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I Einleitung

Die Lyme Borreliose ist die hdufigste durch Zecken iibertragene Infektionskrankheit in der nérd-
lichen Hemisphére. Auf der Grundlage regionaler epidemiologischer Studien wird in Deutsch-
land die Zahl der jéhrlichen Neuerkrankungen mit Lyme Borreliose auf 50.000-80.000 Félle
geschitzt (HUPPERTZ et al., 1999). Diese Erkrankung zdhlt somit zu den hiufigsten Infektions-
krankheiten in Deutschland. Konservative Schitzungen gehen davon aus, daf allein die Lyme-
Serologie jahrlich Kosten in Hohe von 80 Mio. DM verursacht. Insgesamt werden fiir Diagnose

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

In den Jahren 1972-1976 kam es in der Gegend um Lyme, Connecticut (USA) zu einer unge-
wohnlichen Haufung von Arthritisfillen (STEERE, 1976). Eine detaillierte Untersuchung dieser
zundchst als ,,Lyme-Arthritis“ bezeichneten Krankheit fiihrte schlieBlich zur Entdeckung der
Lyme Borreliose. Eine genaue Untersuchung der Arthritisfélle zeigte, daB3 bei etwa einem Viertel
der Patienten mehrere Wochen vor dem Einsetzen der Arthritisattacken eine ringformig sich aus-
breitende Hautrotung aufgetreten war. Auf Grund der lokalen Haufung in diinn besiedelten, dicht
bewaldeten Gegenden, und der Haufung der Krankheitsfille in den Sommermonaten wurde be-
reits zu diesem Zeitpunkt eine Ubertragung durch Arthropoden vermutet (STEERE et al., 1977 b).
Auch die Ahnlichkeit der auftretenden Hautmanifestation mit dem von LIPSCHUTZ (1913) und
AFZELIUS (1921) aus Europa beschriebenen Erythema chronicum migrans, von dem vermutet
wurde, dal} es von Zecken der Art Ixodes ricinus iibertragen wird, lie3 die Idee eines Arthropo-
denvektors plausibel erscheinen. Das Erythema chronicum migrans wurde schon bald zum
diagnostischen Leitsymptom der neuen Krankheit, da es mit groBBerer Sicherheit eindeutig zu
diagnostizieren war, als das arthritische Erscheinungsbild (STEERE et al., 1977 a). Eine detaillierte
Studie im Jahre 1977, die versuchte alle Patienten mit ,,Lyme-Arthritis*, Erythema chronicum
migrans oder beidem zu erfassen zeigte, da} etwa die Halfte der Patienten mit Erythema chroni-
cum migrans in der Folge multiple Erythemen entwickelten. Auerdem konnte man eine Vielzahl
von Begleitsymptomen, wie Fieber, Kopfschmerzen, Miidigkeit oder Muskelschmerzen beob-
achten, die mit dem Auftreten des Erythema chronicum migrans einher gingen (STEERE et al.,
1977 a). Viele der Patienten entwickelten Wochen bis Monate nach dem Auftreten des Erythema

chronicum migrans eine ,,Lyme-Arthritis®, die in einigen Féllen von einer lymphozytiren
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Meningitis, Gesichtsnervlahmungen, Sensibilititsstorungen oder einer Myokarditis mit Reizlei-
tungsstorungen begleitet war (STEERE et al., 1978). Das Auftreten dieser neurologischen Sympto-
me wurden schon frither in Europa in der Folge von Erythema chronicum migrans beschrieben,
ohne dal} ein Zusammenhang zwischen den Erkrankungen, oder der moglich Erreger gefunden
werden konnte (GARIN und BUJIADOUX, 1922; BANNWARTH, 1941; 1944). Uber 20% der Patienten
konnten sich an einen Zeckenstich im Bereich des Erythema chronicum migrans erinnern (STEERE
et al., 1978). Allerdings konnte trotz serologischer Tests und verschiedener Kultivierungsversuche
kein Erreger fiir die nun als ,,Lyme disease* bezeichnete Krankheit gefunden werden (STEERE et
al., 1977 a; b; 1978). Eine epidemiologische Studie zeigte deutlich, da3 das geographische Ver-
breitungsgebiet der Krankheit in den USA mit dem Verbreitungsgebiet von Ixodes dammini bzw.
Ixodes pacificus iibereinstimmte, und diese beiden Spezies daher als Ubertriiger in Frage kamen
(STEERE und MALAWISTA, 1979). Erst 1981 entdeckte Willy Burgdorfer mittels Dunkelfeldmikro-
skopie im Mitteldarm einer auf Shelter Island, New York, gesammelten Zecke der Art Ixodes
dammini bisher unbekannte Spirochéten. Diese konnten im Labor kultiviert werden. Es stellte
sich heraus, daB hier erstmalig die Isolierung des Erregers der ,,Lyme disease* gelang. Im indirek-
ten Immunfluoreszenztest lieBen sich im Serum von Patienten mit ,,Lyme disease* Antikdrper
gegen die neu entdeckte Spirochéte nachweisen (BURGDORFER et al., 1982). In der Folgezeit
konnte der Erreger in den USA aus Hautbiopsien, Serum und Liquor von Patienten isoliert wer-
den (BENACH et al., 1983; STEERE et al., 1983). Auf Grund serologischer Untersuchungen wurden
Spirochéten auch als Ursache von Erythema chronicum migrans und Meningopolyneuritis in
Europa beschrieben (ACKERMAN, 1983; RYBERG et al., 1983). Angeregt durch die Erfolge in den
USA gelang die Isolierung des Erregers aus Haut und Liquor von Patienten mit ,,Lyme disease*
auch in Europa (ACKERMANN et al., 1984 a; b; ASBRINK et al., 1984; PREAC-MURSIC et al., 1984
a; b; 1985). AuBBerdem konnte man mit Hilfe eines indirekten Immunfluoreszenztests Spirochiten
in Ixodes ricinus nachweisen (ACKERMANN, 1983) und aus dem Mitteldarm der Zecken isolieren
(BARBOUR et al., 1983). Der Erreger der ,,Lyme disease* wurde 1984 als neue Spezies Borrelia

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

Auf Grund der Entdeckung des Erregers und der dadurch moglich gewordenen serologischen
Untersuchungen, konnten viele, frither als selbstdndige Krankheiten beschriebene, Manifestatio-
nen dem Krankheitsbild der Lyme Borreliose zugeordnet werden. Eine dieser Erscheinungsfor-
men, die Acrodermatitis chronica atrophicans, die bereits 1883 von BUCHWALD beschrieben

wurde, gilt heute als die fritheste Beschreibung einer Spiatmanifestation der Lyme Borreliose.
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Die Ubertragung der Lyme Borreliose

Die Lyme Borreliose wird durch Zecken der Gattung Ixodes (BURGDORFER, 1984) iibertragen.
Sie stellt die hdufigste durch Zecken iibertragene Infektionskrankheit der nérdlichen Hemisphire
dar. Wihrend in den USA die beiden Zeckenarten Ixodes dammini und Ixodes pacificus fir die
Ubertagung des Erregers von Bedeutung sind, spielt in Europa vor allem Ixodes ricinus eine ent-
scheidende Rolle als Vektor flir den Erreger. Das Vorkommen der Lyme Borreliose deckt sich in
Europa weitgehend mit dem Verbreitungsgebiet dieser Zeckenart. Wahrend die Krankheit in den
USA lokal gehéuft auftritt, sind in Europa keine Endemiegebiete zu erkennen (STANEK et al.,
1993). Die Durchseuchungsraten mit B. burdorferi sensu lato (s. 1.) flir Ixodes ricinus liegen bei
1% fiir Larven, 10% fiir Nymphen und 20% fiir adulte Zecken (WILSKE et al., 1987; FINGERLE et
al., 1994). Eine transovarielle Weitergabe der Borrelien auf die nichste Zeckengeneration ist
sehr selten und scheint nicht von groBerer 6kologischer Bedeutung zu sein (BURGDORFER und
HAYES, 1989). Vielmehr infiziert sich jede Zeckengeneration im Laufe ihres Lebens wéhrend
einer Blutmahlzeit neu. Eine vorhandene Infektion mit Borrelien wird jedoch an die folgenden
Entwicklungsstadien der Zecke weitergegeben. Dies spiegelt sich auch in der Verteilung der
Durchseuchungsraten wider (Abb. 1). Die Wahrscheinlichkeit, nach einem Zeckenstich an Lyme
Borreliose zu erkranken, liegt in Europa bei 2,5-4% (PAUL et al., 1986; SCHMUTZHARD et al.,

1988).
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Abb. 1 Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus und moglicher
Ubertragungswege von Borrelia burgdorferi s. 1. (verindert nach SCHAIBLE et al., 1992).

Das Krankheitsbild der Lyme Borreliose

Die Lyme Borreliose zeichnet sich durch eine Vielzahl verschiedener Symptome aus, die sowohl
isoliert, als auch in unterschiedlichen Kombinationen auftreten konnen. Das bisher bekannte
Spektrum umfaflt im wesentlichen Erkrankungen der Haut, der Gelenke, des Nervensystems und
des Herzens, wobei jedoch auch andere Erkrankungen auftreten kénnen (ASBRINK et al., 1993;
HERZER, 1993; PFISTER et al., 1993; STANEK, 1985; STEERE et al., 1977 a; 1978). Die Lyme
Borreliose wird anhand der verschiedenen Symptome, die in einer bestimmten zeitlichen Ab-
folge nach dem Zeckenstich auftreten kdnnen, in Frithstadien (Stadium I-IT) und ein Spatstadium

(Stadium IIT) unterteilt (STEERE, 1989).

Stadium I:

Als Leitsymptom und frithestes Krankheitszeichen der Lyme Borreliose gilt das Erythema
(chronicum) migrans, das auch als Wanderrote bekannt ist. Es tritt Tage bis Wochen nach dem
Zeckenstich in der Region der Stichstelle auf. Typischer Weise ist zunichst die Einstichstelle

gerotet, wobei sich im weiteren Verlauf ein peripher wandernder roter Ring bildet, der im
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Zentrum verblaf3t (STEERE et al., 1977 a; WEBER et al., 1993 b). Das Erythema (chronicum)
migrans kann von grippedhnlichen Allgemeinsymptomen begleitet werden. Auflerdem kann es in
Ausdehnung, Farbung und Dauer stark variieren. Im Zusammenhang mit der hdmatogenen Ver-
breitung des Erregers kann es zum Auftreten multipler Erythemen kommen. Es handelt sich
dabei um ringférmige Hautrotungen, die am gesamten Korper auftreten konnen und im keinem
rdumlichen Zusammenhang mit der urspriinglichen Einstichstelle der Zecke stehen. Dieses
Erscheinungsbild wird in den USA jedoch héufiger beobachtet als in Europa (WILSKE et al.,

1988 a).

Stadium II:

Als typische Manifestationen des Stadiums II gelten neurologische Krankheitsbilder, die Wo-
chen bis Monate nach dem Zeckenstich auftreten konnen. Die lymphozytdre Meningoradikulitis
ist die héufigste Erscheinungsform in diesem Stadium. Leitsymptome dieser Erkrankung sind
starke, brennende Schmerzen, die sich nachts verstiarken, sowie Hirnnervenparesen, die sich vor
allem in einer Lehmung der Gesichtsnerven duflern. Seltener kommt es zum Auftreten von
Extremitdten- oder Rumpfparesen (PFISTER et al., 1993). Auch die Lyme Karditis, die sich vor
allem durch das Auftreten von Herzrhythmusstorungen klinisch duBert, ist diesem Stadium zuzu-
rechnen. Diese Manifestation kann in seltenen Féllen todlich verlaufen (DURAY und STEERE,
1986; VAN DER LINDE und BALLMER, 1993). Eine besondere Hautmanifestation, die in diesem
Stadium auftritt, ist das Borrelien-Lymphozytom, das als blau-rotlich geféarbter Tumor typi-

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

Stadium III:

Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich kommt es zu den als Spatmanifestationen bezeichneten
Erscheinungsformen. In diesem Stadium sind die Lyme-Arthritis, die auch zur Entdeckung der
Krankheit fiihrte (HERZER, 1993; STEERE et al., 1977 a; b) und die Acrodermatitis chronica
atrophicans, eine Hautmanifestation (ASBRINK et al., 1993), die typischen Krankheitsbilder. Die
Lyme-Arthritis zeichnet sich durch akute, schmerzhafte Schwellungen verschiedener Gelenke
aus, wobei in erster Linie das Kniegelenk betroffen ist. Diese Form der Krankheit kann an einem
oder mehreren Gelenken gleichzeitig auftreten, spontan verschwinden und nach einiger Zeit am
gleichen oder an anderen Gelenken wieder auftreten. Neben langwierigen Verldufen kommt es
auch immer wieder zu Spontanremissionen. Die Acrodermatitis chronica atrophicans zeigt cha-
rakteristische klinische Merkmalen, die auf Grund der Atrophie der Haut und des subkutanen
Fettgewebes entstehen. Die Haut ist blau-rétlich verfarbt und zigarettenpapierartig gefiltelt.
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Dabei treten die Gefélle plastisch hervor (ASBRINK et al. 1993). In seltenen Fillen tritt im Sta-
dium III die chronische Borrelien-Enzephalomyelitis auf (ACKERMANN et al., 1985). Hiervon ist
im wesentlichen das Zentralnervensystem betroffen. Das klinische Bild ist durch Sensibilitéts-
storungen, spastische Lahmungen und isolierte Hirnnervenausfille, sowie durch psychische

Storungen gekennzeichnet.

Therapie der Lyme Borreliose

Die Therapie der Lyme Borreliose erfolgt mittels Antibiotika. Durch die effektive Therapie zu
einem moglichst frithen Zeitpunkt kann das Auftreten von Spatmanifestationen verhindert wer-
den. Die Wahl des Antibiotikums, die Dauer der Therapie, deren Dosierung und die Art der Ap-
plikation richten sich nach dem klinischen Bild und dem Stadium der Erkrankung. Fiir die
Therapie der Friihstadien ist eine orale Antibiotikagabe iiber 14 Tage meist ausreichend. Die
Behandlung des Spitstadiums erfordert eine 3—4 wochige intravendse Antibiotikagabe (PREAC-
MURSIC et al., 1986; 1987; WEBER et al., 1988; WILSKE et al., 1988 a; WILSKE und FINGERLE,
2000).

Prophylaxe der Lyme Borreliose

In den USA steht seit 1999 ein Impfstoff auf der Basis des Oberfldchenproteins (Osp) A als
Prophylaxe der Lyme Borreliose zur Verfiigung. Dieser Impfstoff fiihrt zur Eliminierung der
Borrelien im Darm der Zecke, wenn diese wihrend des Saugaktes an einer geimpften Person die
Antikorper aufnimmt. Auf diese Weise kann eine Infektion verhindert werden. Da Borrelien
OspA im Patienten nicht oder nur in sehr geringem Umfang exprimieren, kann dieser Impfstoff
jedoch nicht zur Bekdmpfung einer bereits vorhandenen Infektion eingesetzt werden. Fiir Europa
steht bisher kein zugelassener Impfstoff zur Verfiigung, da der Erreger hier eine weit groBBere
antigenetische Heterogenitit zeigt. Dies macht eine wesentlich komplexere Zusammensetzung
des Impfstoffs fiir Europa erforderlich (EvANs, 2000; SIMON et al., 1999; WILSKE et al. 1996 b).
Die wichtigste Mallnahme zur Prophylaxe der Lyme Borreliose in Europa ist daher die Vermei-
dung von Zeckenstichen. Dies kann durch das Tragen von geschlossener Kleidung beim Aufent-
halt in Biotopen, die fiir Zecken geeignet sind erreicht werden. Anschlie3end sollten Korper und
Kleidung griindlich nach Zecken abgesucht werden. Entdeckt man dabei bereits saugende Zek-
ken, so kann man das Infektionsrisiko durch das sofortige Entfernen der Zecke deutlich redu-

zieren, da die Wahrscheinlichkeit fiir die Ubertragung der Erreger mit der Saugdauer zunimmt
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(KAHL et al., 1998; RIBEIRO et al., 1987). Fiir das Entfernen der Zecken verwendet man am Be-
sten eine Pinzette oder eine Zeckenzange. Durch kontinuierlichen Zug kann man die Zecke leicht
aus der Haut entfernen. Auf keinen Fall sollte man versuchen die Zecke durch Verwendung von
Ol oder Klebstoff zum Loslassen zu bringen, da dadurch die Speichelsekretion angeregt wird

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

Systematische Einordnung des Erregers der Lyme Borreliose

Der Erreger der Lyme Borreliose wurde wegen seiner fiir Spirochiten typischen morphologi-
schen Merkmale in die Ordnung der Spirochaetales eingeordnet. Diese bilden auf Grund von 16S
rRNS Analysen eine separate Abteilung, die Division D, innerhalb der Eubakterien. Diese Ord-
nung enthélt die beiden Familien Spirochaetaceae und Leptospiraceae (BARBOUR und HAYES,
1986). Vergleichende morphologische, physiologische und molekulargenetische Untersuchungen
der Spirochéten, die Lyme Borreliose verursachen, mit bekannten Arten der Gattungen Lepto-
spira, Treponema und Borrelia ermoglichten die Zuordnung der neu entdeckten Spirochéte zur
Gattung Borrelia in der Familie Spirochactaceae (BURGDORFER et al., 1982; JOHNSON et al.,

1984 a; b). Auf der Grundlage weniger bis dahin bekannter Isolate aus den USA und eines
Isolats aus Europa wurde der Erreger der Lyme Borreliose als neue Art Borrelia burgdorferi
beschrieben (JOHNSON et al., 1984 b). Immunologische und molekulargenetische Analysen vieler
verschiedener Stimme, die in der Folgezeit isoliert wurden, zeigten vor allem fiir die europai-
schen Stdmme eine grofle Heterogenitit auf (BARBOUR und SCHRUMPF, 1986; WILSKE et al.,
1988 b; 1992 a). Dies fiihrte zur Unterteilung der Spezies B. burgdorferi in 3 verschiedene
humanpathogene Arten: Borrelia burgdorferi sensu stricto (s. s.); B. afzelii und B. garinii
(BARANTON et al., 1992; CANICA et al., 1993), die unter dem Namen B. burgdorferi s. 1. zusam-

mengefallt werden.

Borrelia burgdorferi s. 1.

B. burgdorferi s. 1. ist im Gegensatz zu einigen anderen humanpathogenen Spirochéten auf
kiinstlichen Nahrboden kultivierbar, gilt als mikroaerophil, kann aber auch anaerob wachsen
(BARBOUR, 1984; PREAC-MURSIC et al., 1986). Temperaturen zwischen 30°C und 34°C bieten
den Borrelien geeignete Wachstumsbedingungen, unter denen sie eine Generationszeit von
8-30 Std. erreichen konnen. Sie wachsen bis auf eine Zelldichte von 10°* Zellen/m] Kulturme-

dium heran (PREAC-MURSIC und WILSKE, 1993). B. burgdorferi s. 1. besitzt ein kleines lineares



I Einleitung 8

Chromosom mit ca. 1000 kb und mehrere zirkuldre und lineare Plasmide (BARBOUR und GARON,
1987; BARBOUR, 1988; CASIJEN et al., 1995; FERDOWS und BARBOUR, 1989). Die bereits er-
wiahnte Heterogenitdt der verschiedenen Borrelienstimme zeigt sich vor allem in den auf Plas-
miden kodierten Oberfldchenproteinen. Besonders eingehend wurden das auf dem linearen 49 kb
groBBen Plasmid kodierte OspA und das auf dem zirkuldren 27 kb groBen Plasmid kodierte OspC
untersucht (BARBOUR und GARON, 1987; WILSKE et al., 1988 b; 1992 a; 1993 a; b). Ein Sero-
typisierungsschema, das auf der Grundlage verschiedener gegen das OspA gerichteter monoklo-
naler Antikorper entwickelt wurde, zeigt 7 verschiedene Serotypen fiir B. burgdorferi s. 1. auf.
Wihrend B. burgdorferi s. s. und B. afzelii jeweils einem einzelnen OspA-Serotyp (OspA-Sero-
typ 1 bzw. 2) angehoren, sind verschiedene Stimme von B. garinii den 5 unterschiedlichen
OspA-Serotypen 3—7 zuzuordnen (WILSKE et al., 1993 a). Einige dieser OspA-Serotypen sind
bevorzugt in bestimmten Patienten- oder Zeckenisolaten zu finden (WILSKE et al., 1996 b). Vor
allem B. afzelii ist eng mit dem Auftreten von Hautmanifestationen assoziiert und ist daher in
iiber 80% der Hautisolate von Patienten zu finden. Die Verteilungsmuster der verschiedenen
Serotypen in den Liquor- und Zeckenisolaten ist deutlich heterogener. In den Liquorisolaten
konnen alle sieben OspA-Serotypen gefunden werden, wobei die Hilfte der Isolate OspA-Sero-
typ 4 oder 6 repriasentieren. OspA-Serotyp 6 findet sich auch bei etwa 50% der Zeckenisolate
(Abb. 2). OspA-Serotyp 4 konnte bisher jedoch, trotz seines haufigen Vorkommens in Liquor-

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

Liquor (n=43) Zecken (n=90) Haut (n=68)

Typ 7 Typ 7 Typ5 PO Typ 1
5%

39 6% g0,

Typ 1 Typ41 %
3%

Typ 2

9%
Typ 6
53 % Typ 3
12%
gpo/4 T3y£2)5 Typ2
0 84 %

Abb. 2 Verteilung der sieben OspA-Serotypen bei europiischen B. burgdorferi s. 1. — Isolaten
aus Liquor, Zecken und Haut (nach WILSKE et al., 1996 b).
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Bei den bisherigen Untersuchungen der Ultrastruktur von B. burgdorferi s. 1. stand die Frage der
Einordnung des Erregers der Lyme Borreliose in die Ordnung der Spirochaetales im Vorder-
grund (BURGDORFER et al., 1982). Aus diesem Grund gibt es vor allem vergleichende ultra-
strukturelle Untersuchungen mit Vertretern anderer Gattungen aus der Ordnung der Spirochae-
tales, wobei die Aufmerksamkeit vor allem den fiir Spirochdten typischen Merkmalen galt
(GOLDSTEIN et al., 1996; WILSKE et al., 1991). Alle Spirochéten zeichnen sich durch einen
Protoplasmazylinder aus, der durch Zellmembran und Zellwand begrenzt wird. Dieser Komplex
wird durch eine zweite, dullere Membran umgeben. Eine Besonderheit der Spirochiten stellen
die Endoflagellen dar, die zwischen der duleren Membran und der Zellwand im periplasma-
tischen Raum liegen. Detaillierte Untersuchungen zur Ultrastruktur von B. burgdorferi s. 1.
fehlen vor allem fiir européische Stimme weitgehend. Eine genaue Kenntnis der Ultrastruktur
der Borrelienzelle ist die Grundlage fiir die Beurteilung der verschiedenen Formvarianten.

B. burgdorferi s. 1. bildet unter verschiedenen fiir sie ungiinstigen Bedingungen Formvarianten,
die als Cysten oder Sphiroplasten beschrieben wurden (BRORSON und BRORSON, 1997; KERSTEN
et al., 1995; SCHALLER und NEUBERT, 1994). Besonders hiufig wurden diese bei der Behandlung
von Borrelien mit Antibiotika in vitro beschrieben (KERSTEN et al., 1995; SCHALLER und
NEUBERT, 1994). Allerdings konnte auch bei Kultur der Borrelien in Mangelmedien, oder beim
Kontakt mit Riickenmarksfliissigkeit die Bildung der cystischen Formen beobachtet werden
(BRORSON und BRORSON, 1997; 1998). Besonders interessant ist die Tatsache, da} sphérische
Formen der Borrelien auch aus Patienten nach Antibiotikatherapie isoliert werden konnen
(PREAC-MURSIC et al., 1996). Dies spricht dafiir, dal das Auftreten dieser Formvarianten nicht
auf in vitro Bedingungen beschrinkt ist. Vielmehr kann es auch in vivo im Patienten zum Auftre-
ten der cystenartigen Borrelien kommen. Es wird daher spekuliert, dal diese Formvarianten eine
Moglichkeit darstellen, wie Borrelien ungiinstige Bedingungen {iberdauern konnen. Die detail-
lierte Untersuchung dieser Formvarianten wird vor allem durch die aufwendigen Prozeduren

erschwert, die fiir ihre Generierung erforderlich sind.

Mikroskopische Methoden zur Untersuchung der Ultrastruktur der Borrelienzelle

Die lichtmikroskopischen Beobachtungen des Erregers, erstrecken sich vor allem auf die Beur-
teilung des Wachstums in Kultur und der Beweglichkeit der Borrelien. Hierfiir eignen sich vor
allem Phasenkontrast- und Dunkelfeldmikroskopie. Fiir eine detaillierte Untersuchung von

B. burgdorferi s. 1. stehen nur elektronenmikroskopische Methoden zur Verfligung. Dies liegt

vor allem an der GroB3e des Bakteriums, das mit einem Zelldurchmesser von 0,2-0,3 um an der
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Grenze des Auflosungsvermogens des Lichtmikroskops liegt. Bei der Untersuchung der Spiro-
chiten wurde wiederholt die Negativkontrastierung angewandt. Mit dieser Methode ist es
moglich die gesamte Borrelienzelle zu erfassen und gleichzeitig in begrenztem Maf3e innere
Strukturen zu untersuchen. AuBlerdem erfordert diese Methode nur einen relativ geringen pra-
parativen Aufwand und wird daher haufig fiir die Untersuchung bestimmter ultrastruktureller
Merkmale, wie z. B. die Flagellenanordnung, Zelldnge und Zelldurchmesser eingesetzt

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

Rasterelektronenmikroskopische Methoden ermdglichen dagegen eine genaue Untersuchung der
Oberflache und der dreidimensionalen Gestalt von biologischen Praparaten. Um mogliche struk-
turelle Verdnderungen des Untersuchungsobjekts durch den Trocknungsvorgang, der wegen der
Untersuchung im Hochvakuum noétig ist, weitgehend auszuschlieBBen, werden die wichtigsten
formgebenden Bestandteile wie Lipide und Proteine vor der weiteren Priparation fixiert. Da-
durch bleibt die natiirliche Form der Praparate erhalten. Fiir die Fixierung von Proteinen haben
sich vor allem Aldehyde, wie Formaldehyd und Glutaraldehyd durchgesetzt (SABATINI et al.,
1963). Daneben wird die Fixierung mit Hilfe von Schwermetallen eingesetzt, die vor allem zu

einer Stabilisierung von Lipiden und anderen Molekiilen mit Doppelbindungen fiihren.

Die Transmissionselektronenmikroskopie erlaubt die Untersuchung des inneren Aufbaus eines
Objekts an Ultradiinnschnitten. Hierbei ist es notig das Objekt bei moglichst gutem Erhalt der
Struktur in eine schneidbare Form zu bringen. Die Préparate werden daher nach der Fixierung in
ein Kunstharz eingebettet, das einerseits die Herstellung von Ultradiinnschnitten ermoglicht und
andererseits den Schnitten die notige Stabilitdt gibt um den Beschuf3 mit Elektronen im Trans-
missionselektronenmikroskop (TEM) zu tiberstehen. Die Ultradiinnschnitte stellen aber immer
nur die strukturellen Verhéltnisse einer sehr diinnen Schicht des gesamten Objekts dar. Um eine
dreidimensionale Vorstellung vom inneren Aufbau eines Priparats zu erhalten ist es deshalb hiu-
fig nétig mehrere aufeinanderfolgende Ultradiinnschnitte (Serienultradiinnschnitte) zu untersu-

chen.

Neben der Aufkliarung rein struktureller Fragestellungen bietet die Elektronenmikroskopie die
Moglichkeit Fragen zur Lokalisation verschiedener Proteine im Verhéltnis zu den beobachteten
Strukturen zu beantworten. Eine der wichtigsten Methoden zum Nachweis der Lokalisation von
Molekiilen mit antigenen Eigenschaften stellt die Immun-Markierung dar. Hierbei werden die

Antigene mit Hilfe von Antikdrpern markiert, die direkt oder indirekt mit einem elektronenmi-
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kroskopisch sichtbaren Marker nachgewiesen werden. Eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir
eine Immun-Lokalisation ist eine hohe Spezifitit des verwendeten primiren Antikorpers, die mit

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

Fiir die Immun-Markierung stehen im wesentlichen zwei Priaparationsmethoden zur Verfiigung,
deren Einsatz von der vermuteten Lokalisation des Proteins, auf der Oberfldche oder innerhalb
der Zelle, abhangt. Fiir den Nachweis von Proteinen, die auf der Oberfldche von Zellen vermutet
werden, wird das ,,preembedding* Verfahren, oder eine Immun-Markierung fiir die Rasterelek-
tronenmikroskopie eingesetzt. Hier erfolgt die Markierung entweder vor der Fixierung mit Alde-
hyden oder direkt im Anschluf3 daran vor der weiteren Praparation der Proben. Welche der bei-
den Moglichkeiten eingesetzt wird hdngt vor allem von der Reaktion der Epitope auf das Fixans
ab. Haufig werden diese durch die Fixierung so veridndert, daf} die Reaktion mit dem Antikorper
behindert wird oder vollig unterbleibt. AuBBerdem besteht die Gefahr, da3 das Fixans, trotz der
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, mit den eingesetzten Antikdrpern reagiert. Es ist
daher erforderlich zu jeder Markierung Kontrollversuche durchzufiihren. Andererseits muf3 bei
der Markierung unfixierter Praparate haufig mit einer schlechteren Strukturerhaltung gerechnet
werden. Fiir die Lokalisation intrazelluldrer Proteine wird das ,,postembedding* Verfahren an-
gewandt. Die Markierung erfolgt hier immer nach Fixierung und Einbettung der Proben am
Schnitt. Hierbei kommt es neben den bereits erwéhnten Problemen zu einer Vielzahl weiterer

Schwierigkeiten, die den Nachweis der Lokalisation erschweren.

