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1. EINLEITUNG

Chlamydia pneumoniae wurde 1989 als neue Spezies in die Gattung Chlamydia
eingruppiert (Grayston et al., 1989). Das sich obligat intrazellular vermehrende
Bakterium  wurde insbesondere nach ersten  Assoziationen  mit

atherosklerotischen Erkrankungen Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.

1.1. Taxonomie und Klassifikation

Chlamydien gehdren zur Ordnung der Chlamydiales, die die Familie
Chlamydiaceae mit einer Gattung, Chlamydia, umfalit. Diese enthalt die drei
humanpathogenen Arten Chlamydia trachomatis , Chlamydia psittaci,
Chlamydia pneumoniae und die tierpathogene Art Chlamydia pecorum
(Fukushi & Hirai, 1992; Herring, 1993).

Die einzelnen Arten unterscheiden sich in der Morphologie, den biochemischen
Eigenschaften, den serologischen Reaktionen des Wirtes und durch ihr
klinisches Erscheinungsbild. Innerhalb der eigenen Spezies finden sich
hochgradige DNA-Homologien (92-100%), gegnuber verwandten Spezies
finden sich Ubereinstimmungen in deutlich geringerem MaR (Cox et al. ,1988 ;
Fukushi & Hirai, 1989, 1992).

C.pneumoniae wurde bereits 1965 aus dem Konjunktivalabstrich eines Kindes
in Taiwan isoliert (Kuo et al., 1986) und als atypischer C.psittaci-Stamm (TW-
183) betrachtet. Spater wurde in den USA ein weiterer Stamm (AR-39) aus dem
Rachenabstrich eines Patienten mit Pharyngitis isoliert (Grayston et al., 1986).
Bis zur Anerkennung der Spezies C.pneumoniae wurde die Art als ,TWAR*
benannt.

C.pneumoniae ist ein humanpathogener Erreger, vom dem bisher kein anderes
Reservoir als der Mensch bekannt ist. Beschriebene Isolate aus einem
Koalabaren und einem Pferd (Kaltenboeck et al., 1993; Storey, 1993) sollen als

Biovare von C.pneumoniae angesehen werden. (Everett et al., 1999)

Neuere Untersuchungen der ribosomalen 16S RNA verschiedener Spezies

fuhrten zu der Forderung nach einer Neugruppierung der Ordnung
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Chlamydiales. So soll C.pneumoniae gemeinsam mit C.psittaci , C.pecorum
und drei weiteren neubeschriebenen tierpathogenen Spezies in die Gattung
Chlamydophila eingruppiert werden. C.trachomatis wurde mit zwei weiteren
neubeschriebenen tierpathogenen Spezies die Gattung Chlamydia bilden.
Aulerdem sollen zwei weitere Familien, Simkaniaceae und Parachlamydiaceae

in die Ordnung Chlamydiales aufgenommen werden (Everett et al., 1999)

Da die Neuordnung noch nicht allgemein akzeptiert ist, wird in dieser Arbeit die

bisherige Klassifikation beibehalten.
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1.2. Klinisches Bild und assoziierte Erkrankungen

Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae ist ein nach bisherigem Wissen ausschliel3lich
humanpathogener Erreger akuter respiratorischer Infektionen wie Sinusitis,
Otitis media, Pharyngitis, Bronchitis und Pneumonie (Grayston et al., 1986).
Dies erklart sich aus der Fahigkeit des Erregers, Epithelien des
Respirationstraktes zu infizieren (Falsey & Walsh, 1993). Die Mehrheit der
Infektionen verlauft subklinisch oder leicht, jedoch mit einer Neigung zur
Chronifizierung (Saikku, 1992; Jantos et al., 1993), Infektionen mit tddlichem
Ausgang werden nur selten beobachtet.

Des weiteren wird C.pneumoniae mit anderen akuten Erkrankungen in
Verbindung gebracht, wie mit Endokarditis (Marrie et al., 1990), Vaskulitis
(Beaty et al., 1991) und reaktiver Arthritis (Gran et al., 1993).

Serologische Studien geben Hinweise auf eine Assoziation mit dem Erythema
nodosum (Erntell et al., 1989) und der Sarkoidose (Black et al., 1992).

Auch chronische Erkrankungen des Respirationstrakts wie Asthma bronchiale
und chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) sind mit C.pneumoniae in
Verbindung gebracht worden (Hahn et al.,1991,1994; Emre et al.,1995;
Hertzen, 1996).

Neurologische Erkrankungen wie der M.Alzheimer und die Multiple Sklerose
wurden im Zusammenhang mit C.pneumoniae kontrovers diskutiert (Balin et al.,
1998 ; Sriram et al., 1998 ; Stille & Stephan, 1998).

Gegenstand vieler Untersuchungen wurde der Zusammenhang zwischen einer
C.pneumoniae-Infektion und dem Auftreten atherosklerotischer Veranderungen.
Erste Hinweise erbrachten seroepidemiologische Studien (Saikku et al., 1988).
Andere Nachweismethoden  wie Polymerasekettenreaktion (PCR),
Immunhistochemie (IHC), Direktanzucht aus atherosklerotischem Gewebe und

Tiermodelle bestatigten diesen Zusammenhang (Danesh et al., Review, 1997).
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Chlamydia psittaci

Chlamydia  psittaci ist der Erreger der Ornithose (Psittakose,
Papageienkrankheit) und mit C. pneumoniae am nachsten verwandt. C. psittaci
Iost bei Vogeln und anderen Tieren Infektionen des Respirations- und
Intestinaltrakts aus, auch Konjunktivitiden kommen vor. Durch Inhalation von
Aerosolen oder erregerhaltiger Staube kann auch der Mensch erkranken. Das
klinische Bild reicht von asymptomatischem Verlauf bis zur schweren

atypischen Pneumonie.

Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis kommt in den drei Biovaren Trachoma,
Lymphogranuloma venereum (LGV) und einem tierpathogenen Biovar, dem
Erreger der Mauspneumonie (MoPn), vor. Der Biovar Trachoma wird in die
Serovare A-K, sowie Ba, Da und la unterteilt; die Krankheitsbilder umfassen
follikulare  Keratokonjunktivitis  (Trachom), Einschluf3konjunktivitis  und
Genitalinfektionen wie Urethritis, Zervizitis und Salpingitis.

Der Biovar LGV umfal’t die Serotypen L4-L; sowie Lpa und ist Ausldser des
Lymphogranuloma venereum, einer Genitalinfektion mit Ulcera und

begleitender Lymphadenitis (Stephens,1999; Kayser et al., 1998).
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1.3. Biologie

Chlamydien sind obligat intrazellular lebende Bakterien, die sich von Viren
durch ein groReres Genom, DNA-und RNA-Gehalt und eine den gramnegativen

Bakterien ahnliche Zellwand unterscheiden.

1.3.1. Entwicklungszyklus und Morphologie

Chlamydien machen einen zweiphasigen Entwicklungszyklus durch, in dessen
Verlauf aus extrazellular Uberlebensfahigen, metabolisch inaktiven, infektidsen
Elementarkorperchen (EK) die intrazellularen, metabolisch aktiven und nicht
infektiosen Retikularkdrperchen (RK) entstehen. In Form der RK vermehren
sich die Chlamydien durch Zweiteilung, bis sie sich durch die Ubergangsform
der Intermediarkorperchen wieder in EK umwandeln. Dieser Zyklus dauert je
nach Chlamydienart 48-72 Stunden.

Infektion weiterer Zellen ° EK
°
o
o
‘%.: .
. Elementarkérperchen (EK)
Beginn der Infektion: 0 h
Lyse der Wirtszelle
48-72 h
o
IMK .

oL -
"o

RK

. Retikularkérperchen (RK)

18-24 h

Intermediarkérperchen (IMK) 4
24-48 h ....
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Die EK sind 300 nm klein und weisen eine rigide Zellwand auf. Diese enthalt im
Gegensatz zu gramnegativen Bakterien Peptidoglykane nur in sehr geringen
Mengen, wie durch den Nachweis von N-Acetyl-Muraminsaure in Spuren
bewiesen werden konnte (Su et al., 1985). In Untersuchungen des Genoms
konntenjedoch Uberraschenderweise viele der fur die Peptidoglykansynthese
notwendigen Gene nachgewiesen werden (Stephens et al., 1998). Fur die
Stabilitat der EK-Membran reichen die geringen nachweisbaren
Peptidoglykanmengen allerdings nicht aus. Hierfur sind die Uber Disulfidbricken
vernetzten cysteinreichen Membranproteine OmcA ,O0mcB und das major outer
membrane proteine (MOMP), zustandig (Newhall&Jones, 1983). Wie sich diese
feinstrukturell zusammenlagern, ist bisher nicht bekannt, jedoch werden sie alle

dem auleren Membrankomplex zugeschrieben.

Die RK sind mit 800-1000 nm deutlich gréRer und enthalten keine
cysteinreichen Membranproteine. Das MOMP ist im Gegensatz zu den EK nicht
durch Disulfidbricken stabilisiert, was eine Erklarung fir die hohere
Permeabilitat der RK gegenulber der EK sein kdonnte. In den RK findet die RNA-,
DNA- und Proteinsynthese statt, die Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung der
RK mit einer Verdoppelungszeit von ca. 2 Stunden (Moulder, 1991). Wahrend
dieser Phase lassen sich eine groRe Anzahl an Enzymen nachweisen, die die
funktionelle Kapazitat besitzen ATP und Reduktionspotential zur Verfigung zu
stellen (lliffe-Lee & McClarty, 1999). Die bisherige Annahme, Chlamydien seien
ausschlieBlich ,Energieparasiten® (Moulder, 1991) ist daher angezweifelt

worden.

1.3.2. Antigene Strukturen

Chlamydien Dbesitzen einerseits gattungsspezifische und andererseits
speziesspezifische Antigene. Gattungsspezifische Antigene sind das
Lipopolysaccharid (LPS) der Zellwand und Heat Shock Proteine (Hsp) der
Groflen 60 kDa (Hsp 60) und 70 kDa (Hsp 70).
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Fir C.pneumoniae wurden speziesspezifische Antigene in Form verschiedener
Proteine zwischen 53 und 98 kDa Grof3e gefunden (Campbell et al., 1990;
Freidank et al., 1993; lijima et al., 1994). Die Funktion dieser Proteine ist aber

bisher unbekannt.

Das MOMP st fur C.trachomatis und C.psittaci ein immundominantes,
serovar-variables Antigen, nicht jedoch fur C.pneumoniae (Campbell et al.,
1990). Dies konnte mit dem Fehlen variabler Sequenzen im fur das MOMP
codierenden Gen von C.pneumoniae begrindet werden (Gaydos et al., 1992),
da die variablen Sequenzen im immundominanten MOMP der anderen

Chlamydienarten dessen Serovar-Spezifitat bedingen.

1.3.3. Wirtszellinteraktion und Pathogenese

Chlamydien mussen als obligat intrazellular lebende Bakterien verschiedene
Strategien entwickelt haben, die ihnen den Eintritt und den unbeschadeten
Aufenthalt in der Wirtszelle ermdglichen.

