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Zusammenfassung

Vor kurzem wurde die Hypothese einer
Assoziation zwischen Multipler Sklerose und
Chlamydia pneumoniae aufgestellt.Eine
Reihe von Studien konnte jedoch aufgrund
fehlender Standardisierung der PCR-Metho-
den keine Klarheit zur Existenz von Chlamy-
dia pneumoniae im Hirngewebe oder Liquor
von MS-Patienten bringen. Andere Studien
legten deshalb den Schwerpunkt auf die Un-
tersuchung der humoralen Immunantwort
gegen Chlamydia pneumoniae. Dabei fiel bei
249 der MS-Patienten, aber nur bei 5% der
Kontrollpatienten eine Chlamydien-spezifi-
sche intrathekale Inmunglobulinsynthese
auf. Sollte eine Infektion mit Chlamydia
pneumoniae ursdchlich an der Entstehung
von MS beteiligt sein, wére in Analogie zu
anderen erregerbedingten Infektionen des
zentralen Nervensystems auch bei MS zu
erwarten, dass die oligoklonalen Immun-
globuline den auslésenden Erreger erken-
nen.Unsere Untersuchungen mittels affini-
tatsgetriebenem Immunoblot zeigten aller-
dings, dass die oligoklonalen Banden im
Liquor von MS-Patienten Chlamydienanti-
gen nicht erkennen.Im Gegensatz dazu zeig-
ten die Immunglobuline im Liquor von
Patienten mit Neuroborreliose eine heftige
Reaktivitat gegen Borrelien im affinitats-
getriebenen Immunoblot. Diese Befunde
sprechen dafiir, dass die intrathekale
Immunglobulinproduktion gegen Chlamydia
pneumoniae Teil einer polyspezifischen
Immunantwort ist. Chlamydia pneumoniae
ist somit nicht kausal mit MS in Verbindung
zu bringen.
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Multiple Sklerose

Chlamydien-Hypothese in der Diskussion

Multiple Sklerose ist eine immunpa-
thologische Erkrankung [10]. Sowohl
epidemiologische als auch pathologi-
sche Befunde weisen darauf hin, dass
zumindest in einer Untergruppe von MS
infektiose Erreger bei der Pathogenese
eine Rolle spielen kénnten [15,17]. Dabei
wurden hauptsédchlich Viren (HHV 6,
EBV,HSV, endogene Retroviren) als Aus-
16ser von MS diskutiert [20]. Fiir keinen
dieser Erreger konnte jedoch ein kausa-
ler Zusammenhang mit MS bewiesen
werden.

Vor 2 Jahren wurde von Dr. Sriram
von der Vanderbilt University in Tennes-
see die Hypothese einer Assoziation von
Chlamydia pneumoniae mit MS aufge-
stellt. In einem ersten Fallbericht zum
Zusammenhang zwischen Chlamydia
pneumoniae und MS berichtete Dr. Sri-
ram vom Ansprechen einer Antibiotika-
therapie bei einem MS-Patienten, dessen
Symptomatik sich zuvor akut ver-
schlechtert hatte. Der Liquor dieses Pati-
enten erwies sich sowohl in der Kultur
als auch in der PCR (Nachweis der DNA
fiir das ,,major outer membrane prote-
in“) als Chlamydien-positiv [27]. In ei-
ner zweiten Studie zeigten sich 64% der
Liquores von MS-Patienten und 11% der
Liquores von Kontrollpatienten in der
Kultur als positiv; in der PCR waren die
Liquores von 97% der MS-Patienten und
von 18% der Kontrollpatienten positiv
fiir Chlamydien [28].

Chlamydia pneumoniae ist ein ob-
ligat intrazelluldres Bakterium, das
hauptséchlich alveoldre Makrophagen,
Monozyten und Endothelzellen infi-
ziert. Anhand serologischer Untersu-
chungen zeigte sich, dass ungefahr 50%
der Bevolkerung Kontakt mit Chlamy-
dia pneumoniae hatten [8]. Einen Hin-
weis auf einen moglichen Neurotropis-

mus dieses Erregers geben Berichte vom
Auftreten von Meningoenzephalitiden
[12,13,26] und eines Guillain-Barre-Syn-
droms [6] nach respiratorischen Infek-
ten mit Chlamydia pneumoniae. Diese
Erkrankungen korrelierten mit einem
Anstieg des Chlamydien-spezifischen
Antikorpertiters. Auch konnte ein Zu-
sammenhang zwischen der sporadi-
schen Enzephalomyelitis bei Kithen und
Chlamydien nachgewiesen werden [9].