Bei den Immun-Markierungsverfahren fiir die Elektronenmikroskopie erfolgt die Detektion des
gebundenen Antikorpers iiblicherweise mit Hilfe von Goldkolloiden. Bei der direkten Markie-
rungsmethode ist der spezifische Antikorper mit dem Goldkolloid konjugiert. Allerdings sind
nur in seltenen Fillen goldkonjugierte Antikdrper mit der benétigten Spezifitit kommerziell er-
hiltlich. Haufig erfolgt daher ein indirekter Nachweis, bei dem das Goldkolloid an ein Protein
gebunden ist, das spezifisch mit dem priméren Antikdrper reagiert. Hierbei handelt es sich
entweder um das von Staphylococcus aureus isolierte Protein A, oder um einen sekundéren
Antikorper. Protein A reagiert mit der Fc-Kette von IgG Molekiilen, was einen Einsatz unab-
hingig von der Herkunft der primiren Antikorpers moglich macht. Eine grofere Spezifitét be-
sitzt der Nachweis mit einem sekundéiren goldkonjugierten Antikorper an Stelle von Protein A.
Dieser sekunddre Antikorper bindet spezifischer als Protein A an den priméren Antikorper.
AuBerdem konnen zwei sekundédre Antikorper an einen priméren Antikdrper binden, wodurch

die Signalintensitit verstirkt wird.
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Zur Bildentstehung im REM dienen die Sekundérelektronen (SE). Durch den Beschuf3 des Pré-
parats mit den Elektronen des Elektronenstrahls (Priméarelektronen) werden aus der Praparat-
oberfliche Elektronen niedrigerer Energie, die SE herausgeschlagen. Diese werden vom SE-
Detektor ,,abgesaugt™ und iiber Szintillator, Photodiode und einen Signalverstirker in Graustufen
umgewandelt. Der Nachweis des Goldkolloids erfolgt durch die Detektion der Riickstreuelektro-
nen (back scattered electrons, BSE). Diese entstehen wenn die Primérelektronen vom Préparat
zuriickgestreut werden. Das geschieht um so hdufiger je hoher die Ordnungszahl des Elements
ist auf das die Primirelektronen treffen. Je mehr BSE an einer Stelle entstehen, desto heller
erscheint diese Stelle im entstehenden BSE-Gesamtbild. Da ein biologisches Priparat {iberwie-
gend aus Elementen niedriger Ordnungszahl (H, C, N, O) besteht ist der Unterschied in der
Ordnungszahl gegeniiber dem Goldkolloid sehr deutlich. Die Goldkolloide treten als hell leuch-

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

Mit Hilfe von Immun-Gold-Markierungen konnte bereits die Lokalisation einiger wichtiger Bor-
relienproteine, wie OspA und OspC, aufgeklart werden (BARBOUR et al., 1983 b; WILSKE et al.,
1993 b). Die Kenntnis der subzelluldren Lokalisation der verschiedenen immundominanten Pro-
teine ist als Grundlage fiir die Entwicklung einer Vakzine von groB3er Bedeutung, da als Impf-
Antigen vor allem solche Proteine in Frage kommen, die auf der Oberfldche des Erregers expri-
miert werden. Der in den USA zugelassene Impfstoff auf der Basis des OspA ist wegen der gro-
Beren Stammheterogenitit fiir den europdischen Raum nicht geeignet. Diese Heterogenitit ist
auch bei OspC, dem zweiten wesentlichen Kandidaten fiir die Vakzineentwicklung zu beobach-
ten (PREAC-MURSIC et al. 1992; WILSKE et al. 1993 b). Deshalb ist es von grolem Interesse, ob
OspA und OspC auch konservierte Epitope besitzen, die auf der Oberfliache der Borrelienzellen
exprimiert werden. Dariiber hinaus spielen die variabel exprimierten Oberflichenproteine ver-
mutlich eine wesentliche Rolle bei der Infektion der verschiedenen Wirte sowie bei der Dissemi-
nation in die verschiedenen Organe (FINGERLE et al., 1995; FUCHS et al., 1994; WILSKE und
PFISTER, 1995). Die Kenntnis der Lokalisation der verschiedenen immundominanten Proteine
kann daher zu einem besseren Verstindnis der Pathogenitét und der Interaktionen zwischen Bor-

relien und Wirt beitragen.
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Interaktionen von Borrelien mit Eukaryontenzellen

Einen wesentlichen Faktor fiir die Pathogenitit von Mikroorganismen, und somit auch fiir Bor-
relien, stellt ihre Fahigkeit dar mit Wirtszellen in Kontakt zu treten. Hierbei wurde vor allem
untersucht auf welche Weise die verschiedenen Zellen des menschlichen Immunsystems, wie
Makrophagen, Leukozyten oder Monozyten, mit den Borrelien interagieren und zu deren Elimi-
nierung beitragen (RITTIG et al., 1994). Durch die Immunantwort werden Entziindungsreaktionen
in Gang gesetzt, die mehrere der beobachteten Symptome, wie Erythema (chronicum) migrans
oder auch die entziindlichen Gelenksreaktionen der Lyme-Arthritis verursachen. Dies konnte vor
allem an Tiermodellen untersucht werden (BENACH et al., 1984; DUCHATEAU et al., 1999).
Daneben spielt jedoch auch die direkte Interaktion der Borrelien mit Wirtszellen, die nicht dem
Immunsystem angehdren, eine entscheidende Bedeutung fiir die Pathogenitdt. In in vitro Versu-
chen wurde festgestellt, dal Borrelien mit verschiedenen Eukaryontenzellen in Kontakt treten
konnen. Fiir Zellen aus dem Gehirn neugeborener Ratten konnte gezeigt werden, dal} dieser
Kontakt zu einer Schiadigung der Zellen fiihrt (GARCIA-MONCO et al., 1991). In einigen Fallen
fithrt der Kontakt zwischen Borrelien und Eukaryontenzellen zu einer Aufnahme der Borrelien
ins Cytoplasma der Zelle. Dadurch haben Borrelien die Moglichkeit auf intrazelluldirem Weg
Zellschichten aus Nabelschnurzellen zu durchwandern (COMSTOCK und THOMAS, 1989). Dariiber
hinaus stellt die intrazelluldre Persistenz fiir die Borrelien eine Moglichkeit dar, der Immunant-
wort ebenso wie einer Antibiotikatherapie auszuweichen (GIRSCHICK et al., 1996; KLEMPNER et
al., 1993). Bisher liegen jedoch keine Untersuchungen vor, die sich mit der Interaktion von Bor-
relien mit Gehirnzellen humanen Ursprungs auseinandersetzten. Gerade die Tatsache, daf3 bei
den neurologischen Manifestationen immer wieder chronische Verlaufsformen zu beobachten

sind, macht eine solche Untersuchung interessant.

Ziele der Arbeit

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit ist die detaillierte ultrastrukturelle Untersuchung des zellu-
laren Auftbaus von Borrelia afzelii am Beispiel des Stammes PKo, eines Isolats aus einer Haut-

biopsie eines Patienten aus Europa.

Ein weiteres Untersuchungsziel ist die Aufklarung der subzelluldren Lokalisation von p17, p35
und p58 drei wichtigen immundominanten Borrelienproteinen (HAUSER et al. 1997), mit Hilfe

der Immun-Gold-Markierung. Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob die beiden
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Oberflachenproteine OspA und OspC, die in Europa eine deutliche Heterogenitit aufweisen,
neben typspezifischen Epitopen auch konservierte Epitope auf der Oberfliche der Borrelienzelle

besitzen.

Ausgehend vom Stamm PKo soll eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe cystische
Formvarianten der Borrelienzelle in grofer Zahl und unter standardisierbaren Bedingungen her-
zustellen sind. Dadurch sollen die ultrastrukturelle Untersuchung dieser Formvarianten, und
deren Vergleich mit der Borrelienzelle ermoglicht werden. AuBBerdem soll untersucht werden, ob
bekannte Oberflachenproteine der Borrelien auch bei den Formvarianten auf der Oberflache

lokalisiert sind.

Am Beispiel von zwei Isolaten, aus der Haut (B. afzelii Stamm PKo) bzw. dem Liquor
(B. garinii Stamm PBi) von Patienten mit Lyme Borreliose soll untersucht werden, ob und in
welcher Form es in vitro zu einer Interaktion zwischen Borrelien und humanen Astrozyten —

Gliazellen des Zentralnervensystems — kommt.
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I1 Material

II.1 Borrelienstimme und Klone

Borrelia afzelii  Stamm PKo: OspA Serotyp 2; Hautisolat (WILSKE et al., 1993 a)
Borrelia afzelii  Stamm PGau: OspA Serotyp 2; Hautisolat (WILSKE et al., 1993 a)
Borrelia afzelii  Klon PKo345 I1-2-3 (FINGERLE et al., 2000)

Borrelia afzelii  Klon PK0o97 K37 (FINGERLE et al., 2000)

Borrelia garinii Stamm PBi: OspA Serotyp 4; Liquorisolat (WILSKE et al., 1993 a)

I1.2 Zellinie
1321N1: humane Astrozytomzellinie
I1.3 Chemikalien fiir die Kultur und Zubehor

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

Neopepton Difco

Hepes Sigma
Natriumcitrat Sigma
Glucose Sigma
Natriumpyruvat Sigma
N-Acetylglucosamin Sigma
Natriumbicarbonat Sigma
Gelatine Merck
Kaninchenserum (steril; partial himolysiert) Gibco
Rinderserumalbumin Sigma
CMRL-1066 Gibco

Gefriermedium fiir Borrelien

MKP II
Glycerin, p.a. Merck

Gefifle und Zubehor fiir Borrelienkultur

Glasflaschen mit Schraubverschluf3 (100 ml) Schott
Glasrohrchen (7 ml) Schott
Sterilfilter (Bottletop) 0,45 um Porendurchmesser Sigma
Gefrierréhrchen Schultheif3

Kulturmedium fiir Astrozyten

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Sigma
FKS (Fotales Kélberserum); inaktiv Biochrom
L-Glutamin Gibco

Penicillin/Streptomycin Gibco
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Gefriermedium fiir Astrozyten

Kulturmedium
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Gefifle und Zubehor fiir Zellkultur

Zellkulturflaschen
Multiwell-Gewebekulturplatten (24 well)
Runde Deckgldschen & 12 mm
Gefrierrohrchen NUNC™

Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container
Melinexfolie

Neubauer-Zahlkammer

Sonstige Chemikalien

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

Sigma

Becton-Dickinson
Becton-Dickinson
Langenbrinck

Nalge Nunc International
Nalgene

Agar Scientific Ltd.

Sigma
Merck
Merck

I1.4 Chemikalien und Geriite fiir Proteinbestimmung, Gelelektrophorese und

Westernblot
Chemikalien und Zubehor

Tris (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan)
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Acrylamid

Bisacrylamid

APS (Amoniumpersulfat)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Salzsédure (konz.)

Coomassiblau (Brilliant Blue R)
Essigsédure (96%)

Ethanol, p.a

Glycin, p.a.

Glycerin, p.a.

Dithiothreitol

Bromphenolblau

PonceauS Solution

Methanol, p.a.

Amino-Capronsdure

Blottingpapier

Protran” Nitrocellulose Transfer Membrane (0,45 pum)
Tween® 20

Magermilchpulver

Natriumchlorid, p. a.

Peroxidasekonjugat; Anti Maus (polyvalent)
Diaminobenzidin

Wasserstoffperoxid (30%)

Sigma

Merck
Biozym
Biozym
BioRad

Serva

Merck

Sigma

Merck

Merck

Serva
Schwarz/Mann
Biomol
BioRad

Serva

Merck

Sigma
Schleicher & Schiill
Schleicher & Schiill
Serva
Gliicksklee
Merck

DAKO

Sigma

Merck
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Schwefelsaure (rauchend) Merck

Protein Assay Dye Reagent Concentrate BioRad
Proteinstandard (Bovine Plasma y-Globulin) BioRad
Langenstandard SDS-Molekularstandard ,,High* Gibco
Trichloressigséure Merck

Geriite

Protean II Elektrophoresekammer BioRad

Model 543 Gel Dryer BioRad
Blottingapparatur Semi-Dry Trans Blot Transfer Cell BioRad

Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrophotometer Pharmacia Biotech

I1.5 Chemikalien und Ger:iite fiir die Antikdrperreinigung

Monoklonale Antikorper

L17 G2 anti Osp17; (JAURIS-HEIPKE et al. 1999)

122 1F8 anti OspC; breitreaktiv; (WILSKE et al. 1993 b)

L22 1F10 anti OspC; spezifisch fiir OspA Serotyp 2; (WILSKE et al. 1993 b)

L321G3 anti OspA; spezifisch fir OspA Serotyp 4; (WILSKE et al. 1993 a)
fiir Negativkontrolle bei Serotyp 2

L32 14G7 anti OspA; spezifisch fiir OspA Serotyp 2; (WILSKE et al. 1996 a)

L32 1F11 anti OspA; breitreaktiv; (WILSKE et al. 1992 b)

L35 1F4 anti p35; (HAUSER et al. 1997)

L41 1C11 anti Flagellin; breitreaktiv (WILSKE et al. 1990)

L58 L6 anti p58; (unverdffentlicht)

Chemikalien

Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,), p.a. Merck

Natrium-di-Hydrogenphosphat (NaH,POy,), p.a. Merck

Glycin, p.a. Serva

Salzsdure (konz.) Merck

Tris Sigma

Natriumazid (NaN3) Merck

Geriite

Sterilfilter (Steritop) 0,22 um Porendurchmesser Millipore

ProteinG-Saule HiTrap Pharmacia

Pump P-1 Pharmacia/LKB

I1.6 Chemikalien und Zubehor fiir die Elektronenmikroskopie

Chemikalien
Cacodylat (Dimethylarsinsdure, Natriumsalz, Trihydrat), p.a. Merck
Magnesiumchlorid (MgCly), p.a. Merck

Glutaraldehyd (25% solution), EM Grade SCI Science Services
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Aceton, p.a.

Spurr (Einbett-Harz)

Collodium

n-Butylacetat, p.a.

Ampuwa” (pyrogenfreies Aqua dest.)
Osmiumtetraoxid, p.a.

Uranylacetat, p.a.

Tween" 20

Gelatine, gepulvert

BSA (Bovine Serum Albumin)
Natriumchlorid (NaCl), p.a.

Kaliumchlorid (KCI), p.a.
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy), p.a.
Kalium-di-Hydrogenphosphat (KH,PO,), p.a.
Bleinitrat, p.a.

Tri-Natriumcitrat, Dihydrat, p.a.
Natriumhydroxid p.a.; Plidtzchen
Phosphorwolframséure, Hydrat

Natriumazid

D-Glucose; rein

Zubehor

Cu- und Ni-Netzchen (150-300 ,,Mesh Square”; 100 “Parallel
Bar”)

Ultramikrotom Ultracut E

Pyramitome® 11800

Frase TM 60

Knifemaker 7800

Sputtercoater ES000M

Bedampfungsgerit Balzers BaE 121
Diamantmesser

Glasstédbe fiir Messer

geformte Kohlestdbe; 6,15 mm &J; 55 mm Linge
Kritisch-Punkt-Trocknung E3000

I1.7 Chemikalien und Zubehor fiir die Lichtmikroskopie

DAPI (Diamino-Phenylindol Dihydrochlorid Hydrat)
Live/Death Stain® BacLight™ Bacterial Viability Kit
Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution

Merckoglas® (Fliissiges Deckglas)

Vectashield® Mounting-Medium

Anti-Maus AK Cy3 konjugiert

Anti-Maus AK mit 6 nm bzw. 12 nm Gold-Konjugat
12-well Multitest slides

Roth

Plano

BioRad

Merck
Fresenius

SCI Science Services
Merck

Sigma

Merck

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma
Riedel-DeHaén

SCI Science Services

Reichert-Jung
Pharmazia/LKB
Reichert-Jung
Pharmazia/LKB
Baltec

Balzers

Drukker bzw. Diatome
Labtec

Plano

Fisons Instruments

Sigma

Molecular Probes
Molecular Probes
Merck

Vector Laboratories
Dianova

Dianova

ICN Biomedicals
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I1.8 Mikroskope

DM IRB inverses Lichtmikroskop; mit Phasenkontrast;

Okulare: Plan 10x; Objektive: Plan 5x/0,12; 20x/0,4; 40x/0,55

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

Axioplan Lichtmikroskop mit Phasenkontrast;

Fluoreszenzeinrichtung mit Quecksilberhochdruckdampflampe
HBO100W mit den Filtereinsidtzen: UV G 365/395/397; Blau BP

485/450-490/546 und Griin BP 546/580/590

Okulare: PL 10x; Objektive: Plan Neofluar 10x/0,3; 16x/0,5;

40x/0,75; Plan Apochromat 63x/1,4
mit CCD-Kamera-System CE200A

Axiophot Lichtmikroskop mit Phasenkontrast und Differential-

Interferenz-Kontrast;

Okulare: PL 10x; Objektive: Plan Neofluar 10x/0,3; 40x/0,75;

100x/1,3; Optovar: 1,25; 1,6 und 2,0
mit Kamaraadapter
Digitale Kamera DCS 460

Transmissionselektronenmikroskop EM 109

Feldemissionsrasterelektronenmikroskop S-4100

mit BSE-Detektor (YAG-Typ, AUTRATA)

und digitalem Bildaufnahmesystem Digiscan und Digital
Micrograph

Transmissionselektronenmikroskop EM 912 mit ,,Omega‘“
Energiefilter

I1.9 Zentrifugen und Zubehor

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
Sorvall Instruments SS34 Rotor

Rotanta/RP

Tischzentrifuge EBA 12

Falcon®-Réhrchen

I1.10 Chemikalien und Geriite fiir die Filmentwicklung
Chemikalien

Rodinal B&W Film Developer
Multikontrast Developer
Schnellfixierer Hypam

Netzmittel Mirasol 2000 Antistatic
Essigsdure

Leica

Leitz

Zeiss

Photometrics

Zeiss

Kodak

Zeiss

Hitachi
Plano
Gatan

Leo

DuPont Instruments
DuPont Instruments
Hettrich

Hettrich

Becton Dickinson Labware

AGFA
AGFA
Ilford
Tetenal
Roth
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Filme und Fotopapier

AgtaOrtho

AgfaPan APX 25

Electron Image Film

Fotopapier Multicontrast Premium

Geriite

VergroBerer: Tempomat 912VC

I1.11 Programme fiir die digitale Bildverarbeitung
Digital Micrograph

Adobe Photoshop™
Quark-X-Press®

AGFA
AGFA
Kodak
AGFA

Kienzle
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III Methoden

II1.1 Kultur der Borrelien

Borrelienkultur

Die Borrelien werden in MKP-Medium (PREAC-MURSIC et al., 1986) in Glasrohrchen kultiviert.
Dazu werden routinemifig etwa 0,5 ml einer dicht bewachsenen Borrelien-Kultur zu 6,5 ml
Kulturmedium pipettiert. Die Kulturen werden bei 33°C im Brutschrank inkubiert. Fiir grofere
Versuchsansétze werden 7 ml einer dicht bewachsenen Borrelienkultur in 100 ml MKP-Medium
angeimpft. Die Kulturen werden alle 5-8 Tage iiberimpft, spétestens jedoch, wenn der im Me-
dium befindliche Indikator durch einen Farbumschlag von rot nach gelb eine Ansduerung des
Mediums anzeigt. Die Kontrolle der Kulturen auf Verunreinigung, sowie Beweglichkeit und An-
zahl der Borrelien erfolgt mittels Dunkelfeldmikroskopie. Fiir alle Versuch werden frithe oder

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

Bestimmung der Borrelienzahl

Zur Bestimmung der Borrelienzahl wird eine am Max von Pettenkofer Institut entwickelte
Methode verwendet. Dazu werden 13 ul Borrelienkultur auf einen Objekttrager (OT) pipettiert
und mit einem Deckglas (24 x 60 mm) luftblasenfrei bedeckt. AnschlieBend wird bei 400-facher
VergroBerung die Anzahl der Borrelien in 20—50 Objektfeldern mittels Dunkelfeldmikroskopie
ausgezahlt.

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

geziahlte Borrelien x 3500 x 1000
gezéhlte Objektfelder x 3 ul

Borrelien/ml =

(3500: errechnete Anzahl der Objektfelder; 3 ul: errechnetes Objektfeldvolumen;
1000: Umrechnung der pl in ml)

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

Zahlkammer liberein.
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Wachstumskurven

Zur Erstellung der Wachstumskurven wird eine bestimmte Menge an Borrelien in Kulturréhr-
chen angeimpft. Die Anzahl der Borrelien wird wihrend der ersten 5 Tage téglich, dann bis zum
12 Tag jeden zweiten Tag nach der oben beschriebenen Methode bestimmt. Zur Absicherung der

Ergebnisse wurden die Versuche zweimal in je drei Parallelen durchgefiihrt.

Einfrieren und Auftauen der Borrelienkulturen

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

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

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

medium angeimpft.

I11.2 Kultur der Astrozyten

Zellkultur

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

Atmosphire mit 5% CO; kultiviert.

Zellkulturmedium:
DMEM

10% FKS

2 mM L-Glutamin

Es werden 1-2 x 10* Zellen/m] Kulturmedium angeimpft. Das Medium wird ca. alle 4 Tage
gewechselt. Hat sich ein weitgehend liickenloser Zellrasen gebildet, werden die Zellen ,,ge-
splittet. Dazu wird das Medium abpipettiert und die Zellen werden mit Trypsin/EDTA iiber-
schichtet und fiir 3 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen mit DMEM vom
Kulturgefill abgespiilt und in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Die Zellen werden bei 800 upm
(Rotanta/RP) fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Im AnschluB daran werden
die Zellen in Kulturmedium resuspendiert, auf die gewiinschte Zellzahl eingestellt und in Zell-

kulturflaschen tberfiihrt.



III Methoden 23

Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl/ml wird mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wird ein Grof3quadrat

(= 0,Imm”) ausgezihlt.

Zellen/ml =n x 10*

n = gezéhlte Zellen/GroBquadrat

Einfrieren und Auftauen der Zellkulturen

5 ml Zellsuspension werden in einem Gefrierrohrchen auf Eis mit 1 ml FKS gemischt und mit
10% DMSO versehen. AnschlieSend werden die befiillten Gefrierrhren in den, mit Isopropanol

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

Die Zellkultur wird im Wasserbad bei 37°C so weit angetaut, da3 sich die noch gefrorene Kultur
vom Gefrierréhrchen 10st. Sie wird sofort in Zellkulturmedium, das mit Penicillin und Strepto-

mycin versetzt wurde, iiberfithrt und in Zellkulturflaschen gefiillt.

I11.3 Koinkubation von humanen Astrozyten und Borrelien

Fiir die Adhdrenzversuche der Borrelien an Astrozyten werden die Astrozyten in Multiwell
Gewebekulturplatten mit antibiotikafreiem Medium kultiviert. Je nach Untersuchungsmethode
werden sie

* auf Deckgldschen, fiir die Licht- und Rasterelektronenmikroskopie, bzw.

* auf Melinexfolie oder Deckgldschen fiir die Transmissionselektronenmikroskopie
kultiviert. Nach 24 Std. Kulturdauer auf Deckgldschen bzw. 48—72 Std. auf Melinexfolie bildet
sich ein weitgehend geschlossener Zellrasen. Nachdem sich ein Zellrasen ausgebildet hat, wird
das Kulturmedium entfernt. Borrelien aus Kulturen, die sich in der log-Phase befinden, werden
aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Rotanta/RP) und in Zellkulturme-
dium resuspendiert. Die gewiinschte Borrelienzahl wird mit Zellkulturmedium ohne Antibiotika
eingestellt. Das Zahlen-Verhiltnis von eingesetzten Borrelien zu eingesetzten Astrozyten betrigt
10:1. Die Borreliensuspension wird zur Koinkubation auf die Astrozyten pipettiert und nach
verschiedenen Zeitintervallen wieder abpipettiert. Die Zellen werden 2 x mit Cacodylatpuffer
gewaschen. AnschlieBend konnen die Proben entweder fiir die Raster- oder die Transmissions-

elektronenmikroskopie prépariert (siche I11.10; S. 34) oder im Lichtmikroskop (LM) ausgezéhlt
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werden. Fiir die Transmissionselektronenmikroskopie werden die auf Deckgldschen gewach-
senen Zellschichten der Astrozyten nach der Osmiumfixierung mit einer Pinzette abgezogen.
Erfolgt die Kultur auf Melinexfolie, so werden die Zellen zusammen mit der Folie pripariert und
geschnitten. Die Auszdhlung der adhdrenten Borrelien erfolgt im Fluoreszenzmikroskop. Die
Zellen werden dazu mit dem Fluoreszenzfarbstoff Vybrant| DiO Cell-Labeling Solution geférbt
(siehe I1I 9.4; S. 34). Die Farbung der Borrelien erfolgt mittels Immunfluoreszenzmarkierung
(siehe II1.9.3; S. 32) mit dem gegen das Flagellenprotein gerichteten monoklonalen Antikorper
(MAK) L41 1C11 und einem mit Cy3 gekoppelten sekundéren Antikorper (AK). Es wurden die

an 100 Astrozyten adhdrierenden Borrelien pro Zeiteinheit ausgezéhlt.

Astrozyten, die nicht mit Borrelien koinkubiert werden (Kontrollversuche), werden bis zum
Ende der Koinkubationsdauer im Zellkulturmedium auf Deckglédschen bzw. Melinexfolie kulti-

viert und im Anschlufl daran wie die Koinkubationspréparate behandelt.

I11.4 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der gereinigten MAK und des Borrelienproteins wurden nach der
Methode von BRADFORD (1976) mit Bovine Plasma y-Globulin (BioRad) als Proteinkonzen-

trationsstandard bestimmt.

ITL.5 Affinitiitschromatographische Reinigung der monoklonalen Antikorper

Startpuffer: 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7

Natriumphosphatlosungen: 0,2 M Na,HPO,, pH 9 und 0,2 M NaH,PO., pH 4
Eluationspufter: 0,1 M Glycin/HCI Puffer, pH 2,7

Neutralisationspuffer: Tris/HCl-Puffer, pH 8

Lagerungspuffer fiir die Saule: 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7 mit 0,1% NaNj3

Fiir die Reinigung der MAK wird der Uberstand (50 ml) der Hybridoma-Zellkulturen steril-
filtriert und mit der entsprechenden Natriumphosphatlosung auf pH 7 eingestellt. Die Protein G-
Saule wird mit Startpuffer gespiilt. Anschliefend werden die Antikdrper mittels einer Pumpe auf
die Protein G-Saule aufgetragen (FluBrate ca. 60 ml/h). Die Antikorper werden dabei reversibel
an das Protein G der Sdule gebunden. Mit dem Eluationspuffer werden die Antikorper, bedingt
durch den pH-Wechsel, von der Séule gewaschen und in EppendorfgefidBen mit 100 pl Neutrali-
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sationspuffer aufgefangen. Die Protein G-Séule wird mit Startpuffer gespiilt und in Lagerpuffer
aufbewahrt. Die gereinigten Antikdrper konnen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert

werden.

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

dritten Fraktion ein Western-Blot angefertigt.

I11.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach LAEMMLI (1970) wurde zur Auftrennung des
Borrelienzelllysats als Grundlage fiir den Westernblot durchgefiihrt. Auerdem wurde sie zur
Uberpriifung der antikdrperhaltigen Fraktionen nach der Siulenchromatographie eingesetzt

(siehe II1.5; S. 24).

I11.6.1 Vorbereitung der Proteinproben

20-fach konzentrierte PBS Stammldsung:

78,85 g NaCl

34,25 g KoHPO4 x 3 H,O

3,9 g KH,PO4

in 500 ml Aqua dest. 16sen.

Dieser Puffer wird zur Anwendung auf einfache Konzentration verdiinnt und mit HCI auf

pH 7.4 eingestellt.

Waschpuffer:
PBS, pH 7,4 mit 5 mM MgCl,

Reduzierender Probenpuffer fiir Borrelienproteine:
1 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

0,8 ml Glyzerin

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

0,8 g Dithiothreitol

0,05% (w/v) Bromphenolblau

in 4,6 ml Aqua dest. 16sen.
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Nicht-reduzierender Probenpuffer fiir MAK:
1 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

0,8 ml Glyzerin

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

0,05% (w/v) Bromphenolblau

in 4,6 ml Aqua dest. 16sen.

Dicht bewachsene Borrelienkulturen (Zellzahl ~ 10”/ml) werden aus dem Kulturmedium abzen-
trifugiert (20 min bei 10000 upm, Sorvall RC-5B; 15°C). Der Uberstand wird verworfen und das
Sediment 4 x mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wird das Sediment in Waschpuffer re-
suspendiert und es wird eine Proteinbestimmung (siehe I11.4; S. 24) durchgefiihrt. Danach wird
die Borreliensuspension wird auf eine Proteinkonzentration von 2000-5000 pg/ml eingestellt.
Die Borreliensuspension wird 1:2 mit dem reduzierenden Probenpuffer verdiinnt und 5 min bei

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

Die Fraktionen der Antikorperreinigung werden mit nicht-reduzierendem Probenpuffer verdiinnt

(1:2) und bei 100°C denaturiert.

I11.6.2 Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele und Gelelektrophorese

Trenngel 12,5% (fiir Borrelienproteine):
5,63 ml Aqua dest.

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

240 pl 10 % (w/v) SDS-Losung

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

120 pl 10% (w/v) APS

12 ul TEMED

Trenngel 7,5% (fiir MAK):

10,43 ml Aqua dest.

6,0 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
240 pl 10 % (w/v) SDS-Losung
7,2 ml 25 % (w/v) Bis-/Acrylamid
120 pl 10% (w/v) APS

12 ul TEMED
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Sammelgel 3,9 %:

5,78 ml Aqua dest.

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

100 pl 10 % (w/v) SDS-Losung
1,56 ml 25 % (w/v) Bis-/Acrylamid
50 pl 10% (w/v) APS

10 ul TEMED

10 x Elektrophoresepuffer:
30 g Tris

144 g Glycin

10 g SDS

in Aqua dest. 16sen und auf 1 1 auffiillen.

Die GieBplatten und der GieBstand werden mit 0,75 mm Abstandshaltern zusammengebaut. Der
Ansatz fiir das Trenngel wird vorbereitet und vorsichtig zwischen die Platten gefiillt. Nun wird
das Gel mit Wasser iiberschichtet. Nach 1 Stunde ist das Gel bei Raumtemperatur vollsténdig
auspolymerisiert. Das Wasser wird abgekippt und der Zwischenraum mit Filterpapier getrocknet.
Die Losung fiir das Sammelgel wird vorsichtig auf das Trenngel gegossen und in das noch fliis-
sige Gel wird ein Kamm mit 10-12 Ladetaschen gesteckt. Nach 45 min ist das Sammelgel voll-
standig polymerisiert und der Kamm wird entfernt. Das Gel wird in die Elektrophoreseapparatur
eingesetzt und der Behélter mit 1 x Elektrophoresepuffer gefiillt. Das vorbereitete Borrelien-
gesamtprotein oder Proben aus jeder zweiten Reinigungsfraktion der MAK werden in die Lade-
taschen pipettiert (3—5 pg Protein/Spur; max. 15 ul/Spur). Die Elektrophorese wird mit 200 V
durchgefiihrt und dauert ca. 1 Std. Die Elektrophorese ist beendet, wenn die Bromphenolblau-

Front fast unten angekommen ist.

