communicans
anterior oder der Arteria cerebri anterior) oder eines Traumas. Wegen ihrer hohen
Letalitat (25 % in den ersten 24 h nach Insult) und der mdglichen schwerwiegenden
Komplikationen (Nachblutungen, Vasospasmus, Perfusionsdefizite,
Liquorzirkulationsstorungen) stellt die SAB ein wichtiges Krankheitsbild in der
Neurochirurgie dar. Das Durchschnittsalter der betroffenen Personen liegt bei flnfzig
Jahren und jahrlich sind ca. 5200 Patientinnen und Patienten von einer SAB betroffen
(Inzidenz 9/100 000 Einwohner in Europa). Diese Blutung ist fur ca. 5 % aller
Schlaganfalle verantwortlich. Bis zu 30 % der betroffenen Personen bleiben dauerhaft
pflegebedirftig, so dass hier auch ein wichtiger soziotkonomischer Zusammenhang
besteht. Nur ein Drittel der Betroffenen ist nach Gberstandener SAB wieder fahig, den
Alltag selbststandig zu bewaltigen [1]. Typische Kardinalsymptome sind ein plotzlich
auftretender  Kopfschmerz  (\Vernichtungskopfschmerz‘), Ubelkeit,  Erbrechen,
Lichtscheu, Bewusstseinseintribung bzw. Koma; auch epileptische Anféalle und
sensomotorische Defizite kdnnen auftreten [2, 3]. Zu den allgemeinen Risikofaktoren der
Erkrankung zahlen u.a. Alkohol- und Nikotinabusus, eine arterielle Hypertonie, eine
positive Familienanamnese, sowie Schwangerschaft und Geburt. Bei Vorliegen der
Verdachtsdiagnose einer SAB wird zum Nachweis der Blutung zunachst notfallméRig
eine native Computertomographie des Kopfes (cCT) durchgefiihrt (bei negativer cCT und
weiterhin hochgradigem Verdacht auf SAB wird eine Lumbalpunktion zum Nachweis von
Blut im Liguor durchgefihrt). Im weiteren Verlauf stellt die Darstellung der GefalRe mittels
digitaler Subtraktionsangiographie zum zusatzlichen Informationsgewinn (Grof3e des
Aneurysmas, Lage, Konfiguration) einen wichtigen diagnostischen Schritt dar. Abhangig
von der Lokalisation und der Konfiguration des Aneurysmas kann anschliel3end eine
therapeutische Versorgung meistens mittels Clipping oder endovaskularen Coilings
erfolgen [2, 3]. Eine intensivmedizinische Uberwachung/Therapie ist in diesem
Zusammenhang grundsatzlich notwendig. Nach aufgetretener SAB folgt die primare

Hirnschadigung unmittelbar nach dem Insult durch einen Anstieg des intrakraniellen
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Drucks, der zu einer Abnahme der zerebralen Perfusion und einem Zusammenbruch der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) fuhrt und in einem Hirnédem gipfelt [1]. Eine sekundére
Hirnschadigung nach SAB wurde bis dato hauptsachlich mit ischamischen Ereignissen
in Verbindung gebracht, die durch verzogerte zerebrale Vasospasmen und die kortikale
Depolarisation ausgeldst wurden [2, 3]. Trotz einer substanziellen Wiederherstellung der
zerebralen Vasokonstriktion nach SAB gelang es in grof3en klinischen Studien jedoch
nicht, eine klinisch wirksame Behandlung mit verbessertem klinischem Outcome zu
entwickeln [4-6]. Diese klinischen und experimentellen Ergebnisse fiihrten zu der
Uberlegung, dass neben dem Vasospasmus auch andere Mechanismen eine
entscheidende Rolle bei der Beeinflussung des klinischen Outcomes spielen, wie z. B.

die zerebrale Inflammation [7-9].

1.2 Neuroinflammation im Rahmen der SAB

Neben den priméaren Hirnschadigungsprozessen, die direkt nach der
Subarachnoidalblutung beginnen, tritt im spéateren Verlauf auch eine sekundare
Hirnschadigung auf, deren Ursachen unter Anderem im zerebralen Vasospasmus oder
auch in der kortikalen Streu-Depolarisation gesehen werden kdnnen. Des Weiteren
wurde im Rahmen der experimentellen Untersuchung dieser sekundéaren Hirnschadigung
auch eine zerebrale Inflammation beobachtet, die zunehmend Bedeutung unter den
pathophysiologischen Mechanismen erhélt. In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden,
wie die zerebrovaskulare Inflammation eine intraparenchymale Schadigung ausldst [10].
Ebenso wurde festgestellt, dass eine Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen auftritt, die
fir den neuronalen Zelltod verantwortlich ist. Diese beginnt vier Tage nach der Blutung
in der unmittelbaren hamorrhagischen Region und breitet sich wellenférmig bis zum 14.
Tag uber das gesamte Gehirn aus [10]. Dartiber hinaus konnte eine signifikant erhohte
Rate von Mikroglia-/Makrophagen-Phagozytose und morphologische Unterschiede
hinsichtlich des Mikroglia-/Makrophagen-Aktivierungszustands mit einer gleichzeitig
hoheren Interaktionsrate zwischen Mikroglia/Makrophagen und neuronalen Zellen
aufgrund des SAB-Ereignisses im Mausmodell nachgewiesen werden [11]. Ebenso sind
in diesem Zusammenhang eine erhéhte Ausschittung von unterschiedlichen,
proinflammatorischen Zytokinen und ein gesteigerter neuronaler Zelluntergang

beobachtet worden.
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1.3 Resolutionsphase

Ausgehend von den zuvor erlauterten Ergebnissen wurden in dieser Arbeit fur die Dauer
von drei Monaten nach experimentell ausgeldster SAB im Mausmodell histologische und
molekulare Parameter im Hinblick auf die sog. Resolutionsphase untersucht. Unter
optimalen Bedingungen wurden nach der akuten Entzindungsphase direkte und
indirekte Mechanismen implementiert, um die Ruckkehr zur Gewebehomdostase
herzustellen. Nach aktuellem Forschungsstand ist die Resolutionsphase ein stark
regulierter, aktiver Prozess und nicht, wie lange Zeit angenommen, ein ausschlief3lich
passiver, von der Zytokinkonzentration abhangiger Mechanismus [12-14]. In dieser
Phase sollen die Uberexpression proinflammatorischer Mediatoren gehemmt, die
Akkumulation von Entzindungszellen im betroffenen Gewebe gebremst und dartber
hinaus geeignete Mechanismen zur Hemmung der akuten Entziindung aktiviert werden,
um eine vollstandige Homoostase des Gewebes herbeizufihren [12-14]. In diesem
Zusammenhang ist bekannt, dass eine grof3e und immer noch wachsende Klasse
resolutionsférdernder und entziindungshemmender Faktoren, die sog. spezialisierten
Pro-Resolving-Mediatoren (SPMs), ein vielversprechendes therapeutisches Potenzial
besitzen. Resolvine, Protectine und Lipoxine sind die bekanntesten Mitglieder dieser
entziindungshemmenden Biomolekile, die von verschiedenen Zelltypen freigesetzt
werden konnen und zusatzlich die Entzindung hemmen [15]. Laut aktuellem
Forschungsstand ist die Resolutionsphase bereits zu Beginn einer Entziindungsphase
festgesetzt. Somit scheinen sich pro- und anti-inflammatorische Mechanismen direkt zu
beeinflussen und kdnnen einen Einfluss auf das Ausmali der Resolution der Inflammation
haben. Bei diesem hochsensiblen Zusammenspiel kann eine unvollstdndige Resolution
des Gewebes daher relativ leicht zu einer chronischen und nicht endenden Entziindung

fuhren.

1.4. Zielsetzung

Im klinischen Umfeld wird hé&ufig, neben langanhaltenden somatischen,
neuropsychologischen und kognitiven Defiziten, auch eine globale Hirnatrophie oder ein

Hippocampus-Volumenverlust bei Patienten beobachtet, die eine SAB Uberlebt haben
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[16,17]. Es ist daher sinnvoll zu untersuchen, ob chronische Entziindungsprozesse zu
diesen langanhaltenden Beeintrachtigungen oder bleibenden Schaden beitragen
kénnen. Vor diesem Hintergrund wurde hier eine mdgliche Resolution der zerebralen
Entziindung mittels etabliertem experimentellem SAB-Mausmodell untersucht. Dariiber
hinaus wurde im Rahmen einer méglichen tertiaren Hirnschadigung Hinweisen auf eine
mogliche Chronifizierung nachgegangen, welche durch eine unvollstandige Resolution
der Entzindung im betroffenen Gewebe verursacht werden konnte. Die tertidre
Hirnschadigung wird definiert als ,,Schadigung, die durch langanhaltende entziindliche
Prozesse nach primarer/sekundarer Hirnschadigung verursacht wird, die das Outcome
verschlechtert, flr weitere Schadigung pradisponiert oder eine Reparatur/Regeneration
des Gewebes verhindert“[18]. Die Untersuchung eines tertidren Hirnschadens in diesem
Zusammenhang ist daher ein wichtiger Ansatz, um den Verlauf und eine mogliche

Chronifizierung des nach SAB auftretenden Entziindungszustands aufzudecken.
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2 Materialien und Methodik

2.1 Materialien

Tabelle 1: Geréate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Fluoreszenzreader
Konfokalmikroskop
Homogenisator

Licht-
/Fluoreszenzmikroskop
Warmeschrank
OP-Mikroskop

gPCR

Tiefkihler

Vortex

Tischzentrifuge

Waage
Warmeplatte

Zentrifuge

Rasierer

Microplate-fluorescence
reader infinite M200
LSM5

Dispomix Ultra Turrax

Axiotech Observer Stemi
2000CS und Axiocam 105

CS5000

OPMICS-NC Varioskop

7900 fast real-time PCR

Ultra light

Genie 2

C1300 RT

Contura
14800

Ultra speed centrifuge

C1301B-230V

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

Memmert, Schwabach,
Deutschland

Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

Applied Biosystems, Foster
city, USA

Sanyo, Osaka, Japan
Scientific Industries,
Bohemia, USA

Abimed, Langenfeld,
Deutschland

Ohaus, Nénikon, Schweiz
Medax, Neumunster,
Deutschland

Heraeus, Hanau,
Deutschland

Wella, Darmstadt,

Deutschland

Verwendete Gerate fur die Durchfuhrung der Experimente (eigene Darstellung).
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Tabelle 2: Medikamente

Medikament Hersteller

Dexpanthenol 5% (Bepanthen®) Bayer, Leverkusen, Deutschland

Aqua Braun, Frankfurt, Deutschland
Ketamin (Ketanest®) Pfizer Pharma, New York City, USA
NaCl 0,9% Braun, Frankfurt, Deutschland

Penicillin 1 Mega 10 Vial Grunenthal, Aachen, Deutschland

Tramadolhydrochlorid (Tramal®) Grunenthal, Aachen, Deutschland
Isofluran Forene Abott, Chicago, USA
Lidocainhydrochlorid 2% (Xylocain®) AstraZeneca, Cambridge, England

Xylozin (Rompun®) Bayer, Leverkusen, Deutschland

Verwendete Medikamente fir die Durchfuhrung der Experimente (eigene Darstellung).

Tabelle 3: Chemikalien

Substanz

Hersteller

Albumin bovine (BSA)
Casein from bovine milk
DAPI

D-Saccharose

Ethanol 70%, 96%
Ethylen glycol

Evans Blue

Fitc Dextran

Gelatin

Mayers Hamalaumlésung
Methanol
N,N-Dimethylforamid
Paraformaldehyd (PFA)
PBS Tabletten
Saccharose

Xylol 98%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Dianova, Hamburg, Deutschland
Roth, Graz, Osterreich

Roth, Graz, Osterreich

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Dublin, Irland

Roth, Graz, Osterreich

Roth, Graz, Osterreich

Verwendete Chemikalien fur die Durchfuhrung der Experimente (eigene Darstellung).
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Tabelle 4: Software

Software Analyse
ABI PRISM 7300 SDS gPCR
Axio Vision 4,6 Kamera
Endnote Zitate
GraphPad Prism 6.01 Statistik

ImageJ©

Bildauswertung

Verwendete Software fir die Durchfuhrung der Experimente (eigene Darstellung).

Tabelle 5: OP/Labor

Gerate/Substanz

Hersteller

23 Gauge Nadel Sterican
2-Propanol 70%

96 well Platte

Dako Pen

Deckglaser

Eppendorf Tubes 1.5ml

Gefaliclips

gentleMACS Tubes

Mounting Medium mit DAPI
Objekttrager

Pinzette

Pipetten Research Plus
Pipettenspitzen Biospheere Filter Tips
Polyester Faden 4-0 Ethibond

Polypropylen Faden 8-0

Schere

Braun, Frankfurt, Deutschland

Braun, Frankfurt, Deutschland
Greiner bio one, Leipzig, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark

VWR, Dresden, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland

Roth, Graz, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Ethicon, Somerville, USA

Ethicon, Somerville, USA

Fine Science Tools, Heidelberg,
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Softasept®

Spritze BD Discardit ™ 5ml, 10ml, 20m|

Sterilium® classic pure

Transpore® White Surgical Tape

Vaskularer Faden 3-0
Wattestabchen

Deutschland

Braun, Frankfurt, Deutschland

BD, Franklin Lakes, USA

Bode, Hamburg, Deutschland

3M, Saint Paul, USA

Ethicon, Somerville, USA
HGV Verbandstoffe, Lindhorst,

Deutschland

Verwendete Gerate/Substanzen fur die Durchflihrung der Experimente (eigene Darstellung).

