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1 EINLEITUNG

1.1 Entstehung des Krankheitsbegriffes der Lyme-Borreliose

Das Krankheitsbild der "Lyme-Arthritis* wurde 1976 erstmals von Allen Steere
(Steere et al. 1976) beschrieben, nachdem in der kleinen Ortschaft Lyme in
Connecticut/USA das geh&ufte Auftreten von Arthritiden bei Kindern beobachtet
wurde. Das klinische Spektrum des spéater als Lyme-Krankheit gepragten Begriffs
wurde durch das Erkennen von Zusammenhangen zwischen der Arthritis und davor
aufgetretenen Hauteffloreszenzen, kardialen und neurologischen
Begleiterscheinungen erweitert.

Bereits seit Ende des vorletzten Jahrhunderts liegen Beschreibungen der klinischen
Symptome der Lyme-Borreliose vor. So wurde das haufig am Anfang der Erkrankung
stehende Erythema migrans (EM) bereits 1910 von Afzelius beschrieben (Afzelius
1910). Und auch schon Garin und Bujadoux (Garin C, Bujadoux 1922) und spéater
Bannwarth (Bannwarth 1941) lieferten ausfihrliche Beschreibungen des
neurologischen Symptomenkomplexes der Lyme-Borreliose. Auch das Krankheitsbild
der Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) fand bereits Beachtung bei den
Dermatologen Herxheimer (1902) und Buchwald (1883). Als 1982 Willi Burgdorfer
schliel3lich als Erreger eine Spirochéte identifizierte (Burgdorfer 1982), wurde diese
zu Ehren ihres Entdeckers Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) benannt und der

Begriff der Lyme-Borreliose entstand.

1.2 Der Erreger Borrelia burgdorferi

B. burgdorferi ist eine diinne, helixartig gewundene, sehr bewegliche Spirochate, die
nach Anfarbung mit Giemsa  oder mit der Dunkelfeld- und
Phasenkontrastmikroskopie optisch dargestellt werden kann. Kultiviert werden die
Borrelien am besten bei 33T in einem modifizierten Kelly Medium (Barbour 1984).

Aufgrund genetischer Analysen wird der Erreger B. burgdorferi in drei verschiedene
humanpathogene Spezies eingeteilt: B. burgdorferi senso stricto, B. garinii und B.
afzelii (Adam et al. 1991). Als Oberbegriff dient der Name B. burgdorferi sensu lato.
Im Gegensatz zu anderen Bakterien besitzt B. burgdorferi ein lineares Chromosom



und lineare Plasmide (Barbour et al. 1986), die u.a. die Gene fir die
Oberflachenproteine, die so genannten outer surface proteine (Osp) OspA, OspB,
OspC, OspD, OspE und OspF tragen. Desweiteren hat B. burgdorferi wie alle
Spirochaten einen Protoplasma-Zylinder, der aus einer Zellmembran, Flagellen und
einer aulReren Membran besteht. Die auf der auf3eren Membran des Erregers
gelegenen Oberflachenantigene sind genetisch und immunologisch heterogen
(Wilske et al. 1992). Die Osp-Proteine kommen in genetisch unterschiedlichen
Varianten vor, so dass der OspA Serotyp 1 B. burgdorferi sensu stricto, der OspA
Serotyp 2 B. afzelii und die tbrigen OspA Serotypen 3-7 B. garinii entsprechen
(Wilske et al. 1993a). Moglicherweise sind die Unterschiede in der Virulenz und im
Organotropismus der OspA Serovare die Erklarung fur die unterschiedliche Klinik
und Schwere der Infektion.

Wie OspA gilt auch OspC als wichtiges Antigen fiir eine Impfung (Preac-Mursic et al.
1992), wobei dieses Protein noch einer weit groReren Heterogenitat unterliegt als
OspA (Wilske et al. 1993b).

1.3 Epidemiologie

Nur die drei Stamme B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii und B. garinii der zehn
bisher beschriebenen gelten als humanpathogen. In Europa ist jeder dieser Stamme
zu finden, wogegen in den USA nur B. burgdorferi sensu stricto nachgewiesen wird.

In Europa wird die Lyme-Borreliose hauptsachlich durch Zecken der Gattung Ixodes
ricinus, in den USA durch die Gattung Ixodes dammini Gbertragen. Die Entwicklung
der Zecke erfolgt in ein bis zwei Jahren, wobei drei Stadien durchlaufen werden.
Diese drei Stadien - Larve - Nymphe - adulte Zecke - sind mit jeweils einer
Blutmahlzeit verbunden. Zecken bevorzugen eine feuchte Umgebung und zeigen die
hochste Stechaktivitat bei 23T-27T. Das Infektion srisiko mit B. burgdorferi steigt
mit zunehmender Dauer des Saugaktes stetig an. Da die Durchseuchung der Zecken
mit B. burgdorferi regional sehr unterschiedlich ist, ist demnach auch das
Vorkommen der Lyme-Borreliose unregelmdassig. Die Durchseuchung betragt in
manchen Regionen bis zu 30%, die geschétzte Serokonversion nach einem Stich
durch eine infizierte Zecke jedoch nur 10-20%. Die Haufigkeit des Auftretens
klinischer Manifestationen nach Serokonversion ist sehr gering, lediglich 2-4% der

Patienten entwickeln klinische Symptome (DGPI 2003). Ein Durchseuchungstiter wird



bei Risikogruppen wie Waldarbeitern oder Jagern in bis zu 30% nachgewiesen. Die
jahreszeitliche Verteilung der akuten Lyme-Borreliose (Erythema migrans,
Lymphozytom, Neuroborreliose) ist aufgrund der hoheren Stechaktivitat der Zecken
vor allem im Friahjahr und im Herbst zu beobachten, wahrend die chronischen

Formen (Arthritis, Acrodermatitis) zu jeder Jahreszeit auftreten.

1.4 Klinische Stadien

1.4.1 Stadium | - Erythema migrans

Das Erythema migrans ist mit 70-80% der Erkrankungsfalle mit Abstand das am
haufigsten auftretende Symptom der Lyme-Borreliose. Es gilt als das lokale
Leitsymptom im Frihstadium der Krankheit und tritt meist mit einer Latenz von ein bis
drei Wochen auf. Typisch ist die scheibenférmige, bisweilen livide R6tung um den
Zeckenstich, die sich zentrifugal ausbreitet und zentral abblasst. Die Rétung ist in der
Regel weder schmerzhaft noch juckend. Aufgrund der anasthesierenden Wirkung
des Zeckenspeichels bleiben Zeckenstiche haufig unbemerkt. Meist aul3ert sich das
Erythema migrans monosymptomatisch, Allgemeinsymptome wie Fieber oder
Kopfschmerzen treten selten auf. Wahrend bei Erwachsenen hauptsachlich die
unteren Extremitaten betroffen sind, tritt das Erythema migrans bei Kindern meist im
Kopf, -und Halsbereich auf (Christen et al. 1993). Rezidive an der gleichen
Korperstelle oder an anderen Bereichen sind ebenso wie Spontanremissionen
beschrieben worden. Selten kommt es zur Ausbildung multipler Erythema migrans,
die dann bereits zum Stadium Il der Lyme-Borreliose gerechnet werden

(Schwarzenbach und Djawari 1999).

1.4.2 Stadium Il

Wird das Erythema migrans nicht adaquat behandelt oder Ubersehen, so kann sich
nach einer Inkubationszeit von Tagen bis Wochen eine systemische Infektion

entwickeln. Diese kann das Herz, die Haut oder das Nervensystem betreffen.



1.4.2.1 Borrelien-Lymphozytom

Eine wesentlich seltenere Hautmanifestation der Lyme-Borreliose als das Erythema
migrans ist das Borrelien-Lymphozytom. Es entsteht als reaktives lymphozytares
Infiltrat und erscheint makroskopisch als gerttete derbe Hautverdickung an den
Pradilektionsstellen Ohrlappchen oder Ohrmuschel, Mamille und Skrotum. Im
Gegensatz zum Erythema migrans bildet sich das Borrelien-Lymphozytom trotz
antibiotischer Therapie haufig nur sehr zogerlich tber Wochen bis Monaten zurtck.
Bisweilen kann die Effluoreszenz juckend oder schmerzhaft sein, teilweise wird ein
pelziges Gefuhl beschrieben (Weber et al. 1985).

1.4.2.2 Neuroborreliose

Die neurologischen Manifestationen der akuten Lyme-Borreliose beinhalten vor allem
die ein -oder beidseitige Fazialisparese (FP), die lymphozytare Meningoradikulitis
Bannwarth und die aseptische Meningitis. Fir gewohnlich treten diese Symptome
einige  Wochen nach der Infektion auf. Die haufigste Manifestation der
Neuroborreliose im Kindesalter ist die akute periphere Fazialisparese mit einem
Anteil von 55%, gefolgt von der aseptischen Meningitis mit 27%. Aufgrund der kurzen
Inkubationszeit der Neuroborreliose tritt sie vorwiegend in den Sommer -und
Herbstmonaten auf und nahezu jede zweite Erkrankung an einer akuten peripheren
Fazialisparese im Kindesalter ist auf eine Infektion mit B. burgdorferi zurtickzufuhren.
Die zweithaufigste Manifestation der Neuroborreliose im Kindesalter, die aseptische
Meningitis, geht mit unspezifischen Allgemeinsymptomen, wie deutlich reduziertem
Allgemeinbefinden, rezidivierenden Kopfschmerzen bei nur diskreter meningealer
Reizsymptomatik und einer ausgepragten Inappetenz einher. Fieber und Erbrechen
als typische Meningitissymptome sind seltener anzutreffen als bei einer Meningitis
viraler Genese, jedoch dennoch zu haufig, als dass sie differenzialdiagnostisch einen
entscheidenden Hinweis geben wirden (Christen et al. 1993). Im Gegensatz dazu ist
das haufigste Erscheinungsbild der Neuroborreliose im Erwachsenenalter die
lymphozytare Meningoradikuloneuritis mit Beteiligung des peripheren Nervensystems
(Bannwarth-Syndrom). Dieses Syndrom ist vor allem durch né&chtliche, in die

Extremitaten ausstrahlende, brennende Rickenschmerzen gekennzeichnet. Selten



kommt es zu isolierten Trochlearis, -Okulomotorius, -und Abduzensparesen; auch
das Guillain-Barré Syndrom, die akute Querschnittsmyelitis, die akute zerebellare
Ataxie und bleibende chronische Kopfschmerzen gehdren zu den sehr seltenen

Manifestationen der Neuroborreliose (Kaiser 1998a).

1.4.2.3 Lyme-Arthritis

Der typische Verlauf der Lyme-Arthritis im frihen Stadium ist durch eine akute Mon -
oder Oligoarthritis mit intermittierendem Verlauf gekennzeichnet. Wahrend
schmerzhafte Bewegungseinschréankungen eher gering ausgepragt sind, kommt es
doch zu einer deutlichen Schwellung und Ergussbildung vor allem der grof3en
Gelenke. Das Kniegelenk ist dabei mit 70%, gefolgt von Knéchel mit 36% und
Ellbogengelenk mit 28% weitaus am haufigsten betroffen (Williams et al. 1990). Im
Gegensatz zu den USA, wo sich die Lyme-Borreliose zu 60% als Lyme-Arthritis
auRert, erkranken in Europa lediglich 8% der Erwachsenen und 3-5% der infizierten
Kinder (Herzer et al.1986, Christen et al. 1993). Die Haufigkeit aus einer akuten
Lyme-Arthritis eine chronische Arthritis zu entwickeln, wird mit 10% angegeben
(Steere et al. 1979) und zieht dann immer wiederkehrende Gelenkschwellungen und

Schmerzen mit teils irreversiblen Gelenkveranderungen nach sich.

1.4.2.4 Seltene Manifestationen der Lyme-Borreliose

Die im Vergleich zu anderen Organmanifestationen seltene Herzbeteiligung wird mit
ca. 8% angegeben. Diese aufiert sich vor allem in Herzrhythmusstérungen in Form
von atrioventrikularen Reizleitungsstérungen. Aber auch (ber Perikarditiden und
Myokarditiden wird berichtet (Steere et al. 1980). Selten wurde in Kasuistiken tber
ophtalmologische Manifestationen wie Uveitis, Optikusneuritis und Chorioretinitis
berichtet. In Einzelfallen wurde eine Myositis als fihrendes Leitsymptom einer Lyme-
Borreliose beobachtet (Christen et al. 1993).



1.4.3 Stadium Il

Zum Stadium IIl der Lyme-Borreliose zahlen die Acrodermatitis chronica atrophicans,
die chronische Lyme-Arthritis, sowie die sehr seltene chronische Enzephalomyelitis.
Die chronischen Verlaufsformen betreffen fast ausschlieBlich Erwachsene, bei

Kindern werden die Spatmanifestationen sehr selten gesehen (Gerber et al. 1996).

1.4.3.1 Acrodermatitis chronica atrophicans

Klinisch imponieren vor allem an den Akren und an der Haut Uber den grofRen
Gelenken nach einem initial infiltrativen Stadium die charakteristischen
Veranderungen des atrophischen Stadiums: zigarettenpapieréhnliche gefaltelte Haut
und braunlich-livide Erytheme. Haufig ist die Acrodermatitis chronica atrophicans mit
einer Polyneuropathie in Form einer Mononeuritis multiplex vergesellschaftet
(Christen et al. 1993).

1.4.3.2 Chronische Lyme-Arthritis

Ungefahr 10% der akuten intermittierenden Arthritiden nach Infektion mit B.
burgdorferi gehen in eine chronische Verlaufsform tber (Steere et al. 1979). Diese ist
durch immer wiederkehrende Gelenksentziindungen mit massiven Schwellungen und
Ergul3bildung Uber einen Zeitraum langer als ein Jahr definiert (Steere et al. 1987).
Rontgenologisch lassen sich die Zeichen einer chronisch erosiven Arthritis mit
Gelenkspaltverschmalerung, periartikularer Osteoporose und Knochenerosionen

nachweisen, die letztendlich zu wesentlichen funktionellen Defiziten fihren kdnnen.

1.4.3.3 Chronische Neuroborreliose

Die chronisch progrediente Borrelienenzephalomyelitis ist eine sehr seltene
Manifestation der Lyme-Borreliose im Stadium Ill. Sie tritt mit einer Inkubationszeit
von vielen Monaten bis Jahren auf und imponiert klinisch hauptsachlich durch
spastische Para -und Tetraparesen. Sie kann in ihrer klinischen Verlaufsform der
multiplen Sklerose sehr &hnlich sein, weshalb als Diagnosekriterium unbedingt der



Nachweis von erregerspezifischen Antikorpern gegen B. burgdorferi im Liquor
erfolgen muss (Ackermann et al. 1985). Desweiteren ist der typische Liquorbefund
durch eine deutliche Proteinerhdhung (>100mg/dl) bei maliggradiger
Liquorzellzahlerhohung (>100/3 Zellen/ul) gekennzeichnet.

1.5 Diagnostik

Die Diagnose der Lyme-Borreliose besteht vor allem aus dem klinischen
Erscheinungsbild, dem Nachweis spezifischer Antikbrper gegen B. burgdorferi und
den anamnestischen Angaben des Patienten. Jedem der genannten Unterpunkte der
Diagnostik wird je nach Frih -oder Spatmanifestation ein unterschiedlicher
Stellenwert zugeordnet. So schlie3t beispielsweise eine negative Anamnese
bezuglich eines Zeckenstiches eine Borreliose nicht aus. Auch ist ein negativer
serologischer Befund beim Erythema migrans vorsichtig zu bewerten, denn nur bei
20-50% der Erythema migrans Patienten ist die Serologie positiv (Wilske et al. 1991).
Da das klinische Erscheinungsbild der dermatologischen Manifestationen sehr
charakteristisch ist, kann die Diagnose meistens klinisch gestellt werden. Dazu im
Gegensatz stehen die neurologischen Symptome oder die Gelenkmanifestationen
der Lyme-Borreliose, die sehr unspezifisch sind und deshalb eine erregerspezifische
Diagnostik verlangen (Christen et al. 1993). Im Stadium Il weisen 70-90% der
Patienten Antikorper gegen B. burgdorferi auf, bei kurzer Krankheitsdauer
Uberwiegen Antikdrper vom IgM Typ, bei langerer Krankheitsdauer vom 1gG Typ.
Patienten im Stadium Ill der Lyme-Borreliose sind zu 90-100% seropositiv und haben
in der Regel nur noch Antikdrper vom IgG Typ. Ein isolierter IgM Befund spricht also
gegen eine Lyme-Borreliose im Stadium 1.

Der direkte mikroskopische und kulturelle Nachweis ist moglich, aber durch geringe
Keimzahlen im Untersuchungsmaterial und durch die lange Generationszeit von B.
burgdorferi fur die Routinediagnostik ungeeignet, zumal es gerade bei Stadium | und
Il Manifestationen auf eine frihzeitige antibiotische Behandlung ankommt. In solchen
Féllen bietet die PCR (polymerase-chain-reaction) eine zwar teure, aber schnelle
erregerspezifische Diagnostik. So gelingt der Erregernachweis aus der Haut bei
Erythema migrans oder Acrodermatitis chronica atrophicans mit Kultur oder PCR zu

50-70%, wahrend bei Neuroborreliose Borrelien nur zu 10-20% mittels Kultur oder



PCR aus dem Liquor nachgewiesen werden kénnen (Wilske et al. 1991, Christen et
al. 1995). Bei einem Gelenkpunktat eines Patienten mit Lyme-Arthritis weist die PCR
Erfolgsraten von 50-70% auf, die Kultur hingegen ist extrem selten positiv (Wilske et
al. 1997).

Die Routinediagnostik der Lyme-Borreliose basiert auf dem Nachweis von spezifisch
gegen B. burgdorferi gerichteten I1gG und IgM Antikorpern. Die Antikbrper vom IgM
Typ beginnen ca. zwei bis vier Wochen nach der Primarinfektion anzusteigen und
erreichen ihr Maximum nach sechs bis acht Wochen, die IgG Antikorper sind erst
nach vier bis sechs Wochen nachweisbar (Christen et al. 1993). Antikdrper kénnen
sowohl in Blut, Liquor als auch in Gelenkpunktat nachgewiesen werden. Dafur
werden hauptsachlich der EIA, der Immunfloureszenztest und der Immunoblot
eingesetzt (Wilske et al. 1993c). Mittels des Immunoblots ist es moglich, spezifische
Antikdrper gegen verschiedene Proteine der Borrelien nachzuweisen. Jedoch sind
die verschiedenen Verfahren in den unterschiedlichen Laboratorien nicht
standardisiert und somit nicht vergleichbar. Ein weiteres Problem in der
serologischen Diagnostik sind kreuzreagierende Antikoérper im EIA, die z.B. sowohl
bei akuten viralen Infektionen wie Ebstein-Barr oder Varizella-Zoster Infektionen als
auch bei Treponema pallidum auftreten. Ebenso kdnnen unspezifische
Rheumafaktoren Kreuzreaktionen hervorrufen. Auch muf3 bei der Bewertung der
serologischen Befunde die hohe Durchseuchungsrate mit B. burgdorferi von bis zu
30% bei Risikogruppen wie Waldarbeitern oder Jagern, und bis zu 5% bei
Schulkindern beachtet werden. Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz
borrelienspezifischer Antikorper an (Christen et al. 1993).

Einen besonderen Stellenwert bei der Neuroborreliose hat die Untersuchung des
Liguors. Diagnostisch bedeutsam ist hier die Bestimmung des erregerspezifischen
Liguor/Serum Index. Ein Faktor >2 spricht fur eine intrathekale Borrelienspezifische
Antikorperproduktion und ist beweisend flr eine Neuroborreliose, gelingt jedoch nur
in 50-70% der Falle (Steere et al. 1990a, Wilske et al. 1991). Desweiteren ist der
Liqguor bei einer Neuroborreliose bis auf wenige Ausnahmen im Sinne einer
lymphozytaren Pleozytose entzindlich verandert, was jedoch keine Unterscheidung
zu einer Meningitis viraler Genese erlaubt (Christen et al. 1993). Andere
unspezifische Entziindungsparameter wie die Leukozytenzahl, das

Differentialblutbild, die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit und das C-reaktive



Protein sind bei der Lyme-Borreliose nicht oder nur geringflgig pathologisch

verandert.

1.6 Therapie

Grundsatzlich muf3 jede Manifestation der Lyme-Borreliose antibiotisch behandelt
werden um Spatmanifestationen zu vermeiden. Dosierung, Dauer, Antibiotikum und
Art der Applikation richten sich nach dem klinischen Bild und dem Stadium der
Erkrankung. In der Padiatrie wird entsprechend den Richtlinien der deutschen
Gesellschaft fiur padiatrische Infektiologie (Hobusch et al. 1999) und bei den
Erwachsenen entsprechend der Konsensuskonferenz vom 19.3.1998 (Kaiser 1998b)

therapiert.