I11.6.3 Farbenung der Proteine

Fixierlosung:

100 ml Essigsédure
300 ml Ethanol
600 ml Aqua dest.
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Farbelosung:

0,75 g Coomassie Brillant Blue R
500 ml Methanol

100 ml Essigsédure

400 ml Aqua dest.

Losung zum Entfarben des Hintergrunds:
100 ml Essigsédure

250 ml Methanol

650 ml Aqua dest.

Nach beendeter Elektrophorese wird das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das Trenngel
wird fiir 15 min fixiert. AnschlieBend wird das Trenngel fiir 30 min geférbt. Zur Differenzierung
der Banden wird das Trenngel fiir 30—60 min entfarbt. Der Vorgang ist beendet, wenn sich die
Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abheben. Das Gel wird zwischen 2 Stiicken Cellophan

in einer Gel-Trocknungs-Apparatur getrocknet.

II1.7 Westernblot

Der Proteintransfer von den SDS-Polyacrylamidgelen auf die Nitrocellulosemembran erfolgte

nach der ,,Semi-dry-blotting-Methode* von KYHSE-ANDERSEN (1984).

II1.7.1 Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran

Anodenlosung I, pH 10,5:
36,3 g Tris
200 ml Methanol

in Aqua dest. 16sen und auf 1 1 auffiillen.

Anodenlosung II, pH 10,4:
3,03 g Tris
200 ml Methanol

in Aqua dest. 16sen und auf 1 1 auffiillen.
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Kathodenlosung, pH 7,5:
5,2 g e-Amino-Capronsdure
200 ml Methanol

in Aqua dest. 16sen und auf 1 1 auffiillen.

18 Filterpapiere werden auf GelgroBe zugeschnitten. 6 Filterpapiere werden mit Anodenldsung I
und 3 Filterpapiere mit Anodenlosung I angefeuchtet. Ein in der gleichen Grofle zugeschnittenes
Stiick Nitrocellulosemembran wird ebenfalls mit Anodenldsung II angefeuchtet. Filterpapiere
und Nitrocellulosemembran werden in der oben beschriebenen Reihenfolge libereinander auf die

Anode der ,,Blotting“-Apparatur gelegt.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wird das Sammelgel vorsichtig vom Trenngel gel0st,
das Trenngel mit Kathodenldsung angefeuchtet und auf die Nitrocellulosemembran gelegt. Die
restlichen 9 Filterpapiere werden mit Kathodenldsung angefeuchtet und iibereinander auf das Gel
gelegt. Die Kathode wird angebracht, die ,,Blotting*-Apparatur geschlossen und die Proteine
werden bei einer Spannung von 15 V und 60 mA Stromstéirke fiir ca. 1 Std. vom Trenngel auf

die Nitrocellulosemembran transferiert.

II1.7.2 Féarben der Nitrocellulosemembran

Ponceau S Losung:

0,2% Ponceau S Losung in 3% Trichloressigsédure

Nach beendetem Transfer wird die Nitrocellulosemembran zur Darstellung der Proteinbanden
ca. 5 min mit Ponceau S Losung gefarbt. Die gefarbte Membran wird zur Dokumentation foto-

kopiert und anschlieBend mit Aqua dest. entférbt.

I11.7.3 Blockieren unspezifischer Bindungsstellen

Blockierungspuffer, pH 7,4:

3,95 g Tris

5,85 g NaCl

0,5 ml Tween® 20

25 g Magermilchpulver

in Aqua dest. 16sen, mit HC1 den pH-Wert einstellen und auf 500 ml auffiillen.
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Die Membran wird fiir 1 Stunde bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C zur Abséttigung unspezi-
fischer Bindungsstellen geblockt. AnschlieBend kann die Membran getrocknet und im Kiihl-

schrank aufbewahrt, oder sofort weiterverwendet werden.

II1.7.4 Nachweis der Proteine auf der Nitrocellulosemembran

Waschpuffer:

20 ml 1 M Tris/HCI, pH 7,4
18 g NaCl

4 ml Tween® 20

in Aqua dest. 16sen und auf 2 1 auffiillen.

Verdiinnungspuffer fiir Seren und Konjugat:
500 ml Waschpuffer
5 g Magermilchpulver

Substratlosung fiir die enzymatische Farbreaktion:
50 mg Diaminobenzidin

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

in Aqua dest. 16sen und auf 100 ml auffiillen.

Kurz vor der Verwendung werden 50 pl 30% H,O; zugeben.

Die MAK werden mit dem Verdiinnungspuffer fiir Seren je nach Konzentration und Reaktivitét
der einzelnen MAK verdiinnt. Die Inkubation der Nitrocellulosemembran mit den MAK erfolgt
iiber Nacht bei RT auf dem Schiittler. AnschlieBend werden die MAK abpipettiert und die Mem-

bran 4 x je 10 min mit Waschpuffer gewaschen.

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

bran transferiert und konnen anschlieBend direkt mit Hilfe des Konjugats nachgewiesen werden.

Das Peroxidase-Konjugat wird 1:1000 mit Verdiinnungspuffer verdiinnt und die Membran fiir

2 Std. bei RT auf dem Schiittler darin inkubiert.

AnschlieBend wird die Membran 4 x je 10 min mit Waschpuffer gewaschen.
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Zur Darstellung des gebundenen Konjugats wird die Membran ca. 5 min mit Substratldsung
inkubiert. Die Farbelosung wird abgenommen und die Farbreaktion durch Zugabe von 1 N
H,SO4 gestoppt. AnschlieBend wird mit Aqua dest. gespiilt und die Membran 1-2 Std. zwischen
Filterpapier getrocknet.

I11.8 Erzeugen von kokkoiden Morphotypen bei Borrelien

Die Borrelien werden aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Sorvall
RC-5B) und fiir 5 min in 50 mM Cacodylatpuffer, oder in autoklaviertem Aqua dest. inkubiert.
In beiden Fallen kommt es zur Bildung der kokkoiden Morphotypen.

Zur Untersuchung der Kultivierbarkeit der kokkoiden Morphotypen werden die in sterilem Aqua
dest. gebildeten kokkoiden Morphotypen nach bestimmten Zeitintervallen wieder in MKP-
Medium angeimpft und bei 33°C inkubiert. Als Kontrollversuch, ob die Bildung der kokkoiden
Morphotypen alle Borrelienzellen umfaft, wird ein Teil der Suspension iiber einen Filter mit
0,45 pm PorengrofBle gefiltert. Diesen Filter konnen nur schraubenférmige Borrelienzellen pas-
sieren. AnschlieBend wird versucht aus dem Filtrat ebenfalls Borrelien in MKP-Medium zu

kultivieren.

Die Kontrolle der Veranderungen wéhrend der Inkubation in hypotonen Medien erfolgt licht-
mikroskopisch im Dunkelfeld oder Phasenkontrast. Zur Verlaufskontrolle der Kultur der
kokkoiden Morphotypen wird diese jeden zweiten Tag mikroskopiert. Die Kontrolle der Kultur
des Filtrats erfolgt wahrend der ersten Woche alle zwei Tage, anschlieBend nur noch einmal

wochentlich, bis zu einer Kulturdauer von 4 Wochen.

II1.9 Lichtmikroskopische Methoden

I11.9.1 DAPI-Féirbung

DAPI-Stammlosung:
1 mg DAPI in 1 ml Aqua dest. 16sen.

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

iiberpriifen. Die DAPI-Farbung wird auch angewandt, um die Astrozyten auf eine mogliche
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Kontamination mit Mycoplasmen hin zu untersuchen. Dazu wird das Préparat mit der verdiinn-
ten DAPI-Losung (0,1 pg/ml) versetzt. Durch die Komplexbildung mit der DNA des Préiparats
entwickelt sich nach ca. 10-30 min eine blaue Fluoreszenz (454 nm), die durch eine Anregung
im UV-Bereich (364 nm) im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kann. Der DAPI-
DNA Komplex fluoresziert um ein vielfaches starker als die DAPI-Losung allein, daher kann auf

das Waschen des Priparats im Anschluf3 an die Farbung verzichtet werden.

I11.9.2 Vitalfirbung

Zur Uberpriifung der Vitalitit der kokkoiden Morphotypen wurde der Live/Death Stain®
BacLight™ (Molecular Probes) fiir Bakterien verwendet. Zunichst wurde tliberpriift, ob sich
dieser Test unter Verwendung des vom Hersteller angegebenen Protokolls fiir Borrelien eignet.
Nachdem die Eignung des Féarbeverfahrens bestétigt werden konnte, wurde der Test nach den

Angaben des Herstellers fiir die Farbung der kokkoiden Morphotypen eingesetzt.

I11.9.3 Immunfluoreszenztest (IFT)

Der IFT ermoglicht den lichtmikroskopischen Nachweis der Expression eines bestimmten Pro-
teins fiir einzelne Borrelienzellen. Zur spezifischen Markierung von Proteinen, die auf der Ober-
flache der Borrelienzelle exprimiert werden, wird die Fluoreszenzmarkierung an lebenden,
unfixierten Borrelien durchgefiihrt. Zum Nachweis der Proteinexpression unabhéngig von der
Lokalisation werden im konventionellen IFT luftgetrocknete und methanolfixierte Borrelien

verwendet.

Durchfiihrung der Markierung

PBS, pH 7.4:

8 g NaCl

0,2 g KCl1

1,5 g Na,HPO,4

0,2 g KH,PO,

in Aqua dest. 16sen, pH-Wert mit HCI einstellen und auf 1 1 auffiillen.
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Waschpuffer:
PBS mit 5 mM MgCl,; pH 7,4

Verdiinnungspuffer (Block):
PBS mit 2,15% BSA; pH 7,4

IFT an lebenden Borrelien

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

upm; Rotanta/RP) und in einer verdiinnten Losung des jeweiligen MAK resuspendiert.

Inkubationsschema:

Praparationsschritt Zeit
Inkubation mit MAK 30 min bei 37°C
Waschen mit Verdiinnungspuffer 3 xje 10 min
Inkubation mit Cy3 gekoppeltem sek. AK 30 min bei 37°C
Waschen mit PBS 3 xje 10 min

AnschlieBend werden die Borrelien auf ,,Multitest-Slides* pipettiert. Die Préparate werden iiber
Nacht im Dunkeln getrocknet und mit Vectashield® und einem Deckglas bedeckt. Zur Herstel-

lung von Dauerpréparaten wird das Deckglas mit Merckoglas® umrandet. AnschlieBend werden
die Praparate bei einer Anregungswellenldnge von 546 nm im Fluoreszenzmikroskop mikrosko-

piert.

Konventioneller IFT

Die Borrelien werden aus dicht bewachsenen Kulturen, die sich in der log-Phase befinden, ab-
zentrifugiert (20 min bei 2500 upm; Rotanta/RP) und 5 x mit Waschpuffer gewaschen. Anschlie-
Bend werden sie auf ,,Multitest-Slides* pipettiert und liber Nacht getrocknet. Die Borrelien
werden durch kurzes Eintauchen in kaltes Methanol (-20°C) fixiert. AnschlieBend werden die
fixierten Borrelien nach obigem Inkubationsschema markiert und mit Vectashield® und einem
Deckglas bedeckt. Zur Herstellung von Dauerpriparaten wird das Deckglas mit Merckoglas®
umrandet. Die Borrelien werden im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlédnge von

546 nm mikroskopiert.
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Alle Borrelien in einem Objektfeld wurden zuerst im Phasenkontrast und anschlieBend bei Fluo-
reszenzanregung ausgezahlt, um die Anzahl markierter Borrelien im Verhiltnis zu unmarkierten
Borrelien zu bestimmen. Pro Versuchsansatz wurden 100 Borrelien im Phasenkontrast ausge-
zahlt dieser Wert gleich 100% gesetzt, und mit der Anzahl der markierten Borrelien in Relation

gebracht.

I11.9.4 Farbung humaner Astrozyten mit ,,DiO*

Farbelosung:

5 ul DiO + 1 ml PBS

Von den adhidrent auf Deckglidschen in Multiwell-Gewebekulturplatten gewachsenen Astrozyten
wird das Kulturmedium abpipettiert. AnschlieBend wird die Zellschicht mit 100 pl Férbelosung
pro Deckgldschen fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden 3 x mit PBS gewaschen. Die
Deckglidschen mit den Astrozyten werden auf einen OT gelegt, mit Vectashield® und einem
Deckglas bedeckt und mit Merckoglas® umrandet. Die Priparate werden im Fluoreszenzmikro-

skop bei einer Anregungswellenldnge von 450-490 nm mikroskopiert.

I11.10 Elektronenmikroskopische Methoden

I11.10.1 Fixieren, en bloc-Kontrastieren und Entwéssern

In der Elektronenmikroskopie werden vor allem Glutaraldehyd und Formaldehyd als chemische
Fixantien fiir biologische Prédparate eingesetzt. Sie dienen der Fixierung von Proteinen durch
Quervernetzung und tragen so zum Strukturerhalt der Praparate bei. Die Verwendung von Gluta-
raldehyd fiihrt, wegen der stirkeren Quervernetzung der Proteine, zu einem besseren Strukturer-
halt, wobei die Proteine ihre antigenen Eigenschaften verlieren konnen (SCHIMMEL und VOGELL,
1975).

Zur Fixierung der Lipide wird OsO4 verwendet. Es reagiert mit den Doppelbindungen in unge-
sattigten Fettsduren, wobei die Fixierung der Membranen von besonderer Bedeutung ist.
Osmium fiihrt zusitzlich auf Grund seiner hohen Ordnungszahl zu einer Kontrastierung der
Priparate, wie sie fiir die Transmissionselektronenmikroskopie erwiinscht ist (SCHIMMEL und

VOGELL, 1975).
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Eine Kontrastierung und Stabilisierung von DNA und RNA kann mit Uranylacetat erzielt wer-
den, da das Uranylion mit den Phosphatgruppen der Nucleinsduren reagiert (KELLENBERGER et
al., 1958).

Im Anschluf} an die Fixierung werden die Préparate in einer Acetonreihe steigender Konzentra-

tion schrittweise entwéssert.

Standardpriparation fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Fixierungspufter; pH 7,0:

100 mM Cacodylat

2 mM MgCl,

Der pH-Wert wird mit HCI eingestellt.

Fixans:

2,5% Glutaraldehyd in Fixierungspuffer

0s0O4-Losung:
4% 0s0, in Ampuwa®

Diese Losung wird vor Verwendung mit Fixanspuffer auf eine 1%-ige Losung verdiinnt.

Fixierungsschema:
Praparationsschritt Zeit
Abzentrifugieren der Borrelien aus dem 20 min

Medium 6000 upm (Sorvall RC-5B)

Inkubation in Fixans 1 Std.

Die Borrelien werden nun mit Hilfe einer Kryo-Praparationstechnik auf gereinigte, markierte OT
aufgebracht. Dazu wird die fixierte Borreliensuspension auf den OT pipettiert, mit einem Deck-
glas bedeckt und in fliissigen Stickstoff getaucht. AnschlieBend wird das Deckglas sofort mit
einer Rasierklinge abgesprengt und der OT mit den Borrelien wird nochmals fiir 30 min
nachfixiert. Das Fixans wird ausgewaschen und die Proben nach folgendem Schema schrittweise

entwassert.
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Préparationsschritt Zeit
Waschen mit Fixierungspuffer (3 x) 5 min, 15 min, 30 min
Fixieren mit 1% OsO4 Losung 30 min
Waschen mit Aqua dest. (3 x) 5 min, 15 min, 30 min
10% Aceton 15 min

20% Aceton 15 min

40% Aceton 15 min

60% Aceton 15 min

80% Aceton 15 min

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

Die Astrozyten werden nach der Kultur auf Deckglédschen mit bzw. ohne anschlieBender Koin-
kubation mit Borrelien (siehe II1.3; S. 23) weitgehend nach dem gleichen Zeitschema prépariert.
Die Zellen verbleiben auf den Deckgléschen, daher entfallen die Zentrifugationsschritte ebenso
wie die Nachfixierung mit Glutaraldehyd. Abweichend von obigem Protokoll betrdgt die Inku-
bationszeit in Fixans 2 Std., die in 1%-iger OsO4-Lsung 1 Std..

Standardpriparation fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

4% (w/v) Uranylacetatlosung:
2 g Uranylacetat
50 ml Ampuwa®

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

Die Priparation fiir die Transmissionselektronenmikroskopie folgt weitgehend dem oben ange-
gebenen Zeitschema. Allerdings werden alle Schritte der Borrelienpriparation im Eppendorf-
gefill durchgefiihrt, die Borrelien werden nicht auf OT aufgebracht. Dadurch entfillt auch die
Nachfixierung mit Glutaraldehyd. AuBBerdem erfolgt wéihrend des Entwésserungsschritts in 20%

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

Die Astrozyten verbleiben wihrend der gesamten Priparation fiir die Transmissionselektronen-
mikroskopie auf der Melinexfolie. Erfolgte die Kultur der Astrozyten auf Deckgldschen, so wird

nach dem Waschen mit Aqua dest. die Zellschicht vom Deckglidschen abgezogen und zerteilt.
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Die weitere Praparation wird im Rollrandglas durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten entsprechen

den fiir die Rasterelektronenmikroskopie angegebenen Werten.

I11.10.2 Gefrierbruch von kokkoiden Morphotypen (veridndert nach TANAKA und NAGURO,

1981; TANAKA und MITSUSHIMA, 1984)

Die kokkoiden Morphotypen der Borrelien werden nach der Standardpriparation fiir die Raster-
elektronenmikroskopie (siehe II1.10.1; S. 34) préapariert, jedoch ohne auf OT aufgebracht zu
werden. Nach dem zweiten Entwésserungsschritt in 100% Aceton werden die kokkoiden
Morphotypen im Eppendorfgefall mit fliissigem N, tiefgefroren und mit einem in fliissigem N>
gekiihlten Metallstab zerstoBen. Nach dem Auftauen werden die Proben ein drittes Mal mit

100% Aceton entwassert.

I11.10.3 Kritisch-Punkt-Trocknung (KPT), Montieren, Besputtern bzw. Bedampfen der

Proben

Kritisch-Punkt-Trocknung

Zur vollstindigen Trocknung werden die Proben fiir die Rasterelektronenmikroskopie nach dem
Entwissern mit Aceton nach dem KPT-Verfahren behandelt. Dazu werden die Praparate in

100% Aceton in die Druckkammer der KPT-Apparatur gebracht. Hier wird das Aceton in
mehreren Schritten gegen fliissiges CO, ausgetauscht. AnschlieBend wird das fliissige CO; in der
Druckkammer auf ca. 34°C erwirmt, wodurch gleichzeitig der Druck ansteigt. Beim Uber-
schreiten des Kritischen Punkts (fiir CO, bei 32°C und 73,8 bar) geht das CO, ohne Anderung
des Volumens (Druckkammer) vom fliissigen in den gasférmigen Aggregatszustand iiber. Uber
ein Ventil wird das CO, langsam aus dem Druckbehilter abgelassen. Ist der Umgebungsdruck
erreicht konnen die Proben entnommen und bis zur weiteren Verwendung im Exsikkator aufbe-
wahrt werden. Durch dieses Verfahren werden trocknungsbedingte Strukturverdnderungen, wie

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

Die nach der KPT-Methode getrockneten Proben werden auf Probenhalter (Stubs) aufmontiert.
Proben zur Untersuchung der Ultrastruktur werden mit einer 2—3 nm dicken Platinschicht
,besputtert”. Gold-markierte Proben (siche I11.10.10; S. 40) werden mit Kohle bedampft, bis eine

leichte Graufarbung des Préparats zu erkennen ist.

111.10.4 Einbetten in Kunstharz

Fiir die Transmissionselektronenmikroskopie werden die Proben nach dem Entwéssern in
Aceton in Kunstharz eingebettet. Hierfiir wird routinemifig das von SPURR (1969) entwickelte

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

Praparationsschritte Zeit
Harz : Aceton 1:2 3 Std.
Harz : Aceton 2:1 Uber Nacht
100% Harz (2 x) 2 Std., 4 Std.

AnschlieBend werden die mit Epoxidharz infiltrierten Proben in Einbettformen iiberfiihrt, mit

Harz bedeckt und bei 68°C iiber Nacht polymerisiert.

I11.10.5 Befilmen von Trigernetzchen

Collodiumlésung (PLATTNER und ZINGSHEIM, 1987):
440 mg Collodium (getrocknet)
100 ml n-Butylacetat

In der Transmissionselektronenmikroskopie werden Netzchen, meist aus Kupfer oder Nickel als
Tréger flr die Ultradiinnschnitte verwendet. In Abhingigkeit von Préaparat (ZellgroBBe, Gewebe-
verband) und Methode (Serienschnitte, Negativkontrastierung) werden unterschiedliche Trager-
netzchen verwendet. Tragernetzchen mit groBer Maschenweite, oder mit Parallelstegen miissen
mit einer diinnen Folie aus Nitrocellulose (Handelsname: Collodium) beschichtet werden, die als
eigentlicher Tréger fiir die Ultradiinnschnitte dient. Fiir die Beschichtung der Netzchen mit

Collodium werden Glasobjekttrager griindlich gereinigt und anschlieend mit Aceton gespiilt
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und getrocknet. Diese OT werden kurz in die Collodiumldsung getaucht und stehend getrocknet.
Die getrocknete Collodiumfolie wird mit einer Rasierklinge an den Kanten des OT angeritzt und
faltenfrei auf eine Wasseroberfliche (Ampuwa®) abgeschwemmt. Die Netzchen werden vor-

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

der Wasseroberfliche gehoben und getrocknet.

I11.10.6 Bedampfen und Beglimmen der Trigernetzchen

Fiir die Negativkontrastierung werden die befilmten Trégernetzchen mit Kohle bedampft, um sie
elektrisch leitend zu machen. Da die entstehende Kohleschicht hydrophob ist, werden durch Be-
glimmen Sauerstoffgruppen angebracht. Dadurch ist eine Benetzung der Triagerfolie mit der

Probe, die sich in einer waBirigen Losung befindet, moglich.

I11.10.7 Negativkontrastierung

Kontrastierungslosung; pH 6,9:

2 g PWS

0,02 g Natriumazid

0,2 g Glucose

16sen und mit Aqua dest. auf 200 ml auffiillen.

Fiir die Negativkontrastierung werden die mit Glutaraldehyd fixierten Borrelien mit Aqua dest.
gewaschen. Ein Tropfen der Borreliensuspension wird auf die vorbereiteten (siehe I11.10.5; S. 38
und I11.10.6; S. 39) Triagernetzchen pipettiert und nach 1 min mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen. Nach kurzem Antrocknen der Probe wird die Kontrastierungslosung auf das Netz-
chen pipettiert und nach 1 min mit Ampuwa® abgespiilt. Die Probe kann nach dem vollstindigen

Trocknen direkt im TEM mikroskopiert werden.

111.10.8 Schneiden

Fiir die Anfertigung von Ultradiinnschnitten fiir die Transmissionselektronenmikroskopie wer-
den die Epoxidharzbldckchen mit den Proben zunéchst am Pyramitome® oder mit einer Frise
angespitzt, so daB} eine trapezformige Schnittfliche (ca. | mm Kantenlédnge) entsteht. Fiir die

Anfertigung von Serienultradiinnschnitten werden die Blockchen prismenformig getrimmt. Die
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entstehenden Kanten werden mit einem Diamantmesser gegléttet, um einen besseren Zusam-

menhalt der Einzelschnitte im Schnittband zu erzielen.

Die Ultradiinnschnitte werden mit Diamantmessern im Ultramikrotom angefertigt. Die Schnitt-
dicke wird mittels Interferenz der Schnitte im Licht bestimmt und liegt zwischen 80 nm (gold-
farbig) und 50 nm (silbrig). Die Schnitte schwimmen auf dem wassergefiillten (Ampuwa®) Mes-
sertrog und werden durch Chloroformdédmpfe gestreckt und gegléttet. AnschlieBend werden die
Schnitte mit Hilfe eines, an einem Zahnstocher befestigten, Katzenhaars vorsichtig auf die Tré-

gernetzchen aufgenommen.

Bei der Herstellung von Serienultradiinnschnitten ist es erforderlich, dal die Schnitte aneinander
haften bleiben und ein Band bilden. Dieses darf beim Strecken der Schnitte und beim Aufneh-
men auf die Netzchen nicht zerreilen. AuBBerdem ist darauf zu achten, dafl das Schnittband par-

allel zu den Stegen des Tragernetzchens zu liegen kommt.

111.10.9 Nachkontrastieren

Bleicitratldsung nach REYNOLDS (1963)
Die Bleicitratlosung wird luftblasenfrei in Spritzen abgefiillt. Diese werden mit Parafilm luft-

dicht verschlossen.

Die en bloc Kontrastierung (siehe II1.10.1; S. 34) kann durch eine zusitzliche Schnittkon-
trastierung verstarkt werden. Dazu werden die Tragernetzchen mit den Schnitten mit einem
Tropfen Bleicitratlssung 1 min inkubiert. Das Bleicitrat wird anschlieBend mit Ampuwa®

griindlich abgespiilt.

I11.10.10 Immun-Gold-Markierung fiir die Rasterelektronenmikroskopie

PBS: (siehe I11.9.3; S. 32)

Block:

0,5 % BSA
0,05% Gelatine
0,01% Tween"”
in PBS 16sen.
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Zur Untersuchung der Lokalisation bestimmter Borrelienproteine, bzw. Epitope wird ein indi-
rektes Nachweisverfahren angewendet. Zunichst werden die Borrelien, oder die kokkoiden
Morphotypen mit einem MAK, der gegen das zu untersuchende Protein gerichtet ist inkubiert.
AnschlieBend werden die Borrelien mit einem sekundiren Antikorper inkubiert. Dieser ist mit
einem Goldkolloid konjugiert, das im REM ein Detektionssignal liefert. In Abhingigkeit von der
Empfindlichkeit der zu untersuchenden Proteine gegen die Fixierung mit Glutaraldehyd und der
damit verbundenen Veridnderung der Antigenstruktur wurden zwei verschiedene Protokolle (mit

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

Markierungsprotokoll mit Vorfixierung

Zunichst werden die Borrelien wie unter I111.10.1 (S. 34) beschrieben fixiert, auf OT aufgefroren

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

Préparationsschritt Zeit
Waschen mit Cacodylatpuffer (2 x) 10 min, 20 min
Waschen mit Aqua dest. (2 x) 10 min, 20 min
Waschen mit PBS + 50 mM Glycin (2 x) 10 min, 20 min
Waschen mit Block (2 x) 15 min, 30 min
Inkubation mit dem MAK 3 Std.; 37°C
Waschen mit Block (3 x) 10 min, 20 min, 30 min
Inkubieren mit sek. AK mit 12 nm bzw. 6 nm 2 Std.; 37°C
Gold konjugiert

Waschen mit PBS (2 x) 10 min, 20 min
Waschen mit Aqua dest. (2 x) 10 min, 20 min
Nachfixieren mit 2,5% Glutaraldehyd Uber Nacht

AnschlieBend werden die Proben entwissert (I11.10.1; S. 34), nach der KPT-Methode getrocknet,
montiert und mit Kohle bedampft (I11.10.3; S. 37). Auf eine Nachfixierung mit OsO4-Losung

wird verzichtet, da Osmium den Nachweis des Goldkolloids storen konnte.

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

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

Die Borrelien werden aus dem MKP-Medium abzentrifugiert (20 min bei 2500 upm;
Rotanta/RP) und anschlieBend nach folgendem Protokoll in Eppendorf-Gefa3en markiert.

Préparationsschritt Zeit
Waschen mit Block (2 x) 15 min, 30 min
Inkubieren mit MAK 3 Std.; 37°C
Waschen mit Block (3 x) 10 min 20 min, 30 min
Inkubieren mit sek. AK mit 12 nm Gold 2 Std.; 37°C
konjugiert

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

AnschlieBend werden die Borrelien fixiert, auf OT aufgefroren und entwéssert (I11.10.1; S. 34;
ohne Nachfixierung mit OsOy). Die Proben werden dann wie unter I11.10.3 (S. 37) beschrieben

prapariert.

Die Auszihlung der Immun-Gold-Markierung erfolgt, abgesehen von der Markierung der Flag-
ellen, fiir alle Markierungen einheitlich pro 0,3 pm? Borrelienoberfliche. In die Auszihlung

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

IV.1 Reinigung der MAK und Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir die Immun-Gold-Markierungen ist es vorteilhaft die zur Markierung verwendeten MAK in
definierten Proteinkonzentrationen einzusetzen. Dies ermoglicht zum einen die Standardisierung
der Markierungsbedingungen. Zum anderen wird dadurch die Gefahr reduziert, da3 andere in der
Losung enthaltene Proteine zu unspezifischen Reaktionen fiihren und so das Markierungsergeb-
nis verfalschen konnen. Es ist daher erforderlich, die MAK von den iibrigen Proteinen im Kul-
turmedium der Hybridoma-Zellkulturen zu trennen. Diese Reinigung der MAK ist allerdings nur
moglich, wenn die Hybridoma-Zellen, welche die MAK produzieren in FKS-freiem Medium
gewachsen sind. Die im FKS enthaltenen AK blockieren sonst die Bindungsstellen an der Pro-
teinG-Saule. Im letzten Schritt der Reinigung wurden die MAK von der Séule eluiert und in ver-
schiedenen Fraktionen aufgegangen. Mit Hilfe der Auftrennung in SDS-Polyacrylamidgelen mit
anschlieBender Comassiefarbung bzw. im Westernblot wurden diese Fraktionen darauthin gete-
stet, ob sie die MAK in gereinigter Form enthalten. Es wurde nur jede zweite, bzw. dritte Frak-
tion getestet. Enthielt eine getestete Fraktion nach den Ergebnissen des Westernblots den MAK,

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

Die Banden auf den Gelen und auf den Nitrocellulosemembranen zeigen, dal3 bei der Reinigung
des MAK L22 1F8 die Fraktionen 1-5 den MAK enthalten. Bei der Reinigung des MAK L32
1F11 sind es die Fraktionen 1-7 und bei der Reinigung des MAK L17 G2 die Fraktionen 2—7,
die den gereinigten MAK enthalten (Abb. 3).

