Aus dem Zentrum fur Klinisch-Theoretische Medizin 1
Institut fur Infektionsmedizin
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Direktor: Prof. Dr. med. Rainer Laufs

Generierung eines rekombinanten Immunoblots als
Bestatigungstest einer Infektion mit Borrelia burgdorferi

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

dem Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg vorgelegt von

Johannes Albrecht Christian Haes
aus Bonn

Hamburg 2003



Angenommen von dem Fachbereich Medizin
der Universitat Hamburg am:

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs
Medizin der Universitat Hamburg

Dekan:
Referent:

Koreferent:



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Die Lyme Borreliose, Geschichte und weltweite Bedeutung
1.1.1 Die Geschichte der Erstbeschreibung
1.1.2  Ein Uberblick tber die Pravalenz weltweit
1.1.3 Die Lyme Borreliose in Deutschland
1.2 Der Erreger der Lyme Borreliose
1.2.1 Die Taxonomie der Borrelien
1.2.2 Morphologie und Anzucht
1.2.3 Genom und Antigene
1.2.4 Humanpathogene Subspezies von Borrelia burgdorferi
sensu lato und deren geographische Verteilung
1.3 Die Infektion mit Borrelia burgdorferi
1.3.1 Ubertragung und Epidemiologie
1.3.2 Pathogenese
1.3.3 Die Immunantwort
1.3.4 Das Krankheitsbild der Lyme Borreliose
1.3.5 Subspezies und Erscheinungsformen
1.4 Therapie
1.5 Diagnostische Moglichkeiten und ihre Schwachen
1.6 Zielsetzung und experimentelle Strategie der Arbeit

2 Puffer, Medien und Ansatze

2.1 Bakterienstamme

2.2 Nahrmedien zur Bakterienanzucht

2.3 Gerate und Materialien

2.4 Verwendete Kits und Vektoren
2.4.1 Kits
2.4.2 Vektoren

2.5 Ansatze und Chemikalien

2.6 Elektrophoretische Auftrennungen
2.6.1 Auftrennung von DNA

2.6.2 Auftrennung von Proteinen

g A W W W DN R P R

© 00 N o o

12
13
14
16
18
18
18
19
21
21
21
21
22
22
22



2.7 Farbungen

2.8

3 Methoden

2.7.1
2.7.2
Puffer
2.8.1
2.8.2
2.8.3

Farbung von DNA

Farbung von Proteinen

Puffer fur die Arbeit mit DNA
Puffer fur die Arbeit mit Proteinen

Puffer zur Herstellung und Durchfiihrung des Immunoblots

3.1 Anzucht der Borrelien und deren Ernte
3.2 Die Arbeit mit DNA

3.3

34
3.5

3.2.1

3.2.2
3.2.3
3.24
3.2.5
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9

Auswahl spezifisch immunogener Borrelia burgdorferi
Proteinabschnitte sowie geeigneter Oligonukleotide
Nukleinsdureextraktion

PCR

Elektrophoretische Auftrennung
Nukleinsédureaufreinigung aus dem Agarosegel
Sequenzierung

Ligation in TOPO-TA

Klonierung

Plasmidreinigung (wie 3.2.2)

3.2.10 Restriktionsenzymverdau

3.2.11

Ligation in pGex

Die Arbeit mit Proteinen

331

3.3.2
3.3.3
3.34

Proteinexpression in Escherichia coli

3.3.1.1 Kontrolle der Proteinexpression

3.3.1.2 Grolansatz

Aufreinigung der Proteine mittels Affinitatschromatographie
Grof3enbestimmung der Fusionsproteine

Bradford-Assay-Proteinchargen-Quantifizierung

Auswahl der Seren

Der Immunoblot

35.1
3.5.2
3.5.3

Herstellung
Durchflihrung

Auswertung

23
23
23
23
23
24
25
26
26
26
26

29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
33
33
33
34
34
35
36
36
37
37
38
39



4

Ergebnis

4.1 Auswahl spezifisch immunogener Borrelia burgdorferi Proteine

4.2 DNA

4.2.1 Auswahl geeigneter Abschnitte dieser Antigene

4.2.2 Auswahl geeigneter Oligonukleotide

4.2.3 Elektrophoretische Auftrennung und GréRRenbestimmung

der Genomabschnitte

4.2.4 Sequenzierung

4.3 Proteine

4.3.1 Suche und Kontrolle geeigneter Klone

4.3.2 Reinigung der Fusionsproteine mittels

Affinitatschromatographie

4.3.3 GroRenbestimmung der Fusionsproteine

4.3.4 Gegenuberstellung der Fusionsproteingrof3e zu den

OriginalgréR3en aus der Literatur

4.3.5 Bradfordassay-Proteinchargen-Quantifizierung

4.4 Auswahl geeigneter Seren

45 Immunoblot

45.1 Herstellung

45.2 Evaluation des Immunoblots

4521
4522
4523

Diskussion

Vergleich positiver und negativer Blotergebnisse
Vergleich des neuen Immunoblots mit dem alten
Vergleich einer frischen Infektion mit einer alten im

rekombinant hergestellten Immunoblot

Zusammenfassung

Anhang

AbklUrzungsverzeichnis

Literaturverzeichnis

Quellenverzeichnis

Danksagung
Lebenslauf
Erklarung

40
40
40
40
41
41

43
45
45
46

a7
49

50
51
52
52
53
53
54
56

57
71
72
79
80
98
99
100
101



Einleitung

11

111

11.2

1 Einleitung

Die Lyme Borreliose, Geschichte und weltweite Bedeutung

Die Geschichte der Erstbeschreibung.

Die Lyme Arthritis wurde erstmals 1975 in der Ortschaft Lyme in
Connecticut, USA, beschrieben. Dort fiel ein gehauftes Auftreten von
Gelenkbeschwerden bei Jugendlichen auf, dem eine charakteristische

181195 Bej der Suche nach einer

Hauteffloreszenz vorausgegangen war
maoglichen infektiosen Ursache konnten Willy Burgdorfer und Kollegen 1982
den Erreger, ein spiralformiges Bakterium, aus einer Zecke (Ixodes
scapularis) in Long Island, N.Y., isolieren®. Zwei Jahre spater wurde diese
Spirochate zu Ehren des Erstbeschreibers nach diesem, Borrelia
burgdorferi, benannt*"2,

Der atiologische Zusammenhang zwischen Erreger und Erkrankung wurde
durch Nachweis spezifischer Antikorper bei betroffenen Patienten in
Immunfluoreszenztesten (IFT) nachgewiesen'®*. Spater konnten die
Erreger auch aus Haut-, Blut- und Liquorproben von Patienten mit dieser
Infektion kultiviert werder?®*®2. Zu diesem Zeitpunkt wurde Borrelia
burgdorferi auch erstmals in Europa bei Patienten mit Erythema migrans
(EM), Meningoradiculoneuritis-Garin-Bujadoux-Bannwarth, Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) und Lyme Arthritis isoliert® /15152186

Auch wenn die Erkrankung in den siebziger Jahren in Nordamerika
beschrieben und aufgeklart wurde, so waren die Symptome in Europa doch
schon seit (iber 100 Jahren bekannt'®'. So wurde ein Erythema chronicum
migrans bereits 1909 in Schweden beschrieben'. Einige Jahre spater
beschrieben Garin und Bujadoux®® sowie Bannwarth®® ein Syndrom aus
lymphozytarer Meningitis, schmerzhafter Radikulitis und
Hirnnervenausféallen. Bereits damals vermutete man eine zugrunde

liegende Infektionserkrankung®®.

Ein Uberblick Gber die Pravalenz weltweit
Die Lyme Borreliose ist eine vornehmlich auf der nérdlichen Hemisphare

endemisch auftretende Erkrankung®®® (siehe Abbildung 1.1). Sie ist
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mittlerweile die haufigste von Zecken (Ubertragene Infektion in
Nordamerika®®% und Eurasien'®*2!°.1996 wurden mehr als 16.000 Félle in
den USA gemeldet®. In Europa nimmt man ein Auftreten von etwa 50.000

Fallen pro Jahr an**°.

Abbildung 1.1 zeigt die weltweite Verbreitung der Lyme Borreliose auslésenden
Spirochéte Borrelia burgdorferi 220

Die Lyme Borreliose in Deutschland

Borrelia burgdorferi ist bundesweit verbreitet. In Mecklenburg—VVorpommern,
wo von 1992-1994 ausgedehnte Studien zum Befall der Zecken durch
Borrelien durchgefuhrt wurden, fand man eine mittlere Besiedlungsrate von
7%. In der weiteren Umgebung von Berlin konnte der Erreger durch Kultur
in 22,8%"*, in Brandenburger Studien in 21-27%*!' der untersuchten
Zecken nachgewiesen werden. Im suddeutschen Raum um Heidelberg und
Stuttgart wurden borrelienhaltige Zecken, je nach Sammelort und
Entwicklungsstadium der Zecken, mittels PCR in 8-36% festgestellt™®.
Ahnliches ergab eine Studie aus dem Jahr 2002, in der eine mittlere
Besiedlungsrate der Zecken um Konstanz mittels PCR von 35% (20-57%)
festgestellt wurde®®®.

In Relation hierzu steht die Zahl der Neuerkrankungen. In den 5 neuen
Bundeslandern und Berlin wurden im Jahr 1998 durch Infektionsstatistik
1.531, im Jahre 1999 1.411 Erkrankungsfélle durch Meldung erfaf3t. Auch
hier fallen regionale Unterschiede in der Inzidenzrate auf, dabei flhrt
Brandenburg vor Sachsen, Mecklenburg-Vorpommern, Berlin, Sachsen

Anhalt und Thiringen bei der Haufigkeit von Neuerkrankungen'®1%4. Die
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Pravalenz kann zur Zeit aber aufgrund der fehlenden bundesweiten
Meldepflicht nicht abgeschatzt werden. Es ist jedoch in allen Teilen
Deutschlands von einer Infektionsgefahrdung auszugehent®. Hierbei
wirken sich die unterschiedliche Verteilung von Zeckenbiotopen,
Okologische Faktoren, die direkt die Zeckenpopulation beeinflussen, sowie
das Freizeitverhalten der Menschen auf die Haufigkeit der Ubertragung

aust®

Der Erreger der Lyme Borreliose

Die Taxonomie der Borrelien

Borrelien gehdren zur Familie der Spirochaetaceae. Fur den Menschen sind
hieraus vor allem die Gattungen Treponema, der Erreger der Syphilis
(Treponema pallidum), Leptospira, der Erreger der Leptospirose (Leptospira
interrogans), sowie die Gattung Borrelia zu nennen.

Borrelien werden in 2 Spezies aufgeteilt, Borrelia recurrentis, der Erreger
des Ruckfallfiebers und Borrelia burgdorferi, das auslésende Agens der
Lyme Borreliose®®”. Eine weitere Unterteilung erfolgt anhand von
serologischen (z.B. monoklonale Antikérper) und genetischen (z.B.
Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) Merkmalen'’. Aufgrund der Heterogenitét der Spezies Borrelia
burgdorferi bezeichnet man die Gesamtheit der so ermittelten Subspezies
als Borrelia burgdorferi sensu lato.

Innerhalb dieser wurden bis heute 10 unterschiedliche Subspezies
beschrieben: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii , Borrelia
afzelii, Borrelia japonica, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae, Borrelia
andersonii, Borrelia tanukii, Borrelia turdi (neuerdings Borrelia turdae) und

Borrelia bissettii?®’.

Morphologie und Anzucht

Borrelia burgdorferi, ein mikroaerophiles gramnegatives
Schraubenbakterium, ist 8-30um lang und besitzt einen Durchmesser
zwischen 0,2-0,3um'®*. Die Spiralen sind unregelmaRig gewunden und

haben einen Windungsabstand von 2—4pum'%. Borrelien haben, wie andere
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Spirochaten auch, eine aul3ere Zellmembran, die einen protoplasmatischen
Zylinder umschlief3t. Dieser besteht aus einer inneren Zellmembran und
Zytoplasma®®.

Die Flagellen, auch Endoflagellen genannt, liegen im periplasmatischen
Raum und sind an den gegenuberliegenden Enden der &uf3eren
Zellmembran verankert'°.

Die Anzucht von Borrelia burgdorferi ist nur in Flissigkultur méglich und
erfolgt bei 33°C in einem Barbour-Stoenner-Kelly-Medium (BSK-Medium)*,
Die mittlere Generationszeit von Borrelien in Kultur betragt zwischen 6 und
20 Stunden'®.

Genom und Antigene

Borrelia burgdorferi gehdrt zu den wenigen Bakterien, deren Gensequenz
vollstandig bekannt ist. Zur Sequenzierung diente der Borrelia burgdorferi
sensu stricto Stamm B31%°,

Das Genom von Borrelia burgdorferi besteht aus einem linearen
Chromosom von etwa 950.000 Nukleotiden'® sowie 9 zirkularen und 12
linearen Plasmiden'®°. Es kodiert fiir Strukturproteine, z.B. Hiillproteine, die
fur die Diagnostik von besonderer Bedeutung sind und Nicht
Strukturproteine, z.B. Enzyme.

Die Proteine konnen mittels SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese)  aufgetrennt und anhand  eines
GrolRenmarkers bestimmt werden. So bekamen sie anfangs einen Namen
bestehend aus ,p*“ fir Protein und dem entsprechenden Molekulargewicht in
Kilodalton [kD], z.B. p37. Erst spater, als man etwas uber die Funktion der
Proteine lernte, bekamen diese dann Eigennamen, z.B. OspA fir ,outer
surface protein A"

Die wichtigsten bisher beschriebenen Proteine von Borrelia burgdorferi sind
im Folgenden aufgefihrt.

Bis heute wurden mehrere Membranlipoproteine beschrieben, dazu
gehéren die Outer Surface Proteine OspA bis OspF921:233162.138 ‘\weitere
Polypeptide umfassen das 41kD grofRRe Flagellen-Antigen*® und 60-, 66- und
73kD ,Heat Shock Proteine®’®? Dies sind Proteine, die bei hoher

Temperatur exprimiert werden, an die DNA binden und die Gen-Expression
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verandern’®. Weiterhin sind ein 83/100kD groRes Antigen des
protoplasmatischen Zylinders'*®, sowie p75 auch DNaK, p39'® ein Borrelia
Membran Protein (BmpA), p37’° auch FlaA, vermutlich ein &uReres
Hiillprotein der Flagelle®’, sowie p17 bekannt. Letzteres wird vornehmlich
von Borrelia afzelii exprimiert. Diese Proteine werden ebenso zur
serologischen Diagnostik herangezogen’®®? .

Bis heute wurden am intensivsten die Osp A, —-B und —-C Proteine'®

untersucht. Insbesondere fur OspA ist in den USA ein kommerzieller
Impfstoff entwickelt worden®*1%°,

In vergleichenden Studien stellten sich diese ,outer surface Proteine® als
durchaus unterschiedlich heraus. Von OspA kann man bis heute acht
verschiedene Serotypen unterscheiden®!%?!%; unter japanischen Isolaten
von Borrelia burgdorferi sensu lato wurden weitere Serotypen J1-J11

beschrieben'?2?1%,

Humanpathogene Subspezies von Borrelia burgdorferi sensu lato und
deren geographische Verteilung

Nicht alle erwéhnten Borrelien Subspezies sind fir den Menschen
pathogen. Nur Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii und
Borrelia afzelii wurden haufig aus Patienten mit Lyme Borreliose
isoliert34'108'123'133’197'202'214.

Borrelia burgdorferi sensu stricto ist die haufigste humanpathogene
Borrelien-Subspezies in den USA®. In Europa ist Borrelia burgdorferi sensu
stricto hauptsachlich in Westeuropa vertreter?®’. Im ubrigen Europa zeigt
sich ein anderes Bild: Hier werden Borrelia garinii und Borrelia afzelii am

t89,168.

haufigsten isolier Diese beiden Subspezies wurden auch in

Chinal®”199218 " 3apan®1%° Korea'* und dem 6stlichen Russland?1151:169
gefunden.

Neuere Studien ergaben, daf Borrelia bissettii sp.nov. eventuell eine vierte
humanpathogene Subspezies sein kénnte. Wie Borrelia burgdorferi sensu
stricto wurde diese Subspezies sowohl in der alten wie auch in der neuen
Welt dokumentiert!48198,

Borrelia valaisiana ist weit verbreitet in Europa und Asien?®. Da fiir diese

Subspezies spezifische DNA mittels PCR bei Patienten mit Lyme Borreliose
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gefunden wurde®°

, ist fur diese ebenfalls eine Pathogenitat fir den
Menschen nicht auszuschliel3en.
Gleiches gilt auch fiir ein Isolat aus einer Hautbiopsie bei einem Patienten

mit Erythema migrans in den Niederlanden, das Borrelienisolat A14S2%,

Die Infektion mit Borrelia burgdorferi

Ubertragung und Epidemiologie

Die Lyme Borreliose ist eine vornehmlich auf der nérdlichen Hemisphéare
(Nordamerika, Europa und Asien) endemische Zoonose. Die Infektion des
Menschen erfolgt durch den Stich einer mit Borrelien infizierten Zecke. In
Europa werden die Erreger der Lyme Borreliose von Ixodes ricinus
Ubertragen, wahrend in den USA Ixodes scapularis sowie Ixodes pacificus,
in Asien Ixodes persulcatus als Vektor dienen®4%%,

Obwohl Borrelia burgdorferi auch in anderen Zeckenarten nachgewiesen

wurde!”

, sowie in Mosquitos und Rotwildfliegen, scheinen nur die oben
genannten Zecken bei der Ubertragung auf den Menschen eine Rolle zu
spielen®®®.

In Westeuropa schwankt die Besiedlung der Zecken zwischen 5% und
35%%3. In den Vereinigten Staaten tragen zwischen 2% der Zecken in
Kalifornier®™ und 50% der Zecken auf Shelter Island, N.Y.'** Borrelia
burgdorferi.

In einer Studie in Westeuropa, die 1.263 Borrelienisolate aus Zecken,
humanen Specimen und wilden Saugetieren untersuchte, dominierte
Borrelia garinii (39,7%) vor Borrelia afzelii (37,1%), Borrelia burgdorferi
sensu stricto (15,9%), Borrelia valaisiana (6,7%) und Borrelia lusitaniae
(0,6%)%°.

Weiter 6stlich in Russland fand man Borrelia garinii in 56,1%, Borrelia afzelii
in 32,9% der untersuchten Zecken Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus und
Ixodes trianguliceps sowie in kleinen Saugetieren'®®,

Nach dem Stich einer borrelienhaltigen Zecke betrug die Ubertragungszeit

im Tierexperiment 24 Stunden und mehr*°

. Bisherigen Erkenntnissen
zufolge, ist in Deutschland nach einem Zeckenstich bei 3-6% der

Betroffenen mit einer Infektion (Serokonversion) und in 0,3-1,4% mit einer
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manifesten Erkrankung zu rechnen'®?®3, Der Stich einer borrelienhaltigen
Zecke fiihrt bei 20-30% der Betroffenen zur Serokonversion'®®. Die
Infektion erfolgt in aller Regel zwischen Marz und Oktober. Ein Gipfel
besteht in den Monaten Juni und Juli®,

Als Erregerreservoir gelten kleine Nagetiere und Vogel. Andere Tiere wie
Hirsche und Rehe spielen eine Rolle als Wirtstiere fur Zecken. Mehrere
hundert Wirbeltierspezies kdénnen von der Schildzecke Ixodes ricinus

befallen werden*®3.

Pathogenese

Wahrend der Blutmahlzeit des Ubertragers wandert die Spirochédte vom
Darm der Zecke in die Speicheldriisen, von wo aus sie den neuen Wirt
befallt!’®. Exprimierte Borrelia burgdorferi innerhalb der Zecke vornehmlich
OspA und OspB so andert sich dieses Expressionsmuster mit dem
Wirtswechsel. Hierbei wird die Expression von OspC hochreguliert,
wéhrend die von OspA und OspB nachlasst*’®.

Nach der Infektion verteilen sich die Bakterien zunachst lokal in der Haut.
Zeichen dieser Primarinfektion ist das Erythema migrans (siehe 1.3.4). Von
dieser lokalen Infektion kénnen sie sich tber Blut- und Lymphbahnen im
gesamten Korper ausbreiten'®®. So wurden Tage bis Wochen nach Infektion
Borrelien in Erythema migrans (EM) Hautlasionen, Blut und Liquor
gefundert®?2134192 qariiber hinaus wurden sie auch in kleinerem Umfang
aus Myokard, Retina, Muskel, Knochen, Milz, Leber, Meningen und
Gehirr™® isoliert.