1.7 Humorale Immunantwort auf B. burgdorferi

Als sehr wichtiges und interessantes Protein in der Serodiagnostik der Lyme-
Borreliose gilt das kirzlich entdeckte variable Oberflachenprotein (VISE) von B.
burgdorferi, das von den Borrelien nur in vivo exprimiert wird. Das VISE enthélt eine
invariable immunodominante Region, genannt IRs (Liang et al. 1999a) die sich
wahrend der verschiedenen Antigenvariationen nicht verandert (Zhang et al. 1997).
Diese Sequenz ist sehr immunogen und ruft in experimentellen Tierversuchen mit
infizierten Affen und Mausen eine frihe, starke und anhaltende Antikdrperantwort auf
ein synthetisch hergestelltes Peptid namens Cg, das der IRg Sequenz des VISE
entspricht, hervor (Liang et al. 2000, Liang et al. 1999b). Dabei ergaben sich keine
Unterschiede, ob die Tiere mit B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii oder B. garinii
Stammen infiziert waren. Auch fur humanes Serum konnten diese Angaben bestatigt
werden: 83% der europdischen Patienten mit einem in der Kultur bestatigten
Erythema migrans und 95% der européischen Patienten mit einer histologisch
gesicherten Acrodermatitis chronica atrophicans zeigten Antikorper gegen IRg (Liang
et al. 2000). Der Nachweis von Borrelia burgdorferi bei diesen europdischen
Patienten ergab, dass diese entweder mit B. garinii oder B. afzelii Stdmmen infiziert
waren (Liang et al. 2000). Dieselben Beobachtungen ergaben sich in Nordamerika,

wo die Lyme- Borreliose fast ausnahmslos durch B. burgdorferi sensu stricto
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hervorgerufen wird, so dass angenommen werden kann, dass die immunodominante
IRe Sequenz von allen B. burgdorferi Stammen exprimiert wird (Liang et al. 1999a,
Liang et al. 1999b). Der IRs EIA zeigt keine Kreuzreaktionen mit anderen
Borrelienproteinen wie den heat-shock Proteinen (Luft 1991) oder dem Flagellin, die
auch bei anderen Spirochaten wie B. hermsii und Treponema pallidum
nachgewiesen werden konnen (Barbour 1986), und einem unspezifischen 60-kDa
Antigen, das viele Bakterien besitzen (Hansen 1988). Diese Beobachtung kdnnte ein
einheitliches serologisches Testverfahren der Lyme-Borreliose basierend auf dem Cg
Peptid erméglichen (Liang et al. 2000).

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass der IRg Titer nach erfolgreicher
Antibiotikatherapie signifikant sinkt, wahrend er bei unbehandelten oder erfolglosen
Therapien konstant bleibt. Daraus kénnte ein Test entwickelt werden um den
Therapieerfolg und die Heilung nach einer B. burgdorferi Infektion beurteilen zu
konnen (Philipp et al. 2001).

Zu den weiteren wesentlichen immunodominanten Proteinen gehoren die
Oberflachenproteine OspA, OspB, OspC, Ospl7 und das Membranprotein p39. B.
burgdorferi verandert das Muster der Proteinexpression wahrend der
unterschiedlichen Entwicklungsphasen in der Zecke. So exprimiert B. burgdorferi in
der nuchternen Zecke ausschlief3lich OspA. Die Blutmahlzeit induziert die Expression
von OspC und reguliert die Expression von OspA herunter (Fingerle et al. 1998,
Schwan et al. 2000). Die Infektion erfolgt daher mit OspC exprimierenden Borrelien.
Dieses Phanomen erklart auch die Tatsache, dass die humorale Immunantwort im
frihen Stadium der Lyme-Borreliose zundchst gegen OspC und nicht gegen OspA
gerichtet ist (Fung et al. 1994, Hauser et al. 1997, Wilske et al. 1993c, Wilske et al.
1994). Im Gegensatz dazu wird unter Kulturbedingungen vorwiegend OspA
exprimiert. Die direkte Injektion von solchen OspA exprimierenden B. burgdorferi
Spirochaten in Versuchstiere erzeugt daher eine starke humorale Antwort gegen
OspA (Gern et al. 1993, Roehrig et al. 1992). Das Oberflachenprotein Ospl7 ist ein
Antigen, gegen das fast ausschlief3lich im Stadium Ill, selten bereits im Stadium Il der
Lyme-Borreliose spezifische Antikérper nachgewiesen werden kénnen (Hauser et al.
1997, Wilske et al. 1999). Es scheint sich also um ein Antigen zu handeln, das erst
im Laufe der Infektion hochreguliert wird (Hauser et al. 1997, Pohl-Koppe et al.

2001). Ein weiteres wichtiges Antigen ist das Membranprotein p39, gegen das jedoch
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auch erst in spateren Krankheitsstadien der Lyme-Borreliose Antikérper gebildet

werden (Simpson et al. 1990).

1.8 Zellulare Immunantwort

Obwohl in Tierversuchen der protektive Effekt von spezifisch gegen B. burgdorferi
gerichteten Antikorpern bewiesen werden konnte (Barthold 1996, Schaible 1990),
entwickeln sich trotz signifikant hoher Antikorpertiter systemische Manifestationen
der Lyme-Borreliose. Dies spricht dafir, dass die zellulare Immunantwort eine grol3e

Rolle bei der Entwicklung von chronischen Stadien der Lyme-Borreliose spielt.

1.8.1 T-Lymphozyten

Die Unterteilung der T-Lymphozyten erfolgt zum einen in zytotoxische T-Zellen und
zum anderen in T-Helferzellen. Dabei steuert bei den T-Helferzellen der Korezeptor
CD4 die Bindung des T-Zellrezeptors an den Komplex aus Antigenpeptid und MHC
Klasse Il Molekil, wéhrend bei den zytotoxischen T-Zellen das Oberflachenmolekl
CD8 die Bindung an den Antigenpeptid -und MHC Klasse | Komplex ermdglicht. Die
Aktivierung der T-Zelle nach Bindung des Antigenpeptid/MHC-Komplexes an den T-
Zellrezeptor erfolgt schlieBlich durch den Molekilkomplex CD3 und weitere
signaltibertragende Molekile. Ungefahr 65% der T-Zellen im peripheren Blut sind
CD4+CD8- und 35% CD8+CD4-.

1.8.2 T-Helferzellen (Th-Zellen)

Die Differenzierung aus naiven T-Helferzellen (Th-0) in Th-1 bzw. Th-2 Zellen erfolgt
durch Stimulation ihres T-Zellrezeptors und ist abhangig von kostimulatorischen
Signalen und den sich in ihrer unmittelbaren Umgebung befindlichen Zytokinen
(Kamogawa et al. 1993, Seder und Paul 1994). So fordert IL-12 die Bildung von Th-1
Zellen, wahrend IL-4 die Bildung von Th-2 Zellen anregt. Die Th-Zellen sind
desweiteren durch eine unterschiedliche Zytokinproduktion charakterisiert. So
produzieren Th-0 Zellen IL-2, IFN-y, IL-4 und IL-5, wahrend Th-1 Zellen durch die
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Produktion von den proinflammatorischen Zytokinen wie IFN-y und Th-2 Zellen durch
die Produktion von den antiinflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-5 charakterisiert
sind. Demnach haben die Th-Subpopulationen auch unterschiedliche biologische
Aktivitaten: So fordern die Th-1 Zellen tber IFN-y die Aktivierung von Makrophagen
und dber IL-2 die Synthese von IgM und IgG, durch B-Zellen. Th-2 Zellen férdern
Uber IL-5 die Aktivitdt eosinophiler Granulozyten und stimulieren tber IL-4 die 1gG;
und IgE Produktion durch Plasmazellen. Th-1 Zellen spielen eine wichtige Rolle bei
der Abwehr viraler und bakterieller Infektionen, wahrend Allergene und parasitare

Infektionen eine deutliche Th-2 Zytokinantwort hervorrufen (Kramer 1997).

1.8.3 Zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi

Da die zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi bei der Pathogenese der Lyme-
Borreliose vermutlich eine grof3e Rolle spielt, wurden von verschiedenen Autoren
Untersuchungen zur Lymphoproliferation auf unterschiedliche Borrelienproteine
gemacht. Dazu wurden die PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) mit
unterschiedlichen Borrelienantigenen funf Tage stimuliert und anschlieRend die
Proliferation anhand der *H-Thymidininkorporation bestimmt (Yoshinari et al. 1991,
Dressler et al. 1991, Dattwyler et al. 1988). Eine erhthte zellulare Reaktivitat
gegenuber ganzen B. burgdorferi Spirochaten gemessen an der Lymphoproliferation
oder an der Reaktivitat von T-Zelllinien wurde bei erwachsenen Patienten mit
unterschiedlichen  Hautmanifestationen, Neuroborreliose oder Lyme-Arthritis
(Buchner et al. 1987, Buchner et al. 1995, Pohl-Koppe et al. 1998, Yoshinari et al.
1991), wie auch bei Kindern mit Lyme-Arthritis (Huppertz et al. 1996) beschrieben.
Jedoch konnte auch besonders bei erwachsenen seronegativen Kontrollpatienten
teilweise eine schwache Lymphoproliferation auf die Lysatantigene nachgewiesen
werden (Pohl-Koppe et al. 2001, Roessner et al. 1994, Zoschke et al. 1991). Dies
konnte durch die Verwendung von ganzen oder sonifizierten Borrelienspirochaten
erklart werden, die bestimmte Antigene wie z.B. heat shock Proteine enthalten und
somit eine Kreuzreaktivitdt mit den Antigenen anderer Bakterien hervorrufen kdnnen
(Hansen et al. 1988).

Daraufhin wurden Untersuchungen zur Lymphoproliferation auf unterschiedliche

einzelne Borrelienantigene wie OspA, OspB, p41l, p55/58 und p66 bei erwachsenen
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Patienten mit Lyme-Arthritis durchgefihrt (Kamradt et al. 1996, Krause et al. 1992,
Lengl-Janssen et al. 1994, Yoshinari et al. 1991). So wurde beschrieben, dass OspA
und Flagellin zwar im Frihstadium der Lyme-Borreliose einen signifikanten
Unterschied in der Lymphoproliferation gegentber Kontrollgruppen zeigen, jedoch im
Spatstadium der Erkrankung keine Unterschiede mehr festzustellen sind (Krause et
al. 1992).

Auch wurden Untersuchungen zu den beiden rekombinanten Proteinen OspC und
Osp1l7 bei Kindern mit akuter systemischer Lyme-Borreliose gemacht (Pohl-Koppe et
al. 2001). Hierbei scheint das outer surface protein C (OspC) eine wichtige Rolle in
der zellularen Abwehr zu spielen, denn selbst 75% der Lyme Patienten ohne
nachgewiesene Antikorper gegen OspC zeigten eine signifikante Lymphoproliferation
auf OspC. 91% der Patienten mit nachgewiesenen Antikérpern gegen OspC zeigten
ebenfalls eine signifikante Lymphoproliferation (Pohl-Koppe et al. 2001). Die
Lymphoproliferative Antwort auf Ospl7 bei Kindern im Frihstadium der Lyme-
Borreliose erwies sich als sehr schwach (Pohl-Koppe et al. 2001).

Versuche, die zellulare Immunantwort auf bestimmte Borrelienproteine mit den
unterschiedlichen Manifestationen der Lyme-Borreliose in Verbindung zu bringen
haben bisher keine schlissigen Ergebnisse erbracht. In welchem Ausmald die
zellulare Immunantwort auf verschiedene Borrelienproteine in Korrelation zur
humoralen Immunantwort gesetzt werden kann, wurde noch nicht ausreichend

untersucht.
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Da die Infektion mit B. burgdorferi trotz einer ausgepragten humoralen Immunantwort
zu schweren chronischen Verlaufen fihren kann, scheint die zellulare Immunantwort
bei der Pathogenese der Lyme-Borreliose eine grof3e Rolle zu spielen. Im Gegensatz
zu anderen Infektionen kann jedoch, besonders bei frihzeitiger antibiotischer
Therapie die humorale Immunantwort auch ausbleiben. Im Mittelpunkt dieser Arbeit
stand das variable Oberflachenprotein VISE, ein kirzlich identifiziertes, stark
immunodominantes Protein auf der Borrelienoberflache, das sowohl eine starke B-
Zell als auch eine starke T-Zell Reaktion hervorruft. Ziel dieser Arbeit war es sowohl
die zellulare als auch die humorale Immunantwort auf VISE im Vergleich zu bereits
beschriebenen Oberflachenproteinen wie OspC und Ospl7 bei padiatrischen und
adulten Patienten mit Lyme-Borreliose in allen Stadien der Erkrankung zu
charakterisieren. Zu diesem Zwecke wurden sowohl serologische als auch
Untersuchungen zur Lymphoproliferation bezlglich der unterschiedlichen
Oberflachenproteine von B. burgdorferi durchgefiihrt. Da es Hinweise gibt, dass an
der chronischen Borrelieninfektion sowohl proinflammatorische als auch
antiinflammatorische Zytokine beteiligt sind, wurden Untersuchungen mittels
Durchflusszytometrie etabliert, um die T-zellulare Immunreaktion - sowohl in
Frihstadien als auch in Spatstadien der Lyme-Borreliose - funktionell zu

charakterisieren.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

Fur alle Versuche wurde heparinisiertes Vollblut verwendet.

3.1.1 Antigene

Die rekombinanten Proteine OspC, Ospl7, p39 und VISE, sowie sonifiziertes
Bakterienlysat von ganzen B. burgdorferi Bakterien, Spezies B. afzelii, Stamm PKo,
und B. garinii, Stamm PBI, wurden freundlicherweise von Frau Prof. Dr. B. Wilske,
Max-von-Pettenkofer-Institut, Minchen, zur Verfligung gestellt. Die rekombinanten
Proteine wurden alle aus B. afzelii vom Stamm pKo hergestellt, waren endotoxinfrei
und wurden in folgenden Konzentrationen verwendet: OspC (Klon 1207) 1,47 mg/ml
bzw. 2 mg/ml und 3 mg/ml, Ospl17 (Klon 1107) 1,48 mg/ml bzw. 2,8 mg/ml, p39 (Klon
1611) 0,75 mg/ml und VISE zu 3 mg/ml. Desweiteren stand OspC auch aus B. garinii
(Stamm pBi) generiert (Klon 3206) in einer Konzentration von 2 mg/ml bzw. 3,1mg/ml
zur Verfigung. Tetanustoxoid (TT) wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Hungerer,
Firma Chiron-Behring, Marburg, in einer Konzentration von 2.050 bzw. 3.950 LF/ml

zur Verfigung gestellit.

3.1.2 Patienten und Kontrollgruppen

Im Zeitraum von 1995 bis 2003 wurden 59 Patienten mit Lyme-Borreliose, die im Dr.
von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
behandelt wurden, in die Studie eingeschlossen. Im Rahmen der Blutentnahme fir
diagnostische Zwecke wurde -bei den Kindern nach Einwilligung der Eltern-
zusatzlich zwischen drei und zehn ml heparinisiertes Vollblut zur Untersuchung der
zellularen Immunreaktion gegen B. burgdorferi entnommen. Desweiteren wurden
acht adulte Patienten mit chronischer Lyme-Borreliose untersucht. Die Blutproben
der erwachsenen Patienten wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Herzer,

niedergelassener Rheumatologe in Minchen, zur Verfigung gestellt.
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Ein- bzw. Ausschlusskriterien

Stadium _I: Die Diagnose eines Erythema migrans wurde aufgrund des klinischen
Erscheinungsbildes gestellt. Positive IgM und/oder IgG Titer im Serum konnten
vorhanden sein, waren jedoch fur die Diagnosestellung nicht notwendig.

Stadium 1I: Wie beim Erythema migrans war auch beim Borrelien-Lymphozytom die
klinische Diagnose ausreichend. Die Diagnose einer Neuroborreliose wurde gestellt,
wenn neben der typischen klinischen Symptomatik eine Liquorpleozytose (>4
Zellen/pl) kombiniert mit einer intrathekalen borrelienspezifischen IgM oder I1gG
Antikorpersynthese und/oder borrelienspezifischen IgM Antikdrpern im Serum vorlag.
Als wahrscheinlich galt die Diagnose einer Neuroborreliose, wenn zwar keine
Liguorpleozytose, jedoch borrelienspezifische Antikérper im Liquor nachgewiesen
werden konnten. Bei einem unauffalligen Liquorbefund und positiven
borrelienspezifischen 1gG und/oder IgM Antikdrpern galt die Diagnose einer
Neuroborreliose als moglich.

Stadium Ill: FUr die Diagnose einer Acrodermatitis chronica atrophicans oder einer
Lyme-Arthritis war neben der typischen klinischen Symptomatik das Vorhandensein

von borrelienspezifischen IgG Antikérpern die Voraussetzung.

Die Tabellen la-d enthalten die Diagnose, Begleitsymptome, serologische Befunde
und im Falle einer Neuroborreliose die Liquorbefunde. Diese Tabellen und die

Tabellen 2 bis 4 finden sich im Anhang (siehe 8 Anhang Tabellen).

Gruppeneinteilung

Gruppe I: padiatrische Patienten

Es wurden an einem Gesamtkollektiv von 59 pé&diatrischen Patienten mit Lyme-
Borreliose die humorale und zellulare Immunitat gegen B. burgdorferi untersucht (NB:
n= 43, LA: n=7; BL: n= 2; Erythema migrans: n=7). Das Durchschnittsalter betrug 8,4
Jahre. 38 der Patienten waren mannlich, 21 weiblich (Tab. 1a-d).

Gruppe Il: adulte Patienten

Im selben Zeitraum wurde die humorale und zellulare Immunantwort bei acht
erwachsenen Patienten untersucht (ACA: n=5; LA: n=3). Das Durchschnittsalter
betrug 50,8 Jahre. Funf der Patienten waren weiblich, drei mannlich (Tab. 2).



17

Gruppe lll: padiatrische Kontrollen

Als padiatrische Kontrollgruppe dienten neun Kinder, von denen vier an einer
idiopathischen Fazialisparese litten. Eine Neuroborreliose konnte durch unauffallige
Liguorbefunde ausgeschlossen werden. Weitere zwei Kinder hatten eine unklare
Arthritis, die Lyme-Arthritis wurde durch negative Lyme-Serologie ausgeschlossen.
Die restlichen drei Kinder waren gesund. Das Durchschnittsalter betrug 11,2 Jahre.
Sechs der Kinder waren ménnlich, drei weiblich (Tab. 3).

Gruppe IV: adulte Kontrollen
Als adulte Kontrollen dienten 14 gesunde Erwachsene. Das Durchschnittsalter betrug
35 Jahre. Sieben der adulten Kontrollen waren mannlich, sieben weiblich (Tab. 4).

3.2 Methoden

3.2.1 Serologie

Das Serum jedes bearbeiteten Blutes wurde zur Lyme-Borreliose Routinediagnostik
an das Max-von-Pettenkofer-Institut, Miinchen verschickt. Dort wurde zun&chst ein
EIA (enzyme-linked immunosorbent assay) als Suchtest auf IgG und IgM Antikdrper
gegen B. burgdorferi verwendet. Um einen positiven Befund im EIA zu bestatigen
wurde der Immunfloureszenztest und der Immunoblot durchgefihrt. Im Immunoblot
wurde die Antikdrperantwort auf folgende rekombinante Proteine getestet: Ospl7,
Osp C, p39, p4l, p58, p100 und VISE. In den lymphoproliferativen Assays wurden
die rekombinanten Proteine Ospl17, OspC, VISE und die Lysatantigene von B. afzelii
und B. garinii eingesetzt. Alle Patienten wiesen B. burgdorferi spezifische IgM
und/oder 1gG Antikdrper im EIA auf.

3.2.2 Lymphoproliferations Assays

Die Lymphoproliferations Assays wurden mit vendsem heparinisierten Vollblut

durchgefuhrt, das hochstens 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert wurde.
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Zu Beginn des Assays wurde das Vollblut zunachst zehn Minuten bei 3000 rpm
(rounds per minute) bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das so gewonnene Serum
wurde abgesaugt und anschlieBend bei 56T 30 Minuten im Wasserbad
hitzeinaktiviert. Darauf wurde es nochmals zehn Minuten bei 3000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und im Verhaltnis 1:10 mit RPMI 1640
verdunnt. Das so hergestellte autologe Serum diente dann als Medium fur die T - Zell
Kulturen. Das im ersten Schritt abzentrifugierte Vollblut wurde daraufhin im Verhéaltnis
1:1 mit MEM (Minimal Essential Medium) verdiinnt und im Verhaltnis 2:1 auf Ficoll -
Hypaque gegeben. Durch Dichtezentrifugation bei 2000 rpm fir 20 Minuten wurden
schlief3lich die PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) isoliert und abgesaugt.
Darauf folgte ein Waschgang mit MEM und anschlieRender Zentrifugation bei 1500
rom fur 10 Minuten. Nach dreimaliger Wiederholung dieses Waschganges wurden
die PBMCs in einem Milliliter autologem Medium resuspendiert und nach Anfarbung
mit Trypanblau in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Es wurden jeweils
250000 Zellen mit der vorher durch Antigentitration berechneten optimalen
Konzentration an Antigen stimuliert. Die Differenz auf einen Milliliter wurde durch das
autologe Serum aufgefullt. Zur Stimulation wurden die Lysatantigene von B. afzelii
(Stamm PKo) und B. garinii (Stamm PBIi) in einer Konzentration von 10 pg/ml
verwendet, die rekombinanten Antigene OspC, Ospl7, p39 und VISE in einer
Konzentration von 50 pg/ml. Als Positivkontrolle diente Tetanus-Toxoid in einer
Konzentration von 12,5 Lf/ml, als Negativkontrolle wurde je ein unstimulierter Ansatz
durchgefuihrt. AnschlieBend wurden jeweils vier Anséatze des selben Antigens zu je
200yl in einer 96-well Platte ausplattiert und fur funf Tage in einem
Zellkulturinkubator mit 5% CO, bei 37T inkubiert. Nach dieser flnftagigen
Stimulationsdauer wurden die Zellen in jedem well mit 20pl *H-Thymidin in einer
Endkonzentration von 5% markiert. Anhand der Thymidininkorporation der
stimulierten PBMCs konnte so die Proliferation bestimmt werden. Dazu wurden die
radioaktiv markierten Zellen 18 bis 24 Stunden nach der Markierung auf einen Filter
gesaugt, dieser getrocknet und anschlieBend mit Szintillationsflissigkeit versehen.
Die Radioaktivitat der Plattchen dieses Filters konnte daraufhin in einem Betacounter
gemessen werden. Eine signifikante Lymphoproliferation wurde durch einen
Stimulationsindex (cpm in der Antigenkondition/cpm in der Kontrollkondition) grof3er

als zwei definiert.
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3.2.3 IFN-yBestimmung nach Isolierung von PBMCs und Restimulation mit
CD3 und CD28/CD49d

Fur die IFN-y Bestimmung nach der Isolierung aus PBMCs wurde der kommerziell

erhaltliche Cytokine Detection Kit IFN-y der Firma Becton/Dickinson verwendet.

