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I Einleitung

Die Lyme Borreliose ist die häufigste durch Zecken übertragene Infektionskrankheit in der nörd-

lichen Hemisphäre. Auf der Grundlage regionaler epidemiologischer Studien wird in Deutsch-

land die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen mit Lyme Borreliose auf 50.000−80.000 Fälle

geschätzt (HUPPERTZ et al., 1999). Diese Erkrankung zählt somit zu den häufigsten Infektions-

krankheiten in Deutschland. Konservative Schätzungen gehen davon aus, daß allein die Lyme-

Serologie jährlich Kosten in Höhe von 80 Mio. DM verursacht. Insgesamt werden für Diagnose

und Therapie der Lyme Borreliose mindestens 150 Mio. DM pro Jahr ausgegeben.

Die Entdeckung der Lyme Borreliose

In den Jahren 1972−1976 kam es in der Gegend um Lyme, Connecticut (USA) zu einer unge-

wöhnlichen Häufung von Arthritisfällen (STEERE, 1976). Eine detaillierte Untersuchung dieser

zunächst als „Lyme-Arthritis“ bezeichneten Krankheit führte schließlich zur Entdeckung der

Lyme Borreliose. Eine genaue Untersuchung der Arthritisfälle zeigte, daß bei etwa einem Viertel

der Patienten mehrere Wochen vor dem Einsetzen der Arthritisattacken eine ringförmig sich aus-

breitende Hautrötung aufgetreten war. Auf Grund der lokalen Häufung in dünn besiedelten, dicht

bewaldeten Gegenden, und der Häufung der Krankheitsfälle in den Sommermonaten wurde be-

reits zu diesem Zeitpunkt eine Übertragung durch Arthropoden vermutet (STEERE et al., 1977 b).

Auch die Ähnlichkeit der auftretenden Hautmanifestation mit dem von LIPSCHÜTZ (1913) und

AFZELIUS (1921) aus Europa beschriebenen Erythema chronicum migrans, von dem vermutet

wurde, daß es von Zecken der Art Ixodes ricinus übertragen wird, ließ die Idee eines Arthropo-

denvektors plausibel erscheinen. Das Erythema chronicum migrans wurde schon bald zum

diagnostischen Leitsymptom der neuen Krankheit, da es mit größerer Sicherheit eindeutig zu

diagnostizieren war, als das arthritische Erscheinungsbild (STEERE et al., 1977 a). Eine detaillierte

Studie im Jahre 1977, die versuchte alle Patienten mit „Lyme-Arthritis“, Erythema chronicum

migrans oder beidem zu erfassen zeigte, daß etwa die Hälfte der Patienten mit Erythema chroni-

cum migrans in der Folge multiple Erythemen entwickelten. Außerdem konnte man eine Vielzahl

von Begleitsymptomen, wie Fieber, Kopfschmerzen, Müdigkeit oder Muskelschmerzen beob-

achten, die mit dem Auftreten des Erythema chronicum migrans einher gingen (STEERE et al.,

1977 a). Viele der Patienten entwickelten Wochen bis Monate nach dem Auftreten des Erythema

chronicum migrans eine „Lyme-Arthritis“, die in einigen Fällen von einer lymphozytären
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Meningitis, Gesichtsnervlähmungen, Sensibilitätsstörungen oder einer Myokarditis mit Reizlei-

tungsstörungen begleitet war (STEERE et al., 1978). Das Auftreten dieser neurologischen Sympto-

me wurden schon früher in Europa in der Folge von Erythema chronicum migrans beschrieben,

ohne daß ein Zusammenhang zwischen den Erkrankungen, oder der möglich Erreger gefunden

werden konnte (GARIN und BUJADOUX, 1922; BANNWARTH, 1941; 1944). Über 20% der Patienten

konnten sich an einen Zeckenstich im Bereich des Erythema chronicum migrans erinnern (STEERE

et al., 1978). Allerdings konnte trotz serologischer Tests und verschiedener Kultivierungsversuche

kein Erreger für die nun als „Lyme disease“ bezeichnete Krankheit gefunden werden (STEERE et

al., 1977 a; b; 1978). Eine epidemiologische Studie zeigte deutlich, daß das geographische Ver-

breitungsgebiet der Krankheit in den USA mit dem Verbreitungsgebiet von Ixodes dammini bzw.

Ixodes pacificus übereinstimmte, und diese beiden Spezies daher als Überträger in Frage kamen

(STEERE und MALAWISTA, 1979). Erst 1981 entdeckte Willy Burgdorfer mittels Dunkelfeldmikro-

skopie im Mitteldarm einer auf Shelter Island, New York, gesammelten Zecke der Art Ixodes

dammini bisher unbekannte Spirochäten. Diese konnten im Labor kultiviert werden. Es stellte

sich heraus, daß hier erstmalig die Isolierung des Erregers der „Lyme disease“ gelang. Im indirek-

ten Immunfluoreszenztest ließen sich im Serum von Patienten mit „Lyme disease“ Antikörper

gegen die neu entdeckte Spirochäte nachweisen (BURGDORFER et al., 1982). In der Folgezeit

konnte der Erreger in den USA aus Hautbiopsien, Serum und Liquor von Patienten isoliert wer-

den (BENACH et al., 1983; STEERE et al., 1983). Auf Grund serologischer Untersuchungen wurden

Spirochäten auch als Ursache von Erythema chronicum migrans und Meningopolyneuritis in

Europa beschrieben (ACKERMAN, 1983; RYBERG et al., 1983). Angeregt durch die Erfolge in den

USA gelang die Isolierung des Erregers aus Haut und Liquor von Patienten mit „Lyme disease“

auch in Europa (ACKERMANN et al., 1984 a; b; ÅSBRINK et al., 1984; PREAC-MURSIC et al., 1984

a; b; 1985). Außerdem konnte man mit Hilfe eines indirekten Immunfluoreszenztests Spirochäten

in Ixodes ricinus nachweisen (ACKERMANN, 1983) und aus dem Mitteldarm der Zecken isolieren

(BARBOUR et al., 1983). Der Erreger der „Lyme disease“ wurde 1984 als neue Spezies Borrelia

burgdorferi beschrieben (JOHNSON et al., 1984 b).

Auf Grund der Entdeckung des Erregers und der dadurch möglich gewordenen serologischen

Untersuchungen, konnten viele, früher als selbständige Krankheiten beschriebene, Manifestatio-

nen dem Krankheitsbild der Lyme Borreliose zugeordnet werden. Eine dieser Erscheinungsfor-

men, die Acrodermatitis chronica atrophicans, die bereits 1883 von BUCHWALD beschrieben

wurde, gilt heute als die früheste Beschreibung einer Spätmanifestation der Lyme Borreliose.
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Die Übertragung der Lyme Borreliose

Die Lyme Borreliose wird durch Zecken der Gattung Ixodes (BURGDORFER, 1984) übertragen.

Sie stellt die häufigste durch Zecken übertragene Infektionskrankheit der nördlichen Hemisphäre

dar. Während in den USA die beiden Zeckenarten Ixodes dammini und Ixodes pacificus für die

Übertagung des Erregers von Bedeutung sind, spielt in Europa vor allem Ixodes ricinus eine ent-

scheidende Rolle als Vektor für den Erreger. Das Vorkommen der Lyme Borreliose deckt sich in

Europa weitgehend mit dem Verbreitungsgebiet dieser Zeckenart. Während die Krankheit in den

USA lokal gehäuft auftritt, sind in Europa keine Endemiegebiete zu erkennen (STANEK et al.,

1993). Die Durchseuchungsraten mit B. burdorferi sensu lato (s. l.) für Ixodes ricinus liegen bei

1% für Larven, 10% für Nymphen und 20% für adulte Zecken (WILSKE et al., 1987; FINGERLE et

al., 1994). Eine transovarielle Weitergabe der Borrelien auf die nächste Zeckengeneration ist

sehr selten und scheint nicht von größerer ökologischer Bedeutung zu sein (BURGDORFER und

HAYES, 1989). Vielmehr infiziert sich jede Zeckengeneration im Laufe ihres Lebens während

einer Blutmahlzeit neu. Eine vorhandene Infektion mit Borrelien wird jedoch an die folgenden

Entwicklungsstadien der Zecke weitergegeben. Dies spiegelt sich auch in der Verteilung der

Durchseuchungsraten wider (Abb. 1). Die Wahrscheinlichkeit, nach einem Zeckenstich an Lyme

Borreliose zu erkranken, liegt in Europa bei 2,5−4% (PAUL et al., 1986; SCHMUTZHARD et al.,

1988).
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Abb. 1 Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus und möglicher
Übertragungswege von Borrelia burgdorferi s. l. (verändert nach SCHAIBLE et al., 1992).

Das Krankheitsbild der Lyme Borreliose

Die Lyme Borreliose zeichnet sich durch eine Vielzahl verschiedener Symptome aus, die sowohl

isoliert, als auch in unterschiedlichen Kombinationen auftreten können. Das bisher bekannte

Spektrum umfaßt im wesentlichen Erkrankungen der Haut, der Gelenke, des Nervensystems und

des Herzens, wobei jedoch auch andere Erkrankungen auftreten können (ÅSBRINK et al., 1993;

HERZER, 1993; PFISTER et al., 1993; STANEK, 1985; STEERE et al., 1977 a; 1978). Die Lyme

Borreliose wird anhand der verschiedenen Symptome, die in einer bestimmten zeitlichen Ab-

folge nach dem Zeckenstich auftreten können, in Frühstadien (Stadium I–II) und ein Spätstadium

(Stadium III) unterteilt (STEERE, 1989).

Stadium I:

Als Leitsymptom und frühestes Krankheitszeichen der Lyme Borreliose gilt das Erythema

(chronicum) migrans, das auch als Wanderröte bekannt ist. Es tritt Tage bis Wochen nach dem

Zeckenstich in der Region der Stichstelle auf. Typischer Weise ist zunächst die Einstichstelle

gerötet, wobei sich im weiteren Verlauf ein peripher wandernder roter Ring bildet, der im
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Zentrum verblaßt (STEERE et al., 1977 a; WEBER et al., 1993 b). Das Erythema (chronicum)

migrans kann von grippeähnlichen Allgemeinsymptomen begleitet werden. Außerdem kann es in

Ausdehnung, Färbung und Dauer stark variieren. Im Zusammenhang mit der hämatogenen Ver-

breitung des Erregers kann es zum Auftreten multipler Erythemen kommen. Es handelt sich

dabei um ringförmige Hautrötungen, die am gesamten Körper auftreten können und im keinem

räumlichen Zusammenhang mit der ursprünglichen Einstichstelle der Zecke stehen. Dieses

Erscheinungsbild wird in den USA jedoch häufiger beobachtet als in Europa (WILSKE et al.,

1988 a).

Stadium II:

Als typische Manifestationen des Stadiums II gelten neurologische Krankheitsbilder, die Wo-

chen bis Monate nach dem Zeckenstich auftreten können. Die lymphozytäre Meningoradikulitis

ist die häufigste Erscheinungsform in diesem Stadium. Leitsymptome dieser Erkrankung sind

starke, brennende Schmerzen, die sich nachts verstärken, sowie Hirnnervenparesen, die sich vor

allem in einer Lähmung der Gesichtsnerven äußern. Seltener kommt es zum Auftreten von

Extremitäten- oder Rumpfparesen (PFISTER et al., 1993). Auch die Lyme Karditis, die sich vor

allem durch das Auftreten von Herzrhythmusstörungen klinisch äußert, ist diesem Stadium zuzu-

rechnen. Diese Manifestation kann in seltenen Fällen tödlich verlaufen (DURAY und STEERE,

1986; VAN DER LINDE und BALLMER, 1993). Eine besondere Hautmanifestation, die in diesem

Stadium auftritt, ist das Borrelien-Lymphozytom, das als blau-rötlich gefärbter Tumor typi-

scherweise an Ohrläppchen, Mamille oder Skrotum auftritt (WEBER et al., 1985).

Stadium III:

Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich kommt es zu den als Spätmanifestationen bezeichneten

Erscheinungsformen. In diesem Stadium sind die Lyme-Arthritis, die auch zur Entdeckung der

Krankheit führte (HERZER, 1993; STEERE et al., 1977 a; b) und die Acrodermatitis chronica

atrophicans, eine Hautmanifestation (ÅSBRINK et al., 1993), die typischen Krankheitsbilder. Die

Lyme-Arthritis zeichnet sich durch akute, schmerzhafte Schwellungen verschiedener Gelenke

aus, wobei in erster Linie das Kniegelenk betroffen ist. Diese Form der Krankheit kann an einem

oder mehreren Gelenken gleichzeitig auftreten, spontan verschwinden und nach einiger Zeit am

gleichen oder an anderen Gelenken wieder auftreten. Neben langwierigen Verläufen kommt es

auch immer wieder zu Spontanremissionen. Die Acrodermatitis chronica atrophicans zeigt cha-

rakteristische klinische Merkmalen, die auf Grund der Atrophie der Haut und des subkutanen

Fettgewebes entstehen. Die Haut ist blau-rötlich verfärbt und zigarettenpapierartig gefältelt.
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Dabei treten die Gefäße plastisch hervor (ASBRINK et al. 1993). In seltenen Fällen tritt im Sta-

dium III die chronische Borrelien-Enzephalomyelitis auf (ACKERMANN et al., 1985). Hiervon ist

im wesentlichen das Zentralnervensystem betroffen. Das klinische Bild ist durch Sensibilitäts-

störungen, spastische Lähmungen und isolierte Hirnnervenausfälle, sowie durch psychische

Störungen gekennzeichnet.

Therapie der Lyme Borreliose

Die Therapie der Lyme Borreliose erfolgt mittels Antibiotika. Durch die effektive Therapie zu

einem möglichst frühen Zeitpunkt kann das Auftreten von Spätmanifestationen verhindert wer-

den. Die Wahl des Antibiotikums, die Dauer der Therapie, deren Dosierung und die Art der Ap-

plikation richten sich nach dem klinischen Bild und dem Stadium der Erkrankung. Für die

Therapie der Frühstadien ist eine orale Antibiotikagabe über 14 Tage meist ausreichend. Die

Behandlung des Spätstadiums erfordert eine 3−4 wöchige intravenöse Antibiotikagabe (PREAC-

MURSIC et al., 1986; 1987; WEBER et al., 1988; WILSKE et al., 1988 a; WILSKE und FINGERLE,

2000).

Prophylaxe der Lyme Borreliose

In den USA steht seit 1999 ein Impfstoff auf der Basis des Oberflächenproteins (Osp) A als

Prophylaxe der Lyme Borreliose zur Verfügung. Dieser Impfstoff führt zur Eliminierung der

Borrelien im Darm der Zecke, wenn diese während des Saugaktes an einer geimpften Person die

Antikörper aufnimmt. Auf diese Weise kann eine Infektion verhindert werden. Da Borrelien

OspA im Patienten nicht oder nur in sehr geringem Umfang exprimieren, kann dieser Impfstoff

jedoch nicht zur Bekämpfung einer bereits vorhandenen Infektion eingesetzt werden. Für Europa

steht bisher kein zugelassener Impfstoff zur Verfügung, da der Erreger hier eine weit größere

antigenetische Heterogenität zeigt. Dies macht eine wesentlich komplexere Zusammensetzung

des Impfstoffs für Europa erforderlich (EVANS, 2000; SIMON et al., 1999; WILSKE et al. 1996 b).

Die wichtigste Maßnahme zur Prophylaxe der Lyme Borreliose in Europa ist daher die Vermei-

dung von Zeckenstichen. Dies kann durch das Tragen von geschlossener Kleidung beim Aufent-

halt in Biotopen, die für Zecken geeignet sind erreicht werden. Anschließend sollten Körper und

Kleidung gründlich nach Zecken abgesucht werden. Entdeckt man dabei bereits saugende Zek-

ken, so kann man das Infektionsrisiko durch das sofortige Entfernen der Zecke deutlich redu-

zieren, da die Wahrscheinlichkeit für die Übertragung der Erreger mit der Saugdauer zunimmt
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(KAHL et al., 1998; RIBEIRO et al., 1987). Für das Entfernen der Zecken verwendet man am Be-

sten eine Pinzette oder eine Zeckenzange. Durch kontinuierlichen Zug kann man die Zecke leicht

aus der Haut entfernen. Auf keinen Fall sollte man versuchen die Zecke durch Verwendung von

Öl oder Klebstoff zum Loslassen zu bringen, da dadurch die Speichelsekretion angeregt wird

und das Infektionsrisiko steigt (WEBER et al., 1993 a).

Systematische Einordnung des Erregers der Lyme Borreliose

Der Erreger der Lyme Borreliose wurde wegen seiner für Spirochäten typischen morphologi-

schen Merkmale in die Ordnung der Spirochaetales eingeordnet. Diese bilden auf Grund von 16S

rRNS Analysen eine separate Abteilung, die Division D, innerhalb der Eubakterien. Diese Ord-

nung enthält die beiden Familien Spirochaetaceae und Leptospiraceae (BARBOUR und HAYES,

1986). Vergleichende morphologische, physiologische und molekulargenetische Untersuchungen

der Spirochäten, die Lyme Borreliose verursachen, mit bekannten Arten der Gattungen Lepto-

spira, Treponema und Borrelia ermöglichten die Zuordnung der neu entdeckten Spirochäte zur

Gattung Borrelia in der Familie Spirochaetaceae (BURGDORFER et al., 1982; JOHNSON et al.,

1984 a; b). Auf der Grundlage weniger bis dahin bekannter Isolate aus den USA und eines

Isolats aus Europa wurde der Erreger der Lyme Borreliose als neue Art Borrelia burgdorferi

beschrieben (JOHNSON et al., 1984 b). Immunologische und molekulargenetische Analysen vieler

verschiedener Stämme, die in der Folgezeit isoliert wurden, zeigten vor allem für die europäi-

schen Stämme eine große Heterogenität auf (BARBOUR und SCHRUMPF, 1986; WILSKE et al.,

1988 b; 1992 a). Dies führte zur Unterteilung der Spezies B. burgdorferi in 3 verschiedene

humanpathogene Arten: Borrelia burgdorferi sensu stricto (s. s.); B. afzelii und B. garinii

(BARANTON et al., 1992; CANICA et al., 1993), die unter dem Namen B. burgdorferi s. l. zusam-

mengefaßt werden.

Borrelia burgdorferi s. l.

B. burgdorferi s. l. ist im Gegensatz zu einigen anderen humanpathogenen Spirochäten auf

künstlichen Nährböden kultivierbar, gilt als mikroaerophil, kann aber auch anaerob wachsen

(BARBOUR, 1984; PREAC-MURSIC et al., 1986). Temperaturen zwischen 30°C und 34°C bieten

den Borrelien geeignete Wachstumsbedingungen, unter denen sie eine Generationszeit von

8–30 Std. erreichen können. Sie wachsen bis auf eine Zelldichte von 108 Zellen/ml Kulturme-

dium heran (PREAC-MURSIC und WILSKE, 1993). B. burgdorferi s. l. besitzt ein kleines lineares
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Chromosom mit ca. 1000 kb und mehrere zirkuläre und lineare Plasmide (BARBOUR und GARON,

1987; BARBOUR, 1988; CASJEN et al., 1995; FERDOWS und BARBOUR, 1989). Die bereits er-

wähnte Heterogenität der verschiedenen Borrelienstämme zeigt sich vor allem in den auf Plas-

miden kodierten Oberflächenproteinen. Besonders eingehend wurden das auf dem linearen 49 kb

großen Plasmid kodierte OspA und das auf dem zirkulären 27 kb großen Plasmid kodierte OspC

untersucht (BARBOUR und GARON, 1987; WILSKE et al., 1988 b; 1992 a; 1993 a; b). Ein Sero-

typisierungsschema, das auf der Grundlage verschiedener gegen das OspA gerichteter monoklo-

naler Antikörper entwickelt wurde, zeigt 7 verschiedene Serotypen für B. burgdorferi s. l. auf.

Während B. burgdorferi s. s. und B. afzelii jeweils einem einzelnen OspA-Serotyp (OspA-Sero-

typ 1 bzw. 2) angehören, sind verschiedene Stämme von B. garinii den 5 unterschiedlichen

OspA-Serotypen 3–7 zuzuordnen (WILSKE et al., 1993 a). Einige dieser OspA-Serotypen sind

bevorzugt in bestimmten Patienten- oder Zeckenisolaten zu finden (WILSKE et al., 1996 b). Vor

allem B. afzelii ist eng mit dem Auftreten von Hautmanifestationen assoziiert und ist daher in

über 80% der Hautisolate von Patienten zu finden. Die Verteilungsmuster der verschiedenen

Serotypen in den Liquor- und Zeckenisolaten ist deutlich heterogener. In den Liquorisolaten

können alle sieben OspA-Serotypen gefunden werden, wobei die Hälfte der Isolate OspA-Sero-

typ 4 oder 6 repräsentieren. OspA-Serotyp 6 findet sich auch bei etwa 50% der Zeckenisolate

(Abb. 2). OspA-Serotyp 4 konnte bisher jedoch, trotz seines häufigen Vorkommens in Liquor-

isolaten, nur einmal aus Zecken angezüchtet werden (HU et al., 2001).

Abb. 2Verteilung der sieben OspA-Serotypen bei europäischen B. burgdorferi s. l. – Isolaten
aus Liquor, Zecken und Haut (nach WILSKE et al., 1996 b).
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Bei den bisherigen Untersuchungen der Ultrastruktur von B. burgdorferi s. l. stand die Frage der

Einordnung des Erregers der Lyme Borreliose in die Ordnung der Spirochaetales im Vorder-

grund (BURGDORFER et al., 1982). Aus diesem Grund gibt es vor allem vergleichende ultra-

strukturelle Untersuchungen mit Vertretern anderer Gattungen aus der Ordnung der Spirochae-

tales, wobei die Aufmerksamkeit vor allem den für Spirochäten typischen Merkmalen galt

(GOLDSTEIN et al., 1996; WILSKE et al., 1991). Alle Spirochäten zeichnen sich durch einen

Protoplasmazylinder aus, der durch Zellmembran und Zellwand begrenzt wird. Dieser Komplex

wird durch eine zweite, äußere Membran umgeben. Eine Besonderheit der Spirochäten stellen

die Endoflagellen dar, die zwischen der äußeren Membran und der Zellwand im periplasma-

tischen Raum liegen. Detaillierte Untersuchungen zur Ultrastruktur von B. burgdorferi s. l.

fehlen vor allem für europäische Stämme weitgehend. Eine genaue Kenntnis der Ultrastruktur

der Borrelienzelle ist die Grundlage für die Beurteilung der verschiedenen Formvarianten.

B. burgdorferi s. l. bildet unter verschiedenen für sie ungünstigen Bedingungen Formvarianten,

die als Cysten oder Sphäroplasten beschrieben wurden (BRORSON und BRORSON, 1997; KERSTEN

et al., 1995; SCHALLER und NEUBERT, 1994). Besonders häufig wurden diese bei der Behandlung

von Borrelien mit Antibiotika in vitro beschrieben (KERSTEN et al., 1995; SCHALLER und

NEUBERT, 1994). Allerdings konnte auch bei Kultur der Borrelien in Mangelmedien, oder beim

Kontakt mit Rückenmarksflüssigkeit die Bildung der cystischen Formen beobachtet werden

(BRORSON und BRORSON, 1997; 1998). Besonders interessant ist die Tatsache, daß sphärische

Formen der Borrelien auch aus Patienten nach Antibiotikatherapie isoliert werden können

(PREAC-MURSIC et al., 1996). Dies spricht dafür, daß das Auftreten dieser Formvarianten nicht

auf in vitro Bedingungen beschränkt ist. Vielmehr kann es auch in vivo im Patienten zum Auftre-

ten der cystenartigen Borrelien kommen. Es wird daher spekuliert, daß diese Formvarianten eine

Möglichkeit darstellen, wie Borrelien ungünstige Bedingungen überdauern können. Die detail-

lierte Untersuchung dieser Formvarianten wird vor allem durch die aufwendigen Prozeduren

erschwert, die für ihre Generierung erforderlich sind.

Mikroskopische Methoden zur Untersuchung der Ultrastruktur der Borrelienzelle

Die lichtmikroskopischen Beobachtungen des Erregers, erstrecken sich vor allem auf die Beur-

teilung des Wachstums in Kultur und der Beweglichkeit der Borrelien. Hierfür eignen sich vor

allem Phasenkontrast- und Dunkelfeldmikroskopie. Für eine detaillierte Untersuchung von

B. burgdorferi s. l. stehen nur elektronenmikroskopische Methoden zur Verfügung. Dies liegt

vor allem an der Größe des Bakteriums, das mit einem Zelldurchmesser von 0,2−0,3 µm an der
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Grenze des Auflösungsvermögens des Lichtmikroskops liegt. Bei der Untersuchung der Spiro-

chäten wurde wiederholt die Negativkontrastierung angewandt. Mit dieser Methode ist es

möglich die gesamte Borrelienzelle zu erfassen und gleichzeitig in begrenztem Maße innere

Strukturen zu untersuchen. Außerdem erfordert diese Methode nur einen relativ geringen prä-

parativen Aufwand und wird daher häufig für die Untersuchung bestimmter ultrastruktureller

Merkmale, wie z. B. die Flagellenanordnung, Zellänge und Zelldurchmesser eingesetzt

(BARBOUR et al., 1983 a; PILLOT und RYTER, 1965).