Es konnte gezeigt werden, dafld der Speichel der Zecken eine Infektion mit
Borrelia burgdorferi unterstitzt. Dieser ist reich an Stoffen, die die
Entzindung und die Gerinnungskaskade des Wirtes hemmen. Diese
Substanzen konnen die Immunantwort des Wirtes gegenuber Borrelia
burgdorferi beeinflussent®’1°81%° Ursache ist woméglich eine Abnahme der
Produktion von Zytokinen durch den Wirt; so wurden Tiere, denen exogen
Zytokine gegeben wurden, weniger haufig durch Zeckenbisse infiziert?’.
Der Erreger aktiviert das Komplementsystem Uber den klassischen und den
alternativen Weg, ist aber resistent gegentiber dessen bakterizider Wirkung

in Abwesenheit von spezifischen Antikérpern®’. Diese scheinen das
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Verhalten des Membranangriffskomplexes zu der Borrelienmembran zu
verandern®.

Ein weiterer Pathogenitatsfaktor des Erregers bei der Penetration fremden
Gewebes ist die Fahigkeit von OspA, humanes Plasminogen zu binden, das
dadurch beschleunigt in das proteolytisch aktive Plasmin umgewandelt
wird'%2, Dadurch ist es in der Lage, Komponenten extrazellularer Matrices
abzubauer®?, was das Eindringen des Erregers vereinfachen konnte'®. Es
konnte experimentell gezeigt werden, dal3 das so gebundene Plasmin
Fibronectin  spaltet®. Dieses Protein vermittelt bei Zellen ohne
Basalmembran, z.B. Fibroblasten, deren Haftung an Kollagenfasern. Ferner
besitzt Borrelia burgdorferi die Fahigkeit, an kultivierte Endothelzellen zu
binden und diese sowohl durch Passage zwischen den Zellen als auch
transzytotisch zu Uberwinden'®®. Auch dies erleichtert die Invasion der
Spirochate in das Wirtsgewebe.

In vitro wurde gezeigt, da3 Borrelia burgdorferi der Elimination durch
Phagozyten widerstehen kann, was die Infektiositat des Erregers erhoht.
Auch wenn der genaue Mechanismus noch nicht bekannt ist, wird
angenommen, dal3 die Spirochéate entweder die Anlagerung der Mono- und
Phagozyten an das Bakterium oder die Phagozytose selbst inhibiert®®.

Die Multisysteminfektion kann durch die Fahigkeit von Borrelia burgdorferi
erklart werden, sich an viele Saugetierzellklassen anzuheften®. Hier scheint
es, dalR die Erreger in bestimmten Nischen der Gelenke, des

Nervensystems oder der Haut persistieren kénnen®70183,

Die Immunantwort

Grundsétzlich gibt es zwei Arten der Immunreaktion, die angeborene
unspezifische und die erworbene spezifische. Diese stitzen sich auf
unterschiedliche Mechanismen. Trager der angeborenen Abwehrreaktion
sind das Komplementsystem und die phagozytierenden Zellen. Diese
erkennen einen Fremdkorper auch ohne vorhergehenden Kontakt und
fuhren zur Aktivierung der spezifischen Abwehr. Diese ist nun spezifisch
gegen den Erreger gerichtet. Hier sind besonders die T—- und B-
Lymphozyten zu nennen. Letztere bilden spezifische Antikérper gegen das

Agens. Diese konnen zur serologischen Diagnostik (siehe 1.5)
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herangezogen werden. Die initiale IgM-Antwort wird im Verlauf der Infektion
durch 1gG-Antikorper abgelost.

Nach einer Infektion mit Borrelia burgdorferi 1ait sich nach Ablauf einiger
Wochen im peripheren Blut von Patienten eine erhdhte Aktivitat
mononuklearer Zellen auf Borrelia burgdorferi-Antigene nachweisen'?®182,
Der Gipfel spezifischer IgM-Antikorper ist herbei zwischen der 3. und 6.
Woche nach Infektion zu finden. Haufig wird dieser begleitet von einer
polyklonalen B-Zell-Stimulation mit erhéhtem Gesamt-IgM*, zirkulierenden
Immunkomplexen®® sowie Kryoglobulinen'®*. Dominante Antigene dieser
Phase sind das OspC-Protein, p39 und p41%.

Die spezifische 1gG-Antwort entwickelt sich zwischen der 6. und 12. Woche
nach Infektion und ist gegen eine wachsende Anzahl von Antigener’®® der
Borrelien gerichtet.

Im Folgenden sind héufig nachweisbare Antigenbanden im Immunoblot
angelistet: p83/100, p75, Heatshockproteine p60, p66 und p73, p4l, p39,
p37, OspA (31kD), OspB (34kD), OspC (23kD) und p17701661%0 pije |gG-
Antwort gegen die unterschiedlichen Borrelienantigene ist individuell
unterschiedlich. In der Regel ist diese noch Jahre nach Erkrankung und

Behandlung nachweisbar®®"*

und bietet in Europa keinen ausreichenden
Schutz vor einer Neuinfektion zumindest mit einem anderen Erreger der
Lyme Borreliose®®t. Aufgrund der langen Nachweisbarkeit der IgG—Titer,
selbst nach adaquater antibiotischer Therapie, sind diese weder als
Verlaufsparameter der Behandlung noch als Prognosefaktor einer
chronischen Erkrankung zu werten®,

Neben der spezifischen humoralen Immunantwort ist auch eine zellulare
Reaktion zu beobachten. Histologisch zeigen die infizierten Gewebe eine

Infiltration von Lymphozyten und Plasmazellen*.

Das Krankheitsbild der Lyme Borreliose

Wie andere Spirochéteninfektionen auch, verlauft die manifeste Infektion
mit Borrelia burgdorferi in Stadien mit Remissionen und Exazerbationen,
die je nach Stadium durch unterschiedliche Symptome gekennzeichnet
sind. Die frihe Erkrankung besteht aus einer lokalen Infektion (Stadium 1)

gefolgt von einer Verteilung des Erregers im Wirt innerhalb der nachsten
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Tage bis Wochen (Stadium 2). Stadium 3, oder die spate Infektion, kann
Monate bis Jahre nach Erstmanifestation auftreten.

Die klinische Symptomatik ist sehr variabel wund reicht von
asymptomatischen Infektioner®®*® (iber eine kurze Beteiligung nur eines
Organsystems bis hin zu einer chronischen Multisystemerkrankung**°.

Da die Einteilung der Symptome von verschiedenen Autoren
unterschiedlich auf die Stadien verteilt werden, folgt die Arbeit im Weiteren
der Einteilung nach Mandell**°.

Stadium 1: Die typische Erstmanifestation ist das Erythema (chronicum)
migrans (EM) am Ort des Zeckenstichs. Nach einer Inkubationszeit von 3—
32 Tagen'® entsteht an der Stelle des Zeckenstichs aus einer initialen
Papel ein scharf abgegrenztes, sich zentrifugal ausbreitendes Erythem, das
zentral oft abblaf3t. Das Erythem ist warm bei Berihrung, haufig schmerzlos
und verschwindet in der Regel nach 34 Wochen wieder. Bis zu 25% der
Patienten entwickeln aber nicht diese charakteristische Hautmanifestation.
Stadium 2: Zeichen einer generalisierten Infektion kénnen unspezifische
Allgemeinerscheinungen wie Fieber, Konjunktivitis, Kopfschmerzen,
Myalgien, Arthralgien und Lymphknotenschwellungen sein. Auch kann es
zu Hautveranderungen &hnlich dem EM kommen, nur sind diese haufig
kleiner und zeigen nicht die Tendenz sich auszubreiten.

Leitsymptom des Stadium 2 in Europa ist die Meningopolyneuritis Garin
Bujadoux-Bannwarth. Wochen bis Monate nach einem Zeckenstich treten
brennende radikuldre Schmerzen auf, die haufig in lokaler Beziehung zur
Zeckenstichstelle bzw. zum vorangegangenen EM stehen. Wéhrend des
initialen Schmerzsyndroms werden in Uber 90% der Falle asymmetrische
und unsystematisch verteilte schlaffe Lahmungen beobachtet. In Uber 60%
der Félle treten zusatzlich sensible Ausfélle auf. Die neurologischen
Ausfalle betreffen in etwa 60% der Falle Hirnnerven, vorwiegend als ein
oder Dbeidseitige Fazialisparese. Meningitische und enzephalitische
Krankheitsbilder sind bei Erwachsenen in Europa relativ selten. Bei Kindern
werden vorwiegend meningitische Verlaufe oder auch isolierte
Fazialisparesen beobachtet. Weitere haufige Symptome sind Mudigkeit und
Lethargie der Patienten. Daneben klagen sie Uber wechselnde Schmerzen

der Gelenke, oft ohne Schwellung, der Sehnen, Muskeln oder Knochen.
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Typisch ist dabei das phasenhafte Auftreten der Beschwerden, die Stunden
bis Tage andauern kdnnen, bevor sie verschwinden und gegebenenfalls
dort rezidivieren oder an anderer Stelle neu auftreten kdnnen. Weiterhin
wird Uber eine milde Hepatitis, generalisierte Lymphadenopathie oder
Splenomegalie berichtet!®.

Etwa 5% der unbehandelten Patienten entwickeln eine Beteiligung des
Herzens in Form von Myo-, Peri- oder Pankarditis. Diese ist
gekennzeichnet durch atrioventrikulare Uberleitungsstorungen bis hin zum
vollstandigen AV-Block, Veréanderungen des S-T-Segments,
Vorhofflimmern, ventrikulare Extrasystolen, Tachykardien, oder selten
Kardiomegalie. Ebenso wurden eine eingeschrénkte linksventrikulére
Funktion, manifeste Herzinsuffizienz und Synkopen beschrieben. Als relativ
selte ne Hautmanifestation gilt die Lymphadenosis cutis benigna Bafverstedt
(Borrelien-Lymphozytom). Dabei handelt es sich um einen rétlich-lividen
Tumor, der bevorzugt an Ohrlappchen (v.a. bei Kindern), Mamillen oder
Skrotum auftritt.

Stadium 3: Manifestationen dieses Stadiums sind die chronische Lyme-
Arthritis (LA), die Akrodermatitis chronica atrophicans Herxheimer (ACA)
oder chronisch neurologische Manifestationen (NB). Sie treten Monate bis
Jahre nach der Infektion auf.

Die Lyme Arthritis ist eine schubweise oder chronisch verlaufende mono-
oder oligoartikulare Arthritis. Am haufigsten sind die Kniegelenke betroffen,
danach in abnehmender Haufigkeit Sprung-, Ellenbogen-, Finger-, Zehen-
und Handwurzelgelenke sowie Kiefergelenke. Die periodischen
Schmerzattacken, die von einer Gelenkschwellung und Erwérmung
begleitet sind, kbnnen einige Wochen bis Monate dauern. Die einzelnen
Attacken werden von Phasen kompletter Remission unterteilt. Ein kleiner
Prozentsatz unbehandelter Patienten entwickelt jedoch eine chronische
Arthritis, die definiert ist als eine durchgehende Entzindung der Gelenke
von mindestens einem Jahr.

Die Akrodermatitis chronica atrophicans ist gekennzeichnet durch ein initial
infiltratives Stadium, das zur Atrophie der Haut (,zigarettenpapierdiinn®) mit
livider Verfarbung fuhrt. Die Veranderungen treten bevorzugt an den

distalen Streckseiten der Extremitaten auf. Im weiteren Verlauf kdnnen
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Arthropathien und Polyneuropathien an den betroffenen
Extremitatenabschnitten entstehen.

Die haufigste neurologische Manifestation des Stadiums 3 ist die subakute
Enzephalopathie, die das Gedachtnis, die Stimmung und/oder den Schlaf
der Patienten beeintrachtigen kann. Daneben kénnen Symptome seitens
des peripheren Nervensystems auftreten wie z.B. Parasthesien oder
spinaler Wurzelschmerz'"819119 Ejne sehr seltene Spatmanifestation der
Lyme Borreliose ist die chronische Enzephalomyelitis mit Para- und

Tetraparesen®.

Subspezies und Symptom

Auffallig ist das Auftreten bestimmter Erscheinungsformen der Lyme
Borreliose bei Infektion mit einer bestimmen Borrelia burgdorferi sensu lato
Subspezies. Wahrend aus Erythema migrans-Hautlasionen alle 3
humanpathogenen Unterarten isoliert wurden®®’, scheint die Lyme Arthritis
besonders mit einer Infektion mit Borrelia burgdorferi sensu stricto, die
Neuroborreliose mit einer Infektion mit Borrelia garinii vor allem Serotyp 41°
und die Akrodermatitis chronica atrophicans mit einer Borrelia afzelii-

11,13,35,123,140,144,147,150,202,209,214 Diese

Infektion assoziiert  zu sein
Beobachtung wird durch in vitro Experimente, die den Gewebetropismus
einzelner Borrelien-Subspezies untersuchen sollten, gestitzt, bei denen
Borrelia garinii Nervengewebe wesentlich effizienter penetrierte als Borrelia
burgdorferi sensu stricto oder Borrelia afzelii®*®.

Die Kenntnis der geographischen Verteilung der drei Subspezies (siehe
1.3.1) der Borrelien erklart so auch das unterschiedliche Erscheinungsbild
der Erkrankung in Europa und Amerika, wo einmal die Neuroborreliose im

Vordergrund steht, einmal arthritische Verlaufe iiberwiegen'*.
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Stamm Osp A Osp C Vorkommen  Vektor Sonstige Symptome
Wirte der
Anteil (%) Besiedlung Erkrankung
(%)
B31 USA Ixodes Saugetiere EM
279 (100%) Is)f;‘;’eus'a”s & LA
Borrelia Pstm pacificus Vogel NB
burgorferi Typ 1l B.pac Europa (2-50%) Karditis
sensu stricto T255 (19%) I()ﬁ(i(zz)rlcmus
Pbre
ez
Pko Europa Ixodes ricinus  kleine EM
Borrelia Typ 2 Ple (27%) (1-10%) Sdugetiere LA
afzelii Plud ACA
PLj7 Asien Ixodes
persulcatus
Typ 3 PBr Europa Ixodes ricinus  kleine EM
Typ 4 Pbi (44%) (2-15%) Saugetiere LA
Typ 5 WABSou NB
Borrelia Typ 6 TN Vogel
garinii N34
Typ 7 T25 Asien Ixodes
Typ 8 persulcatus
J1-39
Tabellel.1 zeigt die drei fir diese Studie herangezogenen humanpathogenen Stamme im

Zusammenhang. Die fett konturierten Abkirzungen bei den Symptomen der Erkrankung stehen fur
die besonders mit dieser Subspezies verbundenen Manifestationsformen®’. EM: Erythema
migrans, LA: Lyme Arthritis, NB: Neuroborreliose, ACA: Akrodermatitis chronica atrophicans

14

Die Therapie

Die frihzeitige Entfernung von Zecken innerhalb einiger Stunden schiitzt

weitgehend vor einer Infektion.

Stadium 1: Hier empfiehlt sich Doxycyclin (z.B. Vibramycin 2 x 100mgQ)

oder Erythromycin (3—4 x 500mg) fiur 7-14 Tage. Ebenso kann man

Amoxycillin (4x/d 500mg) verabreichen”®.

Stadium 2 und 3: Hier wird Ceftriaxon (z.B. Rocephin 1-2 x 2 g i.v.) Uber

einen Zeitraum von 21 Tagen gegeben®”®.



Einleitung 14

15

Arthritische Verlaufsformen sprechen auch gut auf eine orale Therapie mit
Doxycyclin an, wahrend die Neuroborreliose eine intravendse Therapie wie
oben beschrieben erfordert*®.

Das Ergebnis einer antibiotischen Behandlung ist in aller Regel exzellent,
vor allem in der friihen Phase der Erkrankung®®. Dennoch zeigen einige
Patienten nach durchgemachter Lyme Borreliose Symptome wie Mudigkeit,
Athralgien, Myalgien, Kopfschmerzen oder kognitive Defizite, die dem
Chronic-Fatigue-Syndrom oder der Fibromyalgie sehr @hneln kénnen. Diese
Manifestationen scheinen nicht auf eine antibiotische Therapie

anzusprechemr®18°,

Diagnostische Mdglichkeiten und ihre Schwéachen

Die Diagnose der Lyme Borreliose stitzt sich auf die Symptome des
Patienten zusammen mit den entsprechenden Laborbefunden®®’. Hier
existieren mehrere Méglichkeiten des Nachweises:

Direkter Nachweis lebender Erreger: Die Kultivierung von Borrelien aus
Patientenmaterial ist atiologisch  beweisend, jedoch zeit- und
arbeitsaufwendig. Haufig lassen sich die Erreger erst nach mehrwdchiger
Bebriitung nachweisen'®. Ein weiteres Problem hierbei ist die mangelnde
Sensitivitat, die zwischen 30% und 70% fiir die Hautbiopsie schwankt’ und
weniger als 5% fiir eine Kultur aus Liquor betragt®.

DNA-Nachweis: Die Sensitivitat der PCR ist hoher als die der Kultur'’®,
jedoch schlie3t eine negative PCR eine Infektion nicht aus. Eine
Borreliamie besteht nur voriibergehend. In anderen Spezimen kdnnen die
Spirochaten zum Zeitpunkt der Entnahme evtl. noch nicht oder noch nicht in
ausreichender Anzahl vorhanden seint’’. Eine positive PCR beweist
ebenfalls keine aktive Lyme Borreliose!’. Ferner kann die Methode nicht
zur Klarung unspezifischer Symptome empfohlen werden, da das Ergebnis
der Borrelien-PCR auch bei Patienten mit eindeutiger Neuroborreliose
(typische  Klinik, entzindlicher Liquor, intrathekale spezifische
Antikdrpersynthese) in Abhéangigkeit von Methode und Krankheitsstadium

stark variiert*6!.
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Antikdrpernachweis: Fur den serologischen Nachweis von Antikérpern
stehen Methoden wie ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
Immunfluoreszenztests oder Western blotting zur Verfiigung.

Um den heute gangigen Immunoblot mittels eines Borrelientotallysates
herzustellen, missen zuerst die Bakterien angezichtet werden. Dabei
besteht permanente Kontaminationsgefahr der angelegten
Borrelienkulturen durch einen schneller proliferierenden Keim, was den
gesamten Ansatz zunichte machen kann. Zur Herstellung eines
Totallysates werden komplette Bakterien eines Borrelia burgdorferi
Stammes durch aufkochen in SDS lysiert, denaturiert und mit
Ladungstragern versehen. Danach ist es moglich, die Proteine
elektrophoretisch ihrer Gro3e entsprechend zu separieren. Bei dieser Art
des Nachweises ist die geringe Spezifitat ein groBes Problem®%°!, Bei
Seren von Patienten mit Lyme Borreliose kénnen mehr als 10
Antigenbanden detektiert werder®>**. Darunter fallen solche Antigene wie
die omniprasenten ,Heat-Shock-Proteine* 60-73kD"%*? oder die Flagelle
41kD. Letztere wird sowohl von der Gruppe der Lyme Borreliose
verursachenden Borrelien, bei Spirochaten wie Borrelia hermsii'®, einer
Borrelie der Ruckfallfiebergruppe, sowie Treponema pallidum, dem Erreger

der Syphilis**

, exprimiert.

So sind im Wesentlichen vier Probleme des serologischen Nachweises
denkbar: Erstens konnen kreuzreaktive Antikdrper zu falsch positiven
Testergebnissen fihren. Diese sind insbesondere bei anderen
Spirochéateninfektionen, anderen bakteriellen Endokarditiden, Epstein-Barr-
Virus Infektionen, der rheumatoiden Arthritis oder dem systemischen Lupus
Erythematodes nachzuweisen®®’.  Zweitens ist die genetische
Heterogenitat der unterschiedlichen Borrelia burgdorferi sensu lato
Subspezies zu nennen. Dies gilt vor allem in Europa, wo mindestens 3
pathogene Subspezies mit mindestens 8 verschiedenen OspA bereits

d210'214.

dokumentiert  sin Drittens kann die  passageabhangig

unterschiedliche Expression von Antigenen des Erregers der Lyme
Borreliose eine Rolle bei dem schwierigen serologischen Nachweis mittels

2,36,174

Borrelien-Totallysat spielen Viertens limitiert die hohe Anzahl

seronegativer Patienten — 20-50% wohl in Abhangigkeit vom Stadium der
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Erkrankung und der Therapie — die Aussagekraft serologischer
Testsz'81'85'197.

