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1 Einleitung

Mit einer geschitzten Inzidenz von 0,1-0,2 % in Europa ist die Lyme-Borreliose die
hdufigste durch Zecken tibertragene Infektionskrankheit in der nérdlichen Hemisphére
(STANEK et al. 1993; O'CONNELL et al., 1998). In der Bundesrepublik Deutschland
erkranken jahrlich ca. 0,5 % der Gesamtbevolkerung an Lyme-Borreliose. In absoluten
Zahlen entspricht das 40.000-80.000 Neuerkrankungen pro Jahr, wobei territoriale
Unterschiede zu verzeichnen sind (HUPPERTZ et al., 1999; REIMERS et al., 1992). So ist
beispielsweise fiir den Raum Oberbayern eine auffallend hohe Inzidenz von ca. 1,5 %
beschrieben (REIMER et al., 1999). Genaue Zahlen sind jedoch schwer zu ermitteln, da
es bisher keine generelle Meldepflicht fiir die Erkrankung gibt.

Die Lyme-Borreliose zdhlt neben der ebenfalls durch Zecken {ibertragenen
Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME, bzw. TBE nach engl. tickborne encephalitis)
in Mittel- und Nordeuropa, sowie in den Vereinigten Staaten zu den klimaabhéngigen
Vektor-Krankheiten. Wéhrend fiir die Zeckenenzephalitis, eine Virusinfektion, die zu
Erkrankungen der Hirnhaut, des Gehirns und des Riickenmarks fiihren kann, bislang
keine wirksame Therapie zur Verfiigung steht, ist die durch Bakterien verursachte
Lyme-Borreliose mit Hilfe von Antibiotika gut behandelbar. In den 1990er Jahren ist
die Verbreitung der Lyme-Borreliose in den Vereinigten Staaten, nach einem ersten
deutlichen Ausbruch in der Mitte der 70er Jahre im US-Staat Conneticut, stark
angestiegen. Vor allem die in den letzten Jahrzehnten zunehmend milderen
Wintertemperaturen, die auch von Klimamodellen als typische Folge des anthropogenen
Treibhauseffekts berechnet wurden (ALBRITTON und MEIRA FILHO, 2001), haben die
Uberlebenschancen der Zecken und ihrer Wirtstiere (kleinere Waldnager und Rotwild)
stark begilinstigt (SUBAK, 2003). So hat sich beispielsweise in Schweden durch das
friihere FEinsetzen des Friithjahrs, den spiteren Winterbeginn und mildere
Wintertemperaturen in den 90er Jahren nicht nur die relative Zeckendichte signifikant
erhoht, sondern die Vektorpopulationen haben sich zudem weiter nach Norden
ausgebreitet (LINDGREN et al., 2000). Eine nicht zu vernachlidssigende Rolle spielen
auch das verdnderte Freizeitverhalten des "Zwischenwirtes Mensch" und dessen
Eingriffe in die Natur, z.B. im Rahmen von RenaturierungsmaBBnahmen. Durch die
verbesserten Habitatbedingungen von Vektor und Wirt, was insbesondere in
Zentraleuropa und den baltischen Staaten zu einem signifikanten Anwachsen dortiger
Zeckenpopulationen fiihrte, stieg somit die Hiufigkeit des Zeckenkontaktes

(RANDOLPH, 2001). Die Summe aus globaler Klimaerwdrmung, Verschiebung des
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Jahreszeitenwechsels, dem verdnderten Freizeitverhalten des Menschen und dessen
Eingriffe in Natur und Landschaft, fiihrt einerseits zu einer Wanderung der
Endemiegebiete gen Norden und andererseits zu einer erhohten und im Jahresverlauf
verldngerten Aktivitdt stetig wachsender Zeckenpopulationen. Zusammen mit den
immer sensitiver werdenden Nachweismethoden resultiert beides in einem dramatischen
Anstieg der Lyme-Borreliose-Félle sowohl in den USA, wie auch in europdischen
Breiten und rechtfertigt somit das grof3e Interesse von Medizinern und Wissenschaftlern

an dieser Spirochétose.

1.1 Lyme-Borreliose — ein Uberblick

1.1.1 Historie der Lyme-Borreliose

Borrelia burgdorferi, der Erreger der Multisystemerkrankung Lyme-Borreliose, wurde
1981 von WILLY BURGDORFER in Zecken der Spezies Ixodes dammini entdeckt
(BURGDORFER et al., 1982). Diese Entdeckung ermdglichte in der Folge zahlreiche, in
ihrer Atiologie bis dahin unklare klinische Manifestationen, einer gemeinsamen Entitiit
zuzuordnen.

Bereits 1883 und 1909 wurden die Krankheitsbilder der Acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA) sowie des Erythema migrans (EM), zwei Formen dermaler
Manifestation der Lyme-Borreliose, in Europa erstmalig erwédhnt (BUCHWALD, 1883;
AFZELIUS, 1910). In den vierziger Jahren, lange vor der Entdeckung des Erregers, gab
es erste Hinweise auf eine infektiose Ursache der Erkrankung. Die Beobachtung einer
positiven Pallidareaktion bei der ACA liel3 die Autoren GRUNEBERG (1952) und KAHLE
(1942) unabhiingig voneinander eine Spirochiten-Atiologie mutmaBen. Eine
Infektionsdtiologie der ACA wurde auch 1954 nach Implantationsversuchen von GOTZ
(1954) vermutet, wobei dieser Autor jedoch die Idee einer Virusinfektion propagierte
(GOTZ und NASEMANN, 1956).

Ausgangspunkt der endgiiltigen Aufkldrung des kausalen Agens der Lyme-Borreliose
war schlieBlich die kleine Ortschaft Lyme, im amerikanischen Bundesstaat Conneticut.
Dort traten ab 1975 gehauft Fille von juveniler rheumatoider Arthritis auf. Angeregt
durch Polly Murray, der Mutter eines erkrankten Kindes, gelang es der Gruppe um den
amerikanischen Rheumatologen ALAN STEERE 1976 einen epidemiologischen
Zusammenhang zwischen vorausgegangenem Zeckenstich und endemischem Auftreten
der schweren Arthritiden herzustellen, was zur Beschreibung einer bisher nicht

bekannten Form der Arthritis, der Lyme Arthritis fiihrte (STEERE et al., 1976). Die
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Beobachtung von dermalen, neurologischen und kardialen Manifestationen erweiterten
das klinische Spektrum der spéter als Lyme-Krankheit beschriebenen klinischen Enitét
(STEERE et al., 1977), die heute iibereinstimmend als "Lyme-Borreliose" bezeichnet wird.
Epidemiologische Hinweise sprachen fiir eine durch Arthropoden {ibertragene
Infektionskrankheit (STEERE und MALAWISTA, 1979). Erst im Jahre 1981 entdeckte
WILLY BURGDORFER mittels Dunkelfeldmikroskopie im Mitteldarm einer auf Shelter
Island, New York, gesammelten Zecke der Art Ixodes dammini eine bisher unbekannte
Spirochétenart. Der Nachweis der Spirochdten, die in einem modifizierten Kelly-
Medium angeziichtet werden konnten, fithrte zur Isolierung des Agens der Lyme-

Borreliose (BURGDORFER et al., 1982).

1.1.2 Epidemiologie der Lyme-Borreliose

B. burgdorferi sensu lato wird durch Zecken der Gattung Ixodes (l.) iibertragen
(BURGDORFER, 1984). Die Lyme-Borreliose ist die hédufigste zeckeniibertragene
Infektionskrankheit des Menschen. Das Verbreitungsgebiet dieser Spirochdtose
erstreckt sich etwa zwischen dem 40. und 60. nordlichen Breitengrad giirtelformig um
die gesamte Welt. Weitaus begrenzter ist hingegen die Verbreitung der Virus-bedingten,
ebenfalls durch Schildzecken iibertragene Friithsommer-Meningoenzephalitis (FSME),
die nur in wenigen Endemiegebieten auftritt.

Der Hauptvektor in Europa ist die Schildzecke I. ricinus, gemeinhin als "Holzbock"
bekannt. In Asien wird B. burgdorferi von I. persulcatus (MULLER, 1989; ZHANG et al.,
1997b), in Russland von I. ricinus und I. persulcatus (GERN et al., 1993; ANDERSON,
1989) iibertragen. Hauptvektor im Siiden und Osten Nordamerikas ist |. scapularis
(BURGDORFER et al., 1982), im Westen hingegen |. pacificus (BARBOUR und FIsH,
1993).

Die durchschnittliche Infektionsrate von I. ricinus betragt 10-20 %, korrelierend mit
dem Entwicklungsstadium der Zecken (GERN et al., 1993). So wurde beispielsweise fiir
Stiddeutschland eine Durchseuchung der Larven von 1-2 %, der Nymphen von 10 %
und der adulten Tiere von 20 % beschrieben (FINGERLE et al., 1994; WILSKE et al.,
1987). Dies spricht fiir eine Aufnahme der Borrelien mit der Blutmahlzeit, wahrend die
transovarielle Ubertragung von Borrelien selten ist (BURGDORFER et al., 1989;
FINGERLE et al., 1994; WILSKE et al., 1986). Die Zecke hat ein breites Wirtsspektrum,
das neben Wildtieren (Nagetiere, Vogel, etc.) auch domestizierte Tiere umfasst. Das

Bakterium kann jederzeit beim Blutsaugen von jedem Entwicklungsstadium der Zecke
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auf einen Wirt, egal ob Reservoirtier oder Mensch, iibertragen werden (vgl. Abbildung

1.1).

Zeckenlarve

Kleinnager

Zeckennymphe

grofiere Tiere und Menschen

Abbildung 1.1: Entwicklungszyklus der Schildzecke Ixodes ricinus und Ubertragung des Erregers der
Lyme-Borreliose (nach BOSEBECK, 1998)

1.1.3 Klinische Manifestationen der Lyme-Borreliose

Das Spektrum der Lyme-Borreliose umfasst im wesentlichen dermale, extraartikulére,
neurologische und kardiale Manifestationen, die sowohl isoliert, als auch in
unterschiedlichen Kombinationen auftreten konnen (ASBRINK et al., 1993; HERZER,
1993; PFISTER et al., 1993; STANEK, 1985; STEERE et al., 1977, 1978).

Der spontane Verlauf der Erkrankungen reicht von der mild verlaufenden
Lokalinfektion Erythema migrans (EM) bis zu chronisch-persistierenden oder
progredienten Systemerkrankungen (Acrodermatitis chronica atrophicans, chronische
Enzephalomyelitis und Arthritis). Anhand der verschiedenen Symptome, die in einer
bestimmten zeitlichen Abfolge nach dem Zeckenstich auftreten kdnnen, unterscheidet
man bei der Erkrankung Friihstadien (Stadium I-II) und ein Spitstadium (Stadium III)
(STEERE, 1989).
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Stadium I

Leitsymptom und hiufigste Frithmanifestation der Lyme-Borreliose ist das Erythema
migrans, oft als Wanderrote bezeichnet (ASBRINK et al., 1984; WEBER et al., 1993a).
Die rote Effloreszenz tritt in 13-72 % der Infektionen (PETERSEN et al., 1989; WILSKE et
al., 1989) Tage bis Wochen nach dem Zeckenstich auf und kann von grippedhnlichen
Symptomen wie Myalgien, Arthralgien, Kopfschmerzen und Fieber begleitet sein

(STEERE et al., 1977; WEBER et al., 1993b).

Stadium II

Nach Wochen bis Monaten kann das Stadium I der Lyme-Borreliose in Folge einer
disseminierten Infektion enden. Héufigste Manifestation ist die lymphozytire
Meningoradikulitis, auch bekannt als Bannwarth-Syndrom (BANNWARTH, 1941; GARIN
und BUJADOUX, 1922; PFISTER et al., 1993). Leitsymptome sind heftige, meist nachtlich
betonte, radikuldre Schmerzen, die mit sensiblen und/oder motorischen neurologischen
Defiziten verbunden sein kdnnen, sowie Hirnnervenparesen, vorzugsweise Fazialis- und
Abduzensparesen. Komplizierend kann eine Meningitis bis hin zur Meningoenzephalitis
auftreten (HANSEN und LEBECH, 1991; KAISER, 1998; PFISTER et al., 1994; WILSKE et
al., 1991). Seltener treten kardiale Manifestationen mit Myoperikarditis und
Rhythmusstérungen auf, die in seltenen Féllen tddlich verlaufen konnen (BARTUNEK et
al., 2001; DURAY und STEERE, 1986; VAN DER LINDE und BALLMER, 1993).

Das Borrelien-Lymphozytom, eine besondere Hautmanifestation, wird ebenfalls dem
Stadium II der Lyme-Borreliose zugeordnet. Diese rétlich-blaue Schwellung, der eine
lymphoretikuldre Zellproliferation der Kutis und Subkutis zugrunde liegt (ABERER et
al., 1996), tritt typischerweise an Ohrldppchen, Mamille oder Skrotum auf (WEBER et
al., 1985).

Stadium IIT

Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich kann die fiir das Stadium III der Lyme-
Borreliose typische dermale Manifestation der Acrodermatitis chronica atrophicans
auftreten (ASBRINK et al., 1993). Hierbei entwickelt die Haut primir ein fleckiges,
unscharf begrenztes, rétlich-blaues Exanthem, bevorzugt an den Extremitéten, seltener
am Rumpf (BUCHWALD, 1883). Die hochgradig atrophe Haut ist zigarettenpapierartig
gefaltelt, mit durchscheinenden Gefélen. Eine weitere Spatmanifestation ist die Lyme-

Arthritis. Die Symptome sind akute schmerzhafte Schwellungen der grofien
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Extremititengelenke, insbesondere des Kniegelenks, begleitet von
Bewegungseinschrankungen. Die Beschwerden wechseln typischerweise z.B. vom
Knie- zum Hiiftgelenk, es konnen jedoch auch kleine Gelenke betroffen sein. Eine
Spontanremission ist moglich, rezidivierende Beschwerden bis hin zur
Gelenksdestruktion sind beschrieben (HERZER et al., 1986; STEERE, 1993). In den USA
ist die Lyme-Arthritis die hdufigste Organmanifestation, in Europa tritt sie in ca. 10-
15 % der Erkrankungen auf (DATTWYLER et al., 1987).

Sehr selten werden neurologische Spétmanifestationen als Bild der chronischen
Enzephalomyelitis mit Querschnittssymptomatik, psychischen Stérungen, Demenz oder

Sensibilitdtsstorungen im Stadium I der Lyme-Borreliose beobachtet.

1.1.4 Diagnostik der Lyme-Borreliose

Die Lyme-Borreliose ist primér eine klinische Verdachtsdiagnose. Die klinische
Einordnung kann hierbei wegen einer Vielzahl moglicher Differentialdiagnosen
schwierig sein. Die Verdachtsdiagnose wird durch die Anamnese und die
Labordiagnostik bestdtigt, wobei der Nachweis spezifischer Antikérper im Serum und
im Liquor im Vordergrund steht. Geeignete Testsysteme sind der ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), ilFT (indirekter Immunfluoreszenz Test) und der
Immunblot (Western Blot). Ein direkter Erregernachweis ist wahlweise mittels Kultur
oder molekularbiologischer Methoden (PCR) aus dem Patientenmaterial (z.B.
Hautbiopsie, Liquor) moglich. Die Sensitivitdt von Kultur und PCR liegt bei 10-30 %
fiir Liquorproben und 50-70 % fiir Hautbiopsien (PREAC-MURSIC, 1993; WILSKE et al.,
2000c).

1.1.5 Therapie der Lyme-Borreliose

Prinzipiell sollte jede Manifestationsform der Lyme-Borreliose antibiotisch therapiert
werden. Die Art und Dauer der Therapie hingt von Stadium und Ausprigung der Lyme-
Borreliose ab. Aktuelle Therapieschemata empfehlen fiir die Therapie der Friithstadien
eine orale Antibiotikagabe liber 14 Tage, wihrend die Behandlung des Spatstadiums
eine 3-4 wochige intravendse Antibiotikagabe erfordert (PREAC-MURSIC et al., 1986;
1987, WEBER et al., 1988; WEBER, K. und PFISTER, H.-W., 1994; WILSKE et al., 1988a;
WILSKE und FINGERLE, 2000a, 2000b).
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1.1.6 Priavention der Lyme-Borreliose

Das Risiko in Europa nach einem Zeckenstich an Lyme-Borreliose zu erkranken,
betrdgt zwischen 2,5 und 4 % (PAUL et al., 1986; SCHMUTZHARD et al., 1988). Die
wichtigste Maflnahme zur Prophylaxe der Lyme-Borreliose ist primir die Vermeidung
von Zeckenstichen. Exponierte Personen wie z.B. Waldarbeiter, Forster oder Jéger, aber
auch Wanderer sollten bedeckende Kleidung tragen, um so einen Zeckenstich zu
verhindern. Auch das Auftragen von Insektenrepellents ist empfehlenswert, schiitzt
jedoch nur fiir einen begrenzten Zeitraum von ca. zwei Stunden (WILSKE und FINGERLE,
2000b). Direkt nach der Exposition sollte der ganze Korper abgesucht und vorhandene
Zecken umgehend entfernt werden, da die Wahrscheinlichkeit der Transmission mit der
Dauer des Saugaktes steigt (KAHL et al., 1998; RIBEIRO et al., 1987). Eine saugende
Zecke wird mittels einer Pinzette, besser einer speziellen Zeckenzange, entfernt ohne
das Abdomen zu quetschen. Keinesfalls darf die Zecke mit Ol oder anderen viskosen
Stoffen, wie z.B. Fliissigkleber benetzt werden, um ein Hervorwiirgen der Spirochiten
zu vermeiden (WEBER und BURGDORFER, 1993). Eine generelle antibiotische
Infektionsprophylaxe nach Zeckenstich wird derzeit als nicht sinnvoll erachtet
(KRAUSE, 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Infektionsprophylaxe wire der Einsatz einer Lyme-
Borreliose-Vakzine auf der Basis rekombinanter Antigene. So konnten beispielsweise
die Autoren FIKRIG et al. (1990; 1991) und SCHAIBLE et al. (1990) im Tierversuch die
protektive Wirkung von OspA-Antikdrpern zeigen. FIKRIG et al. (1992) postulierten in
diesem Zusammenhang erstmals das neuartige Wirkprinzip einer OspA-Vakzine: durch
die Immunisierung mit rekombinantem OspA wird im Wirt die Bildung von OspA-
Antikorpern induziert, die im Falle eines Zeckenstichs noch wéhrend des Saugaktes die
Spirochiiten im Darm der Zecke abtdten und somit die Ubertragung der Borrelien vom
Vektor auf den Wirt verhindern (AGUERO-ROSENFELD et al., 1999; DE SILVA et al.,
1996). In Anlehnung an dieses Wirkprinzip lancierte der Pharmakonzern Glaxo
SmithKline im Dezember 1998 mit LYMErix einen auf rekombinantem OspA
basierenden Impfstoff gegen B. burgdorferi s.s. auf dem amerikanischen Markt. Trotz
guter Protektionsraten in Héhe von 70-90 % (SIGAL et al., 1998; STEERE et al., 1998;
JACOBSON et al., 1999) wurde der Verkauf jedoch aufgrund der riicklaufigen Nachfrage
im Februar 2002 wieder eingestellt. In europdischen Breiten fand der monovalente
Impfstoff keine Anwendung, da er gegen die in Europa vorherrschenden Spezies B.

afzelii und B. garinii nicht kreuzprotektiv war. Insgesamt gestaltet sich die
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Impfstoffentwicklung fiir europdische Belange aufgrund der beschriebenen
Heterogenitit der Borrelien sehr komplex (WILSKE et al., 1996b). Aussichtsreichste
Impf-Antigene sind hierbei die Proteine OspA und OspC (EVANS, 2000; PREAC-MURSIC
et al., 1992; SIMON et al., 1999; WILSKE et al., 1996D).

Derzeit ist also weltweit keine Impfung gegen die Lyme-Borreliose verfiigbar, im
Gegensatz zur, ebenfalls durch Schildzecken {ibertragenen, viralen Frithsommer-

Meningoenzephalitis, FSME.

1.1.7 B. burgdorferi sensu lato, der Erreger der Lyme-Borreliose

Der Erreger der Lyme-Borreliose wird wegen seiner fiir Spirochéten typischen
morphologischen Merkmale in die Ordnung der Spirochaetales eingeordnet.

Die Ordnung der Spirochaetales teilt sich in zwei Familien: Leptospiraceae und
Spirochaetaceae. (BARBOUR und HAYES, 1986). B. burgdorferi sensu lato gehort zur
Familie der Spirochactaceae, die sich in drei wichtige Gattungen unterteilt: Spirochaeta,
Treponema und Borrelia. Die Gattung Spirochaeta ist apathogen und hauptséchlich im
Sii3- und Salzwassersediment verbreitet (PASTER et al., 1991). Die Gattung Treponema
enthélt einige wichtige humanpathogene Erreger (z.B. T. pallidum subsp. pallidum,
Erreger der Syphilis).

B. burgdorferi gehort der Gattung Borrelia an. Der Name wurde von dem franzosischen
Bakteriologen ALFRED BORREL abgeleitet. Wahrend B. burgdorferi 1984 urspriinglich
als eine Spezies identifiziert wurde, unterscheidet man mittlerweile zwischen den unter
dem Begriff B. burgdorferi sensu lato (s.l.) zusammengefassten humanpathogenen
Spezies B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii und B. garinii, den apathogenen Spezies
B. japonica und B. andersonii (BARANTON et al., 1992; CANICA et al.,, 1993;
KAWABATA et al., 1993; POSTIC et al., 1990, 1993; BELFAIZA et al., 1993; WILSKE et al.,
1993a; LIVERIS et al., 1995; MARCONI und GARON, 1992; MARCONI et al., 1995) sowie
den beziiglich ihrer Pathogenitit noch nicht einzuordnenden Spezies B. valaisiana, B.
lusitaniae, B. tanukii und B. bissetii (BARANTON et al., 1998; MARCONI et al., 1995;
WANG et al., 1999; WILSKE et al., 1993b).

Borrelia burgdorferi s.I. ist ein gram-negatives, schraubenformiges, stark bewegliches
Bakterium. Die Zellen sind 8-22 um lang, 0,25-0,3 um breit und weisen 3 bis 10
Windungen auf (BURGDORFER et al., 1982). Die mikroaerophilen Bakterien sind im
Gegensatz zu einigen anderen Spirochéten, wie z.B. Treponema pallidum, dem Erreger
der Syphilis, auf kiinstlichem fliissigen (BSK, MKP) und festen Nahrboden (PMR)



1 Einleitung 19

unter anaeroben Bedingungen bei 33°C anziichtbar (BARBOUR 1984; PREAC-MURSIC et
al., 1986, 1991; KURTTI et al., 1987).

B. burgdorferi s.. und andere Vertreter des Genus Borrelia haben ein lineares
Chromosom, mit einem sehr geringen Guanosin/Cytosin (G/C)-Gehalt zwischen 27 und
32 mol % (JOHNSON et al., 1984). Die Chromosomengrof3e ist mit 950 kBp relativ klein
(vgl. Brucella melitensis 2600 kBp, Escherichia coli 4700 kBp und Pseudomonas
aeruginosa 5900 kBp; nach KRAVIEC und RILEY, 1990). Nur einige Mycoplasmen und
Ureaplasmen verfiigen iiber noch kleinere Genome (Mycoplasma genitalium 580 kBp,
Ureaplasma urealyticum 900 kBp). Der Erreger verfligt {iber eine relativ grof3e, variable
Zahl von linearen (12) und zirkuldren (9) Plasmiden, wobei die linearen Plasmide den
groBten Teil der extrachromosomalen DNA enthalten. Die Plasmide, zum Teil auch als
Minichromosomen bezeichnet, kodieren beispielsweise fiir sog. "outer surface" Proteine
(Osp-Proteine) (BARBOUR und GARON, 1987; JAURIS-HEIPKE et al., 1999; LAM et al.,
1994; MARCONI et al., 1993, NORRIS et al., 1992; SADZIENE et al., 1993; WILSKE et al.,
1988b, 1992a, 1993a und 1993b). Osp-Proteine sind dullere Membranlipoproteine
(BRANDT et al., 1990, JAURIS-HEIPKE et al., 1999) und représentieren die wichtigsten
Antigenstrukturen von B. burgdorferi sensu lato. Zudem spielen sie, wie z.B. die "outer
surface" Proteine A und C (OspA und OspC) eine wesentliche Rolle bei der Infektion
der verschiedenen Wirte sowie bei der Dissemination in die verschiedenen Organe
infizierter Wirtstiere (FINGERLE et al., 1995, 2002; FUucCHS et al., 1994; PAL et al., 2000;
WILSKE und PFISTER, 1995b).

FRASER et al. veroffentlichten 1997 die vollstindige Genomsequenz von Borrelia
burgdorferi s.s. (Stamm B31) und beschrieben neben 853 chromosomalen Genloci
insgesamt 430 Plasmid-kodierte Gene (CASJENS et al., 1997; FRASER et al., 1997;

JUNGBLUT et al., 1999).

1.2 Lyme-Borreliose — der Themenkomplex der Dissertation

Die vorliegende Dissertation umfasst mehrere komplexe Untersuchungen im Rahmen
der Pathogeneseforschung der Lyme-Borreliose. Unter der Thematik der "Interaktionen
von Borrelia burgdorferi sensu lato mit Wirtszellen" setzt sich die Arbeit mit
verschiedenen Komponenten des Zusammenspiels humanpathogener Spirochiten mit
Zielzellen im Verlauf infektioser Prozesse auseinander. Insgesamt stehen die
Untersuchungen im Kontext der {ibergeordneten Fragen nach Adhésion und Invasion

von B. burgdorferi an bzw. in Wirtszellen. Die Ergebnisse sollen das Verstindnis fiir
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Organotropismus und Persistenz des Erregers der Lyme-Borreliose im Wirtsorganismus

Mensch erweitern.

1.2.1 Aspekte der Adhision - Uberblick iiber die aktuelle Literatur

Die Bindung an Wirtszellen ist ein essentielles pathogenetisches Wirkprinzip vieler
bakterieller Krankheitserreger. B. burgdorferi, der Erreger der Lyme-Borreliose,
migriert im Verlauf der Infektion in verschiedene Gewebe des Wirts, um diese zu
besiedeln oder um sich beispielsweise in sog. immunprivilegierten Orten der
Immunantwort des Wirts zu entziehen. Die Féahigkeit der Spirochéten an verschiedenen
Organsystemen und an unterschiedlichen Zelltypen des Wirts zu haften ist hierbei eine
grundlegende Voraussetzung fiir nachfolgende organspezifische pathologische
Prozesse. Verschiedene in vitro-Bindungsstudien beschreiben die Adhédrenz des
Erregers der Lyme-Borreliose an humane Blutplittchen (COBURN et al., 1993, 1994),
epitheliale Zelllinien (HECHEMY et al., 1989, 1992; LEONG et al., 1995; THOMAS und
CoMSTOCK, 1989), endotheliale Zellen, wie z.B. human umbilical vein cells (HUVECs:)
(BENACH et al., 1990; MA et al., 1991; SzZCZEPANSKI et al., 1990), humane Fibroblasten
(KLEMPNER et al., 1993) und humane Lymphozyten (DORWARD et al., 1997; DORWARD,
1998). B. burgdorferi kann jedoch nicht nur an verschiedene eukaryote Gewebe
adhérieren, sondern diese auch invadieren. So wurde beispielsweise die als Transzytose
bezeichnete Penetration konfluenter Nabelschnurzellkulturen (HUVEC-Monolayer)
durch B. burgdorferi elektronenmikroskopisch gezeigt (COMSTOCK und THOMAS,
1989). Experimentelle Parameter wie Temperatur, Vitalitit der Spirochéten, Antibiotika
(Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese) beeinflussen hierbei die in vitro-
Bindungsfahigkeit der Bakterien (COMSTOCK und THOMAS, 1991) ebenso wie deren
Kulturbedingungen. Unter in vivo-Bedingungen kultivierte Borrelien, simuliert z.B.
durch die Anziichtung des Erregers in dialytisch aktiven Reservoiren, die Kleinsdugern
(z.B. Ratten) implantiert werden, zeichnen sich gegeniiber in vitro-kultivierten
Spirochéten durch eine signifikant erhohte Affinitdt an bestimmte zellulire Liganden
aus. Die erhohte Bindungsfihigkeit der Sduger-adaptierten Borrelien korreliert hierbei
mit einer vermehrten Expression der Dekorin-bindenden Proteine (Dbp) A und DbpB
(PARVEEN et al., 2003). Ubertragen auf den in vivo-Infektionsverlauf impliziert dies,
dass sich bei der einzelnen Borrelie bereits wahrend der Blutmahlzeit die Dichte
bestimmter Adhisionsmolekiile erhoht. Diese unmittelbare Antwort der Spirochéte auf

die Anderung der physiologischen Bedingungen trigt moglicherweise zu einer sehr
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schnellen Besiedelung des Wirtsorganismus bei. Neben DbpA und DbpB (FISCHER et
al., 2003), ist das outer surface Protein OspA einer der wichtigsten Adhdrenz-
vermittelnden Virulenzfaktoren von B. burgdorferi (COMSTOCK et al., 1993). Mit
BBK32, dem Fibronektin-bindenden Protein von B. burgdorferi, wurde unlédngst ein
weiteres wichtiges Adhésin identifiziert (GRAB et al., 1998; PROBERT und JOHNSON,
1998). Ahnlich dem Membranlipoprotein OspC wird BBK32 in der Zecke nur
kurzzeitig wihrend des Saugaktes exprimiert (FIKRIG et al., 2000; SCHWAN et al, 1995).
Zeitgleich entwickelt der Séugetierwirt eine erste unspezifische humorale
Immunreaktion, die im Bereich der Einstichstelle der Zecke zu einer verstirkten
Bildung von Zelladhdsionsmolekiilen, wie beispielsweise Fibronektin flihrt
(WUNDERLICH et al., 1996; ALBELDA et al., 1990). Naheliegend scheint eine Rezeptor-
Ligand-Interaktion von BBK32 mit wirtseigenem Fibronektin, die eine Fibronektin-
vermittelte Adhdsion von B. burgdorferi an Wirtsfibroblasten vermittelt und somit
moglicherweise die Besiedelung des Wirtsorganismus initiiert. GUNER (1996) konnte
weiterhin zeigen, dass Fibronektin die Borrelien vor Komplement-vermittelter Lyse
wihrend der Dissemination im Wirt schiitzt. Unter in vitro Kulturbedingungen scheinen
die meisten Vertreter von B. burgdorferi s.I. die Expression des Fibronektin-bindenden
Proteins herabreguliert zu haben (PROBERT und JOHNSON, 1998 und FIKRIG et al., 2000).
Die fehlende Expression des bbk32-Genprodukts stellt hierbei jedoch weniger dessen
essentielle Rolle als initiales Adhdsin wéhrend einer Borrelieninfektion in Frage, als
dass dies vielmehr die differentielle Expression unter in vitro bzw. in vivo
Kulturbedingungen widerspiegelt. Gestiitzt wird diese Hypothese durch eine Reihe von
Untersuchungen zu  differentiell exprimierten  Borrelien-Lipoproteinen, wie
beispielsweise p35 und p37 (FIKRIG et al., 1997), "outer surface" Protein pG (WALLICH
et al., 1995), einem OspF-Homolog (AKINS et al., 1995) und VISE (ZHANG et al.,
1997a). Neben einigen wenigen Untersuchungen zu proteinbiochemischer
Charakterisierung und Genregulation von BBK32 (PROBERT und JOHNSON, 1998;
PROBERT et al., 2001; FIKRIG et al., 2000) konzentriert sich das aktuelle Interesse jedoch
hauptsédchlich auf die diagnostische Relevanz dieses Fibronektin-Rezeptors (AKIN et al.,
1999; FIKRIG et al., 1997; 1998; HEIKKILA et al., 2000, PANELIUS et al., 2003).

Auf Wirtszell-Ebene dient eine Vielfalt verschiedener Molekiile als Liganden fiir die
bakteriellen Adhédsine. So vermitteln Glykosphingolipide (BENACH et al., 1995),
Glykosaminoglykane (GAGs) (LEONG et al.,, 1998a; 1998b), und Molekiile der

extrazelluliren Matrix, wie beispielsweise Fibronektin (Kopp et al., 1995), Heparin
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(ISAACS et al., 1994), Plasminogen (FUCHS et al., 1994; COLEMAN et al., 1995, 1999)
und Dekorin (GUO et al., 1995) die Bindungsfahigkeit von B. burgdorferi sensu lato an
eukaryote Zellen. Als weitere wichtige Liganden fiir die bakteriellen Adhédsine sind
spezifische zelluldre Rezeptoren wie Integrine (CINCO et al., 2000; COBURN et al., 1993,
1994, 1998, 1999; CoBURN und CUGINI, 2003), Toll-like Rezeptor 2 (HIRSCHFELD et al.,
1999) und Mannose-Rezeptor (CINCO et al., 2001) beschrieben.

Die Untersuchungen zur Integrin-vermittelten Adhdsion konzentrierten sich bislang
hauptsdchlich auf Mitglieder der B;-Integrin-Familie (COBURN et al., 1993, 1994, 1999;
COBURN und CUGINI, 2003). Demgegeniiber diskutieren CINCO et al. (1997, 2000)
erstmals eine direkte Beteiligung der [,-Integrin-Familie. Die Autoren zeigten in
Bindungsstudien eine Borrelien-induzierte Steigerung der [,-Integrin-Expression bei
Makrophagen, die letztlich in einer vermehrten Fibronektin-Bindungsaffinitit der
Phagozyten resultierte. Bislang ist jedoch unklar, ob dieser Effekt auf eine direkte
Interaktion der Spirochiten mit B,-Integrinen zuriickzufiithren ist und diese somit
moglicherweise die Gruppe der bisher bekannten zelluldren Rezeptoren fiir B.
burgdorferi erweitern.

Unmittelbare Folge der Interaktion von B. burgdorferi Lipoproteinen (z.B. OspA) mit
endothelialem Gewebe ist die Aktivierung des Endothels, wodurch die Expression
verschiedener Entziindungsmediatoren induziert wird (MA und WEIS, 1993). So wird
beispielsweise die Expression der Chemokine RANTES, MCP-1, IL-8, IP-10 und mig
(EBNET et al., 1996, 1997) hochreguliert. Die Chemokine rekrutieren iiber ihr
chemotaktisches Potential zirkulierende Leukozyten an den Infektionsherd (oder zur
Verletzung) (GERGEL und  FURIE, 2001). Die Lipoprotein-vermittelte
Endothelaktivierung induziert zudem die Expression zelluldrer Adhdsionsmolekiile wie
z.B. E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (BOGGEMEYER et al., 1994; BURNS
et al., 1997 und 1998; EBNET et al., 1996 und 1997). Die Adhésion des bakteriellen
Agens an bzw. dessen Invasion in das Wirtsendothelium wird dadurch jedoch nicht
beeinflusst (MA et al., 1991). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass der endotheliale
Rezeptor fiir B. burgdorferi konstitutiv exprimiert wird. Die Adhdsionsmolekiile
endothelialer Zellen vermitteln im Zusammenspiel mit den Chemokinen die Bindung
der rekrutierten Leukozyten an die BlutgefiBwande und deren anschlieende
Extravasation in das perivaskuldre Wirtsgewebe. Die Akkumulation von Leukozyten-

Infiltraten, Monozyten und aktivierten Pléttchen in das perivaskuldre Gewebe (SELLATI
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et al., 1995) resultiert letztlich in lokalen Entziindungsherden, die moglicherweise zu
chronischen entziindlichen Stérungen und z.B. zum Krankheitsbild der Lyme Arthritis
fiihren konnen (WOOTEN et al., 1996).

Das hohe inflammatorische Potential von B. burgdorferi-Lipoprotein spielt somit eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der Lyme-Borreliose. Insbesondere OspA und OspB
spielen bei der Regulation der Spirochiten-induzierten Entziindungsreaktion und der
nachfolgenden humoralen Immunantwort eine zentrale Rolle (MA und WEIS, 1993).
Obwohl dem outer-surface Protein OspA innerhalb der Kaskade entziindlicher Prozesse
eine Schliisselrolle zugedacht wird, handelt es sich insgesamt um einen
multifaktoriellen  synergistischen  Effekt unter Beteiligung verschiedenster
Komponenten, die letztlich noch einer genauen Aufkldrung bediirfen (SELATTI et al.,
1996). BURNS et al. (1998) gehen sogar soweit, zu vermuten, dass B. burgdorferi die
Chemokinexpression {iiber einen direkten, Osp-vermittelten Signaltransduktionsweg
oder tliber ein neues, bisher unbekanntes Zytokin stimulieren.

Die wichtigsten Antigenstrukturen von B. burgdorferi sensu lato sind die als "outer
surface" Proteine bezeichneten dulleren Membranlipoproteine (BARBOUR et al., 1983;
BRANDT et al., 1990; WILSKE et al., 1993b; JAURIS-HEIPKE et al., 1999). So spielen
beispielsweise die "outer surface" Proteine A und C (OspA und OspC) eine wesentliche
Rolle bei der Infektion der verschiedenen Wirte sowie bei der Dissemination in die
verschiedenen Organe infizierter Wirtstiere (FINGERLE et al., 1995, 2002; FUCHS et al.,
1994; PAL et al., 2000; WILSKE und PFISTER, 1995b). WILSKE et al. (1993a) konnten mit
8 wverschiedenen monoklonalen Antikérpern ein  OspA-Serotypisierungsschema
entwickeln, das insgesamt 7 verschiedene OspA-Serotypen fiir B. burgdorferi s. L
unterscheidet. Wahrend B. burgdorferi s.s. und B. afzelii jeweils einem einzelnen OspA-
Serotyp (OspA-Serotyp 1 bzw. 2) zugeordnet werden, entsprechen die OspA-Serotypen
3—7 B. garinii (WILSKE et al., 1993a). Weiterhin konnten WILSKE et al. (1996b) in
Studien zur Verteilung der drei humanpathogenen Spezies von B. burgdorferi s.l.
zeigen, dass eine Prdvalenz von B. afzelii (OspA-Serotyp 2) in Hohe von 84 % bei
Hautisolaten besteht. Liquorisolate wiesen hingegen eine auffallend heterogene
Verteilung der drei Spezies auf, wobei eine Priavalenz von B. garinii in Héhe von 66 %
beschrieben wurde (WILSKE et al., 1996a). Insbesondere die ACA ist nahezu immer B.
afzelii assoziiert (ASSOUS et al., 1994; BALMELLI und PIFFARETTI, 1995; VAN DAM et
al., 1993; WIENECKE et al., 1994) und in den USA wurden weder Fille von ACA

beobachtet noch B. afzelii aus menschlichen Hautproben oder Zecken isoliert. Trotz der
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hohen Priavalenz von B. garinii bei Neuroborreliose (BALMELLI und PIFFARETTI, 1995;
BuUSCH et al., 1996; HUBALEK und HALOUZKA, 1997; LEBECH et al., 1994; PETER et al.,
1997; vAN DAM et al.,, 1993; WILSKE et al., 1996a) wurde hingegen ein kausaler
Zusammenhang kontrovers diskutiert (EIFFERT et al., 1995). Im Hinblick auf
Unterschiede in Virulenz und Organotropismus zwischen verschiedenen B. burgdorferi
Stimmen ist daher interessant, ob eine Beziechung zum OspA-Serotyp oder der
Expression dieser duBeren Membranlipoproteine besteht. Unklar ist ebenfalls, ob
Unterschiede in der Expression von Osp-Proteinen eine Rolle fiir den klinischen Verlauf
spielen, so wie es zB. fiir die variablen Membranproteine (Vmps) der
Riickfallfieberborrelien B. turicatae, B. hermsii, B. duttonii und B. parkeri beschrieben
wurde. In diesem Zusammenhang konnten Unterschiede im Typ und eine Variation in
der Expression der Osp-Proteine sehr wohl fiir Unterschiede im Organotropismus und
"immune escape" Mechanismen verantwortlich sein.

Insgesamt konzentrieren sich die bisher verdffentlichten Arbeiten zur Adhésion von B.
burgdorferi an ecukaryote Zellen hauptsichlich auf die Identifizierung bakterieller
Adhdsine und zelluldrer Liganden. In diesem Zusammenhang blieb bislang
beispielsweise die Frage nach strukturellen und funktionellen Unterschieden der
Fibronektin-bindenden = Proteine = (BBK32)  verschiedener = humanpathogener
Borrelienspezies, ebenso wie die Rolle der B,-Integrine bei der Adhidsion von B.
burgdorferi an eukaryote Zellen ungeklirt. Des weiteren wurden die Auswirkungen von
Adhirenz und Invasion auf das Wirtsgewebe im Kontext der humoralen Immunantwort
untersucht. Diese Studien wurden meist mit Zellen epithelialen Ursprungs durchgefiihrt.
Bislang wenig gut erforscht ist hingegen die Adhédsion des Erregers der Lyme-
Borreliose an neuronales Gewebe. Dies ist jedoch gerade vor dem Hintergrund
moglicher Korrelationen zwischen bestimmten B. burgdorferi s.l. Spezies und

verschiedenen klinischen Manifestationen von besonderem Interesse.

1.2.2 Aspekte der Invasion — Uberblick iiber die aktuelle Literatur

B. burgdorferi ist, wie T. pallidum, ein invasives Bakterium, das endotheliales Gewebe
durchdringen und auf diese Weise in verschiedene Wirtsgewebe disseminieren kann.
Die Féhigkeit von B. burgdorferi sich in immunologisch privilegierte Orte, wie
beispielsweise das ZNS, zuriickzuziehen, wurde hierbei meist im Kontext Persistenz-
vermittelnder Strategien diskutiert. Demgegeniiber konstatierte v.a. die Gruppe um

MALAWIASTA das Uberleben des Erregers in bestimmten Kompartimenten von
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Makrophagen (MONTGOMERY et al., 1993; MONTGOMERY und MALAWISTA, 1996).
Diese Untersuchungen waren jedoch nicht nur aus Sicht der Spirochdten und deren
Uberlebensstrategien im Wirt von Interesse, sondern vielmehr aufgrund des
Mechanismus, iiber den die Makrophagen die Erreger aufnehmen: Borrelien werden
von Makrophagen, im Folgenden auch als professionelle Phagozyten bezeichnet, durch
Coiling-Phagozytose internalisiert (RITTIG et al., 1992). Diese spezielle Art der
Phagozytose wurde 1984 erstmals von HORwITZ bei Legionella pneumophila
beschrieben (HORWITZ, 1984).

Wihrend bei konventionellen Phagozytose-Vorgingen
zelluldre Ausstiilpungen den Keim/ Partikel symmetrisch .
umschliefen,
wird bei der Coiling-Phagozytose die Bakterienzelle von einem
einzelnen, unilateralen = Pseudopodium  umwickelt, um
. anschlieBend als Komplex aus Pathogen und Pseudopodium

phagozytiert zu werden.

Die morphologischen Merkmale der Coiling-Phagozytose sind in Abbildung 1.2 anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen verschiedener Spirochdten dargestellt. Nach
dem Ausstiilpen des unilateralen Pseudopodiums (A), wird die Bakterienzelle von

diesem umwickelt (B), wobei anschlieBend die =zelluliren Membranschichten

fusionieren (C) und die lysosomale Degradierung einsetzt (D).

Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener Spirochidten wéahrend der
Coiling-Phagozytose aus RITTIG et al., 1992, 1998. Dargestellt sind die verschiedenen Stadien der
Coiling-Phagozytose mit Ausstiilpen des unilateralen Pseudopodiums (A), Umwickeln der
Bakterienzelle (B), Fusion der zelluliren Membranschichten (C) und lysosomaler Degradation (D).
Der weille Balken reprisentiert in A und D 1 um, in B und C jeweils ca. 0,1 pm.
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Am Ende des Coiling-Phagozytoseprozesses steht die Degradierung der internalisierten
Bakterienzelle. RITTIG et al. (1994) konstatieren in diesem Zusammenhang eine nicht-
lysosomale Degradation der Spirochiten in Form einer zytosolischen Destruktion.
Dieser extra-lysosomale Degradierungsmechanismus fiihrt moglicherweise zu einer
MHC-Klasse I-restringierten Antigen-Présentation (AG-Préasentation durch kernhaltige
Zellen, AG-Erkennung durch zytotoxische T-Zellen), wéahrend die aus konventioneller
lysosomaler Degradierung stammenden Antigene (AG) fiir MHC-Klasse II-
restringierte Pridsentation (AG-Prédsentation durch antigenprdsentierende Zellen und
Lymphozyten, AG-Erkennung durch Helfer-T-Zellen) prozessiert werden. Das parallele
Auftreten beider Arten der B. burgdorferi-AG-Prisentation tragt moglicherweise zu
ungewohnlichen immunologischen Aspekten der Lyme-Borreliose bei, wie dem Nicht-
Erkennen des infektidsen Agens durch immunkompetente Zellen (RITTIG et al. 1994).
Die von RITTIG et al. (1994) in diesem Zusammenhang beschriebene extra-lysosomale
Degradierung der per Coiling-Phagozytose internalisierten Borrelien spiegelt hierbei
entsprechende Ergebnisse von MONTGOMERY et al. (1993) wider. Die Degradation per
se erfolgt nach CiINCcO et al. (1994) und MODOLELL et al. (1994) durch
sauerstoffabhéngige Abtdtungsmechanismen, dem sog. oxidative burst, wobei nicht
zwischen Coiling- und konventioneller Phagozytose unterschieden wird.

Phagozyten konnen bis zu einem gewissen Ausmall direkt an den Infektionserreger
binden. Diese Féhigkeit wird durch aktiviertes Komplement und/oder Antikorper,
verstirkt. In diesem, gemeinhin als Opsonierung bezeichneten Vorgang, binden die sog.
Opsonine (= aktiviertes Komplement und/oder Antikorper) an die Bakterienoberfldche.
Der Phagozyt kann den Erreger daraufthin iiber Komplement (CR3)- und/oder iiber Fcy-
Rezeptoren erkennen, um ihn anschlieend zu phagozytieren.

Die Rolle von Signaltransduktionsprozessen und die Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts
bei der Phagozytose und Invasion pathogener Keime hat in den letzten Jahren starke
Beachtung gefunden (Uberblick bei DRAMSI und COSSART, 1998; KNODLER et al.,
2001). Die kleinen GTPasen der Rho-Familie scheinen hierbei eine zentrale Rolle zu
spielen (KozMA et al., 1995; RIDLEY und HALL, 1992; RIDLEY et al., 1992). Die
Beteiligung der verschiedenen Rho-GTPasen (CDC42Hs, Rac und Rho) beruht
moglicherweise auf der spezifischen Erkennung des Pathogens durch den Phagozyt. Die
Interaktion bestimmter bakterieller Liganden mit entsprechenden zelluldren Rezeptoren
kann somit verschiedene Phagozytosemechanismen in Gang setzten indem entweder

Komplement-Rezeptor (CR3)- oder Fcy-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktionswege
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aktiviert werden. Jiingst gelang es Mitglieder der Familie der "Wiskott-Aldrich
Syndrom (WASp) Proteine" und einen ihrer Effektoren, Arp2/3 Komplex, als zentrale
Regulatoren des F-Aktins zu identifizieren (HIGGS et al., 1999 und MACHESKY et al.,
1998). MAY et al. (2000) zeigten zudem die Beteiligung von Arp2/3 Komplex an
Komplement-Rezeptor (CR3)- und Fcy-Rezeptor (Fcy-R)-vermittelter Phagozytose und
folgerten eine Verflechtung von WASp in diese Prozesse. Insbesondere die Fcy-
Rezeptor-vermittelte Phagozytose und die damit einhergehende Rekrutierung des
Arp2/3 Komplexes zu den Phagosomen wurden als CDC42Hs- und Rac-abhéngige
Prozesse beschrieben, wihrend die CR3-vermittelte Phagozytose durch die kleine
GTPase Rho kontrolliert wird (CARON und HALL, 1998; CoX et al., 1997 und MAY et al.
2000). Der aktuellen Modellvorstellung zufolge aktiviert CDC42Hs das fiir die
hamatopoietischen Zellen spezifische WASp, welches wiederum die Aktin-
Polymerisationsaktivitit von Arp2/3 Komplex anregt (MULLINS, 2000).

Insgesamt konzentrierten sich die veroffentlichten Arbeiten zur Coiling-Phagozytose
von B. burgdorferi auf die morphologische Charakterisierung der unilateralen
Pseudopodien und der Identifizierung bioaktiver Substanzen, wie z.B. Opsonine, die
wiederum die Bildung dieser Phagozytosestrukturen stimulieren. Bislang wenig
erforscht ist die molekulare Maschinerie, welche die Coiling-Phagozytose reguliert.
Insbesondere  vor dem = Hintergrund der  Erkenntnisse,  welche  die
Signaltransduktionsprozesse und die Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts bei der
Phagozytose und Invasion pathogener Keime betreffen, eréffnen sich vollkommen neue
Perspektiven: es gilt v.a. die Frage zu kldren, ob es sich bei dem Phdnomen der Coiling-
Phagozytose um einen eigenstindigen Phagozytosemechanismus oder um eine Variante

der konventionellen Phagozytose handelt.

1.2.3 Ziele der Dissertation

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Unterschiede in der Privalenz
bestimmter Spezies und Subspezies (OspA-Serotypen) von B. burgdorferi s.l. zwischen
Isolaten von Patienten mit Hautmanifestationen und solchen von Neuroborreliose
(Liquorisolate) bestehen (WILSKE et al., 1993a, 1996a). Unterschiede in der Adhésion
an Wirtszellen konnen eine Rolle fiir Unterschiede im Organotropismus spielen. In
Studien zur Bindungsfahigkeit von B. burgdorferi s.I. an Sdugerzellen endothelialen und

neuronalen Ursprungs sollte eine mogliche Korrelation zwischen Bindungsfahigkeit und
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Variation im 0sp-Expressionsmuster (OspA und OspC) und/oder unterschiedlichen

Osp-Serotypen untersucht werden.

In weiteren Experimenten mit Phagozyten CD18-defizienter Miuse sollte eine mdgliche
Beteiligung der [,-Integrin-Familie an der Interaktion von B. burgdorferi s.. mit

professionellen Phagozyten geklért werden.

In diesem Zusammenhang sollten etablierte Nachweismethoden an die Fragestellungen
adaptiert werden. Neben konventioneller Immunfluoreszenzmikroskopie sollte
zusitzlich, als quantitative Methode, die Immunfluoreszenzmessung im

Durchflusszytometer etabliert werden.

Zusitzlich sollten funktionelle und strukturelle Unterschiede der Fibronektin-bindenden
Proteine verschiedener Borrelia burgdorferi s.l. Spezies untersucht werden. Im
Anschluss an die Herstellung rekombinanter Fibronektin-bindender Proteine
verschiedener B. burgdorferi s.I. Spezies sollten diese auf DNA- und Protein-Ebene
charakterisiert und die Auswirkungen mdglicher struktureller Unterschiede auf die

Fibronektin-Bindungsfahigkeit analysiert werden.

In Zusammenarbeit mit PD Dr. Stefan Linder aus der Arbeitsgruppe um Prof. Martin
Aepfelbacher (Max von Pettenkofer-Intstitut, LMU) sollten in Untersuchungen mit
primdren humanen Makrophagen mogliche Verdnderungen des zelluldren Zytoskeletts
der Fresszellen wihrend der Internalisierung von B. burgdorferi s.l. morphologisch
charakterisiert werden. In weiteren Experimenten sollte die Regulation und molekulare
Maschinerie bei der Modulation des Zytoskeletts der professionellen Phagozyten
untersucht werden. Von besonderem Interesse war hierbei die Rolle der Rho-Familie
der GTPasen Rho, Rac und CDC42Hs bei der Aufnahme des Erregers der Lyme-

Borreliose durch Makrophagen.
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2 Material
2.1 Bakterien

2.1.1 Borrelia burgdorferi sensu lato Isolate

Spezies Bezeichnung Stamm/ OspA- Ursprung infektios Referenz
Klon Serotyp

B. burgdorferis.s. B31 Stamm 1 Zecke ja WILSKE et al. (1993a)
B. burgdorferi s.s. N40 Stamm 1 Zecke ja FINGERLE et al. (2000)
B. burgdorferi s.s. PKa2 Stamm 1 Liquor ja WILSKE et al. (1993a)
B. afzelii PKo Stamm 2 Haut ja WILSKE et al. (1985)
B. afzelii PKo097 K37 Klon 2 Niere ja FINGERLE et al. (2000)
B. afzelii PKo34511-2-3  Klon 2 Gelenk nein  FINGERLE et al. (2000)
B. garinii PBr Stamm 3 Liquor ja WILSKE et al. (1985)
B. garinii PBi Stamm 4 Liquor ja WILSKE et al. (1985)
B. garinii PHei Stamm 5 Liquor ja WILSKE et al. (1993a)
B. garinii N Stamm 6 Zecke ja WILSKE et al. (1985)

Die Staimme B31, N40, PKa2, PKo, PBr, PBi, TN und PHei waren, wie angegeben, aus Zecken
oder Patientenmaterial isoliert worden. Die Klone PK097 K37 und PKo345 II-2-3 (Wildtyp: B.

afzelii Stamm PKo) wurden nach Isolierung aus einem infizierten Gerbil (Meriones

unguiculatu; intra peritoneale Injektion von PKo) und anschlieBender Kolonie-Selektion (3-
fach) gewonnen (PKo345 = Gelenkisolat, PKo97 K37 = Nierenreisolat). PKo345 1I-2-3 ist
durch den Verlust der Fahigkeit zur OspC-Expression, PK0o97 K37 durch starke OspC-

Expression charakterisiert.

