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Einleitung 1

1. Einleitung

Borrelia burgdorferi, ein Bakterium aus der Familie der Spirochiten, ist das infektiose Agens
der Lyme-Krankheit oder Lyme Borreliose. Der Erreger wird durch den Bi3 von infizierten
Zecken iibertragen und ruft ein multisystemisches Krankheitsbild sowohl beim Menschen als
auch bei verschiedenen Tierarten hervor. Die klinischen Symptome betreffen meist Haut,
Gelenke, ZNS, Herz und Augen [1-3]. Wihrend inzwischen viel iiber die klinischen
Erscheinungsformen der Lyme-Krankheit bekannt ist, sind  Virulenz- und

Pathogenitétsfaktoren von B. burgdorferi zum groB3en Teil noch unklar.

1.1. Historischer Uberblick

Die Lyme-Borreliose hat eine lange und lehrreiche Vorgeschichte. Beschreibungen von
dermatologischen Manifestationen der heutigen Lyme-Borreliose gehen in Europa bis auf das
letzte Jahrhundert zuriick. Die Geschichte beginnt bereits 1873 mit einer ersten Abbildung
einer Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) im Atlas fiir Hautkrankheiten, Rille 1898
[102], gefolgt von der Beschreibung eines Erythema migrans 1909 durch den schwedischen
Arzt Arvid Afzelius [101] bei einer Patientin nach Zeckenbi}, und fand ihre &tiologische
Aufkldrung als Zecken iibertragene Borreliose 1981 durch den Entomologen Willy
Burgdorfer [1]. Dazwischen liegt eine lange Periode, in der Krankheitsbilder zwar mit einer
durch Zecken iibertragenen Infektion in Zusammenhang gebracht wurden, der sichere

Erregernachweis gelang aber vor Burgdorfer niemandem.

Eine umfassende Darstellung und Benennung des Krankheitsbildes Acrodermatitis chronica
atrophicans erfolgte bereits 1902 durch Karl Herxheimer und Kuno Hartmann in Frankfurt
[103]. Der Wiener Benjamin Lipschiitz berichtete 1914 iiber chronische Dermatosen nach
Zeckenbill und prédgte auch den Begriff des Erythema chronicum migrans [104]. Ein
Zusammenhang mit Zeckenbissen wurde von Anfang an erkannt und sowohl eine allergische
als auch eine infektiose Pathogenese diskutiert (Hellerstrom 1934) [105]. Eine erste Kasuistik
einer Neuroborreliose publizierten die Franzosen Garin und Bujadoux 1922 [106]. Den
gleichen Zusammenhang beobachtete auch Hellerstrom 1930 bei einem Fall von
lymphozytirer Meningitis [107]. 1941 und 1944 beschrieb der Miinchner Alfred Bannwarth
das Krankheitsbild der chronisch-lymphozytiren Meningitis, nahm aber eine rheumatische
Genese an [108]. Erst Jahre spiter wurde die Bezeichnung Meningopolyneuritis Garin-

Bujadoux-Bannwarth von Horstrup und Ackermann geprégt [109].

Dermale Lymphome, frither als Lymphozytome bezeichnet, wurden 1943 von Bifverstedt als
gutartige lymphoreticuldre Proliferation der Haut definiert und als Lymphadenosis cutis

benigna bezeichnet [110]. Insektenstiche, vor allem aber Zeckenbisse wurden schon von ihm,
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spiter auch von Jordan (1951) als Krankheitsausloser vermutet [111]. Die Autoren wiesen
immer wieder auf vorangehende Erythemata und beobachteten auch Fille mit nachfolgender
Meningitis, Polyradiculits sowie ACA und vermuteten fiir alle Krankheitsbilder ein
gemeinsames infektioses Agens. Die infektiose Genese wurde gestiitzt durch die erfolgreiche
Penicillintherapie von ACA durch Bianchi 1950 [112] und 1958 durch die erfolgreichen
Ubertragungsversuche von Hautbiopsien aus Lymphadenosis cutis benigna auf freiwillige
Probanden durch Paschoud [113].

Kurz gesagt: Die Europier spekulierten jahrelang iiber die Atiologie, die Amerikaner, mit
keiner langen Forschungsanamnese belastet, klédrten sie konzentriert in wenigen Jahren auf.
Alles ging von zwei kleinen Ortschaften, Lyme und Old Lyme, in Connecticut/USA aus. Dort
alamierten zwei Hausfrauen 1975 das Gesundheitsamt iiber eine Endemie von Oligoarthritis
und gaben sich mit der Anfangsdiagnose Rheumatoide Arthritis nicht zufrieden. Ihre
Intervention fithrte zu ausgedehnten Untersuchungen von A.C. Steere und damit zur
Beschreibung einer Lyme Arthritis [114]. Der Ubertriger war epidemiologisch zwar bald
gefunden (Schildzecken der Gattung Ixodes), die diagnostische Suche nach dem Erreger ging
aber erfolglos weiter. Im Jahre 1981 untersuchten Willy Burgdorfer und Jorge Benach im
Rahmen eines Rickettsien-Forschungsprogrammes Zecken auf Long Island (NY, USA). Rein
zufillig entdeckte Burgdorfer dabei Spirochidten im Mitteldarm der Zecken Ixodes ricinus und
Ixodes dammini. Genauere Untersuchungen zeigten, dal es sich um Borrelien handelte und er
vermutete, den Erreger der Lyme-Krankheit gefunden zu haben [1]. Zusammen mit Alan
Babour gelang ihm die Isolierung und Kultivierung der Borrelien [60, 115]. Nachdem die
Borrelien 1983 auch kulturell im Blut von Patienten mit Lyme-Krankheit und in
Gewebeproben von Erythema chronicum migrans (ECM) nachgewiesen werden konnten,
standen sie als Erreger der Lyme-Krankheit fest [116].

Auf dem 1. Internationalen Lyme-Krankheit Symposium 1983 in Yale, New Heaven, erhielt

die Spirochite den Namen Borrelia burgdorferi.

1.2. Der Erreger
1.2.1. Morphologie und Taxonomie

Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) gehort zur Gattung der Borrelia, die zusammen mit den
Gattungen Spirochaeta, Christaspira, Treponema und Serpulina die Familie der
Spirochaetaceae bildet. Die Familie der Spirochataceae und Leptospiraceae, zu denen auch
die Gattung Leptospira gehort, sind in der Ordnung der Spirochaetales zusammengefalit [4,
5]. B. burgdorferi ist ein gramnegatives Schraubenbakterium, welches mit der Giemsa- oder
Silberfarbung nachgewiesen werden kann (Abb. 1).

Der lichtmikroskopische Direktnachweis gelingt meist nur im Dunkelfeldmikroskop.
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Abb. 1 B. burgdorferi, isoliert aus dem Liquor einer Patientin

Borrelien haben eine Linge von 10-30 pm und einen Durchmesser von 0.18 — 0.25 um. Wie
bei gramnegativen Bakterien iiblich, besteht die Zellwand aus einer inneren Membran, welche
den protoplasmatischen Zylinder umgibt, und einer dufleren Membran. An der inneren
Membran inserieren etwa 7 — 11 periplasmatische Flagellen, wodurch die gute Beweglichkeit
gewihrleistet wird [117-120] (Abb. 2 und 3).

Lipidantigene

Flagellen

Innere
Membran

AuBere
Membran

Immunogene Proteine

Protoplasma- (19..22..31..34..39..60..100 kD)
zylinder

Abb. 2 Schematisch dargestellter Ausschnitt
von B. burgdorferi
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Abb.3 Elektronenmikroskopische Aufnahme von
B. burgdorferi [242]

F = Flagellen

I = Ansatzpunkt der Flagella

» = Pfeile weisen auf die Doppelkontur der Zellwand hin

Aufgrund von molekularbiologischen Untersuchungen der 16 S ribosomalen Gensequenzen
und klinischer Symptomatik wurden Kriterien festgelegt, um zwischen 8 Subtypen von B.
burgdorferi sensu lato zu unterscheiden (Tab. 1).

Analysen der ,.intergenic spacer” Region der 5S5-23S rRNA Gene von B. burgdorferi sensu
lato zeigten, daB3 Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae und Borrelia
japonica phylogenetisch ndher mit Borrelia garinii verwandt sind als mit Borrelia
burgdorferi sensu stricto. Borrelia garinii wird als der phylogenetisch dlteste Stamm
angesehen. Von den 8 beschriebenen Genospezies werden nur B. burgdorferi sensu stricto,
Borrelia afzelii, Borrelia garinii und Borrelia valaisiana als Erreger der Lyme-Borreliose
angesehen. Die anderen Genospezies konnten noch nicht aus Lyme-Borreliose Patienten

isoliert werden, sondern sind nur aus Isolaten von Zecken und Wildtieren bekannt.
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Borrelien-Stamme Bisherige Gruppe Vorkommen
Borrelia burgdorferi sensu stricto [3] Europa und USA
Borrelia garinii [122] 20047 Eurasia

Borrelia afzelii [124] VS461 Eurasia

Borrelia japonica [82] F63B Japan

Borrelia andersonii [83] 21123, auch 21038 USA

Borrelia valaisiana [84 VS116 und M19 Eurasia

Borrelia lusitaniae [85] PotiB2 Eurasia

Borrelia bissettii [86] DN127 USA

Tab. 1 Stimme von B. burgdorferi sensu lato und ihre Verbreitung

B. afzelii kommt relativ hdufig in Zentraleuropa und Skandinavien vor (9-84%), wihrend B.
garinii haufig in Westeuropa vorkommt (10-72%). B. burgdorferi sensu stricto ist am
hiufigsten in den USA vertreten, scheint aber in keiner europdischen Region zu dominieren
(0-20%). B. valaisiana konnte in Schweiz, Niederlanden, Grofibrittanien, Deutschland und
Skandinavien isoliert werden, es scheint die hdufigste Genospezies in Irland zu sein.

B. lusitaniae dagegen konnte bisher nur in vereinzelten Féllen in Portugal und Zentraleuropa
isoliert werden.

Die Einteilung von B. burgdorferi sensu lato in Genospezies hat auch eine klinische
Relevanz. Eine Infektion mit B. burgdorferi sensu stricto ist hdufig assoziert mit Arthritis,
meist in Nord Amerika, wo es der einzige bekannte Erreger der Lyme-Borreliose ist. B.
garinii ist meist assoziert mit neurologischen Symptomen, wihrend bei B. afzelii eher
chronische Hauterkrankungen wie ACA im Vordergrund stehen. Uberlappungen zwischen
den Stidmmen beziiglich der klinischen Symptome existieren. Das ECM konnen alle
humanpathogenen Stimme hervorrufen, wobei in Europa bei B. afzelii hiufiger ein ECM
beobachtet wurde als bei B. garinii. Am wenigsten weill man iiber B. valaisiana, es ist bisher

klinisch nur mit dem ECM assoziert.

B. burgdorferi sensu lato kann nur in Spezialndhrmedien kultiviert werden (z.B. Barbour-
Stoenner-Kelly-Medium) und hat seine optimale Wachstumstemperatur zwischen 34 und
37°C, wobei die Erreger als mikroaerophil gelten [126]. Die Replikationszeit betrdgt unter
Laborbedingungen bei 35°C etwa 11 bis 12 Stunden.
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Borrelia afezelii DK1 XB85199
Borrelia afzelii DKS XBS197
Borrelia afzelii DK4 XB5194
Borrelia afzelii DUNKIRK XB85281
Borrelia afzelii DK2 XB5188

Borrelia afzelii DK21 XB5191
A Borrelia afzelii DK3 XB85192
et Borrelia afzelii D67219
e Borrelia afzelii J1 L46697
Borrelia valaisiana 9MT 139080
Borrelia valaisiana Aa501 D67021
(g —Eri;z{—~——————— Borrelia valaisiana UK X98233
Borrelia valaisiana Y5116 X98232
jBorrelia turdi Re582 D&E7O24
£ e Borrelia turdi Ya581 D67022
1 |- Borrelia tanukit Hk561 DG7023
[ Borrelia tanukii DR2e]l DE7B28

g2y Borrelia lusitaniae Poti Bl X98226
Borrelia lusitaniae Poti B3 X9B229

16 Barrelia lusitaniae Poti BZ X98228
Borrelia lusitaniae BR 41 X9B231

5% Borrelia lusitaniae IR 345 X9B8230

Borrelia garinii 9357 L39681

Borrelia garinii PBi XB5199

Borrelia garinii Far 81 RJ989749

Borrelia garinii G2 MBRYSEY

Borrelia garinii SL20 X85198

Borrelia garinii 208047 D67018

Barrelia garinii DK27 X85193

Borrelia garinii DK29 X85282

Borrelia garinii R-IPS6

Borrelia Group DN127 DN12?7 L48596

Barrelia burgdorferi B31 M59293

Borrelia burgdorferi Mul XB85209

Borrelia burgdorferi DK? XB5195

Borrelia burgdorferi 19941 M72396

Borrelia burgdorferi Ira skin MB88329

Borrelia burgdarferi Lipitz X85283

Borrelia burgdorferi 297 X85284

Borrelia burgdorferi KIPP XBS5196

[ Borrelia andersonii 19941 rabhit

3 1 Borrelia andersonii 19857 L46GRB8

12

41

Borrelia andersonii 21038 L46701
—————— Borrelia japonica HO14 L40597
L — Borrelia japonica Ika2 L48598

fr——
8 g1

Abb. 4 Phylogenetischer Baum von B. burgdorferi sensu lato [244]
Daten basieren auf Vergleich der 16S rRNA Sequenzen.; bisherige Gruppenzugehéorigkeit und
Zugangsnummer (Accession number) der Sequenzen sind angegeben.

1.2.2. Ubertragung

Die Ubertragung von B. burgdorferi geschieht durch den BiB verschiedener
Schildzeckenarten, in Europa vorwiegend durch Ixodes ricinus [127] (Abb. 5).

Zecken sind sehr anpassungsfihig, bevorzugen aber die gemiBigten Klimazonen bis auf eine
Hohe von etwa 100 m i.N., wobei die Rate der infizierten Zecken mit zunehmender Hohe

abnimmt [128]. Sie bendtigen eine relative Luftfeuchtigkeit von mindestens 75%. Geeignete
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Biotope sind Laub- und Mischwilder mit reichlich Unterholz und einer dichten Krautzone,
FluB3- und Bachldufe mit dichter Ufervegetation sowie moorige Gebiete.

In den untersten Vegetationsschichten findet sich eine nur wenig bewegte Luftschicht mit
einer relativen Luftfeuchtigkeit von mehr als 90%, in der Bodenmatte liegt die Luftfeuchte bei
100%. In diesen Gebieten finden die Zecken optimale Lebens- und Vermehrungsbedingungen
[133].

Ihre Entwicklung zeigt ein bimodales Aktivitdtsmuster mit einem Maximum im Frithsommer
und Spitherbst. Die Zecke entwickelt sich aus einem Ei iiber ein Larven- und
Nymphenstadium zum adulten Tier. Fiir jede Metamorphose oder Eiablage ist eine
vorangehende Blutmahlzeit unerldBlich (Abb. 6). Die Dauer des Lebenszyklus betrigt bei 1.
ricinus etwa 2 bis 3 Jahre, wobei die lokale Vegetation, das Klima und die Witterung einen
entscheideneden Einflufl darauf haben [129].

Adulte
Zecke

Flgle
Larve rﬂl’ :

* Nymphe

Abb. 5 Stadien der Zecke

Das Wirtsspektrum von I. ricinus ist vielféltig. Bis heute sind 35 Sdugerarten und 45 Vogel-
bzw. Reptilienarten bekannt [130]. Wihrend Larven und Nymphen in niedriger Hohe auf
thren Wirt warten und dementsprechend die kleinen Waldtiere wie Miuse, Igel, Vogel und
Eidechsen befallen, steigen die adulten Zecken auf grolere Hohen (Griser, Striucher) und
befallen bevorzugt die groen Waldtiere wie Fiichse, Rotwild, aber auch Hunde und Katzen.
In Deutschland sind Haupt- und Reservoirwirte fiir I. ricinus jedoch Kleinsduger wie die
Rotelmaus, die Gelbhalsmaus und die Waldmaus [127, 131, 132].
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Die Borrelien werden beim Saugakt mit dem Wirtsblut aspiriert und sind dann im
Zeckendarm nachweisbar. Im Mitteldarm verbleiben die Borrelien und bilden Aggregate, es
findet aber auch regelmifig eine Durchwanderung des Darmepithels statt mit Streuung via
Hémolymphe in verschiedene Organe wie Speicheldriisen und Ovarien [134]. Beim Bil3
werden die Borrelien dann auf den Wirt iibertragen (Abb. 7 und 8). Der Ubertragungsmodus
ist nicht genau gekldrt. Studien zufolge werden wihrend das Saugens grofen Mengen
Speichel sezerniert, hierbei wird sowohl der Darminhalt als auch das infizierte
Speicheldriisensekret regurgitiert und beim Saugakt in den Wirt eingeschwemmt [135, 136].

Das Infektionsrisiko ist dabei entscheidend von der Saugdauer anhingig [137].

Larven saugen am 1. Wirt

Aus Eiern
schliipfen ‘

Larven
& i

“ 1. Wirt

Larven fallen zu
Boden

“m\ ) Larven entwickeln
~. | Weibchenl
eibchen legen *

sich zu Nymphen

‘ Eier

;e
2. Wirt FA

Weibchen saugen
am 3. Wirt Nymphen saugen

am 2. WirtWirt

?ﬁ/

Nymphen entwickeln sich zu Adulten

Abb. 6 Lebenszyklus und Wirte der Zecken [243]
Die relative Grof3e der Tiere entspricht ihrer Bedeutung als Wirtstier fiir die verschiedenen Lebensabschnitte der
Zecke
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Von Zecke auf Siugetier Von Siugetier auf Zecke
Sédugetier Sédugetier
~ Borrelien in w7
der Haut \_
oder
“ . ~ /_
Bl
w im Blut P
Borrelien vermehren sich im Darm und Zecken infizieren sich beim Saugakt; Borrelien
disseminieren in die Speicheldriisen zur weiteren werden im Darm aufgenommen und vermehren
Ubertragung sich

Abb. 7 Schematische Darstellung der Ubertragung der Borrelien durch Zecken

Abb. 8 B. burgdorferi im Darm einer Zecke [241]

1.3. Klinik der Lyme Borreliose

Die Lyme-Borreliose ist eine Multiorganerkrankung, gekennzeichnet durch eine Vielfalt an
klinischen Erscheinungen und Wechselwirkungen [1-3]. Durch die Entdeckung des Erregers
haben daher mehrere, bisher als selbstindige nosologische Einheiten beschriebene
Krankheitsbilder eine gemeinsame Atiologie gefunden. Prizipiell konnen im Rahmen der
Erregerdissemination alle Organe befallen werden. Haut, Gelenke, Nervensystem und das

Herz sind aber Pridilektionsorgane, die zu den bekannten wund typischen
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Krankheitsmanifestationen fithren. Andere Organe wie Augen und Muskulatur sind eher
selten betroffen [150-152].
Die Krankheit wird in 3 Stadien eingeteilt.

Stadium I (Stadium der Erstmanifestation):

Im ersten Stadium tritt nach Zeckenbill bei einem Teil der Patienten nach einer etwa 3-
wochigen Inkubationszeit eine flichenhafte wandernde Hautr6tung auf, das Erythema
chronicum migrans (ECM). Das ECM entwickelt sich an der Stelle des Zeckenbisses und
breitet sich von einer kleinen Papel ausgehend zentrifugal aus. Es ist in der Regel handteller
grof3 und blafit im Zentrum ab. Das ECM ist meist von Myalgien, Miidigkeit, Kopfschmerzen,
Fieber und anderen Allgemeinsymptomen begleitet. Die Begleiterscheinigungen und das
ECM persistieren unbehandelt etwa 4 — 8 Wochen, heilen dann aber spontan ab [150-154].
Eine weitere, jedoch seltene Frithmanifestation stellt die Lymphadenitis cutis benigna (LCB)
dar [110-113, 155, 156]. Bei der LCB zeigen sich typischerweise 2 — 4 cm grof3e, blaurote
Knoten an Ohrldppchen, Perimammilarregion und im Genitalbereich, meist mit begleitender
Lymphadenopathie. Auch die LCB heilt unbehandelt nach Wochen ab. Auf das Stadium I
kann mit zeitlicher unterschiedlicher Latenz eine Erregerdissemination und damit ein

Stadium II mit Befall verschiedenster Organe folgen.