Rasterelektronenmikroskopische Methoden ermöglichen dagegen eine genaue Untersuchung der

Oberfläche und der dreidimensionalen Gestalt von biologischen Präparaten. Um mögliche struk-

turelle Veränderungen des Untersuchungsobjekts durch den Trocknungsvorgang, der wegen der

Untersuchung im Hochvakuum nötig ist, weitgehend auszuschließen, werden die wichtigsten

formgebenden Bestandteile wie Lipide und Proteine vor der weiteren Präparation fixiert. Da-

durch bleibt die natürliche Form der Präparate erhalten. Für die Fixierung von Proteinen haben

sich vor allem Aldehyde, wie Formaldehyd und Glutaraldehyd durchgesetzt (SABATINI et al.,

1963). Daneben wird die Fixierung mit Hilfe von Schwermetallen eingesetzt, die vor allem zu

einer Stabilisierung von Lipiden und anderen Molekülen mit Doppelbindungen führen.

Die Transmissionselektronenmikroskopie erlaubt die Untersuchung des inneren Aufbaus eines

Objekts an Ultradünnschnitten. Hierbei ist es nötig das Objekt bei möglichst gutem Erhalt der

Struktur in eine schneidbare Form zu bringen. Die Präparate werden daher nach der Fixierung in

ein Kunstharz eingebettet, das einerseits die Herstellung von Ultradünnschnitten ermöglicht und

andererseits den Schnitten die nötige Stabilität gibt um den Beschuß mit Elektronen im Trans-

missionselektronenmikroskop (TEM) zu überstehen. Die Ultradünnschnitte stellen aber immer

nur die strukturellen Verhältnisse einer sehr dünnen Schicht des gesamten Objekts dar. Um eine

dreidimensionale Vorstellung vom inneren Aufbau eines Präparats zu erhalten ist es deshalb häu-

fig nötig mehrere aufeinanderfolgende Ultradünnschnitte (Serienultradünnschnitte) zu untersu-

chen.

Neben der Aufklärung rein struktureller Fragestellungen bietet die Elektronenmikroskopie die

Möglichkeit Fragen zur Lokalisation verschiedener Proteine im Verhältnis zu den beobachteten

Strukturen zu beantworten. Eine der wichtigsten Methoden zum Nachweis der Lokalisation von

Molekülen mit antigenen Eigenschaften stellt die Immun-Markierung dar. Hierbei werden die

Antigene mit Hilfe von Antikörpern markiert, die direkt oder indirekt mit einem elektronenmi-
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kroskopisch sichtbaren Marker nachgewiesen werden. Eine der wichtigsten Voraussetzungen für

eine Immun-Lokalisation ist eine hohe Spezifität des verwendeten primären Antikörpers, die mit

Hilfe begleitender immunologischer Tests (z. B. Western-Blots) sichergestellt werden muß.

Für die Immun-Markierung stehen im wesentlichen zwei Präparationsmethoden zur Verfügung,

deren Einsatz von der vermuteten Lokalisation des Proteins, auf der Oberfläche oder innerhalb

der Zelle, abhängt. Für den Nachweis von Proteinen, die auf der Oberfläche von Zellen vermutet

werden, wird das „preembedding“ Verfahren, oder eine Immun-Markierung für die Rasterelek-

tronenmikroskopie eingesetzt. Hier erfolgt die Markierung entweder vor der Fixierung mit Alde-

hyden oder direkt im Anschluß daran vor der weiteren Präparation der Proben. Welche der bei-

den Möglichkeiten eingesetzt wird hängt vor allem von der Reaktion der Epitope auf das Fixans

ab. Häufig werden diese durch die Fixierung so verändert, daß die Reaktion mit dem Antikörper

behindert wird oder völlig unterbleibt. Außerdem besteht die Gefahr, daß das Fixans, trotz der

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, mit den eingesetzten Antikörpern reagiert. Es ist

daher erforderlich zu jeder Markierung Kontrollversuche durchzuführen. Andererseits muß bei

der Markierung unfixierter Präparate häufig mit einer schlechteren Strukturerhaltung gerechnet

werden. Für die Lokalisation intrazellulärer Proteine wird das „postembedding“ Verfahren an-

gewandt. Die Markierung erfolgt hier immer nach Fixierung und Einbettung der Proben am

Schnitt. Hierbei kommt es neben den bereits erwähnten Problemen zu einer Vielzahl weiterer

Schwierigkeiten, die den Nachweis der Lokalisation erschweren.

Bei den Immun-Markierungsverfahren für die Elektronenmikroskopie erfolgt die Detektion des

gebundenen Antikörpers üblicherweise mit Hilfe von Goldkolloiden. Bei der direkten Markie-

rungsmethode ist der spezifische Antikörper mit dem Goldkolloid konjugiert. Allerdings sind

nur in seltenen Fällen goldkonjugierte Antikörper mit der benötigten Spezifität kommerziell er-

hältlich. Häufig erfolgt daher ein indirekter Nachweis, bei dem das Goldkolloid an ein Protein

gebunden ist, das spezifisch mit dem primären Antikörper reagiert. Hierbei handelt es sich

entweder um das von Staphylococcus aureus isolierte Protein A, oder um einen sekundären

Antikörper. Protein A reagiert mit der Fc-Kette von IgG Molekülen, was einen Einsatz unab-

hängig von der Herkunft der primären Antikörpers möglich macht. Eine größere Spezifität be-

sitzt der Nachweis mit einem sekundären goldkonjugierten Antikörper an Stelle von Protein A.

Dieser sekundäre Antikörper bindet spezifischer als Protein A an den primären Antikörper.

Außerdem können zwei sekundäre Antikörper an einen primären Antikörper binden, wodurch

die Signalintensität verstärkt wird.
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Zur Bildentstehung im REM dienen die Sekundärelektronen (SE). Durch den Beschuß des Prä-

parats mit den Elektronen des Elektronenstrahls (Primärelektronen) werden aus der Präparat-

oberfläche Elektronen niedrigerer Energie, die SE herausgeschlagen. Diese werden vom SE-

Detektor „abgesaugt“ und über Szintillator, Photodiode und einen Signalverstärker in Graustufen

umgewandelt. Der Nachweis des Goldkolloids erfolgt durch die Detektion der Rückstreuelektro-

nen (back scattered electrons, BSE). Diese entstehen wenn die Primärelektronen vom Präparat

zurückgestreut werden. Das geschieht um so häufiger je höher die Ordnungszahl des Elements

ist auf das die Primärelektronen treffen. Je mehr BSE an einer Stelle entstehen, desto heller

erscheint diese Stelle im entstehenden BSE-Gesamtbild. Da ein biologisches Präparat überwie-

gend aus Elementen niedriger Ordnungszahl (H, C, N, O) besteht ist der Unterschied in der

Ordnungszahl gegenüber dem Goldkolloid sehr deutlich. Die Goldkolloide treten als hell leuch-

tende Punkte auf dem mittel-, bis dunkelgrauen Präparat deutlich hervor.

Mit Hilfe von Immun-Gold-Markierungen konnte bereits die Lokalisation einiger wichtiger Bor-

relienproteine, wie OspA und OspC, aufgeklärt werden (BARBOUR et al., 1983 b; WILSKE et al.,

1993 b). Die Kenntnis der subzellulären Lokalisation der verschiedenen immundominanten Pro-

teine ist als Grundlage für die Entwicklung einer Vakzine von großer Bedeutung, da als Impf-

Antigen vor allem solche Proteine in Frage kommen, die auf der Oberfläche des Erregers expri-

miert werden. Der in den USA zugelassene Impfstoff auf der Basis des OspA ist wegen der grö-

ßeren Stammheterogenität für den europäischen Raum nicht geeignet. Diese Heterogenität ist

auch bei OspC, dem zweiten wesentlichen Kandidaten für die Vakzineentwicklung zu beobach-

ten (PREAC-MURSIC et al. 1992; WILSKE et al. 1993 b). Deshalb ist es von großem Interesse, ob

OspA und OspC auch konservierte Epitope besitzen, die auf der Oberfläche der Borrelienzellen

exprimiert werden. Darüber hinaus spielen die variabel exprimierten Oberflächenproteine ver-

mutlich eine wesentliche Rolle bei der Infektion der verschiedenen Wirte sowie bei der Dissemi-

nation in die verschiedenen Organe (FINGERLE et al., 1995; FUCHS et al., 1994; WILSKE und

PFISTER, 1995). Die Kenntnis der Lokalisation der verschiedenen immundominanten Proteine

kann daher zu einem besseren Verständnis der Pathogenität und der Interaktionen zwischen Bor-

relien und Wirt beitragen.
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Interaktionen von Borrelien mit Eukaryontenzellen

Einen wesentlichen Faktor für die Pathogenität von Mikroorganismen, und somit auch für Bor-

relien, stellt ihre Fähigkeit dar mit Wirtszellen in Kontakt zu treten. Hierbei wurde vor allem

untersucht auf welche Weise die verschiedenen Zellen des menschlichen Immunsystems, wie

Makrophagen, Leukozyten oder Monozyten, mit den Borrelien interagieren und zu deren Elimi-

nierung beitragen (RITTIG et al., 1994). Durch die Immunantwort werden Entzündungsreaktionen

in Gang gesetzt, die mehrere der beobachteten Symptome, wie Erythema (chronicum) migrans

oder auch die entzündlichen Gelenksreaktionen der Lyme-Arthritis verursachen. Dies konnte vor

allem an Tiermodellen untersucht werden (BENACH et al., 1984; DUCHATEAU et al., 1999).

Daneben spielt jedoch auch die direkte Interaktion der Borrelien mit Wirtszellen, die nicht dem

Immunsystem angehören, eine entscheidende Bedeutung für die Pathogenität. In in vitro Versu-

chen wurde festgestellt, daß Borrelien mit verschiedenen Eukaryontenzellen in Kontakt treten

können. Für Zellen aus dem Gehirn neugeborener Ratten konnte gezeigt werden, daß dieser

Kontakt zu einer Schädigung der Zellen führt (GARCIA-MONCO et al., 1991). In einigen Fällen

führt der Kontakt zwischen Borrelien und Eukaryontenzellen zu einer Aufnahme der Borrelien

ins Cytoplasma der Zelle. Dadurch haben Borrelien die Möglichkeit auf intrazellulärem Weg

Zellschichten aus Nabelschnurzellen zu durchwandern (COMSTOCK und THOMAS, 1989). Darüber

hinaus stellt die intrazelluläre Persistenz für die Borrelien eine Möglichkeit dar, der Immunant-

wort ebenso wie einer Antibiotikatherapie auszuweichen (GIRSCHICK et al., 1996; KLEMPNER et

al., 1993). Bisher liegen jedoch keine Untersuchungen vor, die sich mit der Interaktion von Bor-

relien mit Gehirnzellen humanen Ursprungs auseinandersetzten. Gerade die Tatsache, daß bei

den neurologischen Manifestationen immer wieder chronische Verlaufsformen zu beobachten

sind, macht eine solche Untersuchung interessant.

Ziele der Arbeit

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit ist die detaillierte ultrastrukturelle Untersuchung des zellu-

lären Aufbaus von Borrelia afzelii am Beispiel des Stammes PKo, eines Isolats aus einer Haut-

biopsie eines Patienten aus Europa.

Ein weiteres Untersuchungsziel ist die Aufklärung der subzellulären Lokalisation von p17, p35

und p58 drei wichtigen immundominanten Borrelienproteinen (HAUSER et al. 1997), mit Hilfe

der Immun-Gold-Markierung. Darüber hinaus soll untersucht werden, ob die beiden
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Oberflächenproteine OspA und OspC, die in Europa eine deutliche Heterogenität aufweisen,

neben typspezifischen Epitopen auch konservierte Epitope auf der Oberfläche der Borrelienzelle

besitzen.

Ausgehend vom Stamm PKo soll eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe cystische

Formvarianten der Borrelienzelle in großer Zahl und unter standardisierbaren Bedingungen her-

zustellen sind. Dadurch sollen die ultrastrukturelle Untersuchung dieser Formvarianten, und

deren Vergleich mit der Borrelienzelle ermöglicht werden. Außerdem soll untersucht werden, ob

bekannte Oberflächenproteine der Borrelien auch bei den Formvarianten auf der Oberfläche

lokalisiert sind.

Am Beispiel von zwei Isolaten, aus der Haut (B. afzelii Stamm PKo) bzw. dem Liquor

(B. garinii Stamm PBi) von Patienten mit Lyme Borreliose soll untersucht werden, ob und in

welcher Form es in vitro zu einer Interaktion zwischen Borrelien und humanen Astrozyten –

Gliazellen des Zentralnervensystems – kommt.
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II Material

II.1 Borrelienstämme und Klone

Borrelia afzelii Stamm PKo: OspA Serotyp 2; Hautisolat (WILSKE et al., 1993 a)
Borrelia afzelii Stamm PGau: OspA Serotyp 2; Hautisolat (WILSKE et al., 1993 a)
Borrelia afzelii Klon PKo345 II-2-3 (FINGERLE et al., 2000)
Borrelia afzelii Klon PKo97 K37 (FINGERLE et al., 2000)
Borrelia garinii Stamm PBi: OspA Serotyp 4; Liquorisolat (WILSKE et al., 1993 a)

II.2 Zellinie

1321N1: humane Astrozytomzellinie

II.3 Chemikalien für die Kultur und Zubehör

Modifiziertes Kelly-Medium nach Preac-Mursic (MKP) II-Medium für Borrelien
(PREAC-MURSIC et al., 1986)

Neopepton
Hepes
Natriumcitrat
Glucose
Natriumpyruvat
N-Acetylglucosamin
Natriumbicarbonat
Gelatine
Kaninchenserum (steril; partial hämolysiert)
Rinderserumalbumin
CMRL-1066

Difco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Gibco
Sigma
Gibco

Gefriermedium für Borrelien

MKP II
Glycerin, p.a. Merck

Gefäße und Zubehör für Borrelienkultur

Glasflaschen mit Schraubverschluß (100 ml)
Glasröhrchen (7 ml)
Sterilfilter (Bottletop) 0,45 µm Porendurchmesser
Gefrierröhrchen

Schott
Schott
Sigma
Schultheiß

Kulturmedium für Astrozyten

DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium)
FKS (Fötales Kälberserum); inaktiv
L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin

Sigma
Biochrom
Gibco
Gibco
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Gefriermedium für Astrozyten

Kulturmedium
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma

Gefäße und Zubehör für Zellkultur

Zellkulturflaschen
Multiwell-Gewebekulturplatten (24 well)
Runde Deckgläschen ∅ 12 mm
Gefrierröhrchen NUNC
Nalgene Cryo 1°C Freezing Container
Melinexfolie
Neubauer-Zählkammer

Becton-Dickinson
Becton-Dickinson
Langenbrinck
Nalge Nunc International
Nalgene
Agar Scientific Ltd.

Sonstige Chemikalien

Trypsin/EDTA
Magnesiumchlorid (MgCl2), p.a.
Isopropanol p.a.

Sigma
Merck
Merck

II.4 Chemikalien und Geräte für Proteinbestimmung, Gelelektrophorese und
Westernblot

Chemikalien und Zubehör

Tris (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Acrylamid
Bisacrylamid
APS (Amoniumpersulfat)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Salzsäure (konz.)
Coomassiblau (Brilliant Blue R)
Essigsäure (96%)
Ethanol, p.a
Glycin, p.a.
Glycerin, p.a.
Dithiothreitol
Bromphenolblau
PonceauS Solution
Methanol, p.a.
Amino-Capronsäure
Blottingpapier
Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane (0,45 µm)
Tween® 20
Magermilchpulver
Natriumchlorid, p. a.
Peroxidasekonjugat; Anti Maus (polyvalent)
Diaminobenzidin
Wasserstoffperoxid (30%)

Sigma
Merck
Biozym
Biozym
BioRad
Serva
Merck
Sigma
Merck
Merck
Serva
Schwarz/Mann
Biomol
BioRad
Serva
Merck
Sigma
Schleicher & Schüll
Schleicher & Schüll
Serva
Glücksklee
Merck
DAKO
Sigma
Merck
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Schwefelsäure (rauchend)
Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Proteinstandard (Bovine Plasma γ-Globulin)
Längenstandard SDS-Molekularstandard „High“
Trichloressigsäure

Merck
BioRad
BioRad
Gibco
Merck

Geräte

Protean II Elektrophoresekammer
Model 543 Gel Dryer
Blottingapparatur Semi-Dry Trans Blot Transfer Cell
Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrophotometer

BioRad
BioRad
BioRad
Pharmacia Biotech

II.5 Chemikalien und Geräte für die Antikörperreinigung

Monoklonale Antikörper

L17 G2 anti Osp17; (JAURIS-HEIPKE et al. 1999)
L22 1F8 anti OspC; breitreaktiv; (WILSKE et al. 1993 b)
L22 1F10 anti OspC; spezifisch für OspA Serotyp 2; (WILSKE et al. 1993 b)
L32 1G3 anti OspA; spezifisch für OspA Serotyp 4; (WILSKE et al. 1993 a)

für Negativkontrolle bei Serotyp 2
L32 14G7 anti OspA; spezifisch für OspA Serotyp 2; (WILSKE et al. 1996 a)
L32 1F11 anti OspA; breitreaktiv; (WILSKE et al. 1992 b)
L35 1F4 anti p35; (HAUSER et al. 1997)
L41 1C11 anti Flagellin; breitreaktiv (WILSKE et al. 1990)
L58 L6 anti p58; (unveröffentlicht)

Chemikalien

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), p.a.
Natrium-di-Hydrogenphosphat (NaH2PO4), p.a.
Glycin, p.a.
Salzsäure (konz.)
Tris
Natriumazid (NaN3)

Merck
Merck
Serva
Merck
Sigma
Merck

Geräte

Sterilfilter (Steritop) 0,22 µm Porendurchmesser
ProteinG-Säule HiTrap
Pump P-1

Millipore
Pharmacia
Pharmacia/LKB

II.6 Chemikalien und Zubehör für die Elektronenmikroskopie

Chemikalien

Cacodylat (Dimethylarsinsäure, Natriumsalz, Trihydrat), p.a.
Magnesiumchlorid (MgCl2), p.a.
Glutaraldehyd (25% solution), EM Grade

Merck
Merck
SCI Science Services
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Aceton, p.a.
Spurr (Einbett-Harz)
Collodium
n-Butylacetat, p.a.
Ampuwa® (pyrogenfreies Aqua dest.)
Osmiumtetraoxid, p.a.
Uranylacetat, p.a.
Tween® 20
Gelatine, gepulvert
BSA (Bovine Serum Albumin)
Natriumchlorid (NaCl), p.a.
Kaliumchlorid (KCl), p.a.
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), p.a.
Kalium-di-Hydrogenphosphat (KH2PO4), p.a.
Bleinitrat, p.a.
Tri-Natriumcitrat, Dihydrat, p.a.
Natriumhydroxid p.a.; Plätzchen
Phosphorwolframsäure, Hydrat
Natriumazid
D-Glucose; rein

Roth
Plano
BioRad
Merck
Fresenius
SCI Science Services
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma Aldrich
Sigma
Riedel-DeHaën

Zubehör

Cu- und Ni-Netzchen (150-300 „Mesh Square”; 100 “Parallel
Bar”)
Ultramikrotom Ultracut E
Pyramitome® 11800
Fräse TM 60
Knifemaker 7800
Sputtercoater E5000M
Bedampfungsgerät Balzers BaE 121
Diamantmesser
Glasstäbe für Messer
geformte Kohlestäbe; 6,15 mm ∅; 55 mm Länge
Kritisch-Punkt-Trocknung E3000

SCI Science Services

Reichert-Jung
Pharmazia/LKB
Reichert-Jung
Pharmazia/LKB
Baltec
Balzers
Drukker bzw. Diatome
Labtec
Plano
Fisons Instruments

II.7 Chemikalien und Zubehör für die Lichtmikroskopie

DAPI (Diamino-Phenylindol Dihydrochlorid Hydrat)
Live/Death Stain® BacLight Bacterial Viability Kit
Vybrant DiO Cell-Labeling Solution
Merckoglas® (Flüssiges Deckglas)
Vectashield® Mounting-Medium
Anti-Maus AK Cy3 konjugiert
Anti-Maus AK mit 6 nm bzw. 12 nm Gold-Konjugat
12-well Multitest slides

Sigma
Molecular Probes
Molecular Probes
Merck
Vector Laboratories
Dianova
Dianova
ICN Biomedicals
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II.8 Mikroskope

DM IRB inverses Lichtmikroskop; mit Phasenkontrast;
Okulare: Plan 10x; Objektive: Plan 5x/0,12; 20x/0,4; 40x/0,55

Leica

Dialux 22 Lichtmikroskop mit Phasenkontrast und Dunkelfeld
Okulare: Periplan 12,5x; Objektive: PL Fluotar 10x/0,3; 40x/0,7

Leitz

Axioplan Lichtmikroskop mit Phasenkontrast;
Fluoreszenzeinrichtung mit Quecksilberhochdruckdampflampe
HBO100W mit den Filtereinsätzen: UV G 365/395/397; Blau BP
485/450-490/546 und Grün BP 546/580/590
Okulare: PL 10x; Objektive: Plan Neofluar 10x/0,3; 16x/0,5;
40x/0,75; Plan Apochromat 63x/1,4
mit CCD-Kamera-System CE200A

Zeiss

Photometrics

Axiophot Lichtmikroskop mit Phasenkontrast und Differential-
Interferenz-Kontrast;
Okulare: PL 10x; Objektive: Plan Neofluar 10x/0,3; 40x/0,75;
100x/1,3; Optovar: 1,25; 1,6 und 2,0
mit Kamaraadapter
Digitale Kamera DCS 460

Zeiss

Kodak

Transmissionselektronenmikroskop EM 109 Zeiss

Feldemissionsrasterelektronenmikroskop S-4100
mit BSE-Detektor (YAG-Typ, AUTRATA)
und digitalem Bildaufnahmesystem Digiscan und Digital
Micrograph

Hitachi
Plano
Gatan

Transmissionselektronenmikroskop EM 912 mit „Omega“
Energiefilter

Leo

II.9 Zentrifugen und Zubehör

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
Sorvall Instruments SS34 Rotor
Rotanta/RP
Tischzentrifuge EBA 12
Falcon®-Röhrchen

DuPont Instruments
DuPont Instruments
Hettrich
Hettrich
Becton Dickinson Labware

II.10 Chemikalien und Geräte für die Filmentwicklung

Chemikalien

Rodinal B&W Film Developer
Multikontrast Developer
Schnellfixierer Hypam
Netzmittel Mirasol 2000 Antistatic
Essigsäure

AGFA
AGFA
Ilford
Tetenal
Roth
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Filme und Fotopapier

AgfaOrtho
AgfaPan APX 25
Electron Image Film
Fotopapier Multicontrast Premium

AGFA
AGFA
Kodak
AGFA

Geräte

Vergrößerer: Tempomat 912VC Kienzle

II.11 Programme für die digitale Bildverarbeitung

Digital Micrograph
Adobe Photoshop
Quark-X-Press®
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III Methoden

III.1 Kultur der Borrelien

Borrelienkultur

Die Borrelien werden in MKP-Medium (PREAC-MURSIC et al., 1986) in Glasröhrchen kultiviert.

Dazu werden routinemäßig etwa 0,5 ml einer dicht bewachsenen Borrelien-Kultur zu 6,5 ml

Kulturmedium pipettiert. Die Kulturen werden bei 33°C im Brutschrank inkubiert. Für größere

Versuchsansätze werden 7 ml einer dicht bewachsenen Borrelienkultur in 100 ml MKP-Medium

angeimpft. Die Kulturen werden alle 5–8 Tage überimpft, spätestens jedoch, wenn der im Me-

dium befindliche Indikator durch einen Farbumschlag von rot nach gelb eine Ansäuerung des

Mediums anzeigt. Die Kontrolle der Kulturen auf Verunreinigung, sowie Beweglichkeit und An-

zahl der Borrelien erfolgt mittels Dunkelfeldmikroskopie. Für alle Versuch werden frühe oder

mittlere Passagen der Borrelien (Passage 10–25) verwendet.

Bestimmung der Borrelienzahl

Zur Bestimmung der Borrelienzahl wird eine am Max von Pettenkofer Institut entwickelte

Methode verwendet. Dazu werden 13 µl Borrelienkultur auf einen Objektträger (OT) pipettiert

und mit einem Deckglas (24 x 60 mm) luftblasenfrei bedeckt. Anschließend wird bei 400-facher

Vergrößerung die Anzahl der Borrelien in 20–50 Objektfeldern mittels Dunkelfeldmikroskopie

ausgezählt.

Die Anzahl der Borrelien/ml wird nach folgender Formel berechnet:

Borrelien/ml = 
µl 3er x Objektfeld gezählte

1000 x 3500x Borrelien  gezählte

(3500: errechnete Anzahl der Objektfelder; 3 µl: errechnetes Objektfeldvolumen;

1000: Umrechnung der µl in ml)

Die Ergebnisse dieser Methode stimmen mit der Zellzahlbestimmung mit der Petroff-Hauser-

Zählkammer überein.
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Wachstumskurven

Zur Erstellung der Wachstumskurven wird eine bestimmte Menge an Borrelien in Kulturröhr-

chen angeimpft. Die Anzahl der Borrelien wird während der ersten 5 Tage täglich, dann bis zum

12 Tag jeden zweiten Tag nach der oben beschriebenen Methode bestimmt. Zur Absicherung der

Ergebnisse wurden die Versuche zweimal in je drei Parallelen durchgeführt.

Einfrieren und Auftauen der Borrelienkulturen

1 ml einer dicht bewachsenen Borrelienkultur wird zu 1 ml Glycerin pipettiert und gut gemischt.

Die Borrelien werden bei -70°C eingefroren und gelagert.

Die gefrorenen Kulturen werden bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut und in ca. 6,5 ml Kultur-

medium angeimpft.