Tabelle 6: Kits

Kit Funktion Hersteller

ApopTag® Red In Situ Apoptose Merck Millipore, Darmstadt,

Apoptosis Detection Kit Deutschland

Onestep RT-PCR cDNA Synthese Qiagen, Hilden,
Deutschland

Premix ex Taq Perfect Real gPCR Takara, Kusatsu, Japan

time Kit

Rneasy Mini-Kit RNA-Isolation Qiagen, Hilden,

Deutschland

Verwendete Kits fiir die Durchfiihrung der Experimente (eigene Darstellung)

Tabelle 7: Priméarantikorper

Antikorper

Konzentration

Hersteller

anti Iba 1 rabbit

anti NeuN mouse

1:250

1:200

WAKO Pure Chemical
Industries, Osaka, Japan
Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Verwendete Primarantikorper fir die Durchfihrung der Experimente (eigene Darstellung).
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Tabelle 8. Sekundarantikérper

Antikorper Konzentration Hersteller

DyLight651 Donkey anti- 1:200 Jackson ImmunoResearch
rabbit IgG Lab, Cambridge, England
DyLight488 Donkey anti- 1:200 Jackson ImmunoResearch
rabbit IgG Lab, Cambridge, England
FITC Donkey anti-mouse 1:100 Jackson ImmunoResearch
IgG Lab, Cambridge, England

Verwendete Sekundarantikorper fir die Durchfiihrung der Experimente (eigene Darstellung).

Tabelle 9: qPCR Primer

Target  Forward Primer 5 - 3’ Reverse Primer 3" - 5°

IL1B ATCACTCATTGTGGCTGTGG CATCTCGGAGCCTGTAGTGC
TNFa CACAGCCTTCCTCACAGAGC GGAGGCAACAAGGTAGAGAGG
IL6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
GAPDH TCTCCTGCGACTTCAACA TGTAGCCGTATTCATTGTCA

Verwendete gPCR Primer fur die Durchfiihrung der Experimente (eigene Darstellung).

Tabelle 10: Tiere
Tiere Beschreibung

Méause Es wurden 60 mannliche C57BL/6J-
Méause mit einem Gewicht von 30-32g
(12-14 Wochen alt) fur die Experimente
durch die hauseigene
Forschungseinrichtung fur Experimentelle
Medizin (FEM) der Charité
Universitadtsmedizin Berlin zur Verfigung
gestellt. Alle Experimente wurden gemaf
den Richtlinien des Landesamtes fur
Gesundheit und Soziales Berlin
(LAGESO) durchgefuhrt.

Verwendete Tiere fir die Durchfiihrung der Experimente (eigene Darstellung).
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2.2 Methodik

2.2.1 Experimentelle SAB - endovaskulares Filament-Perforationsmodell

Die Tierversuche wurden von der zustandigen Ethikkommission genehmigt und gemaf
den behdrdlichen Richtlinien und Standards des Landesamtes fir Gesundheit und
Soziales, Berlin, sowie gemafl dem Europaischen Ubereinkommen (ETS 123 von 1986)
durchgefiihrt. Es wurden alle Anstrengungen unternommen, um das Leid und die Anzahl
der verwendeten Tiere zu minimieren. Alle Abschnitte des Manuskripts wurden gemarf
den ARRIVE-Richtlinien (Animal Research Reporting in vivo Experiments) beschrieben.
Alle diagnostischen Beurteilungen erfolgten auf der Grundlage unserer institutionellen
Richtlinien. An dieser Studie nahmen 60 ménnliche C57BL/6J-Mause mit einem Gewicht
von 30-32 g teil (12-14 Wochen alt), die in einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus bei
kontrollierter Temperatur und Luftfeuchtigkeit untergebracht waren und freien Zugang zu
Futter und Wasser hatten. Alle Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip einer von zwei
Gruppen zugeteilt: Sham- und SAB-Gruppe. Von den Gruppen wurden jeweils 5 Tiere fur
die immunhistochemische Untersuchung von Kryo-Gewebe und fiir die mRNA-Analyse
von Koronarschnitten der Gehirnhalften verwendet, wie in den Abbildungen und
Legenden angegeben sind. Die SAB wurde durch das endovaskulare Perforationsmodell
an Mausen ausgelost, wie in Abbildung 1 beschrieben ist. Bei den Sham-M&usen wurde
das gleiche Operationsverfahren angewandt, mit dem Unterschied, dass die
Punktionsnadel sofort zurtickgezogen wurde, wenn ein Widerstand an der Gefal3wand
zu spiuren war. Wie bereits gezeigt, war die Auslosung einer experimentellen SAB in
hohem Mal3e reproduzierbar [10]. Durch eine Standard-Hamatoxylin/Eosin-Farbung
konnten intrazerebrale Blutungen und territoriale Infarkte nach der Blutung
ausgeschlossen werden. Wegen des zu erwartenden Auftretens von intraparenchymalen
Blutungen oder Schlaganfallen wurden Tiere, die nach der Operation eine Hemiparese

aufwiesen, von den Versuchen ausgeschlossen [10].
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Abbildung 1. Endovaskuléares Filament-Perforationsmodell im SAB-Mausmodell
Das Tier wird in Ruckenlage unter dem Mikroskop fixiert und der Kopf sollte
in einem Winkel von fast 45 Grad zur kontralateralen Seite der
gewunschten Perforationsseite (hier: rechts) gedreht werden. Nun erfolgt
ein Hautschnitt (ca. 1,5-2,0 cm) auf der rechten Seite, lateral der Mittellinie
und das Freilegen der rechten Arteria carotis communis durch stumpfe
Praparation des Bindegewebes zwischen den Speicheldrisen (GlI.
submandibulares). Ein guter Uberblick iber das OP-Feld wird durch den
Einsatz eines chirurgischen Retraktors gewahrleistet (A). Die A. carotis
communis, A. carotis externa und interna sowie deren kleinen Aste A.
thyroidea superior, A. occipitalis und A. pterygopalatinum) werden
freigelegt und teilmobilisiert. Die umgebenden Nerven (v.a. N. vagus)
sollten hierbei nicht verletzt werden (B, C). Um einen besseren Winkel fur
die anschlieRende Gefal3punktion zu erhalten wird unter Verwendung
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eines 4-0 chirurgischen Fadens die A. thyroidea superior ligiert und
durchtrennt (D, E). Die A. carotis externa wird mit zwei 4-0 Polyethylen-
Faden ligiert und das Gefal3 durchtrennt (F-1). Um die durchtrennte A.
carotis externa wird eine 8-0-Naht schlingenartig positioniert und
verknotet. Die A. carotis externa sollte jedoch nicht vollstandig ligiert
werden, da das Filament fur die Gefal3punktion durch das Gefal3 in den
nachsten Schritten gefihrt werden muss (J, K). Nachdem ein
mikrochirurgischer Gefal3clip Uber die Arteria carotis communis und ein
zweiter Gefal3clip Uber die Arteria carotis interna gesetzt werden, erfolgt
am proximalen Ende des Gefal3es ein Schnitt mit einer Mikroschere.
Anschliel3end wird ein 1-1,5 cm langes Stiick 5-0 Nylon-Monofilament,
dessen Ende stumpf oder scharf abgeschnitten ist in das Gefald eingefiihrt
und die schlingenartig gesetzte Naht um das GefaR und dem Filament
festgezogen (L-N). Die Blutperfusion wird durch Entfernung der Gefal3clips
wieder hergestellt (O, P) und das Filament nun vorsichtig weiter in die
Arteria carotis communis und in die Arteria carotis interna vorgeschoben
(Q). Im Anschluss erfolgt nach ca. 7-9 mm die Perforation der rechten A.
cerebri anterior (auf den Gefallwiderstand achten) und unmittelbar danach
die Entfernung des Filamentes aus dem Gefal3, um einen Blutrickfluss zu
ermdglichen und somit die SAB zu induzieren (R-T). Die Naht der Wunde

erfolgte unter dem Mikroskop.
(eigene Darstellung)

2.2.2 Mortalitat

Die Mortalitat der Tiere aller Versuchsgruppen wurde nach 1-3 Stunden, 4-6 Stunden, 6-
12 Stunden, 12-24 Stunden und nach 24 Stunden wéchentlich bewertet. Die Sterblichkeit

der Tiere wurde in einer Kaplan-Meier-Kurve zusammengefasst.

2.2.3 Praparation von akuten Hirnschnitten und immunhistochemische Analyse

Die Mause jeder Versuchsgruppe wurden am Tag 1/7/14 und nach Monat 1/2/3 nach
ausgeloster SAB sakrifiziert. Nach dem Offnen der Haut und des Schadels, wurde das
gesamte Gehirn entnommen und in eiskaltem ACSF gewaschen. Die
Immunfluoreszenzanalyse der Mausegehirnproben erfolgte in Koronarschnitten (20 pm)
durchgefuhrt. Bei allen Tieren wurde eine Standard-Hamatoxylin/Eosin- und eine
Eisenfarbung durchgefiihrt, um intrazerebrale Blutungen und territoriale Infarkte zu den
verschiedenen Zeitpunkten auszuschliel3en. Die Objekttrager wurden uber Nacht bei 4

°C mit primaren Antikérpern inkubiert und Mikroglia/Makrophagen durch Féarbung fir Ibal
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(Kaninchen-anti Ibal, WAKO Pure Chemical Industries, 1:250) sichtbar gemacht. Die
Farbung der neuronalen Kerne (NeuN, Maus-anti NeuN, Millipore, 1:200) fiihrte zur
Identifizierung von reaktiven Neuronen. Die Inkubation der sekundaren Antikdrper (alle
von Jackson ImmunoResearch Lab) wurde 1,5 Stunden lang bei Raumtemperatur
ausgefiuhrt: DyLight651 Esel-Anti-Kaninchen (1:200), DyLight488 Esel-Anti-Kaninchen
(2:200) und FITC Esel-Anti-Maus (1:100). Die Zellkerne wurden mit 4,6-Diamidin-2-
Phenylindol (DAPI)-haltigem Einbettungsmedium (Dianova) gegengefarbt. Die fir die
quantitativen Analyse notwendigen Bilder sind mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss,
Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Microimaging GmbH) aufgenommen, welches mit einer
Digitalkamera (AxioCam MRc) ausgestattet war. Die Bilderfassung der konfokalen
Mikroskopie erfolgte mit einem konfokalen Mikroskop (TCS SP5, Leica) mit einem z-
Schritt von 0,1 um und einem 63x1,4 NA Olimmersionsobjektiv. Alle Bilder wurden mit
der LCF AF Software (Leica) aufgenommen. Die Unterteilung der
Immunfluoreszenzschnitte in 6 bis 10 Hochleistungsfelder (HLF) ermdglichte die
Gesamtzahl der Zellen pro Hirnschnitt auf zwei verschiedenen Ebenen des Gehirns, 1,5
mm vor Bregma (ungeféhrer Bereich des Thalamus/Hypothalamus) und 1,5 mm hinter
dem Bregma (ungefahrer Bereich des Hippocampus), pro um2 z&ahlen zu kdnnen. Die
immunreaktive Flache wurde mit einem computergestitzten Bildanalyseprogramm
(ImageJ.net) gemessen. Die Aufnahmen wurden nach dem Zufallsprinzip mit demselben
HLF aufgenommen, der auch fur die Zellzahlung verwendet wurde um diese Bereiche flr
die Untersuchung zu verwenden. Die Software ImageJTool® automatisiert die
Bildanalyse, indem sie alle immunmarkierten Elemente eines Schwellenbereichs in rein
schwarze Pixel und den Rest des Bildes in rein weif3e Pixel umwandelt. Die Software
guantifiziert anschlieRend die Gesamtzahl und den prozentualen Anteil der schwarzen

und weil3en Pixel und ermdglichte so eine statistische Analyse der Daten.

2.2.4 Morphologie der Mikroglia-/Makrophagenzellen

Mikroglia/Makrophagen zeichnen sich durch eine starke Plastizitdt und unterschiedliche
Morphologie aus. Im gesunden Gehirn zeigen die meisten Mikrogliazellen einen
,Ruhezustand‘ mit einem kleineren Zytoplasma und mehrfach verzweigten Zellkérpern.
Die Verzweigungen sind sehr fein und dinn [19]. Dennoch ,ruhen’ diese Mikrogliazellen
nicht wirklich, sondern scannen ihre Umgebung auf pathologische Zustdnde und

regulieren gleichzeitig auch die neuronale Aktivitat [20]. In verschiedenen Situationen der
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Neuroinflammation oder nach Hirnschadigung wird eine schrittweise Deramifizierung der
Mikrogliazellen beobachtet. Verzweigte Mikroglia kénnen in diesem Fall in einen
,aktivierten Zustand® eintreten, der einerseits durch eine grofRe Zellzahl mit einem
groBeren Zellkérper und andererseits mit kirzeren, dicken Fortsatzen und einer relativ
geringeren Anzahl von Verzweigungen gekennzeichnet ist [21]. Ruhe- und
Aktivierungszustand zeigen die beiden unterschiedlichen morphologischen Typen, die je
nach Aktivierungsrate und genauem Zeitpunkt der Entziindungsprozesse zusatzlich ein
Spektrum von Zwischenph&notypen der Zellen aufweisen konnen [22]. In der hier
vorgestellten Studie wird die Morphologie der Mikroglia/Makrophagen durch Farbung fir
Ibal (Kaninchen-anti Ibal, WAKO Pure Chemical Industries, 1:250) beschrieben. Die
morphologische Charakterisierung anhand verschiedener, in friheren Studien
beschriebener Marker und die Anzahl der Ibal-positiven Zellen werden fir die statistische
Analyse verwendet [22]. Ibal wird entweder in Mikroglia oder Makrophagen exprimiert,
die beide aufgrund der Expression der am haufigsten verwendeten Zellmarker in vivo
nicht zu unterscheiden sind. Allerdings ist die Spezifitat der Farbung in verletztem
Hirngewebe, in welches auch periphere Makrophagen eindringen kdnnen, begrenzt.
Daher werden die fur |Ibal positiven Zellen im gesamten Skript als

Mikroglia/Makrophagen bezeichnet.