Stadium II (Stadium der Dissemination):

Das 2. Stadium tritt in 15 — 25% der Fille nach einer Latenzzeit von 2 — 8 Wochen, manchmal
auch nach mehreren Monaten, auf [157]. Ausgehend vom ECM kann es im zweiten Stadium
zu einer generalisierten Infektion (Fieber, grippeartige Symptome) oder zu lokalen
Krankheitsmanifestationen in einzelnen Organen wie Nervensystem, Haut, Herz oder
Bewegungsapparat kommen. Allgemeine Krankheitssymptome sind rezidivierende
Fieberschiibe, fliichtige Gelenkschmerzen, Kopfschmerzen, Abgeschlagenheit, Nachtschweil3
und Gewichtsverlust. Die neurologischen Manifestationen umfassen die Trias Meningitis,
kraniale Neuritis und Radikuloneuritis [158]. Letztere wird auch als lymphozytire
Meningoradikulitis Garin-Bujadoux-Bannwarth bezeichnet [108, 109, 159]. Haufig ist auch
eine ein- oder doppelseitige Fazialisparese zu beobachten [160]. Die kardiale Manifestation
als Karditis ist eher selten und hat Erregungsleitungsstorungen als Hauptsymptom. An den
Augen wird zuweilen eine Konjunktivitis beobachtet [161, 162]. Vereinzelt kann es auch zu
einer Iritis mit nachfolgender Glaskorpertrilbung und Uveitis kommen. Insgesamt werden
ophtalmische Komplikationen recht selten beschrieben [163, 164]. Dagegen werden relativ
hiufig Arthralgien und intermittierende Arthritiden beobachtet [165, 166, 172, 173, 174].
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Stadium III (Stadium der Chronizitiit):

Das dritte, sogenannte Spétstadium, ist den chronischen Organerkrankungen vorbehalten. Es
tritt gewohnlich nach einer mehrjahrigen Latenzzeit auf. Kennzeichnend sind
Organmanifestationen der Haut, der Gelenke, dem Nervensystem und dem Herzen [167]. Die
Hautmanifestation ist die Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), die mitunter bis zum
Erreichen des Endstadiums einen jahrzehntelangen Verlauf nehmen kann [168].
Hauptsymptome sind entziindlich-6dematdse Schwellung und livide Verfarbung der Haut im
Bereich von Hand- und FuBriicken, Ellenbogen und Knien. Die Erkrankung geht nach
jahrelangem Verlauf in das atrophische Stadium iiber, wobei die Haut papierdiinn und faltig
wird. Es entsteht der Aspekt der Bratapfelhaut. Meist erloschen die Funktionen der
Hautanhangsgebilde, wie z.B. der Schwei3- und Talgdriisen. Die Venenzeichnung wird
deutlich sichtbar, das Haar lichtet sich und Pigmentverschiebungen treten auf. In Gelenknéhe
entwickeln sich hiufig charakteristische fibroide Knotchen.

Studien zufolge ist die zirkumskripte Sklerodermie als eine Variante der ACA aufzufassen
[169]. Dabei kommt es zur Hautatrophie mit Ausbildung eines derb-sklerotischen Zentrums
mit lividem Randwall. Der kausale Zusammenhang mit dem Lichen sclerosus et atrophicus
wird noch diskutiert [170, 171, 217].

Gelenkmanifestationen mit fliichtigen Arthralgien und Arthritiden treten in allen
Krankheitsstadien auf, die eigentliche Lyme-Arthritis ist jedoch eine Spdtmanifestation.
Dabei handelt es sich um eine akut beginnende Mon- oder Oligoarthritis, die vor allem die
groen Gelenke, am hiufigsten aber die Knie-Gelenke, betrifft [165, 166, 172, 173, 174].
Spontanheilungen kommen ebenso vor wie chronische Verldufe mit allméhlicher Destruktion
des Gelenks. Die neurologische Manifestation des 3. Stadiums ist die chronische
Enzephalomyelitis. Ausgedehnte Lihmungserscheinungen wie Tetra- und Paraparesen sowie
Hirnnervenausfille sind die hiufigsten Krankheitszeichen. Weiterhin kommt es zu
zerebelldren Symptomen, organischer Wesensidnderung und Gedéchtnisverlust sowie
Demenz. Meist sind diese Erscheinungen Folge einer zunehmenden Demyelinisierung [175,
176].

Diese aufgestellte Einteilung in 3 Stadien muf} jedoch nicht bei jedem Patienten auftreten. Der
Ubergang von einem zum anderen Stadium ist oft flieBend und Symptome, die eigentlich
verschiedenen Stadien zugeordnet werden, konnen auch gleichzeitig vorhanden sein. Die
Reihenfolge der Stadien wird nicht immer durchlaufen und eine erste klinische Manifestation

der Infektion kann in jedem Stadium erfolgen.
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Schwangerschafts- und Neugeborenenborreliose:

Borrelien konnen wihrend der Schwangerschaft transplazentar auf den Foten iibertragen
werden [177]. Mit den bisher vorliegenden Studien 1483t sich weder beweisen noch
widerlegen, daB3 eine fetale Lyme-Borreliose zu Komplikationen in der Schwangerschaft oder
zu kindlichen MiBbildungen fiihrt. Bei Infektion der Mutter im ersten Trimenon kann aber
eine Mif3bildung des Foten und somit ein Abort nicht ausgeschlossen werden. In mehreren
Fillen konnte bei der Sektion von Fehl- und Frithgeburten der histologische und kulturelle
Nachweis eines generalisierten Organbefalls mit B. burgdorferi erbracht und multiple
MiBbildungen festgestellt werden [178]. Aufgrund zu geringer Fallzahlen 146t sich dieser
Zusammenhang derzeit jedoch nicht beweisen. Beim derzeitigen Stand der Dinge wird
empfohlen, die werdende Mutter bei einem Zeckenbi3 wihrend der Schwangerschaft
prophylaktisch antibiotisch zu behandeln und die sonst iibliche abwartende Haltung

aufzugeben.

1.4. Diagnostik der Lyme Borreliose

Bei klinischem Verdacht einer Lyme-Borreliose kommt der Serologie fiir die
Diagnosestellung eine wesentliche Bedeutung zu, da der Erreger nur in seltenen Fillen direkt
nachgewiesen oder geziichtet werden kann. Allerdings sind der serologischen Diagnostik
Grenzen gesetzt. Vor allem in friihen Stadien der Infektion kann es aufgrund verspiteter
Serokonversion zu falsch-negativen Ergebnissen in serologischen Tests kommen. In
Friihstadien ist eine endgiiltige serologische Aussage nur durch eine 2-3 Wochen spiter
erfolgende Zweituntersuchung moglich, da sich dann eine Titerbewegung feststellen 1463t.
Heute iibliche Routinemethoden sind der ELISA (Enzymimmunoassay) , der IFT (Indirekter
Immunofloureszenz-Test), der Immunoblot und die PCR (Polymerase Chain Reaction) [179-
184].

Der ELISA wird héufig als Suchtest eingesetzt. Ein fest an die Mikrotiterplatte gebundenes
Antigenhomogenat dient dabei als Bindungsort fiir die im Patientenserum befindlichen
Antikorper. Mittels enzymmarkierten polyvalenten Antihumanimmunglobulinen (Anti-IgM-,
Anti-IgG und Anti-IgA-Antikorper) konnen die PatientenantikOrper nachgewiesen werden.
Da es sich bei den giingigen ELISA-Tests um Suchtests mit geringer Spezifitit handelt, sollte
im AnschluB an einen positiven ELISA ein IFT zur Bestdtigung einer Verdachtsdiagnose
durchgefiihrt werden. Dabei wird auf einen mit Borrelien beschichteten Objekttriger
Patientenserum in einer Verdiinnungsreihe aufgetropft und gebundene Patientenantikorper
durch Zugabe von floureszenzmarkierten Antihuman-IgM- oder Antihuman-IgG-

Immunglobulinen sichtbar gemacht. Die Befundung erfolgt in Titerstufen.
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Zur Beantwortung der Frage nach dem Krankheitsstadium (Frithstadium, chronischer Zustand
bei Erregerpersistenz oder Serumnarbe nach abgeheilter Lyme Borreliose) wird ein
Immunoblot im Westernblotverfahren durchgefiihrt. Hierbei kommt es nach Auftrennung der
Borrelienantigene in der Gelelektrophorese zur Darstellung der Patientenantikdrper gegen
charakteristische Partialantigene von B. burgdorferi. Der Nachweis der gebundenen
Patientenantikorper erfolgt mittels Zugabe von enzymmarkierten Antihuman-IgM- und

Antihuman-IgG-Immunglobulinen.

Bei allen Tests konnen Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien, vor allem mit anderen
Spirochidten wie Treponemen, falsch-positive Ergebnisse liefern. Ein positives Ergebnis ist
daher stetes beziiglich seiner Spezifitit abzusichern. Ein Hauptproblem ist allerdings die
antigene Heterogenitit des Erregers selbst. Antikorper in serologischen Tests lassen sich nur
dann nachweisen, wenn auch das korrespondierende Antigen im Testansatz vorhanden ist.

Man kann demnach falsch-negative Ergebnisse erhalten, wenn das diagnostisch eingesetzte
Borrelienisolat (z.B. ein amerikanischer Stamm) wenig Antigengemeinschaft mit demjenigen
besitzt, welches zur Infektion des Patienten (z.B. ein europdischer Stamm) gefiihrt hat. Hierin
liegt die Hauptursache dafiir, daB3 eine Standardisierung der Diagnostik bisher nicht gelungen
ist und allgemein giiltige Grenzwerte nicht angegeben werden konnen. Daher sind diskrepante
Ergebnisse zwischen den einzelnen Laboratorien und den jeweiligen Testverfahren

verschiedener Hersteller nicht selten.

Da die direkte Darstellung des Erregers nur selten gelingt, wird heutzutage immer haufiger
die PCR in der Diagnostik der Lyme-Borreliose eingesetzt. Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten anhand geeigneter Zielsequenzen spezifisch die DNA von B. burgdorferi im
Patientenmaterial nachweisen, jedoch steht diese Methode noch nicht fiir Routinezwecke zur
Verfiigung [179-184]. Mittlerweile ist das gesamte Genom von B. burgdorferi sequenziert
und es ist nur noch eine Frage der Zeit, wann geeignete PCR-Methoden auch fiir

Routineuntersuchungen zur Verfiigung stehen [80].

1.5. Therapie der Lyme-Borreliose

Schon seit 40 Jahren werden verschiedene Manifestationen der Lyme-Borreliose erfolgreich
mit Penicillin behandelt. Klinische Studien der letzten Jahre zeigten aber, daf} trotz adidquater
Penicillintherapie Rezidive und Spitkomplikationen auftreten konnen [185]. Grundsitzlich
haben die Manifestationen der Lyme-Borreliose eine grole Spontanheilungstendenz, wobei
aber die klinische Abheilung nicht gleichzusetzen ist mit der Heilung der Krankheit. Ahnlich
wie bei der Lues kann sich B. burgdorferi inaktiv in Organgeweben aufhalten und erst
Wochen oder Jahre spiter wieder in Erscheinung treten. Dabei kann es zu einem neuen

Krankheitsschub mit Befall der friiher betroffenen oder anderer Organe kommen, oder durch
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dauernde Stimulation immunologische Vorginge und eine chronische Entziindung unterhalten
werden. Der klinische Verlauf ist oft kein zuverlédssiger Parameter fiir die Eliminierung des
Erregers und eine antibiotische Behandlung sollte iiber die klinische Heilung hinausgehen. Im
weiteren sollte bei der antibiotischen Behandlung beriicksichtigt werden, daf es sich bei B.
burgdorferi um einen langsam wachsenden Keim handelt mit einer Generationszeit von 12 bis
18 Stunden. Fiir eine geniigende Wirksamkeit der antibiotischen Therapie muf3 daher eine
hohe Antibiotikakonzentration fiir mindestens 2 bis 3 Wochen gewihrleistet sein. Aus diesem
Grund ist die Gabe von Antibiotka mit langer Halbwertszeit grundsétzlich sinnvoller [186].
Das Antibiotikum ist so zu wihlen, da3 nicht nur im Blut, sondern in erster Linie auch in den
verschiedenen Organgeweben, vor allem im ZNS, in den Gelenken oder in der

Herzmuskulatur eine geniigende Konzentration erreicht werden kann.

Aktuelle Therapieempfehlung:

Im Stadium I und im Ubergang zu Stadium II mit leichten neurologischen und arthritischen
Symptomen werden orale Antibiotika appliziert:

a) Doxycyclin 2 x 100 mg, 2 bis 4 Wochen

b) Azithromycin 1 x 500 mg, 7 Tage

¢) Roxithromycin 2 x 150 mg, 2 bis 3 Wochen

Im 2. und 3. Stadium ist eine orale Antibiose nicht mehr zu empfehlen. Erforderlich ist eine
hochdosierte intravenose Applikation liquorgingiger Antibiotika:

a) Ceftriaxon 1 x 2g, 2 bis 4 Wochen

b) Cefotaxim 3 x 2g, 2 bis 4 Wochen

Im zweiten Stadium werden meist noch gute Behandlungserfolge erzielt, im dritten Stadium
kommt es jedoch zu zahlreichen Therapieversagern. Hier kommt die wiederholte Behandlung
mit wechselnden Antibiotika in Betracht sowie eine ldngerfristige Nachbehandlung mit einem

oralen Antibiotikum.

1.6. Pathogenititsfaktoren von B. burgdorferi

Uber die Pathogenitiitsfaktoren von B. burgdorferi ist im Gegensatz zur Klinik und
Epidemiologie noch wenig bekannt. Es wurden mehrere Oberfldchenproteine und
Oberfldachenlipoproteine beschrieben, die eine Rolle bei der Wechselwirkung mit der
korpereigenen Abwehr spielen [187-190].

Fiir die beiden plasmidkodierten Oberflichenlipoproteine OspA (Outer Surface Protein A)
mit einem Molekulargewicht (MG) von 31 Kilodalton (kDa) und OspB mit einem MG von
34 kDa konnte nachgewiesen werden, da sie die Produktion von Interleukin-6, Zytokinen

und Tumor Necrosis Factor o/ (TNF @) durch Knochenmarksmakrophagen anregen [24, 191,
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192]. Beide Lipoproteine sind auch teilweise an der Adhérenz von B. burgdorferi an Human-
Endothelzellen beteiligt [193, 194, 195, 196]. Jedoch konnte fiir beide Lipoproteine
festgestellt werden, dal zwischen verschiedenen B. burgdorferi-Stimmen Unterschiede im
MG sowohl bei OspA als auch bei OspB bestehen [197, 198]. Fiir OspA ist bekannt, da} es
von T-Zellen erkannt wird und schon in sehr geringen Konzentrationen in der Lage ist, die
Proliferation von B-Zellen zu stimulieren [24, 190, 191, 192, 199]. Verschiedene
Arbeitsgruppen fanden 4 weitere plasmidkodierte Oberfldachenlipoproteine von B. burgdorferi
ermittelt [10, 18, 200, 201, 202]: OspC (MG 22 kDa), OspD (MG 28 kDa), OspE (MG
192kDa) und OspF (MG 26.1 kDa). Neben diesen plasmidkodierten
Oberflachenlipoproteinen lie sich auch ein antigenes chromosomenkodiertes Glykoprotein
(Oms66/p66) mit einem MG von 66 kDa identifizieren [187, 194, 201, 203, 204, 205, 206], es
handelt sich dabei um ein Porin [141]. Ein anderes wichtiges Antigen ist das Flagellenprotein
Flagellin, das ein MG von 41 kDa hat und spezifisch fiir die Gattung Borrelia ist [120, 207].
Sowohl dem Flagellin als auch dem OspA konnte eine chemotaktische Wirkung auf

neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden [208].

1.7. Membranlipide

Membranen legen die AuBlengrenze von Zellen fest und regeln den Austausch von Molekiilen
tiber diese Grenze. Sie sind widerstandsfihig, aber flexibel, selbstdichtend und selektiv
permeabel fiir polare geldste Stoffe. Ihre Flexibilitit gestattet Formveridnderungen, welche mit
Zellwachstum und Bewegung einhergehen.

Membranen gliedern komplexe Reaktionsfolgen und spielen bei der biologischen
Energiespeicherung und bei der Kommunikation zwischen den Zellen eine zentrale Rolle.
Dabei werden dulere Reize durch membranstidndige Rezeptoren aufgenommen, andererseits
konnen Membranen selbst auch Signale erzeugen, die meist chemischer oder elektrischer
Natur sind.

Membranen bestehen nur aus zwei Molekiilschichten und sind daher mit einer Dicke von 6
bis 10 nm sehr diinn. Das wichtigste Merkmal des Aufbaus von Membranen ist eine
Lipiddoppelschicht, die eine Schranke gegen den Durchtritt polarer Molekiile und Ionen
bildet. In diese Lipiddoppelschicht verankert sind Proteine und Lipide, welche meist mit
Kohlenhydratseitenketten substituiert sind.

Die Membranproteine haben spezielle Funktionen als Enzyme, Pumpen, Kanile und
Rezeptoren.

Die Membranlipide sind amphipathisch und lassen sich in drei Klassen einteilen: Cholesterin,

Phospholipide und Glykolipide.
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Die Phospholipide bilden die grofite Gruppe der Membranlipide und leiten sich vom Glycerin
oder Ceramid ab. Glykolipide bilden mit den Glykoproteinen die Glykokalix der Zellen und
erfiillen wichtige biologische Funktionen [87, 88, 89] (Abb. 9).

Im folgenden soll verstirkt auf diese beiden Lipidklassen eingegangen werden.

Phospholipidkopfe - . . .
(polar) Fettsidureacyl Kohlenhydratteil eines Glycoproteins Cholesterin

-schwinze

AuBenseite

¥
wpryosiaddoppidijoydsoyd

Peripheres Protein Integrale- - — L L )
Protein peripheres Protein mit a i jf' Innenseite

kovalentem Lipidanker

Abb. 9 Das Fluid-Mosaik-Modell der Membranstruktur [245]

Die Fettsdureacylketten bilden im Innern der Membran einen hydrophoben Lipidsee, in denen integrale
Membranproteine schwimmen. Sowohl Proteine als auch Lipide konnen sich innerhalb der Doppelschicht frei
bewegen. Die an Proteinen und Lipiden gebundenen Kohlenhydrate zeigen immer zur extrazelluldren Seite.

1.7.1 Phospholipide
1.7.1.1. Glycerophospholipide

Membranen enthalten verschiedene Klassen von Lipiden, in denen zwei Fettsiuren iiber eine
Esterbriicke mit C-1 und C-2 von Glycerin verkniipft sind, wihrend an C-3 eine stark polare-
oder geladene Kopfgruppe gebunden ist.

Von diesen polaren Lipiden kommen am héufigsten Glycerophospholipide in den Membranen
vor. Bei Glycerophospholipiden ist ein polarer Alkohol iiber eine Phosphodiesterbindung an
C-3 des Glycerins gebunden. Alle Glycerophospholipide sind Derivate der Phosphatidsiduren
und werden nach ihren polaren Kopfgruppen benannt (z.B. Phosphatidylcholin und
Phosphytidylethanolamin).

Fiir die Fettsduren in Glycerophospholipiden steht eine breite Auswahl zur Verfiigung. Sie
varieren von Spezies zu Spezies und in den verschiedenen Geweben der gleichen Spezies. In

der Regel enthalten Glycerophospholipide eine gesittigte Fettsdure an C-1 und eine
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ungesittigte Fettsdure an C-2. Die Fettsduregruppen sind im allgemeinen 16 oder 18

Kohlenstoffe lang [90] (Abb. 10).

Gesiittigte Fettsiure
(z.B. Palmitinsdure)

CH GE
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| 3

CH—O~={3 =
X Ungesiittigte Fettséure
CHe—0—P—0- (z.B. Olsiiure)
- Kopfgruppen-
Substituent

Abb. 10 Allgemeine Struktur eines Glycerophospholipids

1.7.1.2 Sphingolipide

Sphingolipide, die zweite Gruppe von Phospholipiden, haben ebenfalls einen polaren Kopf

und zwei Fettsduren, enthalten aber im Gegensatz zu Glycerophospholipiden kein Glycerin.

Sie sind zusammengesetzt aus einem Molekiil eines langkettigen Aminoalkohols, der

sogenannten Sphingoid-Base, einem Molekiil einer langkettigen Fettsdure und einer polaren

Kopfgruppe.

Die Kohlenstoffe C-1, C-3 und C-3 des Spingosinmolekiils tragen funktionelle Gruppen

(-OH, -NH,, -OH). Durch Verkniipfung einer Fettsdure iiber eine Amidbindung mit der

Sphingoid-Base entsteht ein Ceramid. Ceramid ist die allen Sphingolipiden gemeinsame

Grundstruktureinheit [91, 92] (Abb. 11).