III.2 Kultur der Astrozyten

Zellkultur

Die Astrozyten werden in Zellkulturmedium in einem Brutschrank bei 37°C und einer

Atmosphäre mit 5% CO2 kultiviert.

Zellkulturmedium:

DMEM

10% FKS

2 mM L-Glutamin

Es werden 1–2 x 104 Zellen/ml Kulturmedium angeimpft. Das Medium wird ca. alle 4 Tage

gewechselt. Hat sich ein weitgehend lückenloser Zellrasen gebildet, werden die Zellen „ge-

splittet“. Dazu wird das Medium abpipettiert und die Zellen werden mit Trypsin/EDTA über-

schichtet und für 3 min bei 37°C inkubiert. Anschließend werden die Zellen mit DMEM vom

Kulturgefäß abgespült und in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Die Zellen werden bei 800 upm

(Rotanta/RP) für 8 min zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Im Anschluß daran werden

die Zellen in Kulturmedium resuspendiert, auf die gewünschte Zellzahl eingestellt und in Zell-

kulturflaschen überführt.
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Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl/ml wird mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Es wird ein Großquadrat

(= 0,1mm3) ausgezählt.

Zellen/ml = n x 104

n = gezählte Zellen/Großquadrat

Einfrieren und Auftauen der Zellkulturen

5 ml Zellsuspension werden in einem Gefrierröhrchen auf Eis mit 1 ml FKS gemischt und mit

10% DMSO versehen. Anschließend werden die befüllten Gefrierröhren in den, mit Isopropanol

gefüllten, Gefriercontainer gestellt und bei -70°C eingefroren.

Die Zellkultur wird im Wasserbad bei 37°C so weit angetaut, daß sich die noch gefrorene Kultur

vom Gefrierröhrchen löst. Sie wird sofort in Zellkulturmedium, das mit Penicillin und Strepto-

mycin versetzt wurde, überführt und in Zellkulturflaschen gefüllt.

III.3 Koinkubation von humanen Astrozyten und Borrelien

Für die Adhärenzversuche der Borrelien an Astrozyten werden die Astrozyten in Multiwell

Gewebekulturplatten mit antibiotikafreiem Medium kultiviert. Je nach Untersuchungsmethode

werden sie

• auf Deckgläschen, für die Licht- und Rasterelektronenmikroskopie, bzw.

• auf Melinexfolie oder Deckgläschen für die Transmissionselektronenmikroskopie

kultiviert. Nach 24 Std. Kulturdauer auf Deckgläschen bzw. 48–72 Std. auf Melinexfolie bildet

sich ein weitgehend geschlossener Zellrasen. Nachdem sich ein Zellrasen ausgebildet hat, wird

das Kulturmedium entfernt. Borrelien aus Kulturen, die sich in der log-Phase befinden, werden

aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Rotanta/RP) und in Zellkulturme-

dium resuspendiert. Die gewünschte Borrelienzahl wird mit Zellkulturmedium ohne Antibiotika

eingestellt. Das Zahlen-Verhältnis von eingesetzten Borrelien zu eingesetzten Astrozyten beträgt

10:1. Die Borreliensuspension wird zur Koinkubation auf die Astrozyten pipettiert und nach

verschiedenen Zeitintervallen wieder abpipettiert. Die Zellen werden 2 x mit Cacodylatpuffer

gewaschen. Anschließend können die Proben entweder für die Raster- oder die Transmissions-

elektronenmikroskopie präpariert (siehe III.10; S. 34) oder im Lichtmikroskop (LM) ausgezählt
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werden. Für die Transmissionselektronenmikroskopie werden die auf Deckgläschen gewach-

senen Zellschichten der Astrozyten nach der Osmiumfixierung mit einer Pinzette abgezogen.

Erfolgt die Kultur auf Melinexfolie, so werden die Zellen zusammen mit der Folie präpariert und

geschnitten. Die Auszählung der adhärenten Borrelien erfolgt im Fluoreszenzmikroskop. Die

Zellen werden dazu mit dem Fluoreszenzfarbstoff Vybrant DiO Cell-Labeling Solution gefärbt

(siehe III 9.4; S. 34). Die Färbung der Borrelien erfolgt mittels Immunfluoreszenzmarkierung

(siehe III.9.3; S. 32) mit dem gegen das Flagellenprotein gerichteten monoklonalen Antikörper

(MAK) L41 1C11 und einem mit Cy3 gekoppelten sekundären Antikörper (AK). Es wurden die

an 100 Astrozyten adhärierenden Borrelien pro Zeiteinheit ausgezählt.

Astrozyten, die nicht mit Borrelien koinkubiert werden (Kontrollversuche), werden bis zum

Ende der Koinkubationsdauer im Zellkulturmedium auf Deckgläschen bzw. Melinexfolie kulti-

viert und im Anschluß daran wie die Koinkubationspräparate behandelt.

III.4 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der gereinigten MAK und des Borrelienproteins wurden nach der

Methode von BRADFORD (1976) mit Bovine Plasma γ-Globulin (BioRad) als Proteinkonzen-

trationsstandard bestimmt.

III.5 Affinitätschromatographische Reinigung der monoklonalen Antikörper

Startpuffer: 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7

Natriumphosphatlösungen: 0,2 M Na2HPO4, pH 9 und 0,2 M NaH2PO4, pH 4

Eluationspuffer: 0,1 M Glycin/HCl Puffer, pH 2,7

Neutralisationspuffer: Tris/HCl-Puffer, pH 8

Lagerungspuffer für die Säule: 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7 mit 0,1% NaN3

Für die Reinigung der MAK wird der Überstand (50 ml) der Hybridoma-Zellkulturen steril-

filtriert und mit der entsprechenden Natriumphosphatlösung auf pH 7 eingestellt. Die Protein G-

Säule wird mit Startpuffer gespült. Anschließend werden die Antikörper mittels einer Pumpe auf

die Protein G-Säule aufgetragen (Flußrate ca. 60 ml/h). Die Antikörper werden dabei reversibel

an das Protein G der Säule gebunden. Mit dem Eluationspuffer werden die Antikörper, bedingt

durch den pH-Wechsel, von der Säule gewaschen und in Eppendorfgefäßen mit 100 µl Neutrali-
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sationspuffer aufgefangen. Die Protein G-Säule wird mit Startpuffer gespült und in Lagerpuffer

aufbewahrt. Die gereinigten Antikörper können bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert

werden.

Um festzustellen welche Fraktionen die Antikörper enthalten, wird von jeder zweiten bzw.

dritten Fraktion ein Western-Blot angefertigt.

III.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach LAEMMLI (1970) wurde zur Auftrennung des

Borrelienzelllysats als Grundlage für den Westernblot durchgeführt. Außerdem wurde sie zur

Überprüfung der antikörperhaltigen Fraktionen nach der Säulenchromatographie eingesetzt

(siehe III.5; S. 24).

III.6.1 Vorbereitung der Proteinproben

20-fach konzentrierte PBS Stammlösung:

78,85 g NaCl

34,25 g K2HPO4 x 3 H2O

3,9 g KH2PO4

in 500 ml Aqua dest. lösen.

Dieser Puffer wird zur Anwendung auf einfache Konzentration verdünnt und mit HCl auf

pH 7,4 eingestellt.

Waschpuffer:

PBS, pH 7,4 mit 5 mM MgCl2

Reduzierender Probenpuffer für Borrelienproteine:

1 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

0,8 ml Glyzerin

1,6 ml 10% (w/v) SDS

0,8 g Dithiothreitol

0,05% (w/v) Bromphenolblau

in 4,6 ml Aqua dest. lösen.
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Nicht-reduzierender Probenpuffer für MAK:

1 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

0,8 ml Glyzerin

1,6 ml 10% (w/v) SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau

in 4,6 ml Aqua dest. lösen.

Dicht bewachsene Borrelienkulturen (Zellzahl ~ 107/ml) werden aus dem Kulturmedium abzen-

trifugiert (20 min bei 10000 upm, Sorvall RC-5B; 15°C). Der Überstand wird verworfen und das

Sediment 4 x mit Waschpuffer gewaschen. Anschließend wird das Sediment in Waschpuffer re-

suspendiert und es wird eine Proteinbestimmung (siehe III.4; S. 24) durchgeführt. Danach wird

die Borreliensuspension wird auf eine Proteinkonzentration von 2000–5000 µg/ml eingestellt.

Die Borreliensuspension wird 1:2 mit dem reduzierenden Probenpuffer verdünnt und 5 min bei

100°C denaturiert. Nun ist die Probe bei -20°C lagerbar.

Die Fraktionen der Antikörperreinigung werden mit nicht-reduzierendem Probenpuffer verdünnt

(1:2) und bei 100°C denaturiert.

III.6.2 Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele und Gelelektrophorese

Trenngel 12,5% (für Borrelienproteine):

5,63 ml Aqua dest.

6,0 ml 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8

240 µl 10 % (w/v) SDS-Lösung

12,0 ml 25 % (w/v) Bis-/Acrylamid

120 µl 10% (w/v) APS

12 µl TEMED

Trenngel 7,5% (für MAK):

10,43 ml Aqua dest.

6,0 ml 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8

240 µl 10 % (w/v) SDS-Lösung

7,2 ml 25 % (w/v) Bis-/Acrylamid

120 µl 10% (w/v) APS

12 µl TEMED
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Sammelgel 3,9 %:

5,78 ml Aqua dest.

2,5 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

100 µl 10 % (w/v) SDS-Lösung

1,56 ml 25 % (w/v) Bis-/Acrylamid

50 µl 10% (w/v) APS

10 µl TEMED

10 x Elektrophoresepuffer:

30 g Tris

144 g Glycin

10 g SDS

in Aqua dest. lösen und auf 1 l auffüllen.

Die Gießplatten und der Gießstand werden mit 0,75 mm Abstandshaltern zusammengebaut. Der

Ansatz für das Trenngel wird vorbereitet und vorsichtig zwischen die Platten gefüllt. Nun wird

das Gel mit Wasser überschichtet. Nach 1 Stunde ist das Gel bei Raumtemperatur vollständig

auspolymerisiert. Das Wasser wird abgekippt und der Zwischenraum mit Filterpapier getrocknet.

Die Lösung für das Sammelgel wird vorsichtig auf das Trenngel gegossen und in das noch flüs-

sige Gel wird ein Kamm mit 10–12 Ladetaschen gesteckt. Nach 45 min ist das Sammelgel voll-

ständig polymerisiert und der Kamm wird entfernt. Das Gel wird in die Elektrophoreseapparatur

eingesetzt und der Behälter mit 1 x Elektrophoresepuffer gefüllt. Das vorbereitete Borrelien-

gesamtprotein oder Proben aus jeder zweiten Reinigungsfraktion der MAK werden in die Lade-

taschen pipettiert (3–5 µg Protein/Spur; max. 15 µl/Spur). Die Elektrophorese wird mit 200 V

durchgeführt und dauert ca. 1 Std. Die Elektrophorese ist beendet, wenn die Bromphenolblau-

Front fast unten angekommen ist.

III.6.3 Färbenung der Proteine

Fixierlösung:

100 ml Essigsäure

300 ml Ethanol

600 ml Aqua dest.
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Färbelösung:

0,75 g Coomassie Brillant Blue R

500 ml Methanol

100 ml Essigsäure

400 ml Aqua dest.

Lösung zum Entfärben des Hintergrunds:

100 ml Essigsäure

250 ml Methanol

650 ml Aqua dest.

Nach beendeter Elektrophorese wird das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das Trenngel

wird für 15 min fixiert. Anschließend wird das Trenngel für 30 min gefärbt. Zur Differenzierung

der Banden wird das Trenngel für 30–60 min entfärbt. Der Vorgang ist beendet, wenn sich die

Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abheben. Das Gel wird zwischen 2 Stücken Cellophan

in einer Gel-Trocknungs-Apparatur getrocknet.

III.7 Westernblot

Der Proteintransfer von den SDS-Polyacrylamidgelen auf die Nitrocellulosemembran erfolgte

nach der „Semi-dry-blotting-Methode“ von KYHSE-ANDERSEN (1984).

III.7.1 Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran

Anodenlösung I, pH 10,5:

36,3 g Tris

200 ml Methanol

in Aqua dest. lösen und auf 1 l auffüllen.

Anodenlösung II, pH 10,4:

3,03 g Tris

200 ml Methanol

in Aqua dest. lösen und auf 1 l auffüllen.
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Kathodenlösung, pH 7,5:

5,2 g ε-Amino-Capronsäure

200 ml Methanol

in Aqua dest. lösen und auf 1 l auffüllen.

18 Filterpapiere werden auf Gelgröße zugeschnitten. 6 Filterpapiere werden mit Anodenlösung I

und 3 Filterpapiere mit Anodenlösung II angefeuchtet. Ein in der gleichen Größe zugeschnittenes

Stück Nitrocellulosemembran wird ebenfalls mit Anodenlösung II angefeuchtet. Filterpapiere

und Nitrocellulosemembran werden in der oben beschriebenen Reihenfolge übereinander auf die

Anode der „Blotting“-Apparatur gelegt.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wird das Sammelgel vorsichtig vom Trenngel gelöst,

das Trenngel mit Kathodenlösung angefeuchtet und auf die Nitrocellulosemembran gelegt. Die

restlichen 9 Filterpapiere werden mit Kathodenlösung angefeuchtet und übereinander auf das Gel

gelegt. Die Kathode wird angebracht, die „Blotting“-Apparatur geschlossen und die Proteine

werden bei einer Spannung von 15 V und 60 mA Stromstärke für ca. 1 Std. vom Trenngel auf

die Nitrocellulosemembran transferiert.

III.7.2 Färben der Nitrocellulosemembran

Ponceau S Lösung:

0,2% Ponceau S Lösung in 3% Trichloressigsäure

Nach beendetem Transfer wird die Nitrocellulosemembran zur Darstellung der Proteinbanden

ca. 5 min mit Ponceau S Lösung gefärbt. Die gefärbte Membran wird zur Dokumentation foto-

kopiert und anschließend mit Aqua dest. entfärbt.

III.7.3 Blockieren unspezifischer Bindungsstellen

Blockierungspuffer, pH 7,4:

3,95 g Tris

5,85 g NaCl

0,5 ml Tween® 20

25 g Magermilchpulver

in Aqua dest. lösen, mit HCl den pH-Wert einstellen und auf 500 ml auffüllen.
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Die Membran wird für 1 Stunde bei 37°C oder über Nacht bei 4°C zur Absättigung unspezi-

fischer Bindungsstellen geblockt. Anschließend kann die Membran getrocknet und im Kühl-

schrank aufbewahrt, oder sofort weiterverwendet werden.

III.7.4 Nachweis der Proteine auf der Nitrocellulosemembran

Waschpuffer:

20 ml 1 M Tris/HCl, pH 7,4

18 g NaCl

4 ml Tween® 20

in Aqua dest. lösen und auf 2 l auffüllen.

Verdünnungspuffer für Seren und Konjugat:

500 ml Waschpuffer

5 g Magermilchpulver

Substratlösung für die enzymatische Farbreaktion:

50 mg Diaminobenzidin

5 ml 1 M Tris/HCl, pH 7,4

in Aqua dest. lösen und auf 100 ml auffüllen.

Kurz vor der Verwendung werden  50 µl 30% H2O2 zugeben.

Die MAK werden mit dem Verdünnungspuffer für Seren je nach Konzentration und Reaktivität

der einzelnen MAK verdünnt. Die Inkubation der Nitrocellulosemembran mit den MAK erfolgt

über Nacht bei RT auf dem Schüttler. Anschließend werden die MAK abpipettiert und die Mem-

bran 4 x je 10 min mit Waschpuffer gewaschen.

Bei der Kontrolle der Reinigungsfraktionen werden die MAK direkt auf die Nitrocellulosemem-

bran transferiert und können anschließend direkt mit Hilfe des Konjugats nachgewiesen werden.

Das Peroxidase-Konjugat wird 1:1000 mit Verdünnungspuffer verdünnt und die Membran für

2 Std. bei RT auf dem Schüttler darin inkubiert.

Anschließend wird die Membran 4 x je 10 min mit Waschpuffer gewaschen.



III Methoden 31

Zur Darstellung des gebundenen Konjugats wird die Membran ca. 5 min mit Substratlösung

inkubiert. Die Färbelösung wird abgenommen und die Farbreaktion durch Zugabe von 1 N

H2SO4 gestoppt. Anschließend wird mit Aqua dest. gespült und die Membran 1–2 Std. zwischen

Filterpapier getrocknet.

III.8 Erzeugen von kokkoiden Morphotypen bei Borrelien

Die Borrelien werden aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Sorvall

RC-5B) und für 5 min in 50 mM Cacodylatpuffer, oder in autoklaviertem Aqua dest. inkubiert.

In beiden Fällen kommt es zur Bildung der kokkoiden Morphotypen.

Zur Untersuchung der Kultivierbarkeit der kokkoiden Morphotypen werden die in sterilem Aqua

dest. gebildeten kokkoiden Morphotypen nach bestimmten Zeitintervallen wieder in MKP-

Medium angeimpft und bei 33°C inkubiert. Als Kontrollversuch, ob die Bildung der kokkoiden

Morphotypen alle Borrelienzellen umfaßt, wird ein Teil der Suspension über einen Filter mit

0,45 µm Porengröße gefiltert. Diesen Filter können nur schraubenförmige Borrelienzellen pas-

sieren. Anschließend wird versucht aus dem Filtrat ebenfalls Borrelien in MKP-Medium zu

kultivieren.

Die Kontrolle der Veränderungen während der Inkubation in hypotonen Medien erfolgt licht-

mikroskopisch im Dunkelfeld oder Phasenkontrast. Zur Verlaufskontrolle der Kultur der

kokkoiden Morphotypen wird diese jeden zweiten Tag mikroskopiert. Die Kontrolle der Kultur

des Filtrats erfolgt während der ersten Woche alle zwei Tage, anschließend nur noch einmal

wöchentlich, bis zu einer Kulturdauer von 4 Wochen.

III.9 Lichtmikroskopische Methoden

III.9.1 DAPI-Färbung

DAPI-Stammlösung:

1 mg DAPI in 1 ml Aqua dest. lösen.

Die kokkoiden Morphotypen werden mit DAPI gefärbt um das Vorhandensein von DNA zu

überprüfen. Die DAPI-Färbung wird auch angewandt, um die Astrozyten auf eine mögliche
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Kontamination mit Mycoplasmen hin zu untersuchen. Dazu wird das Präparat mit der verdünn-

ten DAPI-Lösung (0,1 µg/ml) versetzt. Durch die Komplexbildung mit der DNA des Präparats

entwickelt sich nach ca. 10–30 min eine blaue Fluoreszenz (454 nm), die durch eine Anregung

im UV-Bereich (364 nm) im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kann. Der DAPI-

DNA Komplex fluoresziert um ein vielfaches stärker als die DAPI-Lösung allein, daher kann auf

das Waschen des Präparats im Anschluß an die Färbung verzichtet werden.

III.9.2 Vitalfärbung

Zur Überprüfung der Vitalität der kokkoiden Morphotypen wurde der Live/Death Stain®

BacLight™ (Molecular Probes) für Bakterien verwendet. Zunächst wurde überprüft, ob sich

dieser Test unter Verwendung des vom Hersteller angegebenen Protokolls für Borrelien eignet.

Nachdem die Eignung des Färbeverfahrens bestätigt werden konnte, wurde der Test nach den

Angaben des Herstellers für die Färbung der kokkoiden Morphotypen eingesetzt.

III.9.3 Immunfluoreszenztest (IFT)

Der IFT ermöglicht den lichtmikroskopischen Nachweis der Expression eines bestimmten Pro-

teins für einzelne Borrelienzellen. Zur spezifischen Markierung von Proteinen, die auf der Ober-

fläche der Borrelienzelle exprimiert werden, wird die Fluoreszenzmarkierung an lebenden,

unfixierten Borrelien durchgeführt. Zum Nachweis der Proteinexpression unabhängig von der

Lokalisation werden im konventionellen IFT luftgetrocknete und methanolfixierte Borrelien

verwendet.

Durchführung der Markierung

PBS, pH 7,4:

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,5 g Na2HPO4

0,2 g KH2PO4

in Aqua dest. lösen, pH-Wert mit HCl einstellen und auf 1 l auffüllen.
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Waschpuffer:

PBS mit 5 mM MgCl2; pH 7,4

Verdünnungspuffer (Block):

PBS mit 2,15% BSA; pH 7,4

IFT an lebenden Borrelien

Die Borrelien werden aus gut bewachsenen log-Phase Kulturen abzentrifugiert (20 min bei 2500

upm; Rotanta/RP) und in einer verdünnten Lösung des jeweiligen MAK resuspendiert.

Inkubationsschema:

Präparationsschritt Zeit

Inkubation mit MAK 30 min bei 37°C

Waschen mit Verdünnungspuffer 3 x je 10 min

Inkubation mit Cy3 gekoppeltem sek. AK 30 min bei 37°C

Waschen mit PBS 3 x je 10 min

Anschließend werden die Borrelien auf „Multitest-Slides“ pipettiert. Die Präparate werden über

Nacht im Dunkeln getrocknet und mit Vectashield® und einem Deckglas bedeckt. Zur Herstel-

lung von Dauerpräparaten wird das Deckglas mit Merckoglas® umrandet. Anschließend werden

die Präparate bei einer Anregungswellenlänge von 546 nm im Fluoreszenzmikroskop mikrosko-

piert.

Konventioneller IFT

Die Borrelien werden aus dicht bewachsenen Kulturen, die sich in der log-Phase befinden, ab-

zentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Rotanta/RP) und 5 x mit Waschpuffer gewaschen. Anschlie-

ßend werden sie auf „Multitest-Slides“ pipettiert und über Nacht getrocknet. Die Borrelien

werden durch kurzes Eintauchen in kaltes Methanol (-20°C) fixiert. Anschließend werden die

fixierten Borrelien nach obigem Inkubationsschema markiert und mit Vectashield® und einem

Deckglas bedeckt. Zur Herstellung von Dauerpräparaten wird das Deckglas mit Merckoglas®

umrandet. Die Borrelien werden im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von

546 nm mikroskopiert.
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Alle Borrelien in einem Objektfeld wurden zuerst im Phasenkontrast und anschließend bei Fluo-

reszenzanregung ausgezählt, um die Anzahl markierter Borrelien im Verhältnis zu unmarkierten

Borrelien zu bestimmen. Pro Versuchsansatz wurden 100 Borrelien im Phasenkontrast ausge-

zählt dieser Wert gleich 100% gesetzt, und mit der Anzahl der markierten Borrelien in Relation

gebracht.

III.9.4 Färbung humaner Astrozyten mit „DiO“

Färbelösung:

5 µl DiO + 1 ml PBS

Von den adhärent auf Deckgläschen in Multiwell-Gewebekulturplatten gewachsenen Astrozyten

wird das Kulturmedium abpipettiert. Anschließend wird die Zellschicht mit 100 µl Färbelösung

pro Deckgläschen für 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden 3 x mit PBS gewaschen. Die

Deckgläschen mit den Astrozyten werden auf einen OT gelegt, mit Vectashield® und einem

Deckglas bedeckt und mit Merckoglas® umrandet. Die Präparate werden im Fluoreszenzmikro-

skop bei einer Anregungswellenlänge von 450–490 nm mikroskopiert.

III.10 Elektronenmikroskopische Methoden

III.10.1 Fixieren, en bloc-Kontrastieren und Entwässern

In der Elektronenmikroskopie werden vor allem Glutaraldehyd und Formaldehyd als chemische

Fixantien für biologische Präparate eingesetzt. Sie dienen der Fixierung von Proteinen durch

Quervernetzung und tragen so zum Strukturerhalt der Präparate bei. Die Verwendung von Gluta-

raldehyd führt, wegen der stärkeren Quervernetzung der Proteine, zu einem besseren Strukturer-

halt, wobei die Proteine ihre antigenen Eigenschaften verlieren können (SCHIMMEL und VOGELL,

1975).

Zur Fixierung der Lipide wird OsO4 verwendet. Es reagiert mit den Doppelbindungen in unge-

sättigten Fettsäuren, wobei die Fixierung der Membranen von besonderer Bedeutung ist.

Osmium führt zusätzlich auf Grund seiner hohen Ordnungszahl zu einer Kontrastierung der

Präparate, wie sie für die Transmissionselektronenmikroskopie erwünscht ist (SCHIMMEL und

VOGELL, 1975).
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Eine Kontrastierung und Stabilisierung von DNA und RNA kann mit Uranylacetat erzielt wer-

den, da das Uranylion mit den Phosphatgruppen der Nucleinsäuren reagiert (KELLENBERGER et

al., 1958).

Im Anschluß an die Fixierung werden die Präparate in einer Acetonreihe steigender Konzentra-

tion schrittweise entwässert.

Standardpräparation für die Rasterelektronenmikroskopie

Fixierungspuffer; pH 7,0:

100 mM Cacodylat

2 mM MgCl2

Der pH-Wert wird mit HCl eingestellt.

Fixans:

2,5% Glutaraldehyd in Fixierungspuffer

OsO4-Lösung:

4% OsO4 in Ampuwa®

Diese Lösung wird vor Verwendung mit Fixanspuffer auf eine 1%-ige Lösung verdünnt.

Fixierungsschema:

Präparationsschritt Zeit

Abzentrifugieren der Borrelien aus dem

Medium 6000 upm (Sorvall RC-5B)

20 min

Inkubation in Fixans 1 Std.