Wie bei den Versuchen zur Lymphoproliferation wurden zunachst die PBMCs lber
Ficoll isoliert. Jeweils 10° Zellen wurden zu Beginn des Ansatzes entweder mit den
rekombinanten Antigenen, den Lysatantigenen der Borrelien oder mit Tetanustoxoid
stimuliert. Das Tetanustoxoid wurde als Positivkontrolle verwendet und ein
unstimulierter Ansatz als Negativkontrolle. Schliel3lich wurden die antigenstimulierten
Zellen in einem Milliliter autologem Serum resuspendiert und in einer 24 well Platte
ausplattiert. Darauf folgte eine Inkubationszeit von sechs Tagen im Brutschrank bei
37<T. Fur die Herstellung des Mediums an Tag sechs wurde RPMI 1640 und 10%
PHS (pooled human serum) verwendet. Das PHS wurde dazu zunéchst 30 Minuten
im Wasserbad bei 56T hitzeinaktiviert und dann bei 3000 rpm abzentrifugiert.
Anschlie3end wurde die erforderliche Menge aus PHS und RPMI 1640 im Verhéaltnis
1:10 hergestellt.

Darauf wurde die 24 well Platte abgesaugt und der Inhalt eines jeden wells in je ein
Falcon tube gegeben. AnschlieRend wurden die tubes grundlich mit drei Milliliter
Medium durchmischt und bei 1700 rpm bei Raumtemperatur funf Minuten
zentrifugiert. Nach zweimaliger Wiederholung dieses Waschvorganges wurde der
Uberstand abgesaugt und in 250ul Medium resuspendiert.

Anschliel3end erfolgte die Restimulation mit einem ungefarbten CD3 Antikdrper in
einer Konzentration von 1lug/ml und dem Kostimulator CD28/CD49d. Gleichzeitig
wurde Brefeldin A, ein Inhibitor der Zytokinsekretion aus der Zelle, zugegeben.
Dieses Gemisch wurde anschlieBend bei 37T sechs Stunden im Brutschrank
inkubiert. Nach der sechsstindigen Inkubationszeit wurde EDTA zugegeben, zum
einen um die Aktivierung der Lymphozyten zu beenden und zum anderen die nicht
gebrauchsfahigen Zellen zu binden. AnschlieRend wurde bei Raumtemperatur 15
Minuten inkubiert. Aus jedem RoOhrchen wurden daraufhin je 100ul far die
Isotypenkontrolle und 100pl fur die IFN-y Bestimmung in je ein Polystyren Roéhrchen
pipettiert. Dieser Schritt wurde gefolgt von der Lysierung der Erythrozyten und der

Fixierung der Lymphozyten mit einer Lysierlésung. Darauf wurde erneut fur zehn
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Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem
Waschpuffer gewaschen und bei Raumtemperatur bei 1500 rpm fur finf Minuten
zentrifugiert. Dann erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit einer
Permeabilisierungslosung und eine erneute Inkubation fir zehn Minuten bei
Raumtemperatur. Nachdem die Lymphozyten wiederum gewaschen und fir finf
Minuten bei 1500 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert wurden, wurden die
Roéhrchen mit der Isotypenkontrolle mit den Maus Antikdrpern y., FITC, y; PE und
dem Oberflachenmarker CD4 PerCP-Cy5.5 gefarbt und die ROhrchen zur
Bestimmung der IFN-y Sekretion mit den Antikdrpern IFN-y FITC, CD69 PE und CD4
PerCP-Cy5.5 angefarbt. Um die IFN-y Sekretion nur der CD4 positiven Lymphozyten
beurteilen zu kdénnen, wurden die Zellen mit dem CD4 Antikorper gefarbt. Danach
wurden sie fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach anschlieRendem Waschen der
Zellen und funfmindtiger Zentrifugation bei 1500 rpm bei Raumtemperatur wurde der
Uberstand abgegossen und die Zellen mit der 1%igen Paraformaldehydldsung fixiert.
Die Zellen wurden dann bei 4T im Dunkeln gelagert und die Zytokinsekretion
innerhalb 24 Stunden in einem Durchflusszytometer der Firma Becton/Dickinson

gemessen. Eine signifikante IFN-y Sekretion wurde durch mehr als 1% definiert.

3.2.4 Zytokinbestimmung nach Isolierung von PBMCs und Restimulation mit

PMA/lonomycin

Fur die Bestimmung der Zytokinsekretion aus PBMCs wurden zunéchst die PBMCs
Uber Ficoll - Paque wie zur Bestimmung der Lymphoproliferation isoliert und mit der
optimalen austitrierten Konzentration an Antigen fur finf Tage stimuliert. Pro Ansatz
wurden jeweils 10° Zellen verwendet und in einer 24 well Platte ausplattiert. Als
Negativkontrolle lief jeweils ein Ansatz ohne Stimulation mit und als Positivkontrolle
eine Stimulation mit Tetanustoxoid. Nach der flinftdgigen Stimulationsdauer wurden
die wells grindlich abgesaugt und mit drei Millilitern Medium -bestehend aus RPMI
1640 + 10% FCS (fetales Kalberserum) + 1,6mM L-Glutamin- gewaschen und bei
1700 rpm funf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach zweimaliger
Wiederholung dieses Waschvorganges wurden die Zellen mit PMA in einer
Konzentration von 10ng/ml und mit lonomycin in einer Konzentration von 0,75ug/ml

restimuliert. Als Inhibitor der Zytokinsekretion wurde Monensin in einer Konzentration
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von 2,5umol/l dazugegeben. AnschlieRend wurden die Zellen funf Stunden im
Brutschrank bei 37T inkubiert. Nachdem jeweils ein well mit einem Milliliter
Zellsuspension in jeweils ein Rohrchen geflllt wurde, wurden die Zellen zweimal mit
dem Waschpuffer gewaschen und bei 1250 rpm bei 4T funf Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Lymphozyten mit einer Lymphozytenfixationslosung fixiert
und zehn Minuten bei 4T inkubiert. Darauf folgte ein zweimaliger Waschgang,
wiederum mit dem Waschpuffer und anschlielRender Zentrifugation mit 1250 rpm bei
4T fur funf Minuten. Danach wurden die Zellen perm eabilisiert, indem sie mit dem
Permeabilisierungspuffer gewaschen und mit 1250 rpm bei 4T fur finf Minuten
zentrifugiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten im Kihlschrank
bei 4T wurden sie erneut mit dem Permeabilisierung spuffer gewaschen und bei
1250 rpm bei 4T fur funf Minuten zentrifugiert.

Als nachster Schritt folgte die Farbung zum einen mit dem Oberflachenmarker CD4
PerCP oder CD8 PerCP und zum anderen mit dem Aktivierungsmarker CD69 FITC.
Die Zytokinfarbung erfolgte mit den von Th-2 Zellen produzierten Zytokinen IL-10 PE
und IL-4 PE und dem von Th-1 Zellen produzierten Zytokin IFN-y PE. Danach wurde
fur 25 Minuten bei 4T inkubiert. Nach der 25-minutigen Inkubation wurden die Zellen
nochmals dreimal mit dem Permeabilisierungspuffer gewaschen und bei 1250 rpm
bei 4T funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand w urde abgekippt und anschlieRend
mit einer 4%igen Formaldehydlésung fixiert. Darauf folgte die Messung der
Zytokinsekretion in einem Durchflusszytometer der Firma Becton/Dickinson. Auch

hier wurde eine signifikante Zytokinsekretion ab groRer 1% angenommen.

3.2.5 Statistische Analyse

Alle statistischen Berechnungen wurden mit SPSS 10.0 (SPSS Software GmbH,
Munchen) durchgefiihrt. Angewendet wurde der Student’s t-Test, dabei wurde die

statistische Signifikanz bei p < 0,050 angenommen.
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3.2.6 Ethikvotum und Probandeneinwilligung

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat
zugelassen. Von den Eltern der teilnehmenden Kinder lag nach ausfihrlicher
Aufklarung das schriftliche Einverstandnis zur Studienteilnahme vor, ebenso von

alteren Kindern sowie den erwachsenen Teilnehmern.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Serologische Untersuchungen zu B. burgdorferi bei Kindern mit

Neuroborreliose und Lyme-Arthritis

Im Zeitraum zwischen 1995 und 2001 wurde bei 40 Kindern mit Neuroborreliose (FP:
n=32; AP: n=1; MP: n=1; Bannwarth: n=2; Aseptische Meningitis: n=4) und bei funf
Kindern mit Lyme-Arthritis die humorale Immunantwort auf B. burgdorferi mittels EIA

und Immunoblot untersucht.

4.1.1 EIA-Titer bei Kindern mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis bei

Diagnosestellung und im Verlauf

Die Verteilung der EIA-Titer im Serum dieser beiden Patientengruppen zeigte in der
Gruppe der Neuroborreliosen hauptsachlich einen signifikanten Anstieg der IgM-
Titer, wahrend in der Gruppe der Lyme-Arthritiden vor allem die 1gG Titer erhoht
waren (Abb. 1). Von den Kindern mit Neuroborreliose waren 34/40 (85%) bei
Diagnosestellung im IgM EIA im Serum positiv. Bei den sechs Kindern mit initial
negativen EIA IgM Titern im Serum wurde die Diagnose Neuroborreliose verifiziert
durch Pleozytose und positive Antikérper im Liquor (3/6) oder Pleozytose und
positive 1gG Antikorper im Serum (2/6). Bei 1/6 war der IgM EIA bei Diagnosestellung
negativ. und wurde im Verlauf positiv. Nur 15/40 (38%) der Kinder mit
Neuroborreliose hatten bei Diagnosestellung auch positive IgG-Antikorper-Titer im
EIA, zwei weitere Kinder zeigten im Verlauf eine 1gG Serokonversion.

Von den 40 Kindern mit Neuroborreliose wurden 21 im Verlauf von sechs Jahren
untersucht. 17/21 Kindern waren initial im Serum IgM positiv. Bei 10/17 (59%)
Kindern wurde der IgM EIA nach erfolgter antibiotischer Therapie (durchschnittlich
nach 6,4 Monaten) negativ. Auffallig war zudem, dass 11/21 (52%) der Patienten mit
Neuroborreliose, also einer systemischen Form der Erkrankung im Verlauf keine
Serokonversion aufwiesen.

Die funf Kinder mit Lyme-Arthritis wurden alle im Verlauf untersucht und zeigten
wahrend allen Untersuchungen einen positiven IgG EIA, wahrend der IgM EIA bei
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drei Kindern bereits bei Diagnosestellung negativ war und bei zwei Kindern im
Verlauf ebenfalls negativ wurde.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die Uberwiegende Anzahl von
Patienten mit Neuroborreliose (34/40) bei Diagnosestellung im Serum Borrelien IgM
positiv war, wahrend Patienten mit Lyme-Arthritis vorwiegend IgG Antikdrper

aufwiesen (Tab. 5).
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Abbildung 1: EIA-Titer bei Patienten mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis
Dargestellt sind 91 serologische Befunde von 40 Kindern mit Neuroborreliose und funf Kindern mit
Lyme-Arthritis, die zwischen 1995 und 2001 teils mehrfach untersucht wurden.

Tabelle 5: Verteilung der IgM/IgG Antikérper bei Kindern mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis

NB LA

76 Seren von 40 Kindern 15 Seren von 5 Kindern
nur IgM AK 31/76 (41%) 0/15
nur IgG AK 11/76 (14%) 13/15 (87%)
IgM/IgG AK 21/76 (28%) 2/15 (13%)

4.1.2 Rekombinanter IgM und IgG Immunoblot bei Kindern mit
Neuroborreliose und Lyme-Arthritis bei Diagnosestellung

Um die EIA Befunde zu spezifizieren wurde bei 32/34 Kindern mit Neuroborreliose
ein Immunoblot durchgefuhrt. Dabei wurden im IgM Blot Antikbrper gegen die
Proteine p4li, OspC, p39, p1l00 und im IgG Blot Antikérper gegen VISE, Ospl7,
OspC, p39, p58 und p100 untersucht. Von den 32 Kindern mit Neuroborreliose, die
im Immunoblot getestet wurden und bei Erstdiagnose im IgM EIA positiv waren,
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waren 28/32 (88%) im IgM und/oder IgG Immunoblot ebenfalls positiv. Vier der
Kinder waren im 1gG/IgM Immunoblot negativ. Sechs Patienten mit Neuroborreliose
waren bei Erstdiagnose im IgM EIA negativ, davon waren im 1gG und/oder IgM
Immunoblot zwei Patienten positiv, einer negativ und bei den restlichen drei wurde
der Immunoblot nicht durchgefihrt.

Drei der Patienten mit Lyme-Arthritis waren bei Diagnosestellung im IgM EIA negativ,
zwei positiv. Im 1gG und/oder IgM Immunoblot waren alle Patienten positiv.

Das im IgM-Immunoblot am haufigsten erkannte Protein bei Kindern mit
Neuroborreliose unabhéngig vom Untersuchungszeitpunkt war das Flagellenprotein
p41li (bei 29/37 Kindern (78%)), das zweithaufigste das OspC (18/37 (49%)). Eine nur
geringe Reaktivitat war sowohl auf p39 (9/40 (23%)) als auch auf p100 (7%) zu
beobachten.

Von den 2/5 bei Diagnosestellung im IgM Immunoblot positiven Kindern mit Lyme-

Arthritis zeigte eines der Kinder eine Reaktivitat auf p41i im IgM-Immunoblot (Abb. 2).
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Abbildung 2: Nachweis von IgM-Antikdrpern im Immunoblot

Das Verteilungsmuster der im IgM Immunoblot gebildeten Antikdrper gegen die unterschiedlichen
Borrelienproteine wurde bei 32 Kindern mit Neuroborreliose und bei finf Kindern mit Lyme-Arthritis
untersucht.

15/40 (38%) der Kinder mit Neuroborreliose waren sowohl im 1gG EIA als auch im
Immunoblot positiv. Von den restlichen 25 im 1gG EIA negativen Kindern waren drei
Kinder auch im Immunoblot negativ. 15 der Kinder waren im Immunoblot positiv. Die
an einer Lyme-Arthritis erkrankten Kinder waren alle sowohl im 1gG EIA als auch im

Immunoblot positiv. Im IgG-Immunoblot war bei den Kindern mit Neuroborreliose das
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VISE das am haufigsten erkannte Protein (59%). Gegen die Borrelienproteine p58,
p4l, Ospl7, pl00, p39 und OspC konnten nur zwischen 9,4 und 21,2% IgG
Antikérper im Immunoblot nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten
jedoch in den Serumproben der Kinder mit Lyme-Arthritis bis auf OspC in 60-100%
der Falle Antikdrper gegen die restlichen Borrelienproteine nachgewiesen werden
(Abb. 3). Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass verschiedene
klinische Manifestationen wie Neuroborreliose oder Lyme-Arthritis mit einer

humoralen Immunantwort gegen unterschiedliche Borrelienproteine assoziiert sind.
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Abbildung 3: Nachweis von IgG-Antikérpern im Immunoblot

Das Verteilungsmuster der im IgG Immunoblot gebildeten Antikérper gegen die unterschiedlichen
Borrelienproteine wurde bei 32 Kindern mit Neuroborreliose und bei finf Kindern mit Lyme-Arthritis
untersucht.

4.1.3 Verlaufsbeobachtung der IgM Immunoblotbefunde fir p41 und OspC bei

Kindern mit Neuroborreliose

Um zu untersuchen, ob es nach einer antibiotischen Therapie zur Persistenz
borrelienspezifischer Antikorper kommt, wurden neun Patienten mit initial positiven
Immunoblotbefunden im Verlauf beobachtet. Alle Patienten wurden mindestens
einmal kontrolliert. Der durchschnittliche Zeitraum zwischen Erstdiagnose und
abgeschlossener letzter Kontrolluntersuchung betrug 8,3 Monate. Bei 4/9 (44%)
Kindern war sowohl bei der Erstdiagnose als auch bei den Kontrolluntersuchung p41

nachweisbar. Weitere 3/9 (33%) zeigten bei Erstdiagnose Antikdrper gegen p41,
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diese verschwanden jedoch im Laufe der Kontrolluntersuchungen. 2/9 (22%)
Patienten bildeten weder bei Erstdiagnose noch in den Folgeuntersuchungen
Antikorper gegen p41l. Insgesamt zeigten 7/9 (78%) Kindern bei Erstdiagnose eine
Immunantwort gegen p41, welche im Verlauf bei der Halfte der Patienten negativ
wurde. Die Immunreaktion auf OspC war deutlich geringer ausgepragt. Lediglich 3/9
(33%) zeigten bei Erstdiagnose eine Immunreaktion gegen OspC. Bei diesen drei
Patienten persistierte die Immunantwort gegen OspC im Verlauf. 6/9 (67%) der
Patienten mit Neuroborreliose zeigten keine Immunreaktion auf OspC. Ein Patient
wies bei Erstdiagnose keine Antikorper gegen OspC auf, entwickelte diese jedoch bei
Folgeuntersuchungen (Tab. 6). Die EIA IgM Titer fielen tendenziell im Verlauf ab oder
wurden negativ (6/9), bei zwei Patienten blieben sie gleich, bei einem Patienten
waren sie bei Diagnosestellung negativ. Im Gegensatz dazu konnte Uber einen
Zeitraum von maximal 24 Wochen eine Persistenz der einzelnen

borrelienspezifischen Antikérper in der Mehrzahl der Falle beobachtet werden.

Tabelle 6: IgM IB fur p41 und OspC im Vergleich zu den EIA IgM-Titern im Verlauf. Es wurden
neun padiatrische Patienten mit Neuroborreliose im Verlauf untersucht.

Erstuntersuchung |1. Kontrolle 2. Kontrolle 3. Kontrolle
(nach ~ 8,7 Wochen) (nach ~ 5 Monaten) (nach ~ 20 Monaten)
Patient | IgM- p4l | OspC | IgM- p4l|OspC |IgM- P41l | OspC |IgM- p4l | OspC
EIA B [IB EIA IB |IB EIA IB |IB EIA IB |IB

NB-2 |[0,551 |pos |neg 1,095 |pos [neg 0,417 Jpos |neg 0,474 |pos | neg

NB-7 (0,887 |[pos [neg neg neg [ neg nd nd [nd nd nd |nd
NB-10 (2,062 |pos [pos 1,701 (nd |nd 1,136 pos |pos nd nd |nd
NB-14 (1,748 |pos [pos 0,833 |pos | pos neg nd (nd nd nd |nd
NB-15 (0,739 |[pos [neg neg neg [ neg neg nd |[nd nd nd (nd
NB-19 (0,841 |[pos [neg 0,583 |pos [neg nd nd |[nd nd nd (nd
NB-28 |[0,377 |pos |neg 0,387 |neg |neg 0,481 |neg |neg 0,571 ([neg | neg
NB-33 (1,154 |neg |pos 0,363 |neg [pos nd nd |[nd nd nd (nd

NB-37 [neg neg | neg neg neg [ pos neg neg | pos nd nd (nd
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4.1.4 Humorale Immunantwort auf das rekombinante Borrelienprotein VISE im

zeitlichen Verlauf

Da VISE das im IgG-Immunoblot am haufigsten erkannte Protein war, wurde der
zeitliche Verlauf der VISE-spezifischen Antikbrper naher untersucht. Die
Antikdrperantwort auf das rekombinante Protein VISE wurde bei insgesamt 16
Kindern mit Neuroborreliose und funf Kindern mit Lyme-Arthritis im Abstand von vier
Wochen bis zu mehreren Jahren nachuntersucht. Bei 9/16 Kindern (56%) mit einer
Neuroborreliose waren bei der Erstuntersuchung VISE-spezifische Antikorper
nachweisbar. Bei weiteren zwei Kindern waren die Immunoblot Banden fir VISE
schwach positiv. Die erste Kontrolle erfolgte zwischen einem und drei Monaten, hier
waren bei 5/9 Kindern (66%) noch VISE-spezifische Antikorper nachweisbar. Bei
einer weiteren Kontrolle nach vier bis zwolf Monaten bei vier von fiinf Kindern waren
nur noch bei zwei Kindern VIsE-spezifische Antikbrper nachweisbar (Tab. 7, Abb. 4).
Bei 6/9 Kindern (67%) war im Laufe der ersten Monate nach antibiotischer Therapie
ein Absinken bzw. Verschwinden der VISE-spezifischen Antikbrper zu beobachten
(Tab. 7). Dieses Phanomen konnte jedoch bei den anderen Borrelien-spezifischen
Antikdrpern genauso beobachtet werden. Von sieben Kindern, die initial keine VISE-
spezifischen Antikorper aufwiesen, zeigte eines im Verlauf eine Serokonversion
(Patient NB-12). Im Gegensatz dazu waren bei allen finf Kindern mit erfolgreich
behandelter Lyme-Arthritis sowohl bei der Erstuntersuchung als auch bei allen
Folgeuntersuchungen VISE-spezifische Antikdrper nachweisbar (Tab. 7). In Analogie
zu VISE persistierten auch die anderen Borrelien-spezifischen Antikorper.

