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Abstract 

TBI induces widespread neuroinflammation and accumulation of microtubule associated 

protein tau (MAPT) ‐ two key pathological features of tauopathies. This study sought to 

characterize the microglial/macrophage response to TBI in genomic‐based MAPT 

transgenic mice in a Mapt knockout background (called hTau). Two‐month‐old hTau and 

age‐matched control male and female mice received a single lateral fluid percussion TBI or 

sham injury. Separate groups of mice were aged to an acute (3 days post‐injury [DPI]) or 

chronic (135 DPI) post‐injury time point. As judged by tissue immunostaining for 

macrophage markers, microglial/macrophage response to TBI was enhanced at 3 DPI in 

hTau mice compared to control TBI and sham mice. However, MAPT phosphorylation 

increased in hTau mice regardless of injury group. Flow cytometric analysis revealed 

distinct populations of microglia and macrophages within all groups at 135 DPI. 

Unexpectedly, microglial reactivity was significantly reduced in hTau TBI mice compared to 

all other groups. Instead, hTau TBI mice showed a persistent macrophage response. In 

addition, TBI enhanced MAPT pathology in the temporal cortex and hippocampus of hTau 

TBI mice compared to controls 135 DPI. A battery of behavioral test revealed that TBI in 

hTau mice resulted in compromised use of spatial search strategies to complete a water 

maze task despite lack of motor or visual deficits. Collectively, these data indicate that the 

presence of wild‐type human tau alters the microglial/macrophage response to a single 

TBI, induces delayed, region‐specific MAPT pathology, and alters cognitive recovery; 

however, the causal relationship between these events remains unclear.  These results 

highlight the potential significance of communication between MAPT and 

microglia/macrophages following TBI and emphasize the role of neuroinflammation in 

post‐injury recovery. 
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Introduction 

Traumatic brain injury (TBI) has been implicated as one of the most significant 

environmental risk factors for Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD) and 

frontotemporal dementia (FTD). The cumulative effect of multiple brain injuries is also 

highlighted by the prevalence of chronic traumatic encephalopathy (CTE) in professional 

athletes.1–4 Key pathological features of neurodegenerative tauopathies include 

neuroinflammation, hyperphosphorylation and aggregation of microtubule associated 

protein tau (MAPT), and formation of neurofibrillary tangles (NFTs).5 Given that a primary 

TBI is irreversible, increased attention has been directed toward identifying secondary 

injury mechanisms facilitating neurodegeneration. Axonal injury following the initial insult 

is proposed to be the first perturbation of MAPT as it promotes microtubule dissociation 

and subsequent phosphorylation and aggregation.3,6,7 A robust and persistent post‐injury 

neuroinflammatory response may then be sufficient to exacerbate tau pathology and 

promote neurodegeneration. 

Post‐injury neuroinflammation is characterized by activation of brain‐resident 

microglia, infiltration of peripheral myeloid cells (PMCs) due to disruption of the blood‐

brain‐barrier (BBB), astrogliosis and increased synthesis and release of pro‐ and anti‐

inflammatory molecules.8,9 Several observations suggest that TBI‐induced 

neuroinflammation regulates MAPT pathologies, including hyperphosphorylation and 

aggregation. First, a recent set of experiments demonstrated that MAPT pathology 

temporally co‐exists with gliosis following repetitive mTBI in the hTau mouse model of 

MAPT pathology.10 Similar findings have been reported in wild‐type mice after blast‐

induced TBI and in a triple transgenic mouse model of AD following a single moderate 

TBI.2,11 Second, numerous reports have demonstrated activated microglia near the injury 

release several pro‐inflammatory cytokines and chemokines and that these inflammatory 

molecules in turn can exacerbate MAPT pathologies.10,12,13 Finally, previous work from our 

group revealed that targeted modulation of key chemokines involved in the post‐

inflammatory response significantly influences AD‐like neuropathology following mild TBI. 

Specifically, interruption of CCR2 signaling through the use of Ccr2RFP/RFP deficient mice 

reduced post‐injury monocytic infiltration and axonal pathology but enhanced cortical and 

hippocampal MAPT mislocalization and hyperphosphorylation.14 
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We sought to extend these findings by examining the effects of a single TBI in a 

disease‐relevant mouse model of tauopathy. We utilized genomic‐based MAPT transgenic 

mice (line 8c) in a Mapt knockout background (called “hTau”) that express all six isoforms 

of non‐mutant human MAPT. Notably, the mouse brain contains only 4 repeat (4R) MAPT 

isoforms, but the human brain contains an equal distribution of both 3 repeat (3R) and 4R 

MAPT isoforms. Naïve hTau mice display somato‐dendritic MAPT redistribution at 3 

months of age, MAPT hyperphosphorylation at 6 months of age, MAPT aggregation at 

nine‐months of age, and neuronal loss by  15 months of age. Thus, the pathology in hTau 

mice is not completely related to an overexpression of human MAPT, but instead is a result 

of an altered ratio of 3R isoforms over 4R isoforms that is not present in line 8c alone.15–18  

At two‐months of age, hTau and C57BL/6J (B6) mice were exposed to lateral fluid 

percussion TBI or sham injury and examined at both acute and chronic time points. Since 

TBI induces microglial reactivity as well as peripheral macrophage recruitment that 

correlate with MAPT pathology,2,11–13,19,20 we focused our efforts on quantifying the 

microglial and macrophage response to TBI. We also evaluated the spatial and temporal 

distribution of MAPT pathology and documented behavioral changes as subjects aged. Our 

group has utilized these hTau mice in various recent studies and clearly demonstrated that 

reactive microglia are critical mediators of MAPT pathology.21–24 Notably, the 

microglial/macrophage response to TBI was enhanced in hTau mice compared to all other 

groups at 3 days post‐injury (DPI) and hTau mice showed increased MAPT phosphorylation 

in the ipsilateral temporal cortex. Through flow cytometric analysis we identified four, 

unique myeloid populations that persist in the brain at 135 DPI. Based on CD45 expression 

we conclude that there is an overall reduction in microglial reactivity with a persistent 

macrophage presence in hTau TBI mice compared to other control groups, which 

corresponded with an increase in region‐specific MAPT pathology and cognitive 

dysfunction. Collectively, these data show that a single TBI alters the neuroinflammatory 

environment, advances the appearance of age‐related MAPT pathology and induces 

behavioral impairment in a humanized mouse‐model of tauopathy; however, the 

mediating mechanisms in this relationship require further investigation.   
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Materials and Methods 

Study Design 

The primary objective of this study was to characterize the post‐injury 

microglial/macrophage response to TBI at both acute and chronic time points in the 

presence or absence of wild‐type human tau. Separate groups of hTau and B6 mice were 

used for acute and chronic studies. Each subject was randomized to the TBI or sham group 

following surgical preparation. A separate investigator blinded to experimental group 

performed subsequent data analysis. All subjects surviving to 3 or 135 DPI were included in 

data analysis and no outliers were excluded. 