Fir den ersten notwendigen Schritt, die Adhasion des EK an die Wirtszelle,
wurden verschiedene Strukturen der chlamydialen und der Wirtszellmembran
verantwortlich gemacht, letztliche Klarheit herrscht dartber jedoch noch nicht.
So wurden auf seiten der Chlamydien das MOMP (Su et al.,, 1996) und das
OmcB (Ting et al., 1995) als potentielle Liganden von Glykosaminoglykanen
genannt, welche ihrerseits als Brucke zur Bindung an Proteoglykane der
Wirtszelle dienen kdnnten. Diese spielen bei der Adhasion vieler Erreger an die
Wirtszelle eine Rolle (Rostand&Esko, 1997).

Auch der Eintrittsweg ist nicht voll aufgeklart. Allerdings gibt es Hinweise auf
einen aktin-abhangigen Prozel3, der endocytoseahnlich ablaufen soll
(Moulder,1991; Boleti et al.,1999).

Nach dem Eintritt in die Wirtszelle verhindern Chlamydien die Fusion des
Phagosoms mit Lysosomen (Hackstadt et al., 1998). Dies scheint eine Funktion
von Membranbestandteilen der EK zu sein, da aufgereinigte chlamydiale
Zellwandbestandteile ebenfalls endozytiert werden und verzogert mit
Lysosomen verschmelzen (Levy & Moulder, 1982). So gewinnen Chlamydien
Zeit, sich in die stoffwechselaktive Form der RK umzuwandeln und Uber die

Expression eigener Genprodukte in den Wirtszellstoffwechsel einzugreifen.
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1.3.4. Epidemiologie von C.pneumoniae

Infektionen mit C.pneumoniae treten jahreszeitlich unabhangig auf und kommen
weltweit vor. Dabei entfallen 15 Prozent der ambulant erworbenen
Lungenentziindungen auf C.pneumoniae (Grayston, 1992a). Die Infektiositat ist
eher niedrig, Hinweise fur periodische Haufungen gefolgt von 4-5jahrigen
niedrigen Inzidenzen wurden beobachtet.

Die Seropravalenzen in verschiedenen Altersgruppen unterscheiden sich. Im
Kleinkindesalter liegen noch geringe Durchseuchungsraten vor, wahrend der
Adoleszenz jedoch erfolgt ein steiler Anstieg. In der Altersgruppe der 15-
19jahrigen liegt dann eine Durchseuchungsrate von fast 70 Prozent vor. Im
Erwachsenenalter besteht eine hohe Antikdrperrate, im hdheren Lebensalter
steigt diese noch an, so dal} in der Altersgruppe der uber 70jahrigen die
hochste Durchseuchung mit 80 Prozent Seropositiven gefunden wird
(Grayston,1992b; Freidank,1998). Dies lafdt sich durch wiederholte Infektionen
wahrend des Lebens erklaren, da tierexperimentelle Befunde fir eine
Primarinfektion lediglich auf partiellen Schutz hindeuten (Yang et al.,1993).

Die Primarinfektion ist dabei durch die Bildung von IgM und IgG-Antikdrpern
gekennzeichnet, wahrend eine Reinfektion mit raschem Anstieg von IgG und

IgA ohne Bildung von IgM einhergeht (Surcel et al.,1993).
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1.4. Diagnostik

Die Diagnostik von Chlamydieninfektionen umfal3t serologische Methoden und

Verfahren zum direkten Erregernachweis..

1.4.1. Serologische Methoden

Die Serologie in der Diagnostik von Chlamydieninfektionen ist durch die

schwierige Anzucht des Erregers nach wie vor unverzichtbar.

In der Komplementbindungsreaktion (KBR) kdnnen dabei gattungsspezifische
Antikérper nachgewiesen werden, die gegen das Lipopolysaccharid gerichtet

sind. Eine Speziesdiagnose ist daher mit der KBR nicht mdglich.

Im Mikroimmunfluoreszenztest (MIF) werden speziesspezifische Antikorper der

Klassen IgG, IgA und IgM nachgewiesen. (S. 2.B.)

1.4.2. Direkte Nachweismethoden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) erlaubt die Amplifikation spezifischer
DNA-Sequenzen. Fur C.pneumoniae wurden verschiedene speziesspezifische
Primerpaare beschrieben. (Campbell et al., 1992 ; Black et al., 1994;
Khan&Potter, 1996).

Die hohe Sensitivitat erlaubt den Nachweis geringer Mengen an Erreger-DNA,
selbst wenn der Erreger bereits abgestorben ist. Allerdings besteht durch die
hohe Empfindlichkeit auch die Gefahr von falsch positiven Ergebnissen durch

Kontamination.

Die Anzucht von C. pneumoniae ist schwierig und gelingt deshalb nur
unregelmalig. Daher spielt sie in der Routinediagnostik eine untergeordnete
Rolle. Die Anzucht erfolgt in Zellkultur (Kuo&Grayston,1990; Wong et al., 1992),
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die sich bildenden Einschlisse werden mit einem fluoreszenzmarkierten

monoklonalen Antikorper sichtbar gemacht.

Eine Erregerisolation durch  Zellkultur gilt als Beweis fir im
Untersuchungsmaterial befindliche, lebensfahige Erreger. Allerdings schlief3t
eine negative Zellkultur dies nicht aus, da Chlamydien sehr empfindlich auf
unzulangliche Bedingungen bei Probenentnahme und Transport reagieren.
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1.5. Therapie

Die Therapie von Chlamydieninfektionen erfolgt bisher empirisch, da Uber die
Wiederanzucht von C.pneumoniae nach erfolgter Antibiotikatherapie nur
lickenhafte Daten vorliegen. In den meisten Fallen wurde der Therapieerfolg an
der Besserung der klinischen Symptome oder durch sinkende AntikOrpertiter
gemessen, obwohl dies eine persisitierende Infektion nicht ausschlief3t
(Hammerschlag et al.,1992). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dal}
C.pneumoniae in zirkulierenden Monozyten von Patienten, die mit Acithromycin
behandelt wurden, Uberleben kann (Maass et al, 2001).Hier sollten Studien
Klarheit bringen, die den Erfolg einer Antibiotikatherapie gegen C.pneumoniae
mittels Anzucht des Erregers nach abgeschlossener Antibiose Uberprifen.
Angewandt werden zur Zeit Tetrazykline, Makrolide und Chinolone. Obwonhl
allgemeingultige Therapieempfehlungen nicht vorliegen, gibt es Schemata, die
sich klinisch als effektiv erwiesen und deshalb weit verbreitet sind.

So kdénnen Erwachsene mit 2g Doxycyclin oder Erythromycin taglich fur 2-3
Wochen behandelt werden, alternativ kommen 1,5 g Azithromycin taglich fir 5
Tage in Betracht. Kinder konnen mit Erythromycin-Saft (40 mg/kg
Korpergewicht) Uber 10-14 Tage therapiert werden (Hammerschlag, 1994).
Neuere Chinolone wie Gemifloxacin sind in vitro ebenfalls gut gegen
C.pneumoniae wirksam und kommen wegen ihrer Wirksamkeit gegen andere
Erreger ambulant erworbener Pneumonien zur Therapie derselben in Betracht.
(Bartlett et al., 1998 ; Hammerschlag, 2000).
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1.6. Chlamydia pneumoniae und Atherosklerose

Die Assoziation von Chlamydia pneumoniae mit atherosklerotischen

Erkrankungen wird durch vier verschiedenen Indizienketten belegt:

- Seroepidemiologische Studien
- Direktnachweis in atherosklerotisch veranderten Gefallen
- Antibiotikastudien

- Tiermodelle.

Erste Hinweise erbrachte eine seroepidemiologische Studie, die einen
Zusammenhang zwischen erhdhten Antikérpertitern gegen C. pneumoniae und
koronarer Herzkrankheit bzw. Herzinfarkt postulierte (Saikku et al., 1988).
Weitere ahnliche Studien folgten, wobei 21 von 27 Studien eine positive

Assoziation ergaben (Ward, 1999).

Der Direktnachweis des Erregers in veranderten Gefalien erfolgt mittels PCR,
durch Anzucht, immuncytochemische Anfarbung oder durch Mikroskopie. Hier
liegen ebenfalls mehrere Studien vor, so da® zusammenfassend in 52 Prozent
der veranderten gegenuber 6 Prozent der KontrollgefaBe Chlamydia

pneumoniae nachgewiesen werden konnte (Brunham, 1999).

Nachdem eine Antibiotikastudie mit Azithromycin (Gupta et al., 1997) ein
Absinken der Antikorpertiter gegen C.pneumoniae und ein damit verbundenes
niedrigeres Erkrankungsrisiko fur kardiovaskulare Ereignisse belegte, wurden
grolangelegte Multicenterstudien geplant, deren endgultiges Ergebnis noch
nicht vorliegt (Gurfinkel, 2000; Dunne, 2000; Jackson, 2000;
Anderson&Muhlestein, 2000). Im Marz 2002 wurden auf dem Kongrel3 des
American College of Cardiology die Ergebnisse der WIZARD-Studie (Weekly
Intervention with Zithromax for Atherosclerosis and its Related Disorders)
vorgestellt, die jedoch nur fur Raucher und Diabetiker einen positiven Trend
bezlglich der Verminderung kardiovaskularer Ereignisse nach Erstinfarkt
erbrachte (Deutsche Arztezeitung, 20.02.2002).
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Tiermodelle sollen Teilaspekte der Interaktion von Erreger und Gefallendothel
bzw. Wirtsorganismus der Untersuchung zuganglich machen. So wurde in
einem Mausmodell nach nasaler Inokulation von C. pneumoniae der Erreger in
atherosklerotischen Arealen der Aorta nachgewiesen (Moazed et al.,, 1997).
Ebenso deutet die beschleunigte Entwicklung  atherosklerotischer
Veranderungen bei Kaninchen nach Chlamydieninfektion in dieselbe Richtung.
Azithromycin war dabei in der Lage, diese Veranderungen aufzuhalten
(Muhlestein et al., 1998).

Das Vorhandensein von Chlamydia pneumoniae in einem Teil der
atherosklerotisch veranderten GefalRen ist unzweifelhaft. Welche Rolle der
Erreger aber im Gesamtzusammenhang der Atherosklerose spielt, ist damit
noch nicht beantwortet. Es werden vier Pathogenitatsmodelle diskutiert, dabei
kommen Chlamydia pneumoniae folgende Rollen zu:

- Auslosendes Agens

- Beschleunigung/Aufrechterhaltung der Atherosklerose

- Ausldser einer atherogenen Wirtsreaktion

- ,innocent bystander®, also , Trittbrettfahrer*.