Die Fraktionen, die den jeweiligen MAK enthalten, wurden zusammengegeben und es wurde die
Proteinkonzentration dieses Gesamteluats bestimmt. Dabei ergaben sich fiir die verschiedenen

gereinigten MAK die in Tab. 1 aufgefiihrten Konzentrationen.

MAK Proteinkonzentration
L17G2 antipl7 1,7 mg/ml
L32 1F11 anti OspA (breit) 10 mg/ml
L22 1F8 anti OspC (breit) 10 mg/ml

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

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

MAK Proteinkonzentration
L32 1G3 anti OspA (typspez.) 794,9 pg/ml
L22 1F10 anti OspC (typspez.) 2,35 pg/ml
L32 14G7 anti OspA (typspez.) 107,2 pg/ml

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

Die MAK L41 1C11, L35 1F4 und L58 L6 wurden in ungereinigter Form verwendet, da die Hy-
bridoma-Zellen, die den entsprechenden MAK produzieren, in FKS-freiem Medium nicht wuch-
sen. Die Reinigung iiber die ProteinG-Saule war daher nicht moglich. Diese MAK wurden im
ersten Immun-Markierungsversuch in den Verdiinnungen eingesetzt, in denen sie auch im We-
sternblot verwendet werden. Auf Grund der daraus resultierenden Markierungsergebnisse wurde

dann die jeweils geeignete Verdiinnung ermittelt.
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Abb. 3
Western-Blot der nach der Reinigung der MAK von der ProteinG-Siule eluierten Fraktionen; die
Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 7,5%-SDS Polyacrylamidgel; als Groenstandard wurde

der HM-Marker der Firma Sigma verwendet; Die GroBenangaben erfolgen in kDa.
A: MAK L32 1F11; B: MAK L22 1F8; C: MAK L17 G2.
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IV.2 Ultrastrukturelle Untersuchungen an Borrelia afzelii Stamm PKo

Zunichst wurde eine Wachstumskurve des B. afzelii Stamms PKo unter Standard-Kulturbedin-
gungen (siehe I1I.1; S. 21) mit log-Phase Borrelien als Impfkultur erstellt, um fiir die ultra-
strukturellen Untersuchungen der Borrelienzelle in allen Versuchen Borrelien aus der log-Phase
der Kultur zu verwenden. Die Anzahl der Borrelien/ml wurden zu den verschiedenen Zeit-
punkten nach der im Max von Pettenkofer Institut entwickelten Methode bestimmt (Tab. 3).
Die Mittelwerte der ermittelten Zellzahlen dienen zur Berechnung der Teilungsrate und der

Generationszeit (Abb. 4).

Zeit Zellzahl 1 Zellzahl 2 Zellzahl 3 Mittelwert
0 Std. 5,1x10° 51x10° 3,3x 10° 45x 10°
24 Std. 7,3 x 10° 1,2x10° 8,1x10° 9,1 x10°
48 Std. 3,5x 10° 3,6x10° 2,7x 10° 23x10°
72 Std. 43 x10° 5,1x10° 44x10° 46x10°
96 Std. 7,0 x 10° 6,5x 10° 9,9x10° 7,8 x 10°
168 Std. (7 Tage) 4,5x 10’ 4,9x 10’ 59x 10’ 5,1x 10’
216 Std. (9 Tage) 58x 10 7,9x 10 6,8 x 10 6,8 x 10
264 Std. (11 Tage) 6,2x 10’ 8,1 x 10 7,5x 10’ 7,3 x 10’

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

Die Wachstumskurve zeigt keine lag-Phase. Die Kurve 146t jedoch deutlich erkennen, daf3 sich
die Borrelien unter den gewihlten Bedingungen bis zu einer Kulturdauer von 168 Std. (7 Tage)
in der log-Phase befinden. AnschlieBend geht die Borrelienkultur allméhlich in die stationére

Phase iiber.
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Teilungsrate v (SCHLEGEL, 1985)

_ lgN-IgN,
T 1g2(t-ty)

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

Generationszeit g

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

dard-Kulturbedingungen bei 25 Std.

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

(7 Tagen) log-Phase sowie der stationdren Phase (11 Tagen) wurden im LM unter Verwendung
des Phasenkontrasts untersucht und photographiert und in weiteren Versuchen fiir die Raster-
elektronenmikroskopie prépariert. Dabei sollte untersucht werden, ob die Zellen mit zunehmen-

dem Kulturalter strukturellen Verdnderungen unterliegen.

Im LM zeigen die Borrelien zunéchst (frithe bis mittlere log-Phase) eine schraubenformige
Gestalt und korkenzieherartig-rotierende Bewegungen. Gelegentlich lassen sich ldngere Borre-
lienzellen beobachten, die in der Zellmitte abknicken und sich um sich selber schlingen. Die
Drehbewegung nimmt im Verlauf der spéten log-Phase immer mehr ab und wird wéhrend der
stationdren Phase vollig eingestellt. Gleichzeitig werden die Borrelien langer und der Schrauben-
durchmesser nimmt ab (Tafel 1). Kulturen der spaten stationdren Phase bestehen nach den
lichtmikroskopischen Beobachtungen nur noch aus unbeweglichen Borrelien. Nach dem Uber-
impfen in frisches Kulturmedium ist zu erkennen, daf diese Borrelien wieder anwachsen. Die
Borrelienzellen dieser Kultur zeigen wieder ihre typische schraubenformige Gestalt und korken-
zieherartige Drehbewegungen. Dies zeigt, dall der Verlust der Bewegung nicht zeitgleich mit
dem Absterben der Borrelien eintritt. Allerdings wachsen diese Borrelien nach dem Uberimpfen
in frisches Kulturmedium zunichst langsamer, als das beim Uberimpfen von Borrelien aus der

log-Phase einer Kultur der Fall ist.
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Nach schonender Praparation kann man im REM deutlich erkennen, dall Borrelien aus der frii-
hen und mittleren log-Phase eine schraubenférmige Gestalt besitzen (Tafel 2 A, B; 4 A, B). Die
Borrelien weisen in der frithen log-Phase 3—5 Schraubenwindungen auf. Borrelien der mittleren
log-Phase sind etwas langer und bestehen aus 5-9 Schraubenwindungen. Gegen Ende der log-
Phase nimmt der Durchmesser der Schrauben jedoch immer mehr ab, bis die Borrelien in der
frithen stationdren Phase fast vollig gestreckt sind (Tafel 2 C, D). Die Abnahme des Schrauben-
durchmessers bewirkt die im LM beobachtete Verlangerung der Zellen und setzt ungefihr zeit-

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

Fiir die ultrastrukturellen Untersuchungen von Borrelienzellen wurde der B. afzelii Stamm PKo
aus der mittleren log-Phase der Kultur in MKP-Medium verwendet. Die Borrelien werden nach
der Fixierung mit Glutaraldehyd unter Verwendung von fliissigem N, auf OT aufgefroren. Durch
diese schonende Priaparationstechnik bleibt die dreidimensionale Form erhalten, und die Bor-
relien zeigen eine schraubenformige Gestalt. Schraubendurchmesser und Ganghohe sind im
mittleren Bereich einer Borrelienzelle konstant. Die letzte Windung an jedem Zellende hat gele-
gentlich einen etwas geringeren Durchmesser (Tafel 2 B). Beim Vergleich mehrerer verschiede-
ner Borrelienzellen schwankt die Gangh6he von 2 um bis 3 um. Der Schraubendurchmesser liegt
zwischen 0,5 um und 1 pum. Besonders lange Borrelien mit mehr als 11 Windungen erwiesen
sich bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung hiufig als zwei mit ihren Enden
aneinandergelagerte Borrelien. Vereinzelt sind zwei vollig parallel liegende, gleich lange und
umeinander gewundene Borrelienzellen zu beobachten (Tafel 3). Diese sind an einem Zellende
miteinander verbunden (Tafel 3 B, C). Die Zellenden der Borrelien sind stumpf und zeigen nur
eine geringe Verjiingung, die etwa 500-800 nm vor dem Zellende beginnt (Tafel 4 B). Die Ober-
fliche der Borrelien ist weitgehend unstrukturiert und nur bei hoherer VergroBerung sind

schwach ausgeprégten, unregelmafigen Falten zu erkennen.

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Querschnitten der Borrelienzelle
zeigen, dal} diese aus einem nahezu kreisrunden Protoplasmazylinder bestehen. Dieser besitzt
einen weitgehend konstanten Durchmesser von etwa 190 nm. Im Zytoplasma der Borrelienzelle
sind kontrastreiche, feinkdrnige Strukturen zu erkennen. Der Protoplasmazylinder wird von einer
4 nm diinnen Zellmembran begrenzt. Auf die Zellmembran folgt im Abstand von 5 nm eine
diinne Zellwand, die sich nur schwach kontrastieren 146t. Die gesamte Borrelienzelle ist von ei-

ner duBeren Membran umgeben, die den periplasmatischen Raum umschlief3t. Diese du3ere
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Membran ist mit 7 nm wesentlich dicker als die Zellmembran. Vor allem zur Auf3enseite hin ist
diese Membran nur schwach kontrastiert und daher nur undeutlich gegen das umgebende Harz
des Ultradiinnschnitts abgegrenzt (Tafel 4 C, D). AuBBerdem ist am Querschnitt durch die Borre-
lienzelle zu erkennen, dal} die dullere Membran an einer Stelle zu einem etwa 94 nm hohen Tun-
nel aufgewolbt ist, in dem 13—18, meist jedoch 15-18 Einzelflagellen liegen. Die Flagellen
ordnen sich im Tunnel in zwei Reihen an. Wihrend ein Teil der Flagellen entlang des Proto-
plasmazylinders liegt, ordnen sich ein anderer Teil der Flagellen entlang der Aufwolbung der
dufBeren Membran an. Im tibrigen Bereich der Borrelienzelle ist der periplasmatische Raum nur
8 nm breit. Abgesehen von den Flagellen konnen in diesem Raum keine weiteren Strukturen
aufgelost werden (Tafel 4 D). Mit Hilfe der Negativkontrastierung kann man den Verlauf der
Endoflagellen darstellen. Es ist zu beobachten, daf die Ansatzstellen der Endoflagellen in einem
etwa 1 um langen Abschnitt liegen, der 500—-700 nm von den beiden Zellenden entfernt ist. Die
Ansatzstellen sind entlang der Langsachse der Zelle angeordnet und folgen der schraubigen Ge-
stalt des Protoplasmazylinders (Tafel 5 C, D). An jedem Zellende sind etwa 5-9 Ansatzstellen
deutlich zu erkennen. Von diesen Ansatzstellen ausgehend winden sich die Flagellen als Biindel
um die schraubenformige Borrelienzelle. Im Negativkontrast sind in diesem Flagellenbiindel
10-13 Flagellen zu unterscheiden (Tafel 6). An einem kurzen Tangentialschnitt, der mehr als
eine Windung umfaft, kann man erkennen, daf3 die Flagellen aus der Schnittebene auswandern
und an anderer Stelle wieder deutlich sichtbar werden, wéhrend der Protoplasmazylinder im
gesamten Bereich deutlich zu erkennen ist (Tafel 5 B). Ultradiinne Serienschnitte durch die
Borrelienzelle geben keinen weiteren Aufschlufl iiber die genaue Lage der Flagellen zueinander
und zum Protoplasmazylinder. Die schraubenformige Gestalt der Borrelienzelle macht es
unmoglich, diese liber mehrere Schnitte hinweg genau im Querschnitt zu treffen. Dies wére
jedoch fiir eine genaue Untersuchung der Lage der Endoflagellen nétig. Im REM ist die
tunnelformige Aufwolbung der dulleren Membran ebenfalls sichtbar. Sie windet sich
schraubenformig um die Borrelienzelle und zeigt so die Lage der Endoflagellen an (Tafel 5 A).
Im negativkontrastierten Priparat sind auBerdem Borrelienzellen zu beobachten, die eine
gemeinsame duflere Membran besitzen und mit den Enden des Protoplasmazylinders aneinander
stoBBen. Beide der einander zugewandten Zellenden haben Flagellenansatzstellen. Die Flagellen
erstrecken sich von diesen ausgehend entlang der beiden Einzelzellen, in die der Kontaktstelle

entgegengesetzte Richtung (Tafel 7).
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Mit Hilfe der verschiedenen mikroskopischen Untersuchungsmethoden konnten die mittleren
Dimensionen der einzelnen Strukturen von B. afzelii Stamm PKo ermittelt werden. Alle Mel3-

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

Struktur Dimension
Dicke der dufleren Membran 7 nm
Breite des periplasmatischen Raums 8 nm
Dicke der Zellwand (ZW) 6 nm
Raum zwischen ZW und innerer Membran 5 nm
Dicke der inneren Membran 4 nm
Durchmesser des Protoplasmazylinders 186 nm
Hohe der Aufwolbung fiir Flagellen (Tunnel) 94 nm
Flagellendurchmesser 12 nm
Zelldnge 10-24 pm
Zelldurchmesser 265 nm
Windungshohe (Ganghdhe) 2-3 um
Windungsdurchmesser 0,5-1 pm
Theoretische Zelldange (gestreckt, bei 7 Windun- 35 um
gen und 21 pm gewundener Linge)

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

Aus den in der Tabelle angegebenen Mittelwerten kdnnen Oberfldche und Volumen einer Borre-
lienzelle errechnet werden, wenn man vereinfacht von einer zylinderféormigen Grundform fiir die
gestreckte Borrelienzelle ausgeht. Die dazu notige Gesamtlédnge der gestreckten Borrelienzelle

wurde mit Hilfe eines mal3stabsgetreuen Modells rekonstruiert.

Oberfliche (Zylinder): 2r w (r + h) =2 x 0,13 pm x 3,14 x (0,13 pm + 35 pm) = 28,68 um’
Volumen (Zylinder): r* wh = 0,13 pm® x 3,14 x 35 pm = 1,86 pm’

Mit Hilfe der Mittelwerte der Strukturgroflen (Tab. 4) konnte erstmals ein detailliertes, mal3-

stabsgetreues Modell einer Borrelia afzelii Zelle entwickelt werden (Abb. 5).
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Tafel 1

Lichtmikroskopische Aufnahmen (Phasenkontrast) von B. afzelii aus verschiedenen Phasen

der in vitro-Kultur.

A: In der frihen log-Phase sind die Borrelienzellen etwa 10 pum lang; die gleichmaldigen Windungen
sind deutlich zu erkennen;

B: In einer Borrelienkultur aus der mittleren log-Phase sind die Zellen langer als 10 um;

C: Die Windungen der Borrelienzellen aus der spéten log-Phase sind deutlich abgeflacht und
unregelmafdig;

D: Wéhrend der stationdren Phase haben mehrere Borrelienzellen ihre Schraubenform verloren.
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Tafel 2

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii aus verschiedenen Phasen der in vitro-

Kultur, nach Kryo-Praparation auf OT.

A: In der frihen log-Phase ist die Borrelienzelle 10 um lang und besitzt eine typische
Schraubengestalt mit 34 Windungen;

B: Die Borrelienzelle aus der mittleren log-Phase ist mit 16 um deutlich langer und besitzt 5
Windungen;

C: Die Windungen der Borrelienzelle aus der spaten log-Phase sind stark abgeflacht und
unregelmafdig;

D: Die Borrelienzelle aus der stationaren Phase ist gestreckt und hat die typische Schraubengestalt
verloren.
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Tafel 3

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Stamm PKo aus der log-Phase der Kultur.
A: Zwei Borrelienzellen liegen fast vdllig parallel nebeneinander; sie scheinen an einem Zellende
miteinander verbunden zu sein; B—C: Zwei Borrelienzellen sind zur Halfte umschlungen; bei htherer
VergrofRerung ist zu erkennen, dal3 die beiden Borrelien an dem ineinandergeschlungenen Zellende
miteinander verbunden sind; B: Ubersicht; C: Detail aus B;
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Tafel 4

A-B: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Borrelia afzelii Stamm PK o aus der log-
Phase der Kultur nach Kryo-Praparation auf OT. Die Borrelienzellen zeigen eine schrauben-
formige Gestalt mit 4—7 Windungen; diese besitzen innerhalb einer Zelle einen einheitlichen
Durchmesser und eine einheitliche Ganghdhe; an beiden Zellenden ist eine leichte Verjingung
des Zelldurchmessers zu erkennen.

A: Ubersicht;

B: Einzelzelle;

C-D: Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Stamm PKo aus der log-
Phase der Kultur;

C: Ein kleiner Bereich einer Borrelienzelle ist 1angs geschnitten. AulRere Membran (2M),
Zellwand (ZW) und innere Membran (iM) sind deutlich zu unterscheiden;
D: Am Querschnitt durch die Borrelienzelle sind deutlich die einzelnen Zellstrukturen zu erken-

nen. Der Protoplasmazylinder wird von der inneren Membran (iM) und der Zellwand (ZW)
begrenzt. Die aulere Membran (a4M) umschliefdt den periplasmatischen Raum, in dem mehre-
re Endoflagellen (Fla) deutlich zu erkennen sind.
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Tafel 5

A: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme einer Borrelienzelle; die Lage des
Flagellenbiindels ist an Hand der Aufwolbung der auf3eren Membran deutlich zu erkennen; sie
windet sich schraubenférmig um die Borrelienzelle;

B: Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahme einer Borrelienzelle; zwel Windungen
einer Borrelienzelle sind langs geschnitten; die Lage der Flagellen ist an mehreren Stellen
deutlich zu erkennen;

C-D: Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Enden der Borrelienzellen

(Negativkontrast); die Ansatzstellen der Flagellen liegen in der Léangsachse der Borrelienzelle
angeordnet (Pfeile).



IV Ergebnisse 57

&

Tafel 6
Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahme einer Borrelienzelle (Negativkontrast). An beiden

Zellenden sind die Ansatzstellen der Flagellen zu erkennen. Das Flagellenbiindel ersteckt sich tber
die gesamte Zelle.
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Tafel 7

Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Stamm PKo (Negativkontrast);
Zwe Borrelienzellen stof3en innerhalb einer gemeinsamen aul3eren Membran mit den Enden des
Protoplasmazylinders aneinander (Teilungsstadium). An beiden Zellenden sind Ansatzstellen fir
Flagellen zu erkennen.

A: Die spitzen Enden des Protoplasmazylinders beriihren sich fast (Pfeil);

B: Beide Enden des Protoplasmazylinders sind abgerundet und deutlich voneinander entfernt (Pfeil).
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IV.3 Untersuchung des Einflusses von Hypotonie auf die Ultrastruktur der Borrelienzelle

Werden Borrelien durch Waschen mit 50 mM Puffer einem hypotonen Schock ausgesetzt, so
verdndert sich die Form einiger Zellen auffallend. Ein Bereich der schraubenférmigen Borrelien-
zelle blédht sich kugelig auf, wihrend die librigen Regionen unverdndert bleiben (Tafel 9 A, B).
Diese Verdnderung kann entweder an einem der Zellenden, oder auch in der Mitte der Borrelien-
zelle auftreten. Durch Inkubation in Aqua dest. bilden nahezu alle Borrelien bereits nach 5 min
kugelige Formvarianten. Nach 20 min sind im LM keine schraubenférmigen Borrelien mehr zu
beobachten. Die kugelformigen Aufweitungen sind abhéngig von der Stirke der Hypotonie und
nach der Inkubation in Aqua dest. groB3er als die durch hypotonen Puffer (50 mM) verursachten
Veranderungen. Ferner ist dabei meist die gesamte Borrelienzelle betroffen (Tafel 9 C-F). Diese
Formvarianten werden im folgenden als kokkoide Morphotypen bezeichnet. Durch die Behand-
lung mit Aqua dest. ist es moglich, alle Borrelienzellen einer Kultur auf reproduzierbare Weise
in kokkoide Morphotypen umzuwandeln. Daher ermdglicht diese Methode eine detaillierte und

umfassende Untersuchung dieser Strukturvarianten.

In ersten Versuchen wurde tliberpriift, ob es sich bei den entstandenen kokkoiden Morphotypen
um lebende Borrelienzellen handelt. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, daf3 es sich bei
diesen Formvarianten um Degeneratationsformen handelt, die beim Absterben der Borrelien
durch die fiir sie ungeeigneten Bedingungen entstehen. Zunichst wurde liberpriift, ob die
kokkoiden Morphotypen DNA enthalten. Hierfiir wurde eine Farbung mit DAPI durchgefiihrt.
Diese Farbung zeigt deutlich, daB die entstandenen Formvarianten weiterhin DNA enthalten

(Tafel 8 A, B).

Auflerdem wurde eine Vitalfarbung mit Syto9 und Propidiumjodid (Bacterial Viability Kit)
durchgefiihrt. Syto9 férbt alle Bakterien einer Population an, wodurch sie bei einer Anregung mit
Licht der Wellenldange 450—490 nm griin fluoreszieren. Propidiumjodid hingegen kann nur in
tote Bakterienzellen mit beschédigter Membran eindringen. Bei einer Anregungswellenldnge von
564 nm zeigen tote Bakterien eine rote Fluoreszenz. Werden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe
gemeinsam eingesetzt, so lassen sich lebende und tote Bakterien im Fluoreszenzmikroskop unter
Verwendung beider Anregungswellenldngen deutlich unterscheiden, da die rote Fluoreszenz
wesentlich intensiver ist und so bei toten Bakterien die griine Fluoreszenz iiberlagert. Die Uber-
priifung der Vitalfarbung an lebenden, sich bewegenden Borrelien und solchen die durch Hitze

(80°C) abgetotet wurden ergab, dal} dieser Test fiir Borrelien geeignet ist. Wendet man die
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Vitalfarbung bei kokkoiden Morphotypen an, so zeigen diese eine griine Fluoreszenz. Daran
kann man erkennen, dal3 es sich hierbei um lebende Formvarianten der schraubenférmigen

Borrelienzellen handelt (Tafel 8 C, D).

Nach verschiedenen Inkubationszeiten in Aqua dest. (10 min, 20 min, 2 Std.) wurden die kok-
koiden Morphotypen wieder in MKP-Medium iibertragen, um deren Kultivierbarkeit zu testen.
Die lichtmikroskopische Kontrolle der Kultur zeigt, da3 die kokkoiden Morphotypen in dieser
Form nicht weiter kultivierbar sind. Bereits nach 2 Tagen sind neben den kokkoiden Formen
einzelne schraubenformige Borrelienzellen zu beobachten. Nach 4 Tagen Kulturdauer sind im
LM keine kokkoiden Morphotypen mehr zu erkennen. Die Kultur besteht nur noch aus schrau-
benformigen, sich bewegenden Borrelien. In der parallel durchgefiihrten Kultur des Filtrats, sind
auch nach 4 Wochen Kulturdauer keine Borrelien zu beobachten. Dies zeigt, dal zwischen den
kokkoiden Morphotyen keine lebenden schraubenférmigen Borrelien vorhanden sind (vergl.

1IL8. S. 31).

AnschlieBend wurde der ultrastrukturelle Aufbau der kokkoiden Morphotypen detailliert
untersucht. Sie haben eine annidhernd kugelformige Gestalt, wobei schraubenférmige Enden der
Borrelienzellen aus dem kugeligen Teil der kokkoiden Morphotypen herausragen konnen
(Tafel 9 C-F). Die Oberfliche der kugelformigen Anschwellung ist sehr unregelmaBig struktu-
riert und stark gefaltet. AuBBerdem sind im REM bei den meisten kokkoiden Morphotypen
schraubenformig verlaufende Aufwdolbungen der dufleren Membran mit 2—4 Windungen zu er-
kennen (Tafel 9 F). An Ultradiinnschnitten durch diese Strukturvarianten ist zu erkennen, daf3
die Windungen des Protoplasmazylinders in einem Abstand von nur 8 nm unter der dufleren
Membran liegt (Tafel 10). Dadurch wolbt der Protoplasmazylinder die &uB3ere Membran nach
aullen vor, wodurch die im REM beobachteten schraubenférmig verlaufenden Aufwdlbungen
verursacht werden. Der Querschnitt zeigt, da3 die einzelnen Windungen des Protoplasmazylin-
ders mit einem Abstand von 100-200 nm dicht nebeneinander liegen (Tafel 10 B-D). Die Endo-
flagellen sind meist mit dem Protoplasmazylinder assoziiert. Sie liegen dem Inneren der
kokkoiden Struktur zugewandt, d.h. auf der von der duleren Membran abgewandten Seite des
Protoplasmazylinders. Die fiir die schraubenformige Borrelienzelle typische Anordnung der
Flagellen in zwei Reihen ist hier nicht zu beobachten (Tafel 10 C, D). AuBerdem sind meist nur
7-10 Flagellen mit dem Protoplasmazylinder assoziiert. Die Ultradiinnschnitte durch die kokkoi-
den Morphotypen zeigen, dall der zentrale Bereich dieser Strukturen, mit einem maximalen

Durchmesser von 1,4 um, weitgehend frei von kontrastreichem Material ist. Im Gegensatz dazu
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ist mit Hilfe der Tanaka-Bruch-Technik im REM deutlich zu erkennen, daf3 der zentrale

Hohlraum der kokkoiden Morphotypen zum Teil dicht mit granuldrem Material gefiillt ist

(Tafel 11; 12). AuBerdem kann man beobachten, da3 einzelne Flagellen frei im Inneren der
kokkoiden Morphotypen liegen und die Assoziation mit dem Protoplasmazylinder verloren
haben (Tafel 11 C). An Ultradiinnschnitten sind neben den kokkoiden Morphotypen héufig
kleine membranumschlossene Vesikel zu erkennen, die im Inneren kein kontrastiertes Material
enthalten (Tafel 10 B, D). Auch im REM sind zwischen den kokkoiden Morphotypen kleine
kugelformige Strukturen zu beobachten (Tafel 11 B).

Die genaue dreidimensionale Rekonstruktion der kokkoiden Morphotypen war nur mit Hilfe von
Serienultradiinnschnitten moglich. Um sicher die gesamte Struktur zu erfassen, wurde ein
Schnittband mit 30 Ultradiinnschnitten von 60 nm Schnittdicke angefertigt. Die Rekonstruktion
des Aufbaus der kokkoiden Morphotypen anhand der Serienultradiinnschnitte zeigt, da3 die du-
Bere Membran die kokkoiden Morphotypen liickenlos umschlieB3t. Aulerdem kann man erken-
nen, dall sowohl die Zellwand als auch der Protoplasmazylinder intakt sind. Der aufgerollte
Protoplasmazylinder 148t sich sogar kontinuierlich durch die gesamte Struktur hindurch verfol-
gen (Tafel 13).

Fiir die Grofe der einzelnen Strukturen der kokkoiden Morphotypen ergaben sich im Mittel fol-
gende Werte (Tab. 5).

Struktur Dimension
Dicke der dufleren Membran 6 nm
Abstand zwischen dulerer Membran und ZW 8 nm
Dicke der Zellwand (ZW) 6 nm
Abstand zwischen ZW und innerer Membran 5 nm
Dicke der inneren Membran 4 nm
Durchmesser des Protoplasmazylinders 184 nm
Flagellendurchmesser 12 nm
Abstand der Windungen zueinander 100-200 nm
Durchmesser des ,,Hohlraums* 1,4 um
Gesamtdurchmesser 1,4-1,8 um

Tab. 5 Mittlere Dimensionen der verschiedenen Strukturen eines kokkoiden Morphotypen von
B. afzelii nach Behandlung mit Aqua dest.
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Oberflache und Volumen der kokkoiden Morphotypen lassen sich, im Gegensatz zu den schrau-
benformigen Borrelienzellen, nicht genau berechnen, da die Oberflidche dieser Strukturen unre-

gelmifig gefaltet ist.

Durch die Rekonstruktion eines kokkoiden Morphotypen mit Hilfe der Serienultradiinnschnitte
im Vergleich mit den Ergebnissen der raster- und transmissionselektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen ist es erstmals moglich ein detailliertes, maBstabsgetreues Modell der durch Aqua

dest. erzeugten kokkoiden Morphotypen von B. afzelii zu entwickeln (Abb. 6).
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Tafel 8

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der durch Aqua dest. erzeugten kokkoiden Morphotypen von

B. afzelii Stamm PKo.

A-B: Farbung mit DAPI; esist deutlich zu erkennen, dai’ die kokkoiden Morphotypen im Bereich
des Protoplasmazylinders DNA enthalten;

C-D: Farbung mit dem Live/Death-Sain (Molecular Probes); Die griine Fluoreszenz zeigt, dal3 es
sich um lebende Strukturen handelt. Die rote Farbung zeigt ein beginnendes Absterben eines
kokkoiden Morphotypen an.
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Rasterel ektronenmikroskopi sche Aufnahmen durch Hypotonie erzeugter kokkoider Morphotypen von
B. afzelii Stamm PKo. A-B: Durch die Behandlung mit 50 mM Cacodylatpuffer ist ein Bereich der
Borrelienzelle kugelformig angeschwollen; C—F: Durch die Inkubation in Aqua dest. haben nahezu
alle Borrelienzellen eine kugelformige Gestalt angenommen; C: Ubersicht. Es sind nur vereinzelt
schraubenformige Borrelienzellen zu finden; D: Von der Formverdnderung ist nahezu die gesamte
Borrelienzelle betroffen; E: Esist deutlich zu erkennen, dal3 die Oberflache der kokkoiden
Morphotypen stark gefaltet ist; F: Unter der @uf3eren Membran zeichnen sich mehrere Windungen des
Protoplasmazylinders ab.
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= 100 NM — 50 M

Tafel 10

Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen der kokkoiden Morphotypen von B. afzelii

Stamm PKo. Direkt unter der auf3eren Membran ist der Protoplasmazylinder zu erkennen. In diesem

Bereich wolbt sich die &ulRere Membran nach auf3en hin auf. Die Flagellen liegen dicht am

Protoplasmazylinder dem Inneren den kokkoiden Morphotypen zugewandt (Pfeile). Abgesehen davon

ist der Innenraum weitgehend frel von kontrastreichem Material. Bei hoherer Vergrofierung (D) ist die

Zellwand (ZW) zu erkennen.

