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1. EINLEITUNG

1.1 Die angeborene Immunabwehr

Das Immunsystem ist das wesentliche Abwehrsystem von Mensch und Tier gegentber
infektiosen, zum Teil pathogenen Organismen, wie z.B. Bakterien, Viren oder Pilzen.
Eine wesentliche Eigenschaft des Immunsystems ist es, kdrperfremde Stoffe wie die
erwahnten Krankheitserreger zu erkennen und zu bekampfen. Dabei muss die Abwehr
innerhalb kirzester Zeit einsetzen, um eine Verbreitung des Pathogens zu verhindern.
Zu diesem schnell einsetzenden, sogenannten angeborenen Immunsystem zdhlen
nicht nur anatomische und chemische Barrieren, wie Epithelien oder antimikrobielle
Peptide in Korperflissigkeiten, die das Eindringen von Pathogenen erschweren
(SANSONETTI, 2004), sondern auch eine zellvermittelte, unspezifische Immunabwehr.
Diese zellvermittelte Immunitat wird hauptsachlich durch die Phagozyten gebildet, die
sich aus dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und Granulozyten
zusammensetzen (KAPETANOVIC und CAVAILLON, 2007). Die Phagozyten exprimieren
eine grol’e Anzahl an Rezeptoren, die konservierte Regionen von Fremdorganismen
erkennen. Ein Beispiel fir solche Rezeptoren sind Toll-like-Rezeptoren (TLR)
(ULEVITCH et al.,, 1999). TLR erkennen Oberflachenstrukturen, die im eigenen
Organismus nicht vorkommen. So erkennt z.B. TLR4 Lipopolysaccharide, TLR5
Flagellin und TLR9 CpG-reiche DNA Sequenzen von Bakterien, oder TLR7 und TLR8
einzelstrangige RNA von Viren. Die Bindung des Liganden an den spezifischen TLR
fuhrt zu einer Aktivierung eines Phagozyten und damit zu der einleitenden
Immunreaktion (OzINSKY et al., 2000). Im Folgenden sollen die einzelnen Phagozyten

vorgestellt werden, die bei der angeborenen Immunabwehr eine Rolle spielen.

1.2 Die mononukledren Phagozyten

Alle zellularen Bestandteile des Blutes stammen von einer Vorlauferzelle ab, die im
Knochenmark (KM) lokalisiert ist (VISSER et al., 1984). Aus dieser pluripotenten,
hamatopoetischen Stammzelle entstehen einerseits die lymphoiden Zellen, wie die T-,
NK- und B-Zellen, und andererseits die myeloische Zelllinie, aus der sich die

verschiedenen Phagozyten differenzieren (BABA et al., 2004).
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1.2.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) reprasentieren eine Gruppe der myeloischen Zellen. lhr
Name leitet sich aus dem lateinischen Wort dendriticus ab und verweist auf die
verzweigte Morphologie der Zelle. lhre Hauptaufgabe besteht darin, im Gewebe
Pathogene zu erkennen und diese durch phagozytotische Prozesse aufzunehmen. Im
Gegensatz zu anderen Phagozyten wie Gewebemakrophagen verlassen die DC nach
der Phagozytose das Gewebe und wandern in die peripheren lymphatischen Organe
(BANCHEREAU und STEINMAN, 1998). Dort prasentieren sie kleine Peptidbestandteile
des Pathogens Uber Histokompatibilitdtskomplexe (major histocompatibility complex,
MHC) T- und B-Lymphozyten, die dadurch aktiviert werden (SAVINA und AMIGORENA,
2007). Die DC werden daher auch professionelle antigenprasentierende Zellen
genannt. Aufgrund dieser Eigenschaft kommt den DC eine Sonderstellung innerhalb
der mononukledaren Phagozyten zu: Sie verknlpfen die angeborene Immunantwort mit
der spezifischen, adaptiven Immunitat, die ber T-Zellen und B-Zellen vermittelt wird
(BANCHEREAU et al., 2003). Mehrere Subpopulationen von DC mit unterschiedlichen
Oberflachenmarkern und biologischen Funktionen sind identifiziert worden. Einige
Beispiele fiir die Heterogenitat der DC seien hier genannt:

Langerhans-Zellen sind langlebige DC in der Epidermis der Haut sowie in den
Schleimhauten. Sie stammen von inflammatorischen Monozyten ab (GINHOUX et al.,
2006) und migrieren nach der phagozytotischen Aufnahme von Antigenen in die
regionalen Lymphknoten, wo sie T-Lymphozyten aktivieren (ASAHINA und TAMAKI,
2006).

Die zirkulierenden plasmazytoiden DC sind auf die Erkennung von Viren spezialisiert.
Bei einer Virusinfektion ist dieser Zelltyp verantwortlich fur die Bildung der antiviralen
Typ | Interferone IFN a und IFN B (SIEGAL et al., 1999).

Eine erst kirzlich beschriebene Klasse der DC sind die inflammatorischen DC (IDC).
Sie entstehen erst im Zuge von Infektionen und sind daher unter physiologischen
Bedingungen nicht nachweisbar. IDC konnten nach der Aktivierung von
plasmazytoiden DC mit dem Influenzavirus (O’KEEFFE et al., 2002) oder auch nach der
Infektion von Mausen mit Listeria monocytogenes detektiert werden (SERBINA et al.,
2003). Im Gegensatz zu anderen DC Subpopulationen, produzieren IDC tumor
necrosis factor a (TNF- a) und inducible nitric oxide synthase (iNOS) und werden daher
auch Tip-DC genannt. Auch diese Zellpopulation stammt von inflammatorischen
Monozyten ab (SERBINA et al., 2003).

Die DC leiten also in der frihen Phase einer Infektion die adaptive Immunabwehr ein,

indem sie Pathogene aufnehmen und in die Lymphknoten migrieren. Dort prasentieren
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sie die Antigene Uber die MHC an T-Zellen. Ihr Beitrag zur lokalen Eindammung von

Pathogenen wahrend der ersten Tage einer Infektion ist daher nicht essentiell.

1.2.2 Granulozyten

Eine weitere Gruppe der mononukledren Phagozyten sind die Granulozyten, die die
zahlreichste Leukozytenpopulation im Blut darstellen. lhren Namen erhielten sie
aufgrund der deutlich anfarbbaren Granula im Zytoplasma. Es gibt drei Arten von
Granulozyten, die alle verhaltnismaRig kurzlebig sind.

Neutrophile Zellen bilden die umfangreichste und wichtigste zellulare Komponente der
angeborenen Immunitat. Mit einem Anteil von 50-65% gehdren sie zu den haufigsten
Leukozyten im Blut. Nach einer Infektion verlassen die zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten das Blut und infiltrieren als erste Zellpopulation das entziindete Gewebe
(YAMASHIRO et al., 2001). Neutrophile sind mal3geblich an der Eindammung von
bakteriellen Infektionen beteiligt (MEHRAD et al., 1999, TsAl et al., 2000).

Eosinophile Granulozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von parasitischen
Infektionen und reprasentieren nur 5% der mononuklearen Zellen des Blutes (GLEICH
und LOEGERING, 1984).

Die letzte Gruppe der Granulozyten stellen die basophilen Zellen dar. Im
Differentialblutbild machen sie nur einen geringen Anteil aus (< 2 %). Auch Basophile
sind an der Bekdmpfung von parasitischen Infektionen beteiligt und erganzen damit die
Funktionen der Eosinophilen und Mastzellen (ANTHONY et al., 2007).

Eine der Haupteigenschaften, die Granulozyten auszeichnet, ist die Fahigkeit zur
respiratorischen Entladung (respiratory burst) (GOLDSTEIN et al, 1975). Dabei werden
aus den Inhalten der Speichervakuolen reaktive Sauerstoffderivate — z.B. Superoxid
(O2) und Wasserstoffperoxid (H,0,), die unspezifisch zur Immunabwehr und zur
lokalen Zerstérung des Gewebes beitragen (BERTON et al., 1999) — abrupt in den
Entzindungsbereich entladen. Weiterhin exprimieren Granulozyten Rezeptoren, die
konservierte Fremdoberflachenstrukturen wie z.B. bakterielle Bestandteile erkennen
(PARKER et al., 2005). Die Bindung eines Erregers an solche Rezeptoren flihrt zur
Phagozytose des Fremdorganismus, der innerhalb spezialisierter Granula, den
sogenannten Lysosomen, im Granulozyt abgetétet wird. Mit Hilfe von spezifischen
Enzymen wie dem Lysozym, welches die Zellwand von Gram-positiven Bakterien
zerstort, und antimikrobiellen Peptiden wie Lactoferrin werden die Erreger weiter
abgebaut (HWANG et al., 1998). Die Aktivierung des neutrophilen Granulozyten hat
aullerdem die Ausschittung einer Vielzahl von Proteinen zur Folge, die entscheidend

zum weiteren Entziindungsvorgang beitragen: Das macrophage infiltrating protein-1a
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(MIP-1a) fuhrt zur Rekrutierung von Monozyten, granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) stellt einen Uberlebens- und Wachstumsfaktor der Granulozyten dar und
TNF-a erhdht die Permeabilitit der Endothelzellen (CASSATELLA, 1999).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass neutrophile Granulozyten die ersten
Blutzellen darstellen, welche das entziindete Gewebe infiltrieren und damit zur initialen

Eindammung der Infektion beitragen.

1.2.3 Makrophagen

Makrophagen bilden eine weitere Gruppe der Phagozyten. Die GroRRe der Zelle sowie
ihre phagozytotischen Eigenschaften begriinden den Namen Macrophagocytus. Sie
kommen im Gegensatz zu Granulozyten auch unter nicht-pathologischen Bedingungen
in vielen Koérpergeweben vor und werden dann auch als Histiozyten oder
Gewebemakrophagen bezeichnet. Fast jedes Organ weist eine solche Klasse
spezialisierter ~ Gewebemakrophagen auf: In der Lunge findet man
Alveolarmakrophagen, in der Leber die Kupffer-Zellen, in den Knochen die
Osteoklasten und im Zentralnervensystem die Mikroglia (VAN FURTH und COHN, 1968).
Diese ausdifferenzierten, langlebigen Makrophagen suchen die Organe auf eventuelle
Schaden oder Pathogene ab. Gelangt ein Mikroorganismus Uber die Epithelzellen in
das Innere des Korpers, so werden die Gewebemakrophagen als erstes u.a. Uber die
TLR aktiviert und setzen damit die Entzindungsreaktion in Gang (OzINSKY et al.,
2000). Aktivierte Makrophagen sind wie Granulozyten zur Phagozytose befahigt
(ADEREM und UNDERHILL, 1999) und sezernieren des Weiteren eine Vielzahl von
chemotaktisch aktiven Proteinen, die zu einer Rekrutierung von Granulozyten und
weiteren Monozyten aus dem Blut fihrt. Diese unreifen, im Blut vorkommenden
Monozyten sind die Vorlauferzellen der an dem entziindlichen Prozess teilnehmenden
Makrophagen. Im Blut der Maus sind zwei unterschiedliche Monozytensubpopulationen
identifiziert worden: die inflammatorischen Ly-6C" Monozyten sowie die residenten Ly-
6C"" Monozyten (GEISSMANN et al., 2003). Beide Populationen unterscheiden sich in
ihren migratorischen Eigenschaften, was auf ein unterschiedliches Spektrum an

Migrationsrezeptoren zurlickzuflihren ist (Abb. 1).
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Knochenmark Blut Gewebe

Steadx State

Fractalkine *

Ly-8C'
T CX.CR1" Gewebsmakrophage
CC?-!Z‘ - Alveolarmakrophage (Landsmann und Jung, 2007)
- Mikroglia?
- Kupffer-Zelle?
- Osteoklast?
! .

Makrophage und denditische Zelle
- Pathogenphagozytose
- Antigenprasentation

Abb. 1: Modell zur Dichotomie der Monozyten-Subpopulationen. Alle Blutzellen stammen
von einer gemeinsamen h@matopoetischen Vorlduferzelle (HSC) im Knochenmark ab. Diese
differenziert sich zu Ly-GCh', inflammatorischen (hellgriin) und Ly-6C'°W, residenten (dunkelgriin)
Monozyten. Im Blut reagieren die Ly-6C™ Monozyten durch die Bindung von CCL2 an CCR2 auf
inflammatorische Prozesse, wohingegen residente Monozyten die Vorlauferzellen fir
Gewebemakrophagen darstellen konnten (nach GEISSMANN et al., 2003).

Inflammatorische Monozyten exprimieren Rezeptoren wie den Chemokinrezeptor 2
(CCR2), der bei Entziindungsprozessen eine entscheidende Rolle spielt. Einer der
Liganden fur CCR2 ist das monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1 oder CCL2),
welches von vielen aktivierten Zelltypen produziert werden kann (YOSHIMURA und
LEONARD, 1991), um chemotaktisch Monozyten in das entziindete Gewebe zu locken.
Wie wichtig CCR2 fur die angeborene Immunantwort ist, zeigen Studien, bei denen der
Chemokinrezeptor genetisch ausgeschaltet wurde (KuzieL et al., 1997). PETERS und
Kollegen (2001) konnten zeigen, dass CCR2 defiziente (CCR27") Mause extrem anfallig
fur die Infektion mit dem Bakterium Mycobacterium tuberculosis waren, was zu einer
erhdhten Mortalitatsrate fuhrte. Einher ging dieser Phanotyp mit einer deutlichen
Reduktion an infiltrierenden Monozyten in der betroffenen Lunge (PETERS et al., 2001).
Ahnliches wurde bei der Infektion von CCR2” Mausen mit Aspergillus fumigatus
(BLEASE et al., 2000), Listeria monocytogenes (KURIHARA et al., 1997) und Leishmania
major (SATO et al, 2000) beobachtet. Auch der Zelltransfer von sortierten
Monozytenpopulationen hat bewiesen, dass nur die Ly-6C"™ und nicht die Ly-6C™"

Monozyten in das entziindete Gewebe migrieren kdnnen (GEISSMANN et al., 2003).
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Doch nicht nur inflammatorische Prozesse, sondern auch homoostatische Prozesse
sind abhangig von der Prisenz des CCR2. So weisen CCR2" Mause unter
physiologischen Bedingungen eine stark reduzierte Anzahl an Ly-6C" Monozyten im
peripheren Blut auf, was jlingst auf eine gestérte Emigration dieser Zellen aus dem KM
in das Blut zurlckgefuhrt werden konnte (SERBINA und PAMER, 2006). Residente, Ly-
6C"" Monozyten hingegen exprimieren kein CCR2. Dafiir besitzen diese Zellen
Rezeptoren, die konstitutiv vorhandene Chemokine binden und daher unter nicht-
pathologischen Bedingungen eine entscheidende Rolle spielen. Beispielhaft sei hier
nur auf den Factalkinerezeptor CX;CR1 hingewiesen, der auf Ly-6C"°" Monozyten
deutlich starker exprimiert wird. Fractalkine, der Ligand fir CX;CR1, kommt
hauptsachlich auf Epithelzellen als transmembranes Protein vor (LUCAS et al., 2001)
und ermdglicht die Adhasion von Zellen an die Epithelien. Dies stellt den ersten Schritt
bei der transmembranen Migration dar, durch die Zellen in das umgebende Gewebe
gelangen. Aus diesen Grinden wird diskutiert, dass die residenten Monozyten die
Vorlauferzellen flir Gewebemakrophagen wie die Mikroglia oder Alveolarmakrophagen
in der Lunge sein konnten, was zumindest flr letztere kirzlich gezeigt werden konnte
(LANDSMAN und JUNG, 2007).

1.3 Die Mikroglia

Die Mikroglia, nach inrem Entdecker auch Hortega-Zellen genannt, sind die residenten,
mononuklearen Phagozyten des Zentralnervensystems (ZNS). Unter nicht-
pathologischen Konditionen sind die Mikroglia durch eine weit verzweigte Morphologie
gekennzeichnet. Wahrend das Soma der Zelle relativ fixiert im Gewebe verbleibt, sind
die mikroglialen Fortsatze stets in Bewegung (NIMMERJAHN et al., 2005). Diese
dynamische und kontinuierliche Bewegung erlaubt es der Zelle die Umgebung auf
jegliche Arten von Veranderungen abzusuchen — z.B. auf den Zelltod von Neuronen
oder das Eindringen von Pathogenen. Trifft sie auf solche pathologischen
Bedingungen, wird die Mikroglia aktiviert und entwickelt alle Effektorfunktionen, die
einen aktivierten Makrophagen kennzeichnen (HANISCH und KETTENMANN, 2007).
Aufgrund dieser Eigenschaften wird die Mikroglia als primare Immunzelle des ZNS

angesehen.
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1.3.1 Theorien zum Ursprung der Mikroglia

Erstmals wurde die Mikroglia 1919 von Rio Hortega beschrieben, der sie als separate
Zellpopulation neben Astrozyten und Neuronen im ZNS identifizierte (REZAIE und
MALE, 2002). Der Ursprung der Mikroglia jedoch wird seit einigen Jahrzehnten
diskutiert und ist nach wie vor nicht hinreichend geklart (CUADROS und NAVASCUES,
1998). Es gibt verschiedene Theorien die postulieren, dass die Mikroglia aus

i) dem Neuroektoderm (wie Oligodendrozyten und Astrozyten),

ii) einer langlebigen, im ZNS lokalisierten, hdmatopoetischen Vorlduferzelle,

iii) dem peripheren mesenchymalen Gewebe oder

iv) aus zirkulierenden Blutmonozyten hervorgehen.
Aktuelle Daten unterstiitzen die letzten beiden Theorien (CHAN et al., 2006). Die ersten
Zellen, die Oberflachenmarker von Mikroglia im ZNS aufweisen, kdnnen im Menschen
wahrend der fetalen Entwicklung in den Schwangerschaftswochen 12-15 (REzAIE et al.,
2005) und in Mausen ab dem embryonalen Stadium E9.5 festgestellt werden (ALLIOT et
al., 1999). Histologische Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Kolonisierung
des ZNS von Vorlauferzellen aus der Leber ausgeht und daher mesenchymalen
Ursprungs sein muss (CHAN et al., 2006). Eine weitere, seit Jahren akzeptierte Theorie
besagt, dass die Mikroglia, wie alle anderen geweberesidenten, mononuklearen
Phagozyten, von Monozyten aus dem Blut abstammen. Diese Hypothese basiert auf
Experimenten, bei denen Mause ionisierter Strahlung ausgesetzt wurden, sodass die
endogenen, stark proliferierenden hamatopoetischen Stammzellen im KM absterben.
Aufgrund dieser akuten Lymphopenie sterben die bestrahlten Mause innerhalb weniger
Tage, wenn man ihnen nicht unmittelbar nach der Bestrahlung vitale KM-Zellen
injiziert. Diesen Umstand haben sich Forschergruppen zunutze gemacht und genetisch
verandertes KM transplantiert. So konnten HICKEY und KIMURA (1988) zum ersten Mal
zeigen, dass nach der Transplantation von KM der Lewis Ratte in bestrahlte DA Ratten
die transplantierten KM-Zellen im ZNS nachweisbar waren und die charakteristische
Morphologie von Mikroglia aufwiesen. Die eindeutige Identifizierung der Spenderzellen
gelang durch die Verwendung unterschiedlicher Rattenstamme (Lewis und DA Ratten),
die verschiedene MHC exprimieren. Die Ergebnisse wurden spater von weiteren
Forschergruppen bestatigt, die KM-Zellen mit einem Lentivirus transfizierten, der fir
das green fluorescent protein (GFP) kodierte (PRILLER et al., 2001a). Die transfizierten
KM-Zellen wurden in bestrahlte Empfangertiere transplantiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten auf die Prasenz von Mikroglia untersucht. GFP-exprimierende, stark
verzweigte Zellen konnten in den Regionen Zerebellum, Hippocampus und im Bulbus

olfactorius des Gehirns nachgewiesen werden. Diese Experimente zeigten, dass
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neben der pranatalen Mikrogliaentwicklung auch eine postnatale Entwicklungslinie
existieren muss. So scheinen hadmatopoetische Vorlauferzellen in der Lage zu sein, die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) auch unter nicht-pathologischen Bedingungen zu
Uberwinden und sich zu Mikroglia differenzieren zu konnen. Eine eindeutige
Identifizierung dieser Vorlauferzelle gelang allerdings noch nicht. GEISSMAN und
Kollegen (2003) postulieren, dass die residenten Monozyten im Blut die Vorlauferzelle
fur alle Gewebemakrophagen sind, wohingegen die inflammatorischen Monozyten die
Vorlaufer von Makrophagen und DC darstellen, die nur bei Entziindungsreaktionen

eine Rolle spielen (siehe Abb.1).