Die nahere Erforschung des Erregers und seiner Auswirkungen auf den
Wirtsorganismus ist vor dem Hintergrund der enormen Verbreitung
atherosklerotischer Erkrankungen notwendig. Selbst wenn nur ein kleiner Teil
derselben durch C. pneumoniae (mit)bedingt waren, konnte eine daran
angepalte Therapie eine Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten und

gleichzeitig Kostenersparnis fur das Gesundheitssystem bedeuten.
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1.7. Ziel dieser Arbeit

Chlamydia pneumoniae wurde bisher in mehreren Studien in atherosklerotisch
verandertem Gefaligewebe nachgewiesen. In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob sich der Erreger auch im Blut von Atherosklerosepatienten
nachweisen lalt. Insbesondere fur die hier untersuchten Patienten mit

Carotisstenose liegen dazu bisher keine uns bekannten Daten vor.

Des weiteren sollte untersucht werden, ob die Durchfihrung einer
Coronarangiographie bzw. einer perkutanen transluminalen
Coronarangioplastie (PTCA) die Nachweisbarkeit von Chlamydia pneumoniae-
DNA beeinflufdt. Dies ist insofern von Bedeutung, als eine Manipulation im
Plaquebereich zu einer Freisetzung des Erregers fluhren kdnnte, welche sich in

einer veranderten Nachweishaufigkeit nach PTCA aufRern warde.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.A Nachweis von C.pneumoniae-DNA mittels Polymerasekettenreaktion

(PCR)

2.A.1. DNA-Extraktion

2.A.1.1. Benotigte Materialien

2 SP-Transportmedium

Saccharose 68,46 g
K2HPO, 2,088 g
KH,PO, 1,088 g
Rinderalbumin 209

(Roth, Karlsruhe)

(E.Merck, Darmstadt)

(E.Merck, Darmstadt)

Jeweils 16sen in 60 ml aqua bidest. , mischen, mit HCI auf pH 6,9 einstellen und

mit aqua bidest auf 1 Liter auffullen.

Antibiotikazugabe:
Streptomycin 50 mg/l
Vancomycin 100 mg/l

Nystatin 25 000 I.LE./mi



2. MATERIAL UND METHODEN 18

T,.E-Puffer

0,1 M Tris-HCI 10 ml
0,1 M EDTA 0,5 mi
aqua bidest. 89,5 mi

Mit NaOH auf pH 8 einstellen, anschliel3end sterilfiltrieren.
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2.A.1.2. Probengewinnung

2.A.1.2.1. Blutproben

Den Patienten wurden peripher-vendse Blutproben entnommen und durch in
den Entnahmerdhrchen befindliches Kalium-EDTA ungerinnbar gemacht. Bis
zur Abholung wurden die Proben bei 4°C gekuhlt und am gleichen Tag

weiterverarbeitet.

2.A.1.2.2. Gewebeproben

Als Ausgangsmaterial dienten atherosklerotisch veranderte Gefalde, die in der
Abteilung Herz- und Gefallchirurgie der Chirurgischen Universitatsklinik
Freiburg bei Gefalloperationen gewonnen wurden. Das Gewebe wurde unter
sterilen Bedingungen in 2 SP-Medium udberfuhrt und entweder bei -70°C

tiefgefroren oder sofort weiterverarbeitet.

2.A.1.3. DNA-Extraktion

2.A.1.3.1. DNA-Extraktion aus Blutproben

Die gewonnenen Blutproben wurden noch am Entnahmetag weiterverarbeitet.
Hierzu wurde zunachst die Leukozytenfraktion separiert, um daraus die DNA zu

extrahieren.

2.A.1.3.1.1. Gewinnung der Leukozytenfraktion (Buffy Coat)

Buffy Coat ist eine Fraktion angereicherter Leukozyten, die aus Vollblut
gewonnen wird. Die DNA-Ausbeute liegt im Vergleich zur Extraktion aus

Vollblut um den Faktor funf bis zehn hoher.
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Vollblut wird hierzu fiar 10 Minuten mit 3300 x g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation werden drei verschiedene Fraktionen
sichtbar: Die obere, klare enthalt Plasma, die mittlere ist der Buffy Coat mit

angereicherten Leukozyten, die untere enthalt konzentrierte Erythrozyten.

2.A.1.3.1.2. DNA-Extraktion aus Buffy Coat

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QUIAGEN QIAmp Blood Mini Kit nach
Herstellerangaben.

Wesentliche Schritte dabei sind:

-200 pl Buffy Coat
mit

-20 ul QIAGEN Protease
und

-200 ul Lysispuffer AL vermischen und fir 10 Minuten bei 56°C inkubieren.

Nach Zugabe von
-200ul Ethanol
Gemisch in Extraktionsaule geben und bei 6000 x g fur 1 Minute

zentrifugieren.

Die DNA bindet an der Saule, das Zentrifugat wird verworfen.

Es erfolgen zwei Waschschritte mit je 500 pyl Waschpuffer AW1 und AW2,
jeweils gefolgt von Zentrifugationsschritten. Der letzte wird mit 20 000 x g fir 3
Minuten ausgefihrt, um letzte Spuren der Waschpuffer aus der Saule zu

entfernen.

Zur Elution der in der Saule gebundenen DNA werden 200 ul Elutionspuffer AE
zugegeben und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
erfolgt eine Zentrifugation mit 6000 x g fur eine Minute. Das Zentrifugat enthalt

nun die eluierte DNA in einem Volumen von 200 pl.
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Das so erhaltene Extraktionsprodukt wird bei —20°C eingefroren.

2.A.1.3.2. DNA-Extraktion aus Gewebeproben

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QUIAGEN QIAmp DNA Mini Kit nach

Herstellerangaben.

Von atherosklerotisch veranderten Geweben wurden aus dem makroskopisch
sichtbaren Plaquerandbereich 25 mg entnommen und in kleine Stucke
zerschnitten, bei makroskopisch unauffalligen GefalRen wurden daflur
Gewebestlcke aus verschiedenen Gefallabschnitten mit insgesamt 25 mg

Gewicht verwendet.

Die Extraktion ist bis auf die hier verwendete Proteinase K mit der unter
2.A.1.3.1.2. beschriebenen Extraktion aus Buffy Coat identisch.

Zur Eluation wurden allerdings 2 x 200ul Elutionspuffer verwendet.

Das Extraktionsprodukt betrug hier also 400 ul und wurde bei —20°C

eingefroren.

2.A.1.4. Ethanol-Fallung der DNA

Um die DNA im Extraktionsprodukt weiter zu konzentrieren, erfolgte eine DNA-

Fallung:

- 100% Ethanol und 3 M Na-Acetat, pH 5,2 im Verhaltnis 20:1 mischen,in
dreifacher Menge des Extraktionsprodukts demselben zusetzen und
vortexen

- Fur 30 Minuten bei —70°C oder uber Nacht bei —20°C einfrieren

- Mit 20 000 x g fiir 10 Minuten zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- Pellet 2x waschen mit 75% Ethanol in doppelter Menge des

Extraktionsproduktes (20 000 x g fiir 5 Minuten, Uberstand verwerfen)
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- Pellet waschen mit 100 % Ethanol in doppelter Menge des
Extraktionsproduktes (20 000 x g fiir 5 Minuten,Uberstand verwerfen)
- Restliches Ethanol verdunsten lassen
Aufnahme in T.E-Puffer

2.A.2. DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch Verwendung einer thermostabilen Polymerase und spezifischer Primer
konnen durch diese Methode ausgewahlte Abschnitte der vorliegenden DNA
amplifiziert werden.

Um eine moglichst hohe Sensitivitat zu erreichen, wurde in dieser Arbeit eine
nested PCR verwendet. Dies ist ein Verfahren, bei dem das zweite Primerpaar
innerhalb des Amplifikats des ersten Primerpaares ansetzt. Hierfur wurden die
Primer HL-1, HR-1 und als zweites Primerpaar HM-1,HR-2 verwendet.
Amplifiziert wird ein 474bp Pst1 Fragment, das speziesspezifisch fur C.
pneumoniae ist und dessen Funktion bisher nicht bekannt ist. (Campbell et al.,
1992 ; Khan&Potter, 1996)
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2.A.2.1. Benotigte Materialien

Hersteller

PCR-Puffer
(500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 100 mM
Tris-HCI pH 9,0)

Amersham Pharmacia Biotech, USA

Nukleotidmix 20 mM/dNTP

Amersham Pharmacia Biotech, USA

Primer HL-1 TIB MOLBIOL, Berlin
Primer HR-1 TIB MOLBIOL, Berlin
Primer HM-1 TIB MOLBIOL, Berlin
Primer HR-2 TIB MOLBIOL, Berlin

Taq DNA Polymerase

(5000 units/ml, Lésung in 59 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 5mM Dithiothreitol, 0,1 mM
EDTA, Stabilisatoren, 50 % Glycerol)

Amersham Pharmacia Biotech, USA

Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer, 5'nach 3":

Primer Nukleotidsequenz

HL-1 GTT GTT CAT GAA GGC CTACT
HR-1 TGC ATAACC TACGGTGTGTT
HM-1 GTG TCATTC GCC AAG GTT AA
HR-2 ACC TGT CCAAGG TTC ATC CT
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2.A.2.2. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes

1. PCR Angaben in pl
PCR-Puffer 10
Nukleotidmix 1,25 mM 16
Primer HL-1 1
Primer HR-1 1
Taq DNA Polymerase 0,8
DNA 5
aqua bidest 66,2
Nested-PCR

PCR-Puffer 10
Nukleotidmix 1,25 mM 16
Primer HM-1 1
Primer HR-2 1
Taq DNA Polymerase 0,8
DNA 1
aqua bidest 70,2
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2.A.2.3. Durchfuhrung und Amplifikationsbedingungen

Bei jeder PCR wurden mindestens eine Negativkontrolle sowie eine
Positivkontrolle mitgefuhrt. Als Negativkontrolle diente dabei ein
Reaktionsansatz, der statt DNA die gleiche Menge Aqua bidest. enthielt. Als
Positivkontrolle wurde ein Lysat einer C. pneumoniae-infizierten Zellkultur
verwendet.

Die Amplifikation wurde im Thermo-Cycler (Progene, TECHNE, Cambridge,
England) durchgefuhrt. Die Weiterverarbeitung der Reaktionsprodukte erfolgte
durch Harnstoff/Polyacrylamid-Elektrophorese mit anschlieender Silberfarbung
nach Gresshoff (Gresshoff et al., 1991).

Positive Proben wurden durch einen zweiten Reaktionsansatz bestatigt und

sequenziert.

Amplifikationsbedingungen

1. PCR Primer HL-1, HR-1

1 Zyklus Denaturierung 93°C (2 min
Primer-Hybridisierung [55°C |1 min
Extensionsreaktion 72°C | 1,5 min

35 Zyklen Denaturierung 93°C |1 min
Primer-Hybridisierung [55°C |1 min
Extensionsreaktion 72°C | 1,5 min

1 Zyklus Extensionsreaktion 72°C |5 min

Abkuhlen 4°C
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Nested-PCR |Primer HM-1, HR-2

1 Zyklus Denaturierung 93°C |2 min
Primer-Hybridisierung |50°C |1 min
Extensionsreaktion 72°C 11,5 min

35 Zyklen Denaturierung 93°C |1 min
Primer-Hybridisierung [50°C |1 min
Extensionsreaktion 72°C |1,5 min

1 Zyklus Extensionsreaktion 72°C |5 min
Abkuhlen 4°C

2.A.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die in der PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Harnstoff/

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Da die DNA negativ geladene

Phosphatgruppen enthalt, ist eine Wanderung im elektrischen Feld mdglich. Die

Trennung nach Gréfe wird dabei durch die Porengrofie des Gels bestimmt.