2.1.2 Escherichia coli-Stimme

Bezeichnung Genotyp

Referenz

Bezugsquelle

SURE® E14" (mcrA), A(mcrB-hsd SMR-mrv) 171, endAl,
supE44, thi-1, gyrA96, relAl, lac, recB, recl,
sbcC,umuc:Tn5(Kan"),uvC[F'proAB, lacl® ZAM15,

Tn10(tet")]

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac[F'proAB, lacl"ZAM15, Tn10(tet")]

GREENER (1990) Stratagene

BULLOCK et al. (1987)  Stratagene
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2.2 Siugerzellen

2.2.1 primiire Zellen

Bezeichnung Zelltyp Morphologie Ursprung
Makrophagen Monozyten, human adhérent Spenderblut
CD18 '/ Makrophagen Makrophagen, murin adhirent Peritoneum
HUVEC Endothelzellen, human adhérent Nabelschnur

Die CDI18-defizienten murinen Makrophagen wurden aus dem Peritoneum entsprechend
mutagenisierter Miuse (genetischer Hintergrund: C57 BL/6) prépariert. Es handelt sich hierbei
um einen sog. heteromorphen knock-out des CD18-Genlokus in C57 BL/6-Méausen, d.h. unter
stressfreien Bedingungen wurde eine Restexpression des CD18-Molekiils von 2 %, unter Stress
von bis zu 16 %, verglichen zum Wildtyp beschrieben (WILSON et al., 1993). Die Tiere wurden
wie C57 BL/6-Wildtyp-Kontrollméuse von der Firma Charles River, Sulzfeld bezogen und im
Tierstall des Max von Pettenkofer-Institutes als CD18-knock-out Mausmodell etabliert.

2.2.2 Zelllinien

Bezeichnung Zelltyp Morphologie Referenz

1321N1 Astrozytomazellen, human glial, adhdrent SHAW et al. (1972)
ECV304 Nabelschnur, human, asiatisch endothelial, adharent TAKAHASHI et al. (1990)
CRL-2480 Nabelschnur, human endothelial, adharent HAY et al. (1992)

Die Zelllinien 1321N1, ECV304 und CR-2480 wurden iiber ATCC bezogen. 1321N1, eine
Astrozytoma-Zelllinie glialen Ursprungs, ist ein geldufiges Zellkulturmodell fiir neuronales
Gewebe. ECV304, zu Beginn der Arbeit noch ein etabliertes Endothelzellmodell, ist
mittlerweile als Zellkultursystem umstritten: dem 1999 aktualisierten ATCC-Datenblatt der
Zelllinie ist zu entnehmen, dass ECV304-Zellen neben Ubereinstimmungen mit der Blasen-
Zelllinie T24 zusédtzlich Endothelzell-fremde Biomarker aufzuweisen scheinen. Vorbehaltlich
einer endgiiltigen Klédrung des Sachverhalts wird die Zelllinie derzeit als "misidentified cell
line" gefiihrt (Quelle: ATCC (website); Stand Dezember 2003). Dr. MATHIEU, IGM,
Montpellier, Frankreich, identifizierte ECV304 als eine Zelllinie epithelialen Ursprungs
(Quelle: DSMZ (website), 1999). Den Hinweisen von ATCC und MATHIEU sind jedoch aktuelle
Veroffentlichungen entgegenzuhalten, die ECV304 durchaus als geeignetes Endothelzellmodell
erachten (GENERSCH et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher ECV304-Zellen im
Kontext eines Endothelzellmodells diskutiert. Die Zelllinie CRL-2480 (Wistar Special

Collection) wurde als alternatives Endothelzellmodell in die Untersuchungen miteinbezogen.
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2.3 Kulturmedien und -zusiitze

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, in z.A. Qualitit von den genannten
Firmen bezogen. Fiir die Zellkultur wurde ausschlieBlich "Aqua ad injectabilia" der Firma
Roche bzw. Ampuwa® (pyrogenfreies Aqua dest.) der Firma Fresenius benutzt. Falls nicht
anders angegeben, wurde fiir Zellkultur und/oder Immunfluoreszenztest (IFT) ausschlieBlich

PBS (physiologische Phosphatpufferlosung) der Firma Sigma (ohne CaCl, und MgCl,)

verwendet.

a-Chymotrypsin
Ampicillin, Natriumsalz

Bacto™-Trypton

Sigma
Biomol

Becton Dickinson

Bitek™-Agar DIFCO
CMRL 1066 (10x) ohne Glutamin GIBCO BRL
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Sigma
ECGS Sigma
ECGS/H2 Promo Cell
EGF Sigma

EGM Promo Cell
Fotales Kélberserum (FKS) GIBCO BRL
Gelatine Sigma
Glucose Sigma
Glycerin p.a. Merck
Hanks buffered Saline (pH 7,4) Biochrom
Hefeextrakt ICN Biomedicals
Heparin Sigma
Hepes Sigma
Kaninchenserum (partiell hdmolysiert) GIBCO BRL
Kollagen G Biochrom
L-Glutamin Sigma
Medium 199 Sigma
N,N-Dimethylformamid Sigma
N-Acetylglucosamin Sigma
Natriumbicarbonat Sigma
Natriumcitrat Sigma
Natriumpyruvat Sigma
Neopepton DIFCO

PBS, ohne CaCl, und MgCl, Sigma
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Penicillin/Streptavidin
Penicillin/Streptomycin
Serumalbumin, bovines
Serumalbumin, humanes
Tetracyclin

Trypsin-EDTA

2.4 Kulturgefif3e und Zubehor
Cryo 1 °C Freezing Container

Cellocate Deckglédschen (13,8 x 13,8 mm)
Deckglischen, quadratisch

Deckgléschen, rund (@ 12 mm)
Gefrierrohrchen mit Metallkappe (2ml)
Glasflaschen mit Schraubverschluf3 (100 ml)

Glaskulturrdhrchen mit Schraubverschluf3 (7 ml)

Kryordhrchen (1,8 ml)

Multiwell-Gewebekulturplatten (8-, 12- und 24-Well)

Neubauer Zihlkammer
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellschaber

2.5 Chemikalien und Losungen

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Nalgene™
Eppendorf
Eppendorf
Langenbrinck
Schultheil3
Schott

Schott

Nalge Nunc®
Falcon
Assistent
Becton Dickinson

Becton Dickinson

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, in z.A. Qualitit von den genannten

Firmen bezogen. Wissrige Losungen wurden mit

aus der hauseigenen

Entmineralisierungsanlage (Firma Millipore) hergestellt. Es handelt sich bei allen Lésungen und

Puffern um wissrige Losungen, sofern dies nicht aus der Zusammensetzung hervorgeht.

1, 4-Diazabicyclo [2.2.2] octane (Dabco)
Aceton, p.a.

Acrylamid

Agarose

Alexa Phalloidin 568
Amino-Capronséure
Ammoniumpersulfat (APS)
Bisacrylamid

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R250
Diaminobenzidin

di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), p.a.

Sigma
Merck
Biozym
Seakem
Molecular Probes
Sigma
BioRad
Biozym
BioRad
Sigma
Sigma

Merck
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di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat (K,HPO4x 3 H,0), p.a.

di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,), p.a.
Dithiothreitol (DTT)

EDAC

Essigsdure, 96 %ig

Ethanol, p.a.

Ethidiumbromid

Evans-Blue

Ficoll”

Formaldehyd

Glutathion, reduzierend

Glycerin, p.a.

Glycin, p.a.

Guanidin

Harnstoff

Heparin

Humanserum (HS)

Immersionsol
Isopropyl-p-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), p.a.

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6 H,0), p.a.

Mes (2[N-Morpholino]ethansulfonséure)
Methanol, p.a.

Nagellack

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl), p.a.
Natrium-di-Hydrogenphosphat (NaH,PQO,), p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nickelsulfat (NiSQ,), p.a.

Normal Goat Serum (NGS)

PMSF

Ponceau S Solution

p-Phenyldiamin

Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Repell-Silane

Rinderserunalbumin (BSA)

Salzsdure (HCI), rauchend
Schwefelsdure (H,SO4), 95-97 %ig
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Merck
Merck
Biomol
Molecular Probes
Merck
Merck
BioRad
Sigma
Biochrom
Sigma
Roche
Merck
Serva
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Gliicksklee
Merck
Sigma
Merck
MAC
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Applichem
Serva
Sigma
BioRad
Pharmacia Biotech
Sigma
Merck
Merck

Serva
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Trichloressigsdure
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris)
Triton X 100

Tween" 20

Wasserstoffperoxid (H,0,), 30 %ig
X-Gal

Xylencyanol

2.6 Groflenstandards fiir Gelelektrophorese

DNA-Molekulargewichtsmarker I1
DNA-Molekulargewichtsmarker VIII
Protein-Molekulargewichtstandard "Low"

Protein-Molekulargewichtstandard "High"

2.7 Proteine und Enzyme
Alkalische Phosphatase (CIP)
Benzonase

Fibronektin, humanes

Gelatine

Lysozym

Proteinase K

Proteinstandard (Bovine Plasma y-Globulin)
Ratten-IgG, gereinigt
Restriktionsendonukleasen, diverse
RNase A

T4-DNA Ligase

Tag-Polymerase

Thrombin

rOspC (von B. afzelii-Isolat PKo fiir Antigen)

2.8 Vektoren
pCR™II
pQE-30

2.9 Nukleotide
dNTP-Mix
BigDye Mix

Merck
Sigma
Merck
Serva
Merck
Biomol

Sigma

Roche
Roche
GIBCO BRL
GIBCO BRL

Roche
Roche
Sigma
Sigma
Roche
Roche
BioRad
Dianova
GIBCO BRL, Roche
Roche
Roche
Perkin Elmer
Th. Geyer
AG Wilske

Invitrogen

Qiagen

Perkin Elmer

Perkin Elmer
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2.10 Oligonukleotide

Bezeichnung Verwendung Target Sequenz (5'— 3') T [°C]
1233rev Sequenzierung pCR"II  agcggataacaatttcacacagga 43
plaz-41 Sequenzierung pCR"II gcgattaagttgggtaacgccagg 43
PQE-R Sequenzierung pQE-30 gttctgaggtcattactgg 42
PQE-F Sequenzierung pQE-30 cggataacaatttcacacag 42
bbk32-BamHI-for = Amplifikation  bbk32 gagggatccgatttattcataagatatgaaatg 53

bbk32-HindIll-rev  Amplifikation = bbk32 aaaaagcttttagtaccaaacgccattcttgtcaatg 56

Bei den Oligonukleotiden fiir die Sequenzreaktionen handelt es sich um Standardprimer fiir
kommerziell erhiltliche Klonierungs- und Expressionssysteme, die mit dem jeweiligen System
erworben wurden. Die Oligonukleotide fiir die Amplifikation des bbk32-Genlokus von B.
burgdorferi sensu lato wurden im Rahmen dieser Arbeit entworfen und von der Firma Roth

synthetisiert.

2.11 DNA-Konstrukte
Die GTPase-Konstrukte (CDC42HsV12, CDC42HsN17, RacV12 und RacN17) und das Konstrukt fiir das

GST-C3-Transferase-Fusionsprotein wurden, transformiert in E. coli Zellen, freundlicherweise von Alan

Hall bzw. Dr. Stefan Linder zur Verfiigung gestellt.

2.12 Kits

High Pure PCR Product Purification Kit Roche

His Micro Spin Purification Module Amersham
Plasmid Mini- und Midi-Kit Qiagen
Live/Death Stain” BacLight Molecular Probes
TA-Cloning® Kit Invitrogen

2.13 Antikorper

Die monoklonalen Mausantikdrper lagen als Zellkulturiiberstinde vor, die polyklonalen
Kaninchenantikorper als Immunseren. Jede Charge wurde routinemidfig vor Gebrauch
serologisch getestet (IFT, Borrelien-Ganzzelllysat-Blot und Rekomb-Blot) und die jeweiligen
Verdiinnungsfaktoren durch Schachbretttitration fiir Western Blot und IFT bestimmt. Der
monoklonale anti-WASp- und die polyklonalen anti-Arp2/3p41-, anti-CDC42Hs- und anti-
Rac1/2-Antikorper wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Linder zur Verfiigung gestellt. Die
aufgefithrten Humanseren wurden vorwiegend fiir Immunfluoreszenzmarkierungen eingesetzt.
Fiir Fragestellungen zur Antigenizitit von rBBK32 (vgl. 4.3.3.4) wurden in Western Blot-
Analysen standardisierte Serenpanels nach SCHULTE-SPECHTEL et al. (2003), bestehend aus

Patientenseren und entsprechenden Kontrollseren verwendet.
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2.13.1 Monoklonale Mausantikorper

AK Isotyp Antigen Spezifitit Referenz Verdiinnung
IFT WB
L22 1F8 IgGy OspC B.b.ss, B.a., B.g. WILSKE et al. (1993b) 1:8 1:8
L32 1F11 1gG,, OspA B.b.ss, B.a., B.g. WILSKE et al. (1992a) 1:2 1:2
L22 22Cl11 1gGo, OspC B. afzelii, B. garinii WILSKE et al. (1995a) 1.4 14
L22 6C4 IgG, OspC B.b.ss,B.a., B.g. WILSKE et al. (1995a) 1:8 1:8
L41 1C11 1gGap Flagellin B. afzelii, B. garinii WILSKE et al. (1990) 1:20  1:20
3D8.H5 IgG, WASp humanes WASp STEWART et al. (1996) 1:50 1:50

(B. b. ss =B. burgdorferi sensu stricto; B. a. = B. afzelii; B. g. = B. garinii)

2.13.2 Polyklonale Mausantikorper

AK Isotyp Antigen Spezifitit Referenz Verdiinnung
IFT
anti-Arp2/3p41  1gG Arp humanes p41-Arc LINDER et al. (2000a) 1:50
anti-CDC42Hs  IgG CDC42Hs humanes CDC42 AEPFELBACHER et al. (1994) 1:50
anti-Rac1/2 IgG Racl humanes Racl - 1:50

2.13.3 Polyklonale Kaninchenseren

AK Isotyp Antigen Spezifitit Bezugsquelle Verdiinnung
IFT WB
K54a IgG E. coli E. coli Vollantigen WILSKE et al. (1999) 1:200 1:200
anti-BSA IgG BSA Rinderserumalbumin  Sigma 1:200 1:50
anti-Fibronektin 1gG Fibronektin Humanes Fibronektin ~ Sigma 1:200  1:50

2.13.4 Polyklonale Humanseren (Patientenseren)

AK Bemerkung Spezifitit Verdiinnung
IFT

HS93-19400 Standard-Kontrollserum Borrelien Vollantigen 1:200

HS94-19736 Neuroborreliose Stadium II Borrelien Vollantigen 1:200

2.13.5 Magnetbead-konjugierte monoklonale Mausantikorper

AK Isotyp  Antigen Spezifitit Bezugsquelle Verdiinnung
IFT

anti-CD14 IgG CD14 humanes CD14 Milteny Biotech 1:100
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2.13.6 Fluorophor-konjugierte monoklonale Antikorper
Fluorophor Donor Spezifitit Isotyp Antigen Bezugsquelle Verdiinnung
IFT
FITC Ratte anti-Maus 1gGsa CD18 Serotec 1:100
FITC Ratte anti-Maus 1gGy, Ovalbumin  Serotec 1:100
2.13.7 Fluorophor-konjugierte sekundire Antikorper
Fluorophor Donor Spezifitit Isotyp Bezugsquelle Verdiinnung
IFT
Alexa Fluor™ 568 Ziege anti-Maus 1gGo, Molecular Probes 1:100
Alexa Fluor® 488 Ziege anti-Maus IgG; Molecular Probes 1:100
Cys, Cyanine Dye Ziege anti-Maus IgG, Caltag 1:100
Cyjs, Cyanine Dye Ziege anti-Maus I1gGyy Caltag 1:100
Cys, Cyanine Dye Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) Caltag 1:100
Cys, Cyanine Dye Ziege anti-Maus IgG, Caltag 1:100
FITC Ziege anti-Maus IgG, Caltag 1:100
FITC Ziege anti-Maus 1gGy, Caltag 1:100
FITC Ziege anti-Maus 1gGayp Caltag 1:100
FITC Ziege anti-Maus IgG (H+L) Caltag 1:100
FITC Ziege anti-Ratte IgG (H+L) Caltag 1:100
R-Phycoerytherin Ziege anti-Maus IgG, Caltag 1:100
R-Phycoerytherin Ziege anti-Maus 1gGo, Caltag 1:100
FITC Kaninchen anti-Maus IgG DAKO® 1:100
FITC Schwein anti-Kaninchen IgG DAKO® 1:100
2.13.8 Peroxidase-konjugierte sekundire Antikorper
Fluorophor Donor Spezifitat Isotyp Bezugsquelle Verdiinnung
WB
Peroxidase Kaninchen anti-Human IeG DAKO" 1:1000
Peroxidase Schwein anti-Kaninchen IgG DAKO® 1:1000
Peroxidase Kaninchen anti-Maus IgG DAKO® 1:1000
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2.14 Verbrauchsmaterialien
Centricon-Rdhrchen

Deckgléser, quadratisch (18 mm x 18 mm)
Deckgliser, rechteckig (18 mm x 36 mm)
Deckgléser, rechteckig (18 mm x 64 mm)
Eppendorf-Reaktionsgefifle, 1,8 ml, safe lock
Femtotips

Fluospheres® (@ 2pum)

Isotone” II

Multitest-Slides (12-Well)

Objekttriager

PCR-Reaktionsgefafle, 0,2 ml

Protan® Nitrocellulose Transfer Membrane (0,45 pm)

Whatman Filterpapier Nr.1
Sterilfilter (0,45 pm)
Spritzen

Kaniilen

2.15 Chromatographiesiulen und -matrices

Chelating Sepharose™

Fractogel® EMD SO 650 (S)
Glutathion Sepharose” Beads

HiTrap Affinity Column Chelating HP
MonoQ Beads

MonoQ HR5/5 Saule

MonoS Séule

Sephadex® G-25 superfine

Benzamidin Sepharose® Beads

2.16 Ger:iite

Certomat”™ BS-1

CO;-Inkubatoren

Colorimeter 254

Compic Inject Micromanipulator
DNA-Sequenzer 373A
Durchflusszytometer EPICS® XL-MCL

E.A.S.Y. RH Geldokumantation (Kamera E.A.S.Y. 429K)

Eppendorf Zentrifuge 5417C
FPLC-System  (Dokumentation: Rec112)

Fraction Collector Frac-100

Amicon
Langenbrinck
Langenbrinck
Langenbrinck
Eppendorf
Eppendorf
Molecular Probes
Coulter

ICN

Langenbrinck
Perkin Elmer
Schleicher & Schiill
Schleicher & Schiill
Schleicher & Schiill
Braun

Braun

Amersham
Merck

Amersham
Amersham
Pharmacia
Amersham
Amersham
Amersham

Amersham

B. Braun Biotech Intern.
WTB-Binder

Sherwood

Cell Biology Trading
Applied Biosystems
Coulter

Herolab

Eppendorf

Amersham

Amersham
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French Press

Gene Amp PCR System 2700

GFL Horizontalschiittler 3015

Gradient Programmer GP

Heizblock

Horizontale Agarosegelelektrophoresekammer
Mini Protean II" Elektrophoresekammer
MiniMacs Separationssdule

Model 543 Gel Dryer

Rotana/RP Zentrifuge

Semi-Dry Trans Blot Transfer Cell

Sonifier, Cell Disruptor B15

Sorvall® Instruments Rotoren: SS34, GSA, GS-3
Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
Spannungsgerit Power Pac 200
Spectrophotometer Ultrospec 3000

Sterilbank

Transjektor 5246

Waérmeschrank

2.17 Software

Adobe Photoshop™, Version 6

BLAST (NCBI-Datenbank; NIH, Washington)
Corel Draw, Version 8

Corel Photo Paint,Version 8

DNA-MAN, Version 4 (Lynnon BioSoft)

Epi Info, Version 6

GCG-Sequenzanalyse Softwarepaket (Version 6.1 und 7.0)

Imaging (Wang Corp.)

Microsoft Office 2000 (WORD, EXCEL, POWERPOINT)

Scion Image (NIH Software package)

Seq-Ed und Analysis (373A DNA-Sequenzer Software, Applied Biosystems)

Spot Programm (Visitron Systems)

SLM-AMINCO
Applied Biosystems
GFL mbH

Pharmacia

Liebisch

peqlab

BioRad

Miltenyi Biotech
BioRad

Hettich

BioRad

Branson (Heinemann)
DuPonts Inst. (Kendro)
DuPonts Inst. (Kendro)
BioRad

Pharmacia Biotech
BDK

Eppendorf

Heraeus
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2.18 Mikroskope
Modell Anwendung Okulare Objektive Hersteller
Dialux 22 Dunkelfeld Perplan 12,5x  PL Fluotar 10x/0,3 Leitz
Lichtmikroskop Phasenkontrast PL Fluotar 40x/0,7
DM IRB Phasenkontrast L Plan 10x/20 N Plan 5x/0,12 PH 0 Leica
inverses N Plan 10x/0,25 PH 1
Lichtmikroskop* N Plan L 20x/0,40 CORR PH 1
N Plan L 40x/0,55 CORR PH 2
DM IRB Phasenkontrast L Plan 10x/25 PL APO 63x/1,32 oil PH3 Leica
inverses Immunfluoreszenz PL APO 100 x/1,4 oil PH1
Lichtmikroskop** PL Floutar 10x/0,3 PH1
PL Floutar 20x/0,5 PH2
PL Floutar 40x/0,7 PH2
PL Floutar 40x/1,0-0,5 oil
DM IRB Immunfluoreszenz L Plan 10x/25  PL Floutar 20x/0,5 oil PH2 Leica
inverses Konfokales Laser PL Floutar 100x/1,3 oil PH3

Lichtmikroskop*** Scanning

N Plan N L40x/0,55 CORR
PH2
HCX PL APO 63x/1,32 oil
PH3

sk

sksksk

mit Digitalkamera CF 11 DSP (Kappa) und Video-Monitor (Sony)

mit Fluoreszenzeinrichtung (Quecksilberhochdruckdampflampe HBO100W;
Filtereinsitze: UV G 365/395/397, Blau BP 485/450-490/546, Griin BP 546/580/590 und Rot-

Griin BP 490/20-575/30

mit digitaler Fotoeinheit Leitz DM RD und "Spot" Kamera (Leica) und konvent. Fotoapparatur

(Kodak)

mit Fluoreszenzeinrichtung (Quecksilberhochdruckdampflampe HBO100W;
Filtereinsétze: UV G 365/395/397, Blau BP 485/450-490/546, Griin BP 546/580/590 und Rot-

Griin BP 490/20-575/30

mit digitaler Lasereinheit Leica TCS NT und Ausstattung fiir konfokales Laser Scanning



3 Methoden 41

3 Methoden

Alle mikrobiologischen und molekularbiologischen Protokolle werden, falls im Text
nicht anders erldutert, nach AUSUBEL et al. (1993) und SAMBROOK et al. (1989)
ausgefiihrt. Verwendete Medien, Pufferzusammensetzungen und Reaktionsansétze sind
teilweise flir diese Arbeit verdndert worden. Die angegebenen Methoden erheben nicht

den Anspruch allgemeiner Giiltigkeit.

3.1 Nihrmedien

3.1.1 MKP-Medium

Das MKP-Medium (modifiziertes Kelly Medium nach PREAC-MURSIC) wird zur
Anzucht von Borrelia burgdorferi sensu lato-Stimmen aus Patienten- und
Zeckenmaterial sowie zur weiteren Kultivierung der Spirochdten verwendet (PREAC-
MURSIC et al. 1986). MKP ist ein Komplexmedium, bestehend aus Grundmedium und

Anreicherungszusitzen.

Das Grundmedium setzt sich wie folgt zusammen:

CMRL-1066 (10x) ohne Glutamin 100 ml
Neopepton 5 ¢
Hepes 6 g
Natriumcitrat 0,7 g
Glucose 3 g
Natriumpyruvat 0,8 g
N-Acetylglucosamin 04 g
Natriumbicarbonat 2 g
Aq. dest. ad 1000 ml

Der pH-Wert wird mit 5 M NaOH auf 7,6 eingestellt. Das Grundmedium wird
sterilfiltriert (Filterporengrofle 0,2 um), in 400 ml Portionen aliquotiert und bis zu 3
Monaten bei —20 °C gelagert.

Zu 1600 ml Grundmedium wurden zur Anreicherung

Gelatine, 7 %ig 200 ml
Kaninchenserum 100 ml
Rinderserumalbunim, 35 %ig 100 ml

zugesetzt, wobei das zuvor Kaninchenserum sterilfiltriert (Filterporengrof3e 0,2 wm) und

partiell himolysiert wird (Inaktivierung bei 56 °C/30 min). Das Medium wird zu 6,5 ml
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in 7 ml Glasrohrchen abgefiillt und luftdicht verschlossen. Das fertige Material ist bei
4 °C fiir ca. 3 Wochen haltbar.
Fiir die Lagerung von Borrelienstimmen bei —70 °C wird dem MKP-Medium Glycerin

zugesetzt (10 % (v/v) Endkonzentration).

3.1.2 LB-Medium

Zur Anzucht der in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli Stimme wird das
Vollmedium nach S. E. LURIA und G. BERTANI verwendet. Das unter dem Namen LB-
Medium bekannte Fliissigmedium wird, soweit nicht anders angegeben, unter Zugabe

von Tetracyclin (Endkonzentration 12,5 pg/ml) verwendet.

LB-Medium setzt sich wie folgt zusammen:

Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 10 g/l
NaCl 5 gl

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,2 eingestellt. Fiir die Herstellung von LB-Agar wird
13 g Agar/l Medium zugefiigt (SAMBROOK et al., 1989). Das Vollmedium wird fiir 20
Minuten bei 1,2 x 10> Pa Druck (121 °C) autoklaviert.
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3.1.3 Zellkulturmedien
Kultur und Kryokonservierung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten primiren

Zellen und Zelllinien erfolgt unter Verwendung folgender Komplexmedien:

Astrozytomzell-Medium fiir 3121N1

DMEM 50 ml
L-Glutamin 2 mM
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert 10 %

Endothelzell-Medium fiir ECV304

M 199 50 ml
L-Glutamin 2 mM
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %

Komplexmedium fiir humane und murine Makrophagen-Priparationen

RPMI 1640 50 ml
L-Glutamin 2 mM
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert 20 %

Komplexmedium fiir CRL-2480

F12K 50 ml
L-Glutamin 2 mM
NaHCO; 1,5 g/l
Heparin 0,1 mg/ml
ECGS 0,03 mg/ml
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %

Komplexmedium fiir HUVEC-Priiparationen

EGM 50 ml
ECGS/H2 04 %
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %

EGF 0,1 ng/ml
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DMSO-Einfriermedium

DMEM, M 199 bzw. F12K 50 ml
L-Glutamin 2 mM
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert 20 %
DMSO 10 %

3.1.4 Kollagen- bzw. Gelatine-Beschichtung von Zellkulturgefifien

Deckglidschen und ZellkulturgefiBe wurden fiir die Kultivierung der HUVEC-
Priparationen mit Kollagen, bzw. fiir die Kultivierung der Zelllinie CRL-2480 mit
Gelatine beschichtet. Der Boden der Zellkulturgefidle wurde mit der sterilen Kollagen
G-Losung (0,1-0,5 % (w/v) Kollagen G in Aq. dest.) bzw. der sterilen Gelatineldsung
(0,1 % (w/v) Gelatine in Aq. dest.) benetzt und mindestens eine Stunde im Brutschrank
inkubiert. Nach Absaugen der Losung wurden die Gefdlle mit PBS gewaschen und bei
4 °C gelagert.

3.2 Borrelienkultur

3.2.1 Kultivierung

Die aus der Stammsammlung des Max von Pettenkofer-Institutes fiir die
Untersuchungen ausgewahlten Borrelia burgdorferi sensu lato Stimme werden in
MKP-Medium fiir 5-8 Tage bei 33 °C in 7 ml Glasrohrchen kultiviert (Preac-Mursic et
al., 1986). Fiir die in vitro-Passagierung werden ca. 0,5 ml einer dicht bewachsenen
Borrelienkultur in 6,5 ml MKP-Medium iiberimpft. Dies erfolgt mindestens alle 5-8
Tage, spdtestens jedoch, wenn der im Medium befindliche Indikator durch einen
Farbumschlag von rot nach gelb eine Ansduerung des Mediums anzeigt. Die Kontrolle
der Kulturen auf Verunreinigungen, Vitalitit und Beweglichkeit der Spirochédten erfolgt
mittels regelmiBiger Dunkelfeldmikroskopie. Fiir alle Versuche werden frilhe bis
mittlere Passagen der Borrelien (Passage 10 bis max. 25) verwendet. Um stets iiber
ausreichende Mengen an Borrelien der gewiinschten Passage zu verfiigen, wird von
allen verwendeten Stimmen eine entsprechende Anzahl Aliquots kryokonserviert

(3.2.2).
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3.2.2 Kryokonservierung
Fiir die Kryokonservierung wird ca. 1 ml einer dicht bewachsenen Borrelienkultur in 1
ml MKP-Medium mit Zusatz von Glycerin (finale Konzentration 10 % (v/v), vgl. 3.1.1)

resuspendiert und in sterilen Glasréhrchen bei —70 °C gelagert.

3.2.3 Vitalfirbung

Zur exemplarischen Uberpriifung der Vitalitit einer Borrelienkultur in der
exponentiellen Wachstumsphase wird in regelméfBigen Zeitintervallen der Live/Death
Stain® BacLight " (Molecular Probes) fiir Bakterien verwendet. Hierbei wird nach dem

Standardprotokoll des Herstellers vorgegangen.

3.2.4 Wachstumsmessungen (Wachstumskurve)

3.2.4.1 Bestimmung der Keimzahl

Aufgrund der ldnglichen Morphologie der Borrelien und ihrer Neigung zu aggregieren
wird von einer photometrischen Bestimmung der Keimzahlen von B. burgdorferi sensu
lato-Kulturen abgesehen. Alternativ wird die Bestimmung der Borrelienzahlen nach der
in unserem Labor etablierten MvP-Methode (Max von Pettenkofer-Methode)
durchgefiihrt. Hierzu werden 13 ul der zu bestimmenden Borreliensuspension auf einen
Objekttrager gegeben und mit einem genormten Deckglas (24 x 60 mm) luftblasenfrei
abgedeckt. Im Dunkelfeld (VergroBerung: 400 x) werden 50 Blickfelder ausgezihlt und

nach folgender Formel die Anzahl der Spirochdten pro Milliliter berechnet:

Anzahl der gezahl'ten Spirochaeten 8 250y < 1000
Anzahl der Blickfelder (50) 3

(der Quotient 250% reprasentiert die errechnete Anzahl der Blickfelder pro Milliliter

Kultur; 1000 ist der Umrechnungsfaktor von pl zu ml)

Ein Vergleich der MvP-Methode mit der Petroff-Hauser Zdhlkammer (SCHLEGEL,

1985) ergibt fiir beide Methoden nahezu identische Ergebnisse.
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3.2.4.2 Wachstumskurven

Zur Erstellung von Wachstumskurven wird eine definierte Menge log-Phase Borrelien
in Kulturréhrchen angeimpft und nach der oben beschriebenen MvP-Methode die
Keimzahl zum Zeitpunkt ty bestimmt. Wéahrend der entsprechenden Versuchsdauer wird
tiglich die Keimzahl der Kulturen ermittelt. Um ein statistisch relevantes Mittel und die
Reproduzierbarkeit zu gewihrleisten, wird fiir die entsprechenden Stimme bzw. Klone
der Versuch dreimal in Doppelbestimmungen wiederholt. In der graphischen
Darstellung der Ergebnisse wird die Keimzahl auf der logarithmisch skalierten Ordinate

die Zeit linear auf der Abszisse aufgetragen.

3.2.4.3 Bestimmung der Wachstumsrate (i) und Verdoppelungszeit (tq)
Wachstumsrate (i) und Verdoppelungszeit (t3) von verschiedenen Borrelia burgdorferi
sensu lato Stdmmen und Klonen werden rechnerisch aus den Ergebnissen der
Wachstumskurven abgeleitet.

Die Wachstumsrate ist ein MaB fiir die Geschwindigkeit des Zellwachstums (SCHLEGEL,
1985). Sie errechnet sich aus den zu den Zeiten ty und t ermittelten Keimzahlen x¢ und

X; hach

p _Inx —Inx,
(t_to) ’

die Verdoppelungszeit (t4) errechnet sich nach

3.3 Zellkultur

3.3.1 Isolierung und Weiterkultivierung primérer humaner Monozyten

Primédre humane Monozyten werden aus peripherem Blut mittels "magnetic activated
cell sorting" (MACS) isoliert. Hierzu werden 50 ml heparinisiertes Blut nach der
Methode von EIERMANN et al., (1989) in Ficoll® zentrifugiert (30 min, 460 x g, RT) und
die mononukledren Zellen isoliert. Die mononukledren Zellen werden anschlielend in
400 pul Monopuffer resuspendiert, mit 100 pl magnetischen anti-human CDI14-
Antikorper-Beads gemischt und 15 min auf Eis inkubiert und auf eine mit Monopuffer
dquilibrierte magnetische MiniMACS-Saule (Miltenyi Biotech), die mit einem
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Permanentmagneten verbunden ist, aufgesetzt. Die Antikorper-markierten, CD14-
positiven Monozyten werden hierbei durch den Permanentmagneten zuriickgehalten.
Nach Entfernen des Magneten werden die CD14-markierten Zellen umgehend mit 1 ml
Monopuffer eluiert. Die eluierten Zellen werden abzentrifugiert (10 min, 460 x g, 4 °C),
in 0,5-2 ml RPMI 1640 mit 100ug/ul Penicillin/Streptavidin (=RPMI*) resuspendiert
und die Zellzahl der Suspension in einer Neubauer Zihlkammer ermittelt. Die Zellen
werden anschlieBend mit einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen /Deckglas in 8-well
Kulturplatten auf Cellocate Coverslips (Eppendorf) ausgesét und bei 37 °C, 5 % CO,
und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 1,5-2 h werden je 1,5 ml Kulturmedium
(RPMI* mit 20 % autologem Serum) hinzugefiigt. Mediumwechsel erfolgt nach jeweils
3-4 Tagen Kultur. Nach 7-11 tédgiger Reifezeit sind die Monozyten zu Makrophagen

ausdifferenziert.

Monopuffer
PBS, pH 7,4 50 ml
EDTA 5 mM
humanes Serumalbumin 0,2-0,5 %

3.3.2 Isolierung und Kultur muriner Peritonealmakrophagen

26 Wochen alten Méuse (CD18 / C57 BL/6 und Wildtyp C57 BL/6) werden durch
Begasung mit CO, (100 %) in einem geschlossenen Gefdll getdtet. Dieses Vorgehen
steht im Einklang mit den Richtlinien der Society of Laboratory Animal Science (Gv-
SoLAS). Die Tiere werden in 70 %igem Isopropanol desinfiziert und die Haut am
Bauchraum entlang der Linea alba vom Sternum bis zur Symphyse durch einen kurzen
Ruck abgelost. Anschliefend werden 5-8 ml eisgekiihlte Hanks balanced Saline-Losung
in den Bauchraum injiziert. Durch eine Peritoneal-Lavage werden die residenten
Makrophagen aus dem Bauchfell gelost (ca. 3-5 x 10° pro Maus). Die so gewonnene
Zellsuspension wird fiir 60 min bei 100 x g und 4 °C abzentrifugiert, in RPMI 1640
resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer Zdhlkammer ermittelt. Die Zellen
werden wahlweise mit einer Dichte von 5 x 10* Zellen /Deckglas auf Deckglidschen
ausgesit und bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit max. 2 d kultiviert oder
umgehend Koinkubationsversuchen zugefiihrt (3.4.3). Zur Spezifizierung der
Makrophagen wird das Membranprotein CD18 mit einem entsprechenden Fluorochrom-

konjugierten anti-CD18-Antikorper (2.13.6) markiert und im Durchflusszytometer
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gemessen. Fiir die Kontrollmessungen (Hintergrund) wird ein addquat konjugierter

Antikorper gegen Ovalbumin benutzt.

3.3.3 Isolierung und Kultur humaner Nabelschnurzellen (HUVECs)

Endothelzellen werden durch enzymatische Disaggregation in Anlehnung an die von
JAFFE et al. (1973) beschriebene Methode aus Nabelschniiren gewonnen. Hierzu
werden, um Asepsis zu gewdhrleisten, die Nabelschnurstiicke zunichst 30 s in 70 %igen
Ethanol gelegt. AnschlieBend werden mit Klemmen abgeschlossene Segmente von
Nabelschnurvenen mit einer Nadel kanalisiert und fiir 30 min mit einer o-
Chymotrypsin-Losung inkubiert. Die Losung wird abgesaugt und die darin enthaltenen
Zellen auf Kollagen G beschichteten Kulturgefilen ausgesdt (vgl. 3.1.4). Die
Endothelzellen werden in supplementiertem EGM-Medium bei 37 °C, 90 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Gehalt iiber 10 d kultiviert, wobei alle 2 bis 3 Tage ein
Mediumwechsel durchgefiihrt wird.

3.3.4 Kultur adhiirent wachsender Zelllinien

Die adhédrent wachsenden Zelllinien 3121N1, ECV304 und CRL-2480 werden in
Kulturflaschen oder auf Deckgldschen in Multiwell-Gewebekulturplatten bei 37 °C in
Wasserdampf gesittigter Atmosphére bei 5 % CO2-Gehalt im Brutschrank kultiviert,
wobei die Zellkulturgefdle fiir die Kultivierung der Zelllinie CRL-2480 mit Gelatine
beschichtet werden (vgl. 3.1.4). Die jeweiligen Medien sind unter 3.1.3 beschrieben.
Fiir die Zellkultur werden keine antibiotischen Zusdtze verwendet. Mediumwechsel

erfolgt nach jeweils 3-4 Tagen.

3.3.5 Aufteilung adhirent wachsender Zelllinien

1321N1-, ECV304- und CRL-2480-Zellen werden in 48- bis 72-stiindigen Abstinden
(80-90 % Konfluenz) aufgeteilt ("gesplittet"). Die Zellen werden hierfiir zur Entfernung
von Serumriickstdnden mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieBend 3 min mit 2-5 ml
Trypsin-EDTA bei 37 °C inkubiert. Nach Betrachtung der Zellen unter dem Mikroskop
wird die enzymatische Wirkung des Trypsins durch Zugabe von Medium inhibiert. Ein
Teil des Volumens wird weiterkultiviert (1/20-1/25), der Zelliiberschuss fiir Versuche
eingesetzt. Hierzu werden die Zellen in frisches Kulturmedium aufgenommen, mit Hilfe
der Neubauer Zdhlkammer die Zellzahl bestimmt und anschlieBend mit einer Zelldichte

von 12 x 10*%ml wieder ausgesit oder kryokonserviert. Um standardisierte
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Bedingungen und eine optimale Vitalitit und genetische Ausstattung der
immortalisierten Zellen zu gewéhrleisten, werden ausschlielich Kulturen der zweiten

bis maximal fiinften Passage fiir Versuche eingesetzt.

3.3.6 Einfrieren und Auftauen von eukaryoten Zellen

Von allen Zelllinien werden Dauerkulturen angelegt, die bei Bedarf wieder kultiviert
werden konnen. Zum Einfrieren werden die Zellen nach dem Abldsen zentrifugiert und
1-2 x 10°/ml Zellen in DMSO-Einfriermedium resuspendiert (vgl. 3.1.3). Jeweils 1 ml
der Suspension wird in Kryorohrchen {iiberfithrt und in einem Gefrierkontainer
(Kiihlmittel: Isopropanol) definiert in 1 °C/min Schritten auf die Lagertemperatur von —
70 °C gekiihlt. Nach 24 h konnen sie zur dauerhaften Lagerung in fliissigen Stickstoff (—
196 °C) umgesetzt werden.

Das Auftauen erfolgt im 37 °C Wasserbad. Das Volumen der Kryordhrchen wird
anschliefend in 50 ml Falcons mit 5 ml des entsprechenden Zellkulturmediums (vgl.
3.1.3) iiberfiihrt und 10 min bei 800 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, die Zellen in 5 ml Medium resuspendiert und in 25 cm® Zellkulturflaschen

ausgesat.

3.3.7 Mycoplasmen-Test

Um eine Kontamination der verwendeten Sédugerzellen mit den am meisten in der
Zellkultur  verbreiteten Mycoplasmen/Acholeplasmen-Spezies (M. arginini, M.
hyorhinis, M. laidlawii, M. orale) auszuschlieBen, werden im Zecitabstand von 6
Wochen entsprechende Kontrollen durchgefiihrt. Das Testprinzip basiert auf dem
Nachweis DNA-haltiger, extranukledrer, korniger Strukturen durch eine DAPI-
Direktfarbung (3.7.2). Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche

werden ausschlieSlich Mycoplasmenfreie Kulturen eingesetzt.

3.4 Koinkubation von B. burgdorferi sensu lato mit verschiedenen Siaugerzellen
3.4.1 Vorbehandlung der Borrelien (Opsonierung)

Vor den Koinkubationsexperimenten mit primiren Zellen und immortalisierten Zellen
werden die Borrelien zweimal mit den korrespondierenden Zellkulturmedien ohne
Humanserum-Supplement (DMEM, M199, RPMI 1640 oder F12K) gewaschen. Geméf
der jeweiligen Fragestellung werden die Zellen anschlieBend flir 45 min wahlweise mit

den oben genannten Medien ohne Humanserum-Supplement (nicht-opsonierende
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Bedingungen), mit autologem Humanserum-Supplement (Serumopsonisation;
Endkonzentration 20 %) oder mit Antikorper-Zusatz (Antikdrperopsonisation)
inkubiert. Um Kreuzreaktivitdten mit B. burgdorferi s. 1. auszuschlieen, wird das zur
Serumopsonisation benutzte Humanserum im Serologie-Hauptlabor des Max von
Pettenkofer-Institutes fiir Hygiene und Mikrobiologie in Miinchen, Abt. Lyme einer
vollstindigen Lyme-Serologie ["enzyme linked immunoadsorbent assay" (ELISA),
Immunfluoreszenztest (IFT) und Rekomb-Blot; Testantigen: B. afzelii PKo] unterzogen.
Fiir die Antikorperopsonisation werden monoklonale Antikérper gegen OspA (L32
1F11) und OspC (L22 1F8) in den iiblichen Verdiinnungen eingesetzt (vgl. 2.13.1). Die
Antikorpersuspensionen werden hierzu mit dem jeweiligen Zellkulturmedium ohne
Humanserumsupplement verdiinnt. Nach der Opsonierung, wahlweise mit Humanserum
oder mit Borrelien-spezifischen monoklonalen  Antikérpern, werden die
Bakterienkulturen  dreimal mit dem jeweiligen Zellkulturmedium  ohne
supplementierende Zusédtze gewaschen. Im Anschluss wird die exakte Keimzahl der
Bakteriensuspension nach der unter 3.2.4.1 beschriebenen Methode ermittelt und das

gewiinschte Inokulum fiir die Koinkubationsversuche berechnet.

3.4.2 Vorbehandlung der Zellen und Zelllinien

Die primédren Sédugerzellen (primdre humane Makrophagen und HUVECs) werden
einige Tage vor den Koinkubationsexperimenten aus humanen Materialien (Spenderblut
oder Nabelschnur) pripariert bzw. die immortalisierten Zelllinien geerntet, in definierter
Zellzahl auf Deckgldsern ausgesét und unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO, und
90 % Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Unmittelbar vor der Koinkubation mit Borrelien
werden die verschiedenen Séuger-Zelltypen zweimal mit dem korrespondierenden
Zellkulturmedium ohne Humanserum-Supplement gewaschen, um Antibiotika- und
Mediumriickstinde und Debris zu entfernen. Entsprechend der jeweiligen Fragestellung
werden die Zellen anschlieBend fiir 45 min mit antibiotikafreiem Zellkulturmedium
ohne Humanserum-Supplement (nicht opsonierende Bedingungen) oder mit
Humanserum-Supplement (autologes Serum mit negativer Lyme-Serologie) bei 37 °C

in Feuchtigkeits-gesittigter Atmosphére mit 5 %igem CO,-Gehalt inkubiert.
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3.4.3 Koinkubation von Borrelien mit verschiedenen Siugerzellen

Grundlegende Voraussetzung aller im Rahmen dieser Untersuchungen durchgefiihrten
Koinkubationsexperimente ist das Arbeiten unter antibiotikafreien Bedingungen. Fiir
die Koinkubationsexperimente werden die Sdugerzellen wahlweise auf Deckgldschen

adhérierend oder als Zellsuspension mit Spirochéten koinkubiert.

3.4.3.1 Koinkubationsversuche mit adhiirenten Zellen

Alle verwendeten priméren Zellen und immortalisierten Zelllinien werden mit einer
Zellzahl von  durchschnittlich 5 x 10° pro Deckglischen in den
Koinkubationsexperimenten eingesetzt. Das Borrelieninokulum wird entweder zentral
iiber die Deckgldschen in das Kulturmedium pipettiert oder im Zellkulturmedium
resuspendiert. Diese Art der Borrelien-Applikation fithrt zu einem nicht-
synchronisierten Absenken der Bakterien auf die Deckgldschen. Die Deckgldschen
werden unter Standardbedingungen (37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,-Gehalt) fiir
die  jeweilige  Versuchsdauer inkubiert. Nach  Ablauf des gewdhlten
Koinkubationszeitraumes werden nicht-adhidrente Borrelien entfernt und die Proben
umgehend in 3,7 %iger Formaldehydldsung fixiert. Hierzu werden die Deckglidschen 5-
mal in frisches, auf 37 °C erwdrmtes Zellkulturmedium getaucht und anschlieend fiir
10 min mit 3,7 %iger Formaldehydldsung {iiberschichtet. Die Deckglidschen werden
nach der Fixation mit PBS gewaschen und bei 4 °C in PBS gelagert.

Fiir die Untersuchung der nicht-zellassoziierten Borrelien werden diese nach Ablauf des
Koinkubationszeitraumes abpipettiert, die Préparate 3-mal mit 37 °C warmem
Zellkulturmedium gespiilt und die Uberstinde vereinigt. Die nicht-adhirenten Borrelien
werden durch Zentrifugieren der Uberstinde bei 1000 x g pelletiert und zur weiteren

Analyse auf Multitestslides aufgetropft (vgl. 3.7.2).

3.4.3.2 Koinkubationsversuche mit Zellsuspensionen

Die frisch préparierten bzw. abtrypsinierten Sdugerzellen (vgl. 3.3.2, 3.3.5) werden im
entsprechenden Zellkulturmedium resuspendiert, mit dem Borrelieninokulum gemischt
und die Zellsuspension im Eppendorf Reaktionsgefdll (ERG) bei 37 °C inkubiert. Die
ERGs werden hierbei nur bis max. % des Maximalvolumens befiillt, um ecinen
ausreichenden Gasaustausch der Suspension zu gewéhrleisten. Nach jeweils 10 min
wird die Séaugerzell/Borrelien-Suspension durch Kippen des ERG vorsichtig gemischt.

Nach Ablauf des gewihlten Koinkubationszeitraumes werden die Borrelien/Zell-
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Suspensionen 3-mal mit 37 °C warmen Zellkulturmedium gewaschen, das Sediment
vorsichtig in 3,7 %iger Formaldehydlosung resuspendiert und bei Raumtemperatur fiir
10 min inkubiert. Die Zellsuspension wird nach der Fixation mit PBS gewaschen und
bei 4 °C in PBS gelagert. Fiir die Untersuchung der nicht-zellassoziierten Borrelien
werden nach Ablauf der Versuchsdauer die Uberstinde aus den Waschschritten mit der
gewiinschten Borrelienfraktion vereinigt, die Bakterien durch Zentrifugieren bei

1000 x g pelletiert und zur weiteren Analyse auf Multitestslides aufgetropft (vgl. 3.7.2).

3.5 Koinkubation verschiedener Zellen und Zelllinien mit Mikrospharen

Die Koinkubation von Sdugerzellen mit Mikrosphiren (=Polystyrol-Beads) erfolgt nach
dem bereits unter 3.4.3.1 beschriebenen adhirenten Bedingungen. Die Mikrosphéren
werden entweder zentral liber die Deckgldschen in das Kulturmedium pipettiert oder im
Zellkulturmedium resuspendiert. Diese Art der Applikation erlaubt ein nicht-
synchronisiertes Absenken der Beads auf die Deckgldschen. Die Mikrosphédren werden
analog der Methode zur Ermittlung der Borrelienkeimzahl (MvP-Methode, vgl. 3.2.4.1)
ausgezdhlt und durch ggf. Verdiinnung mit PBS auf die gewiinschte Konzentrationen
gebracht. Um den statistischen Fehler beim Einstellen der Mikrosphédrenkonzentrationen
moglichst gering zu halten, werden die Konzentrationsbestimmungen in 3
Wiederholungen durchgefiihrt. Die Sédugerzellen werden mit der jeweiligen
Mikrosphéren/Zell-Ratio "infiziert" und bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»-
Gehalt fiir Versuchsdauern von 15 min bis 18 h (iiN) inkubiert. Nach Ablauf des
gewidhlten Koinkubationszeitraumes werden nicht-adhdrente Mikrosphiaren durch
dreimaliges Waschen mit 37 °C warmem Zellkulturmedium entfernt und die Proben
umgehend fiir 10 min in 3,7 %iger Formaldehydlosung fixiert. Die Deckgldschen

werden nach der Fixation mit PBS gewaschen und bei 4 °C in PBS gelagert.

3.6 Mikroinjektion eukaryoter Zellen

Die nach 5-7 Tagen Kultur zu Makrophagen gereiften Monozyten werden auf Cellocate
Deckgliser (Eppendorf) ausgesit und unter Anwendung eines Transjektors (Eppendorf)
und eines computergesteuerten Mikromanipulators (Cell Biology Trading)
mikroinjiziert. Die gegen Mikroinjektionspuffer dialysierten Proteine (vgl. 3.10.4)
werden unter Verwendung von Femtotips (=Kapillaren mit einer Offnung von 10" m)
in das Zytoplasma der Zelle injiziert. Die Proteinlosungen sollten hierbei eine

Maximalkonzentration von 10 pg/ul nicht iberschreiten, da die Losung sonst zu viskos
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und die Kaniilen verstopft wiirden. Zur Identifikation injizierter Zellen wird 1/10 Vol.
inertes IgG aus Ratte (5 mg/ml) koinjiziert, welches im anschliefenden
Immunfluoreszenztest mit spezifischen anti-IgG-Fluoreszenzkonjugaten nachgewiesen
wird.

Die Zellen werden nach der Injektion 45 min bei Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO;
und 90 %  Luftfeuchtigkeit) zur  phénotypischen = Manifestation  der
mikroinjektionsbedingten Effekte inkubiert und anschlielend in
Koinkubationsexperimenten mit Borrelien infiziert (3.4.3.1). Abbildung 3.1 illustriert

den Vorgang der Mikroinjektion am Beispiel neuronaler Zellen.