A-B: Ubersicht;

A:  Langsschnitt durch eine Windung des Protoplasmazylinders;

B:  Der Protoplasmazylinder ist quer geschnitten; neben dem kokkoiden Morphotypen sind kleine
Vesikel zu erkennen (Pfeilspitzen);

C-D: Detail des Querschnitts durch einen kokkoiden Morphotypen.
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Tafel 11

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Tanaka-Kryo-Briichen der kokkoiden Morphotypen;

A:  Ubersicht;

B-D: Detall;

B: Der zentrale Bereich der kugelformigen Struktur ist mit granuldrem Materia geftillt; entlang
des Protoplasmazylinders sind Flagellen zu erkennen; zwischen den kokkoiden Morphotypen
befinden sich kleine Vesikel (Pfeile);

C: ImRandbereich ist der quergebrochene Protoplasmazylinder zu erkennen; einzelne Flagellen
liegen frel im entstandenen Hohlraum (Pfeil);

D:  Unter der dulReren Membran ist eine Windung des Protoplasmazylinders zu sehen.
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Tafel 12

Rasterel ektronenmikroskopische Stereoaufnahmen von Tanaka-Kryo-Briichen der kokkoiden
Morphotypen von B. afzelii Stamm PKo; im Randbereich der Strukturen ist deutlich der
Protoplasmazylinder zu erkennen (Betrachtung mit der rot-blau Brille; letzte Seite)

A: Ubersicht;

B: Detalil;
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Tafel 13

Serie von aufeinanderfolgenden Ultradiinnschnitten durch einen kokkoiden Morphotypen; der aufge-
rollte Protoplasmazylinders 1813t sich durch die gesamte Struktur hindurch beobachten. An allen
Einzelschnitten ist die intakte aul3ere Membran deutlich zu erkennen.



IV Erge bnisze

70

aN
Fla

PR

iZP

Abb. 6

Makstabgetrene Rekonstuktion eines kokkoiden M orphotypen won 5 a5
alfl . awliere Membran, CF: Cytoplasma; Fla: Endoflagellen; iM: innere Membran,
PR: Periplazmatizcher Fawm, %W Zellwrand.

— 00 nm



IV Ergebnisse 71

IV .4 Subzelluliire Lokalisation immunologisch wichtiger Borrelienproteine

Zur Untersuchung der Lokalisation der verschiedenen immundominanten Proteine wurden
Stimme ausgewahlt, die das entsprechende Protein unter in vitro Bedingungen produzieren. Dies
wurde in Vorversuchen mit Hilfe von Western-Blots getestet. Das Ergebnis des Western-Blots
zeigt deutlich, dall B. afzelii Stamm PKo unter den Strandardkulturbedindungen die Proteine
pl7, p35 und p58 exprimiert, die fiir diese Untersuchungen von Interesse sind (Abb. 7). AuB3er-
dem zeigen die Ergebnisse des Western-Blots zusitzlich, da3 die ausgewéhlten MAK mit den
Proteinen des verwendeten Stammes reagieren. Zur Kontrolle, ob die fiir die Immunmarkierun-
gen verwendete Passage des B. afzelii Stammes PKo tatséchlich das zu lokalisierende Protein
exprimiert, wurde vor der Immun-Gold-Markierung ein IFT durchgefiihrt. Dieser liefert zusétz-

lich erste Anhaltspunkte fiir die zu erwartende Lokalisation des Proteins.

IV.4.1 Optimierung der Immun-Gold-Markierung fiir REM

Anleitungen fiir Inmun-Gold-Markierungen sind nur selten von einem Untersuchungsobjekt auf
ein anderes libertragbar. Deshalb wurde zunichst ein fiir die Markierung von Borrelien geeigne-
tes Verfahren entwickelt. Hierflir wurde der Strukturerhalt der Borrelien beim Auffrieren auf OT
vor und nach der Fixierung mit Glutaraldehyd verglichen. Des weiteren wurde untersucht, ob
auch nach einer Fixierung mit Glutaraldehyd eine Immun-Gold-Markierung durchgefiihrt wer-
den kann. Eine mogliche Gefahr bei der Fixierung der Proben ist, dal das antigene Epitop
dadurch so stark verandert wird, daB3 keine spezifische Reaktion mit dem MAK mehr erfolgt.
Ebenso wurde das Markierungsergebnis bei Markierung fixierter Borrelien im Eppendorfgefal3
und auf OT verglichen. Aulerdem wurde getestet, in welcher Konzentration der Antikdrper
eingesetzt werden muf}, um eine ausreichend starke und spezifische Markierung zu erhalten. Die
Optimierung des Markierungsverfahrens wurde mit dem gegen das Protein p17 gerichteten MAK

L17 G2 an B. afzelii Stamm PKo durchgefiihrt.

Es zeigt sich, daf} das Protein p17 auch nach der Fixierung mit 2,5% Glutaraldehyd mit dem spe-
zifischen MAK reagiert. Die Markierung der Borrelien auf OT ergibt fiir dieses Protein ein we-
sentlich stiarkeres Markierungssignal als eine im Eppendorf-Gefaf3 durchgefiihrte Markierung
(Tafel 14 A, B). Das Auffrieren unfixierter Borrelien auf OT fiihrt zu einer Zerstdrung der duf3e-

ren Membran und veridndert dadurch auch die Lage verschiedener Zellstrukturen (Tafel 14 C).
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Dabher ist diese Methode nur dann fiir Immun-Gold-Markierungen geeignet, wenn die zu markie-
renden Strukturen auch nach dieser Behandlung noch zweifelsfrei zu erkennen und zuzuordnen
sind. Ein Anwendungsbeispiel fiir diese Methode ist demnach die Markierung der Endoflagellen,
die erst durch die Zerstorung der duleren Membran im REM sichtbar werden und trotzdem noch
eindeutig zu erkennen sind (Tafel 14 D). Auf Grund dieser Ergebnisse wurde ein fiir die Immun-
Gold-Markierung von Borrelien geeignetes Protokoll entwickelt (siehe I11.10.10; S. 40). Dieses
Standardprotokoll wurde im jeweils ersten Markierungsversuch auch fiir die Immun-Gold-
Markierung aller anderen Proteine eingesetzt. Es wurde nur die Konzentration bzw. die Ver-
diinnungen des jeweiligen MAK optimiert (Tab. 6). Erst wenn sich das Standardprotokoll fiir

den Nachweis eines bestimmten Proteins als ungeeignet erwies, wurde es entsprechend variiert.

MAK Spezifitat Eingesetzte Konzentration bzw.
Verdiinnung
L321G3 anti OspA; spezifisch fiir OspA Serotyp 4; 5 pg/ml
fiir Negativkontrolle bei Serotyp 2
L17 G2 anti Osp17 8,5 ng/ml
L41 1C11* | anti Flagellin; breitreaktiv 1:500
L35 1F4* anti p35 1:10
L58 Lo6* anti pS8 1:10

*Diese MAK konnten nicht gereinigt werden (siehe S. 44).

Tab. 6 Spezifitit der fiir die Inmunmarkierungen verwendeten MAK und die bei der
Markierung eingesetzten Konzentrationen bzw. Verdiinnungen.

IV.4.2 Einfluf} der Gold-Kolloidgrofle des Konjugats auf die Markierungsdichte

Fiir die Immun-Gold-Markierung stehen sek. AK zur Verfiigung, die mit Goldkolloiden ver-
schiedenen Grofle konjugiert sind. Der Einflu8 der Grof3e des Goldkolloids auf die Markierungs-
dichte wurde anhand einer Markierung der Endoflagellen untersucht. Dazu wurden ein sek. AK
mit 12 nm Gold-Konjugat und ein sek. AK mit 6 nm Gold-Konjugat verwendet. Nach dem Auf-
frieren der Borrelien auf den OT, ohne Vorfixierung mit Glutaraldehyd, sind die Endoflagellen
fiir eine Immun-Gold-Markierung fiir die Rasterelektronenmikroskopie zugénglich. Die Flagel-
len eignen sich besonders gut fiir eine Untersuchung moglicher Unterschiede im Markierungs-
verhalten, da hier durch die Verwendung des MAK L41 1C11 eine sehr hohe Markierungsdichte

erreicht werden kann. Ein Unterschied in der Markierungsdichte bei der Verwendung
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verschiedener Konjugate, wird deutlich sichtbar und kann direkt auf den Einflu3 der Goldkol-
loidgroBe zuriickgefiihrt werden (Tafel 15). Es ist deutlich zu erkennen, dal3 die Markierungs-
dichte bei der Verwendung des sek. AK mit dem 6 nm Gold-Konjugat deutlich hoher ist als dies
bei der Verwendung des 12 nm Gold-Konjugats der Fall ist. Die Auszéhlung der Goldkolloide
ergibt eine Erhohung der Markierungsdichte um den Faktor 2,5 fiir das 6 nm Gold-Konjugat ge-
geniiber dem 12 nm Gold-Konjugat (Tab. 7).

Goldkolloide 12 nm/1 um Flagellenldange Goldkolloide 6 nm/1 um Flagellenlidnge

26 = 3,2 67 = 9,8

Tab. 7 Goldkolloide pro 1 um Flagellenldange bei der Verwendung von sek. AK mit 6 nm Gold-
Konjugat bzw. mit 12 nm Gold-Konjugat.

Die Markierung mit dem 6 nm Gold-Konjugat bringt jedoch einen deutlichen Nachteil mit sich.
Der Nachweis dieses Gold-Konjugats ist im REM erst bei hoher Priméirvergro3erung (ab

30.000 x) moglich. Das 12 nm Gold-Konjugat 146t sich hingegen bereits ab einer VergroBerung
von 13.000 x eindeutig nachweisen. Die Verteilung der Markierung iiber die zu untersuchenden
Strukturen ist daher bei der Verwendung von 12 nm Gold-Konjugaten wesentlich besser zu beur-
teilen. Fiir die hier beschriebenen Immun-Gold-Markierungen wurde deshalb, trotz der geringe-

ren Markierungsdichte ein sek. AK mit einem 12 nm Gold-Konjugat verwendet.

IV.4.3 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p17

Im konventionell durchgefiihrten IFT mit dem MAK L17 G2 zeigen 78% der Borrelien eine
deutliche Fluoreszenz. Daran kann man erkennen, da3 die Borrelien der Kulturpassage, die fiir
die Immun-Markierung verwendet wurden das Protein p17 exprimieren. Einen ersten Anhalts-
punkt fiir die Lokalisation des Proteins p17 liefert das Ergebnis der Lebendfarbung im IFT.
Diese Markierungsmethode liefert eine hohe Fluoreszenzintensitét (Tafel 16 A). Dies deutet auf

eine Lokalisation des Proteins auf der Oberflache der duBBeren Membran hin.

Die Immun-Gold-Markierung des Proteins p17 mit dem MAK L17 G2 und einem sek. AK mit
einem 12 nm Gold-Konjugat zeigt mit Hilfe hochauflosender Rasterelektronenmikroskopie
deutlich die Lokalisation des Proteins auf der Oberfldche der duleren Membran. Es wird deshalb

im folgenden Osp17 genannt. Die Spezifitit der Markierung wird durch den Vergleich mit den
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Ergebnissen der Negativkontrolle eindeutig bestétigt (Tafel 16 B, C). Ferner zeigt die fehlende
Markierung mit MAK L41 1C11, dem MAK, der gegen ein Protein der Endoflagellen gerichte-
ten ist, dal mit der verwendeten Methode nur die an der Oberfliche liegenden Proteine markiert
werden. Die mit 31 Goldkolloiden/um® Borrelienoberfliche (Tab. 8) hohe Markierungsdichte
ermoglicht aulerdem die Beurteilung der Verteilung des Proteins. Das Osp17 ist gleichméBig
iiber die gesamte Oberfldche der duleren Membran verteilt (Tafel 16 C).

MAK Anzahl der Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
L17 G2 102 + 23,1
L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,3
L41 1C11 (Kontrolle) 03 = 09

Tab. 8 Anzahl der Goldkolloide/um® Borrelienoberfliche bei Markierung mit dem MAK
L17 G2 und den beiden Kontrollantikdrpern.

IV.4.4 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p35

Mit dem MAK L35 1F4 lassen sich im konventionellen IFT 88% der Borrelien markieren. Die
Lebendfiarbung fiihrt zu einer hohe Markierungsintensitét (Tafel 17 A). Diese beiden Ergebnisse
zeigen, dal} die Borrelien des Stamms PKo in der verwendeten Kulturpassage das Protein p35
exprimieren und deuten ferner darauf hin, daf dieses Protein auf der Oberflache der duleren

Membran lokalisiert ist.

Die Immun-Gold-Markierung des Proteins mit dem MAK L35 1F4 und einem Gold konjugierten
sek. AK zeigt ein sehr starkes Signal auf der Oberflache der duleren Membran. Die Negativ-
kontrolle ist nahezu markierungsfrei und bestétigt dadurch die hohe Spezifitit der Markierung
(Tafel 17 B, C; Tab. 9). Die Signaldichte von 129 Goldkolloiden/um? 148t deutlich die gleich-

maiBige Verteilung des Proteins iiber die gesamte Borrelienoberfliche erkennen.

MAK Anzahl der Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
L35 1F4 426 = 42,9
L32 1G3 (Kontrolle) 1,3+ 23

Tab. 9 Anzahl der Goldkolloide/um® Borrelienoberfliche bei Markierung mit dem MAK
L35 1F4 und dem Kontrollantikorper.
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IV.4.5 Untersuchung der Lokalisation des Proteins p58

Der konventionell durchgefiihrte IFT fiihrt bei 71% der Borrelien zu einer Markierung und zeigt
so die Expression des Proteins p58 an. Die erfolgreiche Lebendfdarbung mit dem MAK L58 L6
liefert den ersten Anhaltspunkt dafiir, dal das Protein p58 ebenfalls auf der Oberfldche der dufle-
ren Membran lokalisiert ist (Tafel 18 A).

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L58 L6 bewirkt eine deutliche Markierung der
duBeren Membran und zeigt dadurch, daf3 das Protein pS8 auf der Oberflache der dulleren Mem-
bran lokalisiert ist. Der Vergleich mit der fast markierungsfreien Negativkontrolle zeigt, daf3
diese Markierung spezifisch ist (Tafel 18 B, C; Tab. 10). Trotz der — im Vergleich zur Markie-
rung der Proteine Osp17 und p35 — geringen Markierungsdichte kann man die gleichmiBige
Verteilung des Proteins iiber die gesamte Borrelienoberfliche erkennen. Auffallend ist jedoch

der Unterschied in der Markierungsdichte beim Vergleich verschiedener Borrelienzellen.

MAK Anzahl der Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
L58 L6 22 + 7,6
L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,3

Tab. 10 Anzahl der Goldkolloide/um* Borrelienoberfliche bei Markierung mit dem MAK
L58 L6 und dem Kontrollantikorper.
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Abb. 7

Western-Blot zum Nachweis der Expression von p58, p35 und pl17 bei B. afzelii Stamm PKo. Die
Auftrennung des Gesamtlysats der Borrelien erfolgte auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel; der
Nachweis des p58 erfolgte mit dem MAK L58 L6, der Nachwels des p35 mit dem MAK L35 1F4
und der Nachweis des p17 mit dem MAK L17 G2.
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Tafel 14

Rasterel ektronenmikroskopische Dokumentation der verschiedenen Praparationstechniken fir die

Immun-Gold-Markierung.

A-B: Immun-Gold-Markierung von B. afzelii Stamm PKo mit dem gegen das p17 gerichteten MAK
L17 G2 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm Gold-Konjugat (BSE-
Signal);

A: Die lmmun-Gold-Markierung wurde nach der Fixierung mit Glutaraldehyd im Eppendorf-
Gefal? durchgefihrt.

B: Dielmmun-Gold-Markierung wurde an glutaraldehydfixierten Borrelien erst nach dem
Aufbringen auf den OT durchgefihrt. Die hohere Signaldichte, die mit dieser Methode erzielt
werden kann ist deutlich zu erkennen.

C-D: Immun-Gold-Markierung von B. afzelii Stamm PKo mit dem gegen die Endoflagellen gerichte-
ten MAK L41 1C11 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm Gold-
Konjugat; Durch das Auffrieren unfixierter Borrelien auf den OT wird die duf3ere Membran
zerstort und die Endoflagellen werden sichtbar.

C: SE-Signd,

D: BSE-Signal.
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Tafel 15

Immun-Gold-Markierung der Endoflagellen von B. afzelii Stamm PKo mit dem MAK L41 1C11
(BSE-Signal). Vergleich der Markierungsdichte bel Verwendung eines sekundéren Antikorpers mit
12 nm Gold-Konjugat bzw. 6 nm Gold-K onjugat.

A: Immun-Gold-Markierung mit 12 nm Gold-Konjugat; B: Detail ausA; C: Immun-Gold-
Markierung mit 6 nm Gold-Konjugat. Die wesentlich hthere Markierungsdichte bei Verwendung des
6 nm Gold-Konjugats ist deutlich zu erkennen.
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Tafel 16

Immun-Markierung des p17 von B. afzelii Stamm PKo mit dem MAK L17 G2.

A:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Lebendmarkierung des p17 mit einem Cy3 mar-
kierten sekundaren Antikorper;

B—C: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung (BSE-Signal);

B:  Negativkontrolle der Immun-Gold-Markierung; bel der Verwendung des MAK L32 1G3 sind
die Borrelien nicht markiert;

C: Immun-Gold-Markierung des Ospl7 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit
12 nm Gold-Konjugat; das Markierungssignal ist gleichmaidig tber die Oberfléche der
Borrelienzelle verteilt.
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Tafel 17

Immun-Markierung des p35 von B. afzelii Stamm PKo mit dem MAK L35 1F4.

A:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Lebendmarkierung mit einem Cy3 markierten
sekundéren Antikorper;

B—C: Rasterel ektronemikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung (BSE-Signal);

B:  Negativkontrolle der Immun-Gold-Markierung; bei der Verwendung des MAK L32 1G3 sind
die Borrelien nicht markiert;

C: Immun-Gold-Markierung des p35 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm
Gold-Konjugat; die sehr hohe Markierungsdichte zeigt deutlich die gleichméafdige Vertellung des
Signals Uber die Oberflache der Borrelienzelle.
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Tafel 18

Immun-Markierung des p58 von B. afzelii Stamm PKo mit dem MAK L58 L6.

A:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Lebendmarkierung des p58 mit einem Cy3 mar-
kierten sekundéren Antikorper;

B—C: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung (BSE-Signal);

B:  Negativkontrolle der Immun-Gold-Markierung; bel der Verwendung des MAK L32 1G3 sind
die Borrelien nicht markiert;

C: Immun-Gold-Markierung des p58 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm
Gold-Konjugat; das Markierungssignal ist gleichmaliig tber die Oberfléache der Borrelienzelle
verteilt.




IV Ergebnisse 82

IV.5 Subzelluliire Lokalisation von Epitopen fiir typspezifische und breitreaktive MAK der
Proteine OspA und OspC

Unter Verwendung typspezifischer und breitreaktiver MAK (Tab. 11) wurde mit Hilfe der Im-
mun-Gold-Markierung die Lokalisation der variablen und der konservierten Epitope der beiden

immunologisch heterogenen Proteine OspA und OspC untersucht.

MAK Spezifitat Eingesetzte Konzentration
L32 1F11 anti OspA; breitreaktiv 10 pg/ml
L32 14G7 anti OspA; spezifisch fiir OspA Serotyp 2 10 pg/ml
L321G3 anti OspA; spezifisch fiir OspA Serotyp 4 5-10 pg/ml

fiir Negativkontrolle bei Serotyp 2
L22 1F8 anti OspC; breitreaktiv 5 ug/ml
L22 1F10 anti OspC; spezifisch fiir OspA Serotyp 2 2,35 pg/ml

Tab. 11 Spezifitat der fiir die Immunmarkierungen verwendeten MAK und die bei der
Markierung eingesetzten Konzentrationen.

IV.5.1 Lokalisation von Epitopen fiir typspezifische und breitreaktive MAK des Proteins
OspA

Fiir die Untersuchungen der Lokalisation der verschiedenen Epitope von OspA wurden die bei-
den B. afzelii Klone PK0345 I1-2-3 und PK097 K37 verwendet. Beide Klone exprimieren im
Gegensatz zum Stamm PKo unter Standardkulturbedingungen OspA. Dies konnte im Western-
blot eindeutig nachgewiesen werden. Aullerdem wurde der B. afzelii Stamm PGau eingesetzt, der

ebenfalls in vitro das Protein OspA exprimiert (Abb. 8).

Sowohl im konventionell durchgefiihrten IFT als auch bei der Lebendmarkierung zeigen
Borrelien des Klons PKo0345 I1-2-3 eine starke Fluoreszenz. Diese kann gleichermaflen mit dem
breitreaktiven MAK L32 1F11 und mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 erzielt werden
(Tafel 19). Mit jedem der beiden MAK werden unabhéngig von der Markierungsmethode mehr
als 50% der Borrelien markiert. Insgesamt reagieren die Borrelien mit dem breitreaktiven MAK

jedoch etwas haufiger, als mit dem typspezifischen MAK (Tab. 12).
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MAK Lebendmarkierung Konventioneller I[FT
L32 1F11 58 % 64 %
L32 14G7 51 % 53 %

Tab. 12 Prozentsatz der Borrelien des Klons PKo345 I1-2-3, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
reagieren.

Borrelien des B. afzelii Klons PK097 K37 reagieren bei beiden Markierungsmethoden mit dem
breitreaktiven MAK L32 1F11 stark (Tafel 20 C, D), wobei in der Lebendmarkierung etwas
weniger Borrelien markiert sind als im konventionellen IFT (Tab. 13). Bei der Markierung mit
dem MAK L32 14G7 zeigen nur einzelne Borrelien in der Lebendmarkierung ein starke Fluores-
zenz. Im Gegensatz dazu entwickeln im konventionellen Markierungsverfahren bei der Markie-
rung mit diesem MAK wesentlich mehr Borrelien eine Fluoreszenz (Tab. 13). Allerdings ist

diese Fluoreszenz insgesamt weniger intensiv als bei der Lebendmarkierung (Tafel 20 A, B).

MAK Lebendmarkierung Konventioneller [FT
L32 1F11 50 % 63 %
L32 14G7 5% 56 %

Tab. 13 Prozentsatz der Borrelien des Klons PK097 K37, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
reagieren.

B. afzelii Stamm PGau zeigt im IFT mit beiden MAK eine deutliche Fluoreszenz, die jedoch bei
Verwendung des breitreaktiven MAK L32 1F11 etwas schwécher ausfillt, als dies bei der Mar-
kierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 der Fall ist (Tafel 21). Sowohl in der Lebend-
farbung als auch im konventionell durchgefiihrten IFT reagieren mehr als 50 % der Borrelien

unabhingig vom verwendeten MAK positiv (Tab. 14).
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MAK Lebendmarkierung Konventioneller I[FT
L32 1F11 53% 67 %
L32 14G7 51 % 59 %

Tab. 14 Prozentsatz der Borrelien des B. afzelii Stamms PGau, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L32 1F11 bzw. dem MAK L32 14G7
reagieren.

Diese Ergebnisse zeigen, da3 insgesamt wenigstens 50% der Borrelien des B. afzelii Stamms

PGau und beider Klone unter Kulturbedingungen OspA exprimieren.

Fiihrt man die Immun-Gold-Markierungen des Proteins OspA nach dem fiir die Markierung von
Borrelienproteinen entwickelten Protokoll durch, so kommt es zu keinem Markierungssignal auf
der Oberflache der d&uBleren Membran. Das negative Markierungsergebnis ist moglicherweise auf
die Verdnderung des OspA durch die Glutaraldehydfixierung zu erkldren. Es wird daher ein
abgewandeltes Markierungsprotokoll ohne vorhergehende Fixierung angewandt (siehe I11.10.10;
S. 40). Dieses Protokoll ermdglicht die spezifische Markierung des OspA. Deshalb wird fiir die
Untersuchung der Lokalisation der Epitope von OspA fiir typspezifische und breitreaktive MAK

auf die Glutaraldehydfixierung vor der Immun-Gold-Markierung verzichtet.

Die Immun-Gold-Markierung des Klons PKo0345 II-2-3 mit dem typspezifischen MAK zeigt ein
deutliches Markierungssignal, das gleichmiBig {iber die gesamte Oberfliche der Borrelienzelle
verteilt ist (Tafel 22 A, B). Diese Markierung ist gegeniiber der Negativkontrolle spezifisch
(Tab. 15). Die Markierung mit dem breitreaktiven MAK ist im Vergleich zu der Markierung mit
dem typspezifischen MAK jedoch wesentlich schwicher. Trotzdem ist gegeniiber der Negativ-
kontrolle eine deutliche Reaktion zu erkennen (Tafel 22 C-F).

MAK Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
L32 1F11 10 = 49
L32 14G7 23 + 11
L32 1G3 (Kontrolle) 1+ 15

Tab. 15 Anzahl der Goldkolloide/um® Borrelienoberfliche bei der Markierung des Klons
PKo0345 11-2-3 mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
14G7 und dem Kontrollantikdrper.
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Borrelien des Klons PK097 K37 zeigen in der Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L32
14G7 nur ein schwaches Signal, das bei einigen Borrelien sehr unregelméaBig tiber die Oberfla-
che verteilt ist. Die Immun-Gold-Markierung beschrinkt sich auf auffallend wenige Zellen
(Tafel 23 A, B). Auch bei der Markierung mit dem MAK L32 1F11 ist nur ein schwaches Signal
zu erkennen. Hier sind die Goldkolloide jedoch weitgehend gleichméBig iiber die Oberflache
verteilt (Tafel 23 C, D). Dennoch 148t sich fiir beide Markierungen im Vergleich zu der Nega-
tivkontrolle die Spezifitit des Signals bestétigen (Tafel 23 E, F; Tab. 16).

MAK Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
L32 1F11 11,9 = 4,7

L32 14G7 12,5 + 10,3

L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,9

Tab. 16 Anzahl der Goldkolloide/um® Borrelienoberfliche bei der Markierung des Klons
PKo097 K37 mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
14G7 und dem Kontrollantikdrper.

Bei der Immun-Gold-Markierung reagiert B. afzelii Stamm PGau sowohl mit dem typspezifi-
schen MAK L32 14G7, als auch mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11 positiv. Bei der Mar-
kierung mit dem typspezifischen MAK ist das Signal meist ungleichmiafBig iiber die Oberflache
verteilt (Tafel 24). Die Markierung mit dem breitreaktiven MAK ist im Vergleich mit dem typ-
spezifischen MAK insgesamt etwas starker und weitgehend gleichmiBig verteilt. Der Vergleich
mit der Negativkontrolle zeigt, dal das Markierungsergebnis in beiden Féllen spezifisch ist

(Tab. 17).

MAK Goldkolloide/pm” Borrelienoberfliche
L32 1F11 254+ 5,3
L32 14G7 16,8 = 8,5
L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,3

Tab. 17 Anzahl der Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche bei der Markierung des B. afzelii
Stamms PGau mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11, dem typspezifischen MAK L32
14G7 und dem Kontrollantikorper.
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IV.5.2 Lokalisation von Epitopen fiir typspezifische und breitreaktive MAK des Proteins
OspC

Zur Untersuchung der Lokalisation der konservierten und variablen Epitope von OspC wurden
der B. afzelii Stamm PKo und der Klon PK097 K37 verwendet. Im Westernblot ist deutlich zu

erkennen, dal} sowohl der Stamm PKo als auch der Klon PK097 K37 unter den Standardkultur-
bedingungen OspC exprimieren (Abb. 8).

Im konventionellen IFT und bei der Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10
zeigt sowohl der Stamm PKo, als auch der Klon PK097 K37 eine starke Fluoreszenz (Tafel

25 A, B; 26 A, B). Auch bei der Verwendung des breitreaktiven MAK L22 1F8 kann mit beiden
Markierungsmethoden eine starke Fluoreszenz beobachtet werden (Tafel 25 C, D; 26 C, D). Bei
der Markierung mit dem MAK L22 1F8 sind, unabhidngig vom verwendeten Klon bzw. Stamm,
bei der Lebendmarkierung 10-20 % weniger Borrelien markiert, als im konventionellen IFT.
Verwendet man hingegen den typspezifischen MAK 122 1F10, so ist der Unterschied in der
Markierungshéufigkeit zwischen den beiden Markierungsmethoden mit ca. 5 % wesentlich ge-

ringer (Tab. 18; 19).

MAK Lebendmarkierung Konventioneller I[FT
L22 1F10 64 % 68 %
L22 1F8 52 % 73 %

Tab. 18 Prozentsatz der Borrelien des B. afzelii Stamms PKo, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L22 1F10 bzw. dem MAK L22 1F8

reagieren.
MAK Lebendmarkierung Konventioneller [FT
L22 1F10 56 % 61 %
L22 1F8 57 % 67 %

Tab. 19 Prozentsatz der Borrelien des Klons PK097 K37, die bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkierungsverfahren mit dem MAK L22 1F10 bzw. dem MAK L22 1F8
reagieren.

Unter Standard-Kulturbedingungen exprimieren also mehr als 50% der Borrelien OspC.
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Die Immun-Gold-Markierung des OspC ergibt sowohl fiir Stamm PKo als auch fiir Klon PK097
K37 ein starkes Signal. Die Stirke des Markierungssignals ist bei Klon PKo97 K37 unabhéngig
vom verwendeten MAK anndhernd gleich grof3 (Tafel 28). Im Gegensatz dazu ist das Markie-
rungsergebnis bei Stamm PKo bei der Verwendung des breitreaktiven MAK L22 1F8 etwa dop-
pelt so stark, wie mit dem typspezifischen MAK L22 1F10 (Tafel 27). Alle Markierungen erwei-
sen sich im Vergleich zur Negativkontrolle als spezifisch (Tab. 20). Die hohe Markierungsdichte
erlaubt eine Beurteilung der Verteilung des OspC. Es ist gleichmiBig tiber die gesamte Ober-

fliche der Borrelienzellen verteilt.

MAK Goldkolloide/um” Borrelienoberfliche
Stamm PKo Klon PK097 K37
L22 1F10 106 = 16,2 122 = 21,1
L22 1F8 254 + 31,1 112 £ 17,8
L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,3 1+ 1,5

Tab. 20 Anzahl der Goldkolloide/um® Borrelienoberfliche bei der Markierung des Stammes
PKo und des Klons PK097 K37 mit dem typspezifischen MAK L22 1F10, dem
breitreaktiven MAK L22 1F8 und dem Kontrollantikorper.
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Abb. 8

Western-Blot zum Nachweis der Expression von OspA bzw. OspC bei B. afzelii Stamm PKo und
Stamm PGau, sowie bei B. afzelii Klon PKo97 K37 und PKo345 2-3.