1.3.2 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Relevanz einer Immunzelle im ZNS wird besonders deutlich, wenn man
bericksichtigt, dass sich das ZNS von anderen Organen durch zwei maRgebliche
Eigenschaften unterscheidet: Durch seinen ,immunprivilegierten“ Status und der dazu
beitragenden BHS. Der Begriff ,Immunprivileg® wurde zwar erstmals in der
Veroffentlichung von BILLINGHAM und BOSWELL (1953) verwendet, aber das
ausschlaggebende Experiment, welches auf eine Extrastellung des ZNS hindeutete,
wurde bereits 1921 von dem Japaner SHIRAI durchgefiihrt. SHIRAI transplantierte ein
aus der Ratte stammendes Sarkom in das Hirnparenchym einer Maus (SHIRAI, 1921).
Im Gegensatz zu der AbstoRung dieses Tumors bei subkutaner oder intramuskularer
Transplantation wuchs der Tumor im Hirngewebe der Maus stetig. Dieses Experiment
belegte zum ersten Mal, dass das Uberleben des Tumors im Hirnparenchym durch die
Abgrenzung des ZNS vom systemischen Immunsystem gewahrleistet wird.

Einen entscheidenden Beitrag zu dieser Abgrenzung des ZNS vom Immunsystem
leistet die BHS. Sie wurde 1885 von PAUL EHRLICH beschrieben, als er in einer Serie
von Experimenten den Sauerstoffstatus verschiedener Organe vergleichen wollte. Er
applizierte Ratten intravends Ldsungen, vor allem Anilin, dessen Farbe sich durch
seinen Redoxzustand veranderte. Als er die Organe analysierte, stellte er fest, dass
sich die peripheren Organe anfarben lieRen, das Gehirn aber nicht. Er schlussfolgerte
daraus: ,Weiterhin ergibt sich unter diesen Voraussetzungen, dass die Aufnahme [sic!]
beherrschenden Flachen am Gehirn [...] feinstporose Beschaffenheit besitzen,
wahrend im Gegenteil Leber und Nierenzellen grobkérniges Material durchlassen.”
(EHRLICH, 1885). Dieser Unterschied liel3 sich molekularbiologisch nachweisen. Im
Gegensatz zu Endothelzellen, die die Blutgefale in der Leber oder dhnlichen Organen
bilden, sind die Endothelzellen der ZNS-BlutgefaRe durch spezialisierte tight junction-
Proteine wie Occludin und ZO-1 (DOBROGOWSKA und VORBRODT, 2004) fest
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miteinander verbunden. Diese tight junction-Proteine kommen bis zu finfmal haufiger
auf Hirnendothelzellen vor als auf Endothelzellen anderer Gewebe (HIRASE et al,
1997). Die Differenzierung dieser speziellen Endothelzellen und die Ausbildung der
tight junction werden wiederum von den hirnspezifischen Astrozyten gesteuert
(HAYASHI und YAMAMOTO, 1997). Durch den Aufbau einer solchen physiologischen
Barriere wird gewahrleistet, dass die Homdostase im Gehirn aufrechterhalten wird und
von den Milieubedingungen des Blutes abgegrenzt bleibt. Des Weiteren gelangen so
polare Substanzen nicht mittels des parazellularen Transports aus dem Blut in das
Hirngewebe. Doch die BHS stellt nicht nur eine Barriere flr wasserldsliche Substanzen
und Molekile dar, sondern auch fir zirkulierende Immunzellen, was die Ergebnisse
von SHIRAI (1921) und die Postulierung des Immunprivilegs erklart. Aufgrund dieser
Eigenschaft ist das ZNS vom systemischen Immunsystem isoliert und so vor

Infektionen geschitzt, die in der Peripherie stattfinden.

1.4 Funktionelle Aspekte der angeborenen Immunitit bei der bakteriellen

Meningitis

Die bakterielle Meningitis ist eine Entzindungskrankheit der Hirnhaute, bei der vor
allem die auf dem Hirn aufliegenden Bindegewebshullen wie die Pia mater und die
Arachnoidea betroffen sind. Mit weltweit knapp 200.000 Todesfallen pro Jahr wird die
bakterielle Meningitis als eine der zehn haufigsten Infektionskrankheiten gelistet
(FAucl, 2001). Von den Uberlebenden zeigen 30-50% erhebliche neurologische
Langzeitfolgen (GRIMWOOD et al., 2000). Hervorgerufen wird die bakterielle Meningitis
durch eine Vielzahl von Bakterienarten, wie z.B. Strepptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis oder auch Escherichia coli, die Uber verschiedene
Infektionswege, wie die Schleimhdaute (Mucosa), in den Kdérper gelangen und meist
nach einer Vermehrung im Blut die BHS passieren. Wie genau das Bakterium die BHS
Uberwindet, ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Bisher weild man lediglich, dass
das Bakterium zur Bindung an die mikrovaskularen Endothelzellen des Hirns befahigt
sein (RUDRABHATLA et al., 2006) und wahrend der transzellularen Migration durch die
Endothelzelle Gberleben muss, was haufig mit der Befahigung zur Kapselbildung des
Erregers assoziiert ist (HOFFMAN et al., 1999). Allerdings flihrt die Transzytose des
Bakteriums dabei nicht zu einer erhohten Permeabilitdt der BHS (KiMm et al., 1997).
Nach der Uberquerung der BHS kommt es im Subarachnoidalraum zu einer weiteren
Teilung der Bakterien (TUOMANEN et al., 1985). Uber bakterielle Bestandteile wie z.B.

Lipopolysaccharide kommt es zu einer Aktivierung von Endothelzellen und residenten
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Gewebemakrophagen wie Meningealmakrophagen oder Mikroglia, die durch die
Sekretion von TNF-a und Interleukin-1B (IL-18) gekennzeichnet ist (BEUTLER et al.,
1987). IL-1B bewirkt die Offnung der BHS und erleichtert somit den weiteren Eintritt von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten aus der Peripherie (FAUSTMANN et al., 1995;
ANDERSSON et al., 1992). Durch die Effektorfunktionen der aktivierten neutrophilen
Granulozyten und der in Makrophagen ausdifferenzierten Monozyten kommt es dann
zu einer Bekampfung des Pathogens. In Abbildung 2 ist schematisch der
Infiltrationsweg der Bakterien dargestellt, sowie die am Entziindungsprozess beteiligten

Zellen.
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Abb. 2 Infektionsweg eines Bakteriums wéahrend der Pathogenese der bakteriellen
Meningitis. Das Bakterium dringt Gber die Schleimhaut (Mucosa) in den Blutkreislauf ein, wo es
zu einer Vermehrung des Erregers kommt. Anschlieflend durchquert es mittels Transzytose die
Blut-Hirn-Schranke und kolonisiert den Subarachnoidalraum. Die Aktivierung von residenten
Gewebemakrophagen fiihrt zu einer Rekrutierung von Phagozyten aus dem Blut (Graphik nach
Kim, 2003).
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen zwei Hauptfragen geklart werden:

i) Zum einen soll die hdmatopoetische Vorlduferzelle der postnatalen Mikroglia
identifiziert und die Konditionen definiert werden, die notwendig sind, um eine
Migration aus dem peripheren Blut in das Zentralnervensystem zu erreichen.

i) Zum anderen soll die Phagozytenpopulation beschrieben werden, die wahrend
der experimentellen Meningitis in der Maus protektive Eigenschaften besitzt und

daher als putatives, therapeutisches Ziel fungieren kénnte.
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Microglia in the adult brain arise from Ly-6CMNCCR2*
monocytes only under defined host conditions

Alexander Mildner!, Hauke Schmidt!, Mirke Nitsche?, Doron Merkler!, Uwe-Karsten Hanisch!, Matthias Mack?,
Mathias Heikenwalder?, Wolfgang Briick!?, Josef Priller®” & Marco Prinz!”

Microglia are crucially important myeloid cells in the CNS and constitute the first immunological barrier against pathogens and
environmental insults. The factors controlling microglia recruitment from the blood remain elusive and the direct circulating
microglia precursor has not yet been identified in vivo. Using a panel of bone marrow chimeric and adoptive transfer experiments,
we found that circulating Ly-6CMCCR2* monocytes were preferentially recruited to the lesioned brain and differentiated into
microglia. Notably, microglia engraftment in CNS pathologies, which are not associated with overt blood-brain barrier disruption,
required previous conditioning of brain (for example, by direct tissue irradiation). Our results identify Ly-6CMCCR2*

monocytes as direct precursors of microglia in the adult brain and establish the importance of local factors in the adult

CNS for microglia engraftment.

Microglia are an integral part of the resident mononuclear phagocyte
population in the CNS. These cells share many phenotypical and
functional characteristics with other tissue macrophages and with
peripheral blood monocytes, suggesting that microglia participate in
many immune reactions of the brain!. Microglia continuously monitor
their local microenvironment with highly motile processes and con-
stitute the first line of defense against invading pathogens®?,
Microgliosis is a rather poorly understood process, despite it having
a probable tole in the pathogenesis of various CNS diseases?, One
major issue is to determine the extent to which circulating monocytes
contribute to the microglial response in the brain. Despite tremendous
efforts in the past years, monocyte-derived and resident CNS paren-
chymal microglia remain virtually indistinguishable on the basis of
known immunophenotypic markers, although they might be function-
ally heterogeneous®. Using chimeric mice, in which bone-marrow cells
{(BMCs) were marked with the green fluorescent protein (GFP}, MHC
class 1I, Y chromosome, congenic CD45.1/CD45.2 molecules and
others, bone marrow-derived cells were shown to enter the brain
during postnatal development and to differentiate into microglia®3,
but not into other glial cell types®. Subsequent studies in mice have even
demonstrated enhanced microglia engraftment in several disease mod-
els, such as spongiform encephalopathies!®!!, bacterial meningitis'2,
experimental autoimmune encephalomyelitis!®, Parkinson’s disease!*
and Alzheimer’s disease™!516, Notably, bone marrow—derived micro-
glia appeared to be functionally relevant in the brain; for example, they
phagocytosed f-amyloid in Alzheimer’s disease transgenic mice,
whereas resident microglia seemed to be rather ineffective in
removing B-amyloid®. All of these chimeric mice studies used total

body irradiation as the conditioning regimen for the bone-marrow
transplantation, thereby exposing the brain to potential irradiation-
induced changes in the local microenvironment. Indeed, the few
studies using nonirradiated parabiotic mice detected substantially
less engrafted microglia in the brains!?. Therefore, we designed a set
of experiments using bone-marrow chimeric approaches to define
the local conditions in the brain that allow the entry of blood-
derived monocytes into the CNS and their differentiation into
parenchymal microglia.

Furthermore, the direct circulating precursor of microglia in the
peripheral blood has not yet been identified #n vivo. Prevailing concepts
view monocytes as intermediary cells that continuously develop in the
bone marrow, circulate in the blood and migrate into tissues, where
they become local macrophages, dendritic cells or other tissue descen-
dants'®. The identification of monocyte heterogeneity has led to the
hypothesis that monocytes commit for specific functions while still in
the circulation!®. Indeed, both human and mouse monocytes fall into
at least two phenotypically distinet subsets: Ly-6C™ (which are Gr-
I*CCR2ZYCXaCR1®) and Ly-6C° (which are Gr-1"CCR2ZCXs
CR1M) mouse monocytes, which correspond to human CD14MCD16
and CD14"CD16" monocytes, respectively®»2!, Tt is generally thought
that Ly-6C" cells preferentially populate sites of experimentally
induced inflammation, whereas their Iy-6C counterparts can enter
lymphoid and nonlymphoid tissues under homeostatic conditions?2,

Here we demonstrate that circulating Ty-6CTCCR2* monocytes are
direct circulating precursors of microglia in the blood. Genetic or
antibody-mediated depletion of this specific monocyte subtype vastly
prevented the recruitment of monocytes into the lesioned brain.

Unstitute of Neuropathelogy and 2Department of Radiation Oncology, Geerg August University, Gottingen, Germany. Department of Internal Medicine, University of
Regensburg, Regensburg, Germany. #Institute of Neuropathology, Universitatsspital, Zurich, Switzerland. ®Institute for Multiple Sclerosis Research, Georg August University,
Gattingen, Germany. ®Laboratory of Molecular Psychiatry, Charité-Universititsmedizin Berlin, Germany.  These authors contributed equally te this work. Correspendence

should be addressed to M.P. {(mprinz&med.uni-goettingen.de).
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Figure 1 Brain-specific macrophages (microglia) have an immunomarker profile similar to that of resident blood monocytes. (a) Blood monocytes (upper left
density plot) of Cor2+*, Cer2-- and CXaCR15FP* mice, and ex vivo-isolated microglia (lower left density plot) of Ccr2** mice were characterized by surface
expression of the markers Ly-6C, CCR2, CD62L, CD11b and CD11c. Living blood cells were gated to determine the presence of CD11b"CD3/°B220'Ly-
6GINK1.1' monocytes (upper left). CXsCR1GFP+ mice were used to distinguish between CXsCR1M (R2, Ly-6C'?) and CX3CR1™ (R1, Ly-6CM) blood
monocytes. Percoll gradient-isolated microglia were gated as a CD45"CD1 1b* cell population in the brain (lower left). R2 gates (thick lines) and R1 gates
(filled curves) in the blood indicate Ly-6C' and Ly-6C" monocytes, respectively. Isotype controls are shown as thin lines. (b) Adult CCR2-deficient mice
showed a distinct lack of Ly-6C" monocytes in the peripheral blood. Each symbol represents one individual mouse. The mean is indicated. Asterisk indicates
statistical significance (P < 0.05). () No significant difference in the amount of Ly-6C'® monocytes was found in the peripheral blood of WT versus Cer2™~

mice. Each symbol represents one individual mouse. The mean is indicated.

Demyelinating and neurodegenerative CNS disease models without
blood-brain barrier disruption were not sufficient to induce substantial
microglia engraftiment during adulthood, but additional host endo-
genous factors, such as irradiation-induced gene expression, were
required to condition the adult brain for microglia engraftment.

RESULTS
Microglia display surface markers of specific monocytes
To test the hypothesis that a distinct subset of circulating monocytes
represents the direct precursor of microglia in the adult brain, surface
immunomarker expression of microglia was compared with circulating
monocyte populations (Fig. 1). Monocytes in the peripheral blood
were defined as CDI1bMCD3©B220Ly-6GNKI1.1" mononuclear
cells by flow cytometry as described previously (Fig. 1a)*’. We took
advantage of the CX3CR1FP% mice (GFP is inserted into one allele of
the CX3CR1 locus), which allow division of the Ly-6CM and Ly-6Clo
fractions on the basis of GFP expression levels. Microglia were subse-
quently defined as being CD45" and CD11b* according to the
literature®®. Notably, isolated microglia were CD62L CCR2 Ly-6C'°,
which was similar to the immunoprofile found on resident Ly-6Cl°
monocytes. This monocyte population, however, was reported to be
CD11c" (ref. 23), which was not the case in isolated adult microglia.
A previous report claimed that the chemokine receptor CCR2 might
also be required for the emigration of Ly-6CMCCR2* monocytes from
the bone marrow into the circulation?”. Theoretically, this could cause a
deficiency of this specific monocyte subpopulation in the peripheral
blood stream. To test this hypothesis, we counted the number of
Ly-6CM monocytes in the blood of 8-week-old adult Cer2”~ mice
and in age- and sex-matched Cer2*/* mice (Fig. 1b). The amount of
Ly-6CM monocytes was substantially reduced in CCR2-deficient mice

compared with the wild-type (WT) situation (mean * sem., 1.2 &
0.1 x 10* cells ml™! in Cer2”~ and 25.6 + 2.8 x 10* cells ml™! in WT
mice). To ensure that only this specific monocyte subtype was affected,
we examined the amount of Ly-6C' monocytes (Fig. 1¢). Notably, we
found an unchanged amount of Ly-6C!® monocytes in CCR2-deficient
mice compared to WT (mean + s.e.m., 12.6 + 1.7 x 10* cells ml™! in
Cer2”" and 9.7 + 1.0 x 10* cells ml™! in WT mice).

CCR2-independent development and function of microglia
Because the chemokine receptor CCR2 is crucial for monocyte and
macrophage function (for example, for the chemotactic attraction
during inflammation®®), we investigated a potential role for CCR2 in
the development and immunological properties of microglia. Mor-
phology of brain microglia in the absence of CCR2 was assessed by
using immunofluorescence staining with the macrophage and micro-
glia marker Iba-1 (red, Fig. 2a). In different regions of the cerebellum
(molecular layer, granular cell layer and white matter), Iba-1"
parenchymal cells with typical round to spindle-shaped microglial
morphology and distinct arborization pattern were undistinguishable
in Cer2*" and Ccr2”~ brains (Fig. 2a, left). Quantitative morpho-
metric analysis revealed comparable numbers of parenchymal Iba-1*
microglia in different regions of the cerebellum. Cell dimension, as
judged by the microglia occupying area (908 + 40 um?® in Cer2”~ and
957 4 14 pum? in Ccr2*'*), was similar irrespective of the genotype
(Fig. 2a, right).

We next examined the microglial ability to respond to the Toll-like
receptors 2 and 4 ligands, lipopolysaccharide (LPS) and the lipopeptide
Pam;CSK;, in a dose-dependent manner (Fig. 2b). Both
CCR2-deficient and competent microglia produced similar amounts
of the proinflaimmatory cytokines interleukin 6 (IL-6) and tumor
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Figure 2 Normal development, morphology and a
function of microglia in the absence of CCR2.
(a) Iba-1 immunohistochemistry {red) and DAP|
staining of nuclei (blue) of cerebellar sections
from 8-week-old Cer2** and Cer2” mice
revealed the same morphology and arborization
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differences in the proliferative responses of Cer2*™* (white bars) or Cer2 (black bars) microglia to M-CSF. (d) Mean fluorescence intensities (MFI) of Ccr2*'*
(white bars) and Cer2™ (black bars) microglia ingesting fluorescein isothiocyanate-labeled myelin after 1 h, 2 h or after exposure of myelin with cytochalasin
D for 2 h (+ C). Data represent means + s.e.m. of three independent experiments.

necrosis factor o (TNFu) after ligand challenge. In addition, surface
expression of MHC class II molecules was upregulated to a similar
degree after interferon y (IFNy) stimulation (Supplementary Fig. 1
online). Recombinant IEN, in turn, counteracted the IFNy-induced
MHC class 11 expression levels to a similar extent in Cer2** and Cer2/

primary microglia. Because CCR2 may not only affect the activation
response, we also investigated the effect of CCR2 on microglia
proliferation (Fig. 2c). No difference was found in the ability of
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) to stimulate microglia
proliferation in the presence or absence of CCR2. We next exposed
cultured microglia to fluorescently labeled myelin and measured the
kinetics and quantity of myelin phagocytosis (Fig. 2d). Myelin uptake
by microglia was independent of CCR2 expression, and could be
specifically inhibited by incubation with cytochalasin D. Taken
together, our data indicate that microglial development, morphology
and innate immune functions are preserved in the absence of CCR2.