Studien zur Rolle von
Chlamydia pneumoniae bei MS

In den letzten 2 Jahren versuchten viele
Gruppen die Rolle von Chlamydia pneu-
moniae bei MS zu kldren. In 5 Studien
wurde in Liquor bzw. Hirngewebe von
MS-Patienten weder mittels PCR noch
mit Kultur ein Nachweis fiir eine Infek-
tion mit Chlamydien gefunden [1, 7, 11,
21, 22]. In 2 Studien konnten bei ca. 25%
der MS Patienten mittels PCR Chlamy-
dien im Liquor nachgewiesen werden
[16, 29]. Allerdings wurden bei diesen
Studien nur wenige Patienten unter-
sucht und bei einer Studie fehlten die
Kontrollen [29].1In einer weiteren Studie
konnte bei 21% der MS-Patienten und
bei 43% der Patienten mit anderen neu-
rologischen Erkrankungen, aber bei kei-
nem von 67 untersuchten, neurologisch
gesunden Patienten Chlamydia pneu-
moniae mittels PCR im Liquor nachge-
wiesen werden [4].

Zur Kldrung der Rolle von Chlamy-
dien bei MS wurde im Juli 2000 in
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Multiple sclerosis. Chlamydia hypothesis
put to the test

Summary

Recently, an association between multiple
sclerosis and Chlamydia pneumoniae infec-
tion has been suggested. Because standard-
ized PCR protocols are lacking, a series of
studies could not clarify whether C. pneumo-
niae is present in brain tissue and CSF of MS
patients. Therefore, other studies focused on
the humoral immune response against

C. pneumoniae: 24% of MS patients, but only
5% of the control patients showed intrathec-
ally produced antibodies against C. pneumo-
niae.If an infection with C. pneumoniae was
involved in the pathogenesis of MS, one
would expect that, in analogy to other infec-
tions of the CNS, the oligoclonal bands in the
CSF of MS patients would recognize the
responsible agent. However, the results we
obtained by affinity-mediated immunoblots
showed that the oligoclonal bands in the
CSF of MS patients are not directed against
Chlamydia antigen. In contrast to this, we
found that the immunoglobulins in the CSF
of neuroborreliosis patients reacted strongly
against Borrelia antigen in the affinity-
mediated immunoblots. In light of these
results we assume that the intrathecal
immunoglobulin production against C. pneu-
moniae is part of a polyspecificimmune
response.Thus, it is not likely that C. pneumo-
niae is causally linked to the pathogenesis

of multiple sclerosis.
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Deutschland eine randomisierte, dop-
pelblinde, multizentrische Therapiestu-
die mit Roxithromycin initiiert [30]. Da
der PCR-Nachweis und die Anziichtung
von Chlamydien in Kultur noch nicht
standardisiert und beide Verfahren zu-
dem sehr storanfillig sind, wurde in 2
weiteren Studien das Hauptgewicht auf
die Analyse der humoralen Immunant-
wort gegen Chlamydia pneumoniae bei
MS-Patienten gelegt [3,14].

In unserer eigenen Studie wurden
Liquor-Serum-Paare von 120 Patienten
getestet [3]. Serologischen Anhalt fiir ei-
nen Kontakt mit Chlamydia pneu-
moniae hatten ca. 50% der MS- und
Kontrollpatienten. Anhand der Liquor-
Serum-Werte von Immunglobulin und
Albumin wurde der korrigierte Antikor-
perindex berechnet, der Angaben iiber
die intrathekale Immunglobulinproduk-
tion zuldsst [23]. 24% der Patienten mit
sicherer MS, aber nur 5% der Kontroll-
patienten zeigten im ELISA eine intra-
thekale Immunglobulinproduktion ge-
gen Chlamydia pneumoniae [3]. In
Ubereinstimmung dazu zeigte die ande-
re Studie eine signifikant erhohte intra-
thekale Immunglobulinproduktion ge-
gen Chlamydia pneumoniae in der MS-
Gruppe verglichen mit den Kontroll-
gruppen [14]. Diese Chlamydien-spezi-
fische intrathekale Immunglobulinpro-
duktion war iiber die Zeit stabil und kor-
relierte nicht mit Krankheitsdauer oder
Krankheitsverlauf [3,14].