Die Auftrennung des Gesamtlysats der Borrelien erfolgte auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel; der
Nachweis des OspC erfolgte mit dem MAK L22 1F8, der Nachweis des OspA mit dem MAK L32
1F11;

Spur 1: PKo; Spur 2-3: Klon PK097 K37; Spur 4: Klon PK0345 2-3; Spur 5: PGau;

Spur 1-2: Nachweis des OspC; Spur 3-5: Nachweis des OspA;
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Tafel 19

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Klon PK0345 11-2-3 nach Markierung des
OspA unter Verwendung eines Cy3 markierten sekundéren Antikorpers, unabhéngig von der ange-
wandten Markierungsmethode und dem verwendeten MAK zeigen die Borrelien ein starkes
Fluoreszenzsignal.

A: Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7,

B: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7;

C: Lebendmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11,

D: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11.
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Tafel 20

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Klon PK097 K37 nach der Markierung des

OspA unter Verwendung eines Cy3 markierten sekundaren Antikorpers.

A: Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7; nur einzelne Zellen zeigen eine
deutliche Fluoreszenz;

B: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7; das
Fluoreszenzsignal ist relativ schwach;

C: Lebendmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11;

D: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11.
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Tafel 21

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Stamm PGau nach der Markierung des OspA
unter Verwendung eines Cy3 markierten sekundaren Antikorpers. Unabhangig von der angewandten
Markierungsmethode und dem verwendeten MAK zeigen die Borrelien ein starkes Fluoreszenzsignal.
A: Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7;

B: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7;

C: Lebendmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11;

D: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L32 1F11.
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Tafel 22

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung des OspA von B. afzdlii
Klon PK0345 1-2-3 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm Gold-K onjugat
(BSE-Signal).

A-B: Immun-Gold-Markierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7; die Markierungssignale
sind gleichmaidig Uber die Oberfléche verteilt; C—D: Immun-Gold-Markierung mit dem breitreaktiven
MAK L32 1F11; es sind nur einzelne Signale zu detektieren; E—F: Negativkontrolle; mit dem MAK
L32 1G3 werden die Borrelien nicht markiert.
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= 100 NmM = 100 M

= 100 NmM = 100 NM

Tafel 23

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung des OspA von B. afzelii
Klon PK097 K37 unter Verwendung eines sekundéren Antikorpers mit 12 nm Gold-Konjugat (BSE-
Signal).

A-B: Immun-Gold-Markierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7; das meist schwache Signal
ist auf einzelne Bereiche der Oberflache beschrankt; C-D: Immun-Gold-Markierung mit dem breitre-
aktiven MAK L32 1F11; die wenigen Goldkolloide sind weitgehend gleichmaliig auf der Oberflache
verteilt; E-F: Negativkontrolle; mit dem MAK L32 1G3 werden die Borrelien nicht markiert.
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= 100 Nm

=100 NM

Tafel 24

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung des OspA von B. afzdlii
Stamm PGau unter Verwendung eines sekundaren Antikdrpers mit 12 nm Gold-Konjugat (BSE-
Signal).

A-B: Immun-Gold-Markierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7; das Signal ist ungleich-
maldig Uber die Oberflache verteilt; C—D: Immun-Gold-Markierung mit dem breitreaktiven MAK
L32 1F11; die wenigen Markierungssignale sind weitgehend gleichmaliig auf der Oberflache verteilt;
E—F: Negativkontrolle; mit dem MAK L32 1G3 werden die Borrelien nicht markiert.
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Tafel 25

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Stamm PKo nach Markierung des OspC unter
Verwendung eines Cy3 markierten sekundaren Antikorpers.

A—C Die Borrelienzellen sind unterschiedlich stark markiert.

L ebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10;

Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10;

L ebendmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L22 1F8;

Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L22 1F8.

COw>
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Tafel 26

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von B. afzelii Klon PK097 K37 nach Markierung des OspC
unter Verwendung eines Cy3 markierten sekundaren Antikorpers. Unabhangig von der verwendeten
Markierungsmethode und dem eingesetzten MAK zeigen die Borrelien eine starke Fluoreszenz.

A: Lebendmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10;

B: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10;

C: Lebendmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L22 1FS8;

D: Konventionelle Fluoreszenzmarkierung mit dem breitreaktiven MAK L22 1F8.
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= 100 NM

Tafel 27

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung des OspC von B. afzdii
Stamm PKo unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm Gold-Konjugat (BSE-
Signal).

A-B: Immun-Gold-Markierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10; das Signal ist gleichmaiig
Uber die Oberflache verteilt; C—-D: Immun-Gold-Markierung mit dem breitreaktiven MAK L22 1FS;
das aul¥erordentlich starke Markierungssignal ist gleichméafdig Uber die Oberflache der Borrelienzelle
verteilt; E-F: Negativkontrolle; mit dem MAK L32 1G3 werden die Borrelien nicht markiert.
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= 100 NM

Tafel 28

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung des OspC von B. afzelii
Klon PK097 K37 unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm Gold-Konjugat (BSE-
Signal).

A-B: Immun-Gold-Markierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10; das Markierungssignal ist
gleichméidig Uber die Oberflache der Borrelienzelle verteilt; C—-D: Immun-Gold-Markierung mit dem
breitreaktiven MAK L22 1F8; das Markierungssignal ist gleichméaldig Uber die Oberflache verteilt;
E—F: Negativkontrolle; mit dem MAK L32 1G3 werden die Borrelien nicht markiert.
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IV.6 Untersuchung der Lokalisation ausgewéhlter immunologisch wichtiger

Oberflichenproteine an kokkoiden Morphotypen

Die kokkoiden Morphotypen haben im Vergleich zu den schraubenférmigen Borrelienzellen eine
stark verdnderte Oberflache (siehe IV.3; S. 60). Die Lokalisation und Verteilung der Oberfla-
chenproteine, die filir die schraubenférmigen Zellen nachgewiesen wurden, konnten daher bei
den kokkoiden Morphotypen vollig anders ausfallen. Die Lokalisation der Oberflichenproteinen
wurden exemplarisch an drei vom B. afzelii Stamm PKo exprimierten Proteinen — Osp17, OspC

und p35 — untersucht.

Lokalisation des Proteins Osp17

Die Immun-Gold-Markierung der kokkoiden Morphotypen mit dem gegen das Osp17 gerichte-
ten MAK L17 G2 und einem mit 12 nm Gold-Kolloid konjugierten sek. AK zeigt, da} dieses
Protein auch bei den kokkoiden Morphotypen auf der Oberflache der dulleren Membran lokali-
siert ist. Der Vergleich mit der Negativkontrolle zeigt, dal die Markierung spezifisch ist

(Tab. 21). Die hohe Markierungsdichte 148t die gleichméBige Verteilung des Osp17 auf der
Oberflache der kokkoiden Morphotypen erkennen (Tafel 29 E, F).

MAK Goldkolloide/um” Oberfliche
L17 G2 105 + 18,2
L32 1G3 (Kontrolle) 0,7+ 1,3

Tab. 21 Anzahl der Goldkolloide/um* Oberfliche der kokkoiden Morphotypen bei der
Markierung mit dem MAK L17 G2 und dem Kontrollantikorper.

Lokalisation des Proteins OspC

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L22 1F8 erzeugt ein deutliches Goldsignal auf der
Oberflache der dufleren Membran der kokkoiden Morphotypen (Tab. 22). Die Negativkontrolle,
mit einem nicht mit B. afzelii Stamm PKo reagierenden MAK, ist nahezu frei von Markierungs-
signalen. Dies zeigt deutlich, daBl die Immun-Gold-Markierung spezifisch ist. Die regelméfige
Verteilung der Signale {iber die gesamte Oberfliche der kokkoiden Morphotypen spiegelt die
gleichmiBige Verteilung des OspC wider (Tafel 29 A, B).
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MAK Goldkolloide/pm” Oberfliche
L22 1F8 171,6 = 254
L32 1G3 (Kontrolle) 1,7+ 29

Tab. 22 Anzahl der Goldkolloide/um” Oberfliche der kokkoiden Morphotypen bei der
Markierung mit dem MAK L22 1F8 und dem Kontrollantikdrper.

Lokalisation des Proteins p35

Die Immun-Gold-Markierung mit dem MAK L35 1F4 zeigt, da3 auch das Protein p35 bei den
kokkoiden Morphotypen auf der Oberfliche der d&uleren Membran lokalisiert ist. Die hohe
Dichte der Goldmarkierung mit 39 Goldsignalen/um? 148t eine Aussage iiber die Verteilung des
Proteins zu. Sie zeigt deutlich die gleichméBige Verteilung des Proteins p35 an (Tafel 29 C, D).
Der Vergleich der Markierung mit der Negativkontrolle bestitigt, da3 das Goldsignal spezifisch
ist (Tab. 23).

MAK Goldkolloide/um” Oberfliche
L35 1F4 128,7 = 20,1
L32 1G3 (Kontrolle) 1,3+ 23

Tab. 23 Anzahl der Goldkolloide/um* Oberfliche der kokkoiden Morphotypen bei der
Markierung mit dem MAK L35 1F4 und dem Kontrollantikdrper.
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Tafel 29

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der Immun-Gold-Markierung der kokkoiden
Morphotypen von B. afzelii Stamm PKo unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers mit 12 nm
Gold-Konjugat (BSE-Signal).

A: Immun-Gold-Markierung mit dem gegen das OspC gerichteten MAK L22 1F8; C: Immun-Gold-
Markierung mit dem gegen das p35 gerichteten MAK L35 1F4; E: Immun-Gold-Markierung mit dem
gegen das Ospl7 gerichteten MAK L17 G2; A, C, E: Die Markierungssignale sind gleichmal3ig tber
die Oberflache verteilt; B, D, F: Negativkontrollen; mit dem MAK L32 1G3 werden die Borrelien
nicht markiert.
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IV.7 Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten (Zellinie 1321N1)

Die Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten (Zellinie 1321N1) wurde am Beispiel
von zwei verschiedenen Borrelienspezies untersucht. Es wurden B. afzelii Stamm PKo, ein Haut-
isolat und B. garinii Stamm PBI, ein Liquorisolat verwendet. Fiir B. garinii Stamm PBi wurde,
wie fiir B. afzelii Stamm PKo (siehe IV.2; S. 46), zunichst eine Wachstumskurve unter Standard-
Kulturbedingungen erstellt, um fiir die Koinkubationsversuche fiir beide Stimme eine vergleich-
bare Ausgangssituation zu gewéhrleisten. Die Borrelien wurden zu den verschiedenen Zeit-
punkten im LM im Dunkelfeld gezdhlt und die Zellzahlen/ml anhand der im Max-von-
Pettenkofer Institut verwendeten Methode berechnet (Tab. 24).

Zeit Zellzahl 1 Zellzahl 2 Mittelwert
0 Std. 1,5x 10° 1,6 x 10° 1,55 x 10°
24 Std. 2,7x 10° 33x10° 3,0x 10°
48 Std. 53x10° 5,1x10° 52x10°
72 Std. 7,6 x 10° 7,8 x 10° 7,7 x 10°
96 Std. 1,0x 10’ 1,7x 10’ 1,4x 10
144 Std. (6 Tage) 1,7x 10’ 53x 10’ 3,5x 10’
192 Std. (8 Tage) 3,6x 10’ 56x 10’ 4,6 x 10’
240 Std. (10 Tage) 44x 10’ 6,2x 10’ 53x 10’

Tab. 24 Ubersicht iiber die nach der im Max von Pettenkofer Institut verwendeten Methode
ermittelten Borrelienzahlen/ml des B. garinii Stamms PBi zu den verschiedenen Zeiten.

Aus den Mittelwerten (Tab. 24) ergibt sich fiir die log-Phase eine mittlere Teilungsrate von
0,03 Std.™ und eine Generationszeit von 32 Std. unter Standardkulturbedingungen.

Die Wachstumskurve wurde sowohl fiir die beiden Parallelversuche, als auch fiir die daraus er-
rechneten Mittelwerte aufgestellt (Abb. 9). Als Impfkultur wurden Borrelien aus der log-Phase
einer Kultur eingesetzt, wie dies im Standard-Kulturprotokoll vorgesehen ist. Die Wachstums-
kurve 148t keine lag-Phase erkennen. Die Borrelien befinden sich von Anfang an in der log-

Phase, die nach etwa 144 Std. (6 Tagen) Kulturdauer langsam in die stationédre Phase iibergeht.

Borrelien beider Stimme (B. afzelii PKo und B. garinii PBi) werden nach 5 Tagen Kulturdauer
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fiir die Koinkubationsversuche eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich beide Stimme in

der log-Phase.
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6 L1 I I I I I I I I I |

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 (Std.)

Kulturdauer

Abb. 9 Wachstumskurve von B. garinii Stamm PBi unter Standard-Kulturbedingungen mit
log-Phase Borrelien als Imptkultur.

Die Koinkubationsversuche der Borrelien mit den Astrozyten wurden iiber einen Gesamtzeit-
raum von 12 bzw. 24 Std. in je zwei Parallelen durchgefiihrt. Die Inkubation der Astrozyten mit

den Borrelien wurde nach 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1 Std., 2 Std., 4 Std., 12 Std. und
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24 Std. gestoppt, um die Anzahl der adhdrierenden Borrelien lichtmikroskopisch zu bestimmen.
Bereits nach 5 min Koinkubationsdauer sind bei der lichtmikroskopischen Betrachtung bei bei-
den Stimmen 1-3 adhdrente Borrelienzellen/10 Astrozyten zu finden (Tafel 30 A, B). Im weite-
ren Zeitverlauf adhérieren immer mehr Borrelien an die Astrozyten (Tafel 30 C-F). Wéhrend der
ersten Stunde des Koinkubationsversuchs adhériert der B. afzelii Stamm PKo mit 12—14 Borre-
lien/10 Astrozyten nur etwas haufiger an die Astrozyten als der B. garinii Stamm PBi. Hier sind
etwa 7-9 Borrelien/10 Astrozyten zu beobachten (Tab. 25; 26). In der Zeit zwischen 1-12 Std.
Koinkubationsdauer nimmt die Anzahl der adhérierten Borrelien weiter zu, wobei ab einer Koin-
kubationsdauer von 1-2 Std. Borrelien des B. afzelii Stamms PKo deutlich hiufiger an die Astro-
zyten adhirieren als solche des B. garinii Stamms PBi (Tab. 25; 26). Nach 2 Std. Koinkuba-
tionsdauer sind mit 25-49 Borrelien/10 Astrozyten bereits annédhernd doppelt so viele Borrelien
des B. afzelii Stamms PKo an den Astrozyten zu finden, wie solche des B. garinii Stamms PBi
mit nur 17-19 Borrelien/10 Astrozyten (Tab. 25; 26). Diese Tendenz setzt sich auch im weiteren
Zeitverlauf fort. Allerdings ist nach 24 Std. Koinkubationsdauer eine Zahlung der adhirenten
Borrelien nicht mehr moglich. Borrelien beider Stimme sind nach dieser Zeit so stark mitein-
ander verklumpt, dal3 es ist einzelne Borrelienzellen nicht mehr zu unterscheiden sind. Aller-
dings kann man erkennen, da3 die Anzahl der adhédrenten Borrelien gegeniiber dem 12 Std.-Wert

weiter zugenommen hat.

Wihrend sich der B. garinii Stamm PBi in allen drei durchgefiihrten Versuchen annéhernd
gleich verhilt, variiert die Zahl der adhérierten Borrelien des B. afzelii Stamms PKo erheblich
(Abb. 10; 11). Die Anzahl der Borrelien des B. afzelii Stamms PKo nach 12 Std. variiert von

62 Borrelien/10 Astrozyten bis 108 Borrelien/10 Astrozyten (Tab. 25). Im Gegensatz dazu sind
bei der Inkubation mit B. garinii Stamm PBi nach diesem Zeitraum eine relativ konstante Anzahl
von 3744 Borrelien/10 Astrozyten zu beobachten (Tab. 26). In allen Versuchen ist, trotz dieser
Schwankung, ein deutlicher Unterschied im Adhésionsverhalten zwischen den beiden Stimmen
vorhanden. B. afzelii Stamm PKo adhériert nach 12 Std. 1,6-2,5 mal so hdufig an die Astrozyten

wie B. garinii Stamm PBi.
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B. afzelii Smin | 10min | 20min | 30 min 1 Std. 2 Std. 4 Std. | 12 Std.
Versuch 1| 1,7 = 2,6 £ 57 = 8,9 = 12,3 = 48,9 + 62,3 = [108,1 =
2,1 2,1 2,7 4,9 3,2 6,3 6,4 25,1
Versuch2 | 12 + 2,0 = 33+ 7,8 11,9 + 253+ (420« | 61,5=
0,9 1,6 1,8 3.4 3,2 6,4 6,5 7,9
Versuch3| 19 = 2,6 = 4,1 = 8,3 = 14,2 + 36,3+ | 473+ | 723 +
1,6 1,7 2,1 3.4 8,0 7,2 7,8 13,3

Tab. 25 Anzahl der adhdrierenden Borrelien des B. afzelii Stamms PKo pro 10 Astrozyten zu

bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.

B.garinii | Smin | 10min | 20 min | 30 min 1 Std. 2 Std. 4 Std. 12 Std.
Versuch 1| 2,4 = 3,8 43 = 55+ 9,3 + 18,6 = 25,8 = 42,7 =
2,1 2,9 1,8 2,9 4,1 6,5 9,5 14,3
Versuch2 | 0,9 = 1,9 = 33« 51« 7,2 17,9 22,4 + 36,6 =
0,8 1,3 3,1 2,1 2,5 4,4 4,9 6,8
Versuch3 | 3,3 = 4,9 + 55 + 5.8 = 8,2 16,9 = 23,7 = 43,9 +
3,2 3,2 2,3 2,3 2,2 6,7 5,8 10,1

Tab. 26 Anzahl der adhdrierenden Borrelien des B. garinii Stamms PBi pro 10 Astrozyten zu

bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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B. afzelii Stamm PKo
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Abb. 10 Graphische Darstellung der Anzahl adhérierender Borrelien des B. afzelii Stamms PKo
pro 10 Astrozyten zu bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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B. garinii Stamm PBi
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Abb. 11 Graphische Darstellung der Anzahl der adhérierenden Borrelien des B. garinii Stamms
PBi pro 10 Astrozyten zu bestimmten Zeiten nach Koinkubationsbeginn.
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Zur Untersuchung der ultrastrukturellen Merkmale der Adhirenz von Borrelien an Astrozyten
wurden Proben nach 12 Std. und 24 Std. Koinkubationsdauer fiir die Rasterelektronenmikrosko-
pie prépariert. AuBBerdem wurden Astrozyten, die ohne Borrelien kultiviert wurden als Negativ-

kontrolle untersucht.

Astrozyten bilden nach 12-36 Std. Inkubationszeit auf Deckgldschen einen einschichtigen, mehr
oder weniger liickenlosen Zellverband aus (Tafel 31 A). Die Zellen sind relativ flach und der
Zellkorper der Astrozyten variiert zwischen annéhernde spindelférmigen, drei- oder rechteckigen
Formen. Die Zellen besitzen mehrere dicke und viele sehr diinne Zellausldufer mit denen sie auf
dem Untergrund ,,verankert* sind (Tafel 31 B). Auch auf der Zelloberflache befinden sich meist
mehrere diinne Zellauslaufer. Im Gegensatz dazu ist die Oberflache einiger Zellen ist fast vollig
frei von solchen Ausldufern (Tafel 31 C, D). Dariiber hinaus sind auf der Zelloberfliche hiufig

langgezogene Falten zu erkennen.

Durch die Koinkubation der Astrozyten mit den Borrelien dndert sich die Oberflache der Astro-
zyten in den meisten Fillen nicht. Vereinzelt sind jedoch an den Kontaktstellen von Borrelien
und Astrozyten schwach ausgepragte Membranaufwdlbungen zu beobachten. Borrelien beider
Stimme interagieren im wesentlichen mit den diinnen Zellausldufern der Astrozyten. Diese
Zellausldufer legen sich dabei tliber die Borrelien (Tafel 32 A; 33 A, C). Hierbei ist es nicht von
Bedeutung, ob die Borrelien mit Ausldufern der Zelloberfliche oder mit solchen am Rand der
Astrozyten in Kontakt treten. Dariiber hinaus findet man die Borrelien auch an den Grenzen zwi-
schen zwei Zellen (Tafel 32 B). Ferner lagen sich Borrelien in den stirker ausgeprigten Falten
auf der Zelloberflache an (Tafel 32 C, D). Gelegentlich sind Borrelien jedoch auf Astrozyten mit
einer vollig glatten Oberflédche zu finden. In diesen Fillen ist keine strukturelle Verdanderung der

Astrozytenoberfldche beim Kontakt mit Borrelien zu erkennen (Tafel 33 B, D).

Die Adhérenz der Borrelien an die Astrozyten ist ungerichtet. Die Borrelien kdnnen sowohl mit
ihrer Spitze als auch der Liange nach an die Oberfliche der Astrozyten binden. An mehreren
Stellen scheinen Borrelien der beiden untersuchten Stimmen in die Zellen einzudringen

(Tafel 32 D-F; 33 E, F). Dieses Eindringen der Borrelien 148t sich sowohl nach einer Koinku-
bationsdauer von 12 Std. als auch nach 24 Std. beobachten. In einigen Féllen ist dabei eine
leichte Aufwdlbung der Zelloberflache zu erkennen, die das Ende der Borrelienzelle umschlief3t
(Tafel 32 F). Haufig jedoch ist die Oberflédche der Astrozyten im Bereich um das sichtbare Ende

der Borrelienzelle herum besonders unregelmifig ausgebildet, wodurch eine genaue
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Untersuchung erschwert wird. Die Zelloberfldche ist in diesem Bereich von granuldrem Material
bedeckt oder ein Zellauslaufer iiberlagert die mutmaBliche Eindringstelle (Tafel 32 E; 33 E, F).
Die in die Astrozyten eindringenden Borrelien sind zudem in den meisten Fillen nicht kiirzer als
die in ihrer Gesamtlidnge sichtbaren Borrelien. Daher kann man nicht sicher davon ausgehen, daf3
die Borrelien tatsachlich in die Zellen eindringen und von ihnen aufgenommen werden. Viel-
mehr konnte auch nur das Ende der Borrelienzelle durch Falten auf der Oberfldache der Astro-

zyten verdeckt sein.

Insgesamt zeigen diese Versuche daf3 die Interaktion von Borrelien und Astrozyten nie zu einer
ultrastrukturell sichtbaren Schiadigung der Zellen fiihrt. Auch nach 24 Std. Koinkubationsdauer
sind die Astrozyten intakt. Bei keinem der beiden untersuchten Stimme fiihrt die Adhdrenz der
Borrelien wihrend des Versuchszeitraums zu einer Zerstorung der Zellschicht. Sie bleibt durch-
gehend geschlossen und die Astrozyten bleiben auch wéhrend der Inkubation mit den Borrelien

fest am Untergrund verankert.

Die Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen lassen vermuten, daf die
Borrelien in die Astrozyten eindringen. Daher wurden nach 12 bzw. 24 Std. Koinkubationsdauer
Priparate fiir die Transmissionselektronenmikroskopie hergestellt, um zu iiberpriifen, ob die
Borrelienzellen tatsichlich in die Astrozyten eindringen. Hierfiir wurden die Astrozyten zunéchst
auf Melinexfolie kultiviert, da diese zusammen mit der Zellschicht geschnitten werden kann. Die
Astrozyten zeigen jedoch im Gegensatz zu der Kultur auf Deckgldschen ein deutlich verlang-
samtes Wachstum. Erst nach 48—72 Std. bilden die Zellen eine annéhernd geschlossene Zell-
schicht. AuBBerdem zeigen die Astrozyten bei der Kultur auf Melinexfolie bereits wahrend der
lichtmikroskopischen Kontrolle der Zellkultur eine stark abgerundete Gestalt und besitzen nur
wenige Zellausldufer mit denen sie am Untergrund verankert sind. Auch am Ultradiinnschnitt
durch die Astrozyten ist ein Unterschied in der Zellform zwischen Astrozyten, die auf Melinex-
folie kultiviert wurden und solchen, die auf Deckgldschen gewachsen sind, zu erkennen. Astro-
zyten, die auf Deckgléschen kultiviert wurden, flachen im Randbereich allmdhlich ab. Nach der
Kultur auf Melinexfolie sind die Astrozyten deutlich abgerundet (Tafel 34 A). Ein flach auslau-
fender Randbereich, wie er bei der Kultur auf Deckgldschen entsteht, ist hier nicht zu erkennen.
Im folgenden wurden daher die Astrozyten auf Deckgldschen kultiviert und die entstandene Zell-
schicht zusammen mit den adhérierten Borrelien, nach der Fixierung mit Osmium, vorsichtig

vom Untergrund abgelost (Tafel 34 B).



IV Ergebnisse 110

Bei der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung der Koinkubationspréaparate
kann man im Randbereich der Astrozyten Borrelien erkennen. Einige der Borrelien werden von
Zellausldufer einschlossen (Tafel 34 C, D). Diese Zellauslaufer konnen sich entlang der Borre-
lien, die auBerhalb der Astrozyten liegen, bilden und diese umschlieen. Dies 148t sich auch an-
hand weniger aufeinanderfolgender Ultradiinnschnitte beobachten (Tafel 36). Abgesehen von
den Borrelien im Randbereich der Astrozyten, die nur von den Zellauslaufern umschlossen sind,
kann man sowohl nach 12 Std. als auch nach 24 Std. Koinkubationsdauer Borrelien innerhalb der
Astrozyten erkennen (Tafel 35). Sowohl Borrelien des B. afzelii Stamms PKo, als auch solche
des B. garinii Stamms PBi sind innerhalb der Astrozyten zu finden. Kurze Serien von Ultradiinn-
schnitten dienen zur Bestitigung der intrazelluldren Lage einer bestimmten Borrelienzelle, da sie
die Untersuchung der Lokalisation dieser Borrelienzelle iiber einen grofBeren Bereich hinweg
erlauben (Tafel 37). Die in den Astrozyten liegenden Borrelienzellen erscheinen auf Grund ihrer
ultrastrukturellen Merkmale intakt. Innere Membran, Zellwand und dul3ere Membran sind erhal-
ten und meist deutlich zu erkennen. Bei geeigneter Lage der Borrelienzelle im Ultradiinnschnitt
sind auch die Endoflagellen sichtbar (Tafel 35 A, D). Die Borrelienzellen liegen meist in einem
membranumschlossenen Raum im Zytoplasma der Astrozyten. Derartige intrazellulér liegende
Borrelien finden sich sowohl in den Randbereichen der Astrozyten, als auch in zentral gelegen
Bereichen in der Nihe des Zellkerns. Einige wenige Borrelienzellen sind hingegen nicht von
einer zusitzliche Membran umschlossen. Diese Borrelien liegen frei im Zytoplasma der Astro-
zyten. Das Protoplasma dieser Borrelien ist meist stérker kontrastiert, als das von Borrelien die
in Vesikeln oder auBerhalb der Astrozyten lokalisiert sind (Tafel 35 E, F). Dariiber hinaus unter-
scheiden sie sich jedoch nicht von den Borrelien, die in den Vesikeln zu erkennen sind. Gele-
gentlich liegen auch mehrere Borrelien gemeinsam in einem Vesikel. Neben den deutlich zu
erkennenden intakten Borrelien sind diese Vesikeln jedoch zusitzlich mit granuldrem Material

angefiillt (Tafel 35 D).
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Tafel 30

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Koinkubationspraparate von Astrozyten (Zellinie
1321N1) und Borrelien; Farbung der Astrozyten mit Whbrant DiO Cell-Labeling Solution (Molecular
Probes); Markierung der Borrelien mit dem MAK L41 1C11 und einem Cy3 markierten sekundaren
Antikorper;
A, C, E: Koinkubation der Astrozyten mit B. garinii Stamm PBi nach 5 min (A), 20 min (C) und
45 min (E) Koinkubationsdauer;
B, D, F: Koinkubation der Astrozyten mit B. afzelii Stamm PKo nach 5 min (B), 20 min (D) und
45 min (F).
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Tafel 31

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Astrozyten (Zellinie 1321N1) nach 48 h Kultur auf
Deckglaschen.

A: Ubersicht; nach 48 h Kulturdauer sind die Astrozyten fl&chig ausgebreitet und bilden eine nahezu
geschlossene Zellschicht;
B: Die Astrozyten bilden mehrere breite und viele diinne Zellausl aufer aus, mit denen sie auf dem

Untergrund haften. Die Oberflache der Astrozyten ist entweder dicht mit Zellausldufern bedeckt
(C), oder nahezu glatt (D).
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Tafel 32

Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen der K oinkubationspréparate von Astrozyten (Zellinie
1321N1) mit B. afzelii Stamm PKo.

A—E: 24 h Koinkubationsdauer; F: 12 h Koinkubationsdauer.

A: Die Borrelien adhérieren auf der Oberflache der Astrozyten; B: Eine Borrelienzelle dringt an der
Zellgrenze zwischen zwei Astrozyten in die Astrozyte ein; C-D: Die Borrelien adhérieren in den
Falten auf der Oberfléche der Astrozyte; D: Detail aus C; E: Die Oberflache ist im Bereich um die
Kontaktstelle mit der Borrelienzelle mit granularem Material bedeckt; F: Die Borrelienzelle dringt in
die Astrozyte ein. Im Bereich der Eindringstelle ist die Oberfléache der Astrozyte leicht aufgewdl bt.




IV Ergebnisse

Tafel 33

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Koinkubationspraparate von Astrozyten (Zellinie
1321N1) mit B. garinii Stamm PBi.

A, B, C, E: 24 h Koinkubationsdauer; D, F: 12 h Koinkubationsdauer.

A: Die Borrelien adhidrieren auf der Oberflache der Astrozyten; B: Die Borrelien adhérieren auf
Astrozyten mit nahezu glatter Oberflache; C: Die Borrelien liegt zwischen den Zellauslaufern auf der
Oberflache der Astrozyten; D: Die glatte Zelloberflache zeigt keine Reaktion auf die adhérierende
Borrelienzelle; E: Die Oberflache ist im Bereich der Kontaktstelle mit der Borrelienzelle mit gra-
nularem Material bedeckt; F: Die Borrelienzelle dringt in die Astrozyte ein.
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Tafel 34

Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Astrozyten (Zellinie 1321N1).