Mit den heutigen Methoden lassen sich die in Tabelle 1.2 dargestellten
positiven Befunde je nach Stadium und Material erwarten:

Erregernachweis Antikdrpernachweis

Material Nachweisrate Methode [ Stadium seropositiv IgM/1gG

Haut Kultur/PCR 1::?;:'1',[?(';”6 vorwiegend

(EM, ACA) IgM

Liquor (NB) Kultur/PCR || 2:disseminierte 70-90% vorwiegend

Infektion 1gG

Gelenkpunktat* 50-70% PCR 3:chronische in der

(LA) (Kultur Infektion Regel nur
selten IgG
positiv)

Tabelle 1.2: Zu erwartende positive Befunde bei der Labordiagnostik einer Lyme
Borreliose™
* héhere Sensitivitat des Erregernachweises aus Synovialis-Biopsie

In  der heutigen Routinediagnostik hat sich ein  zweistufiger
Antikdrpernachweis durchgesetzt.

1. Stufe: ELISA: Falls dieser Test positiv ausfallt folgt

2. Stufe: Immunoblot als Bestéatigungstest.

Ein positiver Antikorperbefund gilt nur im Zusammenhang mit
entsprechenden klinischen Symptomen als beweisend fir eine manifeste

Lyme Borreliose.

Zielsetzung der Arbeit und experimentelle Strategie

Die Probleme des bestehenden Immunoblots aus einem Totallysat mit einer

Vielzahl an unspezifischen Banden, deren unklare Zuordnung,
kreuzreaktive Antikorper bei einer Reihe anderer Infektionen, sowie die
Problematik der Anzucht des Erregers, fuhrten zu dem Bestreben, einen
maoglichst reliablen serologischen Nachweis der Borrelia burgdorferi
Infektion zu entwickeln. Ziel war es, einen rekombinanten Immunoblot

herzustellen, der sich nur aus den spezifischen Antigenen des Erregers
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zusammensetzt. Dieser sollte als Bestatigungstest einer bestehenden
Infektion aufgebaut werden.

Dazu war es notig, sensitive und spezifische Borrelia burgdorferi Proteine
der drei humanpathogenen Subspezies Borrelia burgdorferi sensu strictu,
Borrelia garinii und Borrelia afzelii in Escherichia coli rekombinant
herzustellen. Voraussetzung war die Anzucht der in Frage kommenden
Borrelienspezies Borrelia burgdorferi sensu stricto B31, Borrelia afzelii pKo
und Borrelia garinii pBi.

Ihre Proteine wurden hinsichtlich ihrer hydrophilen sowie immunogenen

Eigenschaften mittels ,Chou Fasman Predictions“*

auf ihre Eignung zu
einem rekombinanten Immunoblot untersucht.

Zu der Auswahl der Abschnitte gehorte die Wahl geeigneter Primer zur
gentechnischen Amplifikation dieser Gensequenzen. Nach Vervielfaltigung,
elektrophoretischer Auftrennung und Reinigung wurden die DNA-
Fragmente in einen ersten Amplifikationsvektor ligiert und die Abfolge der
Nukleinsdurebausteine mittels Sequenzierung kontrolliert. Um maoglichst viel
des reinen Fragmentes zu erhalten, wurde Escherichia coli damit transfiziert
und vermehrt. Nach Praparation des Vektors und dessen
Restriktionsverdau konnten die  amplifizierten Sequenzen in
Expressionsvektoren kloniert werden.

Durch geeignete Restriktionsenzymschnittstellen fir Kpnl und Sall geschah
dies zielgerichtet. Als Fusionsprotein wurde ein  Glutathion-S-
Transferaseprotein verwendet.

Die Proteine wurden affinitatschromatographisch aufgereinigt und mittels
SDS-PAGE hinsichtlich ihrer GroRR3e analysiert.

Fur die weitere Arbeit wurde je eines der sieben unterschiedlichen Proteine
eines jeden Stammes und pl7 aus Borrelia afzelii ausgesucht und
exemplarisch auf ihre Immunogenitat und Verwendbarkeit auf einem

Immunoblot getestet.
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2.1

2.2

2 Puffer, Medien

Bakterienstdmme:

Stamm

und Ansatze

Quelle

Borrelia burgdorferi sensu stricto,
pKa2

Borrelia burgdorferi ssp garinii, pBi

Borrelia burgdorferi ssp afzelii, pKo

Escherichia coli Top 10 F
Genotyp: F{laclg, Tn10(Tet?)}
mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC)

f 80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl
araD139 D(ara-leu) 7697 galU galK
rpsL(StrR) endAl nupG

Nahrmedien zur Bakterienanzucht

BSK H Komplettmedium (mit 6%
Kaninchenserum)

Luria Bertani Medium (LB-Medium)
(1 Liter)

LB-Ampicillin-Medium:

PD Dr. med. Bettina Wilske, Max von
Pettenkofer-Institut fur Hygiene und

Medizinische Mikrobiologie, Minchen

PD Dr. med. Bettina Wilske, Max von
Pettenkofer-Institut fur Hygiene und

Medizinische Mikrobiologie, Miinchen

PD Dr. med. Bettina Wilske, Max von
Pettenkofer-Institut fur Hygiene und

Medizinische Mikrobiologie, Miinchen

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

-10g Trypton

-5g Hefe -Extrakt

-10g NacCl

-ddH,0O ad 1000m|

-LB-Medium

-Ampicillin, Endkonzentration:50ng/ml
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Luria Bertani Agarplatten+Ampicillin

Induktionsplatten

X-Gal Stamm-L6sung

SOC-Medium

2.3 Geréate und Materialien

PCR-Cycler

Sequenzierer

Bakterienschittler

Sonifizierer

Kapillarsystem

Zentrifugen

-Luria Bertani Medium

-15g/l Bacto-Agar

-Ampicillin, Endkonzentration:
50ng/ml
-LB-Agarplatten+Ampicillin
-40ng/ml X-Gal

-0,3mM IPTG
-5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactopyranosid

-2% in Dimethylformamid

-2% Trypton

-0,5% Hefe-Extrakt

-0,05% NaCl

-2,5mM KCI

-10mM MgCl,

-20mM Glukose

Primus 96 plus, MWG Biotech,

Ebersberg, Deutschland

ABI Prisma 310Genetic Analyzer, PE

Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

New Brunswick, Scientific, Edison,

N.J., USA

Labsonic 1510, B. Braun, Sheffield,

Grol3britannien

The Convertibled Filtration Manifold

System, Gibco BRL Technologies,

Inc. Gaithersburg, MD, USA

- Biofuge A (fur Plastikgefal3e 1,5ml
oder 2ml), Heraeus, Osterode,

Deutschland
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Kihlzentrifuge

Taumler

Filter

Chromatographie-Saulen

Matrix zur affinitats-

chromatographischen Aufreinigung

der Fusionsproteine

Blotmembran

Photometer

Klvetten

Pufferpapier

Halbtrocken-Blot

IgG-Standard (,Behring Protein

Standard Serum®) 14g 1gGl/I

Trockenmilchpulver

- Megafuge 3.0R (fur Plastikgefal3e
bis zu 50ml), Heraeus Osterode,
Deutschland

Mikro Rapid, Hettich, Tuttlingen,

Deutschland

Polymax 20404, Biometra, Gottingen,

Deutschland

Minisart NML (Porengr63e:0.2 mm),

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Econo-Pac Disposable

Chromatography Columns, Biorad,

Hercules, CA, USA

Glutathion SepharoseO 4B,

Amersham Pharmacia Biotech AB,

Freiburg, Deutschland

Polyvinyldifluorchlorid (PVDF),

Immobilion-P Transfer Membrane,

Millipore Corporation, Bedford, MA,

USA

DU-62 Spectrophotometer,

Beckmann, Hannover, Deutschland

Plastibrand® Einmal-Kivetten 1,5ml,

Brand GmbH und Co KG, Wertheim,

Deutschland

Schleicher & Schuell, Zuschnitte

120*160mm, Dassel, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Behring, Marburg, Deutschland

Bacto Skim Milk dehydrated, Difco
Laboratories, Detroit, USA
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Anti-human-1gG

Substrat

24 Verwendete Kits und Vektoren

24.1 Kits

Alkaline Phosphatase conjugated
Affini Pure Rabbit Anti-Human IgG
(H+L), Dianova, Hamburg,
Deutschland

Western Blued Stabilized Substrate
for Alkaline Phosphatase, Promega

Corporation, Madison, USA

- DyNAzymead DNA Polymerase Kit, Biometra, Gottingen, Deutschland

- ABI PrismO Big Dyea Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,

Version 2.0 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

TOPO TA Seq Kloning Kit, Invitrogen, Groningen, Niederlande
GenecleanOll Kit, Bio 101, Inc., Vista, CA, USA

- QlAprep Spin Miniprep Kit, Quiagen, Hilden, Deutschland

2.4.2. Vektoren

- TOPO TA, Invitrogen, Groningen, Niederlande

- pGex2T, Amersham Pharmacia Biotech AB, Freiburg, Deutschland

25 Ansatze und Chemikalien

Bradfordreagenz

IPTG Stammlésung

Ethanol

-100mg Coomassie-blue G250
-in 50ml 95% Ethanol auflésen
-100ml 85% Phosphorsaure
-ddH,0O ad 1000 ml

1M Isopropyl-b-D-
thiogalactopyranosid in ddH,O
Rotipuran =99,8% p.a., Carl Roth
GmbH & Co, Karlruhe, Deutschland
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Methanol Methanol >99%, Merck Schuchardt,

Hohenbrunn, Deutschland
Acrylamidmix 30% Acrylamid und 0,8%
Bisacrylamid in 100 ml H,O

(37,5 :1), Rotiphor 30, Roth,

Karlsruhe, Deutschland

10%SDS 10g Natriumdodecylsulfat in 100 ml
H,O

10% APS 1g Ammoniumperoxodisulfat in 10 mi
H,O

TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

2.6  Elektrophoretische Auftrennungen

2.6.1 Auftrennung von DNA
2%iges NuSieve 3:1 Agarosegel, Biozym, Hameln
Langenstandard 1: | -DNA-Marker- Hind 111/ Hae IlI
Langenstandard 2: pBR322, Hae llI

2.6.2 Auftrennung von Proteinen

SDS - PAGE (12%)

Trenngel H,O
30% Acrylamidmix
1,5M Tris pH 8,8
10% SDS
10% APS
TEMED

Sammelgel H,0
30% Acrylamidmix
1,0 M Tris pH 6,8
10% SDS
10% APS
TEMED

3,3
4,0
2,5
0,1
0,1
0,01

3,3
0,91
0,57
0,046
0,1
0,01

mi
mi
mi
mi
mi

ml

mi
mi
mi
mi
mi

ml
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Langenstandard: 1. Gibco BRL prestained protein molecular weight
standards, Life Technologies, Inc., Gaitersburgh, MD,
USA
2. Roti®-Mark 10-100 Protein molecular weight marker for
SDS-PAGE Roth, Karlsruhe, Deutschland
3. SeeBlue® Pre-Stained Standard, Invitrogen LTD,

Paisley, Grof3britannien

2.7 Farbungen

2.7.1 Farbung von DNA
Ethidiumbromid 0,1mg/ml ddH,O unter UV-Licht (304nm)

2.7.2 Farbung von Proteinen

Coomassie-Farbung

Farbelbsung Coomassie Blue R-250 25 mg
(200ml) Methanol 40 ml
Eisessig (Essigsaure > 99%) 7 mi
H,O 53 ml
Entfarbelosung  Eisessig 70 ml
@an Methanol 50 ml
H.O 880 ml
2.8 Puffer

2.8.1 Puffer fur die Arbeit mit DNA

10 X PCR-Puffer Tris-HCI (pH 8,8) 100 mM
MgCl, 15 mM
KCI 500 mM
Triton X-100 1%

dNTP-Mix dATP 10 mM
dGTP 10 mM
dCTP 10 mM

TTP 10 mM
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KpnlkPuffer
(2fach)

Sall-Puffer
(10fach)

Ligationspuffer
(10fach)

TrisHCI (pH 7,5)
MgCl,
Dithioerythritol
BSA

TrisHCI (pH 7,5)
MgCl,

NaCl
Dithioerythritol
TrisAc (pH 7,9)
Mg(Ac)2

KAc
Dithiothreitol
ATP

2.8.2 Puffer fur die Arbeit mit Proteinen

pGex-Puffer:

Elutionspuffer:

Reinigungspuffer:

SDS-loading
Buffer

Laemmli-Puffer

1M TrisHCI (pH 7,4)
NacCl

EDTA

in ddH,O

ddH,O

1M TrisHCI (pH 8)
doppelt reduziertes Glutathion
pGex-Puffer

NacCl

Tris-HCI (pH 6,8)
1,4-Dithiotreit (DTT)
SDS

Bromphenolblau
Glycerin
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan: Tris-base
Glycin

SDS

20
20

500
500
100
1000
10
330
100
660

10

20
200

47,5
2,5
10

100
200

0,2
20
25

250
0,1

mM
mM
mM
ng/ml
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM

ml
ml
mM

mM
mM
%
%
%
mM

mM
%
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Anodenpuffer 1

Anodenpuffer 2

Kathodenpuffer

TBS-Puffer

TBS-T-Puffer

Blockpuffer

Konjugat

Tris-HCI (pH 10,4)
Methanol

Tris-HCI (pH 10,4)
Methanol
6-Aminohexansaure
TrisHCI (pH 9,4)
Methanol

TrisHCI (pH 7,4)
NacCl

in ddH,O
TBS-Puffer

Tween 20

TBS-T Puffer
Trockenmilchpulver
TBS-T Puffer
Anti-human-1gG

Trockenmilchpulver

300
20
25
20
40
25
20
20

0,15

0,05

100
20

2.8.3 Puffer zur Herstellung und Durchfiihrung des Immunoblots

mM
%
mM
%
mM
mM
%
mM
M

%

%

ml

%
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3.1

3.2

3.2.1

3 Methoden

Anzucht der Borrelien und deren Ernte

Voraussetzung fur die rekombinante Herstellung der gewtinschten Proteine
war die Anzucht der Borrelien. Die Subspezies wurden aus dem nationalen
Referenzlabor fur die Lyme Borreliose (Max von Pettenkofer-Institut,
Munchen) bezogen.

Die Anzucht erfolgte in einem flissigen BSK H-Medium. Daflr wurde ein
500m Aliquot des jeweiligen Stammes in 50ml des Flussigmediums
gegeben und bei 33 C inkubiert. Ab dem flinften Tag wurden taglich 50m
entnommen und im Dunkelfeld mikroskopiert. Bei eindeutiger Zunahme der
Bakteriendichte wurde der Inhalt in eine 1l Flasche uberfuhrt und nach
weiteren 5 Tagen 50m erneut im Dunkelfeld auf Wachstum kontrolliert. Die
Keimzahl wurde als ausreichend angesehen, wenn sich dichte
Konglomerate gebildet hatten. Ferner sollte es zu diesem Zeitpunkt zu einer
deutlichen Gelbfarbung des Mediums gekommen sein.

Nun konnten die Borrelien entweder in 500m Aliquots bei -80 C eingefroren,

oder zur weiteren Arbeit abzentrifugiert werden.
Die Arbeit mit DNA

Auswahl spezifisch immunogener Borrelia burgdorferi
Proteinabschnitte sowie geeigneter Oligonukleotide

Die Auswahl erfolgte anhand der Literatur und der laboreigenen Erfahrung
mit dem bereits vorhandenen Totallysat (vgl. 1.5). Dabei wurde allen drei
humanpathogenen Subspezies Rechnung getragen. Die Proteine p83/100,
p75, p39, p37, OspA, OspC und pl7 wurden hinsichtlich ihrer physikalisch-
chemischen Eigenschaften mittels eines mathematischen Modells (Chou
Fasman-Prediction*!) untersucht. Besonders die hydrophilen Abschnitte
wurden zur Amplifikation ausgesucht. Die genetische Information Uber die
Proteine wurde der European Molecular Biology Laboratory Datenbank
(EMBL-Datenbank) entnommen.



Methoden 27

Fur die PCR wurden konservierte Regionen aller untersuchten Borrelia
burgdorferi Subspezies fur die jeweiligen Proteine gesucht, so dal3 die
verwendeten Oligonukleotide (Primer, Tabelle 3.1) unabhangig von der
Subspezies zu einem Amplifikat fihrten. Lediglich fir pKo OspA wurde ein
separates Oligonukleotid verwandt. Die sense-Primer wurden mit einer
Kpnl-Schnittstelle und die antisense-Primer mit einer Sall-Schnittstelle
versehen, um das entstehende DNA-Amplifikat spéater in richtiger
Orientierung und im richtigen Leserahmen in die Vektoren klonieren zu
konnen. Zur regelgerechten Translationstermination wurde der Sall-
Schnittstelle ein Stopcodons vorangestellt (Stopcodons: TGA, TAG und
TAA). Jeweils eines dieser Basentriplets geht der Restriktions-
endonukleasenschnittstelle des antisense Primers spiegelverkehrt in

komplementarer Basenabfolge voraus (Tabelle 3.1).
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Oligonukleotide Quelle: EMBL  Nukleotide

p100-2 S 5°-CAG GTA CCA GAT GAA GAG CAT-3° 940-951

p100-2 as 5'-ccG TCG ACT TAA TCT TTT TCA CGT TCA TA-3° bbp100.emprol 1779 1762

p100-1 S5 -AGG TAC QGG ACT TTG TTA ATA TGG AT-3° 214-231
bbp100.emprol

p100-1 as 5 -ccG TCG ACT AAT GCT CTT CAT C-3°7? 951-940
P75 S 5-CGG TAC CAT TCG AAC AAA TG-3° 1592-1604
P75 as 5-ccG TCG ACT ATT TTT TAT CCT CGT G-3° bbgrpepls 2602-2586
P39 S 5 -AGG TAC CTG ATG GAA CTT TTG ATG ATA-3’ 106-124
P39 as 5'-CCG TCG ACT TAA ATA AAT TCT TTAAGA AA-3” bbbmpal.emprol 10501000
P37 S 5 -AGG TAC CIT GTA AAT TAT ATG AAA-3’ 58-73
P37 as 5°-ccG TCG ACT TAT CTA GAG TCC ATATCT TG-3° u82106 999-979
OSPA S 57-AGG TAC CAA TAG CAT GTA AGC AAAA-3° 41-60

< < bbpkaopsa
OSpPA as 5 -ccG TCG ACT TAA TTT GAG TCG TAT TGT TG-3 753-736
OSPA S 5-ccG_GTA CCT TTG CCT GGT GAA ATG A-3 99-115
(pKo)

. . bbpkaopsa

OSPA as 5-ccG TCG ACT TAA GTG CCT GAA TTC CA-3 660-646
(pKo)
0SpC S 5'-AGG TAC CAT TTATAT CTT GTAATAA-3 47-62
0ospC as 5'-cce TCG ACT TAA GGT TTT TTT GGA CTT TC-3° bbpkaospc 631-613
P17 S 5 -AGG TAC CTA TTA CAT TTA AAG AAA-3’ 220-235
pl7 as 5-ccc TCG ACT TAT TTT TGA TTT TTAGTT TG-3° baf131967 450-433

Tabelle  3.1: Liste  der  verwandten Oligonukleotide. Unterstrichen sind die
Restriktionsenzymschnittstellen, fir sense-Primer (s) Kpn I: GGTACC und fir antisense-Primer
(as) Sal I: GTCGAC. Fett sind die Stopcodons dargestellt. Aufgrund der spateren Orientierung im
Vektor und der Umsetzung primar in mRNA ist die Basenabfolge spiegelverkehrt und
komplementar.
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3.2.2

3.2.3

Nukleinséureextraktion

Nach erfolgreicher Borrelienernte wurden 1,2 ml einer Kultur bei 6.000g fur
5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.

Daran schlof3 sich die Elution mittels des Quiagen Spin Miniprep Kit gemaf}
Angaben des Herstellers an. Alle hier angegebenen Puffer sind im Kit
enthalten.

Zuerst wurde das Pellet in 250m Puffer 1 resuspendiert. Dazu kamen dann
250n Puffer 2. Der Ansatz wurde durch leichtes Schwenken vermischt und
far 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden 350m Puffer N3 dazu pipettiert und alles zusammen bei
6.000g fur 5 Minuten abzentrifugiert.

Nach Inkubation fiir 5 Minuten auf Eis folgte eine 10-minutige Zentrifugation
bei 6.000g und 4°C.

Der Uberstand wurde abpipettiert und auf die im Kit enthaltenen Saulen
gegeben. Diese wurden daraufhin fir 2 Minuten bei 6.000g abzentrifugiert
und die Uberschuissige Flussigkeit verworfen.