Ahnlich verhielt es sich bei der Verteilung der IgG EIA Titer: alle Patienten mit Lyme-
Arthritis hatten einen positiven 1gG EIA (drei stark positiv, zwei schwach positiv),
wahrend in der Gruppe der Neuroborreliosen lediglich ein Patient (NB-1) einen stark
positiven IgG EIA zeigte. Vier weitere Patienten waren schwach positiv, elf hatten
einen negativen IgG EIA.

Zusammenfassend konnte bei Patienten mit Lyme-Arthritis eine Persistenz der VISE
Antikdrper Titer im Verlauf von mehreren Monaten beobachtet werden, wahrend es
bei Patienten mit Neuroborreliose zu einem Absinken der Antikdrper Titer kam (Abb.
4).
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Tabelle 7: 1gG-Antikdrper gegen B. burgdorferi im EIA und gegen VISE im IB. Es wurden 21
padiatrische Patienten (NB: n=16; LA: n=5) im Verlauf untersucht.

Erstuntersuchung 1. Kontrolle 2. Kontrolle 3. Kontrolle
nach 1 - 3 Monaten nach 4 - 12 Monaten nach > 1 Jahr

Patient EIA IB* EIA IB* EIA IB* EIA IB*

[U/mI] [U/mI] [U/ml] [U/mlI]
NB-28 >590 3 >450 3 390 2 260 2
NB-26 57 2 39 2 8 1 nd nd
NB-37 31 2 23 1 33 0 nd nd
NB-3 neg 2 neg 1 nd nd nd nd
NB-14 neg 0 neg 1 neg 0 nd nd
NB-9 neg 2 neg 0.5 nd nd nd nd
NB-7 67 2 13 0.5 nd nd nd nd
NB-10 6 1 6 0.5 neg 0 nd nd
NB-38 neg 1 neg 0.5 nd nd nd nd
NB-17 neg 0.5 neg 0.5 nd nd nd nd
NB-19 neg 0.5 7 0 nd nd nd nd
NB-31 neg 0 12 2 nd nd nd nd
NB-1 neg 0 9 0.5 7 0.5 nd nd
NB-15 neg 0 neg 0 nd nd nd nd
NB-21 neg 0 neg 0 neg nd nd nd
NB-39 neg 0 neg 0 nd nd nd nd
LA-4 >441 3 >337 2 >186 3 nd nd
LA-2 >290 3 370 2 78 2 nd nd
LA-1 66 2 80 2 53 2 nd nd
LA-5 >580 1 >1400 2 510 2 330 2
LA-3 >443 1 >219 2 nd nd nd nd

* alle Zahlen geben die semiquantitative Auswertung des Immunoblots wieder: 0 = negativ, 0.5 =
grenzwertig, 1 = positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark positiv, nd = nicht durchgefihrt
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Abbildung 4: Verlauf der VISE IgG-Antikdrper bei funf Patienten mit Lyme-Arthritis und und 16
Patienten mit Neuroborreliose im Median; alle Zahlen beziehen sich auf die semiquantitative
Auswertung des Immunoblots: 0 = negativ, 0.5 = grenzwertig, 1 = positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark
positiv

4.2 Humorale und zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi und

Tetanustoxoid im Kindes -und Erwachsenenalter

4.2.1 Humorale und zelluldare Immunantwort auf B. burgdorferi und die

rekombinanten Proteine VISE, OspC und Ospl7 im Kindesalter

Im Weiteren wurde bei Kindern in unterschiedlichen Stadien der Lyme-Borreliose
sowohl die Lymphoproliferation auf die Lysatantigene B. garinii und B. afzelii als auch
auf unterschiedliche rekombinante Borrelien-Proteine gemessen und anschliel3end
mit der humoralen Immunantwort verglichen. Dazu wurden die PBMCs sechs Tage
mit den entsprechenden Antigenen stimuliert und anschlieend der radioaktive
Uptake von H3-Thymidin bestimmt. Die Lymphoproliferation auf die Lysatantigene B.
garinii und B. afzelii unterschied sich dabei signifikant von den altersentsprechenden
Kontrollen. So ergab die Untersuchung von 22 durch B. garinii stimulierten
Blutproben von 16 Kindern eine durchschnittliche Lymphoproliferation (gemessen in
Acpm) von 5247 = 6954 (Standardabweichung) im Vergleich zu 356 + 562 bei den
neun Kontrollen (p=0,0042). Die durchschnittliche Lymphoproliferation der durch B.
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afzelii stimulierten 20 Blutproben von 15 Kindern betrug 11860 + 13211, die der
Kontrollen 2858 + 2413 (p=0,01) (Tab. 8, Abb. 5, Abb. 6).
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Abbildung 5/Abbildung 6: Lymphoproliferation auf B. garinii und B. afzelii bei pé&diatrischen
Patienten mit Lyme-Borreliose (schwarze Kreise) im Vergleich zu seronegativen altersentsprechenden
Kontrollen (weisse Kreise). Die mit * versehenen Grafiken kennzeichnen einen signifikanten
Unterschied im Mittelwert in der Lymphoproliferation der Lyme-Patienten im Vergleich zur
seronegativen Kontrolle

Im Weiteren wurde die Immunantwort auf einzelne immunrelevante Borrelienproteine
untersucht. Auch die durchschnittliche Lymphoproliferation auf die rekombinanten
Borrelien-Proteine war bei den Kindern mit einer Lyme-Borreliose gegentiber den
Kontrollen deutlich erhoht.

4.2.1.1 VISE

Insgesamt wurden 12 Blutproben von neun Kindern mit Lyme-Borreliose auf eine
zellulare Immunreaktion gegen VISE untersucht (NB: n=3, multiples EM: n=1, BL:
n=2, LA: n=2, EM: n=1). Im Durchschnitt lie3 sich hier eine signifikant erhdhte
Proliferation auf VISE messen (10154 + 8176 Acpm). Die der funf Kontrollen betrug
3497 £ 2923 Acpm (p=0,03) (Tab. 8). 6/12 Proben (50%) wiesen im Immunoblot
VIsE-spezifische Antikorper auf, finf dieser sechs Proben (83,3%) zeigten auch eine
deutliche Lymphoproliferation auf VISE. Obwohl bei sechs weiteren Blutproben im
Immunoblot keine VISE Antikorper nachgewiesen werden konnten, liel3 sich in 4/6
Fallen eine deutliche lymphoproliferative Immunantwort auf VISE beobachten.

Lediglich zwei Proben (EM, NB) hatten weder eine humorale noch eine zellulare
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Immunreaktion auf VISE. Insgesamt konnte so bei 9/12 Blutproben (75%) eine
deutliche lymphoproliferative Reaktion auf VISE nachgewiesen werden (Abb. 7a, Tab.
9).

Die durchschnittliche Lymphoproliferation VISE Antikorper positiver und VISE
Antikdrper negativer Patienten unterschied sich nicht signifikant voneinander
(p=0,46) (Abb. 7b).

VISE VISE
30000 30000
* a b
25000 - i 25000 | O
20000 - oo 200001 O °
£ €
& 15000 - S 15000 -
s CJ < ™
10000 + o 10000 - o
O ® e _
5000 © O \d 5000 - ®
‘ O ® ®
0 o0 L 0 O
Kontrollen Lyme IB neg IB pos
Abbildung 7a: Lymphoproliferation auf Abbildung 7b: Lymphoproliferation bei VISE
rekombinantes VISE im Kindesalter bei AK - (weisse Kreise) und AK + Kindern
Patienten mit Lyme-Borreliose (schwarze (schwarze Kreise) mit Lyme-Borreliose

Kreise) und altersentsprechenden
Kontrollen (weisse Kreise)

4.2.1.2 OspC

Ahnlich verhielt sich die Lymphoproliferation auf das Oberflachenprotein OspC. Auch
dort liel3 sich eine signifikant erhdhte Proliferation bei 20 Blutproben von 15 Kindern
mit Lyme-Borreliose (EM: n=2, BL: n=2, NB: n=6, LA: n=4, multiples EM: n=1) von
5866 + 8234 Acpm messen. Die der neun seronegativen Kontrollen betrug 1165 *
1871 Acpm (p=0,027) (Tab. 8, Abb. 8a). 6/20 (30%) Blutproben von fiunf Lyme-
Kindern wiesen OspC-spezifische Antikdrper auf, finf von diesen sechs Blutproben
(83,3%) proliferierten auch auf OspC. Bei den OspC- Antikdrper negativen Patienten

zeigten 6/14 (43%) eine zellulare Reaktion auf OspC. Insgesamt war im Vergleich zu
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VISE sowohl die durchschnittliche Lymphoproliferation auf OspC etwas schwacher
ausgepragt (5866 vs. 10154 Acpm) als auch die Anzahl der reaktiven Proben: 55%
(12/20) Blutproben zeigten eine lymphoproliferative Reaktion auf OspC versus 75%
(9/12) Blutproben auf VISE (Tab. 9).

Ahnlich wie bei VISE unterschied sich die durchschnittliche Lymphoproliferation der
im Immunoblot OspC Antikérper negativen Patienten nicht von denen die im
(p=0,52) (Abb. 8b). Die
durchschnittliche Proliferation auf OspC war bei den Antikbrper-positiven Patienten

Immunoblot Antikérper gegen OspC aufwiesen

tendenziell hdher als bei den OspC-Antikorper negativen Proben (7681+6990 bzw.
5088+8596 Acpm).
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Abbildung 8a: Lymphoproliferation auf Abbildung 8b: Lymphoproliferation bei OspC
rekombinantes OspC im Kindesalter bei AK - (weisse Kreise) und AK + Kindern
Kreise) und altersentsprechenden Kontrollen
(weisse Kreise)
4.2.1.3 Ospl7

Es wurden insgesamt 19 Blutproben von 15 Kindern mit Lyme-Borreliose untersucht
(EM: n=1; NB: n=6; BL: n=2; LA: n=5, multiples EM: n=1). Die durchschnittliche
Lymphoproliferation unterschied sich nicht signifikant von den sieben Kontrollen
(406+547 bzw. 56x86; p=0,09), (Tab. 8, Abb. 9), es zeigten insgesamt 4/19 (21%)

Proben eine zellulare Reaktion. Davon wies ein Patient sowohl eine zellulare als
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auch eine humorale Immunantwort gegen Ospl7 im Immunoblot auf. Drei Patienten
zeigten nur eine zellulare Reaktion. Bei weiteren 8/19 (42%) Proben —ausschlief3lich
in systemischen Stadien der Lyme-Borreliose waren nur Ospl7 spezifische
Antikdrper im Immunoblot nachweisbar. 7/19 (37%) Proben zeigten weder eine
zellulare noch eine humorale Immunantwort auf Ospl17 (Tab. 9).

Im Gegensatz zu den anderen Proteinen war die Reaktivitdt auf Ospl7 deutlich
schwécher ausgepragt. Es konnte eine erhthte Lymphoproliferation bei den Lyme
Patienten gegeniuber der seronegativen Kontrollen gesehen werden (56 vs. 406
Acpm), jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Es ergab sich kein
Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Lymphoproliferation auf Ospl17 und

dem im Immunoblot getesteten Serostatus auf Osp17.
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Abbildung 9: Lymphoproliferation auf rekombinantes Ospl7 im Kindesalter bei Patienten mit Lyme-
Borreliose (schwarze Kreise) und altersentsprechenden Kontrollen (weisse Kreise)
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Tabelle 8: zellulare Immunantwort auf einzelne rekombinante Borrelienproteine bei Kindern. Die
zellulare Immunantwort wurde bei insgesamt 24 Kindern mit Lyme-Borreliose untersucht.

Durchschnittliche Lymphoproliferation
Lyme-Borreliose Kontrollen Lyme-Borreliose |Kontrollen
Antigen Patienten |Blutproben|Patienten |Blutproben [Acpmestdev] [Acpmzstdev] 0
[n] [n] [n] [n]
B. garinii[16 22 9 9 5247 + 6954 356 + 562 0,004
B. afzelii 15 20 7 7 11860 + 13211 2858 + 2413 0,01
VISE 9 12 5 5 10154 + 8176 3497 + 2923 0,03
AK+ 16 6 5 5 8195 + 6333 3497 + 2923 0,18
AK- |5 6 5 5 12113 £ 9269 3497 + 2923 0,09
OspC 15 20 9 9 5866 + 8234 1165 + 1871 0,027
AK+ |5 6 9 9 7681 + 6990 1165 + 1871 0,09
AK- 10 14 9 9 5088 *+ 8596 1165 + 1871 0,13
Ospl7 |15 19 7 7 406 + 547 56 + 86 0,09
AK+ 16 9 7 7 468 + 786 56 + 86 0,15
AK- 9 10 7 7 492 + 720 56 + 86 0,1
TT 16 24 14 14 19527 + 25436 23940 + 25600 0,62

Tabelle 9: Vergleich der humoralen und zellularen Immunantwort auf die rekombinanten
Borrelien-Proteine VISE, OspC und Ospl7 im Kindesalter. Die humorale und zellulare
Immunantwort wurde bei insgesamt 24 Kindern mit Lyme-Borreliose untersucht.

Antikorper positivl Antikorper negativl

Proliferation® Proliferation®

Antigen | positiv | (%) negativ | (%) positiv | (%) negativ | (%)

VISE 5/6 (83,3) [1/6 (16,6) [4/6 (66,7) |2/6 (33,3)
OspC |5/6 (83,3) [1/6 (16,6) |[6/14 [(43,0)0 [8/14 (57,0)
Ospl7 [1/9 (11,1) [8/9 88,9 [3/10 [(30,00 [7/10 (70,0)

* Antikérper gegen die jeweiligen rekombinanten Proteine wurden im Immunoblot getestet.
> Die Lymphoproliferation wurde nach 6-tagiger antigener Stimulation von PBMC mittels *H-
Thymidin-Inkorporation gemessen.

Zusammenfassend konnte eine signifikant erhéhte Lymphoproliferation auf die
VISE
Kontrollgruppe gezeigt werden. Die Lymphoproliferation der Lyme-Patienten auf

rekombinanten Proteine und OspC gegenuber der seronegativen

Ospl7 war im Vergleich zu den seronegativen Kontrollpatienten deutlich, jedoch

nicht signifikant erhdht. Es konnte in 75% der Falle eine zellulare Reaktion auf VISE
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(9/12) beobachtet werden, eine humorale nur in 50% (6/12). Im Gegensatz zu Ospl7
konnte auch auf rekombinantes OspC ein Uberwiegen der zellularen im Vergleich zur
humoralen (55% vs. 30%) Immunantwort beobachtet werden.

4.2.2 Humorale und zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi und die

rekombinanten Proteine VISE, OspC und Ospl7 im Erwachsenenalter

Um zu untersuchen, inwieweit sich die lymphoproliferative Immunantwort im
Vergleich zur humoralen Immunantwort in spaten Stadien der Lyme-Borreliose
verhalt, wurden erwachsene Patienten mit Lyme-Borreliose im Stadium Il untersucht.
Es wurde sowohl die Lymphoproliferation auf die Lysatantigene B. garinii und B.
afzelii als auch auf die rekombinanten Proteine getestet und anschlie3end mit der
humoralen Immunantwort verglichen.

Anders als bei den padiatrischen Patienten, bei denen sich seropositive Patienten
und seronegative altersentsprechende Kontrollen deutlich unterschieden, ergab sich
fur die lymphoproliferative Reaktion auf die Lysatantigene kein signifikanter
Unterschied zu den seronegativen Kontrollen (Abb. 10a/10b, Tab. 10). Im Vergleich
zu den padiatrischen seronegativen Kontrollen konnte bei den seronegativen
erwachsenen Kontrollen eine weitaus hohere Lymphoproliferation auf die
unterschiedlichen Borrelien-Proteine beobachtet werden (Abb. 11a/b, 13b, 14b). So
unterschied sich die durchschnittiche Lymphoproliferation auf B. afzelii bei den
erwachsenen seronegativen Kontrollen signifikant von den seronegativen
padiatrischen Kontrollen (13463+10693 bzw. 2858+2413 cpm; p=0,002). Auch die
zellulare Immunreaktion auf B. garinii war im Vergleich zu den padiatrischen
Kontrollen bei den erwachsenen Kontrollen deutlich starker ausgepragt (3303+6418
bzw. 356+305 cpm; p=0,097), (Abb. 11a/b). Bei den Lyme-Patienten verhielt es sich
umgekehrt: Im Durchschnitt proliferierten die padiatrischen Lyme-Patienten sowohl
auf B. garinii als auch auf B. afzelii tendenziell héher als die erwachsenen Lyme-
Patienten (B. garinii: 52476954 vs. 3598+3542 Acpm; p=0,42; B. afzeli:
11860+£13211 vs. 7749 + 8479 Acpm; p=0,38).
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Abbildung 10a/b: Lymphoproliferation auf B. garinii und B. afzelii bei erwachsenen Patienten mit
chronischer Lyme- Borreliose (schwarze Kreise) und altersentsprechenden Kontrollen (weisse Kreise)
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Abbildung 11a/b: Vergleich der Lymphoproliferation auf die Lysatantigene B. garinii und B. afzelii bei
seronegativen erwachsenen Kontrollpatienten (weisse Kreise) und seronegativen péadiatrischen
Kontrollpatienten (schwarze Kreise).
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4.2.2.1 VISE

Bei den funf auf VISE getesteten Patienten hatten vier Patienten eine Acrodermatitis
chronica atrophicans und ein Patient eine Lyme-Arthritis. Es fiel auf, dass alle im
Immunoblot getesteten Patienten 1gG-Antikorper gegen VISE entwickelt hatten und
alle dieser positiv getesteten Patienten auf VISE auch eine zelluldre Immunreaktion
zeigten (Tab. 11).

Die Lymphoproliferation der Lyme-Patienten auf VISE unterschied sich nicht
signifikant von der seronegativen Kontrollgruppe (6008+3691 bzw. 5815+4310 Acpm,
p=0,97), (Tab. 5, Abb. 12). Die durchschnittiche Lymphoproliferation der
seronegativen erwachsenen Kontrollpatienten gegenuber den seronegativen
padiatrischen Kontrollpatienten war leicht erhoht (5815+4310 bzw. 3497+2923 Acpm,;
p=0,69). Im Gegensatz dazu war bei den Lyme-Patienten bei den péadiatrischen
Patienten eine deutlich héhere Lymphoproliferation auf VISE im Vergleich zu den

erwachsenen Lyme-Patienten zu sehen (10154+8176 vs. 600813691 A cpm; p=0,2).
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Abbildung 12: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf rekombinantes VISE bei Lyme-Patienten
(schwarze Kreise) und seronegativen Kontrollpatienten (weisse Kreise).

4.2.2.2 OspC

Sechs der sieben untersuchten Patienten hatten eine Acrodermatitis chronica
atrophicans und ein Patient eine Lyme-Arthritis. Insgesamt zeigten flunf der sieben
getesteten Patienten ein zellulare Immunreaktion auf OspC (71,4%). Vier der sieben
Patienten wiesen im Immunoblot Antikorper gegen OspC auf, 3/4 dieser Patienten
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proliferierten auch auf OspC (75%). Ebenso zeigten zwei der restlichen drei
Antikorper negativen Patienten eine zellulare Immunreaktion gegen OspC (67%). Ein
Patient (LBA-3) mit einer Acrodermatitis chronica atrophicans zeigte weder eine
humorale noch eine zellulare Immunreaktion (Tab. 11). Die Lymphoproliferation auf
OspC war nicht vom Serostatus der Lyme-Patienten abhéngig, es gab keine
signifikanten Unterschiede der im Immunoblot negativ bzw. positiv auf OspC
getesteten Patienten im Vergleich zu den seronegativen Kontrollpatienten (p=0,55
bzw. p=0,75; Tab. 10).

Die durchschnittliche Lymphoproliferation der Lyme-Patienten auf das rekombinante
Borrelien-Protein  OspC unterschied sich ebenfalls nicht signifikant von den
seronegativen Kontrollpatienten (3859+2818 bzw. 2833+4798 Acpm; p=0,55), (Abb.
13a, Tab. 10). Die seronegativen erwachsenen Kontrollpatienten zeigten wieder eine
leicht erhdhte zellulare Immunreaktion gegentber den seronegativen padiatrischen
Kontrollpatienten auf OspC (283314798 bzw.1165+623; p=0,25) (Abb. 13b). Auch
hier verhielt sich die Lymphoproliferation der Lyme-Patienten umgekehrt: die
padiatrischen Lyme-Patienten proliferierten deutlich hdher als die erwachsenen
Lyme-Patienten (58668234 vs. 3859+2818 A cpm; p=0,37).
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Abbildung 13a: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf rekombinantes OspC bei Lyme-Patienten
(schwarze Kreise) und seronegativen Kontrollpatienten (weisse Kreise).