Mice 

The hTau mouse model of tauopathy was utilized to characterize recovery following TBI.15 

Two‐month old hTau mice (mixed sex; n = 10‐12 mice per group) maintained on the 

C67BL/6J   genetic background were used for all studies. Age‐ and sex‐matched B6 animals 

served as controls for all studies. Animals were housed at the Cleveland Clinic Biological 

Resources Unit. The Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of the Cleveland 

Clinic approved all animal procedures.  

Surgical preparation and injury.  

All surgical procedures were completed as previously described.25 Briefly, two‐month‐old 

hTau and B6 mice were anesthetized with a combination of ketamine (100 mg/kg) and 

xylazine (10 mg/kg) before being placed in a stereotaxic frame.  Bupivicaine (0.25%, 50 l) 

was delivered subcutaneously before midline incision. A 3.0 mm craniotomy was trephined 

over the right parietal cortex midway between bregma and lambda leaving the dura intact. 

A modified Leur‐Loc syringe (3.0 mm inside diameter) was placed over the exposed dura 

and held in place by cyanoacrylate adhesive. Mice were placed on a heating pad to recover 

following surgical preparation. Once animals regained normal ambulatory behavior, they 

were placed in their home cage overnight. Twenty‐four hours after surgical preparation, all 

mice were anesthetized with the same combination of ketamine and xylazine and 

connected to the FPI device (Amscien Instruments, Richmond, VA). A moderate level FPI 

(M = 1.0 atmospheres of extracranial pressure) was delivered to animals in the TBI group. 

Animals in the sham group were connected to the injury device; however, no fluid pulse 

was delivered. The syringe and adhesive were removed from the skull following FPI or 
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sham injury and the incision was sutured closed. All animals recovered on a heating pad 

before being placed in their home cage. Mice were sacrificed at either 3 DPI or 135 DPI 

(one week after completion of spatial memory testing in the water maze).  

Immunohistochemistry.  

Half of the mice in each group (n = 5‐6 per group) were deeply anesthetized with ketamine 

(100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and transcardially perfused with ice‐cold 0.1 mol/L 

sodium phosphate buffer at 3 DPI and 135 DPI.  Whole brain samples were removed from 

the cranium and drop‐fixed in 4% paraformaldehyde in PBS and stored at 4°C. Following 

cryoprotection in 30% sucrose/PBS, brains were embedded in optimal cutting temperature 

(OCT) compound and subsequently cut into free floating 30 µm coronal sections for 

neuropathological analysis. The following dilutions were used for primary antibodies: CD45 

(Serotec) 1:500; F4/80 (Serotec) 1:500; CD68 (Abcam); AT180 (pThr231, Pierce); all 

incubated at 4°C overnight followed by secondary antibodies conjugated to biotin (Vector 

Laboratories; 1:200).  Sections incubated with Avidin/Biotinylated enzyme complex (ABC 

reagent, Vector Laboratories; for immunohistochemistry) reagent for 1 hour at room 

temperature following by 3‐3’‐diaminobenzidine (DAB; Vector Laboratories) until a brown 

reaction was observed. Silver staining was performed on 30µm coronal brain sections 

using a commercially available FD NeuroSilver II kit according to manufacturer’s 

instructions. 

Isolation of microglia and monocytes and flow cytometry.  

At 135 DPI mice from each experimental group were deeply anesthetized with ketamine 

(100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and transcaridally perfused with 1x Hank’s balanced 

salt solution (HBSS). Brains were removed, chopped, and digested using the Macs Neural 

tissue dissociation kit (Miltenyl Biotec). Following a wash, digested tissue was resuspended 

in 30% Percoll and overlayed with 1mL of 10% fetal bovine serum in Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI)‐media. Samples were placed in a centrifuge for 15 minutes at 

800g with no brake. Myelin and buffer were aspirated off the cells of interest, which 

settled at the bottom of the tube during centrifugation. Finally, the cells were resuspended 

in FACS buffer (PBS containing BSA and sodium azide)/FC block for 5 minutes at room 

temperature. The following antibodies were used for cell surface staining of isolated 

microglia and monocytes: anti‐mouse CD45‐APC (BioLegend, 1:500), anti‐mouse CD11b‐
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BV605 (BioLegend, 1:100), anti‐mouse Ly6C‐FITC, 1:100).  Flow cytometry was performed 

with a BD LSR Fortessa (BD Bioscience) and analyzed using FlowJo software (version 9.3.1, 

TreeStar, Inc. Ashland, OR).  

Behavioral Assessment. All behavioral tests were completed as previously described.26  

Rotarod. Balance and coordination was assessed with a standard rotarod test 

(Rotamex, Columbus Instruments). All mice received baseline training before surgical 

preparation, and post‐injury testing was completed at 1, 3, 6, 30, 60, and 90 DPI. Each 

testing day included three five‐minute trails in which rod rotation increased from 4 

rotations per minutes (RPM) to 30 RMP. Average latency to fall was calculated for each 

testing day and compared between groups. 

Y maze. Time dependent changes in spatial working memory were evaluated in the 

y maze. Briefly, each mouse completed one five‐minute trial at 7, 30, 60, and 90 DPI. 

Following placement in the center of the maze, a mouse had free access to all three arms. 

Total arm entries and spontaneous alternation between arms was recorded for each 

testing day and compared between groups.   

Water maze.  A standard version of the water maze was used to assess spatial 

learning and reference memory beginning 120 DPI.  During visible platform training, 

animals were placed in the pool at one of four start locations and given 60 seconds to 

locate a visible goal platform that was placed in a new location for each trial.  After three 

days of training, the water level was increased two centimeters to “hide” the goal 

platform, which then remained in the same location for five days of memory testing. 

Constant spatial cues around the pool served as guides for the animals to locate the 

submerged goal platform. Animals remained on the platform for 15 seconds after 60 

seconds elapsed or after they located the platform on their own. A single probe trial, in 

which the goal platform was removed, was completed at 129 DPI approximately 24 hours 

after the last memory trial. Mice were sacrificed the following week at 135 DPI. All trials 

were analyzed with EthoVision XT (Noldus) video tracking software. Primary dependent 

variables of interest were latency to reach the goal platform, time spent in each quadrant, 

and swim speed. Swim pattern was subsequently analyzed by an experimenter blinded to 

experimental groups and based on previously reported strategies which included 

identification of spatial, non‐spatial, and circling search strategies.27  
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Statistical analysis.   