Dann wurden 5001 des Puffers PB auf die S&ulen pipettiert und erneut fur
2 Minuten wie oben zentrifugiert. Die FlUssigkeit wurde verworfen und
erneut mit 750m des Puffers PB gewaschen. Jetzt folgten zwel
Zentrifugationen fur jeweils 2 Minuten bei 6.000g, nach denen jeweils die
tberschussige Flussigkeit verworfen wurde.

Die so aufgereinigte DNA wurde mit 80m ddH,O eluiert.

PCR

Der Ansatz einer PCR-Probe erfolgte gemald der Tabelle 3.2. Zu jedem

dieser Ansatze kamen jeweils 5m der zu untersuchenden Nukleinsaure.

ddH,O 10 X dNTP Mix sense- antisense- DNA-
PCR- (jedes Primer Primer Polymerase
Puffer Nukleotid:10mM) (10pmol/m) (10pmol/m) (5U/m)

34,5m 5ni 1m 2m 2m 0,5m

Tabelle 3.2: Ansatz einer PCR-Probe. Zu jedem kamen noch 5 der zu untersuchenden
DNA Die hitzestabile DNA-Polymerase stammt von einem Thermus brockianus
Bakterienstamm.
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3.24

3.25

Die initiale Denaturierung erfolgte bei 95°C fir 2 Minuten. Die Zeiten und

Temperaturen der 35 sich daran anschlie3enden Zyklen sind Tabelle 3.3 zu

entnehmen.

Phasen Denaturierung Primer-Anlagerung Extension
Temperaturen 95°C 55°C 72°C
Zeiten 30s 45s 90s

Tabelle 3.3: Zeiten und Temperaturen der jeweils 35 PCR-Zyklen.

Eine finale Extension erfolgte bei 72°C fir 8 Minuten.

Elektrophoretische Auftrennung

Das PCR-Produkt wurde in einem 2%igen NuSieve 3:1 Agarosegel fur 2
Stunden bei 95V  elektrophoretisch  aufgetrennt, mit  0,1%o
Ethidiumbromidlésung gefarbt und unter UV-Licht bei 304nm detektiert,
dokumentiert und die spezifische Bande ausgeschnitten. Wenn nicht
anders angegeben erfolgten alle elektrophoretischen Auftrennungen von
DNA ebenso.

Nukleinséaureaufreinigung aus dem Agarosegel

Zur Elution der DNA-Banden aus dem Agarosegelblock wurde das Gene
Clean Kit gemall den Angaben des Herstellers verwand. Alle hier
genannten Reagenzien entstammen dem Kit.

Dazu wurde zu dem ausgeschnittenen Gelstlick 100m TBE-Modifier und
900m 4M-Natriumiodid pipettiert und dieses Gemisch dann bei 55°C in ein
Wasserbad gestellt, bis das Gelstlck sich aufgelost hatte (max. 5 Minuten).
Dann wurden 5ml Glasmilch dazu gegeben. Nach leichtem Schitteln wurde
dieses dann fur 2 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
6000g fur 30 Sekunden. Wenn nicht anders angegeben erfolgten alle
Zentrifugationen bei Raumtemperatur.

Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet drei mal mit jeweils 700
der im Kit enthaltenen Waschlésung gewaschen. Vor jeder erneuten
Zentrifugation wurde das Pellet resuspendiert und der Uberstand nach

Zentrifugation bei 6.000g ftr 30 Sekunden verworfen.
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3.2.6

3.2.7

Nach Abschlul3 des letzten Waschschrittes wurde das Pellet in 10m ddH,O-
Wasser aufgenommen und bei 55°C im Wasserbad 5 Minuten inkubiert. Es
schlol3 sich eine Zentrifugation bei 6.000g fir 30 Sekunden an 2m bzw.1ni

des Uberstandes mit darin enthaltener DNA wurden fir die Sequenzierung

bzw. die Ligation benutzt.

Sequenzierung
Zur Sequenzierung wurde das ABI PrismO Big Dyea Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, Version 2.0 eingesetzt. Die einzelnen

Proben wurden gemaR Tabelle 3.4 zusammenpipettiert.

ddH;0O Terminator Ready Reaction Mix Primer (5pmol/m)  Probe

13m 4m 1m 2m

Tabelle 3.4: Zusammensetzung einer Sequenzierungsprobe

Um die jeweilige Probe vom 5" und vom 3'-Ende zu sequenzieren, kam zu
jeder entweder der sense-Primer oder der antisense-Primer hinzu. Die
Sequenzierungsreaktion erfolgte mittels PCR. Die Zeiten und Temperaturen

der sich anschlieRenden 25 Zyklen sind Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Phasen Denaturierung Anlagerung Extension
Temperaturen 95°C 55°C 60°C
Zeiten 30s 30s 4min

Tabelle 3.5: Zeiten und Temperaturen der jeweils 25 Sequenzierungs-PCR-Zyklen

Ligation in TOPO-TA

Das TOPO-TA Seq Kloning Kit wurde zur Ligation der PCR-Amplifikate in
den Vektor TOPO TA nach Angeben des Herstellers gebraucht.

Dazu wurde 1ml der praparierten DNA zu 1nl der im Kit enthaltenen
Salzlésung, 1m des TOPOa Vektors und 2m ddH,O pipettiert. Nach
Mischen wurde der Ansatz fir 5 Minuten bei Raumtemperatur (22—-23°C)

inkubiert.
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3.2.8

3.2.9

Klonierung

2m des Ligationsansatzes aus 3.2.7 wurden zu 50m chemisch kompetenter
Escherichia coli Top 10 F gegeben und fur 15 Minuten auf Eis belassen.
AnschlieBend wurde der Ansatz 45 Sekunden lang in 42°C warmem
Wasser inkubiert und dann erneut 2 Minuten auf Eis belassen. Danach
wurden die Escherichia coli Stamme im Wasserbad eine Stunde bei 37°C in
350m SOC-Medium inkubiert und davon 200m auf einer LB-Ampicillin-
Platte ausplatiert. Diese wurde Ubernacht bei 37°C in einen Brutschrank
gestellt und auf Wachstum kontrolliert. Bei erfolgreicher Transformation

waren mehr als 30 Bakterienkolonien auf der Agarplatte zu sehen.

Plasmidreinigung

Zur Aufreinigung der Plasmide wurden 1,2ml einer Ubernachtkultur aus
dem Schritt 3.2.8 bei 6.000g fur 5 Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Wenn nicht anders angegeben erfolgten Ansatz und
Induktion (s.u.) einer Ubernachtkultur immer bei 37°C und 225rpm in einem
Bakterienschdttler.

Daran schlof3 sich die Elution mittels des Quiagen Spin Miniprep Kit gemaf}
Angaben des Herstellers an. Alle hier angegebenen Puffer sind im Kit
enthalten.

Zuerst wurde das Pellet in 250m Puffer 1 resuspendiert. Dazu kamen dann
250 Puffer 2. Der Ansatz wurde durch leichtes Schwenken vermischt und
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden 350m Puffer N3 dazu pipettiert und alles zusammen bei
6.000g fur 5 Minuten abzentrifugiert.

Nach Inkubation fur 5 Minuten auf Eis folgte eine 10-minitige Zentrifugation
bei 6.000g und 4°C.

Der Uberstand wurde abpipettiert und auf die im Kit enthaltenen Saulen
gegeben. Diese wurden daraufhin fir 2 Minuten bei 6.000g abzentrifugiert
und die Uberschissige Flussigkeit verworfen.

Dann wurden 5001 des Puffers PB auf die S&ulen pipettiert und erneut fur
2 Minuten wie oben zentrifugiert. Die Flissigkeit wurde verworfen und

erneut mit 750 des Puffers PB gewaschen.
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Jetzt folgten zwei Zentrifugationen fur jeweils 2 Minuten bei 6.000g, nach
denen jeweils die Uiberschissige Flussigkeit verworfen wurde.

Die so aufgereinigte DNA wurde mit 80m ddH,O eluiert.

3.2.10 Restriktionsenzymverdau

Fur die Restriktionsenzymanalyse und den Nachweis der inserierten
Borrelia burgdorferi Genomabschnitte wurden 10n1 der eluierten DNA aus
Schritt 3.2.9 mit 10m des 2fach Kpn FPuffers vermischt. Nach Inkubation
fur eine Stunde bei 37°C wurde fur Sall umgepuffert, so dal3 die
Konzentrationen dem Einfachpuffer fur Sall entsprachen. Anschlie3end
wurde mit dem Enzym Sall eine weitere Stunde bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Die Denaturierung der Enzyme erfolgte bei 90°C fir 5 Minuten.
Danach wurden die Proben 2 Minuten auf Eis gestellt, bevor die DNA
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und gemafR Punkt 3.2.5 prapariert
wurde.

3.2.11 Ligationin pGex

Von der in Punkt 3.2.9 und 3.2.10 praparierten DNA wurde I in 7m
ddH,O verdinnt. Dazu wurde 1m pGex-Vektor (Konz.: 20ng/ml) Kpnl und
Sall vorgeschnitten pipettiert.

Dann folgten 1m 10fach Ligationspuffer und 1m T-4-Ligase (Konz.:
1Unit/Probe) bevor der Ansatz bei 16°C fur 2 Stunden inkubiert wurde.
Die erneute Transfizierung von Escherichia coli Top F* erfolgte wie unter
Punkt 3.2.8 beschrieben.

3.3 Die Arbeit mit Proteinen

3.3.1 Proteinexpression in Escherichia coli

3.3.1.1 Kontrolle der Proteinexpression
Um Kontamination zu vermeiden, wurde mit Handschuhen gearbeitet. Die
Arbeit mit Proteinen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, immer auf
Eis.Zuerst wurde eine Ubernachtkultur einzelner Klone von der LB-
Ampicillin-Platte in 3ml LB-Ampicillin-Medium angelegt. Von dieser
Ubernachtkultur wurden 500m in 2,5ml LB-Ampicillin-Medium Gberfiihrt
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und durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,3mM) fur 3 Stunden bei
37°C und 225rpm induziert.
Danach wurden 1,2ml bei 13.000g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 100m ddH,O resuspendiert. Von dieser
Resuspension wurden 10m mit 10m SDS-loading Buffer vermischt und 5
Minuten bei 95°C erhitzt. 15m des Ansatzes wurden zur Auftrennung der
Proteine fur 90 Minuten bei 20mA auf ein SDS-PAGE gegeben.
AnschlieRend folgte eine Coomassiefarbung. Dazu wurde das Gel 15
Minuten in die Coommassiefarbeldsung und anschlieRend 2 Stunden in
die Entfarbelésung gegeben.
Ein definierter Proteinlangenstandard wurde bei jeder Elektrophorese
mitgefahrt.
Es folgten die Dokumentation und Auswahl der Stamme, die ein
Fusionsprotein von vorausberechneter Gro3e aufwiesen.

3.3.1.2 GroRansatz
Die ausgewahlten Klone wurden tbernacht in 5ml LB-Ampicillin-Medium
vermehrt. Diese wurden dann zu 45ml LB-Ampicillin-Medium gegeben
und fur 1 Stunde bei 37°C und 225rpm inkubiert. Die Induktion erfolgte
hierauf fir 3 Stunden mit IPTG (Endkonzentration 0,3mM).
Danach wurde der Grof3ansatz in der Megafuge 3.0R bei 4°C und 1.500g
10 Minuten lang abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 5ml Gex-Puffer resuspendiert.
Die anschlieRende Sonifizierung erfolgte in 6 Zyklen, in denen die
Kulturen jeweils einer Leistung von 100 Watt fur 30 Sekunden ausgesetzt
und dann 45 Sekunden auf Eis gestellt wurden.
Danach wurden sie fir 10 Minuten bei 13.000g in einer Kuhlzentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in eine 10ml Spritze

aufgenommen und durch einen 0,2 mnm-Filter gereinigt.

3.3.2 Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie
Das p-Gex-Fusionsprotein besitzt am nterminalen Ende eine Glutathion
S-Transferase, welche spezifisch an die Glutathionmatrix bindet und
kompetitiv durch Gabe von Glutathion wieder aus dieser Bindung

verdrangt werden kann.
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3.3.3

Um 2ml der Glutathion Matrix pro Protein zu erlangen, wurden 4ml des
50%igen Matrix-Alkoholgemisches in eine Saule umgefillt. Diese wurde
daraufhin dreimal mit 10ml Gex-Puffer gespult. Danach wurden 2,5ml einer
sonifizierten Bakteriencharge zweimal Uber die Saule gegeben.

Es schlossen sich drei Waschschritte mit jeweils 20ml Gex-Puffer an. Zum
Nachweis von Protein im Eluat wurde ein Bradford-Assay?’ verwand. Diese
Reagenz durchlauft nach Zugabe von Protein (ca. 1ng) eine sichtbare
Farbanderung von braun nach blau (vgl 3.3.4).

Zuerst wurde der Erfolg der ersten Waschritte mit dem Assay Uberprift, d.h.
0,6ml der Bradford-Reagenz sollten sich nach 3 Tropfen der Waschlésung
nicht mehr verfarben.

Eluiert wurden die Fusionsproteine mittels 5ml des Elutionspuffers, wobel
Zeitpunkt und Dauer des Auffangens durch erneute Kontrolle mittels
Bradford-Assay bestimmt wurden.

Das Eluat wurde dann per SDS-PAGE auf Erfolg der Elution und das
richtige Molekulargewicht der Probe hin tberprift, aliquotiert und bei -20°C
eingefroren.

Vor erneutem Gebrauch wurden die Saulen mit 20ml Reinigungspuffer

(3M NacCl) gesaubert und zweimal mit 20ml GEX-Puffer gespdilt.

GrofRenbestimmung der Fusionsproteine

Zur Kontrolle der Fusionsproteingrof3e wurde ein Diagramm (Diagramm
4.1) angefertigt, bei dem die Grol3e der Proteine in kD der Laufstrecke in
cm gegenubergestellt wurde. Die Standardlangenkurve wurde mittels eines
ungefarbten Proteinmarkers (Roti Mark 10-100) erstellt. Nach Messen der
Laufstrecke der eluierten Fusionsproteine konnte deren Gré(3e in Kilodalton
dem Diagramm entnommen werden.

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden die graphisch ermittelten Werte den

errechneten gegenuber gestellt. Diesen lag folgende Formel zugrunde:
(x[b])/3*111[D])+26kD

Dabei steht x fur die Anzahl der Basen und 111D entspricht dem mittleren
Aminosaurenmolekulargewicht. 26kD entspricht dem Molekulargewicht des

Glutathiontransferaseproteins (GST) ohne Insert.
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3.3.4 Bradford-Assay-Proteinchargen-Quantifizierung

34

Grundlage dieser Methode sind Absorptionsmessungen. Der Farbumschlag
der Bradford-Reagenz (vgl. 3.3.2) kann photometrisch bei 595nm bestimmt
werden. Da die Proteinkonzentration mit der Farbwverdnderung korreliert
(Diagramm 4.2) laBt sich mittels Absorptionsmessungen bekannter
Proteinkonzentrationen eine Standardkurve erstellen. Dazu wurden 0,5
mg/ml bovines Serumalbumin (BSA) mit 0,2M NaCl ddH,O und Bradford-

Reagenz 2’ geméaR der Tabelle 3.6 verdinnt.

Anzahl der Proben NaCl-Losung [m] BSA [nl] Bradford-Reagenz [ml]

1 100 - 1
2 95 5 1
2 90 10 1
2 85 15 1
2 80 20 1

Tabelle 3.6 Zusammensetzung der Proben zur Erstellung einer Absorptionsstandardkurve

Diese Verduinnungen wurden bei Raumtemperatur 2 Minuten lang inkubiert
und dann bei | = 595nm vermessen. Die daraus resultierenden Werte
wurden in ein Diagramm UuUbertragen (vgl Diagramm 4.2), in dem die
Extinktion der Proteinmenge gegentber gestellt wurde. Die Proteinchargen
wurden daraufhin ebenso verdinnt und vermessen, bis die photometrisch
gewonnenen Werte in dem Bereich lagen, der von der Standardkurve
abgedeckt wurde, die Proteinkonzentration abgelesen und dann der

Proteingehalt in mg/ml errechnet.

Auswahl der Seren

Fur den halbtrocken hergestellten Immunoblot wurden 25 Proben der
institutseigenen Serenbank entnommen und getestet. Davon waren 9
mittels des bereits bestehenden Testverfahrens als aktive Infektionen
diagnostiziert worden. 12 weitere Seren wurden entweder rein negativ, oder
als Seronarbe klassifiziert. Von den 4 getesteten Liquorproben lief3en sich

bei einem im herkémmlichen Verfahren Antikorper nachweisen.
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35 Der Immunoblot

3.5.1 Herstellung

Als nachster Schritt folgte die Herstellung des Immunoblots in der
.halbtrocken”-Technik.

Zuerst wurden die Proteine mittels SDS-PAGE bei 30mA/Gel aufgetrennt.
Dabei wurden diese zeitlich versetzt aufgetragen, nachdem sie zuvor mit
der selben Menge an SDS Loading-Buffer bei 95°C fur 5 Minuten erhitzt
worden waren. Die Konzentrationen der einzelnen Proteine pro Gel sind
Tabelle 3.7 zu entnehmen. Begonnen wurde mit einer Mischung der
Proteine p17 und OspC von Borrelia afzelii, pKo. Dem Gemisch folgten 15
Minuten spater OspA von pKa und p37 von pBi. Nach weiteren 15 Minuten
wurde p39 aufgetragen, 25 Minuten spater dann p75, beide von Borrelia
burgdorferi sensu stricto, pKa. Nach weiteren 15 Minuten wurden die
Proteine p100-1 (pKa) und pl100-2 (pKo) als Gemisch zugeftgt und 30
Minuten lang aufgetrennt, bevor 0,15ng des IgG-Standards fir 5 Minuten

auf das Gel aufgetragen wurden.

Subspezies pKo pka pKa pKa pBi pKo pKo pKo

Protein pl00-2 pl00-1 p75 p39 p37 OspA OspC pl7
Aufgetragene 20 15 10 75 75 7,5 75 75
[u)/Gel
[Mg] Protein 4,45 1,31 165 0,79 144 184 208 1,89
pro Gel

Tabelle 3.7 zeigt die Mikroliter der halbtrocken gebloteten Proteine. Weiterhin sind hier die
aufgetragenen Proteinmengen in pg/Gel zu entnehmen. Jedes Gel wurde jeweils nur
einmal auf ein Papier geblottet. Aus einem Blotpapier konnten ca. 15 Blots gefertigt
werden.

Die PVDF-Membran wurde auf die Mal3e 6*9cm zurecht geschnitten und 10
Sekunden in Methanol geschwenkt, bevor sie dann 2—3 Minuten in doppelt
destilliertem Wasser (ddH,O) gewaschen wurde.

Das Pufferpapier wurde ebenso zurecht geschnitten und in zwei Packchen
a 6 Blatt und eines a 3 Blatt zusammengelegt. Ein 6er Packchen wurde im
Anodenpuffer 1, das andere im Kathodenpuffer getrankt. Das 3er Packchen
wurde solange im Anodenpuffer 2 belassen, bis es ebenfalls ganzlich

durchnésst watr.
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3.5.2

Die Elektroden wurden mit ddH,O angefeuchtet und die beiden
Anodenpéckchen so auf die Anode geschichtet, dall das 6er
Anodenpackchen auf ihr zu liegen kam. Hierbei und bei allen folgenden
Arbeitsschritten war darauf zu achten, dald keine Luftblasen entstanden.
Darauf wurde dann das 3er-Packchen geschichtet. Auf diesen Papierstapel
wurde nun die PVDF-Membran gelegt. Darauf wurde das ungefarbte SDS-
Gel geschichtet, dem die Kathodenblatter und die Kathode folgten. Nach
Verschluss der Blotkammer wurden die Proteine bei 20mA/Gel fur 1,5
Stunden auf die PVDF-Membran geblottet. Die Lagerung der Membranen
erfolgte eingeschweifl3t bei 4°C im Kihlschrank bis zur Inkubation mit den
Patientenseren.

Jedes Gel wurde nur einmal geblottet. Jedes Blotpapier konnte in ca. 15

einzelne Blotstreifen geschnitten werden.

Durchfiuhrung

Um unspezifische Bindung von Proteinen an der Membran zu verhindern,
wurde diese 30 Minuten in 1ml Blockpuffer auf dem Taumler bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 20m des zu testenden Serums
dazu pipettiert und 30 Minuten auf einem Taumler inkubiert. Es schlossen
sich 3 Waschschritte mit jeweils 2ml TBS-T fur jeweils 5 Minuten an.
Danach wurde der Blot fur 30 Minuten mit 1,5ml des Konjugates
(Antihuman-lgG-alkalische Phosphatase) auf dem Taumler inkubiert,
worauf 2 Waschschritte mit 2ml TBS-T und einer mit 2ml TBS-Puffer fur
jeweils 5 Minuten folgten.