Abbildung 13b: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf OspC bei seronegativen erwachsenen
Kontrollpatienten (weisse Kreise) im Vergleich zu seronegativen padiatrischen Kontrollpatienten
(schwarze Kreise).
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4.2.2.3 Ospl7

Es wurden insgesamt funf Lyme-Patienten auf das rekombinante Borrelien-Protein
Ospl7 untersucht (ACA: n=4; LA: n=1). Alle der flunf getesteten Lyme-Patienten
wiesen im Immunoblot Antikdrper gegen Ospl7 auf, eine signifikante zellulare
Reaktion zeigten jedoch nur drei der Patienten (60%) (Tab. 11).

Die Lymphoproliferation auf Ospl7 unterschied sich wie auch bei den anderen
Proteinen nicht signifikant von den seronegativen Kontrollpatienten (2617+5295 bzw.
158+265 Acpm; p=0,34), (Abb. 14a, Tab. 10). Die durchschnittliche
Lymphoproliferation der seronegativen erwachsenen Kontrollpatienten war -wie auch
bei den anderen Proteinen- im Vergleich zu den seronegativen péadiatrischen
Kontrollpatienten leicht erhoht, zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied
(p=0,28), (Abb. 14b). Im Gegensatz zu den anderen Proteinen war auf Ospl7 bei
den erwachsenen Lyme-Patienten eine deutlich hdhere Lymphoproliferation

gegenuber den padiatrischen Patienten zu beobachten (314015617 vs. 406£547 A

cpm; p=0,39).
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Abbildung 14a: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf rekombinantes Ospl17 bei Lyme-Patienten
(schwarze Kreise) und seronegativen Kontrollpatienten (weisse Kreise).

Abbildung 14b: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf Ospl7 bei seronegativen erwachsenen
Kontrollpatienten (weisse Kreise) im Vergleich zu seronegativen pdadiatrischen Kontrollpatienten
(schwarze Kreise).
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Tabelle 10: zellulare Immunantwort auf einzelne rekombinante Borrelienproteine bei
Erwachsenen. Die zellulare Immunantwort wurde bei insgesamt neun Erwachsenen mit Lyme-
Borreliose im Stadium Il untersucht.

Durchschnittliche Lymphoproliferation
Lyme-Borreliose Kontrollen Lyme-Borreliose|Kontrollen
Antigen Patienten |Blutproben|Patienten |Blutproben [Acpmestdev] [Acpmestdev] 0
[n] [n] [n] [n]
B. gariniil8 8 14 16 3598 + 3542 3303 + 6418 0,89
B. afzelii [7 7 14 16 7749 + 8479 13463 + 10693 0,22
VISE 5 5 2 2 6008 + 3691 5815 + 4310 0,97
AK+ |5 5 2 2 6008 + 3691 5815 + 4310 0,97
OspC 6 6 16 16 3859 + 2818 2833 + 4798 0,55
AK+ |4 4 16 16 3516 + 2867 2833 + 4798 0,75
AK- 3 3 16 16 4317 + 2685 2833 £ 4798 0,55
Ospl7 |5 5 12 12 3140 = 5617 158 + 265 0,35
AK+ |5 5 12 12 3140 = 5617 158 + 265 0.35
AK- |- - -- - - - .
TT 3 8 16 16 32007 £ 34214 |26553 + 23883 0,71

Tabelle 11: Vergleich der humoralen und zellularen Immunantwort auf einzelne rekombinante
Borrelienproteine im Erwachsenenalter. Die humorale und zellulare Immunantwort wurde bei
insgesamt neun Erwachsenen mit Lyme-Borreliose im Stadium Il untersucht.

Antikorper positiv* Antikorper negativ’

Proliferation® Proliferation®

Antigen | positiv | (%) negativ | (%) positiv | (%) negativ | (%)
VISE 5/5 (100) |- - - - - -
OspC [3/4 (75,0) [1/4 (25,0) [2/3 (67,00 [1/3 (33,0)
Ospl7 |2/5 (40,0) [3/5 (60,0) |- - - -

' Antikérper gegen die jeweiligen rekombinanten Proteine wurden im Immunoblot getestet.
’ Die Lymphoproliferation wurde nach 6-tégiger antigener Stimulation von PBMC mittels *H-

Thymidin-Inkorporation gemessen.

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass bei den erwachsenen Lyme Patienten
in Stadium Il eine 100% ige Ubereinstimmung der humoralen und zellularen
Bei

Immunantwort bezlglich des rekombinanten Proteins VISE besteht. den
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padiatrischen Patienten konnte in 75% der Félle eine zellulare Reaktion auf VISE
(9/12) beobachtet werden, eine humorale Immunantwort nur in 50% (6/12). Auch auf
rekombinantes OspC konnte sowohl bei den padiatrischen als auch bei den
erwachsenen Patienten ein Uberwiegen der zellularen Reaktion im Vergleich zur
humoralen beobachtet werden. Bei Ospl7 verhielt sich das ganze umgekehrt: trotz
Antikorperbildung auf Ospl7 (47% der péadiatrischen Patienten und 100 % der
erwachsenen Patienten) zeigten nur 21% der péadiatrischen und 40% der

erwachsenen Patienten eine Lymphoproliferation auf Ospl17.

Desweiteren zeigen diese Ergebnisse, dass die erwachsenen seronegativen
Kontrollpatienten signifikant hoher proliferierten als die seronegativen padiatrischen
Kontrollpatienten. Bei den Lyme-Patienten verhielt es sich umgekehrt: bis auf Osp17
konnte auf die Lysatantigene, VISE und OspC eine tendenziell héhere
Lymphoproliferation bei den padiatrischen Patienten gegeniber den erwachsenen

Lyme-Patienten gesehen werden.

Diese Beobachtungen belegen deutlich, dass die Untersuchungen zur zellularen
Immunitat mittels bulk-culture assays bei Erwachsenen aufgrund der bereits deutlich
erhohten Lymphoproliferation der gesunden seronegativen Kontrollpatienten nicht zu

diagnostischen Zwecken geeignet sind.

4.2.3 Vergleich der Lymphoproliferation auf Tetanustoxoid zwischen Kindern

und Erwachsenen

Sowohl bei den Kindern als auch bei den erwachsenen Patienten wurde das Recall-
Antigen  Tetanustoxoid als  Positivkontrolle  bei der Messung der
Lymphoproliferationen verwendet. Alle untersuchten Patienten waren gegen Tetanus
geimpft. Bei den péadiatrischen Patienten wurde die Lymphoproliferation auf
Tetanustoxoid in 24 Blutproben von 16 Kindern untersucht (19527+25436 Acpm), sie
unterschied sich nicht signifikant von den 14 Kontrollpatienten (23940+25600 Acpm),
p=0,62 (Tab. 8, Abb. 15b). Genauso verhielt es sich bei den acht erwachsenen
Patienten: Die durchschnittliche Lymphoproliferation auf Tetanustoxoid betrug
32007+34214 Acpm, die der 14 gesunden Kontrollpatienten 26553+23883, p=0,71,
(Tab. 10, Abb. 15a).
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Abb. 15a/15b: Lymphoproliferation auf Tetanustoxoid bei erwachsenen (a) und padiatrischen (b)
Patienten mit Lyme-Borreliose (schwarze Kreise) und gesunden Kontrollen (weisse Kreise).

4.3 Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zellularen
Immunantwort auf B. burgdorferi, die rekombinanten Proteine VISE,

OspC, Ospl7 und Tetanustoxoid im Kindes- und Erwachsenenalter

4.3.1 Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zelluldren Immunantwort

auf B. burgdorferi und Tetanustoxoid im Kindesalter

Im Weiteren sollte die zellulare Immunantwort im Verlauf der Erkrankung untersucht
werden und mit der humoralen Immunantwort verglichen werden. Von insgesamt
sechs Kindern (BL: n=2; LA: n=1; NB: n=3) konnte die Lymphoproliferation auf B.
afzelii, B. garinii und Tetanustoxoid zu Erkrankungsbeginn und nach vier Wochen bis
zu acht Monaten nach Therapie untersucht werden. Vor antibiotischer Therapie
waren sowohl 4/6 (67%) Kinder im IgM als auch im IgG EIA positiv (Tab. 12). Nach
antibiotischer Therapie konnte nur bei einem Kind ein positiver IgM EIA beobachtet
werden. Bei der Kontrolle persistierte der initial positive IgG EIA Titer nur bei drei von
vier Kindern (Tab. 12).

Die zwei Kinder, die initial negative 1gG EIA Titer aufwiesen, zeigten bei der Kontrolle
keine Serokonversion. Im Gegensatz dazu war die Lymphoproliferation auf B. afzelii

und B. garinii (mit einer Ausnahme) auch nach antibiotischer Behandlung erhalten
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geblieben. Die Lymphoproliferation auf Tetanustoxoid zeigte keine relevanten

Unterschiede vor und nach antibiotischer Therapie.

Tabelle 7: EIA Befunde vor und nach antibiotischer Therapie

vor Therapie nach Therapie

Patient IgM-EIA IgG-EIA IgM-EIA IgG-EIA
[OD] [U/ml] [OD] [U/ml]

1 (NB-42) 0,548 negativ negativ negativ

2 (NB-1) negativ 9 U/ml negativ 7 U/ml

3 (NB-41) 0,553 91 U/ml negativ 41 U/ml

4 (BL-1) 0,378 6 U/ml negativ negativ

5 (LA-4) negativ > 337 U/ml negativ >265 U/ml

6 (BL-2) 1,224 negativ 0,563 negativ

4.3.2 Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zellularen Immunantwort
auf die rekombinanten Borrelien-Proteine VISE, OspC und Ospl7 im

Kindesalter

Im Weiteren wurden insgesamt 16 Blutproben von acht Kindern im Verlauf einer
Borrelieninfektion untersucht. Es sollte getestet werden ob es zu einer Persistenz der
Lymphoproliferation auf VISE, OspC und Ospl7 kommt. Vier Kinder waren an einer
Neuroborreliose erkrankt, zwei hatten ein Borrelien-Lymphozytom, zwei Kinder
erkrankten an einer Lyme-Arthritis. Bei allen acht Kindern waren bei der

Kontrolluntersuchung noch borrelienspezifische Antikorper im EIA nachweisbar.

4.3.2.1 VISE

Vier Patienten wurden auf das rekombinante Protein VISE zu unterschiedlichen
Zeitpunkten untersucht. Der durchschnittliche Zeitpunkt der Kontrolluntersuchungen
lag bei acht Monaten. Der Patient LA-7 zeigte sowohl bei der Erstuntersuchung als
auch bei der Kontrolluntersuchung im Immunoblot VISE spezifische Antikdrper. Auch
BL-2 und NB-43 hatten bereits bei der Erstuntersuchung Antikérper gegen VISE
entwickelt. Bei diesen beiden Patienten waren die VISE Antikoérper acht (BL-2) bzw.

vier (NB-43) Monate nach der Erstinfektion und erfolgter antibiotischer Therapie nicht
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mehr nachweisbar. Lediglich ein Patient (NB-42) entwickelte keine VISE spezifischen
Antikorper. Dieser Patient zeigte jedoch eine relevante Lymphoproliferation auf VISE
bei der Untersuchung bei Erstmanifestation. Diese war jedoch acht Monate spéater
bereits negativ geworden. Auch der Patient LA-7 zeigte bei der Erstuntersuchung
eine VISE spezifische Lymphoproliferation, die dann vier Monate spater nicht mehr
nachweisbar war. Die restlichen zwei Patienten (BL-2, NB-43) zeigten bei der
Erstuntersuchung eine relevante VISE spezifische Lymphoproliferation, die bei der
Kontrolluntersuchung acht (BL-2) bzw. vier (NB-43) Monate nach der Primarinfektion

noch nachweisbar war (Tab. 13).

Tabelle 13: Vergleich von serologischen und lymphoproliferativen Befunden vor/nach antibiotischer
Therapie bezlglich VISE

vor Therapie nach Therapie
Patient |EIA-IgM EIA-IgG |I1gG-IB SI*VIsE |EIA-IgM | EIA-IgG |1gG-IB SI* VISE
[OD] [U/mI] VISE [OD] [U/ml] VISE
1LA-7 |0,794 >292 +++ pos 0,590 >237 +++ neg
2BL-2 |1,224 neg ++ pos 0,563 neg neg pos
3 NB-43 | 1,040 12 + neg neg 6 neg pos
4 NB-42 (0,548 neg neg pos neg neg neg neg

* S| = Stimulationsindex (siehe Material und Methodenteil)

4.3.2.2 OspC

Die Reaktivitdt auf OspC wurde vor und nach Therapie bei funf Patienten untersucht.
Im Durchschnitt wurde die Kontrolle nach sieben Monaten durchgefuhrt. Lediglich
(BL-2) hatte OspC spezifische Antikorper entwickelt, die bei der Kontrolluntersuchung
auch noch nachweisbar waren. Alle anderen auf OspC getesteten Patienten (NB-1,
BL-1, NB-42, NB-43) hatten weder bei der ersten noch bei der zweiten Untersuchung
OspC spezifische Antikdrper. Nur Patient (BL-2) zeigte sowohl bei der ersten als
auch bei der Kontrolluntersuchung eine deutliche Lymphoproliferation auf OspC. Bei
den Patienten (BL-1) und (NB-43) konnte initial keine OspC spezifische
Lymphoproliferation gemessen werden, jedoch funf (BL-1) bzw. vier (NB-43) Monate
nach der Erstinfektion war eine deutliche zellulare Immunreaktion auf OspC
nachweisbar. Eine bei Priméarinfektion signifikante Lymphoproliferation auf OspC
konnte bei den Patienten (NB-1) und (NB-42) festgestellt werden. Diese war jedoch

bei der Kontrolluntersuchung einen Monat spater bei dem Patienten NB-42 bereits
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nicht mehr signifikant. Der Patient NB-1 zeigte finf Monate nach der Primarinfektion
eine relevante Lymphoproliferation auf Osp C, die jedoch bei einer weiteren
Kontrolluntersuchung zehn Monate nach der Primarinfektion nicht mehr nachweisbar
war (Tab. 14).

Tabelle 14: Vergleich von serologischen und lymphoproliferativen Befunden vor/nach antibiotischer
Therapie bezuglich OspC

vor Therapie nach Therapie

Patient EIA-IgM | EIA-IgG |IgM-IB SI* OspC | EIA-IgM | EIA-IgG | IgM-IB SI* OspC
[OD] [U/ml] OspC [OD] [U/ml] OspC

1BL-1 0,378 6 neg neg neg neg neg pos

2BL-2 1,224 neg + pos 0,563 neg + pos

3 NB-43 1,040 12 neg neg neg 6 neg pos

4 NB-42 |0,548 neg neg pos neg neg neg neg

5 NB-1 neg 9 neg pos neg 7 neg neg

* S| = Stimulationsindex

4.3.2.3 Osp 17

Drei péadiatrische Patienten (LA-4, NB-1, NB-41) wurden insgesamt zweimal zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf das rekombinante Oberflachenprotein Ospl7
untersucht (durchschnittlicher Zeitabstand 12 Monate). Sowohl der Patient LA-4 als
auch der Patient NB-41 wiesen bei der Erstuntersuchung als auch bei der
Kontrolluntersuchung nach zwei Jahren (LA-4) bzw. nach drei Monaten (NB-41) im
Immunoblot Ospl7 spezifische Antikdrper auf. Lediglich der Patient NB-1 wies zu
keinem Zeitpunkt Ospl7 spezifische Antikérper auf. Es liel3 sich eine deutlich erhdohte
lymphoproliferative  Immunantwort der

auf Ospl7 gegenuber seronegativen

Kontrollpatienten nachweisen, diese war jedoch nicht signifikant (Tab. 15).

Tabelle 15: Vergleich von serologischen und lymphoproliferativen Befunden vor/nach antibiotischer
Therapie bezuglich Ospl7

vor Therapie nach Therapie
Patient |EIA-IgM |EIA-IgG |IgG-IB SI* EIA-IgM | EIA-IgG |1gG-IB SI*
[OD] [U/ml] Ospl7 Ospl7 [OD] [U/ml] Ospl7 Ospl7
1LA-4 neg > 337 ++ neg neg > 265 neg neg
2NB-41 |0,553 91 + neg neg 41 + neg
3 NB-1 neg 9 neg neg neg 7 neg neg
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4.3.3 Erhaltene Lymphoproliferation bei ausbleibender Serokonversion im

Verlauf der Erkrankung bei einem Kind mit Neuroborreliose

Fallbericht:

Im Verlauf wurde ein acht Jahre alter Patient (NB-42) mit einem Bannwarth Syndrom
vor antibiotischer Therapie und sechs Wochen nach antibiotischer Therapie mit
Ceftriaxon untersucht. Die Diagnose Bannwarth Syndrom wurde Uber die Anamnese,
den klinischen Befund sowie uber einen positiven borrelienspezifischen IgM EIA
(0,548) im Serum und einen positiven Liquorbefund mit Pleozytose (440/3 Zellen/pl)
und reaktivem borrelienspezifischem IgM EIA gestellt. Der 1gG EIA und der
Immunoblot waren sowohl im Serum als auch im Liquor negativ. Der Patient wurde
ab dem 2. Erkrankungstag mit Ceftriaxon fir 14 Tage i.v. behandelt. Die
Stimulationsindices waren zu Beginn der Therapie fir das Lysatantigen pKo und die
rekombinanten Proteine OspC und VISE positiv, fur das Lysatantigen pBi negativ.
Nach der antibiotischen Therapie waren alle serologischen Befunde negativ (IgM/IgG
ElA). Die Lymphoproliferation auf die Lysatantigene war auch nach antibiotischer
Therapie erhalten geblieben, die Lymphoproliferation auf die rekombinanten Proteine
OspC und VISE war jedoch nicht mehr nachweisbar.

So konnte zusammenfassend beobachtet werden, dass trotz gesicherter
systemischer Lyme-Borreliose im Sinne einer Neuroborreliose keine Serokonversion
stattgefunden hat, wahrend die Lymphoproliferation auf B. afzelii und B. garinii
erhalten geblieben war. Eine lymphoproliferative Immunantwort auf die

rekombinanten Antigene VISE und OspC war nicht mehr nachweisbar.

4.3.4 Verlaufsuntersuchungen zur Lymphoproliferation auf B. burgdorferi und
die rekombinanten Borrelien-Proteine bei seronegativen padiatrischen
Patienten mit Erythema migrans

Bei drei Kindern wurde die klinische Diagnose eines Erythema migrans gestellt ohne
dass diese Kinder Borrelien spezifische Antikorper im EIA und im Immunoblot
aufwiesen. Eine signifikant erhdéhte Lymphoproliferation konnte bei allen drei
Erythema migrans Patienten auf das Lysatantigen B. afzelii festgestellt werden

(p=0,004). Auf alle anderen getesteten borrelienspezifischen Proteine konnten im



48

Vergleich zu den seronegativen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede in der
Lymphoproliferation beobachtet werden (Tab. 16). Eine Patientin wurde am Zeitpunkt
der Diagnosestellung und nochmals vier Monate spater untersucht: Die
Lymphoproliferation auf die Lysatantigene war erheblich angestiegen, wahrend die
zellulare Reaktion auf OspC deutlich zuriickgegangen war. Zusammenfassend
konnte nur auf B. afzelii eine signifikant erhohte Lymphoproliferation bei

seronegativen padiatrischen Patienten mit Erythema migrans beobachtet werden.

Tabelle 16: Durchschnittliche Lymphoproliferation auf die Lysatantigene, OspC und Tetanustoxoid bei
drei seronegativen Patienten mit Erythema migrans und neun seronegativen Kontrollen

Antigene Erythema migrans Kontrollen p
[Acpm] [Acpm]

B. afzelii 12332 £ 1697 2800 + 1435 0,004

B. garinii 5906 + 9054 1165 + 1871 0,43

OspC 1071 + 1135 1505 + 2367 0,76

TT 23156 + 12809 14430 + 10237 0,37

4.3.5 Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zellularen Immunantwort
auf B. burgdorferi, die rekombinanten Proteine VISE, OspC und Osp17

und Tetanustoxoid im Erwachsenenalter

Fallbericht:

Im Verlauf wurde eine 58-jahrige Patientin (LBA-4) mit einer Acrodermatitis chronica
atrophicans zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und nach einer 4-wdchigen
Therapie mit Doxycyclin 200 mg p.o. untersucht. Der IgG EIA war bei beiden
Untersuchungen positiv (> 287 U/ml). Gegen VISE wies die Patientin bei beiden
Untersuchungen Antikérper im Immunoblot auf, ebenso gegen Ospl7. Im
Immunoblot lieRen sich sowohl bei der Erstuntersuchung als auch bei der
Kontrolluntersuchung keine Antikdrper gegen OspC nachweisen. Zu beiden
Zeitpunkten konnte eine signifikante Lymphoproliferation auf OspC und VISE
festgestellt werden. Auf das Lysatantigen B. garinii war die Lymphoproliferation
negativ. Im Gegensatz dazu war eine Lymphoproliferation auf B. afzelii bei beiden
Untersuchungen nachweisbar. Auch die zellulare Reaktivitdt auf Tetanustoxoid war

bei der geimpften Patientin immer gleich stark ausgepragt.
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Tabelle 17: EIA Werte der Patientin LBA-4 vor und nach antibiotischer Therapie

LBA-4 vor Therapie nach Therapie
EIA-IgM neg neg
EIA-IgG > 287 >287

Tabelle 18: Immunreaktion der Patientin LBA-4 auf rekombinante Proteine

vor/nach antibiotischer

Therapie

vor Therapie nach Therapie
LBA-4 IgG-IB SI* 19G-IB SI*
OspC neg pos neg pos
VISE +4++ pos +++ pos
Osp1l7 +++ nd +++ neg

* S| = Stimulationsindex

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass in chronischen Stadien der
Lyme-Borreliose (Kinder mit LA, Erwachsene mit ACA) keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der humoralen und der zellularen Immunantwort vor und
nach antibiotischer Therapie gesehen werden. So ist die Persistenz der
Immunantwort unabhangig von der antibiotischen Therapie. In akuten systemischen
Stadien der Lyme-Borreliose (NB, BL, EM) fallt die Immunantwort unterschiedlich
aus. Tendenziell konnte beobachtet werden, dass die serologischen Titer sinken und
eine 1gG Serokonversion haufig ausbleibt. Trotzdem kann die Lymphoproliferation
auch nach Absinken der serologischen Titer noch nachgewiesen werden.