Postnatal microglia derive from Ly-6C"CCR2* monacytes

As a result of the strong and specific reduction of the Ly-6Chi
subpopulation in the absence of CCR2, Ccr2”/~ mice are a suitable
tool for determining the monocyte fraction that might be the
direct precursor of adult microglia in the peripheral blood. To do so,
we generated double-transgenic mice by intercrossing ACTf
(B-actin)-EGEP mice with Cer2 = mice. These mice express GFP on
the Cer2** (Cer2*/*GFP) or the Cer2'~ (Cer2 - GFP) background,
respectively. To distinguish invading bone marrow—derived monocytes

1546

from brain endogenous microglia during health and disease, we created
bone-marrow chimeras. Respective GFP-marked BMCs were mixed
with unlabeled WT BMCs (at a 1:3 ratio) and transplanted into lethally
whole-body irradiated (including the brain} adult recipient mice. In the
resulting Cer2"GFP — Cer2™ chimeras (Cer2+6h), both monocyte
subsets express GFP, whereas chimeric Cer2 = GFP — Cer2™* mice
(Cerz'-Ch) express the fluorophore predominantly on Ly-6C* mono-
cytes. As expected, peripheral blood Gr-1" (Ly-6C") monocytes were
strongly diminished in chimeric Cer2~“P mice compared with
Cer2t7Ch mice 4 weeks after bone-marrow transfer (exemplified in
Fig. 3a). The general reconstitution efficacy, however, was similar in
Cer2 M and Cer2*C mice, as indicated by comparable numbers of
GFP*CD3" and GFP"B220" lymphocytes (Fig. 3b).

To assess the ability of GFP-marked monocyte subsets derived from
transplanted bone marrow to differentiate into microglia in the
nondiseased brain, we analyzed recipient mice histologically 12 weeks
after transplantation (Fig. 3c—e). Microscopical investigation of several
CNS regions, such as the cerebellum, brain stem (Fig. 3c) and spinal
cord (Fig. 3e), revealed some parenchymal cells with typical microglial
morphology. These donor-derived GFP™ cells were Iba-1" (Fig. 3c.e),
as well as for the pan-macrophage marker F4/80 (Fig. 3d). Moreover,
the engrafted cells were MHC class IT” and were CD45', as determined
by fluorescent-activated cells sorting (FACS) analysis (data not shown),
providing further evidence for their microglial identity. Notably,
however, engrafted GFP'Iba-1" cells were predominantly found in
the CNS of Cer2/+Ch mice, whereas the number of engrafted microglia
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in Cer2-" mice specifically lacking Ly-6CM monocytes was greatly
reduced in the molecular layer of the cerebellum (for example, 1.4 £ 0.3
cells mm2 in Cer2"/*Ch mice and no detectable GFP*Tba-1" cells in
Cer2-Ch mice) and in the spinal cord white matter (2.8 £ 1.0 cells mm -2
in Cer2**Ch mice and no detectable cells in Cer2-Ch mice).

In conclusion, our data strongly suggest that Ly-6CMCCR2* mono-
cytes are the main source of bone marrow—derived microglia in several
regions of the healthy adult CNS in a standard chimeric experi-
mental setup that comprises irradiation of the CNS before bone-
marrow reconstitution.

Host factors modulate microglia engraftment during health
The possibility that whole-body irradiation conditions the brain to
microglia engraftment has been rarely addressed experimentally in

~~Ch

Cerz*+Ch Cer2

ARTICLES

previous studies”®%”, We therefore adapted the protocol using linear
acceleration irradiation, which allows targeted irradiation that includes
or excludes the brain before bone-marrow transplantation. As an
obvious macr()scnpica| sign of radiation protection, C57BL/6 mice
that received selective-body irradiation (omitting the brain) retained
the black fur color only on the head at 12 weceks after bone-marrow
transplantation (Fig. 4a). These mice are subsequently referred to as
‘protected’ mice, in contrast to the ‘unprotected’ ones. It has been
reported that irradiation of the CNS induces a tremendous and rapid
gene regulation®®??, We therefore measured the time-dependent induc-
tion of several myeloattractants and TNFa in irradiated unprotected
and nonirradiated protected parts of the CNS (Fig. 4b). Notably, we
observed a strong induction of cytokines and chemokines at 16 d after
irradiation in the unprotected spinal cord, but not in the nonexposed
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substantially reduced numbers of engrafted microglia in the CNS.
(a) Blood Gr-1" (Ly-6CM) monocytes were diminished in chimeric
Cer2"GFP — Ccr2*™* mice (Cer27-C") compared with Cer2**GFP
— Cer2*'* mice (Cer2+'+Ch) 4 weeks after bone-marrow reconsti-
tution. Only GFP* cells were gated. Percentages of cells are shown.
SSC, side scatter. (b) Normal number of GFP-expressing CD3*

T cells and B220* B cells in the blood of the chimeras shown in a.
Representative density plots from individual mice are depicted.

(c) Engraftment of bone marrow—derived cells in the cerebella of
mice transplanted with either Ccr2**GFP- or Ccr2 " GFP-marked
hematopoietic cells. Direct fluorescence microscopic visualization
revealed GFP-positive ramified cells with typical microglial
morphology 12 weeks after transplantation in Cer2*+Ch but not in
Cer2-Ch mice (left), Iba-1 immunareactivity (red) for macrophages
and microglia showed that some branched cells are GFP* and are
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therefore of hematopoietic origin (GFP, green, arrows), whereas others represent endogenous microglia expressing |ba-1 only (arrowheads). Scale bars represent
70 pm (overviews) and 25 um (inserts). Semi-guantitative analysis of regional microglia engraftment (GFP*Iba-1* cells) in the ML, GCL, WM and the brain
stem 12 weeks after reconstitution (right). Each symbol indicates the value obtained per region from at least three sections in individual mice. Asterisks
highlight statistical significances (P < 0.05). (d) Donor-derived GFP* cells expressed the macrophage marker F4/80 (arrows). Some brain-endogenous
microglia also showed F4/80 immunoreactivity (arrowheads). Scale bar represents 25 um. (e) GFP* ramified cells were detected in the spinal cords of
Cer2**Ch but not of Cer2-" mice. Blood-derived cells were mostly Iba-1* (arrow), whereas radio-resistant host microglia expressed Iba-1 only (arrowheads).
Scale bars represent 200 um. Quantitative assessment (right) revealed significantly more GFP+Iba-1* cells in the gray matter (GM, black bar) and WM (white
bar) if the donor BMCs are Cer2*GFP (Cer2*+%") (P < 0.05). Data represent means + s.e.m. n.d., not detectable. Representative photographs are shown. For
quantification, at least 3 sections of lumbar, thoracal and cervical spinal cords segments from 7-8 mice per group were used.
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protected brain tissue (8.0 £ 3.4 versus 2.4 + 0.2-fold increase for
CCL5, P = 0.09; 8.7 £ 2.1 versus 0.7 £ 0.2—fold increase for CXCL10,
P=0.002; 3.6 £ 0.7 versus 0.7 £ 0.3—fold increase for CCL2, P = 0.04;
4.0 £ 0.7 versus 0.6 + 0.1-fold increase for TNFzx, P = 0.003). This
significant chemokine and cytokine increase after 16 d appears to
coincide with the appearance of GFP-expressing cells in perivascular
and leptomeningeal sites at 2 weeks after bone-marrow transplantion®,
To address the question of whether this chemokine induction might
promote the selective engraftment of Ly-6CMCCR2* monocytes in the
irradiated parts of the CNS, we examined brain sections from the
chimeric mice histologically (Fig. 4c). Notably, CNS microglia engraft-
ment occurred only in regions of the brain that were conditioned by
irradiation. Thus, significant numbers of GFP"1ba-1"—grafted micro-
glia could only be detected in the spinal cord of Cer2H+Eh mice, which
still contained the l,}'—ﬁ(:hi population in the blood (2.9 + 0.9 GFP"*Iba-
1* cells mm2 in Cer2"*“" mice compared with no GFP*Iba-1" cells
in Cer2-Ch chimeras, P = 0.04). The protected brains of either
Cer2™+Ch or Cer2 - mice, however, did not show any donor-derived
microglia in the cerebellum (Fig. 4¢) or in the other regions examined,
such as the cortex, striatum and hippocampus (data not shown).

o

Another possibility of hematopoietic reconstitution with donor-
derived blood cell progeny without irradiation is the use of the
Rag2™ x ¢~ mice as recipients. Successful and stable lymphoid
and myeloid reconstitution was achieved in Rag2”~ x ./~ mice 32
weeks after BMC transfer (Fig. 4d). The number of GFP'B220°
lymphoid cells was similar in both Cer2"GFP — Rag2”~ x v,
chimeric mice (Cer2"M) and Cer2"/*GFP — Rag2™™ x v~ mice
(Cerzti+Chy (Fig. 4d, upper left). As expected, the amount of Gr-1"
(Ly-6C1) cells was strongly reduced in the blood of Cer2-“! mice
(Fig. 4d, upper right). Subsequent histological examination of the
brains from Cer2”C" and Cer2*"*“h mice revealed donor-derived Iba-
1—expressing perivascular cells, but no GFP"Iba-1" ramified microglia
in the cerebellar parenchyma (Fig. 4d, lower row). Single bipolar
GFP*Tba-1" cells with immature morphology were rarely detected in
the Cer2-h cerebella (Fig. 4d, lower left).

In summary, our data provide strong evidence that microglia
engraftment requires conditioning of the nondiseased adult CNS (as
in our case, irradiation). Gene therapy protocols without CNS con-
ditioning might fail to attract sufficient bone marrow—derived Ly-6CM
cells to the brain.
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Figure 4 Engraftment of donor-derived GFP*Ly-6C"'CCR2* monocytes and differentiation into microglia requires a conditioned CNS. (a) Photograph showing
long-term change of fur color. Irradiation led to selective loss of black fur color in the irradiated areas beginning at 3 months after iradiation, whereas the
nonexposed head fur was unaffected. Left, protected mouse; middle, unprotected mouse; right, nonirradiated mouse. (b) Quantitative real-time PCR analysis of
cytokine and chemokine induction in irradiated unprotected segments (lumbal spinal cord, black columns) and nonirradiated protected parts (brain, white
bars) of the CNS after indicated time points post-irradiation. Data are means + s.e.m. Asterisks indicate statistical significance. {¢) Engraftment of donor-

derived GFP* ramified cells in the CNS parenchyma 12 weeks after transplantation occurred only if the region was previously irradiated (unprotected) and had
a CCR2* genotype (Ccr2++C: left panel). Arrows label bone marrow—derived GFP*|ba-1+ cells and arrow heads mark endogenous host |ba-1* microglia. Scale
bars represent 25 pum (brain) or 200 um (spinal cord, overview), and 25 pm (spinal cord, insert). Quantification of microglia engraftment is shown on the right.
At least seven mice per group were used for quantification. (d) Successful lymphoid (B220) and myeloid (Gr-1) reconstitution in nonirradiated Rag2” x .
mice 32 weeks after transfer of BMCs. Ccr2GFP — Rag2™' x v,/ chimeric mice (Ccr2”-) had a reduced number of Ly-6C" (Gr-1*) monocytes in the
peripheral blood (upper row, percentages are shown). Only GFP* cells were gated. |dentification of donor-derived cells in the brains of chimeric mice

3 months after transplantation revealed no GFP*Iba-1* ramified parenchymal cells in the host cerebella (lower). Endogenous microglia are [ba-1* (arrowheads).
There was a single elongated bipolar cell having no typical microglia-like morphology that was GFP*Iba-1" (asterisk, lower left). Occasionally, GFP*|ba-1*
perivascular cells were found 3 months after bone-marrow transfer (arrow, lower right). Scale bars represent 25 um (overview) and 5 pm (insert).
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Figure 5 Immigration of Ly-6C" monocytes into the brain during cuprizene-induced demyelination requires host conditioning. (a) Engraftment of bane
marrow—derived GFP* cells in the corpus callosum of brain-irradiated (unprotected) or non-brain-irradiated (protected) Ccr2**GFP — Cer2t* {Cor2++Ch) and
Cer2'-GFP — Cer2* {Cor27-°M) chimeric mice after 5 weeks of cuprizone treatment (treated) or in untreated mice. Arrows point to double-positive GFP*|ba-
1* blood-derived cells, whereas arrowheads indicate radio-resistant |ba-1* host microglia. Scale bar represents 200 pum. (b) Quantitative assessment of
donor-derived GFP*Iba-1* macrophages and microglia (left) and overall |ba-1* cells {right} in the corpus callosum of chimeric mice 5 weeks after cuprizone
treatment. Each symbol corresponds to the mean of one mouse after evaluation of at least two tissue sections. The mean is indicated for each group. (e,d) The
extent of demyelination was evaluated qualitatively (c) and semi-quantitatively (d) by LFB staining and by immunohistochemistry for the astrocyte marker GFAP.
Scale bar represents 200 pm. Representative microphotographs are shown. In the quantitative analysis, each symbol represents the mean from at least three
tissue sections derived from one individual mouse. The mean is indicated for each group. No statistically significant differences were found (P > 0.05).

No frank microglia engraftment during CNS neuropathology

To investigate whether the generation of microglia from Ly-6CMCCR2?
monocytes is enhanced during CNS pathology and whether microglia
recruitment into the diseased brain also requires a favorable host
environment, we induced (i) demyelination in adult mice using the
copper chelator cuprizone as a model of primary demyelination
and (ii) neurodegeneration in adult mice using the facial nerve
axotomy model.

Treatment with cuprizone, administered as a food additive, induces
demyelination selectively in the corpus callosum. Notably, cuprizone-
induced demyelination does not promote blood-brain barrier
damage*®!, but recruitment of peripheral macrophages has been
reported in irradiated bone-marrow chimeric mice.

Following bone-marrow transfer, protected and unprotected Cer2/*
GFP — Ccr2t (Cer2t* and Cerz"GFP — Cer2t* (Cer2-)
chimeric mice were challenged with cuprizone, and microglia engraft-
ment during toxic demyelination was investigated (Fig. 5). In unpro-
tected mice, numerous Iba-1" GFP-expressing cells selectively
infiltrated the demyelinated corpus callosum. However, the extent of
engrafiment appeared to be markedly more extensive in unprotected
Cer2"1*Ch mice compared with unprotected Cer2~Ch mice (Fig. 5a).
Both endogenous GFP Tba-1" and engrafted GFP"Iba-1* macrophages
and microglia showed morphological signs of activation, namely
retraction of processes and rounding of cell soma. Quantification of
donor-derived GFP'Iba-1" macrophage and microglia engraftment
revealed significantly more cells in the unprotected Cer2*"* " group as
compared with unprotected Cer2 M mice (236.5 + 55.5 GFP*Iba-1*
cells mm 2 in unprotected Cer2t!#Ch mice, 54.0 + 30.6 cells mm 2 cells

in unprotected Cer2/-Ch chimeras, P < 0.001), indicating that Ly-
6CMCCR2" monocytes were recruited to the demyelinating lesion in
the irradiated brain (Fig. 5b, left). The few GFP1"Iba-1" cells found in
the corpus callosum of Cer2”~“ chimeras most likely represent
descendants of the residual Ly-6CM cells found in the peripheral
blood of these mice. No GFP*Iba-1* cells were detectable in the
protected groups, irrespective of the genotype of the donor bone
marrow. The data indicate that Ly-6C" monocytes are only recruited
to the demyelinating lesion when the brain was irradiated. Notably, the
overall number of Iba-1" cells was not substantially different in any of
the chimeric groups investigated (Fig. 5b, right). We observed a strong
local production of CCL2, CXCL10, CCL5 and TNFu in the damaged
corpus callosum of WT mice after 5 weeks of cuprizone treatment
(Supplementary Fig. 2 online}, which was obviously not sufficient to
trigger monocyte entry across the intact blood-brain barrier. To
evaluate the contribution of donor-derived Ly-6CMCCR2* monocytes
to the process of demyelination, we evaluated the loss of myelin
semi-quantitatively by luxol fast blue (LFB) staining (Fig. 5c.d).
Demyelination was extensive in all experimental groups, with no
statistically significant differences (P > 0.1). The distribution and
amount of reactive GFAP" astrocytes were indistinguishable between
the experimental groups (Fig. 5d, right).

To exclude the possibility that CCR2-knockout mice show effects
from the genetic manipulation that are independent of CCR2
deficiency, we also carried out adoptive transfer experiments. We
took advantage of the »-CCR2 antibody MC-21, which selectively
depletes Ly-6CM CCR2%, but not Ly-6C' CCR2" monocytes in
the peripheral blood (Fig. 6a) by an antibody-dependent cellular
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cytotoxicity—mediated mechanism (data not shown). BMCs were
injected intravenously into irradiated cuprizone-treated chimeric
mice (Cer2™* — Cer2*!*), and Ly-6CMCCR2" cells were subsequently
depleted (Fig. 6b). Immunohistochemical analysis revealed that donor-
derived GFP*1ba-1" monocytes were only recruited to areas of demye-
lination when the Ly-6CMCCR2* subpopulation was present in the
blood (Fig. 6c—e). Notably, we found that adoptively transferred
Cer2 " Ly-6C monocytes could not be detected in the corpus callosum
of cuprizone-treated mice. These data suggest that CCR2-dependent
chemotaxis is a necessary process for monocytes to enter the lesioned
and conditioned brain.

Finally, protected and unprotected CCR2-chimeras were subjected to
unilateral facial nerve axotomy (Fig. 7). In this experimental procedure,
the blood-brain barrier is intact, and a remote degeneration of the facial
nucleus leads to local microglial activation with concomitant
recruitment of bone marrow—derived microglia in whole-body irra-
diated mice®. Ramified GFP-expressing cells were found in close
proximity to the lesioned facial motoneurons in unprotected
Cer2GFP - Cor2™* (Cer2*CP) mice 14 d after axotomy, and to
a lesser degree in unprotected Cer2 " GFP — Cer2™* (Cer2 M) mice
(Fig. 7a,c). These cells were identified as microglia by their morphology
and by the expression of the Iba-1 antigen. In contrast, the unlesioned
contralateral facial nucleus was largely devoid of engrafted GFP*
microglia. Again, selective recruitment of donor-derived BMCs to the
side of neurodegeneration took place only when the brain was primed
before by irradiation. We found significantly more ramified GFP"Iba-1"
cells in the lesioned facial nucleus of Cer2™*h mice (94.1 + 2.5
GFP*Iba-17 cells mm™2) than in Cer2”-“D mice (38.3 + 3.2 cells
mm"zJ (P < 0.001). As expected, no ramified GFP-expressing cells

point to double-positive GFP*Iba-1* blood-
derived cells, whereas arrowheads indicate
radio-resistant |ba-1* host microglia. Scale

bars represent 200 pm. Quantitative assessment
of donor-derived GFP+lba-1* monocytes in the
corpus callosum of chimeric mice 5 weeks after
cuprizone treatment (e). Data are means + s.e.m.
Asterisk indicates statistically significant
difference (P < 0.05). At least four mice

per group were examined.

were found in the lesioned facial nuclei of protected Cer2*/*™ mice and
protected Cer2”~™ mice (Fig. 7b,c). These results underscore the
requirement of brain conditioning for efficient microglia engraftment
from circulating Ly-6C™ monocytes in CNS discases with intact
blood-brain barriers.