Zur Entwicklung des Blots wurde dieser mit 1,5ml des Substrats inkubiert.
Die Entwicklungszeit richtete sich nach der Intensitéat des IgG-Standards.
Das Substrat wurde abgegossen, dreimal mit HO gespltilt und in diesem
dann 30 Minuten auf dem Taumler belassen. Der Blotstreifen wurde in Folie

eingeschweil3t, ausgewertet und archiviert.
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3.5.3 Auswertung
Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die sichtbaren Banden eingeteilt in
solche mit starker Intensitatsmenge, mit ,+* markiert, mit mittlerer, mit ,,(+)"
bezeichnet, oder als negativ gewertet, mit ,/“ markiert. Es wurden positive
und negative Seren im rekombinanten Immunoblot gegentber gestellt,
sowie der neue mit dem bereits existenten Immunoblot auf Basis eines
Totallysates  verglichen. Um  eine  Aussage beziglich des
Krankheitsstadiums zu machen, wurde das Proteinbandenmuster néher in

Betracht genommen (vgl 4.5.2.3).
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4.1

4.2

4 Ergebnis

Auswahl spezifisch immunogener Borrelia burgdorferi Proteine

Wie eingangs erwéhnt, wurden folgende Proteine ausgewahlt: p83/100,
p75, p39, p37, OspA, OspC und pl7, letzteres nur von Borrelia afzelii, pKo.
Grundlagen waren zum einen die Literatur (vgl.1.3.3), zum anderen die

laboreigenene Erfahrung mit dem bereits vorhandenen Totallysat (vgl.1.5).

DNA

4.2.1 Auswahl geeigneter Abschnitte dieser Antigene

Um geeignete Abschnitte der Proteine zur Amplifikation herauszusuchen,
wurden sie mittels einer Chou-Fasman-Prediction** untersucht. Dies ist ein
mathematisches Modell, mit dem sich Aminosaureabfolgen hinsichtlich ihrer
hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften vorausberechnen lassen.
Abbildung 4.1 zeigt exemplarisch so eine Vorhersage fir das Borrelia
burgdorferi Protein OspC. Dabei liegt der amplifizierte Anteil zwischen den
Pfeilen. Man sieht rautenférmig rot hydrophobe Anteile. Achteckig grin
eingefaldt sind dagegen starker hydrophile Bereiche, welche besonders zur
rekombinanten Herstellung ausgesucht wurden.
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4.2.3
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Abbildung 4.1 zeigt eine Chou-Fasman Vorhersage flr das Protein OspC. Rot eingefaf3t

sind die hydrophoben, griin dagegen die hydrophilen Anteile des Proteins. Der zwischen
den Pfeilen liegende Bereich wurde rekombinant amplifiziert

Auswahl geeigneter Oligonukleotide
Die Oligonukleotide zur gentechnischen Amplifikation dieser Abschnitte

sind im Methodenteil dieser Arbeit im einzelnen aufgefthrt (vgl. 3.2.1).

Elektrophoretische  Auftrennung und GréRBenbestimmung der
amplifizierten Genomabschnitte

Nach PCR konnten die amplifizierten Fragmente in einem 2% NuSieve 3:1
Agarosegel nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht dargestellt
werden. Abb 4.2 zeigt so eine Darstellung der Amplifikationsprodukte von

Borrelia afzelii, pKo. Von links nach rechts sind das die beiden

GroRRenstandarte, p100-2, p100-1, p75, p37, p39, ospA, ospC, pl7 und
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erneut die Langenstandarte. Ebenso lieBen sich die gentechnisch
amplifizierten Nukleotidsequenzen der anderen Proteine nachweisen.

Aufgrund des mitgelaufenen DNA-GroRenmarkers konnte die GroRRe der
propagierten Sequenzen abgeschatzt werden. Tabelle 4.1 stellt die zu

erwartenden Werte den durch Sequenzierung ermittelten gegentber.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

2027bp

1078bp
872bp

603bp
564bp

270bp

Abbildung 4.2: Ethidiumbromid gefarbtes 2% NuSieve 3:1 Agarosegel, 1:
GroRenstandard (A-DNA-Marker- Hind 1ll/Hae Ill); 2:GréRenstandard (pBR322/Hae l11); 3:
p100-2; 4: p100-1; 5: p75; 6: p37; 7: p39; 8: ospA; 9: ospC; 10: p17; 11: GréRenstandard
(pBR 322 Hae lll), 12: GroRenstandard (A-DNA-Marker- Hind Ill/Hae 111).

Genomabschnitt p100- p100- p75 p39 p37 ospA ospC p17

2 1
errechnete
GréRe [bp] 839 737 1010 914 941 561 584 230
Durch

Sequenzienung  gu4 740 1024 914 944 577 610 230

ermittelte Grolle
[bp]

Tabelle 4.1: Gegenuberstellung der errechneten Kilobasenpaare der einzelnen
Proteinfragmente zu den mittels Sequenzierung nachgewiesenen.
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4.2.4 Sequenzierung
Zur Kontrolle der genetischen Information wurden die Amplifikate
sequenziert. Abbildung 4.3 zeigt exemplarisch einen Teil des p37-
Fragmentes des Bakteriums Borrelia garinii, pBi. Die gréf3ten Unterschiede
in den Sequenzabfolgen lielRen sich zwischen den Subspezies pKa und pKo

nachweisen. Tabelle 4.2 stellt die Homologie der beiden Subspezies dar.

pl00-2 pl00-1 p75 p39 p37 ospA ospC

pKo/pKa [%0] 86,3 93,1 949 909 996 813 79,6

Tabelle 4.2: Homologievergleich der Basenabfolge zwischen Borrelia afelii, pKo und
Borrelia burgdorferi sensu stricto, pKa.

Die Basenabfolgen der Proteine von Borrelia burgdorferi sensu stricto, pKa:
p100-1, p75 und p39, von Borrelia afzelii, pKo: p100-2, osp A, ospC und

pl7 und von Borrelia garinii, pBi: p37, sind dem Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 4.3: Ausschnitt der Sequenzierung des Proteins p37 von Borrellia garinii, pBi
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4.3 Proteine

4.3.1 Suche und Kontrolle geeigneter Klone
Um einen Nachweis Uber die erfolgreiche Ligation und Expression des
rekombinanten  Borrelienproteins in  pGex zu erhalten, wurden
Reihenversuche durchgefiihrt. Bei erfolgreicher Expression war eine
Ubermalig starke Proteinbande im Muster des Totallysates zu sehen (vgl.
Abbildung 4.4). Diese wurde dann auf die korrekte Grof3e tUberpruft.
Auf diese Weise konnten die Klone fur die 22 Proteine identifiziert,

propagiert und bei-70°C eingefroren werden.
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4.3.2 Reinigung der Fusionsproteine mittels Affinitatschromatographie

Das nachgewiesene Fusionsprotein mufdte im folgenden Schritt von den
Ubrigen Escherichia coli Proteinen getrennt werden. Abbildung 4.4 zeigt
exemplarisch 3 Borrelienfusionsproteine von Borrelia afzelii, pKo in einem
nach Coomassie gefarbten SDS-PAGE-Gel.

Diese sind von links nach rechts auf der ersten Bahn der
ProteingroRenstandard, auf der 3. und 4. Bahn das pl100-2 Protein, auf
Bahn 6 und 7 OspC und auf Bahn 9 und 10 pl17. Die jeweils erste Bahn des
Paares enthalt das Eschrichia coli Totallysat mit dem Fusionsprotein, die
jeweils 2. Bahn nur noch das Fusionsprotein nach Aufreinigung.

Ebenso liel3en sich die Ubrigen Proteine aus dem Totallysat isolieren.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
200kD | S
97,4kD pEE=
68KD pKo s
0100-2 Nmmee
k
pKo
- OspC
43kD -
pKo
pl7
29kD ~
18,4kD
—

Abbildung 4.4: Commassie gefarbtes 12%-SDS-PAGE-Gel, 1: ProteingréRenmarker
(Gibco BRL, Prestained Protein Molecular Weight Standards); 3: pKo pl00-2 vor
Reinigung; 4: pKo p100-2 nach Reinigung; 6: pKo OspC vor Reinigung; 7: pKo OspC nach
Reinigung; 9: pKo pl7 vor Reinigung; 10: pKo p17 nach Reinigung
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200kD

97,4kD

68kD

43kD

29kD

4.3.3

Abbildung 4.5 zeigt die 8 exprimierten Proteine von Borrelia afzelii, pKo
nach Auftrennung, SDS-PAGE und Farbung nach Coomassie.

Auf Bahn 1 lauft der GroRRenstandard, auf Bahn 2 p100-2, auf Bahn 3 p100-
1, auf Bahn 4 p75, auf Bahn 5 p39, auf Bahn 6 p37, auf Bahn 7 OspA, auf
Bahn 8 OspC und auf der 9. Bahn pl7. Man sieht, da3 die einzelnen
Fusionsproteine weitgehend frei sind von Ruckstanden. Bei OspA und
OspC sind weiterhin jeweils ein Degradationsprodukt einmal bei etwa 35

und einmal bei ca. 40 kD auszumachen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
-
—— pKo pKo pKo pKo pKo pKo pKo pKo
pl00-2 pl00-1 p75 p39 p37 OspA OspC pl7

Abbildung 4.5: Commassie gefarbtes 12%-SDS-PAGE-Gel mit den eluierten Proteinen
von Borrelia afzelii pKo, 1: ProteingroBenmarker (Gibco BRL, Prestained Protein Molecular
Weight Standards), 2: p100-2, 3: p100-1, 4: p75, 5: p39, 6: p37, 7: OspA, 8: OspC, 9:p17

GroRenbestimmung der Fusionsproteine

Nach erfolgreicher Elution der Proteine wurden diese auf ihr korrektes
Molekulargewicht hin untersucht. In Diagramm 4.1 wurde die Laufstrecke
der Markerproteine deren GroR3e in Kilodalton [kD] gegenibergestellt. Mit
Hilfe dieser Standardlangenkurve kann man das Molekulargewicht der
Fusionsproteine in [kD] anhand der jeweiligen Laufstrecke im SDS-PAGE
ablesen. Eingezeichnet sind exemplarisch die Proteine p100-1, p75, OspC
und pl7.
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Diagramm 4.1: Bestimmung der Proteingrof3e in Kilodalton [kD] anhand der Laufstrecke
der einzelnen Proteine im SDS-PAGE. Exemplarisch eingezeichnet sind die Proteine
p100-1, p75, OspC und pl7.

Tabelle 4.3 zeigt die Grof3e der synthetisierten Proteine, einmal errechnet
und einmal wie oben beschrieben bestimmt. Die Abweichung des graphisch
ermittelten Molekulargewichtes der Proteine liegt zwischen 0,3kD bei OspA
und 14kD bei p100-2.

Protein p100- pl00- p75 p39 p37 OspA OspA OspC pl7
2 1 (pKo)

Molekulargewicht 31,0 27,3 37,4 33,8 348 26,3 20,8 216 85
in [kD]

Vektorprotein 26 26 26 26 26 26 26 26 26
[kD]

Fusionsprotein 57,0 53,3 634 59,8 60,8 52,3 46,8 47,6 345
[kD]

graphisch
ermitteltes
Molekulargewicht
des
Fusionsproteins
in [kD]

59 67 65 66 55 49 52 34

Tabelle 4.3: Gegeniberstellung der errechneten MolekilgrofRe in [kD] der einzelnen
Proteinfragmente zu der anhand des mitgelaufenen Proteinmarkers graphisch ermittelten.
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4.3.4 Gegenuberstellung der Fusionsproteingrof3e zu den Originalgré3en
aus der Literatur
So wie Tabelle 4.3 errechnetes und graphisch ermitteltes Molekulargewicht
der propagierten Proteine gegenuberstellt, ist in Tabelle 4.4 das
mathematisch anhand der Sequenzierung bestimmte Gewicht gegeniber
den aus der Literatur bekannten Originalmassen der Borrelia burgdorferi
Antigene dargestellt. Hier wird deutlich, dal3 fir die Herstellung des
Immunoblots Proteinfragmente zwischen 50% und 98% der Originalgrol3e

der Ursprungsantigene verwandt wurden.

Borrelia Molekulargewicht der rekombinant hergestellten
burgdorferi- Proteine
Antigene in [kD] in [kD] in % der vollstandigen
Antigene
pl100-2: 31,2kD
p83/100 } 58,6kD 71%—-59%
p100-1: 27,4kD
p75 37,9kD 51%
p39 33,8kD 87%
p37 34,9kD 94%
OspA (31kD) 26,3kD 85%
21,4kD (pKo) 69% (pKo)
OspC (23kD) 22,6kD 98%
p17 8,5kD 50%
Tabelle 4.4: GegenUbersteIIunq der Molekularmasse der Ursprungsantigene von Borrelia
burgdorferi aus der Literatur 921,23,62,70821131661%0 7 den  rekombinant hergestellten

Teilsticken. Grundlage bildet die durch Sequenzierung errechnete Gro 3e.
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4.3.5 Bradfordassay-Proteinchargen-Quantifizierung
Um spater die Proteinkonzentration pro Blotstreifen bestimmen und so
reproduzierbare  Mengen  einsetzen zu  kbnnen, wurde die
Proteinkonzentration der einzelnen Chargen photometrisch ermittelt.
Diagramm 4.2 zeigt die Extinktionsstandardkurve des BSA-
Konzentrationsstandards bei 595nm gemessen. Anhand dieses Diagramms
konnten die Proteinkonzentration der einzelnen Proteinchargen bestimmt

werden. Exemplarisch sind die Proteinchargen p100-2, p75 und OspC von

Borrelia.afzelii, pKo eingezeichnet.

0,25
0,20

0,15~

OspC

Extinktion [OD]

00— p100-2

p75

0,05

25 50 75 10

Proteinmenge [ug]

Diagramm 4.2: Photometrische Bestimmung der Proteinmenge in [pg] anhand der

gemessenen Extinktionswerte. Exemplarisch sind die Proteine p100-2, p75 und OspC
eingezeichnet.
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4.4

Tabelle 4.5 zeigt die gemessenen

resultierende Proteinmenge in ng/ml.

Extinktionswerte und die daraus

pKo pKa pBi
0,092 0,076 0,255 Extinktionswert(OD)
p100-2
222,5 188,75 515 Proteinmenge[ng/ml]
0,117 0,070 0,033 Extinktionswert(OD)
p100-1 .
278,75 87,5 68,75 Proteinmenge[ng/ml]
25 0,062 0,065 0,057 Extinktionswert(OD)
p
158,75 165 147,5 Proteinmenge[ng/ml]
39 0,053 0,086 0,051 Extinktionswert(OD)
p
68,75 105,625 66,25 Proteinmenge[mg/ml]
37 0,096 0,122 0,078 Extinktionswert(OD)
p
465 290 192,5 Proteinmenge[ng/ml]
0,102 0,189 0,170 Extinktionswert(OD)
OspA
245 436,25 395 Proteinmenge[ng/ml]
0,116 0,158 0,117 Extinktionswert(OD)
OspC
277,5 367,5 278,5 Proteinmenge[ng/ml]
17 0,105 - - Extinktionswert(OD)
p
252,5 - - Proteinmenge[ng/ml]

Tabelle 4.5: Bei den Proteinchargen p100-1der Stamme pKa und pBi, sowie p39 aller 3
Stamme wurde eine Menge von 40m photometrisch vermessen. p100-2 von pBi, p37 von
pKo und pGex ohne Insert wurden bei einer Menge von 10ni vermessen. Bei allen anderen
Proteinchargen wurde ein 20m-Aliguot vermessen.
Um auf die Proteinmenge in ng/ml zu kommen, wurden die abgelesenen Ergebnisse mit

dem Aliquotanteil eines Milliliters multipliziert.

Auswahl geeigneter Seren

Die zu testenden Proben wurden der Serenbank des Institutes fir

Infektionsmedizin der Universitat Hamburg enthommen, nachdem diese

mittels der bestehenden Diagnostik untersucht worden waren (vgl. 3.4).
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4.5

45.1

Immunoblot

Herstellung

50 Seren wurden mittels eines Immunoblots, der in Slotblottechnik mit den
Proteinen in 4 oder mehr Verdinnungen hergestellt worden war,
ausgetestet. Die so gewonnenen Ergebnisse lieRen sich jedoch nicht
reproduzieren.

Daraufhin wurde zur Uberpriifung der Immunogenitat der Proteine ein
Immunoblot in der ,halb-trocken-Technik® hergestellt und exemplarisch
nochmals mit 25 Seren inkubiert.

Abbildung 4.6 zeigt ein SDS-PAGE-Gel nach Coomassie gefarbt, wie es in
der ,Halb-trocken-Technik“ geblottet wurde. Man erkennt von oben die
Banden p100-2, p100-1, p75, p39, p37, OspA, OspC und pl7.

98kD p100-2
p100-1
p75
64kD p39
p37
50kD OspA
OspC
p17
36kD

Abbildung 4.6: SDS-PAGE-Gel nach Commassie gefarbt, bevor es geblottet wurde. Man
erkennt den SeeBlue® Pre-Stained Standard links, daneben von oben die Banden

pl100-2, p100-1, p75, p39, p37, OspA, OspC und pl7.

Aufgrund der genetischen Homologie der exprimierten Proteinfragmente (vgl.
4.2.4) wurde hierfur eines der homologen Proteine verwandt. Diese sowie die
Konzentrationen sind Tabelle 4.6 zu entnehmen. Aus einem Blotpapier liel3en

sich ca. 15 einzelne Blotstreifen schneiden.
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Protein p100-2 p100-1 p75 p39 p37 OspA OspC p17
Stamm pKo pKa pKa pKa pBi pKo pKo pKo

45.2

Proteinmenge
pro Blotpapier | 4,45
[ug]

Proteinmenge
pro
Blotstreifen

[ug]

0,3

1,31 1,65 0,792 1,444 1,838 2,082 1,892

0,09 0,11 005 01 0,212 0,14 0,13

Tabelle 4.6: zeigt die Endkonzentration der Proteine des endgultigen Immunoblots im

Uberblick.

Evaluation des Immunoblots

4.5.2.1 Vergleich positiver und negativer Blotergebnisse

Abbildung 4.7 zeigt den halbtrocken hergestellten Immunoblot. Auf der

linken Seite sind 6 Seren mit rechts daneben 2 Seren ohne spezifische

Antikorper gegen Borrelia burgdorferi dargestellt. Die genaue Auswertung

der Banden ist Tabelle 4.7 zu entnehmen.

1 2 3 4 5 6
p1002 | + ] +) + +) +
p100-1 (+) / / (+) (+) /
p75 + (+) + + / +
p39 (+) / / + (+) /
p37 / + (+) / (+) +
OspA / (+) / / / /
OspC / / + (+) + /
p17 + / + / / (+)

Tabelle 4.7: zeigt die
Antikdrpernachweise.

Auswertung der einzelnen Proteine der sechs positiven
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Abbildung 4.7: zeigt links 6 Blotstreifen mit einem positiven Antikérpernachweis und
rechts 2 mit negativem.

4.5.2.2 Vergleich des neuen Immunoblots mit dem alten
Abbildung 4.8 stellt positive Ergebnisse im rekombinanten Immunoblot
(RekomBlot) den entsprechenden Immunoblots mittles Totallysat

gegenuber. Bei der Auswertung des Totallysates fallt das ubiquitare
Auftreten der p60-Proteine und der Flagelle auf (p41).
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Abbildung 4.8: zeigt den rekombinant hergestellten Immunoblot im Vergleich zum
Totallysat anhand zweier Patientenseren

Totallysat1 ~ RekomBlot1  Totallysat 2 Rekomblot 2
Bigg:i * J/r * (I)
p75 + + + +
p60 + +
p4l + / + /
p39 (+) / (+) *+)
p37 + + () /
OspA + / + /
OspC + + / /
pl7 + + + +

Tabelle 4.8: zeigt die Auswertung der einzelnen Proteine, einmal im Totallysat und einmal

im rekombinanten Blot (RekomBlot).
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45.2.3 Vergleich einer frischen Infektion mit einer Seronarbe im
rekombinant hergestellten Immunoblot

Um nun eine Aussage Uber die Behandlungsbedirftigkeit des Patienten
machen zu kdnnen, ist eine Aussage bezlglich des Stadiums der Infektion
erforderlich. In Abbildung 4.9 sieht man 4 rekombinante Immunoblot
streifen. Die beiden linken sind von Patienten mit einer frischen Infektion,
die rechten weisen den Antikorperbefund einer bereits langer
zuriickliegende Infektion auf. Vor allem die grof3eren Proteine wie p100 und
p75 bleiben nachweisbar bei Fehlen der kleineren Proteinbanden OspA,
OspC, p17, p39.