4.4 Funktionelle Charakterisierung von borrelienreaktiven T-Zellen

mittels Durchflusszytometrie (FACS)

In friheren Studien konnte beobachtet werden, dass borrelienreaktive T-
Lymphozyten von erwachsenen Patienten mit Lyme-Borreliose im Stadium Il die
Zytokine IFN-y und IL-10 sezernieren. Dies ist insbesondere deshalb bemerkenswert,
da es sich um das gleichzeitige Vorhandensein eines pro- und eines
antiinflammatorischen Zytokins handelt. Um der Frage nachzugehen, ob diese Zellen
auch bei Kindern mit Lyme-Borreliose nachzuweisen sind, wurde das Zytokinprofil
auf B. burgdorferi und auf einzelne rekombinante Borrelienproteine untersucht. Da

methodisch bedingt - vor allem aufgrund geringer Blutmengen - bei unseren
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padiatrischen Patienten keine T-Zell Klone generiert werden konnten, wurden Assays
fur die intrazellulare Zytokinmessung auf single cell level mittels FACS-Analyse
etabliert und durchgefuhrt.

4.4.1 Zytokinsekretion nach Isolierung von PBMCs und Restimulation mit CD3
und CD28/CD49d

Um den Nachweis einer INF-y Ausschittung zu fuhren, wurden folgende Testansétze
durchgefiihrt. Jeweils 10° PBMCs wurden entweder mit rekombinantem VISE und
Borrelienlysatantigen stimuliert. Tetanustoxoid diente als Positivkontrolle und ein
unstimulierter Ansatz wurde als Negativkontrolle verwendet. Nach einer sechstéagigen
Inkubationszeit wurden die Zellen mit anti-CD3 Antikérpern und als Kostimulation mit
anti-CD28/CD49d Antikdrpern restimuliert. Nach weiteren sechs Stunden erfolgte die
INF-y Bestimmung mittels FACS Analyse.

Es wurde ein Patient mit seropositivem Erythema migrans (EIA 1gG neg; EIA IgM
1,044; 1B 1gG neg, IB IgM p4l/pBi+, p4l/pKo+) und eine altersentsprechende
seronegative Kontrolle untersucht. Bei dem Patienten konnte auf das Borrelienlysat
eine signifikante Zytokinausschuttung (2,64%) gemessen werden, die Stimulation mit
VISE und Tetanustoxoid fihrte zu einer nachweisbaren, wenngleich geringeren IFN-y
Sekretion (Abb. 16/17a-c). Die seronegative Kontrolle hingegen zeigte auf keines der

Borrelienantigene oder Tetanustoxoid eine messbare IFN-y Sekretion (Tab. 19).
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Abbildung 16a-c: INF-y Sekretion auf Stimulation mit VISE, Borrelienlysatantigen, TT, Patient EM-3
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Abbildung 17a-c: INF-y Sekretion auf Stimulation mit VISE, pBi, TT, seronegative Kontrolle

Tabelle 19: FACS Daten eines Patienten mit Erythema migrans und einer seronegativen Kontrolle

FACS (%) Patient (EM-3) Kontrolle
Medium 0,86 0,25
VISE 1,45 1,19
Lysatantigen 2,64 0
Tetanustoxoid 1,08 0,35

4.4.2 Zytokinsekretion nach Isolierung von PBMCs und Restimulation mit

PMA/lonomycin

Da in dem unter 4.4.1 beschriebenen Ansatz eine borrelienspezifische Sekretion von
IFN-y bei dem Patienten mit Lyme-Borreliose nachgewiesen werden konnte, wurde
im weiteren ein Assay zur Messung von |IFN-y, IL-4 und IL-10 nach
antigenspezifischer Stimulation etabliert.

Es wurde ein padiatrischer Patient (LA-4, 10 Jahre, Tab. 20) mit einer Lyme-Arthritis
des rechten Knies untersucht. Zunachst wurden die PBMCs fir eine Woche mit den
borrelienspezifischen Antigenen stimuliert. Als Positivkontrolle diente Tetanustoxoid,
als Negativkontrolle unstimuliertes Medium. Nach sechs Tagen erfolgte eine
unspezifische Restimulation mit PMA/lonomycin fir funf Stunden. AnschlieRend
erfolgte eine Farbung der T-Lymphozyten mit anti CD4/CD8 Antikérpern und CD69
Antikdrpern (aktivierte T-Zellen). Die intrazellularen Zytokine wurden mit anti-IFN-y
Antikdrpern, anti-IL10 Antikrpern und anti-IL4 Antikbrpern markiert. Ein

Prozentanteil > 1 der gegateten Zellen wurde als signifikant gewertet.
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Tabelle 20: Patient LA-4: serologische Befunde

Serologie April 2001 Mai 2001 Oktober 2001

IgG EIA >441 U/ml >337 U/ml >186 U/ml

IgM EIA 0,438 negativ negativ

IgG Immunoblot pl00++ pl00+++ pl00+++
P58+++ p58+++ pP58++
p39+ p39++ p39++
Ospl7+++ Ospl7+++ Ospl7+++
VISE+++ VISE++ p4li/pKo+

VISE+++
IgM Immunoblot negativ negativ negativ

Nach primarer Antigenstimulation mit Borrelienlysat, OspC und sekundarer
Stimulation mit PMA/lonomycin lie3 sich eine deutliche IFN-y Sekretion im Sinne
einer Th-1 Antwort nachweisen, wohingegen die antiinflammatorischen Th-2 Zytokine
IL-4 und IL-10 nicht oder nur in sehr geringen Mengen nachweisbar war. (Tab.
21/22/23, Abb. 18-20). Die starkste Zytokinantwort war auf das Borrelienlysat
nachweisbar, 6,97 % der CD4+ Zellen sezernierten IFN-y, ebenso wie 10,2% der
CD8+ Zellen. Die IL-10 Ausschuttung war in keinem Fall signifikant. Obwohl im
Immunoblot keine Antikorper gegen OspC nachweisbar waren, induzierte die
Stimulation mit OspC eine deutliche IFN-y Sekretion. Auch nach Stimulation mit
rekombinantem OspC war der IFN-y Nachweis hoch: 4,38% der CD4+ Zellen
sezernierten IFN-y und 6,27% der CD8+ Zellen. Im Gegensatz zu dem vorherigen
Testansatz konnte in diesem Assay eine relevante IFN-y Sekretion auf Tetanustoxoid
beobachtet werden. Das Zytokinmuster der T-Zellen nach Stimulation mit
Tetanustoxoid unterschied sich somit nicht von dem durch borrelienstimulierter T-

Zellen: 4,6% der CD4+ Zellen und 7,53% der CD8+ Zellen sezernierten IFN-y.

Zusammenfassend konnte bei zwei Patienten mit akuten Manifestationen einer
Lyme-Borreliose mittels intrazellularer Zytokinfarbung ein signifikanter [FN-y
Nachweis nach Stimulation mit Borrelienantigen gefiihrt werden. Relevante

Konzentrationen von IL-4 oder IL-10 konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Intrazellulare Zytokinfarbung nach Stimulation mit Borrelienlysat, Dargestellt sind die

Ergebnisse eines Patienten mit Lyme-Arthritis; (LA-4)

Tabelle 21: IFN-y, IL-10 und IL-4 Sekretion nach Stimulation mit Borrelienlysat, Patient LA-4

% of gated cells

IFN-y IL-10 IL-4
CD 4 6,97 0,92 1,36
CD 8 10,20 1,05 0,61
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Abbildung 19: Intrazellulare Zytokinfarbung nach Stimulation mit OspC, Dargestellt sind die

Ergebnisse eines Patienten mit Lyme-Arthritis; (LA-4)

Tabelle 22: IFN-y, IL-10 und IL-4 Sekretion nach Stimulation mit rekombinantem OspC, Patient LA-4

% of gated cells

IFN-y IL-10 IL-4
CD 4 4,38 1,00 0,64
CD8 6,27 1,84 0,77
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Abbildung 20: Intrazellulare Zytokinfarbung nach Stimulation mit TT, Dargestellt sind die Ergebnisse

eines Patienten mit Lyme-Arthritis; (LA-4)

Tabelle 23: IFN-y, IL-10 und IL-4 Sekretion nach Stimulation mit TT, Patient LA-4

% of gated cells

IFN-y IL-10 IL-4
CD 4 4,60 0,69 0,60
CD8 7,53 1,31 0,70
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5 DISKUSSION

Obwohl das Wissen uber die Virulenzfaktoren von B. burgdorferi und die
immunologischen Abwehrmechanismen des Wirtes standig zunimmt, sind immer
noch viele Aspekte der Pathogenese der Lyme-Borreliose ungeklart. Relativ
unverstanden ist die Tatsache, dass immunkompetente, an einer Lyme-Borreliose
erkrankte Patienten, trotz einer fulminanten humoralen Immunantwort einen
chronischen Verlauf einer Lyme-Borreliose entwickeln kdnnen. Eine der beiden
momentan diskutierten Hypothesen ist die Persistenz des Erregers, der in einem
nicht generativen Zustand verharrt oder in die nicht von Antibiotika erreichten
Gebiete abwandert. Die andere Hypothese besagt, dass infektionsbedingte
autoimmunpathologische Mechanismen fur die Chronifizierung z.B. der Lyme-
Arthritis verantwortlich sein kénnten (Gross et al. 1998, Kamradt 2002, Priem et al.
1998). Zu einer Persistenz des Erregers kann es kommen, wenn der Erreger die fur
die Abwehr bedeutsamen Oberflachenproteine héaufig verandert (Malawista et al.
2000) oder durch die Vielzahl an unterschiedlichen Adhasionsmechanismen in
abgelegene, dem Immunsystem nicht zugreifbare Ko&rperregionen abwandert
(Shapiro et al. 2000, Steere et al. 2001). Zudem kann B. burgdorferi als fakultativ
intrazellulares Bakterium in menschlichen Synovialzellen Utber Wochen trotz
ausreichender Antibiotikatherapie Uberleben (Gierschick et al. 1996). Auch andere
immunpathologische Mechanismen wie z.B. Hypersensivitatsreaktionen auf schwer
abbaubare Erregerbestandteile oder die starke Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems mit der Induktion proinflammatorischer Zytokine durch die
Oberflachenproteine konnen zu einer chronischen Entzindung fuhren (Infante-
Duarte et al. 2000). Zusammenfassend ist es wahrscheinlich, dass die
antigenunspezifische  Aktivierung des Immunsystems  zusammen mit
antigenspezifischen Mechanismen zur therapieresistenten chronischen Lyme-
Borreliose fuhrt (Steere 2001, Kamradt et al. 2001). In der Annahme, dass sowohl die
zellulare als auch die humorale Immunreaktion bei der Auspragung des
Krankheitsbildes der Lyme-Borreliose eine grofl3e Rolle spielen, sollten diese in der
vorliegenden Arbeit naher charakterisiert werden. Besonderes Interesse galt dem
erst kirzlich entdeckten immunodominaten variablen Oberflachenprotein VISE, das
ein ausgesprochen starker Stimulus sowohl der humoralen als auch der zellularen

Immunantwort zu sein scheint.
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5.1 Serologische Untersuchungen zu B. burgdorferi bei Kindern mit

Neuroborreliose und Lyme-Arthritis

Die serologische Diagnostik der Lyme-Borreliose erfolgt bei klinischem Verdacht und
l[Auft in einem zwei-Stufen Schema ab. Zunachst wird der EIA als Suchtest fur
borrelienspezifische Antigene verwendet. Ist dieser positiv, nutzt man den
Immunoblot als Bestatigungstest (Steere 1996, Sigal 1998, Anon 1990). Um die
Sensitivitat und Standardisierung solcher Tests zu verbessern, werden rekombinante
Antigene anstatt Ganzkeim-Lysaten verwendet werden, so dass die reaktiven
Banden klar identifiziert werden kdonnen (Wilske 2003, Heikkila et al. 2003). Zu
beachten ist, dass B. burgdorferi spezifische IgM Antikdrper in der Regel erst drei bis
vier Wochen nach einer Erstinfektion nachweisbar sind, einen Hochstwert nach
sechs bis acht Wochen erreichen und dann eine Serokonversion zu IgG Antikorpern
stattfindet. Diese 1gG-Antikdrper sind im Allgemeinen auch nach einer antibiotischen
Therapie Jahre spater nachweisbar (Steere 2001). Die vergleichsweise lange
Latenzzeit bis zum Auftreten von IgM-Antikdrpern erklart, warum beim Erythema
migrans, das eine relativ kurze Inkubationszeit (10-14 Tage) hat, haufig keine
Antikdrper nachzuweisen sind. Eine Studie von Wilske et al. ergab eine Haufigkeit
der Antikdrperpravalenz von 20-50% (50-90% IgM, 10-50% IgG) bei Patienten mit
Erythema migrans (Stadium 1), von 70-90% (15-70% IgM, 50-100% IgG) in Stadium I
und von 90-100% (3-7% IgM, 90-100% IgG) in Stadium III (Wilske et al. 1993c).

5.1.1 EIA Titer und rekombinanter IgM und IgG Immunoblot bei Kindern mit

Neuroborreliose und Lyme-Arthritis

In der vorliegenden Studie ergaben die Untersuchungen zur humoralen
Immunantwort auf unterschiedliche Oberflachenproteine von B. burgdorferi eine
vornehmliche IgM-Antwort bei Kindern mit Neuroborreliose (IgM 85% vs. IgG 38%),
wahrend die Kinder mit Lyme-Arthritis vor allem borrelienspezifische IgG Antikérper
aufwiesen (IgM 40% vs. IgG 100%). Die Proteine, die in den verschiedenen
Immunglobulinklassen erkannt wurden, waren interessanterweise unterschiedlich. So
wurden im IgM Bereich bei den Patienten mit Neuroborreliose vor allem p41 und
OspC erkannt, wahrend im IgG Bereich das VISE das am héaufigsten erkannte Protein
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war. Die Patienten mit Lyme-Arthritis zeigten im IgM Bereich lediglich eine schwach
ausgepragte Reaktion auf p4l. Im IgG Bereich konnte auf alle getesteten Proteine
bis auf OspC eine humorale Immunantwort beobachtet werden.

Im Tiermodell wurde bereits gezeigt, dass OspC als ein vielversprechender
Vakzinekandidat gilt (Preac-Mursic et al. 1992) und dass eine passive Immunisierung
von SCID-Mausen mit Lyme-Arthritis gegen OspC einen positiven Effekt auf die
Ruckbildung der Arthritis hat (Zhong et al. 1997). Ein Impfstoff basierend auf
rekombinantem OspC wird derzeit entwickelt. Da wahrend der Blutmahlzeit der
Zecke OspA herunter- und OspC hochreguliert wird, infizieren die OspC
exprimierenden Spirochaten den Wirt (Fingerle et al. 1998, Schwan et al. 1995). Dies
fuhrt zun&chst zu einer humoralen Immunantwort, die gegen OspC gerichtet ist (Fung
et al. 1994, Hauser et al. 1997, Wilske et al. 1993c, Wilske et al. 1994).

Die Tatsache, dass bei den Neuroborreliosen im IgM Bereich vor allem OspC (49%)
erkannt wurde, zeigt auch eine Studie von Fung et al., in der OspC vor allem in der
Frihphase der Infektion eine signifikante humorale Immunantwort mit Synthese von
IgM Antikdrpern induziert (Fung et al. 1994). Desweiteren konnte gezeigt werden,
dass durch die Verwendung von rekombinantem OspC im Vergleich zu ganzen
Borrelienbakterien in der Serodiagnostik im EIA eine hohere Sensitivitat (46% versus
28%) und eine identische Spezifitat (98% versus 100%) erreicht wurde (Gerber et al.
1995). In unserer Studie wurde das OspC im IgM Immunoblot von 49% der Kinder
mit Neuroborreliose erkannt. Im IgG Immunoblot wiesen lediglich 9,4% der
padiatrischen Patienten Antikérper gegen OspC auf. Die an einer Lyme-Arthritis
erkrankten padiatrischen Patienten unserer Studie zeigten weder im IgM noch im IgG
Immunoblot Antikérper gegen OspC. Im Vergleich zu unseren Beobachtungen zeigte
eine Studie an erwachsenen Patienten mit akuter Neuroborreliose eine etwas
geringere Antikorperbildung auf OspC im IgM Bereich (27%) und eine etwas hdhere
Antikdrperbildung im 1gG Bereich gegen OspC (17%) (Hauser et al. 1997). Im
Gegensatz dazu wiesen erwachsenen Patienten im Stadium Il keine OspC-
spezifischen IgM-Antikdrper, jedoch in 20% der Félle OspC-spezifische IgG-
Antikdrper auf (Hauser et al. 1997). Das in unserer Studie am haufigsten erkannte
Protein im IgM Immunoblot war das Flagellenprotein p41li (75%). Auch dieses wurde
bereits als ein sehr immunodominantes Protein in der Frihphase einer
Borrelieninfektion beschrieben (Hauser et al. 1997). In 11/21 (52%) Kindern mit
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Neuroborreliose trat keine Serokonversion auf. Dies ist wahrscheinlich auf den friihen

Beginn einer antibiotischen Therapie zurtickzufuhren.

5.1.2 Humorale Immunantwort auf das rekombinante Borrelienprotein VISE im

zeitlichen Verlauf

Einen besonderen Stellenwert scheint das Strukturprotein VISE in der Pathogenese
und Diagnostik der Lyme-Borreliose zu haben. Das VISE ist ein kirzlich
identifiziertes, stark immunodominantes Protein auf der Borrelienoberflache, das
sowohl eine starke B-Zell als auch eine starke T-Zell Reaktion hervorruft. So war es
in unserer Studie bei den Patienten mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis das am
haufigsten gebildete Protein im 1gG Bereich (59% der Neuroborreliosen, 100% der
Lyme-Arthritiden). Dies belegte ebenfalls eine Studie von Schulte-Spechtel et al.
(2003) in der der herkémmliche Western Blot um die Proteine VISE, DbpA und OspC
Homologe erweitert wurde. Dabei wurden Seren von 36 erwachsenen
Neuroborreliosepatienten und 67 seronegativen Kontrollpatienten untersucht. Die
diagnostische Sensitivitat dieses Testes war signifikant erhoht (86,1% vs. 52,7%)
ohne an Spezifitdt zu verlieren. In einer Studie von Philipp et al. wurde ein
Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitat und dem Vorhandensein von anti-IRg
Antikdrpern (Antikdrper, die gegen IRg, eine immunodominante Region von VISE,
gerichtet sind) beobachtet. Rhesusaffen und Hunde, die an einer Lyme-Arthritis
erkrankt waren und mit einem raschen Anstieg anti-IRs-spezifischer Antikdrper
reagierten, zeigten nach erfolgreicher antibiotischer Therapie einen schnellen Abfall
dieser Antikorper. Dieser Verlauf konnte nur fir die anti-IRg-Antikdrper, nicht aber fur
Borrelienproteine anderer Spezifitat beobachtet werden. Bei den nicht antibiotisch
behandelten Tieren persistierten die anti-IRg-spezifischen Antikérper. Auch bei
Patienten mit Therapie-resistenter Lyme-Arthritis war eine Persistenz der anti-IRg-
Antikdrper zu beobachten (Philipp et al. 2001). Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass anti-IRg-spezifische Antikorper mit Krankheitsaktivitat assoziiert sind
und somit moglicherweise von grosser diagnostischer Wichtigkeit sind. In unserer
Studie konnten wir bei Patienten mit Neuroborreliose nach antibiotischer Therapie ein
Absinken der VISE-Titer im Verlauf weniger Monate zeigen, dies war von einem
Absinken anderer Borrelien-spezifischer Antikdrper im Immunoblot und von

sinkenden EIA-Titern begleitet. Im Gegensatz dazu konnte bei Patienten mit
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erfolgreich behandelter Lyme-Arthritis eine Persistenz sowohl der VISE-Antikdrpertiter
als auch der anderen Borrelien-spezifischen Antikdrper und der EIA-Titer beobachtet
werden. Diese Ergebnisse wurden auch von anderen Autoren bestétigt, so ergab
eine Arbeit von Peltomaa et al. (2003) ebenfalls eine Persistenz der VISE
spezifischen Antikdrperantwort nach einer erfolgreichen antibiotischen Therapie bei
erwachsenen Patienten sowohl in frihen als auch in Spatstadien der Lyme-
Borreliose. Eine finnische Arbeitsgruppe (Heikkila et al. 2003) untersuchte die
spezifische Antikorperantwort auf BBK32, DbpA, DbpB und IR (6) an 52 Kindern mit
serologisch und klinisch bestétigter Lyme-Arthritis. Aber auch hier waren keine
signifikanten Unterschiede in der spezifischen Immunantwort vor und nach
antibiotischer Therapie nachweisbar. Zusammenfassend hat VISE einen wichtigen
Stellenwert in der Diagnostik der Lyme-Borreliose, die Ergebnisse unserer Studie
weisen jedoch darauf hin, dass der Nachweis von VIsSE-Antikdrpern nicht mit der

Krankheitsaktivitat korreliert.