2.2.5 Neuronaler Zelltod

Der neuronale Zelltod wurde durch die terminale Desoxyuridintriphosphat-Nickend-
Markierung (TUNEL, ApopTag®© Red In Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) gemaf
dem Herstellerprotokoll nachgewiesen, gefolgt von der Markierung mit NeuN und DAPI.
Zellen, die dreifach positiv fir TUNEL, NeuN und DAPI waren, wurden als Neuronen

betrachtet, die dem Zelltod unterliegen.

2.2.6 Quantitative Echtzeit-PCR

Die Durchfihrung der RNA-Isolierung aus Homogenaten des gesamten Hirngewebes
(PureLink RNA Mini Kit, Life Technologies), der cDNA-Synthese (Onestep RT-PCR Kit,
Qiagen) und der quantitativen Echtzeit-PCR (QPCR) (Premix ex Taq Perfect Real Time
Kit, Takara) erfolgte gemall den Anweisungen des Herstellers. Fiur die gqPCR-

Amplifikation wurden Mausgen-spezifische Primer (TIB Molbiol Syntheselabor GmbH)
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verwendet, die mit der Primer Express Software entwickelt wurden. Die ABI PRISM 7300
SDS-Software (relative Quantifizierung) wurde verwendet, um die Zyklusschwelle (ZS)
fir jede Reaktion zu bestimmen; die fur jedes Gen ermittelte Genexpression wurde auf
die Expression des endogenen Housekeeping-Gens Glyceraldehyd-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) normiert. Die mittlere Verdnderung der Expression des
Zielgens wurde anhand der folgenden Gleichung berechnet: AAZS = AZS Zielgen - AZS
GAPDH. Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde durch eine Schmelzkurvenanalyse
Uberpruft.

2.2.7 Enzym-Immunosorbent-Assay

Um die Entwicklung der IL-6-Konzentration im Hirngewebe nach SAB bis zu 3 Monate
lang zu verfolgen, wurde das Enzymimmunoassay (ELISA) gemald den Anweisungen des
Herstellers (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) durchgefihrt.

2.2.8 Statistische Auswertung

Durch die statistische Analyse der Daten mit GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software)
unter Verwendung der ANOVA-Testung mit paarweisem Vergleich oder der Holm-Sidak-
Methode wurde die Signifikanz fur *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 und ***P<0,0001

bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kaplan-Meier-Kurve.

Die mediane Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde mittels Kaplan-Meier-Kurve in den
untersuchten Gruppen SAB und Sham fur den Zeitraum von 3 Monaten bestimmt. Von
den 30 Tieren der SAB-Gruppe starb 1 Tier innerhalb von 4 Stunden (3,34 %) nach
erfolgter SAB, 2 Tiere nach 12 Stunden (6,68 %), 2 Tiere nach 24 Stunden (6,68 %)
und 1 Tier (3,34 %) nach 48 Stunden. Hier wurde eine Gesamtsterblichkeitsrate von
20,04 % ermittelt. In der Sham-Gruppe (25 Tiere) wurde keine Sterblichkeit
dokumentiert (Abbildung 2).

100 ~ *~ sham

—— SAH
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£ < @??‘:\\“
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Abbildung 2: Mittels Kaplan-Meier-Kurve wurde die mediane Uberlebenswahrscheinlich-
keit fir den Zeitraum von 3 Monaten nach SAB ermittelt. In der SAB-
Gruppe zeigt sich eine postoperative Mortalitat bis 48h nach der Blutung,
wohingegen sich in der Sham-Gruppe keine Mortalitat zeigt.

Abk.: SAH = subarachnoidal hemorrhage (dt.: Subarachnoidalblutung)
(Abbildung Glbernommen aus [23])
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3.2 Resolution der Mikroglia/Makrophagen-Akkumulation und Zellmorphologie
nach experimenteller SAB.

Mittels immunohistochemischer Farbungen von koronaren Hirnschnitten erfolgte die
Auswertung der Anzahl und die Verteilung der Mikroglia/Makrophagen Uber einen
Zeitraum von 3 Monaten mit einem Antikorper gegen Ibal nach SAB im Vergleich zu
Sham-Tieren (Abbildung 3A). Die untersuchte Region der Hirnschnitte liegt ipsilateral zur
SAB-Punktion im Bereich des Corpus callosum und des Hippocampus (Abbildung 3B).
Nach Monat 1 gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen, was eine vollstandige Auflosung von Mikroglia/Makrophagen auf zellularer
Ebene zeigt. In Bezug auf die Morphologie und den ,Aktivitatszustand der Ibal-positiven
Mikroglia/Makrophagen, die in diesem Zeitraum untersucht wurden, zeigten die Zellen
bei SAB-Mausen in den ersten 14 Tagen einen amodboiden und runden Zellkdrper mit
langen Fortsatzen, welche den ,aktivierten' Zustand der Zellen widerspiegelt [19]. Ibal-
positive Zellen in SAB-Mausen nach Monat 1 und in Sham-M&ausen zeigten einen
Jnaktiven* Zustand mit dinnen und langlichen Zellkérpern (Abbildung 3D). Die
unterschiedliche Zellmorphologie und damit der Aktivitdtszustand von lbal-positiven

Mikroglia/Makrophagen wurden an anderer Stelle charakterisiert [19].
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Abbildung 3: (A) Fur verschiedene Zeitpunkte (Tag 1/7/14 und Monat 1/2/3) wurden
koronare Gehirnschnitte von SAB-operierten Mausen und Sham-Mausen
mit  Antikbrpern gegen Ibal (magenta) und DAPI (blau)
immunohistochemisch gefarbt, um die zeitabhangige Ansammlung von
Mikroglia/Makrophagen und deren Resolution zu betrachten.
Repréasentative Gehirnschnitte wurden erfasst und die Anzahl der Ibal-
positiven Zellen (rot) wurde mittels ImageJ°-Software ausgezahlt. Der
Balken zeigt 50 um an.

(B) Die roten Quadrate zeigen die untersuchte Region der koronaren
Gehirnschnitte, welche sich ipsilateral der Punktion im Bereich des
Corpus callosum und des Hippocampus an der Basis des Gehirns
befinden.

(C) In der Graphik zeigt sich eine signifikante Akkumulation von
Mikroglia/Makrophagen bei SAB-Mausen im Vergleich zur Sham-
Kontrollgruppe bis Tag 14. Ab Monat 1 traten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen auf, was auf eine
vollstandige Auflosung von Mikroglia/Makrophagen auf zellularer Ebene
hindeutet. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM, (n = 5 Tiere pro Gruppe),
*P < 0,05, *P < 0,01, **P < 0,001 und ***P < 0,0001 gegeniiber Sham,
statistische Signifikanz bestimmt durch einfaktorielle ANOVA-Testung.
(D) Immunohistochemische Farbung von Mikroglia/Makrophagen zur
Darstellung der Morphologie ihres aktivierten Zustands im direkten
Vergleich zu ihrem ,Ruhephanotyp‘. Dieser ,Ruhephanotyp‘ Uberwiegt in
der Sham-Gruppe und einen Monat nach SAB. Der Balken zeigt 10 um an.

Abk.: ANOVA = analysis of variance (dt.: einfaktorielle Varianzanalyse); DAPI = 4',6-Diamidino-2-
phenylindol; Ibal = lonized calcium-binding adapter molecule 1 (dt.: ionisertes Calcium-bindendes
Adaptermolekiil-1); SAH = subarachnoidal hemorrhage (dt.: Subarachnoidalblutung); SEM = standard error
of mean (dt. Standardfehler des Mittelwerts).

(Abbildung Glbernommen aus [23])

3.3 Resolution des neuronalen Zelltods nach experimenteller SAB.

Uber streng regulierte inflammationshemmende und -férdernde Signalkaskaden sind
Mikroglia/Makrophagen, als Immunzellen des Zentralen Nervensystems an einer Vielzahl
pathologischer und physiologischer Prozesse beteiligt. Diese Zellen kommunizieren in
diesem Zusammenhang standig u.a. mit Neuronen und steuern somit viele neuronale
Funktionen [24]. Basierend auf vorangegangenen Experimenten mit Mikroglia-
depletierten Mausen, wird der neuronale Zelltod im Rahmen der sekundéren

Hirnschadigung nach experimenteller SAB hauptséachlich durch eine massive
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Akkumulation residenter Mikrogliazellen als durch infiltrierende Makrophagen vermittelt
[10]. In diesem Zusammenhang zeigt sich auch eine vermehrte Mikroglia/Makrophagen-
Neuronen Interaktion, welche mit einer Initiierung des neuronalen Zelltodes einhergeht
[11]. Um diese Interaktion zwischen Mikroglia/Makrophagen-Ansammlung und
neuronalem Zelltod Uber einen Zeitraum von 3 Monaten nach SAB zu untersuchen, wurde
ein TUNEL-Assay verwendet. Es konnte eine anfanglich erhéhte Anzahl von TUNEL-
NeuN-DAPI-dreifach positiven Zellen in SAB-Mausen bis zum 14. Tag nachgewiesen
werden (Abbildung 4A und 4B). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in vorangegangenen
Studien [10, 11]. Ab Monat 1 gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen, was auf eine Hemmung des neuronalen Zelltods hindeutet. Die signifikant
niedrigste neuronale Uberlebensrate wurde 14 Tage nach der SAB beobachtet. Dies
markiert den hoéchsten Punkt der neuronalen Zellschadigung, wohingegen ab Monat 1
mehr als 90% der vorhandenen Neuronen in jeder SAB-Gruppe uberlebten (Abbildung
4C). Durch die immunohistochemische Analyse der gleichen Lokalisation der koronaren
Gehirnschnitte, welche auch fur die Mikroglia/Makrophagen-Resolution verwendet
wurden, kann somit eine mdgliche Interaktion zwischen diesen beiden

Auflésungsprozessen beobachtet werden.
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Abbildung 4: (A) Kryoschnitte der Gehirne wurden an Tag 1, 7, 14 und nach Monat 1, 2,
3 in der SAB- sowie in der Sham-Gruppe fur NeuN immunmarkiert, um
Neurone sichtbar zu machen. AnschlieBend erfolgte mittels TUNEL-
Farbung die Darstellung des neuronalen Zelltodes. TUNEL-positive (weil)
NeuN-markierte neuronale Zellkbrper (grin) wurden in allen
Versuchsgruppen in den untersuchten Regionen gezahlt (ImageJe-
Software) und ein Zeitverlauf erstellt. Die koronaren Hirnschnitte wurden
in den Regionen des Corpus callosum und des Hippocampus, ipsilateral
der Blutung analysiert (siehe auch Abbildung 3B).

(B) Eine signifikante Zunahme des neuronalen Zelltodes ist bei den SAB-
Mausen im Vergleich zu den Sham-Tieren ab Tag 1 bis Tag 14 zu



Ergebnisse 26

beobachten. Ahnlich wie bei der Mikroglia/Makrophagen-Akkumulation
(Abbildung 3C) zeigt sich nach Monat 1 kein signifikanter Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen, was auf eine Abnahme des
neuronalen Zelltods zwischen Tag 14 und Monat 1 hinweist.

(C) Durch Auszahlen der neuronalen Zellkdrper (TUNEL-negativ) fir jede
Gruppe und jeden Zeitpunkt, wird eine neuronale Uberlebensrate,
verglichen mit den jeweiligen Sham-Tieren gezeigt. An Tag 14 nach SAB
zeigt sich die niedrigste neuronale Uberlebensrate. Ab Monat 1 gibt es
keinen signifikanten Unterschied zwischen der neuronalen Uberlebensrate
in der SAB-Gruppe und der Sham-Gruppe, was auf eine Resolution des
neuronalen Zelltods auf zellularer Ebene hindeutet. Der Balken zeigt 50
pm an.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM, (n =5 Tiere pro  Gruppe), *P < 0,05,
**P < 0,01, **P < 0,001 und ***P < 0,0001 gegentber Sham, statistische
Signifikanz bestimmt durch einfaktorielle ANOVA-Testung.

Abk.: ANOVA = analysis of variance (dt.: einfaktorielle Varianzanalyse); DAPI = 4',6-Diamidino-2-
phenylindol; Ibal = lonized calcium-binding adapter molecule 1 (dt.: ionisertes Calcium-bindendes
Adaptermolekdil-1), NeuN = neuronal nuclei (dt.: neuronale Nuklei); SAH = subarachnoidal hemorrhage
(dt.: Subarachnoidalblutung); SEM = standard error of mean (dt.: Standardfehler des Mittelwerts); TUNEL
= Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling.

(Abbildung adaptiert aus [23])

3.4 Genexpression der proinflammatorischen Zytokine IL6, IL18 und TNFa in

Gesamthirnlysaten nach experimenteller SAB.