All statistical analysis was completed with GraphPad Prism 6.07 or IBS SPSS Statistics 24. A 

mixed model factorial analysis of variance (ANOVA) was used to evaluate group 

differences. ANOVA with repeated measures was used to classify group differences in 

behavioral tests. The between factors were genotype and injury and the within‐group 

factor was day of testing. Main effects and interaction effects were considered. Two‐tailed 

Students t test was utilized for post‐hoc comparison of the main effect(s) between B6 and 

hTau mice. t test with Welch’s correction was incorporated to address comparisons in 

which the two samples had unequal variances or an unequal number of samples. Statistical 

significance was determined at p < 0.05. All data are presented as mean ± standard error 

of the mean (SEM). 

 

Results 

Microglial/Macrophage Response to TBI is Enhanced in hTau Mice at 3 DPI. 

TBI induces a widespread neuroinflammatory response characterized by microglial 

reactivity, monocyte infiltration and increased production and release of inflammatory 

mediators.19 CD45 is a type 1 transmembrane protein present on all hematopoietic cells 

that is upregulated in activated macrophages and expressed at lower levels in brain 

resident microglia.28 Consistent with our previous findings,25,26 brain injury resulted in 

increased CD45 immunoreactivity near the injury site in B6 and hTau mice at 3 DPI (Fig. 

1A). Two‐way ANOVA revealed a significant genotype effect and injury effect in the cortex 

lateral to the injury site. T test (with Welch’s correction) confirmed that CD45 

immunoreactivity was increased in hTau TBI mice compared to B6 TBI mice in the lateral 

cortex (Fig. 1F). A similar effect was detected in the ipsilateral hippocampus (Fig. 1D) with 

CD45 immunoreactivity significantly increased in hTau TBI mice compared to B6 TBI mice 

in the ipsilateral hippocampus (Fig. 1G). These findings indicate that the presence of wild‐

type human tau significantly increases the acute microglial and macrophage response to 

TBI; however, the cell specific contribution to CD45 immunoreactivity could not be 

distinguished through immunohistochemistry. 
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Quantification of percent area covered by F4/80 immunohistochemistry supported 

the altered microglial/macrophage response in hTau TBI mice. F4/80 is a cell surface 

glycoprotein highly expressed on mouse macrophages.29 Two‐way ANOVA revealed a 

significant injury effect and interaction effect in the cortex lateral to the injury site (Fig. 

1B). hTau TBI mice displayed enhanced F4/80 immunoreactivity compared to B6 TBI mice; 

however, a statistically significant genotype effect was not observed (Fig. 1F). Similarly, 

two‐way ANOVA revealed an injury effect in F4/80 immunoreactivity in the ipsilateral 

hippocampus (Fig. 1E, 1G). 

Finally, CD68 immunoreactivity was used to identify macrophages, including 

microglia‐derived macrophages responding to TBI or sham injury at 3 DPI. CD68 is a highly 

glycosylated transmembrane protein regarded as a potential marker for phagocytic activity 

in tissue macrophages.30 Consistent with our previous results,25 CD68 immunoreactivity 

was localized to the cortex at 3 DPI and not apparent in subcortical structures such as the 

hippocampus (Fig. 1C). A significant effect of injury was detected with two‐way ANOVA. 

Consistent with CD45 and F4/80, hTau TBI mice displayed increased CD68 expression 

compared to B6 TBI mice (Fig. 1F). Collectively, these data confirm that the microglial 

and/or macrophage response to brain injury is enhanced in hTau mice compared to B6 

control mice.  

 

TBI Induces Region Specific MAPT Phosphorylation in hTau Mice Compared to B6 Mice at 3 

DPI. 

  To test whether enhancing microglial/macrophage reactivity in hTau mice 

promotes MAPT hyperphosphorylation, injured and sham brain tissue from B6 and hTau 

mice was immunostained with AT180 antibody. TBI and sham injury increased 

hyperphosphorylation at the phosphor‐thr231 (AT180) epitope in the ipsilateral temporal 

cortex in hTau mice compared to B6 mice (Fig. I‐J). No significant differences were 

observed in AT180 immunoreactivity in the lateral cortex near the site of injury (Fig. 1H), 

although a trend toward an interaction effect was detected (p = 0.09, Fig. 1J). These results 

suggest that MAPT phosphorylation is not restricted to the site of TBI or sham injury, and 

even distal brain regions are vulnerable to damage.  

 

Jo
ur

na
l o

f 
N

eu
ro

tr
au

m
a

T
ra

um
at

ic
 b

ra
in

 in
ju

ry
 in

 h
T

au
 m

od
el

 m
ic

e:
 E

nh
an

ce
d 

ac
ut

e 
m

ac
ro

ph
ag

e 
re

sp
on

se
 a

nd
 a

lte
re

d 
lo

ng
-t

er
m

 r
ec

ov
er

y 
(d

oi
: 1

0.
10

89
/n

eu
.2

01
7.

52
03

)
T

hi
s 

ar
tic

le
 h

as
 b

ee
n 

pe
er

-r
ev

ie
w

ed
 a

nd
 a

cc
ep

te
d 

fo
r 

pu
bl

ic
at

io
n,

 b
ut

 h
as

 y
et

 to
 u

nd
er

go
 c

op
ye

di
tin

g 
an

d 
pr

oo
f 

co
rr

ec
tio

n.
 T

he
 f

in
al

 p
ub

lis
he

d 
ve

rs
io

n 
m

ay
 d

if
fe

r 
fr

om
 th

is
 p

ro
of

.
D

ow
nl

oa
de

d 
by

 I
nd

ia
na

 U
ni

v 
A

cq
 D

ep
t f

ro
m

 o
nl

in
e.

lie
be

rt
pu

b.
co

m
 a

t 0
9/

05
/1

7.
 F

or
 p

er
so

na
l u

se
 o

nl
y.



Page 14 of 36 
 
 
 

14 

Jo
u
rn
al
 o
f 
N
eu

ro
tr
au

m
a 

Tr
au

m
at
ic
 b
ra
in
 in

ju
ry
 in

 h
Ta
u
 m

o
d
el
 m

ic
e:
 E
n
h
an

ce
d
 a
cu
te
 m

ac
ro
p
h
ag
e 
re
sp
o
n
se
 a
n
d
 a
lt
er
ed

 lo
n
g‐
te
rm

 r
ec
o
ve
ry
 &
#1

3
;  
(D
O
I:
 1
0
.1
0
8
9
/n
eu

.2
0
1
7
.5
2
0
3
) 

Th
is
 p
ap

er
 h
as
 b
ee

n
 p
ee

r‐
re
vi
ew

e
d
 a
n
d
 a
cc
ep

te
d
 f
o
r 
p
u
b
lic
at
io
n
, b

u
t 
h
as
 y
et
 t
o
 u
n
d
er
go

 c
o
p
ye
d
it
in
g 
an

d
 p
ro
o
f 
co
rr
ec
ti
o
n
. T
h
e 
fi
n
al
 p
u
b
lis
h
ed

 v
er
si
o
n
 m

ay
 d
if
fe
r 
fr
o
m
 t
h
is
 p
ro
o
f.
 