Die Borrelien werden nun mit Hilfe einer Kryo-Präparationstechnik auf gereinigte, markierte OT

aufgebracht. Dazu wird die fixierte Borreliensuspension auf den OT pipettiert, mit einem Deck-

glas bedeckt und in flüssigen Stickstoff getaucht. Anschließend wird das Deckglas sofort mit

einer Rasierklinge abgesprengt und der OT mit den Borrelien wird nochmals für 30 min

nachfixiert. Das Fixans wird ausgewaschen und die Proben nach folgendem Schema schrittweise

entwässert.
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Präparationsschritt Zeit

Waschen mit Fixierungspuffer (3 x) 5 min, 15 min, 30 min

Fixieren mit 1% OsO4 Lösung 30 min

Waschen mit Aqua dest. (3 x) 5 min, 15 min, 30 min

10% Aceton 15 min

20% Aceton 15 min

40% Aceton 15 min

60% Aceton 15 min

80% Aceton 15 min

100% Aceton (3 x) 5 min, 15 min, 30 min

Die Astrozyten werden nach der Kultur auf Deckgläschen mit bzw. ohne anschließender Koin-

kubation mit Borrelien (siehe III.3; S. 23) weitgehend nach dem gleichen Zeitschema präpariert.

Die Zellen verbleiben auf den Deckgläschen, daher entfallen die Zentrifugationsschritte ebenso

wie die Nachfixierung mit Glutaraldehyd. Abweichend von obigem Protokoll beträgt die Inku-

bationszeit in Fixans 2 Std., die in 1%-iger OsO4-Lösung 1 Std..

Standardpräparation für die Transmissionselektronenmikroskopie

4% (w/v) Uranylacetatlösung:

2 g Uranylacetat

50 ml Ampuwa®

Diese Lösung wird mit Aqua dest. und Aceton auf 1% Uranylacetat in 20% Aceton eingestellt.

Die Präparation für die Transmissionselektronenmikroskopie folgt weitgehend dem oben ange-

gebenen Zeitschema. Allerdings werden alle Schritte der Borrelienpräparation im Eppendorf-

gefäß durchgeführt, die Borrelien werden nicht auf OT aufgebracht. Dadurch entfällt auch die

Nachfixierung mit Glutaraldehyd. Außerdem erfolgt während des Entwässerungsschritts in 20%

Aceton die Kontrastierung mit Uranylacetat. Dieser Schritt ist deshalb auf 30 min verlängert.

Die Astrozyten verbleiben während der gesamten Präparation für die Transmissionselektronen-

mikroskopie auf der Melinexfolie. Erfolgte die Kultur der Astrozyten auf Deckgläschen, so wird

nach dem Waschen mit Aqua dest. die Zellschicht vom Deckgläschen abgezogen und zerteilt.
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Die weitere Präparation wird im Rollrandglas durchgeführt. Die Inkubationszeiten entsprechen

den für die Rasterelektronenmikroskopie angegebenen Werten.

III.10.2 Gefrierbruch von kokkoiden Morphotypen (verändert nach TANAKA und NAGURO,

             1981; TANAKA und MITSUSHIMA, 1984)

Die kokkoiden Morphotypen der Borrelien werden nach der Standardpräparation für die Raster-

elektronenmikroskopie (siehe III.10.1; S. 34) präpariert, jedoch ohne auf OT aufgebracht zu

werden. Nach dem zweiten Entwässerungsschritt in 100% Aceton werden die kokkoiden

Morphotypen im Eppendorfgefäß mit flüssigem N2 tiefgefroren und mit einem in flüssigem N2

gekühlten Metallstab zerstoßen. Nach dem Auftauen werden die Proben ein drittes Mal mit

100% Aceton entwässert.

III.10.3 Kritisch-Punkt-Trocknung (KPT), Montieren, Besputtern bzw. Bedampfen der

              Proben

Kritisch-Punkt-Trocknung

Zur vollständigen Trocknung werden die Proben für die Rasterelektronenmikroskopie nach dem

Entwässern mit Aceton nach dem KPT-Verfahren behandelt. Dazu werden die Präparate in

100% Aceton in die Druckkammer der KPT-Apparatur gebracht. Hier wird das Aceton in

mehreren Schritten gegen flüssiges CO2 ausgetauscht. Anschließend wird das flüssige CO2 in der

Druckkammer auf ca. 34°C erwärmt, wodurch gleichzeitig der Druck ansteigt. Beim Über-

schreiten des Kritischen Punkts (für CO2 bei 32°C und 73,8 bar) geht das CO2 ohne Änderung

des Volumens (Druckkammer) vom flüssigen in den gasförmigen Aggregatszustand über. Über

ein Ventil wird das CO2 langsam aus dem Druckbehälter abgelassen. Ist der Umgebungsdruck

erreicht können die Proben entnommen und bis zur weiteren Verwendung im Exsikkator aufbe-

wahrt werden. Durch dieses Verfahren werden trocknungsbedingte Strukturveränderungen, wie

z. B. Schrumpfungen weitgehend vermieden.
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Montieren, Besputtern und Bedampfen

Die nach der KPT-Methode getrockneten Proben werden auf Probenhalter (Stubs) aufmontiert.

Proben zur Untersuchung der Ultrastruktur werden mit einer 2–3 nm dicken Platinschicht

„besputtert“. Gold-markierte Proben (siehe III.10.10; S. 40) werden mit Kohle bedampft, bis eine

leichte Graufärbung des Präparats zu erkennen ist.

III.10.4 Einbetten in Kunstharz

Für die Transmissionselektronenmikroskopie werden die Proben nach dem Entwässern in

Aceton in Kunstharz eingebettet. Hierfür wird routinemäßig das von SPURR (1969) entwickelte

Epoxidharz verwendet. Die Proben werden schrittweise mit dem Epoxidharz infiltriert.

Präparationsschritte Zeit

Harz : Aceton 1:2 3 Std.

Harz : Aceton 2:1 Über Nacht

100% Harz (2 x) 2 Std., 4 Std.

Anschließend werden die mit Epoxidharz infiltrierten Proben in Einbettformen überführt, mit

Harz bedeckt und bei 68°C über Nacht polymerisiert.

III.10.5 Befilmen von Trägernetzchen

Collodiumlösung (PLATTNER und ZINGSHEIM, 1987):

440 mg Collodium (getrocknet)

100 ml n-Butylacetat

In der Transmissionselektronenmikroskopie werden Netzchen, meist aus Kupfer oder Nickel als

Träger für die Ultradünnschnitte verwendet. In Abhängigkeit von Präparat (Zellgröße, Gewebe-

verband) und Methode (Serienschnitte, Negativkontrastierung) werden unterschiedliche Träger-

netzchen verwendet. Trägernetzchen mit großer Maschenweite, oder mit Parallelstegen müssen

mit einer dünnen Folie aus Nitrocellulose (Handelsname: Collodium) beschichtet werden, die als

eigentlicher Träger für die Ultradünnschnitte dient. Für die Beschichtung der Netzchen mit

Collodium werden Glasobjektträger gründlich gereinigt und anschließend mit Aceton gespült
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und getrocknet. Diese OT werden kurz in die Collodiumlösung getaucht und stehend getrocknet.

Die getrocknete Collodiumfolie wird mit einer Rasierklinge an den Kanten des OT angeritzt und

faltenfrei auf eine Wasseroberfläche (Ampuwa®) abgeschwemmt. Die Netzchen werden vor-

sichtig auf die Folie gelegt. Mit Hilfe eines Filterpapiers werden die Netzchen mit der Folie von

der Wasseroberfläche gehoben und getrocknet.

III.10.6 Bedampfen und Beglimmen der Trägernetzchen

Für die Negativkontrastierung werden die befilmten Trägernetzchen mit Kohle bedampft, um sie

elektrisch leitend zu machen. Da die entstehende Kohleschicht hydrophob ist, werden durch Be-

glimmen Sauerstoffgruppen angebracht. Dadurch ist eine Benetzung der Trägerfolie mit der

Probe, die sich in einer wäßrigen Lösung befindet, möglich.

III.10.7 Negativkontrastierung

Kontrastierungslösung; pH 6,9:

2 g PWS

0,02 g Natriumazid

0,2 g Glucose

lösen und mit Aqua dest. auf 200 ml auffüllen.

Für die Negativkontrastierung werden die mit Glutaraldehyd fixierten Borrelien mit Aqua dest.

gewaschen. Ein Tropfen der Borreliensuspension wird auf die vorbereiteten (siehe III.10.5; S. 38

und III.10.6; S. 39) Trägernetzchen pipettiert und nach 1 min mit einer Pasteurpipette vorsichtig

abgenommen. Nach kurzem Antrocknen der Probe wird die Kontrastierungslösung auf das Netz-

chen pipettiert und nach 1 min mit Ampuwa® abgespült. Die Probe kann nach dem vollständigen

Trocknen direkt im TEM mikroskopiert werden.

III.10.8 Schneiden

Für die Anfertigung von Ultradünnschnitten für die Transmissionselektronenmikroskopie wer-

den die Epoxidharzblöckchen mit den Proben zunächst am Pyramitome® oder mit einer Fräse

angespitzt, so daß eine trapezförmige Schnittfläche (ca. 1 mm Kantenlänge) entsteht. Für die

Anfertigung von Serienultradünnschnitten werden die Blöckchen prismenförmig getrimmt. Die
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entstehenden Kanten werden mit einem Diamantmesser geglättet, um einen besseren Zusam-

menhalt der Einzelschnitte im Schnittband zu erzielen.

Die Ultradünnschnitte werden mit Diamantmessern im Ultramikrotom angefertigt. Die Schnitt-

dicke wird mittels Interferenz der Schnitte im Licht bestimmt und liegt zwischen 80 nm (gold-

farbig) und 50 nm (silbrig). Die Schnitte schwimmen auf dem wassergefüllten (Ampuwa®) Mes-

sertrog und werden durch Chloroformdämpfe gestreckt und geglättet. Anschließend werden die

Schnitte mit Hilfe eines, an einem Zahnstocher befestigten, Katzenhaars vorsichtig auf die Trä-

gernetzchen aufgenommen.

Bei der Herstellung von Serienultradünnschnitten ist es erforderlich, daß die Schnitte aneinander

haften bleiben und ein Band bilden. Dieses darf beim Strecken der Schnitte und beim Aufneh-

men auf die Netzchen nicht zerreißen. Außerdem ist darauf zu achten, daß das Schnittband par-

allel zu den Stegen des Trägernetzchens zu liegen kommt.

III.10.9 Nachkontrastieren

Bleicitratlösung nach REYNOLDS (1963)

Die Bleicitratlösung wird luftblasenfrei in Spritzen abgefüllt. Diese werden mit Parafilm luft-

dicht verschlossen.

Die en bloc Kontrastierung (siehe III.10.1; S. 34) kann durch eine zusätzliche Schnittkon-

trastierung verstärkt werden. Dazu werden die Trägernetzchen mit den Schnitten mit einem

Tropfen Bleicitratlösung 1 min inkubiert. Das Bleicitrat wird anschließend mit Ampuwa®

gründlich abgespült.

III.10.10 Immun-Gold-Markierung für die Rasterelektronenmikroskopie

PBS: (siehe III.9.3; S. 32)

Block:

0,5 % BSA

0,05% Gelatine

0,01% Tween®

in PBS lösen.
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Zur Untersuchung der Lokalisation bestimmter Borrelienproteine, bzw. Epitope wird ein indi-

rektes Nachweisverfahren angewendet. Zunächst werden die Borrelien, oder die kokkoiden

Morphotypen mit einem MAK, der gegen das zu untersuchende Protein gerichtet ist inkubiert.

Anschließend werden die Borrelien mit einem sekundären Antikörper inkubiert. Dieser ist mit

einem Goldkolloid konjugiert, das im REM ein Detektionssignal liefert. In Abhängigkeit von der

Empfindlichkeit der zu untersuchenden Proteine gegen die Fixierung mit Glutaraldehyd und der

damit verbundenen Veränderung der Antigenstruktur wurden zwei verschiedene Protokolle (mit

oder ohne Vorfixierung der Proben mit Glutaraldehyd) zur Markierung der Borrelien entwickelt.

Markierungsprotokoll mit Vorfixierung

Zunächst werden die Borrelien wie unter III.10.1 (S. 34) beschrieben fixiert, auf OT aufgefroren

und nachfixiert. Anschließend werden die Proben nach folgendem Protokoll markiert.

Präparationsschritt Zeit

Waschen mit Cacodylatpuffer (2 x) 10 min, 20 min

Waschen mit Aqua dest. (2 x) 10 min, 20 min

Waschen mit PBS + 50 mM Glycin (2 x) 10 min, 20 min

Waschen mit Block (2 x) 15 min, 30 min

Inkubation mit dem MAK 3 Std.; 37°C

Waschen mit Block (3 x) 10 min, 20 min, 30 min

Inkubieren mit sek. AK mit 12 nm bzw. 6 nm

Gold konjugiert

2 Std.; 37°C

Waschen mit PBS (2 x) 10 min, 20 min

Waschen mit Aqua dest. (2 x) 10 min, 20 min

Nachfixieren mit 2,5% Glutaraldehyd Über Nacht

Anschließend werden die Proben entwässert (III.10.1; S. 34), nach der KPT-Methode getrocknet,

montiert und mit Kohle bedampft (III.10.3; S. 37). Auf eine Nachfixierung mit OsO4-Lösung

wird verzichtet, da Osmium den Nachweis des Goldkolloids stören könnte.

Die Markierung der Endoflagellen erfolgt wie oben beschrieben, allerdings werden hierbei die

Borrelien ohne vorherige Fixierung mit Glutaraldehyd auf die OT aufgefroren.
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Markierungsprotokoll ohne Vorfixierung

Die Borrelien werden aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm;

Rotanta/RP) und anschließend nach folgendem Protokoll in Eppendorf-Gefäßen markiert.

Präparationsschritt Zeit

Waschen mit Block (2 x) 15 min, 30 min

Inkubieren mit MAK 3 Std.; 37°C

Waschen mit Block (3 x) 10 min 20 min, 30 min

Inkubieren mit sek. AK mit 12 nm Gold

konjugiert

2 Std.; 37°C

Waschen mit PBS (2 x) 10 min, 20 min

Anschließend werden die Borrelien fixiert, auf OT aufgefroren und entwässert (III.10.1; S. 34;

ohne Nachfixierung mit OsO4). Die Proben werden dann wie unter III.10.3 (S. 37) beschrieben

präpariert.

Die Auszählung der Immun-Gold-Markierung erfolgt, abgesehen von der Markierung der Flag-

ellen, für alle Markierungen einheitlich pro 0,3 µm2 Borrelienoberfläche. In die Auszählung

werden nur solche Borrelienzellen mit einbezogen, die grundsätzlich Goldsignale aufweisen.
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IV Ergebnisse

IV.1 Reinigung der MAK und Bestimmung der Proteinkonzentration

Für die Immun-Gold-Markierungen ist es vorteilhaft die zur Markierung verwendeten MAK in

definierten Proteinkonzentrationen einzusetzen. Dies ermöglicht zum einen die Standardisierung

der Markierungsbedingungen. Zum anderen wird dadurch die Gefahr reduziert, daß andere in der

Lösung enthaltene Proteine zu unspezifischen Reaktionen führen und so das Markierungsergeb-

nis verfälschen können. Es ist daher erforderlich, die MAK von den übrigen Proteinen im Kul-

turmedium der Hybridoma-Zellkulturen zu trennen. Diese Reinigung der MAK ist allerdings nur

möglich, wenn die Hybridoma-Zellen, welche die MAK produzieren in FKS-freiem Medium

gewachsen sind. Die im FKS enthaltenen AK blockieren sonst die Bindungsstellen an der Pro-

teinG-Säule. Im letzten Schritt der Reinigung wurden die MAK von der Säule eluiert und in ver-

schiedenen Fraktionen aufgegangen. Mit Hilfe der Auftrennung in SDS-Polyacrylamidgelen mit

anschließender Comassiefärbung bzw. im Westernblot wurden diese Fraktionen daraufhin gete-

stet, ob sie die MAK in gereinigter Form enthalten. Es wurde nur jede zweite, bzw. dritte Frak-

tion getestet. Enthielt eine getestete Fraktion nach den Ergebnissen des Westernblots den MAK,

so wurden die benachbarten, nicht getesteten Fraktionen auch als antikörperhaltig angesehen.

Die Banden auf den Gelen und auf den Nitrocellulosemembranen zeigen, daß bei der Reinigung

des MAK L22 1F8 die Fraktionen 1–5 den MAK enthalten. Bei der Reinigung des MAK L32

1F11 sind es die Fraktionen 1–7 und bei der Reinigung des MAK L17 G2 die Fraktionen 2–7,

die den gereinigten MAK enthalten (Abb. 3).

Die Fraktionen, die den jeweiligen MAK enthalten, wurden zusammengegeben und es wurde die

Proteinkonzentration dieses Gesamteluats bestimmt. Dabei ergaben sich für die verschiedenen

gereinigten MAK die in Tab. 1 aufgeführten Konzentrationen.

MAK Proteinkonzentration

L17 G2     anti p17               1,7 mg/ml

L32 1F11 anti OspA (breit)             10    mg/ml

L22 1F8   anti OspC (breit)             10    mg/ml

Tab. 1 Proteinkonzentrationen im Gesamteluat der verschiedenen gereinigten MAK.
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Einige weitere MAK wurden bereits in gereinigter Form zur Verfügung gestellt. Hier wurde di-

rekt die Bestimmung der Proteinkonzentration durchgeführt (Tab. 2).

MAK Proteinkonzentration

L32 1G3   anti OspA (typspez.)              794,9   µg/ml

L22 1F10  anti OspC (typspez.)                  2,35 µg/ml

L32 14G7 anti OspA (typspez.)              107,2   µg/ml

Tab. 2 Proteinkonzentrationen der in gereinigter Form zur Verfügung gestellten MAK.

Die MAK L41 1C11, L35 1F4 und L58 L6 wurden in ungereinigter Form verwendet, da die Hy-

bridoma-Zellen, die den entsprechenden MAK produzieren, in FKS-freiem Medium nicht wuch-

sen. Die Reinigung über die ProteinG-Säule war daher nicht möglich. Diese MAK wurden im

ersten Immun-Markierungsversuch in den Verdünnungen eingesetzt, in denen sie auch im We-

sternblot verwendet werden. Auf Grund der daraus resultierenden Markierungsergebnisse wurde

dann die jeweils geeignete Verdünnung ermittelt.
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Abb. 3
Western-Blot der nach der Reinigung der MAK von der ProteinG-SŠule eluierten Fraktionen; die
Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 7,5%-SDS Polyacrylamidgel; als Grš§enstandard wurde
der HM-Marker der Firma Sigma verwendet; Die Grš§enangaben erfolgen in kDa.
A: MAK L32 1F11; B: MAK L22 1F8; C: MAK L17 G2.
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IV.2 Ultrastrukturelle Untersuchungen an Borrelia afzelii Stamm PKo

Zunächst wurde eine Wachstumskurve des B. afzelii Stamms PKo unter Standard-Kulturbedin-

gungen (siehe III.1; S. 21) mit log-Phase Borrelien als Impfkultur erstellt, um für die ultra-

strukturellen Untersuchungen der Borrelienzelle in allen Versuchen Borrelien aus der log-Phase

der Kultur zu verwenden. Die Anzahl der Borrelien/ml wurden zu den verschiedenen Zeit-

punkten nach der im Max von Pettenkofer Institut entwickelten Methode bestimmt (Tab. 3).

Die Mittelwerte der ermittelten Zellzahlen dienen zur Berechnung der Teilungsrate und der

Generationszeit (Abb. 4).

Zeit Zellzahl 1 Zellzahl 2 Zellzahl 3 Mittelwert

    0 Std. 5,1 x 105 5,1 x 10 5 3,3 x 105 4,5 x 105

  24 Std. 7,3 x 105 1,2 x 10 6 8,1 x 105 9,1 x 105

  48 Std. 3,5 x 106 3,6 x 10 6 2,7 x 106 2,3 x 106

  72 Std. 4,3 x 106 5,1 x 106 4,4 x 106 4,6 x 106

  96 Std. 7,0 x 106 6,5 x 106 9,9 x 10 6 7,8 x 106

168 Std. (7 Tage) 4,5 x 107 4,9 x 107 5,9 x 107 5,1 x 107

216 Std. (9 Tage) 5,8 x 107 7,9 x 107 6,8 x 107 6,8 x 107

264 Std. (11 Tage) 6,2 x 107 8,1 x 107 7,5 x 107 7,3 x 107

Tab. 3 Übersicht über die, nach der im Max von Pettenkofer Institut verwendeten Methode,
ermittelten Borrelienzahlen/ml des B. afzelii Stamms PKo zu den verschiedenen Zeiten.
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Abb. 4 Wachstumskurve von B. afzelii Stamm PKo unter Standard-Kulturbedingungen mit
log-Phase Borrelien als Impfkultur.

Die Wachstumskurve zeigt keine lag-Phase. Die Kurve läßt jedoch deutlich erkennen, daß sich

die Borrelien unter den gewählten Bedingungen bis zu einer Kulturdauer von 168 Std. (7 Tage)

in der log-Phase befinden. Anschließend geht die Borrelienkultur allmählich in die stationäre

Phase über.
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Teilungsrate ν (SCHLEGEL, 1985)

)(2lg
lglg

0

0

tt
NN

−
−=ν ;

Während der log-Phase liegt die Teilungsrate der Borrelien im Mittel bei 0,04 Std.-1.

Generationszeit g

ν
1=g ;

Die mittlere Generationszeit von B. afzelii Stamm PKo liegt während der log-Phase unter Stan-

dard-Kulturbedingungen bei 25 Std.

Borrelien des B. afzelii Stamms PKo der frühen (48 Std.), mittleren (96 Std.), und späten

(7 Tagen) log-Phase sowie der stationären Phase (11 Tagen) wurden im LM unter Verwendung

des Phasenkontrasts untersucht und photographiert und in weiteren Versuchen für die Raster-

elektronenmikroskopie präpariert. Dabei sollte untersucht werden, ob die Zellen mit zunehmen-

dem Kulturalter strukturellen Veränderungen unterliegen.

Im LM zeigen die Borrelien zunächst (frühe bis mittlere log-Phase) eine schraubenförmige

Gestalt und korkenzieherartig-rotierende Bewegungen. Gelegentlich lassen sich längere Borre-

lienzellen beobachten, die in der Zellmitte abknicken und sich um sich selber schlingen. Die

Drehbewegung nimmt im Verlauf der späten log-Phase immer mehr ab und wird während der

stationären Phase völlig eingestellt. Gleichzeitig werden die Borrelien länger und der Schrauben-

durchmesser nimmt ab (Tafel 1). Kulturen der späten stationären Phase bestehen nach den

lichtmikroskopischen Beobachtungen nur noch aus unbeweglichen Borrelien. Nach dem Über-

impfen in frisches Kulturmedium ist zu erkennen, daß diese Borrelien wieder anwachsen. Die

Borrelienzellen dieser Kultur zeigen wieder ihre typische schraubenförmige Gestalt und korken-

zieherartige Drehbewegungen. Dies zeigt, daß der Verlust der Bewegung nicht zeitgleich mit

dem Absterben der Borrelien eintritt. Allerdings wachsen diese Borrelien nach dem Überimpfen

in frisches Kulturmedium zunächst langsamer, als das beim Überimpfen von Borrelien aus der

log-Phase einer Kultur der Fall ist.
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Nach schonender Präparation kann man im REM deutlich erkennen, daß Borrelien aus der frü-

hen und mittleren log-Phase eine schraubenförmige Gestalt besitzen (Tafel 2 A, B; 4 A, B). Die

Borrelien weisen in der frühen log-Phase 3–5 Schraubenwindungen auf. Borrelien der mittleren

log-Phase sind etwas länger und bestehen aus 5–9 Schraubenwindungen. Gegen Ende der log-

Phase nimmt der Durchmesser der Schrauben jedoch immer mehr ab, bis die Borrelien in der

frühen stationären Phase fast völlig gestreckt sind (Tafel 2 C, D). Die Abnahme des Schrauben-

durchmessers bewirkt die im LM beobachtete Verlängerung der Zellen und setzt ungefähr zeit-

gleich mit dem im LM zu beobachtenden Rückgang der Bewegung ein.

Für die ultrastrukturellen Untersuchungen von Borrelienzellen wurde der B. afzelii Stamm PKo

aus der mittleren log-Phase der Kultur in MKP-Medium verwendet. Die Borrelien werden nach

der Fixierung mit Glutaraldehyd unter Verwendung von flüssigem N2 auf OT aufgefroren. Durch

diese schonende Präparationstechnik bleibt die dreidimensionale Form erhalten, und die Bor-

relien zeigen eine schraubenförmige Gestalt. Schraubendurchmesser und Ganghöhe sind im

mittleren Bereich einer Borrelienzelle konstant. Die letzte Windung an jedem Zellende hat gele-

gentlich einen etwas geringeren Durchmesser (Tafel 2 B). Beim Vergleich mehrerer verschiede-

ner Borrelienzellen schwankt die Ganghöhe von 2 µm bis 3 µm. Der Schraubendurchmesser liegt

zwischen 0,5 µm und 1 µm. Besonders lange Borrelien mit mehr als 11 Windungen erwiesen

sich bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung häufig als zwei mit ihren Enden

aneinandergelagerte Borrelien. Vereinzelt sind zwei völlig parallel liegende, gleich lange und

umeinander gewundene Borrelienzellen zu beobachten (Tafel 3). Diese sind an einem Zellende

miteinander verbunden (Tafel 3 B, C). Die Zellenden der Borrelien sind stumpf und zeigen nur

eine geringe Verjüngung, die etwa 500–800 nm vor dem Zellende beginnt (Tafel 4 B). Die Ober-

fläche der Borrelien ist weitgehend unstrukturiert und nur bei höherer Vergrößerung sind

schwach ausgeprägten, unregelmäßigen Falten zu erkennen.