Im Rahmen verschiedener zerebraler Erkrankungen und nach SAB entsteht eine
tbermé&Rige Neuroinflammation, welche vor allem durch die exzessive Freisetzung von
entzindungsfordernden Zytokinen, wie IL13, TNFa und IL6 initiiert und aufrechterhalten
wird [24]. Die Produktion dieser entzindungsfordernden Mediatoren wird u.a. durch
aktivierte Mikroglia/Makrophagen-Zellen und andere Zellen des ZNS nach SAB stimuliert
[10]. Dieser Einfluss auf die Genexpression unterschiedlicher Zytokine wurde hier tber
einen langeren Zeitraum in Gesamthirnlysaten beobachtet. Die Genexpression von
TNFa, IL6 und IL1p ist in der akuten Phase nach SAB (Tag 1) im Vergleich zur Sham-
Gruppe signifikant erhdht (Abbildung 5). Insbesondere wurde eine Zunahme der
Genexpression von IL6 bis Monat 1 nach SAB bemerkt, die im Anschluss wieder Sham-
Niveau erreichte. Ebenso nahm die Genexpression von TNFa bis zum 2. Monat zu und

fiel im 3. Monat nach der Blutung auf Sham-Werte ab. Die Genexpression von IL1[3
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erreichte an Tag 1 ihr Maximum, wohingegen zu spateren Zeitpunkten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt wurden.
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Abbildung 5. Die Genexpression der untersuchten Zytokine TNFa, IL6 und IL13 wurde

mittels gPCR an Tag 1, sowie nach Monat 1,2 und 3 in der SAB-Gruppe
bestimmt und mit den  Sham-Kontrollen  verglichen. Die
Gewebehomoostase der Genexpression aller untersuchten Zytokine ist
nach Monat 3 erreicht; hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den SAB und Sham-M&ausen. Angegeben sind Mittelwerte +
SEM, (n =5 Tiere pro Gruppe) ****P < 0,0001, **P < 0,001, **P < 0,01, *P
< 0,05 gegeniber Sham, statistische Signifikanz bestimmt durch
einfaktorielle ANOVA-Testung.

Abk.: ANOVA = analysis of variance (dt.: einfaktorielle Varianzanalyse); IL = interleukin (dt.: Interleukin);
gPCR = gquantitative polymerase chain reaction (dt.: quantitative Polymerase-Kettenreaktion); SAH =
subarachnoidal hemorrhage (dt. Subarachnoidalblutung); SEM = standard error of mean (dt.
Standardfehler des Mittelwerts); TNF = tumour necrosis factor (dt.: Tumornekrosefaktor)

(Abbildung Gibernommen aus [23])

3.5 Bestimmung der IL6-Konzentration im Hirngewebe nach experimenteller SAB.

Der dynamische Verlauf der IL6-Proteinkonzentration wurde nach experimenteller SAB

im Maus-Modell im Vergleich zu Sham-Mausen nach Tag 1, Monat 1,2 und 3 mittels
ELISA-Assays bestimmt (Abbildung 6). Das Zytokin IL6 besitzt eine Schlusselrolle in
Entziindungsreaktionen und kann diese in komplexer Art und Weise regulieren [25]. Hier
zeigt sich wahrend des akuten Stadiums der SAB (Tag 1) eine signifikante Erhéhung der
IL6-Proteinkonzentration von bis zu 1,7 + 1,2-fache der Kontrollgruppe. Ab Monat 1 zeigt

sich kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (SAB und

Sham), so dass hier eine Gewebehomdostase der IL6-Proteinkonzentration erreicht ist
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und von einer vollstindigen Resolution der IL6-Proteinmenge im Gehirngewebe

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 6: Die Bestimmung der IL6-Proteinkonzentration erfolgte mittels ELISA-
Assays in Gesamthirnlysaten von SAB und Sham-Mausen in einem
zeitlichen Verlauf von 3 Monaten (Tag 1, Monat 1,2 und 3 nach SAB vs.
Sham). Im akuten Stadium der Blutung (Tag 1) zeigt sich in der Abbildung
eine signifikante Zunahme der IL6-Proteinkonzentration im Vergleich zur
Sham-Gruppe (1,7 + 1,2-fache der Sham-Kontrolle). Nach Monat 1 sind
keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen
erkennbar. Angegeben sind Mittelwerte + SEM, (n =5 Tiere pro Gruppe),
*P < 0,05, *P < 0,01, **P < 0,001 und ***P < 0,0001 gegenuber Sham,
statistische Signifikanz bestimmt durch einfaktorielle ANOVA-Testung.

Abk.: ANOVA = analysis of variance (dt.: einfaktorielle Varianzanalyse); ELISA = enzyme-linked
immunosorbent assay; IL = interleukin (dt.: Interleukin); SAH = subarachnoidal hemorrhage (dt.:
Subarachnoidalblutung); SEM = standard error of mean (dt.: Standardfehler des Mittelwerts).

(Abbildung tbernommen aus [23])
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Bedeutung der Resolutionsphase im pathophysiologischen Kontext der chronischen
Inflammation fur verschiedene immunvermittelte Entzindungskrankheiten, wie die
rheumatoiden Arthritis oder im Rahmen entzindlicher Darmerkrankungen [26,27], aber
auch bei neurodegenerativen Erkrankungen [28] hat das Forschungsinteresse in diesem
Bereich in den letzten Jahren stark gepragt. Im Verlauf des Auftretens einer rheumatoiden
Arthritis gibt es viele Hinweise darauf, dass die betroffenen Gelenke Uber solide
intrinsische Resolutionsprozesse verfugen, die die Chronifizierung der vorherrschenden
Inflammation und die Entwicklung der Arthritis hemmen [29]. Eine signifikante Aktivierung
von Mikroglia/Makrophagen wurde auch bei der Parkinson-Krankheit festgestellt [30,31].
Interessanterweise  wurde in  einer Meta-Analyse  von Studien mit
entzindungshemmenden Medikamenten ein Zusammenhang zwischen der Einnahme
von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAIDs) und einem geringeren Risiko fur die
Entwicklung der Parkinson-Krankheit festgestellt, was darauf hindeutet, dass
neuroinflammatorische Prozesse eine wichtige Rolle spielen [30-32]. Dadurch kann eine
therapeutische Immunmodulation in diesem Zusammenhang einen moglichen
Therapieansatz darstellen [33,34]. Ahnliche inflammatorische Prozesse, wie bei der
Parkinson-Krankheit, bei der eine entstehende Neuroinflammation im Gewebe mit einer
Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen und einer Degeneration der dopaminergen,
nigrostriatalen Nervenbahn verbunden ist [35], wurden nach ausgeldster experimenteller
SAB in friheren Studien beschrieben [36-42]. Dazu gehéren unter anderem eine massive
Zunahme der Anzahl an Ibal-positiven Mikroglia/Makrophagen, eine erhdhte Freisetzung
von pro-inflammatorischen Zytokinen und ein vermehrter neuronaler Zelltod [10]. Daruber
hinaus zeigte sich, dass sich die meisten Mikroglia/Makrophagen zunachst am Ort der
Blutungsauslosung ansammeln, woraufhin sich die Entziindungsreaktion Uber das
restliche Gehirn ,wellenartig® ausbreitet, was zu einer sekundare Hirnschadigung fuhren
kann [43-47]. Interessanterweise scheinen diese intrazerebral aktivierten
Mikroglia/Makrophagen zusatzlich durch eine intravaskulare Entziindungsreaktion nach
dem SAB-Ereignis ausgeldst zu werden [36]. In einer kirzlich durchgefuhrten Studie
konnte gezeigt werden, dass Mikroglia/Makrophagen hauptsachlich durch eine typisch

aktivierte Zellmorphologie charakterisiert sind und eine signifikant erh6hte Phagozytose-
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Rate nach SAB aufweisen. Des Weiteren war auch die Interaktionsrate zwischen
Mikroglia/Makrophagen und Neuronen hoher als bei Sham-Tieren, was zu einer
signifikanten Erhéhung der neuronalen Apoptose filhrte [11]. In der hier vorgestellten
Arbeit wurde nun zum ersten Mal eine Langzeit-Studie der Mikroglia-/Makrophagen-
Akkumulation, des neuronalen Zelltods und der Protein- und Genexpression wesentlicher
proinflammatorischer Zytokine tber einen Zeitraum von drei Monaten nach experimentell
ausgeléster SAB im Mausmodell durchgefihrt. Durch die Untersuchung dieser
inflammatorischen Parameter tber einen langeren Zeitraum sollte herausgefunden
werden, ob sich der akute Entziindungszustand nach SAB auf das Kontrollniveau
zuruckbildet, was als Hinweis auf das Abklingen der Inflammation gewertet werden
kénnte. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Mikroglia-/Makrophagen-
Akkumulation in Mausen nach SAB im Vergleich zu der Sham-Gruppe bis zum Tag 14
deutlich erhoht war. Nach dem ersten Monat gab es jedoch keine signifikanten
Unterschiede mehr zwischen den untersuchten Gruppen, was auf eine vollstandige
Resolution der Mikroglia-/Makrophagen-Zellzahl hinweist (Abbildung 3). Hinsichtlich der
Mikroglia-/Makrophagen-Morphologie Uberwiegt bis zu einem Monat nach SAB der
,Ruhe-Phanotyp’ mit kleinerem Zytoplasma und feinen, mehrfach verzweigten
Zellkdrpern gegentber der typisch aktivierten Zellmorphologie mit einem amdéboiden
Zellkdrper und langen Fortsatzen, die bis zu einem Monat nach SAB vorherrscht
(Abbildung 3). Gleichzeitig wurde die signifikant niedrigste neuronale Uberlebensrate 14
Tage nach SAB beobachtet, so dass zu diesem Zeitpunkt die neuronalen Zellschadigung
am hochsten ist. Zwischen dem 1. und 3. Monat nach der SAB uberlebten mehr als 90 %
der Neuronen (Abbildung 4). In einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass der
SAB-induzierte neuronale Zellverlust mit der durch Mikroglia/Makrophagen vermittelten
Neuroinflammation in direkter Verbindung steht [10]. Dieser Aspekt wurde von unserer
Gruppe anhand eines transgenen Mikroglia-depletierten Mausmodells (HSVTK)
eingehend untersucht, wobei akkumulierte Ibal-positive Zellen als residente
Mikrogliazellen identifiziert wurden. Dartber hinaus war das Ausmal® des neuronalen
Zelltods nach der Akkumulation der Mikroglia/Markophagen signifikant reduziert, was
zusatzlich auf diesen interzellularen Zusammenhang hinweist [10]. Ebenso wird die
Produktion von proinflammatorischen Mediatoren durch aktivierte
Mikroglia/Makrophagen und andere Zellen des ZNS [10] nach der SAB stimuliert. Es
konnte hier gezeigt werden, dass die Genexpression von IL13, TNFa und IL6 am Tag 1

nach SAB im Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant erhéht war. Insbesondere wurde ein
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Anstieg der IL6-Genexpression bis zum ersten Monat nach der SAB beobachtet, der im
zweiten Monat wieder auf Sham-Niveau zurilickfiel. Die TNFa-Genexpression stieg bis
zum zweiten Monat an und ging drei Monate nach SAB auf SHAM-Niveau zurlck. Im
Vergleich zu IL6 und TNFa erreichte die Genexpression von IL13 ihr Maximum sehr
schnell nach der SAB (am Tag 1), wahrend zu spéateren Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den jeweiligen Sham- und SAB-Gruppen festgestellt werden
konnten (Abbildung 5). Abschlieend konnte gezeigt werden, dass die
Proteinkonzentration von IL6 im betroffenen Gesamthirngewebe wahrend des akuten
Krankheitsstadiums signifikant erhéht ist und nach Monat 1 post SAB kein signifikanter
Unterschied zwischen SAB und Sham-Kontrollen besteht (Abbildung 6).