A: Astrozyte nach 48 h Kultur auf Melinexfolie (M); die Astrozyte besitzt eine ungewdhnlich glatte
Oberflache ohne Audaufer und eine stark abgerundete Gestalt;

B: Astrozyten nach 48 h Kultur auf Deckglaschen; im Zytoplasma sind mehrere stark kontrastierte
Einschliisse zu erkennen;

C: Astrozyten nach 12 h Koinkubation mit B. afzelii; die Borrelien befinden sich an der Oberflache
der Astrozyten und werden von Zellausl dufern umschlossen (Pfeil);

D: Astrozyten nach 12 h Koinkubation mit B. garinii; die Borrelienzelle liegt zwischen zwei
Astrozyten (Pfeil);
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Tafel 35

Transmissionsel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Astrozyten (Zellinie 1321N1) nach 24 h

Koinkubation mit Borrelien;

A, E: B. afzdii; B, C, D, F: B. garinii.

A—-C: Dieintrazelluldren Borrelien liegen in Vesikeln im Zytoplasma der Astrozyten (Pfeile); an eini-
gen Stellen ist die Membran, die die Vesikel begrenzt deutlich zu erkennen;

D: Inenzelnen Falen sind mehrere Borrelien in einem Vesikel zu beobachten;

E—F: Einige Borrelien liegen direkt im Zytoplasma des Astrozyten; sie sind nicht von einer zusétzli-

chen Membran umgeben; das Protoplasma dieser Borrelien zeigt Degenerati onserschei nungen.
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Tafel 36
Drei aufeinanderfolgende Ultradiinnschnitten aus dem Randbereich einer Astrozyte (Zellinie 1321N1)
nach der Koinkubation mit B. garinii; ein Zellausléufer umschlief}t die Borrelienzelle (Pfeile).
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Tafel 37

Kurze Serie von aufeinanderfolgenden Ultradiinnschnitten zweier B. garinii Zellen (Pfeile) in einer
Astrozyte (Zellinie 1321N1); An allen vier Schnitten ist zu erkennen, dal3 die Borrelien innerhalb der
Astrozyte lokalisiert sind.
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V Diskussion

V.1 Ultrastrukturelle Charakterisierung der Borrelienzelle aus der in vitro Kultur

Die rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse zeigen eindeutig, dal3 Borrelienzellen eine
schraubenformige Gestalt besitzen (Tafel 2 A, B; 5 A). Diese Beobachtung stimmt mit den
Beschreibungen anderer Autoren iiberein, die von einer schraubenférmigen Gestalt der Borre-
lienzelle sprechen (BARBOUR und HAYES, 1986; KIMSEY und SPIELMAN, 1990). Der Schrauben-
durchmesser nimmt mit zunehmendem Kulturalter ab, wobei die Zellen eine nahezu gestreckte
Form annehmen. Die von verschiedenen Autoren (GOLDSTEIN et al., 1994, Liet al., 2000;
MOTALESB et al., 2000) beschriebene ,,Wellenform* der Zellen konnte an keinem der fiir die

Beurteilung der dreidimensionalen Gestalt geeigneten Préparate beobachtet werden.

Der strukturelle Aufbau von B. afzelii zeigt alle wesentlichen Merkmale, die fiir die Zellen von
Spirochéten charakteristisch sind. Sie bestehen aus einem Protoplasmazylinder, der von der inne-
ren Membran und der Zellwand begrenzt wird (Tafel 4 D). Der an die Zellwand anschlieBende
periplasmatische Raum enthilt Endoflagellen, deren Anzahl bei den einzelnen Gattungen unter-
schiedlich ist. Der periplasmatische Raum wird von der dulleren Membran umschlossen
(MADIGAN et al., 1997). Die Endoflagellen stellen ein typisches Merkmal aller Spirochiten dar.
Die Anzahl der Endoflagellen, sowie deren genaue Anordnung innerhalb des periplasmatischen
Raums wird jedoch, zumindest fiir die Gattung Borrelia, kontrovers diskutiert. Dies ist vermut-
lich darauf zuriickzufiihren, dafl die Untersuchung der Endoflagellen au3er durch ihre Lage un-
terhalb der dufleren Membran zusétzlich durch die schaubenformige Gestalt der Borrelienzelle
erschwert wird. AuBBerdem geht man davon aus, daf die Anzahl der Endoflagellen nicht nur zwi-
schen verschiedenen Borrelienarten, sondern auch innerhalb eines Stammes variiert. Die Litera-
turwerte filir die Anzahl der Ansatzstellen schwanken daher zwischen 3 und 10 pro Zellende, die

Anzahl der Flagellen zwischen 3 und 18 pro Borrelienzelle (HAYES und BURGDORFER, 1993).

Friihe ultrastrukturelle Untersuchungen an Spirochidten kamen zu dem Ergebnis, daf eine be-
stimmte Flagelle an beiden Zellenden inseriert und dadurch die schraubenférmige Gestalt der
Spirochéitenzellen verursacht wird (BRADFIELD und CATER, 1952; RYTER und PILLOT, 1963;
SWAIN, 1955). Neuere Untersuchungen an verschiedenen Spirochitengattungen, wie Treponema

und Leptospira, beschreiben jedoch einheitlich, daB3 jede Flagelle nur an einem Zellende ansetzt
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und frei endet (DETTORI et al., 1987; NAUMAN et al., 1969). Auch verschiedene Untersuchungen
an Borrelien gelangen zu dem Ergebnis, daf3 die einzelnen Flagellen frei enden (BARBOUR and
HAYES, 1986; HOVIND-HOUGEN, 1974; JOHNSON et al., 1984 a). Die Frage, ob die Flagellen bei-
der Zellenden in der Zellmitte iiberlappen oder nicht, wird jedoch fiir verschiedene Gattungen
kontrovers diskutiert (BIRCH-ANDERSEN et al., 1973; DETTONI et al., 1987; JOHNSON et al.,

1984 a). Der Uberlappungsbereich der Flagellen kann auch bei Borrelien nicht eindeutig
bestimmt werden. Trotzdem ist es sehr wahrscheinlich daf3 die Flagellen der Borrelien im
Bereich der Zellmitte {iberlappen. An den Zellenden von B. afzelii sind 5-9 Ansatzstellen der
Flagellen zu erkennen, wohingegen bei der Mehrzahl der Querschnitt durch die Borrelienzelle
13-18 Endoflagellen sichtbar sind (Tafel 4 D; 5 C, D). Die Ansatzstellen der Flagellen sind nur
nach der Negativkontrastierung darstellbar. Durch die Uberlagerung der Flagellenansatzstellen
mit dem Protoplasmazylinder konnen nicht immer alle Ansatzstellen bei der Zahlung erfaf3t
werden. Auf diese Weise 148t sich die Schwankungsbreite beziiglich der Anzahl der Flagellen-
ansatzstellen erkldren. Im Querschnitt sind also etwa doppelt so viel Flagellen zu erkennen, wie
Ansatzstellen an einem Zellende vorhanden sind. Die Anzahl der Flagellen, die im Negativ-
kontrast tiber die gesamte Zellinge hinweg sichtbar sind ist jedoch mit 10—13 Flagellen deutlich
niedriger (Tafel 6). Dieser Unterschied kann jedoch durch die Anordnung der Flagellen in zwei
Reihen bedingt sein (Tafel 4 D; Abb. 5). Bei der Negativkontrastierung konnen sich einzelne
Flagellen gegenseitig verdecken, so da3 nur ein Teil deutlich zu unterscheiden ist. Die Grenzen
der Uberlappungszone sind auch bei B. afzelii nicht zu erkennen. Hierbei muB beriicksichtigt
werden, dal} die Flagellen um den Protoplasmazylinder gewunden sind und so wiederholt Be-
reiche vorhanden sind, in denen der Verlauf der Flagellen nicht eindeutig nachvollzogen werden
kann. Die Anzahl der Flagellen ist daher nicht immer genau zu erkennen ist. Da bei den ver-
schiedenen Querschnitten nur selten weniger als 15 Einzelflagellen vorhanden sind, ist es
durchaus wahrscheinlich, dal die beiden Flagellenbiindel nicht nur in der Zellmitte, sondern iiber
einen groBeren Bereich hinweg einander iiberlappen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten
insgesamt darauf hin, dal an jedem Zellende 7-9 Flagellen inserieren. Diese bilden ein Biindel,
das im mittleren Zellbereich mit dem Flagellenbiindel des anderen Zellendes iiberlappt. Gestiitzt
wird diese Annahme dadurch, da3 weder im Querschnitt noch im REM Borrelien mit mehr als
einem Flagellentunnel beobachtet werden konnten. Im Uberlappungsbereich miissen also die

Flagellen beider Seiten als ein Biindel in einem gemeinsamen Tunnel lokalisiert sein.

Auf Grund der detaillierten Ergebnisse zur Ultrastruktur der Borrelienzelle ist es moglich, den

Aufbau der Zellhiille von Borrelien, aus einem Bereich des Querschnitts, der keine
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Endoflagellen enthélt, mit den von WANNER (unveroffentlicht) erstellten Modellen zum Aufbau
der Zellhiille von Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien zu vergleichen (Abb. 12).
Borrelien werden auf Grund ihres Farbeverhaltens den Gram-negativen Bakterien zugeordnet
(WILSKE et al., 1991). Auch der grundlegende Aufbau der Zellhiille der Borrelien entspricht dem
Gram-negativen Bakterien. Beide besitzen eine duflere Membran und eine im Vergleich zu
Gram-positiven Bakterien diinne Zellwand. Die Zellwand der Borrelien ist jedoch mit 6 nm
dicker als die der Gram-negativen Bakterien, die nur 2-3 nm dick ist. Auch die Anordnung der
einzelnen Elemente zueinander ist unterschiedlich. Wahrend bei Gram-negativen Bakterien der
Abstand zwischen Cytoplasmamembran und Zellwand groB3er ist als der zwischen Zellwand und
duBerer Membran verhilt es sich bei den Borrelienzellen genau umgekehrt. Hier ist der Abstand
der Zellwand zur dufleren Membran groBer als derjenige zur Cytoplasmamembran. Besonders
auffallig ist die Cytoplasmamembran der Borrelien. Sie weicht mit einer Dicke von nur 4 nm

deutlich von den fiir Membranen typischen Werten von 7-8 nm Dicke ab.

gram positiv gram negativ Borrelia
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Abb. 12 Schematische Darstellung des Aufbaus der Zellhiillen von Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien, sowie von Borrelien; 4M: dulere Membran;
CM: Cytoplasmamembran; CP: Cytoplasma; iM: innere Membran; M: Medium;
PR: periplasmatischer Raum; T: Teichonsduren; ZW: Zellwand.

Auf Grund der langen Generationszeit sind bei B. afzelii nur vereinzelt Stadien zu beobachten,
mit deren Hilfe auf die Art der Zellteilung geschlossen werden kann. Obwohl die Beobachtung

von zwei vOllig parallel liegenden Borrelienzellen im REM (Tafel 3) an die frither von
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CZEKALOWSKI (1963) fiir Leptospira diskutierte Langsteilung denken 148t, spricht eine Vielzahl
verschiedener anderer Beobachtungen fiir die Querteilung. Zum einen ist zu erkennen, daf} in
Kulturen aus der spéten log-Phase Borrelien mit 6-9 Windungen gegeniiber kiirzeren mit nur
3-5 Windungen deutlich iiberwiegen. Altere Borrelienzellen sind also linger als solche kurz
nach der Zellteilung (Tafel 1; 2). Wiirden sich Borrelien ldngs teilen, so wéren entweder alle
Zellen einer Kultur gleich lang, oder das Verhéltnis kurzer zu langer Borrelienzelle wére in einer
Kultur wihrend der gesamten Wachstumsphase konstant. Auch die Beobachtung, daf3 die Enden
zweier Protoplasmazylinder innerhalb einer gemeinsamen dufleren Membran aneinander stof3en,
spricht fiir die Querteilung (Tafel 7). Beide Protoplasmazylinder besitzen an der Kontaktstelle
Flagellenansatzstellen, von denen Flagellen in entgegengesetzte Richtungen ausgehen. Diese Be-
bachtung steht mit dem fiir verschiedene Spirochdten beschriebenen Teilungsschema in Einklang
(HoLTt, 1978; HOVIND-HOUGEN, 1974). Nach dieser Vorstellung werden zu beiden Seiten der
Mitte der Ausgangszelle zundchst neue Flagellen gebildet. Anschlie8end teilt sich der Proto-
lasmazylinder und zuletzt die &uBBere Membran. Die Borrelienzellen (Tafel 7) befinden sich
demnach kurz vor der vollstdndigen Trennung in zwei neue Borrelien. Auf Grund der langen
Generationszeit der Borrelien waren Teilungsstadien nur sehr selten zu beobachten. Borrelien zu
einem fritheren oder spéteren Zeitpunkt wihrend des Teilungsvorgangs konnten nicht gefunden
werden. Die Beobachtung lebender, sich bewegender Borrelienzellen im Dunkelfeld liefert eine
Erklarung der parallel liegenden Borrelien im REM. Borrelien mit mehr als 9 Windungen kon-
nen in der Zellmitte umknicken. Durch die korkenzieherartigen Bewegungen schrauben sich die
beiden Enden ineinander. Dies erklirt auch, warum die scheinbar parallel liegenden Borrelien-
zellen an einem Ende miteinander verbunden sind (Tafel 3). Es handelt sich demnach um eine
einzelne Borrelienzelle, deren Enden miteinander verdrillt sind. Diese Beobachtung 148t also

keinen Schluf} auf eine Langsteilung zu.

V.2 Lokalisation von immundominanten Proteinen

V.2.1 Diskussion der verwendeten Markierungsmethoden

Fiir eine erfolgreiche Immun-Markierung ist es zunéchst entscheidend, dal3 die verwendeten Bor-
relien das zu untersuchende Protein auch exprimieren. Vor jeder Inmun-Gold-Markierung
wurde daher zunédchst mit Borrelien aus der gleichen Kultur ein IFT durchgefiihrt. Dieses Vor-
gehen ist notwendig, da die Expression eines bestimmten Proteins nicht nur zwischen verschie-

denen Stdmmen, sondern auch innerhalb eines Stamms in den verschiedenen Passagen variiert.
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Mit Hilfe des IFT kann sehr schnell iiberpriift werden, ob die entsprechende Passage des ver-
wendeten Stamms oder Klons das zu untersuchende Protein exprimiert. Aulerdem kann man
hierbei den Prozentsatz an Einzelzellen ermitteln, die das zu untersuchende Protein exprimieren.
Die lichtmikroskopische Untersuchung ermoglicht eine schnelle quantitative Unterscheidung
markierter und unmarkierter Borrelien. Diese Auszahlung an Hand von goldmarkierten Borrelien
im REM durchzufiihren ist nicht sinnvoll, da es auf Grund der nétigen Vergroferung fiir die
Detektion des Goldsignals nicht mdglich ist mit Hilfe von Ubersichtsaufnahmen zwischen mar-
kierten und unmarkierten Borrelien zu unterscheiden. Der Anteil fluoreszenzmarkierter Borrelien
im LM liefert einen Anhaltspunkt fiir den zu erwartenden Anteil an goldmarkierten Borrelien im

REM.

AuBlerdem liefert der Vergleich der Markierung im konventionellen IFT mit dem Ergebnis der
Lebendmarkierung bereits einen Anhaltspunkt fiir die zu erwartende Lokalisation des Proteins.
Liefern beide Methoden ein vergleichbar intensives Fluoreszenzsignal, so kann man von einer
Oberflachenlokalisation des markierten Proteins ausgehen. Eine Immun-Gold-Markierung fiir
die Rasterelektronenmikroskopie ist daher erfolgversprechend. Ein detaillierter Vergleich von
IFT und Immun-Gold-Markierung ist jedoch auf Grund der unterschiedlichen Préparations- und

Untersuchungsbedingungen nicht moglich.

Die Immun-Gold-Markierung erlaubt eine detaillierte Untersuchung der Lokalisation eines Pro-
teins. Zunéchst dient sie der Bestitigung der vermuteten Lokalisation des Proteins auf der Ober-
flache. Anders als im IFT kann man im REM erkennen, ob die markierte Borrelienzelle intakt ist
und das Protein wirklich auf der Oberflache liegt. Kommt es zu einer Zerstorung der duleren
Membran, und dadurch zu einer Markierung innenliegender Zellbestandteile, so ist das deutlich
zu erkennen (Tafel 14 C, D). Dariiber hinaus gibt die Anordnung der Goldsignale auf der Ober-

fliche das Verteilungsmuster der Proteine wieder.

Die Ergebnisse des IFT lieen vermuten, da3 die zu untersuchenden Proteine auf der Oberflache
der duBleren Membran lokalisiert sind. Deshalb wurde ein Protokoll fiir die Immun-Gold-Markie-
rung mit anschlieBender Untersuchung im REM entwickelt. Eine geeignete Mdglichkeit zur ra-
sterelektronenmikroskopischen Untersuchung von Bakterien stellt die Kryo-Préaparation auf OT
dar. Die Immun-Gold-Markierung kann dabei vor oder nach dem Aufbringen auf den OT erfol-
gen. In den Vorversuchen zeigte sich, da3 durch die Markierung der Borrelien nach dem Auffrie-

ren auf OT ein stirkeres, spezifisches Markierungssignal zu erzielen war, als das bei der
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Markierung im Eppendorfgefdl3 der Fall war (Tafel 14 A, B). Mdglicherweise veridndert eine
starke Gold-Markierung die Oberflache der Borrelienzellen so, dal diese schlechter auf dem OT
haften als schwach markierte Borrelien. Eine Markierung auf OT war jedoch nur nach vorher-
gehender Glutaraldehyd-Fixierung moglich. Wurden Borrelien ohne vorherige Fixierung auf OT
aufgefroren, so fiihrte das zu einer Zerstorung der Borrelienzellen. Eine Zuordnung der Markie-
rungssignale ist dann nur noch in Einzelfdllen, wie etwa bei der Markierung der Flagellen mog-
lich (Tafel 14 C, D). Die vor der Markierung durchgefiihrte Fixierung setzt voraus, dal3 das
Epitop, das von dem verwendeten MAK erkannt wird, durch die Behandlung mit Glutaraldehyd
nicht veradndert wird. Die Epitope des OspA wurden jedoch im Gegensatz zu den Epitopen der
iibrigen zu untersuchenden Proteinen durch die Fixierung mit Glutaraldehyd so verdndert, daf3
die Bindung des spezifischen MAK unterblieb. In diesem Fall muflte die Markierung daher im
Eppendorfgefa3 erfolgen, da nur bei der Verwendung unfixierter Borrelien eine Immun-Gold-
Markierung moglich war. Eine weitere Optimierungsmdglichkeit stellt die Wahl des sekundéren
Antikorpers dar, der mit Goldkolloiden unterschiedlicher GroB3e konjugiert sein kann. Bei der
Verwendung eines sekundiren Antikorpers mit einem 6 nm Gold-Konjugat konnte eine etwa
2,5-fach hohere Markierungsdichte erreicht werden, als bei Verwendung eines 12 nm Gold-Kon-
jugats (Tafel 15). Dies ermdglicht eine tiberaus detaillierte Untersuchung der Verteilung eines
bestimmten Proteins auf einer kleinen Fliche, wie sie z. B. bei der Immunlokalisation eines
Flagellenproteins notig ist. Der Nachweis des 6 nm Gold-Kolloids erfordert aber auch eine hohe
Primérvergroferung (min. 30.000 x). Borrelienzellen sind jedoch relativ grof3, so dal3 es bei
dieser VergroBerung nur schwer moglich ist einen Uberblick iiber die Verteilung der Markie-
rungssignale liber die gesamte Oberflache zu erhalten. Deshalb wurde, trotz der hoheren zu
erwartenden Markierungsdichte, auf die Verwendung des 6 nm Gold-Konjugats verzichtet und

fiir alle Markierungen der sekundire AK mit dem 12 nm Gold-Konjugat eingesetzt.

V.2.2 Diskussion der Markierungsergebnisse

Verschiedene Oberfldchenproteine, wie OspA und OspC, scheinen fiir die Dissemination der
Borrelien in der Zecke und den anschlieBenden Ubertritt in den Sdugerwirt von entscheidender
Bedeutung zu sein (FINGERLE et al., 1995; SCHWAN et al., 1995; SCHWAN und PIESMAN, 2000).
Zudem sind Oberflachenproteine an der Adhésion der Borrelien an die verschiedenen Gewebe
des Wirts beteiligt. Der Verlust bestimmter Plasmide und das damit verbundene Fehlen ver-
schiedener Oberflachenproteine geht mit dem Verlust der Pathogenitit dieser Borrelienstimme

einher (HINDERSSON et al., 1992). Dariiber hinaus sind Oberfldchenproteine mogliche
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Kandidaten fiir die Entwicklung einer Vakzine gegen die Lyme Borreliose. Die Untersuchung
der Lokalisation von immundominanten Proteinen leistet daher einen wesentlichen Beitrag zum
Verstiandnis der Interaktion von Borrelien mit dem Wirt und kann auflerdem als Grundlage fiir

die Entwicklung einer Vakzine dienen.

OspA und OspC sind Proteine, die auf der Oberflache der d&uBBeren Membran lokalisiert sind
(BARBOUR et al., 1983 b; WILSKE et al., 1993 b). An Tiermodellen konnte gezeigt werden, dal3
Antikorper gegen OspA oder OspC nur vor der Infektion mit homologen Stimmen schiitzen
(BOCKENSTEDT et al., 1997; PADILLA et al., 1996). OspA wird jedoch erfolgreich als Impfantigen
in den USA eingesetzt, da hier nur B. burgdorferi s. s. mit einem einheitlichen OspA Serotyp
vorkommt (SIMON et al., 1999). Auf Grund der starken Heterogenitdt von OspA und OspC bei
europdischen Borrelien-Stammen ist es fiir die Entwicklung einer Vakzine fiir Europa von grofler
Bedeutung, ob typspezifische und breitreaktive Epitope dieser Proteine gleichermallen auf der

Oberflache lokalisiert sind.

Bei den untersuchten Stimmen bzw. Klonen sind in allen Féllen typspezifische und breitreaktive
Epitope des OspA auf der Oberfliche der d&uleren Membran lokalisiert. Dies zeigen die Ergeb-
nisse des [FT und der Immun-Gold-Markierung in tibereinstimmender Weise. Im IFT sind beide
Epitope auf iiber 50% der Borrelien nachweisbar (vergl. Tab. 12-14). Auch die Immun-Gold-
Markierung zeigt ein vergleichbares, wenn auch insgesamt nur schwaches, Markierungssignal
(vergl. Tab. 15-17 und Tafel 22-24). Eine Ausnahme diesbeziiglich stellt die Markierung von
Klon PK097 K37 mit dem typspezifischen MAK L32 14G7. Hier sind bei der Lebendfiarbung im
IFT nur einzelne Borrelien stark markiert (vergl. Tab. 13 und Tafel 20 A). Auch die Signale der
Immun-Gold-Markierung beschrinken sich auf wenige Zellen. Diejenigen Borrelien des Klons
PK197 K37, die bei der Markierung mit dem typspezifischen MAK L32 14G7 ein Goldsignal
zeigen, unterscheiden sich in der Signalintensitét jedoch nicht von denjenigen Zellen, die mit
dem breitreaktiven MAK L32 1F11 markiert wurden (Tafel 23). Die Markierung mit dem typ-
spezifischen MAK ist also trotz der Beschrankung auf einzelne Zellen spezifisch. Die Ursache
dafiir, daB3 die Markierung mit dem typspezifischen MAK auf einzelne Zellen beschrénkt ist,

konnte trotz mehrfacher Versuche, nicht gefunden werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir die insgesamt nur schwache Goldmarkierung des OspA ist, daf3 die
Markierung im Eppendorfgefdl durchgefiihrt werden muf3. Diese Methode liefert auch bei der

Markierung anderer Proteine nur ein relativ schwaches Markierungssignal (Tafel 14 A, B). Auf
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Grund der geringen Signaldichte ist eine Beurteilung des Verteilungsmusters des Proteins auf der
Borrelienoberflache nur eingeschrankt moglich. Trotzdem ist zu erkennen, dafl unabhéngig vom
verwendeten MAK, die Goldsignale bei der Markierung von Klon PK0o97 K37 im Vergleich zur
Markierung von Stamm PGau und Klon PKo0345 II-2-3 etwas ungleichmiBiger verteilt sind
(Tafel 22 A-D; 23A-D; 24 A-D). Die von BARBOUR et al. (1983 b) beschriebene Aggregation
der Markierungssignale bei fehlender Vorfixierung 148t sich jedoch bei keiner der Markierungen

beobachten.

Auch bei der Immunmarkierung des OspC zeigen der IFT und die Immun-Gold-Markierung
iibereinstimmend eine Lokalisation breitreaktiver und typspezifischer Epitope auf der Oberfliche
der Borrelienzellen. Das Signal der Immun-Gold-Markierung ist vor allem bei der Markierung
von B. afzelii Stamm PKo mit dem breitreaktiven MAK L.22 1F8 sehr stark, wihrend die Mar-
kierung des Klons PK097 K37 mit dem gleichen MAK weniger intensiv ausfillt (vergl. Tab. 20
und Tafel 27 C, D; 28 C, D). Dieser Unterschied ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, daf3
Klon PK097 K37 gleichzeitig OspA und OspC exprimiert, wihrend Stamm PKo nur OspC ex-
pimiert. Die Expression beider Proteine auf der Oberflache der duleren Membran reduziert
moglicherweise die Zugénglichkeit des konservierten Epitops flir den breitreaktiven MAK. Die
Markierung mit dem typspezifischen MAK L22 1F10 fiihrt dagegen in beiden Féllen zu einem
vergleichbaren Markierungsergebnis (vergl. Tab 20 und Tafel 27 A, B; 28 A, B).

Auf Grund der Expression von typspezifischen und breitreaktiven Epitopen auf der Oberflache
der Borrelienzelle, die sowohl fiir OspA als auch fiir OspC nachgewiesen werden konnte, ist die
Entwicklung eines Impfstoffs, der auf diesen Proteinen beruht auch fiir den europdischen Raum
denkbar. Hierbei ist auBerdem zu beriicksichtigen, daB3 die Expression beider Proteine auf etwa
50-60% der Borrelien in vitro nicht mit den Verhéltnissen in vivo Gibereinstimmt. In ,,niicht-
ernen” Zecken exprimieren etwa 85% der vorhandenen Borrelien OspA, wéhrend bei Patienten
nur vereinzelt eine Immunantwort gegen dieses Protein zu finden ist (FINGERLE et al., 1995;
WILSKE et al., 1986). Die frithe Immunantwort richtet sich vor allem gegen OspC. Dies 143t den
Schluf3 zu, daB3 die Expression des OspC wiéhrend des Saugvorgangs der Zecke am Saugerwirt
induziert wird und dieses Protein auch wihrend der frithen Infektionsstadien von den Borrelien-
zellen exprimiert wird. Im Gegensatz dazu wird die Expression von OspA herunterreguliert
(FINGERLE et al., 1998; WILSKE et al., 1986). Direkte Untersuchungen zur Expression von OspA

und OspC wihrend des gesamten Infektionsverlaufs liegen jedoch bisher nicht vor.
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Neben OspA und OspC gibt es noch weitere immundominante Proteine, die moglicherweise eine

Bedeutung als Pathogenitétsfaktoren haben, oder als Impfantigen in Frage kommen.

So zeigen die Ergebnisse des IFT und der Immun-Gold-Markierung iibereinstimmend die Loka-
lisation des Osp17 auf der Oberflache der dulleren Membran (Tafel 16 A, C). Unter in vitro
Bedingungen wird dieses Protein in den verwendeten Passagen von etwa 80% der Borrelien des
B. afzelii Stamms PKo exprimiert. Uber die Expression dieses Proteins in vivo ist nur wenig be-
kannt. Gesichert ist jedoch, da3 eine Immunantwort gegen Osp17 vor allem im Stadium III der
Lyme Borreliose beobachtet werden kann. (JAURIS-HEIPKE et al., 1999 ; WILSKE et al., 2000).
Die Immunantwort deutet darauf hin, dal dieses Protein vor allem wéhrend des spiten Krank-
heitsverlaufs von den Borrelien expimiert wird. Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, daf es
sich beim Osp17 um das Decorin bindende Protein A (dbpA) von B. afzelii handelt (SCHULTE-
SPECHTEL, unverdffentlicht). Das dbpA vermittelt die Bindung von Borrelien an Kollagenfasern,
da Borrelien nicht in der Lage sind, direkt an Kollagen zu binden (GUO et al., 1998). Das dbpA
und somit auch das Osp17 sind demnach fiir die Adhédsion der Borrelien an die extrazellulére
Matrix in den verschiedenen Wirtsgeweben von entscheidender Bedeutung. Eine Impfung mit
dem dbpA fiihrt im Tierversuch zum Schutz vor der Infektion mit Borrelien, wenn diese mittels
einer Spritze in die Versuchstiere inokuliert werden (HANSON et al., 1998). Allerdings liel3 sich
durch die Impfung mit dem dbpA keine Immunitét gegen durch Zecken iibertragene Borrelien
erzeugen (HAGMAN et al., 2000). Der Einsatz des Osp17 als mogliches Impfantigen erscheint

daher wenig erfolgversprechend, da der natiirliche Infektionsweg iiber die Zecke fiihrt.

Die verschiedenen Immunmarkierungsmethoden zeigen einheitlich eine Lokalisation des Prote-
ins p58 und des Proteins p35 auf der Oberfldche der d&uBleren Membran der Borrelien (Tafel 17
A, C; 18 A, C). Sie werden deshalb im folgenden als Osp58 und Osp35 bezeichnet.