DISCUSSION
In this study, we identified a specific monocyte subpopulation, namely
Ly-6CMGr-1*CCR2*CX;CR1% cells, as the precursor of adult murine
microglia in the peripheral blood. Ly-6C" CCR2* monocytes specifi-
cally accumulated in CNS lesions and differentiated into brain-specific
macrophages, the microglia. Furthermore, we found that microglia
engraftment during postnatal life is enhanced by CNS pathology, but
requires conditioning of the brain (for example, by irradiation) if the
blood-brain barrier remains intact. Thus, our data offer new insights
into the mechanisms leading to microglia engraftment in the adult brain
under normal and diseased conditions, and suggest a role for specific
monocyte subpopulations as direct circulating microglia precursors.
The first microglia colonization of the CNS takes place during early
embryogenesis, when microglia arise from hemangioblastic mesoderm
and populate the developing neuroectoderm in rodents after embryo-
nic day 8.5 (ref. 33). This early microglia engraftiment most likely
occurs independently of CCR2, as we could not detect any changes in
the number, distribution, morphology or innate immune function of
Iba-1* microglia in Ccr2”~ mice. During embryogenesis, microglia
development is thought to be orchestrated by factors of the
early myelopoiesis, such as PU.1 or M-CSF*., Notably, parenchymal
microglia can arise from BMCs in nonirradiated neonates™,
demonstrating that our findings are specific for the adult CNS. The
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Figure 7 Selective recruitment of donar-derived Ly-6C"CCR2* manocytes after axotomized facial nucleus accurs only in conditioned CNS. (a,b) Microglia
engraftment in the lesioned facial nucleus following facial nerve axotomy. Ramified GFP-expressing cells 14 d after axotomy express |ba-1 (arrows).
Endogenous host microglia are Iba-1* (arrowheads). (a) In the unprotected control {(nonlesioned) facial nucleus, one GFP* bipolar cell without microglia
characteristics (asterisk). More numerous GFP-positive ramified cells were found in the lesioned facial nucleus of Cer2"*GFP — Ccr2** (Cer2+*Ch) mice than
Cer2GFP — Ccr2*™* (Cer2-) chimeric mice. Scale bar represents 100 um (upper and middle). Some ramified GFP-expressing cells were in close

proximity to NeuN-immunoreactive neurons {red) in the facial nucleus in Ccr2”

Ch chimeras {lower). Scale bar represents 10 um. DAPI staining is shown in

blue. (b) No engraftment of GFP* cells was found in the nonirradiated (protected) chimeras of any genotype. Iba-1 immunoreactivity identified host microglia
(arrowheads). Scale bar represents 100 um. (c) Quantification of donor-derived microglia and macrophage engraftment (GFP*Iba-1*) in the lesioned facial
nucleus or the contralateral control facial nucleus 14 d after axotomy. A robust engraftment of GFP*Iba-1* cells was found only in brain-irradiated

(unprotected) Ccr2**Ch mice, whereas significantly fewer engrafted cells were vi

sible in Ccr2-Ch chimeric mice lacking Ly-6C" monocytes (P < 0.001).

Irradiation-protected mice failed to show any engrafted GFP* cells in the facial nucleus. Symbols indicate individual mice. For all experimental groups, five

mice were used. Asterisk shows statistically significant difference (P < 0.05).

generation of microglia in the adult brain, however, is still a matter of
debate. Initial studies using lethally irradiated rats found only limited
turnover of microglia with their peripheral myeloid counterparts
in the blood, which might be, at least in part, explained by the
technical limitations of using MHC mismatch as a marker of donor
BMCs’. More recently, labeling methods of BMCs, such as retro-
viral and transgenic approaches, have facilitated tracking of bone
marrow—derived cells and their differentiation in the brain. A high
percentage of newly engrafted microglia was observed in the
adult mouse brain using this technique®. These initial data
were confirmed and extended by others'”*®37, Even therapeutic
approaches were successfully established using genetically modi-
fied microglia precursors in the blood as cellular vehicles for
CNS gene therapy of metachromatic leukodystrophy in whole body—
irradiated chimeras®,

Further studies documented an early and rapid engraftment of bone
marrow—derived microglia in several models of neurodegenerative
diseases, such as facial nerve axotomy®, scrapie'®'!, the methyl-
phenyl-tetrahydro-pyridin model of Parkinson’s disease!?, Alzheimer’s
disease transgenic mice'>'® and toxic demyelination®. Recently, a
critical role of bone marrow—derived microglia was attributed to
their supposed function in restricting senile plaque formation in an
amyloid [ (A4) precursor protein/presenilin 1 mouse model of
Alzheimer’s disease®. This study further suggested that the bone
marrow—derived cells selectively upregulated MHC class 11 and
showed cell-specific phagocytic mechanisms of disease-associated

NATURE NEUROSCIENCE VOLUME 10 | NUMBER 12 | DECEMBER 2007

B-amyloid removal. It has further been reported that CCR2 defici-
ency renders mice more susceptible to Alzheimer’s disease, most
likely as a result of impaired amyloid degradation by brain endo-
genous phagocytes™.

In contrast to an earlier report, in which bone marrow—derived
monocytes and macrophages constituted up to 20% of the CD11b"
population during cuprizone-induced demyelination®?, our data indi-
cate that bone marrow—derived cells virtually do not contribute at all to
the CD11b*/Iba-1" population when the CNS was protected from
irradiation. Thus, proliferation of endogenous microglia seems to be
the most plausible explanation for the increase in Iba-17 cell number.
Indeed, local microglia proliferation in the lesioned CNS with intact
blood-brain barrier has been reported! 49,

It seems crucial to note that the vast majority of the bone-marrow
chimera data were obtained from experiments using whole-body
irradiation, without selective marrow-specific targeting of the
myeloablating treatment. The involvement of the head during the
irradiation procedure might have led to substantial local priming in the
brain with concomitant induction of myeloattracting and myelopro-
moting factors and/or inactivation of inhibitory cues. Indeed, previous
reports have already pointed to a local production of TNFz, IL-1 and
IL-6 in the irradiated rodent brain®. We now demonstrate that, besides
other cytokines and chemokines, the CCR2 ligand, CCL2, is produced
as a result of the irradiation procedure. Because CCL2 is also induced
during brain diseases*!, this factor could be involved in the recruitment
of CCR2-expressing myeloid cells into the CNS under several
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conditions. Thus, it seems plausible that Ly-6CM monocytes equipped
with CCR2 are preferentially recruited into the CNS, where they sub-
sequently differentiate into microglia. The CCL2/CCR?2 axis in general is
thought to be the critical cue, as CCR2 was reported to be necessary for
the egression of monocytes from the bone marrow to the spleen?® and
from the blood stream to the tissue’®. Nevertheless, it is possible that
locally or distantly produced specific factors besides the investigated
cytokines and chemokines are crucial for driving the recruitment of
Ly-6CMCCR2Y monocytes into the CNS. In addition, subtle changes
of blood-brain barrier integrity or inactivation of repulsory signals
following irradiation might also promote cell engraftment.

Although we did not describe a role for Ly-6C°CCR2™ cells in the
homeostasis of the brain or during disease, future studies may
determine whether this monocyte subset, as possible precursors of
dendritic cells®, influences the adaptive arm of the immune system in
the CNS, particularly with respect to antigen presentation and
lymphocyte activation, processes that are known to occur in sterile
CNS autoimmunity.

Taken together, our results identify Ty-6CMCCR2™ monocytes as
direct precursors of microglia and point to the local factors in the CNS
that are required for this process. Future studies will help to evaluate
the impact of brain conditioning for directed myeloid cell targeting to
the brain in therapeutic approaches for CNS diseases.

METHODS

Mice, generation of bone-marrow chimeric mice and adoptive transfer
experiments. Bone-marrow chimeric mice were generated as described
recently®1242-41 We reconstituted 6-8-week-old C57BL/6 (Cer2¥+) recipient
mice with BMCs derived from the tibias and femurs from adult ACTB-EGFP
mice alone (Co2¥/*GEPY)* or from double-mutant mice intercrossed with
CCR2-deficient mice (Cer2”~GFP+)%. Specific body (protected) irradiation of
mice was carried out by a 6-MV X-Ray Varian linear accelerator. Mice were put
into a 20 x 20 x 3—cm cast perspex-lined chamber (5-mm gage, density of
1.18 g cm™). Spiracles were provided and the heads of the mice were carefully
adjusted to it. Mice were treated with parallel opposed fields with a maximum
dose at a depth of 1.5 cm. The field size was adjusted to 14 x 20 cm, placing the
brains of the mice outside of the irradiation fields, with only the body being
irradiated with 1,100 cGy. A safety margin of 0.5 cm from the field border to
the head was preserved, so that no dose could affect normal brain tissue. We
injected 5 x 10° Car2/"GFP* or Cor2**GFP* BMCs into the tail vein of
recipients 24 h after irradiation. Reconstitution of total irradiated (unpro-
tected) mice was carried out by mixing Cer2~/~GFP* or Co 2™ GEP* BMCs in
a 1:3 ratio with Ca2¥* BMCs, which resulted in similar reconstitution levels in
all chimeric mice. CX;CRISFP* mice were a kind gift of D. Littman (New York
University School of Medicine)#. C57BL/10SgSnAi Rag? commen gamma
chain mice were purchased from Taconic Burepe. Reconstitution was assessed
6-8-weeks after grafting by FACS analysis of peripheral blood. Depletion of Ly-
6Chi monocytes was carried out with an antibody to CCR2 (MC-21)%7 or the
corresponding isotype control 2 h after each cell injection. We injected 50 pg of
antibodies intraperitoneally.

Quantification of microglia and macrophage engraftment in the CNS. After
transcardial perfusion with phosphate-buffered saline and subsequent 4%
paraformaldehyde, we obtained 20-pm cryosections from the brains. Primary
and preabsorbed antibodies were added overnight at a dilution of 1:100 for
Tba-1 (WACQ), 1:50 for F4/80 (Serotec), 1:100 for NeuN (Chemicon Interna-
tional). Cy3-conjugated secondary antibodies (Dianova) were added at a
dilution of 1:100 for Iba-1 and 1:600 for the other antibodies for 1 h.
Nuclei were counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). GFP-
expressing ramified cells and Iba-1" or F4/80" macrophages and microglia
were counted in at least three sections of each individual mouse. The number
and the area occupied by engrafted cells were examined microscopically using a
200 microscopical magnification using a conventional fluorescence micro-
scope (Olympus BX-51) equipped with a color camera (Olympus DP71).

Cuprizone treatment and facial nerve axotomy. Cuprizone experiments were
carried out on 9-10-week-old chimeric mice. Mice were fed for 5 weeks with
0.2% (weight/weight) cuprizene (Sigma) in the ground breeder chow.
Histopathological analysis using LFB staining for demyelination and GFAP
immunchistochemistry for astrocytes was carried out as previously described®.
Unilateral facial nerve axotomy was induced in bone-marrow chimeras
(created with unmixed GFP* bone marrow) 4-6 weeks post-transplantation
by transection of the facial nerve at the stylomastoid foramen, resulting in
ipsilateral whisker paresis. Mice were killed for analysis after 14 d.

Microglia isolation. Murine microglia from adult mice were harvested using a
percoll gradient as previously described®. For culture experiments, primary
microglia were prepared from newborn mice as described®. For stimulation,
microglial cells were seeded at a density of 2 x 10° cells per well, and different
concentrations of LPS or Pam;CSK, were added to the cell culture medium for
18 h. Afterwards, TNFx and IL-6 enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) were carried out according to the manufacturer’s instructions (R&D
Systems). For MHC class II induction, cells were stimulated with [FNy
{20 ng mI™!) alone or in combination with IFNf (100 U mI™!) for 18 h. For
measurement of myelin phagocytosis, fluorescein isothiocyanate-labeled mye-
lin was exposed to microglia at a protein concentration of 4 pg mi~! for 1 or 2h
alone or in the presence of cytochalasin D (5 pM). For microglia proliferation,
culture medium was supplemented with different concentrations of recombi-
nant mouse M-CSF (R&D Systems). After 48h, 10 pM BrdU (Sigma) was
added for 1 h. Cells were fixed in 4% paraformaldehyde and stained with
the BrdU in situ detection kit according to the manufacturer’s instructions
(BD Pharmingen).

Real-time PCR. RNA was extracted from the brains and spinal cords at
indicated time points after or without irradiation. The tissue was flushed with
ice-cold Hank’s buffered salt solution, and RNA was isolated using RNAeasy
Mini kits (Qiagen) following the manufacturer’s instructions. The samples were
treated with DNasel (Roche), and 1 pg of RNA was transcribed into ¢cDNA
using oligo-dT primers and the SuperScript II RT kit (Invitrogen). We
transferred 2.5 pl ¢DNA into a 96-well Multiply PCR-plate (Sarstedt) and
12.5 pl ABsolute QPCR SYBR Green master mix (ABgene) with 9.6 pl ddH,O
was added. The PCR reaction was carried out as previously described®.

Statistical analysis. Statistical differences of clinical scores were evaluated
using a nonpaired Student’s ¢ test. Differences were considered significant for
P < 0.05.

Note: Supplementary information is avadable on the Nature Neuroscience website.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1: Microglial MHC class Il modulation is independent of CCR2.
The percentage of MHC class ll-expressing microglia was assessed 18 h after stimulation
with either IFNB (100 U/ml) or IENB (100 U/ml) plus IFNy (20 ng/ml). Data are means = SEM
of three independent experiments. No statistically significant differences were found between
CCR2™ (white bars) or CCR2™ (black bars) microglia
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Supplementary Figure 2: Toxic demyelination induces local production of
chemoattractant proteins and proinflammatory cytokines.

Cytokine and chemokine gene expression was measured guantitatively by real-time PCR in
the corpus callosum of WT mice treated for 5 weeks with cuprizone (black bars) and
compared with untreated controls (white bars). The means £+ SEM are shown. Asterisks
indicate statistically significant differences (p<0.05). At least 2 mice were examined per group

and molecule.
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SUMMARY

Myeloid cell recruitment is a characteristic feature of bacterial meningitis. However, the
cellular mechanisms important for the control of Streptococcus pneumoniae infection
remain largely undefined. Previous pharmacological or genetic studies broadly
depleted many myeloid cell types within the meninges which did not allow defining the
function of specific myeloid subsets. Herein we show that both CD11b*Ly-6G*CCR2
granulocytes as well as CD11b*Ly-6C"CCR2* but not Ly-6C°CCR2" monocytes were
recruited to the brain as early as 12 h post bacterial challenge. Surprisingly, CD11b*Ly-
6C"CCR2" inflammatory monocytes modulated local CXCL2 and IL-1f production
within the meninges but did not provide protection against bacterial infection.
Consistent with these results, CCR2 deficiency strongly impaired monocyte recruitment
to the infected brains but was redundant for disease pathogenesis. In contrast, specific
depletion of polymorphonuclear granulocytes caused elevated local bacterial titer within
the brains, led to an aggravated clinical course, and enhanced mortality. Thus,
CD11b*Ly-6G*CCR2 myeloid cells but not Ly-6C"CCR2" inflammatory monocytes
were found to be vital for host defense in bacterial meningitis by a predominantly

extracellular pathogen.
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INTRODUCTION

Streptococcus pneumoniae is a Gram-positive extracellular bacterial pathogen that
causes severe bacterial meningitis in industrialized countries with a mortality rate of
one fourth in adults. Many patients survive with neurological sequelae such as
deafness, epileptic seizures and neuropsychological deficits ™.

In humans suffering from bacterial meningitis and in animal models of this disease,
leukocytes, predominantly myelomonocytic cells such as monocytes, macrophages
and neutrophil granulocytes, quickly enter the subarachnoid space in response to local
production of cytokines, chemokines and other chemotactic stimuli 3. Activated myeloid
cells play a major role in bacterial clearance and also secrete a variety of inflammatory
mediators that may not only kill bacteria, but also cause damage to the CNS “. Since
the cerebrospinal fluid itself lacks cell populations capable of initiating effective immune
response against invading pathogens, it remains obscure which cells are initially
stimulated by bacteria and bacterial products and trigger leukocyte migration into the
CNS.

Local tissue inflammatory responses to microbial challenge are not only characterized
by early neutrophil attraction but also by concomitant prolonged monocyte recruitment.
Although chemokine release and cell surface display of complementary leukocyte and
endothelial/epithelial adhesion molecules are centrally involved in this process, the
underlying role of monocyte recruitment during bacterial meningitis is still unclear. In a
rat model of pneumococcal meningitis, liposome based depletion of meninegeal and
perivascular macrophages aggravated clinical symptoms and led to increased bacterial
titers suggesting a protective role of these cells during bacterial meningitis °. Depletion
of all blood monocytes and macrophages in spleen and liver and probably also many
tissue macrophages including perivascular macrophages reduced the migration of
white blood cells into the cerebrospinal fluid (CSF) and strongly inhibited local IL-13
concentrations in infected rats suggesting a crucial role of monocytes during
meningitis®.

Monocytes, as blood mononuclear cells with been-shaped nuclei, express CD11b,
CD11c, CD14 and CD16 in humans and CD11b and F4/80 in mice, and lack B, T and
NK markers. However, monocytes are morphologically and phenotypically
heterogenous with different roles. Nowadays, they are subdivided into two main
subsets: a short lived “‘inflammatory” subset (Ly-6C"CCR2'CD62L*CX3;CR1°) that
homes to inflamed tissue, where it can trigger immune response and a “resident”
subset (Ly-6C°CCR2 CD62L CXsCR1") with a longer half-time, which homes to non-

inflamed tissues ’. Dendritic cells such as Langerhans cells in the skin ® and tissue
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macrophages like postnatal microglia in the brain °, however, were recently shown to
raise from the Ly-6C"CCR2" monocyte population indicating a broad role of this
myeloid subpopulation for tissue homeostasis during health and disease. Whether the
different monocyte populations are already fully differentiated in the bone marrow or
whether they can shift into each other in the peripheral blood is still a matter of debate.
The monocyte population in the blood stream that is recruited to the inflamed meninges
during bacterial infection has not yet been identified in vivo. Elucidating the cell types
involved could theoretically open new therapeutically options. We therefore set out
experiments to characterize the specific monocyte subtype that is recruited to the
inflamed brain and then to identify its role for the local immune response within the
meninges.

Neutrophils are among the first to be recruited to a site of infection or a diseased site.
Among various inflammatory mediators, CXC chemokines including IL-8 (CXCLS8),
MIP-2 (CXCL2), and KC (CXCL1) are the most critical for such recruitment. Neutrophil
granulocytes can be divided into three subpopulations based on distinct patterns of
cytokine and chemokine production, TLR expression, and surface CD49d and CD11b
' but they can also be distinguished based on the expression level of PMN-specific
Gr-1Ag".