4.2 Interpretation der Ergebnisse

So sehr Entzindungen bedeutende pathophysiologische Prozesse sind, tragen sie, wenn
sie Uber einen langen Zeitraum andauern und bestehen, zu einem breiten Spektrum
chronischer Erkrankungen bei [48]. Die Einleitung einer akuten Entziindungsreaktion wird
durch einen fein abgestimmten Auflosungsprozess begleitet, der die Homdostase des
Gewebes wiederherstellt und die Heilung des Gewebes in seinen urspringlichen
strukturellen und funktionellen Zustand fordert. Unter pathologischen Bedingungen ist
dieses Gleichgewicht oft gestort [49,50]. Obwohl in diesem Zusammenhang nicht die
primaren Schadigungsmechanismen ausschlaggebend sind, kdnnen sekundare oder
tertiare Hirnschadigungen, die durch eine bestehende Entziindungsreaktion vermittelt
werden, die Rickkehr zur Homoéostase storen. Im Rahmen der SAB sind sowohl pro- als
auch anti-inflammatorische Eigenschaften von aktivierten Mikroglia/Makrophagen in der
Literatur beschrieben. Im Allgemeinen gelten kurzfristig aktivierte Mikroglia/Makrophagen
als wichtige modulatorische Zellen, welche eine Gewebehomgostase aufrechterhalten
kbnnen und als wichtige Vermittler zwischen anderen Zellarten (z.B. Neuronen,
Astrozyten) wirken. Eine verlangerte Aktivierung dieser Zellen kann jedoch auch zu
Schéadigungen im Gewebe und einer inflammatorischen Chronifizierung flihren [13,14].
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass die durch
Mikroglia/Makrophagen verursachte zerebrale Neuroinflammation auf histologischer
Ebene einen Monat nach SAB aufgelost worden ist und dass eine Gewebehomdostase

erreicht ist. Gleichzeitig konnte die niedrigste neuronale Uberlebensrate 14 Tage nach
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ausgeloster SAB nachgewiesen werden, was auf einen Hohepunkt der neuronalen
Zellschadigung zu diesem Zeitpunkt hindeutet. Zwischen Monat 1 und 3 nach SAB,
Uberlebten jedoch mehr als 90 % der vorhandenen Neuronen, so dass auch hier eine
Resolution der neuronalen Apoptose nach einem Monat eingetreten ist. Diese
Ergebnisse stimmen mit den zuvor gemachten Beobachtungen Uberein, dass der SAB-
induzierte neuronale Zellverlust mit der Zunahme der Anzahl Iba-1-positiver
Mikroglia/Makrophagen zeitlich korreliert, wie anhand eines transgenen Mikroglia-
depletierten Mausmodells (HSVTK) gezeigt wurde [10]. Allerdings war die
Genexpression der untersuchten proinflammatorischen Zytokine IL6 und TNFa zu
diesem Zeitpunkt noch auf einem hohen Niveau, wodurch ein Ausschluss einer
maoglichen tertidren Hirnschadigung durch eine unvollstandige Resolution nicht bestatigt
werden kann. Im Hinblick auf das klinische Outcome nach der Blutung und dem
beschriebenen zeitlichen Verlauf neuroinflammatorischer Prozesse wére ein wichtiges
Ziel weiterer Studien, zu ermitteln, auf welche Weise diese Inflammation frihzeitig
gestoppt oder wie dieser entgegengewirkt werden konnte. Auch im Hinblick auf einen
moglichen ginstigen Einfluss auf das klinische Outcome wirde die Evaluation des
optimalen Zeitpunkts eines moglichen therapeutischen Nutzens der Resolutionsphase
eine wichtige Rolle spielen.

Das proinflammatorische Zytokin IL6 wurde von mehreren Autoren als potenzieller
Biomarker fur die sog. ,delayed cerebral ischemia“ (DCI) und Inflammation nach
aneurysmatischer SAB erforscht [47]. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden,
dass die Proteinkonzentration von IL6 im betroffenen Gesamthirngewebe wahrend des
akuten Krankheitsstadiums signifikant erhoht ist und nach Monat 1 post SAB kein
signifikanter Unterschied zwischen SAB und Sham-Kontrollen besteht (Abbildung 6). Um
das klinische Umfeld einer SAB-induzierten Inflammation zu untersuchen, identifizierte
die Arbeitsgruppe des Verfassers in einer anderen Arbeit eine Hochregulierung von
entzundlichen Zytokinen in der Zerebrospinalflissigkeit (CSF) von Patienten, die an einer
SAB litten [48]. Dartiber hinaus haben mehrere klinische Studien gezeigt, dass CSF-
Konzentrationen klassischer proinflammatorischer Zytokine wie IL6, IL8, IL1B3, TNFa,
Hamoxygenase-1 und Monozyten-Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1) mit einer
verzogerten zerebralen Entzindung und einem schlechten Outcome einhergehen
[49,50]. Diese Korrelation zeigt vor allem, dass hohe IL6-Spiegel im Liquor der Patienten
mit der Entwicklung von Sekundarinfarkten und zerebralen Entzindungen nach SAB

assoziiert sind [51]. Dies wird besonders interessant, wenn man ZNS-spezifische
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Mikroglia, die den Grof3teil von IL6 produzieren, und Gehirnkapillare untersucht. Die IL6-
Expression in den Gehirnkapillaren ist relativ gering ausgepragt und steigt nur als
Reaktion auf inflammatorische Stimuli drastisch an. Au3erdem verlieren Endothelzellen
nach Zugabe von rekombinantem IL6 ihre Integritat [39]. IL6 kann dann wahrscheinlich
Uber die geschadigte Bluthirnschranke in den Blutkreislauf gelangen und ebenfalls eine
systemische Entzindungsreaktion auslosen. Angesichts dieser Ergebnisse und der
Tatsache, dass IL6 in diesem zeitabhangigen Verlauf nur kurz nach dem SAB-Insult
signifikant erhoht ist, misste eine weitere differenzierte Untersuchung spezifischer Zell-
und Gewebetypen auf die Expression von SAB-induziertem IL6 im Hinblick auf die

Resolutionsphase vorgenommen werden.

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Nach aktuellem Forschungsstand ist die Auflosung von Entzindungen ein stark
regulierter, aktiver Prozess und nicht nur ein passives Abklingen der Inflammation, wie
friher angenommen wurde [13]. Dartiber hinaus wird die Resolution bereits zu Beginn
der Entzindung kodiert und ist dadurch direkt mit einer Vielzahl von
Entziindungssignalkaskaden verknipft [13-15]. Die wichtigsten Resolutionsziele zum
Erreichen einer Gewebehomdoostase umfassen die Hemmung des weiteren Einstroms
von Entzindungszellen, die Clearance des Gewebes dieser Zellen und die
Herunterregulierung der Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen [13-15].
Serhan et al. haben diese Resolutionsphase auf histologischer Ebene als das Intervall
vom Maximum der Zellinfiltration bis zu ihrem Verlust aus dem Gewebe definiert [13].
Daruber hinaus scheinen auch andere Gewebekomponenten eine wesentliche Rolle bei
der Initiierung neuroinflammatorischer Prozesse zu spielen, schaffen gleichzeitig aber
auch ein entzindungsforderndes Umfeld, das andere Zelltypen innerhalb des ZNS
beeinflusst. Wesentliche Auflosungsmechanismen des Hirngewebes wurden im Rahmen
der SAB-Forschung bisher jedoch wenig untersucht [16].

Daruiber hinaus wurde in der Literatur gezeigt, dass eine Gruppe spezialisierter Pro-
Resolving-Mediatoren (Protectine, Lipoxine, Resolvine und Maresine) eine wesentliche
Rolle bei der Wechselwirkung zwischen Inflammation und Resolution spielt [15]. Serhan
et al. haben die Resolution auf histologischer Ebene als ,das Intervall vom Maximum der

inflammatorischen Zellinfiltration bis zu ihrem Austritt aus dem Gewebe“ definiert [15].
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Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten, einschliel3lich der anlasslich der vorliegenden
Arbeit angefertigten Vorstudien, konzentrierten sich auf pathophysiologische Prozesse,
die mit der Neuroinflammation nach ausgeldster SAB auftreten. Es wurde festgestellt,
dass nicht die aus der Peripherie rekrutierten Makrophagen, sondern vor allem residente
Mikrogliazellen eine wichtige Rolle bei zerebralen Entziindungsvorgangen nach SAB
spielen [10]. Daruber hinaus scheinen andere Zellarten, wie Hirnendothelzellen, eine
wesentliche Rolle bei der Initiierung von neuroinflammatorischen Prozessen zu spielen
und auch eine entzindungsfordernde Umgebung zu schaffen, die andere Zelltypen
innerhalb des ZNS beeinflussen. Wesentliche Resolutionsmechanismen des
Hirngewebes nach SAB wurden bisher jedoch kaum untersucht. Zudem bericksichtigen
die meisten experimentellen und klinischen Parameter die Krankheitsaktivitat und
Hirnschadigung, aber nur wenige heben die wesentlichen Heilungs- und
Reparaturvorgange hervor [15]. Parameter, die den Fortschritt der Gewebeauflosung
messen, konnten die oben erwdhnten spezialisierten Pro-Resolving-Mediatoren sein, die
von verschiedenen Zelltypen wie Neutrophilen, Makrophagen, Mikrogliazellen oder
Astrozyten wéahrend einer Entzindungsreaktion freigesetzt werden und eine wichtige
Rolle bei der Einleitung und Forderung der Resolution spielen [51]. Diese bioaktiven
Molekule werden durch enzymatische Oxygenierung mehrfach ungesattigter Fettsauren
(PUFASs) zu Beginn der Entztindungskaskade von verschiedenen Zelltypen produziert.
Sie hemmen die Inflammation und kontrollieren die Regeneration von Gewebeschaden
[50]. Eine kirzlich publizierte Studie legt nahe, dass SPMs das Gleichgewicht zwischen
pathogenen T-Zellen (Th1/Th17) und regulatorischen T-Zellen kontrollieren, indem sie
spezifisch auf adaptive Immunzellen zielen. Insbesondere reduzieren SPMs die
Zytokinproduktion von aktivierten CD8+- und CD4+-T-Zellen und schranken somit die
Differenzierung von nativen CD4+-T-Zellen in Th1l- und Th17-Zellen ein [52]. Die Existenz
eines solchen intrinsischen Mechanismus im Koérper, der das Gleichgewicht zwischen
Entzindung und Resolution steuert, ist von grof3ter Bedeutung, da genau dieselben
angeborenen Immunzellen, die eine akute Entzindung verbreiten, indem sie
Entzindungsmediatoren  produzieren, dem laufenden  Entzindungsprozess
entgegenwirken und ihn hemmen kdnnen.

In Bezug auf neuroinflammatorische Prozesse und das Erreichen der Homoostase des
Gehirns nach solchen entziindlichen Ereignissen wurde berichtet, dass die Anzahl der
reaktiven Astroglia nach SAB ebenfalls signifikant erh6ht war und dies zur Entwicklung

einer zerebralen Inflammation beitragen konnte [11]. In diesem Zusammenhang kdnnen
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LXA4 und RvD1, zwei weitere SPMs, den ALX/FPR2-Rezeptor von Astrozytenzellen
binden und ihre Reaktivitat verringern, indem sie ihre Aktivierung und die Produktion
proinflammatorischer Zytokine hemmen und somit Neuronen schitzen, was eine
Astrozyten-abhangige neuroprotektive Aktivitat darstellt [53]. Dartuber hinaus wurde
festgestellt, dass SPMs die Mikroglia-Aktivierung und ihre Fahigkeit hemmen,
entzindungsfordernde Mediatoren zu produzieren, die somit zur Gewebehomoostase
beitragen [54]. Andere Arbeiten beschreiben, dass nicht nur die intrinsisch produzierten
SPMs das Ausmald der Entzindung und die durch proinflammatorische Signalwege
ausgeloste Schadigung reduzieren. Mehrere Berichte zeigen die Auswirkungen der
exogenen SPM-Verabreichung auf die Genesung von unterschiedlichen
zerebrovaskularen Erkrankungen und unterstreichen damit die Bedeutung dieser
Faktoren bei der Auflosung von Neuroinflammation und Hemmung einer moglichen
Chronifizierung. Eine kurzlich veroffentlichte Arbeit zeigte, dass die Gabe von Maresin-1,
das Mausen mit experimentell induzierter autoimmuner Enzephalomyelitis verabreicht
wurde, zu einer signifikanten Verringerung entztindungsfordernder Zytokine fuhrte und
die Anzahl der Immunzellen im Ruckenmark und Blutkreislauf verringerte. Dartiber
hinaus wurde auch die Gesamtzahl der Th1-Zellen reduziert. Gleichzeitig fihrte dies zu
einer Zunahme regulatorischer T-Zellen und veranderte die Makrophagen-Verteilung zu
einem entzindungshemmenden Phanotyp mit vorherrschenden
Resolutionsmechanismen, die die Ruckkehr zur Gewebehombostase fordern [55].
Ebenso zeigten In-vitro-Studien von Rey C. et al.,, dass Resolvin D1 und E1 die
Resolution einer Inflammation férdern, indem sie den NFkB-Signalweg und die
Genexpression verschiedener proinflammatorischer Zytokine in  Mikrogliazellen
regulieren [56]. Eine andere Arbeit hat gezeigt, dass Lipoxin A4 das Schlaganfallvolumen,
den Zusammenbruch der Bluthirnschranke und die Neuroinflammation signifikant
reduzieren kann, indem es unmittelbar nach Beginn des ischamischen Schlaganfalls
direkt in das Gehirn von Ratten injiziert wurde [57]. Unter Berlcksichtigung dieser
Tatsachen und der hier vorgestellten Ergebnissen kdnnte eine zielgerichtete Behandlung
mittels Pro-Resolutions-Faktoren und -Mechanismen ein sinnvoller therapeutischer

Ansatz bei SAB und anderen schweren entziindlichen Erkrankungen sein.
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4.4  Starken und Schwéachen der Studie(n)

Eine detaillierte Beschreibung der Resolutionsphase wére in diesem Zusammenhang
sehr hilfreich, um die pathophysiologischen Prozesse zu verstehen, die an der
Hirnschadigung und dem klinischen Outcome beteiligt sind, sowie deren Einfluss auf eine
mdogliche sekundare oder tertidre Hirnschadigung nach SAB zu erklaren. In der Literatur
gibt es bereits unterschiedliche Aussagen zu diesem Thema. In einigen Studien wurde
festgestellt, dass eine mdgliche Modifizierung der Neuroinflammation nach SAB einen
positiven Einfluss auf das klinische Outcome hat [58]. Andere Studien hingegen konnten
keinen Zusammenhang zwischen der Inflammationsreaktion und dem Outcome
feststellen [59,60]. Mdoglicherweise ist der Zeitpunkt nach SAB, zu dem die
Entziindungsreaktion oder die Resolutionsphase beeinflusst wird, sowie die Art der
beteiligten Zellen entscheidend dafir, ob eine neuroinflammatorische Modifizierung zu
einem schitzenden oder schadigenden Effekt fuhrt. Inwieweit nun eine Ausschaltung
inflammatorischer Stimuli bzw. eine Forderung der Resolutionsphase positive Wirkungen
auf das Outcome der Patientinnen und Patienten nach SAB haben, misste in weiteren
experimentellen und klinischen Studien genauer untersucht werden.