Aus Untersuchungen von Patientenseren aus Europa ist bekannt, dafl das Osp35 eine deutliche
Immunantwort hervorruft. Diese ist vor allem im Stadium III der Erkrankung von Bedeutung,
kann jedoch in geringerem Umfang auch wahrend der frithen Phase der Infektion beobachtet
werden (HAUSER et al., 1999). Uber die Bedeutung des Osp35 fiir den Infektionsverlauf ist bis-
her nichts bekannt. Untersuchungen aus den USA beschreiben im Gegensatz zu den europdi-
schen Verhéltinssen eine starke Immunantwort gegen ein chromosomal kodiertes Protein von
35 kDa bei Patienten mit Erythema migrans (GILMORE et al., 1997). Die Peptidsequenz dieses

Proteins von B. burgdorferi s. s. ist jedoch nur zu 56% mit der Peptidsequenz des von uns unter-
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suchten Proteins von B. afzelii identisch. Eine Suche in der Genbank zeigt dariiber hinaus eine
Identitat der Peptidsequenzen von 55% fiir ein von FRASER et al. (1997) bei B. burgdorferi s. s.
beschriebenes Protein. Dieses Protein ist jedoch auf einem linearen Plasmid kodiert. Der Ver-
gleich mit anderen bekannten p35 Proteinen 146t auf Grund der geringen Sequenzidentitit keinen
Riickschluf3 auf die Bedeutung des Osp35 zu. Auerdem ist es nicht moglich eindeutig zu kliren,

ob es sich um ein chomosomal kodiertes oder ein plasmid-kodiertes Protein handelt.

Osp58 hingegen scheint bereits frith im Krankheitsverlauf der Lyme Borreliose von den Erregern
exprimiert zu werden. Bereits im Stadium II der Erkrankung ist die Immunantwort gegen dieses
Protein von entscheidender diagnostischer Bedeutung. Auch im Stadium III zeigen etwa 80% der
Patienten eine deutlich Immunantwort gegen dieses Protein (HAUSER et al., 1999; WILSKE et al.,
2000). Diese Beobachtungen lassen den Schluf3 zu, dal Osp58 wihrend des gesamten Infekti-
onsverlaufs von den Borrelien exprimiert wird. Im Gegensatz zu anderen immundominanten
Oberflachenproteinen, wie OspB, OspC oder Osp17, die plasmid-kodiert sind, ist dieses Protein
chromosomal kodiert (WILSKE et al., 2000).

Auf Grund der Lokalisation des Gens fiir Osp58 auf dem Chromosom der Borrelien ist zu er-
warten, daf} dieses Gen bei der Mehrzahl der Stdimme von B. burgdorferi s. 1. vorhanden ist. Dies
wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dal Osp58 bei Vertretern aller drei Spezies von

B. burgdorferi s. 1. nachgewiesen werden kann (HAUSER et al., 1997). Im Gegensatz dazu kann
es auf Grund von Selektionsprozessen bei Borrelien zum Verlust von bestimmten Plasmiden, wie
dem 49 kb Plasmid, das fiir OspA und OspB kodiert, kommen (COLEMAN et al., 1992; SADZINE
et al., 1992; WILSKE et al., 1992 a). Dartiber hinaus ist bekannt, daB} plasmid-kodierte Proteine
wie OspA und OspC eine starke immunologische Heterogenitét bei verschiedenen Borrelien-
stimmen zeigen (WILSKE et al., 1992 a; 1995 a). Ein chromosomal-kodiertes Protein weist eine
grofere Stabilitdt auf, als das bei plasmid-kodierten Proteinen zu erwarten ist, da ein Austausch
oder Verlust von Plasmid-DNA weit haufiger vorkommt, als der Austausch chromosomaler

DNA zwischen verschiedenen Zellen.

Die starke Immunantwort der Patienten gegen Osp58 146t darauf schlieBen, dall dieses Protein
auch wihrend der Infektion von den Borrelien exprimiert wird. Ein chromosomal kodiertes
Oberflachenprotein wie OspS58 wire daher moglicherweise ein geeigneter Kandidat fiir die Ent-
wicklung einer Vakzine gegen Lyme Borreliose. Dazu ist jedoch eine genaue Untersuchung der

protektiven Wirkung der Antikorper, die gegen dieses Protein gebildet werden erforderlich.
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Eine detaillierte Untersuchung der Expression der verschiedenen Oberflachenproteine wéihrend
des Infektionsverlauf wire wiinschenswert. Diese kann bisher nur indirekt mit Hilfe der Immun-
antwort der Patienten riickgeschlossen werden. Eine umfassende Untersuchung ist jedoch auf
Grund der geringen Erregerdichte im Gewebe sehr schwierig und nur in Ausnahmeféllen mog-

lich (DEKONING und DURAY, 1993; WILSKE et al., 2000).

V.3 Ultrastrukturelle Charakterisierung der kokkoiden Morphotypen und deren mogliche
Bedeutung

Das Auftreten kokkoider Formen, wie Cysten, Spharoplasten oder Gemmae, wurde bei B. burg-
dorferi s. 1. unter verschiedenen Bedingungen beschrieben (BRORSON und BRORSON, 1997;
KERSTEN et al., 1995; SCHALLER und NEUBERT, 1994). Die verschiedenen Bezeichnungen fiir die
sphérischen Strukturen werden dabei unabhéngig von den ultrastrukturellen Merkmalen verwen-
det. Die Bezeichnungen fiir die beschriebenen Strukturen sind den jeweiligen Literaturstellen
entnommen. Auch bei Vertretern anderer Gattungen der Spirochdten, wie Treponema oder
Leptospira, konnte die Bildung sphérischer Strukturen beobachtet werden (CZEKALOWSKI und
EAVES, 1954; KAWATA und INOUE, 1964; WECKE et al., 1995). Es handelt sich hierbei offenbar
um eine bei Spirochéten weit verbreitete cytologische Besonderheit. Detaillierte Untersuchungen
der ultrastrukturellen Merkmale der kokkoiden Formvarianten bei B. burgdorferi s. 1. gibt es
bisher nur in sehr geringem Umfang. Sie wurden vor allem durch die zeitintensiven Methoden
zur Generierung der kokkoiden Morphotypen erschwert. Durch die Inkubation der Borrelien in
Aqua dest. gelang es diese Formvarianten sehr schnell und in grof8er Anzahl zu generieren,

wodurch eine genaue ultrastrukturelle Untersuchung moglich ist.

Sowohl das Ergebnis der Vitalfairbung (Tafel 8 C, D) als auch das Anwachsen der kokkoiden
Morphotypen zu schraubenférmigen Borrelienzellen in Kulturmedium zeigt deutlich, daf3 es sich
bei den durch die Inkubation in Aqua dest. gebildeten kokkoiden Morphotypen um lebende
Formvarianten handelt. Fiir die Rekultivierungsversuche wurden die kokkoiden Morphotypen
von moglicherweise vorhandenen schraubenformigen Borrelienzellen getrennt. Kokkoide
Morphotypen werden von einen Filter mit einer Porengroe von 0,45 um zuriickgehalten, wohin-
gegen schraubenformige Borrelien in der Lage sind durch diesem Filter zu gelangen und an-
schlieBend in Kulturmedium wieder anzuwachsen (JOBE et al., 1993). Wihrend der Kultur des
Filtrats kann kein Anwachsen von Borrelien beobachtet werden. Dies dient als Beleg dafiir, daf3

sich zwischen den kokkoiden Morphotypen keine wachstumsfihigen schraubenformigen
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Borrelien befinden. Die schnelle Generierung schraubenformiger Borrelien nach dem Animpfen
der kokkoiden Morphotypen ist also nicht auf einzelne Borrelien zuriickzufiihren, die unverin-

dert in Aqua dest. iberdauern konnten.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dal die Bildung der kokkoiden Morphotypen auf die
starke Ausdehnung des periplasmatischen Raums zuriickzufiihren ist (Tafel 10 A, B). Da dem
aufgerollten Protoplasmazylinder die dullere Membran fehlt (Tafel 10 D), ist es durchaus wahr-
scheinlich, dafl die Membran, die die kokkoide Struktur umgibt, und die d&ulere Membran der
schraubenformigen Borrelienzelle einander entsprechen. Im Inneren des entstehenden Hohl-
raums rollt sich der Protoplasmazylinder in engen Windung auf, wobei der Abstand zwischen
den einzelnen Windungen etwa 100-200 nm betrégt (Tafel 10 B-D). Die Ganghdhe der schrau-
benformigen Borrelienzellen betridgt im Gegensatz dazu 2-3 pum. Der Windungsdurchmesser
liegt im zentralen Bereich der kokkoiden Struktur mit 1,4 um etwas liber dem der schraubenfor-
migen Borrelienzelle. Es kommt also bei der Bildung der kokkoiden Morphotypen zu einer Stau-
chung der Schraubenwindungen des Protoplasmazylinders. Die Endoflagellen verlieren ihre
typische Anordnung in zwei Reihen, wie sie bei den schraubenformigen Borrelienzellen zu beob-
achten ist (vergl. Tafel 4 D, 10 D). AuBerdem ist die Anzahl der Endoflagellen, die mit dem
Protoplasmazylinder assoziiert sind, bei den kokkoiden Morphotyen niedriger, als beiden schrau-
benférmigen Borrelien. Moglicherweise bleiben nur diejenigen Flagellen, die bei den schrauben-
formigen Borrelien entlang des Protoplasmazylinders liegen bei der Bildung der kokkoiden
Morphotypen mit diesem assoziiert. Wahrend die iibrigen Flagellen frei im entstandenen Hohl-

raum liegen.

Auf Grund der Rekonstruktion der kokkoiden Morphotypen an Hand von Serienultradiinn-
schnitte wird deutlich, dal nur jeweils eine Borrelienzelle an der Bildung dieser Struktur betei-
ligt ist (Tafel 13). Eine genaue Berechnung der Oberflache der kokkoiden Morphotypen ist
wegen der starken Faltenbildung nicht méglich. Man kann jedoch versuchen die GrofB3e der
Oberflache abzuschdtzen, indem man zunichst von einer Kugel als Grundform der kokkoiden

Morphotypen ausgeht.

Oberfliche (Kugel): 4 1> =4 x 0,8 um” x 3,14 = 8,04 pm’

Eine Oberfliche von 8 um” wiirde bedeuten, daB sich die Oberfliche gegeniiber der schrauben-

formigen Borrelienzelle um 70% reduziert. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, da3 diese Be-
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rechnung von einer Kugel mit glatter Oberflache ausgeht, wahrend die Oberfldche der kokkoiden
Morphotypen stark gefaltet ist. Versuch man nun mit Hilfe eines Modells die Faltenbildung mit
einzubeziehen, so ergibt sich eine Reduktion der Oberfliche um etwa 30-35%. Diese Oberflé-
chenreduktion ist moglicherweise auf Membranabschniirungen wéihrend der Bildung der
kokkoiden Morphotypen zuriickzufiihren. Fiir diese Vorstellung sprechen auch die kleinen
Membranvesikel, die neben den kokkoiden Morphotypen zu beobachten sind (Tafel 10 B, D;

11 B).

Der aufgerollte Protoplasmazylinder in einem membranumschlossenen Hohlraum ist auch ein
wesentliches Merkmal der von ALBAN et al. (2000) beschriebenen sphérischen Zysten von

B. burgdorferi s.s., die sich in serumfreiem Medium bilden. Auch unter dem Einflu3 von Peni-
cillin bildet B. afzelii Sphéroplasten, in denen der Protoplasmazylinder aufgerollt ist (SCHALLER
und NEUBERT, 1994). Interessanter Weise zeigen die von HULINSKA et al. (1994) in der Dermis
von Patienten gefundenen zystenartigen Strukturen groBe Ahnlichkeit mit den kokkoiden Mor-
photypen, die sich bei der Behandlung mit Aqua dest. bilden. Das Auftreten ultrastrukturell
dhnlicher sphérischer Strukturen unter verschiedenen fiir Borrelien ungeeigneten Wachstumsbe-
dingungen, legt die Vermutung nahe, daf es sich hierbei um einen Schutzmechanismus handelt.
Obwohl fiir die kokkoiden Morphotypen gezeigt werden konnte, dafl die immundominanten
Proteine OspC, Osp17 und Osp35 weiterhin gleichméBig iiber die Oberflache verteilt sind
(Tafel 29 A, C, E), stellen diese Strukturen mdglicherweise Uberdauerungsformen dar. Durch
die starke Reduktion der Oberfldche gegeniiber der schraubenformigen Borrelienzelle ist die
Angriffsflache fiir Antikdrper trotz der Expression der immundominanten Proteine deutlich
reduziert. AuBBerdem ist zu beriicksichtigen, daf3 es bei der schnellen Bildung der kokkoiden
Morphotypen in vitro zwar zu einer Umverteilung der Oberflichenproteine kommen kann, eine
Anderung in der Expression jedoch nicht zu erwarten ist. Es ist durchaus wahrscheinlich, daB in
vivo gebildete sphérische Strukturen ein anderes Muster an Oberfldchenproteinen zeigen. Da-
riiber hinaus bieten die kokkoiden Morphotypen moglicherweise einen Schutz vor dem Angriff
durch Antibiotika. Hierfiir ist vor allem die fehlende Teilungsaktivitét dieser Formvarianten ver-
antwortlich. Unterstiitzt wird diese Ansicht durch die Tatsache, dal3 Borrelien, die nach einer
Antibiotikatherapie aus Patienten isoliert werden, hdufig sphiroide Strukturen aufweisen

(PREAC-MURSIC et al., 1996).

Das Auftreten kugelférmiger Strukturvarianten bei einer Vielzahl anderer Spirochéten spricht

ebenfalls fiir eine biologische Bedeutung dieser Formvarianten. Detaillierte Untersuchungen gibt
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es hier vor allem fiir Vertreter der Gattung Treponema. Anders als bei Borrelien sind hier jedoch
mehrere Treponemen an der Bildung eines sphérischen Korpers beteiligt. Die Anordnung des
Protoplasmazylinders dicht unter der dufleren Membran entspricht jedoch den Verhiltnissen bei
Borrelien. Auch hier wird eine Schutzfunktion der sphirischen Strukturen bedingt durch die

Reduktion der Oberflache diskutiert (WOLF und WECKE, 1994).

Dariiber hinaus zeichnen sich einige durch Spirochéten verursachte Krankheiten, wie Syphilis
oder Lyme Borreliose, durch einen Verlauf mit mehreren Stadien aus, die haufig durch sym-
ptomfreie Intervalle voneinander getrennt sind. Es ist bisher unklar in welcher Form die Erreger
zwischen den einzelnen Krankheitsschiiben im Korper iiberleben. Moglicherweise stellen die
sphérischen Formen fiir den Erreger eine geeignete Mdoglichkeit dar langere Zeit unauffillig im

Korper des Patienten zu iiberleben.

V.4 Interaktion von Borrelien mit humanen Astrozyten

Nach einer anfangs lokal beschrankten Infektion mit Borrelien im Bereich der Einstichstelle der
Zecke kommt es im weiteren Verlauf der Lyme Borreliose zu einer himatogenen Verbreitung
der Erreger im Korper des Patienten. Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt, dafl Bor-
relien in der Lage sind einschichtige Zellverbdnde aus humanen Endothelzellen zu tiberwinden
(ComsTOCK und THOMAS, 1989; SZCZEPANSKI et al., 1990). Diese Féhigkeit spielt vermutlich
eine entscheidende Rolle beim Ubertritt aus dem BlutgefiBsystem in die verschiedenen Organe,
die von Borrelien infiziert werden konnen. Die Pathogenese der verschiedenen Manifestationen
der Lyme Borreliose ist bisher unbekannt. Eine entscheidende Bedeutung spielt hierbei wahr-
scheinlich die Fahigkeit von Borrelien mit einer Vielzahl verschiedener eukaryontischer Zellen
in Kontakt zu treten. Untersuchungen der Interaktion von Borrelien mit Zellen des Zentralner-
vensystems konzentrieren sich jedoch auf Experimente mit Zellen aus dem Gehirn der Ratte
(GARCIA-MONCO et al., 1989; 1991; PETERS und BENACH, 1997). Fiir ein besseres Verstindnis
der Vorginge, die moglicherweise fiir das Entstehen der Neuroborreliose mit verantwortlich
sind, ist es jedoch notig die Interaktion von Borrelien auch mit Zellen aus dem menschlichen
Gehirn zu untersuchen. Astrozyten sind die ersten Zellen, mit denen die Borrelien nach dem
Ubertritt aus dem Blut ins Gehirn in Kontakt kommen. Wir konnten zeigen, daB sowohl

B. garinii Stamm PBi als auch B. afzelii Stamm PKo in vitro an die Oberfliche humaner
Astrozyten adhirieren (Tafel 30; 32; 33). Die Zahl der adhdrierenden Borrelien nimmt mit

zunehmender Koinkubationsdauer zu, wobei auch nach 24 h noch keine Sattigung erreicht ist
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(Abb. 10; 11). Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, daf sich die Ober-
flache der Astrozyten durch die Adhdrenz der Borrelien nur geringfiigig durch kleine Aufwdl-
bungen oder granuldre Strukturen im Bereich der adhérierenden Borrelien dndert (Tafel 32 B, E,
F; 33 E, F). Es ist daher wahrscheinlich, dal} die Interaktion von Borrelien mit Astrozyten vor
allem von den Borrelien ausgeht. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse anderer Autoren
unterstiitzt, die eine deutliche Verringerung der Adhirenz an verschiedene eukaryontische Zellen
beobachteten, wenn die Borrelien durch Hitzeeinwirkung inaktiviert bzw. abgetotet wurden
(HECHEMY et al., 1992; KURTTI et al., 1993). Die Féhigkeit an die Astrozyten zu adhérieren ist
wahrscheinlich von entscheidender Bedeutung bei der Entstehung der neurologischen Mani-
festationen der Lyme Borreliose. Allerdings kommt es in vitro durch die Interaktion von Borre-
lien mit den Astrozyten zu keiner Schiadigung der humanen Zellen. Dies 18t den Schluf3 zu, daf3
die Affinitdt der Borrelien zu den Astrozyten die Entstehung der neurologischen Manifestationen

begiinstigt, nicht jedoch direkt fiir die Auspragung der Krankheitsymptome verantwortlich ist.

Interessanter Weise adhériert B. afzelii in vitro wesentlich haufiger an die Astrozyten als

B. garinii. Im Gegensatz dazu stellt B. garinii die Borrelienspezies dar, die am hiufigsten aus
dem Liquor von Patienten mit Neuroborreliose isoliert werden kann. B. afzelii 14t sich dagegen
vor allem aus Biopsiematerial der Hautmanifestationen isolieren. Mdglicherweise kommt es in
vivo bereits in der Haut zu einer Selektion der verschiedenen Borrelienspezies, so daf3 die hohe
Affinitdt von B. afzelii zu den Astrozyten nicht zum Tragen kommt. Eine andere mogliche Erkla-
rung fiir die geringe Isolationsrate von B. afzelii aus dem Liquor konnte gerade die deutlich
starkere Adhdrenz dieser Borrelienspezies an die Astrozyten sein. Sie fiihrt dazu, da3 nur ein
geringer Teil der Bakterien mit dem Liquor entnommen und anschlieBend kultiviert werden

kann.

Einige neurologische Manifestationen der Lyme Borreliose zdhlen zum Stadium III der Erkran-
kung. Diese treten erst Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich auf (WEBER et al., 1993 b). Die
Produktion intrathekaler Antikorper ist ein Hinweis darauf, da3 diese neurologischen Krank-
heitssymptome auf eine aktive Infektion mit Borrelien zuriickzufiihren sind (GARCIA-MONCO et
al., 1989; WILSKE et al., 2000). Borrelien haben also die Moglichkeit iiber lange Zeit im Korper
des Patienten zu iiberdauern. Die rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse legen die Ver-
mutung nahe, dall sowohl B. afzelii als auch B. garinii in der Lage sind, in die Astrozyten ein-
zudringen (Tafel 32 E, F; 33 E, F). Auf Grund der Untersuchungen an Ultradiinnschnitten

konnte diese Vermutung bestitigt werden (Tafel 35). Die intrazelluldre Lage der Borrelien 143t
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sich iiber eine kurze Serie von Ultradiinnschnitten hinweg verfolgen (Tafel 27). Es ist daher
unwahrscheinlich, daf die Borrelien lediglich in oberfldchliche Membranfalten eingeschlossen
sind. Ein Unterschied zwischen den beiden Stimmen kann im Hinblick auf die Aufnahme ins

Innere der Astrozyten nicht beobachtet werden.

Die kurzen Membranauslaufer, die die adhérierenden Borrelien umschlief3en, lassen vermuten,
daB3 die Astrozyten die Borrelien ins Zellinnere aufnehmen (Tafel 36). Die Borrelien liegen dann
meist innerhalb eines Vesikels, dessen Membran von der Astrozyte gebildet wird. Die Borrelien
sind intakt und besitzen auch nach 24 h Koinkubationsdauer ihre typischen ultrastrukturellen
Merkmale (Tafel 35 A-D). Auf Grund von Untersuchungen anderer eukaryontischer Zellen ist
bekannt, daB3 bereits wenige Stunden nach Beginn der Koinkubation mit Borrelien die Abbau-
vorgénge innerhalb der gebildeten Vesikel einsetzen, wenn die beteiligten Zellen zum Abbau der
Borrelien fahig sind (FILGUEIRA et al., 1996; GIRSCHICK et al., 1996). Diese Abbauvorginge sind
durch deutliche ultrastukturelle Verdnderungen der Borrelienzellen zu erkennen. Diese aus der
Literatur bekannten Degenerationsformen treten bei der Koinkubation mit Astrozyten jedoch
nicht auf. Allerdings sind vereinzelt Vakuolen zu beobachten, in denen mehrere Borrelien ent-
halten sind (Tafel 35 D). Zusétzlich ist innerhalb dieser Vakuolen granuldres Material zu erken-
nen, das auf einen beginnenden Abbauprozell hinweisen kdnnte. Die Borrelien zeigen jedoch
auch hier ihren typischen ultrastrukturellen Aufbau. Dariiber hinaus sind Borrelien, sowohl von
B. afzelii als auch von B. garinii, direkt im Zytoplasma der Astrozyten zu finden (Tafel 35 E, F).
Offensichtlich gelingt es einzelnen Borrelien die Zellmembran der Astrozyten zu iiberwinden. Es
ist jedoch unklar, ob die Borrelien direkt von auflen ins Zytoplasma der Astrozyten gelangen,
oder ob es ihnen erst spéter gelingt die Membran der Vesikel zu durchdringen und so ins Zyto-
plasma zu wandern. Das ungleichmiBig kontrastierte Zytoplasma dieser Borrelien konnte jedoch
ein Hinweis auf Degenerationserscheinungen sein. Daher ist nicht auszuschlieBen, dal3 es den

Astrozyten in einzelnen Féllen gelingt die Borrelien zu verdauen.
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VI Zusammenfassung

Die Lyme Borreliose ist die hdufigste durch Zecken iibertragene Infektionskrankheit des Men-
schen auf der Nordhemisphére. Der Erreger Borrelia burgdorferi s. 1. wird in drei humanpatho-

gene Arten, B. burgdorferi s. s., B. garinii und B. afzelii unterteilt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Struktur von Borrelia afzelii am Beispiel des Stamms PKo,
dem Hautisolat eines Patienten, mit Hilfe elektronenmikroskopischer Methoden untersucht.

Raster- und transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Borrelien des B. afzelii
Stammes PKo wurden zur Aufklarung der Ultrastruktur der Borrelienzelle unter in vitro Kultur-

Bedingungen durchgefiihrt.

In Abhéngigkeit vom Kulturalter zeigen die Borrelien starke strukturelle Verdnderungen, die
rasterelektronenmikroskopisch gut zu untersuchen sind. Wahrend der log-Phase nimmt die An-
zahl der Schraubenwindungen zu und somit auch die Lénge der Borrelien. Gegen Ende der log-
Phase verlieren die Borrelien ihre typische Schraubengestalt. Im Lichtmikroskop (Dunkelfeld)
kann man gleichzeitig einen Verlust der Beweglichkeit beobachten. Allerdings bedeutet der
Verlust der Beweglichkeit nicht wie bisher angenommen gleichzeitig den Tod der Borrelien, da
sich nach dem Uberimpfen in frisches Kulturmedium wieder bewegliche schraubenférmige Bor-

relien bilden.

Die Untersuchungen zur Ultrastruktur der Borrelienzelle wurden an Borrelien aus der log-Phase
der Kultur durchgefiihrt. Die Borrelienzellen sind zu diesem Zeitpunkt 10-20 pm lang und besit-
zen 3-9 Schraubenwindungen. Ultradiinnschnitte zeigen, daf die Borrelien aus einem Protoplas-
mazylinder bestehen, der von einer 4 nm diinnen Zellmembran begrenzt wird. An ihn schliefit
sich im Abstand von 5 nm die Zellwand an. Die Borrelienzellen sind von einer dulleren Mem-
bran umgeben, die den periplasmatischen Raum umschlieft. Diese Membran ist zu einem Tunnel
aufgewdlbt in dem die Endoflagellen liegen. An jedem Zellende befinden sich 7-9 Flagellenan-
satzstellen, die in der Langsachse der Borrelienzelle angeordnet sind. Jede der Flagellen inseriert
nur an einem Zellende. Im mittleren Bereich der Borrelienzelle kommt es zu einer Uberlappung
der Flagellen der beiden Zellenden. Die Uberlappungsregion ist jedoch nur undeutlich abzugren-
zen. Auf Grund dieser Untersuchungen konnte ein detailliertes, mafBstabsgetreues Modell einer

Borrelienzelle rekonstruiert werden.



VI Zusammenfassung 136

Ein weiteres Untersuchungsziel war die Aufklarung der Lokalisation wichtiger immundominan-
ter Proteine. Mit Hilfe von Immun-Gold-Markierungen konnte durch hochauflésende Raster-
elektronenmikroskopie gezeigt werden, da3 die Proteine p17 (Osp17), p35 (Osp35) und p58
(Osp58) auf der Oberflache der duBleren Membran der Borrelienzelle lokalisiert sind. Durch die
Optimierung der Markierungsmethode konnte das Signal so weit gesteigert werden, dal} die
gleichmédfige Verteilung dieser Proteine tiber die gesamte Zelloberfliche dargestellt werden
konnte. Auf Grund ihrer Lokalisation auf der Oberfliche der Borrelienzelle kommen diese Pro-

teine grundsitzlich als Vakzinekandidaten in Frage.

Die Lokalisation typspezifischer und konservierter Epitope der beiden immunologisch heteroge-
nen Oberflichenproteine OspA und OspC konnte durch Immun-Gold-Markierungen mit Hilfe
typspezifischer und breitreaktiver monoklonaler Antikorper nachgewiesen werden. Typspezifi-
sche und konservierte Epitope beider Proteine befinden sich auf der Oberfléche der dulleren
Membran. Die Lokalisation breitreaktiver Epitope von OspA und OspC auf der Oberflache der
Borrelienzelle 148t den Einsatz dieser Proteine als Impfantigene auch im europédischen Raum

erfolgversprechend erscheinen.

Des weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt
kokkoide Morphotypen der Borrelienzelle zu erzeugen. Durch die Inkubation von Borrelien in
Aqua dest. gelingt es innerhalb weniger Minuten auf reproduzierbare Weise diese Formvarianten
der Borrelien zu erzeugen. Mittels Vitalfirbungen konnte gezeigt werden, daf es sich bei den
kokkoiden Morphotypen um lebende Formvarianten der Borrelienzelle handelt. Diese Formvari-
anten sind nicht kultivierbar. Nach dem Uberfiihren in Kulturmedium sind nach 4-5 Tagen nur

noch schraubenformige Borrelienzellen zu beobachten.

Bei den kokkoiden Morphotypen handelt sich um eine kugelformige Anschwellung der dulleren
Membran in der sich der Protoplasmazylinder in engen Windungen aufrollt. Der vom aufgeroll-
ten Protoplasmazylinder umgebene Raum ist weitgehend strukturlos. Die Flagellen befinden sich
auf der von der dulleren Membran abgewandten Seite es Protoplasmazylinders. Die Rekonstruk-
tion von Serienultradiinnschnitten ergab, da3 diese kokkoiden Morphotypen jeweils von einer
einzelnen Borrelienzelle gebildet werden; Protoplasmazylinder, Zellwand und duflere Membran

bleiben intakt.
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Dariiber hinaus konnte am Beispiel von Osp17, Osp35 und OspC gezeigt werden, da3 die Ober-
flachenproteine der schraubenformigen Borrelienzelle auch bei den kokkoiden Morphotypen auf
der Oberflache lokalisiert sind. Diese drei Proteine sind auch auf den kokkoiden Morphotypen
gleichmiBig tiber die gesamte Oberfliche verteilt. Allerdings kommt es bei der Bildung der kok-
koiden Morphotypen im Vergleich zu den schraubenférmigen Borrelienzellen zu einer deutli-
chen Reduktion der Oberfldche. Diese Formvarianten besitzen somit nur eine reduzierte An-
griffsflache fiir die Antikorper des Wirts. Sie stellen also moglicherweise Formen dar, die es den

Borrelien ermoglichen dem Abwehrsystem des Wirts auszuweichen.

AuBlerdem wurde die Adhésion von Borrelien zweier unterschiedlicher Spezies an humane
Astrozyten untersucht. Dafiir wurde auller dem bereits erwédhnten B. afzelii Stamm PKo der

B. garinii Stamm PBi eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein Isolat aus dem Liquor eines
Patienten. In einem tiber 24 Std. Zeitdauer durchgefiihrten Koinkubationsversuch konnte mittels
Lichtmikroskopie gezeigt werden, da3 beide Stimme an die Astrozyten adhirieren. Borrelien des
B. afzelii Stamms PKo adhérieren jedoch insgesamt weit hdufiger als solche des B. garinii
Stamms PBi. Bei den rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich, daf3 eine
Vielzahl von Borrelien beider Stimme mit den Zellausldufern am Rand der Astrozyten und auf
deren Oberflache in Kontakt treten. Die Fahigkeit der Borrelien an die Astrozyten zu adhérieren

spielt moglicherweise eine Rolle beim Ubertritt von der Blutbahn ins Gehirn.

Eine deutlich Reaktion der Astrozyten auf den Kontakt mit den Borrelien in Form von Oberfli-
chenverdanderungen ist nicht zu erkennen. Bei beiden Stimmen konnen im Rahmen der raster-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen Borrelien gefunden werden, die in die Zellen
eindringen. Dieses Eindringen kann mit Hilfe von Ultradiinnschnitten durch die Koinkubati-
onspraparate im TEM bestitigt werden. Hierbei konnten Borrelien sowohl in Vesikeln, als auch
frei im Zytoplasma derAstrozyten gefunden werden. Die intrazellulér liegenden Borrelien waren
auch nach 24 Std. noch intakt. Es sind keine Degenerationsformen zu erkennen. Durch das Ein-
dringen in die Astrozyten gelingt es den Borrelien mdglicherweise tiber langere Zeit im Wirt zu

uberdauern.
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