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Querschnitten der Borrelienzelle

zeigen, daß diese aus einem nahezu kreisrunden Protoplasmazylinder bestehen. Dieser besitzt

einen weitgehend konstanten Durchmesser von etwa 190 nm. Im Zytoplasma der Borrelienzelle

sind kontrastreiche, feinkörnige Strukturen zu erkennen. Der Protoplasmazylinder wird von einer

4 nm dünnen Zellmembran begrenzt. Auf die Zellmembran folgt im Abstand von 5 nm eine

dünne Zellwand, die sich nur schwach kontrastieren läßt. Die gesamte Borrelienzelle ist von ei-

ner äußeren Membran umgeben, die den periplasmatischen Raum umschließt. Diese äußere
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Membran ist mit 7 nm wesentlich dicker als die Zellmembran. Vor allem zur Außenseite hin ist

diese Membran nur schwach kontrastiert und daher nur undeutlich gegen das umgebende Harz

des Ultradünnschnitts abgegrenzt (Tafel 4 C, D). Außerdem ist am Querschnitt durch die Borre-

lienzelle zu erkennen, daß die äußere Membran an einer Stelle zu einem etwa 94 nm hohen Tun-

nel aufgewölbt ist, in dem 13–18, meist jedoch 15–18 Einzelflagellen liegen. Die Flagellen

ordnen sich im Tunnel in zwei Reihen an. Während ein Teil der Flagellen entlang des Proto-

plasmazylinders liegt, ordnen sich ein anderer Teil der Flagellen entlang der Aufwölbung der

äußeren Membran an. Im übrigen Bereich der Borrelienzelle ist der periplasmatische Raum nur

8 nm breit. Abgesehen von den Flagellen können in diesem Raum keine weiteren Strukturen

aufgelöst werden (Tafel 4 D). Mit Hilfe der Negativkontrastierung kann man den Verlauf der

Endoflagellen darstellen. Es ist zu beobachten, daß die Ansatzstellen der Endoflagellen in einem

etwa 1 µm langen Abschnitt liegen, der 500–700 nm von den beiden Zellenden entfernt ist. Die

Ansatzstellen sind entlang der Längsachse der Zelle angeordnet und folgen der schraubigen Ge-

stalt des Protoplasmazylinders (Tafel 5 C, D). An jedem Zellende sind etwa 5–9 Ansatzstellen

deutlich zu erkennen. Von diesen Ansatzstellen ausgehend winden sich die Flagellen als Bündel

um die schraubenförmige Borrelienzelle. Im Negativkontrast sind in diesem Flagellenbündel

10–13 Flagellen zu unterscheiden (Tafel 6). An einem kurzen Tangentialschnitt, der mehr als

eine Windung umfaßt, kann man erkennen, daß die Flagellen aus der Schnittebene auswandern

und an anderer Stelle wieder deutlich sichtbar werden, während der Protoplasmazylinder im

gesamten Bereich deutlich zu erkennen ist (Tafel 5 B). Ultradünne Serienschnitte durch die

Borrelienzelle geben keinen weiteren Aufschluß über die genaue Lage der Flagellen zueinander

und zum Protoplasmazylinder. Die schraubenförmige Gestalt der Borrelienzelle macht es

unmöglich, diese über mehrere Schnitte hinweg genau im Querschnitt zu treffen. Dies wäre

jedoch für eine genaue Untersuchung der Lage der Endoflagellen nötig. Im REM ist die

tunnelförmige Aufwölbung der äußeren Membran ebenfalls sichtbar. Sie windet sich

schraubenförmig um die Borrelienzelle und zeigt so die Lage der Endoflagellen an (Tafel 5 A).

Im negativkontrastierten Präparat sind außerdem Borrelienzellen zu beobachten, die eine

gemeinsame äußere Membran besitzen und mit den Enden des Protoplasmazylinders aneinander

stoßen. Beide der einander zugewandten Zellenden haben Flagellenansatzstellen. Die Flagellen

erstrecken sich von diesen ausgehend entlang der beiden Einzelzellen, in die der Kontaktstelle

entgegengesetzte Richtung (Tafel 7).
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Mit Hilfe der verschiedenen mikroskopischen Untersuchungsmethoden konnten die mittleren

Dimensionen der einzelnen Strukturen von B. afzelii Stamm PKo ermittelt werden. Alle Meß-

werte wurden an Borrelien aus der mittleren log-Phase der in vitro Kultur bestimmt.

Struktur Dimension

Dicke der äußeren Membran 7 nm

Breite des periplasmatischen Raums 8 nm

Dicke der Zellwand (ZW) 6 nm

Raum zwischen ZW und innerer Membran 5 nm

Dicke der inneren Membran 4 nm

Durchmesser des Protoplasmazylinders                           186 nm

Höhe der Aufwölbung für Flagellen (Tunnel)                             94 nm

Flagellendurchmesser                             12 nm

Zellänge                       10–24 µm

Zelldurchmesser                           265 nm

Windungshöhe (Ganghöhe)                           2–3 µm

Windungsdurchmesser                        0,5–1 µm

Theoretische Zellänge (gestreckt, bei 7 Windun-

gen und 21 µm gewundener Länge)

                            35 µm

Tab. 4 Mittlere Dimensionen der verschiedenen Strukturen einer B. afzelii Zelle in der mittleren
log-Phase unter Standard-Kulturbedingungen.

Aus den in der Tabelle angegebenen Mittelwerten können Oberfläche und Volumen einer Borre-

lienzelle errechnet werden, wenn man vereinfacht von einer zylinderförmigen Grundform für die

gestreckte Borrelienzelle ausgeht. Die dazu nötige Gesamtlänge der gestreckten Borrelienzelle

wurde mit Hilfe eines maßstabsgetreuen Modells rekonstruiert.

Oberfläche (Zylinder): 2r π (r + h) = 2 x 0,13 µm x 3,14 x (0,13 µm + 35 µm) = 28,68 µm2

Volumen (Zylinder): r2 π h = 0,13 µm2 x 3,14 x 35 µm = 1,86 µm3

Mit Hilfe der Mittelwerte der Strukturgrößen (Tab. 4) konnte erstmals ein detailliertes, maß-

stabsgetreues Modell einer Borrelia afzelii Zelle entwickelt werden (Abb. 5).
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IV.3 Untersuchung des Einflusses von Hypotonie auf die Ultrastruktur der Borrelienzelle

Werden Borrelien durch Waschen mit 50 mM Puffer einem hypotonen Schock ausgesetzt, so

verändert sich die Form einiger Zellen auffallend. Ein Bereich der schraubenförmigen Borrelien-

zelle bläht sich kugelig auf, während die übrigen Regionen unverändert bleiben (Tafel 9 A, B).

Diese Veränderung kann entweder an einem der Zellenden, oder auch in der Mitte der Borrelien-

zelle auftreten. Durch Inkubation in Aqua dest. bilden nahezu alle Borrelien bereits nach 5 min

kugelige Formvarianten. Nach 20 min sind im LM keine schraubenförmigen Borrelien mehr zu

beobachten. Die kugelförmigen Aufweitungen sind abhängig von der Stärke der Hypotonie und

nach der Inkubation in Aqua dest. größer als die durch hypotonen Puffer (50 mM) verursachten

Veränderungen. Ferner ist dabei meist die gesamte Borrelienzelle betroffen (Tafel 9 C-F). Diese

Formvarianten werden im folgenden als kokkoide Morphotypen bezeichnet. Durch die Behand-

lung mit Aqua dest. ist es möglich, alle Borrelienzellen einer Kultur auf reproduzierbare Weise

in kokkoide Morphotypen umzuwandeln. Daher ermöglicht diese Methode eine detaillierte und

umfassende Untersuchung dieser Strukturvarianten.

In ersten Versuchen wurde überprüft, ob es sich bei den entstandenen kokkoiden Morphotypen

um lebende Borrelienzellen handelt. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, daß es sich bei

diesen Formvarianten um Degeneratationsformen handelt, die beim Absterben der Borrelien

durch die für sie ungeeigneten Bedingungen entstehen. Zunächst wurde überprüft, ob die

kokkoiden Morphotypen DNA enthalten. Hierfür wurde eine Färbung mit DAPI durchgeführt.

Diese Färbung zeigt deutlich, daß die entstandenen Formvarianten weiterhin DNA enthalten

(Tafel 8 A, B).

Außerdem wurde eine Vitalfärbung mit Syto9 und Propidiumjodid (Bacterial Viability Kit)

durchgeführt. Syto9 färbt alle Bakterien einer Population an, wodurch sie bei einer Anregung mit

Licht der Wellenlänge 450–490 nm grün fluoreszieren. Propidiumjodid hingegen kann nur in

tote Bakterienzellen mit beschädigter Membran eindringen. Bei einer Anregungswellenlänge von

564 nm zeigen tote Bakterien eine rote Fluoreszenz. Werden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe

gemeinsam eingesetzt, so lassen sich lebende und tote Bakterien im Fluoreszenzmikroskop unter

Verwendung beider Anregungswellenlängen deutlich unterscheiden, da die rote Fluoreszenz

wesentlich intensiver ist und so bei toten Bakterien die grüne Fluoreszenz überlagert. Die Über-

prüfung der Vitalfärbung an lebenden, sich bewegenden Borrelien und solchen die durch Hitze

(80°C) abgetötet wurden ergab, daß dieser Test für Borrelien geeignet ist. Wendet man die
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Vitalfärbung bei kokkoiden Morphotypen an, so zeigen diese eine grüne Fluoreszenz. Daran

kann man erkennen, daß es sich hierbei um lebende Formvarianten der schraubenförmigen

Borrelienzellen handelt (Tafel 8 C, D).

Nach verschiedenen Inkubationszeiten in Aqua dest. (10 min, 20 min, 2 Std.) wurden die kok-

koiden Morphotypen wieder in MKP-Medium übertragen, um deren Kultivierbarkeit zu testen.

Die lichtmikroskopische Kontrolle der Kultur zeigt, daß die kokkoiden Morphotypen in dieser

Form nicht weiter kultivierbar sind. Bereits nach 2 Tagen sind neben den kokkoiden Formen

einzelne schraubenförmige Borrelienzellen zu beobachten. Nach 4 Tagen Kulturdauer sind im

LM keine kokkoiden Morphotypen mehr zu erkennen. Die Kultur besteht nur noch aus schrau-

benförmigen, sich bewegenden Borrelien. In der parallel durchgeführten Kultur des Filtrats, sind

auch nach 4 Wochen Kulturdauer keine Borrelien zu beobachten. Dies zeigt, daß zwischen den

kokkoiden Morphotyen keine lebenden schraubenförmigen Borrelien vorhanden sind (vergl.

III.8. S. 31).

Anschließend wurde der ultrastrukturelle Aufbau der kokkoiden Morphotypen detailliert

untersucht. Sie haben eine annähernd kugelförmige Gestalt, wobei schraubenförmige Enden der

Borrelienzellen aus dem kugeligen Teil der kokkoiden Morphotypen herausragen können

(Tafel 9 C-F). Die Oberfläche der kugelförmigen Anschwellung ist sehr unregelmäßig struktu-

riert und stark gefaltet. Außerdem sind im REM bei den meisten kokkoiden Morphotypen

schraubenförmig verlaufende Aufwölbungen der äußeren Membran mit 2–4 Windungen zu er-

kennen (Tafel 9 F). An Ultradünnschnitten durch diese Strukturvarianten ist zu erkennen, daß

die Windungen des Protoplasmazylinders in einem Abstand von nur 8 nm unter der äußeren

Membran liegt (Tafel 10). Dadurch wölbt der Protoplasmazylinder die äußere Membran nach

außen vor, wodurch die im REM beobachteten schraubenförmig verlaufenden Aufwölbungen

verursacht werden. Der Querschnitt zeigt, daß die einzelnen Windungen des Protoplasmazylin-

ders mit einem Abstand von 100–200 nm dicht nebeneinander liegen (Tafel 10 B-D). Die Endo-

flagellen sind meist mit dem Protoplasmazylinder assoziiert. Sie liegen dem Inneren der

kokkoiden Struktur zugewandt, d.h. auf der von der äußeren Membran abgewandten Seite des

Protoplasmazylinders. Die für die schraubenförmige Borrelienzelle typische Anordnung der

Flagellen in zwei Reihen ist hier nicht zu beobachten (Tafel 10 C, D). Außerdem sind meist nur

7-10 Flagellen mit dem Protoplasmazylinder assoziiert. Die Ultradünnschnitte durch die kokkoi-

den Morphotypen zeigen, daß der zentrale Bereich dieser Strukturen, mit einem maximalen

Durchmesser von 1,4 µm, weitgehend frei von kontrastreichem Material ist. Im Gegensatz dazu
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ist mit Hilfe der Tanaka-Bruch-Technik im REM deutlich zu erkennen, daß der zentrale

Hohlraum der kokkoiden Morphotypen zum Teil dicht mit granulärem Material gefüllt ist

(Tafel 11; 12). Außerdem kann man beobachten, daß einzelne Flagellen frei im Inneren der

kokkoiden Morphotypen liegen und die Assoziation mit dem Protoplasmazylinder verloren

haben (Tafel 11 C). An Ultradünnschnitten sind neben den kokkoiden Morphotypen häufig

kleine membranumschlossene Vesikel zu erkennen, die im Inneren kein kontrastiertes Material

enthalten (Tafel 10 B, D). Auch im REM sind zwischen den kokkoiden Morphotypen kleine

kugelförmige Strukturen zu beobachten (Tafel 11 B).

Die genaue dreidimensionale Rekonstruktion der kokkoiden Morphotypen war nur mit Hilfe von

Serienultradünnschnitten möglich. Um sicher die gesamte Struktur zu erfassen, wurde ein

Schnittband mit 30 Ultradünnschnitten von 60 nm Schnittdicke angefertigt. Die Rekonstruktion

des Aufbaus der kokkoiden Morphotypen anhand der Serienultradünnschnitte zeigt, daß die äu-

ßere Membran die kokkoiden Morphotypen lückenlos umschließt. Außerdem kann man erken-

nen, daß sowohl die Zellwand als auch der Protoplasmazylinder intakt sind. Der aufgerollte

Protoplasmazylinder läßt sich sogar kontinuierlich durch die gesamte Struktur hindurch verfol-

gen (Tafel 13).

Für die Größe der einzelnen Strukturen der kokkoiden Morphotypen ergaben sich im Mittel fol-

gende Werte (Tab. 5).

Struktur Dimension

Dicke der äußeren Membran 6 nm

Abstand zwischen äußerer Membran und ZW 8 nm

Dicke der Zellwand (ZW) 6 nm

Abstand zwischen ZW und innerer Membran 5 nm

Dicke der inneren Membran 4 nm

Durchmesser des Protoplasmazylinders                          184 nm

Flagellendurchmesser                            12 nm

Abstand der Windungen zueinander                  100–200 nm

Durchmesser des „Hohlraums“                           1,4 µm

Gesamtdurchmesser                    1,4–1,8 µm

Tab. 5 Mittlere Dimensionen der verschiedenen Strukturen eines kokkoiden Morphotypen von
B. afzelii nach Behandlung mit Aqua dest.
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Oberfläche und Volumen der kokkoiden Morphotypen lassen sich, im Gegensatz zu den schrau-

benförmigen Borrelienzellen, nicht genau berechnen, da die Oberfläche dieser Strukturen unre-

gelmäßig gefaltet ist.

Durch die Rekonstruktion eines kokkoiden Morphotypen mit Hilfe der Serienultradünnschnitte

im Vergleich mit den Ergebnissen der raster- und transmissionselektronenmikroskopischen Un-

tersuchungen ist es erstmals möglich ein detailliertes, maßstabsgetreues Modell der durch Aqua

dest. erzeugten kokkoiden Morphotypen von B. afzelii zu entwickeln (Abb. 6).
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IV.4 Subzelluläre Lokalisation immunologisch wichtiger Borrelienproteine

Zur Untersuchung der Lokalisation der verschiedenen immundominanten Proteine wurden

Stämme ausgewählt, die das entsprechende Protein unter in vitro Bedingungen produzieren. Dies

wurde in Vorversuchen mit Hilfe von Western-Blots getestet. Das Ergebnis des Western-Blots

zeigt deutlich, daß B. afzelii Stamm PKo unter den Strandardkulturbedindungen die Proteine

p17, p35 und p58 exprimiert, die für diese Untersuchungen von Interesse sind (Abb. 7). Außer-

dem zeigen die Ergebnisse des Western-Blots zusätzlich, daß die ausgewählten MAK mit den

Proteinen des verwendeten Stammes reagieren. Zur Kontrolle, ob die für die Immunmarkierun-

gen verwendete Passage des B. afzelii Stammes PKo tatsächlich das zu lokalisierende Protein

exprimiert, wurde vor der Immun-Gold-Markierung ein IFT durchgeführt. Dieser liefert zusätz-

lich erste Anhaltspunkte für die zu erwartende Lokalisation des Proteins.

IV.4.1 Optimierung der Immun-Gold-Markierung für REM

Anleitungen für Immun-Gold-Markierungen sind nur selten von einem Untersuchungsobjekt auf

ein anderes übertragbar. Deshalb wurde zunächst ein für die Markierung von Borrelien geeigne-

tes Verfahren entwickelt. Hierfür wurde der Strukturerhalt der Borrelien beim Auffrieren auf OT

vor und nach der Fixierung mit Glutaraldehyd verglichen. Des weiteren wurde untersucht, ob

auch nach einer Fixierung mit Glutaraldehyd eine Immun-Gold-Markierung durchgeführt wer-

den kann. Eine mögliche Gefahr bei der Fixierung der Proben ist, daß das antigene Epitop

dadurch so stark verändert wird, daß keine spezifische Reaktion mit dem MAK mehr erfolgt.

Ebenso wurde das Markierungsergebnis bei Markierung fixierter Borrelien im Eppendorfgefäß

und auf OT verglichen. Außerdem wurde getestet, in welcher Konzentration der Antikörper

eingesetzt werden muß, um eine ausreichend starke und spezifische Markierung zu erhalten. Die

Optimierung des Markierungsverfahrens wurde mit dem gegen das Protein p17 gerichteten MAK

L17 G2 an B. afzelii Stamm PKo durchgeführt.

Es zeigt sich, daß das Protein p17 auch nach der Fixierung mit 2,5% Glutaraldehyd mit dem spe-

zifischen MAK reagiert. Die Markierung der Borrelien auf OT ergibt für dieses Protein ein we-

sentlich stärkeres Markierungssignal als eine im Eppendorf-Gefäß durchgeführte Markierung

(Tafel 14 A, B). Das Auffrieren unfixierter Borrelien auf OT führt zu einer Zerstörung der äuße-

ren Membran und verändert dadurch auch die Lage verschiedener Zellstrukturen (Tafel 14 C).
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Daher ist diese Methode nur dann für Immun-Gold-Markierungen geeignet, wenn die zu markie-

renden Strukturen auch nach dieser Behandlung noch zweifelsfrei zu erkennen und zuzuordnen

sind. Ein Anwendungsbeispiel für diese Methode ist demnach die Markierung der Endoflagellen,

die erst durch die Zerstörung der äußeren Membran im REM sichtbar werden und trotzdem noch

eindeutig zu erkennen sind (Tafel 14 D). Auf Grund dieser Ergebnisse wurde ein für die Immun-

Gold-Markierung von Borrelien geeignetes Protokoll entwickelt (siehe III.10.10; S. 40). Dieses

Standardprotokoll wurde im jeweils ersten Markierungsversuch auch für die Immun-Gold-

Markierung aller anderen Proteine eingesetzt. Es wurde nur die Konzentration bzw. die Ver-

dünnungen des jeweiligen MAK optimiert (Tab. 6). Erst wenn sich das Standardprotokoll für

den Nachweis eines bestimmten Proteins als ungeeignet erwies, wurde es entsprechend variiert.

MAK Spezifität Eingesetzte Konzentration bzw.

Verdünnung

L32 1G3 anti OspA; spezifisch für OspA Serotyp 4;

für Negativkontrolle bei Serotyp 2

                   5    µg/ml

L17 G2 anti Osp17                    8,5 µg/ml

L41 1C11* anti Flagellin; breitreaktiv                       1:500

L35 1F4* anti p35                       1:10

L58 L6* anti p58                       1:10

*Diese MAK konnten nicht gereinigt werden (siehe S. 44).

Tab. 6 Spezifität der für die Immunmarkierungen verwendeten MAK und die bei der
Markierung eingesetzten Konzentrationen bzw. Verdünnungen.

IV.4.2 Einfluß der Gold-Kolloidgröße des Konjugats auf die Markierungsdichte

Für die Immun-Gold-Markierung stehen sek. AK zur Verfügung, die mit Goldkolloiden ver-

schiedenen Größe konjugiert sind. Der Einfluß der Größe des Goldkolloids auf die Markierungs-

dichte wurde anhand einer Markierung der Endoflagellen untersucht. Dazu wurden ein sek. AK

mit 12 nm Gold-Konjugat und ein sek. AK mit 6 nm Gold-Konjugat verwendet. Nach dem Auf-

frieren der Borrelien auf den OT, ohne Vorfixierung mit Glutaraldehyd, sind die Endoflagellen

für eine Immun-Gold-Markierung für die Rasterelektronenmikroskopie zugänglich. Die Flagel-

len eignen sich besonders gut für eine Untersuchung möglicher Unterschiede im Markierungs-

verhalten, da hier durch die Verwendung des MAK L41 1C11 eine sehr hohe Markierungsdichte

erreicht werden kann. Ein Unterschied in der Markierungsdichte bei der Verwendung
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verschiedener Konjugate, wird deutlich sichtbar und kann direkt auf den Einfluß der Goldkol-

loidgröße zurückgeführt werden (Tafel 15). Es ist deutlich zu erkennen, daß die Markierungs-

dichte bei der Verwendung des sek. AK mit dem 6 nm Gold-Konjugat deutlich höher ist als dies

bei der Verwendung des 12 nm Gold-Konjugats der Fall ist. Die Auszählung der Goldkolloide

ergibt eine Erhöhung der Markierungsdichte um den Faktor 2,5 für das 6 nm Gold-Konjugat ge-

genüber dem 12 nm Gold-Konjugat (Tab. 7).

Goldkolloide 12 nm/1 µm Flagellenlänge Goldkolloide 6 nm/1 µm Flagellenlänge

26 ±  3,2 67 ±  9,8

Tab. 7 Goldkolloide pro 1 µm Flagellenlänge bei der Verwendung von sek. AK mit 6 nm Gold-
Konjugat bzw. mit 12 nm Gold-Konjugat.

Die Markierung mit dem 6 nm Gold-Konjugat bringt jedoch einen deutlichen Nachteil mit sich.

Der Nachweis dieses Gold-Konjugats ist im REM erst bei hoher Primärvergrößerung (ab

30.000 x) möglich. Das 12 nm Gold-Konjugat läßt sich hingegen bereits ab einer Vergrößerung

von 13.000 x eindeutig nachweisen. Die Verteilung der Markierung über die zu untersuchenden

Strukturen ist daher bei der Verwendung von 12 nm Gold-Konjugaten wesentlich besser zu beur-

teilen. Für die hier beschriebenen Immun-Gold-Markierungen wurde deshalb, trotz der geringe-

ren Markierungsdichte ein sek. AK mit einem 12 nm Gold-Konjugat verwendet.

IV.4.3 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p17

Im konventionell durchgeführten IFT mit dem MAK L17 G2 zeigen 78% der Borrelien eine

deutliche Fluoreszenz. Daran kann man erkennen, daß die Borrelien der Kulturpassage, die für

die Immun-Markierung verwendet wurden das Protein p17 exprimieren. Einen ersten Anhalts-

punkt für die Lokalisation des Proteins p17 liefert das Ergebnis der Lebendfärbung im IFT.

Diese Markierungsmethode liefert eine hohe Fluoreszenzintensität (Tafel 16 A). Dies deutet auf

eine Lokalisation des Proteins auf der Oberfläche der äußeren Membran hin.

Die Immun-Gold-Markierung des Proteins p17 mit dem MAK L17 G2 und einem sek. AK mit

einem 12 nm Gold-Konjugat zeigt mit Hilfe hochauflösender Rasterelektronenmikroskopie

deutlich die Lokalisation des Proteins auf der Oberfläche der äußeren Membran. Es wird deshalb

im folgenden Osp17 genannt. Die Spezifität der Markierung wird durch den Vergleich mit den
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Ergebnissen der Negativkontrolle eindeutig bestätigt (Tafel 16 B, C). Ferner zeigt die fehlende

Markierung mit MAK L41 1C11, dem MAK, der gegen ein Protein der Endoflagellen gerichte-

ten ist, daß mit der verwendeten Methode nur die an der Oberfläche liegenden Proteine markiert

werden. Die mit 31 Goldkolloiden/µm2 Borrelienoberfläche (Tab. 8) hohe Markierungsdichte

ermöglicht außerdem die Beurteilung der Verteilung des Proteins. Das Osp17 ist gleichmäßig

über die gesamte Oberfläche der äußeren Membran verteilt (Tafel 16 C).

MAK Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L17 G2 102 ±  23,1

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,3

L41 1C11 (Kontrolle) 0,3 ±  0,9

Tab. 8 Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei Markierung mit dem MAK
L17 G2 und den beiden Kontrollantikörpern.

IV.4.4 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p35

Mit dem MAK L35 1F4 lassen sich im konventionellen IFT 88% der Borrelien markieren. Die

Lebendfärbung führt zu einer hohe Markierungsintensität (Tafel 17 A). Diese beiden Ergebnisse

zeigen, daß die Borrelien des Stamms PKo in der verwendeten Kulturpassage das Protein p35

exprimieren und deuten ferner darauf hin, daß dieses Protein auf der Oberfläche der äußeren

Membran lokalisiert ist.