In this report we demonstrate that concomitant with CD11b*Ly-6G"CCR2 granulocytes
also CD11b*Ly-6C"CCR2" but not Ly-6C°CCR2 monocytes invade the meninges
during bacterial infection and are capable of modulating local cyto- and chemokine
response. Recruitment of myelomonocytic cells is independent from CCR2 signalling
but, surprisingly, the absence of inflammatory Ly-6C"™ monocytes does not alter host
death and bacterial replication in the central nervous system (CNS) and the spleen. In
contrast, our study identifies Ly-6G'CCR2granulocytes as the major myeloid cell

subset that crucially drives defense against S. pneumoniae infection in the CNS
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RESULTS

Rapid invasion of distinct myelomonocytic cell populations to the meninges

during S.pneumoniae infection

We first determined extent and kinetics to which specific myeloid subsets are recruited
to the inflamed CNS. For this purpose wild-type (wt) mice were challenged with 10°
CFU of S. pneumoniae injected into the lumbal cerebrospinal fluid and blood cells as
well as infiltrated cells in the meninges were characterized by flow cytometry (Fig. 1).
As early as 12 h after infection, a strong increase of CD11bLy-6C™ and to a lesser
extent of CD11b’Ly-6C" cells was detectable in the peripheral blood (Fig. 1A).
Subsequent analysis revealed that these myeloid cells consisted mainly of CD11b*Ly-
6G’Ly-6C™ granulocytes (R2 gate) and of CD11b‘Ly-6GLy-6C" (R1 gate)
inflammatory monocytes. Comparative analysis to B lymphocytes indicated that Ly-
6G*Ly-6C™ granulocytes increased from a 0.33 + 0.05 (mean * s.e.m.) ratio before
infection to 24.77 + 8.23 36 h after infection whereas Ly-6GLy-6C" inflammatory
monocytes improved from a 0.07 = 0.01 ratio at 0 h to 0.85 + 0.27 after 36 h.
Interestingly, the increase of myeloid cells during the first hours after infection was not
due to the appearance of bacteria in blood, since we were only able to detect
S.pneumoniae after 24 h post infection (p.i.) there (data not shown).

Importantly, myelomonocytic infiltrates were observed in the meninges of the central
nervous system (CNS) already at 12 h (data not shown) and the cellular composition
was examined in more detail at 30 h p.i. (Fig. 1B). Mice exhibited numerous CD11b*Gr-
1* cells that were further categorized by their levels of Ly-6C and Ly-6G expression.
Notably, we could detect large numbers of CD11b*Ly-6GLy-6C"CCR2" inflammatory
monocytes as well as CD11b*Ly-6G'Ly-6C™CCR2  granulocytes whereas the
CD11b*Ly-6GLy-6C°CCR2 resident monocytes were not increased in the CNS during
S.pneumoniae meningitis.

Taken together these data demonstrate that both CD11b‘Ly-6GLy-6C"CCR2*
monocytes as well as CD11b*Ly-6G*Ly-6C™CCR2" granulocytes are strongly attracted

to the inflamed meningitis early after infection.

CX3;CR1°"* monocytes are efficiently recruited to the inflamed meninges

To assess the ability of GFP-marked monocyte subsets derived from bone marrow to

be recruited to the meninges during S. pneumoniae infection we did adoptive transfer

1GFP/+

experiments. We took advantage of the CX3;CR mice, which allow division of the
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Ly-6C" and Ly-6C"° monocyte fractions on the basis of GFP expression levels '°.

Respective GFP bone marrow cells were adoptively transferred 6 h p.i. and meningeal
cells were prepared 24 h later and examined by flow cytometry (Fig. 2). GFP-labelled
cells were clearly visible in the infected CNS but not in the healthy brain. Moreover,
these donor derived attracted cells were clearly positive for CD11b and Ly-6C but
negative for Ly-6G indicating the inflammatory nature of these myeloid cells.
Interestingly, we were not able to detect any GFP"CD11b*Ly-6C" resident monocytes

4 GFPI+

in the meninges after transfer of CX;CR bone marrow cells.

CCR2 is not required for the protection against S. pneumoniae meningitis

The chemokine receptor CCR2 as the cognate receptor for CCL2 has been shown to
be crucially involved in the pathogenesis of both sterile autoimmunity ' as well as of
several infections by bacterial and viral germs such as Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Theiler's murine encephalomyelitis virus and influenza
virus 2%,

To study the relevance of CCR2 for the pathogenesis of bacterial meningitis CCR2-
deficient or competent mice were challenged with various quantities of S. pneumoniae,
and survival time and clinical course were monitored (Fig. 3A). After intralumbal
injection into the cerebrospinal fluid (CSF) with a high dose (10° CFU) and lower dose
(10* CFU) of S. pneumoniae serotype 3, all treated CCR2" and wt mice reached
terminal disease with similar kinetics without any statistically significant differences. In
both genotypes, increased iliness was correlated with typical clinical signs of meningitis
such as seizures, paralysis and neck stiffness . Disease score was clearly not
different in both groups.

We then determined the ability of bacteria to multiply over time in spleens and brains of
infected mice (Fig. 3B). Bacterial load was determined by plating serial dilutions of
homogenized tissues on blood-agar plates. Bacterial growth was similarly low at 12 h
p.i. in spleens and brains of both groups, but titers in the brain were always higher than
in the spleen. Further measurements at 24 and 36 h after injection confirmed that the
bacterial load in wt and CCR2” mice always were very similar. A lack of CCR2
therefore does not impair the kinetics of S. pneumoniae invasion and multiplication
after administration of bacteria into the lumbal CSF.

It has been reported that the CCR2-CCL2 axis is required for the egress of bone
marrow cells and that the lack of CCR2 results in fewer circulating Ly-6C" cells %?*. We
therefore determined the frequency and kinetics of Ly-6C" cells in the meninges of

CCR2 knockout and wt mice at different time points after infection. Importantly, the
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amount of Ly-6C"Ly-6G™ monocytes and Ly-6C™Ly-6G" granulocytes was identical in
the meninges of CCR2” and wt mice prior to infection (Fig. 3C). After infection,
however, the quantity of Ly-6C™ monocytes peaked in wt mice 24 h p.i. with similar
frequency to Ly-6G* granulocytes and slightly decreased 6 h later. In contrast, CCR2-
deficient mice largely failed to show a significant recruitment of Ly-6C" cells into the
CNS and only Ly-6C™Ly-6G" granulocytes were detectable there. Further
histochemical  analysis  confirmed the strong reduction of MAC-3*
monocytes/macrophages in the meninges in the absence of CCR2 whereas the
amount of chloracetate esterase® granulocytes was virtually indistinguishable between

the two genotypes (Fig. 3D).

Ly-6C"Ly-6G" monocytes regulate meningeal cyto- and chemokine production

but are not required for the control of bacterial meningitis

Inflammatory Ly-6C"Ly-6G™ monocytes are equipped with high levels of receptors that
respond to inflammatory cytokines, resulting in migration of the cells to site of
inflammation, where they subsequently contribute to resolution of the inflammatory
process and might finally differentiate into dendritic cells *.

We generated mice lacking inflammatory Ly-6C"Ly-6G~ monocytes in order to
determine whether these cells might contribute to protection from pneumococcal
infection. Application of the a-CCR2 antibody MC-21 resulted in an efficient reduction
of this specific monocyte subset in the blood stream whereas Ly-6C™Ly-6G*
granulocytes (Fig. 4A) or Ly-6C°Ly-6G™ resident monocytes remained numerically
unchanged (not shown and °). Unexpectedly, both groups of infected mice had a
similar survival curve and clinical scores across the entire disease time were almost
identical (Fig. 4B). Even secondary lymphoid organs such as the spleen, which is an
important bacterial clearance site, contained approximal equal bacterial titers in all
animals tested independent from the presence of inflammatory monocytes (Fig. 4C).
As expected, the amount of Ly-6C"Ly-6G™ monocytes was strongly diminished in the
meninges of infected animals after application of the MC-21 antibody (Fig. 4D) pointing
to a confined lack of this myeloid cell population. Subsequent histopathological analysis
confirmed the reduction of MAC-3" monocytes/macrophages in the MC-21 treated
animals whereas chloracetate esterase labeled granulocytes were still present (Fig.
4E).

The local cytokine and chemokine production was then assessed quantitatively by RT-
PCR in Ly-6C"Ly-6G™ depleted animals during meningitis (Fig. 4F). Surprisingly, the

enzyme lysozyme that has known antibacterial activity against Gram-positive bacteria
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was slightly reduced and IL-13 and CXCL2 were significantly increased in the absence
of Ly-6C" cells. We therefore conclude that the presence of Ly-6C"Ly-6G" inflammatory
monocytes might not be a prerequisite for the control and resolution of S.pneumoniae

infection within the CNS but their absence lead to a change of the cytokine repertoire.

Ly-6C'"Ly-6G* myeloid cells are mandatory for the control of S.pneumoniae

infection of the meninges

We next studied the impact of Ly-6C™Ly-6G" granulocytes for disease pathogenesis.
To do so Ly-6C™Ly-6G* cells were pharmacologically depleted by using an a-Gr-1
antibody prior to disease. Flow cytometry verified almost complete deletion of this
myeloid cell population but Ly-6C"Ly-6G™ cells were unaltered (Fig. 5A).

Mice were subsequently inoculated with 10° CFU of S. pneumoniae and incubation
times and clinical scores to terminal disease were measured (Fig. 5B). Importantly, Ly-
6C™Ly-6G* depleted animals died significantly earlier and exhibited more severe
clinical symptoms of disease compared to isotype treated control animals (videos 1 and
2). We then compared bacterial loads in spleens and brains 24 h after infection (Fig.
5C). Notably, the bacterial concentrations were significantly increased in the CNS but
not in the spleens after Ly-6C™Ly-6G* depletion in comparison to immunocompetent
animals proving an essential function of these cells for combating S. pneumoniae
infection.

FACS analysis confirmed that Ly-6C™Ly-6G" granulocytes were virtually absent from
the meninges of antibody treated animals (Fig. 5D). Accordingly, a-Gr-1 treated
animals had much less meningeal granulocytes on histological sections during infection
when compared to the control animals (Fig. 5E). Since Ly-6C™Ly-6G" cells might
contribute to the bacterial clearance by releasing bacteriotoxic cytokines, pro-
inflammatory peptides in the meninges were measured 30 h p.i. (Fig. 5F). We observed
strongly reduced level of CXCL2, IL-15 and IL-1B suggesting that bacterial clearance
might act via a burst of several chemoattractive and proinflammatory factors.

The results imply that Ly-6C™Ly-6G* cells rather than Ly-6C"Ly-6G or Ly-6CLy-6G"
monocytes are required to provide local host resistance to bacterial meningitis induced

by S. pneumoniae.
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DISCUSSION

We have shown here that specific myelomonocytic subsets, namely CD11b*Ly-
6C"CCR2" inflammatory monocytes, CD11b*Ly-6G*CCR2  granulocytes but not
CD11b’Ly-6C CCR2 monocytes are efficiently recruited to the meningeal compartment
during bacterial meningitis caused by the Gram-positive pathogen S.pneumoniae.
Depletion of either CD11b*Ly-6C"CCR2" monocytes or the chemokine receptor CCR2
preserved the ability to limit bacterial growth, while depletion of Ly-6G*CCR2" cells
conferred an increased vulnerability to pneumococcal infection. These differential and
non-redundant effects of specific myeloid subsets were surprising, since all defects
affected cells, which are thought to be crucial for host defense against bacteria.

The different cell populations involved in the induction of the inflammatory response in
the subarachnoid space during bacterial meningitis have not been fully characterized.
For example, it still remains unclear which cells are primarily stimulated by the invading
bacteria and bacterial products. A candidate for this initial step could be the meningeal
macrophage. However, studies which investigated the role of meningeal macrophages
during meningitis by liposomal clodronate depletion of these cells showed inconsistent
results >%°. Both studies used different modes of clodronate administration, either the

| '8 route. Because of the direction of CSF flow, the

intraventricular ° or the intracisterna
intraventricular route appears to be more efficient in depleting the macrophages of the
choroid plexus, ventricular ependyma and possibly also of the meninges.
Intraventricular clodronate strongly reduced meningeal inflammation in a murine model
of pneumococcal meningitis®. This suggests that resident macrophages within the
choroid plexus, ventricular ependyma and the meninges are responsible for the
cytokine and chemokine gradient causing leukocyte extravasation in early meningitis.
The contribution of circulating monocytes is less clear. This prompted us to study
meningeal inflammation during pneumococcal infection in more detail. We found that in
response to intralumbal S.pneumoniae infection both Ly-6C"CCR2* inflammatory
monocytes and Ly-6G"'CCR2 granulocytes rapidly became the predominant cell types
in the diseased meninges, as has been similarly shown for the lung in response to i.p.
H.influenzae injection %°.

By virtue of their mobility, equipment with immune related receptors and their ability to
produce antibacterial substances such as NO, IL-18 and others, CD11b*Ly-6C"CCR2*
inflammatory monocytes presented a plausible candidate for the uptake and killing of
extracellular Gram-positive bacteria. We found a non-essential role of
monocytes/macrophages as clearance sites of S. pneumoniae. However, meningeal

macrophages may protect brain tissue from invasion by granulocytes and bacteria
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thereby preventing neuronal injury during S.pneumoniae meningitis 2°. Neuron-specific
enolase in CSF as a measure of neuronal tissue damage was elevated in experimental
rabbits with S. pneumoniae meningitis after intraisternal clodronate treatment ', In the
present study, we were unable to measure neuron-specific enolase in CSF because of
the low CSF volume in mice.

Several groups have employed clodronate-containing liposomes to eliminate the
curculating pool of monocytes and macrophages in the blood, spleen and liver ?’. This
approach was also used to study the role of blood-derived macrophages in

¢ and experimental autoimmune

experimental pneumococcal menigitis in rabbits
encephalomyelitis in rats ?%. In contrast to the present approach, these studies could
not distinguish and deplete the different monocyte populations specifically. Clodronate
liposomes lead to depletion of all circulating monocytes, including Ly-6C" and Ly-6C"
monocytes, and tissue macrophages such as Kupffer cells and splenic macrophages
29 A transient loss of NK cell activity after intravenous liposomal clodronate infusion
also has been described *. These data also indicated that the usage of phagocyte
depletion by clodronate has severe impact on the immune system in general by
releasing intracellular factors from dying cells. Therefore, intravenous liposomal
clodronate does not appear to be suitable for the detailed study of the pathogenic
mechanisms of a myeloid-based immune response as in meningitis. To overcome
these limitations, we decided to deplete only the invading Ly-6C™ monocytes which
does not result in increased cytokine levels in the blood ™.

Although it has been shown that IL-1B produced by monocytes/macrophages during
pneumococcal meningitis is a key player for the migration of granulocytes in the CSF
3132 depletion of Ly-BC"CCR2" monocytes in the meninges did not change clinical
outcome in our hands. The local IL-18 production within the meninges was not
decreased by the lack of this monocyte subtype. Our data imply that local IL-1
production is primarily independent from invading Ly-6C"CCR2* monocytes, and other
cells can maintain inflammatory cytokine production. Due to our cell-specific depletion,
F4/80" meningeal and perivascular macrophages usually diminished by local liposomal
clodronate treatment were still present in the meninges of treated animals. Moreover,
meningeal macrophages are not be the only source of proinflammatory cytokines in the
brain including the CSF. The majority of TNF-a and IL-1f in the CSF during meningitis
presumably originates from blood-derived cells after migration into the CSF or other
cells within the CNS (e.g. glial cells, endothelial cells). Interestingly, local CXCL2 and
IL-1B production was even significantly increased in the absence of inflammatory Ly-
6C"CCR2"* monocytes but changes in cellular compositions within the CSF could lead

to alterations of the cytokine pattern.
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Our results further show that CCR2, the receptor for CCL2, is not necessary to inhibit
the growth of bacteria in pneumococcal menigitis. It has been shown in several
infection models that CCR2-dependent monocyte recruitment and activation is
essential for host survival e.g. during Listeria monocytogenes infection *. However, our
results clearly indicate that CCR2 signaling also is not required for the development of
inflammation in meningitis caused by the extracellular pathogen S.pneumoniae. These
data nicely fit to the redundant role Ly-6C" inflammatory monocytes in our depletion
experiments in view of the fact that this myeloid subset is strongly reduced in CCR2-
deficient animals since this chemokine receptor is needed for the egression of
monocyte populations from the bone marrow 2.

CD11b’Ly-6G*CCR2" granulocyte depleted animals consistently demonstrated in our
study earlier death and higher CNS bacterial burdens compared to control animals.
This is in conflict to a previous study where induction of systemic leukopenia by
nitrogen mustard in experimental rabbits did not cause increased bacterial growth rates
within the CSF after intracisternal injection of S. pneumoniae **. One reason may be
the non-selective action of nitrogen mustard which affected several lines of leukocytes
but probably did not fully deplete one class of white blood cells. In this study,
S.pneumoniae led to the induction of numerous cyto- and chemokines in the brain,
including CXCL2, IL-15 and IL-1B shortly after bacterial exposure. Granulocytes
produce large amounts of these factors in an autocrine fashion, and CXCL2, IL-13 and
IL-15 were clearly down-regulated in Gr-1 depleted animals. Therefore, our data imply
that these molecules are required for the granulocyte-mediated host defense in
experimental pneumococcal meningitis. These conclusions are in line with previous
studies, which showed a critical role of neutrophils and CXCL2 and KC in the
containment and neutralization of bacteria in a brain abscess model *.

Furthermore, we found that depletion of Ly-6G"CCR2" granulocytes resulted in strongly
decreased levels of the chemokine CXCL2. This chemokine has shown to play an
important role in the pathogenesis of meningitis, since its neutralization reduced
neutrophil recruitment to the CNS during bacterial meningitis caused by H.influenzae *.
Another study nicely demonstrated that in mice deficient in the murine IL-8 receptor
homologue (a receptor for CXCL2), invasion of Ly-6G* granulocytes into the peritoneal
cavity in response to inflammatory stimuli was strongly impaired *. Conversely,
increased levels of CXCL2 accompanied by enhanced granulocytosis in the CSF were
not correlated to disease protection in CD14-deficient animals suffering from
pneumococcal meningitis *.

It is well known that the a-Gr-1 antibody used in our study strongly reacts with Ly-6G

and this antibody also interferes with another Ly-6 family molecule, Ly-6C *°. Ly-6G is
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expressed on polymorphonuclear leukocytes (PMN), namely granulocytes, while Ly-6C
is expressed on various mononuclear cells including PMNs and monocytes . In the
present study, we used an antibody concentration of 10 pg/ml that ensured selective
depletion of CD11b*Ly-6G*CCR2" cells but not of CD11b"Ly-6C"CCR2* or CD11b*Ly-
6C CCR2 monocytes °. Under these conditions we were able to dissect the functional
properties of Gr-1" versus Gr-1" cells during bacterial meningitis.

How might granulocytes execute their antibacterial program? In addition to the
production of proteolytic enzymes and reactive oxygen intermediates, interleukins are
critical for the performance of granulocytes. A key role for IL-15 for the clearance of
bacteria was shown recently . IL-15 was produced by Gr-1* granulocytes. It was
required for efficient clearance of experimental murine H.influenzae pneumonia, as 4
days p.i. lungs from IL-15 knock out mice contained 100-fold more bacteria than wt
mouse lungs. IL-15 may enhance granulocyte activity via the autocrine system and
activates NK cells by binding to IL-15Ra and/or IL-2R on the surface of NK cells and
granulocytes ?°. IL-15 further plays a pivotal role in the activation and survival of NK
cells by close interaction with granulocytes. Secretion of IL-15 by CD11b*Ly-6G'CCR2"
cells could therefore result in further activation of NK cells. NK cells also produce IFNy
and other cytokines such as TNFa that are involved in killing of intra- and extracellular
pathogens. Accordingly, CD11b*Ly-6G"CCR2" granulocyte-depleted C57BL/6 mice
were in our hands more susceptible to pneumococcal meningitis demonstrating that
this myeloid cell population is important for the control of extracellular bacteria as well
and IL-15 might play a pivotal role in this scenario.