In einer frGheren Studie konnte durch die Verabreichung von Minocyclin, einem
entzindungshemmenden Medikament im SAB-Mausmodel, eine signifikant verringerte
phagozytotische Aktivitat von Mikroglia/Makrophagen, begleitet von einer verminderten
Interaktion mit Neuronen und einer Hemmung der neuronalen Apoptose, erreicht werden.
Darliber hinaus wurde die SAB-induzierte Uberexpression von proinflammatorischen
Zytokinen durch das Medikament deutlich verringert [11]. Obwohl die jeweiligen
Zelltypen, die fir die Uberexpression der hier analysierten proinflammatorischen Marker
verantwortlich sind, in dieser Arbeit nicht spezifiziert wurden, wurde die wichtige Rolle der
Resolutionsphase auf histologischer und molekularer Ebene nach SAB beschrieben. Es
wird angenommen, dass eine tbermafige Entzindungsreaktion unter anderem zu einem
Hirnédem, einer mitochondrialen Dysfunktion, einer Storung der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) und neuronalem Zelltod fuhrt und somit eine schlechte Prognose von Patienten
mit SAB bedeutet. Solche Mechanismen kommen nicht nur im Rahmen einer ZNS-
Schadigung vor, sondern gelten auch fir physiologische zellulare Zustande, bei denen
Mikroglia/Makrophagen z.B. die Hippocampus-Neurogenese bei Erwachsenen positiv
beeinflussen kénnen. Unter diesen physiologischen Bedingungen zeigen sich ebenfalls

eine erhohte IL-6 Genexpression und Proteinkonzentration [44]. Viele Untersuchungen
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haben gezeigt, dass die IL-6-Signalgebung sowohl schiitzende als auch schédigende
Wirkungen aufweisen kann, z. B. wirkt IL-6 der NMDA-Rezeptor-vermittelten
Exzitotoxizitdt nach einer Hirnischamie entgegen und fordert auch die
Nervenregeneration. IL6 ist sowohl an physiologischen als auch an pathologischen
Prozessen im Gehirn beteiligt und wird primar durch die Aktivitat verschiedener 116-
Signalwege gelenkt [44]. Ahnliche experimentelle Beobachtungen hinsichtlich einer
maoglichen Funktionsdnderung im Rahmen einer reparativen Kaskade zeigen auch die
anderen untersuchten Zytokine TNF-a und IL-1B. Es wird deutlich, dass z. B. IL-1[3 fur
eine normale Gehirnfunktion wichtig ist [45]. Obwohl sich Anti-IL-1-Therapien als
revolutiondre Behandlungen fir mehrere autoinflammatorische Erkrankungen erwiesen
haben und eine wichtige Rolle bei diesen Krankheiten spielen, besteht nicht immer eine
klare Ursache-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vorhandensein von
neuroinflammatorischen Prozessen und ZNS-Schaden [45]. Tatsachlich zeigt auch IL-13
pleiotropische Wirkungen im Gehirn auf, welche einerseits entzindungsfordernde
Funktionen, andererseits neuroprotektive Eigenschaften haben [46]. Zusammenfassend
kbnnte also eine wichtige Frage sein, ob die beobachteten Zytokin-Veranderungen
Gewebeschaden auslosen, aus Schaden resultieren und die Inflammation férdern oder
diese im Zeitverlauf stoppen und neuroprotektiv wirken. Diese mogliche
Funktionsdnderung (schadlich vs. protektiv) der Zytokine kann stark vom jeweiligen
pathophysiologischen Kontext abhangen, d. h. der lokalen Zytokinkonzentration, dem
vorherrschenden Gewebemilieu, dem zellularen Target, dem Vorhandensein oder Fehlen
negativer Ruckkopplungsregulatoren und den zeitlichen Eigenschaften der Resolutions-
oder Inflammationskaskade.

Zusatzlich zu den erwéahnten strukturellen Entziindungsveranderungen im Hirngewebe
nach ausgeloster SAB wére eine neurokognitive und Verhaltensanalyse bei den Mausen,
die eine mogliche Verschlechterung des experimentellen/klinischen Outcomes
beschreiben, von Vorteil gewesen, um festzustellen, ob diese strukturellen Unterschiede
tatséchlich zu einer Kklinisch relevanten Problemantik fuhren. Bei Ratten wurden
verschiedene neurologische und mentale Tests mit guten Anzeigeparametern fur
klinische Tests und Ergebnisse etabliert [58]. In Bezug auf das SAB-Mausmodell
(endovaskulare Filamentperforation) wurden in friheren Studien umfangreiche
neurologische Verhaltenstests durchgefuhrt, einschliel3lich eines Angsttests und eines
Depressionstest an Mausen, welche jedoch keine signifikanten Verdnderungen zwischen

SAB- und Sham-Mausen (Daten nicht veré6ffentlicht) zeigten. Ein moéglicher Grund, der
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dieses Dilemma erklaren konnte, ist ein bei Mausen im Vergleich zu Ratten kleinerer
Subarachnoidalraum, was entsprechend zu einem geringeren Blutvolumen und zu einer

eher milderen Art der Blutung fuhrt.

4.5 Implikationen fur Praxis und/oder zukinftige Forschung

Die vorliegende Arbeit bildet im neurochirurgischen Forschungsbereich der
Subarachnoidalblutung einen wichtigen Fortschritt und zeigt ausschlaggebende
Grundlagen in der Pathophysiologie der Erkrankung hinsichtlich der Resolutionsphase
der Neuroinflammation. Es wurden einerseits maf3gebliche neue Erkenntnisse beziiglich
der Pathophysiologie im langeren Zeitverlauf nach experimenteller Auslésung einer
Subarachnoidalblutung im Mausmodell beschrieben sowie andererseits mdgliche
Ansatzpunkte fur zukinftige therapeutische Behandlungsstrategien aufgezeigt. In
Anbetracht dieser Ergebnisse lasst sich des Weiteren feststellen, dass die
Entziindungsprozesse im geschadigten Gehirn moglicherweise langer andauern als
urspringlich erwartet. Interessanterweise gibt es mehrere Arbeiten, die zeigen, dass
langfristige Veranderungen in der Genexpression verschiedener proinflammatorischer
Zytokine insbesondere im Hippocampus und im limbischen System die kognitiven
Funktionen nach ischamischen Hirnverletzungen beeinflussen [38]. In diesem
Zusammenhang kénnten die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse einen
potenziellen Faktor erklaren, der zu den haufig beobachteten kognitiven
Langzeitbehinderungen nach einer SAB fuihrt. Es werden jedoch weitere experimentelle
und klinische Studien bendtigt, um die genauen Prozesse der Resolutionsreaktion sowie

den klinischen Wert dieser Ergebnisse naher definieren zu kénnen.
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5. Schlussfolgerungen

Die Komplexitat der ablaufenden Resolutionsprozesse, die unter anderem den Abbau der
infiltrierten Inflammationszellen aus dem betroffenen Gewebe, aber auch die Hemmung
der Akkumulation von weiteren Inflammationszellen und der Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen beinhalten, muss durch die genauere Analyse dieser
Auflésungsmechanismen bei akuter und chronischer Entziindung nach SAB weiter
untersucht werden. Ebenso spielt die Einbeziehung der gewebespezifischen Umgebung
des Gehirns und der betroffenen Zellarten (u. a. Mikroglia, Neuronen, Astrozyten) eine
entscheidende Rolle. Dartber hinaus konnten die erwdhnten SPMs als hochpotente
entzindungshemmende Faktoren eine wichtige Rolle bei der Behandlung von
entzundlichen zerebrovaskularen Erkrankungen spielen. In dieser Arbeit wurde die
wichtige pathophysiologische Rolle der Resolutionsphase auf histologischer und
molekularer Ebene nach SAB aufgezeigt. Die intensive Untersuchung dieser Faktoren in
der Zukunft wird zu einem besseren Verstandnis der langfristigen Mechanismen bei der
Resolution der Inflammation fihren und kdnnte zur Entwicklung neuer supplementar oder
autonom wirkender, resolutionsbasierender, therapeutischer Ansatze bei der

Behandlung der zerebralen Entziindung nach SAB fihren.
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Abstract

Background: Aneurismal subarachnoid hemorrhage (SAH) is a type of hemorrhagic stroke that, despite
improvement through therapeutic interventions, remains a devastating cerebrovascular disorder that has a high
mortality rate and causes long-term disability. Cerebral inflammation after SAH is promoted through microglial
accumulation and phagocytosis. Furthermore, proinflammatory cytokine release and neuronal cell death play key
roles in the development of brain injury. The termination of these inflammation processes and restoration of
tissue homeostasis are of utmost importance regarding the possible chronicity of cerebral inflammation and the
improvement of the clinical outcome for affected patients post SAH. Thus, we evaluated the inflammatory
resolution phase post SAH and considered indications for potential tertiary brain damage in cases of incomplete
resolution.

Methods: Subarachnoid hemorrhage was induced through endovascular filament perforation in mice. Animals
were killed 1, 7 and 14 days and 1, 2 and 3 months after SAH. Brain cryosections were immunolabeled for ionized
calcium-binding adaptor molecule-1 to detect microglia/macrophages. Neuronal nuclei and terminal
deoxyuridine triphosphate-nick end labeling staining was used to visualize secondary cell death of neurons. The
gene expression of various proinflammatory mediators in brain samples was analyzed by quantitative polymerase
chain reaction.

Results: We observed restored tissue homeostasis due to decreased microglial/macrophage accumulation and
neuronal cell death 1 month after insult. However, the messenger RNA expression levels of interleukin 6 and
tumor necrosis factor a were still elevated at 1 and 2 months post SAH, respectively. The gene expression of
interleukin 18 reached its maximum on day 1, whereas at later time points, no significant differences between
the groups were detected.

Conclusions: By the herein presented molecular and histological data we provide an important indication for
an incomplete resolution of inflammation within the brain parenchyma after SAH. Inflammatory resolution
and the return to tissue homeostasis represent an important contribution to the disease’s pathology
influencing the impact on brain damage and outcome after SAH. Therefore, we consider a novel
complementary or even superior therapeutic approach that should be carefully rethought in the management
of cerebral inflammation after SAH. An acceleration of the resolution phase at the cellular and molecular levels
could be a potential aim in this context. Keywords: Resolution, Inflammation, Microglia, Neuronal cell death,
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Introduction

Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a
type of stroke defined by bleeding into
the subarachnoid space, most often
due to spontaneous rupture of an
intracranial  aneurysm or  simply
because of trauma. Primary brain injury
after SAH involves an increase in
intracranial pressure, — a decrease in
cerebral perfusion and blood brain
barrier  (BBB)

culminates in brain edema [1].

breakdown that

Secondary brain injury following SAH
has been mainly associated with
ischemic events induced by delayed
cerebral vasospasm and cortical
depolarization [2, 3]. However, despite
achieving a substantial restoration of
cerebral vasoconstriction after SAH,
large clinical trials failed to develop a
clinically effective treatment with an
improved outcome [4—6]. These clinical
and experimental experiences led to the
idea that in addition to vasospasm,
other mechanisms may play a decisive
role in affecting the general clinical
condition, such as cerebral
inflammation [7—9]. This conclusion was

supported by numerous experimental

data. Among others, we have demonstrated
in this context how cerebrovascular
inflammation  triggers  intraparenchymal
injury [10, 11].

In this work, we focused on tertiary brain
damage, which has been defined by others
as “injury caused by long-persisting
processes following brain insult that worsen
outcome, predispose to further injury or
prevent repair/regeneration” [12]. Under
optimum conditions, after the acute phase of
inflammation, direct and indirect
mechanisms are implemented to ensure the
return to tissue homeostasis. This highly
regulated phase called the resolution of
inflammation is, according to the current
state of research, an active process and not,
as it was believed for a long time, exclusively
a passive mechanism dependent on
cytokine concentration [13-16]. In this
phase, the overexpression of
proinflammatory mediators should be
inhibited, the accumulation of inflammatory
cells within the affected tissue attenuated,
and furthermore, appropriate mechanisms
triggering the recovery from acute
inflammation should be activated to
constitute a complete recovery of the tissue
from inflammation [13-16]. In accordance
with the literature, there is strong evidence

for a certain resolution program being
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already set at the beginning of the
inflammation phase. Thus,
proinflammatory and anti-inflammatory
mechanisms seem to affect each other
in a direct manner and may have an
influence on the extent of resolution.
Concerning this highly sensitive
interaction, an incomplete resolution of
the tissue may therefore increase the
risk of chronic inflammation.

In the clinical setting, global brain
atrophy or hippocampal volume loss is
often observed in addition to long-
lasting physical, neuropsychological,
and cognitive deficits in patients who
have survived SAH [17, 18]. It is
therefore reasonable to ask whether
chronic inflammatory processes may
contribute to these long-lasting
impairments or permanent lasting
injuries. Regarding these facts, we
conducted a long-term observation over
3 months after SAH insult and analyzed
histological and molecular parameters
in view of the phase called resolution of
inflammation. Against this background,
we aimed to characterize a potential
resolution of cerebral inflammation
induced in the well-established model of
experimental SAH in mice. Moreover,

we aimed to reveal any indications of

chronicity accompanying tertiary brain
damage driven by an incomplete resolution
of inflammation within the affected tissue.
Unresolved tertiary brain damage in this
context is therefore an important approach to
examine the progression and possible
chronicity of the inflammatory state occurring
after SAH.