Die Immun-Gold-Markierung des Proteins mit dem MAK L35 1F4 und einem Gold konjugierten

sek. AK zeigt ein sehr starkes Signal auf der Oberfläche der äußeren Membran. Die Negativ-

kontrolle ist nahezu markierungsfrei und bestätigt dadurch die hohe Spezifität der Markierung

(Tafel 17 B, C; Tab. 9). Die Signaldichte von 129 Goldkolloiden/µm2 läßt deutlich die gleich-

mäßige Verteilung des Proteins über die gesamte Borrelienoberfläche erkennen.

MAK Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L35 1F4 426 ±  42,9

L32 1G3 (Kontrolle) 1,3 ±  2,3

Tab. 9 Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei Markierung mit dem MAK
L35 1F4 und dem Kontrollantikörper.
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IV.4.5 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p58

Der konventionell durchgeführte IFT führt bei 71% der Borrelien zu einer Markierung und zeigt

so die Expression des Proteins p58 an. Die erfolgreiche Lebendfärbung mit dem MAK L58 L6

liefert den ersten Anhaltspunkt dafür, daß das Protein p58 ebenfalls auf der Oberfläche der äuße-

ren Membran lokalisiert ist (Tafel 18 A).

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L58 L6 bewirkt eine deutliche Markierung der

äußeren Membran und zeigt dadurch, daß das Protein p58 auf der Oberfläche der äußeren Mem-

bran lokalisiert ist. Der Vergleich mit der fast markierungsfreien Negativkontrolle zeigt, daß

diese Markierung spezifisch ist (Tafel 18 B, C; Tab. 10). Trotz der – im Vergleich zur Markie-

rung der Proteine Osp17 und p35 – geringen Markierungsdichte kann man die gleichmäßige

Verteilung des Proteins über die gesamte Borrelienoberfläche erkennen. Auffallend ist jedoch

der Unterschied in der Markierungsdichte beim Vergleich verschiedener Borrelienzellen.

MAK Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L58 L6 22 ±  7,6

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,3

Tab. 10  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei Markierung mit dem MAK
 L58 L6 und dem Kontrollantikörper.
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IV.5 Subzelluläre Lokalisation von Epitopen für typspezifische und breitreaktive MAK der

        Proteine OspA und OspC

Unter Verwendung typspezifischer und breitreaktiver MAK (Tab. 11) wurde mit Hilfe der Im-

mun-Gold-Markierung die Lokalisation der variablen und der konservierten Epitope der beiden

immunologisch heterogenen Proteine OspA und OspC untersucht.

MAK Spezifität Eingesetzte Konzentration

L32 1F11 anti OspA; breitreaktiv                10      µg/ml

L32 14G7 anti OspA; spezifisch für OspA Serotyp 2                10      µg/ml

L32 1G3 anti OspA; spezifisch für OspA Serotyp 4

                  für Negativkontrolle bei Serotyp 2

           5–10      µg/ml

L22 1F8 anti OspC; breitreaktiv                  5      µg/ml

L22 1F10 anti OspC; spezifisch für OspA Serotyp 2                  2,35 µg/ml

Tab. 11   Spezifität der für die Immunmarkierungen verwendeten MAK und die bei der
Markierung eingesetzten Konzentrationen.

IV.5.1 Lokalisation von Epitopen für typspezifische und breitreaktive MAK des Proteins

OspA

Für die Untersuchungen der Lokalisation der verschiedenen Epitope von OspA wurden die bei-

den B. afzelii Klone PKo345 II-2-3 und PKo97 K37 verwendet. Beide Klone exprimieren im

Gegensatz zum Stamm PKo unter Standardkulturbedingungen OspA. Dies konnte im Western-

blot eindeutig nachgewiesen werden. Außerdem wurde der B. afzelii Stamm PGau eingesetzt, der

ebenfalls in vitro das Protein OspA exprimiert (Abb. 8).

Sowohl im konventionell durchgeführten IFT als auch bei der Lebendmarkierung zeigen

Borrelien des Klons PKo345 II-2-3 eine starke Fluoreszenz. Diese kann gleichermaßen mit dem

breitreaktiven MAK L32 1F11 und mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 erzielt werden

(Tafel 19). Mit jedem der beiden MAK werden unabhängig von der Markierungsmethode mehr

als 50% der Borrelien markiert. Insgesamt reagieren die Borrelien mit dem breitreaktiven MAK

jedoch etwas häufiger, als mit dem typspezifischen MAK (Tab. 12).
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MAK Lebendmarkierung Konventioneller IFT

L32 1F11 58 % 64 %

L32 14G7 51 % 53 %

Tab. 12 Prozentsatz der Borrelien des Klons PKo345 II-2-3, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
reagieren.

Borrelien des B. afzelii Klons PKo97 K37 reagieren bei beiden Markierungsmethoden mit dem

breitreaktiven MAK L32 1F11 stark (Tafel 20 C, D), wobei in der Lebendmarkierung etwas

weniger Borrelien markiert sind als im konventionellen IFT (Tab. 13). Bei der Markierung mit

dem MAK L32 14G7 zeigen nur einzelne Borrelien in der Lebendmarkierung ein starke Fluores-

zenz. Im Gegensatz dazu entwickeln im konventionellen Markierungsverfahren bei der Markie-

rung mit diesem MAK wesentlich mehr Borrelien eine Fluoreszenz (Tab. 13). Allerdings ist

diese Fluoreszenz insgesamt weniger intensiv als bei der Lebendmarkierung (Tafel 20 A, B).

MAK Lebendmarkierung Konventioneller IFT

L32 1F11 50 % 63 %

L32 14G7 5 % 56 %

Tab. 13  Prozentsatz der Borrelien des Klons PKo97 K37, die bei den unterschiedlichen
 Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
 reagieren.

B. afzelii Stamm PGau zeigt im IFT mit beiden MAK eine deutliche Fluoreszenz, die jedoch bei

Verwendung des breitreaktiven MAK L32 1F11 etwas schwächer ausfällt, als dies bei der Mar-

kierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 der Fall ist (Tafel 21). Sowohl in der Lebend-

färbung als auch im konventionell durchgeführten IFT reagieren mehr als 50 % der Borrelien

unabhängig vom verwendeten MAK positiv (Tab. 14).
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MAK Lebendmarkierung Konventioneller IFT

L32 1F11 53 % 67 %

L32 14G7 51 % 59 %

Tab. 14  Prozentsatz der Borrelien des B. afzelii Stamms PGau, die bei den unterschiedlichen
 Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
 reagieren.

Diese Ergebnisse zeigen, daß insgesamt wenigstens 50% der Borrelien des B. afzelii Stamms

PGau und beider Klone unter Kulturbedingungen OspA exprimieren.

Führt man die Immun-Gold-Markierungen des Proteins OspA nach dem für die Markierung von

Borrelienproteinen entwickelten Protokoll durch, so kommt es zu keinem Markierungssignal auf

der Oberfläche der äußeren Membran. Das negative Markierungsergebnis ist möglicherweise auf

die Veränderung des OspA durch die Glutaraldehydfixierung zu erklären. Es wird daher ein

abgewandeltes Markierungsprotokoll ohne vorhergehende Fixierung angewandt (siehe III.10.10;

S. 40). Dieses Protokoll ermöglicht die spezifische Markierung des OspA. Deshalb wird für die

Untersuchung der Lokalisation der Epitope von OspA für typspezifische und breitreaktive MAK

auf die Glutaraldehydfixierung vor der Immun-Gold-Markierung verzichtet.

Die Immun-Gold-Markierung des Klons PKo345 II-2-3 mit dem typspezifischen MAK zeigt ein

deutliches Markierungssignal, das gleichmäßig über die gesamte Oberfläche der Borrelienzelle

verteilt ist (Tafel 22 A, B). Diese Markierung ist gegenüber der Negativkontrolle spezifisch

(Tab. 15). Die Markierung mit dem breitreaktiven MAK ist im Vergleich zu der Markierung mit

dem typspezifischen MAK jedoch wesentlich schwächer. Trotzdem ist gegenüber der Negativ-

kontrolle eine deutliche Reaktion zu erkennen (Tafel 22 C-F).

MAK Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L32 1F11 10 ±  4,9

L32 14G7 23 ±  11

L32 1G3 (Kontrolle) 1 ±  1,5

Tab. 15  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei der Markierung des Klons
 PKo345 II-2-3 mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
 14G7 und dem Kontrollantikörper.
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Borrelien des Klons PKo97 K37 zeigen in der Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L32

14G7 nur ein schwaches Signal, das bei einigen Borrelien sehr unregelmäßig über die Oberflä-

che verteilt ist. Die Immun-Gold-Markierung beschränkt sich auf auffallend wenige Zellen

(Tafel 23 A, B). Auch bei der Markierung mit dem MAK L32 1F11 ist nur ein schwaches Signal

zu erkennen. Hier sind die Goldkolloide jedoch weitgehend gleichmäßig über die Oberfläche

verteilt (Tafel 23 C, D). Dennoch läßt sich für beide Markierungen im Vergleich zu der Nega-

tivkontrolle die Spezifität des Signals bestätigen (Tafel 23 E, F; Tab. 16).

MAK Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L32 1F11 11,9 ±  4,7

L32 14G7 12,5 ±  10,3

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,9

Tab. 16  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei der Markierung des Klons
 PKo97 K37 mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
 14G7 und dem Kontrollantikörper.

Bei der Immun-Gold-Markierung reagiert B. afzelii Stamm PGau sowohl mit dem typspezifi-

schen MAK L32 14G7, als auch mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11 positiv. Bei der Mar-

kierung mit dem typspezifischen MAK ist das Signal meist ungleichmäßig über die Oberfläche

verteilt (Tafel 24). Die Markierung mit dem breitreaktiven MAK ist im Vergleich mit dem typ-

spezifischen MAK insgesamt etwas stärker und weitgehend gleichmäßig verteilt. Der Vergleich

mit der Negativkontrolle zeigt, daß das Markierungsergebnis in beiden Fällen spezifisch ist

(Tab. 17).

MAK Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

L32 1F11 25,4 ±  5,3

L32 14G7 16,8 ±  8,5

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,3

Tab. 17  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei der Markierung des B. afzelii
 Stamms PGau mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
 14G7 und dem Kontrollantikörper.
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IV.5.2 Lokalisation von Epitopen für typspezifische und breitreaktive MAK des Proteins

OspC

Zur Untersuchung der Lokalisation der konservierten und variablen Epitope von OspC wurden

der B. afzelii Stamm PKo und der Klon PKo97 K37 verwendet. Im Westernblot ist deutlich zu

erkennen, daß sowohl der Stamm PKo als auch der Klon PKo97 K37 unter den Standardkultur-

bedingungen OspC exprimieren (Abb. 8).

Im konventionellen IFT und bei der Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10

zeigt sowohl der Stamm PKo, als auch der Klon PKo97 K37 eine starke Fluoreszenz (Tafel

25 A, B; 26 A, B). Auch bei der Verwendung des breitreaktiven MAK L22 1F8 kann mit beiden

Markierungsmethoden eine starke Fluoreszenz beobachtet werden (Tafel 25 C, D; 26 C, D). Bei

der Markierung mit dem MAK L22 1F8 sind, unabhängig vom verwendeten Klon bzw. Stamm,

bei der Lebendmarkierung 10–20 % weniger Borrelien markiert, als im konventionellen IFT.

Verwendet man hingegen den typspezifischen MAK L22 1F10, so ist der Unterschied in der

Markierungshäufigkeit zwischen den beiden Markierungsmethoden mit ca. 5 % wesentlich ge-

ringer (Tab. 18; 19).

MAK Lebendmarkierung Konventioneller IFT

L22 1F10 64 % 68 %

L22 1F8 52 % 73 %

Tab. 18 Prozentsatz der Borrelien des B. afzelii Stamms PKo, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L22 1F10 bzw. dem MAK L22 1F8
reagieren.

MAK Lebendmarkierung Konventioneller IFT

L22 1F10 56 % 61 %

L22 1F8 57 % 67 %

Tab. 19  Prozentsatz der Borrelien des Klons PKo97 K37, die bei den unterschiedlichen
 Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L22 1F10 bzw. dem MAK L22 1F8
 reagieren.

Unter Standard-Kulturbedingungen exprimieren also mehr als 50% der Borrelien OspC.
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Die Immun-Gold-Markierung des OspC ergibt sowohl für Stamm PKo als auch für Klon PKo97

K37 ein starkes Signal. Die Stärke des Markierungssignals ist bei Klon PKo97 K37 unabhängig

vom verwendeten MAK annähernd gleich groß (Tafel 28). Im Gegensatz dazu ist das Markie-

rungsergebnis bei Stamm PKo bei der Verwendung des breitreaktiven MAK L22 1F8 etwa dop-

pelt so stark, wie mit dem typspezifischen MAK L22 1F10 (Tafel 27). Alle Markierungen erwei-

sen sich im Vergleich zur Negativkontrolle als spezifisch (Tab. 20). Die hohe Markierungsdichte

erlaubt eine Beurteilung der Verteilung des OspC. Es ist gleichmäßig über die gesamte Ober-

fläche der Borrelienzellen verteilt.

MAK Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche

Stamm PKo Klon PKo97 K37

L22 1F10 106 ±  16,2 122 ±  21,1

L22 1F8 254 ±  31,1 112 ±  17,8

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,3 1 ±  1,5

Tab. 20  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Borrelienoberfläche bei der Markierung des Stammes
 PKo und des Klons PKo97 K37 mit dem typspezifischen MAK L22 1F10, dem
 breitreaktiven MAK L22 1F8 und dem Kontrollantikörper.
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IV.6 Untersuchung der Lokalisation ausgewählter immunologisch wichtiger

Oberflächenproteine an kokkoiden Morphotypen

Die kokkoiden Morphotypen haben im Vergleich zu den schraubenförmigen Borrelienzellen eine

stark veränderte Oberfläche (siehe IV.3; S. 60). Die Lokalisation und Verteilung der Oberflä-

chenproteine, die für die schraubenförmigen Zellen nachgewiesen wurden, könnten daher bei

den kokkoiden Morphotypen völlig anders ausfallen. Die Lokalisation der Oberflächenproteinen

wurden exemplarisch an drei vom B. afzelii Stamm PKo exprimierten Proteinen – Osp17, OspC

und p35 – untersucht.

Lokalisation des Proteins Osp17

Die Immun-Gold-Markierung der kokkoiden Morphotypen mit dem gegen das Osp17 gerichte-

ten MAK L17 G2 und einem mit 12 nm Gold-Kolloid konjugierten sek. AK zeigt, daß dieses

Protein auch bei den kokkoiden Morphotypen auf der Oberfläche der äußeren Membran lokali-

siert ist. Der Vergleich mit der Negativkontrolle zeigt, daß die Markierung spezifisch ist

(Tab. 21). Die hohe Markierungsdichte läßt die gleichmäßige Verteilung des Osp17 auf der

Oberfläche der kokkoiden Morphotypen erkennen (Tafel 29 E, F).

MAK Goldkolloide/µm2 Oberfläche

L17 G2 105 ±  18,2

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7 ±  1,3

Tab. 21  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Oberfläche der kokkoiden Morphotypen bei der
 Markierung mit dem MAK L17 G2 und dem Kontrollantikörper.

Lokalisation des Proteins OspC

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L22 1F8 erzeugt ein deutliches Goldsignal auf der

Oberfläche der äußeren Membran der kokkoiden Morphotypen (Tab. 22). Die Negativkontrolle,

mit einem nicht mit B. afzelii Stamm PKo reagierenden MAK, ist nahezu frei von Markierungs-

signalen. Dies zeigt deutlich, daß die Immun-Gold-Markierung spezifisch ist. Die regelmäßige

Verteilung der Signale über die gesamte Oberfläche der kokkoiden Morphotypen spiegelt die

gleichmäßige Verteilung des OspC wider (Tafel 29 A, B).
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MAK Goldkolloide/µm2 Oberfläche

L22 1F8 171,6 ±  25,4

L32 1G3 (Kontrolle) 1,7 ±  2,9

Tab. 22  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Oberfläche der kokkoiden Morphotypen bei der
 Markierung mit dem MAK L22 1F8 und dem Kontrollantikörper.

Lokalisation des Proteins p35

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L35 1F4 zeigt, daß auch das Protein p35 bei den

kokkoiden Morphotypen auf der Oberfläche der äußeren Membran lokalisiert ist. Die hohe

Dichte der Goldmarkierung mit 39 Goldsignalen/µm2 läßt eine Aussage über die Verteilung des

Proteins zu. Sie zeigt deutlich die gleichmäßige Verteilung des Proteins p35 an (Tafel 29 C, D).

Der Vergleich der Markierung mit der Negativkontrolle bestätigt, daß das Goldsignal spezifisch

ist (Tab. 23).

MAK Goldkolloide/µm2 Oberfläche

L35 1F4 128,7 ±  20,1

L32 1G3 (Kontrolle) 1,3 ±  2,3

Tab. 23  Anzahl der Goldkolloide/µm2 Oberfläche der kokkoiden Morphotypen bei der
 Markierung mit dem MAK L35 1F4 und dem Kontrollantikörper.
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IV.7 Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten (Zellinie 1321N1)

Die Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten (Zellinie 1321N1) wurde am Beispiel

von zwei verschiedenen Borrelienspezies untersucht. Es wurden B. afzelii Stamm PKo, ein Haut-

isolat und B. garinii Stamm PBi, ein Liquorisolat verwendet. Für B. garinii Stamm PBi wurde,

wie für B. afzelii Stamm PKo (siehe IV.2; S. 46), zunächst eine Wachstumskurve unter Standard-

Kulturbedingungen erstellt, um für die Koinkubationsversuche für beide Stämme eine vergleich-

bare Ausgangssituation zu gewährleisten. Die Borrelien wurden zu den verschiedenen Zeit-

punkten im LM im Dunkelfeld gezählt und die Zellzahlen/ml anhand der im Max-von-

Pettenkofer Institut verwendeten Methode berechnet (Tab. 24).

Zeit Zellzahl 1 Zellzahl 2 Mittelwert

    0 Std. 1,5 x 106 1,6 x 106 1,55 x 106

  24 Std. 2,7 x 106 3,3 x 106 3,0 x 106

  48 Std. 5,3 x 106 5,1 x 106 5,2 x 106

  72 Std. 7,6 x 106 7,8 x 106 7,7 x 106

  96 Std. 1,0 x 107 1,7 x 107 1,4 x 107

144 Std. (6 Tage) 1,7 x 107 5,3 x 107 3,5 x 107

192 Std. (8 Tage) 3,6 x 107 5,6 x 107 4,6 x 107

240 Std. (10 Tage) 4,4 x 107 6,2 x 107 5,3 x 107

Tab. 24  Übersicht über die nach der im Max von Pettenkofer Institut verwendeten Methode
ermittelten Borrelienzahlen/ml des B. garinii Stamms PBi zu den verschiedenen Zeiten.

Aus den Mittelwerten (Tab. 24) ergibt sich für die log-Phase eine mittlere Teilungsrate von

0,03 Std.-1 und eine Generationszeit von 32 Std. unter Standardkulturbedingungen.

Die Wachstumskurve wurde sowohl für die beiden Parallelversuche, als auch für die daraus er-

rechneten Mittelwerte aufgestellt (Abb. 9). Als Impfkultur wurden Borrelien aus der log-Phase

einer Kultur eingesetzt, wie dies im Standard-Kulturprotokoll vorgesehen ist. Die Wachstums-

kurve läßt keine lag-Phase erkennen. Die Borrelien befinden sich von Anfang an in der log-

Phase, die nach etwa 144 Std. (6 Tagen) Kulturdauer langsam in die stationäre Phase übergeht.

Borrelien beider Stämme (B. afzelii PKo und B. garinii PBi) werden nach 5 Tagen Kulturdauer
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für die Koinkubationsversuche eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich beide Stämme in

der log-Phase.

Abb. 9 Wachstumskurve von B. garinii Stamm PBi unter Standard-Kulturbedingungen mit
log-Phase Borrelien als Impfkultur.

Die Koinkubationsversuche der Borrelien mit den Astrozyten wurden über einen Gesamtzeit-

raum von 12 bzw. 24 Std. in je zwei Parallelen durchgeführt. Die Inkubation der Astrozyten mit

den Borrelien wurde nach 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1 Std., 2 Std., 4 Std., 12 Std. und
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24 Std. gestoppt, um die Anzahl der adhärierenden Borrelien lichtmikroskopisch zu bestimmen.

Bereits nach 5 min Koinkubationsdauer sind bei der lichtmikroskopischen Betrachtung bei bei-

den Stämmen 1–3 adhärente Borrelienzellen/10 Astrozyten zu finden (Tafel 30 A, B). Im weite-

ren Zeitverlauf adhärieren immer mehr Borrelien an die Astrozyten (Tafel 30 C-F). Während der

ersten Stunde des Koinkubationsversuchs adhäriert der B. afzelii Stamm PKo mit 12–14 Borre-

lien/10 Astrozyten nur etwas häufiger an die Astrozyten als der B. garinii Stamm PBi. Hier sind

etwa 7–9 Borrelien/10 Astrozyten zu beobachten (Tab. 25; 26). In der Zeit zwischen 1–12 Std.

Koinkubationsdauer nimmt die Anzahl der adhärierten Borrelien weiter zu, wobei ab einer Koin-

kubationsdauer von 1–2 Std. Borrelien des B. afzelii Stamms PKo deutlich häufiger an die Astro-

zyten adhärieren als solche des B. garinii Stamms PBi (Tab. 25; 26). Nach 2 Std. Koinkuba-

tionsdauer sind mit 25–49 Borrelien/10 Astrozyten bereits annähernd doppelt so viele Borrelien

des B. afzelii Stamms PKo an den Astrozyten zu finden, wie solche des B. garinii Stamms PBi

mit nur 17–19 Borrelien/10 Astrozyten (Tab. 25; 26). Diese Tendenz setzt sich auch im weiteren

Zeitverlauf fort. Allerdings ist nach 24 Std. Koinkubationsdauer eine Zählung der adhärenten

Borrelien nicht mehr möglich. Borrelien beider Stämme sind nach dieser Zeit so stark mitein-

ander verklumpt, daß es ist einzelne Borrelienzellen nicht mehr zu unterscheiden sind. Aller-

dings kann man erkennen, daß die Anzahl der adhärenten Borrelien gegenüber dem 12 Std.-Wert

weiter zugenommen hat.

Während sich der B. garinii Stamm PBi in allen drei durchgeführten Versuchen annähernd

gleich verhält, variiert die Zahl der adhärierten Borrelien des B. afzelii Stamms PKo erheblich

(Abb. 10; 11). Die Anzahl der Borrelien des B. afzelii Stamms PKo nach 12 Std. variiert von

62 Borrelien/10 Astrozyten bis 108 Borrelien/10 Astrozyten (Tab. 25). Im Gegensatz dazu sind

bei der Inkubation mit B. garinii Stamm PBi nach diesem Zeitraum eine relativ konstante Anzahl

von 37–44 Borrelien/10 Astrozyten zu beobachten (Tab. 26). In allen Versuchen ist, trotz dieser

Schwankung, ein deutlicher Unterschied im Adhäsionsverhalten zwischen den beiden Stämmen

vorhanden. B. afzelii Stamm PKo adhäriert nach 12 Std. 1,6–2,5 mal so häufig an die Astrozyten

wie B. garinii Stamm PBi.
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B. afzelii 5 min 10 min 20 min 30 min 1 Std. 2 Std. 4 Std. 12 Std.

Versuch 1 1,7 ±

2,1

2,6 ±

2,1

5,7 ±

2,7

8,9 ±

4,9

12,3 ±

3,2

48,9 ±

6,3

62,3 ±

6,4

108,1 ±

25,1

Versuch 2 1,2 ±

0,9

2,0 ±

1,6

3,3 ±

1,8

7,8 ±

3,4

11,9 ±

3,2

25,3 ±

6,4

42,0 ±

6,5

61,5 ±

7,9

Versuch 3 1,9 ±

1,6

2,6 ±

1,7

4,1 ±

2,1

8,3 ±

3,4

14,2 ±

8,0

36,3 ±

7,2

47,3 ±

7,8

72,3 ±

13,3

Tab. 25  Anzahl der adhärierenden Borrelien des B. afzelii Stamms PKo pro 10 Astrozyten zu
 bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.

B. garinii 5 min 10 min 20 min 30 min 1 Std. 2 Std. 4 Std. 12 Std.

Versuch 1 2,4 ±

2,1

3,8 ±

2,9

4,3 ±

1,8

5,5 ±

2,9

9,3 ±

4,1

18,6 ±

6,5

25,8 ±

9,5

42,7 ±

14,3

Versuch 2 0,9 ±

0,8

1,9 ±

1,3

3,3 ±

3,1

5,1 ±

2,1

7,2 ±

2,5

17,9 ±

4,4

22,4 ±

4,9

36,6 ±

6,8

Versuch 3 3,3 ±

3,2

4,9 ±

3,2

5,5 ±

2,3

5,8 ±

2,3

8,2 ±

2,2

16,9 ±

6,7

23,7 ±

5,8

43,9 ±

10,1

Tab. 26  Anzahl der adhärierenden Borrelien des B. garinii Stamms PBi pro 10 Astrozyten zu
 bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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Abb. 10 Graphische Darstellung der Anzahl adhärierender Borrelien des B. afzelii Stamms PKo
 pro 10 Astrozyten zu bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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Abb. 11 Graphische Darstellung der Anzahl der adhärierenden Borrelien des B. garinii Stamms
 PBi pro 10 Astrozyten zu bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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Zur Untersuchung der ultrastrukturellen Merkmale der Adhärenz von Borrelien an Astrozyten

wurden Proben nach 12 Std. und 24 Std. Koinkubationsdauer für die Rasterelektronenmikrosko-

pie präpariert. Außerdem wurden Astrozyten, die ohne Borrelien kultiviert wurden als Negativ-

kontrolle untersucht.