OH Sphingoid-Base

NH

Kopfgruppe X WM/\NV\

o Fettsaure

Abb.11 Allgemeine Struktur eines Sphingolipids
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Es gibt drei Unterklassen von Sphingolipiden, die alle Derivate von Ceramid sind, sich jedoch

in ihren Kopfgruppen unterscheiden:

a)

b)

Sphingomyeline enthalten Phosphocholin oder Phosphoethanolamin als polare
Kopfgruppe und werden daher gemeinsam mit den Glycerophospholipiden als
Phospholipide klassifiziert. Die Mylinscheide, die die Axone myelinisierter Neuronen

umgibt und isoliert, ist eine gute Quelle fiir Sphingomyeline [93].

Glycosphingolipide sind zuckerhaltige Sphingolipide und enthalten einen oder mehrere
Zucker in ihrer Kopfgruppe, diese sind direkt an die —OH-Gruppe am C-1 der
Ceramideinheit gebunden. Als Zucker werden hiufig D-Glucose, D-Galaktose und N-
Acetyl-D-Galaktosamin gebunden. Diese Glycosphingolipide kommen hauptséchlich auf
der d@uBeren Seite von Plasmamembranen vor. Bei Cerebrosiden ist nur ein Zucker an das
Ceramid gebunden. Galaktosehaltige Cerebroside findet man typischerweise in

Plasmamembranen von Nervengewebszellen [91-93].

Ganglioside, die kompliziertesten Sphingolipide enthalten sehr grofe polare Kopfe, die
aus mehreren Zuckereinheiten bestehen. Bei einer oder mehreren der terminalen Zucker
der Ganglioside handelt es sich um N-Acetylneuraminsiure, die auch als Sialinsdure
bezeichnet wird. Ganglioside machen etwa 6% der Membranlipide in der grauen Substanz
des menschlichen Gehirns aus [94] (Abb. 12).

Y- CH,
b

Abb. 12 Allgemeine Struktur einer N-Acetylneuraminsiure
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1.7.2. Glycolipide
1.7.2.1. Glyceroglycolipide

Innerhalb der Glycolipide wird zwischen Glyceroglycolipiden und Glycerosphingolipiden
unterschieden. Die Glyceroglycolipide kommen in Flora und Fauna vor und bilden die
wichtigste Gruppe unter den Glycolipiden. Charakteristisch fiir Glyceroglycolipide sind O-
glycosidisch an Diacylglycerol gebundene Mono-, Di- oder Trisaccharide [95] (Abb. 13).

CH0H
HO 0 o—cH,
OH HE—0—CO—R
H.G—0—CO--R
OH

Abb. 13 Allgemeine Struktur von Glycolipiden

1.7.2.2. Glycerosphingolipide

Glycosphingolipide bilden eine weitere groBe Gruppe von Glycolipiden und bestehen aus
einem Ceramid- und einem Kohlenhydratanteil [91, 92] (siehe 1.7.1.2. b und c¢).

Sie haben wichtige Funktionen in der Immunologie und sind hauptsidchlich an der
Differenzierung von Immunzellen beteiligt [96]. Glycosphingolipide besitzen antigene
Eigenschaften, dies konnte z.B. fiir die humanen Blutgruppenantigene ABH, Lewis und [i
gezeigt werden [97, 98].

Storungen 1m Cerebrosid- und Gangliosidstoffwechsel verursachen die verheerenden
Wirkungen verschiedener Erbkrankheiten wie der Tay-Sachs- und der Niemann-Pick-
Krankheit [99, 229], aber auch bei Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes und
Multiple Sklerose konnen Antikdrper gegen Gangliosidstrukturen des Nervensystems

nachgewiesen werden [230, 231].

Glycosphingolipide kommen in zahlreichen Bakterien vor [232, 233] und spielen eine
wichtige Rolle bei der Zelladhision [234-240].

1.8. Problemstellung

Die Diagnostik der Lyme-Borreliose basiert hauptsichlich auf dem serologischen Nachweis
der Oberfldchenlipoproteine von B. burgdorferi im Immunoblot [6-15]. Die Identifizierung
der Oberflichenproteine von B. burgdorferi stellte deshalb den Forschungsschwerpunkt in

den letzten Jahren [5, 16-18] dar. Die wichtigsten Oberflichenproteine von B. burgdorferi
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(OspA-F) [10, 12, 16-19] und T. pallidum sind Lipoproteine [13-15, 20-23]. Diese Dominanz
von Lipoproteinen in beiden Bakteriengattungen spiegelt die Bedeutung der Proteinacylierung
fiir die molekulare Architektur und Membranphysiologie der Bakterienzelle wider [142].

Es konnte gezeigt werden, dal die Lipoproteine klinisch relevante inflammatorische
Eigenschaften besitzen [20, 24-26, 140] und dall diese auf deren Lipidbestandteile
zuriickzufiihren sind [20, 27-30]. Gleichzeitig zeigten sich aber auch groe Unterschiede in
Verteilung und spezifischer Immunitédt dieser Lipoproteine, und das nicht nur zwischen
amerikanischen und europidischen Stimmen von B. burgdorferi, sondern auch innerhalb einer
Borrelienpopulation [19, 31-34]. Das ist auch einer der Griinde, weshalb eine
allgemeingiiltige Standardisierung von serologischen Tests oder einer Vakzine so schwierig
ist. Raoult et al. konnten zudem zeigen, da3 Proteinantigene von B. burgdorferi eine hohe

Kreuzreaktivitdt mit Seren von Patienten mit Syphilis oder Leptospirose besitzen [48].

Wenige Forschergruppen haben sich mit der Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi
beschiftigt. Es ist bekannt, dal sich Lipopolysaccharide (LPS) bei gramnegativen Bakterien
nachweisen lassen [41, 43]. So konnten fiir Leptospiren [35-37] und Treponemen [38]
Lipopolysaccharide nachgewiesen werden, wihrend dies fiir B. burgdorferi noch nicht
gelungen ist. Zwar wollten Beck et al. [46, 144] ein LPS bei B. burgdorferi charakterisiert
haben, doch die Arbeitsgruppen um Eiffert et al. [44] und Takayama et al. [39] konnten ein
LPS bei B. burgdorferi nicht nachweisen. Auch Cinco et al. bestitigten die Abwesenheit von
LPS in B. burgdorferi, wiesen aber auf die Existenz eines ,LPS-like* Antigens bei B.
burgdorferi hin, welches ein MG von etwa 4-13 kDa hatte und stark mit Serum von Patienten
mit Lyme-Borreliose reagierte [40, 44]. Die Arbeitsgruppe um Wheeler et al. fand ebenfalls
keinen Hinweis auf ein LPS bei B. burgdorferi, konnte aber die Existenz zweier
immunreaktiver Glykolipide im Chloroform-Methanol-Extrakt von B. burgdorferi darstellen
[45]. Die Existenz zweier immunreaktiver Glykolipide wurde auch von Radolf et al. bestétigt

[47]. Eine genaue chemische Charakterisierung dieser Glykolipde ist aber nicht erfolgt.

Es ist beschrieben, dal sich B. burgdorferi spezifisch an Galaktosylceramid und
Glukosylceramid binden kann [138, 143], wobei es sich bei dem Rezeptor wahrscheinlich um
ein Glykolipid, am ehesten ein Ceramidmonohexosid, handelt [138]. Die Bindung der
Borrelien an Glykosphingolipide spielt eine wesentliche Rolle bei der Infektion der Wirtszelle
durch B. burgdorferi. Bisher konnten 3 Proteine gefunden werden, die eine Rolle bei der
Bindung an Glykosphingolipiden spielen: das 67 kDa Protein, 62 kDa Hsp60 und das 41 kDa
Flagellin. Die Oberflichenlipoproteine scheinen bei der Adhésion an Glykosphingolipiden
keine Rolle zu spielen [139]. Weller et al. und Garcia-Monco et al. im Serum von Patienten
mit Neuroborreliose regelmédBig Antikorper gegen Ganglioside nachweisen [146, 147, 148].

Diese Antikorper waren vor allem gegen Glykosphingolipide mit einer terminalen Galaktose
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gerichtet. Es handelte sich bei diesen Antikdrpern wahrscheinlich um kreuzreagierende
Antikorper mikrobiologischen Ursprungs [149]. Diese kreuzreagierenden AntikOrper gegen
Glykosphingolipide konnten eine Rolle bei der Pathogenese der Neuroborreliose und anderer

neurologischer Dysfunktionen der Lyme-Borreliose spielen [146-148].

Spirochiten wie Treponemen oder Leptospiren sind reich an Lipiden, verglichen mit anderen
Bakterien [49-59]. Und im Falle von B. burgdorferi scheinen sie eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Lyme-Borreliose zu spielen. Das letzte Jahrzehnt hat unzihlige
Publikationen iiber die antigene Proteinzusammensetzung von B. burgdorferi geliefert, doch

nur wenig ist iber die Lipidstrukturen von B. burgdorferi bekannt.

In unserem diagnostischen Routine-Labor konnten wir regelmifBig in der Gelelektrophorese
ein immundominantes Antigen in der Lauffront von Bromthymolblau nachweisen. Dieses
niedermolekulare Antigen (< 10 kDa) lieB sich nicht mit Proteinfarbstoffen darstellen, zeigte
aber Attribute eines Lipids wie z.B. Loslichkeit in Chloroform. In dieser Arbeit wird die
chemische Struktur und das immunologische Verhalten der antigenen und nicht-antigenen
Lipide von B. burgdorferi analysiert. Detailiertes Wissen iiber die Strukturen dieser Lipide
gibt uns wichtige Informationen beziiglich Pathogenese und Entwicklung neuer

diagnostischer Testverfahren und protektiver Vakzine.
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2. Materialien und Methoden

Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitit bzw. als Losungsmittel fiir die
HPLC bezogen (Fluka, Neu Ulm; Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg).
Das Aqua dest. wurde mit dem MILLI-Q Ultra-pure water system (Millipore, Eschborn)

entsalzt und gereinigt.

2.1. Kultivierung und Aufarbeitung von B. burgdorferi B31
2.1.1. Bakterienstimme

Folgende Erreger wurden in dieser Studie untersucht bzw. eingesetzt:
a) B. burgdorferi sensu lato

B. burgdorferi sensu stricto: Stamm B31 (amerikanischer Stamm)
b) Treponema pallidum ssp. pallidum

Stamm Nichols (Fa. BAG, Lich, Deutschland)

2.1.2. Kulturbedingungen
2.1.2.1. B. burgdorferi B31

Der B. burgdorferi sensu stricto Stamm B31 wird in modifiziertem BSK H Medium (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) 4 bis 5 Tage bei 33°C kultiviert [59-61] und einmal pro Woche
passagiert. Zur Uberpriifung der Vermehrung und Qualitit der Borrelien wird tiglich eine
kleine Kulturprobe im Dunkelfeldmikroskop auf Anzahl und Beweglichkeit untersucht. Nach
ca. 4 bis 5 Tagen haben sich die Borrelien in ausreichender Zahl vermehrt, so dafl die Kultur
geerntet werden kann. Hierzu wird das Bakterienmedium in einer Sorvall Superspeed RC 2-B
Zentrifuge bei 12000 U/min und 4°C Kiihlung fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Bakteriensediment (Pellet) dreimal in ,,phosphate-buffered saline*
(PBS, Phospatpuffer, pH 7.2) gewaschen und anschlieBend in PBS aufgenommen. Die
Proteinkonzentration der Borreliensuspension wird mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit
(Pierce, Rockford, USA) ermittelt und mit PBS auf 1 mg/ml eingestellt. Die

Borreliensuspension wird portioniert und bei —20°C zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

1-fach konzentrierte PBS-Losung (Phosphate buffered saline)

- NaCl (Natriumchlorid, Merck) 152 ¢
- NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat, Merck) - 2 H20 125¢
- Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat, Merck) - 2 H20 57¢g

In 2000 ml Aqua dest. Losen und auf pH 7.2 einstellen
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2.1.2.2. Treponema pallidum

Treponema pallidum ssp. pallidum Stamm Nichols wurde freundlicherweise von der Firma
BAG in Lich zur Verfiigung gestellt.

Kurz, die Treponemen wurden in Kaninchenhoden inokuliert und kultiviert, am 10. bzw. 11.
Tag post infectionem aus dem Hodengewebe extrahiert und iiber Differential- bzw. Percoll-

Dichtegradienten-Zentrifugation gereinigt.

2.2. Nachweis der Antigene von B. burgdorferi B31 und Treponema pallidum mittels
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Immunoblotting (Western-Blot)

Zur Darstellung der Borrelien- bzw. Treponem-Antigene wird eine Gelelektrophorese
(Sodium Dodecyl Sulfate (=Natriumdodecylsulfat)-Polyacrylamide Gelelectrophoresis =
SDS-PAGE) durchgefiihrt.

2.2.1. Probenaufbereitung
2.2.1.1. B. burgdorferi B31

Bevor man die kultivierte B. burgdorferi B31-Suspension (B31-Suspension) in die SDS-
PAGE einsetzen kann, mufl diese zuerst solubilisiert werden. Hierzu wird in einem
Reagenzglas 1 ml der B31-Suspension mit 150 pl reduzierender SDS-Losung und 50 pl
1%iger Bromthymolblau-Losung versetzt. Anschliefend wird das Reagenzglas zum Mischen
auf einen Riittler gestellt und danach im Wasserbad vorsichtig aufgekocht.

Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur kann die B31-Suspension in die SDS-PAGE eingesetzt
werden. Die Solubilisierung mit der reduzierenden Losung bewirkt Spaltung von
Disulfidbriicken und Streckung von Polypeptiden und ermoglicht so die Auftrennung nach
Molekulargewicht in der Gelelektrophorese. Das Bromthymolblau dient als Laufmarkierung.
Die Elektrophorese wird beendet, sobald die Bromthymolblauffront das untere Ende des

Trenngels erreicht hat.

Bendotigte Materialien:

Reduzierende SDS-Losung (Sodium Dodecyl Sulfate = Natriumdodecylsulfat)

DTE (Dithioerythritol) 2g

20% SDS-Losung (20 g Natriumdodecylsulfat in 100 ml Aqua dest.) 10 ml

0.1 mmol PMSF (0.174 g Phenylmethansulfonylfluorid in 10 ml Isopropanol

gelost) I'ml

1% Bromthymolblau-Losung

(1 g Bromthymolblau in 100 ml Laemmli-Puffer 16sen (s. 2.2.1.c.))
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2.2.1.2 T. pallidum

Die gereinigte Treponema pallidum-Suspension wird unter Zugabe von 2% SDS zweimal

kurz aufgekocht und nach Abkiihlen mit 2% DTE und 4% Mercaptoethanol versetzt.

2.2.2. SDS-PAGE

In einer SDS-PAGE werden die Borrelien- bzw. Treponemenantigene nach Molekulargewicht
aufgetrennt.

Hierzu wird ein 15%iges Polyacrylamidgel mit 2% SDS hergestellt. Die Auftrennung erfolgt
in einem diskontinuierlichen Puffersystem, modifiziert nach Lammli [67, 69].

Die Molekulargewichtsbestimmung der Proteinbanden erfolgte an Hand eines Standard-
Protein-Gemisches (LMW-Calibration-Kit, = Pharmacia), bestehend aus folgenden
Referenzproteinen: Phosphorylase b (94 kD), Rinderserumalbumin (67 kD), Ovalbumin (43
kD), Carbon-Anhydrase (30 kD), Sojabohnen Trypsin Inhibitor (20.1 kD), Laktalbumin (14.4
kD).

2.2.2.1 Materialien

a) 15% Trenngel

Acrylamid/Bisacrylamid (42 g Acrylamid, 0.7 g Bisacrylamid in 100 ml 8 M

N . o 12 ml
Harnstoff unter Erwarmen l6sen und filtrieren)
2 M Tris-Puffer (2 M Trishydroxymethyl-aminomethan in 8 M Harnstoff unter 8 ml
Erwirmen 16sen, mit rauchender HCL auf pH 8.9 einstellen)
8 M Harnstoff in Aqua dest. 19 ml
20% SDS-Losung (20 g Natriumdodecylsulfat in 100 ml Aqua dest.) 400 pl
TEMED (N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin) 40 ul
10%iges APS (100 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml 8 M Harnstoff) 250 pl
5% Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid (50 g Acrylamid, 1.5 g Bisacrylamid in 100 ml 8 M

2 .. e 2 ml
Harnstoff unter Erwarmen l6sen und filtrieren)
2 M Tris-Puffer (2 M Trishydroxymethyl-aminomethan in 8 M Harnstoff unter 2 ml
Erwirmen 16sen, mit rauchender HCL auf pH 8.9 einstellen)
8 M Harnstoff in Aqua dest. 16 ml
20% SDS-Losung (20 g Natriumdodecylsulfat in 100 ml Aqua dest.) 200 pl
TEMED (N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin) 20 pl
10% APS (100 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml 8 M Harnstoff) 150 pl
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b) Laemmli-Puffer

Tris (Trishydroxymethyl-aminomethan) 121 ¢
Glycin 576 g
NaN3 (Natriumazid) 4g

in 4000 ml Aqua dest. Losen

¢) Anoden-Puffer

Laemmli-Puffer 1000 ml

Aqua dest. 4000 ml

d) Kathoden-Puffer

Laemmli-Puffer 270 ml
20% SDS-Losung 23 ml
Aqua dest. 1125 ml

e) Gelkammer, bestehend aus je zwei abgedichteten 12x20 cm grofen Glasplatten (Desaga,
Heidelberg, Deutschland)

f) Elektrophoresegerit mit vertikaler Elektrophoresekammer fiir 2 Gele Modell Desaphor
VA (Desaga) und Steuergerit Modell ECPS 3600/150 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)

g) Pro Gel je 1 ml der solubilisierten B. burgdorferi B31-Suspension oder 1 ml Treponema

pallidum-Suspension

2.2.2.2 Durchfithrung der SDS-PAGE

Die Gelkammer wird nach Anleitung des Herstellers (Desaga) aus zwei Glasplatten
zusammengebaut und mit Aqua dest. auf Dichtigkeit iiberpriift.

Das 12.5%ige Trenngel wird wie beschrieben hergestellt (s. 2.2.1.a.) und blasenfrei bis 2.5 cm
unterhalb des oberen Plattenrandes in jede Gelkammer eingefiillt. Die Polymerisation dauert
etwa 30 Minuten. Um eine Austrocknung des Trenngeles zu vermeiden, wird das Trenngel
mit 500 ul Aqua dest. tiberschichtet.

Nach der Polymerisierung des Trenngeles wird das Aqua dest. aus der Gelkammer
abgegossen und das 5%ige Sammelgel hergestellt (s. 2.1.1.b.).

Das Sammelgel wird bis 1 cm unterhalb des oberen Plattenrandes eingefiillt und erneut mit
500 ul Aqua dest. iiberschichtet. Die Polymerisierung dauert etwa 60 Minuten.

Der Anoden-Puffer (s. 2.2.1.d.) wird hergestellt und in die Elektrophoresekammer gegossen.

Nach ausreichender Polymerisierung wird die Gelkammer in die Elektrophoresekammer
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gehdngt und der Kathoden-Puffer (s.2.2.1.e) in das Oberteil der Elektrophoresekammer
gefiillt.

Anschlieend wird die solubilisierte Antigen-Suspension gleichméBig auf das Sammelgel
aufgetragen. Die Elektrophoresekammer wird an das Steuergeridt angeschlossen und die
Elektrophorese gestartet. Die Elektrophorese wird bei einer Betriebsspannung von 30 V, einer
Betriebsstromstédrke von 62 mA, einer Betriebsleistung von 3 W und einer Kammertemperatur
von 20 °C durchgefiihrt. Nach etwa 16 Stunden ist der Lauf beendet und die
Bromthymolblaufront steht 0.5 cm oberhalb des unteren Gelrandes.

Die Gelkammer wird aus der Elektrophoresekammer herausgenommen und das Gel zur

weiteren Verarbeitung vorsichtig aus der Gelkammer herausgeholt.

2.2.2.3. Farben und Entfiarben der Gele

Zum Nachweis der Trennung wird an beiden Seiten ein 1 cm breites Gelstiick abgeschnitten
und fiir 2 Stunden in Coomassieblau Losung (0.2% Coomassie R-250 in 50% Ethanol-10%
Essigsdure) gefirbt. Die Entfarbung der Gele erfolgt 1-2 Stunden bei Raumtemperatur in
Entfirber-Losung und mehrere Stunden in 10% Essigsdure. Die Férbung zeigt bei
erfolgreicher Trennung die verschieden Proteinbanden auf dem Gel an.

Das restliche Gel wird im nachfolgenden Immunoblotverfahren eingesetzt.

Entfirber-Losung

50% Ethanol-10% Essigsdure in Aqua dest.