TBI Promotes a Distinct Microglial/Macrophage Phenotype in hTau TBI Mice at 135 DPI. 

To document the long‐term consequences of TBI in hTau mice, separate groups of 

hTau and B6 mice received TBI or sham injury at two‐months old and aged 135 DPI. CD45 

immunoreactivity was variable within groups by 135 DPI and the rod‐shaped morphology 

of CD45+ cells in TBI mice was less apparent compared to 3 DPI (Fig. 2A). Quantification of 

percent area covered by CD45 immunoreactivity in the cortex lateral to the site of injury 

verified no significant differences between groups (Fig. 2C). CD45 immunoreactivity was 

not quantified in the ipsilateral hippocampus at 135 DPI due to low levels of detection; 

however, several CD45+ cells were identified in the optic tract of brain injured mice. 

Subsequent quantification of percent area covered by CD45 immunoreactivity in the optic 

tract revealed no significant differences between groups (Fig. 2B‐C). 

Mononuclear cells isolated from whole brains of TBI and sham injured B6 and hTau 

mice at 135 DPI were analyzed using flow‐cytometry to distinguish populations of 

CD45low/+ microglia and CD45high peripheral lymphocytes and myeloid cells (Fig 3A). While 

the peripheral macrophages were a single population of Ly6C+CD11b+CD45high cells (Fig 

3B), brain resident microglia could be subdivided into several populations. At 135 DPI, 

CD45low/+ microglia displayed distinct sup‐populations of CD11blow and CD11bhigh cells (Fig 

3B). A third population of CD45int microglia was identified, which expressed CD45 at levels 

that were higher than the CD11blow and CD11bhigh microglia (Fig 3B‐C). Thus, based on 

CD45 expression, we identified four, unique myeloid populations that persist under 

chronic injury conditions. The CD11blow microglia expressed the lowest levels of CD45, 

followed by the CD11bhigh and the CD45int group characteristic of reactive microglia, while 

the peripheral macrophages were the highest expressers of CD45 (Fig 3C).  

Quantitation of microglial response revealed a significant reduction in the 

proportion of all three subpopulations in the hTau TBI group as compared to the B6 TBI 

cohort (Fig 3D). No significant differences were seen in the proportions of CD11b+CD45high 

cells (Fig 3F). Analysis of inflammatory activation showed the presence of Ly6clow and 

Ly6chigh cells in the CD11b+CD45int microglia and the CD11b+CD45high macrophages. 

Interestingly, while Ly6clow and Ly6chigh microglia are significantly reduced in the hTau TBI 

mice (Fig 3E), Ly6clow macrophages persist at significantly higher numbers as compared to 

the hTau sham injured group (Fig 3G). These results suggest that a single TBI significantly 
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changes the proportion of reactive microglia and macrophages within the brains of hTau 

mice compared to B6 mice. 

 

Region Specific MAPT Pathology Persists in hTau TBI Mice at 135 DPI 

  Given the unique pattern of microglial and macrophage reactivity following TBI, we 

next examined the spatial distribution of MAPT pathology at 135 DPI in B6 and hTau mice. 

Naïve hTau mice display age‐associated MAPT pathology, beginning with somato‐dendritic 

MAPT accumulation and hyperphosphorylation around 3‐4 months of age and subsequent 

MAPT aggregation around 10 months of age.15 Thus, we expected hTau sham and TBI mice 

to have some age‐related MAPT pathology but predicted that it would be enhanced after 

brain injury. AT180 immunoreactivity was detected in all groups at 135 DPI and increased 

expression was notable in the cortex lateral to the site of injury as well as in the ipsilateral 

temporal cortex in hTau TBI mice (Fig. 2D‐E). Two‐way ANOVA of percent area covered by 

AT180 immunoreactivity revealed a significant genotype effect in the cortex lateral to the 

site of injury and in the ipsilateral temporal cortex (Fig. 2F). AT180 immunoreactivity was 

highest in cortex lateral to the site of injury and in the ipsilateral temporal cortex in hTau 

TBI mice compared to all other groups. A significant difference in AT180 immunoreactivity 

was detected between B6 and hTau TBI mice in the ipsilateral temporal cortex, but no 

difference was detected between hTau TBI and hTau sham mice (Fig. 2F). Together, these 

data indicate that MAPT phosphorylation occurs in a region dependent manner at a 

chronic post‐injury time point following TBI in hTau mice.  

To confirm and extend these results to determine if the hyperphosphorylated 

MAPT has acquired pre‐tangle/NFT conformation, Gallyas silver staining was performed. 

Gallyas silver staining is a standard detection method of MAPT pathology31 and has been 

utilized by our group previously in hTau mice.21 Strikingly, numerous Gallyas‐positive 

neurons were identified in the CA1 region of the ipsilateral hippocampus in hTau TBI mice 

but not in age‐matched B6 or hTau control mice (Fig. 2G). Two‐way ANOVA of relative 

number of Gallyas silver+ cells revealed a significant genotype, hemisphere and interaction 

effect in the hippocampus of TBI mice (Fig. 2G). Sham mice were not included in the 

analysis due to very few numbers of Gallyas silver+ cells. Together, these data indicate that 

a single TBI induces accumulation of significantly more Gallyas silver+ cells in the ipsilateral 
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hippocampus of hTau TBI mice than B6 TBI mice. MAPT aggregates do not typically appear 

in hTau mice until around 9 months of age, thus these data suggest that a single TBI 

accelerates MAPT aggregation in hTau mice in a region dependent manner.  

 

TBI Induces Spatial Memory Alterations in the Absence of Motor Dysfunction in hTau TBI 

Mice. 

  Behavioral impairment has been reported at 12 months of age in naïve hTau mice, 

which is approximately 3 months after the first MAPT aggregates appear.16 B6 and hTau 

mice completed motor and cognitive testing following TBI or sham injury as they aged to 

135 DPI. Given the altered microglial/macrophage response and region specific tau 

pathology in hTau TBI mice, we predicted that cognitive impairment would also be 

advanced by 135 DPI. The rotarod test was used to examine motor function, including 

balance and coordination. In agreement with our previous findings,25,26 all mice performed 

similarly during baseline training and at all post‐injury time points. Although hTau sham 

mice spent less time on the rotating rod during the acute phase of testing, no significant 

difference were detected with repeated measures ANOVA (Fig. 4A). Spatial working 

memory was evaluated in the Y maze. Consistent with our previous work,25 a significant 

decrease in arm entries was detected across time, p < 0.001(Fig. 4B). Repeated exposure 

to the Y maze results in decreased exploratory interest and consequently fewer arm 

entries. Percent spontaneous alternation was calculated by taking an average of the total 

number of alternations over the maximum number of alternations (total arm entries – 2). 