5.2 Humorale und zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi im Kindes-

und Erwachsenenalter

5.2.1 Humorale und zelluldre Immunreaktion auf B. burgdorferi und die

rekombinanten Proteine VISE, OspC und Ospl7 im Kindesalter

In der vorliegenden Studie wurden 22 Blutproben von 16 Kindern auf das
Lysatantigen B. garinii und 20 Blutproben von 15 Kindern auf das Lysatantigen B.
afzelii untersucht. Als seronegative Kontrollgruppe dienten neun bzw. sieben
gesunde Kinder. Die Diagnose der Lyme-Borreliose wurde durch positive
borrelienspezifische 1gG und/oder IgM Antikérper im EIA bzw. im Immunoblot
gesichert. Da B. garinii und B. afzelii am haufigsten im Max-von-Pettenkofer-Institut
aus Patientenmaterial isoliert wurden, wurden diese beiden Lysate gewahlt (Wilske et
al. 1996). Wie auch in anderen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit eine
signifikant erhdhte Lymphoproliferation auf die Lysatantigene bei den an Lyme-
Borreliose  erkrankten  padiatrischen  Patienten im  Vergleich zu den
altersentsprechenden gesunden seronegativen Kontrollpatienten festgestellt. Dies
traf fur Kinder in Stadium | (Erythema migrans), Stadium Il (Neuroborreliose) und
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Stadium 11l (Lyme-Arthritis) der Lyme-Borreliose unabhangig vom serologischen
Befund zu. Auch bei péadiatrischen Patienten mit Lyme-Arthritis konnte eine
signifikant erhdhte Lymphoproliferation im Vergleich zu den gesunden seronegativen
Kontrollpatienten beobachtet werden (Huppertz et al. 1996). Die T-zellulare
Immunantwort korrelierte sowohl in unserer Studie als auch in anderen Studien nicht
mit der Krankheitsaktivitat (Bauer et al. 2001, Horowitz et al. 1994) und blieb in den
meisten Fallen tiber lange Zeit bestehen (Dattwyler et al. 1986). Ahnliche Ergebnisse
wurden auch von einer anderen Studie beobachtet, die vor allem erwachsene

Patienten mit Lyme-Borreliose untersuchte (Krause et al. 1991).

5.2.1.1 VISE

Das VISE gilt als eines der sensitivsten Antigene im IgG und IgM Bereich, so zeigte
eine Studie von Goettner et al. (2005), dass die Erweiterung des herkémmlichen
Western Blots um die Proteine VISE und DbpA eine signifikant erhéhte Sensitivitat
erbrachte (84,7% vs. 70,6% im IgG Bereich und 73,8% vs. 40% im IgM Bereich).
Bisherige Studien zur humoralen Immunitat gegen VISE wurden ausschliesslich bei
Erwachsenen durchgefiihrt. Untersuchungen zur zellularen Immunantwort auf VISE
wurden bisher noch nicht durchgefuhrt. Daher war die Beobachtung der humoralen
und zellularen Immuantwort auf VISE im zentralen Interesse der vorliegenden Studie.
In unserer padiatrischen Studiengruppe war die zellulare Reaktion auf VISE stark
ausgepragt: insgesamt zeigten 9/12 Blutproben (75%) eine zellulare Reaktion auf
VISE. Eine humorale Immunantwort auf VISE zeigten 6/12 der padiatrischen
Patienten. Lediglich zwei Patienten hatten weder eine humorale noch eine zellulare
Immunreaktion auf VISE. Obwohl VISE sowohl eine starke zellulare als auch
humorale Immunantwort induzierte, konnte nicht immer eine Konkordanz der
Ergebnisse beobachtet werden. Dies konnte z.B. an der unterschiedlichen
Sensitivitat der angewandten Testsysteme liegen. Mdoglicherweise kdnnte dieses
Phanomen auch durch im zeitlichen Ablauf unterschiedliches Auftreten von

humoraler und zelluldrer Immunantwort erklart sein.

5.2.1.2 OspC

In unserer Studie wiesen insgesamt 6/20 (30%) Blutproben von funf Kindern OspC
spezifische IgG oder/und IgM Antikorper auf. 1/20 (5%) hatte sowohl IgG als auch
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IgM Antikorper, alle anderen 5/20 (25%) hatten lediglich IgM Antikdrper. Ein
vermehrtes Auftreten von IgM Antikdrpern im Gegensatz zu 1gG Antikérpern wurde
bereits in Studien sowohl bei erwachsenen als auch bei padiatrischen Patienten mit
Neuroborreliose gezeigt (Pohl-Koppe et al. 2001, Hauser et al. 1997). Die zellulare
Immunreaktion auf OspC war etwas starker ausgepragt als die humorale
Immunantwort: 83,3% der Kinder mit OspC spezifischen Antikérpern und 43% der
Antikorper negativen Kinder zeigten auch eine relevante Lymphoproliferation auf
OspC. Diese Ergebnisse gleichen denen in einer Studie von Pohl-Koppe et al., in der
91% der padiatrischen Patienten mit OspC spezifischen Antikérpern und 75% ohne
OspC spezifische Antikdrper eine signifikante Lymphoproliferation auf OspC zeigen
(Pohl-Koppe et al. 2001).

5.2.1.3 Ospl7

Im Gegensatz zu OspC tritt eine humorale Immunantwort auf Ospl7 in frihen
Stadien der Infektion nur selten auf (Hauser et al. 1997, Wilske et al.1999). In einer
Studie von Hauser et al. hatten lediglich 27% der erwachsenen Patienten mit Lyme-
Borreliose in Stadium Il, 95% dagegen mit Lyme-Borreliose in Stadium Il Ospl7
spezifische Antikorper im konventionellen Immunoblot entwickelt . Ahnliche Daten
wurden in Untersuchungen mit einem rekombinanten Immunoblot fir Osp17 erhoben
(Wilske et al. 1999). Diese Ergebnisse glichen denen einer Studie von Pohl-Koppe et
al., in der 24% der padiatrischen Patienten mit Lyme-Borreliose im Stadium Il Osp17
spezifische Antikdrper entwickelt hatten (Pohl-Koppe et al. 2001). Aufgrund der
Beobachtung, dass gegen Ospl7 vorwiegend in den spaten Stadien der Lyme-
Borreliose Antikorper auftreten, ist anzunehmen, dass Ospl7 erst wahrend der
Infektion hochreguliert wird. In Studie von Pohl-Koppe zeigte zudem, dass Ospl7 ein
nur sehr schwacher Stimulus der T-Zell Proliferation ist. Lediglich 12% der
untersuchten Kinder zeigten eine signifikante Lymphoproliferation auf Ospl7 (Pohl-
Koppe et al. 2001). Diese Ergebnisse gleichen anndhernd denen unserer Studie:
8/20 Blutproben von 16 Kindern -ausschliesslich in systemischen Stadien der Lyme-
Borreliose- zeigten eine humorale Immunantwort auf Ospl7, eine zellulare

Reaktivitat war nur in Ausnahmefallen nachweisbar.



63

5.2.2 Humorale und zellulare Immunreaktion auf B. burgdorferi und die

rekombinanten Proteine VISE, OspC und Ospl7 im Erwachsenenalter

Da die =zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi bei der Ausprdgung des
Krankheitsbildes eine herausragende Rolle zu spielen scheint, war sie bereits
Gegenstand friherer Untersuchungen. So wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen
eine signifikant erhdhte Lymphoproliferation auf B. burgdorferi bei erwachsenen
Lyme-Patienten in frihen Stadien der Krankheit im Vergleich zu seronegativen
Kontrollpatienten beobachtet. Dabei ging die zellulare Immunantwort der humoralen
haufig voraus (Dattwyler et al. 1988b, Dattwyler et al. 1988a, Dressler et al. 1991,
Haupl et al. 1993).

In unserer Studie wurden acht erwachsene Patienten - ausschlief3lich in chronischen
Stadien der Lyme-Borreliose - im Vergleich zu 14 seronegativen gesunden
Kontrollpatienten untersucht. Im Gegensatz zu den padiatrischen Patienten
unterschieden sich erwachsene Patienten und Kontrollen bezlglich der
Lymphoproliferation nicht signifikant voneinander, da erwachsene seronegative
Kontrollen eine deutlich erhdhte Lymphoproliferation auf Borrelien-Lysat Antigen
aufwiesen. Dies wurde auch durch andere Studien bestatigt, die sowohl bei
erwachsenen als auch bei padiatrischen seronegativen gesunden Kontrollpatienten
eine erhdhte T-zellulare Immunantwort ergaben (Zoschke et al. 1991, Huppertz et al.
1996, Roessner et al. 1994). In unserer Studie wurde im Kindesalter eine relevante
Lymphoproliferation auf Borrelienantigen bei den gesunden seronegativen
Kontrollpatienten nur in Einzelfdllen und nur bei Kindern Uber zehn Jahren
beobachtet. Die Tatsache, dass bei Erwachsenen keine signifikanten Unterschiede in
der Lymphoproliferation auf die Lysat-Antigene zu sehen war, konnte auf die
Verwendung von ganzen sonifizierten Borrelien-Proteinen zurtckzufihren sein.
Diese enthalten einige Antigene wie z.B. heat shock Proteine, die mit &hnlichen
Antigenen anderer Organismen kreuzreagieren und somit eine Immunantwort - beim
weitaus ausgereifterem immunologischen Gedachtnis eines Erwachsenen -

provozieren (Hansen et al. 1988).



5.2.2.1 VISE

Bei den erwachsenen Patienten - ausschlie3lich in chronischen Stadien der Lyme-
Borreliose - fiel auf, dass alle finf getesteten Patienten sowohl eine humorale als
auch eine zellulare Immunantwort auf VISE zeigten. Jedoch unterschied sich die
Lymphoproliferation auf VISE der erkrankten Patienten nur tendenziell und nicht
signifikant von der seronegativen Kontrollgruppe. Dies kénnte in der sowieso etwas
erhohten Lymphoproliferation erwachsener seronegativer Kontrollen gegentiber den
padiatrischen Kontrollen begriindet sein. Auch diese Daten zeigen, dass das VISE als
kirzlich identifiziertes immunodominates Oberflachenantigen der Borrelien ein
starker Stimulus sowohl der T-zellularen als auch der B-zellularen Immunantwort ist.
In Studien konnte gezeigt werden, dass das VISE als eines der sensitivsten Proteine
im 1gG Bereich gilt (Schulte-Spechtel et al. 2003, Goettner et al. 2005). Dies konnte
auch die Tatsache erklaren, dass alle adulten Patienten in ausschliesslich

chronischen Stadien der Lyme-Borreliose Antikdrper gegen VISE gebildet haben.

5.2.2.2 OspC

Von den sieben erwachsenen Patienten zeigten funf eine zellulare Immunreaktion
(71,4%). Drei Patienten wiesen im Immunoblot OspC spezifische Antikérper auf, zwei
dieser drei Patienten proliferierten auch auf OspC. Auch drei der vier OspC
Antikdrper negativen Patienten (75%) proliferierten signifikant auf OspC. Diese
Ergebnisse charakterisieren OspC als einen potenten Stimulus sowohl der B- als

auch der T-zellularen Immunantwort.

5.2.2.3 Ospl7

Von den funf untersuchten erwachsenen Patienten mit systemischen Formen der
Lyme-Borreliose wiesen alle Ospl7 spezifische Antikérper auf, 3/5 (60%) zeigten
auch eine zellulare Immunantwort auf Ospl7. In einer Studie von Schulte-Spechtel et
al. wurde kirzlich beschrieben, dass Ospl7 identisch mit dem Decorin-bindenden
Protein A (DbpA) ist. Das spielt insofern eine Rolle, da Decorin ein bindegewebe-
assoziiertes Proteoglykan und somit ein Hauptbestandteil des Kollagengewebes in
den Gelenken ist und somit ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der Lyme-
Arthritis sein koénnte (Schulte-Spechtel et al. 2003). Dies konnte in einer weiteren

Studie dadurch belegt werden, dass Decorin-defiziente Mause nach einer Infektion
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mit B. burgdorferi signifikant seltener Borrelien in den Gelenken aufwiesen (Brown et
al. 2001). Auch in unserer Studie zeigten 6/7 (86%) der padiatrischen Patienten mit
Lyme-Arthritis Ospl7 spezifische Antikorper. Von den erwachsenen Patienten mit

Lyme-Arthritis entwickelten 2/3 (67%) Antikdrper gegen Ospl7.

5.2.3 Lymphoproliferation auf B. burgdorferi und auf rekombinante Borrelien-
Proteine bei seronegativen padiatrischen Patienten mit Erythema

migrans

Fur die frihe Involvierung der T-zellularen Immunantwort spricht auch die Tatsache,
dass in Biopsien von seronegativen Erythema migrans Patienten borrelienspezifische
T-Zellen nachweisbar waren (Bichner et al. 1987). In unserer Studie konnte bei
padiatrischen Patienten mit klinisch diagnostiziertem Erythema migrans trotz
negativer Borrelien-Antikdrper im Serum eine signifikant erhdhte Lymphoproliferation
auf B. afzelii nachgewiesen werden. Dies ist analog zu der Tatsache, dass in der
Mehrzahl der Félle aus Erythema migrans Biopsaten B. afzelii nachgewiesen werden
konnte (Zore et al. 2002).

5.3 Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zellularen
Immunantwort auf B. burgdorferi, die rekombinanten Proteine VISE,

OspC und Ospl7 im Kindes- und Erwachsenenalter

Bei acht Kindern wurde sowohl die zelluléare als auch die humorale Immunantwort im
Lauf der Infektion untersucht. Drei dieser Kinder wiesen ungewdhnliche Titerverlaufe
auf. So persistierten bei einem Kind die IgM-Antikorper, wahrend eine IgG
Serokonversion ausblieb. Eine lange Persistenz von IgM Antikdrpern, die nach ca.
zwei bis vier Woche ansteigen, um dann dann sechs bis acht Wochen ihr Maximum
zu erreichen, wurde bereits von anderen Autoren beschrieben (Christen et al. 1993).
Bei einem weiteren Kind kam es trotz initial positiver IgM Titer zu einem
Verschwinden dieser Antikorper. Auch hier blieb die 1IgG Serokonversion aus. Ein
komplettes Verschwinden sowohl der IgG als auch der IgM Antikorper fiel bei einem

weiteren Patienten auf. Moglicherweise konnte dies durch eine frihzeitige
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Antibiotikatherapie bedingt sein, die zum Ausbleiben einer humoralen Immunreaktion
oder zu einer fehlenden IgG Serokonversion fuhrt (Dattwyler et al. 1988a, Christen et
al. 1993). Es wird vermutet, dass diese Patienten aufgrund der fehlenden protektiven
humoralen Immunitat fir Reinfektionen empfanglich sind. Allerdings wurde ebenfalls
beschrieben, dass sich auch nach erfolgter antibiotischer Therapie noch B.
burgdorferi spezifische Antikdrper bilden kénnen (Wilske, Preac-Mursic 1993b).

Im Gegensatz zur humoralen Immunantwort scheint die zellulare Immunanwort
unabhangig von einer antibiotischen Therapie zu sein (Dressler et al. 1991). Bei zwei
von vier Kindern, die wiederholt auf das borrelienspezifische Protein VISE untersucht
wurden, blieb die Lymphoproliferation konstant, wahrend bei den anderen beiden
Patienten die Lymphoproliferation auf VISE nicht mehr nachweisbar war. Von den
Kindern, die wiederholt auf OspC untersucht wurden, zeigte lediglich eines sowohl
bei der Erstuntersuchung als auch bei der Folgeuntersuchung eine signifikante
Proliferation auf OspC. Bei zwei weiteren Kindern war die zellulare Immunreaktion
bei der Kontrolluntersuchung bereits nicht mehr signifikant, wahrend wiederum zwei
weitere Kinder bei der Erstuntersuchung keine signifikante OspC spezifische
Lymphoproliferation auwiesen, bei der Folgeuntersuchung jedoch signifikant auf
OspC proliferierten. Dieses Phanomen, dass eine initial negative T-zellulare Reaktion
nach antibiotischer Therapie noch positiv werden kann, wurde bereits von Huppertz
et al. (1996) beobachtet. Im Gegensatz dazu beschrieben andere Studiengruppen
(Krause et al. 1991, Horowitz et al. 1994), dass es nach der antibiotischen Therapie
zu einem signifikanten Abfall der zellularen Immunreaktion kommen kann.

In unserer Studie wurde eine erwachsene Patientin mit einer Acrodermatitis chronica
atrophicans im Verlauf untersucht. Gegen VISE und Ospl7 waren bei beiden
Untersuchungen Antikdrper nachweisbar, gegen OspC waren keine Antikdrper
nachweisbar. Dies bestatigt die Tatsache, dass OspC ein Protein ist, das in der
Frihphase der Infektion exprimiert wird, jedoch nicht mehr in spaten Stadien,
wohingegen Ospl7 in den chronischen spaten Stadien der Lyme-Borreliose
exprimiert wird. In der Lymphoproliferation war eine Reaktion auf das Lysatantigen B.
afzelii nachweisbar, was mit der Tatsache Ubereinstimmt, dass in Hautbiopsaten bei
Acrodermatitis chronica atrophicans fast ausschliel3lich B. afzelii nachgewiesen
werden kann. Eine signifikante Lymphoproliferation konnte desweiteren auf OspC
und VISE, jedoch nicht auf Osp17 gezeigt werden.
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5.4 Funktionelle Charakterisierung von borrelienreaktiven T-Zellen

mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Das Subset an aktivierten CD4+ T-Helferzellen wahrend einer Infektion beeinflusst
die Effektivitat mit der der Wirt eine protektive Immunantwort aufbauen kann. Dies
wird durch die Produktion charakteristischer Zytokinprofile erreicht (Mosmann et al.
1989, Scott et al. 1991). Th-1 Zellen, fahig IL-2, Lymphotoxin und IFN-y zu
sezernieren, rufen eine proinflammatorische Immunantwort hervor und regulieren so
die Immunitat gegenuber intrazellularen Erregern und Viren. Th-2 Zellen dagegen
produzieren IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und vermitteln die humorale Immunitat, jedoch
inhibieren sie zellvermittelte Entziindungsreaktionen (Mosmann et al. 1986, Sher et
al. 1992). Da die Pathogenese - besonders der chronischen Formen der Lyme-
Borreliose - trotz einer fulminanten humoralen Immunantwort weitgehend ungeklart
ist, sollten in der folgenden Arbeit die Zytokinmuster nach Stimulation mit
borrelienspezifischen Antigenen mittels FACS bei Patienten mit Lyme-Borreliose
untersucht werden.

Zur IFN-y Bestimmung wurden PBMCs mit Borrelienlysat (pKo) bzw. rekombinantem
VISE stimuliert und mit CD3 und CD28/CD49d restimuliert. Es wurden zwei Kinder
untersucht: ein Patient mit Erythema migrans und eine seronegative Kontrolle. Der
Patient zeigte auf das Lysatantigen eine signifikante IFN-y Sekretion, auf das
rekombinante Protein VISE war keine IFN-y Sekretion messbar. Die Kontrollperson
zeigte keine relevante IFN-y Sekretion. Eine hohere Zytokinausschittung auf
Lysatantigene im Vergleich zu den rekombinanten Borrelienantigenen ist aufgrund
maoglicher Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen denkbar. Um auszuschliel3en,
dass die ausbleibende IFN-y Sekretion auf VISE an einer zu geringen Restimulation
mit CD3 und CD28/49d lag, wurde ein Ansatz mit starkerer Restimulation mit
PMA/lonomycin gewahlt.

Nach primarer Antigenstimulation und sekundarer Stimulation mit PMA/lonomycin
liel3 sich bei einem Patienten mit akuter Lyme-Arthritis eine deutliche IFN-y Sekretion
im Sinne einer Th-1 Antwort nachweisen. Kaum nachweisbar dagegen waren die
antiinflammatorisch wirksamen Th-2 Zytokine IL-4 und IL-10.

Zusammenfassend konnte bei zwei Patienten mit akuter Lyme-Borreliose eine
deutliche proinflammatorische Zytokinantwort beobachtet werden. Ahnliche
Ergebnisse ergab auch eine Studie einer Arbeitsgruppe, die Patienten im Stadium I
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und Il der Lyme-Borreliose wuntersucht hatten: nach Stimulation mit
borrelienspezifischen Antigenen war in der Patientengruppe eine deutlich erhdhte
IFN-y Sekretion im Zellkulturiiberstand mittels EIA im Vergleich zur Kontrollgruppe
messbar. IL-4 war bei den gesunden seronegativen Patienten hoher nachweisbar als
bei den an Lyme-Borreliose erkrankten Patienten (Oksi et al. 1996).