Durch Abgleich mit einem gleichzeitig aufgetragenen GréRenmarker wird eine

Bestimmung des Molekulargewichts der DNA-Fragmente moglich.

2.A.3.1. Benoétigte Materialien

- 10x Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (10 x TBE)

108 g Tris

(USB, Cleveland)

55 g Borsaure

(E.Merck, Darmstadt)

40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

(Titriplex Ill, Darmstadt)

Ad 11 Aqua bidest.
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8,5 g Harnstoff

(E.Merck, Darmstadt)

3,3 ml 30% Acrylamid-Bis-Lésung

(Roth, Karlsruhe)

2,0 ml 10x TBE

Ad 20 ml aqua bidest.

Zur Polymerisation:

10 pl N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamine (TEMED)

(Serva, Heidelberg)

20 ul 40 % Ammoniumpersulfat

(Serva, Heidelberg)

- Probenpuffer

2,1 g Harnstoff

(E.Merck, Darmstadt)

1 ml 10x TBE

0,5 ml 0,01% Bromphenolblau

(Serva, Heidelberg)

1 ml 0,2% Xylene Cyanol FF

(Sigma, Deisenhofen)

Ad 5 ml aqua bidest.

Isopropanol

(E.Merck,Darmstadt)

Zum Uberschichten des Gels wahrend der Polymerisation

- Kerosin

(E.Merck, Darmstadt)

Zum Benetzen des Elektrophoresegerats

- Elektrophoresegerat: Multiphor |l

- Tragerfolie: Gel Bond PAG Film

Blottingpapier: 0,7-1,0 mm

in 3 cm breiten Streifen

(Pharmacia)

(Pharmacia)

(S&S)
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- GroRenmarker: PhiX 174 RF-DNA  (Boehringer, Mannheim)

- 2%ige Glycerinldsung (E. Merck, Darmstadt)

2.A.3.2. Gelherstellung und Durchfiihrung der Elektrophorese

Die GuRform besteht aus zwei Glasplatten. Die plane Glasplatte wird mit

Wasser benetzt, dann wird die Tragerfolie mit einer Andruckrolle aufgewalzt.
Die zweite Glasplatte enthalt 24 aufgeklebte Slotformer und eine umlaufende
Dichtung. Beide Platten werden durch Klemmen zusammengespannt, sodaf
zwischen Tragerfolie und zweiter Glasplatte ein Hohlraum entsteht. In diesen

wird die Gellésung gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet.

Nach der Polymerisation kann das Gel auf der Tragerfolie liegend auf die
Keramikplatte des Elektrophoresegerates verbracht werden. Zuvor wird diese
mit Kerosin benetzt, um eine blasenfrei Auflage des Gels zu ermdglichen. Drei
Blottingpapierstreifen werden kantengenau Ubereinandergelegt und mit 2x TBE
getrankt. Auf Anoden- und Kathodenseite wird je ein dreifacher Streifen mit 0,5

cm Uberdeckung auf das Gel gelegt.

Nun werden 3 yl Probenpuffer mit 6 ul PCR-Produkt vermischt, davon werden 8
Ml in die Slots verbracht. In den ersten und letzten Slot werden 2 ul
GroRenmarker und 4 pl Probenpuffer aufgetragen. Der Grolenmarker zeigt

zehn Banden folgender Grofienordnung:

Fragment 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Basenpaare | 1353|1078 | 872 | 603 | 310 [281/271| 234 | 194 | 118 | 72

Der Stromkreis wird geschlossen indem die Pole auf den 2x TBE-benetzten
Blottingpapierstreifen gelegt werden. Die Trennung erfolgt bei 350 V und dauert
ca. 45 min, auf jeden Fall aber bis der Farbmarker Bromphenolblau zur Anode

gewandert ist.
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2.A.3.3. Farbung der DNA-Fragmente

Die wahrend der Elektrophorese getrennten DNA-Fragmente kdnnen mittels
Farbung sichtbar gemacht werden. Hier kam die Silberfarbung nach Gresshoff
zum Einsatz. (Gresshoff ef al.; 1991)

2.A.3.3.1. Benoétigte Materialien

10% Essigsaure (E.Merck, Darmstadt)
0,5% Silbernitrat-Lésung (Roth, Karlsruhe)

2,5% Natriumcarbonat-Losung (Riedel-deHaén, Seelze)
0,2% Natriumthiosulfat-Losung (Aldrich, Gillingham, GB)
37% Formaldehyd-LAsung (Riedel-deHaén, Seelze)
2% Glycerin-Lésung (E.Merck, Darmstadt)

2.A.3.3.2. Silberfarbung nach Gresshoff

Die wahrend der Elektrophorese getrennten DNA-Fragmente werden durch
Silberfarbung sichtbar gemacht. Mit dieser Methode konnen selbst Mengen im
Nanogrammbereich angefarbt und so nachgewiesen werden. Die Farbung
beruht auf der Reduktion von Silberionen. Diese werden nach der Bindung an

die Nukleinsaurebasen durch Formaldehyd zu metallischem Silber reduziert.

Zunachst wird das Gel nach erfolgter Elektrophorese fur 30 Minuten in 10%iger
Essigsaure eingelegt. Es folgen drei Waschschritte mit Aqua bidest. fur je 5
Minuten.

Fir die Silberfarbung werden 60 ml Silbernitratidsung mit 240 ml Aqua bidest.

und 450 ul Formaldehyd versetzt. Dieses Reagenz wirkt 30 Minuten im
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Schuttelbad auf das Gel ein. Danach wird fiir 20 Sekunden mit aqua bidest.

gespult und daran der Entwicklungsvorgang angeschlossen.

Die Entwicklungslésung enthalt 300 ml Natriumcarbonatlésung, 450 ul
Formaldehyd und 300 pl Natriumthiosulfatiésung. Das Thiosulfat soll dabei
unlosliche Silbersalze 16slich machen und Silberionen von der Oberflache des
Gels entfernen, um dadurch unspezifische Farbungen zu vermeiden. Zunachst
lalst man eine geringe Menge des Entwicklers fur 20 Sekunden auf das Gel
einwirken, schittet diese ab und Ubergie3t das Gel mit dem Rest des
Entwicklers, bis die Banden deutlich sichtbar sind. Anschlief3end wird das Gel in

ein Stopbad mit 10%iger Essigsaure eingelegt.

Sowohl Farbung wie Entwicklung erfolgt mit frisch zubereiteten, ca. 4°C kalten

Losungen.

Das Gel kann durch Tranken mit 2%igem Glycerin und durch Abdecken mit

darin getrankter Cellophanfolie konserviert werden.

BL12 3456 7°8 910 1112 1314 1516 17 Pos neg BL

: L—
R ——

BL: Basenleiter, 1-17: Patientenproben, davon 8 und 13 positiv

pos:Positivkontrolle, neg: Negativkontrolle
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2.A.4. Zyklisches Sequenzieren doppelstrangiger DNA-Fragmente

Beim zyklischen Sequenzieren werden fluoreszenzmarkierte Didesoxy-
nukleotide durch eine hitzestabile DNA-Poymerase in DNA-Fragmente
eingebaut. Hierzu erfolgte zunachst eine Aufreinigung des PCR-Produktes
mittels des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GFX, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers.

Das gereinigte PCR-Produkt wurde danach mit dem Thermo Sequenase Il dye
terminator cycle sequencing premix kit (Amersham Pharmacia Biotech,

Cleveland, USA) fur die Sequenzierung vorbereitet.

Abweichend von den Herstellerangaben erfolgte folgende Praparation:

Sequenase Reagent A 2 ul
Sequenase Reagent B 2 ul
Primer HR-2 0,1 ul
PCR-Produkt 3 ul
Aqua bidest 12,9 ul

Im Thermocycler (TC1, Perkin Elmer, USA) wurden die Proben nach folgendem

Schema flr 25 Zyklen inkubiert:

Denaturierung 96 °C 30s
Primer-Hybridisierung 50°C 15s
Extensionreaktion 60°C 1 min

20ul des Produkts wurden mit 35ul 100%igem Ethanol versetzt, durchmischt
und fur 10 Minuten auf Eis gestellt. Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation
mit 20 000 x g fiir 30 Minuten. Der Uberstand wurde abpipettiert, das Pellet in 4

Ml Loading Dye aufgenommen und auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
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Analyse erfolgte mit dem Sequenzierautomaten (System 373A, Applied
Biosystems,USA).
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2.B Mikroimmunfluoreszenztest (MIF)

Mit dem Mikroimmunfluoreszenztest sollte der serologische Status im Hinblick auf
C. pneumoniae-Infektion erkannt werden. Von jedem Probanden wurde daher eine
gleichzeitig abgenommene Serumprobe im Routinediagnostiklabor mittels MIF
getestet. Die Methodik wurde 1970 von Wang et al. zum Nachweis von C.
trachomatis-Antikdrpern entwickelt, ist aber durch den Einsatz eines C.pneumoniae-
Antigens auch zum Nachweis der speziesspezifischen C.pneumoniae-Antikorper

geeignet.

2.B.1. Benotigte Materialien

PBS

0,9% NaCl-Losung

Antigensuspension (Wasington Research  Foundation,
Prototyp AR-39 Seattle,USA)
Dottersack-Losung (Wasington Research  Foundation,

Seattle,USA)

Sekundarantikorper:
Fluoreszeinisothiocyanat-konjugierte (Behring)

Anti-Human-Antikérper IgG, IgM,IgA

Rheumafaktorabsorbens (Behring)
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2.B.2. Durchfihrung des MIF

2.B.2.1. Objekttragerreinigung

Um unspezifische Fluoreszeinanfarbungen zu vermeiden, werden die Objekttrager
intensiv gereinigt: Fur 12 Stunden Bad in 3%igem HCL-Ethanol, Spulung mit Aqua
bidest. und Trocknen mit fusselfreien Papiertichern. Anschlielend erfolgte eine

Lufttrocknung fur weitere 24 Stunden.

2.B.2.2. Antigenauftragung

Das konzentrierte Antigen wurde mit 3-5%iger Dottersackldsung im Verhaltnis von
1:2 verdunnt, um so eine bessere Haftung am Objekttrager zu erzielen.

Auf einen Objekttrager wurden 16 Antigenpunkte aufgetragen und damit 16
Reaktionsfelder erstellt.

Nach dem Auftragen wurden die Objekttrager eine Stunde bei Raumtemperatur

getrocknet.

2.B.2.3. Serumverdinnung und Auftragung

Fir den Nachweis von IgG wurden die Probandenseren im Verhaltnis von 1:8 mit
PBS verdunnt und bis 1:1024 austitriert. Von jeder Verdunnungsstufe wird mit einer

1ul Platinése ein Tropfen entnommen und auf je ein Reaktionsfeld aufgetragen.