2.2.3. Immunoblotting (Western-Blotting)

Beim Westernblotting werden nach einer modifizierten Methode nach Towbin [68, 69] die
aufgetrennten Antigene auf eine Immobilon-Membran (Millipore, Deutschland) iibertragen

und anschlieBend mit Patientenserum inkubiert und geférbt.

2.2.3.1. Material

a) Horizontal-Elektrophoresekammer Modell Multiphor II Nova Blot (Pharmacia)
b) Immobilon P Transfermembran 0.45um der GroBe 12 x 20 cm (Millipore)
c) Filterpapierzuschnitte der Grofle 12.5 x 20 cm
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Blot-Transferpuffer

0.05 M Tris 6g
0.04 M Glycin 3¢
20% Methanol 200 ml

Die Substanzen werden in 1000 ml Aqua dest. gelost

d) Blot-Blockierungspuffer
10%iges fetales Kélberserum (Sigma, Deisenhofen) in 0.1 M Ethylendiaminetetraacetic Acid
(EDTA, Sigma) gelost und auf pH 7.5 eingestellt

f) 1-fach konzentrierte PBS-Losung (Phosphate buffered saline)

NaCl (Natriumchlorid) 152¢
NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat) - 2 H20 125 ¢
Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) - 2 H20 57¢g

In 2000 ml Aqua dest. 16sen und auf pH 6.5 einstellen

g) Blot-Waschpuffer

20 mM Tris 242 ¢
500 mM NaCl 292 ¢

In 1000 ml Aqua dest. 16sen und auf pH 7.5 einstellen

h) Amidoschwarz-Losung

0.5% Amidoschwarz in Entfirber-Losung
1) Entfiarber-Losung (s. 2.2.1.3)
J1)  Zweit-Antikorper

Peroxidase-markierter Kaninchen Anti-Human-IgG bzw. Anti-Human-IgM Antikorper

(Dako, Hamburg), jeweils spezifisch fiir Gamma bzw. Lambda-Ketten
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Peroxidase-Losung:

50 mM Natriumacetat 6.8 g

100% Essigsdure 1.8 ml

Die Substanzen werden in 1000 ml Aqua dest. gelost

k) Entwickler-Losung (Substrat)

100 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol werden in 12,5 ml Dimethylformamid gelost, mit 250
ml Peroxidase-Puffer verdiinnt und mit 125 ul 30% Wasserstoffperoxid versetzt. Die

Entwickler-Losung sollte stets frisch angesetzt werden.

2.2.3.2 Durchfiihrung des Western-Blot-Verfahrens

Vorbereitend wird die Immobilonmembran (Millipore) fiir eine Minute in 100% Methanol
eingelegt und fiir 15 Minuten in Aqua dest. gespiilt. Durch diese Mafnahme wird die
hydrophobe Oberfliche der Immobilonmembran hydrophiler.

Anschlieend werden pro Polyacryamidgel 2 x 9 Filterpapiere mit Blottransfer-Puffer
angefeuchtet und jeweils 9 Filterpapiere blasenfrei in die Transferzelle des Blotgerites gelegt.
Auf die feuchte Filterpapierschicht wird nun blasenfrei die vorbereitete Immobilonmembran
gelegt. Alle Luftblasen werden mit einer kleinen Walze ausgestrichen.

Danach werden auf die Immobilonmembran weitere 9 feuchte Filterpapiere gelegt und die
Transferzelle geschlossen. Das Blotgerdt wird an die Stromquelle angeschlossen und
eingeschaltet. Der Blotvorgang dauert etwa 2 Stunden bei einer Betriebsstromstirke von
250 mA.

2.2.3.3. Proteinfirbung der Immobilonmembran

Nach dem Blotvorgang wird die Immobilonmembran zur Neutralisation fiir 60 Minuten in
PBS-Puffer gewaschen. Zur Kontrolle des Antigentransfers auf das Immobilon wird ein Blot-
Randstreifen 5 Minuten mit Amidoschwarz-Losung geféarbt und anschlieBend 2 Minuten mit
Entfirber-Losung entfirbt.

Danach wird die restliche Immobilonmembran zur Blockierung freier Bindungsstellen fiir

eine Stunde in Blot-Blockierungspuffer gelegt.
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2.2.3.4 Immunfirbung der Immobilonmembran

Fiir die anschlieBende Immunfirbung wird die Immobilonmembran in 0.4 cm diinne Streifen
geschnitten und in eine geeignete Waschschale mit Vertiefungen fiir die Blot-Streifen gelegt.
Pro Untersuchung bzw. Patient werden zwei Streifen benétigt: ein Streifen zur Darstellung
von IgM-Antikorpern, ein Streifen zu Darstellung von IgG-Antikorpern im Serum.

Die Streifen werden jeweils mit 5 ml Blot-Blockierungspuffer versetzt und die Waschschale
fiir eine Stunde auf eine rotierende Tischschiittelmaschine (Braun, Deutschland) bei
80 Umdrehungen pro Minute gestellt.

Nach der Blockierung wird der Blot-Blockierungspuffer verworfen und die Streifen iiber
Nacht auf der rotierenden Tischschiittelmaschine bei Raumtemperatur in jeweils 5.05 ml
Patientenserum inkubiert (1:100, 50 ul Serum in 5 ml Blot-Blockierungspuffer).

Nach der Inkubation erfolgt dreimaliges Waschen der Streifen auf der rotierenden
Tischschiittelmaschine mit jeweils 10 ml Blot-Waschpuffer fiir 10 Minuten.

Nach dem Waschen erfolgt die Inkubation der Streifen mit dem Zweitantikdrper. Der
verwendete Zweitantikorper ist jeweils ein Peroxidase-markiertes Kaninchen Anti-Human-
IgG bzw. Anti-Human-IgM Immunglobulin (Dako, Hamburg), jeweils spezifisch fiir Gamma
bzw. Lambda-Ketten.

Die Inkubation mit dem Zweitantikorper (1:1000, 5 pl Zweitantikorper in 5 ml Blot-
Blockierungspuffer) erfolgt fiir 1.5 Stunden auf der rotierenden Tischschiittelmaschine bei
Raumtemperatur.

Nach der Inkubation werden die Streifen erneut mit jeweils 10 ml Blot-Waschpuffer fiir 10
Minuten gewaschen und anschlieend gefirbt.

Die Firbung erfolgt durch Hinzugabe von 5 ml Entwickler-Losung je Streifen, es entstehen
rot-braune Banden.

Sobald die Antigen-Banden gut sichtbar sind, wird die Farbung durch Waschen der Streifen

mit Aqua dest. abgebrochen. Die nassen Streifen werden zwischen Filterpapieren getrocknet.

2.3. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)
2.3.1 Material

B. burgdorferi Screen Elisa Kit (Viramed, Planegg, Deutschland) zum gemeinsamen
Nachweis von IgG-, IgM- und IgA-Antikorpern im Humanserum gegen Antigene von B.
burgdorferi. Der Elisa enthdlt eine Gesamtantigen-Priperation mit allen diagnostisch
relevanten Proteinen. Es sind bisher 14 verschiedene borrelien-spezifische Proteine
beschrieben, die mit dem VIRAMED Elisa nachweisbar sind.

Da der Screen Elisa die obengenannten AntikOrper in einem Ansatz erfaf3t, ist er besonders

gut als Screeningtest geeignet.
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2.3.2 Durchfiihrung des ELISA

Der B. burgdorferi Screen Elisa Kit (Viramed) wird nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt (Serumverdiinnung 1:100). Nach der Extinktionsmessung wird anhand der
mituntersuchten Kalibratoren der Grenzwert berechnet. Der Grenzwert liegt normalerweise
bei 1.0, die negative Kontrolle unterhalb des Grenzwertes (< 0.6) und die positive Kontrolle
oberhalb des Grenzwertes (> 1.2). Proben, deren Extinktion bis zu 10% unter dem Grenzwert
oder 10% iiber dem Grenzwert liegen, gelten als grenzwertig und werden erneut getestet oder

1im Western-Blot untersucht.

2.4. Patientenseren

Die Serum-Proben stammen aus dem B. burgdorferi Routine Diagnostik Labor der
Medizinischen Mikrobiologie der Universitidt Giessen.

Alle eingesetzten Seren wurden zuvor im B. burgdorferi Screen Elisa Kit (2.2.3) und im
Western-Blot getestet (2.2.2.2.). Um die verschiedenen Seren miteinander vergleichen zu

konnen, wurden alle Seren auf eine IgG-Konzentration von 8 mg/ml eingestellt.
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Folgende Seren wurden eingesetzt:

Anzahl der Seren | Serum-Nr. Stadium ELISA Bemerkung
12706
12728
13050 gesunde Spender,
13070 ) keine spezifischen
negativ, um <
10 13077 keine Borreliose s 0.6 Banden im
13088 ' Immunoblot,
13093 Negativkontrolle
13100
13104
13127
12495 ECM, unspezifische
12716 . .
) Grenzwertig, | Allgemeinsymptome,
5 12635 Borreliose 1 .
um 1 schwache spezifische
13091 Banden im IgM-Blot
13211
10763
11204
11701 Meningoradikulitis,
12339 Arthritis; starke
ositiv, um | spezifische
10 12522 Borreliose II P P )
12681 1.5 Proteinbanden und
12955 Lipidbande im IgM-
13005 und IgG-Blot,
13238
13341

Tab. 2 Getestete Patientenseren




Material und Methoden

32

Anzahl der Seren | Serum-Nr. Stadium ELISA | Bemerkung
6000
6922
10309
Arthritis, ACA,
11629
Enzephalitis; midBige
12480 . .
) positiv, um | Proteinbande und
10 12902 Borreliose 111 o )
1.3 Lipidbande im IgM-
12960 Blot, starke Banden im
13123 IgG-Blot
13038
13082
13064
12177
Keine
12548
Krankheitszeichen,
12673 abgelaufene ) -
] grenzwertig, | spezifische
7 12685 Borreliose, )
um 0,9 Proteinbanden und
13194 Serumnarbe o )
Lipidbande nur im IgG-
13212 Blot
13286
10077 Hauterkrankungen,
10567 Neurosyphilis;
spezifische Banden im
10720
) [gM- und IgG-
11004 . Negativ, um
10 Syphilis IT und 1T Treponemen-Blot,
11122 0.5
schwache Darstellung
11279 uncharakteristischer
11621 Proteinbanden im
11687 Borrelien-Blot, keine
12068 Lipidbande

Tab. 2 Getestete Patientenseren (Fortsetzung)
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2.5. Lipid-Analyse der Lipid-Antigene von B. burgdorferi B31

Die Methoden der Lipidanalytik wurden modifiziert oder unverdndert iibernommen aus dem

Manual von Kates [62].

2.5.1 Extraktion der Lipide
2.5.1.1 Material

a) 10 ml der B. burgdorferi B31-Suspension (1 mg/ml)

b) Chloroform-Methanol-Gemisch (CM 1:2, v/v)

¢) 15 ml Zentrifugenréhrchen aus Glas mit Glasstopfen

d) 30 ml Zentrifugenr6hrchen aus Glas mit Glasstopfen

e) Riittlergerit (Heidolph)

f) Rotierende Tischschiittelmaschine (Braun)

g) Zentrifuge Minifuge (Heraeus)

h) Ultrazentrifuge Sorvall Superspeed RC 2-B mit SS-34 Rotor (Du Pont)
i) Rotationsverdamfer (Heidolph)

2.5.1.2. Durchfiihrung der Lipidextraktion nach Bligh & Dyer

Zur Extraktion der Borrelienlipide werden 10 ml Borreliensuspension 10 Minuten bei 6000
u/min zentrifugiert, das Sediment in Aqua dest. resuspendiert und anschlieBend lyophilisiert.
Nach Bestimmung des Trockengewichtes werden die Lipide nach einer modifizierten
Methode nach Bligh & Dyer [63] extrahiert. Hierzu werden 10 mg der lyophilisierten
Bakterien in 10 ml Aqua dest. suspendiert und in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt
und fiir 15 Minuten bei 10000 U/min in der Ultrazentrifuge bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in 1 ml Aqua dest. resuspendiert und in ein 30
ml Zentrifugenrfhrchen tiberfiihrt und mit 3.75 ml CM (1:2, v/v) iiberschichtet. Das
Zentrifugenrohrchen wird mit einem Glasstopfen verschlossen und fiir 3 Minuten auf dem
Riittler intensiv geschiittelt. AnschlieBend erfolgt die Extraktion unter leichtem Schiitteln auf
dem Tischschiittelgerdt (50 U/min) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT). Nach der
Extraktion wird die Suspension fiir 30 Minuten bei 6000 U/min und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand (Uberstand 1) in ein zweites Gefi} pipettiert. Das Sediment wird erneut in 1 ml
Aqua dest. aufgenommen, mit 3.75 ml CM (1:2, v/v) tiberschichtet und fiir 3 Min bei RT auf
dem Riittler geschiittelt. Danach wird wieder fiir 30 Minuten bei 6000 U/min und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand (Uberstand 2) zu Uberstand 1 gegeben. Die Uberstinde
werden gemischt und in einem verschlossen 30 ml Zentrifugenrdhrchen aufbewahrt. Das
Sediment wird in 1 ml PBS pH 6.5 suspendiert und in einem verschlossenen Reagenzglas zur

Weiterverarbeitung aufbewahrt. Das Sediment diirfte nach der Lipidextraktion nur noch aus
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proteinhaltigen B. burgdorferi B31-Antigenen bestehen. Zu den beiden Uberstiinden werden
jeweils 2.5 ml Chloroform und 2.5 ml Aqua dest. hinzugegeben. Nach kurzem Mischen, wird
bei 6000 U/min fiir 30 Minuten und bei 4 °C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation entsteht
ein biphasisches System. Die obere hydrophile Phase besteht aus Methanol und Aqua dest.
und den darin gelosten Bestandteilen (MP). Die untere lipophile Phase besteht aus
Chloroform und den darin extrahierten Lipiden (CP). Beide Phasen werden vorsichtig
abpipettiert, im Rotationsverdampfer abrotiert oder im Stickstoffstrom getrocknet und das
Trockengewicht bestimmt. Nach Bestimmung des Trockengewichtes erfolgt die Entsalzung

der Lipide der unteren lipophilen Phase.

2.5.2. Entsalzung von Lipiden mittels Reversed-phase Kartuschen Chromatographie

Zur Entsalzung und Reinigung der Lipide werden Chromabond Cl18ec Kartuschen
(Macherey&Nagel) mit 500 mg Sdulenmaterial verwendet [65]. Zunéchst miissen die Sidulen
mit 10 ml Methanol, 10 ml CM (2:1, v/v) und erneut mit 10 ml Methanol gewaschen werden.
Danach erfolgt die Aquilibrierung der Sdulen mit 10 ml Chloroform/Methanol/wissrige 0.1 M
KCl (3:98:74, v/v/v). Die Proben werden in 5 ml TUP (Theoretical Upper Phase,
Chloroform/Methanol/wéssrige 0.1 M KCI (3:98:74, v/v/v) aufgenommen, kurz mit
Ultraschall behandelt und auf die Sédule aufgetragen. Das Probengefil wird mit 5 ml TUP
nachgewaschen. Die Sdulen werden dann mit 10 ml TUP und 15 ml Aqua dest. gewaschen.
Die Elution der Lipidfraktion erfolgt mit 15 ml CM (2:1, v/v). Die Lipidfraktion wird im

Stickstoffstrom getrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.

2.5.3. Trennung der Gesamtlipide an Aminopropylsiulen

Fiir die Trennung der Gesamtlipide werden Aminopropyl (NH,-Isolute)-Séaulen (ICT, Bad
Homburg) mit 100 mg Sdulenmaterial verwendet [66]. Die Sidulen werden mit 4 ml n-Hexan
dquilibriert und die Probe in 0.5 ml Chloroform aufgegeben. Die Elution der Tri-, Di-,
Monoglyceride und Cholesterol erfolgt mit 4 ml Chloroform/Propanol (2:1, v/v), die Elution
der freien Fettsduren mit 4 ml 2%iger Essigsdure in Diethylether und die Elution der Glyko-
und Phospholipide mit 4 ml Methanol. Alle Elutionen werden im Stickstoffstrom getrocknet
und bei 4°C aufbewahrt.

2.5.4. Diinnschichtchromatographie

Die Lipidfraktionen werden diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Hierzu werden High
Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)-Platten (10x20 cm, Kieselgel 60, Merck)
verwendet. Die Proben werden in CM (2:1, v/v) aufgenommen (etwa 6-8 ug/ul) und in 7 mm

breiten Spuren im Luftstrom eines Ventilators aufgetragen. Der Abstand zwischen den Spuren
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betrdgt 5 mm und an den Seiten 1.5 cm. Nach dem Auftragen wird die HPTLC-Platte 10
Minuten im Ventilator-Luftstrom getrocknet. Die Chromatographie der Platten erfolgt in
geschlossen Glastanks (35x25x12 cm, Desaga) bei 12°C. Das Laufmittel wird vorbereitet und
in den Glastank eingefiillt. Die HPTLC-Platte wird in den Gasraum gehéngt und der Gasraum
und die HPTLC-Platte mit dem Laufmittel dquilibriert. Beschleunigt wird die Aquilibrierung
durch einen Ventilator im Deckel des Gastankes. Nach 15 Minuten wird die HPTLC-Platte in
das Laufmittel abgesenkt und die Chromatographie gestartet. Nach etwa 50 Minuten und
einer Laufstrecke von 8 cm wird die Chromatographie beendet. Die HPTLC-Platte wird
herausgenommen und im Ventilator-Luftstrom getrochnet. Danach folgt die chemische oder
immunologische Analyse der aufgetrennten Lipidfraktionen. Die aufgetrennten Fraktionen

werden nachfolgend als Bolip (Borrelienlipid) bezeichnet.

2.5.4.1 Eindimensionale Diinnschichtchromatographie

Da die Zusammensetzung der Borrelienlipide unbekannt war, wurden folgende Laufmittel
getestet, um die beste Auftrennung der Fraktionen zu erzielen:

a) Chloroform/Methanol/Wasser (CMW, 65:35:5, v/v/v)

b) Diisobutylketon/Essigsdure/Wasser (DEW, 40:25:5, v/v/v)

¢) Chloroform/Methanol/Essigsdure/Wasser (CMEW, 25:15:4:2, v/v/v/v)

d) Chloroform/Methanol/Aceton/Essigsdure/Wasser (CMAEW, 65:10:20:10:3, v/v/v/v/v)

2.5.4.2 Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie

Die zweidimensionale Diinnschichtchromatographie wird eingesetzt, um Glyko- und
Phospholipide aufzutrennen. Hierzu wird auf 10x10 cm HPTLC-Platten mit CMW (65:15:2,
v/v/v) eindimensional chromatographiert und die Platte gut im Ventilator-Luftstrom
getrochnet. Danach wird die HPTLC-Platte um 90° gedreht und mit CMAEW (65:10:20:10:3,

v/v/vlvlv) chromatographiert.

2.5.5. Chemische Fiarbungsmethoden
a) Jodfirbung

Mit der Jod-Féarbung lassen sich Lipide unspezifisch und zerstorungsfrei detektieren. Hierzu
stellt man die HPTLC-Platte fiir 5-10 Minuten in einen Glastank mit geséttigter Jod-
Atmosphore, die Lipidbanden zeigen dabei eine deutliche reversible Gelbfirbung. Nach
Detektion bzw. Dokumentation der Banden 148t sich das Jod unter einem Ventilator-

Luftstrom wieder entfernen.
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a) Orcinol/H,SO4-Féiarbung

Mit Orcinol lassen sich Kohlenhydratstrukturen anhand ihrer blauvioletten Firbung gut
darstellen. Hierzu werden die trockenen HPTLC-Platten mit einer Losung von Orcinol
(Sigma) in 2 M Schwefelsdure (0.2 g Orcinol/100 ml 2 M H,SO,) eingespriitht. Danach
werden die HPTLC-Platten fiir 10-15 Minuten bei 110°C entwickelt. Durch die Férbung

werden die Lipide zerstort.

b) Ninhydrin-Firbung

Mit dem Ninhydrin-Reagenz lassen sich priméire Aminogruppen durch eine rotviolette
Farbung detektieren. Das Farbreagenz besteht aus 3%iger Losung von Ninhydrin (Merck) in
n-Butanol (Roth), welches 3% Essigsdure (Merck) enthilt. Die HPTLC-Platte wird intensiv
mit dem Reagenz bespriiht und zur Detektion bei 110°C entwickelt. Die Firbung ist nur kurz
haltbar.

c) Phosphat-Firbung

Mit der Phosphat-Farbung nach Dittmer und Lester [71] 148t sich organisch gebundenes
Phosphat durch eine Blaufirbung darstellen. Hierzu werden zwei Stammldsungen hergestellt.
Losung A erhélt man durch Losen von 2 g MoOs (Sigma) in 50 ml 25 N H,SO4 und Lésung B
durch Losen von 0.178 g Mo (Sigma) in Losung A. Die Sprithreagenz erhélt man durch
Mischen der beiden Loésungen und Hinzugabe von 100 ml Aqua dest.. Die HPTLC-Platten
werden eingespritht und bei Raumtemperatur getrocknet. Die phosphathaltigen Banden

erscheinen blau. Die Firbung ist begrenzt haltbar.

d) Ammoniumsulfat-Veraschung

Mit diesem Verfahren kann man die Lipidbanden quantifizieren. Die Lipide werden mit 20%
Ammoniumsulfat (NH4),SOs behandelt und durch Erhitzung auf 200°C fiir 30 Minuten
verascht. Nach der Veraschung werden die relativen Lipidanteile densitometrisch bestimmt.