Astrozyten bilden nach 12–36 Std. Inkubationszeit auf Deckgläschen einen einschichtigen, mehr

oder weniger lückenlosen Zellverband aus (Tafel 31 A). Die Zellen sind relativ flach und der

Zellkörper der Astrozyten variiert zwischen annähernde spindelförmigen, drei- oder rechteckigen

Formen. Die Zellen besitzen mehrere dicke und viele sehr dünne Zellausläufer mit denen sie auf

dem Untergrund „verankert“ sind (Tafel 31 B). Auch auf der Zelloberfläche befinden sich meist

mehrere dünne Zellausläufer. Im Gegensatz dazu ist die Oberfläche einiger Zellen ist fast völlig

frei von solchen Ausläufern (Tafel 31 C, D). Darüber hinaus sind auf der Zelloberfläche häufig

langgezogene Falten zu erkennen.

Durch die Koinkubation der Astrozyten mit den Borrelien ändert sich die Oberfläche der Astro-

zyten in den meisten Fällen nicht. Vereinzelt sind jedoch an den Kontaktstellen von Borrelien

und Astrozyten schwach ausgeprägte Membranaufwölbungen zu beobachten. Borrelien beider

Stämme interagieren im wesentlichen mit den dünnen Zellausläufern der Astrozyten. Diese

Zellausläufer legen sich dabei über die Borrelien (Tafel 32 A; 33 A, C). Hierbei ist es nicht von

Bedeutung, ob die Borrelien mit Ausläufern der Zelloberfläche oder mit solchen am Rand der

Astrozyten in Kontakt treten. Darüber hinaus findet man die Borrelien auch an den Grenzen zwi-

schen zwei Zellen (Tafel 32 B). Ferner lagen sich Borrelien in den stärker ausgeprägten Falten

auf der Zelloberfläche an (Tafel 32 C, D). Gelegentlich sind Borrelien jedoch auf Astrozyten mit

einer völlig glatten Oberfläche zu finden. In diesen Fällen ist keine strukturelle Veränderung der

Astrozytenoberfläche beim Kontakt mit Borrelien zu erkennen (Tafel 33 B, D).

Die Adhärenz der Borrelien an die Astrozyten ist ungerichtet. Die Borrelien können sowohl mit

ihrer Spitze als auch der Länge nach an die Oberfläche der Astrozyten binden. An mehreren

Stellen scheinen Borrelien der beiden untersuchten Stämmen in die Zellen einzudringen

(Tafel 32 D-F; 33 E, F). Dieses Eindringen der Borrelien läßt sich sowohl nach einer Koinku-

bationsdauer von 12 Std. als auch nach 24 Std. beobachten. In einigen Fällen ist dabei eine

leichte Aufwölbung der Zelloberfläche zu erkennen, die das Ende der Borrelienzelle umschließt

(Tafel 32 F). Häufig jedoch ist die Oberfläche der Astrozyten im Bereich um das sichtbare Ende

der Borrelienzelle herum besonders unregelmäßig ausgebildet, wodurch eine genaue
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Untersuchung erschwert wird. Die Zelloberfläche ist in diesem Bereich von granulärem Material

bedeckt oder ein Zellausläufer überlagert die mutmaßliche Eindringstelle (Tafel 32 E; 33 E, F).

Die in die Astrozyten eindringenden Borrelien sind zudem in den meisten Fällen nicht kürzer als

die in ihrer Gesamtlänge sichtbaren Borrelien. Daher kann man nicht sicher davon ausgehen, daß

die Borrelien tatsächlich in die Zellen eindringen und von ihnen aufgenommen werden. Viel-

mehr könnte auch nur das Ende der Borrelienzelle durch Falten auf der Oberfläche der Astro-

zyten verdeckt sein.

Insgesamt zeigen diese Versuche daß die Interaktion von Borrelien und Astrozyten nie zu einer

ultrastrukturell sichtbaren Schädigung der Zellen führt. Auch nach 24 Std. Koinkubationsdauer

sind die Astrozyten intakt. Bei keinem der beiden untersuchten Stämme führt die Adhärenz der

Borrelien während des Versuchszeitraums zu einer Zerstörung der Zellschicht. Sie bleibt durch-

gehend geschlossen und die Astrozyten bleiben auch während der Inkubation mit den Borrelien

fest am Untergrund verankert.

Die Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen lassen vermuten, daß die

Borrelien in die Astrozyten eindringen. Daher wurden nach 12 bzw. 24 Std. Koinkubationsdauer

Präparate für die Transmissionselektronenmikroskopie hergestellt, um zu überprüfen, ob die

Borrelienzellen tatsächlich in die Astrozyten eindringen. Hierfür wurden die Astrozyten zunächst

auf Melinexfolie kultiviert, da diese zusammen mit der Zellschicht geschnitten werden kann. Die

Astrozyten zeigen jedoch im Gegensatz zu der Kultur auf Deckgläschen ein deutlich verlang-

samtes Wachstum. Erst nach 48–72 Std. bilden die Zellen eine annähernd geschlossene Zell-

schicht. Außerdem zeigen die Astrozyten bei der Kultur auf Melinexfolie bereits während der

lichtmikroskopischen Kontrolle der Zellkultur eine stark abgerundete Gestalt und besitzen nur

wenige Zellausläufer mit denen sie am Untergrund verankert sind. Auch am Ultradünnschnitt

durch die Astrozyten ist ein Unterschied in der Zellform zwischen Astrozyten, die auf Melinex-

folie kultiviert wurden und solchen, die auf Deckgläschen gewachsen sind, zu erkennen. Astro-

zyten, die auf Deckgläschen kultiviert wurden, flachen im Randbereich allmählich ab. Nach der

Kultur auf Melinexfolie sind die Astrozyten deutlich abgerundet (Tafel 34 A). Ein flach auslau-

fender Randbereich, wie er bei der Kultur auf Deckgläschen entsteht, ist hier nicht zu erkennen.

Im folgenden wurden daher die Astrozyten auf Deckgläschen kultiviert und die entstandene Zell-

schicht zusammen mit den adhärierten Borrelien, nach der Fixierung mit Osmium, vorsichtig

vom Untergrund abgelöst (Tafel 34 B).
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Bei der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung der Koinkubationspräparate

kann man im Randbereich der Astrozyten  Borrelien erkennen. Einige der Borrelien werden von

Zellausläufer einschlossen (Tafel 34 C, D). Diese Zellausläufer können sich entlang der Borre-

lien, die außerhalb der Astrozyten liegen, bilden und diese umschließen. Dies läßt sich auch an-

hand weniger aufeinanderfolgender Ultradünnschnitte beobachten (Tafel 36). Abgesehen von

den Borrelien im Randbereich der Astrozyten, die nur von den Zellausläufern umschlossen sind,

kann man sowohl nach 12 Std. als auch nach 24 Std. Koinkubationsdauer Borrelien innerhalb der

Astrozyten erkennen (Tafel 35). Sowohl Borrelien des B. afzelii Stamms PKo, als auch solche

des B. garinii Stamms PBi sind innerhalb der Astrozyten zu finden. Kurze Serien von Ultradünn-

schnitten dienen zur Bestätigung der intrazellulären Lage einer bestimmten Borrelienzelle, da sie

die Untersuchung der Lokalisation dieser Borrelienzelle über einen größeren Bereich hinweg

erlauben (Tafel 37). Die in den Astrozyten liegenden Borrelienzellen erscheinen auf Grund ihrer

ultrastrukturellen Merkmale intakt. Innere Membran, Zellwand und äußere Membran sind erhal-

ten und meist deutlich zu erkennen. Bei geeigneter Lage der Borrelienzelle im Ultradünnschnitt

sind auch die Endoflagellen sichtbar (Tafel 35 A, D). Die Borrelienzellen liegen meist in einem

membranumschlossenen Raum im Zytoplasma der Astrozyten. Derartige intrazellulär liegende

Borrelien finden sich sowohl in den Randbereichen der Astrozyten, als auch in zentral gelegen

Bereichen in der Nähe des Zellkerns. Einige wenige Borrelienzellen sind hingegen nicht von

einer zusätzliche Membran umschlossen. Diese Borrelien liegen frei im Zytoplasma der Astro-

zyten. Das Protoplasma dieser Borrelien ist meist stärker kontrastiert, als das von Borrelien die

in Vesikeln oder außerhalb der Astrozyten lokalisiert sind (Tafel 35 E, F). Darüber hinaus unter-

scheiden sie sich jedoch nicht von den Borrelien, die in den Vesikeln zu erkennen sind. Gele-

gentlich liegen auch mehrere Borrelien gemeinsam in einem Vesikel. Neben den deutlich zu

erkennenden intakten Borrelien sind diese Vesikeln jedoch zusätzlich mit granulärem Material

angefüllt (Tafel 35 D).
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V Diskussion

V.1 Ultrastrukturelle Charakterisierung der Borrelienzelle aus der in vitro Kultur

Die rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse zeigen eindeutig, daß Borrelienzellen eine

schraubenförmige Gestalt besitzen (Tafel 2 A, B; 5 A). Diese Beobachtung stimmt mit den

Beschreibungen anderer Autoren überein, die von einer schraubenförmigen Gestalt der Borre-

lienzelle sprechen (BARBOUR und HAYES, 1986; KIMSEY und SPIELMAN, 1990). Der Schrauben-

durchmesser nimmt mit zunehmendem Kulturalter ab, wobei die Zellen eine nahezu gestreckte

Form annehmen. Die von verschiedenen Autoren (GOLDSTEIN et al., 1994, LI et al., 2000;

MOTALEB et al., 2000) beschriebene „Wellenform“ der Zellen konnte an keinem der für die

Beurteilung der dreidimensionalen Gestalt geeigneten Präparate beobachtet werden.

Der strukturelle Aufbau von B. afzelii zeigt alle wesentlichen Merkmale, die für die Zellen von

Spirochäten charakteristisch sind. Sie bestehen aus einem Protoplasmazylinder, der von der inne-

ren Membran und der Zellwand begrenzt wird (Tafel 4 D). Der an die Zellwand anschließende

periplasmatische Raum enthält Endoflagellen, deren Anzahl bei den einzelnen Gattungen unter-

schiedlich ist. Der periplasmatische Raum wird von der äußeren Membran umschlossen

(MADIGAN et al., 1997). Die Endoflagellen stellen ein typisches Merkmal aller Spirochäten dar.

Die Anzahl der Endoflagellen, sowie deren genaue Anordnung innerhalb des periplasmatischen

Raums wird jedoch, zumindest für die Gattung Borrelia, kontrovers diskutiert. Dies ist vermut-

lich darauf zurückzuführen, daß die Untersuchung der Endoflagellen außer durch ihre Lage un-

terhalb der äußeren Membran zusätzlich durch die schaubenförmige Gestalt der Borrelienzelle

erschwert wird. Außerdem geht man davon aus, daß die Anzahl der Endoflagellen nicht nur zwi-

schen verschiedenen Borrelienarten, sondern auch innerhalb eines Stammes variiert. Die Litera-

turwerte für die Anzahl der Ansatzstellen schwanken daher zwischen 3 und 10 pro Zellende, die

Anzahl der Flagellen zwischen 3 und 18 pro Borrelienzelle (HAYES und BURGDORFER, 1993).

Frühe ultrastrukturelle Untersuchungen an Spirochäten kamen zu dem Ergebnis, daß eine be-

stimmte Flagelle an beiden Zellenden inseriert und dadurch die schraubenförmige Gestalt der

Spirochätenzellen verursacht wird (BRADFIELD und CATER, 1952; RYTER und PILLOT, 1963;

SWAIN, 1955). Neuere Untersuchungen an verschiedenen Spirochätengattungen, wie Treponema

und Leptospira, beschreiben jedoch einheitlich, daß jede Flagelle nur an einem Zellende ansetzt



V Diskussion 125

Kandidaten für die Entwicklung einer Vakzine gegen die Lyme Borreliose. Die Untersuchung

der Lokalisation von immundominanten Proteinen leistet daher einen wesentlichen Beitrag zum

Verständnis der Interaktion von Borrelien mit dem Wirt und kann außerdem als Grundlage für

die Entwicklung einer Vakzine dienen.

OspA und OspC sind Proteine, die auf der Oberfläche der äußeren Membran lokalisiert sind

(BARBOUR et al., 1983 b; WILSKE et al., 1993 b). An Tiermodellen konnte gezeigt werden, daß

Antikörper gegen OspA oder OspC nur vor der Infektion mit homologen Stämmen schützen

(BOCKENSTEDT et al., 1997; PADILLA et al., 1996). OspA wird jedoch erfolgreich als Impfantigen

in den USA eingesetzt, da hier nur B. burgdorferi s. s. mit einem einheitlichen OspA Serotyp

vorkommt (SIMON et al., 1999). Auf Grund der starken Heterogenität von OspA und OspC bei

europäischen Borrelien-Stämmen ist es für die Entwicklung einer Vakzine für Europa von großer

Bedeutung, ob typspezifische und breitreaktive Epitope dieser Proteine gleichermaßen auf der

Oberfläche lokalisiert sind.

Bei den untersuchten Stämmen bzw. Klonen sind in allen Fällen typspezifische und breitreaktive

Epitope des OspA auf der Oberfläche der äußeren Membran lokalisiert. Dies zeigen die Ergeb-

nisse des IFT und der Immun-Gold-Markierung in übereinstimmender Weise. Im IFT sind beide

Epitope auf über 50% der Borrelien nachweisbar (vergl. Tab. 12–14). Auch die Immun-Gold-

Markierung zeigt ein vergleichbares, wenn auch insgesamt nur schwaches, Markierungssignal

(vergl. Tab. 15–17 und Tafel 22–24). Eine Ausnahme diesbezüglich stellt die Markierung von

Klon PKo97 K37 mit dem typspezifischen MAK L32 14G7. Hier sind bei der Lebendfärbung im

IFT nur einzelne Borrelien stark markiert (vergl. Tab. 13 und Tafel 20 A). Auch die Signale der

Immun-Gold-Markierung beschränken sich auf wenige Zellen. Diejenigen Borrelien des Klons

PKl97 K37, die bei der Markierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 ein Goldsignal

zeigen, unterscheiden sich in der Signalintensität jedoch nicht von denjenigen Zellen, die mit

dem breitreaktiven MAK L32 1F11 markiert wurden (Tafel 23). Die Markierung mit dem typ-

spezifischen MAK ist also trotz der Beschränkung auf einzelne Zellen spezifisch. Die Ursache

dafür, daß die Markierung mit dem typspezifischen MAK auf einzelne Zellen beschränkt ist,

konnte trotz mehrfacher Versuche, nicht gefunden werden.

Eine mögliche Erklärung für die insgesamt nur schwache Goldmarkierung des OspA ist, daß die

Markierung im Eppendorfgefäß durchgeführt werden muß. Diese Methode liefert auch bei der

Markierung anderer Proteine nur ein relativ schwaches Markierungssignal (Tafel 14 A, B). Auf
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Grund der geringen Signaldichte ist eine Beurteilung des Verteilungsmusters des Proteins auf der

Borrelienoberfläche nur eingeschränkt möglich. Trotzdem ist zu erkennen, daß unabhängig vom

verwendeten MAK, die Goldsignale bei der Markierung von Klon PKo97 K37 im Vergleich zur

Markierung von Stamm PGau und Klon PKo345 II-2-3 etwas ungleichmäßiger verteilt sind

(Tafel 22 A-D; 23A-D; 24 A-D). Die von BARBOUR et al. (1983 b) beschriebene Aggregation

der Markierungssignale bei fehlender Vorfixierung läßt sich jedoch bei keiner der Markierungen

beobachten.

Auch bei der Immunmarkierung des OspC zeigen der IFT und die Immun-Gold-Markierung

übereinstimmend eine Lokalisation breitreaktiver und typspezifischer Epitope auf der Oberfläche

der Borrelienzellen. Das Signal der Immun-Gold-Markierung ist vor allem bei der Markierung

von B. afzelii Stamm PKo mit dem breitreaktiven MAK L22 1F8 sehr stark, während die Mar-

kierung des Klons PKo97 K37 mit dem gleichen MAK weniger intensiv ausfällt (vergl. Tab. 20

und Tafel 27 C, D; 28 C, D). Dieser Unterschied ist möglicherweise darauf zurückzuführen, daß

Klon PKo97 K37 gleichzeitig OspA und OspC exprimiert, während Stamm PKo nur OspC ex-

pimiert. Die Expression beider Proteine auf der Oberfläche der äußeren Membran reduziert

möglicherweise die Zugänglichkeit des konservierten Epitops für den breitreaktiven MAK. Die

Markierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10 führt dagegen in beiden Fällen zu einem

vergleichbaren Markierungsergebnis (vergl. Tab 20 und Tafel 27 A, B; 28 A, B).

Auf Grund der Expression von typspezifischen und breitreaktiven Epitopen auf der Oberfläche

der Borrelienzelle, die sowohl für OspA als auch für OspC nachgewiesen werden konnte, ist die

Entwicklung eines Impfstoffs, der auf diesen Proteinen beruht auch für den europäischen Raum

denkbar. Hierbei ist außerdem zu berücksichtigen, daß die Expression beider Proteine auf etwa

50–60% der Borrelien in vitro nicht mit den Verhältnissen in vivo übereinstimmt. In „nücht-

ernen“ Zecken exprimieren etwa 85% der vorhandenen Borrelien OspA, während bei Patienten

nur vereinzelt eine Immunantwort gegen dieses Protein zu finden ist (FINGERLE et al., 1995;

WILSKE et al., 1986). Die frühe Immunantwort richtet sich vor allem gegen OspC. Dies läßt den

Schluß zu, daß die Expression des OspC während des Saugvorgangs der Zecke am Säugerwirt

induziert wird und dieses Protein auch während der frühen Infektionsstadien von den Borrelien-

zellen exprimiert wird. Im Gegensatz dazu wird die Expression von OspA herunterreguliert

(FINGERLE et al., 1998; WILSKE et al., 1986). Direkte Untersuchungen zur Expression von OspA

und OspC während des gesamten Infektionsverlaufs liegen jedoch bisher nicht vor.
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Neben OspA und OspC gibt es noch weitere immundominante Proteine, die möglicherweise eine

Bedeutung als Pathogenitätsfaktoren haben, oder als Impfantigen in Frage kommen.

So zeigen die Ergebnisse des IFT und der Immun-Gold-Markierung übereinstimmend die Loka-

lisation des Osp17 auf der Oberfläche der äußeren Membran (Tafel 16 A, C). Unter in vitro

Bedingungen wird dieses Protein in den verwendeten Passagen von etwa 80% der Borrelien des

B. afzelii Stamms PKo exprimiert. Über die Expression dieses Proteins in vivo ist nur wenig be-

kannt. Gesichert ist jedoch, daß eine Immunantwort gegen Osp17 vor allem im Stadium III der

Lyme Borreliose beobachtet werden kann. (JAURIS-HEIPKE et al., 1999 ; WILSKE et al., 2000).

Die Immunantwort deutet darauf hin, daß dieses Protein vor allem während des späten Krank-

heitsverlaufs von den Borrelien expimiert wird. Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, daß es

sich beim Osp17 um das Decorin bindende Protein A (dbpA) von B. afzelii handelt (SCHULTE-

SPECHTEL, unveröffentlicht). Das dbpA vermittelt die Bindung von Borrelien an Kollagenfasern,

da Borrelien nicht in der Lage sind, direkt an Kollagen zu binden (GUO et al., 1998). Das dbpA

und somit auch das Osp17 sind demnach für die Adhäsion der Borrelien an die extrazelluläre

Matrix in den verschiedenen Wirtsgeweben von entscheidender Bedeutung. Eine Impfung mit

dem dbpA führt im Tierversuch zum Schutz vor der Infektion mit Borrelien, wenn diese mittels

einer Spritze in die Versuchstiere inokuliert werden (HANSON et al., 1998). Allerdings ließ sich

durch die Impfung mit dem dbpA keine Immunität gegen durch Zecken übertragene Borrelien

erzeugen (HAGMAN et al., 2000). Der Einsatz des Osp17 als mögliches Impfantigen erscheint

daher wenig erfolgversprechend, da der natürliche Infektionsweg über die Zecke führt.

Die verschiedenen Immunmarkierungsmethoden zeigen einheitlich eine Lokalisation des Prote-

ins p58 und des Proteins p35 auf der Oberfläche der äußeren Membran der Borrelien (Tafel 17

A, C; 18 A, C). Sie werden deshalb im folgenden als Osp58 und Osp35 bezeichnet.

Aus Untersuchungen von Patientenseren aus Europa ist bekannt, daß das Osp35 eine deutliche

Immunantwort hervorruft. Diese ist vor allem im Stadium III der Erkrankung von Bedeutung,

kann jedoch in geringerem Umfang auch während der frühen Phase der Infektion beobachtet

werden (HAUSER et al., 1999). Über die Bedeutung des Osp35 für den Infektionsverlauf ist bis-

her nichts bekannt. Untersuchungen aus den USA beschreiben im Gegensatz zu den europäi-

schen Verhältinssen eine starke Immunantwort gegen ein chromosomal kodiertes Protein von

35 kDa bei Patienten mit Erythema migrans (GILMORE et al., 1997). Die Peptidsequenz dieses

Proteins von B. burgdorferi s. s. ist jedoch nur zu 56% mit der Peptidsequenz des von uns unter-
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suchten Proteins von B. afzelii identisch. Eine Suche in der Genbank zeigt darüber hinaus eine

Identität der Peptidsequenzen von 55% für ein von FRASER et al. (1997) bei B. burgdorferi s. s.

beschriebenes Protein. Dieses Protein ist jedoch auf einem linearen Plasmid kodiert. Der Ver-

gleich mit anderen bekannten p35 Proteinen läßt auf Grund der geringen Sequenzidentität keinen

Rückschluß auf die Bedeutung des Osp35 zu. Außerdem ist es nicht möglich eindeutig zu klären,

ob es sich um ein chomosomal kodiertes oder ein plasmid-kodiertes Protein handelt.

Osp58 hingegen scheint bereits früh im Krankheitsverlauf der Lyme Borreliose von den Erregern

exprimiert zu werden. Bereits im Stadium II der Erkrankung ist die Immunantwort gegen dieses

Protein von entscheidender diagnostischer Bedeutung. Auch im Stadium III zeigen etwa 80% der

Patienten eine deutlich Immunantwort gegen dieses Protein (HAUSER et al., 1999; WILSKE et al.,

2000). Diese Beobachtungen lassen den Schluß zu, daß Osp58 während des gesamten Infekti-

onsverlaufs von den Borrelien exprimiert wird. Im Gegensatz zu anderen immundominanten

Oberflächenproteinen, wie OspB, OspC oder Osp17, die plasmid-kodiert sind, ist dieses Protein

chromosomal kodiert (WILSKE et al., 2000).

Auf Grund der Lokalisation des Gens für Osp58 auf dem Chromosom der Borrelien ist zu er-

warten, daß dieses Gen bei der Mehrzahl der Stämme von B. burgdorferi s. l. vorhanden ist. Dies

wird durch die Beobachtung unterstützt, daß Osp58 bei Vertretern aller drei Spezies von

B. burgdorferi s. l.  nachgewiesen werden kann (HAUSER et al., 1997). Im Gegensatz dazu kann

es auf Grund von Selektionsprozessen bei Borrelien zum Verlust von bestimmten Plasmiden, wie

dem 49 kb Plasmid, das für OspA und OspB kodiert, kommen (COLEMAN et al., 1992; SADZINE

et al., 1992; WILSKE et al., 1992 a). Darüber hinaus ist bekannt, daß plasmid-kodierte Proteine

wie OspA und OspC eine starke immunologische Heterogenität bei verschiedenen Borrelien-

stämmen zeigen (WILSKE et al., 1992 a; 1995 a). Ein chromosomal-kodiertes Protein weist eine

größere Stabilität auf, als das bei plasmid-kodierten Proteinen zu erwarten ist, da ein Austausch

oder Verlust von Plasmid-DNA weit häufiger vorkommt, als der Austausch chromosomaler

DNA zwischen verschiedenen Zellen.

Die starke Immunantwort der Patienten gegen Osp58 läßt darauf schließen, daß dieses Protein

auch während der Infektion von den Borrelien exprimiert wird. Ein chromosomal kodiertes

Oberflächenprotein wie Osp58 wäre daher möglicherweise ein geeigneter Kandidat für die Ent-

wicklung einer Vakzine gegen Lyme Borreliose. Dazu ist jedoch eine genaue Untersuchung der

protektiven Wirkung der Antikörper, die gegen dieses Protein gebildet werden erforderlich.
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Eine detaillierte Untersuchung der Expression der verschiedenen Oberflächenproteine während

des Infektionsverlauf wäre wünschenswert. Diese kann bisher nur indirekt mit Hilfe der Immun-

antwort der Patienten rückgeschlossen werden. Eine umfassende Untersuchung ist jedoch auf

Grund der geringen Erregerdichte im Gewebe sehr schwierig und nur in Ausnahmefällen mög-

lich (DEKONING und DURAY, 1993; WILSKE et al., 2000).