% Abbildung 3.1: Mikroinjektion neuronaler Zellen (Bildquelle:
| Fa. Eppendorf)

3.7 Immunfluoreszenztest (IFT)

Der Immunfluoreszenztest (IFT) ermdglicht den lichtmikroskopischen Nachweis der
Expression eines bestimmten Proteins fiir einzelne Borrelien-Zellen. Die Durchfiihrung
des Immunfluoreszenztests erfolgt nach dem in unserem Labor -etablierten
Standardprotokoll. Fiir die Anwendung in den Koinkubationsexperimenten von
Borrelien mit Siugerzellen (3.4.3) wurde das Protokoll nur in einem Punkt, den
Blockingpuffer betreffend, modifiziert: um die unspezifischen Hintergrundreaktivitéten
der verwendeten Antiseren (vgl. 2.13.1-2.13.4) mit Sdugerzellantigenen zu reduzieren,
wird dem Blockingreagenz zusitzlich zu BSA, Humanserum und Ziegenserum (NGS)
zugesetzt. Die priméren Antikorperlosungen (monoklonale wie polyklonale) werden
jeweils in Verdiinnungspuffer angesetzt, die Fluorophor-konjugierten sekundéren
Antikorper in Konjugatpuffer. Die entsprechenden Verdiinnungen sind unter 2.13
angegeben. Um unerwiinschte Kreuzreaktionen der Fluorochrom-konjugierten
sekunddren Antikorper zu vermeiden, setzt die Kombination mehrerer verschiedener
primdrer AntikOrper identischer Herkunft (z.B. Maus) eine gezielte Auswahl der

sekundédren Antikdrper voraus.
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Alle Inkubationsschritte mit primidren bzw. sekunddren Antiseren werden in einer
abgedunkelten feuchten Kammer, bzw. in einem ERG durchgefiihrt. Der schematische

Ablauf eins Immunfluoreszenztests l4sst sich wie folgt skizzieren:

Inkubation mit Dauer Temp. Wiederholungen
Blocking-Reagenz 15 min 37°C 1
Verdiinnungspuffer 10 min RT 3
primédre Antikorperlosung 45 min 37°C 1
Verdiinnungspuffer 10 min RT 3
sekundére Antikorperldsung 45 min 37°C 1
IFT-Puffer 10 min RT 3

Das Protokoll erlaubt neben der spezifischen Markierung von Antigenstrukturen an
Luft-, Formalin-, Methanol- und Aceton-fixierten Préparaten auch die
Immunfluoreszenzmarkierung lebender, unfixierter Zellen und/oder Borrelien.
Entsprechend der Fragestellung werden in dieser Arbeit beide Methoden (IFT an
fixierten bzw. nicht-fixierten Priparaten) getrennt oder in Kombination angewandt.
Hierbei gilt es vor allem, die Lokalisation der nachzuweisenden Antigenstruktur auf der
Zelloberflache oder im Zellinneren (gilt fiir Sdugerzellen ebenso wie fiir Borrelien) zu
beachten. Entsprechend der Fragestellung wurden nicht-permeabilisierende (Formalin
und Luft) und permeabilisierende (Aceton und Methanol) Fixationsmethoden gewéhlt.

Im Folgenden sind die Zusammensetzungen der wichtigsten Puffer und Losungen fiir

einen Standard-IFT aufgefiihrt:
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IFT- Verdiinnungs- Konjugat- Blocking- Eindeck-

Puffer puffer puffer Reagenz medium
NaCl 300 mM 300 mM 300 mM 300 mM 300 mM
Na,HPO, - - 20 mM - -
K,HPO, 30 mM 30 mM - 30 mM 30 mM
KH,PO, 5mM 5mM 10 mM 5mM 5mM
BSA - 0,1 % - 0,1 % -
HS - - - 5% -
NGS - - - 5% -
Glycerin - - - - 90 % (v/v)
Dabco - - - - 100 mM

3.7.1 IFT an lebenden Borrelien

Die Borrelien werden aus log-Phase Kulturen abzentrifugiert (20 min bei 1000 x g) und
mit den entsprechenden IFT-Komponenten inkubiert (vgl. 3.7). Alle Inkubations- und
Waschschritte erfolgen in Eppendorf-Reaktionsgefalen (ERG). AnschlieBend wird die
fluoreszenzmarkierte Borreliensuspension auf Objekttrager (z.B. Multitest-Slides; 13 ul
pro Well) pipettiert. Die Préparate werden wahlweise sofort mit einem Deckglas
bedeckt und analysiert oder fiir eine dauerhafte Konservierung iiber Nacht im Dunkeln
getrocknet, mit Eindeckmedium und einem Deckglas bedeckt und mit Nagellack
versiegelt. Die Praparate werden bei 4 °C gelagert und bei einer Anregungswellenlénge,
dem jeweiligen Fluoreszenzkonjugat entsprechend (siehe 3.7.6), im konventionellen

bzw. konfokalen Laser Scanning Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.7.2 IFT an Luft- bzw. Methanol-fixierten Borrelien
Log-Phase Borrelien werden abzentrifugiert (20 min bei 1000 x g) und 3-mal mit

Waschpuffer gewaschen.

Waschpuffer fiir Borrelienkulturen

NaCl 300 mM
K,HPO, 30 mM
KH,PO, 5 mM

MgCl, 5 mM
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Die Pufferzusammensetzung (pH 7,4) gewdhrleistet die Permeabilisierung der
schleimartigen Schutzhiille, die den Protoplasmazylinder der Borrelie umgibt. Somit
werden oberflichenexponierte Strukturen dem spezifischen Antiserum zugénglich.

Im Anschluss an die Waschschritte wird die Bakteriensuspension auf Objekttriger
(Multitest-Slides) pipettiert und iiber Nacht getrocknet. Die Objekttrager werden fiir 15
min bei —20 °C in Methanol fixiert, getrocknet und anschlieBend nach dem unter 3.7
beschriebenen Inkubationsschema fluoreszenzmarkiert. Dem vorletzten Waschschritt
wird 1/5000 Vol. DAPI (4', 6-Diamidino-2-phenylindol; Stockldsung 1 mg/ml, geldst in
Aq. dest. mit einigen Tropfen Methanol), ein DNA-interkalierender, bei entsprechender
Anregungswellenlédnge (340 nm) blau fluoreszierender Farbstoff, zugesetzt. Auf diese
Weise konnen auch diejenigen Spirochdten quantitativ erfasst werden, die mit keinem
der verwendeten Antiseren darstellbar sind. AbschlieBend werden die Préparate mit
Eindeckmedium und einem Deckglas bedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die
Praparate werden bei 4 °C gelagert. Die Analyse der Priparate erfolgt bei einer
Anregungswellenldnge dem jeweiligen Fluoreszenzkonjugat entsprechend (siehe 3.7.6)

im konventionellen bzw. konfokalen Laser Scanning Fluoreszenzmikroskop.

3.7.3 IFT an fixierten Koninkubationspriparaten mit Borrelien

Nach Fixation der Koinkubationspridparate (Borrelien/Séugerzell-Suspensionen bzw.
adhdrente Ansitze auf Deckgldschen) mit 3,7 %iger Formaldehydlosung werden die
Priparate fiir 15 min mit Aceton bei —20 °C inkubiert. Aceton gewihrleistet eine
vollstidndige, durch die Anwendung auf Eis zusitzlich schonende, Permeabilisierung der
Zellwinde und macht intrazelluldre Strukturen dem spezifischen Antiserum zuginglich.
Dies kann alternativ mit Methanol erzielt werden. Umfasst der Immunfluoreszenztest
jedoch =zusidtzlich eine Markierung von F-Aktin mit Fluorochrom-konjugiertem
Phalloidin, ist die Anwendung von Aceton der von Methanol vorzuziehen. Methanol
baut polymere Aktinstrukturen, bezeichnet als F-Aktinfasern, zu G-Aktin Monomeren
ab, wodurch das Interkalieren des Pilzgiftes Phalloidin nicht mehr moglich ist und somit
das Aktinzytoskelett der Siugerzelle nicht mehr dargestellt werden kann. Unter
Anwendung des unter 3.7 beschriebenen IFT-Protokolls werden gemil3 der jeweiligen
Fragestellung im IFT verschiedenste primédre und sekundédre Antikdrper miteinander
kombiniert. Um nach Abschluss der Fluoreszenzmarkierung das Ausbleichen des
Fluorochroms zu reduzieren, werden die Deckglaskulturen schlieBlich mit einem

Tropfen Eindeckmedium auf einen Objekttrager montiert und mit Nagellack versiegelt.
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Die Praparate werden bei 4 °C gelagert. Die Analyse der Priparate erfolgt bei einer
Anregungswellenldnge dem jeweiligen Fluoreszenzkonjugat entsprechend (siehe 3.7.6)

im konventionellen bzw. konfokalen Laser Scanning Fluoreszenzmikroskop.

3.7.4 IFT an fixierten Koinkubationspriparaten mit Mikrosphiren

Mikrosphéren/Séugerzellen-Koinkubationspriaparate (vgl. 3.5) werden nicht mit
permeabilisierenden Substanzen wie Aceton oder Methanol fixiert, da beide Reagenzien
die Autofluoreszenz der Beads sehr stark mindern. Fiir die Darstellung
borrelienspezifischer Antigene, die an die Mikrosphidren konjugiert wurden (vgl.
3.10.11), werden die Préparate nach dem Standard-IFT-Schema (vgl. 3.7) mit zuvor
anhand von Western Blot Analysen ausgewdihlten Humanseren (vgl. 2.13.4) und dem
korrespondierenden anti-human-IgG-Konjugat markiert. Wird hingegen die Anzahl der
Mikrosphédren auf dem Koinkubationspriparat relativ zur Sdugerzellzahl bestimmt,
werden  keinerlei  spezifische  Antikorpermarkierungen  vorgenommen.  Die
Quantifizierung der Mikrosphédren erfolgt in diesem Fall iiber deren Autofluoreszenz.
Alternativ zur F-Aktinfairbung mit Fluorochrom-konjugiertem Phalloidin werden bei
allen Priparaten die Sdugerzellen mit 1/5000 Vol. des Diazofarbstoffes Evans Blue
(Stocklosung 0,5 % in Aq. dest.) visualisiert. Die Priparate werden abschlieBend zum
Schutz vor Ausbleichen mit einem Tropfen Eindeckmedium auf einen Objekttrager
montiert, mit Nagellack versiegelt und bei einer Anregungswellenlinge dem jeweiligen
Fluoreszenzkonjugat entsprechend im konventionellen oder konfokalen Laser Scanning

Fluoreszenzmikroskop analysiert.



3 Methoden 58

3.7.5 Uberblick iiber die angewandten Mehrfachimmunfluoreszenzmarkierungen

Die im Rahme dieser Arbeit angewandten Versuchsanordnungen, deren chronologischer
Ablauf und die verwendeten IFT-Komponenten sind im folgenden schematisch

skizziert.
PHAGOZYTOSE- ADHASIONS- ADHASIONS-
EXPERIMENTE EXPERIMENTE EXPERIMENTE
MIT BORRELIEN MIT BORRELIEN MIT MIKROSPHAREN

l

Fixiertes Priparat

l

Dreifachmarkierung

l

Primérer Antikdrper-Mix

anti-Arp2/3-p41 bzw.
anti-CDC42Hs bzw.
anti-WASp

+

L22 IF11

l

Sekundirer Antikorper-Mix

anti-Maus IgG FITC
+

anti-Maus IgG,,FITC
+

anti-Ratten IgG FITC *

l

Direktfarbung

DAPI
Alexa Phalloidin 568

l

Eindecken

l

Mikroskop

l

Fixiertes Priparat

l

Dreifachmarkierung

l

Primérer Antikdrper-Mix

L32 1F11 und/oder
122 1F8 und/oder
L41 1C11

Sekundirer Antikorper-Mix

anti-Maus IgG, und/oder
anti-Maus IgG,, und/oder
anti-Maus IgG;

l

Direktfarbung

DAPI
Alexa Phalloidin 568

l

Eindecken

l

Mikroskop

l

Fixiertes Priparat

l

Dreifachmarkierung

l

Primirer Antikorper-Mix

HS93-19400 bzw.
HS94-19736

l

Sekundirer Antikorper-Mix

anti-human-IgG-FITC

l

Direktfarbung

Evans Blue

l

Eindecken

l

Mikroskop

* Der primére Antikorper wurde als Kontrollagens mikroinjiziert, siche 3.6
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3.7.6 Analyse von Immunfluoreszenzpriparaten

Qualitative Analysen von Deckglaskulturen, koinkubiert mit Borrelien oder
Mikrosphéren, erfolgt hauptsidchlich unter Anwendung konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie (Leica DM IRB Konfokalmikroskop) bei 630-facher VergroBerung. In

Tabelle 3.2 sind die Anregungswellenldngen der verwendeten Fluorophore aufgefiihrt.

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die verwendeten Fluorophore und
die entsprechenden Anregungswellenlédngen

Fluorophor Anregungswellenlinge
FluoSpheres® 340 nm
DAPI 340 nm
FITC 490 nm
R-Phycoerytherin 545 nm
Cy3 546 nm
Alexa Phalloidin 568 578 nm

Quantitative Untersuchungen werden ausschlieflich mit dem konventionellen
Immunfluoreszenzmikroskop (Leica DM IRB) unter standardisierten Bedingungen
(bezogen auf Mikroskop, Objektive, Okulare und Fluoreszenzfilter) durchgefiihrt.
Hierzu werden alle Zellen und Borrelien bzw. Mikrosphiren in einem Objektfeld bei
Fluoreszenzanregung ausgezdhlt und gemal der jeweiligen Fragestellung verschiedene
Relationen, wie z.B.

- Anzahl F-Aktin-reicher Strukturen pro mikroinjizierter Zelle

- Anzahl adhérenter Borrelien pro Zelle

- Verhiltnis der Anzahl markierter Borrelien zur Anzahl unmarkierter Borrelien

bestimmt.

In den Koinkubationsexperimenten wurden pro Versuchsansatz eine fixe Anzahl an
Objektfeldern oder an Zellen ausgezihlt. Mindestens wurden jedoch 100 Zellen pro
Versuchsansatz analysiert. Um einheitliches Untersuchungsmaterial zu gewéhrleisten,
wurden Zellkulturen aus bestimmten Passagennummer ausgewdihlt (2-5). Im Falle der
Mikroinjektionsexperimente stammten die primdren Makrophagen von mindestens drei

verschiedenen Blutspendern, wihrend bei den Adhésionsexperimenten mit HUVECs
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mindestens 6 verschiedene Nabelschnurpriparationen verwendet wurden. Bei den
Untersuchungen an Peritonealmakrophagen der Maus stammten alle Tiere aus einer
Zucht. Jeder Versuch wurde in Doppel-, meist in Tripelansdtzen, ausgefiihrt und
mindestens 3-mal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit sicherzustellen. Zu
Dokumentationszwecken werden aus allen experimentellen Ansédtzen Bildausschnitte
mit den entsprechenden digitalen Medien (vgl. 2.17 und 2.18) aufgenommen und als

Datei im JPG- oder TIF-Format im Computer gespeichert.

3.7.7 Digitale Bearbeitung von Immunfluoreszenzaufnahmen

Die aufgenommenen Fluoreszenzbilder (vgl. 3.7.6) werden zur Dokumentation mit
verschiedenen Bildverarbeitungsprogrammen (Adobe Photoshop 6,0; Corel Photo Paint
8,0 und Imaging Program) aufbereitet. Unter Anwendung des bildverarbeitenden
Computerprogramms Scion Image (NIH Software Paket) werden die horizontalen
Schnittbildserien, die bei der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie generiert werden,
arrangiert und anschliefend virtuelle "z"-Schnitte durch digitale Bearbeitung von "xy"-
Bildstapeln erzeugt.

Mittels entsprechender Software werden hierbei die Bildstapel senkrecht zur Scann-
Ebene (x- und y-Achse) entlang der z-Achse geschnitten (vgl. Abbildung 3.2).

Virtuelle erzeugte Lings- und Transversalschnitte senkrecht durch die horizontalen
Bildstapel ermoglichen eine optimale optische Auflosung der dargestellten Strukturen.
Diese Technik ermoglicht Seitenansichten der aufgenommenen Strukturen und
vermittelt somit eine plastische Vorstellung der rdumlichen Verhiltnisse innerhalb des

Préaparates.

y
ﬁ -
z-Stapel Abbildung 3.2: Schematische Darstellung

p zum Verlauf der verschiedenen Schnittebenen

durch die Fluoreszenzpriparate.
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3.7.8 Statistische Auswertung

Alle Koinkubationsexperimente werden in Doppel-, meist in Tripelansidtzen ausgefiihrt
und mindestens 3-mal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Versuche
sicherzustellen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgt mit dem
Tabellenkalkulations-Programm EXCEL und dem Statistikprogramm Epi Info, Version
6 (DEAN et al., 1995). Die Daten werden als arithmetische Mittelwerte mit der
Standardabweichung (SD) des Mittelwertes dargestellt. Signifikanzen werden, wie
angegeben, gemil der jeweiligen Fragestellung unter Anwendung des zweiseitigen
Student's t-, Fisher's Exakt- bzw. des y’-Tests berechnet. Die Nullhypothese wird
jeweils auf dem 5%-Niveau (p<0,05) abgelehnt. Im Falle der
Mikroinjektionsexperimente wird das arithmetische Mittel und die Standardabweichung

in Relation zur GST Kontrolle berechnet.

3.8 Durchflusszytometrie

3.8.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik, bei der zahlreiche Partikel, hauptsidchlich
Zellen, innerhalb kurzer Zeit im Durchflussverfahren multiparametrisch gemessen und
anschlieBend analysiert werden konnen. Kernstiick dieser Technik ist das
Durchflusszytometer, das durch mechanische, optische und elektronische Komponenten
Mikroflow- und -meBtechnik in sich vereinigt. Insgesamt kdnnen 5 verschiedene
Parameter detektiert werden: Vorwértsstreulicht (forward light scatter, FSC) als Mal3
fiir die GroBe des Partikels, Seitwértsstreulicht (side scatter, SSC) als Mal} fiir die
Granularitit, sowie bis zu 3 verschiedene Fluoreszenzbereiche (FL1-FL3) als MaB fiir
die markierten Eigenschaften.

Werden gleichzeitig 2 bzw. 3 Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt und gemessen, muss
beriicksichtigt werden, dass sich die Emissionsspektren der Fluorochrome teilweise
tiberlappen, d.h. dass z.B. der Farbstoff FITC, der im Bereich fiir Fluoreszenz 1
gemessen wird, auch in den Nachbarmessbereich fiir Fluoreszenz 2 hineinstrahlt und
dort das Messsignal beeintrichtigt. Dies muss bei der Mehrfarbenmessung elektronisch
"kompensiert" werden, d.h. bei jedem Messsignal wird der Intensitéitsanteil aus den
Nachbarkanilen abgezogen.

Die GroBle durchflusszytometrisch messbarer Partikel reicht von 0,5um (z.B. Bakterien)

bis ca. 100um (groBe eukaryotische Zellen). Grundvoraussetzung fir die
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Durchflusszytometrie ist, dass die zu analysierenden Partikel bzw. Zellen als

Einzelpartikelsuspension vorliegen.

3.8.2 Durchfiihrung

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Durchflusszytometrie zur Spezifizierung muriner
Peritonealmakrophagen und als mogliche Methode zur Quantifizierung adhirierender
Borrelien an  Sédugerzellen verwendet. Zur Spezifizierung der murinen
Peritonealmakrophagen wird das Membranprotein CD18 mit einem entsprechenden
Fluorochrom-konjugierten anti-CD18-Antikorper (2.13.6) markiert und der prozentuale
Anteil CDI18-positiver Makrophagen im Durchflusszytometer ermittelt. Fiir die
Kontrollmessungen (Hintergrund) wird ein addquat konjugierter Antikorper gegen
Ovalbumin benutzt. Die Markierung der Makrophagen erfolgt wie unter 3.7.3
beschrieben. Fiir die Quantifizierung adhirierender Borrelien an  die
Peritonealmakrophagen werden, wie unter 343 beschrieben,
Koinkubationsexperimente  mit  anschlieBender indirekter =~ Immunfluoreszenz-
Markierung im suspensorischen Ansatz durchgefiihrt. Hierbei wird ein entsprechender
FITC konjugierter anti-IgG-Antikérper verwendet. Die durchflusszytometrischen
Messungen werden mit dem Gerdt EPICS® XL-MCL der Firma Coulter durchgefiihrt.
Die gewihlte Anregungswellenlénge fiir das Fluorochrom FITC betrigt 490 nm.

3.9 Molekularbiologische Methoden

3.9.1 Horizontale Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die analytische und priparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgt durch
Agarosegel-Elektrophorese unter Anwendung des Standardprotokolls nach SAMBROOK

et al. (1989). Die verwendeten Puffer setzen sich wie folgt zusammen:

TAE-Elektrophoresepuffer

Tris-OH/HCI pH 8,0 40 mM
EDTA 1 mM
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Probenauftragspuffer
Bromphenolblau 0,25 % (wW/v)
Xylencyanol FF 0,25 % (w/v)
Glycerin 30 % (w/v)
Na,EDTA 20 mM

Entsprechend der jeweiligen Gerdteapplikation werden die DNA-Fragmente bei 60 bis
max. 200 Volt ca. 1 h aufgetrennt, das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad
(Endkonzentration 0,5-10 pg/ml) angeférbt, kurz mit Wasser gespiilt und unter UV-
Licht (354 nm) photographiert. Die Lingen der DNA-Fragmente werden im Vergleich
zu DNA-Lingenstandards bestimmt.

3.9.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Entsprechende DNA-Banden werden unter UV-Kontrolle (354 nm) mit Hilfe eines
Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und in ein ERG {iberfiihrt. Die Agarose-Stiicke
werden in Puffer aufgenommen, bei 50 °C aufgeschmolzen und mit PCR-Purification

Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers isoliert.

3.9.3 Reinigung und Konzentration von DNA

Reinigung bzw. Konzentration von DNA erfolgt mittels Ethanolfdllung in ERGs. Die
DNA-Suspension wird mit 1/10 Vol. 3 M NaAc (pH 5,2) gemischt, anschlieBend 2,5
Vol. EtOH (96 %) oder wahlweise 0,7 Vol. Isopropylalkohol (96 %) zugegeben und 20
min bei 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wird mit 70 %igem EtOH gewaschen und im
Heizblock bei 50 °C getrocknet. Die gereinigte DNA wird in einem geeigneten
Volumen Aq. dest. resuspendiert und bei —20 °C gelagert.

3.9.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die zu untersuchenden Probe wird 1:100 mit Aq. dest. verdiinnt und in Quarzkiivetten
im Spektralphotometer gemessen bei einer Wellenlinge von A = 260 nm. Die
Konzentration der Nukleinsduren wird unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors
wie folgt berechnet: bei doppelstrangiger DNA entspricht 1 OD,gonm S0 pg/ml, bei RNA
40 pg/ml und bei Oligonukleotiden 33 pg/ml. Durch Messung der Absorption bei 280
nm wird die Reinheit der Probe kontrolliert. Ein Quotient von 1,8-2,0 aus

OD260nm/ODa2gonm entspricht einer weitgehend proteinfreien DNA-Suspension.
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3.9.5 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Alle  analytischen  und  prédparativen  Spaltungen von  DNA  durch
Restriktionsendonukleasen werden nach den vom Hersteller empfohlenen Vorschriften
und unter Verwendung der mitgelieferten Puffersysteme durchgefiihrt. Es werden
vorwiegend die Restriktionsendonukleasen ECORI, BamHI, HindIII, Pstl verwendet. Die
Zusammensetzung der Puffer und die Spaltungsspezifititen der Enzyme ist den

jeweiligen Produktbeschreibungen zu entnehmen.

Eine Restriktionsanalyse setzte sich wie folgt zusammen:

analytisch priparativ
DNA 0,5-2 png 5-30 pg
10 x Reaktionspuffer 2 ul 5l
Restriktionsenzym -5 U 3-10 U
RNase A 1 U 1 U
Aq. dest. ad 20 ul ad 50 ul

Die Restriktionsansdtze werden im analytischen Malstab fiir 2 h, im préparativen fiir 15
h beim jeweiligen Temperaturoptimum (meist 37 °C) inkubiert. Eine Kontrolle auf

vollstdndige Spaltung erfolgt durch Agarosegel-Elektrophorese (3.9.1).

3.9.6 Priparation und Reinigung von chromosomaler DNA aus Borrelien

Die Priparation von genomischer B. burgdorferi sensu lato DNA, z.B. fiir die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), wird unter Verwendung des High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die in Aq. dest.
gelosten Proben werden bei —20 °C gelagert. Fiir die PCR werden jeweils 5 pl

eingesetzt.

3.9.7 Analytische Plasmidisolierung aus E. coli

Die Schnellprédparation von Plasmid-DNA wird nach DEL SAL et al. (1988) modifiziert
durchgefiihrt. Hierzu werden 2 ml einer Ubernachtkultur von transformierten E. coli
Zellen (vgl. 3.9.11.3) bei 10000 x g in einem ERG pelletiert und in 500 ul STET-Puffer

resuspendiert.
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STET-Puffer

Saccharose 8 % (W/v)
Triton X-100 0,1 % (w/v)
Na,EDTA 50 mM
Tris-OH/HCI, pH 8,0 50 mM

Nach Zugabe von 10 pl Lysozym (Stocklosung 20 mg/ml in Tris-OH/HCI, pH 8,0) wird
die Suspension 5 min bei RT inkubiert, anschlieend fiir 80 s auf 100 °C erhitzt und bei
10000 x g fiir 10 min abzentrifugiert. Der gallertartige Pfropfen aus chromosomaler
DNA und bakteriellen Zelltrimmern wird entfernt, die Plasmid-DNA mit
Isopropylalkohol gefillt und anschlieBend mit 70 %igem EtOH gewaschen. Das Pellet
wird im Heizblock bei 50 °C getrocknet, in 50 pl Aq. dest. geldst. Fiir eine

Restriktionsanalyse werden 20 pl eingesetzt.

3.9.8 Priparative Plasmidisolierung aus E. coli

Bei der alkalischen Lysemethode nach BIRNBOIM UND DoOLY (1979) liegt die
chromosomale DNA unter alkalischen Bedingungen denaturiert vor, wéhrend die
Plasmid-DNA stabil bleibt.

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe des Plasmid Mini- (5 ml Kultur)
bzw. Midi-Kits (25 ml Kultur) nach Angaben des Herstellers (Qiagen).

3.9.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist die selektive in vitro-Amplifikation einer
DNA-Sequenz zwischen zwei bekannten Primersequenzen in einem zyklischen
Reaktionsablauf. Die gewiinschte Sequenz wird dabei exponentiell vervielfacht. Das
Prinzip besteht in der Wiederholung eines zyklischen Reaktionsablaufs, dessen einzelne
Reaktionsschritte bei genau definierten Temperaturen durchgefiihrt werden. Diese
Methode wurde von MULLIS (1986) erstmals beschrieben und von SAIKI (1988)
weiterentwickelt. Die DNA-Amplifikation gliedert sich in drei Phasen: Zuerst wird die
zu amplifizierende doppelstringige DNA denaturiert. An die nun vorliegende
Einzelstrang-DNA lagern sich unter bestimmten Reaktionsbedingungen die die
Zielsequenz am 5'- und am 3'-Ende flankierenden, spezifischen Oligonukleotidsonden
(Primer), an (Annealing). Im nichsten Reaktionsschritt werden die Primer an ihren 3'-

Enden von einer thermostabilen Polymerase komplementir zur Matrix verldngert
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(Elongation). Die Verwendung der hitzestabilen DNA Polymerase (z.B. Taq: isoliert
aus Thermophilus aquaticus, einem thermophilen Archaebakterium) erlaubt eine
Automation dieses zyklischen Prozesses. Die Reaktionsschritte Denaturierung,
Annealing und FElongation werden nun ca. 30-mal wiederholt. Die jeweilige
Nukleinsduresequenz wird dabei exponentiell vervielfiltigt, da jeder von der
Polymerase neu synthetisierte Nukleinsdurestrang in der folgenden Reaktion als Matrix
dient. Durch  entsprechendes  Primerdesign ist die  Integration  von
Restriktionsschnittstellen in das zu amplifizierende Fragment moglich. Bei der Auswahl
der Oligonukleotid-Primer ist zu beachten, dass diese mdglichst 50 % GC enthalten und

nicht durch ldngere komplementidre Abschnitte miteinander hybridisieren kénnen.

3.9.9.1 Amplifikationsreaktion

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind unter 2.10 aufgefiihrt.

Ein Amplifikationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

DNA-Matrize 2-10 ng
dNTP-Mix 250 uM
forward-Primer I uM
reverse-Primer 1 uM
10x Tag-Puffer 10 % (v/v)
Tag-DNA-Polymerase 0,5-2,5 U
Aq. dest. ad 20-100 pl

Die Negativkontrollen werden mit Aq. dest. anstelle von DNA-Matrize pipettiert. Die
Amplifikation wird in einem Thermocycler (Applied Biosystems) mit 30-40 Zyklen
durchgefiihrt. Der schematische Aufbau des verwendeten PCR-Programms lautet wie

folgt:
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Reaktion Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94 °C 5 min 1
Denaturierung 95°C 60s

Annealing T 45s 25-30
Elongation 72 °C 60-90 s

Auffiillen 72 °C 7 min 1
Lagerung 4°C o0

Die gewihlten Annealing-Temperaturen werden von den Schmelztemperaturen Ty, der
verwendeten Primer abgeleitet. Die Dauer der Elongation ist abhdngig von der Grof3e
der zu amplifizierende Fragmente (Regel: 1 kb = 60 s). Zur vollstindigen
Polymerisation aller Amplifikate wird der Reaktionsansatz nach Ablauf der Zyklenzahl
fiir 7 min bei 72 °C inkubiert und anschlieBend auf 4 °C abgekiihlt. 5-10 pl Aliquots der
PCR-Ansitze werden auf ein Agarosegel (3.9.1) aufgetragen und auf spezifische
Amplifikate hin analysiert.

3.9.9.2 Kontaminationskontrolle

Da es sich bei der PCR um eine sehr sensitive Methode handelt und die Minimierung
der Kontaminationsgefahr ein wichtiges Kriterium darstellt, werden die
Sicherheitsaspekte nach Kwok und HIGUCHI (1989) beachtet:

DNA-Prédparation und PCR-Ansatz werden unter strikter rdumlicher Trennung
ausgefiihrt, d.h. der Amplifikationsansatz wird in einem gesonderten Raum mit
stationdren Pipetten pipettiert. Es werden ausschlieBlich sterile gestopfte Pipettenspitzen
verwendet. Einmalhandschuhe werden stets zwischen Priparation und Amplifikation
gewechselt. Nach Beendigung der Arbeiten mit DNA-Suspensionen werden die

Arbeitsplitze fiir einige Stunden unter UV-Licht-Bestrahlung dekontaminiert.

3.9.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach der Kettenabbruchmethode (SANGER et al., 1977)
unter Verwendung des BigDye-Terminationsmixes (Perkin Elmer). Mit dieser Methode
ist mit geringen DNA-Mengen (1 pg ds DNA) und jedem unmarkierten Primer im

Thermocycler eine Sequenzierung durchfiihrbar. Die DNA-Fragmente werden hierbei



3 Methoden 68

durch fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (Dye-Terminatoren) markiert. Die
Auftrennung und Auswertung der Sequenzierreaktionen erfolgt mit einem DNA-
Sequenzer (Applied Biosystems). Die zur Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide

sind unter 2.10 aufgefiihrt.

Eine Sequenzierreaktion setzt sich wie folgt zusammen:

PCR-Produkt Plasmid-DNA
DNA 100 ng 200-500 ng
Dye-Terminatoren-Mix 50 uM 50 uM
Primer 250 nM 250 nM
Aq. dest. ad 20 ul ad 20 pul

In einem Thermocycler (Applied Biosystems) werden die Proben wie folgt amplifiziert:

Reaktion Temperatur Zeit ZyKklen
Denaturierung 94 °C 5 min 1
Denaturierung 96 °C 10s

Annealing T 45s 25
Elongation 60 °C 4 min

Lagerung 4°C o0

Nach 25 Zyklen werden die Proben auf 4 °C abgekiihlt. Die Sequenzierreaktionen
werden durch eine EtOH-Fillung gereinigt (3.9.3). Die weitere Aufbereitung der Proben
fiir die Auftrennung der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente im DNA-Sequenzer
erfolgt nach dem Standardprotokoll des Herstellers (Applied Biosystems). Die
Auswertung der DNA-Sequenzen wird mit den Seq-Ed und Analysis Programmen
(373A DNA-Sequenzer Software), sowie dem GCG-Sequenzanalyse Softwarepaket
(Version 6.1 und 7.0) (DEVEREUX et al., 1984) und dem DNA-Man Softwarepaket
durchgefiihrt. Um Sequenzierfehler auszuschlieBen, werden die Analysen ein- bis
zweimal wiederholt.

Die Nukleotid- und Proteinvergleiche erfolgen in den BLAST-Datensuchprogramm
(ALTSCHUL et al., 1990) innerhalb der NCBI-Datenbank (BLAST und EMBL).
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Engpisse in der hauseigenen Sequenzierabteilung werden durch Auftragssequenzierung

durch die Firma AGOWA in Berlin kompensiert.

3.9.11 Methoden der DNA-Klonierung

3.9.11.1 Dephosphorylierung von linearisierter Vektor-DNA

Um bei der DNA-Ligation die Religation von geschnittenen Vektorfragmenten (vgl.
3.9.5) zu vermeiden, werden mit Hilfe alkalischer Phosphatase ("calf intestine
phosphatase"; CIP) nach dem Standardprotokoll des Herstellers die 5'-Phosphatgruppen
der linearisierten Vektor-DNA entfernt. Hierzu werden 5-10 pmol linearisierte Vektor-
DNA mit 1 U Enzym bei 37 °C fiir 15 min inkubiert. Die dephosphorylierte und
linearisierte Vektor-DNA wird anschlieend {iber ein Agarosegel gereinigt und die

DNA-Konzentration bestimmt (vgl. 3.9.2, 3.9.4).

3.9.11.2 Ligation
Die Ligation wird durch die T4-Ligase katalysiert, die unter ATP-Verbrauch die 5'-
Phosphat- und 3'-Hydroxylgruppen der kompatiblen Enden von Vektor und Insert zu

einer Phosphodiesterbindung verkniipft.

3.9.11.2.1 Klonierung von PCR-Amplifikaten in den Vektor pCRII®

PCR-Produkte konnen direkt nach der Amplifikationsreaktion mit Vektoren des TA-
Cloning® Kits (z.B. pCRII®) ligiert werden. Die iiberhingenden Enden der bereits
linearisiert vorliegenden Vektoren dieses Klonierungssystems zeichnen sich durch
sogenannte 3'-T-Uberhiinge aus. Diese T-Uberhiinge sind kompatibel mit den 3'-A-
tiberhdangenden Enden der PCR-Produkte, die bei Amplifikation mit Tag-Polymerase
entstehen, wobei Template-unabhingig Deoxyadenosine (A) an die 3'-Enden der PCR-
Produkte addiert werden. Es handelt sich bei pCRII® jedoch nicht um einen
Expressionsvektor. Die Synthese grofler Mengen rekombinanten Proteins ist mit diesem
System daher nicht moglich. Hauptsichlich wird der TA-Cloning® Kit zum
Sequenzieren von PCR-Produkten und zum Umklonieren in Expressionsvektoren
genutzt. Die Ligationen werden nach einem Standardprotokoll des Herstellers

(Invitrogen) durchgefiihrt.
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3.9.11.2.2 Klonierung von PCR-Amplifikaten in den Vektor pQE-30

Die Klonierung der Fibronektin-bindenden Proteine (rBBK32) von Borrelia burgdorferi
sensu lato erfolgt unter Anwendung des QIAexpress Expressionssystems (Qiagen). Die
jeweiligen Expressionsvektoren kodieren fiir einen "6x His-affinity tag" (Hise-tag), der
wiéhrend der Translation je nach Vektor an den N- bzw. C-Terminus des Zielproteins
angehingt werden kann. Dieser "His-tag" hat eine besonders hohe Affinitit zu Nickel,
die wiederum fiir die Reinigung genutzt wird (vgl. 3.10.4.2). Die Produktspezifititen
des verwendeten Vektors pQE-30 sind den Angaben des Herstellers zu entnehmen. Die
Verwendung des Vektors pQE-30 fiihrt zu rekombinanten Proteinen mit N-terminalem
His¢-tag. Fiir die Ligation werden die entsprechend kompatiblen Vektor- und PCR-
Fragmente (vgl. 3.9.5 und 3.9.11.1) in einem Mengenverhédltnis von 1:1 eingesetzt,

welche aus den jeweiligen molaren Massen errechnet werden.

Ein Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

linearisierte, dephosphorylierte Plasmid-DNA (ca. 3,5 kb) 200 ng
zu klonierendes Fragment DNA (ca. 1 kb) 700 ng
T4-Ligase 1 U
10 x T4-Ligase Puffer 2 ul
Aq. dest. ad 20 w

Die Ligationsansitze werden gemifl der Empfehlung des Ligase-Herstellers (Roche)
iiber Nacht bei 10 °C inkubiert. 10 ul eines Ligationsansatzes werden fiir die

nachfolgende Transformation eingesetzt, der Rest bei —20 °C gelagert.

3.9.11.3 Transformation von E. coli XL1-Blue und SURE®
Im Rahmen dieser Arbeit werden die beiden E. coli Stimme XL1-Blue und SURE®
transformiert. Neben der Elektroporation wird die klassische CaCl.-Methode nach

COHEN et al. (1972) und HANAHAN (1983) durchgefiihrt.

3.9.11.3.1 Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen

2,5 ml einer E. coli iN-Kultur werden in 500 ml LB-Medium bei 37 °C mit 225 rpm
geschiittelt bis eine ODs7s,m von ca. 0,6 erreicht war. Die Suspension wird bei 4000 x g
(5 min, 4 °C) abzentrifugiert, in 50 ml 0,1 M MgCl, resuspendiert und 30-45 min auf
Eis abgekiihlt. Die Bakterien werden anschlieBend bei 4000 x g (5 min, 4 °C) pelletiert,
in 50 ml 0,1 M CaCl, resuspendiert und 30-45 min auf Eis abgekiihlt. Nach



3 Methoden 71

nochmaligem Zentrifugieren bei 4000 x g (5 min; 4 °C) wird das Pellet in 5 ml 0,1 M
CaCl, aufgenommen und mindestens 4 h auf Eis gekiihlt (optimale Kompetenz nach 4-
8 h). Die Zellen werden umgehend fiir die Transformation eingesetzt oder mit Glycerin

(15 % (v/v) Endkonzentration) gemischt und zu je 50 ul bei —70 °C gelagert.

3.9.11.3.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen werden 500 ml LB-Medium mit 2,5 ml einer
E. coli XLI-Blue- bzw. SURE®-iiN-Kultur beimpft und bei 37 °C mit 225 rpm
geschiittelt bis eine ODs7g,m von ca. 0,6 erreicht war. Die Suspension wird fiir 10-15
min auf Eis abgekiihlt und bei 4000 x g (10 min, 4 °C) abzentrifugiert. Die Zellen
werden dreimal mit sterilem Aq. bidest. gewaschen und anschlielend in 2 ml 10 % (v/v)
Glycerin aufgenommen, zu je 50 pl aliquotiert und direkt zur Elektroporation verwendet

beziehungsweise bei —70 °C gelagert.

3.9.11.3.3 Transformation nach der CaCl,-Methode

Im Anschluss an die Ligation werden die Plasmide zur Vermehrung in kompetente
Bakterienzellen eingeschleust (Transformation). Die CaCl,-kompetenten Zellen werden
hierzu mit 10 pl des Ligationsansatzes flir 30 min unter gelegentlichem Schiitteln auf
Eis inkubiert, anschlieBend fiir 90 s auf 42 °C erhitzt und fiir 5 min auf Eis gestellt. Zur
phéanotypischen Expression werden die Bakterien in 3 ml LB-Medium aufgenommen
und fiir 45 min bei 37 °C, 225 rpm geschiittelt. Die Proben werden anschliefend bei
4000 x g abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml frischem LB-Medium resuspendiert.
Jeweils 10-400 pl transformierter Zellen werden auf LB-Agar, supplementiert mit
Ampicillin (Endkonzentration 200 pg/ml, Stocklésung 50 mg/ml in 70 % EtOH),
ausplattiert und bei 37 °C UN inkubiert. Als Negativkontrollen werden kompetente
Zellen ohne Vektor-DNA und als Positivkontrollen kompetente Zellen mit 0,1 ng pUC-
18-Vektor-DNA transformiert. Die Transformationsrate wird pro pg Kontroll-DNA
bestimmt. Zur Identifikation der einzelnen Klone werden Kolonien mit sterilen
Zahnstochern auf frische LBamp-Agarplatten (Ampicillin-Konzentration 200 pg/ml)
iibertragen, die Klone nummeriert und die Agarplatte bei 37 °C iN inkubiert.
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3.9.11.3.4 Transformation durch Elektroporation

Bei der Transformation von E. coli durch Elektroporation ist die Effizienz ca. 10- bis
100-fach hoher, gemessen an der klassischen CaCl,-Methode. Die Zellmembran wird
bei der Elektroporation durch einen elektrischen Impuls permeabilisiert, so dass Fremd-
DNA aufgenommen werden kann. 50 pl elektrokompetente Zellen werden hierzu mit
2 ul Ligationsansatz in vorgekiihlten Kiivetten (2 mm Spaltbreite) gemischt. Die
Elektroporation wird mit einem Gene Pulser (BioRad) nach Angaben des Herstellers
mit einer Spannung von 2,5 kV, einer Kondensatorkapazitit von 25 pF und einem
Parallelwiderstand von 200 Ohm durchgefiihrt. Die Zellen werden danach sofort mit
LB-Medium gemischt und fiir die phanotypischen Expression wie unter 3.9.11.3.3
beschrieben behandelt.

3.9.11.3.5 Transformationskontrolle

Aufgrund einer Plasmid-kodierten Ampicillin-Resistenz vermehren sich auf Ampicillin-
haltigem Nahrboden nur transformierte, d.h. Plasmid-tragende Bakterien. Neben den
erwiinschten Kolonien mit korrekten Plasmiden kénnen aber auch Klone wachsen, die
selbstligierte Plasmide oder Plasmide mit falschen Inserts (z.B. Primer-Dimere)
enthalten. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt die Kontrolle der Transformation durch den
Nachweis der Insertsequenz in den Transformanten. Hierzu werden nachfolgende

Methoden miteinander kombiniert.

3.9.11.3.5.1 "Blau-Weif}"-Selektion

Die Identifizierung der Kolonien kann z.B. durch sog. "Blau-Weif3"-Selektion erfolgen.
Die Integration von pCR™II-Vektormolekiilen in E. coli XL1-Blue oder SURE"
ermdglicht durch so genannten a-Komplementation des lac Operons die Expression des
Enzyms [-Galaktosidase. Die enzymatische Aktivitdt einer funktionellen (-
Galaktosidase wird hierbei iiber eine Farbreaktion sichtbar gemacht: das chromogene
Substrat X-Gal, ein Laktose Analogon, wird von der B-Galaktosidase verstoffwechselt
und das Produkt unter Sauerstoff zu einem blauen Indigofarbstoff oxidiert. Die Insertion
eines PCR-Produkts in den lacZ Genlokus des Vektors unterbricht jedoch die Synthese
des Enzyms. Rekombinante (d.h. Insert-tragende) Bakterien sind durch das Fehlen des

Enzyms nicht mehr in der Lage, das chromogene Substrat X-Gal zu verstoffwechseln.
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Sie bilden daher weile Kolonien im Gegensatz zu den Insert-losen Bakterien, die blaue
Kolonien bilden.

Die transformierten Bakterien werden bei Anwendung der "Blau-Wei3"-Selektion auf
LBamp-Agarplatten (Endkonzentration Ampicillin 200 pg/ml), tiberschichtet mit 17 pl
IPTG (Stocklosung 50 mg/ml in Aq. dest.) und 40 pl X-Gal (Stocklosung 20 mg/ml
(w/v) in 100 % N, N-Dimethylformamid) ausplattiert und bei 37 °C N inkubiert. Um
die X-Gal-Substratreaktion zu beschleunigen, werden die Platten nach 18 h Kultur fiir
1 h bei 4 °C inkubiert.

3.9.11.3.5.2 Kolonie-PCR

Zum Nachweis der Insertsequenzen in den Transformanten werden pro Transformation
bis zu 50 Bakterienklone getestet. Hierzu werden Transformanten mit einem sterilen
Zahnstocher von der entsprechenden Kulturplatte in PCR-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt. In
den PCR-Reaktionsgefdlen ist der PCR-Reaktionsmix (vgl. 3.9.9.1; je 20 ul
Gesamtvolumen), ausgenommen der Tag-Polymerase, bereits vorgelegt. Die
Bakteriensuspension wird anschlieBend einer sog. "Hot-Start-PCR" unterzogen. Dem
unter 3.9.9.1 beschriebenen Standard-PCR-Programm wird hierzu ein 10 miniitiger
99 °C-Zyklus vorgeschaltet, der den Aufschluss der E. coli Zellen bewirkt. Nach dem
"Hot-Start" wird die PCR unterbrochen, die Tag-Polymerase zu jedem Ansatz pipettiert
und das Standard-PCR-Programm fortgesetzt. Um insbesondere bei Verwendung des
Vektors pCR™II eine "falsche" Orientierung des inserierten DNA-Fragments innerhalb
der MCS auszuschlieBen, werden fiir die Kolonie-PCR Insert-spezifische Primer mit
Vektor-spezifischen kombiniert.

Die PCR-Produkte werden mittels DNA-Agarosegel-Elektrophorese (sieche 3.9.1)
aufgetrennt und auf das Vorhandensein und die Fragmentldnge der Insertsequenz hin
analysiert. Kolonie-PCR-positive Klone werden kultiviert, die Plasmide isoliert und
eine Restriktionsanalyse zur Bestitigung der Resultate durchgefiihrt (vgl. 3.9.7 und
3.9.5).

3.9.11.3.5.3 Plasmidisolierung und Restriktionsenzymanalyse
Die Plasmide der ausgewéhlten Transformanten werden, wie unter 3.9.7 beschrieben,
isoliert und zum Nachweis des Inserts einer Restriktionsenzymanalyse unterzogen (vgl.

3.9.5).
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3.9.11.3.5.4 Plasmidisolierung und Sequenzanalyse

Letzte Sicherheit {iber eine korrekte Klonierung erlaubt nur die Sequenzanalyse der
inserierten DNA-Fragmente. Hierzu werden die Plasmide der ausgewihlten
Transformanten isoliert (vgl. 3.9.7 bzw. 3.9.8) und wie unter 3.9.10 beschrieben einer
Sequenzreaktion mit anschlieBender Auswertung der erhaltenen DNA-Sequenzen

unterzogen.

3.10 Methoden der Proteinanalytik

3.10.1 Anzucht und Induktion von E. coli-Transformanten

In den pGEX-2T (GST-tag)- und pQE-30- (Hise¢-tag)-Vektorsystemen wird die
Induktion der rekombinanten Gene durch Zugabe des nicht spaltbaren Galaktose-
Analogons IPTG erreicht. Entscheidend fiir die Menge an exprimiertem Protein sind
Parameter wie Induktionstemperatur, Induktionsdauer, IPTG-Konzentration und die
Wachstumsphase der Bakterien zum Zeitpunkt der Induktion.

Eine UN-Kultur transformierter E. coli-Zellen wird 1/100 in LB-Medium,
supplementiert mit 200 pg/ml Ampicillin, verdiinnt und bei 37 °C mit 225 rpm
geschiittelt, bis eine ODs7gnm von ca. 0,6 erreicht ist. Anschlieend erfolgt die Induktion
durch Zugabe von IPTG (0,2-1 mM Endkonzentration). Um die optimale
Induktionstemperatur und -dauer zu bestimmen, wird bei 16 °C, 27 °C bzw. 37 °C fir 2,
4, und 18 h (iN) induziert. Das Absenken der Temperatur soll hierbei den
proteolytischen Abbau der exprimierten Fremdproteine durch periplasmatische E. coli-
Proteasen moglichst gering halten. Nach der Induktion werden die Bakterienkulturen
bei 10000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Die Uberstinde werden verworfen und die
Sedimente bei —20 °C gelagert. Zur qualitativen Expressionsanalyse werden die
Bakterien in kleinem Maf3stab, d.h. von 1-10 ml Kulturvolumen (small-scale) kultiviert.
Fiir die quantitativen Analysen sind grofere Kulturvolumina zwischen 250 und 1000 ml
notwendig. Die Analyse der rekombinanten E. coli Proteine erfolgt durch SDS-PAGE
(vgl. 3.10.8) und Immunnachweisreaktionen (vgl. 3.10.10).

3.10.2. Expressionsanalyse mit Gesamtproteinextrakten

In transformierten Klonen sollen rekombinante Proteine, im Gegensatz zu zelleigenen
Proteinen, im Uberschuss erzeugt werden. Daher lisst sich die Expression anhand von
Gesamtproteinextrakten feststellen. Die Auftrennung der Extrakte mittels SDS-PAGE

gibt Aufschluss dartiber, ob z.B. die Grofle des rekombinanten Proteins im Bereich des
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theoretisch zu erwartenden Molekulargewichts liegt. Von induzierten Kulturen wird je
1 ml Probe entnommen und in ein ERG iiberfiihrt. Als Kontrolle wird eine nicht-
induzierte Kultur mitgefiihrt. Die Proben werden bei 10000 x g fiir 30 sec zentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. Die Zellen werden in der verbleibenden Fliissigkeit
resuspendiert und mit 100 pul SDS-PAGE Puffer gemischt und fiir 5 min bei 100 °C
aufgekocht. AnschlieBend wurden sie in einer SDS-PAGE analysiert (vgl. 3.10.6) oder
bei —20 °C gelagert.

3.10.3 Zellaufschluss im priparativen Maflstab

Fiir die priparative Reinigung der rekombinanten Proteine nach der Expression im E.
coli-System miissen nach der Induktion die Bakterien aufgeschlossen werden, um das
produzierte Protein freizusetzen. Hierzu wird 1 Liter induzierte E. coli Kultur durch
20 min Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C pelletiert. Fiir den Zellaufschluss wird
das Bakteriensediment auf Eis in 25 ml des entsprechenden Lysepuffers unter Zusatz
von 4 mM PMSF und 5-10 pl Benzonase resuspendiert. Die Suspension wird zwei- bis
dreimal in der Durchfluss-French-Press bei 16000 psi aufgeschlossen, das Rohlysat
60 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend das Zelldebris entfernt.
Das bakterielle Lysat wird filtriert (0,45 pum), auf Eis gekiihlt und umgehend dem

Reinigungsprozess unterzogen.

Lysepuffer Hisq-tag Lysepuffer GST-tag

pH 7,0-7,5 pH 7,0-7,5
Na-Phosphat* 40 mM -
Tris-OH/HCI - 50 mM
NaCl 500 mM 100 mM
MgCl, - 5 mM
Urea 2 M -
Glycerin 10 % (w/v) -
Triton X-100 0,1 % (w/v)

* NazHPO4 + NaH2P04
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3.10.4 Methoden der Proteinreinigung

3.10.4.1 Reinigung mit Glutathion Sepharose® Beads

Dem Ausgangsmaterial flir die Reinigung der Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsproteine, filtriertes Zelllysat (vgl. 3.10.3), werden 5 ml dquilibrierte Glutathion
Sepharose® Beads (60 min in Puffer A auf Eis) zugesetzt und fiir 60 min (wahlweise
iiN) auf Eis inkubiert (= Bindung der GST-Fusionsproteine an die Beads). Die
Suspension wird fiir 10 min bei 800 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
pelletierten Beads zweimal mit Puffer A und einmal mit Puffer B und C gewaschen
(800 x g, RT). Eine anschlieBende Thrombin-Spaltung, zur Eliminierung des GST-tags
ist optional. Fiir die Spaltung werden die mit Protein beladenen Glutathion Sepharose®™
Beads in Puffer C iiN bei 4 °C mit Thrombin (1000 U/1,25 1 induzierter E. coli Kultur)
inkubiert und der Uberstand (= Fraktion mit Zielprotein) abpipettiert. Die Glutathion
Sepharose® Beads werden anschlieBend dreimal mit Puffer A gewaschen (800 x g, RT).
Die Zielprotein-haltigen Fraktionen werden vereinigt, das Thrombin mit Hilfe von
Benzamidin Sepharose® Beads nach Angaben des Herstellers aus der Proteinlosung
entfernt und diese bei 4 °C gelagert. Die Elution der Fusionsproteine bzw. der nach
Thrombinspaltung verbleibenden GST-tags von den Glutathion Sepharose® Beads
erfolgt durch Inkubation der Suspensionen in Puffer D {iN bei 4 °C. Der Uberstand wird
abpipettiert und bei 4 °C gelagert bzw. verworfen. AnschlieBend werden die Glutathion
Sepharose” Beads dreimal mit Puffer D gewaschen (800 x g, RT) und via Inkubation
iiN bei 4 °C in 5 M Guanidin (alternativ 6 M Urea) regeneriert.