Abbildung 4.9: Gegeniberstellung von 4 Antikérperbefunden im rekombinanten
Immunoblot. Die beiden linken sind von Patienten mit einer frischen Infektion, die beiden
rechten dagegen weisen einen zu einer Seronarbe passenden Antikdrperbefund aus.
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5 Diskussion

Die Lyme Borreliose ist die haufigste von Zecken Ubertragene Krankheit auf
der nordlichen Hemisphare'®:. Aufgrund des vielgestaltigen Krankheitsbildes
bei einer symptomatischen Infektion mit Borrelia burgdorferi, bei der es zu
Manifestationen an der Haut, am Skelettsystem und an der Muskulatur,
neurologischen Symptomen sowie einer Beteiligung der Augen und des
Herzens kommen kann'®"%° (vgl. 1.3.4), kommt der Labordiagnostik bei der
Differentialdiagnose der Symptome eine besondere Bedeutung zu’. Wie
eingangs erwahnt, existieren prinzipiell drei methodisch unterschiedliche
labordiagnostische Nachweismoglichkeiten: Erstens der direkte Nachweis
des Erregers durch Dunkelfeldmikroskopie oder Anzucht; zweitens der
Nachweis erregerspezifischer Nukleinsaure mittels PCR und drittens der
serologische Nachweis spezifischer Antikdrper gegen Borrelia burgdorferi.

Geeignete Materialien fur den direkten Erregernachweis mittels Anzucht sind
Hautbiopsieproben, Serum, Liquor oder Gelenkflissigkeit. Hierbei liegt die
Sensitivitat einer Hautbiopsie des Erythema migrans im Stadium 1 zwischen
30-70% und unter 5% flr ein Liquorspeziemen bei Vorliegen einer

Neuroborreliose’ 2%

(vgll.5). Bei einer Kulturdauer, die bis zu 5 Wochen
betragen kann (vgl.1.5), mul3 eine Kontamination des Anzuchtmediums
durch einen schneller proliferierenden Keim unbedingt vermieden werder?® .
Fir die Dunkelfeldmikroskopie besteht das Problem, dal3 die Spirochaten in
Gewebeproben und Punktaten nur in geringer Zahl vorhanden sind®%%,
Aufgrund dieser Problematik wird heutzutage der direkte Erregernachweis
nicht zur Routinediagnostik empfohlen?®82161,

Der Einsatz der PCR bei der Diagnose der Lyme Borreliose wird

t+15:130,153,161,171,190 Wie beim direkten

unterschiedlich bewerte
Erregernachweis sind Haut, Serum, Urin, Synovialflissigkeit und Liquor
grundsatzlich geeignete Materialien'®. Aber auch wenn die Sensitivitat der
PCR hoher ist als die der Kultur und der Dunkelfeldmikroskopie, so schwankt
sie doch erheblich mit der Wahl der Proben, der Zielsequenzen der
verwandten Oligonukleotide, dem PCR-Protokoll und dem Stadium der
Erkrankung?®161:130.153.190 "\vjie in Studien gezeigt werden konnte liegt, die

Sensitivitat fir den Nachweis von DNA in Hautbiopsaten zwischen 80% bei
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klinisch diagnostiziertem Erythema migrans und 92% bei nachgewiesener
Acrodermatitis atrophicans. Diese Ergebnisse gelten fur eine Zielsequenz
aus dem ospA-Gen'*°. Andere Studien zeigen eine Sensitivitat der PCR bei
Hautbiopsieproben zwischen 60—90%. Daflur wurde zum Teil mit zwei parallel
durchgefuhrten Oligonukleotidpaaren z.B. fur eine Zielsequenz aus dem
ospA- und p66-Gen gearbeitet?®124130.131,132,155,203

Bei Patienten mit klinisch und serologisch nachgewiesener Lyme Arthritis lag
in einer Studie die Sensitivitat der PCR fur Synovialflissigkeit zwischen 23%
fur ein ospA-Oligonukleotid und 39% bei Verwendung einer Zielsequenz aus
dem p66-Gen. Durch Paralleltestung mit beiden Primern konnte eine
Sensitivitatssteigerung auf 85% erzielt werden. Bei diesem Patientenkollektiv
zeigte sich im Urin als Untersuchungsmedium eine Sensitivitat von 24% fur
den ospA-Primer und 42% fur das Oligonukleotid aus dem p66-Gen. Auch
hier konnte durch Doppeltestung mit beiden Oligonukleotiden eine
Sensitivitatssteigerung auf 79% erzielt werden'®. Fiur Liquor als
Untersuchungsmaterial bei Patienten mit klinisch und serologisch
nachgewiesener Neuroborreliose konnte bei Verwendung der oben
beschriebenen Oligonukleotide fir Zielsequenzen aus dem ospA- bzw. dem
p66-Gen eine Sensitivitdt der PCR von je 32% fur die beiden separat
getesteten Primer gezeigt werden. Ein falsch negatives Ergebnis erhielt man
immerhin noch bei 21% der Falle, selbst bei Paralleltestung mit beiden
Oligonukleotiden®®3. Die Urinproben dieser Patienten ergaben in der gleichen
Studie auch bei Paralleltestung zu 55% ein negatives Ergebnis®®3.

Die Spezifitat der angefilhrten Studien lag bei tber 99%!2%!%3  Eine
Progression der Erkrankung von einem Stadium in ein anderes ist jedoch
auch bei positivem PCR-Befund nicht vorauszusetzen*’, da die Erkrankung
selbstlimitierend verlaufen kann®®. Deshalb leitet sich allein von einem
positiven PCR-Ergebnis auch keine Behandlungsindikation ab!3%:161:171.190,
Probleme der PCR als verlassliche Nachweismethode der Lyme Borreliose
liegen in der fehlenden Standardisierung des PCR-Protokolls sowohl was die
Speziemen und deren Aufbereitung, als auch die verwendeten
Oligonukleotide betrifft?®13%1%3 Beides beeinflusst die Giite der Ergebnisse.
Bei den hier angefiihrten Studien ist anzumerken, dass Sensitivitdten Uber

50% haufig erst bei paralleler Verwendung zweier unterschiedlicher
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Zielsequenzen erreicht wurden. AulRerdem schmalert die geringe Fallzahl
zwischen 22 und 36 Individuen die Aussagekraft der Arbeiten.

Ein gewichtiges Argument gegen die PCR in der Routinediagnostik ist die
umstandliche, zeit- und kostenintensive sowie invasive Probengewinnung
und Verarbeitung fur den Nachweis von borrelieneigener DNA in Liquor,
Synovialflissgkeit oder einer Haubiopsie. Sie wird daher nicht zur
Routinediagnostik empfohlen?®161171.190

Zur Zeit stutzt sich die Routinediagnostik der Lyme Borreliose im Labor im
Wesentlichen auf serologische Verfahren zum Nachweis spezifischer
Antikorper®?1°11%0  Hierzu existieren mehrere Methoden, wie ELISA, IFT,
oder ein Immunoblot. Alle drei Testformen erlauben eine Unterscheidung der
Immunantwort spezifisch fur IgM oder 1gG. Wie vom Robert Koch Institut
(RKI) in Deutschland®®* und in den USA vom Center of Disease Control
(CDC)*"* * empfohlen, soll die serologische Diagnostik stufenweise erfolgen.
Dabei sind als sensitiver Suchtest sowohl ELISA als auch ein IFT mdglich.
Bei positivem Ergebnis des Suchtests soll ein Immunoblot als

Bestatigungstest  durchgefithrt ~ werden*9:29:40:163.200,

Aufgrund  der
maschinellen Abarbeitung des ELISAs ist er als Suchtest zur
Routinediagnostik der Lyme Borreliose insbesondere bei grol3en
Probenzahlen dem IFT tiberlegen und deshalb weiter verbreitet?® .

Bei einem Antikdrpersuchtest mittels ELISA wird das Antigen oder ein
Antigengemisch an eine feste Phase (z.B. eine Plastikplatte) kovalent
gebunden. Danach wird das Patientenserum hinzu gegeben. Die Antikorper,
sofern vorhanden, binden an die Antigene. Diese kdnnen mittels eines
Zweitantikorpers detektiert werden. An diesen Zweitantikdrper ist ein Enzym
gekoppelt, welches nach Zugabe eines Substrates zu einer Farbreaktion
fuhrt, deren Intensitat photometrisch bestimmt wird. Bei einem quantitativen
ELISA geschieht dies proportional zu der Menge an gebundenem
Zweitantikorper®1%,

Die Antigenfraktion beim Borrelien-ELISA besteht entweder aus Ultrasonikat
des Erregers (Ganzzell-ELISA) oder aus einem Gemisch gereinigter Proteine
wie z.B. pl00, p4l, p39, OspC oder pl7?®"®. Hierbei gewinnt die
72,105,118.

rekombinante Herstellung der Antigene zunehmend an Bedeutung

Die serologische Diagnostik in Europa wird mangels einheitlicher Kriterien
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beziglich Stammauswahl, Antigenpréparationen, Techniken, Reagenzien
und Definitionen eines positiven Ergebnisses erschwert?>%, In einer Studie,
in der 6 verschiedene kommerzielle ELISAs einander gegenibergestellt
wurden, ergaben sich Sensitivitaten fur den Nachweis von IgM-Antikoérpern
zwischen 31% und 81% sowie 47-92% fiir IgG-Antikdrper’®. Die Spezifitat
lag zwischen 75% und 90% fir IgM und 84—100% fur den Nachweis von IgG-
Antikérpern’®.

Diese Ergebnisse wurden anhand von 229 Serumproben erzielt, von denen
52 von Patienten stammten, die an unterschiedlichen Symptomen der Lyme
Borreliose erkrankt und klinisch diagnostiziert worden waren (26 frihe LB:
EM und Geschichte eines Zeckenbisses bzw. erfolgreiche Kultur, 13 spate
LB: 4ACA, 9 NB). Die Kontrollgruppe bestand dabei aus 62 gesunden und
128 an anderen Krankheiten leidenden Patienten (24 EBV, 12 CMV, 24
rheumatoide Arthritis, 24 ANA, 23 Syphilis und 21 HIV).

Ein Problem des Antikorpernachweises mittels ELISA oder anderer
Suchtests ist die fehlende Information, gegen welche Antigene die
nachgewiesenen Antikorper gerichtet sind. Dafir ist in einem zweiten Schritt
ein Immunoblot als Bestatigungstest notwendig, der eine Differenzierung der
vorhandenen Immunantwort gegen die erregerspezifischen Antigene
erlaubt™93118,

Wie bei der Antigenpraparation fir den ELISA, existieren auch bei einem
Immunoblot die beiden Mdglichkeiten. Zum einen kann das ganze Bakterium
als Antigen verwendet werden, indem es in SDS aufgekocht, die Proteine
entsprechend ihrer GrolRe gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine feste
Matrix geblottet werden. Zum anderen kénnen einzelne spezifische Proteine
fur den Nachweis einer Infektion mit Borrelia burgdorferi ausgewéhlt und
rekombinant hergestellt werden.

Obwohl bei einem Immunoblot auf der Basis eines Ganzzelllysates die
gesamte Bandbreite der Borrelienantigene vorhanden ist, hat dieser doch
erhebliche Nachteile: Es ergibt sich eine Fille unspezifischer
Banden®?"®112114 die der Diagnose der Lyme Borreliose nicht dienen, die
jedoch die Interpretation des Immunoblots erschwererf??:3, So konnte in
mehreren Studien gezeigt werden, dal3 es bei einer Reihe von Proteinen zu

einer unspezifischen Reaktion kommt. Hier sind insbesondere die Proteine
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p41, die Heatshockproteine p60-73 und nicht naher charakterisierte Proteine
der GréRe von 33kD und 20kD zu nennen®7981.91.118.165 ‘Bai der Auswertung
des Immunoblots auf der Basis eines Ganzzelllysates missen diese
unspezifischen Banden von den eine Infektion beweisenden Reaktionen
unterschieden werden. Hinzu kommt die Schwierigkeit der Erregeranzucht
bei der Verwendung eines Totallysates (vgl 1.2.2, 1.5). Hier stellt sich das
Problem, dafl es bei der in vitro Kultivierung von Borrelia burgdorferi
passageabhangig zu Veranderungen der Antigenexpression und zu einem
Verlust von wichtigen Oberflachenproteinen wie z.B. OspC kommen
kann?36145174 Dies ist aber ein wichtiges Antigen v.a. in der frilhen Phase

2,82,190

der Infektion , welches in vivo mit dem Wirtswechsel noch verstérkt vom

Bakterium exprimiert wird!’®. So verliert Borrelia burgdorferi ihre Pathogenitét
wahrend langerer Kultur in BSK-Medium?*7:68:12°,

AulBerdem ist wegen der langen Generationszeit dieses Verfahren sehr
zeitaufwandig, und es besteht immer die Kontaminationsgefahr durch einen
schneller wachsenden Keim?® (vgl.1.5). Fir Europa mit mindestens drei
unterschiedlichen humanpathogenen Subspezies (vgl. 1.2.4), ist ferner
darauf hinzuweisen, dass diese aufgrund ihrer teils heterogenen Epitope (vgl.
1.2.3) durchaus zu unterschiedlichen Reaktivitaten im Immunoblot fihren
kénnen?:81137.207 " bje Bedeutung fiir die Diagnostik bei der Auswahl des
Stammes wird jedoch noch diskutiert’381137,

So konnte wiederholt gezeigt werden, dalR Antikbrper von Seren
europaischer Patienten besser mit Westernblots von Borrelia garinii und
afzelii reagieren, als mit einem Immunoblot auf der Basis eines Borrelia

428L137  Hierbei ist aber nicht nur die

burgdorferi sensu stricto Stammes
geographische Verteilung der Patienten, sondern auch deren klinisches
Erscheinungsbild von Bedeutung. In Europa fand man eine hohere
Reaktivitat der Seren von Patienten mit einer Neuroborreliose mit Borrelia
garinii und von Patienten mit einer Manifestation an der Haut mit Borrelia

afzelii® 84137,

Bei der Gesamtbewertung flihrte die eine Studie jedoch
Borrelia afzelii®® als sensitivste Subspezies auf, eine andere Studie erhielt die
reliabelsten Ergebnisse mit einem Borrelia garinii-Stamm*®’. Eine neuere
Studie konnte dagegen Kkeine Sensitivitatsunterschiede zwischen

amerikanischen und europaischen Borrelienstammen zur Herstellung von
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Immunoblots zur Detektion europdischer Patientenseren feststellen. Hier
zeigten sich allerdings Spezifitatsunterschiede. Der positiv pradiktive Wert
war bei Immunoblots von européischen Stammen besser”®.

Dem gegenuber liegt der Vorteil rekombinanter Proteine in der frei wahlbaren
Auftragung einzelner Antigene auf die Blotmembran. Dabei kdnnen sensitive
und spezifische Antigene unterschiedlicher Subspezies auf einem Blot
vereinigt werden’?883212 - AyRerdem |4Rt sich eine Uberlagerung &hnlich
groBer Proteine wie z.B. p58 und p60 Ileichter verhindern als beim
gelelektrophoretisch ~ aufgetrennten  Totallysat®>*>.  Der rekombinante
Immunoblot erlaubt ferner eine standardisierte und reproduzierbare
Proteinkonzentration zu verwenden, was bei der unterschiedlichen
Antigenexpression von Borrelia burgdorferi in  Kultur nicht garantiert
ist®6.145.174.177 ' Die geeignete Proteinkonzentration auf der Blotmembran kann
dabei fur jedes Protein getrennt bestimmt werden, um so die Sensitivitat und
Spezifitat des Tests zu erhdhen. Aul3erdem ist die Interpretation des
Immunoblots durch das Fehlen haufig kreuzreagierender Proteine, wie z.B.

30,7281,91,118,165 \/areinfacht, was sich vor

p41 oder den Heatschockproteinen
allem bei groRen Fallzahlen bemerkbar macht®®%'3(s.0.).

Trotz dieses Zweistufenprotokolls mit einem ELISA als Suchtest und einem
Immunoblot als Bestatigungstest zum serologischen Nachweis der Lyme
Borreliose ergeben sich einige Probleme. Falsch negative Ergebnisse lassen
sich haufig auf die verzogerte Antikbrperantwort gegen den Erreger
zuriickfiihren®®. So lassen sich IgM-Antikorper teilweise erst 6 Wochen nach
Infektion nachweisen'®; die IgG Antwort entwickelt sich in der Regel erst
zwischen der sechsten und zwélften Woche nach Infektion*®* (vgl.1.3.3).
Deshalb ist bei Infektionsverdacht im Anfangsstadium der Erkrankung mit
noch negativem Antikérperbefund eine Folgeuntersuchung des Patienten im
Abstand von zwei bis vier Wochen angezeigt, um anhand eines Anstieges
des Antikorpertiters wahrend dieses Zeitraumes auf eine erfolgte Infektion
schlieBen zu kénner??,

Eine frihe antibiotische Intervention kann die Antikorperproduktion aber auch
ganzlich unterbinder?2® 14,

Falsch positive Ergebnisse kdnnen von kreuzreaktiven oder unspezifischen

Antikdrpern gegen andere Mikroorganismen oder von Autoimmunsyndromen
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herriihren'®*

(vgl.1.5). Dies ist vor allem ein Problem bei serologischen Tests,
insbesondere einem Immunoblot mittels Totallysat (s.0.) (vgl1.5). Besonders
sind hier die Infektionen mit EBV und CMV zu nennen, die bereits zu
Vorschlagen gefuhrt haben, in Regionen, in denen die Lyme Borreliose eine
Pravalenz von 20% oder geringer aufweist, eine EBV- und/oder eine CMV-
Ausschluf3diagnostik zusatzlich zum Borrelien-Immunoblot vorzunehmen.
Dies gilt insbesondere fir die friihe Borrelieninfektion mit positivem IgM-
ELISA™,

Aussagen zur Behandlungsbedurftigkeit allein auf der Basis eines positiven
Immunoblots und ELISAs sind ahnlich dem positiven PCR-Nachweis nicht
moglich, weil ein positiver Antikorperbefund nicht zwangslaufig eine aktive
Erkrankung bedeutet. So lieRen sich in einer gesunden Population zwischen
5-20% asymptomatisch seropositve Antikdrpertiter nachweisen’3:81:103.136.190
Hier besteht die Moglichkeit, daR eine zurickliegende subklinisch
selbstlimitierende oder austherapierte Infektion mit Borrelia burgdorferi
vorliegt; es sich also lediglich um den Nachweis einer persistierenden

Immunantwort  (,Seronarbe*)  handelt?6-°657:71.75.136

Das Vorliegen
entsprechender klinischer Symptome im Zusammenhang mit dem positiven
Antikorperbefund ist ausschlaggebend zur Diagnosestellung einer
behandlungsbediirftigen Erkrankung®.

Die Diagnose einer akuten Infektion, bei der dem Beweis von spezifischen
IgM-Antikdrpern eine besondere Bedeutung zukommt, wird durch die lange
Nachweisbarkeit dieser Antikdrperklasse, die teilweise noch Uber ein Jahr
und langer nach Infektion mit Borrelia burgdorferi besteht*?*°89 erschwert.
Weiterhin wird die serologische Diagnosestellung einer frischen Infektion
dadurch kompliziert, dal3 Mehrfachinfektionen mit unterschiedlichen Erregern
der Lyme Borreliose beschrieben sind und dies zu einem Zeitpunkt, an dem
die Persistenz der initialen Immunantwort noch sehr wahrscheinlich war?®*"% "%
(vgl.1.5).

Abgesehen von den klinischen Symptomen bieten hier Antikdrperverlaufe der
gezielt nachgewiesenen Antikérperklassen (IgM und 1gG), sowie der
Nachweis spezifischer Antikorper gegen bestimmte Antigene von Borrelia
burgdorferi weitere Information, da sich das Muster der nachzuweisenden

Antikérper im Verlauf der Infektion dndert?>*81114,
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Im Anfangsstadium lassen sich besonders haufig OspC und p41 mittels IgM-

Immunoblot nachweisen?81-82165190

Die Aussagekraft eines positiven
Ergebnisses beim Antikdrpernachweis gegen p41 ist jedoch aufgrund von
unspezifischen Reaktionen eingeschrankt®®>"38L114 \yeiterhin sind p37,
p39 und pl7(pKo) als sensitive und spezifische Antigene zum Nachweis der
Erkrankung mittels IgM-Immunoblot beschrieben worden?7081:82:83.114.165.190
Zu einem spateren Zeitpunkt kénnen noch weitere Antigene wie p83/100,
p60, p58 und p21 durch IgM-Antikérper erkannt werden?.