Die Veraschung ist irreversibel und zerstort die Lipide.

2.5.6. Immunologische Firbung

Analog zum Western-Blotting konnen Immunfirbungen auch direkt auf der HPTLC-Platte
durchgefiihrt werden [72]. Hierzu werden die Lipide auf der HPTLC-Platte nach der
Chromatographie gut im Ventilator-Luftstrom getrocknet und anschliefend eine Minute mit
0.5%iger Polymethylacrylat-Losung in n-Hexan (Rohmé&Haas) fixiert. Die HPTLC-Platte
wird bei Raumtemperatur getrocknet und 1 Stunde mit Blot-Blockierungspuffer (s.2.2.2.1.e)
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bei 4°C inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem Blockieren wird die
HPTLC-Platte 2 Stunden mit Patientenserum (verdiinnt 1:100 in Blot-Blockierungspuffer) bei
4°C inkubiert. Nicht gebundene Antikorper werden durch zehnmaliges Waschen mit je 5 ml
PBS, pH 7.2 (s. 2.1.2.1.) entfernt. Danach erfolgt die Inkubation mit dem Peroxidase-
markierten Kaninchen Anti-Human IgG Antikorper (s. 2.2.2.1.j., verdiinnt 1:1000 in Blot-
Blockierungspuffer) fiir 2 Stunden bei 4°C. Die HPTLC-Platte wird erneut 10 mal mit je 5 ml
PBS gewaschen, um nicht gebundene Zweit-Antikoper zu eliminieren. AnschlieBend erfolgt
die Darstellung der Banden mit der Entwickler-Losung (Substrat, s.2.2.2.1.1.) bei
Raumtemperatur und Dunkelheit. Die Farbung dauert 10-20 Minuten und wird durch
Waschen mit PBS gestoppt. Die Platte wird getrocknet, dokumentiert und bei —20°C

aufbewabhrt.

2.5.7 SDS-PAGE und Western-Blotting der Lipide
2.5.7.1. SDS-PAGE und Western-Blotting der extrahierten Lipide

Zur Untersuchung des immunologischen Verhaltens der Lipide nach Extraktion wird eine
SDS-PAGE und ein Western-Blotting mit dem Gesamtlipid als Antigen durchgefiihrt. Hierzu
wird nach Extraktion der Gesamtlipide nach Bligh & Dyer (s. 2.5.1.2.) die hydrophile
(Proteine) und die lipophile Phase (Lipide) im Stickstoff-Strom getrocknet, das
Trockengewicht der jeweiligen Phase bestimmt und die Trockensubstanzen mit der
reduzierenden SDS-Losung (s. 2.2.1.1.) solubilisiert. Die solubilisierten Substanzen werden
auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die SDS-PAGE wie beschrieben durchgefiihrt (s.
2.2.2.2.). Nach der SDS-PAGE wird wie beschrieben ein Western-Blotting durchgefiihrt (s.
2.2.3.2.), als Kontroll-Serum wird Serum von Patienten mit Borreliose Stadium II eingesetzt
(s. 2.4.). Der Western-Blot der hydrophilen Phase diirfte nur die Protein-Antigene von B.
burgdorferi B31 anzeigen, wiahrend der Western-Blot der lipophilen Phase nur die Lipid-
Antigene (< 10 kD) anzeigen diirfte.

2.5.7.2. SDS-PAGE und Western-Blotting der chromatographierten Lipid-Fraktionen

Zur Feststellung des immunologischen Verhaltens der einzelnen Lipidfraktionen wird nach
chromatographischer Auftrennung eine SDS-PAGE und ein Western-Blotting mit den
einzelnen Lipidfraktionen als Antigen durchgefiihrt.

Nach einer priperativen Diinnschicht-Chromatographie der Gesamtlipide (s. 2.5.4.) werden
die individuellen Lipidbanden mit der reversibelen Jodfirbung dargestellt (s. 2.5.5.) und mit
einem Skalpell auf der HPTLC-Platte markiert. Nach Entfernung des Jodes im Ventilator-
Luftstrom werden die markierten Kieselgel-Areale von der Platte gekratzt und die Lipide mit

CM (2:1, v/v) aus dem Kieselgel eluiert. Das Eluat wird im Stickstoff-Strom getrocknet und



Material und Methoden 38

das Trockengewicht bestimmt. Die Trockensubstanz wird mit der reduzierenden SDS-Ldsung
(s. 2.2.1.1.) solubilisiert und auf ein Polyacrylamid-Gel mit Slots aufgetragen. Hierzu wird
eine Gelkammer aus zwei Glasplatten (Desaga) zusammemgebaut und mit Aqua dest. auf
Dichtigkeit tiberpriift (s. 2.2.2.2.). Danach wird das 12.5%ige Trenngel in die Gelkammer bis
2.5 cm unterhalb des oberen Plattenrandes gefiillt und mit 500 ul Aqua dest. iiberschichtet.
Nach 40 Minuten Polymerisation wird das Aqua dest. verworfen und das 5%ige Sammmelgel
bis zum Plattenrand eingefiillt. Ein vorbereiteter Elektrophoresekamm mit 10 Slots (Grof3e der
Slots: 0.7x1.5 cm; Volumen pro Slots: 200 pl) wird in das noch fliissige Sammelgel gehéngt,
um 10 separate Offnungen im Sammelgel herzustellen. Nach etwa 4 Stunden ist das
Sammelgel polymerisiert und der Elektrophoresekamm kann vorsichtig aus dem Sammelgel
herausgezogen werden. Die Elektrophoresekammer wird mit Anodenpuffer gefiillt und die
Gelkammer in die Elektrophoresekammer eingehingt. Der Kathodenpuffer wird in das
Oberteil der Elektrophoresekammer eingefiillt und 100 pl der einzelnen solubilisierten
Lipidfraktionen in jeweils ein Slot der Gelkammer pipettiert. Danach wird die
Elektrophoresekammer an die Stromquelle angeschlossen und die Elektrophorese gestartet.
Die SDS-PAGE wird standardméBig durchgefiihrt (s. 2.2.2.2.). Nach der SDS-PAGE wird
wie beschrieben ein Western-Blotting durchgefiihrt (s. 2.2.3.2.), als Kontroll-Serum wird

wieder Serum von Patienten mit Borreliose Stadium II eingesetzt (s. 2.4.).

2.5.8. Bestimmung der relativen Lipidanteile

Um die relativen Lipidanteile bestimmen zu konnen, wurden die aufgetrennten Lipide auf der
chromatographierten HPTLC-Platte mit 20%iger Ammoniumsulfat-Losung bespritht und 30
Minuten lang bei 200°C verascht. Dabei entpricht der Grad der Veraschung dem Lipidanteil
der Bande. Nach der Veraschung wird die HPTLC-Platte in ein HPTLC-Platten Scanner
(Camag, Muttenz, Schweiz) gelegt und die Absorption der individuellen Lipidbanden bei 450

nm densitometrisch gemessen.

2.5.9. Diinnschichtchromatographie der Lipidbande nach Extraktion aus dem

Polyacrylamid-Gel

Um das chromatographische Verhalten der Lipidbande aus dem Polyacrylamid-Gel (s.
2.2.2.ff) untersuchen zu konnen und mit dem chromatographischen Verhalten der extrahierten
Lipide (s. 2.5.1.ff) vergleichen zu konnen, wird die Lipidbande an der Lauffront des
Bromphenolblau (< 10 kD) aus dem Gel excisiert und die Lipide mit CM (2:1, v/v) aus dem
Gel eluiert. Das Eluat wird im Stickstoff-Strom getrocknet, das Trockengewicht bestimmt und
die Trockensubstanz in CM (2:1, v/v; etwa 6-8 ul/ml) aufgenommen. Diese Probe wird auf

eine HPTLC-Platte im Ventilator-Luftstrom aufgetragen und wie beschrieben mit CMAEW
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(65:10:20:10:3, v/v/v/vlv) als Laufmittel chromatographiert (s. 2.5.4.1.). Nach der
Auftrennung wird das chemische Verhalten der Lipidfraktionen tiberpriift und dokumentiert
(s.2.5.5.).

2.6. Strukturanalyse der Glykolipide

Die gesamte Strukturanalytik der Kohlenhydrate der Lipide von B. burgdorferi B31 wurde in
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Geyer, unter Anleitung von Herrn Dr. Giinter Lochnit, im

Biochemischen Institut der Justus-Liebig-Universitit zu Giessen durchgefiihrt.

2.6.1. Bausteinanalyse der Kohlenhydrate

Die Analyse der Kohlenhydratstrukturen im Gesamtlipid von B. burgdorferi erfolgt analog zu
den Methlierungsanalysen (s. 2.6.2.). Dabei wird das Gesamtlipid zunichst hydrolysiert,
reduziert und peracetyliert. Die erhaltenen Alditol-Acetate werden durch Gaschromatographie
analysiert. Die Trennung erfolgt dabei in einer Quarz-Kapillarsdule mit chemisch gebundener
Phase (DB-1 Séule, 0.25 mm ID, 60 m). Fiir die Detektion der Kohlenhydrate wird ein
Flammenionisationsdetektors eingesetzt. Die Identifizierung der Kohlenhydrate erfolgt

anhand der Retentionszeiten der Alditol-Acetate [73].

2.6.2. Methylierungsanalyse

Methylierungsanalysen liefern Informationen iiber die Substitution der einzelnen
Zuckerkomponenten eines Oligosaccharids. Hierzu werden die Hydroxylgruppen der
Oligosaccharide in Methoxylgruppen iiberfiihrt und Acetamido-Reste ggf. n-methyliert. Nach
Hydrolyse, Reduktion und Peracetylierung fallen dann partiell methylierte Alditol-Acetate an,
die  O-Acetylgruppen tragen. Diese Produkte konnen dann durch Kapillar-
Gaschromatographie unter Verwendung von Séulen unterschiedlicher Polaritdt anhand ihrer
Retentionszeiten  identifiziert  werden. Die  Detektion  erfolgt dann  durch

Massenfragmentographie nach chemischer Ionisation mit Ammoniak [73, 74, 75].

2.6.2.1. Permethylierung

Die extrahierten Glykolipide werden in Mikroreaktionsgefd3e (300 ul, Zinser) iiberfiihrt und
lyophilisiert. Durch ein Septum wird zu den verschlossenen Proben wasserfreies
Dimethylsulfoxid (Merck) gegeben und die Proben darin 90 Minuten im Ultraschallbad bei
Raumtemperatur gelost. Nach Zugabe von 50 pl Lithium-Dimethylsulfinylat-Losung (2 M
Butyllithium in Dimethylsulfoxid) und 90 Minuten Inkubation im Ultraschallbad bei
Raumtemperatur werden die Proben auf —20°C abgekiihlt. Die Permethylierung erfolgt durch
Zugabe von 50 ul frisch destilliertem Methyljodid und 90 Minuten Inkubation bei



Material und Methoden 40

Raumtemperatur im Ultraschallbad [73-75, 100]. Danach werden die Proben mit 150 ul Aqua
dest. versetzt und auf Chromabond C18ec-Siulen aufgegeben (s. 2.5.2.), welche zuvor mit 5
ml Aqua dest., 5 ml Acetonitril, 5 ml Methanol und erneut 10 ml Aqua dest. dquilibriert
worden war. Anschlieend werden die Sdulen mit 5 ml Aqua dest., 2 ml 15% Acetonitril, 2
ml 30% Acetonitril, 2 ml 100% Acetonitril und je 2 ml Chloroform und Methanol gespiilt,
wobei die Glykolipide mit Chloroform und Methanol eluierten. Die Proben werden in der

Vakuumzentrifuge getrocknet.

2.6.2.2. Hydrolyse, Reduktion und Acetylierung

Um die Methylzucker freizusetzen, werden die permethylierten Oligosaccharide durch
Zugabe von 500 ul 0.25 M Schwefelsdure in 85%iger Essigsdure (beide Merck) 16 Stunden
bei 80°C hydrolysiert. Die Ansitze werden mit 550 pl 0.5 M Natronlauge (Merck) versetzt, in
einer Vakuumzentrifuge bei 20°C getrocknet und zur Entfernung der restlichen Essigsidure
noch zweimal in 500 pl Aqua dest. aufgenommen und wieder eingedampft. Die so
freigesetzten Methylzucker werden mit NaBH-Losung (Natriumborhydrid) reduziert. Hierzu
werden die Proben in 500 pl NaBHs-Losung (300 mM) geldst und iiber Nacht bei
Raumtemperatur belassen. Nach Zugabe von 150 ul 1 M Essigsdure werden die die Ansitze
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Entfernung der Borsdure werden die Proben 3 mal
jeweils in 2 ml Methanol (mit 1% Essigsdure) aufgenommen und im Stickstoff-Strom
getrocknet. Danach werden die Proben mit 400 pl Acetanhydrid und 400 pl Pyridin versetzt,
iber Nacht bei Raumtemperatur belassen, und anschlieBend im Stickstoff-Strom getrocknet.
Die partiell methylierten Alditolacetate werden in 4 ml Dichlormethan aufgenommen und
viermal mit 1 ml Aqua dest. gewaschen, wobei die wisrige Phase jeweils verworfen wird.

Die organische Phase wird im Stickstoff-Strom getrocknet und in 50 pl Dichlormethan

aufgenommen.

2.6.2.3. Kombinierte Gaschromatographie/Massenfragmentographie (GC/MS)

Zur Identifizierung der Methylzuckerderivate werden die partiell methylierten Alditolacetate
durch kombinierte Gaschromatographie/Massenfragmentographie (GC/MS) nach chemischer
Ionisation mit Ammoniak anhand ihrer Pseudomolekiilionen ([M+NH4]" und [M+H]")
nachgewiesen und quantifiziert. Die Identifizierung erfolgt mit Hilfe von Standards anhand
ihrer Retentionszeiten. Als GC/MS-Gerit wird das Modell 4021 der Firma Finnigan MAT
benutzt. Die Trennungen erfolgen unter Verwendung von Quarz-Kapillarsdulen mit chemisch
gebundenen Phasen (DB1: 60 m, DB210: 30 m; ICT). Als Trigergas wurde Helium mit einem
Druck von 30 kPa eingesetzt. Die Verdampfung erfolgt bei 260°C, wobei die
Temperaturgradienten wie folgt sind: DB1: 1.2°C/min steigend von 130-200°C und dann
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5°C/min steigend bis 250°C; DB210: 1.5°C/min steigend von 130-250°C. Die

Pseudomolekiilionen werden durch Einzelionenmessung erfaft.

2.6.3. Fliissigkeits-Sekundirionen-Massenspektrometrie (LSIMS)

Bei der Liquid-Secondary-lon-Mass-Spectrometry (LSIMS) werden Ionen aus der Gasphase
ohne vorherige thermische Verdampfung der Probe erzeugt. Zunichst wird ein beschleunigter
Strahl von Ionen auf eine die Probe enthaltende viskdose Matrix gerichtet. Dabei werden durch
die Kollision Molekiile der Matrix und der Probe in das Hochvakuum der lonenquelle
tiberfithrt und ein Teil dieser Molekiile ionisiert. Abhédngig von der chemischen
Zusammensetzung der Probe und der Matrix entstehen Pseudomolekiilionen des Typs:
[M+H]", [M+Kation]", [M-H]" und [M+Anion] . Die entstehenden Spektren zeigen dabei
pseudomolekulare Ionen von Matrix und Probe und auch ein chemisches Rauschen. Die
Hintergrundionen werden sowohl von Matrix als auch von Probe geliefert. Um die
Interpretation der Spektren zu erleichtern und die Empfindlichkeit zu erhthen, werden die
Proben im derivatisierten Zustand untersucht (z.B. Permethylierung von Glykolipiden).
Permethylierte Proben fragmentieren sehr selektiv und limitiert und liefern somit Ionen, die
leicht zugeordnet werden konnen, bei nur geringer Zunahme der Molekiilmasse.

Die Messungen werden an einem doppelfokussierenden Hochfeld-Massenspektrometer MAT
900 (Finnigan MAT) durchgefiihrt. Die nativen Phospholipide werden auf eine Matrix aus
Triethanolamin (Merck) pipettiert und in das Hochvakuum der Ionenquelle iiberfiihrt. Die
Ionisierung erfolgt dabei durch einen mit 23kV beschleunigten Cisiumionen-Strahl, bei
einem Emmissionstrom von 2 bis 3 pA und einer Beschleunigungsspannung von 5kV fiir
Sekundérionen. Fiir den Nachweis der lIonen wird ein Sekundirionen-Vervielfacher
eingesetzt. Das Magnetfeld wird so gesteuert, dal die Registrierung der Ionen mit einem
exponentiellen Zeitverlauf (30 s/Dekade) oder einem linearen Zeitverlauf (30 s/1000
Masseneinheiten) beziiglich Masse/Zeit (m/z) erfolgt. Die Spektren der nativen Phospholipide

werden im ,,positive-ion-mode* ((M+H]" bzw. [M+H+Na]") aufgenommen.

2.6.4. Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF)

Mit der ,,Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight“ (MALDI-TOF)
Massenspektrometrie kann man Lipide in geringsten Mengen untersuchen. Hierzu ist eine
Derivatisierung der Proben nicht erforderlich, auch eine Mischung von Lipiden 148t sich
miihelos untersuchen. Anhand der Spektren der Pseudomolekiilionen [M+H]*, [M+Na]* und

[M+K]" kann RiickschluB iiber die Molekiilzusammensetzung gezogen werden.
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Die Messungen werden an einem Vision 2000 (Finnigan MAT) im Linear- und
Reflektorbetrieb durchgefiihrt. Die Ionen entstehen durch Beschu3 mit einem Stickstofflaser
der Wellenlidnge 337 nm, wobei als Matrix Dihydroxybenzoesidure (DHB, 10 g/l in 0.1%iger
wissriger Triflouressigsdure; Sigma) verwendet wird. Zunidchst wird 1 pul Matrix vorgelegt
und die Glykolipide in 0.5 ul CMW (10:10:1, v/v/v) zugegeben. Nach Trocknen im kalten
Luftstrom wird erneut 1 pul Matrixlosung aufgetragen und getrocknet. Die Massenkalibrierung
erfolgt anhand der [M+H]*-Ionen von Angiotensin (1296.7 Da, Sigma) und DHB (155 Da,

Sigma). Es werden sowohl Einzelspektren als auch Summenspektren aufgenommen.

2.6.5. Bestimmung der anomeren Konfiguration der Glykolipide

Um die anomere Konfiguration des Kohlenhydratanteils des Glykolipids zu bestimmen (ot
oder [ gebunden), werden die Glykolipide zundchst peracetyliert (s. 2.6.5.1.) und
anschlieBend mit Chromtrioxid oxidiert und somit zerstort. Bei der anschlieBenden
Bausteinanalyse kann dann anhand der GC/MS eine Veridnderung des Kohlenhydrates
nachgewiesen werden. Bei o-gebundenen Kohlenhydraten findet durch die Chromtrioxid-
Oxidation kaum eine Zerstorung statt, wihrend bei einer B-Verkniipfung der Zucker oxidiert

wird und dies in der Bausteinanalyse festgestellt werden kann (s. 2.6.1.).

2.6.5.1. Peracetylierung

Die getrockneten Glykolipide werden mit 0.5 ml Essigsidure/Trifluoressigsdureanhydrid (1:2,
v/v) aufgenommen und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert [76]. Nach dem Trocknen
im Stickstoff-Strom werden die Proben in 3 ml Chloroform aufgenommen und die organische
Phase dreimal mit je 2 ml Aqua dest. gewaschen. Die peracetylierten Glykolipide werden im

Stickstoff-Strom getrocknet.

2.6.5.2. Chromtrioxid-Oxidation

Die peracetylierten Proben werden in 100 pl Eisessig (Merck) aufgenommen, mit 10 mg
Chromtrioxid (Merck) versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von je 300
ul Aqua dest. und Chloroform, wird die organische Phase dreimal mit je 300 ul Aqua dest.
gewaschen und 1im Stickstoff-Strom getrocknet [77]. AnschlieBend erfolgt eine
Bausteinanalyse mit nachfolgender GC/MS (2.6.1.ff).