Puffer A Puffer B Puffer C Puffer D

pH 7,0-7,5 pH 7,0-7,5 pH 7,0-7,5 pH 8-9
Tris-OH/HCl 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 100 mM 500 mM 100 mM -
MgCl, 5 mM 5 mM 10 mM -
KCl - - 60 mM -
Glutathion, red. - - - 30 mM

Die Proteinlosungen werden gegen Mikroinjektionspuffer dialysiert, in Centricon-
Rohrchen aufkonzentriert, schockgefroren und bei —80 °C gelagert. Die Reinheit der
Proteine wird mit SDS-PAGE (3.10.6) und anschlieBender Coomassie-Farbung (3.10.7)
iiberpriift.
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Mikroinjektionspuffer

Tris-OH/HCI, pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl, 5 mM

3.10.4.2 Metallionen-Affinititschromatographie

Die Reinigung rekombinanter Hisg-Fusionsproteine erfolgt mittels Metallionen-
Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography = IMAC)
mit Nickelchelat-Agarose als Affinitdtsmatrix nach HOCHULI et al. (1987). Die
Imidazolringe der sechs benachbarten Histidinreste im Hisg-tag besitzen eine hohe
Affinitit zu Ni*" Ionen, die in der Matrix uber 4 ihrer 6 Koordinationsstellen an die
Nitrilotriacetat-Reste (NTA) der Chelat-Agarose gebunden sind. Die zwei
verbleibenden freien Koordinationsstellen der Ni*'-Ionen kénnen von den
Imidazolringen der Hisg-Erweiterung des Fusionsproteins eingenommen werden. Derart
iiber die Imidazol-NTA-Affinitdt an die Trdgermatrix gebundene Proteine konnen durch
kompetitive Verdrangung mit freiem Imidazol aus der Ni*"-Bindung befreit und wieder
in Losung gebracht werden. Dieses Prinzip wird bei der Ni*'-NTA-
Saulenchromatographie zur Reinigung der Hisg-Fusionsproteine genutzt. Entsprechend

der Kulturvolumina wurden verschiedene Reinigungsmethoden angewandt.

3.10.4.2.1 Analytischer Mal3stab

Die Reinigung kleinster Mengen Zielprotein erlaubt erste Aussagen, beispielsweise
bzgl. der Loslichkeit des rekombinanten Proteins. 1-10 ml induzierte E. coli Kultur (vgl.
3.10.1) werden unter Verwendung des His Micro Spin Purification Module (Amersham)
affinitdtschromatographisch gereingt. Lyse und Reinigung erfolgen gemil dem
Standardprotokoll des Herstellers. Die rekombinanten Proteine werden entsprechend der

Vorgaben eluiert und bei —70 °C gelagert.

3.10.4.2.2 Priparativer Maflstab

Fiir die Reinigung wird die Chromatographie-Saule (HiTrap affinity Column Chelating
HP) mit Chelating Sepharose” befiillt, mit einem Siulenvolumen 0,25 M NiSO,-
Losung beladen und anschlieBend durch Waschen mit drei Sdulenvolumina Puffer A
4quilibriert. Uber die FPLC-Anlage wird die Siule an zwei peristaltische Pumpen mit

Mischer zur Erzeugung eines Gradienten angeschlossen. Die Sdule wird mit 30 ml
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Zelllysat (vgl. 3.10.1, 3.10.3) bei einer Flussrate von 1 ml/min beladen und
anschlieBend nicht gebundenes Protein mit 10 Sdulenvolumina Puffer A bei gleicher
Flussrate ausgewaschen. Eluiert wird mit einem Stufengradienten von 0-500 mM
Imidazol (= 0-100 % Puffer B) iiber ein Gesamtvolumen von 60 ml mit einer Flussrate
von 1 ml/min (Programm 5). Das Eluat wird in 3 ml Fraktionen aufgefangen und die
einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt untersucht. Die
Fraktionen, die das gewiinschte Fusionsprotein enthalten, werden vereinigt und tiber
eine Desalting-Séule (Sephadex® G-25 superfine) entsalzt und umgepuffert. Die
Proteinlosungen werden fiir kurzfristige Aufbewahrung bei 4 °C im Kiihlschrank
deponiert oder fiir langfristige Lagerung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei —70 °C gelagert. Eine Aufkonzentrierung der Proteinprdparation mit
Centricon-Rohrchen ist optional. Die IMAC-Siule wird mit 50 mM EDTA in 1 M
NaCl-Losung durch Komplexierung des Metallions regeneriert. Alle Puffer werden vor

Gebrauch sterilfiltriert (0,2 pm) und entgast.

Puffer A Puffer B Desalting-Puffer
Na-Phosphat* pH 7,0-7,5 40 mM 40 mM 40 mM
NaCl 500 mM 500 mM -
Urea 2 mM 2 mM 2 mM
Glycerin 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v)
Triton X-100 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v)
Imidazol - 500 mM -

* NazHPO4 + NaH2PO4

3.10.4.3 Ionen-Austauschchromatographie

Die Ionen-Austauschchromatographie ist eine alternative bzw. eine ergidnzende
Moglichkeit der Proteinreinigung. Das Prinzip dieser Methode beruht in der induzierten
Ablosung unspezifisch gebundenen Zielproteins von einer Matrix. Dies wird durch
Anderung der Ionenstiirke des umgebenden Milieus erreicht, wobei sich das Zielprotein
bei einer anderen lonenstirke bzw. bei einer anderen Salzkonzentration von der
Chromatographiematrix 10st als alle iibrigen Proteine, die im Auftrag als
Verunreinigung vorhanden sind.

Ergédnzend zur Metallionenaffinititschromatographie =~ werden die entsalzten

Proteinproben nach dem IMAC-Lauf mit Ionen-Austauschchromatographie weiter
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gereinigt. Es wird wahlweise eine Anionen-Austausch- bzw. ein Kationen-
Austauschchromatographie durchgefiihrt. Die Anionen-Austauschchromatographie
erfolgt unter Anwendung einer MonoQ-Saule [Chromatographiematrix: MonoQ Beads],
die Kationen-Austauschchromatographie mit einer MonoS-Sdule [Chromatographie-
matrix: Fractogel® EMDS SO3 650 (S)]. Der pH-Wert des jeweils verwendeten
Bindungspuffers (Puffer A) wird anhand des rechnerisch ermittelten, theoretischen
isoelektrischen Punktes (IEP) der rekombinanten Proteine mit 1-2 pH-Stufen Differenz
zum IEP bestimmt. Analog zum IMAC-Lauf wird die jeweilige Sdule {iber die FPLC-
Anlage an zwei peristaltische Pumpen angeschlossen, durch Waschen mit drei
Sdulenvolumina Puffer A dquilibriert und mit 15-30 ml der affinitdtschromatographisch
gereinigten Proben (vgl. 3.10.4.2) bei einer Flussrate von 1 ml/min beladen. Nicht
gebundenes Protein wird anschlieBend mit 10 S&ulenvolumina Puffer A bei gleicher
Flussrate ausgewaschen. Eluiert wird mit einem linearen Salzgradienten von 0-500 mM
NaCl (= 0-100 % Puffer B) iiber ein Gesamtvolumen von 35 ml mit einer Flussrate von
1 ml/min (Programm 0). Es werden Fraktionen von je 2,5 ml gesammelt und deren
Leitfahigkeit aufgezeichnet. Die entsprechenden Fraktionen werden
gelelektrophoretisch auf ihren Proteingehalt kontrolliert, vereinigt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —70 °C gelagert. Auf diese Weise ldsst sich das
gewiinschte Protein in seiner Menge relativ zu den Kontaminanten anreichern. Die
Reinigung der Sdule und Regeneration der Gelmatrix erfolgt mit mindestens 2
Siulenvolumen Hochsalzlosung (2M NaCl); das anschlieBende Aquilibrieren mit Puffer
A wurde mit 10 Sdulenvolumen, mindestens jedoch bis zur Leitfdhigkeitskonstanz,

durchgefiihrt. Alle Puffer werden vor Gebrauch sterilfiltriert (0,2 pm) und entgast.

Puffer A Puffer B
Na-Phosphat* 40 mM 40 mM
NaCl - 500 mM
Urea 2 mM 2 mM
Glycerin 10 % (v/v) 10 % (v/v)
Triton X-100 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v)

* NazHPO4 + NaH2P04
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3.10.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die zu bestimmenden Proben werden bei OD,gnm gemessen. Die Proteinkonzentration
kann gemal der Annahme 1 ODjgonm = 1 mg/ml abgeschitzt werden. Weitaus exaktere
Konzentrationsbestimmungen werden anhand der Methode nach BRADFORD mit dem
Proteinbestimmungs-Kit der Firma BioRad erzielt (BRADFORD, 1976). Als Eichsubstanz

dient Rinderserumalbumin.

3.10.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine wird mittels diskontinuierlicher
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach LAEMMLI (1970) mit einer BioRad-
Apparatur (Protean®II) durchgefiihrt. Proteine werden in einem Sammelgel auf eine
einheitliche Lauffront fokussiert und in einem anschlieBenden Trenngel ihrer Grofle
entsprechend aufgetrennt. Es werden 12,5 %ige homogene Polyacrylamid (PAA) Gele
mit einem Acrylamid/Bisacrylamid-Mischungsverhidltnis von 37,5:1 verwendet. In
Abhingigkeit vom Verwendungszweck werden fiir Standardzwecke Gele von 100 x 80
x 0,4 mm (Minigele, 10 ml) und fiir diagnostische Studien Gele von 260 x 160 x 0,75
mm (Maxigele, 24 ml) eingesetzt. Die jeweiligen Trenn- und Sammelgelldsungen

setzen sich wie folgt zusammen:

Trenngel Sammelgel
12,5 % 3,9 %

Aq. dest. 2,35ml 5,63 ml 5,78 ml
1,5 mM Tris-OH/HCI pH 8,8 2,50ml 6,00 ml -

0,5 mM Tris-OH/HCI pH 6,8 - - 2,50 ml
25 % Acrylamid/Bisacryamid 500ml 12,0 ml 1,56 ml
SDS, 10 %ig 100 pl 240 ul 100 pl
APS, 10 %ig 50 ul 120 pl 50 ul
TEMED Sul 12 ul 10 ul
Gesamtvolumen 10 ml 24 ml 10 ml

Die vollstandig auspolymerisierten Gele werden in die entsprechende BioRad Apparatur
eingespannt und mit Elektrophoresepuffer iiberschichtet.
Fiir analytische Minigele werden pro Spur ca. 3 ug Protein (Kamm mit 10 Spuren) und

fiir Maxigele 12 pg Protein (Kamm mit 20 Spuren) eingesetzt. Fiir priparative Gele
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wird jeweils das 15-fache (Minigel) bzw. 30-fache (Maxigel) einer Spur eingesetzt. Die
Proben werden 1:1 mit 2x Auftragspuffer verdiinnt, fiir 5 min bei 100 °C gekocht und
anschlieBend aufgetragen. Die Laufzeit fir Maxigele betrdgt 16-20 h bei einer
konstanten Stromstirke von 4-4,5 mA pro Gel oder 90 min bei Minigelen bei einer
konstanten Stromstirke von 30-40 mA pro Gel. Als Langen-Standard wird der SDS-
Molekulargewichtsstandard "Low" bzw. "High" (GibcoBRL) verwendet.

Elektrophoresepuffer 2 x Auftragspuffer
pH 6,8

Tris-OH 25 mM 0,25 mM
Glycin 192 mM -
Glycerin - 20 % (w/v)
SDS 0,1 % (w/v) 4 % (W/v)
Bromphenolblau - 0,05 % (w/v)
DTT - 10 % (w/v)

3.10.7 Coomassie-Brillant Blue-Farbung

Im Anschluss an die Elektrophorese werden die Protein-Gele 30 min in Fixierlosung
gelegt und anschlieBend 30 min mit Coomassie-Blau gefdrbt. Die Gele werden mit
Entfarber unter mehrmaligem Wechseln der Losung solange entfdrbt bis sich die

aufgetrennten Proteine als distinkte blaue Banden darstellen.

Fixierlosung Coomassie-Blau Entfirberlésung
Ethanol 30 % (v/v) - -
Methanol - 45 % (v/v) 25 % (v/v)
Eisessig 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v)
Coomassie Blue® R250 - 0,5 % (W/v) -

3.10.8 Western Blot

Der Proteintransfer aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine Nitrozellulosemembran
erfolgt im elektrischen Feld nach dem Prinzip des "Semi-dry-blottings" nach KHYSE-
ANDERSEN (1984) mit einem diskontinuierlichen Puffersystem. Von der Anode zur
Kathode ergibt sich im Semidry Blotter (Trans-Blot” SD BioRad, Miinchen) folgender
Schichtenaufbau: 6 Lagen Filterpapier (Whatman), getrankt mit Anodenpuffer I, drei
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Lagen Filterpapier, getrankt mit Anodenpuffer II, Nitrozellulosemembran, getrankt mit
Anodenpuffer II, das Polyacrylamidgel und anschlieBend 9 Lagen Filterpapier, getriankt
mit Kathodenpuffer. Der Transfer erfolgt unmittelbar nach der SDS-PAGE bei einer
Stromstérke von 100 mA fiir 45 min. Der Erfolg des Blotting Transfers wird mit einer
Ponceau S-Féarbung (0,2 % in 3 % Trichloressigsdure) iiberpriift (SALINOVICH und

MONTALARO, 1986). Anschliefend wird die Nitrozellulosemembran in Aq. dest.

entférbt.
Anodenpuffer I Anodenpuffer II Kathodenpuffer
pH 10,5 pH 10,4 pH 9,5
Tris-OH/HCI 300 mM 25 mM 25 mM
Methanol 20 % (v/v) 20 % (v/v) 20 % (v/v)
g-Aminocapronsdure - - 40 mM

3.10.9 Dot Blot
Das Dot-Antigen wird in den gewiinschten Verdiinnungen (Verdiinnung mit PBS) durch
Tropfen auf eine Nitrozellulosemembran aufgebracht und durch Trocknen an der Luft

bei Raumtemperatur fixiert.

3.10.10 Immunnachweis

Im Rahmen dieser Arbeit wird hauptsédchlich der auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion
basierende Immunnachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen angewandt.
Hierbei folgt einer ersten Antigen-Antikorper (AK) Reaktion eine zweite AK-AK
Reaktion, wobei der zweite Antikdrper mit Peroxidase konjugiert ist. Die Methode wird
modifiziert nach VOGEL und MULLER-ESTERL (1986) durchgefiihrt.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran (3.10.8 oder 3.10.9)
wird diese zur Absittigung unspezifischer Bindungen fiir 60 min bei 37 °C in
Absittigungspuffer inkubiert.

Im Anschluss erfolgt die Inkubation der Nitrozellulosemembran mit den gewiinschten
Antikdrpern (siehe 2.13) in entsprechenden Verdiinnungen iiN bei Raumtemperatur
unter vorsichtigem Schiitteln. Anschlieend wird die Nitrozellulosemembran dreimal
mit Waschpuffer gewaschen und 2 h mit dem entsprechenden Peroxidase-markierten
Konjugat (siehe 2.13.8; Verdiinnung 1/1000) inkubiert. Die Nitrozellulosemembran

wird dreimal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend die immunreaktiven
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Proteine durch die Peroxidase-Reaktion mit der Substratlosung sichtbar gemacht. Die
Reaktion wird mit einer 1 N Schwefelsdure gestoppt.

Neben der klassischen Form des Western Blots werden zur Bestimmung der
Proteinexpression im Rahmen dieser Arbeit zusétzlich Ligand-Rezeptor Interaktionen
untersucht. Hierzu wird fiir die funktionelle Analyse rekombinanter Fibronektin-
bindender Proteine (rBBK32) der Western Blot vor der eigentlichen Antikorper-
Detektion N mit einer Fibronektinlosung inkubiert. AnschlieBend erfolgen die
Inkubation mit anti-Fibronektin-AK (2.13.3) und Peroxidase-markiertem anti-

Kaninchen-IgG-Konjugat fiir jeweils 2 h und anschlieend die Detektion.

Absittigungs- Vergunnungspuffer Wasch-
uffer fiir Seren und uffer
P Konjugate P
pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4
NaCl 200 mM 200 mM 155 mM
Tris-OH/HCI 50 mM 50 mM 10 mM
Tween 20 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 0,2 % (v/v)
Magermilchpulver 5% 1% -

Die Substratlosung fiir die enzymatische Farbreaktion setzt sich wie folgt zusammen:

Diaminobenzidin 50 mg
1 M Tris-OH/HCI, pH 7,4 5 ml
Aq. dest. ad 100 ml
H,0,, 30 %ig 50 wl

3.10.11 Beschichtung von Mikrosphiren

Rekombinante Proteine werden kovalent iiber eine Carboxylsdurematrix an die
Oberfliche von Polystyrol-Mikrosphiren (FluoSpheres®, @ 2 pm) gebunden. GemiB
den Angaben des Herstellers werden die Carboxylgruppen mit wasserloslichem
Carbodiimid (EDAC) aktiviert, mit 2-5 mg gereinigtem Protein pro 1 ml
Mikrosphérenldsung konjugiert und verbleibende freie aktivierte Carboxylgruppen mit
BSA geblockt. Kontrollmikrosphidren werden mit BSA und E. coli-Lysat beschichtet.
Die Konjugation erfolgt in silanisierten ERGs, da die Mikrosphdren nach der
Aktivierung der Carboxylgruppen eine starke Affinitdit zur Oberfliche der

Reaktionsgefdfle aufweisen. Nach dem Blockieren der freien Gruppen mit BSA werden
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die Mikrosphédren in 1 % BSA/PBS resuspendiert und in unbehandelten ERGs bei 4 °C
lichtgeschiitzt gelagert (max. 2 Monate). Die Beschichtung der Mikrosphédren wird im
Western Blot mittels eines indirekten Immunnachweises getestet (vgl. 4.3.5.1), wobei
die Verwendung eines reduzierenden Probenpuffers zusammen mit den denaturierenden
SDS-PAGE-Bedingungen ein Abldsen der Antigene von den Mikrosphéren bewirkt und
die Antigene somit gemiR ihres spezifischen Molekulargewichts aufgetrennt werden.
Lt. Hersteller neigen Carboxyl-modifizierte Mikrosphédren wihrend der Lagerung zur
Aggregatbildung. Daher werden die Mikrosphiren-Suspensionen unmittelbar vor der
Verwendung 2-5 mal, je 2 min mit Ultraschall behandelt (Branson Cell Disruptor B15,
Leistungsstiarke 4, Beschallungsintervall 30 %). Die Sonifizierung wird stets im

Dunkelfeldmikroskop  iiberpriift und die Beschallung ggf.  wiederholt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bindungsfihigkeit von B. burgdorferi sensu lato an Sidugerzellen

Ziel dieses Themenkomplexes war die Untersuchung der Bindungsfdhigkeit von B.
burgdorferi s.l. an primédre und immortalisierte Sdugerzellen. Hierzu wurden das B.
afzelii Patientenisolat PKo, die Klone PK097 K37 und PKo345 1I-2-3, und das B.
garinii Patientenisolat PBi, zusammen mit immortalisierten neuronalen Zellen
(132IN1), den endothelialen Zelllinien ECV304 und CRL-2480, sowie priméren
HUVEC-Préparationen koinkubiert (vgl. 2.1.1, 2.2 und 3.1 — 3.4). Die verwendeten B.
burgdorferi Stimme und -klone variieren im 0Sp-Expressionsmuster (OspA und OspC)

bzw. weisen unterschiedliche Osp-Serotypen auf (vgl. Tabelle 4.1.1).

Tabelle 4.1.1: Ubersicht iiber die verwendeten B. burgdorferi Stimme und Klone

Bezeichnung Spezies Stamm/ OspA- OspA- OspC-

Klon Serotyp Expression*  Expression®
PKo B. afzelii Stamm 2 ++ +
PKo97 K37 B. afzelii Klon 2 ++ 4+
PKo345 11-2-3 B. afzelii Klon 2 ++ -
PBi B. garinii Stamm 4 ++ ++

*  Die Quantifizierung der OspA- bzw. OspC-Expression erfolgte mittels IFT und Western
Blot-Analysen; (-) = keine, (+) = wenig, (++) = moderat, (+++) = stark) (vgl. FINGERLE et
al., 2000; WILSKE et al., 1985; diese Studie, Daten nicht gezeigt)

Die Quantifizierung der Bindungsfihigkeit erfolgte mittels konventioneller
Immunfluoreszenzmikroskopie, die hierbei an die entsprechenden Fragestellungen
adaptiert wurde. Die Nullhypothese der angegebenen Signifikanzen wurde jeweils auf
dem 5 % -Niveau (p<0,05) abgelehnt. Um eine korrekte Interpretation der
Adhidrenzdaten zu gewihrleisten, wurden zundchst Wachstumsanalysen der
verwendeten B. burgdorferi Stimme und Klone erstellt. AnschlieBend erfolgte die
Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen Bindungsfahigkeit und Variation
im osp-Expressionsmuster (OspA und OspC) und/oder unterschiedlichen Osp-
Serotypen. Zusétzlich sollten aus diesen Experimenten mogliche Organotropismen
abgeleitet werden. In weiteren Untersuchungen sollte gekliart werden, ob monoklonale
anti-Borrelien-Antikorper die Bindungsfahigkeit der getesteten Borrelienstimme und -

klone beeinflussen.
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4.1.1 Wachstumsanalysen von B. burgdorferi

Fir die korrekte Interpretation nachfolgender Koinkubationsexperimente mit
verschiedenen Wirtszellen wurde das Wachstumsverhalten der im Rahmen dieser
Versuchsreihe verwendeten B. burgdorferi Stimme und Klone in verschiedenen
Kulturmedien dokumentiert. Hierbei wurden neben dem routinemdBig fiir die
Borrelienkultur  verwendeten MKP-Medium, die vollstindig supplementierten

Zellkulturmedien RPMI 1640, DMEM, M 199 sowie F12K getestet.

4.1.1.1 Wachstum von B. burgdorferi in MKP-Medium

Das Wachstum von B. burgdorferi in MKP-Medium wurde anhand von
Wachstumskurven dokumentiert (vgl. 3.2.4). Hierzu wurden PKo-, PKo97 K37-,
PKo345 1I-2-3- und PBi-Testkulturen mit entsprechenden log-Phase Borrelien
angeimpft und unter Standardkulturbedingungen (MKP-Medium, 34 °C, vgl. 3.2.1) {iber
einen Zeitraum von 9 Tagen kultiviert. Die Keimzahl wurde tdglich als Anzahl
Borrelien/ml Kultur nach der MvP-Methode bestimmt (vgl. 3.2.4.1). Der Versuch
wurde in 3 Wiederholungen jeweils mit Doppelbestimmungen fiir die angegebenen B.
burgdorferi Stimme bzw. Klone durchgefiihrt. Die Werte der korrespondierenden
Keimzahlbestimmungen wurden gemittelt und die Ergebnisse graphisch dargestellt

(siche Abbildung 4.1.1).

1x10% A
X ==L}

=
g l X 107 T —— PKO
E —=— PKo097 K37
© —a— PKo0345 11-2-3
£ 1x10° 4 PBi
£

1x10°

01 2 3 4 5 6 7 9 11 Zeit

Abbildung 4.1.1: Das Wachstumsverhalten der B. burgdorferi Stimme bzw. Klone PKo, PK097 K37,
PKo345 1I-2-3 und PBi in MKP-Medium. Die Ordinate reprasentiert in logarithmischer Skalierung die
gemittelten absoluten Keimzahlen/ml Kultur (Doppelbestimmungen in 3 Wiederholungen), die Abszisse
entsprechend die Versuchsdauer.
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Alle getesteten B. burgdorferi Stimme bzw. Klone zeigen exponentielles Wachstum.
Nach einer 1-2 tédgigen lag-Phase gehen die Testkulturen in die exponentielle
Wachstumsphase (log-Phase) iiber, um gegen Tag 9 in die stationdre Phase einzutreten.
Aus den einzelnen Steigungen der verschiedenen Wachstumskurven wurde die
Wachstumsrate (u) und die Verdoppelungszeit (tg) der getesteten B. burgdorferi
Stimme und Klone berechnet (vgl. Tabelle 4.1.2).

Tabelle 4.1.2: Wachstumsraten (1) und Verdoppelungszeiten (tq) der angegebenen
B. burgdorferi Stimme und Klone

Borrelienstamm/-klon n tq [h]

PKo 0,040 17,33
PKo097 K37 0,050 13,86
PKo345 11-2-3 0,040 17,33
PBi 0,039 17,77

Insgesamt zeigen die Stimme PKo und PBi und der Klon PKo0345 II-2-3 vergleichbare
Wachstumsraten und Verdoppelungszeiten, wiahrend sich der Klon PKo97 K37 durch
eine erhohte Wachstumsrate und eine kiirzere Generationszeit auszeichnet.

Parallel zur Bestimmung von Keimzahl, Wachstumsrate und Generationszeit wurden
die Testkulturen im Dunkelfeldmikroskop bzgl. Morphologie und Motilitit untersucht.
Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse waren fiir alle getesteten B. burgdorferi
Stimme und Klone gleich: wihrend sich Borrelien der frithen (2 d) und mittleren (4 d)
log-Phase schraubenformig gewunden und sehr stark beweglich darstellten, relaxierten
sich die Spirochdten gegen Anfang der spiten log-Phase (7 d), d.h. der
Schraubendurchmesser nahm ab. Parallel verminderte sich mit zunehmender
Kulturdauer die Motilitdt. Borrelien der stationdren Phase (9 d) zeigten nahezu keine
Drehbewegungen mehr. Der Motilititverlust geht allerdings nicht mit dem Verlust der
Teilungsfihigkeit einher. Nach dem Uberimpfen von Borrelien der stationdiren Phase in
frisches Kulturmedium teilten sich diese nach einer verlangerten lag-Phase (2-3 d) mit
den oben angegebenen Teilungsraten und erlangten ihre charakteristische
schraubenformige Gestalt und die Fahigkeit zu korkenzieherartigen Drehbewegungen

zurick.
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4.1.1.2 Wachstum von B. burgdorferi in Zellkulturmedien ohne Siugerzellen

Zusitzlich wurde das Verhalten von Borrelienkulturen in den vollstindig
supplementierten Zellkulturmedien RPMI 1640, DMEM, M199 sowie F12K (vgl. 3.1.3)
untersucht. Hierzu wurden entsprechende PKo-, PKo97 K37-, PKo345 II-2-3- und PBi-
Testkulturen mit log-Phase Borrelien angeimpft und iiber einen Zeitraum von 5 Wochen
(35 d) unter anaeroben Bedingungen bei 34 °C kultiviert. Die Keimzahl wurde am Tag
0, 2, 4, 6, 14, 21 und 35 als Anzahl Borrelien/ml Kultur nach der MvP-Methode
bestimmt (vgl. 3.2.4.1). Der Versuch wurde in 2 Wiederholungen jeweils mit
Doppelbestimmungen fiir die angegebenen B. burgdorferi Stimme bzw. Klone und
Zellkulturmedien durchgefiihrt. Die Werte der korrespondierenden
Keimzahlbestimmungen wurden gemittelt und die Ergebnisse graphisch dargestellt

(Abbildung 4.1.2).
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Abbildung 4.1.2: Wachstumsverhalten der B. burgdorferi Stimme bzw. Klone PKo, PKo097 K37,
PKo0345 11I-2-3 und PBi in verschiedenen Kulturmedien. Die Ordinate reprisentiert in logarithmischer
Skalierung die gemittelten Keimzahlen/ml Kultur (Doppelbestimmungen in 2 Wiederholungen), die
Abszisse entsprechend die Versuchsdauer.
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Der Vergleich der Wachstumskurven in Abbildung 4.1.2 zeigte, dass die getesteten B.
burgdorferi Stimme und Klone in MKP-Medium gut angeziichtet werden konnten. In
den verwendeten Zellkulturmedien konnten die Spirochédten hingegen nicht kultiviert
werden. Bereits bei der ersten lichtmikroskopischen Kontrolle, 6 h nach Uberimpfen der
Borrelien in die verschiedenen Zellkulturmedien, erschienen die Bakterien unbeweglich
und relaxiert. Im Verlauf der 5-wochigen Versuchsdauer verminderte sich die Anzahl
morphologisch erfassbarer Bakterienzellen kontinuierlich, wahrend sich der Anteil
degenerierten Borrelienmaterials proportional erhohte. Nach 21 bzw. 28 Tagen waren
mittels Dunkelfeldmikroskopie in keiner Testkultur mehr spirochdtendhnliche
Strukturen sichtbar. In der graphischen Darstellung endet die Dokumentation der
Kulturverldufe bereits an Tag 14 bzw. 21, da Nullwerte in logarithmisch skalierten
Diagrammen nicht korrekt dargestellt werden konnen.

Um einen z.B. durch aerobe Bedingungen hervorgerufenen Wachstumsvorteil der
Borrelien in den getesteten Zellkulturmedien auszuschlieBen, wurde der Versuch
zusétzlich unter standardisierten Zellkulturbedingungen (24-Well-Zellkulturplatten,
90 % Humiditdt, 37 °C) durchgefiihrt. Die Testkulturen wurden hierbei
lichtmikroskopisch analysiert. Insgesamt konnten die getesteten B. burgdorferi Stimme
und Klone auch unter Zellkulturbedingungen weder in RPMI 1640, DMEM, M199,
noch in FI12K angeziichtet werden. Alle untersuchten Testkulturen zeigten keinerlei

Spirochdtenwachstum.

4.1.1.3 Wachstum von B. burgdorferi in Zellkulturmedien mit Séugerzellen

Um eine Stimulation des bakteriellen Wachstums wihrend des Koinkubationsversuchs
mit den verschiedenen Siugerzellen, beispielsweise durch zelluldre Faktoren,
auszuschlielen, wurde folgender Versuch durchgefiihrt:

Borrelien (PKo, PK097 K37, PKo345 I1-2-3 und PBi) wurden in 2 Parallelen (jeweils
mit Doppelproben) mit einer Borrelien/Zell-Ratio von 100:1 mit 132IN1- bzw.
ECV304-Zellen auf Deckglidschen unter standardisierten Zellkulturbedingungen (24-
well-Zellkulturplatten, 90 % Humiditédt, 37 °C) koinkubiert (vgl. 3.4.3.1). Nach 18-
stiindiger Koinkubation wurde je Parallele ein Koinkubationspréparat fixiert und mittels
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie die Anzahl zellassoziierter Borrelien ermittelt
(vgl. 3.7.3, 3.7.6 und 3.7.8). AnschlieBend wurde in einer Versuchsparallele das
gesamte Medium durch Zellkulturmedium ohne Borrelienzusatz ersetzt. Beide

Parallelen (mit bzw. ohne Mediumwechsel) wurden fiir weitere 18 h (insgesamt 36 h)
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koinkubiert und wiederum die Anzahl zellassoziierter Borrelien bestimmt (Ergebnisse
nicht dargestellt). Der Vergleich der Ergebnisse ergab fiir die Koinkubationspréparate
ohne Mediumwechsel eine steigende Anzahl adhdrenter Borrelien relativ zur
Wirtszellzahl. Die Anzahl der zellassoziierten Borrelien in den Préparaten mit
Mediumwechsel stagnierte hingegen. Zusdtzlich wurden die Anzahl der Borrelien in
den Zellkulturiiberstinden aus dem Ansatz ohne Mediumwechsel mittels
Dunkelfeldmikroskopie ermittelt (vgl. 3.2.4). Hierbei verringerte sich die mittlere
Anzahl der Spirochiten im Uberstand relativ zur Koinkubationsdauer. In einer
Wiederholung des Experiments konnten diese Ergebnisse bestitigt werden. Ein

Wirtszell-stimuliertes Wachstum der Spirochdten kann folglich ausgeschlossen werden.

4.1.2 Bindungsfihigkeit von B. burgdorferi an Sdugerzellen

In Koinkubationsversuchen mit Siugerzellen wurde untersucht, inwieweit die
Zellbindungsaffinitdt von B. burgdorferi s.l. mit dem OspA-Serotyp der getesteten
Borrelienstimme und —klone und deren Variation im Osp-Expressionsmuster (OspA
und OspC) korreliert.

Hierzu wurden der Stamm PKo (B. afzelii), dessen Klone PK097 K37 und PKo0345 11-2-
3, und der Stamm PBi (B. garinii) zusammen mit immortalisierten neuronalen Zellen
(132IN1), den endothelialen Zelllinien ECV304 und CRL-2480, sowie priméren
HUVEC-Préparationen unter serumfreien Bedingungen koinkubiert und die Préparate
nach 10 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h und 48 h fixiert (vgl. 3.4.3). Die
Borrelien/Saugerzell-Ratio  betrug  hierbei  50:1. Die  Quantifizierung der
Bindungsfahigkeit erfolgte mittels konventioneller Immunfluoreszenzmikroskopie. Die
Borrelien wurden hierzu mit dem monoklonalen anti-Flagellin Antikérper L41 1C11
markiert und das Zielprotein mit einem kompatiblen anti-IgGy,-FITC-
Fluoreszenzkonjugat visualisiert (vgl. 3.7.3). Da Flagellin von allen untersuchten
Stimmen und Klonen konstitutiv exprimiert wird, ist somit die Detektion aller auf dem
Priparat vorhandener Borrelien gewédhrleistet (vgl. Abbildung 4.1.4). Die Saugerzellen
wurden mittels Alexa Phalloidin 568 markiert. Die Anzahl zellassoziierter Borrelien
wurde fiir jeden Borrelienstamm bzw. —klon und jeden Sdugerzelltyp in Doppelproben
relativ zur Sdugerzellzahl ermittelt. Insgesamt wurden pro Préparat 50 Gesichtsfelder
ausgezihlt, die Ergebnisse aus drei Wiederholungen gemittelt und graphisch dargestellt
(Abbildung 4.1.3). Die absoluten Zahlenwerte der Einzelbestimmungen sind mit

Standardabweichungen im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 8.1, siche Anhang).
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Abbildung 4.1.3: Bindungsaffinitit der B. burgdorferi Stimme bzw. Klone PKo, PK097 K37, PKo0345
II-2-3 und PBi an die Sdugerzellen 1321N1, ECV304, CRL-2480 und HUVEC. Die Ordinate
reprasentiert in linearer Skalierung die gemittelten absoluten Zahlen zellassoziierter Borrelien/10
Saugerzellen (Doppelbestimmungen in 3 Wiederholungen), die Abszisse die ausgewerteten
Koinkubationszeitraume.
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Die lichtmikroskopische Analyse der Koinkubationsprdparate mit dem neuronalen
Zelltyp 1321N1 zeigte nach 10 min Koinkubationsdauer fiir den Stamm PKo und
dessen Klone PK097 K37 und PKo345 II-2-3 durchschnittlich 10 adhirente Borrelien
pro 10 Astrozyten (vgl. Abbildung 4.1.3), wéhrend der B. garinii Stamm PBi mit 45
interagierenden Bakterienzellen eine deutlich stirkere Zellaffinitdt aufwies. Mit
zunehmender Koinkubationszeit stieg die Anzahl zellassoziierter Borrelien bei allen
Borrelienstimmen und —klonen und jedem getesteten Sdugerzelltyp kontinuierlich. Der
Stamm PBi wies gegeniiber PKo und dessen Klonen bis zu einer Versuchsdauer von
>12 h eine signifikant erhohte Zellbindungsaffinitdt auf. Nach einheitlich 24 h
Versuchsdauer erreichte jeder Stamm bzw. Klon einen Sittigungswert.

Nach 24 h bzw. 48 h ndherte sich die mittlere Anzahl adhdrenter Borrelien des B. afzelii
Isolates PKo den Werten des B. garinii Stammes PBi an. Die lichtmikroskopische
Analyse der Pridparate zeigte bei Koinkubationen der neuronalen Zellen mit den
Borrelien fiir Stamm PKo die erwartete helikale Morphologie, wéihrend sich die PBi-
Zellen punktformig kondensiert darstellten. Die lichtmikroskopische Differenzierung
zwischen intra- und extrazelluldren Borrelien ergab hierbei fiir PBi eine deutlich erh6hte
Anzahl intrazelluldrer —Bakterienzellen verglichen mit dem Stamm PKo.
Durchschnittlich waren nach 24 h etwa 50 Borrelien intrazelluldr lokalisiert bei
insgesamt 115 + 32 extrazelluldren, zellassoziierten PBi (entspricht 58 % der
extrazelluldren, zellassoziierten Borrelien), im Falle von Stamm PKo hingegen nur etwa
15 von 121 + 22 Borrelien (entspricht 18 %). Die Klone PK097 K37 und PKo345 I1-2-3
waren mit 15 bei insgesamt 109 + 23 extrazelluldren, zellassoziierten PKo97 K37
(entspricht 16 %) und 5 bei 57 + 12 extrazelluldren, zellassoziierten PKo345 11-2-3
(entspricht 9 %) gegeniiber B. afzelii Stamm PKo in vergleichbarer Rate intrazelluldr
lokalisiert. Insgesamt war nach Koinkubationszeitriumen von >4 h jeder der getesteten
Borrelienstimme und —klone intrazelluldr nachweisbar.

Im Falle der getesteten endothelialen Zellen adhérieren nach 10 min durchschnittlich 10
bis maximal 30 Borrelien aller getesteten Borrelienstimme und —klone, wobei der B.
afzelii Stamm PKo gegeniiber dem B. garinii Stamm PBi eine signifikant hohere
Zellbindungsaffinitit aufwies. Diese Tendenz setzte sich iiber die gesamte
Versuchsdauer fort, wobei jeweils jeder getestete Stamm bzw. Klon nach rund 24 h
Koinkubation einen Séttigungswert erreichte. Die Klone des B. afzelii Stammes PKo,
PKo097 K37 und PKo345 II-2-3, wiesen insgesamt gegeniiber dem Wildtyp PKo eine
deutlich verringerte Bindungsaffinitidt auf, wobei fiir PKo97 K37 verglichen mit
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PKo345 1I-2-3 eine stirkere Adhdrenz gezeigt werden konnte. Abbildung 4.1.4 zeigt

anhand von konfokalen Laser Scanning Immunfluoreszenzaufnahmen die Adhérenz von

B. burgdorferi an verschiedene Saugerzelltypen.

Abbildung 4.1.4: Adhédrenz von B. burgdorferi an verschiedene Séugerzellen. Die Sdugerzellen wurden

mittels Alexa Phalloidin 568 gegen F-Aktin und die Borrelien mit dem monoklonalen anti-Flagellin

Antikérper L41 1C11 und dem entsprechenden anti-IgG-FITC visualisiert. Dargestellt sind Overlays aus

je 4-8 laser scanning Bilddateien. Die weilen Balken reprasentieren je 10 um, t = Koinkubationsdauer.

A;-Aj: B. afzelii Stamm PKo, adhérierend an 1321N1-Zellen (A, MOI 10:1, t = 60 min), ECV304-Zellen
(A, MOI 10:1, t = 60 min) und HUVEC (A3, MOI 10:1, t = 60 min).

B;-B;: B. afzelii Klon PK097 K37, adhérierend an ECV304-Zellen (B, MOI 50:1, t = 10 min), HUVEC
(B,, MOI 50:1, t = 60 min) und CRL-2480-Zellen (B3, MOI 10:1, t = 10 min).

C,-C;: B. afzelii Klon PKo345 II-2-3, adhérierend an ECV304-Zellen (C,, MOI 50:1, t = 10 min),
HUVEC (C,, MOI 50:1, t = 60 min) und CRL-2480-Zellen (C3, MOI 10:1, t = 10 min).

D;-Ds: B. garinii Stamm PBi, adhirierend an 1321N1-Zellen (D, MOI 10:1, t = 10 min), CRL-2480 (D,
MOI 10:1, t = 60 min) und HUVEC (D3, MOI 50:1, t = 60 min).
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Insgesamt war die Bindungsaffinitidt aller getesteten Borrelien bei primér isolierten
HUVEC-Zellen gegeniiber den immortalisierten Zelllinien ECV304 und CRL-2480
starker. Der Unterschied war hierbei fiir jeden getesteten Stamm bzw. Klon zu jedem
einzelnen Zeitpunkt signifikant.

Die Dokumentation der Koinkubationsexperimente mittels videounterstiitzter
Lichtmikroskopie zeigte liber einen Zeitraum von >12 h ein stindiges Alternieren von
Adhision und dem Abldsen einzelner Spirochéten, wobei die Frequenz aufgrund der
sinkenden Motilitdit der Bakterien proportional zur Koinkubationsdauer abnahm.
Vereinzelt waren jedoch auch nach 48 stiindiger Versuchsdauer bewegliche Borrelien
detektierbar. Das Maximum an Zelladhdrenz wurde somit infolge zunehmender
Tréagheit der Bakterien und echter Sattigung erreicht.

Insgesamt adhdrierten alle untersuchten Borrelienstimme und —klone an jeden
getesteten Zelltyp. Die mittlere Anzahl assoziierter Borrelien an die Sdugerzellen war
hierbei zeitabhingig und erreichte in jedem Versuchsansatz nach rund 24 h einen
individuellen Sattigungswert.

Die Ergebnisse zeigen zudem, dass der untersuchte B. afzelii Stamm und dessen Klone
PKo097 K37 und PKo345 II-2-3 als Vertreter des OspA-Serotyps 2, bevorzugt an die
endothelialen Zelllinien ECV304 und CRL-2480 bzw. an HUVEC-Zellen adhérierte,
wobei die Bindungsaffinitit des Wildtypstammes gegeniiber den Klonen deutlich
ausgepragter war. Der B. garinii Stamm PBi (OspA-Serotyp 4) wies hingegen eine
erhohte Affinitit zur neuronale Zelllinie 132IN1 auf. Zusétzlich zeigt die
Bindungsstudie, dass OspC-iiberexprimierende Borrelien (PKo97 K37) gegeniiber
OspC-negativen  Borrelien = (PKo345  1I-2-3)  eine  signifikant  erhdhte
Zellbindungsaffinitit aufwiesen, wobei zwischen den getesteten Zelltypen kein
Unterschied bestand. Insgesamt konnte fiir den Wildtypstamm PKo, verglichen mit
beiden Klonen, unabhingig vom getesteten Sdugerzelltyp eine erhohte

Bindungsfahigkeit gezeigt werden.

4.1.3 Vergleich des OspA- und OspC-Expressionsmusters bei zellassoziierten und
nicht-zellassoziierten Borrelien

Ziel dieser Studie war die ndhere Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen
der Bindungsfihigkeit von B. burgdorferi s.I. an Saugerzellen und dem o0Sp-
Expressionsmuster einzelner Borrelien. Die Versuchsreihe wurde analog dem unter

4.1.2 beschriebenen Schema durchgefiihrt, wobei sowohl zellassoziierte, als auch nicht-
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zellassoziierte Bakterienzellen beziiglich ihres OspA- und OspC-Expressionsmusters
analysiert wurden. Hierzu wurden einzelne Borrelien aufgrund einer OspA- und OspC-
Doppelfarbung in  ausschlieBlich  OspA-exprimierende, ausschlielich OspC-
exprimierende und sowohl OspA-, als auch OspC-exprimierende (im Folgenden als
koexprimierend bezeichnet) differenziert. Die Detektion von OspA erfolgte unter
Verwendung des monoklonalen anti-OspA Antikorpers L32 1F11, wihrend OspC
mittels der monoklonalen anti-OspC Antikorper L22 1F8 und L22 6C4 markiert wurde.
Das jeweilige Zielprotein wurde mit einem Fluorochrom-konjugierten anti-IgG-
Konjugat (anti-IgGo,-FITC fiir OspA und anti-IgG,-Cy; fiir OspC) visualisiert (vgl.
3.7.3). Die Sidugerzellen wurden mittels Alexa Phalloidin 568 markiert. Fiir jeden
Borrelienstamm bzw. —klon wurden pro Koinkubationspriaparat (1321N1, ECV304,
CRL-2480 und HUVEC) jeweils 100 Bakterienzellen analysiert. Die Osp-Verteilung
von zellassoziierten und nicht-zellassoziierten Borrelien wurde entsprechend dem
verwendeten Sdugerzelltypus einander gegeniiber gestellt (vgl. Abbildung 4.1.7 und
4.1.8). Die Gewinnung nicht-zellassoziierter Borrelien erfolgte hierbei aus den
Uberstinden der jeweiligen Koinkubationsansitze, wobei die Uberstinde aus den
Doppelproben vereinigt, die Borrelien durch Zentrifugation pelletiert und anschlieend
wie unter 3.7.2 beschrieben analysiert wurden. Die Auswertung der zellassoziierten
Borrelien erfolgte in Doppelproben, deren Ergebnisse gemittelt wurden. Untersucht
wurde zu den Zeitpunkten 1 h, 4 h und 24 h nach Infektion, der Referenzwert zum
Zeitpunkt ty wurde aus der entsprechenden Borrelienkultur (34 °C) ermittelt. Der
Versuch wurden in drei unabhingigen Wiederholungen durchgefiihrt. Die Abbildungen
4.1.7 und 4.1.8 zeigen die graphische Darstellung der Ergebnisse. Die absoluten
Zahlenwerte der Einzelbestimmungen sind im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 8.2 und
Tabelle 8.3, siche Anhang). Abbildung 4.1.5 illustriert die unterschiedlichen OspA- und

OspC-Expressionsmuster verschiedener Borrelienpriparate.
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Abbildung 4.1.5: OspA- und OspC-Expression von B. burgdorferi nach Koinkubation mit verschiedenen
Sdugerzellen. Dargestellt sind nicht-zellassoziierte Borrelien. Die Borrelien wurden in einer
Doppelimmunfluoreszenzmarkierung mit den monoklonalen Antikérpern L32 1F11 (anti-OspA) und L22
1F8 und L22 6C4 (jeweils anti-OspC) und dem entsprechenden anti-IgG-FITC- bzw. anti-IgG-Cy3
Konjugat visualisiert. Dargestellt sind Overlays aus jeweils 4-6 laser scanning Bilddateien. Die weillen
Balken représentieren jeweils 10 pm.

A: B. garinii Stamm PBi, OspA-exprimierende Borrelienpopulation

B: B. afzelii Stamm PKo, OspA- und OspC-koexprimierende Borrelienpopulation

C: B. afzelii Klon PK097 K37, OspA- und OspC-koexprimierende Borrelienpopulation

D: B. afzelii Klon PK097 K37, OspA- und OspC-koexprimierende Einzelborrelie

E: B. afzelii Klon PKo0345 II-2-3, nur OspA-exprimierende Einzelborrelie

F: B. afzelii Stamm PKo, OspC-exprimierende Einzelborrelie

F

Abbildung 4.1.6 veranschaulicht schematisch die Differenzierungsmethode zwischen
den unterschiedlichen Osp-Expressionsmustern der Einzelborrelie. Anhand dieses
Farbschemas (vergleiche auch FINGERLE et al., 2000) wurde der Anteil von OspA- und
OspC-exprimierenden  Borrelien relativ  zur Gesamtborrelienpopulation — eines

Koinkubationsprédparates bestimmt.

50 % OspA 100 % OspA
50 % OspC 0 % OspC

Abbildung 4.1.6: Schematische Ubersicht iiber die farbliche Darstellung der OspA-
und OspC-Expression auf der Einzelborrelie in Immunfluoreszenzdarstellungen.
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Abbildung 4.1.7: Gegeniiberstellung der Osp-Verteilung innerhalb einzelner zellassoziierter und nicht-

zellassoziierter Borrelienpopulationen nach Koinkubation mit neuronalen Sdugerzellen (1321N1) und

endothelialen Sdugerzellen (ECV304). PKo, PK097 K37, PKo0345 11-2-3 und PBi wurden hierzu mit den

Saugerzellen 1321N1 und ECV304 koinkubiert. Die Ordinate reprisentiert die prozentuale Verteilung der
Osp-Typen innerhalb der jeweiligen Borrelienpopulation (Doppelbestimmungen in 3 unabhingigen

Wiederholungen), die Abszisse die ausgewerteten Koinkubationszeitraume.
Expression von nur OspA (H), nur OspC () und OspA und OspC (O).
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zellassoziierter Borrelienpopulationen nach Koinkubation mit endothelialen Sdugerzellen (CRL-2480 und

Abbildung 4.1.8: Gegeniiberstellung der Osp-Verteilung innerhalb einzelner zellassoziierter und nicht-
HUVEC). PKo, PK097 K37, PKo345 1I-2-3 und PBi wurden hierzu mit den Séugerzellen CRL-2480 und

HUVEC koinkubiert. Die Ordinate reprisentiert die prozentuale Verteilung der Osp-Typen innerhalb der

jeweiligen Borrelienpopulation (Doppelbestimmungen in 3 unabhidngigen Wiederholungen), die Abszisse

die ausgewerteten Koinkubationszeitraume.

Expression von nur OspA (H), nur OspC () und OspA und OspC ([).



4 Ergebnisse 99

Im Vergleich von zellassoziierten Borrelien und nicht-zellassoziierten Borrelien
(Abbildung 4.1.7 und 4.1.8) sind die Osp-Proteine bei PKo und PK097 K37 heterogen
verteilt. Diese Verteilung fand sich in gleicher Weise (gleiche OspA/OspC Verteilung)
bei allen 4 Séugetierzelltypen.

Die Borrelien der Ausgangskulturen von PKo und PK097 K37 waren ganz iiberwiegend
koexprimierend oder ausschlieSlich OspA-positiv. Nur ein sehr geringer Anteil war
ausschlieflich OspC-positiv. Bei den adhdrenten Borrelien stieg im Verlauf der
Koinkubation der Prozentsatz an ausschlieBlich OspA-positiven Bakterien proportional
zur Inkubationsdauer an, bei den nicht adhédrenten Borrelien nahm er hingegen ab.

Bei den adhdrenten Borrelien des Stammes PKo kam es parallel mit der Zunahme an
ausschlieSlich OspA-positiven zur wenn auch nur geringen Zunahme von ausschlieBlich
OspC-positiven Borrelien, wiahrend der Anteil von ausschlieflich OspC-positiven bei
den nicht adhirenten Borrelien unveréndert blieb.

Bei den adhdrenten Borrelien des Klones PK0o97 K37 blieb der Anteil ausschlieBlich
OspC-exprimierender Borrelien in etwa konstant bei gering riickldaufiger Tendenz bei
den nicht adhdrenten Borrelien. Koexprimierende Borrelien nahmen bei den adhérenten
ab, bei den nicht adhirenten dagegen zu. Obwohl der Anteil der koexprimierenden
Borrelien bei den adhdrenten Borrelien abnahm, nahm die Intensitit der OspC-
Expression bei den einzelnen Borrelien des Klones PKo97 K37 zu.

Im Falle des OspC-negativen Klones PKo345 II-2-3 war iiber den gesamten
Koinkubationszeitraum hinweg keinerlei Variation in der Menge exprimierten OspAs
zu verzeichnen. Wie erwartet kam es zu keiner OspC-Expression.

Die OspA/OspC-Verteilung in den Koinkubationspraparaten mit dem B. garinii Stamm
PBi war unabhdngig vom Séugerzelltyp sowohl fiir zellassoziierte als auch fiir nicht-
zellassoziierte Borrelien iiber die gesamte Versuchsdauer hinweg konstant.

Insgesamt konnten fiir PKo sowie PKo97 K37 Unterschiede in der OspA/OspC
Expression bei zellassoziierten Borrelien und nicht-zellassoziierten Borrelien gezeigt
werden, nicht jedoch fiir den B. garinii-Stamm PBi. Der jeweils verwendete

Saugerzelltyp beeinflusste das Ergebnis nicht.
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4.1.4 Einfluss von monoklonalen anti-Borrelien-Antikorpern auf die Adhirenz von
B. burgdorferi sensu lato an Sidugerzellen

In weiteren Untersuchungen sollte geklirt werden, ob und inwieweit monoklonale anti-
OspA- und OspC-Antikérper die Bindungsfahigkeit der getesteten Borrelienstimme
und -klone beeinflussen. Inhibitionsversuche sollten die Rolle von OspA und OspC als
Adhésin fiir neuronale und endotheliale Zellen ndher charakterisieren.