Materials and Methods

Animals, Experimental Groups, and SAH Mouse
Model
Animal experiments were authorized by the

corresponding ethics committee and
accomplished according to the regulatory
guidelines and criteria predetermined by the
Landesamt fur Gesundheit und Soziales,
Berlin, and performed with respect to the
European Convention (ETS 123 of 1986). All
sections in the manuscript were stated in
accordance with Animal Research Reporting
in vivo Experiments guidelines. All
diagnostic evaluations were performed on
the basis of our institutional regulations, and
all efforts were made to reduce suffering and
total numbers of animals used.

Sixty 12 to 14-week-old male C57BL/6J mice
(30-32 g weight) were included in this study
and were housed in a 12-h day/night cycle
under controlled conditions with free access

to food and water. Animals were randomly
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distributed to one of two groups: sham
and SAH. Among the groups, five
animals were killed for cryo-tissue
immunohistochemical examination and
for messenger RNA analysis of coronal
sections of brain hemispheres, as
indicated in the figures and figure
legends.

SAH was induced by the endovascular
perforation mouse model, as described
elsewhere [10]. Sham-operated mice
were operated on identically except that
the filament was instantly removed
when resistance was noted.

As described before, the induction of
experimental SAH was reproducible
[10]. Standard

staining excluded territorial infarctions

hematoxylin/eosin

or intracerebral hemorrhage after SAH.
Because of the expected occurrence of
stroke or intraparenchymal
hemorrhage, animals suffering from
hemiparesis following the operation
were excluded from the experiments

[10].

Mortality
The mortality of animals from all

experimental groups was analyzed at
1-3 h, 4-6 h, 6-12 h, 12-24 h, and

weekly thereafter. Animal mortality was
outlined in the — Kaplan Meier curve.

Acute Brain Slice Preparation,

Immunohistochemistry, and Image Analysis
Mice in each experimental group were

decapitated on days 1, 7, and 14 and months
1, 2, and 3 following SAH. After the skin and
skull were removed, the whole brain was
detached and washed in ice-cold artificial
cerebrospinal fluid (134 mM NacCl, 2.5 mM
KCI, 2 mM CacClz,

1.3 mM MgClz, 26 mM NaHCO 3, 1.25 mM
K 2HPO4, and 10 mM glucose).
Immunofluorescence examination of mouse
brain specimens was conducted in coronal
sections (20 pum), which were prepared with
a vibratome VT 1000 S (Leica). Whole
mouse brains were cut into two parts for the
investigated regions 1.5 mm before and 1.5
mm behind the bregma point (approximately
the area of the hippocampus and corpus
callosum). Standard hematoxylin/eosin and
iron staining were performed to preclude any
territorial  infarctions or intracerebral
hemorrhage at the different time points.
Afterward, slides were incubated with
primary antibodies at 4 °C for 12 h.
Microglia/macrophages were imaged by
ionized calcium-binding adaptor molecule-1
(Ibal) immunolabeling (rabbit-anti Ibal,

WAKO Pure Chemical Industries, 1:250),
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and neuronal nuclei (NeuN) (mouse-
anti NeuN, Millipore, 1:200) staining
was used to identify neurons. Afterward,
the following secondary antibodies
(Jackson ImmunoResearch Lab) were
incubated with the tissue for 1.5 h at
room temperature: DyLight651 donkey
anti-rabbit (1:200), DyLight488 donkey-
anti-rabbit (1:200) and FITC donkey-
antimouse (1:100). Nuclei were then
counterstained with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI)-containing
mounting medium (Dianova). For
quantitative analysis, images were
taken by fluorescence microscopy
(Zeiss, Axio Observer Z1, Carl Zeiss,
Microimaging GmbH) equipped with a
digital camera (AxioCam MRc). Image
acquisition of confocal microscopy was
obtained with a confocal microscope
(TCS SP5, Leica) using a z step of 0.1
um and a 63 x 1.4 NA oil immersion
objective. All images were acquired
using LCF AF software (all from Leica).
Immunofluorescence  areas  were
divided into 6-10 high power fields
allowing for total cell counts per brain
section. By using a computer-assisted
image analysis program (ImageJ.net),
the immunoreactive region was

measured. Images were analyzed using

ImageTool software, which executes the
analysis by converting all immune-labeled
elements that fall within a threshold range
into black pixels and the rest of the image
into white pixels. The software then
guantified the total number and percentages
of black and white pixels, allowing for

statistical analysis of the data.

Morphology  of  Microglial/Macrophage  Cells
Microglia/macrophages are characterized by
strong plasticity and differential morphology.
In the healthy brain, most
microglial/macrophage cells show a “resting
state” with a smaller cytoplasm and poly-
branched bodies. However, the branches
are very fine and thin [19]. These microglial
cells are not actually resting but frequently
scan their environment for pathological
conditions and regulate neuronal activity [20,
21]. Stepwise deramification of microglial
cells with a larger cell body and shorter, thick
processes has been observed in different
situations of neuroinflammation or after brain
injury, indicating an “activated state” [21].
These two differing morphological types
additionally =~ produce the  spectrum
characteristic of in-between phenotypes
depending on their activation rate and exact
time point of inflammation processes [20]. In

the present study, the morphology of
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microglia/ macrophages was described
by staining for Ibal (rabbitanti Ibal,
WAKO Pure Chemical Industries,
1:250). Morphological characterization
by using different markers described in
previous studies and the number of
Ibalpositive cells were used for
statistical analysis [22]. Ibal s
expressed either in microglia or
macrophages, both of which are
indistinguishable due to the expression
of most commonly used cell markers in
vivo. However, the precision of the
staining is limited in injured brain tissue,
where peripheral macrophages may
infiltrate. Therefore, cells positive for
Ibal were described as
microglia/macrophages throughout the

article.

Neuronal Cell Death
Terminal deoxyuridine triphosphate-

nickend labeling (TUNEL) (ApopTag
Red In Situ Apoptosis Detection Kit,
Millipore) was used to detect neuronal
cell death in accordance with the
manufacturer’s instructions, followed by
labeling with NeuN and DAPI. Cells
triple-positive for TUNEL, NeuN, and
DAPI were rated as neurons

undergoing secondary cell death.

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
RNA isolation from whole brain tissue
samples (PureLink RNA Mini Kit, Life
Technologies), complementary DNA -
synthesis (Onestep RT PCR Kit, Qiagen)
and quantitative real-time polymerase chain
reaction (Premix ex Taq Perfect Real Time
Kit, Takara) were performed according to the
manufacturers’ protocol. For quantitative
realtime  polymerase chain  reaction
amplification, we used mouse gene-specific
primers (obtained from TIB Molbiol
Syntheselabor GmbH) designed using
Primer Express Software (listed in Table 1).
ABI PRISM 7300 SDS software (Relative
guantification study) was used to determine
the cycle threshold (CT) for each reaction,

and gene expression determined for

Table 1 Primer sequences used for quantitative real-time
PCR

arget Forward primer 5'-3' Reverse primer 3'-5'

m_IL18 ATCACT CATTGT GGCTGT  CATCTCGGA GCCTGT AGT

GG GC
m_TNFa CACAGCCTT CCT CACAGA  GGA GGC AAC AAG GTA
GC GAG AGG
m_IL6 GAG GAT ACCACT CCCAAC AAGTGCATCATCGTTGTT
AGACC CAT ACA

m_GAPDH  TCT CCT GCG ACTTCAACA  TGT AGC CGT ATT CAT TGT
CA

GAPDH, glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase, IL, interleukin, PCR,
polymerase chain reaction, TNF, tumor necrosis factor
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Fig. 1 Kaplan—Meier curve displaying posthemorrhagic mortal-
ity during a 3-month observation period in the two experimental
groups. There was no mortality documented in sham animals. The
SAH-operated group exhibited postoperative mortality until day 2
post SAH. SAH, subarachnoid hemorrhage

each gene was normalized to the
expression of the endogenous
housekeeping gene glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase. For gene
expression analyses the relative
quantification method (*2Ct) was used.
The specificity of the PCR products was

proven by melting curve analysis.

Statistical Analysis

GraphPad Prism 6.1 (GraphPad
Software) using analysis of variance
with pairwise comparison or the Holm
Sidak method. *P < 0.05, *P < 0.01,
***p < 0.001, and ****P < 0.0001 were

used for statistical analysis of data.

Results

Mortality
In the SAH group consisting of 30 animals, 1

animal died within 4 h (3.34%), 2 died 12 h
after onset (6.68%), 2 died after 24 h
(6.68%), and 1 out of 26 (3.34%) died 48 h
post SAH induction. There was no mortality
later than 48 h after induction of the bleeding
in our study. An overall mortality rate of
20.04% was determined in the SAH group.
No mortality was documented in the sham

group consisting of 25 animals (Fig. 1).

Resolution of Microglia/Macrophage Accumulation
After Experimental SAH
To investigate the effect of experimental

SAH on the

microglia/macrophages over a long-term

dissemination of
period of up to 3 months,

immunohistochemistry of coronal brain
sections with an antibody against Ibal was
used in SAH versus sham animals (Fig. 2a).
These coronal brain slices were analyzed
ipsilateral to the puncture in the area of the
corpus callosum and hippocampus, both at
brain (Fig. 2b).
Microglia/macrophage accumulation was
SAH mice

compared with sham controls until day 14

the base of the

significantly increased in
after induction of bleeding, as reflected by
the graph in Fig. 2c. This significant time-

dependent increase in lbal-positive cell
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number was not observed between day accumulation at the cellular level after month
14 and month 1, and after passing 1 was shown for the SAH-operated mice.
month 1, there were no significant

differences between the SAH group and

the sham-operated mice (Fig. 2a, c).

The mean  microglia/macrophage

density was also much higher in the

SAH group than in sham controls over

all early time points. A complete

resolution of microglia/macrophage

Fig. 2 Resolution of microglia/macrophage accumulation after experimental SAH. a Coronal brain sections of SAH-operated mice and sham mice
were stained for Ibal (magenta) and DAPI (blue) for different time points (days 1/7/14 and months 1/2/3) to show the time-dependent
accumulation of microglia/macrophages and its resolution. Representative brain sections were processed and the number of Ibal-positive cells
(red) was counted using Imagel software. Bar indicates 50 um. b Coronal brain slices were analyzed ipsilateral to the puncture, in the area of the
corpus callosum and hippocampus at the base of the brain, as marked by red squares. ¢ Microglia/macrophage accumulation was significantly
increased in SAH mice compared with sham control until day 14. After month 1, there were no significant differences between the investigated
groups, showing a complete resolution of microglia/macrophages on cellular level. Values from graph are means + SEM, (n =5 animals per
group), ¥P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001 versus sham respectively, statistical significance determined by one-way ANOVA.
d Morphology of the “activated” state of a microglia/macrophage on day 7 post SAH in direct comparison to the “resting” phenotype of
microglia/macrophages, characterized by a ramified morphology. This “resting” phenotype predominates under sham conditions and after
month 1 post SAH, whereas the “activated” phenotype predominates until day 14 post SAH. Bar indicates 10 um. ANOVA, analysis of variance,
DAPI, 4',6-Diamidino-2-phenylindol, Ibal, lonized calcium-binding adapter molecule 1, SAH, subarachnoid hemorrhage, SEM, standard error of
mean (Color figure online)
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Regarding the morphology and activity state of Ibalpositive microglia/macrophage cells
observed in this long-term lapse, we examined differences between
microglia/macrophages found in sham-operated versus SAH-operated mice. In SAH
mice, microglia/macrophages showed an amoeboid and round cell body with long
processes, as in a high state of cell activation. Ibal-positive cells in sham and SAH mice
after month 1 revealed a low level of activation or inactive state with thin and elongated
cell bodies (Fig. 2d). The different morphology and thus activity states of Ibal-positive
microglia/macrophages are characterized elsewhere [19].

Time-Dependent Resolution of Neuronal Cell Death and Neuronal Survival Rate Post SAH
Microglia/macrophages are known to communicate with neurons and coordinate many

neuronal functions [23]. As demonstrated by our experiments with microglia-depleted
mice, neuronal cell death following experimental SAH is mediated by the massive
accumulation of resident microglial cells [10]. In this context, we also found a more
prominent microglia/macrophage— neuronal conjunction either with the cell body or with
more than one process of microglial cells in SAH-operated mice, indicating that there is
increased interaction between these two cell types in the event of SAH [11]. Regarding
neuronal cell death, we used a TUNEL assay and were able to describe an initial
increased number of TUNEL-NeuN-DAPI-triple-positive cells in SAH mice until day 14
(Fig. 3a). At month 1, there were no significant differences between the groups, showing
complete tissue resolution of neuronal cell death. The significantly lowest neuronal
survival rate was observed 14 days post SAH, indicating the highest point of neuronal
cell damage. Passing month one, more than 90% of the extant neurons in each SAH
group survived. By analyzing the same areas of coronal brain slices we used for
microglia/ macrophage tissue resolution, a comparison between these two resolution
processes was conducted. In particular, by examining the dynamic courses of microglial
accumulation (Fig. 2c) and neuronal cell death (Fig. 3b), the association between

microglial accumulation and neuronal cell death was clearly recognizable.