No significant differences in spontaneous alternation between arms were detected 

between groups at any post‐injury time (Fig. 4C). Taken together, these data demonstrate 

that this severity of TBI does not induce global motor or cognitive deficits over time. 

  Water maze testing began 120 DPI. No significant differences in visible platform 

training were detected between groups. This finding indicated that visual deficiencies did 

not interfere with any subject’s ability to learn the procedures of the task (i.e., swim to the 

platform and stay there for 15 seconds). Repeated measures ANOVA revealed a significant 

effect of testing day and injury group, p < 0.01. Neuman‐Keuls multiple comparisons test 

indicated that latency to reach the submerged goal platform was significantly different 

between groups on memory testing day 1. hTau TBI mice took significantly longer to reach 
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the goal platform than B6 TBI and B6 sham mice, p < 0.05 (Fig. 4D). The statistically 

significant difference between groups did not persist over time as all groups displayed 

decreased latency to reach the goal platform across testing days. No significant differences 

between groups were detected in average swim speed (Fig. 4E) or average time spent in 

the goal quadrant during probe testing (Fig. 4F). Together, these data suggest that hTau 

TBI mice are deficient in acquiring the memory portion of this cognitive assessment. 

Although statistically significant group differences did not persist across testing days, 

latency to reach the goal platform remained elevated in hTau TBI mice compared to other 

groups. This was not related to visual or motor deficits and did not prevent hTau TBI mice 

from completing the task. 

  In an effort to better characterize group differences that contributed to an 

acquisition deficit in memory testing, we evaluated search strategy to find the submerged 

goal platform as previously described.27 Manual categorization of search strategy in each 

memory testing trial was completed by a single investigator blinded to injury group. Videos 

of each trial were replayed in Ethovision at 2x the speed, which resulted in a timely 

reanalysis of swim path. A single search strategy that best described the majority of swim 

path was noted for each trial. Three categories of swim path were considered, including 

spatial, non‐spatial, and looping as previously defined (Fig. 5A).27 Briefly, spatial strategies 

included swimming directly to the platform (spatial direct), swimming toward the platform 

with only one loop (spatial indirect), and intentional searching within the goal quadrant 

(focal correct). Non‐spatial strategies included searching the tank interior without spatial 

bias (scanning), searching the entire tank without spatial bias (random) and intentional 

searching of a portion of the tank that did not include the goal quadrant (focal incorrect). 

Finally, looping strategies included circular swimming at a fixed distance from the wall 

(chaining), circling around the outer 15 cm of the pool including thigmotaxis (peripheral 

looping) and swimming in tight circles with directional movement (circling).  

Percentage of trials using each search strategy as a function of injury group and day 

of hidden platform testing is displayed in Fig. 5B‐E. Several notable differences between 

injury groups emerged. For example spatial search strategies were utilized by hTau TBI 

mice far less than any other group. Compared to B6 TBI mice, hTau TBI mice displayed a 

preferential use of non‐spatial search strategies. In addition, looping strategies made up a 
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larger percentage of trials in hTau mice compared to B6 mice, and use of looping strategies 

increased in hTau mice across testing days compared to B6 mice. This was most apparent 

on the last day of memory testing (day 5) when latency to reach the goal platform was 

similar between groups. For subsequent statistical analysis, average percentage of trials 

using each search strategy was calculated and compared between groups. Two‐way 

ANOVA revealed a significant genotype effect for use of the spatial indirect search 

strategy, p < 0.05 (Fig. 5F), scanning strategy, p = 0.05 (Fig. 5G), and circling strategy, p < 

0.05 (Fig. 5H). Subsequent t tests revealed statistically significant differences between B6 

and hTau TBI mice in scanning and circling strategies; however, significant differences 

were also detected between B6 TBI and hTau sham mice (p < 0.05) confirming a primary 

effect of genotype. A statistically significant difference is use of spatial indirect strategy 

was detected between B6 and hTau TBI mice, p < 0.01; however, no significant difference 

was observed between any other groups. Collectively, these data suggest that TBI in hTau 

mice compromises the use of spatial search strategies to complete a memory task. As a 

result the preferential use of non‐spatial search strategies may have contributed to the 

acquisition deficit observed during memory testing. 

 

Discussion 

Increasing evidence supports the notion that a single TBI can alter the chronic 

neuroinflammatory environment; although few experimental studies extend beyond one 

year post‐injury. For example, progressive cortical and hippocampal atrophy occurs in 

conjunction with reactive astrogliosis up to one year post‐FPI in rats.32 Similarly, glial 

expression of NF‐B is observed in brain regions with persistent atrophy up to one year 

post‐injury in the same model.33 Even a single frontal mild TBI results in persistent deficits 

in attention, impulse control and decision making over 90 DPI that correlates with 

increased neuroinflammation in rodents.34 These findings are consistent with human 

studies reporting increased mRNA expression of microglial markers OX‐6 and CD68 at one 

year post‐injury1 and imaging studies showing increased binding of PK‐[11C](R)PK11195 

ligand, expressed by activated microglia, between 11 months and 17 years post‐injury.35 

  The interrelationship between TBI, persistent neuroinflammation and development 

of AD, a prominent tauopathy, has been a topic of interest for some time. If fact, many 
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experimental studies have characterized the effects of TBI in various rodent models of AD 

in which genetic predisposition promotes the accumulation of beta‐amyloid (Aβ) and 

MAPT pathology. Surprisingly and perhaps contrary to expected results, TBI does not 

significantly worsen chronic outcome in many of these models (see review36) and has even 

diminished Aβ pathology in a few studies.37,38 Not until recently, have the 

neuromodulatory effects of accumulating Aβ emerged as an inflammatory stimuli in 

disease pathogenesis.39 Previous work from our group demonstrates that the acute 

macrophage response to TBI is reduced in a genomic mouse model of AD (R1.40) prone to 

Aβ accumulation; however, the macrophage response persists in sub‐cortical brain regions 

and coincides with chronic tissue loss and cognitive impairment up to 120 DPI.25 A delayed 

neuroinflammatory response to TBI has also been reported by other groups examining a 

knock‐in mouse model of AD (APP/PS1‐KI). In agreement with our findings, APP/PS1‐KI 

mice displayed a persistent neuroinflammatory response with significant cognitive 

impairment compared to controls.40 We sought to extend these results by examining the 

neuromodulatory effects of pathogenic tau accumulation in a disease relevant mouse 

model of AD.  