2.6.6. Perjodat-Oxidation

Bei der Perjodat-Oxidation wird der Kohlenhydratanteil der Glykolipide oxidiert und kann bei

einer nachfolgenden immunologischen Firbung nicht mehr von spezifischen Antikdrpern
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nachgewiesen werden. Die Perjodat-Oxidation wird auf HPTLC-Platten durchgefiihrt. Hierzu
werden die Lipide von B. burgdorferi B31 zundchst diinnschichtchromatographisch
aufgetrennt (s. 2.5.4.) und die HPTLC-Platte mit 0.5%iger Polymethylacrylat-Losung in n-
Hexan (Rohmé&Haas) fixiert. Nach Trocknen im kalten Luftstrom wird die Platte 10 Minuten
mit 100 mM Natriumacetat (Merck) pH 5.5 inkubiert. Die Perjodat-Oxidation erfolgt dann
mit 20 mM Natriummetaperjodat (Merck) in 100 mM Natriumacetat pH 5.5 fiir eine Stunde
bei 37°C im Dunkeln. Die Oxidation wird gestoppt durch dreimaliges Waschen der Platte mit
Natriumacetat-Losung. AnschlieBend wird die HPTLC-Platte wie beschrieben immunologisch
gefirbt (s. 2.5.6.). Vorausgesetzt die Antikorper gegen die Glykolipide binden spezifisch an
die Galaktose, diirfte nach der Zerstdrung der Galaktose durch die Perjodat-Oxidation keine
spezifische Antikorperbindung an die Galaktose mehr stattfinden. Die immunologische

Farbung miisste negativ ausfallen.

2.6.7. Fettsdure-Analyse

Um Fettsdure-Gemische gaschromatographisch trennen zu koénnen, muf3 zunichst eine
Derivatisierung der Carboxyl-Gruppe erfolgen. Dies geschieht durch Bildung von
Fettsdauremethylestern. Die anschlieBende Strukturanalyse der Fettsdure-Derivate erfolgt
mittels kombinierter Gaschromatographie/Massenspektrometrie. Strukturelle Informationen
erhidlt man aus Spektren nach Elektronenstoionisierung (EI), die Ionisierung erfolgt dabei
durch einen Elektronenstrahl, wobei die Beschleunigungsenergie der Elektronen etwa 70 eV
betrigt. Durch die Ionisierung entstehen Molekiilionen [M]* und charakteristische
Fragmentionen, die wichtige strukturelle Informationen liefern. Bei der Fettsdure-Analyse
steht neben der Ermittlung von Molekiilmassen auch die Lokalisation der Doppelbindungen,

Hydroxyl- und Methylgruppen im Mittelpunkt.

2.6.7.1. Hydrolyse der Glykolipide nach Gaver und Sweeley

Die Hydrolyse dient der Freisetzung der Fettsduren aus den Glykolipiden. Hierzu wird eine
Glykolipid-Probe 16 Stunden in 0.5 ml frisch angesetzter Hydrolyse-Losung (1 M HCI in
Methanol, 10 M Aqua dest.) bei 100°C inkubiert [78]. Nach Beendigung der sauren
Hydrolyse lassen sich die freigesetzten Fettsduren durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml n-

Hexan (Merck) extrahieren und im Stickstoff-Strom trocknen.

2.6.7.2. Herstellung von Methylestern

Die getrockneten Fettsduren werden mit 100 pul BFs/Methanol Reagenz (Sigma) versetzt und
60 Minuten bei 60°C inkubiert.
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2.6.7.3. Acetylierung von Hydroxyfettsduremethylestern

Zur Acetylierung werden die Hydroxyfettsdauremethylester 16 Stunden mit 600 pl
Pyridin/Essigsdureanhydrid (1:1, v/v) bei 25°C inkubiert und im Stickstoff-Strom getrocknet.

2.6.7.4. GC/MS der Fettsauremethylester

Die Fettsduremethylester lassen sich mit der kombinierten Gaschromatographie /Massen-
fragmentographie (GC/MS) nach chemischer Ionisation mit Ammoniak anhand ihrer
Pseudomolekiilionen [M+NH4]" nachweisen und quantifizieren. Die Identifizierung erfolgt
dabei anhand der Retentionszeiten von Standards. Als GC/MS-Gerit wird das Modell 4021
der Firma Finnigan MAT verwendet. Die Trennungen erfolgen an einer Quarz-Kapillarsédule
mit chemisch gebundener Phase (OV-1701, 0.25 mm, 60 m; ICT). Die Temperatur der
Kapillar-Sidule wird von 80°C bis 320°C erhoht und 10 Minuten bei 320°C gehalten. Der
Temperaturgradient betrdgt 7°C/min. Die lonisierung erfolgt bei einem NH3-Quellendruck
von 33 Pa [75].

2.7. Dot-Blot-Analyse der B. burgdorferi B31-Phospholipide

In der Diagnostik der Syphilis dient der ,,Veneral Disease Research Laboratory*“-Test
(VDRL) der Verlaufskontrolle nach antibiotischer Therapie [209-213]. Als Antigen dient
dabei Cardiolipin, welches mit Cholesterin und Phosphatidylcholin complexiert eine stirkere
Antigenitit zeigt als uncomplexiertes Cardiolipin. Analog zum VDRL-Test soll gepriift
werden, ob eine Komplexierung der Borrelien-Phospholipide mit Cholesterin und
Phosphatidylcholin eine Verstiarkung der Antigenitit zeigt. Hierzu werden die Phospholipide
von B. burgdorferi B31 nach der Trennung mittels Diinnschichtchromatographie (s. 2.5.4.)
von der HPTLC-Platte gekratzt und mit CM (2:1, v/v) eluiert. Nach dem Trocknen im
Stickstoff-Strom werden die Phospholipide in Ethanol aufgenommen. Zusitzlich werden

folgende Losungen in Ethanol hergestellt:

a) 0.09% Cholesterin (Sigma)

b) 0.021% Phosphatidylcholin (Sigma)

¢) B. burgdorferi B31-Gesamtlipid

d) 0.003% Cardiolipin (Sigma)

e) 0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin

f) 0.003% Phospholipid Bolip2

g) 0.003% Phospholipid Bolip3

h) 0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3

1) 0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip2



Material und Methoden 45

1) 0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip3
k) 0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3
1) 0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Cardiolipin

Fiir die Herstellung der Komplexe werden ethanolisches Cholesterin und Phosphatidylcholin
zusammengemischt und die ethanolischen Borrelienphoslipide bzw. Cardiolipin vorsichtig in
diese Losung injiziert. Danach wird das Gemisch aus Cholesterin, Phosphatidylcholin und
Phospholipiden in einem Rotationsverdampfer abrotiert und erneut in einer definierten Menge
Ethanol aufgenommen. Fiir die Dot-Blot-Analyse werden auf einem Immobilon-Streifen
jeweils 1 ul der dieser Losungen pipettiert und im kalten Luftstrom getrocknet. Danach wird
der Streifen zwei Stunden mit Blot-Blockierungspuffer (10%iges fetales Kilberserum in 0.1
M EDTA, pH 7.5, s.2.2.2.1.e) bei 4°C inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren.
Nach dem Blockieren wird der Immobilon-Streifen 2 Stunden mit Patientenserum (verdiinnt
1:100 in Blot-Blockierungspuffer ) bei 4°C inkubiert. Nicht gebundene Antikorper werden
durch fiinfmaliges Waschen mit je 5 ml PBS, pH 7.2 (s. 2.1.2.1.) entfernt. Danach erfolgt die
Inkubation mit dem Peroxidase-markierten Kaninchen Anti-Human IgG Antikorper (s.
2.2.2.1j., verdiinnt 1:1000 in Blot-Blockierungspuffer) fiir 2 Stunden bei 4°C. Nach der
Inkubation mit dem Zweit-Antikorper wird erneut 5 mal mit je 5 ml PBS gewaschen, um
nicht gebundene Zweit-Antikoper zu eliminieren. AnschlieBend erfolgt die Farbung mit der
Entwickler-Losung (Substrat, s.2.2.2.1.1.) bei Raumtemperatur und Dunkelheit. Die Farbung
dauert 10-20 Minuten und wird durch Waschen mit PBS gestoppt.
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3. Ergebnisse

Die B. burgdorferi Proben wurden nach folgendem Schema analysiert (Abbildung 14):

Borrelienernte

Extraktion

Entsalzung durch RP-18-Chromatographie

Lipide

Amino-Propyl-Chromatographie

— > Neutralfette
Glykolipide
Phospholipide

Préaperative HPTLC

Extraktion aus HPTLC-Material

Chemische und immunologische Charakterisierung
MALDI-TOEF-MS, LSIMS
Baustein- und Methylierungsanalyse
Fettsdureanalyse

Abb.14 Vorgehensweise bei der Analyse der Borrelienlipide

3.1. Nachweis der Antigene von B. burgdorferi mittels SDS-PAGE und Immunoblotting

Nach der Kultivierung und Ernte von B. burgdorferi B31, wurde die Bakteriensuspension
lyophilisiert und das Trockengewicht bestimmt (s. 2.1.2.1.). Die Antigene von B. burgdorferi
B31 wurden mittels SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt (s. 2.2.2.2.), auf eine
Membran iibertragen (s.2.2.3.2.) und mit Proteinfarbstoffen geféarbt (2.2.3.3.). Anschlieend
erfolgte ein Immunoblotting mit Patientenserum (s. 2.2.3.4.).

Zur Darstellung der erfolgreichen Auftrennung in der SDS-PAGE wurde ein Gelstiick mit

Coomassie-Blau gefidrbt. Mit Coomassie-Blau lieen sich die proteinhaltigen Partialantigene
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von B. burgdorferi darstellen. Nach dem Transfer der Antigene auf eine Immobilonmembran,
wurde ein Blotstreifen mit Amidoschwarz gefirbt. Dabei lieBen sich erneut die
Proteinantigene darstellen. Im anschlieBenden Immunoblotting mit Serum von Patienten mit
Lyme-Borreliose Stadium II (s. 2.4.) reagierten die Antikorper des Patienten mit einer
Vielzahl von B. burgdorferi-Partialantigenen, vor allem mit den Proteinbanden, aber auch mit
einer Bande bei < 10 kDa. Die gebundenen humanen Antikérper wurden durch die
Verwendung eines peroxidase-markierten Antihuman-IgG-Immunglobulins sichtbar gemacht.
Die Bande bei < 10 kDa lief oberhalb der Lauffront des Bromphenolblau und konnte nicht mit
den Proteinfarbstoffen Coomassie-Blau und Amidoschwarz gefirbt werden (Abb. 15).
Darstellbar war diese Bande nur im Immunoblot nach Inkubation mit Seren von Lyme-
Borreliose Patienten. Anscheinend handelte es sich bei dieser Bande nicht um Proteinantigen,
sondern um ein Lipidantigen. Dies belegte auch die Chloroform-Loslichkeit dieser Bande.
Wurden die Blotstreifen nach dem Transfer (Blotting) mit Chloroform/Methanol (1:1, v/v)
behandelt, war im anschlieBenden Immunoblotting die Lipidbande nicht mehr darstellbar,
obwohl die Proteinbanden noch vorhanden waren (Abb. 15). Dieses Ergebnis sprach fiir ein
Lipid und erhértete den Verdacht, da3 es sich bei der Bande um ein Lipidantigen handelt. Die

Isolierung und Charakterisierung dieses Lipdantigens ist Hauptbestandteil dieser Studie.

T
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Abb. 15 Darstellung der Lipidbande im Blot

Westernblot nach SDS-PAGE mit B. burgdorferi-Lysat als Antigen

a = Amidoschwarz b =IgG-Blot vom Patienten mit Borreliose Stadium II vor Methanolbehandlung

¢ = Gleicher Blot nach Methanolbehandlung; Proteinbanden sind noch vorhanden, Lipidbande ist verschwunden
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3.2. Isolierung der Lipide von B. burgdorferi

Nach der Kultivierung und Ernte von B. burgdorferi B31 wurde die Bakteriensuspension
lyophilisiert und das Trockengewicht bestimmt (s. 2.1.2.1.). Die Lipide wurden extrahiert
nach einer modifizierten Methode nach Bligh&Dyer (s. 2.5.1.2.) [64]. Nach der Extraktion
erhdlt man eine biphasische Losung mit einer oberen hydrophilen Methanol-Wasser-Phase
(MP) und einer unteren lipophilen Chloroform-Phase (CP). Beide Phasen wurden vorsichtig
abpipettiert, im Rotationsverdampfer abrotiert und das Trockengewicht bestimmt. Die
extrahierten Lipide der Chloroform-Phase betrugen etwa 25 — 30% des gesamten
Zelltrockengewichtes der Borrelien. Das ist ein hoher Lipidanteil im Vergleich zu anderen

gramnegativen Bakterien.

3.3. SDS-PAGE und Immunoblotting der extrahierten Lipide

Zur Untersuchung des immunologischen Verhaltens der Lipide nach Extraktion (s. 2.5.1.2.)
wurde nach Extraktion die hydrophile Methanol-Phase (Proteine) und die lipophile
Chloroform-Phase (Lipide) im Stickstoff-Strom getrocknet, das Trockengewicht der
jeweiligen Phase bestimmt und die Trockensubstanzen als Antigene in die SDS-PAGE
eingesetzt (s. 2.2.2.2.). Nach der SDS-PAGE wurde wie beschrieben ein Western-Blotting
durchgefiihrt (s. 2.2.3.2.), als Kontroll-Serum wurde Serum von Patienten mit Borreliose
Stadium II eingesetzt (s. 2.4.). Der Western-Blot der hydrophilen Methanol-Phase zeigte nur
die Protein-Antigene von B. burgdorferi B31, das Lipidantigen wurde nicht dargestellt. Der
Western-Blot der lipophilen Chloroform-Phase dagegen zeigte nur das Lipid-Antigene bei <
10 kDa, wihrend die Proteine nicht dargestellt wurden. Dieses Ergebnis verdeutlicht
einerseits die erfolgreiche und vollstindige Extraktion der Lipide aus der Borreliensuspension
und andererseits die unverindert vorhandene Immunogenitit des Lipidantigens auch nach
Chloroform-Methanol-Behandlung (Abb. 16).
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Abb. 16 Darstellung der Lipidbande im Blot nach erfolgreicher Lipidextraktion

Westernblot nach SDS-PAGE mit B.burgdorferi-Lysat als Antigen und Serum Borreliose 111
1= Methanol/Wasser-Phase 2= Chloroformphase

3.4. Diinnschichtchromatographie der Lipide

Vor der Diinnschichtchromatographie (s. 2.5.4.) wurden die Lipide mittels RP-
Chromatographie entsalzt und aufgereinigt (s. 2.5.2.). Die gereinigten Lipide wurden in
Linien auf die HPTLC-Platten aufgetragen und mit verschiedenen Laufmitteln
chromatographiert (s. 2.5.4.1.). Die beste Auftrennung der Lipide gelang mit
Chloroform/Methanol/Aceton/Essigsdure/Wasser (CMAEW, 65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) als
Laufmittel. Die Chromatographie mit diesem Laufmittel ergab 11 verschiedene Fraktionen,
die alle mit Jod anfidrbbar waren. Die 11 Fraktionen wurden als Bolip 1 — 11 (Borrelienlipid 1
— 11) bezeichnet. Nach der Chromatographie wurde die relative Laufstrecke (RF-Wert) der 11
verschiedenen Fraktionen bestimmt (Abb. 17, Tabelle 2).
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RF-Wert  Lipidbezeichnung Lipidfraktionen

Bolip
0.03 BOLIP 1 11
0.09 BOLIP 2 10
0.21 BOLIP 3 ’
0.30 BOLIP 4 g
0.43 BOLIP 5 2
0.48 BOLIP 6 4
0.55 BOLIP 7 3
0.61 BOLIP 8 5
0.71 BOLIP 9 1
0.80 BOLIP 10

Abb. 17 HPTLC der Borrelienlipide

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde auf

Tab. 2 Relative Laufstrecken (RF-Werte) HPTLC-Platten aufgetragen und mit CMAEW
(65:10:20:10:3, , v/v/v/vlv) entwickelt. Die
Detektion erfolgte mit Joddampf

0.89 BOLIP 11

der Lipidraktionen von B. burgdorferi

3.5. Chemische Firbung der Lipidfraktionen
a) Jod-Fiarbung
Zunichst wurde die chromatographierte HPTLC-Platte mit Jod gefirbt (s. 2.5.5.), dabei lieBen

sich 11 Banden darstellen. Die Jod-Firbung féarbt Lipide unspezisch und zerstdrungsfrei an.
Nach der Féarbung laBt sich das Jod wieder miihelos unter einem Ventilator-Luftstrom

entfernen und die HPTLC-Platte steht weiteren Fiarbungen zur Verfiigung.

b) Orcinol/H,SO4-Fiarbung

Mit Orcinol-Féarbung lassen sich Kohlenhydratstrukturen gut darstellen (s. 2.5.5.). Im Falle
der chromatographierten Borrelienlipide lieen sich von den 11 Fraktionen nur 2 mit Orcinol
darstellen, Bolip 7 und 8. Die restlichen Fraktionen zeigten keine Reaktion mit dem Orcinol,
sodal man behaupten kann, dal Bolip 7 und 8 die einzigen Glykolipide von B. burgdorferi

sind.
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¢) Ninhydrin-Firbung

Mit dem Ninhydrin-Reagenz lassen sich primidre Aminogruppen detektieren (s. 2.5.5.). Die
Ninhydrin-Firbung zeigte keine Reaktionen mit den Lipidfraktionen (Abb. 18). Somit kann
man die Anwesenheit von freien Aminogruppen bei den 11 Lipidfraktionen von B.

burgdorferi ausschlieen.

d) Phosphat-Firbung

Mit der Phosphat-Firbung nach Dittmer und Lester [71] lassen sich Phosphatgruppen
darstellen (s. 2.5.5.). Von den aufgetrennten Borrelienlipiden lieBen sich nur 2 Fraktionen mit
dem Phosphat-Reagenz darstellen, Fraktion Bolip 2 und 3 (Abb. 18). Somit besitzt B.
burgdorferi auBBer 2 Glykolipiden, Bolip 7 und 8, zusitzlich noch 2 Phospholipide, Bolip 2
und 3.

e) Ammoniumsulfat-Veraschung
Mit dieser Methode lassen sich alle Lipidbanden darstellen. Sie werden fiir die anschlieBende
Quantifizierung verascht. Nach der Veraschung werden die relativen Lipidanteile

densitometrisch bestimmt.

Lipidfraktionen
Bolip
11

10

9

N O\ 3 o0

Abb. 18 Chemische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde auf HPTLC-Platten aufgetragen und mit CMAEW

(65:10:20:10:3, v/v/v/vlv) entwickelt. Die Detektion erfolgte mit folgenden Nachweisreagenzien:

a. Ninhydrin-Firbung (Aminogruppen); b. Phosphat-Firbung (Phophatgruppen); c. Orcinol/H,SO4-
Féarbung (Kohlenhydrate); d. Ammoniumsulfat-Veraschung
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3.6. Immunologische Firbung

Die Immunfirbungen wurden analog zum Western-Blotting nach einer beschriebenen
Methode [72] direkt auf der HPTLC-Platte durchgefiihrt (s. 2.5.6.). Die eingesetzten
Patientenseren sind in Materialien und Methoden 2.4. beschrieben. Alle Seren wurden auf
eine IgG-Konzentration von 8 mg/ml eingestellt, um die Seren miteinander vergleichen zu
konnen. Die Bindung der humanen IgG-Antikorper an die Lipidfraktionen wurde durch die
Verwendung eines peroxidase-markierten Antihuman-IgG-Immunglobulins sichtbar gemacht
(Abb. 19A-E).

a) 10 Seren von gesunden Blutspendern (Negativ-Kontrolle; Elisa-Grenzwert < 0.6 und
keine spezifischen Banden im Borrelien- oder Treponemen-Western-Blot):

Keiner der 10 Seren reagierte mit den 11 Lipidfraktionen (Abb. 19A).

Lipidfraktionen
A Bolip

11
10

LN N 3 o0 O

)

|
|
5

Abb. 19A. Immunologische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v)
diinnschichtchromatographisch aufgetrenn. Die chemische Detektion erfolgte mit Phosphat-Firbung
(a), Orcinol/H,SO, (b) und Ammoniumsulfat-Veraschung (c).