Die Bindungsstudien wurden wie unter 4.1.2 durchgefiihrt, wobei die Borrelien vor der
Infektion jeweils mit einer 1:1, 1:2, 1:10, 1:100 oder 1:1000 Verdiinnung von L.32 1F11
(anti-OspA) bzw. L22 1F8 (anti-OspC) inkubiert wurden. Verglichen wurden die
Zellbindungsaffinititen fiir die neuronale Zelllinie 1321N1 und die Endothelzelllinie
CRL-2480. Die Sdugerzellen wurden mit einer Borrelien/Zell-Ratio von 50:1 infiziert.
Im Rahmen dieses Versuches wurde ausschlieBlich der Einfluss vollstindiger
Immunglobulinmolekiile auf die Bindungsaffinitit von B. burgdorferi s.1. getestet. Die
Auswertung beschrinkt sich auf die anti-OspA-Antikérper Ergebnisse, da der Einsatz
des anti-OspC-Antikdrpers in jeder Verdiinnung zu massiver Aggregation der Borrelien,
wodurch eine Evaluierung zellassoziierter Borrelien unter diesen Umstdnden nicht
moglich war. Die Ermittlung der mittleren Anzahl zellassoziierter, anti-OspA-
Antikorper behandelter Borrelien relativ zur mittleren Anzahl zellassoziierter, nicht-
Antikorper markierter Borrelien erfolgte mittels indirekter
Immunfluoreszenzmarkierung des konstitutiv exprimierten Borrelienproteins Flagellin
durch den monoklonalen anti-IgG,,-Flagellin-Antikorper L41 1C11 gemal3 4.1.2. Die
Auswertung erfolgte in Doppelproben, wobei die Ergebnisse nach 60 min und 8 h
Koinkubation einander gegeniibergestellt wurden. Der Versuch wurden in drei
unabhingigen Wiederholungen durchgefiihrt. Abbildung 4.1.9 zeigt die graphische
Darstellung der Ergebnisse. Die absoluten Zahlenwerte der Einzelbestimmungen sind

im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 8.4, siche Anhang).
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Abbildung 4.1.9: Anti-OspA Antikorper-vermittelte Inhibition der Bindungsaffinitit der B. burgdorferi
Stamme bzw. Klone PKo, PK097 K37, PK0345 11I-2-3 und PBi an die Sdugerzelllinien 1321N1 und CRL-
2480. Die Ordinate représentiert in linearer Skalierung die gemittelten absoluten Zahlen zellassoziierter
Borrelien/10  Sdugerzellen + Standardabweichung (Doppelbestimmungen in 3 unabhédngigen
Wiederholungen), die Abszisse die getesteten Verdiinnungen des monoklonalen anti-OspA Antikorpers
L32 1F11 (1:1000, 1:100, 1:10, 1:2 und 1:1) sowie den entsprechenden Kontrollwert ohne MAK.
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Fir den B. afzelii Stamm PKo konnte gezeigt werden, dass der anti-OspA Antikorper
L32 1F11 in den Verdiinnungen 1:1, 1:2 und 1:10 die Adhdrenz der Borrelien, sowohl
an die neuronale Zelllinie 1321N1, als auch an die endotheliale Zelllinie CRL-2480
proportional zur Antikdrperkonzentration inhibierte. Der fiir jeden untersuchten
Zeitwert  gegeniiber  nicht-Antikérper  behandelten  Borrelien  signifikante
Inhibitionseffekt war hierbei beim Zeitwert teomin verglichen mit dem Zeitwert tgp
signifikant stidrker. Die Zellbindungsaffinitit des Klones PKo97 K37 konnte bei
Koinkubation mit 1321N1 fiir die Zeitwerte tsomin und tg, und bei Koinkubation mit
CRL-2480 fiir den Zeitwert tgomin ebenfalls durch den anti-OspA-Antikorper L32 1F11
signifikant reduziert werden; der Effekt gegeniiber dem Stamm PKo war dagegen
wesentlich schwiécher ausgeprigt. Bei Praparaten mit der Zelllinie CRL-2480 wurde 8 h
nach Koinkubation keine Reduktion der Zellbindungsaffinitét festgestellt. Fiir den Klon
PKo345 11I-2-3 konnte gezeigt werden, dass der anti-OspA-Antikdrper L32 1F11 zu
jedem Zeitwert die Adhdrenz der Borrelien an beide untersuchten Zelllinien signifikant
inhibierte. In besonders hohem Malle wurde die endotheliale Zelllinie CRL-2480
gehemmt. Die Zellbindungsaffinitdt des B. garinii Stammes PBi an die neuronale
Zelllinie wurde durch den anti-OspA Antikorper L32 1F11 zu jedem getesteten Zeitwert
signifikant reduziert, wiahrend fiir die Koinkubationen mit endothelialem Gewebe
keinerlei Inhibitionseffekt gezeigt werde konnte. Aus dem Vergleich von
zellassoziierten und nicht-zellassoziierten Borrelien resultierte, dass neben OspC-
positiven und OspA/C-koexprimierenden auch ausschlieBlich OspA-exprimierende
Borrelien an die getesteten Sdugerzellen adhdrierten. Die Ergebnisse der 1:100 und
1:1000 Verdiinnungen spiegeln im Verlauf des gesamten Versuchs jeweils exakt die
Werte der Studie aus 4.1.2 wider, d.h. der Inhibitionseffekt beschrankt sich auf die
getesteten 1:1, 1:2 und 1:10 Verdiinnungen von L32 1F11. In der nachfolgenden
Tabelle (Tabelle 4.1.3) wurde der maximale inhibitorische Effekt von L.32 1F11 (1:1

Verdiinnung) prozentual berechnet.
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Tabelle 4.1.3: Der inhibitorische Effekt des monoklonalen anti-OspA-Antikorpers
L32 1F11* auf die Adhidrenz von verschiedenen B. burgdorferi
Stimmen und Klonen an die Zelllinien 1321N1 und CRL-2480.

Borrelienstamm/-klon Zelltyp t60 min tsh

PKo 1321N1 68 % 27 %
PKo097 K37 17 % 28 %
PKo345 11-2-3 44 % 40 %
PBi 48 % 52 %
PKo CRL-2480 61 % 37 %
PKo097 K37 26 % 8 %
PKo345 1I-2-3 64 % 68 %
PBi 3% 28 %

* Die Berechnung basierte auf den Adhédrenzdaten die unter Verwendung der 1:1
Verdiinnung von L32 1F11 ermittelt wurden. Angegeben ist die Antikorper-
vermittelte Reduktion der mittleren Anzahl zellassoziierter Borrelien in %; 100 %

entspricht maximaler Inhibition der Adhéision)
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4.2 Ist die Bindung von B. burgdorferi sensu lato an Siugerzellen B,-Integrin-
vermittelt?

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Spezifizierung
muriner Peritonealmakrophagen und als mogliche Methode zur Quantifizierung
adhérierender Borrelien an Wirtszellen angewandt. Es sollte geklart werden, ob owif.-
Integrine bei der Bindung von B. burgdorferi s.I. an Wirtszellen eine Rolle spielen.

Der Riickschluss, ob die Bindung der Borrelien an Makrophagen ouwf3,-Integrin-
vermittelt ist, erfolgte hierbei aus dem Vergleich der Ergebnisse aus Bindungsstudien
mit CD18-defizienten Makrophagen und den entsprechenden CDI8 positiven
Kontrollmakrophagen. Die Auswertung basierte auf Detektion und anschlieBender
Relation der unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen der getesteten Kontroll- und
Koinkubationsansétze. Diese lieen wiederum auf die Haufigkeitsrate zellassoziierter
Borrelien riickschliefen.

Zur  Spezifizierung der  murinen  Peritonealmakrophagen @~ wurde  das
Leukozytenadhdsionsmolekiil CD18 mit einem entsprechenden Fluorochrom-
konjugierten anti-CD18-Antikdrper (2.13.6) markiert und der prozentuale Anteil CD18-
positiver Makrophagen bei CD187/- und Kontrollmdusen im Durchflusszytometer
ermittelt. Fir die Kontrollmessungen (Hintergrund) wird ein addquat konjugierter
Antikorper gegen Ovalbumin benutzt. Die Markierung der Makrophagen erfolgte wie
unter 3.7.3 beschrieben. Die gemessene Expression des CD18-Molekiils betrug bei
CD18/-Makrophagen maximal 20 %, bei den Kontrollmakrophagen durchschnittlich
98 %.

Um zu testen, ob B. burgdorferi in der Lage ist, an CD18-defiziente Makrophagen zu
adhirieren, wurden entsprechende Mausmakrophagen (CD18/- und CDI187/"-
Kontrollmakrophagen) mit dem B. afzelii Patientenisolat PKo, dessen Klonen PKo97
K37 und PKo345 II-2-3, bzw. mit dem B. garinii Patientenisolat PBi koinkubiert.
Getestet wurden Borrelien/Zell-Ratios von 10:1 und 20:1. Die Koinkubationsdauer
betrug jeweils 45 min unter ausschlieflich Serum-freien Bedingungen. In einer
anschlieBenden indirekten Immunfluoreszenz-Markierung wurden zellassoziierte
Borrelien mit dem monoklonalen anti-Flagellin-Antikorper L41 1C11 und einem
entsprechenden  anti-IgG-FITC  Konjugat  visualisiert. Die  Quantifizierung
zellassoziierter Borrelien erfolgte anhand von Immunfluoreszenzmessung im

Durchflusszytometer iiber die Messung "FITC-positiver" Makrophagen. Abbildung
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4.2.1 zeigt exemplarisch am Beispiel von PKo345 II-2-3 die graphische Darstellung der
Messergebnisse. Fiir die Auswertung wurden die Ergebnisse aus drei unabhingigen

Experimenten gemittelt und in Tabelle 4.2.1 dargestellt.
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Abbildung 4.2.1: Darstellung der durchflusszytometrischen Bestimmung FITC-positiver CDI18-
defizienter, bzw. CD18-positiver Makrophagen nach Koinkubation mit PKo345 11-2-3 (MOI 20:1, 45 min
Koinkubationsdauer). Die Borrelien wurden mit dem monoklonalen anti-Flagellin Antikérper L41 1C11
markiert und mit dem entsprechenden anti-IgG-FITC visualisiert. Die Abszisse reprisentiert den
Messparameter FITC-Fluoreszenz, die Ordinate die Haufigkeit der FITC-positiven Zellen.

Tabelle 4.2.1: Gegeniiberstellung der mittleren Anzahl FITC-positiver
Makrophagen nach Koinkubation mit Borrelien (MOI 10:1).

Borrelienstamm/-klon Zelltyp FITC [%]
PKo CD18 7/ 14,3+ 6,7
CD18 '/ 122+24
PKo097 K37 CD18 7/ 22,3+10,8
CD18 '/ 19,5+79
PKo345 I1-2-3 CD18 7/ 17,0 +3,6
CDI8 '/ 209 +8,7
PBi CD18 7/ 129+11,3
CD18 /" 11,8 + 10,5

CD18 /" = CD18-defiziente Makrophagen
CD18 /"= CD18-positive Kontrollmakrophagen

Die Studie zeigt, dass die mittlere Anzahl FITC-positiver Makrophagen fiir PKo, PK097
K37, PKo345 1I-2-3 und PBi unabhéngig von getesteten Zelltyp jeweils identisch ist
(x*-Test, p < 0,05). Entsprechend wurde fiir jeden Borrelienstamm oder —klon auf eine

identische Anzahl zellassoziierter Borrelien geschlossen. Die B. afzelii Klone PKo97
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K37 und PKo345 II-2-3 zeichnen sich gegeniiber PKo und PBi im Gesamtvergleich
durch eine erhohte Bindungsaffinitit an die verwendeten Peritonealmakrophagen aus.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass unter Serum-freien Bedingungen das
Leukozytenadhésionsmolekiil CD18 keine Rolle bei der Bindung von B. burgdorferi an

murine Makrophagen zu spielen scheint.
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4.3 Untersuchungen zu Fibronektin-bindenden Proteinen verschiedener B.
burgdorferi sensu lato Spezies

Fir die Untersuchung moglicher funktioneller und struktureller Unterschiede der
Fibronektin-bindenden Proteine verschiedener Borrelia burgdorferi sensu lato Spezies,
wurden Fibronektin-bindende Proteine der B. burgdorferi s.I. Isolate B31, PKa2, PHei
und TN rekombinant hergestellt. Die klonierten Expressionseinheiten wurden auf
cDNA- und Aminosduresequenzebene analysiert und die Proteine anschlieend
proteinbiochemisch charakterisiert. Mittels Western Blot-Analysen wurde die
diagnostische Relevanz der rekombinanten Proteine getestet und letztlich die
Auswirkungen moglicher  proteinbiochemischer Unterschiede auf  die
Zellbindungsaffinititen in verschiedenen Sdugerzell-Modellsystemen untersucht. In
Anlehnung an die Veroffentlichung der genomischen DNA-Sequenz des B. burgdorferi
s.s. Isolates B31 werden im Folgenden die Genloci der Fibronektin-bindenden Proteine
mit bbk32, die rekombinanten Proteine entsprechend mit rBBK32 bezeichnet (FRASER
et al., 1997). Die Differenzierung der verschiedenen bbk32- bzw. rBBK32-Varianten
erfolgt in bbk32p3;, bbk32pk,n, bbk32ppe; und bbk32my bzw. rBBK32p3;, rBBK32pk,,
rBBK32pyei und rBBK321y.

4.3.1 Klonierung rekombinanter Fibronektin-bindender Proteine verschiedener B.
burgdorferi sensu lato Spezies

4.3.1.1 Primer-Design fiir die Synthese von bbk32-Genfragmenten

Voraussetzung fiir die Synthese rekombinanter Fibronektin-bindender Proteine
verschiedener B. burgdorferi sensu lato Spezies war die Amplifikation eines definierten
bbk32-cDNA-Fragments aus genomischer DNA der Isolate B31, PKa2, PHei und TN
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Die PCR-Primer wurden in Anlehnung an bereits veréffentlichte Sequenzdaten gestaltet
(vgl. 2.10; FRASER et al., 1997; PROBERT et al., 1998), wobei der fiir die spezifische
Bindung an die Ziel-DNA verantwortliche 3'-OH-Bereich der Oligonukleotide iiber 24-
28 Nukleotide komplementdr zur Ziel-DNA ist. Die Bereiche am iiberhdngenden 5'-
Ende der Primer beinhalten die Translationssignale ("Start"- und "Stop"-Kodon), sowie
Erkennungssequenzen flir Restriktionsenzyme (BamHI bzw. HindIIl) und umfassen
jeweils 9 Nukleotide. Mit EDV-Unterstiitzung (DNA-Man) wurden die Oligonukleotide
auf storende intramolekulare Sekundirstrukturen untersucht. Eine entsprechende

Optimierung der Sequenzen war nicht erforderlich. Die Bezeichnung der
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Oligonukleotide erfolgte nach der Kurzform fiir das Zielprotein, der Orientierung auf
dem Genlokus und der vorgesehenen Restriktionsenzymschnittstelle. Die optimalen
Annealing-Temperaturen fiir die Amplifikationsreaktion wurden empirisch unter
Berticksichtigung der Schmelztemperaturen (T,) der Oligonukleotide ermittelt und

lagen bei 50°C.

4.3.1.2 PCR-Amplifikation des bbk32-Genlokus verschiedener B. burgdorferi sensu
lato Isolate

Durch Amplifikationsreaktionen der kodierenden Bereiche fiir Fibronektin-bindendes
Protein wurden aus genomischen DNA-Priparationen der B. burgdorferi s.s. Isolate
B31 und PKa2 (jeweils OspA-Serotyp 1) und der B. garinii Isolate PHei (OspA-Serotyp
5) und TN (OspA-Serotyp 6) linearisierte Expressionseinheiten des bbk32-Genlokus
erzeugt (vgl. 3.9.6, 3.9.9). Zur Uberpriifung der amplifizierten DNA wurden die cDNA-
Fragmente elektrophoretisch auf Agarosegelen aufgetrennt (vgl. 3.9.1). Fiir die
jeweiligen Amplifikationsreaktionen wurden = 1,0 kb groe PCR-Produkte bestdtigt
(vgl. Abbildung 4.3.1). Nach Spaltung der cDNA-Fragmente mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und HindIIl (zur Genese Vektor-kompatibler
Doppelstrangenden) und anschlieBender Reinigung mittels Agarosegel-Elektrophorese
lagen alle Amplifikate in erwarteter Gro3e und ausreichender Menge (je ca. 2 ug ) vor

(vgl. 3.9.5,3.9.3,3.9.4).

_rhbks2

<— bbk32

Abbildung 4.3.1: bbk32-PCR-Amplifikate
aus genomischer DNA von 4 B. burgdorferi
s.l. Isolaten (B31, PKa2, PHei und TN). 1 %
Agarose, DNA-Molekulargewichtsstandard 11
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4.3.1.3 Klonierung von bbk32 in den Expressionsvektor pQE-30

Die cDNA-Fragmente wurden mit dem linearisierten (BamHI und HindIIl) und
dephosphorylierten Expressionsvektor pQE-30 ligiert und in die E. coli-Stamme XL1-
Blue und SURE® transformiert (vgl. 3.9.11). Insgesamt wurden mit der CaCl,-Methode
durchschnittliche Transformationseffizienzen von 10’ Transformanten pro pg
eingesetzter Plasmid-DNA fiir E. coli XL1-Blue und 10’ fir SURE® erzielt. Die
Transformationsrate konnte durch Anwendung der Elektroporation nicht gesteigert
werden. Durch die molekulare Analyse der Transformanten (vgl. 3.9.11.3.5) wurden je
10 positive Klone fiir die Klonierung der rekombinanten bbk32-Expressionseinheiten
der B. burgdorferi-Isolate B31, PKa2 und TN in pQE-30 identifiziert, jedoch keine fiir
das PHei-Target.

Die Klonierung der rekombinanten bbk32-Expressionseinheit des B. garinii Isolates
PHei gelang mittels TA-Cloning-Kit unter Verwendung des Vektors pCRII® (vgl.
3.9.11.2.1, 3.9.11.3). Da es sich hierbei jedoch nicht um einen Expressionsvektor
handelt, wurden nach Transformation der bbk32pHei—IM—Konstmkte, positiv
getestete Transformanten in den Expressionsvektor pQE-30 umligiert. Hierzu wurde die
bbk32pyei-Expressionseinheit {iber die Restriktionsenzymschnittstellen BamHI und
HindIII mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen aus den bkaZPHei-M-
Konstrukten isoliert, gelelektrophoretisch gereinigt und mit dem Expressionsvektor
pQE-30 ligiert (3.9.5, 3.9.3, 3.9.11.2). Nach Transformation der bbk32pp.i-pQE-30-
Konstrukte in E. coli XL1-Blue wurden 20 positive Klone bestitigt (vgl. 3.9.11.3).
Insgesamt konnten somit fiir alle 4 bbk32-Targets (B31, PKa2, PHei und TN) jeweils

mindestens 10 bbk32-Expressionskonstrukte in XL 1-Blue erzeugt werden.

4.3.1.4 Induzierbarkeit der bbk32-Transformanten

Transformanten, in denen das erwartete Gen nachgewiesen worden war, wurden im
analytischen MaBstab auf Expression untersucht. Die optimale Induktionsdauer und
-temperatur wurden empirisch ermittelt. Die Transformanten wurden in Vortesten bei
16 °C, 27 °C bzw. 37 °C fiir 2, 4, und 18 h (iiN) mit IPTG induziert und die Kulturen im
SDS-PAGE auf Expression untersucht (vgl. 3.10.2, 3.10.6). Das Expressionsniveau
erreichte bei einer Induktionstemperatur von 27 °C bereits 2 h nach Induktionsbeginn
ein Maximum, das tliber die Dauer des Versuches konstant blieb. Abbildung 4.3.2 zeigt
die SDS-PAGE Analyse induzierbarer bbk32-E. coli-Transformanten vor und nach
IPTG-Zugabe.
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Abbildung 4.3.2: SDS-PAGE Analyse induzierbarer bbk32-E. coli-Transformanten vor und
nach IPTG-Induktion. (-) bezeichnet die nicht-induzierten Proben, (+) die induzierten Proben.
(SDS-PAGE 12,5 %, Coomassie Brilliant Blue-gefarbt, Protein-Molekulargewichtsstandard
(high)

Die Molekiilmasse der BBK32-His¢-Fusionsproteine entsprach unter Beriicksichtigung
des Hise-tags, der fiir die Klonierung kodierenden Bereiche und der Laufeigenschaften

von E. coli-Ganzzelllysat im SDS-PAGE dem erwarteten Wert von 43-45 kDa.

4.3.1.5 Analytische Reinigung von rBBK32

Aus den vorselektionierten Transformanten wurde exemplarisch fiir die 4 verschiedenen
B. burgdorferi-bbk32 Varianten (B31, PKa2, PHei und TN) je eine induzierbare E. coli-
Transformante ausgewihlt. Fiir jeden dieser Klone wurde eine préparative Plasmid-
Isolierung durchgefiihrt und das fiir die bbk32-Expressionseinheit kodierende Insert
sequenziert (vgl. 3.9.8, 3.9.10). AnschlieBend wurden die 4 bbk32-Varianten nach
Anzucht und Induktion (27 °C, 2 h) im analytischen Maf3stab mit His Micro Spin
Purification Module (Amersham) gereinigt, um den Hise-tag zu iiberpriifen (vgl. 3.10.1,
3.10.4.2.1). Die Reinigung der Proteine wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift (vgl.
3.10.6).
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4.3.1.6 Praparative Reinigung von rBBK32

Die unter 4.3.1.5 ausgewdhlten Transformanten wurden im prédparativen Mafistab (1 1)
kultiviert (Induktion mit IPTG fiir 2 h bei 27 °C) und unter Anwendung der Durchfluss-
French Press die zytoplasmatische E. coli-Fraktion isoliert (vgl. 3.10.1, 3.10.3). Die
Expression der bbk32-Gene wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift (vgl. 3.10.6). Die
rekombinanten His¢-tag Fusionsproteine wurden aus dem Zelllysat iber
Metallionenaffinitdtschromatographie (IMAC) gereinigt und mittels SDS-PAGE
analysiert. =~ Die  einzelnen = IMAC-Eluate = wiesen  jedoch  nach  der
affinititschromatographischen Reinigung noch Verunreinigungen durch E. coli-Proteine
auf.

Im Anschluss an den IMAC-Lauf wurden die Protein-Préparationen wahlweise mittels
Anionen- bzw. Kationenaustauscher nachgereinigt. Hierzu wurden die {iber eine
Desalting-Siule  entsalzten und  umgepufferten = IMAC-Eluate an  eine
Anionenaustauscher- (rBBK32pk,, und rBBK321y) bzw. eine Kationenaustauschersiule
(rBBK32g3; und rBBK32pp.i) gebunden und mit einem linearen Salzgradienten eluiert
(vgl. 3.10.4.2.2, 3.10.4.3). Ein Aufkonzentrieren der einzelnen Proben war nicht
notwendig, da die verwendeten Expressionsvektoren eine ausgesprochen starke Hisg-
Proteinexpression induzierten und die Reinigung mit hoher Effizienz durchgefiihrt
werden konnte. Die Reinheit der 4 verschiedenen Fibronektin-bindenden Proteine
wurde durch SDS-PAGE kontrolliert (vgl. 3.10.6). Die SDS-PAGE-Analyse in
Abbildung 4.3.3 zeigt die rBBK32-Proteinfraktionen nach affinitits- und

ionenaustauschchromatographischer Reinigung.

rBBK32
200kDa —
97kDa —
68 kDa —
43kDa — - W & . <« BBK32
29kDa —
Abbildung 4.3.3: SDS-PAGE Analyse der rekombinanten
18 kDa — Fibronektin-bindenden = Proteine  (rBBK32) der B.
14kDa — burgdorferi s.l. Isolate B31, PKa2, PHei und TN nach
Metallaffinitéts- und Ionenaustauschchromatographie. SDS-
& Q%gr 5:& & Page 12,5 %, ca. 3 ug Protein je Spur, Coomassie-Brillant

Blue-gefarbt, Protein-Molekulargewichtsstandard high).
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Nach der lonenaustauschchromatographie zeigten die 4 verschiedenen BBK32-
Varianten in der Zielfraktion eine homogene Bande. Die Proteinkonzentrationen der
Proteinfraktionen wurden nach der BRADFORD-Methode bestimmt (vgl. Tabelle 4.3.1)

und die Priparationen bei —70 °C gelagert.

Tabelle 4.3.1: Gegeniiberstellung der Proteinkonzentrationen nach préparativer
Reinigung der rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine
(rBBK32), ermittelt nach der BRADFORD-Methode.

rBBK32 Proteinkonzentration [mg/ml]
B31 2,2
PKa2 2,0
PHei 1,9
TN 1,8

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fiir alle 4 BBK32-Varianten die
erwarteten Proteine im prédparativen Malstab gereinigt und nach SDS-PAGE

nachgewiesen werden konnten.

4.3.2 Sequenzanalysen der bbk32-Expressionseinheiten

Die bbk32-pQE-30-Konstrukte wurden unter Verwendung der unter 2.10 aufgefiihrten
Sequenzierprimer  sequenziert. Um  mogliche Fehler der Tag-Polymerase
auszuschlieBen, wurden die Sequenzreaktionen mindestens einmal wiederholt. Die
Rekonstruktion des Leserahmens und die Ubersetzung der Nukleotidsequenz in eine
hypothetische ~Aminosdureabfolge erfolgte ebenso wie die Berechnung der
theoretischen Werte fiir Molekulargewicht und Ladung der jeweiligen bbk32-
Expressionseinheit (B31, PKa2, PHei bzw. TN) mit Hilfe des Computerprogramms
DNA-Man.

Fiir alle 4 Konstrukte konnte auf vollstdndige und funktionelle rekombinante BBK32
Protein-Varianten geschlossen werden. Die Nukleinséuresequenzen und die daraus
resultierenden hypothetischen Aminosdureabfolgen sind im Anhang dargestellt (vgl.
Abbildung 8.1, 8.2). Die DNA- und Aminoséure-Sequenzen der verschiedenen bbk32-
Expressionseinheiten wurden mit Hilfe des BLAST-Datensuchprogramms (NIH,
Washington) gegen die NCBI-DNA-Datenbank verglichen. Alle 4 bbk32-Konstrukte

konnten aufgrund der Homologiedaten auf Nukleotid- und entsprechend auf
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Aminosdureebene der in der Datenbank hinterlegten korrespondierenden Sequenz des
Stammes B31 [Accession No. AE000788 (Nukleotidsequenz) und AAC66134 (AS-
Sequenz)] zugeordnet werden. Das im Rahmen dieser Arbeit klonierte bbk32p;;-
Konstrukt wies im Datenbankvergleich eine 99,7 % Ubereinstimmung mit der
verdffentlichten Sequenz auf (vgl. Tabelle 4.3.3).

Der Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit rekombinant erzeugten Proteine zeigte fiir
die Isolate B31, PKa2 und TN jeweils eine 335 Aminosdure (AS) lange, bzw. fiir das
Isolat PHei, eine 341 AS lange Aminosduresequenz.

Die Anzahl der konsekutiven AS und die rechnerisch ermittelten theoretischen
Molekulargewichte (MW), isoelektrischen Punkte (IEP) und Ladungen der hydrophilen
Hise-Fusionsproteine sind in Tabelle 4.3.2 aufgefiihrt. Die 20 AS umfassende

Leadersequenz wurde hierbei nicht beriicksichtigt.

Tabelle 4.3.2: Computerunterstiitzte Analysen verschiedener rekombinanter Fibronektin-bindender
Proteine (rBBK32). Die Berechnungen wurden unter Anwendung des
Computerprogramms DNA-Man erstellt.

rBBK32 Anzahl der kon. AS*  theoret. MW [kDa]* theoret. IEP* Ladung
B31 335 38,94 5,41 -7,4
PKa2 335 40,28 5,83 -5,22
PHei 341 40,72 5,91 -5,15
TN 335 39,23 5,41 -7,4

* konsekutive Aminosduren (kon. AS), theoretische relative Molekiilmasse (theoret. MW), theoretischer
isoelektrischer Punkt (theoret. IEP).

Die verldngerte AS-Sequenz von rBBK32pye, resultiert aus einer Insertion von
insgesamt 18 Nukleotiden. Diese Insertion orientiert sich, wie aus Abbildung 8.1 (siche
Anhang) hervorgeht, gegen das 3'-Ende der bbk32-cDNA-Sequenz und ist folglich
"downstream" der die Fibronektinbindung vermittelnden Doméne lokalisiert. Der
Vergleich der AS-Sequenzen der untersuchten rekombinanten  bbk32-
Expressionseinheiten zeigt vorwiegend fiir das rekombinante Fibronektin-bindende
Protein des B. garinii-Isolates PHei zahlreiche Aminosdurcaustausche (vgl. Abbildung
8.2, siche Anhang). Insbesondere innerhalb der "minimal functional binding region",
wurden 4 Aminosdureunterschiede, davon ein konservativer AS-Austausch,

identifiziert.
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In Abbildung 4.3.4 sind die einzelnen "minimal functional binding regions" der 4

rekombinanten BBK32-Proteine einander gegeniibergestellt.

BBK32 von B31 QGSLNSLSGESGELEEPIESNEIDLTIDSDLR
BBK32 von PKa2 - -
BBK32 von PHei K-———o——— k-t---————- -

BBK32 von TN —mmmmmmmmmmm

Abbildung 4.3.4: Gegeniiberstellung der Aminosduresequenzen der
"minimal functional binding region" (AS 131-162) der rekombinanten
rBBK32-Proteine nach PROBERT et al. (2001). Homologe AS sind mit "-",
nicht konservative AS-Austausche mit "x" und konservative AS-Austausche
mit "x" bezeichnet.

Insgesamt resultieren die Aminosdureaustausche und die variable Anzahl an
Aminosduren in Unterschieden das Molekulargewicht, den IEP und die Ladung der
einzelnen Hisg-Fusionsproteine betreffend (vgl. Tabelle 4.3.2).

Tabelle 4.3.3 fasst die Homologievergleiche der Aminosduresequenzen der 4, im
Rahmen dieser Arbeit rekombinant erzeugten, Fibronektin-bindenden Protein

zusammen.

Tabelle 4.3.3: Vergleich der Aminosduresequenzen der rekombinanten Fibronektin-
bindenden Proteine (rBBK32) von B31 (AS 21-355), PKa2 (AS 21-355),
PHei (AS 21-361) und TN (AS 21-355).

% Identitat*

rBBK32
PKa2 PHei TN
B31 99,40 89,38 99,10
PKa2 89,71 99,70
PHei 89,41

* Die Identitdten wurden aus den hypothetischen Translationsprodukten der klonierten
cDNA-Sequenzen abgeleitet (DNA-Man).

Die Analyse der Sequenzdaten von 7 weiteren B. burgdorferi sensu lato-Isolaten aus der

Literatur zeigte (Vergleichsdaten nicht dargestellt), dass weder die unterschiedliche



4 Ergebnisse 115

Lange der Genloci noch die Aminosdurevariationen mit der Speziesklassifizierung von
B. burgdorferi sensu lato in B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii oder der OspA-

Serotypisierung nach WILSKE et al. (1993a) zu korrelieren scheinen.

4.3.3 Proteinchemische Charakterisierung der rBBK32-Varianten

4.3.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Das rekombinante BBK32-Material aller 4 B. burgdorferi s.1. Isolate zeigte in der SDS-
Analyse nach der Reinigung mittels Ionenaustauschchromatographie eine homogene
Bande bei ca. 40 kDa (vgl. Abbildung 4.3.3). Anzumerken ist, dass sich die
Proteinprdparationen nach 2 wochiger Lagerung bei —70 °C meist als zwei eng
benachbarte Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 39 und 43 kDa im
SDS-PAGE darstellen. Moglicherweise handelt es sich bei der zweiten, kleineren Bande
um ein durch Protease-Aktivitit erzeugtes Degradationsprodukt des urspriinglichen

rekombinanten Proteins.

4.3.3.2 Fibronektin-Bindungsfihigkeit der rBBK32-Varianten

Um die Fibronektin-Bindungsfahigkeit der gereinigten rekombinanten BBK32-Proteine
zu testen, wurden die nativen Proteinpridparationen einheitlich auf eine Protein-
Konzentration von 1,8 mg/ml eingestellt und zusammen mit den Kontrollantigenen via
Dot-Blot-Technik auf Nitrozellulose aufgebracht (vgl. 3.10.9). Als Kontrollen wurden
gereinigtes humanes Fibronektin und OspC, ein Borrelien-spezifisches Outer Surface
Protein, ohne bisher beschriebene Fibronektin-Bindungsaktivitét, gewéhlt. Der Dot-Blot
wurde iiber Nacht (iiN) mit humanem Fibronektin (finale Konzentration 10 pg/ml)
inkubiert und anschlieBend, entsprechend dem  Standardprotokoll eines
Immunnachweises, gebundenes Fibronektin mit einem spezifischen anti-Human-
Fibronektin-Antikorper detektiert (vgl. 3.10.10).

Aus Abbildung 4.3.5 geht deutlich hervor, dass alle 4 verschiedenen BBK32-Varianten
spezifisch humanes Fibronektin binden. Die Spezifitit der Bindung zwischen Dot-AG
und Fibronektin wird ebenso, wie die spezifische Reaktivitdt des verwendeten anti-
Fibronektin-Antikorpers, durch die Kontrollen bestitigt. Auffalligerweise weist BBK32
von PHei im Vergleich zum {brigen BBK32-Material eine besonders massive
Reaktivitit im Immunnachweis auf. Dies konnte ein moglicher Hinweis auf eine
vermehrte Bindungsaffinitit der verwendeten Dot-AG-Praparation zu humanem

Fibronektin sein, die bis hin zur maximalen getesteten Verdiinnung des Dot-Antigens
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von 1:1000 nicht abnimmt. In wiederholten Analysen mit zwei verschiedenen Protein-
Priparationen pro Dot-AG konnte die vermehrte Fibronektin-Bindungsaffinitéit fiir

rekombinantes BBK32 von PHei bestétigt werden.
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Abbildung 4.3.5: Immunoprintanalyse der Fibronektin-Bindungsfihigkeit der BBK32-Préparationen der
B. burgdorferi s.l. Isolate B31, PKa2, PHei und TN. Die Dot-AG, humanes Fibronektin, OspC und
Fibronektin-bindende Proteine (rBBK32) der B. burgdorferi s.1. Isolate B31, PKa2, PHei und TN, wurden
in den angegebenen Verdiinnungsstufen (1:1=1,8 mg/ml) aufgebacht und die Immunoblots N mit
humanem Fibronektin (finale Konz. 10 pg/ml) inkubiert. Gebundenes Fibronektin wurde anschlieend
mit anti-Human-Fibronektin-AK und dem entsprechenden POD-Konjugat detektiert.
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4.3.3.3 Einfluss von Gelatine auf die Fibronektin-Bindungsfihigkeit der rBBK32-
Varianten

PROBERT und JOHNSON (1998) zeigten fiir das B. burgdorferi sensu stricto Isolat B31 die
Uberschneidung der BBK32-Bindedomine humanen Fibronektins mit dessen
spezifischer Gelatine-Bindedoméne. Im Affinitétsblot war Fibronektin, vorinkubiert mit
Gelatine, nurmehr in geringem Maf3e in der Lage, BBK32 zu binden.

Im Folgenden wurde der Einfluss von Gelatine auf die Fibronektin-Bindungsfahigkeit,
der im Rahmen dieser Arbeit klonierten rBBK32-Proteine untersucht, um mogliche
Unterschiede der BBK32-Varianten hinsichtlich ihrer Fibronektin-Bindedoméinen zu
testen.

Die rBBK32-Proteinpriparationen wurden zusammen mit den Kontrollantigenen mittels
Dot-Blot-Technik auf Nitrozellulose aufgebracht (vgl. 3.10.9). Als Kontrollen wurden
neben gereinigtem humanem Fibronektin, OspC und BSA, beide ohne beschriebene
Fibronektin-Bindungsaktivitat, gewdhlt (vgl. 4.3.3.2). Der Dot-Blot wurde iiber Nacht
(iN) mit humanem Fibronektin (finale Konzentration 10 pg/ml) inkubiert, welches mit
einer 0,1 %igen Gelatine-Losung vorbehandelt wurde (45 min, 4 °C). Die Detektion des
gebundenen Fibronektins erfolgte entsprechend dem Standardprotokoll eines
Immunnachweises unter Verwendung eines spezifischen anti-Human-Fibronektin-
Antikorpers (vgl. 3.10.10). In Abbildung 4.3.6 sind die Immunoprintanalysen zur
Fibronektin-Bindungsfdhigkeit aller getesteten Proben dargestellt.

Kontrollen rBBK32
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Abbildung 4.3.6: Immunoprintanalyse des FEinflusses von Gelatine auf die Fibronektin-
Bindungsfihigkeit der rBBK32-Priparationen der B. burgdorferi s.l. Isolate B31, PKa2, PHei und TN.
Die Dot-AG, humanes Fibronektin, OspC, BSA und Fibronektin-bindende Proteine (rBBK32) der B.
burgdorferi s.1. Isolate B31, PKa2, PHei und TN wurden mit einer Proteinkonzentration von 1,8 mg/ml
aufgebracht. Der Dot-Blot wurde nacheinander mit Gelatine-Losung (0,1 %) und humanem Fibronektin
(finale Konz. 10 pg/ml) jeweils GN inkubiert. Gebundenes Fibronektin wurde anschlieBend mit anti-
Human-Fibronektin-AK und dem entsprechenden POD-Konjugat detektiert.
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Abbildung 4.3.6 zeigt, verglichen mit Abbildung 4.3.5, eine deutliche Reduktion der
Fibronektin-Bindungsfdhigkeit unter dem Einfluss von Gelatine, insbesondere fiir die
rBBK32-Préparationen von B31, PKa2 und TN. Hingegen scheint Gelatine die Bindung
humanen Fibronektins an die Variante des B. garinii Isolates PHei kaum zu
beeinflussen. Die Spezifitit der Bindung zwischen Dot-AG und Fibronektin wird
ebenso wie die spezifische Reaktivitit des verwendeten anti-Fibronektin-Antikorpers
durch die Kontrollen bestétigt. Gelatine hemmt somit im Falle von rBBK32g31, -pka2
und -tn die Fibronektin-Bindung der rekombinanten Proteine kompetitiv, wahrend es

die Bindung von Fibronektin zu rBBK32py,; hingegen nicht inhibiert.

4.3.4 Diagnostische Relevanz der rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine
In einer standardisierten Western Blot-Analyse (vgl. SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003)
wurden die klonierten rBBK32-Varianten rBBK32g3;, rBBK32pka2, rBBK32pye; und
rBBK321y serologisch getestet. Hierzu wurden die gereinigten rBBK32-Priparationen
nach einem préparativen SDS-PAGE-Lauf auf Nitrozellulose transferiert und die
Western Blots anschlieBend in 2 mm breite Streifen geschnitten (vgl. 3.10.6, 3.10.8).
Jeweils ein Blot-Streifen wurde mit einem ausgewihlten Immunserum inkubiert und
immunreaktive spezifische anti-BBK32- (bzw. anti-E. coli-) Antikérper mit anti-
Human-IgG-POD-Konjugat (bzw. anti-Kaninchen-IgG-POD-Konjugat) detektiert (vgl.
3.10.10). Insgesamt wurden in 3 unabhingigen Wiederholungen eine definierte
Auswahl an Patienten- und Kontrollseren getestet, bestehend aus 40 Neuroborreliose
Stadium II- (NBII-) Patientenseren, 40 Blutspenden, 10 Serumproben mit positivem
Rheumafaktor und 9 Serumproben mit positiver Lues-Serologie und einem anti-E. coli-
Kaninchenserum (vgl. SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003). In Tabelle 4.3.4 sind die
Ergebnisse der Western Blot-Analyse aufgefiihrt, die entsprechenden Immunoblots sind
nebst semiquantitativer Auswertung im Anhang dargestellt (Abbildung 8.3 und Tabelle
8.10, siche Anhang).
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Tabelle 4.3.4: Ergebnisse der Western Blot-Studie mit rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteinen
der B. burgdorferi s.1. Isolate B31, PKa2, PHei und TN.

Sensitivitit und Spezifitit rekombinanter Western Blots

Sensitivitit Spezifitit
Antigen n=40 n=59
rBBK32;;, 22 55 % 57 97 %
rBBK32pk.» 26 65 % 58 98 %
rBBK32pyi 24 60 % 57 97 %
rBBK32y 22 55% 57 97 %
Gesamt 28 70 % 57 97 %

Die Sensitivitit der rBBK32-Varianten wurde unter Verwendung eines definierten Neuroborreliose 11-
Patientenserenpanels (n=40) (vgl. SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003), die Spezifitit anhand von 59
Kontrollseren, darunter 40 Blutspenden, 10 Serumproben mit positivem Rheumafaktor und 9
Serumproben mit positiver Lues-Serologie bestimmt. Die Gesamtsensitivitdt bzw. —spezifitit resultiert
aus dem Vergleich der Einzelsensitivititen bzw. —spezifitdten. Hierfiir wurde jedes Patientenserum bzw.
Kontrollserum bestimmt, ob es im Western Blot mit mindestens einem der getesteten Antigene eine
rBBK32-spezifische Antikorperreaktion zeigt (Sensitivitit) bzw. diese nicht zeigt (Spezifitét).

Die Western Blot-Analyse zeigte bei allen getesteten rBBK32-Varianten spezifische
IgG-Serumreaktivititen, wobei fiir die Proteinvariante tBBK32pg,, mit 65 % (26/40
NBII-Patientenseren) die hochste Sensitivitit berechnet wurde. Die Proteinpréaparation
von rBBK32pp. wies mit 24 positiven von insgesamt 40 analysierten NBII-
Patientenseren eine Sensitivitdt von 60 % auf, wihrend fiir rBBK32p3; und rBBK321y
mit 55 % (22/40 NBII-Patientenseren) die insgesamt niedrigste Sensitivitit ermittelt
wurde. Insgesamt zeigten 14 Seren bei allen 4 getesteten NBII-Patientenseren positive
IgG-Serumreaktivititen, 9 NBII-Seren reagierten mit 3, 4 NBII-Seren mit 2 und 1 NBII-
Serum reagierte mit einer rBBK32-Variante. Die Spezifitit der Western Blot-Analyse
betrug 98 % fiir rBBK32pka, und jeweils 97 % fiir die Proteinvarianten rBBK32g;,,
rBBK32pyi und rBBK321y, woraus eine Gesamtspezifitit von 97 % resultiert. Die
Gesamtspezifitdit  resultiert aus den unabhingig voneinander ermittelten
Einzelspezifititen, wobei in 57 der insgesamt 59 getesteten Kontrollseren keine
spezifischen Antikorper gegen die rekombinanten BBK32-Varianten nachgewiesen

wurden.



4 Ergebnisse 120

Aus den 4 unabhingig voneinander ermittelten Sensitivititsraten errechnet sich
wiederum eine Gesamtsensitivitdit von 70 %, d.h. in 28 der 40 getesteten NBII-
Patientenseren konnten spezifische Antikérper gegen mindestens eine der
rekombinanten BBK32-Varianten nachgewiesen werden.

Bewertet man die in Tabelle 4.3.4 aufgefiihrten Daten beziigliche ihrer statistischen
Signifikanz, so ist der Sensitivitdtsunterschied zwischen den Immunoblotergebnissen
aller vier getesteter IBBK32-Proteinvarianten statistisch nicht signifikant (y*-Test, p >
0,05). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die 4 rekombinanten
Fibronektin-bindenden  Proteine unter Beriicksichtigung der entsprechenden
Fragestellung durchaus zu diagnostischen Zwecken herangezogen werden konnen.

Die unter 4.3.3.1 beschriebene Degradierung der rBBK32-Priparationen beeinflusste
das Ergebnis der serologischen Studie nicht. Sofern sich die Antigene im SDS-PAGE-
Lauf in zwei Fraktionen mit unterschiedlichem Molekulargewicht trennten (Analyse
mittels Coomassie-Kontrollfarbung), konnten sowohl der 39 kDa-, als auch der 43 kDa-
Bande identische IgG-Serumreaktivitidten zugeordnet werden (vgl. Abbildung 8.3, siehe
Anhang).

Die Inkubation der Immunoblotstreifen mit dem anti-E. coli-Kontrollserum weist in
allen getesteten rBBK32-Préiparationen auf Reste verunreinigender E. coli Proteine hin.
Die spezifischen Reaktivititen der Patientenseren mit den rekombinanten Fibronektin-
bindenden Proteinen wurden dadurch jedoch nicht in Frage gestellt, da das anti-E. coli-
Kontrollserum ausschlieBlich mit Proteinen reagierte, die aufgrund ihres
Molekulargewichts nicht mit den jeweiligen getesteten rBBK32-Protein

ubereinstimmten.

4.3.5 Zellbiologische Experimente

Die Analysen der AS-Sequenzen haben, wie bereits erldutert, Unterschiede zwischen
den einzelnen, im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Fibronektin-
bindenden Proteinen, insbesondere innerhalb der "minimal functional binding region",
aufgezeigt. Mit Hilfe geeigneter Mikrosphidren, konjugiert mit dem gereinigten BBK32-
Material, sollten nun in zellbiologischen Experimenten mit verschiedenen Saugerzell-
Modellsystemen mogliche Auswirkungen dieser strukturellen Unterschiede auf die
Zellbindungsaffinitit der Protein-Varianten untersucht werden (vgl. 3.5). Die
qualitative, wie quantitative Erfassung der einzelnen Bindungsaffinititen erfolgte

hierbei unter Anwendung von Immunfluoreszenztechniken (vgl. 3.7.4, 3.7.6, 3.7.8).
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4.3.5.1 Beschichtung der Mikrosphiiren

Die rekombinant hergestellten Fibronektin-bindenden Proteine wurden auf
Mikrosphéren mit einer speziellen Carboxyl-Oberflichenmodifizierung aufgebracht
(vgl. 3.10.11). Die Beschichtung wurde mit einem Immunnachweis kontrolliert, wobei
der Nachweis kovalent gebundenen rBBK32-Materials in Ermangelung eines
spezifischen anti-BBK32-Antikorpers indirekt iiber die Bindung humanen
Plasmafibronektins, erfolgte (vgl. 4.3.3.2). Hierzu wurden rBBK32-konjugierte
Mikrosphiren zusammen mit den Kontrollmikrosphdren und den Kontrollantigenen
Fibronektin und BSA im SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert
(vgl. 3.10.11, 3.10.6, 3.10.8). Die Verwendung eines reduzierenden Probenpuffers
bewirkte hierbei zusammen mit den denaturierenden SDS-PAGE-Bedingungen ein
Ablosen der Antigene von den Mikrosphiren und erlaubte somit die Auftrennung aller
getesteten  Antigene  gemdll  ihres  spezifischen = Molekulargewichts.  Die
Kontrollmikrosphdren wurden mit BSA bzw. E. coli-Lysat konjugiert, um in den
nachfolgenden Koinkubationsexperimenten mit Sdugerzellen die Spezifitit der
Mikrosphédren-vermittelten ~ Zellbindungsaffinitit bzw. den mdoglichen Einfluss
verunreinigenden E. coli-Materials zu untersuchen. Der Western Blot wurde tiber Nacht
(iN) mit humanem Fibronektin (finale Konzentration 10 pg/ml) inkubiert und
anschlieBend gebundenes Fibronektin mit einem spezifischen anti-Human-Fibronektin-
Antikorper detektiert (vgl. 3.10.10). Insgesamt ermoglicht der Western Blot neben dem
indirekten Nachweis einer spezifischen rBBK32-Beschichtung der Mikrosphéren
zusdtzlich den Nachweis einer spezifischen Bindung von Fibronektin an rBBK32 und
bestitigt weiterhin die spezifische Reaktivitit des verwendeten anti-Human-
Fibronektin-Antikorpers. Die Ergebnisse der Immunoprintanalyse sind in Abbildung

4.3.7 dargestellt.
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Kontrollen Mikrosphiren

200 kDa —

97kDa —
68kDa —
43 kDa — : . <+— rBBK32

29kDa —

18kDa —
14kDa —

Abbildung 4.3.7: Immunnachweis der kovalenten Bindung rekombinanten BBK32-Materials an
carboxylmodifizierte Mikrosphiren. Die Mikrosphiren wurden mit rBBK32g3,, IBBK32pk,,, IBBK32py,;
und rBBK32ry beschichtet und ebenso wie die E. coli-Lysat- bzw. BSA-konjugierten
Kontrollmikrosphéren und den Kontrollantigenen BSA und Fibronektin im SDS-PAGE 12,5 %
(Molekulargewichtsstandard, high) aufgetrennt. Der Western Blot wurde nach Transfer der Antigene iN
mit humanem Plasmafibronektin (Endkonzentration 10 pg/ml) inkubiert und anschliefend gebundenes
Fibronektin mit anti-Human-Fibronektin-AK und dem entsprechenden POD-Konjugat detektiert.

Wie aus Abbildung 4.3.7 deutlich hervorgeht, zeigen ausschlielich diejenigen
Mikrosphéren, die mit den 4 verschiedenen BBK32-Varianten konjugiert wurden, eine
spezifische anti-Human-Fibronektin-Antikorper vermittelte Substratreaktivitit und
bestéitigen somit indirekt die Kopplung der r BBK32-Proteine an die Mikrosphéren. Der
unter 4.3.7 dargestellte Western Blot zeigt hierbei fiir das rBBK32ppei-
Mikrosphédrenkonjugat eine gegeniiber den iibrigen rBBK32-konjugierten Mikrosphéiren
etwas stirkere Fibronektin-Bindungskapazitit, die in einem Kontrollversuch (Daten
nicht gezeigt) bestdtigt wurde. Die E. coli-Lysat- und BSA-markierten
Kontrollmikrosphédren wiesen hingegen keinerlei anti-Human-Fibronektin-Antikorper
vermittelte Immunreaktion auf. Die Kontrollmikrosphéren konnten folglich kein
humanes Plasmafibronektin binden. Die Konjugation der Kontrollmikrosphéren mit E.
coli-Lysat bzw. BSA wurde anhand eines indirekten Immunfluoreszenztests mit einem
anti-E. coli-Kaninchenserum bzw. einem anti-BSA-Antiserum bestétigt (Daten nicht
gezeigt).

Die in Abbildung 4.3.7 gezeigten Kontrollen bestitigen neben der Spezifitit der
Bindung zwischen rBBK32 und Fibronektin, die spezifische Reaktivitit des anti-

Human-Fibronektin-Antikorpers.
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4.3.5.2 Nachweis von Fibronektin auf Sdugerzellen

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurden die adhirent wachsenden Zellen auf
vorhandenes Fibronektin untersucht. Eine Unterscheidung zwischen zelleigenem und
moglicherweise durch das Kulturmedium (Fibronektin ist ein wichtiger
Serumbestandteil) an die Zellen gebundenes Fibronektin war allerdings nicht moglich.
Das Glykoprotein wurden mit einem spezifischen anti-Fibronektin-Antikdrper und
einem entsprechenden anti-IgG-FITC-Konjugat visualisiert und die Zellkulturpriparate
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert (vgl. 3.7.3, 3.7.6, 3.7.8).

A

Abbildung 4.3.8: Immunfluoreszenzdarstellung von Fibronektin auf 1321N1
(A) und HUVEC (B). Markierung mittels eines spezifischen anti-Fibronektin-
Antikorpers und dem entsprechenden anti-IgG-FITC-Konjugat. Der weille
Balken représentiert 5 pum.

Die Fluoreszenzpriparate (vgl. Abbildung 4.3.8) =zeigten spezifisch angefirbte
Fibronektinfasern auf den Zellen, insbesondere an der Zellperipherie und an
vorhandenen Ausldufern. Bevorzugt war kondensiertes Fibronektin in Arealen von Zell-
Zell-Kontakten lokalisiert. Insgesamt scheinen immortalisierte neuronale Zellen im
Gegensatz zu den getesteten endothelialen Zellen weniger intensive Fibronektin-
vermittelte Immunfluoreszenzsignale aufzuweisen. Einen Riickschluss auf eine
verminderte Expression zelluldren Fibronektins der neuronalen Zellen im Vergleich den
endothelialen Zellen erlaubt diese semiquantitative Versuchsanordung allerdings nicht.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die verwendeten Zellkultursysteme
fiir den Nachweise Fibronektin-vermittelter Bindungsaffinititen in nachfolgenden
Experimente geeignet sind, wenngleich jedoch nicht zwischen zelleigenem und

zellfremden Fibronektin unterschieden werden konnte.
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4.3.5.3 Zellbindungsaffinititen der rBBK32-Varianten

Die rBBK32-konjugierten Mikrosphiren wurden mit verschiedenen, auf Deckglédschen
kultivierten, adhirent wachsenden Zelltypen koinkubiert und die Anzahl gebundener
Mikrosphédren (= mittlere Anzahl gebundener Mikrosphédren + Standardabweichung)
durch das Auszihlen der Préparate im konventionellen Fluoreszenzmikroskop ermittelt.
Ein Haften der verschiedenen rBBK32-konjugierten Mikrosphédren an der Oberfldche
der unbehandelten Coverslips bzw. deren Gelatine- oder Kollagen-Beschichtung
(wichtig bei Koinkubation mit CRL-2480-Zellen bzw. HUVEC) konnte in
Vorversuchen ausgeschlossen werden. Hierzu wurden die entsprechend préparierten
Deckgldschen mit den verschiedenen Mikrosphérenprédparationen fiir 90 min inkubiert
(vgl. 3.5) und die Préparate im Immunfluoreszenzmikroskop analysiert (vgl. 3.7.4,
3.7.6, 3.7.8). Somit war die grundlegende Vorraussetzung fiir die qualitative wie
quantitative Analyse der Zellbindungsaffinitdt der BBK32-Varianten gewéhrleistet. Als
Kontrollgruppen wurden, wie bereits beschrieben, E. coli-Lysat- bzw. BSA-konjugierte
Mikrosphéren verwendet. Abbildung 4.3.9 zeigt die Bindung der verschiedenen

Mikrosphéren an die getesteten Sdugerzellen.
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Abbildung 4.3.9: Bindung von E. coli-Lysat-, BSA- bzw. rBBK32-konjugierten Mikrosphédren an

verschiedene Saugerzellen. Die Koinkubationsdauer betrug 90 min, MOI 50:1). Die Siugerzellen wurden

mittels Alexa Phalloidin 568 gegen F-Aktin und die Mikrosphdren mittels anti-E. coli-Kaninchenserum

(K54), anti-BSA-Kaninchenserum bzw. rBBK32-reaktiven Humanseren (vgl. 3.7.4) und einem

entsprechenden anti-IgG-FITC visualisiert. Dargestellt sind Overlays aus jeweils 4 laser scanning

Bilddateien. Die weillen Balken représentieren jeweils 10pum.