Regulated Gene Expression of Proinflammatory Cytokines in Mouse Brain Homogenates After SAH over
an Extended Period of Time
Many clinical and experimental studies have noted the important role of different

proinflammatory cytokines, such as interleukin (IL) 18, tumor necrosis factor (TNF) «, and
IL6, in the context of cerebral inflammation [24]. The effects of experimental SAH on

inflammatory cytokine gene expression over a long-term period were determined in whole
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brain tissue isolated at 1 day and 1, 2, and 3 months after SAH in comparison with the
respective sham-operated mice. SAH stimulates the production of proinflammatory
mediators by activated microglia/macrophages and other cells of the central nervous
system (CNS) [10]. As indicated in Fig. 4, the gene expression of IL1S, TNFa and IL6
was significantly increased on day 1 after SAH compared with the sham control. In
particular, we observed an increase in the gene expression of IL6 until month 1 post
SAH, which then reached sham levels again. Likewise, the gene expression of TNFa
increased until month 2 and sloped down to sham levels on month 3 after the insult. The
gene expression of IL1S reached its maximum on day 1, whereas at later time points, no
significant differences between the groups were detected, as reflected by the graph in
Fig. 4.

Discussion

The resolution of cerebral inflammation regarding a possible chronicity of the
inflammatory state in the case of incomplete resolution has not yet been considered in
the context of SAH, although it seems to play a very important role in the pathophysiology
of the disease. Our study demonstrates for the first time a long-term observation of
microglial/macrophage accumulation, neuronal cell death and the gene expression of
essential proinflammatory cytokines over 3 months after SAH in mice. By evaluating
these parameters over an extended period of time, we sought to determine whether the
acute inflammatory state occurring after SAH returns to the control level, which is
indicative of the resolution of inflammation.

Numerous studies have revealed the importance of resolution in the pathophysiological
context of chronic inflammation for different immune-mediated inflammatory diseases
[25-27], but also for neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease [28—32].
In accordance with these observations, we were previously able to identify various
inflammatory mechanisms, such as an extended release of proinflammatory cytokines, a
massive increase of Ibal-positive phagocytic microglia/ macrophages (triggered by an
intravascular inflammatory response), and increased neuronal cell death following
experimental SAH event [10, 11]. Furthermore, we observed that microglia/macrophages
first concentrate at the site of the injury, whereupon a spreading inflammation reaction
over the rest of the brain occurs, leading to brain damage due to secondary brain injury

after SAH [33]. In addition, our group revealed that clinically potential anti-inflammatory
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attempts preventing microglia/ macrophage accumulation or activation are interesting
targets for neuroprotective treatment strategies applied after SAH insult [11, 34].

However, inflammation is an essential process in managing many threatening conditions,
and when perpetuated and persistent over a long period of time, it contributes to a broad

range of chronic diseases [35, 36]. The initiation of an acute inflammatory response is
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Fig. 3 Time-dependent resolution of neuronal cell death and neuronal survival rate following SAH.2 Animals were killed on days 1, 7 and 14 and
on months 1, 2 and 3 following SAH and in the SAH and sham groups. Brain cryosections were immune-labeled for NeuN to visualize neurons and
by using TUNEL staining also neuronal cell death was localized. TUNEL positive (white) NeuN-labeled neuronal cell bodies (green) were counted in
regions of interest in all experimental groups and a time course was created. Coronal brain sections were analyzed in the area of corpus callosum
and hippocampus, as shown in Fig.2. Representative images were analyzed using Image) software. b Neuronal cell death increases significantly

in SAH mice compared with sham mice from day 1 on and reaches its peak on day 14. Similar to the microglia/macrophage accumulation, there
was no significant difference between the investigated groups after month 1, showing a strong decrease of neuronal cell death between day 14
and month 1. Bar: 50 um. Values from both graphs are means + SEM, (n =5 animals per group), *P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001, and ****P<0.0001
versus sham, respectively, statistical significance determined by one way ANOVA. ANOVA, analysis of variance, DAPI, 4,6 Diamidino- 2-phenylindol,
Ibal, lonized calcium-binding adapter molecule 1, NeuN, neuronal nuclei, SAH, subarachnoid hemorrhage, SEM= standard error of mean, TUNEL,
Terminal deoxynucleotidyl transferase-nick end labeling (Color figure online)
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counterbalanced by a fine-tuned and orchestrated resolution process that restores tissue
homeostasis and promotes tissue healing to its original structural and functional state.
Under pathological conditions, this balance is often disrupted [37]. Although it is not often
the primary cause of damage in this context, secondary or tertiary brain damage mediated
by an unresolved inflammatory response may constantly disturb the return to
homeostasis.

In this work, we confirmed our previous results that microglial/macrophage accumulation
is significantly increased after 14 days and is concomitant with the lowest neuronal
survival rate after SAH [10, 11]. After month 1, there were no significant differences in
microglia/macrophage accumulation observed between the examined groups,
suggesting complete resolution with respect to the cell number of these cells (Fig. 2a, c).
Regarding their morphology, we saw that the “resting phenotype” with smaller cytoplasm
and thin, poly-branched bodies also predominates 1 month after SAH compared with the
typical “activated” amoeboid cell morphology with long processes prevailing at every time
point until month 1 (Fig. 2d). Moreover, between months 1 and 3 after SAH, more than
90% of the extant neurons survived in each SAH group (Fig. 3b).

SAH stimulates the production of proinflammatory mediators by different cell types of the
CNS [10, 38]. In this study, we focused on the gene expression of only three essential
cytokines—IL1S, TNFa, and IL6—in the brain. Our results showed that these molecules
were significantly upregulated on day 1 after SAH compared with the respective sham
control. Although the expression of IL15 was already downregulated, the messenger

RNA levels of the two others were still increased. Briefly, IL6 was overexpressed until
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Fig. 4 Gene expression of the proinflammatory cytokines IL6, IL18, and TNFa in brain homogenates after SAH over an extended period of time.
Mice were operated and treated as indicated. For each time point following SAH brain tissue was isolated, gPCR was performed, and the results
were compared with sham controls. As shown in the graphs, the event of SAH stimulates the gene expression of proinflammatory mediators (here:
TNFa, IL6, and IL18) over a long period. Only on month 3, the level of gene expression in the SAH group returned to sham levels again, indicating an
achieving homeostasis in gene expression for the examined cytokines at the latest considered time point. Values from all graphs are meang- SEM,
(n =5 animals per group) ****P <0.0001, *** P<0.001, **P<0.01, and *P <0.05 versus sham, respectively, statistical significance determined by
one-way ANOVA. ANOVA, analysis of variance, IL, interleukin, gPCR, quantitative polymerase chain reaction, SAH, subarachnoid hemorrhage, SEM,
standard error of mean, TNF, tumor necrosis factor
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month 1 post SAH and then reduced to sham levels by month 2. TNFa returned to its
sham levels even later, 3 months post SAH (Fig. 4). Summarizing, we see that the regu-
lation of TNFa and IL6, within inflammatory processes takes longer than initially expected.
Moreover, searching the literature, we found several studies showing that long-term
changes in the proinflammatory cytokines expression, especially in the hippocampus and
limbic system, can be correlated with cognitive and emotional dysfunctions in patients
after ischemic brain injury [39]. Based on our results, one might speculate that the long-
persisting overexpression of essential proinflammatory mediators may correspond with
the commonly observed cognitive long-term disabilities accompanying SAH. However,
other groups found that modulating neuroinflammation after SAH has a beneficial or no
effect on the clinical outcome [40, 41]. Therefore, further specific gene expression
analyses of an extended subset of cytokines considering differential brain regions or even
specific cell types should be conducted to underpin our early results and correlate them
with cognitive dysfunctions following SAH.

Although we did not specify the respective cell types responsible for the overexpression
of the proinflammatory markers analyzed herein, we revealed the important role of
resolution at the histological and molecular levels after SAH. Mild inflammation is thought
to aid in injury repair, and excessive inflammation can aggravate brain edema,
mitochondrial dysfunction, disruption of the BBB, and neuronal cell death, all of which
cause further impairment of consciousness and are believed to contribute to the poor
prognosis of patients with SAH. Such mechanisms might not only apply to CNS insult but
also more broadly to physiological conditions in which microglia/macrophages are also
known to positively modulate adult hippocampal neurogenesis and where IL6 is also
upregulated [42]. Many investigations have documented that besides detrimental effects,
IL6 signaling may also play a protective role depending on its activity in different signaling
pathways, for example, by counteracting the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-
mediated excitotoxicity following brain ischemia or the promotion of nerve regeneration
[42]. Similar pleiotropic functions and the involvement in tissue remodeling and repair
were demonstrated for TNFa and IL13 within the CNS [43, 44]. However, an important
guestion remains whether these cytokines initiate damage, result from damage and
promote, halt or repair injury. This may strongly depend on the context, that is, the local
concentration, the prevailing environmental milieu, the cellular target, the presence or
absence of negative feedback regulators, and the temporal characteristics of the

response cascade [43, 44].
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IL6 has been confirmed by several authors as a potential biomarker for delayed cerebral
ischemia and inflammation following aneurysmal SAH [45-48]. We showed that the
concentration of IL6 in the affected whole brain tissue was significantly increased during
the acute stage of the disease, reaching a high level on day 1 following SAH, whereas
after month 1, no significant difference between SAH and sham controls were observed
(as shown in Supplementary Fig. 1). This becomes particularly interesting when looking
at CNS-specific microglia, which are cells producing the majority of IL6, and brain
capillaries. IL6 expression in brain capillaries is relatively low and is induced in response
to inflammatory stimuli, correlating with an increased BBB leakage [38, 49]. Through the
damaged BBB, IL6 may enter the bloodstream and trigger a systemic inflammatory
response. Given these facts and that IL6 was found to be significantly increased in this
time-dependent manner shortly after SAH insult, individual cell and tissue types should
be examined for the expression of SAH-induced IL6 regarding the resolution phase.
However, subsequent long-term experiments examining changes in the protein
expression of a further subset of cytokines should be conducted to point out if the
presented preliminary observations support or prevent healing after SAH. Furthermore,
the source of the offending cytokines should be identified by cell specific experiments
regarding their functional role at certain time points.

Given the current state of research, the resolution of inflammation is a highly regulated,
active process and not only a passive burnout reaction, as was once believed [13].
Moreover, it is already encoded at the onset of inflammation and is thereby directly linked
to a broad range of inflammatory signaling cascades [13—15]. The main resolution targets
for achieving tissue homeostasis include the suppression of further leukocyte influx,
tissue clearance of inflammatory cells and the downregulation of proinflammatory
cytokines [13-15]. Serhan et al. [13] defined the resolution process at the histological
level as the interval from the maximum of cell infiltration to the point when they are lost
from the tissue. Numerous scientific works, including ours, have focused on processes
arising from the insult itself. Resident microglial cells rather than macrophages recruited
from the periphery have been identified to play a triggering role in cerebral inflammation
post SAH [10]. In addition, other tissue components seem to play a substantial role in the
initiation of neuroinflammatory processes but also create a proinflammatory environment
influencing other cell types within the CNS [38]. However, less attention has been given
to the essential resolution mechanisms and repair processes of brain tissue to date [16].

Taking these facts and the observations presented here, targeting proresolving factors
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and mechanisms might be considered a meaningful therapeutic approach in severe
inflammatory diseases. Evaluating the best time point for such proresolving involvement
would also play an important role in the matter of a possible beneficial influence on the
clinical outcome.

In summary, a detailed description of the resolution phase would be very helpful to
understand processes involved in brain damage and clinical outcome, as well as its
influence on brain repair in the context of secondary brain injury post SAH. There are
already differing statements in the literature on this issue [41, 42]. The time point post
SAH, at which the inflammatory response or the resolution phase is influenced, as well
as the type of cells involved, is decisive for whether neuroinflammatory modulation leads
to a protective or harmful effect regarding the resolution phase. The complexity of such
processes has to be appreciated by determining differences in the mechanisms of
resolution in acute and chronic inflammation as well as inclusion of the tissue-specific
environment of the brain after the event of stroke. In addition to these structural changes
in the brain tissue, functional read-out parameters through neurobehavioral assessments
should also be examined in the future to determine whether structural changes in this

context do, indeed, result in a clinically relevant problem [50].

Conclusions

The key research focus of this study was to present a long-term overview of the time-
dependent cerebral processes of inflammation and resolution occurring after
experimental SAH and to analyze potential tertiary brain damage due to unresolved
inflammation. By evaluating the resolution of inflammation at cellular and histological
levels, by estimating the gene expression of three selected cytokines in longterm
experiments post SAH, a first step was taken to reveal indications of chronicity driven by
incomplete resolution. The intense examination of these issues in the future would
provide a better understanding of the long-term mechanisms in the resolution of
inflammation and could lead to novel complementary or superior resolution-based

therapeutic approaches in the management of cerebral inflammation after SAH.
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Supplementary Material

Supplemental Figure 1. Development of the IL6 concentration in brain tissue after day
1, month 1, 2 and 3 following SAH. In whole brain samples of SAH-operated mice the IL6
protein quantity was examined by using ELISA for different time points and compared to sham
mice. The results were summarized in the graph. On day 1 post SAH a significant increase ol
the IL6 protein concentration could be demonstrated, whereas passing month 1 there were nc
significant differences between the groups apparent. Values from all graphs are means £ SEM,
(n=5 animals per group), *P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001 and ****P<0.0001 versus sham,
respectively, statistical significance determined by One-Way ANOVA.

Abbreviations: ANOVA = analysis of variance; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;

IL = interleukin; SAH = subarachnoid hemorrhage; SEM = standard error of mean
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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