Die immunologische Detektion wurde mit 10 Seren von gesunden Patienten (Blutspender) ohne
Lyme-Borreliose (1-10) durchgefiihrt (jeweils Serumverdiinnung 1:100), als Zweitantikorper dienten
Antihuman-IgG-Antikorper vom Kanninchen (Verdiinnung 1:1000).
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b) 5 Seren von Patienten mit Borreliose Stadium I (ECM, unspezifische
Allgemeinsymptome; Elisa-Grenzwert um 1, schwache spezifische Proteinbanden im
IgM-Borrelien-Blot, schwache Lipidbande im IgM-Blot):

Schwache Anféarbung der beiden Glykolipide, Bolip 7 und 8. Sonst keine Fraktion
angefirbt (Abb. 19B).

Lipidfraktionen
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Abb. 19B Immunologische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das  Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW  (65:10:20:10:3,  v/v/v/v/v)
diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die chemische Detektion erfolgte mit Orcinol/H,SO, (a).

Der Immunoblot wurde mit 5 Seren (1-5) von Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium I durchgefiihrt (jeweils
Serumverdiinnung 1:100)

c) 10 Seren von Patienten mit Borreliose Stadium II (neurologische Manifestation,
Arthritis; Elisa-Grenzwert um 1.5, starke spezifische Proteinbanden und Lipidbande im
IgM- und IgG-Borrelien-Blot):

Starke Anfidrbung der beiden Glykolipide, Bolip 7 und 8. Die restlichen Fraktionen
zeigten keine Anfiarbung (Abb. 19C).
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Abb. 19C Immunologische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v)
chromatographiert. Die chemische Detektion erfolgte mit Orcinol/H,SOy (a).

Der Immunoblot wurde mit 10 Seren (1-10) von Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium II durchgefiihrt
(Serumverdiinnung 1:100)

d) 10 Seren von Patienten mit Borreliose Stadium III (Enzephalitis, ACA; Elisa-Grenzwert
um 1.3, schwache spezifische Proteinbanden und Lipidbande im IgM-Borrelien-Blot,
starke spezifische Proteinbanden und Lipidbande im IgG-Borrelien-Blot)

Erneut starke Anfirbung der beiden Glykolipide, Bolip 7 und 8; keine weitere Anfirbung
(Abb. 19D).
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Abb. 19D Immunologische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) chromatographisch
aufgetrennt. Die chemische Detektion erfolgte mit Orcinol/H,SO, (a).
Der Immunoblot wurde mit 10 Seren (1-10) von Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium III durchgefiihrt
(Serumverdiinnung 1:100)
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e) 10 Seren von Patienten mit einer abgelaufenen Borreliose nach Therapie (Serumnarbe,
keine Krankheitszeichen; Elisa-Grenzwert um 0.9, nur spezifische Proteinbanden und
Lipidbande im IgG-Borrelien-Blot):

MiBige Darstellung der Glykolipide, Bolip 7 und 8, sonst keine Anfiarbung (Abb. 19E).

1 2 3 4 5 6 7 a

Abb. 19E Immunologische Charakterisierung der Lipide von B. burgdorferi

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) chromatographisch
aufgetrennt. Die chemische Detektion erfolgte mit Orcinol/H,SOy (a).

Der Immunoblot wurde mit 7 Seren (1-7) von Patienten mit abgelaufener Lyme-Borreliose (Serumnarbe)
durchgefiihrt (Serumverdiinnung 1:100)

f) 10 Seren von Patienten mit einer Syphilis im Sekundidr- oder Tertidr-Stadium
(syphilitische Hauterkrankungen, Neurosyphilis; spezifische Banden im IgM- und IgG-
Treponemen-Blot, im Borrelienblot schwache Darstellung uncharakteristischer
Proteinbanden durch kreuzreagierende Antikorper, keine Darstellung der Lipidbande)

Mit den Seren von Patienten mit Syphilis lieBen sich keine der 11 Lipidfraktionen von

B. burgdorferi darstellen .

Die immunologischen Untersuchungen der Borrelienlipide zeigte deutlich, da3 nur 2 von 11
Fraktionen Antikorper von Lyme-Borreliose Patienten binden. Es sind die Fraktionen Bolip 7
und 8, welche gleichzeitig auch die einzigen Glykolipide von B. burgdorferi sind. Weder die
Phospholipide, Bolip 2 und 3, noch die restlichen Lipidfraktionen zeigten eine
Antikorperbindung. Die Seren der Lyme-Borreliose Patienten im Stadium 1 zeigten eine
schwache Firbung der Glykolipide, entsprechend der schwachen Darstellung der Lipidbande
im Immunoblot. Die Seren des Stadiums II, III und der Patienten nach abgelaufener

Borreliose zeigten dagegen eine starke Darstellung der Glykolipide, dies entsprach auch der
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Darstellung der Lipidbande im Immunoblot. Sowohl die Seren von gesunden Blutspendern als
auch die Seren von Syphilis-Patienten zeigten keine unspezifische Anfirbung der
Lipidfraktionen. Wihrend die Proteinantigene von T. pallidum und B. burgdorferi oft
miteinander kreuzreagieren, scheinen die immunogenen Glykolipide von B. burgdorferi keine

Kreuzantigenitidt mit 7. pallidum zu besitzen und somit spezifisch fiir B. burgdorferi zu sein.

3.7. SDS-PAGE und Western-Blotting der chromatographierten Lipid-Fraktionen

Um das immunologische Verhalten der 11 einzelnen Lipidfraktionen im Western-Blot zu
tiberpriifen, wurden die Lipidfraktionen nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung
einzeln von der HPTLC-Platte herausgekratzt und mit CM (2:1, v/v) aus dem Kieselgel
eluiert. Nach Trocknen im Stickstoff-Strom und Bestimmung des Trockengewichtes, wurden
die einzelnen Lipidfraktionen als Antigene in eine SDS-PAGE mit Kammern eingesetzt (s.
2.5.7.2.). Nach der SDS-PAGE wurden die Lipidantigene auf eine Immobilonmembran
iibertragen (s. 2.2.3.2.) und anschliefend ein Immunoblotting mit Serum von Patienten mit
Borreliose Stadium II durchgefiihrt (2.4.). Wie auch im Immuno-HPTLC reagierten nur die
beiden Glykolipide Bolip 7 und 8 mit dem Patientenserum, wihrend die Phospholipide und
die restlichen Fraktionen keinerlei Reaktion mit dem Patientenserum zeigten (Abb. 20). Es
wurde auch deutlich, daB3 die beiden Glykolipide in der SDS-PAGE dieselbe Laufthohe

aufwiesen wie das Gesamtlipid (< 10 kDa).

3.8. Diinnschichtchromatographie der Lipidbande nach Extraktion aus dem

Polyacrylamid-Gel

Das chromatographische Verhalten der Lipidbande aus dem Polyacrylamid-Gel wurde
untersucht und mit dem chromatographischen Verhalten der Gesamtlipide verglichen. Dabei
wurde die Lipidbande an der Lauffront des Bromphenolblau (< 10 kD) aus dem Gel excisiert
und mit CM (2:1, v/v) aus dem Gel eluiert. Das Eluat wurde wie beschrieben (s. 2.5.9.) auf
eine HPTLC-Platte aufgetragen und mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) als Laufmittel
chromatographiert (s. 2.5.4.1.). Nach der Auftrennung wurde das chemische Verhalten der
Lipidfraktionen iiberpriift (s. 2.5.5.).

Bei dieser Untersuchung zeigte sich, daB3 die aus dem Gel extrahierte Lipidbande sich
diinnschichtchromatographisch in 11 unterschiedliche Fraktionen auftrennen 148t. Die
relativen Laufstrecken der Fraktionen sind identisch mit denen des chromatographierten
Gesamtlipides. Auch die chemischen Féarbungen sind identisch mit denen des B. burgdorferi
Gesamtlipides, es lassen sich erneut 2 Glykolipide und 2 Phospholipide darstellen. Mit

anderen Worten, die antigene Lipidbande an der Lauffront von Bromthymolblau ist das
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extrahierbare Gesamtlipid von B. burgdorferi und besteht aus 11 verschieden Fraktionen,

wobei nur die beiden Glykolipide immunogen sind (Abb. 21).
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5 Abb. 21 Chemische und immunologische
Charakterisierung der eluierten Lipidbande
4 aus dem Polyacrylamid-Gel
Das Eluat wurde auf HPTLC-Platten aufgetragen und mit
P i 3 CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) entwickelt. Die
Detektion erfolgte mit folgenden Nachweisreagenzien:
T I 2 a: Immunoblot mit Borreliose St. II Serum; b: Phosphat-
1 Farbung (Phophatgruppen); c¢: Orcinol/H,SO,-Féarbung
(Kohlenhydrate); d: Ammoniumsulfat-Farbung
(unspezifische Lipidfiarbung)
a b C d
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3.9. Bestimmung der relativen Lipidanteile

Die chromatographierte HPTLC-Platte wurde mit 20%iger Ammoniumsulfat-Losung
bespriiht und 30 Minuten lang bei 200°C verascht (s. 2.5.5.). Dabei entpricht der Grad der
Veraschung dem Lipidanteil der Bande. Nach der Veraschung wurde die Absorption der
individuellen Lipidbanden mittels eines HPTLC-Platten Scanner (Camag, Muttenz, Schweiz)
densitometrisch bei 450 nm gemessen (s. 2.5.8.). Die relativen Anteile sind in der Tab. 2 und
Abb. 22 aufgefiihrt. Das Glykolipid Bolip 8 hat den groften Anteil am Gesamtlipid von B.
burgdorferi (etwa 30%), das Glykolipid Bolip 7 den zweitgrof3ten Anteil (17%), gefolgt von
den beiden Phospholipiden Bolip 2 (11%) und Bolip 3 (10%). Interessanterweise machen die
einzigen immunogenen Lipidfraktionen von B. burgdorferi, die beiden Glykolipide Bolip 7

und 8, zusammen etwa 50% der Gesamtlipide aus.

100+ [mV]

I I I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
[mm]

Abb. 22 Densitometrische Quantifizierung der Lipide von B. burgdorferi
Die durch HPTLC aufgetrennten Lipide wurden mit Ammoniumsulfat bespriiht, verascht und die einzelnen
Banden densitometrisch vermessen (s. Tab. 3).
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RF-Werte Lipidbezeichnung Relative Menge [%]
0.03 BOLIP1 1.65
0.09 BOLIP2 11.26
0.21 BOLIP3 10.51
0.30 BOLIP4 10.21
0.43 BOLIP5 2.76
0.48 BOLIP6 2.03
0.55 BOLIP7 17.13
0.61 BOLIPS 29.03
0.71 BOLIP9 2.74
0.80 BOLIP10 7.39
0.89 BOLIP11 5.29

Tab. 3 Relative Mengen der Lipide von B. burgdorferi

3.10. Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie

Die zweidimensionale Diinnschichtchromatographie wurde durchgefiihrt, um festzustellen, ob
die Glyko- und Phospholipidbanden von B. burgdorferi sich noch weiter auftrennen lassen.
Bei Glyko- oder Phospholipide kann eine weitere Auftrennung der Banden durch eine zweite
Chromatographie erreicht werden (s. 2.5.4.2.).

Sowohl die Glykolipide Bolip 7 und 8 als auch die Phospholipide Bolip 2 und 3 zeigten keine
weitere Auftrennung in der zweidimensionalen Diinnschichtchromatographie, daher ist es

anzunehmen, dal} es sich bei diesen Lipiden um homogene Fraktionen handelt.

3.11. Strukturanalyse der Glykolipide
3.11.1. Kohlenhydratbausteinanalyse der Gesamtlipide von B. burgdorferi

Die Analyse der Kohlenhydratstrukturen im Gesamtlipid von B. burgdorferi erfolgt analog zu
den Methlierungsanalysen (s. 2.6.2.). Die erhaltenen Alditol-Acetate werden durch
Gaschromatographie analysiert. Fiir die Detektion der Kohlenhydrate wird ein
Flammenionisationsdetektor eingesetzt. Die Identifizierung der Kohlenhydrate erfolgt anhand

der Retentionszeiten der Alditol-Acetate [73].
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Die Bausteinanlyse des Gesamtlipides von B. burgdorferi zeigte nur die Pridsenz von
Galaktose als einzigen Kohlenhydratbaustein in den Lipiden von B. burgdorferi, andere

Kohlenhydrate konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 23).

mV X

Galactitol

Retentionszeit

Abb. 23 Bausteinanalyse des Gesamtlipides von B. burgdorferi

Die nach Hydrolyse, Reduktion und Peracetylierung erhaltenen Alditol-Acetate wurden durch GC analysiert. Die
Trennung erfolgte an einer Quarz-Kapillarsdule mit chemisch gebundener Phase. Zur Detektion wurde ein
Flammenionisationsdetektor verwendet. Die Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeiten der Alditol-
Acetate

X: Verunreinignung

3.11.2. Methylierungsanalyse

Um Informationen iiber die Substitution der einzelnen Zuckerkomponenten eines
Oligosaccharids zu erhalten, wurden Methylierungsanalysen durchgefiihrt (s. 2.6.2.). Die
Methylierungsanalyse der Glykolipide von B. burgdorferi, Bolip 7 und 8, ergab in beiden
Glykolipiden nur eine terminal gebundene Galaktose (Abb. 24 und 25).
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Intensitit

Galaktose

I |
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Abb. 24 Methylierungsanalyse der Lipidfraktion Bolip7
Die nach Methylierung, Hydrolyse, Reduktion und Peracetylierung erhaltenen partiell methylierten Alditol-
Acetate wurden durch kombinierte GC/MS analysiert. Die Detektion erfolgte nach chemischer Ionisation mit

Ammoniak. Die Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeiten und Pseudomolekiilionen [M+H]* und
[M+NH,]" der Alditol-Acetate.

Intensitét

Galaktose

Abb. 25 Methylierungsanalyse der Lipidfraktion Bolip 8
Die nach Methylierung, Hydrolyse, Reduktion und Peracetylierung erhaltenen partiell methylierten Alditol-
Acetate wurden durch kombinierte GC/MS analysiert. Die Detektion erfolgte nach chemischer Ionisation mit

Ammoniak. Die Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeiten und Pseudomolekiilionen [M+H]" und
[M+NH,]" der Alditol-Acetate.

Retentionszeit
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3.11.3. Bestimmung der anomeren Konfiguration des Kohlenhydratanteiles der
Glykolipide

Um festzustellen, ob es sich bei der Galaktose der beiden Glykolipide, Bolip 7 und 8, um -
oder B-gebundene Galaktose handelt, wurde eine Chromtrioxid-Oxidation durchgefiihrt (s.
2.6.5.ff). Dabei konnte festgestellt werden, daB3 die Galaktose in beiden Glykolipiden nur
unwesentlich oxidiert bzw. zerstort wurde, was auf eine o-gebundene Galaktose deutete

(Tab. 4).

Ohne Chromtrioxid-Oxidation Nach Chromtrioxid-Oxidation

Gal-Bolip 7 1.0 0.9
Gal-Bolip 8 1.0 0.9

Tab. 4 Chromtrioxid-Oxidation der Lipidfraktionen Bolip 7 und 8

Um die anomere Konfiguration des Kohlenhydratanteils des Glykolipids zu bestimmen (o oder B gebunden),
werden die Glykolipide zunichst peracetyliert (s. 2.6.5.1.) und anschlieend mit Chromtrioxid oxidiert. Bei der
anschlieBenden Bausteinanalyse kann anhand der GC/MS eine Verinderung des Kohlenhydrates nachgewiesen
werden. Galaktose ohne Chromtrioxid-Oxidation wurde gleich 1,0 gesetzt.

3.11.4. Massenspektrometrie (MALDI-TOF) der Lipide von B. burgdorferi

Mit der ,,Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight* (MALDI-TOF)
Massenspektrometrie kann man Lipide in geringsten Mengen untersuchen. Anhand der
Pseudomolekiilionen [M+Na]® konnen Riickschliisse iiber die Molekiilzusammensetzung
gezogen werden.

Die Pseudomolekiilionen der Borrelienlipide Bolip 1 bis 11 sind im Anhang angegeben.
Wichtig fiir diese Studie waren die Pseudomolekiilionen der beiden Glykolipide, Bolip 7 und
8, weil diese die einzigen immunogenen Fraktionen waren, und die der beiden Phospholipide,
Bolip 2 und 3. Auf diese vier Hauptfraktionen der Lipide von B. burgdorferi richtete sich das
weitere analytische Augenmerk. Die MALDI-TOF-Analyse im positiven Reflektron-Mode
ergab fiir Bolip 7 die Pseudomolekiilionen [M+Na]" bei m/z 778, 780, 782, 804, 806, 808 und
810, wihrend die Pseudomolekiilionen [M+Na]™ fiir Bolip 8 bei m/z 782, 810, 836 und 838
lagen (Tab. 6, Abb. 26A und B).



Ergebnisse

63

Intensitat
301

25]

20

15]

780 782

806

808

810

7

70

780

790 800

810

m/z

Abb. 26A Massenspektrometrische Daten des Glycolipids Bolip7

Glycolipide wurden mittels MALDI-TOF-MS mit 2,5-Dihydroxybenzoeséure als Matrix im Positiv-lonen-Mode

analysiert. Die Massenangaben entsprechen Pseudomolekiilionen [M+Na]" und sind gerundet.
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Abb. 26B Massenspektrometrische Daten des Glycolipids Bolip 8
Glycolipide wurden mittels MALDI-TOF-MS mit 2,5-Dihydroxybenzoesédure als Matrix im Positiv-lonen-Mode
analysiert. Die Massenangaben entsprechen Pseudomolekiilionen [M+Na]" und sind gerundet.
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3.11.5. Fliissigkeits-Sekundirionen-Massenspektrometrie (LSIMS) der Phospholipide

Mit der Liquid-Secondary-lon-Mass-Spectrometry (LSIMS) wurden die beiden
Phospholipide, Bolip 2 und 3, von B. burgdorferi im Positiv-lonen-Mode untersucht. LSIMS
von Bolip 2 ergaben Pseudomolekiilionen [M+H]" bei m/z 757, 759, 761, 783, 785, 787 und
789. Ein Fragment-Ion bei m/z 184 wies eindeutig auf das Vorhandensein -eines
Phosphocholin-Restes hin. Die LSIMS zeigte, da} es sich bei dem Phospholipid Bolip 2 um
Phosphatidylcholin (Lecithin) handelt.

Das Phospholipid Bolip 3 wurde durch die Pseudomolekiilionen [M+H+Na]* bei m/z 768,
770, 772, 794, 796, 798 und 800 charakterisiert. Ein Fragment-Ion bei m/z 195 deutete auf die
Prisenz eines Phosphogglycerol-Restes hin. Die LSIMS ergab somit, daf3 es sich bei Bolip 3
um Phosphatidylglycerol handelt (Abb. 27A und B, Tab. 6).
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Abb. 27A und B Massenspektrometrische Daten der Phospholipide von B. burgdorferi
Phospholipide wurden mittels LSIMS mit Triethanolamin als Matrix im Positiv-lonen-Mode aanalysiert. Die
Massen entsprechen Pseudomolekiilionen [M+H]* und [M+H+Na]* und sind gerundet.

A = Phosphatidylcholin (Bolip 2) B = Phosphatidylglycerol (Bolip 3)
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3.11.6. Fettsdure-Analyse der Lipide von B. burgdorferi

Fiir die Analyse der Fettsduren der Glyko- und Phospholipide von B. burgdorferi wurden
diese zunichst hydrolysiert (s. 2.6.7.1.) und in in die entsprechenden Methylester iiberfiihrt.
Nach Extraktion mit n-Hexan erfolgte die Identifizierung der Fettsduremethyester durch
kombinierte Gaschromatographie/Massenspektrometrie nach Ionisation mit Ammoniak.
Hierbei konnten alle Fettsduren anhand ihrer Pseudomolekiilionen [M+NH4]" eindeutig
identifiziert werden. Die Fettsdureanalyse zeigte, dall die Fettsdauren der Glyko- und
Phospholipiden sich aus geradkettigen Fettsduren zusammen setzten, wobei vornehmlich
Palmitinsdure (C16:0), Stearinsiure (C18:0), Olsiure (C18:1), Linolsiure (C18:2),
Linolensédure (C18:3) und Arachidonséure (C20:0) nachgewiesen wurden..

Die Ergebnisse sind in Tab. 5 und Abb. 28 zusammengefalt.