Rheumafaktoren (RF) im Serum kdonnen beim Nachweis von IgA und IgM storende
unspezifische Reaktionen hervorrufen. Um die Rheumafaktoren zu binden, wird das
Serum fur 15 Minuten mit RF-Absorbens inkubiert.

Dazu werden 12,5 ul Serum mit 50 yl RF-Absorbens und 37,5ul PBS versetzt.

Dies entspricht einer Verdunnung von 1:8. Danach wird der Ansatz fur 5 Minuten mit

660x g zentrifugiert. Der Uberstand wird im Fall des IgM-Nachweises zunéchst nur in
vorliegender Verdiinnung aufgetragen, im Fall des IgA-Nachweises wird bis 1:64

austitriert und in jeder Verdunnungsstufe aufgetragen.



2. MATERIAL UND METHODEN 35

2.B.2.4. Erste Inkubation, Waschen und Trocknen

Nach dem Auftragen des Serums wurde der Objekttrager in einer feuchten Kammer

fur 30 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgten vier Waschschritte in PBS und drei

weitere in Aqua bidest.. Anschliel3end Trocknung bei 37 °C.

2.B.2.5. Auftragen der Anti-Human-Antikorper

Die Antikorperkonjugate wurden ebenfalls mit einer 1pl Platin0se auf die

Reaktionsfelder aufgetragen.

2.B.2.6. Zweite Inkubation, Waschen und Trocknen

Diese Schritte erfolgten wie unter 2.B.2.4. beschrieben.
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2.B.3. Mikroskopische Auswertung

Die einzelnen Reaktionsfelder wurden bei 1000-facher Vergrélierung beurteilt.
Gewertet wurden dabei solche fluoreszeinmarkierte Elementarkdrperchen, die sich
als solide, gleichmaRig gefarbte, glatt begrenzte, apfelgrine Punkte darstellten.

Die Einordnung in relative Starkegrade erfolgte dabei nach folgenden Kriterien:

+++ sehr viele, sehr stark aufleuchtende EK
++ viele, stark aufleuchtende EK

+ deutlich aufleuchtende EK

(+) schwach aufleuchtende EK

* fraglich angefarbte EK

] keine fluorezeinmarkierten EK erkennbar

Dabei wird (+) noch als positiv beurteilt, + als negativ befundet.

2.B.3.1. Beurteilungskriterien fiir den MIF

Fir die Auswertung des MIF gelten die beschriebenen Kriterien fur die Definition der
serologisch akuten und abgelaufenen C.pneumoniae-Infektion (Wang & Grayston,
1986)

Zeichen einer akuten Infektion:

- ein vierfacher Titeranstieg in der IgG- oder IgM-Fraktion
- eine Serokonversion

- ein IgM-Titer 2 1:16

- ein lgG-Titer 2 1:512

Zeichen einer abgelaufenen Infektion:

- ein IgG-Titer 2 1:16 und < 1:512 bei einem IgM-Titer < 1:16
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Definition einer Seronegativitat:

- ein IgG-Titer < 1:16 und ein IgM-Titer < 1:16
- ein IgA-Titer < 1:16
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3. ERGEBNISSE

3.A. Carotisstudie

3.A.1.1. Patientenproben

Wir untersuchten Proben von 61 Patienten, wovon 57 an einer sonographisch
verifizierten hochgradigen Carotisstenose und 4 an anderen atherosklerotischen

Erkrankungen litten.

Von den 57 Carotispatienten konnten wir in 53 Fallen peripher-vendse Blutproben, in
einem Fall nur eine Gewebeprobe und in 3 Fallen korrespondierende Blut- und

Gewebeproben gewinnen und untersuchen.

Von 4 Patienten mit anderen atherosklerotischen Erkrankungen liegt in einem Fall
eine Gewebeprobe vor, in 3 Fallen konnten korrespondierende Blut- und

Gewebeproben untersucht werden.

Blut- und Gewebeproben wurden mittels PCR auf das Vorhandensein von
C.pneumoniae-DNA untersucht, Serumproben wurden im MIF auf C.pneumoniae-

spezifische Antikorper getestet.

3.A.1.2. Ergebnisse der PCR-Untersuchungen an Patientenproben

Von 56 Blutproben der Patienten mit Carotisstenose erwiesen sich in der PCR 7

Proben, von den 4 Gewebeproben 2 als positiv.

Bei den Proben von Patienten mit anderen atherosklerotischen Veranderungen
handelte es sich in 2 Fallen um Operationspraparate verkalkter Aortenklappen, in

den beiden anderen Fallen um Arteria poplitea-Praparate.
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Von 3 untersuchten Blutproben aus dieser Gruppe zeigten alle 3 positive PCR-
Resultate, von 4 Gewebeproben war 1 PCR-positiv. Die zugehodrige Blutprobe der
positiv getesteten Gewebeprobe war ebenfalls positiv. Hierbei fiel auf, dal} alle PCR-

positiven Blutproben erst nach der Operation gewonnen wurden.

Insgesamt waren also 10 von 59 Blutproben und 4 von 8 Gewebeproben positiv.

3.A.1.3. Ergebnisse des MIF der Patientenproben

Im MIF wurden 50 Serumproben untersucht, von 9 Patienten war kein Serum

vorhanden. Die Gegenuberstellung von PCR- und MIF-Ergebnissen ist nachfolgend

dargestellt:

MIF-Titer PCR-positive Patienten PCR-negative Patienten
(N=9) (N=41)

Negativ (IgG < 8) 1/9 (11,1 %) 12/41 (29,3 %)

Abgelaufene Infektion 6/9 (66,7 %) 29/41 (70,7 %)

(IlgG 16 — 256)

Akute Reinfektion 2/9 (22,2 %) 0/41 (0 %)

(IgG = 512)

IgA Titer = 32 4/9 (44,4 %) 5/41 (12,2 %)
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3.A.2. Kontrollproben

Um eine moglichst hohe VerlaRlichkeit der Daten zu gewahrleisten, untersuchten wir
drei verschiedene Kontrollgruppen. Hierzu wurden 50 Blutproben gesunder
Medizinstudenten gewonnen und mittels PCR untersucht. Dies sollte vor allem dazu
dienen, eventuell auftretende systematische Fehler der PCR-Methodik, z.B. durch
Verunreinigung des Arbeitsplatzes mit C.pneumoniae-DNA, aufzudecken. Da in
dieser Kontrollgruppe mit einem Durchschnittsalter von 22 Jahren arteriosklerotische
Erkrankungen unwahrscheinlich sind, hatten haufige positive PCR-Ergebnisse auf

eine unzulangliche Methodik hingedeutet.

Eine weitere Gruppe bestand aus Patienten, deren aus Blutproben extrahierte DNA
zur Diagnose von Cytomegalievirus-Infektionen in der Abteilung Virologie des
Institutes archiviert war. Patienten dieser Gruppe wurden den Carotispatienten nach
Alter und Geschlecht zugeordnet. Damit sollte eine Kontrollgruppe etabliert werden,
die in Bezug auf Alter und Geschlecht mit der Patientengruppe besser vergleichbar

ist.

Um die Gewebe-PCR auf mdgliche systematische Fehler hin zu Uberprifen, wurden
16 Gefallproben der Arteria mammaria interna untersucht. Dieses Gefald wird nach
entsprechender Praparation zur Bypass-Operation benutzt und enthalt im Regelfall

keine atherosklerotischen Plaques.

Da Inhibitoren im DNA-Extrakt zu falsch negativen PCR-Ergebnissen fihren kénnen,
wurde fur alle negativen Patientenproben eine Inhibitionskontrolle durchgefuhrt.
Dafur wurden statt 5ul DNA-Extrakt nur 4ul eingesetzt und durch 1ul einer 1:100

verdunnten Positivkontrolle erganzt.

3.A.2.1. Ergebnisse der Untersuchungen an Kontrollproben

Positive PCR-Ergebnisse konnten in keinem Fall der Kontrollproben gefunden

werden. Inhibition trat in keinem Fall auf.
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3.A.2.2. Tabellarische Ergebnisitibersicht

Anzahl und Art Material Positives PCR-
Ergebnis
61 Patienten
57 mit
Carotisstenose 53 x Blutprobe Blut-PCR: 7/56
3 x Blut und-Gewebeprobe
1 x nur Gewebeprobe Gew.-PCR: 2/4
4 mit anderen 3 x Blut-und Gewebeprobe Blut-PCR: 3/3
atherosklerotischen |1 x nur Gewebeprobe
Erkrankungen Gew.-PCR: 1/4
Beide PCR: 1/4
50 Kontrollen 50 x Blutprobe Blut-PCR:  0/50
(Medizinstudenten)
59 Kontrollen 59 x asservierte DNA aus CMV-
(nach Alter und Routinelabor, aus Blutproben gewonnen |PCR: 0/59
Geschlecht
korreliert)
16 Kontrollen 16 x Arteria mammaria interna-Proben Gew.-PCR: 0/16

(Bypass-Patienten)
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3.A.3. Risikofaktoren der Patienten mit Carotisstenose

In der Gruppe der Patienten mit Carotisstenose wurden die fur jeden einzelnen
zutreffenden Risikofaktoren dokumentiert. Dabei waren flr 2 PCR-negative Patienten

keine Daten vorhanden. Die Verteilung wird nachfolgend aufgefuhrt:

PCR-positive Patienten PCR-negative Patienten
(N=7) (N=49)
Anteil Manner (Prozent) 71,4 69,4
Durchschnittsalter (Jahre) [64,3 63,5
Rauchen 3/7 (42,9 %) 22/47 (46,8 %)
Hypercholesterinamie 6/7 (85,7 %) 33/47 (70,2 %)
Arterielle Hypertonie 7/7 (100 %) 31/47 (66,0 %)
Diabetes mellitus 6/7 (85,7 %) 12/47 (25,5 %)
Hyperuricamie 1/7 (14,3 %) 4/47 (8,5 %)
> 3 Risikofaktoren 5/7 (71,4 %) 16/47 (34,0 %)
Anteil  asymptomatischer|3/7 (42,9 %) 5/47 (10,6 %)
Stenosen
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3.B. PTCA-Studie

3.B.1.1. Patientenproben

Wir untersuchten 152 Proben von 74 Patienten, die zur Coronarangiographie in die
Klinik kamen. Bei 52 von ihnen wurde zusatzlich eine PTCA (perkutane transluminale
Coronarangioplastie) durchgeflihrt; diese Patienten stellen die eigentliche
Studiengruppe dar.

Die Blutentnahmen erfolgten zu drei verschiedenen Zeitpunkten: Vor der
Coronarangiographie, direkt nach der PTCA und 16-24 Stunden nach der PTCA bzw.
Coronarangiographie.

Es konnten in der PTCA-Gruppe 40 Proben vor, 37 Proben direkt nach und 45
Proben 12-24 Stunden nach PTCA gewonnen werden. In jedem Fall konnte

zumindest eine Probe nach PTCA untersucht werden.