  In this model, two month old hTau and B6 mice were exposed to TBI or sham injury 

and sacrificed at an acute and a chronic time point. The macrophage response to brain 

injury was significantly enhanced lateral to the site of injury and within the ipsilateral 

hippocampus of hTau TBI mice compared to all other groups at 3 DPI. Although not 

statistically significant, close examination reveals that even hTau sham mice display 

enhanced microglial/macrophage reactivity compared to B6 sham mice at 3 DPI in select 

brain regions (e.g., Fig. 1A, 1D, CD45 immunoreactivity). The presence of wild‐type human 

tau in the absence of mouse tau is sufficient to induce age‐related tau pathology, 

behavioral impairment, and cell loss in hTau mice15. Thus, these results provide evidence 

that hTau mice are subsequently vulnerable to a hyperactive acute microglial/macrophage 

response to an additional immune challenge such as TBI or even sham injury. TBI induced 

tau phosphorylation in the cortex lateral to the site of injury but no significant differences 

were identified between groups at 3 DPI. Several AT180+ cells were identified in layer 2/3 

of the ectorhinal, perirhinal, and entorhinal cortical areas as well as in the pyramidal layer 

of the piriform cortical area. Substantial evidence demonstrates hippocampal projections 
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to these cortical areas,41 and may explain why hTau TBI mice display increased AT180 

immunoreactivity in this area. Importantly though, a genotype effect in AT180 

immunoreactivity was identified in the ipsilateral temporal cortex supporting the 

observation that even hTau sham mice have an increased vulnerability to secondary injury 

cascades. 

  The cortical microglial/macrophage response to TBI as identified via CD45, F4/80, 

and CD68 immunohistochemistry substantially declined by 135 DPI (F4/80 and CD68 not 

shown). Consistent with recent observations though, a diffuse distribution of CD45+ cells 

were identified in the optic tract of all mice.42 Although visual deficits were not obvious 

during water maze training, this pathology might help to explain the preferential use of 

non‐spatial search strategies employed by hTau TBI mice to complete the water maze task. 

A more thorough characterization of visual system damage is warranted in future studies.  

The lack of unique, phenotypic markers to distinguish CNS resident microglia from 

peripherally derived macrophages makes it difficult to assess the individual responses of 

these two populations to chronic TBI. Differential levels in surface expression of CD11b 

and CD45 serve as consistent markers to identify resident microglia as CD11b+CD45low/+ 

and peripheral macrophages as Ly6C+CD11b+CD45high. It has been demonstrated that 

under inflammatory conditions, a proportion of microglia can upregulate CD45 expression 

to levels that are intermediate (CD45int) between the CD45low microglia and CD45high 

macrophages that are often reported in the literature43. In an effort to identify CD45+ 

reactive microglia and infiltrating macrophages present in the brain at 135 DPI, we 

performed flow cytometric analysis. Four distinct populations were identified, including 1) 

CD11blow/CD45low microglia, 2) CD11bhigh/CD45low microglia, 3) CD11b+/CD45int microglia, 

and 4) Ly6C+CD11b+/CD45high macrophages. CD11b+/CD45high macrophages were also 

Ly6C+44 and make up a much smaller proportion of cells in the brain compared to 

microglia. We predict that Ly6Clow/CD11b+/CD45high cells represent Cx3cr1+ patrolling 

macrophages;45 however, a detailed analysis of Cx3cr1 expression was not included in 

these studies and should be considered in future experiments. Furthermore, only 

CD11b+/CD45int microglia were also Ly6C+ suggesting that this population might represent 

inflammatory CCR2+ monocyte‐derived macrophages, differentiating in the CNS tissue 
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environment. Again, a thorough analysis of key chemokines, Cx3cr1 and CCR2, would 

provide valuable insight to the cellular composition of reactive cells in the brain at 135 DPI.  

Region specific tau phosphorylation was detected lateral to the injury site and in the 

ipsilateral temporal cortex of hTau TBI mice. hTau TBI mice also showed increased number 

of Gallyas‐positive neurons in the ipsilateral hippocampus. A similar temporal distribution 

of tau pathology was not detected in any other experimental group at 135 DPI. 

Collectively, these data suggest that the acute microglial/macrophage response to TBI in 

hTau mice could result in long‐term consequences that alter tau pathology. Conversely, 

presence of human tau in hTau mice may actively, with some unknown mechanism(s), 

facilitate macrophage activation for a prolonged period of time post‐trauma. A direct 

mechanism for this relationship is not yet evident, but future studies could address the cell 

specific role of microglia as well as monocytes in promoting post‐injury tau pathology in 

hTau mice via inclusion of Cx3cr1‐/‐ and/or Ccr2‐/‐ mice.19  

  Finally, a battery of behavioral tests confirmed that the moderate severity of TBI 

utilized in these studies did not induce global deficits in motor or cognitive function 

through 135 DPI. Importantly though, hTau TBI mice displayed significantly longer latencies 

to reach the goal platform on day one of memory testing in the water maze compared to 

B6 sham and TBI mice. Although hTau TBI mice consistently took longer than all other 

groups to reach the goal platform throughout testing, no other significant differences were 

detected. A single probe trial was completed at the end of memory testing. During this 

trial, the platform is removed and animals are given 30 seconds to swim throughout the 

pool. Animals that have successfully learned the task spend more time in the goal 

quadrant than any other quadrant. The probe trial data did not support the notion that 

any group had displayed true spatial memory, as the average amount of time spent in the 

goal quadrant was around seven seconds. These data prompted us to consider how search 

strategy affected completion of the memory task. Based on previous reports, we predicted 

that a more effective search strategy would account for the mild performance differences 

between groups.27  

Swim path analysis revealed that B6 and hTau mice utilized spatial, non‐spatial, and 

looping search strategies to locate the submerged goal platform and the use of each 

strategy changed over time. Notably, hTau TBI mice demonstrated a preferential use of 
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the non‐spatial scanning search strategy compared to other groups. hTau mice regardless 

of injury group also displayed increased use of looping strategies across five days of 

memory testing compared to B6 mice. Together, these data imply that hTau mice utilize 

non‐spatial search strategies more frequently than B6 mice. Furthermore, TBI restricts the 

non‐spatial search path to the center of the pool in hTau mice. Together, these data imply 

that TBI promotes the use of non‐spatial search strategies in hTau mice which might 

account for longer latencies to reach the submerged goal platform. These results confirm 

that search strategy is complex and should be considered when analyzing data from the 

water maze memory task. Inclusion of swim path analysis may be particularly useful when 

it is difficult to identify the influence of cognitive, sensory or motor function on water 

maze performance.27  

In summary, these experiments indicate that wild‐type human tau alters the acute 

and chronic microglial/macrophage response to single TBI, promotes region specific tau 

pathology and mild cognitive dysfunction at a chronic time point. hTau mice have been 

used in multiple other brain injury studies focused on the effects of repetitive TBI.10,20,46,47 