IgG-Antikorper der frihen Phase sind héaufig gegen p4l, OspC und p39
gerichtet>*>!%°_ Mit Fortschreiten der Infektion kénnen dann immer mehr
Antikorper gegen die Spirochatenantigene nachgewiesen werden. Hier
wurden die Polypeptide p83/100, p75 (DNak), p60-66, p58, p37, OspA, p21

2,44,70,81,82,83,114,137,165,166,190,213 und fanden

und pl7 haufig beschrieben
Beachtung in den unterschiedlichen Vorschlagen zu Interpretationskriterien
eines Immunoblots von Dressler®?, Engstrom® und der Arbeitsgruppe um
Frau B. Wilske®#283_ Die Proteine p83/100 und OspA gelten als besonders
gute Marker fiir die spate Lyme Borreliose im Stadium 114748114,

Um einen rekombinanten Immunoblot herzustellen, wurden die folgenden in
der Literatur bereits als sensitiv und spezifisch beschriebenen Proteine
ausgewahlt. P83/100, p75, p39, p37, OspA und OspC aller drei als
humanpathogen erkannten Subspezies, sowie pl7 von Borrelia afzelii, pKo
wurden rekombinant in Escherichia coli exprimiert. Aufgrund der stark
kreuzreaktiven Eigenschaften des Flagellenantigens p4l1 und der
Heatshockproteine p60-73°2°>738L114 \yyrden diese nicht zur Generierung
des Immunoblots verwandt.

Proteine bestehen aus durch Peptidbindungen verkntpften Aminosauren.
Ihre Konformationsebenen werden mit den Termina Primar-, Sekundar-,
Tertiar und Quartarstruktur beschrieben. Die reine Abfolge der Aminosauren
bezeichnet man als Primarstruktur. Aufgrund sterischer Beguinstigung treten
bestimmte Konformationen dieser Aminosaurekette besonders haufig auf
und werden durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Eine so
angeordnete Aminosaurenabfolge wird als Sekundarstruktur bezeichnet. Hier

sind insbesondere drei verschiedene Konformationstypen zu nennen:
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Als erstes die sogenannte a-Helix, bei der die Aminosauresequenz
schraubenférmig gewunden wund durch Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert ist. Langere unpolare oder amphipatische a-Helices dienen haufig
der Verankerung von Proteinen in biologischen Membranen.

Eine weitere haufige Konformation zweier nebeneinander liegender
Aminosaurensequenzen ist das [-Faltblatt. Hier sind die Peptidebenen wie
auf einem gleichmalig gefalteten Papierblatt angeordnet, so dal3 eine fast
gestreckte Konformation entsteht, die durch Wasserstoffbriickenbindungen
ihre Stabilitat erhalt.

An Stellen, an denen sich die Richtung der Peptidkette andert, findet man
haufig R-Schleifen. Vier Aminosauren sind so angeordnet, daf3 sich der
Verlauf der Kette um etwa 180° in die Gegenrichtung umkehrt. Dabei bildet
sich die Wasserstoffbriicke zwischen der 1. und 4. Aminosaure aus.

In den meisten globuldren Proteinen sind diese Strukturelemente
nebeneinander anzutreffen.

Die dreidimensional gefaltete biologisch aktive Konformation eines Proteins
wird als Tertiarstruktur bezeichnet.

Lagern sich nun einzelne Proteinmolekile durch nicht kovalente
Wechselwirkung aneinander, so entsteht die Quartarstruktur eines Proteins.
Hierbei wird jedes einzelne Molekil als Monomer, die Gesamtheit als
Oligomer bezeichnet.

Die Information Uber die biologisch aktive Konformation eines Proteins ist
haufig bereits allein durch die Aminosauresequenz festgelegt und entsteht oft
spontan innerhalb weniger Minuter™®. Diese ist unter anderem durch die
hydrophilen (Wasser liebenden) und hydrophoben (Wasser meidenden)
Eigenschaften der Aminosauren bedingt. Nur an die hydrophilen, dem
Plasma zugewandten Determinanten konnen die Antikérper binden. Deshalb
sind diese Bereiche immunologisch am interessantesten und zur
Verwendung auf einem Immunoblot besonders geeignet. Aussagen uber die
zu erwartende Sekundar- und Tertiarstruktur bzw. der Hydrophilie und der
Hydrophobie eines Proteins lassen sich mittels der ChouFasman
Predictions** machen. Dies ist ein mathematischer Algorithmus, der den

einzelnen Aminosduren einen festen Wert zuordnet, anhand derer eine
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Vorhersage zur raumlichen Anordnung der gegebenen Aminosaurenabfolge
gemacht werden kann.

Wie in Abbildung 4.1 exemplarisch fir OspC gezeigt, konnten so die
immunologisch interessantesten Bereiche ausgewahlt und rekombinant
hergestellt werden.

Aufgrund der Homologie der einzelnen Proteine (vgl. Tabelle 4.2), sowie
durch die Auswahl konservierter Regionen, war es moglich, die bendtigten
Oligonukleotide unabhangig von der Subspezies zur Amplifikation zu nutzen.
Dies gelang bei allen Proteinen bis auf OspA, bei dem zwei unterschiedliche
Oligonukleotidsatze verwendet wurden (vgl. Tabelle 3.1). Es wurde versucht,
die Proteine moglichst vollstandig darzustellen, damit sie moglichst viele
spezifische Epitope umfassen.

Das Protein p83/100 wurde zur Amplifikation in zwei Halften geteilt, um ein
moglichst groRBes Teilstiick dieses spezifischen Proteins®#21% fir den
Immunoblot rekombinant herzustellen. Der Versuch, das Protein in einem
Stuck zu exprimieren, scheiterte. Zwar lieRen sich eine erfolgreiche Ligation
und Transfektion von Escherichia coli mittels PCR nachweisen, jedoch
konnte das Protein nicht eluiert werden. Erfahrungsgeman lassen sich grofRe
Proteine schlechter in Eschrichia coli exprimieren. Da es sich aber um ein
sehr spezifisches Antigen handelt® 83114213 konnte auf diese Weise ein
Fragment von etwa 71% bzw. 59% des Originalantigens hergestellt werden
(vgl.Tabelle 4.4). Die beiden Fragmente Uberlappen einander, um einen
Verlust von Epitopen zu minimieren (vgl. Tabelle 3.1).

Die erfolgreiche Amplifikation der Genomabschnitte konnte, wie in Abbildung
4.2 gezeigt, visualisiert und die entstandenen Genomfragmente den zu
erwartenden Kilobasenpaaren gegeniber gestellt werden (Tabelle 4.1). Zur
weiteren Kontrolle der entstandenen Fragmente wurden diese sequenziert
(vgl. Abbildung 4.3). Die Sequenzen sind dem Anhang zu entnehmen. Es
ergaben sich die grofiten Unterschiede homologer Proteine der drei
humanpathogenen Subspezies zwischen Borrelia burgdorferi sensu stricto,
pKa und Borrelia afzelii, pKo, deren Sequenzen in Tabelle 4.2 vergichen
werden. Immunologisch fanden sich jedoch keine Unterschiede zwischen den
homologen Proteinen, so dass zur weiteren Prifung nur jeweils eines der drei

homologen Proteine verwandt wurde.
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Die erfolgreiche Transfektion von Escherichia coli mit dem Vektor pGex
konnte durch Anzucht auf einem ampicillinhaltigen Medium kontrolliert
werden. Das Bakterium ist ampicillinsensibel, der Vektor enthalt jedoch ein
Ampicillinresistenzgen. Nach Induktion der Klone mit IPTG konnte im SDS-
PAGE eine erfolgreiche Ligation des Genomamplifikates in den GST-Vektor
dokumentiert und ein solcher Klon zur weiteren Arbeit ausgewahlt werden,
wenn, wie in Abbildung 4.4 gezeigt, eine Ubermallig starke Proteinbande
nachweisbar war, die mit dem vorher bestimmten Molekulargewicht
Ubereinstimmte. So wurden die 22 Klone identifiziert, propagiert und bei
-70°C eingefroren.

Die Isolierung der  gewilnschten Proteine erfolgte mittels
Affinitatschromatographie. Diese wurde durch SDS-PAGE kontrolliert. Wie in
Abbildung 4.4 zu sehen, lieBen sich die Fusionsproteine weitgehend
rickstandslos von den Escherichia coli-Proteinen trennen. Abbildung 4.5
zeigt alle 8 gereinigten Proteine von Borrelia afzelii, pKo. Unsichtbare
Kontaminationen der Borrelienproteine sowie Degradationsprodukte wie bei
OspA und OspC in Abbildung 4.5, fallen erfahrungsgemafd aufgrund der
geringen Mengen auf dem Immunoblot nicht durch unspezifische Reaktionen
ins Gewicht.

Zur erneuten Kontrolle der isolierten Proteine wurde deren Grol3e graphisch,
wie in Diagramm 4.1 exemplarisch dargestellt, bestimmt. Tabelle 4.3 stellt die
so gewonnenen Werte den rechnerisch zu erwartenden gegeniber. Dabei
zeigt sich eine maximale Abweichung vom errechneten Wert von 14kD bei
dem Protein p100-2. Dieser Unterschied zu dem vorhergesagten Wert ist
wohl auf eine Insertion oder eine Deletion zurlckzufihren. Die
Sequenzierung als Goldstandard zur eindeutigen ldentifizierung der Proteine
ergab aber zweifelsfrei das Protein p83/100 (vgl. Sequenz im Anhang).

Wie unter Punkt 4.3.4, Tabelle 4.4 beschrieben, konnten so Fragmente der
Borrelienantigene, die 50%—-98% der Originalgrol3e umfassen, rekombinant
in Escherichia coli hergestellt werden. Als Referenzwerte wurden die aus der

Verwandt19,21,23,62,70,82,113,166,190 und den

Literatur bekannten Grol3en
errechneten GrolRen der rekombinant erzeugten Proteine gegeniber gestellt.
Da ein von einem Antikorper erkanntes Protein-Epitop in der Regel zwischen

8-14 Aminosauren groR ist'?®, kann bei einer GréRe von minimal 50% der
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UrsprungsgroR3e der Borrelienantigene von einer ausreichenden Anzahl an
sensitiven und spezifischen Epitopen ausgegangen werden. Selbst das
kleinste Protein p17 umfasst mehr als 70 Aminoséauren.

Um einen reproduzierbaren, verlaf3lichen Immunoblot herzustellen, mussten
die Borrelienproteine im SDS-PAGE getrennt und mittels Westernblot-
Technik auf eine feste Membran transferiert werden. Auch wenn durch
dieses Verfahren Konformationsepitope (Epitope, die durch die raumliche
Faltung der Proteine erst entstehen) der Proteine verloren gehen, ergab die
Auftragung der nativen Proteine in der SlotBlot-Technik weniger sensitive
und spezifische Ergebnisse, als der ,halbtrocken” hergestellte Immunoblot.
Ein Grund hierfir kbnnte eine unspezifische Bindung Escherichia coli eigener
Glykoproteine an die rekombinanten Borrelienantigene sein. Dieser Theorie
zufolge werden die Proteine durch Denaturierung in SDS, Auftrennung
mittels SDS-PAGE sowie Ubertragung auf die Blotmembran von diesen
unspezifischen Zusatzen gereinigt. Hierzu wirde auch das graphisch
ermittelte Gewicht der Proteine gut passen (vgl. Tabelle 4.3), die bis auf p17
alle einige Kilodalton grél3er erscheinen, als sie vorausberechnet wurden.
Dies scheint insbesondere ein Problem bei einem Borrelia burgdorferi-
Immunoblot zu sein, da diese aufwendige Blotherstellung bereits von
anderen Forschergruppen zur Herstellung eigener Borrelia burgdorferi
Immunoblots vorgenommen wird*®®?'3. Auch kommerzielle Anbieter solch
rekombinanter Testverfahren wie z.B. Mikrogen®® bedienen sich dieser
Methode.

Ein Problem des Immunoblots mittels Totallysat ist die Minderexpression
einiger Proteine wahrend der Kultivierung und dem damit verbundenen
Verlust evtl. wichtiger Oberflachenantigene®*¢1". Die Proteinkonzentrations-
bestimmung der einzelnen Chargen war deshalb eine weitere Voraussetzung
zur Herstellung eines reproduzierbaren Immunoblots. Die Konzentrationen
konnten mittels eines Bradfordassays photometrisch bestimmt werden,
nachdem zuvor Proben bekannten Proteingehalts vermessen worden waren,
um ein Extinktions-Konzentrations-Diagramm (vgl. Diagramm 4.2) zu
erstellen. Die so ermittelten Konzentrationen der Chargen sind Tabelle 4.5 zu

entnehmen.
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Aufgrund der in dieser Studie festgestellten Homologie unter den drei
humanpathogenen Borrelia burgdorferi Subspezies (vgl. Tabelle 4.2), der

42,738L137 gowie des Verlustes an

uneinheitlichen Literatur ob ihrer Bedeutung
Konformationsepitopen durch die Halbtrocken-Herstellung des Immunoblots,
wurde fur die weitere Arbeit nur jeweils eines der acht unterschiedlichen
Proteine ausgewahlt, wobei jede Subspezies mit mindestens einem Protein
vertreten ist. Die eingesetzten Proteinmengen sind Tabelle 4.6 zu
entnehmen.

Durch sukzessive Auftragung der Proteine auf das Gel konnten, wie in
Abbildung 4.6 demonstriert, Uberlagerungen der Proteine vermieden und so

ein weiteres Problem des Totallysates®-'4°

umgangen werden.

Abbildung 4.7 zeigt nun sechs positive und zwei negative Blotstreifen.
Hierbei lasst sich gut eine Unterscheidung zwischen seropositiv und
seronegativ treffen. Um nun eine Korrelation zwischen rekombinantem
Immunoblot und Totallysat herzustellen, sind in Abbildung 4.8 exemplarisch
zwei rekombinante Blotstreifen den entsprechenden Austestungen mittels
Totallysat gegentber gestellt. Bei letzteren fallt die starke Antigenitat der
Proteine p41 und HSP 60-73 auf, wahrend die spezifischen Banden p100,
p75, p39, p37, OspA, OspC, pl7 wesentlich schwéacher nachzuweisen sind.
Dies lieR sich regelhaft bei den getesteten Seren mittels Totallysat
nachweisen. Wie auch schon von anderen Gruppen vorher beschrieben, fallt
die exakte Zuordnung und Interpretation der Antigenbanden im Totallysat
schwer0/281.8291118.165213 =y, 5 pei den Antigenen, die eine &hnliche
Molekulgro3e besitzen wie z.B. p41 zu p39 und p37.

Wichtiger als der reine Nachweis von Antikérpern ist aber das zu
beobachtende Muster. Abbildung 4.9 stellt nun jeweils zwei Blotstreifen einer
klinisch diagnostizierten und im Totallysat bestétigten frischen Infektion zwei
Blotstreifen eines spateren Stadiums gegentber. Hierbei lieRen sich die
Ergebnisse anderer Forschergruppen bestatigen, wonach sich das
Antigenmuster im Laufe der Infektion &andert>*8%14 \Wahrend bei der
frischen Infektion vermehrt die Antigene OspC und pl7 nachzuweisen

d2,81,82,165,190

sin , werden in spateren Stadien vorwiegend grof3e Proteine wie

das p83/100 erkannt2,70,81,82,83,114,137,165,166,190,213
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Es wurde gezeigt, dass es moglich ist, einen reliablen sensitiven und
spezifischen Immunoblot als Bestatigungstest fur die Lyme Borreliose
anhand der ausgesuchten Proteine zu entwickeln. Dennoch st
einschréankend anzumerken, dass die Anzahl der getesteten Proben nicht
ausreicht, eine weitergehende Aussage bezuglich des positiv und des
negativ pradiktiven Wertes zu machen. Diese sind aber hinsichtlich der
klinischen Entscheidungsfindung relevanter, da sie die Pravalenz der
Krankheit in einer bestimmten Bevolkerungsgruppe mit beriicksichtigen®.
Hierzu werden noch weitere Testergebnisse und epidemiologische Daten
Uber die Verbreitung von Antiborrelienantikdrpern in der gesunden
Bevolkerung bendétigt. Das Auftreten asymptomatischer seropositiver
Patienten, das bei etwa 5-20% liegt 381103136190 'haeintrachtigt naturlich die
Aussagekraft bezuglich der Behandlungsindikation jeder serologischen
Nachweismethode. Hierbei besteht die Gefahr, dass unspezifische
Symptome falschlicherweise einer Infektion mit Borrelia burgdorferi
zugeschrieben und entsprechend behandelt werden®.

Ferner wurden in dieser Arbeit die Verdnderungen von Antikdrpertitern in
Follow up Studien nicht untersucht, so dal3 die Aussage bezlglich des
Stadiums der Erkrankung anhand des Testergebnisses noch fraglich
erscheint.

Auch wird sich in der diagnostischen Anwendung des Tests noch
heraustellen mussen, inwieweit die ausgewé&hlten Proteine wirklich zur
Qualitat des Nachweises beitragen, oder ob einige weggelassen bzw. gegen
ein homologes Protein einer anderen Subspezies ausgetauscht werden
mussen.

Es ist in Zukunft auch zu tiberlegen, ob weitere Proteine wie p58%182213 oder
pl4%2 ebenfalls rekombinant exprimiert und dem Immunoblot zugefiihrt
werden sollten, um hier noch eine Verbesserung der Aussagekraft zu

erhalten.
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6 Zusammenfassung

Die Lyme Borreliose ist ein Infektionskrankheit, bei der der Labordiagnostik eine
besondere Bedeutung zukommt. Dabei stlitzt sie sich im Wesentlichen auf
serologische Nachweisverfahren, da der direkte Erregernachweis durch
Mikroskopie, Anzucht oder PCR derzeit nur ungenigende Ergebnisse erbringt.

Ziel der Arbeit war die Generierung eines rekombinanten Immunoblots als
Bestatigungstest einer erfolgten Infektion.

Dazu wurden einige sensitive und spezifische Proteine anhand der Literatur
ausgesucht und in Escherichia coli rekombinant propagiert. Durch Sequenzierung
der amplifizierten Abschnitte konnte der genaue Nachweis Uber die propagierte
genetische Information erbracht werden. Durch Ligation dieser Teilstlicke in pGex
und Transfektion von Escherichia coli konnten diese Fusionsproteine rekombinant
hergestellt und durch Affinitatschromatographie rickstandslos von den
Escherichia coli Proteinen getrennt werden.

Um reproduzierbare Proteinkonzentrationen auf dem Immunoblot einstellen zu
konnen, mussten die Proteinkonzentrationen der einzelnen Chargen
photometrisch gemessen werden. Da das ,Slotblotverfahren* keine reliablen
Testergebnisse lieferte, wurden die Immunoblots in der ,Halbtrockentechnik®
hergestellt. Dazu wurden lediglich 8 der 22 propagierten Proteine verwandt, da
durch die vorhergegangenen Sequenzanalysen und Vergleiche eine hohe
Homologie der Abschnitte festgestellt worden war.

Die zur Evaluation des Immunoblots bendétigten Proben wurden der Serenbank
des Mikrobiologischen Institutes der Universitat zu Hamburg entnommen.