In addition to their beneficial effect in bacterial neutralization, granulocytes have the
potential to induce tissue damage through the release of soluble factors. Indeed,
previous studies have demonstrated that limiting granulocyte influx to the CNS
provides some benefit in situations where inflammation accompanies CNS disease
41,42_

In conclusion, this study clearly demonstrates that neutrophilic granulocytes are able to
inhibit the growth of S. pneumoniae in meningitis thereby supporting antibiotic therapy
administered under clinical conditions. Unlike macrophages resident within the CNS,
circulating monocytes do not appear to contribute to the containment of infection in
meningitis caused by predominantly extracellular encapsulated bacteria. Post-infection
strategies aiming at enhancing the phagocytic activity of granulocytes in a specific time

frame might offer some protection in meningitis.
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Figure 1: Increase of CD11b*Ly-6GLy-6C" monocytes and CD11b*Ly-6G*Ly-6C™
granulocytes during S.pneumoniae infection of the central nervous system.

A) Inflammatory make up of the peripheral blood at indicated time points after bacterial
infection examined by flow cytometry. Myeloid cells were normalized to 20.000 B cells
(B220%) and a ratio was calculated. Data represent means + s.e.m. Asterisks indicate
statistically significant differences to the non-infected controls (p < 0.05). At least five
mice per group were used for quantification.

B) Characterization of meningeal infiltrates 30 h post S.pneumoniae challenge (right) in
comparison to healthy control mice (left). Notably, the Gr-1" staining revealed that
infiltrates are dominated by CD11b*Ly-6GLy-6C"CCR2* monocytes as well as by
CD11b*Ly-6G*Ly-6C™CCR2 granulocytes.
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Figure 2: Adoptively transferred inflammatory GFP'Ly-6C"™ monocytes are
efficiently recruited to the meninges during bacterial infection.

CXsCR1°"* monocytes were injected 6 h after infection and meningeal cells were
recovered 24 h later. Transferred cells were detectable in the CNS of infected but not in
healthy control mice. GFP" cells (R1 gate) express the cell surface markers Ly-6C and
CD11b but not Ly-6G.
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Figure 3: Unaltered pathogenesis of S.pneumoniae meningitis in the absence of
CCR2.

A) CCR2" and CCR2""* mice were challenged with either 10* (left) or 10° CFU (right) of
S.pneumoniae and survival as well as clinical score were monitored. There were no
statistically significant differences observed between the groups. At least ten animals
per group were used. Data represent means * s.e.m.

B) Normal bacterial clearance in the peripheral (spleen) and central compartment
(central nervous system, CNS) 12, 24 and 36 h after infection. No statistically
significant differences were detectable. At least 5 animals per time point were used.

C) Time dependent myeloid infiltration of the meninges after intraspinal S.pneumoniae
infection. A strong influx of Ly-6C"Ly-6G™ monocytes and Ly-6C™Ly-6G* granulocytes
was detectable in CCR2** animals. In contrast, CCR2 deficient mice revealed strongly
diminished numbers of Ly-6C™ monocytes during infection, whereas the Ly-6G"
granulocytes appeared largely unchanged. One representative animal out of five is
shown.

D) Immunohistochemistry of the meninges depicted less MAC-3"
monocytes/macrophages in CCR2" mice compared to wild-type controls whereas
chloracetate esterase staining showed similar amount of polymorphonuclear
granulocytes during S.pneumoniae meningitis. Tissue samples were taken 30 h after

infection. Bar = 100 ym.
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Figure 4: CD11b‘'Ly-6G'Ly-6C" monocytes modulate local CXCL2 and IL-1B
production within the CNS but do not provide protection against bacterial

infection.
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A) Application of an a-CCR2 antibody (MC-21) strongly depleted Ly-6GLy-6C"
monocytes but not Ly-6G*Ly-6C™ granulocytes in the peripheral blood 12 h after
injection of 10 pg of the antibody or of the IgG2b isotype control, respectively (left).
Only CD11b* cells were gated in the dot blots. Ratio of Ly-6GLy-6C™ monocytes and
Ly-6G*Ly-6C™ granulocytes to B220* B cells in the peripheral blood (right). At least five
animals per group were used. Asterisk indicates significant difference (p < 0.05).

B) Depletion of Ly-6GLy-6C" monocytes did not modulate the survival of mice (left)
and the clinical score (right) of meningitis. Injection of antibodies was performed 12 h
prior to infection and every 24 h later. Ten mice per group were used. Data indicate
means + s.e.m.

C) Unchanged bacterial loads of S.pneumoniae 36 h after infection in spleen and
cerebellum in the absence of Ly-6C" monocytes. Data represent means + s.em., n =5
animals.

D) Strong decrease of invading inflammatory monocytes into the meninges after
depletion of Ly-6GLy-6C" monocytes in the peripheral blood. Importantly, the influx of
Ly-6G*Ly-6C™ granulocytes remained unchanged. One representative animal out of
five is shown.

E) Histological examination of the meninges illustrating a strong reduction of infiltrating
monocytes/macrophages (MAC-3) in Ly-6C" depleted animals in comparison to an
unchanged amount of chloracetate esterase” granulocytes. Bar = 100 pum.

F) RNA was isolated from meningeal cells and real-time PCR was performed for
CXCL2, lysozyme M, IL-15 and IL-13. White bars illustrate control (isotype-treated)
animals and black bars represent Ly-6C" depleted animals. Three mice were used per
group. Data show means + s.e.m. Asterisks indicate statistically significant difference (p
< 0.05).
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Figure 5: CD11b*Ly-6G*Ly-6C™ myeloid cells are essential for the control and

clearance of S.pneumoniae meningitis.
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A) Efficient depletion of Ly-6G'Ly-6C™ granulocytes in the peripheral blood by
monoclonal a-Gr1 antibody RB6-8C5. 10 pyg of a-Gr1 led to a complete absence of Ly-
6G'Ly-6C™ granulocytes in comparison to isotype control (rat IgG2b). Inserts in the
FACS blots (left) showed in the forward and side scatter that the a-Gr1 treatment did
not led to a down regulation of Gr1 since the side scatter high cells are disappearing.
Ly-6C" monocytes were not affected by this protocol. Quantification was performed by
counting similar numbers of B220" cells. Five animals per group were used. Asterisk
indicates significant difference (p < 0.05).

B) Depletion of granulocytes led to earlier death (left) of infected mice and a
significantly increased clinical score (right). Injection of antibodies was performed 12 h
prior to infection and every 24 h later. Ten mice per group were used. Asterisk
indicates statistically significant difference (P < 0.05).

C) S.pneumoniae CFU was measured 24 h after infection in isotype and a-Gr1 treated
mice. Elevted bacterial load in the cerebella of a-Gr1 treated mice (p < 0.05).

D) FACS analysis of antibody treated animals revealed the absence of Ly-6G*Ly-6C™
granulocytes in the meninges. One representative animal out of five is shown.

E) Absence of granulocytes was confirmed by immunohistochemical staining of the
meninges. In o-Gr1 treated mice Mac-3" monocytes/macrophages were present in
comparable numbers, whereas chloracetate esterase positive cells were detectable in
low numbers. Bar = 100 pym.

F) RNA was isolated from the meninges 30 h post infection and real-time PCR was
performed for CXCL2, Lysozyme M, IL-15 and IL-1B. Isotype control animals are
shown as white bars and granulocyte-depleted mice as black bars. Three mice were
used per group. Data are shown as means + s.e.m. Asterisks indicate statistically

significant differences (p < 0.05).

Video 1: Clinical disease of isotype treated infected mice at 30 h p.i..

Video 2: Enhanced clinical disease in Ly-6C™Ly-6G" depleted animals at 30 h p.i.
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MATERIAL AND METHODS

Induction of meningitis and myeloid cell depletion

A strain of Streptococcus pneumoniae serotype 3 was used. Bacteria were grown on
blood agar plates overnight and harvested with 0.9% saline. Frozen aliquots were used
for the experiments and adjusted with saline to the required concentration of 4 or 5
log1cCFU in 25 pl. Meningitis experiments were conducted in male C57BL/6 und
CCR2" mice using a modification of a previously published model of meningitis based
on injection of bacteria into the lumbar cerebrospinal fluid '2. In brief, mice were
anaesthetized by intraperitoneal injection of ketamin 100 mg/kg and xylazine 20 mg/kg.
A skin incision was made exposing the lumbar spine. Using a 29-gauge needle, 25 ul
of a suspension containing 4 or 5 log.cCFU S.pneumoniae or an equal amount of saline
were slowly injected into the spinal canal at the level of L4 or L5. All animals resumed
their normal behavior after awaking from anesthesia. For depletion experiments,
antibodies were injected 12 h prior infection and every 24 h later. Transient neutropenia
was achieved by using 10 ug anti Gr-1 mAb (RB6-8C5; eBioscience). Inflammatory
monocytes were depleted with 10 ug mAb MC-21 ®'. Rat IgG2b served as control
antibody.

During the course of the experiment mice were assessed by a clinical score ™. Mice
unable to walk were killed for ethical reasons. For the determination of bacterial load,
animals were killed at several time points and the cerebellum and spleen were
removed, homogenized in saline (dilution 1:10), and undiluted homogenate as well as
serial 1: 10 dilutions (10 pl each) were plated on blood-agar plates. The detection limit
was 10° CFU/ml. CX;CR1%"”* mice were a kind gift of Dan Littman, New York '® and

CCR2" animals were provided by William A. Kuziel, Texas °.

Cell preparation

For meningeal cell isolations mice were transcardially perfused with PBS. With
longitudinal and diagonal incisions trough the cranium, cranial bone were removed.
Meninges were afterwards carefully removed and rinsed in PBS. For adoptive transfer
experiments mice received 2.5 x 10° GFP* bone marrow cells form CX3CR1%*mice
i.v. 6 h after infection with S.pneumoniae or saline and 24 h later meningeal cells were

isolated and cells were prepared for FACS analysis.
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All experiments were performed at the Central Animal Care Facility of the University
Hospital Géttingen. The protocol was approved by the district Braunschweig legislation

for animal experiments, Germany.
RNA isolation and real-time PCR analysis

RNA was extracted from isolated meningeal cells by using RNAeasy Mini Kits
(QIAGEN) following the manufacturer’s instructions. The tissue was flushed with ice
cold HBSS and RNA was isolated using RNAeasy Mini kits (Qiagen, Hilden, Germany)
following the manufacturers instructions. The samples were treated with DNasel
(Roche, Mannheim, Germany) and 1 ug of RNA was transcribed into cDNA using oligo-
dT primers and the SuperScript Il RT kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). 2,5 ul cDNA was
transferred into a 96-well Multiply® PCR-plate (Sarstedt, Germany) and 12,5 pl
ABsolute™ QPCR® SYBR Green master mix (ABgene, Surrey, UK) plus 9,6 pl ddH,0

was added. The PCR reaction was performed as described recently '’.
Flow cytometry

Blood and meningeal cell samples were prepared at 4°C in buffer solution (PBS
containing 2% FCS and 0.2% NaN;) and stained with CD11b, Gr-1, B220, NK1.1,
CD45 (all eBioscience), Ly-6C and Ly-6G (BD Pharmingen) or CCR2 8. After lysis of
erythrocytes with FACS lysis solution for blood samples (Becton Dickinson, San Jose,
California), cell suspensions were analyzed on a FACS Calibur (Becton Dickinson).

Data were acquired with WinMDI.
Tissue preparation and immunohistochemistry

Deparaffinised and hydrated brain tissue was cut into 1-uym-thick sections. Sections
were then pre-treated with microwaving for 3 x 5 minutes in citric acid buffer, 10
mmol/L, pH 6.0. After blocking with 10% fetal calf serum/phosphate-buffered saline
(FCS/PBS) for 30 minutes, primary antibodies were applied. For chloracetate esterase
staining longitudinal paraffin sections were incubated for 1 h with a solution containing
naphthol-AS-D chloracetate (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pararosaniline (Merck,
Darmstadt, Germany) and sodium nitrite (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Granulocytes
appeared as red stained cells, evidence for metabolism of chloracetate esterase.

For MAC-3 staining was used rat MAC-3 anti mouse antibody (1:200, Becton

Dickinson, San Jose, California) for 30 minutes at room temperature. As secondary
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antibodies were biotinylated rabbit anti-rat (DAKO, Copenhagen, Denmark) used
diluted 1:200 in PBS containing 1% bovine serum albumin for 60 minutes. The slides
were counterstained with hemalaun (Merck, Darmstadt, Germany) and washed with

aqua dest.

Statistical analysis.

Statistical differences of clinical scores were evaluated using a non-paired Student’s t

test. Differences were considered significant when p value < 0.05.
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3. DISKUSSION

3.1 Diskussion Publikation I:

“MICROGLIA IN THE ADULT BRAIN ARISE FROM Ly-6C"CCR2*
MONOCYTES ONLY UNDER DEFINED HOST CONDITIONS”

Alexander Mildner, Hauke Schmidt, Mirko Nitsche, Doron Merkler, Uwe-Karsten
Hanisch, Matthias Mack, Mathias Heikenwalder, Wolfgang Brtick, Josef Priller and

Marco Prinz

Mikroglia stellen die residenten Gewebemakrophagen des ZNS dar und fungieren als
primare Immunzelle, wenn das ZNS pathologischen Konditionen ausgesetzt wird.
Unter diesen Umstanden findet eine rasche Zunahme dieser Zellpopulation im ZNS
statt, die sogenannte Mikrogliose. Allerdings konnte bis heute nicht geklart werden, ob
diese Zunahme durch die Rekrutierung von peripheren Blutzellen in das ZNS zustande
kommt oder ob die endogene Mikroglia im ZNS proliferiert. KM-
Transplantationsexperimente, bei denen das KM eines Donors in einen total
bestrahlten Empfanger transplantiert wurde, fiihrten zu dem Ergebnis, dass sich die
hamatopoetischen Zellen in Mikroglia differenzieren kdnnen und dass es bei ZNS-
Pathologien zu einer vermehrten Einwanderung dieser Blutvorlauferzellen kommt.

Ziel der Arbeit war es, die hdmatopoetische Vorlauferzelle der postnatalen Mikroglia zu
charakterisieren. Weiterhin sollten alternative Transplantationsexperimente etabliert
werden, um einen artifiziellen, durch die Bestrahlung des Gehirns hervorgerufenen

Effekt auf die Mikrogliagenese auszuschlieen.

3.1.1 Die hamatopoetische Vorlauferzelle der Mikroglia

Seit 20 Jahren wird Uber eine Genese der Mikroglia aus peripheren Immunzellen in
adulten Vertebraten diskutiert (CUADROS und NAVASCUES, 1998; KAUR et al., 2001;
STREIT, 2001). Einen ersten Beweis fiir diese Theorie erbrachten HICKEY und KIMURA
(1988), als sie das KM einer Lewis-Ratte in eine bestrahlte DA-Ratte transplantierten.

Sie beobachteten, dass im Gehirn des Rezipienten morphologisch den Mikroglia
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entsprechende Zellen detektierbar waren, die aufgrund der genetischen Unterschiede
zwischen den Rattenstdmmen von dem transplantierten Donor-KM stammen mussten.
Durch den Einsatz von transgenen Mausen, die das GFP unter der Kontrolle des
Aktinpromotors exprimieren, wurde es mdoglich, transferierte KM-Zellen im
Empfangerorganismus eindeutig identifizieren zu koénnen. Mittels dieser Technik
zeigten BRAZELTON und Kollegen (2000), dass hamatopoetische Zellen nach der
Transplantation in bestrahlte Empfangertiere auch unter physiologischen Bedingungen
im ZNS nachweisbar waren und sich dort zu Mikroglia und mdglicherweise Neuronen
differenzieren konnten. Wiederholungsexperimente von anderen Gruppen bestatigten
die Entwicklung von Mikroglia aus Blutzellen, nicht jedoch die Differenzierung in
Neurone (CASTRO et al., 2002). Die Anzahl der GFP positiven (GFP*) hamatogenen
Mikroglia im Zerebellum belief sich 4 Monate nach der Transplantation auf bis zu 30%
aller Mikroglia (PRILLER et al., 2001a). Durch diese Ergebnisse etablierte sich die
Theorie, dass sich Mikroglia nicht nur wahrend der pranatalen Phase entwickeln,
sondern auch postnatal, d.h. dass sie durch hamatopoetische Zellen repopuliert
werden konnen. Ungeklart blieb allerdings, welche hamatopoetische Zelle die direkte
Vorlauferzelle fir die postnatale Mikroglia darstellt. Das vorherrschende Konzept
betrachtet Monozyten als den intermediaren Zelltyp, der nach der Emigration aus dem
KM in die Gewebe migriert, um sich dort in residente Makrophagen zu differenzieren
(VAN FURTH und COHN, 1968). Die Entdeckung unterschiedlicher Subpopulationen von
Monozyten im peripheren Blut fihrte zu der Hypothese, dass bereits zirkulierende
Monozyten durch die Expression verschiedener Migrationsrezeptoren fir die
Differenzierung in unterschiedliche Makrophagentypen pradispositioniert sind
(GEISSMANN et al, 2003). So entwickeln sich Ly-6C"™ Monozyten zu Makrophagen und
dendritischen Zellen, die an entzindlichen Prozessen beteiligt sind, wohingegen die
Ly-6C"™" Monozyten die Vorlauferzellen fiir Gewebemakrophagen darstellen.

Zur Klarung der Frage nach der mikroglialen Vorlauferzelle wurden in der vorliegenden
Arbeit KM-Transplantationsexperimente durchgefihrt, bei denen das Spender-KM von
CCR2" Mausen stammte. Diese Mause zeichnen sich durch eine signifikant reduzierte
Anzahl an Ly-6C"™ Monozyten im Blut aus (Abb. 1), was auf einen Defekt im
Emigrationsverhalten dieser Zellen aus dem KM zurtickgeflihrt werden kann (SERBINA
und PAMER, 2006). Daher kann die CCR2" Maus in Experimenten eingesetzt werden,
bei denen der Einfluss von Ly-6C" Monozyten untersucht werden soll. Nach der
Transplantation von GFP exprimierenden CCR2" KM-Zellen in bestrahlte Wildtyp
(WT)-Empfangertiere stellte sich heraus, dass in den Empfangertieren keine GFP*
hamatogenen Mikroglia beobachtet werden konnten (Abb. 3). Nur bei Anwesenheit von

Ly-6C" Monozyten im Blut kam es zu einer postnatalen Mikrogliaentwicklung. Diese
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Experimente belegen, dass sich nicht die residenten Monozyten zu Mikroglia
entwickeln, wie von GEISSMANN und Kollegen (2003) postuliert, sondern die CCR2

exprimierenden inflammatorischen Monozyten.

3.1.2 Die postnatale Mikrogliaentwicklung: eine Kontroverse?

Eine Voraussetzung, die alle hier beschriebenen KM-Transplantationsexperimente
gemeinsam haben, ist die vor der Transplantation angewendete Bestrahlung zur
Abtotung des Empfanger-KM. Es stellt sich daher die Frage, inwieweit diese
Experimente die physiologischen Bedingungen im Organismus widerspiegeln. Oder
anders formuliert: Ist die Bestrahlung vielleicht selbst flir den beobachteten Effekt der
postnatalen Mikrogliaentwicklung verantwortlich?

Ein Experiment, welches diese These unterstitzt, wurde von MASSENGALE und
Kollegen durchgefiihrt (2005). Sie verwendeten die Technik der Parabiose, bei der der
Blutkreislauf von zwei Mausen miteinander verbunden wird und so auf eine
Bestrahlung verzichtet werden kann. In diesem Fall wurde das hamatopoetische
System einer WT Maus (Partner 1) mit einer transgenen Maus verbunden, die GFP
unter dem Aktinpromotor exprimiert (Partner 2). Nach 7 Monaten wurde das ZNS der
WT Partner 1 Maus auf die Anwesenheit von GFP* hamatogenen Mikroglia untersucht.
Es stellte sich heraus, dass 10-fach weniger GFP* Mikroglia in den Gehirnen
parabiotischer = M&ause  nachgewiesen werden konnten, als in den
Bestrahlungsexperimenten.