This study further supports the use of hTau mice as a disease relevant model for defining 

the inter‐relationship between brain injury, neuroinflammation and tau pathology. This 

model can now be manipulated to decipher causal interactions between post‐injury 

neuroinflammation, MAPT pathology and behavioral impairment to identify potential 

points of intervention to improve recovery following TBI. Collectively, these data highlight 

the importance of communication between MAPT and microglial/macrophages after brain 

injury and implicate accumulating tau as a likely neuromodulator. Moreover, these 

experiments suggest that an altered neuroinflammatory environment following TBI may be 

an important mediating factor in development of post‐injury neurodegenerative disease 

such as AD.  
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Figure Legends 

 

 

Figure 1. TBI induces enhanced microglial/macrophage response and distal tau 

phosphorylation in hTau mice at 3 DPI. (A‐C) Representative images of CD45, F4/80, and 

CD68 immunostaining in sham and TBI mice in lateral cortex (ctx) at 3 DPI. (F) 

Quantification of percent area covered by CD45 (two way ANOVA, genotype effect F(1, 18) 

= 7.445, p = 0.01; injury effect , F(1, 18) = 6.265, p = 0.02; subsequent t test confirmed 

CD45 immunoreactivity increased in hTau TBI mice [M = 27.28, SEM = 5.416] compared to 

B6 TBI mice [M = 11.41, SEM = 1.866], t(2.77) = 6.11, p = 0.03), F4/80 (two‐way ANOVA, 

injury effect F(1, 18) = 25.03, p < 0.001; interaction effect, F(1, 18) = 5.019, p = 0.04) and 

CD 68 (two way ANOVA, injury effect F(1, 13) = 5.935, p = 0.03) confirmed that the TBI 

induced microglia/macrophage response is enhanced in hTau TBI mice compared to 
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controls. (D‐E) Representative images of CD45 and F4/80 in ipsilateral (ipsi) hippocampus 

at 3 DPI. (G) TBI significantly induced expression of CD45 (two way ANOVA, genotype 

effect, F(1, 18) = 7.990, p = 0.01); injury, F(1, 18) = 7.209, p = 0.01; subsequent t test 

confirmed that CD45 immunoreactivity significantly increased in hTau TBI mice [M = 32.94, 

SEM = 8.945] compared to B6 TBI mice [M = 8.575, SEM = 2.674], t(2.61) = 5.86, p = 0.04). 

(H‐I) Representative images of AT180 in lateral ctx and ipsilateral temporal cortex (ipsi‐

temp ctx) at 3 DPI. (J) Although an interaction effect in AT180 immunoreactivity was 

approaching significance following two way ANOVA (p = 0.09) in the lateral ctx, no 

significant differences were identified between groups. Instead, a significant genotype 

effect in AT180 immunoreactivity was identified in the ipsi‐temp ctx (F(1, 16) = 14.10, p = 

0.001). Scale bar represents 20µm. Error bars indicate standard error of the mean (SEM); 

*, p < 0.05.  
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Figure 2. TBI induced microglial/macrophage reactivity declines but region specific tau 

pathology persists in hTau TBI mice at 135 DPI. (A‐B) Representative images of CD45 

immunostaining in sham and TBI mice in lateral ctx and optic tract at 135 DPI. (C) No 

significant differences in CD45 immunostaining in the lateral ctx or optic tract were 

detected between groups. (D‐E) Representative images of AT180 immunostaining in sham 

and TBI mice in lateral ctx and ipsi‐temp ctx at 135 DPI. (F) TBI significantly increased 

AT180 immunoreactivity in hTau TBI mice compared to all other groups in the lateral ctx 

(two way ANOVA, genotype effect, F(1, 19) = 4.752, p < 0.05) and in the ipsi‐temp ctx (two‐

way ANOVA, genotype effect, F(1, 19) = 10.11, p < 0.01). A significant difference in AT180 

immunoreactivity was detected between B6 (M = 1.81, SEM = 0.866) and hTau TBI (M = 

6.14, SEM = 1.973) mice in the ipsi‐temp ctx (t(10) = 2.836, p < 0.05), but no difference was 

detected between hTau TBI and hTau sham mice (M = 1.983, SEM = 1.059). (G) 

Representative images of silver staining in hippocampi in B6 and hTau mice at 135 DPI. (H) 

Silver staining was significantly enhanced in the ipsi‐hip of hTau TBI mice compared to B6 

TBI mice (cell counts normalized to B6 TBI contra‐hip; two way ANOVA, genotype effect, 

F(1, 8) = 12.58, p < 0.01; hemisphere effect, F(1, 8) = 14.94, p < 0.01; interaction effect, F(1, 

8) = 10.69, p < 0.05). Scale bar represents 20µm. Error bars indicate SEM; *, p < 0.05; **, p 

< 0.01. 
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Figure 3. Differential modulation of immune responses of brain resident microglia vs. 

peripheral macrophages at 135 DPI. (A) Representative scatterplots showing the gating 

strategy used to distinguish CD45‐low and CD45‐hi populations from the CNS of mice at 

135 DPI. (B) Representative scatterplots identifying distinct microglial and macrophage 

subpopulations based on relative expression of surface markers CD11b and CD45. Two 

distinct populations of microglia, namely those with low (CD11b‐low) and high (CD11b‐

high) CD11b expression and a third subset with an intermediate level of CD45 (CD45‐int) 

were identified within the CD45‐low/+ population. A distinct population of CD11b(+) cells 

was identified as peripheral macrophages within the CD45‐high cells. (C) Representative 

histogram overlays show that individual myeloid cell populations identified express 

differential levels of CD45. (D) Quantitation of the relative proportions of different 

microglial subsets identified in (B) revealed a significant reduction in all three population in 

the hTau TBI mice as compared to injured controls (two way ANOVA CD11b‐low/CD45‐low 
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microglia, injury effect, F(1, 18) = 16.45, p < 0.01; genotype effect, F(1, 18) = 12.22, p < 

0.01; post‐hoc comparisons confirmed that the proportion of CD11b‐low/CD45‐low 

microglia was significantly reduced in hTau TBI mice [M = 57.5, SEM = 3.37] compared to 