3.B.1.2. Ergebnisse der PCR- Untersuchungen an Patientenproben

Es konnte in keiner der Proben Chlamydia pneumoniae-DNA nachgewiesen werden.
Daher ergab sich kein Hinweis auf eine erhdhte Nachweisbarkeit nach Manipulation

im Plaquebereich, wie sie die Durchfihrung einer PTCA darstellt.
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3.B.1.3. Ergebnisse des MIF der Patientenproben

MIF-Titer Patienten, die PTCA Patienten, die Coronar-
erhielten angiographie erhielten
(N=45) (N=21)

Negativ (IgG < 8) 9/45 (20 %) 11/21 (52,4 %)

Abgelaufene Infektion 35/45 (77,8 %) 10/21 (47,6 %)

(lgG 16 — 256)

Akute Reinfektion 1/45 (2,2 %) 0/21 (0 %)

(IlgG = 512)

IgA Titer = 32 1/45 (2,2 %) 2/21 (9,5 %)

3.B.2. Kontrollproben

Um eine mogliche Inhibition der PCR zu erkennen, wurden in einem Parallelansatz
Patientenproben mit Chlamydien-DNA gespickt wie unter 3.A.2. beschrieben.

3.B.2.1. Ergebnisse der Kontrollproben

Es ergab sich in keinem Fall ein Hinweis auf eine Inhibition der PCR.
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3.B.3. Tabellarische Ergebnisubersicht

Anzahl und Art

Material

Positives PCR-
Ergebnis

74 Patienten

22

Coronarangiographie

22 x Blutprobe bei Aufnahme

8 x Blutprobe 16-24 h nach Coro

Blut-PCR: 0/30

52
Coronarangiographie
+ PTCA

40 x Blutprobe bei Aufnahme

37 x Blutprobe direkt nach PTCA

45 x Blutprobe 16-24 h nach PTCA

Blut-PCR: 0/122
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3.B.4. Risikofaktoren der Patienten in der PTCA-Studie

PTCA- Patienten

Coronarangiographie-

Patienten
(N=52) (N=22)
Anteil Manner (Prozent) 84,6 % 81,8 %
Durchschnittsalter (Jahre) [65,3 64,7

Rauchen

18/51 (35,3 %)

7119 (36,8 %)

Hypercholesterinamie

31/51 (60,8 %)

13/19 (68,4 %)

Arterielle Hypertonie

38/51 (74,% %)

16/19 (84,2 %)

Diabetes mellitus

14/51 (27,4 %)

6/19 (31,6 %)

> 3 Risikofaktoren

14/51 (27,4 %)

6/19 (31,6 %)
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4. DISSKUSSION

Nach dem ersten Bericht Uber eine Assoziation von Chlamydia pneumoniae mit
koronarer Herzkrankheit (Saikku et al., 1988), wurde die Forschung auch auf andere
Gefalerkrankungen wie Bauchaortenaneurysma und Carotisstenose ausgedehnt.
Die Methodik wurde von rein serologischen Untersuchungen auf Kombination von
Serologie und Ultraschall der Carotiden ausgeweitet, Endarteriektomiepraparate
wurden immunhistochemisch und mittels PCR  untersucht, aulRerdem wurde
versucht, den Erreger direkt aus dem Praparat zu isolieren. Andere Methoden wie
Untersuchung exprimierter Chlamydiengene durch m-RNA Aplifikation wurden
ebenfalls eingesetzt. In dieser Arbeit sollten die Daten durch PCR aus dem
peripheren Venenblut von Patienten mit sonographisch diagnostizierter

Carotisstenose vervollstandigt werden.

Eine frihe prospektive Kohortenstudie (Melnick et al., 1993) an 15800 Mannern und
Frauen in den USA untersuchte den Antikorperstatus gegen Chlamydia pneumoniae
und sonographisch die Intima-Media-Dicke der Carotis. Hierbei wurde ein
signifikanter Zusammenhang von vorangegangener Infektion und asymptomatischer
Carotisstenose gefunden. Dies wurde durch weitere Studien in anderen Populationen
bestatigt (Schmidt et al., 2000; Kawamoto et al., 2001), eine dritte fand neben der
Assoziation von Seropositivitat gegenuber Chlamydia pneumoniae eine fast ebenso
starke fur das Cytomegalievirus (CMV), nicht aber fur Helicobacter pylori und das
Herpes simplex —Virus (Espinola-Klein et al., 2000).

In einer ahnlich angelegten Studie wurde die Intima-Media-Dicke an einem zweiten
Zeitpunkt nachgemessen. Hier konnte eine signifikant schnellere Zunahme der
Stenose bei seropositiven Patienten gegenlber seronegativen beobachtet werden
(Sander et al., 2001).

Zwei Studien beschreiben einen fehlenden Zusammenhang von Seropositivitat und
Intima-Media —Dicke (Coles et al., 1999 ; Markus et al., 1999).

Das Vorhandensein von Chlamydia-pneumoniae-DNA in atherosklerotisch
veranderten Plaques der Arteria carotis untersuchten ebenfalls mehrere Studien. In

allen wurde aus Operationsmaterial zunachst die DNA extrahiert und anschlieRend
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mittels PCR untersucht. Dabei wurde Chlamydia-pneumoniae-DNA in
unterschiedlichen Haufigkeiten gefunden: Grayston et al. berichteten von 60 Prozent
PCR-positiven Plaques, Maass et al. von 15 Prozent, Nadrchal et al. von 28
Prozent. Maass et al. untersuchten dabei frihe subendotheliale Lasionen in der
Nachbarschaft der Plaques, konnten dort aber keine Erreger-DNA nachweisen. Dies
konnte also eher auf einen Beitrag der Chlamydien zur Progression vorhandener,
schwererer Lasionen als auf eine Initiation der Lasion hinweisen (Grayston et al.,
1995 ; Maass et al., 1997 ; Nadrchal et al., 1999).

Eine weitere Studie formulierte dabei einen Zusammenhang von PCR-Positivitat und
langjahriger Raucheranamnese. Wahrend in der Nichtrauchergruppe 36 Prozent der
Plaques PCR-positiv getestet wurden, waren es in der Rauchergruppe 94 Prozent.
Mit anderen kardiovaskularen Risikofaktoren wie Diabetes, Hypertonie und
Hypercholesterinamie ergaben sich dabei keine Assoziationen (Dobrilovic et al.,
2001).

Atherosklerotische Plaques im Operationspraparat konnen auch mittels
immunhistochemischer Verfahren auf speziesspezifische Chlamydienantigene
untersucht werden. Dabei wurden in einer Studie 57 Prozent der Plaques positiv
getested (Grayston et al, 1995), in einer weiteren ergaben PCR und
Immunhistochemie zusammen 69 Prozent positive Resultate. Aulderdem ist dabei
eine Erregerisolation aus dem Operationspraparat gelungen (Jackson et al., 1997).

In einem anderen Ansatz wurden Immunhistochemie und PCR gleichzeitig
ausgefuhrt. Obwohl die PCR weder Chlamydia-pneumoniae-DNA noch chlamydiale
16S-RNA nachweisen konnte, zeigte die Immunhistochemie in Makrophagen aller
untersuchter Plaques positive Ergebnisse. Dies konnte auf das Persisitieren
chlamydialer Antigene, nicht aber auf Vorhandensein metabolisch aktiver Erreger

zuruckzufuhren sein (Meijer et al.,2000).

Unsere Studie hat gezeigt, daf® sich auch im peripheren Venenblut von Patienten mit
Carotisstenose Chlamydia pneumoniae—DNA nachweisen lant. Die
Nachweishaufigkeit liegt dabei im unteren Bereich der publizierten Ergebnisse flr
den Nachweis aus Plaquegewebe. Dies konnte erklart werden durch die hodhere

Dichte an chlamydieninfizierten Wirtszellen im Plaquebereich. In der Blutbahn
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hingegen konnten diese einem Verdlnnungseffekt ausgesetzt sein, so dal3 die
Sensitivitat der PCR teilweise unterschritten werden kdnnte.

Eine andere Mdglichkeit ware die passagere Freisetzung aus rupturierten Plaques in
die Blutbahn, die einen Nachweis nur in einem bestimmten Zeitintervall mdglich
machen wurde. Einen Hinweis in diese Richtung konnten die Ergebnisse der
postoperativ gewonnenen Blutproben von Patienten mit anderen atherosklerotischen
Erkrankungen darstellen: Hier konnte in 3 von 3 Proben Chlamydia pneumoniae-
DNA nachgewiesen werden. Obwohl dies angesichts der kleinen Zahlen nur
episodenhaften Charakter hat, konnte der Befund eine Folge intraoperativ verletzer
Endothelien und dadurch freigesetzter infizierter Wirtszellen sein. Dies veranlalite
uns, in einer weiteren Studie die Nachweisbarkeit von Chlamydia pneumoniae-DNA

vor und nach Plaquemanipulation durch PTCA zu untersuchen (s.u.).

Wie in den meisten zitierten Studien liel3 sich keinem der im Fragebogen erhobenen
Faktoren ein erhohtes Risiko fur PCR-Positivitat zuschreiben. Die Gruppen der PCR-
Positiven unterschied sich auch hinsichtlich des Alters und der Geschlechtsverteilung
nicht von den PCR-Negativen.

Bei den Ergebnisse des MIF fielen in der Gruppe der PCR-Positiven 2 Patienten mit
den Kriterien einer akuten Reinfektion und 4 Patienten mit erhdhten IgA-Titern auf,
so dal man von einem neuerlichen Kontakt des Organismus mit dem Erreger
ausgehen kann. Ob es sich dabei um eine endogene Reinfektion, wie zum Beispiel
durch wahrend einer Plaqueruptur freigesetzte Erreger handelt, oder ob eine
exogene Infektion des Respirationstraktes vorliegt, kann aufgrund dieser Ergebnisse

jedoch nicht bestimmt werden.

Zusammengefaldt 1aldt sich sagen, dall Chlamydia pneumoniae bei Patienten mit
Carotisstenose regelmallig nachgewiesen werden kann. Dies wird nicht nur durch
positive Nachweisergebnisse unterschiedlicher Methoden, sondern auch durch
Studien an verschiedenen Populationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
untermauert. Dennoch schwankt die Haufigkeit positiver Nachweise stark. Fur die
PCR aus Plaquegewebe wurde daher ein Ringversuch durchgefihrt, bei dem
verschiedene Arbeitsgruppen ihr jeweils etabliertes Laborprotokoll anwandten. Das
Ergebnis fiel ernlichternd aus, da die verschiedenen Laboratorien vollig inkongruente

Daten produzierten. Zum einen wurden Negativkontrollen positiv getestet, zum
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anderen betrug die Ubereinstimmungsrate der Ergebnisse fur klinische GefaRproben
maximal 25 Prozent (Apfalter et al., 2001).

Eine andere Studie fand im Blut von gesunden Blutspendern mit einem
Altersdurchschnitt von 49 Jahren 46 Prozent PCR-Positivitat fur Chlamydia
pneumoniae DNA (Boman et al.,1998). Dies ist ein deutlich hoherer Prozentsatz als
der, den viele Studien an Atherosklerosepatienten angeben. Da aber bisher keine
standardisierten Methoden und Protokolle existieren, ergeben sich fur die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen enorme

Schwierigkeiten.