Gross et al. konnten ebenfalls in einer Studie zur Messung der Th-1 bzw. der Th-2
gesteuerten Immunantwort bei Patienten mit aktiver Arthritis (Lyme-Arthritis,
rheumatoide Arthritis) eine ausgepragte Th-1 Antwort bei allen Patienten in der
Synovialflissigkeit nachweisen. Die Schwere der Erkrankung war zudem durch die
Hohe der Th-2 Antwort charakterisiert: je weniger ausgepragt die
antiinflammatorische Th-2 Antwort war, desto therapieresistenter verhielt sich die
Arthritis  (Gross et al. 1998). Auch entspricht das den Ergebnissen einer
schwedischen Arbeitsgruppe, die Patienten mit chronischer/nicht chronischer
Neuroborreliose und Patienten mit Acrodermatitis chronica atrophicans versus
gesunde seronegative Kontrollpatienten untersucht haben. Diese Studie ergab
mittels ELISPOT, dass eine initiale IFN-y Antwort, gefolgt von einer IL-4
Hochregelung mit nichtchronifizierenden Verlaufen assoziiert ist, wahrend eine
persistierende IFN-y Sekretion mit nachfolgend ausbleibender Th-2 Antwort zu einer
Chronifizierung der Erkrankung fuhren kann (Widhe et al. 2004).

Die Rolle von IL-10 wird in der Pathogenese der Lyme-Borreliose kontrovers
diskutiert. Ein T-Zell subset, das IFN-y mit IL-10 sezerniert, wurde bei Patienten mit
Stadium Il Manifestationen nachgewiesen, was dafir sprechen wirde, dass diese T-
Zellen eine Rolle in der Unterhaltung der chronischen Borrelien Infektion spielt (Pohl-
Koppe et al. 1998).

In einer Pilotstudie wurde das Zytokinprofil von B. burgdorferi reaktiven PBMCs bei
Kindern vor und drei Monate nach antibiotischer Therapie untersucht. Dabei wurden
die Zytokine IFN-y, IL-4 und IL-10 nach Stimulation mit B. burgdorferi Lysat, OspC
und Tetanustoxoid mittels EIA im Zellkulturiiberstand gemessen. Eine deutliche IFN-y
Sekretion war zu jedem Zeitpunkt nachweisbar, IL-10 konnte jedoch nur vor der
antibiotischen Therapie nachgewiesen werden. Unser Patient mit Lyme-Arthritis
wurde erst nach erfolgter antibiotischer Therapie untersucht. Um relevante Aussagen
zur Zytokinsekretion auf single-cell level treffen zu kdnnen ist es notwendig, weitere

Untersuchungen durchzuftihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit sollte die humorale und zellulare Immunantwort gegen das
Oberflachenprotein VISE im Vergleich zu den Oberflachenproteinen OspC und Osp17
bei akuter und chronischer Lyme-Borreliose charakterisiert werden. Dazu wurden 59
Kinder sowohl mit lokalen als auch mit systemischen Formen der Lyme-Borreliose

und acht erwachsenen Patienten mit chronischer Lyme-Borreliose untersucht.

EIA-Titer bei Kindern mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis bei
Diagnosestellung und im Verlauf

Die Verteilung der EIA Titer bei den Neuroborreliosen ergab bei 76 untersuchten
Seren von 40 Kindern, dass 41% der Patienten nur borrelienspezifische IgM-
Antikorper, 14% der Patienten nur borrelienspezifische 1gG-Antikérper und 28% der
Patienten sowohl borrelienspezifische IgM als auch IgG Antikdrper aufwiesen. Von
den 15 untersuchten Seren von funf Kindern mit Lyme-Arthritis hatten 87% nur
borrelienspezifische 1gG-Antikorper, die restlichen 13% sowohl borrelienspezifische

IgM als auch IgG- Antikdrper im EIA.

Rekombinanter IgM und IgG Immunoblot bei Kinden mit Neuroborreliose und
Lyme-Arthritis bei Diagnosestellung

Um die EIA Befunde zu spezifizieren wurde ein Immunoblot durchgefihrt. Im IgM
Blot wurden Antikorper gegen die Proteine p4li, OspC, p39 und pl100, im IgG Blot
gegen die Proteine VISE, Ospl7, OspC, p39, p58 und pl100 untersucht. Das im IgM-
Immunoblot am h&ufigsten erkannte Protein bei Kindern mit Neuroborreliose war das
Flagellenprotein p41i (78% bei 29 von 37 Kindern), das zweithdufigste das OspC
(49% bei 18/37). Im IgG-Immunoblot war bei den Kindern mit Neuroborreliose das
VISE das am haufigsten erkannte Protein (59%). Die Kinder mit Lyme-Arthritis
zeigten in 20% der Féalle eine Reaktion auf p41l im IgM Blot, gegen die restlichen
Proteine konnten im IgM Blot keine Antikérper nachgewiesen werden. Auch hier war
das VISE das am haufigsten erkannte Protein (100%) im 1gG Blot, gegen p41 waren
in 80% der Falle Antikorper nachweisbar, gegen pl7 in 60%. Kein Patient mit Lyme-
Arthritis zeigte im 1gG Blot Antikorper gegen OspC. So konnte gezeigt werden, dass
unterschiedliche klinische Manifestationen wie Lyme-Arthritis oder Neuroborreliose
mit einer humoralen Immunantwort gegen unterschiedliche Borrelienproteine

assoziiert sind.
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Verlaufsbeobachtung der Immunoblotbefunde fur p41, OspC und VISE bei
Kindern mit Neuroborreliose und Lyme-Arthritis

Da im IgM Immunoblot das p41 und das OspC die am haufigsten erkannten Proteine
bei Neuroborreliose waren, wurden bei neun Patienten Verlaufsuntersuchungen
bezuglich der Persistenz dieser Antikdrper durchgefuhrt. 78% zeigten bei
Erstdiagnose Antikdrper gegen p4l, die im Verlauf bei der Halfte der Patienten
negativ wurden. Nur drei dieser neun Patienten zeigten eine humorale Immuantwort
auf OspC, die im Verlauf erhalten blieb. Im IgG Immunoblot war sowohl bei den
Neuroborreliosen wie auch den Lyme-Arthritiden das VISE das am haufigsten
erkannte Protein. Es konnte im Verlauf bei den Kindern mit Neuroborreliose bei 87%
ein Absinken bzw. Verschwinden der VISE spezifischen Antikdrper nach
antibiotischer Therapie beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wiesen alle Kinder
mit Lyme-Arthritis nach erfolgreicher antibiotischer Therapie weiterhin VISE-

spezifische Antikorper auf.

Humorale und zellulare Immunantwort auf B. burgdorferi und Tetanustoxoid im

Kindes- und Erwachsenenalter

Im Weiteren sollte die zellulare Immunantwort ndher charakterisiert werden. Es
konnte bei den padiatrischen Patienten eine signifikant erhéhte Lymphoproliferation
auf die rekombinanten Proteine VISE und OspC gegeniber der seronegativen
Kontrollgruppe gezeigt werden. Die Lymphoproliferation der Lyme-Patienten auf
Ospl7 war im Vergleich zu den seronegativen Kontrollpatienten deutlich, jedoch
nicht signifikant erhdht. Es konnte in 75% der Féalle eine zellulare Reaktion auf VISE
(9/12) beobachtet werden, eine humorale in 50% (6/12). Im Gegensatz zu Ospl7
konnte auch auf rekombinantes OspC ein Uberwiegen der zellularen im Vergleich zur
humoralen (55% vs. 30%) Immunantwort beobachtet werden.

Bei den erwachsenen Lyme Patienten bestand in Stadium Il eine 100% ige
Ubereinstimmung der humoralen und zellularen Immunantwort beziglich des
rekombinanten Proteins VISE. Auch auf rekombinantes OspC konnte bei den
erwachsenen Patienten ein Uberwiegen der zellularen Reaktion im Vergleich zur
humoralen beobachtet werden. Bei Ospl7 verhielt sich das ganze umgekehrt: trotz
Antikdrperbildung auf Ospl7 (47% der pdadiatrischen Patienten und 100 % der
erwachsenen Patienten) zeigten nur 21% der péadiatrischen und 40% der

erwachsenen Patienten eine Lymphoproliferation auf Ospl7. Desweiteren konnte
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beobachtet werden, dass die erwachsenen seronegativen Kontrollpatienten

signifikant hoher proliferierten als die seronegativen padiatrischen Kontrollpatienten.

Verlaufsuntersuchungen zur humoralen und zellularen Immunantwort auf B.
burgdorferi, die rekombinanten Proteine VISE, OspC, Ospl7 und Tetanustoxoid
im Kindes- und Erwachsenenalter

In chronischen Stadien der Lyme-Borreliose (Kinder mit LA, Erwachsene mit ACA)
konnten keine signifikanten Unterschiede beziglich der humoralen und der zelluléaren
Immunantwort vor und nach antibiotischer Therapie gesehen werden. So scheint die
Persistenz der Immunantwort in diesen Stadien unabhéngig von der antibiotischen
Therapie zu sein. In akuten systemischen Stadien der Lyme-Borreliose (NB, BL, EM)
fiel die Immunantwort unterschiedlich aus. Tendenziell konnte beobachtet werden,
dass die serologischen Titer im Verlauf sanken und eine IgG Serokonversion haufig
ausblieb. Trotzdem konnte in der Regel die Lymphoproliferation auch nach Absinken

der serologischen Titer noch nachgewiesen werden.

Funktionelle Charakterisierung von borrelienreaktiven T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie (FACS)

Da beschrieben wurde, dass die chronische Borrelieninfektion mit der Sekretion pro-
und antiinflammatorischer Zytokine einhergeht, wurde die zellulare Immunantwort auf
single-cell level untersucht. Ein signifikanter IFN-y Nachweis nach Stimulation mit
Borrelienantigen konnte bei zwei Patienten mit akuten Manifestationen einer Lyme-
Borreliose gefiihrt werden. Relevante Konzentrationen von IL-4 oder IL-10 konnten

nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt haben unsere Daten dazu beigetragen, die humorale sowie die zellulare
Immunantwort auf B. burgdorferi besser zu verstehen. Dies gilt insbesondere fir das
erst kirzlich entdeckte immunodominante Oberflachenprotein VISE, das besonders in
akuten Stadien der Lyme-Borreliose bei Kindern sowohl eine ausgepragte zellulare

als auch humorale Immunantwort hervorruft.
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8 ANHANG TABELLEN

Tabelle 1a: Gruppe I: padiatrische Patienten (NB-1 bis NB-14)

Patient | Geschlecht |Alter Diagnose Sonstiges EM IgG-ELISA IgM-ELISA Zellen IgM-ELISA IgG-ELISA
Serum Serum Liguor Liquor Liquor
NB-1 m 9 Meninigitis KS li Wange neg neg 5 reaktiv reaktiv
NB-1 9 neg
NB-1 7 neg
NB-2 w 9 Meningitis KS, Fieber li Thorax neg 0,551 570 reaktiv neg
NB-2 neg 1,095
NB-2 neg 0,417
NB-2 neg 0,474
NB-3 m 10 Fazialisparese Nackensteif re Wange neg neg 23 neg neg
NB-3 neg 0,503
NB-4 w 12 Fazialisparese KS nein 11 1,79 453 reaktiv reaktiv
NB-5 w 11 Parese li Arm KS nein 150 1,185 9 neg reaktiv
NB-5 120 1,162
NB-5 240 0,713
NB-5 20 neg
NB-6 w 6 Fazialisparese nicht bekannt fragl li Backe neg 1,398 6 neg neg
NB-7 m 7 Meninigitis KS, AV-Block | nein 67 0,887 0 reaktiv reaktiv
NB-7 13 neg
NB-8 w 5 Fazialisparese AS nein 61 neg 10 nicht bekannt nicht bekannt
NB-8 146 neg
NB-9 w 3 Fazialisparese KS nein neg 0,342 50 reaktiv neg
NB-9 neg neg
NB-10 w 13 Meninigitis KS nicht bekannt 6 2,062 erhoht nicht bekannt | nicht bekannt
NB-10 6 1,701
NB-10 neg 1,136..
NB-11 m 9 Bannwarth HWS-Schm fragl. Nuchal neg neg 230 neg reaktiv
NB-12 m 11 Fazialisparese nicht bekannt nein neg neg 270 reaktiv neg
NB-13 w 10 Fazialisparese KS li Schulter 5 0,826 42 neg neg
NB-14 m 10 Bannw, mEM KS, RS nicht bekannt neg 1,748 600 reaktiv neg
NB-14 neg 0,833
NB-14 neg neg
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Tabelle 1b: Gruppe |: padiatrische Patienten (NB-15 bis NB-30)

Patient | Geschlecht |Alter Diagnose Sonstiges EM IgG-ELISA IgM-ELISA Zellen IgM-ELISA IgG-ELISA
Serum Serum Liguor Liguor Liquor

NB-15 m 9 Fazialisparese KS, BS nicht bekannt neg 0,739 120 neg neg

NB-15 neg n

NB-16 w 5 Fazialisparese KS nein neg 0,443 292 reaktiv reaktiv

NB-17 m 10 Fazialisparese nicht bekannt re Ohr neg 0,314 300 neg neg

NB-17 neg neg

NB-18 m 4 Fazialisparese nicht bekannt re Ohr neg 1,026 38 neg neg

NB-19 neg 0,841

NB-19 m Fazialisparese KS nicht bekannt 7 0,583 nd nd nd

NB-20 w Fazialisparese nicht bekannt nein neg 1,465 17 neg neg

NB-21 m 11 Fazialisparese nicht bekannt nein neg 0,839 26 neg neg

NB-21 neg 0,6

NB-21 neg neg

NB-22 m 6 Fazialisparese nicht bekannt nein 110 0,905 28 reaktiv reaktiv

NB-23 m 7 Fazialisparese KS nein 80 1,174 3 neg reaktiv

NB-24 w 7 Fazialisparese nicht bekannt nicht bekannt neg 0,744 52 reaktiv neg

NB-25 w 8 Fazialisparese KS re Wange 17 0,679 75 neg neg

NB-26 m 5 Fazialisparese KS nein 57 1,249 683 1,825 2,106

NB-26 39 0,817

NB-26 8 neg

NB-27 m 10 Fazialisparese nicht bekannt nicht bekannt neg 1,652 220 reaktiv neg

NB-28 w 10 | Abducensparese KS nein >250 0,377 9 reaktiv reaktiv

NB-28 >590 0,387

NB-28 >450 0,481

NB-28 390 0,571

NB-28 260 neg

NB-29 m 8 Fazialisparese nicht bekannt nein neg 0,462 0 neg neg

NB-29 neg 0,571

NB-29 neg 0,265 neg neg

NB-30 w 4 Fazialisparese rez Horstirze nein neg 0,469 2 neg neg
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Tabelle 1c: Gruppe I: padiatrische Patienten (NB-31 bis NB-43)

Patient | Geschlecht |Alter Diagnose Sonstiges EM IgG-ELISA IgM-ELISA Zellen IgM-ELISA IgG-ELISA
Serum Serum Liguor Liquor Liquor

NB-31 m 6 Fazialisparese neg 0,560 54 neg neg

NB-31 EM Ohrenschm re Wange 12 0,312

NB-32 m 14 Fazialisparese KS nein 32 0,371 1 neg neg

NB-33 m 7 Fazialisparese KS, BS nein neg 1,154 500 reaktiv neg

NB-33 neg 0,363

NB-34 w 4 Fazialisparese KS multifokal neg 1,139 10 reaktiv neg

NB-35 m 13 Fazialisparese nicht bekannt multifokal 19 1,928 93 reaktiv reaktiv

NB-36 w 11 Fazialisparese nicht bekannt multifokal 16 1.500 9 reaktiv reaktiv

NB-37 m 10 Fazialisparese nicht bekannt nicht bekannt 31 neg

NB-37 23 neg 0 neg neg

NB-37 33 neg

NB-38 w 8 Fazialisparese nicht bekannt nicht bekannt neg 1,283 81 neg neg

NB-38 neg 0,412

NB-39 m 9 Fazialisparese nicht bekannt multifokal neg 0,544 66 reaktiv neg

NB-39 neg neg

NB-40 w 8 Fazialisparese KS nein neg 0,429 0 reaktiv neg

NB-41 m 8 asept Meningitis KS nicht bekannt 91 0,553 1 neg 0,339

NB-41 41 neg nd nd nd

Bannwarth-
NB-42 m 8 Syndrom Beinschmerzen | nicht bekannt neg 0,548 440/3 reaktiv
NB-42 8 neg neg nd nd nd
aseptische
NB-43 m 9 Meningitis KS nicht bekannt 12 1,04 6. unbekannt unbekannt
NB-43 6 neg nd nd nd
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Tabelle 1d: Gruppe I: padiatrische Patienten (BL-1 bis LA-7)

PatientGeschlechtiAlter] Diagnose IgG-ELISA | IgM-ELISA
Serum Serum
BL-1 m 7 BL 6 0,378
BL-1 BL neg neg
BL-2 m 8 BL neg 1,224
BL-2 BL neg 0,563
EM-1 m 13 rez. EM 8 0,37
EM-2 m 10 Z.n. EM neg 0,753
EM-3 m 12 EM neg 1,044
EM-4 m 6 | multiple EM >29 1,811
EM-5 w 7 EM neg neg
EM-5 EM neg neg
EM-6 w 10 EM neg neg
EM-7 w 12 EM neg neg
LA-1 m 3 LA Knie li 66 neg
LA-1 80 neg
LA-1 53 neg
LA-2 m 10 LA Knie re >290 neg
LA-2 370 neg
LA-2 78 neg
LA-3 m 7 LA Knie li >443 neg
LA-3 >219 neg
LA-4 m 11 LA Knie re >441 0.438
LA-4 >337 neg
LA-4 >186 neg
LA-5 m 9 LA Knie re >580 0.365
LA-5 >1400 neg
LA-5 510 neg
LA-5 330 neg
LA-6 m 15 LA 181 neg
LA-7 m 18 rez. LA >292 0,794
LA-7 >237 0,59
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Tabelle 2: Gruppe II: adulte Patienten (LBA-1 bis LBA-8)

IgG-ELISA | IgM-ELISA
Patient |Geschlecht Alter Diagnose Serum Serum PCR Haut
LBA-1 m 44 LA 51 neg nd
LBA-2 m 54 ACA >172 0,402 pos
LBA-3 w 75 ACA >155 neg nd
LBA-4 w 54 ACA >287 neg nd
LBA-4 ACA >287 neg nd
LBA-5 w 59 ACA >201 neg nd
LBA-6 m 32 LA >296 neg nd
LBA-7 w 32 ACA >323 1,415 nd
LBA-8 w 56 LA >381 0,452 nd
Tabelle 3: Gruppe llI: padiatrische Kontrollen (KO-1 bis KO-9)
IgM-ELISA IgG-ELISA
Patient |Geschlecht Alter Diagnose Serum Serum
KO-1 m 14 FP idiopathisch neg neg
KO-2 m 10 FP idiopathisch neg neg
KO-3 w 8 gesund neg neg
KO-4 m 10 Arthritis neg neg
KO-5 m 8 FP idiopathisch neg neg
KO-6 m 13 FP idiopathisch neg neg
KO-7 w 13 gesund neg neg
KO-8 m 14 gesund neg neg
KO-9 w 11 Arthritis neg neg
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Tabelle 4: Gruppe IV: adulte Kontrollen (KO-1 bis KO-14)

IgM-ELISA | IgG-ELISA
Patient |Geschlecht Alter Diagnose Serum Serum
KO-1 w 64 gesund neg neg
KO-2 m 67 gesund neg neg
KO-3 w 27 gesund neg neg
KO-4 m 37 gesund neg neg
KO-5 m 29 gesund neg neg
KO-6 m 29 gesund neg neg
KO-7 w 26 gesund neg neg
KO-8 w 26 gesund neg neg
KO-9 m 28 gesund neg neg
KO-10 m 28 gesund neg neg
KO-11 w 27 gesund neg neg
KO-12 w 28 gesund neg neg
KO-13 m 33 gesund neg neg
KO-14 w 35 gesund neg neg
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9 VERZEICHNISSE

9.1 Abklrzungen

ACA

B. burgdorferi
BL

BS

cpm

EIA

MEM
NB
nd
neg
Osp
PBMC
PCR
PHS
pos
rpm
Si
1T

Acrodermatitis chronica atrophicans
Borrelia burgdorferi
Borrelien-Lymphozytom
Bauchschmerz

counts per minute

ELISA

Erythema migrans
Fazialisparese
Immunoblot

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kopfschmerz
Lyme-Arthritis

minimal essential medium
Neuroborreliose

nicht durchgefuhrt

negativ

outer surface protein
peripheral blood mononuclear cells
polymerase chain reaction
pooled human serum
positiv

rounds per minute
Stimulationsindex

Tetanus Toxoid
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9.2 Wichtige Lieferanten fur den Laborbedarf

Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala Sweden
- Ficoll-Paque™ PLUS

Becton Dickinson Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA
- BD Fastimmune CD4 Intracellular Cytokine Detection Kit Anti-Hu-IFNy

- Durchflusszytometer

Firma Biochrom
- Penicillin/Streptomycin 10000E/10000ug/ml

- fetales Kalberserum

Firma Chiron-Behring , Marburg
- Tetanustoxoid (TT)

GIBCO Life Technologies
- Minimum Essential Medium with Earle’s salts
- 1 molarer Hepes Puffer
- RPMI 1640 Medium

Max-von-Pettenkofer-Institut, Minchen
- Rekombinante Proteine OspC, Ospl7, p39 und VISE
- sonifiziertes Bakterienlysat von ganzen B. burgdorferi Bakterien, Spezies B. afzelii,

Stamm PKo, und B. garinii, Stamm PBi

Merck, Darmstadt
- BSA; Albumin Fraktion V (Rinderserum)
- Natriumazid

- Hepes Puffer

SIGMA, St. Louis, MO 63178 USA
- Phorbol 12-Myristat13-Azetat
- lonomycin
- Monensin

- Saponin
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