A;: E. coli-markierte Mikrosphéren, adhérierend an 1321N1-Zellen

A,: E. coli-markierte Mikrosphéren, adhérierend an HUVEC

B;: BSA-markierte Mikrosphéren, adhirierend an 1321N1-Zellen

B,: BSA-markierte Mikrosphéren, adhédrierend an HUVEC

C;: rBBK32 B31-markierte Mikrosphéren, adhérierend an HUVEC

C,: rBBK32 B31-markierte Mikrosphéren, adhérierend an 1321N1-Zellen

D;: rBBK32 TN-markierte Mikrosphéren, adhérierend an ECV304-Zellen

D,: rBBK32 TN-markierte Mikrosphéren, adhérierend an 1321N1-Zellen

E;- E4 rBBK32 PKa2-markierte Mikrosphiren, adhédrierend an HUVEC (E;), ECV304-Zellen (E,),
1321N1-Zellen (E3) und CRL-2480 (E,)

F,: tBBK32 PHei-markierte Mikrosphdren, adhdrierend an HUVEC (F;), ECV304-Zellen (F,),
1321N1-Zellen (F3) und CRL-2480 (F,)

=
1
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In ersten Untersuchungen wurden verschiedene Mikrosphirenkonzentrationen von 10:1,
20:1, 50:1, 100:1 und 500:1 Mikrosphédren/Zelle getestet (vgl. 3.5, 3.7.4, 3.7.6, 3.7.8). In
Anlehnung an die Phagozytoseexperimente mit Borrelien und um gleichzeitig die
Auszdhlbarkeit der Praparate zu gewdéhrleisten, wurde fiir die weiteren Versuche ein
Inokulum von 10 Mikrosphédren pro Zelle gewéhlt.

In einer Zeitreihe mit Koinkubationszeitrdumen zwischen 15 Minuten und 18 Stunden
wurden die spezifischen Zellbindungsaffinititen der Fibronektin-bindenden Proteine der
B. burgdorferi s.l.-Isolate B31, PKa2, PHei und TN indirekt, d.h. anhand der mittleren
Anzahl gebundener Mikrosphéren pro Zelle, fiir jeden getesteten Zelltyp ermittelt und
graphisch dargestellt (vgl. Abbildung 4.3.10). Die Experimente wurden in 3
Wiederholungen in Doppel- bzw. Trippelansitzen pro Zelltyp durchgefiihrt. Gezéhlt
wurden pro Pridparat 30 Gesichtsfelder (GF). Die Gesamtzahl der gebundenen
Mikrosphéren eines GF wurde auf Mikrosphiren pro Zelle berechnet, diese gemittelt
und die jeweiligen Standardabweichungen ermittelt (vgl. 3.7.6, 3.7.8). Die einzelnen
Zeitwerte sind in tabellarischer Form im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 8.5, siehe
Anhang).

Abbildung 4.3.10 veranschaulicht mit mittleren Werten von 0,11-0,44 (= 0,07-0,27)
gebundenen Mikrosphdren pro Zelle sehr deutlich die Vernachlédssigbarkeit der
Affinititen der Kontrollmikrosphdren zu den verschiedenen neuronalen und
endothelialen Sédugerzellen. Dadurch konnte fiir alle Koinkubationsexperimente und
jeden Zeitwert die Spezifitit der Bindung zwischen rBBK32-konjugierten
Mikrosphéren und dem jeweiligen getesteten Zelltyp bestétigt werden.

Im zeitlichen Verlauf zeigten alle getesteten rBBK32-Varianten einen linearen Anstieg
der zellassoziierten Mikrosphdren innerhalb des Zeitraumes von 15-60 bzw. 90
Minuten. Bei ldnger andauernden Koinkubationen (>90 Minuten) wurde ein
Sattigungswert mit stagnierender Anzahl gebundener Mikrosphéren erreicht.

Insgesamt zeigte der Vergleich der Zellbindungsaffinititen von rBBK32p3-,
rBBK32pka- und rBBK321n-gekoppelten Mikrosphéren vergleichbare Ergebnisse fiir
jeden beliebigen Zeitwert. Innerhalb dieser Gruppe wiesen die rBBK321n-Mikrosphiren
die geringste Bindungsaffinitidt auf, wobei die Differenzen zu den rBBK32ps3;- und
rBBK32pgao-Mikrosphéren jedoch nicht signifikant waren. Dies ist moglicherweise auf
die vergleichsweise geringe Stabilitdt des gereinigten Proteins zuriickzufiihren: das
getestete rBBK32-Material des B. garinii-Isolates TN neigte, gemessen an den iibrigen

Proteinpréparationen, am stirksten zur Bildung von Spaltprodukten. Die hdochste
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Affinitdt zu allen getesteten Zelltypen wiesen die rBBK32ppyci-Mikrosphiren auf.
Insgesamt war deren erhohte Affinitdt unter den getesteten endothelialen Zelltypen
gegeniiber allen anderen rBBK32-Varianten zu jedem Zeitwert signifikant (p < 0,05).
Im Falle der neuronalen Astrozytomzelllinie 1321N1 waren nur gegeniiber den
rBBK32n-Mikrosphédren signifikant mehr rBBK32pp.i-Mikrosphéren zellassoziiert.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Affinitit der rBBK32ppei-
Mikrosphéren zu jedem Zeitwert hoher gegeniiber den librigen rBBK32-konjugierten
Mikrosphéren war. Der Unterschied war statistisch stets signifikant (Fisher's Exakt Test,

p <0,05).
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Abbildung 4.3.10: Zeitreihe iber die Zellbindungsaffinititen der einzelnen rBBK32-konjugierten
Mikrosphidren unter Verwendung von 1321N1-, ECV304-, CRL-2480- Zellen und HUVEC. Getestet
wurden wie angegeben nach 15, 30, 60, 90 min, 6 h und 18 h (iiN), wobei die Abszisse den Zeitverlauf
reprasentiert und die Ordinate die Anzahl der zellassoziierten Mikrosphdren in absoluten Zahlen.
Inokuliert wurden 10 Mikrosphéren pro Zelle. Die Signifikanzen wurden unter Anwendung des Fisher's
Exakt Tests (p-Wert < 0,05) berechnet. Als Kontrollen wurden neben unmarkierten, E. coli-Lysat- und
BSA-konjugierte Mikrosphéren verwendet.
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Abbildung 4.3.11 zeigt die aus Abbildung 4.3.10 extrahierten 90 Minuten-Werte in
Form eines Siulendiagramms, um die Differenzen zwischen den unterschiedlich
konjugierten Mikrosphéren zu veranschaulichen. Die Ergebnisse wurden getrennt nach

getestetem Zelltyp aufgeschliisselt.

O unmarkiert
O E. coli-Lysat
O BSA
0 BBK32-B3l
0 rBBK32-PKa2

= o rBBK32-PHei

(0]

S B BBK32-TN
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.ﬁ 7

8 T

g ¢ g

TN> 5

= 4

g

g o

<3 X

o N 2

29

=l 0 - EIosES T

1321N1 CRL-2480 ECV304 HUVEC

Abbildung 4.3.11: Zellbindungsaffinititen der einzelnen rBBK32-konjugierten Mikrosphédren unter
Verwendung von 1321N1-, ECV304-, CRL-2480-Zellen und HUVEC. Die Abszisse représentiert die
verschiedenen Zelltypen und die Ordinate die mittlere Anzahl der zellassoziierten Mikrosphéren in
absoluten Zahlen nach 90 min Koinkubation (MOI 10:1). Als Kontrollen wurden neben unmarkierten, E.
coli-Lysat- und BSA-konjugierte Mikrosphédren verwendet.

Insgesamt zeichnet sich ein signifikanter Unterschied in der Zellbindungsaffinitéit des
rekombinanten = BBK32-Materials zwischen neuronalen und endothelialen
Sdugerzellmodellen ab, wobei die rBBK32 konjugierten Mikrosphéren effektiver an
endotheliales, als an neuronales Gewebe binden. Dies konnte mdglicherweise auf das
unter 4.3.5.2 (vgl. Abbildung 4.3.8) beschriebene verminderte Fibronektin-Vorkommen
auf den getesteten neuronalen Zellen zuriickzufiihren sein. Weniger effizient ist im Falle
der getesteten endothelialen Zellen die Bindung der Mikrosphiren an immortalisierte
Zellen im Vergleich zu primér isolierten Nabelschnurzellen, wobei die Differenzen

statistisch nicht signifikant sind (Fisher's Exakt Test, p > 0,05).
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4.3.5.4 Einfluss von humanem Plasmafibronektin auf die Zellbindungsaffinitit der
rBBK32-Varianten

Basierend auf den Ergebnissen, den Einfluss von Fibronektin auf das Fibronektin-
Bindungsverhalten von BBK32 des B. burgdorferi sensu stricto Isolates B31 betreffend
(PROBERT und JOHNSON, 1998), wurden die Zellbindungsaffinitidt der verschiedenen
rBBK32-Mikrosphdren unter Einwirkung von humanem Plasmafibronektin
exemplarisch an HUVEC untersucht. Hierzu wurden die rBBK32-konjugierten
Mikrosphéren, bzw. die Kontrollmikrosphiren (unmarkiert, E. coli-Lysat- bzw. BSA-
konjugiert) 45 min bei RT mit humanem Plasmafibronektin inkubiert (Konzentration
10pg/ml, in Anlehnung an PROBERT und JOHNSON, 1998 ) und anschlieend 3-mal mit
PBS gewaschen. Die Mikrosphdren wurden anschlieBend, wie bereits unter 4.3.5.3
beschrieben, mit einer Ratio von 10 Mikrosphéren pro Zelle inokuliert und die Préparate
nach 90 miniitiger Koinkubation ausgewertet (vgl. 3.5, 3.7.4, 3.7.6, 3.7.8). Der Effekt
humanen Fibronektins auf die Zellbindungsaffinititen wurde indirekt iiber die Anzahl
der gebundenen Mikrosphiren pro Zelle quantifiziert und die Ergebnisse in Form eines
Sdulendiagramms graphisch dargestellt (vgl. Abbildung 4.3.12). Die Experimente
wurden in 3 Wiederholungen in Doppel- bzw. Trippelansitzen pro Zelltyp
durchgefiihrt. Gezdhlt wurden pro Préparat 30 Gesichtsfelder (GF). Die Gesamtzahl der
gebundenen Mikrosphiren eines GF wurde auf Mikrosphéren pro Zelle berechnet, diese
gemittelt und die jeweiligen Standardabweichungen ermittelt. Die einzelnen Zeitwerte
sind in tabellarischer Form im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 8.6, siche Anhang).
Angegebene Signifikanzen wurden mit dem Fisher's Exakt Test (p < 0,05) berechnet.
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Abbildung 4.3.12: Einfluss von humanem Plasmafibronektin auf die Zellbindungsaffinititen der
einzelnen rBBK32-konjugierten Mikrosphéren an HUVEC. Auf der Abszisse sind die verschiedenen
Mikrosphiren-Konjugate mit, bzw. ohne Plasmafibronektinbehandlung einander gegentibergestellt,
wihrend die Ordinate die mittlere Anzahl der zellassoziierten Mikrosphéren in absoluten Zahlen nach 90
min Koinkubation (MOI 10:1) reprasentiert. Als Kontrollen wurden neben unmarkierten, E. coli-Lysat-
und BSA-konjugierte Mikrosphéiren verwendet.

Wie aus Abbildung 4.3.12 deutlich hervorgeht, {ibt Fibronektin keinerlei Einfluss auf
die  Zellbindungsaffinititen = der E.  coli-Lysat- und  BSA-markierten
Kontrollmikrosphédren an HUVEC aus.

Hingegen resultiert die Behandlung der einzelnen rBBK32-markierten Mikrosphéiren
mit Plasmafibronektin in einer Reduktion der mittleren Anzahl zellassoziierter
Mikrosphidren um den Faktor 2-3. Hierbei ist der inhibitorische Effekt humanen
Plasmafibronektins auf die Bindungsaffinitit von rBBK32ps3;;-, rBBK32pka- und
rBBK32 n-markierten Mikrosphdren am stirksten. Am geringsten wird die
Zellbindungsaffinitit der rBBK32ppei-konjugierten Mikrosphdren durch humanes
Plasmafibronektin inhibiert. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass humanes
Plasmafibronektin die Zellbindungsaffinititen aller getesteten rBBK32-Varianten auf

statistisch signifikantem Niveau reduziert.



4 Ergebnisse 132

4.4 Interaktion von B. burgdorferi sensu lato mit phagozytierenden Zellen

In Experimenten mit primdren humanen Makrophagen wurden Verdnderungen des
zelluldren Zytoskeletts professioneller Phagozyten wéhrend der Internalisierung von B.
burgdorferi s.l. durch primidre humane Makrophagen untersucht. Neben der
morphologischen Charakterisierung der dabei beobachteten Phagozytosestrukturen, galt
es deren Genese in Vitro zu standardisieren, um anschlieend die Regulation und die
molekularen Zusammenhénge bei der Modulation des Zytoskeletts der Fresszellen
qualitativ und quantitativ zu analysieren. Von besonderem Interesse war hierbei neben
wichtigen zentralen Regulatoren des F-Aktins, WASp und Arp2/3 Komplex, die Rolle
der Rho-Familie der GTPasen Rho, Rac und CDC42Hs bei der Aufnahme des Erregers
der Lyme-Borreliose durch die Makrophagen.

4.4.1 Morphologische Charakterisierung des Interaktionsprozesses

In Untersuchungen zur Interaktion von B. burgdorferi sensu lato mit primdren humanen
Makrophagen wurden mogliche Verdnderungen des zelluldren Zytoskeletts der
Fresszellen wihrend der Internalisierung der Spirochéten untersucht.

Primére humane Makrophagen wurden mit B. burgdorferi s.s. Stamm N40 (log-Phase
Borrelien, MOI 10:1) infiziert und die Interaktion der Spirochidten mit den
professionellen Phagozyten mittels Phasenkontrastmikroskopie und
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht (vgl. 3.4.3.1, 3.7.3, 3.7.6). Das universelle
Protokoll zur indirekten Immunfluoreszenzmarkierung Borrelien-spezifischer und
intrazelluldrer Makrophagen-Strukturen wurde dabei an die jeweilige Fragestellung
angepasst. Die Bakterien wurden im indirekten IFT mit Antikoérpern gegen das
Oberflachenproteine OspA (L32 1F11) und dem entsprechenden Fluoreszenzkonjugat,
die infizierten Makrophagen direkt mit Alexa Phalloidin 568 gegen F-Aktin dargestellt.
Die Interaktion mit Spirochdten fiihrt bei primdren humanen Makrophagen zu
extensiven Verdnderungen von Zelloberfliche und -form (vgl. Abbildung 4.4.1). Nicht-
infizierte Zellen sind durch eine kreisrunde Morphologie und zahlreiche homogen
verteilte ~ Podosomen (=  punktférmige, F-Aktin-reiche,  hoch-dynamische
Adhésionsstrukturen) charakterisiert (vgl. Abbildung 4.4.1, A). Infizierte Zellen sind
demgegeniiber meist stark kontrahiert und weisen sog. ruffles auf, wihrend podosomale

Anheftungspunkte fast vollstdndig dissoziieren (vgl. Abbildung 4.4.1, B,).
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Abbildung 4.4.1: Darstellung primédrer humaner Makrophagen vor und nach Infektion mit B. burgdorferi
sensu lato. Die Préparate wurden vor (A) und 10 min nach (B) Infektion mit N40 fixiert und mit Alexa
Phalloidin 568 (rot) gegen F-Aktin und mit FITC (griin) gegen L32 1F11 (anti-OspA) markiert. A; und By
zeigen Phasenkontrast-, A, und B, die korrespondierenden Fluoreszenzaufnahmen. Eine einzelne
adhédrente Borrelie ist in B; mit einem schwarzen Pfeil, kontraktile F-Aktin Filamente sind in B, mit
weillen Pfeilen gekennzeichnet. Die weillen Balken repréisentieren jeweils 10 pm.

Ruffles bezeichnen in diesem Zusammenhang Verdichtungen des Aktinzytoskeletts
entlang der Plasmamembran oder deren Ausstiilpungen.

Die Spirochdten heften sich vorwiegend end-on an die Phagozyten (vgl. Abbildung
4.4.2). Die Bakterienzellen sind hierbei mit ihrer proximalen Spitze unmittelbar mit
prominenten F-Aktin-Akkumulationen in Form unilateraler Pseudopodien assoziiert,
wobei proximal das dem Makrophagen zugewandte, distal das vom Makrophagen
abgewandte Ende der Spirochite bezeichnet (vgl. Abbildung 4.4.2).

Abbildung 4.4.2: Apikale Ansicht eines Makrophagen mit
adhdrenten Borrelien. Insgesamt wurden 16 horizontale
Schnitte superpositioniert. Der Makrophage ist mit Alexa
Phalloidin 568 gegen F-Aktin, die Borrelien (PK097 K37)
sind mit FITC gegen L32 1F11 (anti-OspA) markiert. Der
weile Pfeil kennzeichnet eine prominente F-Aktin-reiche
Struktur. Der weifle Balken reprasentiert 10pm.

Die Mehrheit der untersuchten Makrophagen (66,1 % + 17,7 % bei n=100), zeigten
massive F-Aktin-Akkumulationen, die sich von der Oberfliche der Wirtszelle hin zur

interagierenden Borrelie ausdehnten und deren proximalen Teil umbhiillten.
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Abbildung 4.4.3 zeigt in den Bildabfolgen A-C einzelne Bakterienzellen, assoziiert mit
F-Aktin-reichen Strukturen, die im Folgenden auch als Coiling-Pseudopodien
bezeichnet werden. Hierzu wurden primdre humane Makrophagen mit dem B.
burgdorferi Stamm N40 infiziert, nach 45 min fixiert und mit Alexa Phalloidin 568 (A,
B; und C;) gegen F-Aktin und mit FITC (A,, B, und C;) gegen L32 1F11 (anti-OspA)

fluoreszenzmarkiert.

Abbildung 4.4.3: Darstellung Borrelien-induzierter Phagozytosestrukturen. Makrophagen wurden mit
Alexa Phalloidin 568 (A;, B; und C;) und Borrelien (N40) mit FITC (A,, B, und C,) gegen L32 1F11
(anti-OspA) markiert. A;, B; und C; sind Superpositionen von A; und A, bzw. B; und B,, bzw. C; und
C,. Die weiflen Balken représentieren jeweils 10 pm.
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Die beschriebenen F-Aktin-Akkumulationen innerhalb der Borrelien-induzierten
Phagozytosestrukturen kolokalisieren abschnittsweise mit den zellassoziierten Borrelien
(vgl. Abbildung 4.4.3, Overlay A, B; und Cj3). Das Alternieren von Arealen intensiver
F-Aktin Farbung (rot) mit Bereichen starker OspA-Fluoreszenz (griin) weist auf eine
zelluldre Struktur hin, welche die einzelne, interagierende Borrelie zu umwickeln
scheint.

Mit  Hilfe  digitaler  Bildbearbeitung  der  konfokalen  Laser-Scanning
Fluoreszenzaufnahmen (vgl. 3.7.7) konnte die rdumliche Verteilung der F-Aktin
Akkumulation innerhalb eines Coiling-Pseudopodiums virtuell rekonstruiert werden.
Abbildung 4.4.4 zeigt virtuell erzeugten Transversalschnitte (Schnittfolge A-C) durch
die in Abbildung 4.4.4 dargestellte Phagozytosestruktur als Superpositionen der F-
Aktin- und OspA-Fluoreszenzaufnahmen. Die Koinkubationspréparate wurden hierzu
45 min nach Infektion mit PKo97 K37 fixiert und mit Alexa568-Phalloidin gegen F-
Aktin und mit FITC gegen L32 1F11 (anti-OspA) markiert. Dargestellt ist ein
unilaterales Pseudopodium, das typischerweise als F-Aktin-reiche Struktur aus dem
Makrophagen hervorwichst und sich um die assoziierte Borrelie wickelt. Die F-Aktin-
Akkumulation ist hierbei an der proximalen Spitze der Spirochéte, der initialen
Kontaktstelle zwischen Bakterienzelle und Phagozyt, am massivsten und gleicht in

diesem Bereich morphologisch einer Falte.

Abbildung 4.4.4: Darstellung massiver F-Aktin-Akkumulationen innerhalb eines
Borrelien-induzierten Coiling-Pseudopodiums. Die Superpositionen A, B und C sind
virtuell erzeugte Transversalschnitte aus jeweils insgesamt 16 horizontalen Schnitten und
zeigen den Makrophagen und die Borrelie (N40) markiert mit Alexa Phalloidin 568 gegen
F-Aktin bzw. FITC gegen L32 1F11 (anti-OspA). Der weille Balken représentiert 1 pm.



4 Ergebnisse 136

Die wulstartige zellulire Ausstiilpung umschlieBt den proximalen Teil des
interagierenden Bakteriums nur lose, wihrend sie sich zur distalen Spitze der Spirochite
hin verjiingt und diese eng umfasst. Korrespondierend mit den alternierenden
Fluoreszenzintensititen von F-Aktin- (rot) und OspA-Férbung (griin) sind einzelne
Windungen der phagozytierten Spirochdten entweder zutiefst in F-Aktin-Falten
eingebettet (vgl. Abbildung 4.4.4, B), oder an der Oberfliche des Coiling-
Pseudopodiums exponiert (vgl. Abbildung 4.4.4, C).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass primdre humane Makrophagen
wihrend der Phagozytose von B. burgdorferi s.I. unilaterale Pseudopodien ausbilden.
Diese so genannten Coiling-Pseudopodien sind durch eine massive Kondensation von
F-Aktin charakterisiert. Zellassoziierte Borrelien werden von diesen F-Aktin-reichen
zelluldren Strukturen umwickelt, um schlieBlich von der phagozytierenden Zelle

internalisiert zu werden.

4.4.2 Standardisierung der Genese von Coiling-Pseudopodien

Um molekulare Zusammenhinge der Aktin-Zytoskelett-Reorganisation wéhrend der
Coiling-Phagozytose von Borrelia burgdorferi sensu lato qualitativ und quantitativ
besser charakterisieren zu konnen, wurde die Genese der zu untersuchenden F-Aktin-

reichen Strukturen standardisiert.

4.4.2.1 Auswahl der Borrelienspezies

In Vorversuchen wurden primidre humane Makrophagen mit den Borrelienspezies B.
burgdorferi sensu lato Stamm N40, B. afzelii Stamm PKo, B. afzelii Klon PK097 K37
und B. garinii Stamm PBi infiziert und die Prdparate auf Formation von F-Aktin-
reichen Strukturen hin analysiert. Die Ergebnisse waren hinsichtlich Morphologie und
Genese der F-Aktin-reichen Aufnahmestrukturen identisch. Fiir die Durchfiihrung aller
nachfolgenden Experimente zur Interaktion von Borrelien mit primédren humanen
Makrophagen wurde der humanpathogenen B. afzelii Klon PK0o97 K37 ausgewihlt.
Entscheidend war hierbei insbesondere die massive Expression der outer surface
Proteine OspA und OspC, die fiir die Darstellung der Borrelien im IFT von Bedeutung
waren (vgl. 4.1.1.1) sowie die gegeniiber den anderen Vertretern der Gruppe B.

burgdorferi sensu lato kiirzere Generationszeit.
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4.4.2.2 Optimierung der Strukturgenese

Bei ersten Experimenten mit nicht-opsonierten Borrelien (MOI  10:1;
Koinkubationsdauer 45 min) wurde eine mittlere Anzahl adhérenter Bakterien von 0-3
pro Makrophage ermittelt (vgl. Abbildung 4.4.5). Die daraus resultierende mittlere
Anzahl an Coiling-Pseudopodien pro Makrophage betrug 0 bis maximal 2. Fiir
statistische Auswertungen war dies ein zu geringer Wert.

Um die Anzahl der F-Aktin-reichen Phagozytosestrukturen zu erhéhen, wurden, wie
unter 3.4.1 beschrieben, log-Phase Borrelien mit dem Borrelien-spezifischen
monoklonalen Antikérper L32 1F11 (= anti-OspA) oder L22 1F8 (= anti-OspC) oder
mit Komplement in Form von Humanserum opsoniert und anschlieend mit priméren
humanen Makrophagen koinkubiert. Nach Immunfluoreszenzmarkierung der Préparate
mit Alexa Phalloidin 568 und DAPI wurde im konventionellen Fluoreszenzmikroskop
die Anzahl der F-Aktin-reichen Phagozytosestrukturen pro Zellpopulation (=30
Makrophagen) ermittelt (vgl. 3.7.3 und 3.7.6). Die Resultate wurden als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben (vgl. 3.7.8). Fiir jeden Wert wurden insgesamt 90
Zellen (je 30 Zellen aus 3 unabhingigen Experimenten) ausgewertet. Signifikanzen
wurden im zweiseitigen Student's t Test mit p-Wert < 0,05 berechnet. In Abbildung
4.4.5 sind die mittleren Zahlen zellassoziierter Borrelien unter Beriicksichtigung der
verschiedenen Opsonierungsformen graphisch dargestellt. Die einzelnen Werte sind in

tabellarischer Form im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 8.7, siche Anhang).
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Abbildung 4.4.5: Darstellung der mittleren Anzahl zellassosziierter Borrelien unter Beriicksichtigung
verwendeter Opsonine. Die Balken représentieren die angegebenen Opsonine. Die Anzahl der F-Aktin-
reichen Phagozytosestrukturen pro Zellpopulation (=30 Makrophagen) wurden als Mittelwerte =+
Standardabweichung angegeben.
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Insgesamt konnte durch die Verwendung opsonierender Agenzien die Rate der
zellassoziierten Borrelien durchschnittlich um den Faktor 4-5 erhoht werden (vgl.
Abbildung 4.4.5). Die Anzahl der F-Aktin-reichen Strukturen stieg entsprechend auf 1-
4 pro Makrophage (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Rate Borrelien-induzierter F-
Aktin-reicher Phagozytosestrukturen durch Verwendung opsonierender Agentien
signifikant erhoht wurde. Beide Opsonierungsformen, Borrelien-spezifische 1gGs und
Komplement (humanes Serum), fiihrten beziiglich Morphologie und Proteingehalt der
F-Aktin-reichen Strukturen zu dquivalenten Ergebnissen. Da unspezifische Opsonierung
mit Komplement mehr der in vivo Situation einer Erstinfektion mit B. burgdorferi
entspricht, wurden alle Versuche zur Coiling-Phagozytose mit Serum-opsonierten

Borrelien durchgefiihrt.

4.4.2.3 Optimierung des Koinkubationszeitraumes

Aufgrund der nicht-synchronisierten Versuchsanordnung (vgl. 3.4.3) wurde in einer
Zeitreihe die Anzahl F-Aktin-reicher Strukturen in Abhéingigkeit von der
Koinkubationsdauer ermittelt. Erste F-Aktin-reiche Strukturen traten 10 Minuten nach
Inokulation auf, ein Maximum an Coiling-Pseudopodien wurde bei einem
Koinkubationszeitraum von 45 Minuten erreicht. Nach Koinkubationszeitrdumen >45
Minuten waren erste Borrelien bereits vollstindig durch die Phagozyten internalisiert.
Koinkubationen zur Quantifizierung Borrelien-induzierter F-Aktin-reicher Strukturen

wurden daher, sofern nicht anders angegeben, 45 Minuten nach Infektion fixiert.

4.4.3 Molekulare Charakterisierung der Coiling-Pseudopodien

Die Ausbildung der Coiling-Pseudopodien wéhrend der Phagozytose von B. burgdorferi
s. l. erfordert ein Rearrangement des Aktin-Zytoskeletts, welches mit F-Aktin-
Polymerisations- und -Depolymerisationsprozessen einhergeht.

Um molekulare Zusammenhinge und mdgliche Besonderheiten der F-Aktin-Regulation
wiahrend des Prozesses der Coiling-Phagozytose zu untersuchen, sollte eine mogliche
Beteiligung von WASp und Arp2/3 Komplex an der Entstehung der F-Aktin-reichen
Strukturen, den Coiling-Pseudopodien, iiberpriift werden. Zudem wurde eine mdgliche
Rekrutierung der kleinen GTPase Rac in die Regionen der F-Aktin-Akkumulationen

untersucht. Hierflr wurden Prédparate Borrelien-infizierter primdrer humaner
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Makrophagen in Doppelfluoreszenztarbungen gegen OspA und WASp bzw. p4l-arc
(= eine Untereinheit des Arp2/3 Komplexes) bzw. Rac geférbt.

4.4.3.1 Die Beteiligung von Rac1/2 an der Genese der Coiling-Pseudopodien

Bereits 10 Minuten nach Infektion resultierte die Koinkubation der priméren
Makrophagen mit PKo97 K37 in der Rekrutierung von Racl/2 in die Borrelien-
induzierten Aufnahmestrukturen. In allen untersuchten Priparaten kolokalisierte die
kleine Rho-GTPase hierbei mit den Bakterien iiber den gesamten Bereich der zelluldren
Phagozytosestrukturen hinweg und war innerhalb des einzelnen Coiling-Pseudopodiums
homogen verteilt. In Abbildung 4.4.6 ist eine einzelne Borrelien interagierend mit zwei
Makrophagen dargestellt. Das Priparat wurde 45 min nach Inokulation von PK0o97 K37
fixiert, mit FITC gegen anti-Rac1/2 (A;) und mit Phycoerytherin gegen L.32 1F11 (anti-

OspA) (A;) fluoreszenzmarkiert und im konventionellen Fluoreszenzmikroskop

analysiert (vgl. 2.13, 3.7.3 und 3.7.6).

Abbildung 4.4.6: Rekrutierung der kleinen Rho-GTPase Racl/2 in Coiling-Pseudopodien. Das Priparat
wurden 45 min nach Inokulation von B. burgdorferi fixiert und mit FITC gegen anti-Rac1/2 (A;) und mit
Phycoerytherin gegen L32 1F11 (anti-OspA) (A,) markiert. Im Overlay (Aj) sind die alternierenden
Fluoreszenzen von akkumuliertem Racl/2, gekennzeichnet durch Pfeile sowie OspA dargestellt. Der
weille Balken représentiert 15 pm.

Neben der homogenen Kondensation der Rho GTPase Rac innerhalb der F-Aktin-
reichen Phagozytosestruktur fallen insbesondere in Darstellung Az (Abbildung 4.4.6)
die wechselseitigen Fluoreszenzintensititen von Borrelien und kolokalisierenden
Rac1/2-Akkumulationen auf (vgl. Abbildung 4.4.6 Aj, Pfeil). Dies stiitzt die plastische

Vorstellung einer sich um die Borrelie schlingenden zelluldren Phagozytosestruktur.
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4.4.3.2 Die Beteiligung von WASp an der Genese der Coiling-Pseudopodien

Fiir die Untersuchung einer moglichen Beteiligung des Effektorproteins WASp an der
Genese der Coiling-Pseudopodien wurden die Makrophagenpriparate 45 min nach
Infektion mit PK097 K37 fixiert, mit FITC gegen anti-WASp und mit Phycoerytherin
gegen L32 1F11 (anti-OspA) fluoreszenzmarkiert und im konfokalen Laser Scanning
Fluoreszenzmikroskop analysiert (vgl. 2.13, 3.7.3 und 3.7.6). Insgesamt konnte in allen
untersuchten Prdparaten die Rekrutierung von WASp in die Borrelien-induzierten

Aufnahmestrukturen optisch dargestellt werden (vgl. Abbildung 4.4.7).

Abbildung 4.4.7: Darstellung der Rekrutierung von WASp in Coiling-Pseudopodien. Das Préparat
zeigt eine einzelne Borrelie interagierend mit zwei Makrophagen. In A;und B; wurde mit FITC gegen
WASp und in A,und B, mit Phycoerytherin gegen L32 1F11 (anti-OspA) markiert. A; und B; zeigen
die Overlays von A; und A, bzw. B; und B,. Der weille Balken représentiert jeweils 10 pm.

Das Protein akkumulierte bereits innerhalb der ersten Minuten nach Beginn der
Ausbildung des Coiling-Pseudopodiums, d.h. es war folglich vorwiegend in "friihen"
Pseudopodien, insbesondere in deren peripheren Abschnitten prasent (vgl. Abbildung
447, Ay, By und 4.4.8, A). Wie Abbildung 4.4.7 B; anschaulich illustriert, ist das
Protein innerhalb der einzelnen Coiling-Pseudopodien homogen verteilt.

Virtuell erzeugte Léngs- und Transversalschnitte durch Borrelien-induzierte
Phagozytosestrukturen ermdglichen die detaillierte Auflésung der Strukturverhédltnisse
innerhalb eines Coiling-Pseudopodiums und bestétigen die homogene Verteilung des

WASp-Proteins (vgl. Abbildung 4.4.8 B). Die Superpositionen in Abbildung 4.4.8, A
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und B zeigen die alternierenden Fluoreszenzen von akkumuliertem WASp und OspA.
WASp kolokalisiert folglich nur abschnittsweise mit der Borrelie. Dieses Ergebnis
bestitigt wiederum, dass die Borrelien-induzierten Phagozytosestrukturen die

zellassoziierten Borrelien umschlingen.

Abbildung 4.4.8: Darstellung der Akkumulation von WASp in Coiling-Pseudopodien. Die Abbildung
zeigt ein Coiling-Pseudopodium in verschiedenen Perspektiven: apikale Ansicht (A), virtuell erzeugter
Léangs- (B) und Transversalschnitt (C) durch die Phagozytosestruktur. A und B sind Superpositionen
der WASp- und OspA-Fluoreszenzen. In C; ist die WASp-, in C, die OspA-Markierung dargestellt. C;
ist der Overlay aus C; und C,. Die Pfeile in A kennzeichnen die Akkumulation von WASp. Der weifle
Balken représentiert 10um (A), Spm (B) bzw. 0,5um (C).

4.4.3.3 Die Beteiligung von Arp2/3-Komplex an der Genese der Coiling-
Pseudopodien

Im Folgenden wurde versucht, eine mogliche Beteiligung von Arp2/3 Komplex an der
Genese der Borrelien-induzierten F-Aktin-reichen Aufnahmestrukturen optisch
darzustellen. Die Koinkubationspraparate wurden hierzu 45 min nach Infektion mit
PKo097 K37 fixiert und mit FITC gegen Arp2/3 Komplex und mit Phycoerytherin gegen
L32 1F11 (anti-OspA) markiert.
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Insgesamt konnte in zahlreichen Laser Scanning Immunfluoreszenzaufnahmen die
Rekrutierung des Arp2/3 Komplexes in die Coiling-Pseudopodien gezeigt werden.
Auffillig war die bevorzugt im Bereich der distalen Spitze des Pseudopodiums
punktformig fokussierte Anreicherung des Proteins (vgl. Abbildung 4.4.9, A). Mittels
virtuell erzeugter Langsschnitte durch die Borrelien-induzierten Aufnahmestrukturen
(vgl. Abbildung 4.4.9 B), durch welche die rdumliche Verteilung von Arp2/3 Komplex
innerhalb eines Coiling-Pseudopodiums rekonstruiert werden konnte, bestdtigen die
fokalen Arp2/3 Komplex-Kondensationscluster. Arp2/3 Komplex ist zudem in lose mit

den interagierenden Borrelien assoziierten Falten présent.

Abbildung 4.4.9: Darstellung der punktformigen Kondensation von Arp2/3 Komplex innerhalb eines
Coiling-Pseudopodiums. Markiert wurde mit FITC gegen Arp2/3 Komplex und mit Phycoerytherin
gegen L32 1F11 (anti-OspA) (A und B). A, B; und B, sind Superpositionen der Arp2/3 Komplex- und
OspA-Fluoreszenzen. A zeigt die apikale Ansicht auf einen Makrophagen mit interagierender Borrelie.
Punktférmig fokussierte Akkumulationen von Arp2/3 Komplex sind durch Pfeile gekennzeichnet (A
und B,). B; und B, zeigen je einen virtuell erzeugten Langsschnitt durch die Phagozytosestruktur. Die
weillen Balken reprisentieren jeweils Sum.

Die Anwendung digitaler Bildbearbeitungsverfahren ermoglichte die virtuelle
Auflésung punktformiger Arp2/3 Komplex-Cluster. In Abbildung 4.4.10 (A und B) sind
zweil dieser digital bearbeiteten Cluster dargestellt. Die Arp2/3 Komplex-Foci wurden
hierbei in unterschiedlicher Orientierung entlang der z-Achse der im konfokalen Laser
Scanning Immunfluoreszenzmikroskop generierten Bildstapel geschnitten. A zeigt
einen virtuellen Langs-, B einen Transversalschnitt durch einen Arp2/3 Komplex-
Kondensationspunkt. Insbesondere in der Darstellung der Superpositionen Az und Bj
wird hierbei die sehr enge Assoziation des Komplexes mit den interagierenden

Spirochéten deutlich.
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.

Abbildung 4.4.10: Darstellung einzelner Arp2/3 Komplex-Cluster. Markiert wurde mit FITC gegen
Arp2/3 Komplex und mit Phycoerytherin gegen L32 1F11 (anti-OspA) (A und B). A zeigt einen
virtuellen Léngs-, B einen Transversalschnitt durch ein Coiling-Pseudopodium. In A; und B, ist die
Arp2/3 Komplex-, in A, und B, die OspA-Fluoreszenz dargestellt. A; und B; sind Superpositionen von
A und A, bzw. B; und B,. Die weiBlen Balken reprédsentieren jeweils 1pum.

4.4.4 Der Einfluss der Rho-GTPasen Rho, CDC42Hs und Rac auf die Genese
Borrelien-induzierter Coiling-Pseudopodien

Die Rekrutierung von WASp und Arp2/3 Komplex an den Bereich der Interaktion von
Borrelienzelle und Makrophage implizierte, dass diese Molekiile dort Aktin-
Polymerisation regulieren. Daher wurde im Weiteren die Rolle von GTPasen der Rho-
Familie als iibergeordnete Regulatoren der Aktin-Polymerisation untersucht. Der
Einfluss der einzelnen Rho-GTPasen auf die Genese Borrelien-induzierter Coiling-
Pseudopodien wurde in Mikroinjektionsexperimenten anhand verschiedener GTPase-
Mutanten analysiert.

Getestet wurden konstitutiv aktive GST-Fusionsproteine der funktionellen Doménen der
kleinen Rho-GTPasen CDC42Hs und Rho (im weiteren bezeichnet als CDC42Hs"'?

und Rac""?

) und deren konstitutiv inaktive Deletionsmutanten (im weiteren bezeichnet
als CDC42Hs"'"” und Rac"'’). Mikroinjiziertes, konstitutiv aktives bzw. inaktives
CDC42Hs""?, Rac"'"?, CDC42Hs""" oder Rac™'" konkurriert im Makrophagen mit
zelleigenem CDC42Hs und Rac um deren Rezeptoren und kann somit bei zelleigenen
Signaltransduktionsprozessen, wie beispielsweise der  Aktin-Zytoskelett-
Polymerisationskaskade, synergistisch, bzw. kompetitiv hemmend wirken. Die
mogliche Beteiligung von Rho an der Formation von Coiling-Pseudopodien wurde

mittels dessen spezifischen Inhibitors C3-Transferase analysiert. C3-Transferase ist ein

Exoenzym, das von Bakterien der Gattung Clostridium botulinum produziert wird.
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Dieses bakterielle Toxin induziert eine sterische Verdnderung in der so genannten
Effektorregion, in der Rho mit seinen Substraten in Wechselwirkung tritt, wodurch die
Rho-Aktivitit gechemmt wird (AKTORIES et al., 1989; SEKINE et al., 1989).

Die Rolle von CDC42Hs und Rac wurde folglich in einem indirekten Testsystem
untersucht, wihrend die Beteiligung der kleinen GTPase Rho durch die Injektion eines

spezifischen Rho-Inhibitors hingegen direkt gemessen wurde.

4.4.4.1 Reinigung der GTPase-Mutanten

In zellbiologischen Experimenten mit primdren humanen Makrophagen wurde der
Einfluss von Rho-GTPasen auf die Genese Borrelien-induzierter Coiling-Pseudopodien
unter Verwendung verschiedener konstitutiv aktiver bzw. inaktiver GTPAse-Mutanten
untersucht. Die fiir die rekombinante Herstellung der zu testenden Proteine verwendeten
DNA-Konstrukte wurden freundlicherweise von Alan Hall bzw. Stefan Linder in Form
transformierter E. coli Zellen zur Verfiigung gestellt (vgl. 2.11). Die Proteine wurden
exprimiert und gereinigt. Fiir die Reinigung im préparativen MafBstab (1 1) wurden die
Transformanten kultiviert, mit IPTG induziert (2 h bei 27 °C), die induzierten E. coli
Zellen geerntet und unter Anwendung der Durchfluss-French Press die
zytoplasmatische E. coli-Fraktion isoliert (vgl. 3.10.1, 3.10.3). Die Expression der
Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine wurde mittels SDS-PAGE und
anschlieBende Coomassie-Farbung iiberpriift (vgl. 3.10.6, 3.10.7). Die GST-Mutanten
wurden wie unter 3.10.4 beschrieben, unter Anwendung von Glutathion Sepharose®
Beads, gereinigt. Die Proteinlosungen wurden gegen Mikroinjektionspuffer dialysiert,
in Centricon-Réhrchen zu folgenden Endkonzentrationen angereichert: 2,7 mg/ml fiir
GST-Kontrolle, CDC42HSV12-, CDC42HsN"-, Rac"'- und Rach7-GST-Fusi0nsprotein
und 7 ng/pl fiir C3-Transferase, bestimmt nach der BRADFORD-Methode (vgl. 3.10.5).
Die Reinheit der Proteine wurde mit SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-

Féarbung (vgl. 3.10.6, 3.10.7) iiberpriift.

4.4.4.2 Einfluss der Kkleinen Rho-GTPasen Rho, CDC42Hs und Rac auf die
Formation der Borrelien-induzierten Coiling-Pseudopodien

Um die Rolle der kleinen Rho-GTPasen Rho, Rac und CDC42Hs wihrend der Genese
der Coiling-Pseudopodien zu untersuchen wurden primire humane Makrophagen mit
den gereinigten GTPase-Mutanten mikroinjiziert (vgl. 4.4.4.1, 3.6). Getestet wurden
konstitutiv aktives CDC42Hs und Rac (CDC42Hs""? und Rac"'?), korrespondierend
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konstitutiv inaktives CDC42HS und Rac (CDC42Hs"'" und Rac™'’) und der Rho-
Inhibitor C3-Transferase. Auf die Mikroinjektion von konstitutiv aktivem Rho wurde
verzichtet, da aus Vorversuchen bekannt war, dass dies zu starken Zellkontraktionen
fihren wiirde (personliche Mitteilung von Dr. Stefan Linder) und die
fluoreszenztechnische Darstellung F-Aktin-reicher Coiling-Pseudopodien folglich nicht
moglich wiére. Die mogliche Beteiligung von Rho wurde alternativ durch die direkte
Inhibition dieser GTPase untersucht, indem den primidren humanen Makrophagen der
spezifische Rho-Inhibitor C3-Transferase mikroinjiziert wurde. Da die GTPase Rho das
"Makrophagen-Spreading" negativ reguliert (AEPFELBACHER et al., 1996), ist folglich
die flachig ausgebreitete Morphologie entsprechend mikroinjizierter Phagozyten ein
eindeutiger Hinweis auf die inhibierte Rho-Aktivitit. Auf diese Weise kann wihrend
des Experiments die effiziente Blockade der kleinen Rho-GTPase Rho durch den
injizierten Inhibitor C3-Transferase kontrolliert werden.

Im Anschluss an die Mikroinjektion wurden die Makrophagen mit Borrelien infiziert
(MOI 10:1; Koinkubationzeit 45 min) und die Anzahl der F-Aktin-reichen Strukturen (=
mittlere Anzahl der F-Aktin-reichen Strukturen + Standardabweichung) durch
Auszdhlen der Pridparate im konventionellen Fluoreszenzmikroskop ermittelt (vgl.
3.4.3.1, 3.7.3, 3.7.6), wobei fiir jedes Effektorprotein insgesamt 90 Zellen (je 30 Zellen
aus 3 unabhingigen Experimenten) ausgewertet wurden. Die Koinkubationspriparate
wurden hierzu mit Alexa Phalloidin 568 gegen F-Aktin und DAPI markiert.

Insgesamt wurden zwei Kontrollgruppen gewaihlt: nicht injizierte Makrophagen und
Makrophagen, mikroinjiziert mit dem inerten Kontrollagens Glutathion S-Transferase
(GST).

Die Kontrollgruppe der GST-injizierten Makrophagen zeigte verglichen mit den nicht-
injizierten Makrophagen eine signifikante Reduktion der F-Aktin-reichen Strukturen.
Die Anzahl der Borrelien-induzierten Aufnahmestrukturen in GST-injizierten
Makrophagen wurde deshalb als Richtwert mit 100 % (£ 6,2 %) festgesetzt. Die
Mikroinjektion von CDC42Hs''? iibte keinerlei Effekt auf die Ausbildung der
Borrelien-induzierten Phagozytosestrukturen aus. Diese traten mit einer zum GST-
Kontrollwert vergleichbaren Haufigkeit von 109,5 % =+ 38,1 % auf. Die Mikroinjektion
von CDC42Hs"" resultierte hingegen in einer signifikanten Reduktion der F-Aktin-
reichen Strukturen. Insgesamt reduzierte sich die Anzahl der F-Aktin-reichen Strukturen
um rund 2/3 auf einen Wert von 34,8 % + 5,2 %. Ahnliche Ergebnisse wurden durch die

N17

Injektion von konstitutiv aktivem Rac''? bzw. inaktivem Rac"'’ erzielt. Wihrend
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Rac"'? gemessen an den GST-Kontrollwerten keinen Einfluss auf die Hiufigkeit der
Borrelien-induzierten F-Aktin-reichen Strukturen ausiibte (106,2 % =+ 30,5 %),

vermittelte die Injektion von Rac™'/

eine signifikante Reduktion der Coiling-
Pseudopodien in den untersuchten Makrophagenpopulationen auf 71,4 % =+ 13,3 %. Die
Mikroinjektion des Rho-Inhibitors C3-Transferase vermittelte keinerlei Effekt. Die
untersuchten Makrophagen bildeten Coiling-Pseudopodien mit einer dem GST-
Kontrollwert vergleichbaren Hiufigkeit von 100 % + 9,5 %. Indikator fiir eine
uneingeschrinkte C3-Transferase-Aktivitit war hierbei die flachig ausgebreitete
Morphologie der mikroinjizierten Makrophagen aufgrund des vollstindigen Verlustes
der Aktinstressfaserbildung (CHARDIN et al., 1989) sowie die Bildung fokaler
Adhésionsstellen (RIDLEY und HALL, 1992). Die statistisch ermittelten Daten zur
Haufigkeit der F-Aktin-reichen Strukturen in Abhéngigkeit vom mikroinjizierten Agens
wurden in einem S&ulendiagramm graphisch dargestellt (Abbildung 4.4.11). Die

einzelnen Werte sind in tabellarischer Form im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 8.8,

siche Anhang).
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Abbildung 4.4.11: Darstellung der mittleren Anzahl Borrelien-induzierter F-Aktin-reicher
Phagozytosestrukturen unter Angabe der mikroinjizierten Effektorproteine. Die mittlere Anzahl der F-
Aktin-reichen = Phagozytosestrukturen +  Standardabweichung wurde als Prozentsitze +
Standardabweichung angegeben, wobei die gemittelte Anzahl der gezédhlten Strukturen nach GST-
Injektion als 100 % gesetzt wurden. * bezeichnet signifikante Abweichungen vom 100%-Wert
(zweiseitiger p-Wert < 0,05 im Student's t Test).
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Im Anschluss wurden die Daten zur Hiufigkeit der Borrelien-induzierten F-Aktin-
reichen Strukturen mit den entsprechenden Zahlen zell-assoziierter Borrelien korreliert
und in einem Sdulendiagramm graphisch dargestellt (Abbildung 4.4.12). Die einzelnen
Werte sind in tabellarischer Form im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 8.9, siche
Anhang).

Ausgehend von identischen Infektionsraten (MOI 10:1) wurde die zahlenmifBige
Reduktion der Coiling-Pseudopodien, insbesondere im Falle des konstitutiv inaktiven
Effektorproteins CDC42Hs"'"", von einer groBeren Anzahl adhirenter Borrelien pro
einzelnem Makrophagen begleitet. Im Vergleich der Werte fiir konstitutiv aktives
Rac"'? und konstitutiv inaktives Rac™'’ waren im Mittel gleich viele Borrelien
zellassoziiert. Die Reduktion der F-Aktin-reichen Phagozytosestrukturen ist daher nicht
auf eine geringere Zahl zellassoziierter Borrelien zuriickzufithren, sondern ein

unmittelbarer Effekt auf die jeweils mikroinjizierte GTPase-Mutante.
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Abbildung 4.4.12: Darstellung der mittleren Anzahl zellassoziierter Borrelien unter Angabe der
mikroinjizierten Proteinkomponenten. Fiir jede mikroinjizierte Proteinkomponente wurde die mittlere
Anzahl (+ Standardabweichung) der adhérenten Borrelien pro einzelnem Makrophagen ermittelt. Die
Werte wurde in absoluten Zahlen angegeben.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mikroinjiziertes, konstitutiv aktives
CDC42H und Rac synergistisch die Bildung von Coiling-Pseudopodien beeinflufite,
wiahrend die korrespondierenden inaktiven Mutanten kompetitiv hemmend wirkten.
Keinerlei Einfluss auf die Genese der Phagozytosestrukturen iibten hingegen die
mikroinjizierten Mutanten der GTPase Rho aus.

Insgesamt wurde die Aufnahme von Borrelien durch Coiling-Pseudopodien von
massiver Aktin-Polymerisation entlang den gebildeten Phagozytosestrukturen begleitet.
Dieser Vorgang wird wahrscheinlich von WASp und Arp2/3 Komplex kontrolliert, die
in diese Strukturen rekrutiert werden.