Vor diesem Hintergrund erschien uns die Evaluation der verwendeten Methodik
besonders wichtig. Die Teilnahme an einem nationalen Ringversuch ergab dabei
eine Sensitivitat der PCR von 0,01 IFU / 25 pl. ,IFU* steht dabei fur ,inclusion forming
unit* und bezeichnet die bendtigte Chlamydienmenge, die in der Zellkultur zu
sichtbaren Einschlussen fuhrt. Eine Sensitivitat in dem genannten Bereich konnte die
DNA eines einzigen Erregers nachweisen.

Um unsere PCR-Methode im Hinblick auf falsch positive Ergebnisse durch
Verfahrensfehler und Kontamination zu evaluieren, wurden auf3erdem 50 Blutproben
gesunder Medizinstudenten untersucht. Mit einem Altersdurchschnitt von 22 Jahren
konnte hier von einer niedrigen Atherosklerosepravalenz ausgegangen werden.
Parallel dazu wurde eine der Carotis-Gruppe nach Alter und Geschlecht zugeordnete
Kontrollgruppe etabliert. Hierflr wurde archivierte DNA aus einem CMV-Routinelabor
in die PCR eingesetzt.

Da sich fur keine der Kontrollgruppen positive PCR-Ergebnisse ergaben, konnten
sowohl die Mdglichkeit von Verfalschung durch Kontamination als auch eine blofRe
Altersabhangigkeit der Ergebnisse relativiert werden.

Wenn auch die Vergleichbarkeit mit anderen Studien aus o.g. Grunden nur
eingeschrankt maoglich ist, so haben die durchgefuhrten Kontrollexperimente doch
erlaubt, die angewandte Methodik in sich als stimmig und aussagekraftig zu

betrachten.

Die PCR-Positivitat von drei postoperativ gewonnenen Blutproben veranlaldte uns, in
einer Versuchsreihe Blutproben vor und nach Manipulation an atherosklerotischen

GefalRwanden zu vergleichen. Wenn nach Manipulation héhere Raten an PCR-
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Positivitat nachweisbar waren, konnte dies auf ausgeschwemmte infizierte
Wirtszellen hindeuten, die dadurch der PCR aus Blut zuganglich geworden sind.

Da bereits eine Studie vorliegt, die ein Ansteigen von Antikdrpern gegen Chlamydia
pneumoniae innerhalb eines Monats nach perkutaner transluminaler
Coronarangioplastie (PTCA) beschreibt (Tiran et al., 1999), entschieden wir uns fur
diese Patientengruppe. Bei dieser Methode wird ein Katheter in die Coronarien
eingefuhrt und im Plaquebereich ein Ballon aufgeblasen, der die Engstelle aufweitet.
In gleicher Sitzung kann ein Stent eingesetzt werden, der das Gefaly offen halten
soll. Ob diese Manipulationen Auswirkungen auf die Nachweisbarkeit von Chlamydia

pneumoniae-DNA haben, sollte mittels PCR tberprift werden.

Die Voraussetzung dafur ist das Vorhandensein der Erreger im Plaquebereich.
Hierfir ergaben sich aus den frihen, wiederum serologischen Studien, erste
Anhaltspunkte (Saikku et al., 1988), die durch andere Arbeitsgruppen bestatigt
wurden (Thom et al., 1991; Saikku, 1993; Mendall et al., 1995). In diesen Studien
waren Antikorpertiter gegen Chlamydia pneumoniae in Patientengruppen mit KHK
signifikant héher als in Kontrollgruppen.

In atherosklerotischen Plaques aus Coronarien obduzierter Patienten wurde der
Erreger zuerst mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie (IHC)
nachgewiesen (Shor et al., 1992). Weitere Studien folgten, die meisten setzten dabei
IHC und PCR als Nachweistechnik ein. Bis heute sind viele Studien publiziert
worden, die einen positiven Nachweis aus Plaquegewebe fiihren konnten. Ahnlich
wie im Falle der untersuchten Carotis-Plaques unterscheiden sich die Ergebnisse
auch hier zum Teil betrachtlich. Nachweisraten von 79, 68, 55 und 32 Prozent
(Muhlestein et al., 1996; Ouchi et al., 1998; Kuo et al., 1993; Radke et al., 2001)
wurden ebenso angegeben wie Haufigkeiten von 8 Prozent (Jantos et al., 1999).

In anderen Fallen konnte kein Nachweis des Erregers gefuhrt werden (Weiss et al.,
1996; Daus et al., 1999).

Auch hier gilt, dal die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen aufgrund fehlender
Standards nicht ohne weiteres verglichen weden kénnen. In einer Studie unserer
Arbeitsgruppe wurden in Coronarplaquegewebe in 46 Prozent der Falle positive
PCR-Resultate gefunden (Tomas,1999). Es handelte sich dabei um im Rahmen von
Bypass-Operationen gewonnene Praparate, die mit derselben Methodik untersucht

wurden, wie sie in dieser Arbeit zum Einsatz kam.
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Dennoch konnten in unserer Gruppe der Coronarangiographie/-und PTCA-Patienten
keine positiven Resultate in der PCR aus Leukozytenkonzentrat festgestellt werden.
Dies galt sowohl fur die Proben, die vor den Untersuchungen, als auch fur die nach
der PTCA gewonnenen Proben. Eine denkbare Inhibition der PCR wurde durch eine
parallel mitgefihrte Probe, die mit Chlamydien-DNA gespickt war, ausgeschlossen.
Fir eine mogliche vermehrte Freisetzung von Chlamydien-DNA wahrend
Manipulation am Plaque konnte also in dieser Arbeit kein Hinweis gefunden werden.
Die Ergebnisse des MIF dieser Gruppe deckte sich mit den erwarteten
Durchseuchungsraten in dieser Altersklasse. So lagen in 78 Prozent der Falle 1gG-
Antikorper als Zeichen fur eine durchgemachte Infektion vor. In einem Fall ergab sich
ein 1gG-Titer 2512, was flr eine akute Reinfektion spricht. Die PCR aus der
zugehorigen Blutprobe fiel dennoch negativ aus.

Noch wahrend der Laufzeit unserer Studie wurde eine Arbeit publiziert, die ebenfalls
Blutproben vor und nach PTCA verglich. Hierbei wurden auch drei Proben pro
Patient untersucht, die dritte wurde jedoch im Unterschied zu unserer Studie bereits
4 Stunden nach dem Eingriff gewonnen. Obwohl Chlamydien-DNA in 7 Prozent aller
PTCA-Patienten gefunden wurde, waren die positiven Proben zu allen drei
Zeitpunkten gleichmaRig verteilt. Fur eine Freisetzung durch Manipulation ergab sich
auch hier kein Hinweis (Smieja et al., 2001). Legt man diese Daten zugrunde, kénnte
die Zahl von 52 in unsere Studie eingeschlossenen Patienten zu klein fur fallbare

Ergebnisse sein.

In anderen Studien, die verschiedene Patienten mittels Blut-PCR untersuchten,
wurden andere, zum Teil sehr viel hohere Positivitatsraten gefunden. So wurden in
einer Gruppe von Peritonealdialysepatienten 60 Prozent, bei KHK-Patienten 59
Prozent, bei Patienten mit abdominalen Aortenaneurysmen 49 Prozent und bei
gesunden Blutspendern 46, 26 und 17 Prozent PCR-Positivitat publiziert (lliescu et
al.,2000 ; Boman et al., 1998 ; Blasi et al., 1999 ; Bodetti&Timms, 2000 ; Kaul et al.,
2000).

Fir die Unterschiede zwischen genannten Studien und den Ergebnissen dieser
Arbeit kdnnen verschiedene maogliche Ursachen in Betracht kommen. Einerseits sind
das die schon mehrfach genannten methodischen Unterschiede, die eine direkte

Vergleichbarkeit erschweren. Dies wurde in einer Studie, in der funf gangige
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Chlamydien-PCR-Methoden verglichen wurden, deutlich: Obwohl alle eine ahnliche
Sensitivitat aufwiesen, welche durch Testung gegebener DNA-Mengen gemessen
wurde, unterschieden sich die Ergebnisse bei der Testung von Patientenproben.
Unter diesen kontrollierten Bedingungen lagen die héchsten Nachweisraten im Blut
von KHK-Patienten bei nur 7,4 Prozent , eine andere Methode erbrachte 1,4 Prozent
Positive und mit den drei anderen Methoden brachte keine Probe ein positives
Ergebnis (Mahony et al.,, 2000). Als Schlul’folgerung dieser Studie wurden
Forderungen laut, die langst Uberfallige Standardisierung der Methoden durch
direkten Vergleich, Ringversuche und Etablierung eines ,Goldstandards” in Angriff zu
nehmen. Ein Jahr spater wurden umfassende Leitlinien und methodische
Empfehlungen publiziert, durch die Diskrepanzen aufgrund methodischer Mangel in
Zukunft vielleicht ausgeschlossen werden konnen. Die Empfehlungen umfassen
Arbeitsplatzhygiene, raumliche Trennung von Probenaufarbeitung und PCR-
Durchfihrung und konkrete Empfehlungen bisher evaluierter PCR-Methoden (Dowell
et al., 2001).

Die Untersuchungen von Plaque-Material aus Coronarien in unserer Arbeitsgruppe,
in der Chlamydia pneumoniae DNA in 46 Prozent der Falle nachgewiesen werden
konnte, hatte ebenfalls hohere Positivitatsraten in der Blut-PCR erwarten lassen
konnen. Aber wie schon fur die Carotisstudie ausgefuhrt, kann der
Verdinnungseffekt im  peripheren Blut zu einem Unterschreiten der
Sensitivitatsgrenze der PCR flhren. Aulierdem liegen bei Patienten, die sich einer
Bypass-Operation unterziehen, andere atherosklerotische Veranderungen vor als bei
Patienten, die mittels PTCA behandelt werden. Im Regelfall sind Bypass-Patienten
von mehr oder von schwereren Stenosen betroffen, oder vorangegangene
Dilatationen blieben ohne Effekt, so dal} von einer langeren und/oder schwereren
Krankheitsgeschichte ausgegangen werden kann.

Der Effekt schwererer oder langer bestehender atherosklerotischer Veranderungen
auf die Nachweishaufigkeit ist dabei noch nicht endgultig geklart. Es existieren nur
wenige Studien, die den Schweregrad der atherosklerotischen Veranderungen
histopathologisch begutachteten und gleichzeitig einen Chlamydien-Nachweis
durchfuhrten. In zwei Studien konnte kein Zusammenhang zwischen Schweregrad

und Nachweishaufigkeit gefunden werden (Davidson et al., 1998; Thomas et al.,
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1999), in einer dritten wurden in schweren Lasionen deutlich héhere PCR-
Positivitatsraten erzielt als in frihen Lasionen (Saldeen et al., 1998).