Stellenwert der intrathekalen
Immunglobulinproduktion

Chronische intrathekale Immunglobu-
linproduktion ist ein Kennzeichen bei
MS. Labortechnisch sind ein erhéhter
Liquor-Serum-Quotient fiir Immunglo-
buline und oligoklonale Banden in der
isoelektrischen Fokussierung zu finden.
Die Antigenspezifitit dieser im Liquor
produzierten Immunglobuline bei MS
ist nicht bekannt. Oligoklonale Immun-
globuline, die im Laufe einer Infektion
des ZNS produziert werden, sind gegen
den jeweiligen Erreger gerichtet [5]. Bei
einer erregerbedingten Pathogenese von
MS sollten die im Liquor produzierten
Immunglobuline den auslésenden Erre-
ger erkennen. Falls Chlamydien bei den
24% der MS-Patienten, die eine intrathe-
kale Immunglobulinproduktion gegen
Chlamydia pneumoniae aufweisen, eine
pathogene Rolle spielen, wére zu erwar-

ten, dass auch die oligoklonalen Banden
im Liquor dieser Patienten mit Chlamy-
dienantigen reagieren, wie es in Analo-
gie z. B. bei Neuroborreliose oder Her-
pes-simplex-Enzephalitis bereits gezeigt
ist. Zur Kldrung dieser Frage haben wir
mit Liquor und Serum dieser Patienten
eine isoelektrische Fokussierung durch-
gefiihrt [3]. Die nach ihrem isoelektri-
schen Punkt aufgetrennten Immunglo-
buline wurden mittels affinitétsgetriebe-
nem Kapillarblot auf eine mit Antigen
beschichtete Membran transferiert. Die-
se Methode ermdglicht es, die Antigen-
spezifitit der oligoklonalen Banden fest-
zustellen. Das Ergebnis dieser Untersu-
chungen zeigte, dass die oligoklonalen
Immunglobuline im Liquor von MS-Pa-
tienten Chlamydienantigen nicht erken-
nen (Abb. 1b; [3]). Im Gegensatz dazu
zeigten die Immunglobuline im Liquor
von Patienten mit Neuroborreliose eine
heftige Reaktion gegen Borrelien im af-
finitdtsgetriebenen Kapillarblot (Abb. 1¢).
Die Untersuchung von Yao et al. kam al-
lerdings zu entgegengesetzten Ergebnis-
sen: 16/16 der untersuchten MS-Patien-
ten und 2/14 der Kontrollpatienten zeig-
ten oligoklonale Banden, die gegen
Chlamydia-pneumoniae-Antigen ge-
richtet waren [31]. Auflerdem lie8en sich
die oligoklonalen Banden im Liquor von
14/17 MS-Patienten mit Chlamydienan-
tigen, aber nicht mit Kontrollantigen ab-
sorbieren, wihrend sich die oligoklona-
len Banden im Liquor von Kontrollpati-
enten durch Chlamydienantigen nicht
absorbieren liefen. Die Griinde fiir die
entgegengesetzten Ergebnisse der bei-
den Untersuchungen sind derzeit nicht
klar. Beim Vergleich unserer Studie mit
der von Yao et al. mdchten wir Folgen-
des anmerken:

1. In der Studie von Yao et al. wurden
keine ELISA-Untersuchungen durch-
gefiihrt, um die intrathekale Immun-
globulinproduktion gegen Chlamy-
dia pneumoniae zu quantifizieren.
Unsere Studie zeigte in Ubereinstim-
mung mit der von Krametter et al.,
dass die Seropositivitit fiir Chlamy-
dienantikorper von MS-Patienten
und Kontrollpatienten bei ungefahr
50% liegt und dass 25% der MS-Pati-
enten eine intrathekalen Immunglo-
bulinproduktion gegen Chlamydien
aufweisen [3,14].

2. Die von Yao et al. gefundene Positivi-
tdt von 100% der MS-Patienten im
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Abb.1a—c A Darstellung der oligoklonalen Banden und Analyse ihrer Antigenspezifitit bei MS

und Neuroborreliose. a Die Proteine in Liquor und Serum eines MS-Patienten wurden in einem
Polyacrylamidgel isoelektrisch fokussiert und nachfolgend im Gel silbergefarbt. b Der Liquor eines
MS-Patienten wurde in einem Agarosegel isoelektrisch fokussiert. Dann wurden die Proteine mittels
eines affinitatsgetriebenen Kapillarblots auf eine unbeschichtete Membran (links) oder auf eine
Chlamydia-pneumoniae-beschichtete Membran (rechts) transferiert. Die Inmunglobuline wurden
mit Biotin markiertem anti-human IgG, Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase und Chemilumineszens
detektiert. Die Biotinverstarkung war notwendig, um auch sehr schwache Signale sehen zu kdnnen.
Kontrollexperimente zeigten, dass das Chlamydienantigen auf einer Membran von ELISA-positiven
Patientenseren erkannt werden konnte. c Der Liquor eines Neuroborreliose-Patienten wurde in
einem Agarosegel isoelektrisch fokussiert. Dann wurden die Proteine mittels eines affinitatsgetrie-
benen Kapillarblots auf eine unbeschichtete Membran (links) oder auf eine Borrelia burgdorferi
beschichtete Membran (rechts) transferiert. Die Inmunglobuline wurden mit anti-human IgG-
Meerrettich-Peroxidase und Chemilumineszens detektiert. Das Signal war so stark, dass eine
Verstarkung mit Biotin nicht nétig war