Um den Einfluss der Prakonditionierung des ZNS durch die Bestrahlung zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals eine Technik angewendet, bei
der die Bestrahlung auf den Korper der Maus beschrankt und das Hirn dadurch vor
induzierten Strahlungsschaden geschiitzt wurde (Abb. 4a + 4b). Dies gelang durch die
Einschrankung des Bestrahlungsfeldes, sodass nur ein Teil des ZNS, das
Rickenmark, bestrahlt wurde und somit als interne Kontrolle dienen konnte,
wohingegen das Gehirn protektiert war.

Wie in den Ergebnissen der Abbildung 4 zu sehen ist, kam es in Mausen, deren Gehirn
vor der Bestrahlung geschiitzt wurde, zu keiner postnatalen Mikrogliaentwicklung,
unabhangig von der Prasenz von Ly-6C"™ Monozyten im Blut. Auch unter
pathologischen Bedingungen, bei denen die BHS intakt bleibt, wie bei der Cuprizon-
induzierten Demyelinisierung (MCMAHON et al., 2002) oder einer Degeneration des
Nervus facialis (PRILLER et al.,, 2001a), kam es im Gegensatz zu den

ganzkorperbestrahlten Kontrolltieren zu keiner Infiltration von Monozyten in das Gehirn
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(Abb. 5 und 7). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, wie auch die Ergebnisse von
MASSENGALE und Kollegen (2005) mit parabiotischen Mausen, deuten darauf hin, dass
die Bestrahlung selbst eine essentielle Prakonditionierung fur die postnatale
Mikrogliaentwicklung darstellt und zu einer artifiziellen Mikrogliagenese fuhrt. Daraus
ergibt sich folgende Frage: Welche Faktoren sind daflr verantwortlich, dass spezifisch
inflammatorische Ly-6C"™ Monozyten in das durch die Bestrahlung prakonditionierte
ZNS wandern? Zwei Mdglichkeiten zur Beantwortung der Frage waren denkbar:

i) Die Bestrahlung fuhrt zu veranderten Milieubedingungen im Gehirn, was

die spezifische Rekrutierung von Monozyten auslést
ii) Die Bestrahlung beeinflusst die Permeabilitdt der BHS

Im Folgenden sollen diese beiden Thesen diskutiert werden.

3.1.2.1 Einfluss der Bestrahlung auf die Homdostase im Gehirn

Abbildung 4b zeigt, dass die Bestrahlung zu einer erhéhten Chemokin- und
Zytokinproduktion im ZNS fiihrt. Diese Chemokine bewirken die gerichtete Chemotaxis
von Immunzellen entlang eines bestehenden Gradienten (BAGGIOLINI, 1993). Dass die
Bestrahlung eine Aktivierung von ZNS Zellen bewirkt und zu einer lokalen
Zytokinproduktion fuhrt, konnte auch von LINARD und Kollegen (2001) beobachtet
werden. Der programmierte Zelltod, die Apoptose, kann durch die Bestrahlung
ausgelost werden und stellt somit eine Maoglichkeit dar, warum es zu einer
Sezernierung von Entzindungsmediatoren kommt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Bestrahlung den Zelltod von Neuronen bewirkt, jedoch keine direkte Auswirkung auf
die residenten Mikroglia hat (BEN ABDALLAH et al., 2007). Interessanterweise zeigen die
Ergebnisse in Abbildung 4b, dass es 16 Tage nach der Hirnbestrahlung zu einer
signifikanten Erhéhung des Chemokins CCL2 auf Transkriptionsebene kam, dessen
Rezeptor CCR2 hauptsachlich auf Ly-6C" Monozyten exprimiert wird (Abb. 1a). Somit
ist es moglich, dass die Sekretion von CCL2 zu einer spezifischen Mobilisierung von
CCR2" Monozyten aus dem peripheren Blut fihrt. Dies wurde auch in transgenen
Mausen beobachtet, die unter einem Oligodendrozyten-spezifischen Promotor das
Chemokin CCL2 im ZNS ektopisch exprimierten (FUENTES et al., 1995). Im Gegensatz
zu WT Tieren zeigten die transgenen Mause eine selektive Rekrutierung von
Monozyten in den perivaskularen Raum des Gehirns. Eine direkte Infiltration der
Monozyten in das Hirnparenchym und eine Differenzierung in Mikroglia konnte
allerdings nicht nachgewiesen werden. In einer weiteren transgenen Maus, die CCL2
unter der Kontrolle eines astroglialen Promotors produziert, konnten mononukleare

Zellinfiltrate beobachtet werden, die jedoch nicht im Hirnparenchym lokalisiert waren
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und keine Mikroglia Morphologie zeigten (HUANG et al., 2002). Erst nach einer
intraperitonealen Injektion von Pertussistoxin und einem auf Mineraldl basierenden
Adjuvans (Freudsches Adjuvans) konnte eine massive Infiltration in das Parenchym
des ZNS induziert werden, was zugleich zu erheblichen neurologischen Symptomen in
den Mausen fihrte. Doch muss bertcksichtigt werden, dass Pertussistoxin zu einer
erhdhten Permeabilitdt der BHS fuhrt und damit die Transmigration der Monozyten ins
Hirnparenchym erleichtert (KUGLER et al., 2007). Diese Experimente beweisen zwar,
dass das Chemokin CCL2 in der Lage ist, selektiv Monozyten zu rekrutieren, aber
allein nicht ausreicht, um eine Infiltration der Monozyten in das Hirnparenchym und
eine Differenzierung in Mikroglia zu bewirken. Die in Abbildung 5 gezeigten Ergebnisse
unterstitzen ebenfalls diese Hypothese. In diesen Experimenten wurde in Mausen eine
durch den Kupferchelator Cuprizon-induzierte Demyelisierung im Corpus Callosum
ausgelost (MATSUSHIMA und MORELL, 2001), bei der die BHS intakt bleibt und keine
erhdhte Permeabilitdt aufweist (MCMAHON et al., 2002). Cuprizon flhrt zur Apoptose
von Oligodendrozyten, die das Myelin produzieren, welches die Nervenfortsatze
umlagert und so die Reizweiterleitung ermdglicht. Durch die Apoptose dieser Zellen
kommt es zu einer Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten. FARINA und Kollegen
(2007) beschrieben, dass die Aktivierung von Astrozyten zu einer Produktion von CCL2
fuhrt, welches wiederum fir die Rekrutierung von peripheren CCR2" Immunzellen
verantwortlich sein kénnte. Um zu Uberprifen, ob auch die Cuprizon-induzierte
Demyelinisierung zu einer verstarkten Produktion von CCL2 fuhrt, wurde aus dem
entziindeten Corpus Callosum Cuprizon-behandelter Tiere RNA isoliert und die
Chemokin- und Zytokintranskription untersucht. Wie in der Supplementary Abbildung 2
zu sehen ist, fuhrte die Demyelinisierung zu einer starken Induktion von CCL2,
CXCL10, CCL5 und TNF-a. Daher ware eine Infiltration des ZNS mit peripheren
Immunzellen theoretisch mdglich. Mit KM-Transplantationsexperimenten konnte in der
Tat bewiesen werden, dass hamatopoetische Zellen in das ZNS migrieren und im
Entziindungsbereich des Corpus Callosum lokalisiert waren (MCMAHON et al., 2002).
Allerdings verwendeten die Autoren ein Protokoll, bei dem die Empfangertiere einer
Ganzkorperbestrahlung ausgesetzt wurden, sodass auch hier ein Effekt der
Bestrahlung selbst nicht ausgeschlossen werden konnte. Um  diese
Bestrahlungseffekte zu umgehen, wurde in dieser Arbeit wahrend der Bestrahlung der
Kopf ausgespart und so vor induzierten Schaden geschitzt. Trotz hoher CCL2
Expression im Corpus Callosum wahrend der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung
kam es in diesen Mausen zu keiner Genese von Mikroglia aus den peripheren CCR2"
Monozyten (Abb.5). Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass die alleinige Expression

von chemotaktischen Proteinen im ZNS nicht ausreicht, um eine Mikrogliaentwicklung
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zu bewirken. Daher mussen noch andere Faktoren beteiligt sein, die eine Migration aus

dem Blut in das ZNS unterstitzen.

3.1.2.2 Einfluss der Bestrahlung auf die Integritat der Blut-Hirn-Schranke

Die BHS ist die physiologische Barriere, die das ZNS vom Blutkreislauf trennt, um so
die Milieubedingungen und die Homdostase des Hirns aufrechtzuerhalten. Sie zeichnet
sich durch spezialisierte tight junctions aus, die die Endothelzellen fest miteinander
verbinden und eine Infiltration von Blutzellen in das ZNS Gewebe verhindern (siehe
1.3.2). Unter pathologischen Bedingungen, wie bei der bakteriellen Meningitis, bei der
es zu einer Entziindungsreaktion im Subarachnoidalraum oder im Hirn selbst kommt,
muss der Organismus dennoch in der Lage sein, auf die Infektion angemessen zu
reagieren. D.h. das ZNS muss kurzfristig seinen immunprivilegierten Status aufgeben,
um den Immunzellen den Zutritt zum Subarachnoidalraum zu gewahren. Eine
Méglichkeit, die zu einem Verlust des Immunprivilegs fiihrt, ist die Offnung der BHS.
Die wahrend einer Entziindung von aktivierten Phagozyten ausgeschutteten Zytokine,
wie TNF-a und Interferon-y, bewirken eine Veranderung der Lipidzusammensetzung in
den tight junctions. LI und Kollegen (2007) konnten zeigen, dass die genannten
Zytokine zu einer Verdrangung der tight junction-Proteine Flotillin-1 und Occludin von
den Membranen der tight junction fihren, was in einer erhdhten Permeabilitat der BHS
resultiert. Fir das Chemokin CCL2 sind ebenfalls Effekte auf die Integritdt der BHS
beschrieben worden. So konnte gezeigt werden, dass CCL2 nicht nur die Expression,
sondern auch die Proteinmenge der tight junction Proteine ZO-1 und Occludin reduziert
(SONG und PACHTER, 2004). Dies erleichtert die Transmigration von Makrophagen
durch die Endothelzellen (DZENKO et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte fur CCL2 und TNF-a eine signifikant erhdhte
Induktion 16 Tage nach der Bestrahlung festgestellt werden (Abb. 4b). Diese erhéhte
Chemokin- und Zytokinproduktion fallt in den Zeitraum, in dem die ersten GFP*
hamatopoetischen Zellen im ZNS detektierbar sind (PRILLER et al., 2001b). Die
permeabilitatsteigernden Eigenschaften des CCL2 und TNF-a kénnten daher den
Eintritt von Immunzellen in das ZNS ermoglichen und zu einer erleichterten
Transmigration beitragen (KUGLER et al., 2006). Diese Erklarung erscheint jedoch fir
die Genese von postnatalen Mikroglia vor dem Hintergrund unwahrscheinlich, da auch
die Cuprizon-induzierte Demyelinisierung zu einer stark erhéhten CCL2 und TNF-a
Expression fuhrt (Suppl. Abb. 2) und dennoch keine GFP® Mikroglia in dem

geschitzten ZNS nachweisbar waren (Abb. 5a). Entsprechend missen andere
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Mechanismen als die durch Chemokine und Zytokine induzierte Erhéhung der BHS-
Permeabilitat fiir die Infiltration des ZNS durch Ly-6C" Monozyten verantwortlich sein.
Auch die Bestrahlung allein kann eine Veranderung der BHS ausldsen. Experimente
belegen, dass die Permeabilitdt der BHS nach der Bestrahlung abnimmt (DISERBO et
al.,, 2002; YUAN et al., 2003). Demonstriert wurde dies mit der intravendsen Injektion
von Molekulen unterschiedlicher Grof3e unmittelbar nach der Bestrahlung von Ratten.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Molekile immunhistologisch im ZNS
angefarbt. Allerdings war die transiente Offnung der BHS beschrankt auf die ersten 24
Stunden nach der Bestrahlung sowie auf Molekulle, deren Molekulargewicht nicht
grolker war als 70 kDa (YUAN et al., 2003). Ein weiterer Effekt, der nach der
Bestrahlung von Ratten beobachtet werden konnte, ist der Verlust von den tight
junction Proteinen Occludin und ZO-1, was zu einer erhéhten Permeabilitat (KAYA et
al., 2004), sowie die Apoptose von Endothelzellen (LI et al., 2004) fiihrte. Die Apoptose
der Endothelzellen konnte Uber einen Zeitraum von einer Woche beobachtet werden.
Nach 14 Tagen erreichte die Endothelzellzahl wieder das Grundniveau (LI et al., 2004).
Diese Experimente belegen, dass die Bestrahlung zu zahireichen Veranderungen im
Organismus fiihrt, die allerdings nur transient nachweisbar sind. Da die erste
Lokalisation von GFP™ Zellen im ZNS erst 14 Tage nach der Transplantation stattfindet
(PRILLER et al., 2001b) und die Zellzahl von aus dem Blut abstammenden Mikroglia mit
der Zeit stetig zunimmt, missen langerfristige Veranderungen durch die Bestrahlung
ausgelost werden, die noch nicht beschrieben wurden. Eine Mdglichkeit ware, dass die
Bestrahlung zu einer  Veranderung der  Oberflachenexpression von
Adhasionsmolekulen auf Endothelzellen fuhrt. Die Interaktion von Leukozyten und
Endothelzellen wird durch Adhasionsmolekile, den sogenannten Selektinen, vermittelt,
die die Transmigration der Immunzellen durch das Endothel einleiten (FRENETTE und
WAGNER, 1997). Eine erhdhte Expression von Selektinen fuhrt zu einer starkeren
Bindung zwischen der Endothelzelle und dem Monozyt, sodass die Transmigration
erleichtert wird (WANG et al., 2002). Eine erhdhte Expression des Selektins ICAM-1
konnte in der Tat nach der Bestrahlung nachgewiesen werden (HALLAHAN und
VIRUDACHALAM, 1997). Doch auch hier war die Induktion nur transient und fir eine
Woche zu beobachten.

Offen bleibt, welcher Faktor genau fiir die Transmigration der Monozyten in das ZNS
verantwortlich ist. Zur Beantwortung dieser Frage kénnten Microarray-Analysen aus
verschiedenen Gewebezellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung
sowie Rekonstitutionsexperimente mit verschiedenen knockout Tieren als Empfanger

beitragen.
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3.2 Diskussion Publikation Il

“Ly-6G*CCR2'GRANULOCYTES RATHER THAN Ly-6C"CCR2*
MONOCYTES ARE REQUIRED FOR THE CONTROL OF BACTERIAL
INFECTION IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM”

Alexander Mildner, Marija Djukic, David Garbe, Andreas Wellmer, Matthias Mack,

Roland Nau and Marco Prinz

Die bakterielle Meningitis stellt eine der haufigsten humanen Infektionserkrankungen
dar und zeichnet sich durch eine hohe Mortalitdtsrate von etwa 30% aus (SWARTZ,
2004). Die therapeutische Intervention beschrankt sich auf die Behandlung mit
Antibiotika, deren Wirkung allerdings aufgrund des immunprivilegierten Status des ZNS
sowie durch das Auftreten von Antibiotika-resistenten Pathogenen eingeschrankt ist
(VIEIRA et al., 2007). Ziel der zweiten Studie war die Identifizierung der Zellpopulation,
die malgeblich an der Eindammung des Bakteriums Streptococcus pneumoniae
wahrend der experimentellen Meningitis beteiligt ist. Die Ergebnisse der Arbeit kénnen

neue Ansatzpunkte fir eine zellulare Immuntherapie aufzeigen.
3.2.1 Rolle der angeborenen Immunabwehr wahrend der bakteriellen Meningitis

Wahrend der bakteriellen Meningitis tragen hauptsachlich drei Zellpopulationen zur
Immunabwehr in den Meningen bei: residente Gewebemakrophagen wie
Meningealmakrophagen, neutrophile Granulozyten und Monozyten. Nachfolgend soll
der Einfluss dieser drei Phagozytenpopulationen auf den Krankheitsverlauf der

bakteriellen Meningitis diskutiert werden.
3.2.1.1 Rolle der Gewebemakrophagen

Nachdem die Bakterien das Blut verlassen und die BHS Uber den Mechanismus der
Transzytose Uberquert haben, kommt es zu einer weiteren Teilung des Erregers im
Subarachnoidalraum der Meningen. Die Infiltration von peripheren Leukozyten setzt mit
Erreichen einer Bakterienzellzahl von 10° Pneumokokken/ml ein (TUOMANEN et al.,
1985). Zu diesem Zeitpunkt kdnnen bereits in der Gehirn-Riickenmark-Flissigkeit, dem

Liquor, signifikant erhohte Konzentrationen der Zytokine TNF-a und IL-1B
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nachgewiesen werden (SAUKKONEN et al., 1990). Diese Daten sprechen dafir, dass es
schon vor der Infiltration von Leukozyten zu einer Aktivierung von Immunzellen
kommen muss. Allerdings ist die Zelle, die als erste durch die lebenden Bakterien oder
aber bakterielle Bestandteile aktiviert wird und damit die Entzindung initiiert, bisher
nicht eindeutig identifiziert worden. Versuche mit in Liposomen eingekapseltem
Clodronat zur spezifischen Depletion von Meningealmakrophagen zeigten keine
Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis (TROSTDORF et al.,
1999). In diesem Modell wurde das Clodronat direkt in den Liquor appliziert, um Effekte
auf das periphere Blut auszuschlieBen. Das filhrte zu einer Reduktion der
Meningealmakrophagen von 75%. Dennoch konnten vergleichbare Mengen der
Zytokine TNF-a und IL-1B in den infizierten Tieren gemessen werden, sowie eine
gleiche Anzahl infiltrierender neutrophiler Granulozyten. Die Ergebnisse aus dieser
Studie deuten darauf hin, dass die Meningealmakrophagen nicht die primaren Zellen
darstellen, die durch die Bakterien aktiviert werden.

Eine weitere Mdglichkeit, wie es zu der einleitenden Entziindungsreaktion kommen
konnte, ist die Aktivierung von parenchymalen Mikroglia oder Endothelzellen, die
ebenfalls durch Lipopolysaccharide aktivierbar und zur Ausschittung von Zytokinen
befahigt sind (ADAM et al., 2005). Sinnvoll waren daher Experimente mit konditionalen
knockout Mausen, bei denen eine Gendeletion durch das Cre-loxP System
zellspezifisch durchgefuhrt werden kann (Gu et al., 1994). So kdnnte beispielsweise
das Gen, welches IL-1B kodiert, zellspezifisch auf Endothelzellen ausgeschaltet

werden, um dessen Einfluss auf die initiale Entzindungsreaktion zu untersuchen.