Das unterschiedliche Ergebnis bei Carotis-und PTCA-Patienten in dieser Arbeit kann
mit den unterschiedlichen Erkrankungen zusammenhangen. Vielleicht spielt die
Lasionsgrofie eine Rolle, so dall die groReren atherosklerotischen Plaques der
Carotis haufiger zu einem positiven Nachweis im Blut fuhren. Auch die ungleiche
Verteilung symptomatischer Patienten in beiden Krankheitsgruppen konnte einen
Einflud haben: In der Carotisgruppe waren bei einer Mehrzahl der Patienten
neurologische Symptome im Sinne einer cerebralen Embolie aufgetreten, wahrend
bei den PTCA-Patienten nur wenige zuvor durch einen Infarkt symptomatisch
wurden. Es konnten in beiden Gruppen also Endothelschaden unterschiedlichen
Ausmales vorliegen, so dal infizierte Wirtszellen in unterschiedlicher Haufigkeit in
die Blutbahn gelangen.

Ausgehend von &hnlichen Uberlegungen untersuchte eine Studie, ob bei KHK-
Patienten nach erlittenem Herzinfarkt die Nachweisbarkeit von Chlamydien-DNA
hoher ist als in einer KHK-Kontrollgruppe. Dies war aber nicht der Fall (Maass et
al., 2000).

Eine andere Frage in diesem Zusammenhang ist, ob eine Infektion mit Chlamydia
pneumoniae einen Einflul} auf Restenoseraten dilatierter Coronargefal3e hat. Hierzu
wurden mehrere prospektive Studien durchgeflhrt, die den Antikdrperstatus vor der
Dilatation mit dem bei erfolgter Restenose verglichen und gleichzeitig in
Kontrollgruppen ohne erfolgte Restenose dieselben Daten erhoben. Bis jetzt sind vier
Studien publiziert, die alle keinen Zusammenhang zwischen Restenose und
Antikorpertiter gegen Chlamydia pneumoniae finden konnten (Zhou et al., 1999;
Carlsson et al., 2000; Mattila et al., 2001; Schiele et al., 2001).

Studien, wie sie in dieser Arbeit durchgefuhrt wurden oder wie sie von anderen
Arbeitsgruppen an Patientenmaterial erfolgen, stellen wichtige Erkenntnisse zur
Haufigkeit und Verteilung chlamydienassoziierter Erkrankungen bereit. Fur die
Klarung von Ursachlichkeit und EinfluBmechanismen missen sie aber durch
experimentelle Studien erganzt werden, die unter modellhaften Voraussetzungen
Einzelaspekte der Erkrankung zu verstehen versuchen.

Flr die Fragestellung nach dem Zusammenhang von Chlamydieninfektion und

Atherosklerose sind daher mehrere tierexperimentelle Studien veréffentlicht worden.
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Dies waren zunachst die schon eingangs erwahnten Studien an Kaninchen. Dazu
waren definierte Erregermengen nasal inokuliert worden, bevor Untersuchungen an
verschiedenen Geweben die Verteilung des Erregers im Organismus klaren sollten.
Wahrend eine Studie sich auf die Auswirkungen im Respirationstrakt beschrankte
(Moazed et al., 1996), untersuchten andere auch Gefallgewebe. In zwei der Studien
wurden die Kaninchen artgerecht ernahrt (Fong et al., 1997; Laitinen, 1997), in der
dritten wurde cholesterinreiche Nahrung gegeben (Muhlestein et al., 1998).

In diesen drei Studien konnte die Entwicklung atherosklerotischer Veranderungen
beobachtet werden.Hierzu gehoéren Verdickung der Intima, fibroide oder kalzifizierte
Plaques, Anhaufungen von Schaumzellen (fatty streaks) und Proliferation glatter
Muskelzellen. Die Veranderungen traten dabei unabhangig von der Nahrungsart auf,
in den nicht infizierten Kontrollgruppen konnten sie dagegen nicht beobachtet
werden. Diese Ergebnisse deuteten in die Richtung einer ursachlichen Beteiligung
von Chlamydia pneumoniae an der Auslosung der Atherosklerose. Dies wird
verstarkt durch die Beobachtung von Muhlestein et al., wonach eine Azithromycin-

Gabe bei diesen Tieren die Entwicklung atherosklerotischer Plaques verhindert.

Weitere Studien wurden an transgenen Mausen durchgefiuhrt, die ein defektes
Apolipoprotein E besitzen, und daher spontan Atherosklerose entwickeln. Werden
hier Erreger nasal inokuliert, kann man sie in atherosklerotischen Lasionen der Aorta
in hohen Prozentsatzen nachweisen, wahrend parallel infizierte Wildtypmause ohne
spontane Atheroskleroseentwicklung deutlich geringere Nachweisraten aufwiesen
(Moazed et al., 1997). Dies wurde also fur einen Tropismus des Erregers im
Plaquebereich sprechen.

Die Mauslinie C57BL/6J entwickelt Atherosklerose bei Gabe einer cholesterinreichen
Diat. Werden solche Mause mit Chlamydia pneumoniae infiziert, entwickeln sich
atherosklerotische Veranderungen deutlich schneller und sind dabei signifikant
grolder (Blessing et al., 2001). Hier kann Chlamydia pneumoniae eine Rolle als
Kofaktor zugesprochen werden.

Keinen Hinweis fir eine Beteiligung fand eine schwedische Studie (Caligiuri et al.,
2001): An den oben genannten Mauslinien konnten nach Infektion mit Chlamydia
pneumoniae keine Unterschiede zu den nicht infizierten Kontrollgruppen festgestellt

werden.
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Aufgrund der im Tierversuch gewonnenen Erkenntnisse wurde versucht, die
Interaktion der Chlamydien mit menschlichen Zellen zu erhellen. Der
Schaumzellbildung aus Makrophagen galt dabei besonderes Interesse, da diese als
wichtiges Kennzeichen friher atherosklerotischer Veranderungen gilt. Werden
menschliche Makrophagen mit oxidierten LDL in Kultur gehalten und mit Chlamydia
pneumoniae infiziert, kdnnen Schaumzellen deutlich haufiger beobachtet werden als
in der nicht infizierten Kontrollgruppe (Kalayoglu & Byrne, 1998). Dieser Effekt ist
wahrscheinlich unabhangig vom LDL-Rezeptor, da auch Makrophagen LDL-
Rezeptor-defizienter Mause nach Chlamydieninfektion verstarkt zur
Schaumzellbildung neigen ( Kalayoglu et al., 1999).

Auch der Effekt einer Chlamydieninfektion auf menschliche glatte Muskelzellen
wurde untersucht. Dabei fand man, dal} die Infektion endothelialer Zellen dieselben
zur Sekretion eines l6slichen Faktors bewegt, welcher auf glatte Muskelzellen
proliferationsfordernd wirkt. Somit koénnte auch die Verdickung der Intima, ein
anderes Kennzeichen atherosklerotischer Veranderungen, durch Chlamydien
mitbedingt sein (Coombes & Mahony,1999).

Mit den angeflhrten Studien liegen also auch Hinweise flr eine Beteiligung von
Chlamydia pneumoniae an auslésenden oder unterhaltenden Prozessen der
Atheroskleroseentstehung vor. Da eine endgultige Klarung der Rolle des Erregers
aber bis jetzt nicht erfolgt ist, erhofft man sich weitere Erkenntnisse aus den
Ergebnissen der zur Zeit laufenden prospektiven Antibiotikastudien. Hier wird an
verschiedenen Gruppen ein Zusammenhang von wirksamer Antibiose gegen
Chlamydia pneumoniae mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse untersucht
(Gurfinkel, 2000; Dunne, 2000; Jackson, 2000; Anderson&Muhlestein, 2000). In der
WIZARD-Studie an uber 7700 Herzinfarktpatienten mit hohem Chlamydia
pneumoniae-Antikorpertiter war dieser Effekt geringer ausgepragt als erwartet. Nach
initialer Behandlung mit 600 mg Azithromycin taglich fur 3 Tage und
Weiterbehandlung mit 600 mg Azithromycin wochentlich fur 11 Wochen wurden
Verum- und Placebogruppe 2 Jahre lang bezlglich erneutem Infarkt, der
Notwendigkeit einer Revaskularisierung und dem Auftreten von Angina pectoris
beobachtet. Ein positiver Trend zur Verminderung dieser Ereignisse unter Antibiose
ergab sich dabei wahrend des Gesamtbeobachtungszeitraums nur fur Diabetiker und
Raucher, wahrend der ersten Tage unter Antibiose jedoch fir die gesamte

Verumgruppe (Deutsche Arztezeitung, 20.03.2002).
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Sollte sich nach Abschlu3 der anderen laufenden Studien eine absinkende
Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse unter Antibiose herausstellen, ware ein
weiterer Hinweis fur eine mdgliche Beteiligung von Chlamydia pneumoniae an
atherosklerotischen Erkrankungen erbracht.

Damit kame der Diagnostik eine entscheidende Bedeutung zu, um durch die
Untersuchung nicht-invasiv gewonnener Proben wie Blut oder Serumzu entscheiden,

fur welche Patienten eine antibiotische Therapie Vorteile erbringt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle von Chlamydia pneumoniae bei der Atheroskleroseentstehung wird
kontrovers diskutiert. Obwohl der Nachweis von Chlamydia pneumoniae aus Blut-
und Gewebeproben von Atherosklerosepatienten haufig gelingt, bestehen
Unklarheiten Uber das Ausmal} der Verbreitung des Erregers bei verschiedenen

Patientengruppen.

Zum Nachweis chlamydialer DNA aus atherosklerotischen Plaques liegen bereits
einige Studien vor. Diese Arbeit sollte zur Erganzung der Datenlage beitragen, indem
Patienten mit Carotisstenose auf Chlamydia pneumoniae DNA im peripheren
Venenblut untersucht wurden. Der Nachweis gelang in 7 von 56 Fallen. Es konnte
also gezeigt werden, dall der Nachweis chlamydialer DNA bei Patienten mit
Carotisstenose auch mittels PCR aus peripherem Venenblut mdglich ist.

Ebenso konnte Chlamydien-DNA in  Gewebeproben atherosklerotischer
Veranderungen in 3 von 8 Fallen nachgewiesen werden.

In den unterschiedlichen Kontrollgruppen bestehend aus Medizinstudenten, aus nach
Alter und Geschlecht korrelierten Patienten mit anderen Erkrankungen und aus
gesunden Gefallabschnitten der Arteria mammaria interna, konnte in keinem Fall ein

positiver Chlamydiennachweis gefuhrt werden

Die Moglichkeit einer erhohten Nachweisbarkeit chlamydialer DNA durch
Manipulation im Bereich atherosklerotischer Plagques wurde mittels PCR aus
Blutproben vor und nach PTCA (perkutaner transluminaler Coronarangioplastie)
untersucht.

Dabei konnte in keiner der 122 Proben von 52 Patienten Chlamydien-DNA
nachgewiesen werden. Auch 30 parallel untersuchte Proben von 22 Patienten die zur
Coronarangiographie kamen, erwiesen sich in der PCR als negativ. Fur einen Einflu®
der PTCA auf die Nachweisbarkeit chlamydialer DNA im Blut ergab sich also kein

Hinweis.
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