Die Evaluation erfolgte in drei Schritten. Zunachst wurden positive und negative
Seren im rekombinanten Blot einander gegentubergestellt. Es folgte der Vergleich
des neuen Immunoblot mit dem herkdmmlichen Testverfahren mittels Totallysat.
AbschlieRend wurde versucht, anhand des nachzuweisenden Bandenmusters
Ruckschlisse auf das Stadium der Erkrankung zu ziehen. Diese fur die Klinik
bedeutsamen Anwendungen erwiesen sich als moglich. So konnte ein

aussagekraftiger neuer Immunoblot hergestellt werden.
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7 Anhang

Borrelia afzelii, pKo, p100-2
GETACCAGATGARGAGCAT ARARA L GAGATTGAARAGTCAGGTTGATGCTRALRR,

vV P D E EHKKETIE S Q@ V D A K
AGAARCAAAAGGARAGAATTAGATAARRAGGCAATTGATCTTGATAAAGCTCAA

K K Qo K E EL D K KA ATI DI LUDI KA AQ
CARARRATTAGAT TTTGCTGAAGATAATCTAGATATTCAAAGGGATACTGTTAG

Q K L D FAEUDM-NULUDTIGQIRT DTV R
AGAGAAGCTTCAAGARAATATTAACGAGACTRATAAGGAAAAGAATTTACCAR

E K L g E N I N E TN K E K N L P
AGCCTGGTGATGTAAGTTCTCCTAAGGT TGATAAGCAGTTGCAGATARARAGAG

K P 6 DV 8 58 P KV D HKOQULQQ I K E
AGTCTAGAAGATTTGCARGAGCAGCTTAARGARGCTAGTGATCGARRATCARLRD

5 L E D L @ BE ¢ L K E A 3 D E N @ K
AAGAGARATAGAAAMAGCAAATTGAAAT CAAARAAMAT GATGAAGAACTTTTTA

R EI E K QI E I K K NDEEUL F
AAAATARAGATCATAARAGCATTAGATCTTAAGCAAGARATTARATTCTARAGCT

K N K DH K AULUDTU LI KUOGQETLN S K A
TCTAGTAAAGAARARATTGARAGGCGAAGARAGAGGATRARAGAATTAGATAGTAA

S 8 K E K I E G E E E D K E L D 8§ K
ARAARATTTAGAGCCTGTTTCTGAGGCTGATARAGTAGATAARATTTCCAAGT

K N L E B V 538 E A LD KV D K I 8§ K
CTAACAACAATGAGGTTAGTAAATTATCCCCGTTAGATGAGCCTTCTTATAGC

S NN N EV S KL 8 P L DEUP S Y 5
GACATTGATTCGAAAGAGGGTGTAGATAACAAAGATGTTGATTTGCARRARAC

b0 I b5 K EG WV DN K DV DL g K T
TARACCCCAAGTTGARAGTCAACCTACTTCGTTARATGAAGATTTGATTGATG

K P Q@ VvV E 5 Q P T 5 L N E D L I D
TGTCTATAGATTCCAGTAATCCTGTCTTTTTAGAGGTTATCGATCCGATTACA

v 8§ I1 DS S NPV FLEVTIUDU&PTIT
AATTTAGGAACGCTTCAACTTATTGATTTGAATACCGGTGTTAGACTTAAAGA

N L 6 T L QL I DL NTGV R L K E
AAGTGCTCAACAAGGTATTCAGCGATATGGAATTTATGAACGTGAARARGATT

S A Q Q 66 I QR Y G I ¥ E RE KD
BAGTCGAC

. Vv D
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Borrelia burgdorferi sensu stricto, pKa, p100-1
GGTACCGGACTTTGTTAATATGGATCTTGAGTTTGTAAATTATARMGGCCCTT

v pPDF VWV NMUDIULEUFVNY KOG P
ATGATTCTACAARATACATATGRACAAATAGTGGGTATTGGGGAGTTTTTAGCA

r D8 T ¥ T ¥ B QI 66 I 6 8 P L &
AGACCGTTEGACCAATTCCAATAGCARCTCAAGTTATTATGETAAATATTTTAT

R P L T NS N S N S 5 Y Y G K Y F I
TAATAGATTTATTGGTGATCARGATARRARAGCAAGCGTTEATGTTTTTTCTA

N R F I G D Q D K KA S WV DV F S5
TTGGTAGTAAGTCAGAGCTTGACAGTATATTGAATTTAAGAAGAATTCTTACA

I1 ¢ 5§ K 8§ B L D 5 I L N L R R I L T
GGGTATTTARTAARGTCTTTCGATTATGACAGGTCTAGTGCAGAATTARTTGC

& ¥ L T K 8 F D ¥ D ER 5§ 8 A E L I &
TAAGGTTATTACAATATATAATGCTGTTTATAGAGGAGATTTGGATTATTATA

K v I T I ¥ N AV Y R G DUL D ¥ ¥
AAGGGTTTTATATTGAGGCTGCTTTAAAGTCTTTAAGTAAAGAAAATGCAGGT

K 6 F ¥ I E A AL K S UL 8 K E N A G
CTTTCTAGGGTTTATAGTCAGTGGGCTGGARAGACACAAATATTTACTCCTCA

L S RV Y 5§ Q WA G KT Q I F T P H
TAARAAGGATATTTTGTCTGGARATATTGAGTCTGACATTGATATTGACAGTT

K K bpD I L s 6 N I E 8 DI DI D 5
TAGTTACAGATARGETGGETEECAGCTCTTTTAAGTGARAATCARAGCAGGTETT

L vT D K VvV va an L L 5 E NE MG V
AACTTTGCAAGAGATATTACRAGATATTCAAGGCGARRCTCATRAGGCAGATCA

N F A R D 1 T D I @ 6 E T H K A D Q
AGATARAATTGATATTGAATTAGACAATATTCATGARAGTGATTCCAATATAR

0K 1 DI E L DN I HE S D S N I
CAGARACTATTGAAARTTTARGGGAT CAGCTTGARARAGCTACAGATGAAGAG

T B T I E N L R D Qg L E K A T D E E
CATTAGTCGAC

H « 5 %
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649

703

157

811

865

815

23

Borrelia burgdorferi sensu stricto, pKa, p75
GGTACCATTCGAARCAAATGCTAGACCACTTAGTTCARARAAACAARAGARCCATG
v P F E Q M VvV D H L V Q K T K E P C
CCCTAAGGCTATTARAGATGCTGGGCTTARAGCTTCCGATATCAATGAAGTAAT
P K 2 I K D A G L K & 5 D I N E VvV I
ACTTGTAGGTGGATCAACARAGAATTCCTGCTATTCAAAARATTGTARRAGATAT
L v ¢ ¢ 8 T R I P A I ©Q K I VvV K D I
ATTTGGACRAGATCCTAACRAAAGGAGTAAATCCAGATGAAGCTGTAGCAATTGG
F G ¢ D P N K G ¥V N P D E A V A I G
AGCTGCTATTCAGGGTGGCATTCTAACAGGAGAAACTARRGACATGGTACTCCT
A A I QG G I L T GGETI KDMMVIL L
TGRACGTTACTCCGCTCTCACTAGGAATAGARRCACTAGGCGGGGTTATGTCTAR
0D v T P L &8 L 6 I E T LG G VWV M § K
ACTTATTGRAACGARRCACCACAATTCCTACARLARMALGTCAGGTATTCTCARAC

L I E R N T T I BT K K& Q ¥V F 5 T
AGCTGCTGACAATCARACCTCTGTTGATATTARRGTCCTTCARGGET GARCETGA

A A DN QT S5 VD I K V L Q0 G E R E
ARTGGCAGCACARRACAGARTACTTGGTAATTTTATACTTGATGGAATACCAGC

M A & Q N R I L & N ¥F I L D G I P A
AGCACCAAGAGGAGTGCCTCAARTTGAAGTTAGCTTTGACATTGATGCUTARTGG

A P R GV P Q I E V 58 F D I D A N G
AATAGTTCATGTGTCTGCARRAGATATCGEGARCGGGCARAGAACAAAANNTTAG

I v H v5 A K DM G T GG EKE Q K I R
AATTGAATCATCATCAGGACTCTCTGAATCAGAAATAGATCGAATGGTAAAAGA

I E 858 8 8 ¢ L &8 E &8 E I D B M ¥V K D
TGCAGAAGCTCATGCGGARAGAAGATARARARTTARRRCGARRATATTGAAGCARR

4 EFE A H A E E D K K L K E N I E A K
ARATACAGCTAATTCTTTAATT TATCAARCAGAARARTCATTARARGARTATTC

N T A N 5 L I ¥ @ T E K S L K E ¥ 3
TCEAAARMATTTCAAGCGARGRCARACGAAGCTATTGARAGTARAATARARGARTT

E K I 8 8 E bD K E A I E 58 K I K E L
AAAAGAAAGTCTTGARAAAAGRAGACATTTCACTTATAAAATCTAGAACAGAAGA

K E &§ L E K E D I 858 L I K & R T"E E
ACTTCAARRAGCTTCTTACARARTAGCTGAGATGATGTATARAGATTCTTCCCA

L @ K A 8 ¥ KI A EMM Y KD S 5 O
GCAARATGCARACAGCCAACAAGAAAATGECCCACARAAGCAATACAAGCGAAGH

Q N 2 N 8 ¢ 9 E N G P Q &8 N T 8 E E
GGGTAARAGAGGCTGATTATGAGGTTGTTGACGAGGATARAAAATAGTCGAC

K E A DY E V V D EDIEK K . 5 T
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757

B11l

BBS

515

Borrelia burgdorferi sensu stricto, pKa, p39
GETACCTGATGGAACTTTTGATGATAAATCTTT TAATGAGAGTGCTTTAAATGG

vV P D G T F DD K S FNUES ATULWNG
CGTAARARAAGTTAARGRAGARTTTAARATTGAGCTTGTTTTARAAGAATCCTC

vV K K vV K E E F K 1 E L VvV L K E &5 5
ATCARATTCTTATTTATCTGAT CTTGAAGGGCTTARGGATGCGGECTCAGATTT

s N 5 ¥ L 8 DL E G L KD G S D L
AATTTGGCTTATTGGGTATAGATTTAGCGATGTGECCAAGETTGCGECTCTTCA

I w L I G ¥ R F 8 DV A KV A AL Q
AAATCCCGATATGAAATATGCAATTATTGATCCTATTTATTCTARCGATCCTAT

N P DM K Y A I I D P I ¥ 5 N D P I
TCCTGCARATTTGGTGGGCATGACCTTTAGAGCTCAAGAGEGTGCATTTTTAAC

P A N L Vv ¢ M T F R A Qg E GG A F L T
GGGTTATATTGCTGCARRACTTTCTAARACAGGTAARATTGGATTTTTAGGGEG

G ¥ I A A KULS KTOG K I G F L G G
AATAGARGGCGAGATAGTAGATGCTTTTAGGTATGAGTATGRAAGCTGGTGCTAR

I E G E I VD A F R Y E Y E A G A K
GTATGCTAATARAGATATARAGATATCTACTCAGTATATTGGTAGTTTTGCTGA

¥ A N K DI K I 858 T QY I G 5 F A D
CCTTGRAGCTGGETAGAAGCGTTGCARCTAGGATGTATTCTGATGAGATAGACAT

L E A G E S5 V. A TIEMY s DE I DI
TATTCATTATGCTGCAGGCCCTGGAGGAATTGGGGCTATTGAGGTTGCARRAGA

I H Y A A G P G G I G A I E WV A K E
ACTTGGTTCTGGGCATTACATTATTGGAGTTGATGAARGATCAAGCATATCTTGC

L 6 8 6 H ¥ I I 6 v D EUD Q9 A Y L A
TCCTGACAATGTAATAACATCTACAARCTARAGATGTTGGTAGAGCTTTARATAT

P DN ¥ I T S TTUE KDV GERAULIHNTI
TTTTACATCTAACCATTTAARAACTAATACTTTCGAAGGTGGCAAATTAATAAR

#F T & N H L K THNTUFEG GG KL I N
TTATGGCCTTAAAGAAGGAGTTGTGGGGTTTGTAAGAAAT CCTARAATGATTTC

T 66 L K BE GV VG F VR NP KM I 5
CTTTGAACTTGARAAAGAAATTGACAATCTTTCTAGCAAAATAATCAACAAAGA

F E L E K E I D N L 5 58 K I I N K E
AATTATTGTTCCATCTAATAAAGARAGT TATGAGAAGTTTCTTAAAGAATTTAT

i1 I v B &5 W K E 5 ¥ E K F L K E F I
TTAAGTCGAC

Vv D




Anhang

76

55

109

163

217
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ThH7T

Bll

BGS

919

Borrelia garinii, pBi, p37
CETACCTTGTAARATTATATGARAAAGCTTACARATAALRTCGCARACAAGCTTTAGC

v P C K L ¥ E K L T N K S Q@ Q A L A
TAAAGCTTTTGTCTATGATAAAGATATAGCTGATARTAARAGTACARARTTCTAC

K A F VY D K DI A DU NI KGS TN S T
TTCTARRCTAGATAATAGTTCTCTAGATTCTATAARAGACARCARCAGRAGTGG

S KL DN 8 5 L D S I K DMK NUZ R S5 G
TCGCACATCTAGAGCTTTAGATGATGCTGAAGAAATTGGGETARAAAGAANGTAR

E T &§ R & L DD A EE I GG WV K E S N
TCARARRACAGARRTGATCARCARCARAATAATGAAAGTARAGTARARGARAGTGA

Q N R N D Q Q @Q N N E § K V K E S5 E
ARAAAACARTAGTTCAGGTATACAAGCAGATGATAGTGTTTTAGACACAGCTCA

K NN S5 8 G I Q A D DS WV L D T A H
TTCCGATGCTAGTGAAGTAGARARCAAGARACATGATACTAGCAGACARCCTCA

s DA S5 EV ENIEKIEKUHUDTS R Q B Q
ACTACTTAATAAGGACTCTAGTGAAGCTAGAGAAGCTAGTAAAATTATACAARA

L L N K DS S EAPREA ASKTTITI QK
AGCTTCTACCTCTTTAGAAGAAGCTGAGARAGTARATGCAGCTTTAAAGGAAAC

A 5 T 5 L E E A E K VvV N A A L K E T
AAGATCAAARACTTGATAAGATAARAAAGATTAGCTGATAGCGCTARATCTTATTT

R &8 K L D K I K R L & D s &2 K s ¥ L
AAATAATGCTAGAAAAAATTCTAGAACTAATGGTTCTATACTAGAAATATTGCC

N N A R KN 5 R TMNG S I L E I L P
TAACCTTGATAAAGCAATTGAAAAGGCTATTAGTAGTTATGCCTCTCTTARATGT

N L D K A I E K A I 5 8 ¥ Ao S5 L N V
TTGCTATACTGATGCAATTGCTGCTTTAGCAAAAGCTAAGAATGATTTTGAGCA

c Y T D A I A A L A KA K NUDVF E H
TGCAAAARGAAAAGCAAATGATGCTTTAGAAGAAGCTTTAARAGATATACCTCA

A K ERE KA NDAULEEATLEK DI P H
TTTTAGGGGGTACAATTATCTTTACCATTACCGGATAAATAATGCTAATGATGC

F R G ¥ N ¥ L ¥ H ¥ R I N N A N D A
AATGGAGAGTGCTAAAAGTTTGCTAGAGGTTGCTAAGAATARACAAARAGARCT

M E 5 A K 5 L L E VvV A K N K Q K E L
TAATGAARATATGACTAAGACARATAAGGACTTTCAAGAGTTAARTGATATATA

N EN M T K TN K D F Q E L N D I Y
TAAARRATTGCAAGATATGGACTCTAGATAAGTCGAC

K K L ¢ b Mm D S R . ¥V D




Anhang

77

54

107

160

213

266

319

372

425

478

531

Borrelia afzelii, pKo, OspA
GGETACCTTTGCCTGETGARATGARAGTTCTTGTAAGTARAGARARAGACADDNG

v P L P G EMEK VWV L V 5 K E K D K
ACGGTAAGTACAGTCTARAGGCARCAGTAGACARAGATTGAGCTARAAGGAACT

b G K ¥ 5 L K ATV D K I EL K G T
TCTGATAAAGACAATGGTTCTGGGGTGCTTGAAGGTACAAAAGATGACAARAG

s D K DNGS G VL EGTZEKTUDTDIZEK B8
TAAAGCRAARATTAACRAATTGCTGACGATCTARGTARAACCACATTCGARCTTT

K A KL T I A DUDIL S K T T F E L
TCAAAGAAGATGGCAARAACATTAGTGCCAAGARARGTAAGTTCTARAGACARRA

F K E D 6 K TL V P REK V 5 5 K D K
ACATCAACAGATGAAATGT TCAATGARARAGGTGAATTGTCTGCAAARRAACCAT

T 5 T D EM F N E K G E L S A KT M
GACAAGAGAARATGGAACCAARCTTGAATATACAGAAATGARANGCGATGGAR

T R E N GG T K L E Y T E MK 5 D G
CCGGRARAGCTARAGAACGTTTTARARAACTTTACTCTTCGAAGCGARAAGTAGCT

T 6 K A K E VvV L KN FTULUEGIEK V A
AATGATARAGTARCATTGGAAGTARARGAAGGAACCGTTACTTTAAGTARGGA

N D E VYV T L E V K EGT V T L S K E
AATTGCARAATCTGGAGAAGTGACAGTTGCACTTAATGACACTGACACTACTC

I1 A K 8 G E VTV ALWNDTTUDTT
AGGCTACTAAARAGACTGGCGCATGGAATTCAGGCACTTAAGTCGAC

Q AT K KTGAWNSGT . V D
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107

160

213

266

3189

372

425
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531

584

=T

107

160

213

Borrelia afzelii, pKo, OspC
GETACCATTTATATCTTGTAATARTTCAGGGARAGETGEGGATTCTGCATCTA

v P F I 5 €C NNSGUEKGOGUD S A S5
CTAATCCTGCTGACGAGTCTGCGARAGGGCCTRAATCTTACAGARATAAGCARL

T N P A D E &8 A K G P N L T E I 5 K
ARAATTACAGATTCTAATGCATTTGTACTTGCTGTTARAGAAGTTGAGACTTT

K I T D S N A F VL &V KEV ETL
GGTTTTATCTATAGATGAACTTGCTAAGAAAGCTATTGGTCAAAARAATAGACA

vV L 8§ I D EL A KX XU AUIGOQIE KTIUD
ATAATAATGGTTTAGCTGCTTTAAATAATCAGAATGGATCGTTGT TAGCAGGA

N N N 6 L A A L N NN G S5 L L A G
GCCTATGCAATATCARCCCTARTAACAGRAARATTGAGTARATTGARARATTT

A Y A I 8 TL I T E KL S KL KN L
AGAAGAATTAAAGACAGAAATTGCAAAGGCTARGAAATGTTCCGAAGAATTTA

E EL KT FETI A KA AU KU EKC S E E F
CTAATARACTAARRAMCTCGTCATGCAGATCTTGGCARAACAGGATGCTACCGAT

T N K L K §$ G H A D LGEKGOQDOABAT D
GATCATGCAARAGCAGCTATTTTAARRACACATGCARCTACCGATARAGGTGC

D H A K A A I L KTHATTD K G A
TARAGAATTTARAGATTTATTTGAATCAGTAGAAGGTTTGTTAAARGCAGCTC

K BE F K DL F E 5§ V E G L L K A A
AAGTAGCACTAACTAATTCAGTTARAGAACTTAACAAGTCCTGTTGTAGCAGA

g v 2 L T N &8 V K E L N K 5 C C 5 R
BAGTCCARARRRACCTTARAGTCGAC

K &8 KE K P . V D

Borrelia afzelii, pKo, p17
GGETACCTATTACATTTARAGARARAT GGAGCGGEGGAAGATGARTTC TCAGGAR

v P I TUVF K EWHNNGAGEUDTETF S G
TATACGATTTAATACTCAACGCCGCARAAGCAGTAGAARRAATTGGGATGARA

I ¥ b L I L N A A K AV E K I G M K
GATATGACAARAACGETCGAAGAGGCCECTAARGARAATCCTARARCTACAGC

b0 M T K T VvV EE A A& K E NP KT T A
TAATGGGATAATTGAGATTGTAARAGTARTGARAGCARRRGTGGARRACATTA

Hn ¢ 1 I E I ¥V K VvV M K A K V E N 1
AAGAAARACAAACTAARAATCAAAAATAAGTCGAC

K E K Q0 T KN Q K . V D
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ACA
as
BSA

BSK-Medium

CDC
ddH,O
ELISA
EM
EMBL
GST
HSP
IFT
kD
Konz.
LA
LB-Medium
NB
Osp

p

Y
PCR-RFLP

PVDF
RekomBlot
RKI

rpm

S

S

SDS
SDS-PAGE
Sp. nov.

ssp

7 Abkilrzungsverzeichnis

Akrodermatitis Chronica Atrophicans
Antisense

Bovines Serum Albumin
Babour-Stoenner-Kelly-Medium

Centers for Disease Control

Doppelt destilliertes Wasser

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Erythema migrans

European Molecular Biology Laboratory
Gluthation—-S—Transferase

Heat Shock Protein
Immunfluoreszenztest

Kilodalton

Konzentration

Lyme Arthritis

Luria-Bertani Medium

Neuroborreliose

Outer surface Protein

Das fur ein Protein kodierende DNA-Fragment
Das Protein

Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length
Polymorphism

Polyvinyldifluorchlorid

Rekombinant hergestellter Immunoblot
Robert Koch Institut

Rounds per minute

Sekunden

Sense

Sodiumdodecylsulfat
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Species nova

Subspezies
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