3.2.1.2 Rolle der neutrophilen Granulozyten

Durch die zellspezifische Depletion der Granulozyten konnte in der vorliegenden Arbeit
der protektive Effekt dieser Zellpopulation wahrend der Meningitis nachgewiesen
werden (Abb. 5). Auch in anderen letalen bakteriellen Krankheitsmodellen spielen
neutrophile Granulozyten fir den Krankheitsverlauf eine entscheidende Rolle. So
konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass es durch die Blockade des
Chemokinrezeptors CXCR2, der hauptsachlich auf Granulozyten exprimiert wird
(SPRENGER et al., 1994), zu einer erhéhten Mortalitat in verschiedenen Tiermodellen
der Lungenentziindung kommt (MEHRAD et al., 1999; TsAl et al., 2000; MOORE et al.,
2000). TsAl und Kollegen (2000) demonstrierten, dass es in den Lungen der infizierten
Mause nach Injektion eines CXCR2 Antikérpers zu einer Inhibierung der
Granulozyteninfiltration kam, was mit einem erhohten Bakterientiter verbunden war.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch in einem Tiermodell fir bakterielle Hirnabzesse
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erzielt werden, bei denen CXCR2 defiziente Mause eine erhohte Anfalligkeit
gegenuber der Infektion aufwiesen (KIELIAN et al., 2001). Allerdings konnte bisher nur
die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in das entzindete Gewebe
nachgewiesen werden, nicht jedoch die Rekrutierung von Monozyten bzw.
Makrophagen. Dieser Unterschied in der Zellquantifizierung basiert moglicherweise auf
der Verwendung des Gr1 Antikorperklon RB6-8C5, der sowohl Granulozyten als auch
Monozyten detektiert (FLEMING et al., 1993). Der Gr1 Antikérper ist gegen das myeloid
differentiation antigen gerichtet, welches sich aus den beiden differentiell exprimierten
Epitopen Ly-6C und Ly-6G zusammensetzt. Ly-6C wird von vielen Leukozyten
exprimiert, wohingegen neutrophile Granulozyten zusatzlich den Oberflachenmarker
Ly-6G aufweisen (Abb. 1). KIELIAN und Kollegen (2001) verwendeten beispielsweise
den Gr1 Antikérper fir die Detektion der Granulozyten, sodass keine Aussage Uber die
ebenfalls Gr1 positiven, infiltrierten Monozyten gemacht werden kann.

Welche Effektormechanismen der neutrophilen Granulozyten letztendlich zu der
Bakterieneindammung entscheidend beitragen und was sie dadurch von Makrophagen
unterscheidet, muss durch weitere Experimente geklart werden. Eine
Erklarungsmoglichkeit ware das Enzym Myeloperoxidase, das hauptsachlich in
Granulozyten und nicht in Monozyten vorkommt (ARATANI et al., 2006). Dieses Enzym
ist an der Synthese von reaktiven Sauerstoffderivaten beteiligt und katalysiert in
Anwesenheit von H,0O, die Produktion von antimikrobiellen Hydrogenchlodronat
(KLEBANOFF, 2005). Auch der Einsatz von Mausen, die eine zellspezifische Deletion
der NADPH Oxidase auf Phagozyten aufweisen, kdnnte den protektiven Mechanismus
der Granulozyten klaren. Die NADPH Oxidase Ubertragt ein von der Oxidation des
NADPH freigewordenes Elektron auf Sauerstoff, was zur Entstehung von reaktivem
Hyperoxid (Oy) fuhrt (JEREMY et al.,, 2007). SHILON und Kollegen (1999) konnten
bereits belegen, dass fir die NADPH Oxidase defiziente Mause eine erhdhte

Anfalligkeit gegenuber Bakterien aufwiesen.

3.2.1.3 Rolle der Monozyten

Nach der Sekretion von chemotaktischen Proteinen kommt es zu einer Infiltration von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten in den Subarachnoidalraum (FAUSTMANN et
al., 1995). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden (Abb.
1b). Beide Zellpopulationen kamen in vergleichbaren Zellzahlen vor, was im Einklang
mit histologischen Quantifizierungsmethoden der infiltrierten Meningen steht (DIAB et
al., 1999). Allerdings konnten Studien im Liquor von infizierten Mausen nur bis zu 20%

Monozyten nachweisen (CAUWELS et al., 1999; ECHCHANNAOUI et al., 2005). In
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Liguoruntersuchungen werden aber nur in der Gewebsflissigkeit schwimmende Zellen
detektiert, wohingegen mit den Meningen assoziierte Zellen vernachlassigt werden.

Die Bindung des Bakteriums an den Phagozyten fiihrt zur Phagozytose des Erregers
sowie zur Aktivierung der Effektorfunktionen (OzINSKY et al., 2000). Zur Beantwortung
der Frage, welche Zellen fir die Einddmmung der Entzindung wichtig sind, fuhrten
ZysK und Kollegen (1997) erste Experimente an Kaninchen durch, die vor der Infektion
mit S. pneumoniae eine systemische Injektion von Clodronat erhielten. In Liposomen
eingekapseltes Clodronat flhrt zu einer Apoptose von phagozytierenden
Makrophagen, was durch immunhistologische Untersuchungen gezeigt werden konnte
(VAN ROOIJEN und CLAASSEN, 1988). Die Depletion von peripheren Monozyten und
Makrophagen wahrend der pneumokokkalen Meningitis fuhrte zu einer kompletten
Inhibition der meningealen Infiltration, sowie zu einer Reduktion der Zytokine TNF-a
und IL-1B (ZYsK et al., 1997). Diese Daten stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit, bei der die Depletion von Monozyten zu keinem veranderten
Krankheitsverlauf fihrte (Abb. 4). Da in Liposomen eingekapseltes Clodronat allerdings
erst phagozytiert werden muss, um seine apoptotische Wirkung zu entfalten, ist ein
Effekt des Clodronats auf alle Phagozyten, einschlieBlich Granulozyten, nicht
ausgeschlossen. In der Tat belegen frihere Studien, dass neben der Depletion von
zirkulierenden Phagozyten auch Kupffer-Zellen in der Leber (VAN ROOIJEN und
CLAASSEN, 1988), Milzmakrophagen (VAN ROOIJEN und CLAASSEN, 1988) sowie
myeloische Vorlauferzellen im KM (TACKE et al., 2003) depletiert werden. Es ist daher
wahrscheinlich, dass sich eine unspezifische Clodronatdepletion auf die
Milieubedingungen im Blut sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen
Bedingungen signifikant auswirkt. Dass gerade die flr die bakterielle Meningitis
entscheidenden Zytokine TNF-a und IL-18 nach der Clodronatdepletion reduziert
werden, konnte von D’SouzA und Kollegen (1999) nachgewiesen werden. Daher ist es
wahrscheinlich, dass allein die Unterdrickung der Immunabwehr durch die
Clodronatbehandlung einen Effekt auf den Krankheitsverlauf haben koénnte. Unter
Beriicksichtigung dieser ,Nebeneffekte“ erscheint die Verwendung von genetischen
sowie Antikérper-mediierten Zelldepletionen deutlich spezifischer zu sein. In dieser
Arbeit konnte erstmals die Infiltration von Ly-6C™ Monozyten in die Meningen gezeigt
werden. Daher wurde die Depletion im Gegensatz zur Verwendung von Clodronat auf
diese Population beschrankt. Durch den CCR2 Antikérper konnten ausschlieBlich die
Ly-6C" Monozyten im peripheren Blut depletiert werden (Abb. 4), da residente
Makrophagen wie auch Granulozyten keine Expression des Chemokinrezeptors
aufweisen (MACK et al., 2001). Die Antikorperinjektion in der hier verwendeten

Konzentration (10ug) flhrte zu keiner veranderten Zytokinproduktion im peripheren
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Blut (nicht gezeigt; BRUHL et al., 2007), sodass die Milieubedingungen wahrend des
Krankheitsverlaufes nicht beeinflusst wurden. Ebenfalls werden durch die Verwendung
der CCR2" Maus, die eine starke Reduktion der Ly-6C"™ Monozyten aufweist, als
genetisches Zelldepletionsexperiment systemische Effekte auf das Immunsystem

durch die Behandlung vermieden.

3.2.2 Die putative Funktion der Monozyten/Makrophagen

Neben der Infiltration von Granulozyten in die Meningen von Streptococcus
pneumoniae infizierten Tieren kam es zu einer Migration von inflammatorischen
Monozyten in das entziindete Gewebe (Abb. 1). Mit genetischen sowie
immunologischen Depletionsexperimenten konnte demonstriert werden, dass diese
Zellpopulation keinen Einfluss auf die letale Infektionserkrankung ausubt und daher fiir
die einleitende Entziindungsreaktion entbehrlich ist (Abb. 3 und Abb. 4). Es stellt sich
daher die Frage, welche moglichen Funktionen die Zellen wahrend der Entziindung
spielen.

Neben ihren inflammatorischen Eigenschaften besitzen Monozyten auch regulatorische
Funktionen, die wahrend der bakteriellen Meningitis eine Rolle spielen koénnten.
Granulozyten sind ausgestattet mit einer Vielzahl von Effektormechanismen, die
toxisch und unspezifisch auf Pathogene wirken (GUDMUNDSSON und AGERBERTH,
1999). Der Ausstol} von Sauerstoffderivaten oder Proteasen hat jedoch nicht nur einen
Einfluss auf die Erreger, sondern wirkt sich auch toxisch auf das umliegende Gewebe
aus (HENSON und JOHNSTON, 1987). Oxidantien fuhren zu einer Degeneration von
Lipiden und tragen dadurch zur Zerstérung von Zellmembranen bei (TAPPEL und
DILLARD, 1981). Zusatzlich kann eine von aktivierten Granulozyten ausgehende
karzinogene Wirkung auf Fibroblasten nachgewiesen werden, was auf die Mutagenitat
der oxidativen Molekule auf die DNA schlieen Iasst (WEITZMAN et al., 1985). Dass die
reaktiven Sauerstoffderivate eine direkte Rolle bei der neuronalen Schadigung
wahrend der bakteriellen Meningitis spielen, konnte durch die Verabreichung von
Antioxidantien in experimentellen Tierversuchen gezeigt werden. Diese flihrten zu
einem reduzierten Zelltod von hippokampalen und kortikalen Neuronen und damit zu
einer Reduktion der klinischen Symptome in den behandelten Tieren (LEIB et al., 1996).
Diese Beispiele verdeutlichen, wie entscheidend einerseits die Einleitung der
Immunabwehr zur Eindammung des Erregers ist, andererseits aber auch, wie die
Entziindungsreaktion selbst zu den Langzeitfolgen der Infektion fliihren kann. Daher ist

eine Ausbalancierung zwischen Immunabwehr und Entzindungshemmung von
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zentraler Bedeutung. Granulozyten zeichnen sich durch eine kurze Lebenszeit aus, die
mit einer hohen Apoptose-Rate verbunden ist (YAMASHIRO et al., 2001). Durch die
Apoptose kommt es zu einer zusatzlichen Freisetzung toxischer Molekile in das
entzindete Gewebe, was sich additiv auf die Gewebsschadigung auswirkt. Daher ist
die Beseitigung von apoptotischen Granulozyten durch Phagozytose fir die
Wundheilung ein essentieller Faktor. Von NEWMAN und Kollegen (1982) bestatigten,
dass Makrophagen an diesem Prozess beteiligt sind und Granulozyten phagozytieren.
Interessanterweise war dieser Prozess auf ausgereifte Makrophagen beschrankt,
wohingegen unreifen Monozyten aus dem peripheren Blut keine phagozytotische
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Die Phagozytose fihrt zu einer Sezernierung
von anti-inflammatorischen Mediatoren (FADOK et al., 1998) und zu einer
transkriptionellen Inhibition von pro-inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen
(McDONALD et al., 1999). Damit wirkt sich die Phagozytose von apoptotischen Zellen
positiv auf die Inhibition der Entziindung aus. Aufterdem konnte eine von den
Makrophagen durch direkten Zellkontakt induzierte Apoptose von Granulozyten
nachgewiesen werden (MESZAROS et al., 2000).

Diese Daten sprechen dafir, dass Makrophagen eine immunmodulatorische Funktion
wahrend der bakteriellen Meningitis austiben und an der Auflésung des entziindlichen
Prozesses beteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit wurde ein letales Tiermodell der
experimentellen Meningitis eingesetzt, aufgrund dessen eine Regenerationsreaktion
nicht beobachtet werden konnte. Um die spezifische Rolle der infiltrierten Monozyten
zu klaren, miussten schwacher dosierte Infektionen durchgefiihrt werden, bei denen es
zwar zu einer Entwicklung von klinischen Symptomen kommt, aber eine vollstandige
Genesung gewahrleistet ist. Auch die Behandlung der Tiere mit Antibiotika wahrend
der Infektion ware mdglich, um das Uberleben der Mause zu sichern und den Einfluss
der Monozyten auf die durch Gewebsschaden verursachten Langzeitfolgen zu

untersuchen.

3.2.3 Mogliche Auswirkungen auf neue Behandlungsmethoden

Eine Behandlung der bakteriellen Meningitis wurde erst nach der Entdeckung des
Penizillins durch ALEXANDER FLEMING (1929) mdglich. Die therapeutische Gabe des
Antibiotikums fiihrte zu einer Reduzierung der Mortalitit der pneumokokkalen
Meningitis (SWARTZ, 2004). Dennoch blieb die Behandlung mit dem Antibiotikum unter
den Erwartungen, was auf eine schlechte Absorption des Penizillins in den Liquor

zurtckgefiihrt werden konnte (RAMMELKAMP und KEEFER, 1943). Penizilin war
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beispielsweise nach einer intravendsen Injektion von 20.000 Units in gesunde
Probanden sowie an Meningitis erkrankten Patienten im Liquor kaum nachweisbar.
Erst mit dem Einsatz hoher Dosen Penizillins (bis zu 1.000.000 Units) gelang es
DOWLING und Kollegen (1949) die Mortalitat auf 30% zu senken. Diese Mortalitatsrate
ist bis heute konstant geblieben und konnte nicht weiter reduziert werden (SWARTZ,
2004).

Erschwerend kommt hinzu, dass vermehrt Penizillin-resistente Stamme auftreten
(VIEIRA et al., 2007). Aufgrund der symptomfreien Vermehrung des Erregers im Blut
kann die bakterielle Meningitis erst im klinischen Stadium diagnostiziert werden, d.h.
nach Infiltration des Subarachnoidalraumes. Da die Infektion in dem durch die BHS
abgeschirmten ZNS stattfindet, ist eine schnelle Wirkung des Penizillins im Zielorgan
nicht sichergestellt. Aus diesem Grund kommt es nach wie vor zu Todesfallen
innerhalb weniger Stunden nach der Diagnose (GARDNER, 2006).

Diese Umstande belegen die Notwendigkeit einer schnellen und effizienten
Behandlung gerade zu Beginn der Infektion. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass hauptsachlich Granulozyten die anfangliche Immunabwehr wahrend der
bakteriellen Meningitis einleiten und entscheidend zur Einddmmung des Erregers
beitragen (Abb. 5). Eine denkbare zellulare Immuntherapie ware daher die Erhéhung
der Granulozyten-Zellzahl im peripheren Blut. Der granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) ist ein von Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen produziertes,
hamatopoetisches Zytokin, welches multiple Funktionen spezifisch auf Granulozyten
ausubt (DEMETRI und GRIFFIN, 1991). Die Interaktion des G-CSF mit seinem Rezeptor
reguliert die Granulozytenproliferation und Differenzierung sowie den funktionellen
Aktivierungsstatus der Zelle (ZSEBO et al., 1986). G-CSF fuhrt bei subkutaner Injektion
in gesunde Probanden zu einer 10fachen Erhéhung der Granulozyten-Zellzahl
(BENSINGER et al., 1993). Aufgrund der geringen Nebenwirkungen wird die G-CSF
Behandlung vor allem bei Transplantationsexperimenten angewendet (ZHANG et al.,
2007). Ob eine G-CSF-Therapie auch bei der bakteriellen Meningitis wirkt, missen
weitere Tierexperimente zeigen, bei denen mit der Therapie nach Einsetzen der ersten

klinischen Symptome begonnen wird.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Das Zentralnervensystem (ZNS) unterscheidet sich von anderen Organen des Korpers
durch seinen immunprivilegierten Status. Um die spezifischen neuronalen
Milieubedingungen des ZNS aufrechtzuerhalten, ist es durch die Blut-Hirn-Schranke
vom Blutkreislauf getrennt. Dennoch muss es in der Lage sein, auf Pathogene, die in
das ZNS eindringen, angemessen reagieren zu kénnen und eine Immunantwort
einzuleiten. Die spezialisierten Gewebemakrophagen des ZNS, die Mikroglia, sind bei
der Erkennung von Pathogenen und Gewebsschadigungen involviert. Mikroglia
wandern wahrend der embryonalen Entwicklung in das ZNS ein. Durch
Knochenmarkstransplantationen konnte neben der pranatalen auch eine postnatale
Entwicklung der Mikroglia nachgewiesen werden. Im ersten Teil der vorliegenden
Arbeit sollte die Vorlauferzelle identifiziert werden, aus denen sich die postnatale
Mikroglia differenziert. Weiterhin sollte die Bedingungen definiert werden, die eine
postnatale Entwicklung ermdglicht.

Mit Knochenmarkstransplantations- und adoptiven Zelltransferexperimenten konnte
gezeigt werden, dass entgegen der bisher angenommenen Theorien die CCR2"
inflammatorischen Monozyten in das adulte, bestrahlite ZNS migrieren und somit die
direkte Vorlauferzelle der postnatalen Mikroglia darstellen. Dieser Prozess war aber
strikt abhangig von der Bestrahlung des ZNS: Wurde das Gehirn vor der Bestrahlung
ausgeschlossen, konnte keine Mikrogliaentwicklung aus hamatopoetischen Zellen
beobachtet werden. Diese Ergebnisse belegen erstmals, dass die Bestrahlung eine
artifizielle Mikrogliagenese hervorruft. Weder unter physiologischen noch unter
pathologischen Konditionen, bei denen die Blut-Hirn-Schranke nicht geschadigt wird,
kommt es zu einer postnatalen Mikrogliaentwicklung. Die Ergebnisse unterstreichen
die funktionelle Bedeutung der Mikroglia in ZNS-Pathologien und zeigen aufl3erdem,
dass Experimente, in denen KM-Transplantationen eingesetzt werden, durch die
Ganzkorperbestrahlung zu artifiziellen Ergebnissen fuhren kénnen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Phagozytenpopulation identifiziert
werden, die entscheidend an der Eindammung des Erregers der bakteriellen Meningitis
beteiligt ist. Die bakterielle Meningitis ist mit einer Mortalitatsrate von 30% und einer
Pravalenz von 1,5:100.000 eine der zehn haufigsten Infektionserkrankungen weltweit.
Die medizinische Intervention beschrankt sich auf die Behandlung mit Antibiotika,
deren Wirkung allerdings aufgrund des immunpriviligierten Status des ZNS sowie
durch das Auftreten von Antibiotika-resistenten Pathogenen eingeschrankt ist. Daher

konnte eine zellulare Immuntherapie eine neue Behandlungsstrategie darstellen.
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Nach der Infektion von Mausen mit S. pneumoniae konnte in den Meningen die
Infiltration von inflammatorischen Monozyten sowie Granulozyten nachgewiesen
werden. Um die myeloische Zellpopulation zu identifizieren, die an der Einddmmung
des Bakteriums S. pneumoniae wahrend der bakteriellen Meningitis beteiligt ist,
wurden spezifische Zelldepletionsexperimente in den infizierten Mausen durchgefihrt.
Die Depletion der zirkulierenden Monozyten hatte dabei keinen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf, wohingegen die Verminderung der Granulozyten in einer erhdhten
Mortalitdtsrate und schwereren klinischen Symptomen resultierte. Die Ergebnisse
belegen eindeutig, dass nur eine Phagozytenpopulation, die Granulozyten, einen
protektiven Effekt auf den Verlauf der bakteriellen Meningitis ausiiben und dass eine

Manipulation dieser Zellpopulation eine neue Behandlungsmadglichkeit darstellt.
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