Gesteuert wird der gesamte Prozess schlie8lich von den GTPasen CDC42Hs und Racl,
nicht jedoch von Rho. Das Zusammenspiel aller dieser Molekiile ermoglicht demnach
die Ausbildung der Aktin-reichen Pseudopodien und schlussendlich die Aufnahme von

B. burgdorferi.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungen zur Bindungsfihigkeit von B. burgdorferi sensu lato an
Sdugerzellen

B. burgdorferi ist, wie T. pallidum, ein invasives Bakterium, das nach Adhérenz an
endotheliales Gewebe dieses entweder durch interzelluldre Zwischenrdume oder durch
direkte Penetration der Endothelzellen durchdringen und auf diese Weise in
verschiedene Wirtsgewebe disseminieren kann (COMSTOCK und THOMAS, 1991).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die getesteten
Borrelienstimme und —klone, PKo, PK097 K37, PKo345 II-2-3 und PBi an primér
isolierte und immortalisierte humane Endothelzellen adhdrieren (vgl. Abbildung 4.1.4).
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass sich der B. afzelii Stamm PKo und
dessen Klone PK097 K37 und PKo345 I1-2-3 durch eine gegeniiber dem B. garinii PBi
signifikant erhohte Zellbindungsaffinitidt an die endothelialen Zelllinien ECV304 und
CRL-2480 bzw. an HUVEC auszeichnen. Auffilligerweise ist die Bindungsaffinitit
aller getesteten Borrelien bei primér isolierten HUVEC gegeniiber den immortalisierten
endothelialen Zelllinien ECV304 und CRL-2480 erhoht. Der Unterschied war hierbei
fiir jeden getesteten Stamm bzw. Klon zu jedem getesteten Zeitpunkt signifikant. Diese
Beobachtung ist vermutlich auf die hohere Dichte verschiedener zelluldrer Rezeptoren
bei primér isolierten HUVEC gegeniiber den mehrfach passagierten Zelllinien
zuriickzufiihren.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Borrelienstimme und —klone
an die neuronale Zelllinie 1321N1 adhérieren (vgl. Abbildung 4.1.4). Hierbei zeichnet
sich der B. garinii Stamm PBi (OspA-Serotyp 4) gegeniiber PKo und dessen Klone
PKo097 K37 und PKo0345 II-2-3 durch eine signifikant erhdhte Zellbindungsaffinitét auf.
Insgesamt konnte fiir den Wildtypstamm PKo, verglichen mit beiden Klonen,
unabhingig vom getesteten Sdugerzelltyp eine erhohte Zellbindungsfahigkeit gezeigt
werden, wobei sich der OspC-iiberexprimierende Klon PKo97 K37 gegeniiber dem
OspC-negativen Klon PKo345 II-2-3 wiederum durch eine signifikant erhohte
Zellbindungsaffinitdt auszeichnete. Die unterschiedliche Wirtszellaffinitdt von PKo,
PKo97 K37 und PKo345 II-2-3 ist moglicherweise auf deren differentielles Osp-
Expressionsmuster (vgl. Tabelle 4.1.1) zuriickzufiihren. Als weitere Ursache kommt der
Verlust oder eine mogliche Verdnderung bestimmter, bislang nicht identifizierter,
Oberflachenstrukturen wiahrend Mutagenese und klonaler Selektion in Frage. Moglich

ist auch ein Zusammenspiel beider Komponenten.
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Insgesamt sprechen diese Ergebnisse (hohere Sdugerzellbindungsaffinitdt von Stamm
PKo und Klon PK097 K37 gegeniiber dem OspC-negativen PKo-Klon PKo0345 1I-2-3)
fiir eine zentrale Bedeutung von OspC bei der Dissemination der Borrelien in
verschiedenene Wirtsorgane (FINGERLE et al., 1995). Insgesamt stiitzen die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zur Sdugerzellbindungsaffinitit von PKo97 K37 und PKo345
II-2-3 die zentrale Bedeutung von OspC bei der Dissemination in die verschiedenen
Organe infizierter Wirtstiere (FINGERLE et al., 1995, 2002; FUCHS et al., 1994; PAL et
al., 2000; WILSKE und PFISTER, 1995b). Moglicherweise handelt es sich bei OspC um
ein wichtiges Adhisin bei der Adhésion von B. burgdorferi s.1. an Wirtszellen.
Neurologische Manifestationen der Lyme-Borreliose sind nach Meinung zahlreicher
Autoren mit einer B. garinii Infektion (OspA-Serotypen 3-7) assoziiert (BALMELLI und
PIFFARETTI, 1995; BUSCH et al., 1996; HUBALEK und HALOUZKA, 1997; LEBECH et al.,
1994; PETER et al., 1997; VAN DAM et al., 1993; WILSKE et al., 1996a). Diese Priavalenz
von B. garinii bei Liquorisolaten konnte auf die in der vorliegenden Arbeit gezeigte
erhohte Bindungsaffinitdt von B. garinii (hier Stamm PBi, OspA-Serotyp 4) an
neuronale Zellen zuriickzufiihren sein. ROSSLE (2002) beschrieb in diesem
Zusammenhang eine erhdhte Invasivitit von PBi, die moglicherweise dessen Persistenz
in neuronalem Wirtsgewebe vermittelt. Unsere Beobachtung konnte erkldren, dass
neurologische Manifestationen erst Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich auftreten
konnen (WEBER et al. 1993b).

Innerhalb des in der vorliegenden Arbeit verwendeten nicht-synchronisierten
Koinkubationsassaysystems (vgl. 3.4.3.1) erreichte die Anzahl zellassoziierter Bakterien
bei allen getesteten Borrelienstimmen und —klonen unabhéngig von Sadugerzelltyp nach
24-48 h ein Maximum. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass diese Stagnation auf die
mit zunehmender Koinkubationsdauer abnehmende Motilitdit der Bakterien
zuriickzufiihren ist. Denkbar ist auch, dass nach 24-48 h diejenigen Borrelien, die
aufgrund ihres Osp-Expressionsmusters zur Adhdrenz befdhigt sind, bereits an die
Sdugerzellen gebunden haben, wéhrend diejenigen Borrelien, die nicht an die
Siugerzellen binden konne, im Uberstand verbbleiben.

Die Zunahme der mittleren Anzahl zellassoziierter Borrelien proportional zur
Koinkubationsdauer ist hierbei nicht auf ein Wachstum der Spirochiten im
Koinkubationsansatz zurlickzufiihren. Es konnte gezeigt werden, dass weder

Medienbestandteile, die Temperaturerhohung von 34 °C (Borrelienkulturtemperatur)
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auf 37 °C (Saugerzellkulturtemperatur), noch Wirtszellfaktoren Wachstum der
Spirochéten erlauben (vgl. 4.1.1.2,4.1.1.3 und Abbildung 4.1.2).

Anders als bei FINGERLE et al. (2000), wonach in Kokulturexperimenten nur etwa 5 %
der inokulierten Borrelien adhdrent waren, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass nach 24 h Koinkubation 12-70 % der inokulierten Borrelien zellassoziiert
waren (vgl. Tabelle 8.1, sieche Anhang). Hierbei gilt es jedoch zu beriicksichtigen, dass
FINGERLE et al. (2000) mit ISE6 Zeckenzellen arbeiteten, wahrend in dieser Studie mit
Zellen humanen Ursprungs experimentiert wurde. Mdglicherweise zeichnen sich
Borrelien durch eine gegeniiber einer aus Zecken hervorgegangenen Zelllinie hdhere
Affinitdt zu bestimmten Saugetierzellstrukturen aus. Hierbei bleibt unklar, welche
zelluldren Faktoren eine Rolle spielen. Interessant war in diesem Zusammenhang die
Verteilung von OspA und OspC auf den einzelnen zellassoziierten bzw. nicht-
zellassoziierten Borrelien im Koinkubationsexperiment mit Séugerzellen (vgl.
Abbildungen 4.1.5 - 4.1.8). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
adhirente Borrelien des Stammes PKo bzw. seines Klones PK097 K37 hauptséichlich
entweder OspA-positiv oder OspA/C-koexprimierend waren, wobei verglichen mit den
nicht-zellassoziierten Bakterien der Anteil an nur OspA-positiven signifikant erhoht
war. Im zeitlichen Verlauf der Koinkubation stieg hierbei der Prozentsatz an OspA-
positiven zellassoziierten Borrelien bei PKo und PKo97 K37 unabhidngig vom
getesteten Sdugerzellyp proportional zur Koinkubationsdauer an. Auch nicht-adhirente
Borrelien des Stammes PKo bzw. des Klones PK097 K37 waren fiir jeden untersuchten
Sdugerzelltyp hauptsidchlich entweder OspA-positiv oder koexprimierend. Es konnte
gezeigt werden, dass der Anteil an nur OspA-positiven Bakterien proportional zur
Koinkubationsdauer abnimmt. Die Ergebnisse korrelieren mit den Untersuchungen von
FINGERLE et al. (2000), wonach in Koinkubationsexperimenten mit der Zeckenzelllinie
ISE6 bei zellassoziierten Borrelien gegeniiber nicht-zellassoziierten der Anteil an
OspA-exprimierenden Borrelien relativ zu OspC und OspA/C-exprimierenden Borrelien
am hochsten war. Die Interpretation des Ergebnisses ist sehr komplex. Moglicherweise
findet wiahrend der Kokultur von Sdugerzellen und Bakterien die Aufteilung der jeweils
inokulierten  Borrelienpopulation in  zwei  unabhdngige Teilmengen mit
unterschiedlichen Zellbindungsaffinititen statt. Mdglicherweise wird aber auch durch
den direkten Zellkontakt die Expression von OspA hochreguliert. Gestiitzt wird diese

Hypothese durch Untersuchungen anderer Autoren zur differentiellen Expression der
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Osp-Proteine (FINGERLE et al., 2000; OBONYO et al., 1999; SCHWAN et al., 1995;
SCHWAN und PIESMAN, 2000; STEVENSON et al., 1995).

Nach der semiquantitativen Analyse der Fluoreszenzintensititen einzelner Borrelien
nach FINGERLE et al. (2000) konnte fiir den B. afzelii Klon PK097 K37 gezeigt werden,
dass mit fortdauernder Koinkubation unter den koexprimierenden zellassoziierten
Borrelien die Menge an OspC relativ zu OspA zunimmt. Der OspC-Anteil bei
zellassoziiertem koexprimierendem PKo97 K37 war hierbei hoher als bei nicht-
zellassoziiertem PK097 K37. Die Zunahme der OspC-Expression ist vermutlich auf die
gegeniiber der Kulturtemperatur von 34 °C um 3 °C erhohte Koinkubationstemperatur
von 37 °C zuriickzufiihren. Gestiitzt wird dieses Hypothese durch eine Reihe von
Untersuchungen (FINGERLE et al., 2000; OBONYO et al., 1999; SCHWAN et al., 1995;
SCHWAN und PIESMAN, 2000; STEVENSON et al., 1995). So beschrieben beispielsweise
FINGERLE et al. (2000) die Hochregulation der OspC-Expression von OspA/C-
koexprimierendem PKo097 K37 nach einem Temperaturanstieg von 33 °C auf 37 °C.
Die OspC-Expression scheint zudem, wie ebenfalls von FINGERLE et al. (2000)
postuliert, durch zelluldre Faktoren stimuliert zu werden.

Ein moglicher Einfluss der Zellkulturmedien auf die Hochregulation der OspC-
Expression kann hierbei ausgeschlossen werden, da Borrelien bei Kultur in
Sdugerzellkulturmedien wie beispielsweise RPMI jegliche Zellteilungsaktivitit
einstellen (ALBAN et al., 2000; CONCEPCION et al., 2003)

Im Falle des OspC-negativen Klones PKo345 II-2-3 konnte erwartungsgemill weder
eine Zeit-, noch eine Temperatur- oder Sdugerzellabhdngige Verdnderung der OspA-
Expression verzeichnet werden (FINGERLE et al., 2000).

Die bei PKo und PKo97 K37 gezeigte Variation der OspA/OspC-Verteilung wihrend
der Koinkubation mit Sdugerzellen konnte bei dem B. garinii Stamm PBi nicht
beobachtet werden. Sowohl in zellassoziierten als auch in nicht-zellassoziierten
Borrelienpopulationen zeichnen sich die Bakterien unabhingig vom getesteten
Saugerzelltyp durch ein konstantes Verhéltnis von OspA, OspC und OspA/C aus.
Auffillig ist hierbei, dass PBi, sowohl zellassoziiert als auch nicht-zellassoziiert,
unabhidngig von experimentellen Parametern (Koinkubationsdauer, Temperatur,
Sdugerzelltyp) hauptsidchlich OspA/C-koexprimiert (85-95 9% aller untersuchten
Borrelien). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nicht gekldrt werden, ob der B.
garinii Stamm PBi die Expression von OspA und/oder OspC wihrend der Koinkubation

mit Vektor- oder Wirtszellen generell nicht reguliert, oder ob es sich hierbei um ein
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testimmanentes Phianomen  handelt. Dies konnte  beispielsweise in
Koinkubationsexperimenten mit weiteren Wirts- und Vektorzellen tiberpriift werden.
Ein wichtiger Teilaspekt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle von
OspA und OspC bei der Adhdrenz von B. burgdorferi s.l. an Saugerzellen. In
Koinkubationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass der monoklonale anti-OspA-
Antikorper L32 1F11 die Bindungsfahigkeit aller Borrelienstimme und -klone an die
neuronale Zelllinie 1321N1 signifikant hemmt (vgl. Abbildung 4.1.9 und Tabelle 4.1.3).
Der Inhibitionseffekt ist insbesondere im Falle von PKo und PKo97 K37 zeitabhéngig
und steigt bei allen getesteten Borrelien proportional zur Antikdrperkonzentration an.
Letztere wurde jedoch aufgrund des semiquantitativen Versuchsaufbaus im Einzelnen
nicht genau bestimmt (vgl. 2.13, 4.1.4). Warum der anti-OspA-Antikorper L32 1F11 die
Bindung der Borrelien am stirksten wédhrend der ersten 60 min der Koinkubation
inhibiert ist unklar. Moglicherweise spielt OspA als Adhésin in besonderem Malle in
der ersten Stunde der Koinkubation eine Rolle. Fiir die Endothelzelllinie CRL-2480
konnte gezeigt werden, dass der anti-OspA-Antikdrper die Bindung von PKo, PK097
K37 und PKo345 II-2-3 ebenfalls inhibierte. Im Gegensatz dazu wurde die Adhdrenz
von PBi an CRL-2480 nur geringfiigig beeinflusst.

Im Gesamtvergleich ist bemerkenswert, dass die Bindung von PKo345 II-2-3 an
1321N1 und CRL-2480 gegeniiber PK097 K37 durch den Antikérper wesentlich stirker
inhibiert wird. Dies ist vermutlich auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass PKo345 11-2-3
im Gegensatz zu PKo97 K37 kein OspC mehr exprimiert und somit die auf der
Borrelienoberfldche exponierten OspA-Molekiile fiir den Antikdrper besser zugénglich
sind.

Aus der Tatsache, dass die Bindung von PKo345 II-2-3 an die getesteten Sdugerzellen
durch den anti-OspA-Antikérper zwar massiv, jedoch nicht vollstindig blockiert
werden kann, ldsst sich schlussfolgern, dass die Adhdsion von B. burgdorferi s.l. an
Wirtszellen neben OspA auch noch von anderen bakteriellen Oberflichenstrukturen
vermittelt wird. Gestlitzt wird diese Hypothese durch den Vergleich von zellassoziierten
und nicht-zellassoziierten Borrelien im Inhibitionsexperiment. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass neben OspC-positiven und OspA/C-koexprimierenden auch nur OspA-
exprimierende Borrelien an die getesteten Sdugerzellen adhérieren.

Denkbar wire in diesem Zusammenhang auch, dass die inhibitorische Wirkung des
Antikorpers durch den Wirtszelltyp und die spezifische Reaktivitidt des verwendeten

Antikorpers determiniert ist. Gestiitzt wird diese Hypothese durch die Arbeiten von
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RUPPRECHT (personliche Mitteilung), der in Untersuchungen mit immortalisierten
murinen Neuroblastomzellen (N2a Zellen) und Neuroblastomzellen der Ratte (B50
Zellen) durch die Verwendung von anti-OspA-Antikdrpern eine signifikante Inhibition
der Adhérenz OspA-exprimierender PBi-Zellen erreichte. Wiahrend RUPPRECHT mit
dem breitreaktiven anti-OspA-Antikorper L32 1F11 (erkennt OspA-Serotyp 1-7) die
Adhérenz von PBi um 46 % (N2a Zellen) bzw. 49 % (B50 Zellen) inhibieren konnte,
fiihrte die Verwendung des anti-OspA-Antikorpers 132 1G3 (erkennt spezifisch OspA-
Serotyp 4) zu einer nahezu vollstindigen Inhibition der Adhdrenz OspA-positiver
Borrelien. Insgesamt waren allerdings nur 6 bzw. 1 % aller Borrelien zellassoziiert.
Interessant wére es folglich zu testen, ob und inwieweit weitere OspA-Serotyp-
spezifische anti-OspA-Antikérper die Bindung von B. burgdorferi an Saugerzellen
beeinflussen.

Insgesamt korrelieren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Untersuchungen
von COMSTOCK et al. (1993) und THOMAS und CoMSTOCK (1989), wonach nach
Koinkubation von B. burgdorferi mit einem polyklonalen anti-OspA Kaninchenserum
nurmehr 27 % aller Borrelien an HUVEC adhirierten ( = 73 % Inhibitionseffekt; vgl.
Inhibitionseffekt diese Studie, Tabelle 4.1.3). Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass die Koinkubationsexperimente die essentielle Rolle von OspA bei der
Adhésion von B. burgdorferi s.. sowohl an neuronale als auch an endotheliale
Wirtszellen bestdtigen.

Inwieweit OspC als potentielles Adhdsin der Anheftung von B. burgdorferi s.l. an
Wirtszellen eine Rolle spielt, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht ndher
charakterisiert werden, da der Einsatz des anti-OspC-Antikorpers L22 1F8 in jeder
getesteten Verdiinnung zur Aggregation der Borrelien fiithrte. Eine Evaluierung
zellassoziierter Borrelien war unter diesen Umstinden nicht moglich. Um diese
experimentelle Problematik zu umgehen, empfiehlt es sich bei kiinftigen
Inhibitionsversuchen mit monoklonalen anti-Osp-Antikdrpern mit Fab-Fragmenten
anstelle von ganzen Immunglobulin-Molekiilen zu arbeiten (COMSTOCK et al., 1993).
Letztlich weisen aber die bereits beschriebenen Unterschiede der Wirtszellaffinitdt von
PKo0345 I1-2-3 und PK097 K37 darauf hin, dass neben OspA auch OspC die Adhésion

an Sdugerzellen zu vermitteln scheint.
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5.2 Untersuchung zur Adhérenz von B. burgdorferi sensu lato an CD18-defiziente
Makrophagen

Die weitverbreitete Anwendbarkeit der Durchflusszytometrie in infektionsbiologischen
Fragestellungen klammerte das Arbeiten mit der Spirochdte B. burgdorferi bislang
nahezu vollstindig aus. Neben Arbeiten zur Detektion Borrelien-spezifischer
Antikorper im Serum infizierter Wirte (CALLISTER et al., 1994, 1996, 2000, 2002; LiM
et al., 1994; SACHSENMEIER et al., 1992) wurde die Durchflusszytometrie hauptséchlich
zur Messung des oxidative burst in Makrophagen wihrend der Phagozytose von B.
burgdorferi genutzt (CINCO et al., 2000; BANFI et al., 1989; PERTICARARI et al., 1991;
ROTHE, G. und VALET, G., 1988). Erschwert werden die durchflusszytometrischen
Untersuchungen mit B. burgdorferi insbesondere durch die Morphologie der
Spirochéten (geringer Durchmesser bei liberdimensionaler Lénge) sowie durch deren
Neigung zur Aggregation. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein
experimentelles System etabliert, das den routinemidfligen Einsatz der
Durchflusszytometrie in Untersuchungen zur Interaktion von B. burgdorferi mit
Sdugerzellen erlaubt. Gemessen wird hierbei der Anteil an Zellen an welche Borrelien
gebunden haben im Vergleich zur Gesamtzahl der detektierten Zellen, um z.B. die
Zellbindungsaffinitit von B. burgdorferi zu quantifizieren. Hauptziel war die
Realisierung einer neuen Quantifizierungsmethode mit hohem Probendurchsatz und
guter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Unter Anwendung dieser neuen
durchflusszytometrische Messmethode wurde in Koinkubationsexperimenten mit
CD18-defizienten Makrophagen untersucht, ob ayf3,-Integrine bei der Adhision von B.
burgdorferi an Wirtszellen eine Rolle spielen.

Nach Durchfiihrung zahlreicher Kontrollversuche, gelang die Spezifizierung von CD18-
negativen bzw. CDI18-positiven murinen Makrophagen in der Probe. Dies wurde u.a.
durch die Anwendung von  monoklonalen  Antikdrpern  gegen  das
Leukozytenadhédsionsmolekiil CDI18 realisiert (vgl. 4.2). Die Quantifizierung der
Haufigkeitsrate zellassoziierter Borrelien als Mal3 fiir die Zellbindungsaffinitit der
getesteten Borrelienstimme und —klone basierte auf Detektion und anschlieBender
Relation der unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen der getesteten Kontroll- und
Koinkubationsansitze. Hierbei galt es, die gemessenen Fluoreszenzintensititen mit der
Anzahl der Messereignisse, die entsprechend die Anzahl der ausgezdhlten singuldren
Sdugerzellen reprisentiert, in Bezug zu setzen. Falsch positive und unspezifische

Messergebnisse konnten durch Isotyp- und Konjugatkontrollen ausgeschlossen werden.
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Grundlegende mathematische Voraussetzung fiir die quantitative Auswertung war die
Annahme, dass es sich bei der Anzahl zellassoziierter Borrelien pro einzelner
Sdugerzelle bei allen getesteten Zelltypen um eine statistisch normal verteilte
ZufallsgroBe handelte. Dies wurde durch stete lichtmikroskopische Kontrollen der
einzelnen Versuchsansitze im Rahmen der experimentellen Moglichkeiten bestédtigt.
Durch die isolierte Betrachtung der Borrelien-Makrophagen-Aggregate im gate konnten
die korrespondierenden Vorwirts- und Seitwirtsstreuwerte dieser Zellen im FSC/SSC-
Plot meist als abgegrenzte Punktwolke sichtbar gemacht werden. Dabei wurde
beriicksichtigt, dass das gate klein genug war, um eine moglichst reine Zellpopulation,
aber ausreichend gro3 war, um eine moglichst vollstindige Zellpopulation zu
definieren. Die Anzahl der zellassoziierten Borrelien auf der einzelnen Sdugerzelle
konnte mit dieser Methode nicht bestimmt werden. Das Ergebnis, das sich als Summe
aller Fluoreszenzsignale, resultierend aus der Gesamtzahl zellassoziierter Borrelien, in
einer Probe darstellt, gibt im Vergleich von CDI18-defizienten und CD18-positiven
Makrophagen Aufschluss iiber die relative Anzahl zellassoziierter Borrelien in der
getesteten Zellpopulation.

Bei der Messung der Koinkubationsproben wurde auf Grund der Erfahrung in den
Vorversuchen in Kontrollansdtzen ohne Borrelien zuerst das Sdugerzellgate (CD18 7/ -
bzw. CD18"/"-Monozyten) gesetzt und anschlieBend die Zahl der "Fluoreszenz-
positiven", d.h. die Borrelien-positiven, Sdugerzellen im Fluoreszenz-Plot ermittelt
(gate). Anhand der zahlreichen Vorversuche konnte hierbei eine durch die
zellassoziierten Borrelien hervorgerufene Verdnderung der Messparameter Gréfle und
Granularitit, die Zielfraktion betreffend, und die daraus resultierende Verschiebung des
Zielgates vernachldssigt werden. Da die relevanten Zellfraktionen identisch gegatet
wurden, waren die ausfiihrlichen Vorversuche vor allem fiir die Quantifizierung der
Fluoreszenzsignale der einzelnen Koinkubationsproben und entsprechend der Anzahl
adhérierender Borrelien wichtig.

CD18 ist die B-Untereinheit der heterodimeren anmf,-Integrine, die beispielsweise Zell-
Adhisionsprozesse bei der Leukozytenwanderung vermitteln, aber auch eine wichtige
Rolle als Rezeptor fiir bakterielle Pathogene spielen. Bei den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Makrophagen handelt es sich um Peritonealmakrophagen CDI8-
defizienter Maiuse (WILSON et al.,, 1993). Die Maiuse verfiigen aufgrund ihrer
genetischen Disposition iiber eine CD18-Restexpression in Hohe von 2-8 % verglichen

mit dem korrespondierenden Wild-Typ. Unter Stresssituationen, z.B. nach Stimulation
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mit PMA (=Paramethoxyamphetamin), kann diese auf bis zu 16 % ansteigen. Nach
WILSON et al. (1993) handelt sich bei dem verwendeten Mausstamm folglich nicht um
eine vollstaindige CDI18 knock-out Mutante, da bei der Mutagenese anstelle des
gewiinschten Null-Allels ein so genanntes hypomorphes Allel erzeugt wurde.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mittlere Anzahl von
Makrophagen, die aufgrund adhédrierender Borrelien im Durchflusszytometer
Fluoreszenz-positiv detektiert wurden, unter Serum-freien Versuchsbedingungen bei
CD18-defizienten und CD18-positiven Makrophagen gleich ist (vgl. Tabelle 4.2.1).
Interessanterweise weisen die B. afzelii Klone PKo97 K37 und PKo345 1I-2-3
gegeniiber den Stimmen PKo (B. afzelii) und PBi (B. garinii) eine signifikant (p < 0.05)
erhohte Affinitit zu den murinen Makrophagen (CD187/ und CDI8"/") auf.
Moglicherweise ist diese Beobachtung auf die bereits unter 5.1 diskutierte Annahme
zuriickzufiithren, wonach die Adhidsion von B. burgdorferi an Wirtszellen durch den
Zelltyp determiniert sein konnte. Insgesamt wird das Ergebnis der Studie nicht von
einer gemessenen Restexpression des CD18-Molekiils in Hohe von maximal 20 %
(diese  Studie) beeintrachtigt. Im  Vergleich waren Kontrollmakrophagen
durchschnittlich zu 98 % CD18-positiv.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlauben den Schlu3, dass unter Serum-freien
Bedingungen das Leukozytenadhédsionsmolekiil CD18 bei der Bindung von Borrelien an
murine Makrophagen keine Rolle spielt und die Adhésion von B. burgdorferi an murine
Peritonealmakrophagen unter Serum-freien Bedingungen folglich nicht owf3,-Integrin-
vermittelt ist. Mdglicherweise ist aber das identische Verhalten von CD18-defizienten
und CD-18-positiven Makrophagen auf das Fehlen opsonierender Agenzien
zuriickzufiihren. Gestiitzt wird diese Hypothese von einer aktuellen Studie, in der die
Autoren zeigen konnten, dass die Bindung von Borrelien an polymorphnukledre
Leukozyten durch Borrelien-spezifische Antikorper —signifikant erhoht wird
(MONTGOMERY et al., 2002). Eine Aussage zur tatsdchlichen Rolle von ,-Integrinen als
zelluldre Rezeptoren fiir das pathogene Agens der Lyme-Borreliose kann somit erst
nach weiteren Bindungsstudien unter Verwendung opsonierender Agenzien (Serum

und/oder Borrelien-spezifische Antikdrper) gemacht werden.



5 Diskussion 158

5.3 Untersuchungen zu Fibronektin-bindenden Proteinen verschiedener B.
burgdorferi sensu lato Spezies

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neben dem Fibronektin-bindenden Protein
(BBK32) des amerikanischen B. burgdorferi s.s. Referenzstammes B31 erstmals
BBK32-Varianten des europdischen B. burgdorferi s.s. Isolates PKa2 und der B. garinii
Isolate PHei und TN rekombinant erzeugt.

Die Klonierung der rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine rBBK32p3,
rBBK32pka, rBBK32py, und rBBK327y erfolgte unter Beriicksichtigung bereits
bekannter Sequenzdaten des B. burgdorferi s.s. Referenzstammes B31 (FRASER et al.,
1997; PROBERT und JOHNSON, 1998). Die einzelnen BBK32-Expressionseinheiten
wurden hierbei als Hise-tag Fusionsproteine exprimiert. Die in E. coli-
Expressionssystemen beobachtete schlechte Exprimierbarkeit von Borrelienproteinen
mit hydrophoben Leader-Sequenzen wurde umgangen, indem der fir den 20
Aminosdure langen Leader kodierende Sequenzbereich nicht kloniert wurde (SCHULTE-
SPECHTEL, personliche Mitteilung sowie PROBERT und JOHNSON, 1998).

Die computerunterstiitzte Rekonstruktion des Leserahmens (DNA-Man) und die
Ubersetzung der Nukleotidsequenz in eine putative Aminosiureabfolge bestitigt fiir alle
4  sequenzierten  rbbk32-Konstrukte  vollstindige  rekombinante  bbk32-
Expressionseinheiten und entsprechend funktionelle BBK32-Varianten. Die DNA- und
Aminosdure-Sequenzen der verschiedenen bbk32-Expressionseinheiten wurden mit
Hilfe des BLAST-Datensuchprogramms (NIH, Washington) gegen die NCBI-DNA-
Datenbank verglichen. Alle 4 bbk32-Konstrukte konnten eindeutig der in der Datenbank
hinterlegten korrespondierenden Sequenz des B. burgdorferi s.s. Referenzstammes B31
[Accession No. AE000788 (Nukleotidsequenz) und AAC66134 (AS-Sequenz)]
zugeordnet werden. Das in der vorliegenden Arbeit als Referenzkonstrukt klonierte
bbk32p3; weist hierbei eine 99,7 %ige Ubereinstimmung mit der verdffentlichten B31
Nukleotidsequenz (AE000788) auf.

Die Nukleotidsequenz der bbk32-Expressionseinheiten von B31, PKa2 und TN
umfassen jeweils 1005 Basenpaare. Ein Vergleich der putativen Translationsprodukte
zeigte, dass die drei Proteinvarianten sowohl auf Nukleotid-, als auch auf
Aminosdureebene nahezu identisch waren.

Ein anderes Bild ergibt hingegen die Nukleotidsequenzanalyse der bbk32-
Expressionseinheit des B. garinii Isolates PHei. rbbk32py.; ist gegeniiber rbbk32p;,
rbbk32pk.» und rbbk32ry durch eine gegen das 3'-Ende des bbk32-ORFs orientierte, 18
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Nukleotide lange, Insertion charakterisiert. Wie aus Abbildung 8.1 (siche Anhang)
hervorgeht, ist die Insertion "downstream" derjenigen Proteindoméne lokalisiert, welche
die Fibronektinbindung vermittelt. Innerhalb dieser 31 Aminosdure umfassenden,
Fibronektin-bindenden Doméne, definiert als "minimal functional binding region"
(AS 131-AS 162, PROBERT et al., 2001) weist rBBK32py,; gegeniiber dem Fibronektin-
bindenden Protein des amerikanischen B. burgdorferi s.s. Referenzstammes B31
dartiber hinaus insgesamt 4 Aminosdureaustausche auf (vgl. Abbildung 5.3.1). Bei 3 der
4 Aminosdureaustausche handelt es sich um sogenannte nicht-konservative
Substitutionen, die immer auf den Ersatz eines einzelnen Nukleotids zuriickzufithren
sind. Die Molekulargewichte der -elektrophoretisch aufgetrennten rBBK32-Hise-
Fusionsproteine wurden nach SDS-PAGE Analyse auf 43-45 kDa bestimmt. Die mittels
SDS-PAGE ermittelten tatsdchlichen und berechneten theoretischen relativen
Molekiilmassen differieren hierbei um bis zu 5 kDa (vgl. Abbildung 4.3.3 und Tabelle
4.3.2). Diese Abweichungen sind darauf zuriickzufiihren, dass der theoretische Wert fiir
native Proteine ermittelt wird, wihrend die SDS-PAGE-Analyse hingegen denaturierte

Proteine reprisentiert.

B31 (diese Studie) QGSLNSLSGESGELEEPIESNEIDLTIDSDLR
B31 (PrOBERT et al., 2001) = = oo
PKa2 (diese Studie) = o

ACA1 (PROBERT et al., 2001) = o kdt——————— oo
PHei (diese Studie) k- - —— - EENNNA K—t——————— R
TN  (diese Studie) =
I1P90 (ProBERT et al., 2001) = oo te—————— I
S. pyogenes (CAC87680) NKDQSP-A-----T-Y I T-VYGNQQNPVD IDK

Abbildung 5.3.1: Gegeniiberstellung der Aminoséduresequenzen (AS) der "minimal functional
binding region" (AS 131-162 nach PROBERT und JOHNSON, 1998) von BBK32 von B.
burgdorferi s.1. B31, PKa2 = B. burgdorferi s.s., ACAl1= B. afzelii, PHei, TN, IP90 = B.
garinii und der UR-Region des Fibronektin-bindenden Proteins F1 von Streptococcus
pyogenes (Accession No.: CAC87680). Homologe AS sind mit "-", nicht konservative AS-
Austausche mit "x" und konservative AS-Austausche mit "X" bezeichnet. Konservierte
Motive sind grau hinterlegt.

Die funktionelle Fibronektin-bindende Domine zeichnet sich durch zwei stark
konservierte Motive aus, LSGESGEL und IESNEID, wobei die Aminosdureaustausche
von rBBK32py,; ausnahmslos in den nicht-konservierten Bereichen lokalisiert sind (vgl.

Abbildung 5.3.1).
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Ein Vergleich der BBK32-Ligand-Binderegion ("minimal functional binding region")
mit Fibronektin-bindenden Proteinen anderer bakterieller Proteine zeigt, dass das
Protein F1 von Streptococcus pyogenes identische konservierte Motive aufweist (vgl.
Abbildung 5.3.1), wihrend hingegen fiir die Fibronektin-bindenden Proteine 85b und
"fibronectin-attachment protein" von Mycobakterien und FnbpA von Staphylococcus
aureus keine Homologien identifiziert werden konnten (PROBERT et al., 2001). Nach
derzeitigem Stand des Wissens vermittelt Protein F1 die Adhédsion von S. pyogenes an
Sdugerzellen iiber die Bindung zelluldren Fibronektins oder die Interaktion mit
l16slichem Fibronektin, welches wiederum an zelleigene Oberflaichenmolekiile, wie
beispielsweise Integrine bindet (JADOUN et al., 1998; MOLINARI et al., 1997; OZERI, et
al., 1998). OzERI et al. (1998) konnten zeigen, dass die indirekte Interaktion von Protein
F1 mit B;-Integrinen {iber eine Fibronektin-Briicke die Internalisierung adhirierender
Bakterienzellen initiiert und somit dem pathogenen Mikroorganismus ermdglicht,
zelluldre Barrieren zu durchdringen und massive Gewebsinfektionen hervorzurufen. Es
scheint in diesem Zusammenhang naheliegend, dass die Fibronektin-Bindungstahigkeit
von BBK32 einen Integrin-vermittelten Internalisierungsprozess von B. burgdorferi im
Wirtsgewebe initiiert. Gestiitzt wird diese Hypothese durch Studien von COBURN et al.
(1998), welche die bedeutende Rolle der 3;- und B3- Integrine im Kontext der Adhdsion
von B. burgdorferi an humane Zellen beschrieben.

PROBERT und JOHNSON (1998) konnten in Inhibitionsexperimenten zeigen, dass die
Bindung von BBK32 an Fibronektin durch die Gelatine-Bindungsdomine des
Fibronektinmolekiils  vermittelt wird. Fibronektin-bindende Proteine anderer
Spirochéten, wie beispielsweise Treponema denticola und T. pallidum, die keinerlei
Sequenzhomologie zu BBK32 aufweisen, binden Fibronektin hingegen nicht iiber
dessen Gelatine-, sondern iiber das Arg-Gly-Asp-(=RGD)-Motiv der Integrin/Zell-
Bindedoméne des Fibronektinmolekiils (DAWSON und ELLEN, 1990; 1994; THOMAS et
al., 1985).

In der vorliegenden Arbeit zeichnete sich rBBK32py, in Affinitdtsblot-Studien
gegeniiber rBBK32p3;, -pkaz und -tn durch eine stark erhohte Fibronektin-
Bindungsaffinitidt aus (vgl. Abbildung 4.3.5), die vermutlich auf dessen heterogene
Aminoséduresequenz zuriickzufiihren ist (vgl. Abbildungen 5.3.1 und 8.2, im Anhang).
Naheliegend scheint in diesem Zusammenhang, dass weniger die 18 Nukleotide

umfassende Insertion im 3'-Bereich des bbk32-Genlokus, als vielmehr die
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Aminosdureaustausche innerhalb der "minimal functional binding region" die Ursache
fiir die erhohte Fibronektin-Bindungsaffinitit von rBBK32py,; ist.

Weiterhin konnte anhand einer Dot-Blot-Studie gezeigt werden, dass Gelatine die
Bindung von Fibronektin an rBBK32g3,, -pka2 und -rn deutlich reduziert, wihrend die
Bindung von Fibronektin an rBBK32py,; nicht beeinflusst wird (vgl. Abbildung 4.3.6).
Im Falle von rBBK32py; wird der Inhibitionseffekt der Gelatine moglicherweise durch
die erhohte Fibronektin-Bindungsaffinitit des rekombinanten Proteins aufgehoben. Die
von PROBERT und JOHNSON (1998) konstatierte Uberschneidung der BBK32-
Bindedomédne humanen Fibronektins mit dessen spezifischer Gelatine-Bindedoméne
wird folglich nicht in Frage gestellt.

In der vorliegenden Arbeit konnte auch in zellbiologischen Experimenten mit
verschiedenen Sidugerzell-Modellsystemen die erhohte Zellbindungsaffinitdt von
rBBK32py.; bestitigt werden. Die Verwendung von rBBK32-konjugierten
Mikrosphédren in Koinkubationsexperimenten mit Sdugerzellen erlaubte hierbei die
quantitative Erfassung einzelner adhérierender Molekiile und somit einen Riickschluss
auf die Fibronektin-vermittelte Zellbindungsaffinitdt der einzelnen getesteten rBBK32-
Varianten. In Koinkubationsexperimenten mit verschiedenen Sdugerzellen zeigten alle
getesteten rBBK32-konjugierten Mikrosphdren eine spezifische Fibronektin-vermittelte
Zellbindungsaffinitit (vgl. Abbildung 4.3.10). Hierbei waren bei einer
Inokulationsmenge von 10  Mikrosphdren pro  Sdugerzelle nach einer
Koinkubationsdauer von > 90 Minuten durchschnittlich 6-9 Mikrosphéren zellassoziiert
(> 60 %). Unabhidngig vom getesteten Sdugerzelltyp wiesen wiederum die rBBK321n-
Mikrosphédren die geringste Bindungsaffinitit auf, wobei die Unterschiede zu den
rBBK32p3;- und rBBK32pka-Mikrosphédren jedoch nicht signifikant waren. Dies ist
moglicherweise auf die vergleichsweise geringe Stabilitit des gereinigten rBBK321n-
Proteins zuriickzufiihren. Die hochste Affinitdt zu allen getesteten Zelltypen wiesen die
rBBK32pyi-Mikrosphédren auf, deren erhohte Fibronektin-Bindungsaffinitit bereits in
Western Blot-Studien zum Konjugationsnachweis gezeigt werden konnte (vgl.
Abbildung 4.3.7).

Insgesamt war die erhohte Zellbindungsaffinitit von rBBK32pye-konjugierten
Mikrosphéren bei den getesteten endothelialen Zelltypen gegeniiber allen anderen
rBBK32-Varianten zu jedem Zeitwert signifikant (p < 0,05). Im Falle der neuronalen
Astrozytomzelllinie 1321N1 waren nur gegeniiber den rBBK32n-Mikrosphiren

signifikant mehr r BBK32pyi-Mikrosphéren zellassoziiert.
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Die Kokulturexperimente der rBBK32-konjugierten Mikrosphdren mit den
verschiedenen Sidugerzelltypen bestdtigten somit die Ergebnisse zur erhdhten
Fibronektin-Bindungsaffinitit von rBBK32pp.i gegeniiber den {ibrigen getesteten
rBBK32-Varianten.

Bei allen getesteten BBK32-Varianten zeichnet sich ein signifikanter Unterschied in der
Zellbindungsaffinitit zwischen neuronalen und endothelialen Sdugerzellmodellen ab,
wobei die rBBK32-konjugierten Mikrosphédren effektiver an endotheliales, als an
neuronales Gewebe binden. Dies konnte mdglicherweise auf das unter 4.3.5.2
beschriebene verminderte Fibronektin-Vorkommen auf den verwendeten neuronalen
Zellen zuriickzufiihren sein.

Im Vergleich der verschiedenen endothelialen Zellen ist die Bindung der Mikrosphéren
an immortalisierte Zellen gegeniiber primér isolierten Nabelschnurzellen weniger
effizient, wobei die Differenzen statistisch nicht signifikant sind (p > 0,05).

Die verwendeten Mikrosphdren sind aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften, vor
allem fiir die Anwendung in biologischen Systemen, insbesondere in Phagozytose- und
Adhisionsexperimenten, geeignet. Aufgrund ihrer starken elektrischen Ladung weisen
die Mikrosphiren keinerlei Affinitdt zu Zellen auf. Unerwiinschte, unspezifische
Bindungen zwischen Zellen und Mikrosphédren kdnnen somit innerhalb des Testsystems
vermieden werden. Da die Biomolekiile kovalent an die aktivierten Carboxylgruppen
gebunden werden, entstehen wesentlich stabilere Konjugate, als beispielsweise durch
passive Adsorption des Biomolekiils.

BARBARA JOHNSON hat in zellbiologischen Experimenten mit Sdugerzellen die
Zellbindungsaffinitit des Fibronektin-bindenden Proteins des B. burgdorferi s.s.
Referenzstammes B31 untersucht (personliche Mitteilung auf der Gordon Research
Conference im Januar 2002 in Ventura, Californien, USA). JOHNSON beschrieb hierbei
die Expression des BBK32-Proteins auf den Flagellen von E. coli. In
Kokulturexperimenten mit Fibroblasten und Epithelzellen gelang es JOHNSON, analog
dem Mikrosphiren-Modell (diese Studie), die spezifische BBK32-vermittelte Adhésion
der E. coli-Zellen an Saugerzellen zu zeigen. Das in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Testsystem zeichnete sich gegeniiber dem E. coli-Modell vorwiegend
durch proteinbiochemische Stabilitdit und Kompatibilitit mit den verwendeten
Sdugerzellen aus. So konnten beispielsweise durch die stete Aufrechterhaltung

physiologisch optimaler Zellkulturbedingungen eine mdgliche, durch das E. coli-
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Kulturmedium bedingte Beeintrachtigung der Fibronektin-Bindungsfahigkeit der
Sdugerzellen ausgeschlossen werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass gemil den Untersuchungen von PROBERT und
JOHNSON  (1998), humanes Plasmafibronektin die Zellbindungsaffinitdt der
verschiedenen rBBK32-konjugierten Mikrosphidren an HUVEC beeinflusst (vgl.
Abbildung 4.3.12). Der statistisch signifikante inhibitorische Effekt humanen
Plasmafibronektins auf die Bindungsaffinitit rBBK32-markierter Mikrosphiren war am
stiarksten bei denjenigen Mikrosphdren, die mit den Fibronektin-bindenden Proteinen
der B. burgdorferi Isolate B31, PKa2 und TN konjugiert waren. Das l16sliche
Plasmafibronektin scheint hierbei, wie bereits beschrieben, die Fibronektin-
Bindedoménen der einzelnen rBBK32-Varianten zu blockieren und somit mit dem
zelleigenen Fibronektin um bestimmte Epitope innerhalb der "minimal functional
binding region" zu konkurrieren. Am wenigsten wurde die Zellbindungsaffinitit der
rBBK32ppci-Mikrosphdren durch humanes Plasmafibronektin beeintrachtigt. Dieses
Ergebnis scheint im Widerspruch zu der unter 4.3.3.2 beschriebenen vermehrten
Fibronektin-Bindungsfahigkeit von rBBK32ppe zu stehen. Moglicherweise bindet
rBBK32py.i jedoch bevorzugt zelluldres heterodiméres Fibronektin (550 kDa), das sich
von loslichem monomerem Plasmafibronektin (200-250 kDa) durch zusétzliche
Polypeptidsegmente unterscheidet.

Die Ergebnisse zur inhibitorischen Wirkung von ldslichem Plasmafibronektin auf die
Zellbindungsaffinitdt rBBK32-konjugierter Mikrosphéren korrelieren mit den Gelatine-
Affinitatsblot-Daten (vgl. Abbildung 4.3.6), wonach Gelatine die Fibronektin-Bindung
von rBBK32g31, -pkax und -ty stark reduziert, wihrend die von rBBK32pye nur
unwesentlich beeintrachtigt wird.

Die vorliegende Arbeit liefert keine eindeutige Klarung der Hypothese, wonach die
vermehrte Fibronektin-Bindungsfahigkeit von rBBK32phei auf die
Aminosdureaustausche  innerhalb der "minimal functional binding region"
zuriickzuftihren ist. Interessant wére in diesem Zusammenhang, die Fibronektin-
bindenden Proteine der B. burgdorferi s.1. Isolate ACA1 und IP90 (vgl. Abbildung
5.3.1), die jeweils 2 Aminosdureaustausche mit rBBK32py,; teilen, hinsichtlich ihrer
Fibronektin-Bindungsfdhigkeit ndher zu charakterisieren. Moglicherweise weisen die
Fibronektinbindenden Proteine von ACA1 und IP90 funktionelle Parallelen zu
rBBK32py.; auf. Eine weitere Moglichkeit eroffnet die Methode der "site-directed

mutagenesis", die durch eine gezielte Variation einzelner Aminosduren innerhalb der
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nicht-konservierten Bereiche der Fibronektin-Bindungsdoméne von BBK32, die
Identifizierung derjenigen Aminosduren erlaubt, die moglicherweise fiir eine vermehrte
Fibronektin-Bindungsaffinitdt von BBK32py; verantwortlich sind. Des weiteren kann
ein moglicher Einfluss der 18 Nukleotide umfassenden Insertion "downstream" der
"minimal functional binding region" von rBBK32py.; auf dessen vermehrte Fibronektin-
Bindungsfahigkeit nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Dies gilt es durch die
Herstellung entsprechender rBBK32ppi-Deletionsmutanten zu tiberpriifen.

Erste Hinweise auf die Bedeutung rekombinanter Fibronektin-bindender Proteine in der
Diagnostik der Lyme-Borreliose lieferten die Arbeiten von AKIN et al. (1999), FIKRIG et
al. (1997, 1998) und HEIKKILA et al. (2000). Wéahrend AKIN et al. und FIKRIG et al. in
ihren Untersuchungen ausschlieSlich BBK32-Proteine amerikanischer B. burgdorferi
s.s. Spezies testeten, bezogen HEIKKILA et al. erstmals BBK32-Varianten aller drei
humanpathogener Spezies, B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii, mit ein. Die
Autoren beschrinkten sich hierbei jedoch ausschlieflich auf rBBK32-Varianten
finnischer B. burgdorferi Isolate. Angesichts der wenig stringenten Kriterien, Anzahl
und Auswahl der Testseren betreffend, sind die Ergebnisse dieser Studien mit
Sensitivitdten von bis zu 100 % und demgegeniiber niedrigen Spezifititen von 80-90 %
kritisch zu interpretieren.

Unter Verwendung einer definierten Auswahl von Patienten- und Kontrollseren (vgl.
SCHULTE-SPECHTEL et al., 2003) wurden Sensitivitit und Spezifitdt der Immunoblots fiir
jedes rBBK32-Antigen unabhédngig ermittelt. Die 40 getesteten Patientenseren stammen
von Spendern, die aufgrund ihrer klinischen Symptomatik sowie positiver intrathekaler
Antikorperproduktion und/oder positivem IgM-ELISA, dem Krankheitsstadium der
frithen Neuroborreliose (NBII) zugeordnet wurden. Die Spezifitit der Western Blot-
Analysen wurde entsprechend anhand definierter Kontrollseren (40 Blutspenden, 10
Serumproben mit positivem Rheumafaktor und 9 Serumproben mit positiver Lues-
Serologie) ermittelt.

Die Western Blot-Analyse zeigte bei allen getesteten rBBK32-Varianten spezifische
IgG-Serumreaktivititen mit Sensitivitdtswerten von 55 bis 65 % (vgl. Tabelle 4.3.4),
wobei die Sensitivitdtsunterschiede statistisch nicht signifikant waren.

Wihrend alle getesteten rBBK32-Varianten im Vergleich anndhernd identische
Einzelsensitivititen zeigten, d.h. fir jedes Protein wurde insgesamt eine jeweils
anndhernd identische Anzahl an spezifischen IgG-Serumreaktivitdten ermittelt, konnte

die Gesamtsensitivitdt durch die Kombination der 4 rBBK32-Varianten auf insgesamt
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70 % erhoht werden. Die Erhohung der Gesamtsensitivitit durch Kombination der
verschiedenen Antigene ist wahrscheinlich, wie beispielsweise von HEIKKILA et al.
(2003) diskutiert, auf die auf AS-Ebene ermittelten Sequenzunterschiede (vgl. Tabelle
4.3.3 und Anhang Abb. 8.2) zuriickzufiihren.

AbschlieBend 146t sich aus der vorliegenden serologischen Studie schlu3folgern, dass
die getesteten rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine rBBK32g31, -pka2, -prei
und -1, insbesondere in Kombination, zur serologischen Diagnose der Lyme-Borreliose
herangezogen werden konnen. Interessant wére in diesem Zusammenhang in
weiterfiilhrenden Studien zu untersuchen, welche IgG-Sensitivititen sich fiir die
getesteten 4 rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine im Fokus anderer
Krankheitsstadien als der in der vorliegenden Studie getesteten friithen Neuroborreliose
(Stadium 1II), wie Erythema migrans (Stadium I) oder Lyme-Arthritis (Stadium III),

ergeben.
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5.4 Untersuchungen zur Coiling-Phagozytose von B. burgdorferi sensu lato durch
primére humane Makrophagen

In der vorliegenden Arbeit gelang es erstmals das Phinomen der Coiling-Phagozytose
mit Hilfe lichtmikroskopischer Methoden morphologisch zu analysieren und diesen
speziellen Phagozytosemechanismus auf molekularer Ebene zu charakterisieren.
Borrelien rotieren auch nach der Anheftung an die Phagozyten in ihrer
charakteristischen korkenzieherartigen Weise und kdnnten sich somit theoretisch selbst
um zellulire Membranausstiilpungen, wie beispielsweise Pseudopodien, winden. Das
Phinomen der Coiling-Phagozytose wiirde demnach passiv durch die
Rotationsbewegung der Borrelien hervorgerufen. Nach RITTIG et al. (1998a) handelt es
sich bei dieser speziellen Art der Phagozytose jedoch um einen aktiven, Makrophagen-
gesteuerten Prozess, da auch hitzeinaktivierte Borrelien den Effekt des Coilings
induzieren. Die Coiling-Phagozytose tritt verglichen mit konventioneller Phagozytose
insgesamt selten auf, ist aber ein fiir Spirochiten relevanter Phagozytosemechanismus.
So wird B. burgdorferi beispielsweise von professionellen Phagozyten vorwiegend iiber
diesen speziellen Mechanismus aufgenommen (ca. 60-70 % aller Phagozytose-
Vorginge; RITTIG et al., 1992). RITTIG et al. (1994) diskutierten als mdgliche Erklarung
fiir die Coiling-Phagozytose zunichst die Disproportion der Borrelien, die, verglichen
mit anderen Keimen, wie z.B. E. coli (= 1-4 um), mit 8-22 um ungewdhnlich lang sind
(vgl. 1.1.7). Unabhéngig von ihrer Morphologie variiert jedoch bei den verschiedenen
Spirochdten (Borrelia, Leptospira und Treponema) die Hiufigkeit der Coiling-
Phagozytose sehr stark (RITTIG et al., 1998a), was wiederum die schraubige Form als
moglicher Induktor dieser speziellen Art der Phagozytose ausscheiden I&sst.
Moglicherweise spielen bestimmte Antigenstrukturen, wie die Osp-Proteine von B.
burgdorferi, eine entscheidende Rolle als induzierendes Agens (MODOLLEL et al.,
1994).

In der vorliegenden Arbeit wurden morphologische und molekulare Aspekte der
Coiling-Phagozytose analysiert, um diesen speziellen Phagozytosemechanismus
insbesondere auf der Ebene professioneller Phagozyten ndher zu charakterisieren. In
Koinkubationsexperimenten  mit primdren humanen Makrophagen wurden
Verianderungen des zelluldren Zytoskeletts der professioneller Phagozyten wahrend der
Internalisierung von B. burgdorferi s.l. untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass B.
burgdorferi bei primdren humanen Makrophagen die Ausbildung F-Aktin-reicher

Strukturen induziert, die aus den Fresszellen hervorwachsen und modifizierten
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Pseudopodien &hneln (vgl. Abbildung 4.4.2, 4.43, 4.4.4). Die Bildung dieser
unilateralen Pseudopodien, dem wichtigsten Merkmal der Coiling-Phagozytose, wird
moglicherweise durch asymmetrisches Gruppieren bestimmter zelluldrer Rezeptoren an
der Kontaktstelle zwischen mikrobiellem Agens und dem Phagozyten hervorgerufen
(RITTIG et al., 1999). ADEREM und ANDERHILL (1999) sowie KAPLAN et al. (1977)
beschrieben in diesem Zusammenhang lokale Aktin-Polymerisationen als Induktor Fcy-
oder CR3-vermittelter Phagozytose.

Die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Phagozytosestrukturen tatsdchlich um Coiling-Pseudopodien und nicht um Artefakte
handelt, war aufgrund der Haufigkeit dieses Phdnomens und der Analyse entsprechend
vieler Strukturen beziiglich Morphologie und Proteingehalt sehr grof3 (diese Studie,
RITTIG et al., 1992). Wie grol dennoch der Spielraum bei der Beschreibung der
Phagozytose von B. burgdorferi durch professionelle Phagozyten ist, zeigte die von
SUHONEN et al. (1998) entdeckte "Schlauchphagozytose" (engl. tube phagocytosis).
Dieser Mechanismus, bei dem humane neutrophile Zellen wéhrend der Internalisierung
Komplement-opsonierter ~ Borrelien maéchtige schlauchformige  Ausstiilpungen
ausbilden, beschreibt wahrscheinlich die hinldnglich bekannte Coiling-Phagozytose.
Zudem wurde die "Schlauchphagozytose" lediglich mittels Video-unterstiitzter
Dunkelfeldmikroskopie analysiert, deren Aussagekraft nach unserer Meinung weit unter
den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Immunfluoreszenzmethoden liegt.