B6 TBI mice [M = 70.86, SEM = 2.32]; t(18) = 3.705, p < 0.01; two way ANOVA CD11b‐

hi/CD45low microglia, genotype effect, F(1, 18) = 6.11, p < 0.05; two way ANOVA 

CD11b+/CD45‐int microglia, genotype effect, F(1, 18) = 48.95, p < 0.01, post‐hoc 

comparisons confirmed that the proportion of CD11b+/CD45‐int microglia was significantly 

reduced in hTau TBI mice [M = 3.82, SEM = 0.52] compared to B6 TBI mice [M = 7.54, SEM 

= 0.42]; t(18) = 5.39, p < 0.01). (E) Quantitation of Ly6c‐low and Ly6c‐hi expressing, 

activated CD11b+CD45‐int microglia revealed a significant injury effect in Ly6c‐low 

expressing cells (two way ANOVA, injury effect, F(1, 15) = 17.42, p < 0.01) as well as a 

significant genotype effect in Ly6c‐high expression cells (two way ANOVA, genotype effect, 

F(1, 14) = 7.37, p < 0.05). (F) Quantitation of the proportion of peripheral macrophages 

within the CD45(+) population revealed no difference in the sustained macrophage 

response (CD11b+/CD45hi) at 135 DPI. (G) Quantitation of macrophage activation revealed 

that while the proportion of Ly6c‐low and Ly6c‐high macrophages is significantly reduced 

in the B6 TBI as compared to B6 Sham injured animals, Ly6c‐low macrophages in the hTau 

TBI group are significantly increased as compared to the B6 TBI and hTau sham injured 

animals (two way ANOVA Ly6c‐low/CD11b+/CD45hi macrophages, interaction effect F(1, 

10) = 29.09, p < 0.01; post‐hoc comparisons confirmed that the proportion of Ly6c‐

low/CD11b+/CD45hi macrophages was significantly increased in hTau TBI mice [M = 22.57, 

SEM = 1.29] compared to B6 TBI mice [M = 11.13, SEM = 0.93]; t(10) = 3.78, p < 0.05; two 

way ANOVA Ly6c‐hi/CD11b+/CD45hi macrophages, injury effect, F(1, 10) = 10.34, p < 0.01). 

All quantitation data represents n = 5‐7 mice from 5 different experiments. Error bars 

indicate SEM; *, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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Figure 4. TBI induces spatial memory alterations in the absence of motor dysfunction in 

hTau TBI mice.  (A) Mean latency to fall from the rotating rod was similar between sham 

and TBI mice at all post‐injury time points. (B) Average total arm entries in the Y maze 

significantly decreased in all groups over time, repeated measures ANOVA , F(3, 168) = 

28.77, p < 0.01. (C) Percent spontaneous alternation in the Y maze was similar between 

groups at all time points. (D) Latency to reach the visible platform in MWM training was 

similar between all groups. hTau TBI mice took significantly longer than all other groups to 

reach the submerged goal platform on memory testing day 1; however, latency to reach 

the goal platform was similar between all groups in subsequent testing days (two way 

repeated measures ANOVA, injury effect, F(3, 12) = 9.51, p < 0.01; testing day effect, F(4, 

48) = 5.38, p < 0.01; post‐hoc comparisons confirmed that hTau TBI mice [M = 39.11, SEM 

= 3.67] compared to B6 TBI mice [M = 28.31, SEM = 2.7]; t(60) = 2.69, p < 0.05) and B6 

sham mice [M =21.46, SEM = 2.54]; t(60) = 3.28, p < 0.05). Visible platform testing 

occurred 120‐122 DPI and memory testing occurred 125‐129 DPI. (E) Average swim speed 

to reach the platform in MWM testing was similar between all groups. (F) Average seconds 

spent in the goal quadrant during a single probe trial was similar between all groups. Error 

bars indicate SEM; *, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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Figure 5. hTau TBI display impaired use of spatial search strategies in the MWM. (A) 

Graph key of spatial search strategies considered when scoring swim path in MWM. 

Average percentage of spatial, non‐spatial and looping search strategies in (B) B6 TBI, (C) 

hTau TBI, (D) B6 sham, and (E) hTau sham  mice across 5 days (y axis) of memory testing. 

hTau TBI mice demonstrate a preferential use of non‐spatial search strategies across days. 

(F) B6 mice regardless of injury utilize the spatial indirect search strategy significantly more 

often than hTau mice (two way ANOVA, genotype effect, F(1, 56) = 4.37, p < 0.05). (G) 

hTau TBI mice rely on the scanning strategy significantly more often than B6 TBI mice; two 

way ANOVA, interaction effect, F(1, 8) = 5.08, p = 0.05; post‐hoc comparisons confirmed 

that hTau TBI mice [M = 22.0, SEM = 3.94] used a scanning strategy significantly more 

often than B6 TBI mice [M = 9.2, SEM = 1.5]; t(8) = 3.04, p < 0.05) . (H) hTau mice 

regardless of injury utilize the circling strategy more often than B6 mice (two way ANOVA, 

genotype effect, F(1, 56) = 11.59, p < 0.01). Error bars indicate SEM; *, p < 0.05. 

Jo
ur

na
l o

f 
N

eu
ro

tr
au

m
a

T
ra

um
at

ic
 b

ra
in

 in
ju

ry
 in

 h
T

au
 m

od
el

 m
ic

e:
 E

nh
an

ce
d 

ac
ut

e 
m

ac
ro

ph
ag

e 
re

sp
on

se
 a

nd
 a

lte
re

d 
lo

ng
-t

er
m

 r
ec

ov
er

y 
(d

oi
: 1

0.
10

89
/n

eu
.2

01
7.

52
03

)
T

hi
s 

ar
tic

le
 h

as
 b

ee
n 

pe
er

-r
ev

ie
w

ed
 a

nd
 a

cc
ep

te
d 

fo
r 

pu
bl

ic
at

io
n,

 b
ut

 h
as

 y
et

 to
 u

nd
er

go
 c

op
ye

di
tin

g 
an

d 
pr

oo
f 

co
rr

ec
tio

n.
 T

he
 f

in
al

 p
ub

lis
he

d 
ve

rs
io

n 
m

ay
 d

if
fe

r 
fr

om
 th

is
 p

ro
of

.
D

ow
nl

oa
de

d 
by

 I
nd

ia
na

 U
ni

v 
A

cq
 D

ep
t f

ro
m

 o
nl

in
e.

lie
be

rt
pu

b.
co

m
 a

t 0
9/

05
/1

7.
 F

or
 p

er
so

na
l u

se
 o

nl
y.

http://online.liebertpub.com/action/showImage?doi=10.1089/neu.2017.5203&iName=master.img-009.jpg&w=321&h=249