V.3 Ultrastrukturelle Charakterisierung der kokkoiden Morphotypen und deren mögliche

       Bedeutung

Das Auftreten kokkoider Formen, wie Cysten, Sphäroplasten oder Gemmae, wurde bei B. burg-

dorferi s. l. unter verschiedenen Bedingungen beschrieben (BRORSON und BRORSON, 1997;

KERSTEN et al., 1995; SCHALLER und NEUBERT, 1994). Die verschiedenen Bezeichnungen für die

sphärischen Strukturen werden dabei unabhängig von den ultrastrukturellen Merkmalen verwen-

det. Die Bezeichnungen für die beschriebenen Strukturen sind den jeweiligen Literaturstellen

entnommen. Auch bei Vertretern anderer Gattungen der Spirochäten, wie Treponema oder

Leptospira, konnte die Bildung sphärischer Strukturen beobachtet werden (CZEKALOWSKI und

EAVES, 1954; KAWATA und INOUE, 1964; WECKE et al., 1995). Es handelt sich hierbei offenbar

um eine bei Spirochäten weit verbreitete cytologische Besonderheit. Detaillierte Untersuchungen

der ultrastrukturellen Merkmale der kokkoiden Formvarianten bei B. burgdorferi s. l. gibt es

bisher nur in sehr geringem Umfang. Sie wurden vor allem durch die zeitintensiven Methoden

zur Generierung der kokkoiden Morphotypen erschwert. Durch die Inkubation der Borrelien in

Aqua dest. gelang es diese Formvarianten sehr schnell und in großer Anzahl zu generieren,

wodurch eine genaue ultrastrukturelle Untersuchung möglich ist.

Sowohl das Ergebnis der Vitalfärbung (Tafel 8 C, D) als auch das Anwachsen der kokkoiden

Morphotypen zu schraubenförmigen Borrelienzellen in Kulturmedium zeigt deutlich, daß es sich

bei den durch die Inkubation in Aqua dest. gebildeten kokkoiden Morphotypen um lebende

Formvarianten handelt. Für die Rekultivierungsversuche wurden die kokkoiden Morphotypen

von möglicherweise vorhandenen schraubenförmigen Borrelienzellen getrennt. Kokkoide

Morphotypen werden von einen Filter mit einer Porengröße von 0,45 µm zurückgehalten, wohin-

gegen schraubenförmige Borrelien in der Lage sind durch diesem Filter zu gelangen und an-

schließend in Kulturmedium wieder anzuwachsen (JOBE et al., 1993). Während der Kultur des

Filtrats kann kein Anwachsen von Borrelien beobachtet werden. Dies dient als Beleg dafür, daß

sich zwischen den kokkoiden Morphotypen keine wachstumsfähigen schraubenförmigen
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Borrelien befinden. Die schnelle Generierung schraubenförmiger Borrelien nach dem Animpfen

der kokkoiden Morphotypen ist also nicht auf einzelne Borrelien zurückzuführen, die unverän-

dert in Aqua dest. überdauern konnten.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, daß die Bildung der kokkoiden Morphotypen auf die

starke Ausdehnung des periplasmatischen Raums zurückzuführen ist (Tafel 10 A, B). Da dem

aufgerollten Protoplasmazylinder die äußere Membran fehlt (Tafel 10 D), ist es durchaus wahr-

scheinlich, daß die Membran, die die kokkoide Struktur umgibt, und die äußere Membran der

schraubenförmigen Borrelienzelle einander entsprechen. Im Inneren des entstehenden Hohl-

raums rollt sich der Protoplasmazylinder in engen Windung auf, wobei der Abstand zwischen

den einzelnen Windungen etwa 100–200 nm beträgt (Tafel 10 B–D). Die Ganghöhe der schrau-

benförmigen Borrelienzellen beträgt im Gegensatz dazu 2–3 µm. Der Windungsdurchmesser

liegt im zentralen Bereich der kokkoiden Struktur mit 1,4 µm etwas über dem der schraubenför-

migen Borrelienzelle. Es kommt also bei der Bildung der kokkoiden Morphotypen zu einer Stau-

chung der Schraubenwindungen des Protoplasmazylinders. Die Endoflagellen verlieren ihre

typische Anordnung in zwei Reihen, wie sie bei den schraubenförmigen Borrelienzellen zu beob-

achten ist (vergl. Tafel 4 D, 10 D). Außerdem ist die Anzahl der Endoflagellen, die mit dem

Protoplasmazylinder assoziiert sind, bei den kokkoiden Morphotyen niedriger, als beiden schrau-

benförmigen Borrelien. Möglicherweise bleiben nur diejenigen Flagellen, die bei den schrauben-

förmigen Borrelien entlang des Protoplasmazylinders liegen bei der Bildung der kokkoiden

Morphotypen mit diesem assoziiert. Während die übrigen Flagellen frei im entstandenen Hohl-

raum liegen.

Auf Grund der Rekonstruktion der kokkoiden Morphotypen an Hand von Serienultradünn-

schnitte wird deutlich, daß nur jeweils eine Borrelienzelle an der Bildung dieser Struktur betei-

ligt ist (Tafel 13). Eine genaue Berechnung der Oberfläche der kokkoiden Morphotypen ist

wegen der starken Faltenbildung nicht möglich. Man kann jedoch versuchen die Größe der

Oberfläche abzuschätzen, indem man zunächst von einer Kugel als Grundform der kokkoiden

Morphotypen ausgeht.

Oberfläche (Kugel): 4 r2 π = 4 x 0,8 µm2 x 3,14 = 8,04 µm2

Eine Oberfläche von 8 µm2 würde bedeuten, daß sich die Oberfläche gegenüber der schrauben-

förmigen Borrelienzelle um 70% reduziert. Hierbei ist jedoch zu berücksichtigen, daß diese Be-
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rechnung von einer Kugel mit glatter Oberfläche ausgeht, während die Oberfläche der kokkoiden

Morphotypen stark gefaltet ist. Versuch man nun mit Hilfe eines Modells die Faltenbildung mit

einzubeziehen, so ergibt sich eine Reduktion der Oberfläche um etwa 30-35%. Diese Oberflä-

chenreduktion ist möglicherweise auf Membranabschnürungen während der Bildung der

kokkoiden Morphotypen zurückzuführen. Für diese Vorstellung sprechen auch die kleinen

Membranvesikel, die neben den kokkoiden Morphotypen zu beobachten sind (Tafel 10 B, D;

11 B).

Der aufgerollte Protoplasmazylinder in einem membranumschlossenen Hohlraum ist auch ein

wesentliches Merkmal der von ALBAN et al. (2000) beschriebenen sphärischen Zysten von

B. burgdorferi s.s., die sich in serumfreiem Medium bilden. Auch unter dem Einfluß von Peni-

cillin bildet B. afzelii Sphäroplasten, in denen der Protoplasmazylinder aufgerollt ist (SCHALLER

und NEUBERT, 1994). Interessanter Weise zeigen die von HULINSKA et al. (1994) in der Dermis

von Patienten gefundenen zystenartigen Strukturen große Ähnlichkeit mit den kokkoiden Mor-

photypen, die sich bei der Behandlung mit Aqua dest. bilden. Das Auftreten ultrastrukturell

ähnlicher sphärischer Strukturen unter verschiedenen für Borrelien ungeeigneten Wachstumsbe-

dingungen, legt die Vermutung nahe, daß es sich hierbei um einen Schutzmechanismus handelt.

Obwohl für die kokkoiden Morphotypen gezeigt werden konnte, daß die immundominanten

Proteine OspC, Osp17 und Osp35 weiterhin gleichmäßig über die Oberfläche verteilt sind

(Tafel 29 A, C, E), stellen diese Strukturen möglicherweise Überdauerungsformen dar. Durch

die starke Reduktion der Oberfläche gegenüber der schraubenförmigen Borrelienzelle ist die

Angriffsfläche für Antikörper trotz der Expression der immundominanten Proteine deutlich

reduziert. Außerdem ist zu berücksichtigen, daß es bei der schnellen Bildung der kokkoiden

Morphotypen in vitro zwar zu einer Umverteilung der Oberflächenproteine kommen kann, eine

Änderung in der Expression jedoch nicht zu erwarten ist. Es ist durchaus wahrscheinlich, daß in

vivo gebildete sphärische Strukturen ein anderes Muster an Oberflächenproteinen zeigen. Da-

rüber hinaus bieten die kokkoiden Morphotypen möglicherweise einen Schutz vor dem Angriff

durch Antibiotika. Hierfür ist vor allem die fehlende Teilungsaktivität dieser Formvarianten ver-

antwortlich. Unterstützt wird diese Ansicht durch die Tatsache, daß Borrelien, die nach einer

Antibiotikatherapie aus Patienten isoliert werden, häufig sphäroide Strukturen aufweisen

(PREAC-MURSIC et al., 1996).

Das Auftreten kugelförmiger Strukturvarianten bei einer Vielzahl anderer Spirochäten spricht

ebenfalls für eine biologische Bedeutung dieser Formvarianten. Detaillierte Untersuchungen gibt
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es hier vor allem für Vertreter der Gattung Treponema. Anders als bei Borrelien sind hier jedoch

mehrere Treponemen an der Bildung eines sphärischen Körpers beteiligt. Die Anordnung des

Protoplasmazylinders dicht unter der äußeren Membran entspricht jedoch den Verhältnissen bei

Borrelien. Auch hier wird eine Schutzfunktion der sphärischen Strukturen bedingt durch die

Reduktion der Oberfläche diskutiert (WOLF und WECKE, 1994).

Darüber hinaus zeichnen sich einige durch Spirochäten verursachte Krankheiten, wie Syphilis

oder Lyme Borreliose, durch einen Verlauf mit mehreren Stadien aus, die häufig durch sym-

ptomfreie Intervalle voneinander getrennt sind. Es ist bisher unklar in welcher Form die Erreger

zwischen den einzelnen Krankheitsschüben im Körper überleben. Möglicherweise stellen die

sphärischen Formen für den Erreger eine geeignete Möglichkeit dar längere Zeit unauffällig im

Körper des Patienten zu überleben.

V.4 Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten

Nach einer anfangs lokal beschränkten Infektion mit Borrelien im Bereich der Einstichstelle der

Zecke kommt es im weiteren Verlauf der Lyme Borreliose zu einer hämatogenen Verbreitung

der Erreger im Körper des Patienten. Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt, daß Bor-

relien in der Lage sind einschichtige Zellverbände aus humanen Endothelzellen zu überwinden

(COMSTOCK und THOMAS, 1989; SZCZEPANSKI et al., 1990). Diese Fähigkeit spielt vermutlich

eine entscheidende Rolle beim Übertritt aus dem Blutgefäßsystem in die verschiedenen Organe,

die von Borrelien infiziert werden können. Die Pathogenese der verschiedenen Manifestationen

der Lyme Borreliose ist bisher unbekannt. Eine entscheidende Bedeutung spielt hierbei wahr-

scheinlich die Fähigkeit von Borrelien mit einer Vielzahl verschiedener eukaryontischer Zellen

in Kontakt zu treten. Untersuchungen der Interaktion von Borrelien mit Zellen des Zentralner-

vensystems konzentrieren sich jedoch auf Experimente mit Zellen aus dem Gehirn der Ratte

(GARCIA-MONCO et al., 1989; 1991; PETERS und BENACH, 1997). Für ein besseres Verständnis

der Vorgänge, die möglicherweise für das Entstehen der Neuroborreliose mit verantwortlich

sind, ist es jedoch nötig die Interaktion von Borrelien auch mit Zellen aus dem menschlichen

Gehirn zu untersuchen. Astrozyten sind die ersten Zellen, mit denen die Borrelien nach dem

Übertritt aus dem Blut ins Gehirn in Kontakt kommen. Wir konnten zeigen, daß sowohl

B. garinii Stamm PBi als auch B. afzelii Stamm PKo in vitro an die Oberfläche humaner

Astrozyten adhärieren (Tafel 30; 32; 33). Die Zahl der adhärierenden Borrelien nimmt mit

zunehmender Koinkubationsdauer zu, wobei auch nach 24 h noch keine Sättigung erreicht ist
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(Abb. 10; 11). Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, daß sich die Ober-

fläche der Astrozyten durch die Adhärenz der Borrelien nur geringfügig durch kleine Aufwöl-

bungen oder granuläre Strukturen im Bereich der adhärierenden Borrelien ändert (Tafel 32 B, E,

F; 33 E, F). Es ist daher wahrscheinlich, daß die Interaktion von Borrelien mit Astrozyten vor

allem von den Borrelien ausgeht. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse anderer Autoren

unterstützt, die eine deutliche Verringerung der Adhärenz an verschiedene eukaryontische Zellen

beobachteten, wenn die Borrelien durch Hitzeeinwirkung inaktiviert bzw. abgetötet wurden

(HECHEMY et al., 1992; KURTTI et al., 1993). Die Fähigkeit an die Astrozyten zu adhärieren ist

wahrscheinlich von entscheidender Bedeutung bei der Entstehung der neurologischen Mani-

festationen der Lyme Borreliose. Allerdings kommt es in vitro durch die Interaktion von Borre-

lien mit den Astrozyten zu keiner Schädigung der humanen Zellen. Dies läßt den Schluß zu, daß

die Affinität der Borrelien zu den Astrozyten die Entstehung der neurologischen Manifestationen

begünstigt, nicht jedoch direkt für die Ausprägung der Krankheitsymptome verantwortlich ist.

Interessanter Weise adhäriert B. afzelii in vitro wesentlich häufiger an die Astrozyten als

B. garinii. Im Gegensatz dazu stellt B. garinii die Borrelienspezies dar, die am häufigsten aus

dem Liquor von Patienten mit Neuroborreliose isoliert werden kann. B. afzelii läßt sich dagegen

vor allem aus Biopsiematerial der Hautmanifestationen isolieren. Möglicherweise kommt es in

vivo bereits in der Haut zu einer Selektion der verschiedenen Borrelienspezies, so daß die hohe

Affinität von B. afzelii zu den Astrozyten nicht zum Tragen kommt. Eine andere mögliche Erklä-

rung für die geringe Isolationsrate von B. afzelii aus dem Liquor könnte gerade die deutlich

stärkere Adhärenz dieser Borrelienspezies an die Astrozyten sein. Sie führt dazu, daß nur ein

geringer Teil der Bakterien mit dem Liquor entnommen und anschließend kultiviert werden

kann.

Einige neurologische Manifestationen der Lyme Borreliose zählen zum Stadium III der Erkran-

kung. Diese treten erst Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich auf (WEBER et al., 1993 b). Die

Produktion intrathekaler Antikörper ist ein Hinweis darauf, daß diese neurologischen Krank-

heitssymptome auf eine aktive Infektion mit Borrelien zurückzuführen sind (GARCIA-MONCO et

al., 1989; WILSKE et al., 2000). Borrelien haben also die Möglichkeit über lange Zeit im Körper

des Patienten zu überdauern. Die rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse legen die Ver-

mutung nahe, daß sowohl B. afzelii als auch B. garinii in der Lage sind, in die Astrozyten ein-

zudringen (Tafel 32 E, F; 33 E, F). Auf Grund der Untersuchungen an Ultradünnschnitten

konnte diese Vermutung bestätigt werden (Tafel 35). Die intrazelluläre Lage der Borrelien läßt
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sich über eine kurze Serie von Ultradünnschnitten hinweg verfolgen (Tafel 27). Es ist daher

unwahrscheinlich, daß die Borrelien lediglich in oberflächliche Membranfalten eingeschlossen

sind. Ein Unterschied zwischen den beiden Stämmen kann im Hinblick auf die Aufnahme ins

Innere der Astrozyten nicht beobachtet werden.

Die kurzen Membranausläufer, die die adhärierenden Borrelien umschließen, lassen vermuten,

daß die Astrozyten die Borrelien ins Zellinnere aufnehmen (Tafel 36). Die Borrelien liegen dann

meist innerhalb eines Vesikels, dessen Membran von der Astrozyte gebildet wird. Die Borrelien

sind intakt und besitzen auch nach 24 h Koinkubationsdauer ihre typischen ultrastrukturellen

Merkmale (Tafel 35 A-D). Auf Grund von Untersuchungen anderer eukaryontischer Zellen ist

bekannt, daß bereits wenige Stunden nach Beginn der Koinkubation mit Borrelien die Abbau-

vorgänge innerhalb der gebildeten Vesikel einsetzen, wenn die beteiligten Zellen zum Abbau der

Borrelien fähig sind (FILGUEIRA et al., 1996; GIRSCHICK et al., 1996). Diese Abbauvorgänge sind

durch deutliche ultrastukturelle Veränderungen der Borrelienzellen zu erkennen. Diese aus der

Literatur bekannten Degenerationsformen treten bei der Koinkubation mit Astrozyten jedoch

nicht auf. Allerdings sind vereinzelt Vakuolen zu beobachten, in denen mehrere Borrelien ent-

halten sind (Tafel 35 D). Zusätzlich ist innerhalb dieser Vakuolen granuläres Material zu erken-

nen, das auf einen beginnenden Abbauprozeß hinweisen könnte. Die Borrelien zeigen jedoch

auch hier ihren typischen ultrastrukturellen Aufbau. Darüber hinaus sind Borrelien, sowohl von

B. afzelii als auch von B. garinii, direkt im Zytoplasma der Astrozyten zu finden (Tafel 35 E, F).

Offensichtlich gelingt es einzelnen Borrelien die Zellmembran der Astrozyten zu überwinden. Es

ist jedoch unklar, ob die Borrelien direkt von außen ins Zytoplasma der Astrozyten gelangen,

oder ob es ihnen erst später gelingt die Membran der Vesikel zu durchdringen und so ins Zyto-

plasma zu wandern. Das ungleichmäßig kontrastierte Zytoplasma dieser Borrelien könnte jedoch

ein Hinweis auf Degenerationserscheinungen sein. Daher ist nicht auszuschließen, daß es den

Astrozyten in einzelnen Fällen gelingt die Borrelien zu verdauen.
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VI Zusammenfassung

Die Lyme Borreliose ist die häufigste durch Zecken übertragene Infektionskrankheit des Men-

schen auf der Nordhemisphäre. Der Erreger Borrelia burgdorferi s. l. wird in drei humanpatho-

gene Arten, B. burgdorferi s. s., B. garinii und B. afzelii unterteilt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Struktur von Borrelia afzelii am Beispiel des Stamms PKo,

dem Hautisolat eines Patienten, mit Hilfe elektronenmikroskopischer Methoden untersucht.

Raster- und transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Borrelien des B. afzelii

Stammes PKo wurden zur Aufklärung der Ultrastruktur der Borrelienzelle unter in vitro Kultur-

Bedingungen durchgeführt.

In Abhängigkeit vom Kulturalter zeigen die Borrelien starke strukturelle Veränderungen, die

rasterelektronenmikroskopisch gut zu untersuchen sind. Während der log-Phase nimmt die An-

zahl der Schraubenwindungen zu und somit auch die Länge der Borrelien. Gegen Ende der log-

Phase verlieren die Borrelien ihre typische Schraubengestalt. Im Lichtmikroskop (Dunkelfeld)

kann man gleichzeitig einen Verlust der Beweglichkeit beobachten. Allerdings bedeutet der

Verlust der Beweglichkeit nicht wie bisher angenommen gleichzeitig den Tod der Borrelien, da

sich nach dem Überimpfen in frisches Kulturmedium wieder bewegliche schraubenförmige Bor-

relien bilden.

Die Untersuchungen zur Ultrastruktur der Borrelienzelle wurden an Borrelien aus der log-Phase

der Kultur durchgeführt. Die Borrelienzellen sind zu diesem Zeitpunkt 10–20 µm lang und besit-

zen 3–9 Schraubenwindungen. Ultradünnschnitte zeigen, daß die Borrelien aus einem Protoplas-

mazylinder bestehen, der von einer 4 nm dünnen Zellmembran begrenzt wird. An ihn schließt

sich im Abstand von 5 nm die Zellwand an. Die Borrelienzellen sind von einer äußeren Mem-

bran umgeben, die den periplasmatischen Raum umschließt. Diese Membran ist zu einem Tunnel

aufgewölbt in dem die Endoflagellen liegen. An jedem Zellende befinden sich 7–9 Flagellenan-

satzstellen, die in der Längsachse der Borrelienzelle angeordnet sind. Jede der Flagellen inseriert

nur an einem Zellende. Im mittleren Bereich der Borrelienzelle kommt es zu einer Überlappung

der Flagellen der beiden Zellenden. Die Überlappungsregion ist jedoch nur undeutlich abzugren-

zen. Auf Grund dieser Untersuchungen konnte ein detailliertes, maßstabsgetreues Modell einer

Borrelienzelle rekonstruiert werden.
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Ein weiteres Untersuchungsziel war die Aufklärung der Lokalisation wichtiger immundominan-

ter Proteine. Mit Hilfe von Immun-Gold-Markierungen konnte durch hochauflösende Raster-

elektronenmikroskopie gezeigt werden, daß die Proteine p17 (Osp17), p35 (Osp35) und p58

(Osp58) auf der Oberfläche der äußeren Membran der Borrelienzelle lokalisiert sind. Durch die

Optimierung der Markierungsmethode konnte das Signal so weit gesteigert werden, daß die

gleichmäßige Verteilung dieser Proteine über die gesamte Zelloberfläche dargestellt werden

konnte. Auf Grund ihrer Lokalisation auf der Oberfläche der Borrelienzelle kommen diese Pro-

teine grundsätzlich als Vakzinekandidaten in Frage.

Die Lokalisation typspezifischer und konservierter Epitope der beiden immunologisch heteroge-

nen Oberflächenproteine OspA und OspC konnte durch Immun-Gold-Markierungen mit Hilfe

typspezifischer und breitreaktiver monoklonaler Antikörper nachgewiesen werden. Typspezifi-

sche und konservierte Epitope beider Proteine befinden sich auf der Oberfläche der äußeren

Membran. Die Lokalisation breitreaktiver Epitope von OspA und OspC auf der Oberfläche der

Borrelienzelle läßt den Einsatz dieser Proteine als Impfantigene auch im europäischen Raum

erfolgversprechend erscheinen.

Des weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt

kokkoide Morphotypen der Borrelienzelle zu erzeugen. Durch die Inkubation von Borrelien in

Aqua dest. gelingt es innerhalb weniger Minuten auf reproduzierbare Weise diese Formvarianten

der Borrelien zu erzeugen. Mittels Vitalfärbungen konnte gezeigt werden, daß es sich bei den

kokkoiden Morphotypen um lebende Formvarianten der Borrelienzelle handelt. Diese Formvari-

anten sind nicht kultivierbar. Nach dem Überführen in Kulturmedium sind nach 4–5 Tagen nur

noch schraubenförmige Borrelienzellen zu beobachten.

Bei den kokkoiden Morphotypen handelt sich um eine kugelförmige Anschwellung der äußeren

Membran in der sich der Protoplasmazylinder in engen Windungen aufrollt. Der vom aufgeroll-

ten Protoplasmazylinder umgebene Raum ist weitgehend strukturlos. Die Flagellen befinden sich

auf der von der äußeren Membran abgewandten Seite es Protoplasmazylinders. Die Rekonstruk-

tion von Serienultradünnschnitten ergab, daß diese kokkoiden Morphotypen jeweils von einer

einzelnen Borrelienzelle gebildet werden; Protoplasmazylinder, Zellwand und äußere Membran

bleiben intakt.
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Darüber hinaus konnte am Beispiel von Osp17, Osp35 und OspC gezeigt werden, daß die Ober-

flächenproteine der schraubenförmigen Borrelienzelle auch bei den kokkoiden Morphotypen auf

der Oberfläche lokalisiert sind. Diese drei Proteine sind auch auf den kokkoiden Morphotypen

gleichmäßig über die gesamte Oberfläche verteilt. Allerdings kommt es bei der Bildung der kok-

koiden Morphotypen im Vergleich zu den schraubenförmigen Borrelienzellen zu einer deutli-

chen Reduktion der Oberfläche. Diese Formvarianten besitzen somit nur eine reduzierte An-

griffsfläche für die Antikörper des Wirts. Sie stellen also möglicherweise Formen dar, die es den

Borrelien ermöglichen dem Abwehrsystem des Wirts auszuweichen.

Außerdem wurde die Adhäsion von Borrelien zweier unterschiedlicher Spezies an humane

Astrozyten untersucht. Dafür wurde außer dem bereits erwähnten B. afzelii Stamm PKo der

B. garinii Stamm PBi eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein Isolat aus dem Liquor eines

Patienten. In einem über 24 Std. Zeitdauer durchgeführten Koinkubationsversuch konnte mittels

Lichtmikroskopie gezeigt werden, daß beide Stämme an die Astrozyten adhärieren. Borrelien des

B. afzelii Stamms PKo adhärieren jedoch insgesamt weit häufiger als solche des B. garinii

Stamms PBi. Bei den rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich, daß eine

Vielzahl von Borrelien beider Stämme mit den Zellausläufern am Rand der Astrozyten und auf

deren Oberfläche in Kontakt treten. Die Fähigkeit der Borrelien an die Astrozyten zu adhärieren

spielt möglicherweise eine Rolle beim Übertritt von der Blutbahn ins Gehirn.

Eine deutlich Reaktion der Astrozyten auf den Kontakt mit den Borrelien in Form von Oberflä-

chenveränderungen ist nicht zu erkennen. Bei beiden Stämmen können im Rahmen der raster-

elektronenmikroskopischen Untersuchungen Borrelien gefunden werden, die in die Zellen

eindringen. Dieses Eindringen kann mit Hilfe von Ultradünnschnitten durch die Koinkubati-

onspräparate im TEM bestätigt werden. Hierbei konnten Borrelien sowohl in Vesikeln, als auch

frei im Zytoplasma derAstrozyten gefunden werden. Die intrazellulär liegenden Borrelien waren

auch nach 24 Std. noch intakt. Es sind keine Degenerationsformen zu erkennen. Durch das Ein-

dringen in die Astrozyten gelingt es den Borrelien möglicherweise über längere Zeit im Wirt zu

überdauern.
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