In der vorliegenden Untersuchung gelang es, die Genese Borrelien-induzierter F-Aktin-
reicher Phagozytosestrukturen, die in Struktur und Genese den von RITTIG et al. (1999)
beschriebenen Coiling-Pseudopodien entsprachen, unter experimentellen Bedingungen
zu optimieren und zu standardisieren (vgl. 4.4.2.2). Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Opsonierung der Borrelien wahlweise mit dem monoklonalen Antikorper L.32
IF11 (= anti-OspA) bzw. L22 1F8 (= anti-OspC) oder Komplement (humanes Serum)
die Rate der zellassoziierten Borrelien erhoht wird. Gleichzeitig wurde die Anzahl
unilateraler Coiling-Pseudopodien gegeniiber den konventionellen symmetrischen
Pseudopodien signifikant erhoht. Die Rolle von Komplement bei der Phagozytose von
B. burgdorferi wird kontrovers diskutiert. Wiahrend PETERSON et al. (1984)
Komplement keinerlei opsonierende Wirkung beimal}, beschrieben SUHONEN et al.
(1998, 2000) eine signifikante Erhohung der Phagozytoserate nach Komplement-
Opsonierung. Die Frage nach der Wirkung verschiedener Opsonine vertieften

MoODOLELL et al. (1994). Wéihrend die Autoren durch die Opsonierung mit
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monoklonalen anti-OspA-Antikorpern eine Steigerung der Phagozytoserate erzielten,
verringerte ein monoklonaler anti-Flagellin-Antikorper interessanterweise nicht nur die
Phagozytoserate, sondern reduzierte insbesondere die Anzahl der Coiling-Ereignisse
signifikant. Moglicherweise ist die beobachtete Steigerung der Phagozytoserate durch
anti-Osp-Antikorper durch die Lokalisation der Zielantigene erkldrbar. Osp-Proteine
sind auf der duleren Membran der Borrelien exponiert und konnen durch Maskierung
mit einem spezifischen Antikorper Fcy-vermittelte Phagozytose initiieren, wodurch sich
die Phagozytoserate erhoht. Flagellin hingegen ist auf den Endoflagellen lokalisiert, die
sich wiederum im periplasmatischen Raum zwischen &duflerer Membran und bakterieller
Zellwand befinden, und ist somit wéhrend des Phagozytoseprozesses nicht fiir
spezifische Antikorper zuginglich. Die unterschiedliche Haufigkeit der Coiling-
Phagozytoseereignisse ist in diesem Zusammenhang moglicherweise auf ein
asymmetrisches Gruppieren bestimmter zelluldrer Rezeptoren an der Kontaktstelle
zwischen Spirochite und Phagozyten zuriickzufiihren, welches durch Osp-spezifische,
nicht jedoch durch Flagellin-spezifische Antikorper initiiert wird (RITTIG et al., 1999).
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Eindringen der Borrelien in
die primdren humanen Makrophagen hauptsiachlich end on erfolgt, wie auch von
MONTGOMERY und MALAWISTA (1996) beschrieben. Die Bakterienzellen heften sich
bevorzugt mit ihrer Spitze an den Makrophagen, um dann von den Coiling-
Pseudopodien umwickelt und als Membrankomplex internalisiert zu werden. An der
Kontaktstelle zwischen Borrelie und Phagozyt ist hierbei die massivste und initiale
Aktin-Akkumulation lokalisiert. Diese Beobachtungen korrespondieren mit den
Ergebnissen anderer Studien, wonach die Spirochdtenspitze bereits als
hochspezialisierte Region beschrieben wurde, die nach KLEMPNER et al. (1995) in der
Lage ist, verschiedene Wirtsfaktoren, wie Plasminogen, zu binden. COLEMAN et al.
(1995) zeigten in diesem Zusammenhang, dass die spezifische Bindung von
Plasminogen in Zellkulturversuchen mit HUVEC-Priparationen die Penetration
endothelialen Gewebes vermittelt.

In Koinkubationsexperimenten mit priméren humanen Makrophagen konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Coiling-Phagozytose von massiver Aktin-
Polymerisation und der Akkumulation der kleinen GTPase Racl/2 begleitet ist (vgl.
Abbildung 4.4.6). Weiterhin gelang es, die Proteine WASp und Arp2/3 Komplex
innerhalb der Borrelien-induzierten zelluldren Phagozytosestrukturen nachzuweisen

(vgl. Abbildung 4.4.7, 4.4.8, 4.4.9, 4.4.10). Die Beteiligung von Arp2/3 Komplex ist mit
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seinen Eigenschaften als Aktivator der WASp-abhédngigen Aktin-Polymerisation bzw.
als Aktin-Nukleator gut erkldrbar. Die Rolle von Rac bzw. Rho bei diesem Phianomen
ist dagegen noch unklar. Mdogliche Funktionen sind die Rac-abhingige Aktin-
Regulation durch WAVE Proteine sowie Rho/Rho Kinase-vermittelte Aktomyosin-
Kontraktilitit (HIGGS und POLLARD, 1999; BiSHOP und HALL, 2000). Ebenso ist eine
Beteiligung von Rho und Rac durch ihre Rolle als Inhibitoren der Aktin-
Depolymerisation via LIM-Kinasen und Inaktivierung von Cofilin denkbar (YANG et
al., 1998; Sumi et al., 1999). Rho-Aktivitit konnte zudem auf die Beteiligung von
Forminen, wie mDial, hindeuten, die Rho-abhingig Aktin regulieren (EVANGELISTA et
al., 2001; SAGOT et al., 2002).

Innerhalb der Coiling-Strukturen, die fiir die Phagozytose von B. burgdorferi
verantwortlich sind, ist WASp homogen entlang den Spirochétenzellen verteilt (vgl.
Abbildung 4.4.7, 4.4.8), wihrend sich der Arp2/3 Komplex in punktartigen Foci
darstellt (vgl. Abbildung 4.4.9, 4.4.10). Eine solche punktartige Verteilung des Arp2/3
Komplexes wurde bereits fiir CR3-abhéngige Phagozytose beschrieben (ALLEN und
ADEREM, 1996; KAPLAN et al., 1977, MAY et al., 2000). Bei FcyR-vermittelter
Phagozytose ist Arp2/3 Komplex dagegen, wie auch andere Proteine, gleichformig in
den jeweiligen Aufnahmestrukturen verteilt (ALLEN und ADEREM, 1996; MAY et al.,
2000). FcyR-abhdngige Phagozytose ist zudem gekennzeichnet durch die Bildung
grofBer, beidseitig die Partikel umschlieBende Lamellipodien, wihrend bei CR3-
vermittelter Phagozytose Partikel ohne Bildung grofler Oberflichenextensionen
aufgenommen werden. Die Coiling-Phagozytose von B. burgdorferi nimmt daher eine
intermedidre Stellung zwischen FcyR-vermittelter und CR3-vermittelter Phagozytose
ein, da die Bakterien zum einen wie in FcyR-abhingiger Phagozytose durch grofle
Pseudopodien aufgenommen werden (RITTIG et al., 1999), zum anderen der Arp2/3
Komplex jedoch wie bei CR3-abhéngiger Phagozytose in distinkten Foci vorliegt (MAY
et al., 2000).

Mit Hilfe von Mikroinjektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass in priméren
humanen Makrophagen die Coiling-Phagozytose Komplement-opsonierter B.
burgdorferi durch die kleinen GTPasen CDC42Hs und Rac kontrolliert wird. Rho,
ebenfalls Mitglied der Familie der kleinen Rho-GTPasen, spielt hingegen keine Rolle
(vgl. Abbildung 4.4.11). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von
Komplement-opsonierten B. burgdorferi bei primdren humanen Makrophagen die

Ausbildung von membrane ruffles induziert. Die Beteiligung der kleinen GTPase Rac
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an der Ausbildung der Coiling-Pseudopodien korrespondiert mit den Ergebnissen von
RIDLEY und HALL (1992) und HALL (1998), wonach die Ausbildung von membrane
ruffles ebenfalls Rac-kontrolliert ist.

Die besondere Stellung der Coiling-Phagozytose innerhalb der Fcy-Rezeptor- oder
CR3-vermittelten Prozesse wird durch die Beteiligung der verschiedenen Rho-GTPasen
unterstrichen. Wahrend nach CARON und HALL (1998) und MASSOL et al. (1998) Fcy-
Rezeptor-vermittelte Phagozytose CDC42Hs und Racl abhdngig ist und CR3-
vermittelte Phagozytose als Rho kontrolliert beschrieben wurde (CARON und HALL,
1998), verhilt sich die Coiling-Phagozytose kontrovers: die Serum-, also Komplement-
opsonierten Borrelien wurden, einheitlich tiber einen CDC42Hs und Rac1 kontrollierten
Signaltransduktionsweg ohne Rho-Beteiligung phagozytiert. An dieser Stelle muss
allerdings beriicksichtigt werden, dass die in diesem Zusammenhang zitierten Studien
mit transfizierten Zelllinien und nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, mit primiren
humanen Makrophagen durchgefiihrt wurden. In Untersuchungen mit Makrophagen
beschrieben Cox et al. (1997) hingegen die Beteiligung von CDC42Hs und Racl an
CR3-vermittelter Phagozytose und entsprechend von Rho in Fcy-Rezeptor-vermittelter
Phagozytose (HACKHAM et al., 1997), was durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie
bestétigt wird. Die Kontrollmechanismen phagozytotischer Prozesse scheinen somit,
abhingig vom verwendeten Zellmodellsystem, zu variieren.

Ein Vergleich reifender Phagosomen, wie beispielsweise Coiling-Pseudopodien, mit
Podosomen zeigt, dass sich beide Strukturen aufgrund ihres Proteingehaltes dhneln
(ASPENSTROM et al., 1996; RITTIG et al., 1999). Podosomen sind punktférmige, F-
Aktin-reiche, hoch-dynamische Adhésionsstrukturen die von monozytiren Zellen und
Osteoklasten ausgebildet werden (MARCHISIO et al., 1984; 1987; ZAMBONIN-ZALLONE
et al., 1989). Bisher beschrinkten sich die Ubereinstimmungen von Phagosomen und
Podosomen hauptsdchlich auf die Proteine F-Aktin, Talin und Proteinase K. Unter
Beriicksichtigung unserer FErgebnisse konnte das Spektrum der strukturellen
Gemeinsamkeiten nun erweitert werden: in Podosomen kolokalisieren, genau wie bei
den im Rahmen dieser Arbeit analysierten F-Aktin-reichen Phagozytosestrukturen, die
Effektoren der F-Aktin-Polymerisationskaskade WASp und Arp2/3 Komplex. Zudem
scheint die Formation der Podosomen, ebenso wie die der Coiling-Pseudopodien,
CDCA42Hs kontrolliert zu sein (LINDER et al., 1999, 2000b).

Insgesamt  scheinen die fir den als Coiling-Phagozytose bezeichneten

Internalisierungsprozess essentiellen zelluldren Zytoskelettmodulationen denselben
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Kontrollmechanismen zu unterliegen, wie sie fiir konventionelle Arten der Phagozytose
beschrieben wurden. Coiling-Phagozytose ist somit weder die spezifische Strategie
bestimmter Bakterien, noch ein eigenstindiger Mechanismus (RITTIG et al., 1998b),

sondern vielmehr eine Spielart der konventionellen Phagozytose.
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6 Zusammenfassung
B. burgdorferi s.I. wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit mit Zellen haematopoietischen,
und nicht-haematopoietischen Ursprungs konfrontiert, um verschiedene Aspekte der

Interaktion des Agens der Lyme-Borreliose mit Wirtszellen zu untersuchen.

Hauptziel der komplexen Untersuchungen im Rahmen der Pathogeneseforschung der
Spirochétose war es, Unterschiede im Organotropismus verschiedener Borrelienstimme und -
klone ndher zu charakterisieren. In Untersuchungen mit nicht-haematopoietischen humanen
Zellen und Zelllinien endothelialen und neuronalen Ursprungs konnte gezeigt werden, dass
die getesteten Borrelienstimme und —klone, PKo, PK097 K37, PKo345 11-2-3 und PBi in
vitro an die verschiedenen Wirtszellen adhérieren und diese auch invadieren. Hierbei konnte
eine Korrelation zwischen der Bindungsfdhigkeit und der Variation in der Expression der
Oberflachenproteine OspA und OspC der Borrelien, sowie Unterschiede im OspA-Serotyp
gezeigt werden. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Stamm PKo (B. afzelii, OspA-Typ 2,
typisches Hautisolat) und der Stamm PBi (B. garinii, OspA-Typ 4, typisches Liquorisolat)
eine signifikant erhohte Zellbindungsaffinitdt zu endothelialem bzw. neuronalem Gewebe
aufweisen. Ubertragen auf die in vivo Situation kénnten die im Zellmodell beobachteten
Unterschiede in der Adhdsion moglicherweise den Organotropismus der unterschiedlichen
OspA-Serotypen erklaren.

Weiterhin konnte die essentielle Rolle von OspA und OspC bei der Adhidsion von B.
burgdorferi s.I. an humane Wirtszellen gezeigt werden, da OspA-Antikorper die Adhédsion
signifikant hemmen. Moglicherweise spielt auch OspC eine bedeutende Rolle, da adhdrente
OspA/OspC-doppelexprimierende Borrelien eine besonders starke OspC-Expression
aufweisen und zudem OspA- und OspC-exprimierende Borrelien stirker adhérieren als nur
OspA-exprimierende Borrelien. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stiitzen somit die
Arbeitshypothese verschiedener Autoren, die zur Prophylaxe der Lyme-Borreliose die

Entwicklung polyvalenter Impfstoffe auf der Basis verschiedener Osp-Typen postulieren.

In weiteren Untersuchungen gelang es, ein experimentelles System zu etablieren, das den
routineméfigen Einsatz der Durchflusszytometrie in Untersuchungen zur Interaktion von B.
burgdorferi sensu lato mit Sdugerzellen erlaubt. Unter Anwendung dieser Methode konnte
gezeigt werden, dass das Leukozytenadhidsionsmolekiill CD18 keine Rolle bei der Bindung
von nicht-opsonierten Borrelien an murine Makrophagen zu spielen scheint und die Adhésion
von B. burgdorferi an murine Peritonealmakrophagen unter Serum-freien Bedingungen

folglich nicht oumf,-Integrin-vermittelt ist.
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Um das Fibronektin-bindende Proteine (BBK32), ein wichtiges bakterielles Adhdsin, ndher zu
charakterisieren, gelang es, rBBK32-Proteine der B. burgdorferi sensu lato Isolate B31, PKa2,
PHei und TN zu klonieren, rekombinant in E. coli zu exprimieren und zu reinigen. Anhand
von Untersuchungen zu Struktur und Funktion der verschiedenen rBBK32-Varianten konnte
gezeigt werden, dass sich das Fibronektin-bindende Protein des B. garinii Stammes PHei
(rBBK32pyej) gegeniiber rBBK32p3;, -pka2 und -pn durch eine signifikant erhohte
Zellbindungsaffinitit auszeichnet, die vermutlich auf die innerhalb der BBK32-Ligand-
Binderegion identifizierten Aminosdureaustausche zuriickzufiihren ist. Abgesehen von der
BBK32-Ligand-Binderegion sind die verschiedenen rBBK32-Varianten auf Nukleotid- und
Aminosdureebene nahezu identisch. Dass die Heterogenitidt der BBK32-Ligand-Binderegion
fiir diagnostische Belange nicht relevant ist, wurde auch in Immunoblotstudien mit
Patientenseren  bestétigt. Die verschiedenen rBBK32-Varianten wiesen allerdings
Unterschiede in der Reaktivitit mit Patientenseren auf, wobei die Kombination verschiedener

rBBK32-Antigene die Sensitivitit des Antikdrpernachweises erhohen konnte.

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Coiling-Phagozytose
von B. burgdorferi durch primdre humane Makrophagen auf molekularer Ebene. Die
Untersuchungen fokussierten sich auf morphologische Aspekte und die molekulare
Maschinerie der Aktin-Polymerisationskaskade wéhrend der Coiling-Phagozytose. Es konnte
gezeigt werden, dass die Aufnahme Komplement-opsonierter Borrelien durch Coiling-
Phagozytose von massiver Aktin-Polymerisation entlang den gebildeten Pseudopodien
begleitet wird. WASp und Arp2/3 Komplex, die in diese Strukturen rekrutiert werden, steuern
diesen Vorgang. Kontrolliert wird der gesamte Prozess letztlich von den kleinen GTPasen
CDC42Hs und Racl. Die GTPase Rho spielt hingegen keine Rolle. Dies spricht fiir eine
intermedidre Stellung der Coiling-Phagozytose zwischen Fcy- bzw. Komplementrezeptor
(CR3)-vermittelter Phagozytose. Die Ergebnisse zeigen, dass die fiir den besonderen
Internalisierungsprozess  essentiellen  zelluldiren  Zytoskelettmodulationen  denselben
Kontrollmechanismen unterliegen, die fiir konventionelle Arten der Phagozytose beschrieben

wurden.
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8 Anhang

Tabelle 8.1: Ubersicht iiber die Anzahl zellassoziierter Borrelien pro 10 Siugerzellen nach verschiedenen
Koinkubationszeitrdumen.

Zelltyp Stamm 10 min 60 min | 120 min 3h 4h 8h 12h 24 h 48 h
132IN1  |PKo 1327+ 22,19+ 2328+ [5537+ |67.42+ 89,3+ 107,24+ {120,899+ (121,67 +
4,23 5,70 9,80 11,23 23,40 13,26 28,45 22,40 23,87
PKo97 11,12+ 2340+ 3780+ 4987+ 87,69+ 9521+ [98,67+ (109,23 + 112,20+
K37 6,78 7,56 8,68 9,25 6,48 11,57 27,40 22,67 9,65
PKo345 [6,13 + 23,87+ 2924+ 3456+ 47,25+ |52,11+ |SL,27+  |57,30+ (63,89 +
11-2-3 3,28 11,39 9,45 5,31 5,77 7,89 9,61 11,78 13,20
PBi 45,34+ 67,76 + 101,10+ [106,17+ 114,73+ |[118,49+ |116,92+ |114,73+ |106,77 +
7,23 19,2 15,21 24,12 7,89 13,2 23,27 31,79 23,47
JECV304 |PKo 24,13+ 46,72+ 60,65+ 107,51+ |121,56+ |156,89+ [173,47+ |176,28+ 174,37+

17,20 11,33 15,33 13,69 17,23 11,67 27,23 23,15 34,91

PKo97 16,00+ 31,78+ 27,08+ 34,74+ 54,80+ 67,21+ 91,12+ 102,26+ 98,56+

K37 9,41 10,63 9,43 7,76 14,28 4,58 12,23 24,18 8,47
PKo345 [20,71+ 31,14+ 52,74+ 41,62+ 53,84+ 55,35+ 57,23+ 62,70+ 75,19+
11-2-3 15,92 12,95 9,94 10,57 11,97 13,42 11,89 13,04 26,50
PBi 9,28+ 17,12+ 35,48+ 53,30+ 98,10+ 104,03+ |132,47+ [134,63+ [136,87+
5,58 6,42 18,04 30,27 24,36 17,43 25,09 29,50 31,45
(CRL-2480 |PKo 25,46+ 46,78+ 89,37+ 162,0+ 191,78+ 241,23+ 267,78+ 278,89+ |289,21+
9,28 11,35 19,77 21,83 12,54 21,26 31,58 45,20 34,87
PKo97 23,38+ 70,11+ 110,45+ |132,49+ [172,89+ [193,48+ |240,36+ |263,97+ [271,97+
K37 11,39 14,22 17,68 21,87 16,29 17,90 33,87 21,26 29,80
PKo345 |17,56+ 23,87+ 29,24+ 34,56+ 92,78+ 120,27+ |106,74+ [124,36+ (134,56t
11-2-3 5,89 7,60 8,21 12,72 23,81 13,62 34,93 45,82 24,20
PBi 13,22+ 31,13+ 34,52+ 56,37+ 77,69+ 106,38+ |116,29+  [128,22+  (121,24+
3,23 13,11 8,91 12,93 13,28 11,56 43,20 21,89 17,92
JHUVEC (PKo 27,84+ 58,67+ 125,58+ 204,29+ 243,41+ 292,32+ |335,89+ |330,78+ [322,17+
11,23 6,37 21,24 17,80 31,22 27,96 18,16 27,61 35,89
PKo97 12,88+ 41,21+ 103,29+ |136,49+ [150,84+ [210,26+ |241,47+ |262,39+  [245,44+
K37 21,28 17,37 23,28 19,71 26,78 33,82 13,29 37,29 27,80
PKo345 |7,23+ 41,26+ 45,78+ 41,29+ 67,55+ 73,43+ 90,67+ 110,11+ [93,54+
11-2-3 11,29 25,87 13,29 13,67 17,82 24,39 19,21 25,76 17,29
PBi 22,34+ 47,75+ 90,21+ 125,34+ |170,75+ |196,48+  [211,34+ |237,67+ |256,69+

15,87 19,27 35,49 34,20 19,26 22,19 29,55 22,91 27,21
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Tabelle 8.2: Ubersicht iiber die prozentuale Verteilung von OspA und OspC in zellassoziierten Borrelien
nach verschiedenen Koinkubationszeitrdumen.

Zelltyp Stamm Osp-Typ t (34 °C) 60 min (37 °C) 4h (37°C) 24 h (37 °C)
1321N1 PKo A 22,6 25,5 37,0 574
C 3,7 41 7.2 13,4
A+C 73,7 70,4 55,8 292
PKo097 K37 A 27.1 313 374 55,5
C 11,9 11,9 9,3 7.2
A+C 61,0 56,8 53,3 373
PKo345 I1-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 6.3 7.7 11,7
C 2,2 2.8 2,2 16
A+C 92,2 90,0 90,1 86,7
[Ecv3os  Pko A 22,6 224 357 52,9
C 37 5,5 9,3 113
A+C 73,7 72,1 55,1 358
PKo097 K37 A 27,1 29,8 353 61,9
C 11,9 8,0 9.2 6,8
A+C 61,0 62,2 55,5 313
PKo0345 11-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 8,8 8,7 9,7
C 22 1,9 1,9 2,1
A+C 92,2 89,3 89,5 88,3
CRL-2480 [PKo A 22,6 19,3 33,9 453
C 3,7 33 5,5 7.1
A+C 73,7 774 60,7 47.6
PK097 K37 A 27,1 31,7 42,7 52,6
C 11,9 8,7 113 8,7
A+C 61,0 59,6 46,1 38,7
PKo345 I1-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 5,5 9,3 13,2
C 22 2,1 2,0 1,7
A+C 92,2 92,4 88,7 85,2
lnuvec ko A 22,6 24,8 34,0 493
C 3,7 54 9,2 9.2
A+C 73,7 69,8 56,8 41,5
PKo097 K37 A 27,1 343 41,8 493
C 11,9 8,3 7.2 9,3
A+C 61,0 26,0 51,0 41,5
PKo345 I1-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 6,5 7,0 8,2
C 2,2 1,5 1,7 1.8
A+C 92,2 92,1 91,3 90,0
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Tabelle 8.3: Ubersicht iiber die prozentuale Verteilung von OspA und OspC in nicht-zellassoziierten
Borrelien nach verschiedenen Koinkubationszeitraumen.

Zelltyp Stamm Osp-Typ 0 (34 °C) 60 min (37 °C) Hh(37°C) P4h(37°C)
1321N1 PKo A 22,6 243 17,6 12,7
C 3,7 3,5 3,3 2,9
A+C 73,7 72,2 79,1 84.4
PKo097 K37 A 27.1 252 17,3 93
C 1.9 10,8 73 42
A+C 61,0 64,1 75,4 86,5
PKo345 I1-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 56 52 5,0 32
C 2.2 2,7 1,5 1,9
A+C 92,2 92,1 93,5 94,9
lEcv3o4 PKo A 22,6 19,3 16,9 12,0
C 3,7 2,9 3,3 2.8
A+C 73,7 778 79,8 85,2
PK097 K37 A 27,1 222 19,8 13,2
C 11,9 10,8 73 42
A+C 61,0 67,0 72,9 82,6
PKo0345 11-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 5.4 5,1 49
C 22 1,9 1,8 22
A+C 92,2 92,7 93,1 92,9
CRL-2480 PKo A 22,6 22,8 21,9 15,8
C 37 33 2.8 2,8
A+C 73,7 73,9 75,3 81,4
PK097 K37 A 27,1 21,9 21,9 13,2
C 11,9 11,5 9,3 7,5
A+C 61,0 66,6 68,8 79,3
PKo345 11-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 5.6 44 5.7 42
C 22 1,8 2,9 22
A+C 92,2 93,8 914 93,6
lHuvEC PKo A 22,6 243 17,6 12,7
C 3,7 3,5 3,3 2,9
A+C 73,7 72,2 79,1 84.4
PKo097 K37 A 27.1 252 17,3 93
C 1.9 10,8 73 42
A+C 61,0 64,0 754 86,5
PKo345 I1-2-3 A 100,0 100,0 100,0 100,0
C 0,0 0,0 0,0 0,0
A+C 0,0 0,0 0,0 0,0
PBi A 56 45 47 3,9
C 2.2 1.8 1,9 2,1
A+C 92,2 93,7 934 94,0
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Tabelle 8.4: Ubersicht iiber die mittlere Anzahl zellassoziierter Borrelien pro 10 Siugerzellen unter dem
EinfluB des monoklonalen anti-OspA-Antikérpers L32 1F11.

Zelltyp Stamm Koinkubations- mAK-
dauer Verdiinnung
1:1 1:2 1:10 1:100 1:1000 ohne mAK
1321N1 PKo 60 min 6,72 + 132+ 17,81 + 21,27 + 19,2+ 22,19 +
3,21 5,23 9,27 11,29 7,23 5,71
8h 65,2 + 66,7 + 74,2 + 93,89 + 92 + 89,3 +
9,78 11,3 7,87 7,27 8,96 13,26
PKo 97 K37 |60 min 19,2 + 21,45 + 22,87 + 25,55 + 25,27 + 23,4 +
9,13 2,3 8,73 7,97 9,23 7,56
8h 68,36 + 65,87 + 76,43 + 89,95 + 94,23 + 95,21 +
11,23 9,87 6,89 9,81 7,93 11,14
PKo 345 I1-2-3 |60 min 13,88 + 16,34 + 19,73 + 21,28 + 22,15 + 23,87 +
4,33 7,17 6,39 3,21 7,23 11,39
8h 31,21 + 38,9 + 46,78 + 49,26 + 55,78 + 52,11 +
9,28 12,31 6,82 7,26 11,2 7,89
PBi 60 min 35,21 + 41,54 + 57,39 + 61,2 + 69,89 + 67,76 +
13,25 9,27 7,45 11,76 13,55 19,2
8h 56,77 + 63,51 + 87,63 + 103,27 + 115,65 + 118,49 +
5,38 9,66 4,78 11,41 6,25 8,71
CRL-2480 [PKo 60 min 16,7 + 17,67 + 22,89 + 35,29 + 44,38 + 43,29 +
2,54 7,35 8,28 9,45 9,12 7,86
8h 176,2 + 198,9 + 207,4 + 211,57+ 250,41+  [283,29+
13,23 15,87 11,29 15,22 9,17 22,70
PKo 97 K37 |60 min S1,17+ 49,2 + 57,7+ 65,25 + 73,29 + 69,40 +
8,28 9,25 6,39 13,95 11,26 9,27
8h 1854 + 187,2 + 199.4 + 195,48 + 197,28+  [201,80 +
14,31 17,9 15,66 18,76 19,72 22,76
PKo 345 II-2-3 |60 min 9,55 + 11,27 + 15,76 + 23,24 + 25,78 + 27,89 +
2,18 3,24 4,3 7,21 8,19 5,67
8h 42,99 + 51,2+ 67,8 + 89,25 + 121,97 + 131,20 +
9,28 12,31 6,82 7,26 11,2 9,26
PBi 60 min 29,8 + 34,2 + 25,98 + 29,8 + 31,29 + 31,17 +
5,23 7,18 5,28 7,32 11,29 2,86
8h 87,99 + 96,6 + 93,2 + 109,12 + 113,48 + 121,29 +
4,32 7,58 8,69 9,33 13,2 17,29
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Tabelle 8.5: Ubersicht iiber die mittlere Anzahl zellassoziierter Mikrosphiren pro Siugerzelle nach
verschiedenen Koinkubationszeitrdumen.

Zelltyp Mikrosphirentyp Koinkubationsdauer
15 min 30 min 60min 90 min 6 h 18 h
1321N1 ungelabelt 0,11 + 0,17 + 0,22 + 0,18 + 0,2 + 0,21 +
0,21 0,11 0,12 0,09 0,18 0,03
E. coli-Lysat 0,11 + 0,16 + 0,44 + 0,44 + 0,44 + 0,25 +
0,13 0,21 0,14 0,12 0,04 0,15
BSA 0,26 + 0,33 + 0,11 + 0,07 + 0,15 + 0,1 +
0,23 0,14 0,13 0,02 0,06 0,02
rBBK32 B31 1,1+ 2,6 + 3,43 + 3,88 + 4,08 + 4,28 +
0,17 0,91 0,78 0,98 2,3 1,23
rBBK32_ PKall 1,17+ 2,97 + 3,66 + 4,2 + 4,57 + 4,57 +
0,23 0,51 0,67 1,23 2,04 1,24
rBBK32_PHei 0,92 + 2,83 + 4,08 + 4,85 + 5,58 + 5,6 +
- 0,11 0,08 0,13 0,89 1,2 1,34
rBBK32_TN 0,9 + 1,88 + 3,09 + 3,57+ 3,62+ 3,66 +
0,03 0,24 0,26 0,18 1,23 0,88
|JECV304 |ungelabelt 0,09 + 0,15 + 0,13 + 0,32 + 0,3 + 0,31 +
0,01 0,02 0,07 0,19 0,07 0,05
E. coli-Lysat 0,06 + 0,14 + 0,37 + 0,2 + 0,23 + 0,26 +
0,03 0,07 0,12 0,15 0,16 0,18
BSA 0,3 + 0,31 + 0,17 + 0,14 + 0,17 + 0,25 +
0,02 0,15 0,13 0,08 0,06 0,06
rBBK32_B31 0,5 + 1,73 + 3,78 + 4,87 + 5,66 + 6,07 +
0,24 0,56 1,18 1,23 1,87 1,93
rBBK32_PKall 1,53+ 2,56 + 4,67 + 523 + 5,78 + 6,03 +
- 0,78 0,76 1,45 1,15 1,56 1,77
rBBK32_PHei 1,32+ 3,67 + 5,85+ 6,78 + 7,68 + 7,89 +
0,07 0,64 1,27 1,03 2,09 1,87
rBBK32_ TN 1,1+ 1,57 + 2,89 + 4,96 + 5,67 + 5,69 +
0,9 0,24 0,87 1,28 1,79 1,76
(CRL-2480 |ungelabelt 0,11 + 0,17 + 0,22 + 0,18 + 0,2 + 0,21 +
0,05 0,03 0,16 0,01 0,09 0,03
E. coli-Lysat 0,11 + 0,16 + 0,22 + 0,22 + 0,27 + 0,25 +
0,03 0,13 0,09 0,2 0,19 0,15
BSA 0,03 + 0,08 + 0,11 + 0,11 + 0,15 + 0,1 +
0,01 0,02 0,08 0,08 0,06 0,09
rBBK32_B31 1,1+ 2,27 + 4,32 + 5,4+ 5,88 + 5,88 +
0,27 0,13 0,78 1,14 1,06 1,76
rBBK32 PKall 1,17+ 2,97 + 4,51 + 5,66 + 5,95+ 5,91 +
0,06 1,07 0,97 0,76 2,24 1,65
rBBK32_PHei 1,37 + 3,860 + 6,82 + 7,95 + 8,53 + 8,55+
0,87 0,45 1,32 0,94 1,44 1,87
rBBK32_TN 0,9 + 1,88 + 4,17 + 4,96 + 5,64 + 5,5+
0,05 1,07 1,76 2,03 1,73 1,89
JHUVEC |ungelabelt 0,12 + 0,16 + 0,17 + 0,2 + 0,25 + 0,22 +
0,07 0,06 0,03 0,13 0,09 0,01
E. coli-Lysat 0,16 + 0,2 + 0,2 + 0,11 + 0,23 + 0,25 +
0,01 0,04 0,13 0,18 0,14 0,21
BSA 0,2 + 0,17 + 0,21 + 0,23 + 0,3 + 0,31 +
0,02 0,03 0,17 0,09 0,07 0,9
rBBK32 B31 1,7+ 2,96 + 4,12 + 6,23 + 6,39 + 6,45 +
0,7 1,14 1,86 0,97 0,76 1,24
rBBK32_ PKall 1,53+ 2,56 + 4,67 + 6,37 + 6,48 + 6,6 +
0,11 0,11 0,11 1,13 0,11 0,11
rBBK32_ PHei 1,8+ 5,1+ 7,29 + 8,6 + 9,35 + 9,31 +
- 0,78 1,24 1,33 0,78 1,76 2,07
rBBK32_TN 1,26 + 2,15+ 3,44 + 5,19+ 5,23 + 5,37+
1,13 1,56 1,2 0,67 1,75 0,84
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Tabelle 8.6: Ubersicht iiber die mittlere Anzahl zellassoziierter Borrelien pro HUVEC unter dem Einfluf
16slichen Plasmafibronektins.

Mikrosphérentyp mit Fibronektin ohne Fibronektin
|ungelabelt 0,11+ 0,08 0,2+0,13
E. coli-Lysat 0,17 +0,13 0,11+0,18
BSA 0,22+0,11 0,23 + 0,09
[rBBK32_B31 1,71 +0,23 6,23 +0,97
|rBBK32_PKa2 237+0,1 6,37 +1,13
|rBBK32_PHei 7,1140,9 8,6 +0,78
|rBBK32_TN 2,19+0,23 5,19+ 0,67

Tabelle 8.7: Ubersicht iiber die mittlere Anzahl f-aktinreicher Strukturen pro 90 Makrophagen unter
opsonierenden und nicht-opsonierenden Bedingungen

opsonierendes Agens Anzahl der F-Aktin-reichen Strukturen
/- 17,3 +2,1
MAK L32 1F11 91,7+ 15,3
MAK L22 1F8 89,3 +7,7
Humanserum 85,6 +11,2

Tabelle 8.8: Ubersicht iiber die Hiufigkeit der F-Aktin-reichen Strukturen relativ zur GST-Kontrolle pro
90 Makrophagen nach Mikroinjektion verschiedener Effektorproteine

Mikroinjiziertes Agens F-Aktin-reiche Strukturen pro
Zellpopulation [%]

-/- 138,1 +32,9
GST 100,0 + 6,2
CDC42Hs""? 109,5 + 38,1
CDC42Hs™" 34,8+52
Rac1¥"? 106,2 + 30,5
Rac1™’ 71,4+133

C3-Transferase 100,0 +9,5
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Tabelle 8.9: Ubersicht iiber die Anzahl adhirierender Borrelien pro einzelnem Makrophagen

Mikroinjiziertes Agens Anzahl adhirierender Borrelien
pro Makrophage
/- 82+3,4
GST 5,0£0,0
CDC42Hs"" 6,3+32
CDC42Hs™" 10,4 +2,1
Rac1"" 8,2+0,7
Rac1™’ 74+03
C3-Transferase 8,61+0,4
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homologe Nukleotide X substituierte Nukleotide
bbk32 von B31 GATTTATTCA TAAGATATGA AATGAAAGAG GAATCCCCTG GCTTATTTGA 50
bbk32 von PKa2 - e e 50
bbk32 von PHei - - o - C- —————————— 50
bbk32 von TN = ——— e 50
bbk32 von B31 TAAGGGAAAC TCTATTTTAG AGACTAGCGA GGAATCTATT AAAAAGCCTA 100
bbk32 von PKa2 = = —————mmmm e e e 100
bbk32 von PHei ~ = - e e 100
bbk32 von TN = == e e e 100
bbk32 von B31 TGAATAAGAA AGGTAAAGGT AAGATTGCTA GAAAGAAAGG CAAAAGCAAG 150
bbk32 von PKa2 @ - e e g-—-—---- 150
bbk32 von PHei ~  -—-—--—-o-—- ——- C—————— ——————— C- ——————- C——- a-————-———- 150
bbk32 von TN = ————mmm e e e e 150
bbk32 von B31 GTTTCTAGAA AAGAACCGTA TATTCATAGT TTAAAAAGGG ACTCTGCTAA 200
bbk32 von PKa2 - - -——————— - 200
bbk32 von PHei ~  -—-—-—--—- g--- ————————- t ————————— t————- a- —--g------—- 200
bbk32 von TN = —————— e 200
bbk32 von B31 TAAAAGCAAT TTTTTACAAA AAAATGTAAT TTTAGAGGAA GAAAGTTTAA 250
bbk32 von PKa2 @ - 250
bbk32 von PHei ~ = ———-mmmmmm g-———————— ———————— 250
bbk32 von TN = ———mmmmmm e e 250
bbk32 von B31 AAACTGAATT ATTAAAAGAG CAATCTGAGA CTAGAAAAGA AAAAATACAA 300
bbk32 von PKa2 = = - e e e 300
bbk32 von PHei ~ - e —— Cmm—mmmm mmmm e 300
bbk32 von TN = == e e 300
bbk32 von B31 AAACAACAAG ATGAATATAA AGGGATGACT CAAGGAAGTT TAAATTCCCT 350
bbk32 von PKa2 . - -—-—————— 350
bbk32 von PHei ~  ————m—mmmm e - - 350
bbk32 von TN = ——mmmmmmm e e e e 350
bbk32 von B31 TAGCGGTGAA AGTGGTGAAT TGGAGGAGCC TATTGAAAGT AATGAAATTG 400
bbk32 von PKa2 ————————-— o = 400
bbk32 von PHei ~  ————m——-m o a-—--—- 8- ————————- C ———————— 400
bbk32 von TN = —————— 400
bbk32 von B31 ATCTTACTAT AGATTCTGAT TTAAGGCCAA AGAGTTCCTT ACAAGGCATT 450
bbk32 von PKa2 =  ——————m—mm e e e 450
bbk32 von PHei — B e e a---- 450
bbk32 von TN = —==————=-— —— e 450
bbk32 von B31 GCAGGATCAA ACTCTATTTC ATACACTGAT GAAATAGAGG AAGAGGATTA 500
bbk32 von PKa2 ~ = - e 500
bbk32 von PHei#% @ - - 500
bbk32 von TN - e e 500
bbk32 von B31 TGATCAGTAT TATTTAGATG AATATGATGA AGAGGATGAA ... ....... 540
bbk32 von PKa2 = -—————————— ... 540
bbk32 von PHei -—-C—Qg-———= ——————-— g-— ———————- t- = tattatgaag 550
bbk32 von TN - e e e 540
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bbk32 von B31 _....... GA GGAAATAAGA TTAAGCAATC GATATCAATC TTATCTAGAA 582
bbk32 von PKa2 = ... .. .- e e e 582
bbk32 von PHei atgattat-- —————————= ———m e 600
bbk32 von TN .= e e e - 582
bbk32 von B31 GGTGTTAAAT ATAATGTAGA TTCAGCAATT CAAACAATTA CTAAGATATA 632
bbk32 von PKa2 = = —————mmmm e e e 632
bbk32 von PHei - - o a-c-----—- a--—--—————- 650
bbk32 von TN = == e e 632
bbk32 von B31 TAATACTTAT ACATTATTTT CAACAAAGCT AACCCAAATG TATTCTACAC 682
bbk32 von PKa2 = - e e e 682
bbk32 von PHei -g-——-————— ———————- Cm —mmmm e 700
bbk32 von TN = ————mmm e 682
bbk32 von B31 GCCTTGACAA CTTTGCTAAA GCCAAAGCTA AAGAAGAAGC TGCAAAGTTT 732
bbk32 von PKa2 - - - —-——————— 732
bbk32 von PHei ~ ~ -—————-———- - Cmmmmmmmm e e 750
bbk32 von TN = ————mmme e e e e 732
bbk32 von B31 ACAAAAGAAG ACCTTGAAAA AAATTTCAAG ACCTTATTAA ATTATATTCA 782
bbk32 von PKa2 - - -—-—————— - 782
bbk32 von PHei ~ = == e e g-- -—- C—————-— 800
bbk32 von TN = ——— e 782
bbk32 von B31 AGTAAGTGTA AAGACTGCAG CAAATTTTGT ATACATAAAT GACACGCATG 832
bbk32 von PKa2 ~ @ -—-——-mm—m e 832
bbk32 von PHei ~ = -—-——---———o - a ——————— - a-t----—- 850
bbk32 von TN = e e e 832
bbk32 von B31 CAAAAAGGAA ATTAGAGAAC ATTGAAGCAG AAATAAAAAC TTTAATTGCA 882
bbk32 von PKa2 = - e e e 882
bbk32 von PHei ~ = ——-——mm a —————m— e 900
bbk32 von TN - e e 882
bbk32 von B31 AAGATCAAAG AACAATCTAA TTTATACGAA GCATATAAAG CAATAGTAAT 932
bbk32 von PKa2 . - -—-—————— —————— c 932
bbk32 von PHei ~  -—-——-—--——- —- a--—————- ——————- tc- - ————————— g 950
bbk32 von TN = ————mmmmm e e e e (o] 932
bbk32 von B31 GTCAATCTTA TTAATGAGGG ATTCTCTTAA AGAAGTGCAA GGTATCATTG 982
bbk32 von PKa2 - -——————— - 982
bbk32 von PHei e e ta-gc----- 1000
bbk32 von TN —Cmm—m e e e 982
bbk32 von B31 ACAAGAATGG CGTTTGGTAC TAA 1005
bbk32 von PKa2 - 1005
bbk32 von PHei ~ = - 1023
bbk32 von TN = ————— 1005

Abbildung 8.1: Nukleinsduresequenzvergleich der rekombinanten bbk32-Expressionseinheiten der
klonierten Fibronektin-bindenden Proteine von B. burgdorferi s.l.-Isolat B31, PKa2, PHei und TN. Die
Nummerierung entspricht den in 5'2>3'-Richtung aufgefiihrten c¢DNA-Fragmenten. Der fiir die
Fibronektin-Bindung relevante DNA-Sequenzbereich ist hervorgehoben (PROBERT et al., 2001), ebenso
Nukleinsdureaustausche innerhalb dieses Bereiches, die AS-Austausche hervorrufen.
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- homologe AS X substituierte AS x konservativ substituierte AS
BBK32 von B31 DLFIRYEMKE ESPGLFDKGN SILETSEESI KKPMNKKGKG KIARKKGKSK 70
BBK32 von PKa2 ~ - e e e 70
BBK32 von PHel = ———---mmme e e e e n---- 70
BBK32 von TN = —eemmemmmme e e mmeeee e 70
BBK32 von B31 VSRKEPYIHS LKRDSANKSN FLQKNVILEE ESLKTELLKE QSETRKEKIQ 120
BBK32 von PKa2 ~ - e e e 120
BBK32 von PHei --g---F--—— f——-a----- —————- M=== ———————— e h=—mmm e 120
BBK32 von TN = = =  ——ecmmmemee memmmmmeee mmmmemmmee e e 120
BBK32 von B31 KQQDEYKGMT QGSLNSLSGE SGELEEPIES NEIDLTIDSD LRPKSSLQGI 170
BBK32 von PKa2 ~  ————————— b 170
BBK32 von PHei ~ = -—-—-----—- fo===mm==e ==== k-t-—- ———- O===== ==gBEEEE d- 170
BBK32 von TN = ———mmmmmmm oo s s 170
BBK32 von B31 AGSNSISYTD EIEEEDYDQY YLDEYDEEDE QYYLDEYDEE DE...... EE 214
BBK32 von PKa2 ~  ———-mmmmmm mmmmm e o e - -- 214
BBK32 von PHei ~ = -————m--mmm ar- ----d--d-- r----- d--d --yyeddy-- 220
BBK32 von TN~ ————mmmmmm e e e - - 214
BBK32 von B31 IRLSNRYQSY LEGVKYNVDS AIQTITKIYN TYTLFSTKLT QMYSTRLDNF 264
BBK32 von PKa2 ~ - e e e 264
BBK32 von PHel ~ = ———————mom o N=-N-==0 ——————m—me ———m—m e 1 270
BBK32 von TN = ———meemmme e s mmmmmmee e 264
BBK32 von B31 AKAKAKEEAA KFTKEDLEKN FKTLLNYIQV SVKTAANFVY INDTHAKRKL 314
BBK32 von PKa2 ~ - e e e 314
BBK32 von PHel ~ = ————-—--mm —mmmmmmme e t-—-——- -—- em-—-———- 320
BBK32 von TN = = =  ——ecmmmemee mmmmmmmeee mmmmemmmee e e 314
BBK32 von B31 ENIEAEIKTL TAKIKEQSNL YEAYKAIVMS ILLMRDSLKE V 355
BBK32 von PKa2 = -———mmmm o t- - - 355
BBK32 von PHei ~  -—-———- kK-——— —————- k--- -S—————- S— ———————— - 361
BBK32 von TN  ——— oo tp —————————- - 355

Abbildung 8.2: Aminosiduresequenz-Alignment der verschiedenen Fibronektin-bindenden Proteine
der B. burgdorferi s.l.-Isolate B31, PKa2, PHei und TN. Die putativen Translationsprodukte wurden
anhand der unter Abbildung 8.1 dargestellten DNA-Sequenzdaten errechnet (Computerprogramm
DNA-Man). Die Aminosauren sind im Ein-Buchstabenkode aufgefiihrt und gemél den Angaben aus
der Literatur nummeriert (PROBERT und JOHNSON, 1998). Der fiir die Fibronektin-Bindung relevante
Aminosdurebereich ist hervorgehoben (PROBERT und JOHNSON, 1998).
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NBII - K negative Blutspender RF Lues
Patientenseren
(B
FBBK32331
NBII - K negative Blutspender RF Lues
Patientenseren
= '? B m
I'BBK32pKaz
NBI1I - K negative Blutspender RF Lues
Patientenseren
| . 1 ' :r ']
I'BBK32pHei
NBII - K negative Blutspender RF Lues
Patientenseren
. [ ] ]
l’BBK32TN

Abbildung 8.3: Serologische Studie zum Test der diagnostischen Relevanz der rekombinanten
Fibronektin-bindenden Proteine der B. burgdorferi s.l.-Isolate B31, PKa2, PHei und TN. Die
Immunoblots wurden wie angegeben mit standardisierten Serenpanels nach SCHULTE-SPECHTEL et al.
(2003) bestehend aus NBII-Patientenseren und den entsprechenden Kontrollseren inkubiert und mit anti-
Human-IgG POD-Konjugat detektiert.

NBII-Patientenseren = 40 Patientenseren mit sicher diagnostizierter Neuroborreliose Stadium II

K = E. coli-Kontrollserum

negative Blutspender = 40 Humanseren ohne serologischen Befund

RF = 10 Patientenseren mit positiver Rheumafaktorreaktivitét

Lues = 9 Patientenseren mit positiver Lues-Serologie
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Tabelle 8.10: Semiquantitative Auswertung der Western Blot-Ergebnisse aus der serologischen Studie
zur diagnostischen Relevanz der rekombinanten Fibronektin-bindenden Proteine der B.
burgdorferi s.l.-Isolate B31, PKa2, PHei und TN.

Seren-Nr. Bezeichnung Reaktivitit mit Antigen
FBBK32331 rBBK32pKaz rBBK32pHei rBBK32TN Gesamt

HS 87-18570 NBII 0 0,5 0,5 0,5 ()
HS 87-19174 NBII 0,5 1 1 0,5 +
HS 87-22043 NBII 0 0 0 0 -
HS 88-18429 NBII 1 2 2 1 +
HS 88-18430 NBII 3 3 2 +
HS 88-25326 NBII 0,5 0,5 0,5 0,5 (+)
HS 88-26289 NBII 3 3 3 2 +
HS 88-28662 NBII 0 0 0 0 -
HS 88-28673 NBII 3 3 3 3 +
HS 88-32683 NBII 3 3 3 3 +
HS 91-08438 NBII 0,5 1 1 1 +
HS 91-23380 NBII 2 1 2 +
HS 93-24062 NBII 1 1 2 0,5 +
HS 93-27532 NBII 0,5 0,5 0,5 0,5 (+)
HS 94-13329 NBII 1 1 1 2 +
HS 94-14856 NBII 0,5 0,5 0,5 0 (+)
HS 94-18187 NBII 2 2 1 2 +
HS 94-17957 NBII 0,5 0,5 0 0 (+)
HS 94-18058 NBII 2 2 2 3 +
HS 94-18484 NBII 0,5 1 1 1 +
HS 94-18627 NBII 0,5 1 1 1 +
HS 94-18628 NBII 1 2 2 1 +
HS 94-19043 NBII 2 2 0 0,5 +
HS 94-19207 NBII 2 3 1 2 +
HS 94-19736 NBII 2 3 2 1 +
HS 94-19775 NBII 1 0,5 1 0,5 +
HS 94-19904 NBII 1 1 0,5 0,5 +
HS 94-20360 NBII 3 3 3 3 ¥
HS 94-21456 NBII 0,5 2 2 2 +
HS 94-23726 NBII 0 0 0,5 0 )
HS 94-24060 NBII 1 1 1 1 +
HS 94-24061 NBII 0,5 1 1 1 +
HS 94-24062 NBII 0 0 0,5 0 (+)
HS 94-24530 NBII 0 0 0 0 -
HS 94-25884 NBII 0 0 0 0 -
HS 94-17637 NBII 1 1 0 1 +
HS 01-09964 NBII 1 0,5 1 0,5 +
HS 01-02874 NBII 2 2 0,5 2 +
HS 87-18926 NBII 2 1 1 2 +
HS 00-12781 NBII 0,5 0,5 0,5 0,5 (+)
HS 93-19400 KO 2 1 0 2 +
K54a KO 0 0 0 0 -
HS 94-03622 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-24787 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-23715 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-24788 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-24789 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-24790 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-24902 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-25184 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-25185 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-25388 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-25389 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-25390 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26141 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26194 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26415 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26983 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26984 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26992 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-26993 NEG 0 0 0 0 -
HS 95-27201 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00064 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00065 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00066 NEG 1 1 1 1 +
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HS 96-00067 NEG 1 0 0 0,5 +
HS 96-00209 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00379 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00380 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00381 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00382 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00666 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00775 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00776 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-00797 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-01510 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-01512 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-01513 NEG 0 0 0 0 -
HS 96-01561 NEG 0 0 0 0 -
HS 94-00395 LUES 0 0 0 0 -
HS 94-00923 LUES 1 1 1 1 I
HS 94-09965 LUES 0 0 0 0 -
HS 94-23329 LUES 0 0 0 0 -
HS 94-23371 LUES 0 0 0 0 -
HS 95-16892 LUES 0 0 0 0 -
HS 95-18177 LUES 0 0 0 0 -
HS 95-18843 LUES 0 0 0 0 -
HS 01-10855 LUES 0 0 0 0 -
HS 95-21064 RF 0 0 0 0 -
HS 95-21382 RF 0 0 0 0 -
HS 95-23998 RF 0 0 0 0 -
HS 95-24507 RF 0 0 0 0 -
HS 96-05792 RF 0 0 0 0 -
HS 96-06490 RF 0 0 0 0 -
HS 00-00543 RF 0 0 0 0 -
HS 00-07423 RF 0 0 0 0 -
HS 00-10921 RF 0 0 0 0 -
HS 01-12066 RF 0 0 0 0 -
NBII = Neuroborreliose 11

KO = Kontrolle

NE = Blutspender

LUES = Lues-positives Patientenserum

RF = Rheumafaktor-positives Patientenserum

" = Die als Gesamtreaktivitit bezeichnete Reaktivitét des jeweiligen Serums mit mindestens einem

der vier verschiedenen rBBK32-Proteine, wobei (+) als fraglich positiv gilt
= Die als Gesamtreaktivitit bezeichnete Reaktivitét des jeweiligen Serums mit keinem der
vier verschiedenen rBBK32-Proteine
= keine Serumreaktivitit
,5 = fraglich positive Serumreaktivitét
= schwach positive Serumreaktivitit
= stark positive Serumreaktivitéit
= sehr stark positive Serumreaktivitét
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