affinitdtsgetriebenen Immunoblot nach unserer Studie - am ehesten auf ei-

erscheint iiberraschend hoch. Der
Unterschied zu unseren Ergebnissen
konnte auf verschiedenen Antigen-
préparationen und auf technischen
Details des affinitdtsgetriebenen Im-
munoblots beruhen. Yao et al. fanden
auch eine iiberraschend hohe Reak-
tivitdt gegen Kontrollantigene:
7-8/10 getesteten MS-Patienten zeig-
ten auch eine Antwort gegen HSV-1
und Masernvirus. Das konnte auf
eine niedrige Stringenz des affini-
tétsgetriebenen Immunoblots hin-
weisen.

3. Die Ergebnisse der Absorptionsver-
suche lassen sich nur schwer inter-
pretieren, da die mit Chlamydien
absorbierten Antikérper nicht mit
Kontrollantigenen getestet wurden,
um eine selektive Absorption der
Chlamydien-spezifischen Antikorper
zu zeigen.

Die erhéhte intrathekale Immunglobu-
linreaktivitdt gegen Chlamydien ist -
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ne so genannte ,,Bystander-Reaktion
zuriickzufiihren. Dabei werden durch
das entziindliche Milieu im Bereich der
MS Plaques B-Zellen angelockt, die Im-

Tabelle 1

munglobuline verschiedener Spezifita-
ten produzieren. Die bekannte Masern-
Roételn-Zoster-Reaktivitit (MRZ-Reak-
tion) der Immunglobuline im Liquor
von MS-Patienten ist durch eine dhnli-
che ,,Bystander-Aktivierung® von B-Zel-
len zu erkldren [25]. Bei der MRZ-Reak-
tion besteht eine intrathekale Immun-
globulinproduktion gegen Masern, R6-
teln und Zoster, aber die oligoklonalen
Banden erkennen diese Antigene nicht.
Diese MRZ-Antikorper stellen zusam-
men weniger als 2% der Gesamtantikor-
per im Liquor dar und zeigen eine nied-
rige Affinitdt zu ihrem Antigen [18, 24].
Im Gegensatz dazu sind bei erregerbe-
dingten Enzephalitiden, wie z. B. bei
SSPE, mehr als 20% der intrathekal pro-
duzierten Antikorper gegen den auslo-
senden Erreger gerichtet [2]. Diese Anti-
korper besitzen eine hohe Affinitat fiir
ihr Antigen (Tabelle 1; [19]).

Schlussfolgerungen

Trotz kontroverser Ergebnisse legt die
Mehrheit der durchgefiihrten Studien
den Schluss nahe, dass Chlamydien bei
der Pathogenese von MS nicht kausal
beteiligt sind. Bereits laufende Therapie-
studien mit Antibiotika werden zur wei-
teren Klarung beitragen.

Praktische Konsequenzen dieser
Ergebnisse sind:

1. Es ist derzeit nicht sinnvoll, MS-
Patienten serologisch ,,auf Chlamy-
dien“ zu untersuchen, da sowohl bei
Normalpersonen als auch bei MS-

Merkmale des Liquors bei MS und anderen chronischen Enzephalitiden

Liquormerkmal Krankheit
MS Chronische bakterielle Enzephalitis
(z. B.Neuroborreliose)
Antikorperproduktion im ZNS Ja Ja
Oligoklonale Antikorper im Liquor Ja Ja
Polyspezifische Antikorperproduktion ~ Fastimmer Selten
gegen verschiedene Erreger wie
Masernvirus, Rotelnvirus, Varizella-
Zoster-Virus im ZNS
Antigenspezifitat der oligoklonalen Unbekannt Gegen jeweiligen Erreger gerichtet
Antikorper im Liquor (nicht Chlamydia  (z.B.Borrelia burgdorferi)
pneumoniae)



Patienten in 50% mit einem positi-
ven Ergebnis zu rechnen ist (Durch-
seuchungstiter).

2. Eine antibiotische Therapie gegen
Chlamydien ist im Allgemeinen nicht
indiziert, da selbst bei den 25%
MS-Patienten, die eine intrathekale
Immunglobulinproduktion gegen
Chlamydien zeigten, die oligoklona-
len Banden nicht spezifisch gegen
Chlamydien reagieren und daher als
Teil einer polyklonalen Immunreak-
tion anzusehen sind.
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