% C1821
100 1317
C16:0 AN C18:0
1067 1335
C18:2
1323
1000 2000 Scan

Abb. 28 Gaschromatographisch/Massenspektrometrische Analyse der
Fettsiuremethylester der Gesamtlipide von B. burgdorferi nach chemischer Ionisation

mit Ammoniak

Die Trennung der durch saure Hydrolyse freigesetzten Fettsduremethylester des Gesamtlipids von B. burgdorferi
erfolgte an einer Quarz-Kapillarsdule mit chemisch gebundener Phase (DB-1701, 0.25 mm, 60 m; ICT). Die
Detektion wurde massenspektrometrisch nach chemischer Ionisation mit Ammoniak durchgefiihrt. Die
Identifizierung der Fettsdauremethylester erfolgte anhand  des Vergleichs der Retentionszeiten und
Pseudomolekiilionen [M+NH,]" mit denen von bekannten Fettsiuremethylester-Standards.
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Fettsauremethylester

Relative Mengen

Gesamtlipid Phosphatidyl- Phosphatidyl- Glykolipid  Glykolipid

cholin glycerol (Bolip 7) (Bolip 8)
(Bolip 2) (Bolip 3)

C16:0 (Palmitinsiure) 27.2 35.5 243 16.2 53.0
C18:0 (Stearinsiure) 31.0 32.9 48.8 36.5 16.7
C18:1 (Olszure) 30.6 25.7 22.0 35.3 25.3
C18:2 Linolsdure) 11.2 5.9 49 12.0 5.0
C18:3 (Linolenséure) Spuren

C20:0 (Arachidon- Spuren

sdure)

Tab. 5 Prozentuale Verteilung der Fettsduren am Gesamtlipid und an den Glyko- und

Phospholipiden von B. burgdorferi
Das Lipidextrakt wurde hydrolysiert, die Fettsduremethylester extrahiert und gas-chromatographisch

aufgetrennt. Die Identifizierung erfolgte anhand ihrer Retentionszeiten und Pseudomolekiilionen.
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Lipidfraktion Chemische Struktur Pseudomolekiilionen Fettsduren
Bolip-2 Phosphatidylcholin 757" 16:0; 18:2
759 ° 16:0; 18:1
761 ° 16:0; 18:0
783" 18:0; 18:3
785" 18:0; 18:2
787" 18:0; 18:1
789 ° 18:0; 18:0
Bolip-3 Phosphatidylglycerol 768 S 16:0; 18:2
770 "8 16:0; 18:1
772" 16:0; 18:0
79473 18:0; 18:3
796 18:0; 18:2
798 "8 18:0; 18:1
800 18:0; 18:0
Bolip-7 Galactoglycerolipid 7781 16:0; 18:2
7801 16:0; 18:1
7821 16:0; 18:0
8041 18:0; 18:3
8061 18:0; 18:2
8081 18:0; 18:1
8101 18:0; 18:0
Bolip-8 Galactoglycerolipid 7821 16:0; 18:0
8101 18:0; 18:0
8361 20:0; 18:1
8381 20:0; 18:1

Tab. 6 Zusammenfassung der massenspektrometrischen Daten der Glyco- und
Phospholipide von B. burgdorferi

Die Lipide wurden nativ fir MALDI-TOF-MS bzw. nativ, permethyliert und peracetyliert fiir LSIMS
Messungen eingesetzt. Es wurden in der Regel Pseudomolekiilionen [M+H]" bzw. [M+Na]" registriert und die
exakten m/z-Werte gerundet

" [M+H]"; * nach Natriumacetat-Zugabe; ! [M+Na]* .
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3.12. Darstellung der Immunogenitit des Galaktose-Restes an den Glykolipiden Bolip 7
und 8 mittels Perjodat-Oxidation

Die Galaktolipide sind die einzigen immunogenen Lipidfraktionen von B. burgdorferi, die
Antikorper von Lyme-Borreliose-Patienten binden konnen. Um die Spezifitit der Galaktose
als Bindungsort der Antikorper darzustellen, wurde der Galaktoserest der beiden Glykolipide
mittels Perjodat oxidiert und somit zerstort. In der nachfolgenden immunologischen Firbung
mit Serum von Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium II war eine Anfidrbung der beiden
Glykolipide nicht mehr sichtbar. Demnach konnten durch die Zerstorung der Galaktose
Antikorper nicht mehr spezifisch binden und somit auch nicht dargestellt werden. Dieses
Ergebnis spricht fiir die Spezifitit der Galaktose als Bindungsort der Antikorper gegen die
Glykolipide (Abb. 29).

Abb. 29 Darstellung der Bedeutung der terminal-gebundenen Galaktose als spezifischer

Bindungsort fiir Antilipid-Antikorper bei Lyme-Borreliose

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi wurde mit CMAEW (65:10:20:10:3, v/v/v/v/v) chromatographisch
aufgetrennt. Die chemische Detektion der Glycolipide erfolgte mit Orcinol/H,SO4 (1).

Der Immunoblot wurde mit Serum vom Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium II durchgefiihrt
(Serumverdiinnung 1:100).

1 = Orcinolfdrbung 2 = Immunoblot vor Perjodatbehandlung 3 = Immunoblot nach
Perjodatbehandlung
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3.13. Darstellung der Antigenitit der Phospholipide von B. burgdorferi durch
Komplexierung mit Phosphatidylcholin und Cholesterin

In der Diagnostik der Syphilis wird der ,,Veneral Disease Research Laboratory*“-Test (VDRL)
regelmédBig als Verlaufskontrolle nach antibiotischer Therapie [209-213] eingesetzt. Als
Antigen dient dabei Cardiolipin, welches eine schwache eigene Antigenitit besitzt. Wird das
Cardiolipin allerdings mit Cholesterin und Phosphatidylcholin komplexiert, tritt eine deutliche
Verstirkung der Antigenitdt auf. Als Ursache fiir die stdrkere Antigenitdit wird eine
verbesserte  Antigenprisentation durch die Komplexierung angenommen. Da die
Phospholipide von B. burgdorferi bisher keine Antigenitit in den immunologischen
Untersuchungen gezeigt haben, soll analog zum VDRL-Test gepriift werden, ob die
Komplexierung der Borrelien-Phospholipide mit Cholesterin und Phosphatidylcholin eine
Verstiarkung der Antigenitit zeigt. Cholesterin, Phophatidylcholin, das Borrliengesamtlipid,
die Borrlien-Phospholipide und das Cardiolipin wurden sowohl einzeln als auch im Komplex
mit Cholesterin/ Phophatidylcholin auf einen Immobilonstreifen pipettiert und mit Serum von
einem Patienten mit Lyme-Borreliose Stadium II und einem Syphilis Patienten
immunologisch dargestellt. Bei dem Syphilisserum wurde ein Serum mit positivem VDRL-
Titer eingesetzt.

Die Dot-Blot-Analyse ergab mit dem Borrelioseserum lediglich eine Darstellung des
Borreliengesamtlipids. Cholesterin, Phophatidylcholin, die Borrelien-Phospholipide und das
Cardiolipin zeigten weder einzeln noch im Komplex mit Cholesterin/ Phophatidylcholin eine
Reaktion mit dem Borrelioseserum. Demnach 146t sich die Antigenitit der Phospholipide von
B. burgdorferi auch durch Komplexierung und damit besserer Antigenprisentation nicht
verstiarken. Das Syphilisserum mit hohem VDRL-Titer reagierte nur mit dem komplexierten
Cardiolipin; das Borrliengesamtlipid, die nativen und komplexierten Borrelienphospholipide,
Cholesterin, Phophatidylcholin und das native Cardiolipin zeigten keinerlei Reaktion mit dem
Syphilisserum. Dieses Ergebnis zeigt, dal eine Kreuzreaktivitit zwischen dem
Treponemenphospholipid Cardiolipin und den Borrelienphospholipiden nicht anzunehmen ist
(Abb. 30, Tab. 8).
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0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Cardiolipin
0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3
0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip3

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin + 0.003% Bolip2
0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3 —

0.003% Phospholipid Bolip3
0.003% Phospholipid Bolip2

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin
0.003% Cardiolipin

B A

Q <— B. burgdorferi BS]—Gesamtlipid:l— Glyco-und Phospholipide

<— 0.021% Phosphatidylcholin

— Phospholipide
<— 0.09% Cholesterin PROUP

Abb. 30 Dotblotanalyse der nativen und komplexierten Lipide von B. burgdorferi

Je 1 pl der nativen bzw. komplexierten Lipide wurde auf einem Immobilon-Papier aufgetragen. Anschlieend
erfolgte ein Immunoassay mit je einem Borreliose- und Syphilisserum (Verdiinnung 1:100). Antigen-Antikorper-
Komplexe wurden mit einem peroxidase-markierten Zweitantikorper nachgewiesen (1:1000).

1 = Syphilisserum 2 = Borrelioseserum
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Native bzw. komplexierte Lipide Syphilis-Serum

Borreliose-Serum

0.09% Cholesterin -

0.021% Phosphatidylcholin -

B. burgdorferi B31-Gesamtlipid -

0.003% Cardiolipin -

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin -

0.003% Phospholipid Bolip2 -

0.003% Phospholipid Bolip3 -

0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3 -

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin +
0.003% Bolip2

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin +
0.003% Bolip3

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin +
0.003% Bolip2 + 0.003% Bolip3

0.09% Cholesterin + 0.021% Phosphatidylcholin +
0.003% Cardiolipin

Tab. 7 Darstellung der Ergebnisse der Dotblotanalyse

- = keine Reaktion + = Positive Reaktion
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4. Diskussion

In den beiden letzten Jahrzehnten lernte man die Lyme-Borreliose als eine neue komplexe
Infektionskrankheit kennen. Sie ist die hiufigste durch Zecken iibertragene
Infektionskrankheit in den gemé@Bigten Klimazonen [167, 214] (Abb. 31).

Abb. 31 Verbreitung der Lyme-Borreliose

Hervorgerufen wird die Erkrankung durch die Spirochite B. burgdorferi, die von infizierten
Zecken im Rahmen einer Blutmahlzeit auf den Menschen oder auf Tiere tibertragen wird.

Die Lyme-Borreliose mit ihrer vielfdltigen Symptomatik gewinnt zunehmend an Bedeutung.
Die steigende Zahl der klinischen Manifestationen macht die Entwicklung verbesserter
spezifischer Diagnostika und effektiver Vakzine dringend erforderlich.

In den letzten Jahren wurden groBe Fortschritte bei der Aufkldrung der molekularen Struktur
sowie der Heterogenitit und Antigenvariabilitit von B. burgdorferi erzielt [215]. Dabei stand
vor allem die Analyse der Oberflichenproteine (,,Outer Surface Protein®, Osp) im
Mittelpunkt der Forschung [5, 16-19]. Viele dieser Oberflachenproteine sind Lipoproteine
und an Wechselwirkungen mit der korpereigenen Abwehr und der Pathogenese der Lyme-
Borreliose beteiligt [24, 186-200]. Es zeigten sich aber auch groBle Unterschiede in
Verteilung und spezifischer Immunitéit dieser Lipoproteine, und das nicht nur zwischen
amerikanischen und europdischen Stimmen von B. burgdorferi, sondern auch innerhalb einer
Borrelienpopulation [19, 31-34]. Diese Heterogenitit und Antigenvariabilitit bedingt auch die
schwierige Standardisierung von serologischen Tests und die Etablierung einer weltweit
einsetbaren Vakzine.

Es sind immer noch viele Faktoren des Erregers und des Wirts unbekannt, welche zur
Pathogenese bzw. zur Protektion beitragen. Insbesondere weil man noch wenig iiber Aspekte

der Erregerausbreitung, der differentiellen Infektion verschiedener Organe und der Persistenz
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der Erreger. Auch die Rolle natiirlicher Resistenzmechamismen und immunlogisch
spezifischer Abwehrmechanismen ist noch weitgehend unklar [215].

Aber nicht nur Proteine spielen eine Rolle bei der Pathogenese der Lyme-Borreliose, sondern
auch die Lipide von B. burgdorferi sind daran beteiligt. Die Existenz immunreaktiver Lipide
von B. burgdorferi ist beschrieben [39, 40, 44, 45, 46], aber nur wenig ist iiber die Struktur

und Funktion dieser Lipide bekannt.

In der serologischen Abteilung unseres diagnostischen Routinelabors konnten wir regelmifig
auf den Immunoblots von Lyme-Borreliose Patienten eine antigene Bande an der Lauffront
des Bromthymolblau feststellen. Diese schnelllaufende Bande bei < 10 kDa reagierte stark
mit Seren von Lyme-Borreliose Patienten, lie sich aber nicht mit Proteinfarbstoffen
darstellen, zeigte aber gleichzeitig eine Loslichkeit in Chloroform. Diese Eigenschaften
deuteten auf die Existenz eines nicht-proteindsen Agens. In dieser Studie wird die Analyse

der Struktur und des immunologischen Verhaltens der Lipide von B. burgdorferi beschrieben.

Spirochéten zdhlen zu den lipidreichen Bakterienfamilien [49-59]. Fiir einige Spezies der
Gattungen Treponema und Spirochaeta sind 14 bis 30% Gesamtlipid beschrieben [49],
wihrend bei Leptospiren der Lipidgehalt nur 8 bis 10% des Trockengewichtes betrdgt [59].
Wir konnten zeigen, da3 auch B. burgdorferi zu den lipidreichen Gattungen gehort.

Der Lipidanteil betrug 25 — 30% des Gesamttrockengewichts und war damit vergleichbar
hoch mit dem Lipidanteil von Treponema und Spirochaeta.

Das Gesamtlipid von B. burgdorferi konnte diinnschichtchromatographisch in 11
verschiedene Fraktionen aufgetrennt werden. Dies ist die erste Beschreibung einer derart
hohen Anzahl an auftrennbaren Lipidfraktionen beim Gesamtlipid von B. burgdorferi B31.
Bisher wurden lediglich 4 Lipidfraktionen bei B. burgdorferi B31 durch die Arbeitsgruppe um
Wheeler beschrieben [45]. Dieser Unterschied in der Anzahl der Fraktionen ist zum Einen auf
unsere verbesserte Lipidextraktion und —aufreinigung und zum Anderen auf die Verwendung
optimaler Laufmittel zuriickzufiihren.

Mittels chemischer Firbungen der Fraktionen konnten zwei Glykolipide und zwei
Phopholipide nachgewiesen werden. Die Glykolipide hatten mit 50% den groften Anteil am
Gesamtlipid, gefolgt von den Phospholipiden mit jeweils 10%. Insgesamt machten diese vier
Hauptfraktionen etwa 70% der Gesamtlipide aus.

Ahnlich hohe Mengen an Glykolipid (ca. 50%) fanden Livermoore et al. [49] bei Spirochaeta
und Treponema, wogegen die Menge an Phospholipid (50%) bei beiden Gattungen deutlich
hoher war als die von B. burgdorferi (20%). Ausnahmen bildeten Spirochaeta aurantia mit

85% Glykolipidgehalt und Treponema denticola mit 80% Phospholipidgehalt [49].
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Bei den beiden Borrelien-Glykolipiden handelte es sich jeweils um Monoglykosyldiglyceride.
Mittels massenspektrometrischer und gaschromatographischer Methoden konnten sie als -
Galaktosyldiacylglycerol ~mit  jeweils unterschiedlicher  Fettsdurezusammensetzung
identifiziert werden. Die unterschiedliche Fettsdurekomposition erkldart auch die
unterschiedlichen Laufweiten in der Diinnschichtchromatographie.

Monogalaktosyl-Diacylglycerole wurden bereits in den Gattungen Treponema und
Spirochaeta nachgewiesen, aber nicht in Treponema pallidum [218] und nicht in Leptospira
[49]. Auch in Borrelia hermsii, dem Erreger des Riickfallfiebers konnte Monogalaktosyl-

Diacyglycerol nachgewiesen werden [54].

Die beiden Phospholipide von B. burgdorferi konnten als Phosphatidylcholin (PC) und
Phosphatidylglycerol (PG) identifiziert wurden, wihrend Phosphatidylethanolamin (PE),
Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol (PI) und Cardiolipin (CL) nicht nachgewiesen
wurden. Es ist beschrieben, da PC zusammen mit CL die Hauptfraktion der Phospholipide
bei Treponema bildet, wihrend PE das hidufigste Phospholipid bei Leptospira ist [49]. In
Spirochaeta dagegen konnte nur PG nachgewiesen werden [49]. Bei B. hermsii wurden
sowohl PC als auch PG nachgewiesen [54], wihrend bei 7. pallidum insgesamt 6
Phospholipide (PC, PG, PE, PS, Pl und CL) identifiziert wurden [142].

Es besteht somit die Moglichkeit die Gattungen Borrelia, Treponema, Leptospira und
Spirochaeta anhand ihrer Glyko- und Phospholipidzusammensetzung voneinander zu

unterscheiden (Tab.9)

Kohlenhydrat- und Phopholipidbestandteil®

Organismus

Glukose Galaktose PC PG PE PS CL
B. burgdorferi - +++ ++ ++ - — -
T. pallidum NI — ++ ++ + + ++
T. phagedenis - +++ ++ + ++ - +
T. denticola + ++ +++ + ++ - +
S. aurantia +++ - - +++ - - ++
S. zuelzerae +++ - - ++ - - ++
L. interrogans NI - - + + - +

Tab. 9 Verteilung der Glyko- und Phospholipide bei Spirochiten

a

+++ hauptsidchlich vorhanden; ++ signifikant vorhanden; + wenig vorhanden; — nicht vorhanden.
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Die Fettsdaureanalyse der Lipide von B. burgdorferi ergab zu je etwa 30% die gesittigten
Fettsduren Palmitinsdure (C16:0) und Stearinsdure (C18:0), wihrend die ungesittigten
Fettsduren mit 30.6% Olsiure (C18:1) und 11.2% Linolsdure (C18:2) vertreten waren. Im
Gegensatz dazu dominierte bei der Gattung Treponema Palmitinsdure mit ca. 50%, gefolgt
von Olsiure (ca. 50%), wihrend Linolsiure und Stearinsiure lediglich als Spuren vorlagen
[49]. Auch bei T. pallidum bildete Palmitinsidure (52.5%) die Hauptfraktion der Fettsduren,
wihrend Stearinsiure (21.4%), Olsdure (15.3%) und Linolsiure (8.9%) deutlich weniger
vorhanden waren als bei B. burgdorferi [142]. Bei den Spirochaeta dagegen waren 3-20%
Palmitinsdure und 1-12% Olsdure beschrieben, wihrend Stearin- und Linolsiure nur als
Spuren vorlagen [49]. Die Fettsdurekomposition von L. interrogans war dhnlich wie bei B.
burgdorferi mit etwa je 27% Palmitinsiure und Olsiure verteilt, wihrend Linolsdure mit
27.4% deutlich vermehrt und Stearinsdure mit nur 1.7% deutlich vermindert vorhanden war
[59].

Abhingig vom Fettsduremuster des Mediums bietet die Fettsdureanalyse eine gute
Moglichkeit die verschiedenen Gattungen von Spirochdten voneinander zu unterscheiden
(Tab. 10).

Organismus Fettsiure®

16:0 18:0 18:1 18:2
B. burgdorferi 27.2 31 30.6 11.2
T. pallidum 52.5 21.4 15.3 8.9
T. phagedenis 51.3 Spuren 48.7 Spuren
T. denticola 534 Spuren 29.6 Spuren
S. aurantia 19.7 Spuren 11.9 Spuren
S. zuelzerae 3.5 Spuren 1.6 Spuren
L. interrogans 26.9 1.7 26.5 274

Tab. 10 Relative prozentuale Verteilung der Fettsiuren bei Spirochiiten
* Die Zahl vor dem Doppelpunkt gibt die Lange der Fettsdure an, die Zahl nach dem Doppelpunkt die
Anzahl der Doppelbindungen.
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Zur Unterscheidung der Spirochidten kann man aber auch den Lipidmetabolismus der
einzelnen Gattungen hinzuziehen und miteinander vergleichen.
Fritherer Studien haben gezeigt, dal Spirochaeta in der Lage sind ihre Lipide de novo zu

synthetisieren [49], wihrend Borrelia, Treponema und Leptospira dies nicht vermogen [49,
54, 142].

Die drei letztgenannten Gattungen sind daher auf exogene Fettsduren im Medium angewiesen.
Die komplette Sequenzierung des B. burgdorferi Genoms zeigte das Fehlen von Genen fiir die
Synthese von Fettsduren, so dafl die Fettsdure-Komposition von in vitro kultivierten B.
burgdorferi die Fettsdure-Verteilung des Wachstumsmediums widerspiegelt [54, 55, 80].
Ahnlich wie Treponema und Spirochaeta ist B. burgdorferi nicht in der Lage eine Beta-
Oxidation von langen Fettsdure-Ketten durchzufithren, um diese als Kohlenstoff- und
Energiequelle zu nutzen. Von den Spirochiten vermag nur die Gattung Leptospira die Beta-
Oxidation von Fettsidure-Ketten als Energiequelle zu nutzen [53, 55, 59].

Die Kenntnis des Lipidmetabolismus und der Lipidkomposition der verschiedenen

Spirochédtengattungen ermoglicht nun die Identifizierung und Zuordnung neuer Isolate.

Tabelle 11 demonstriert wie Lipidkomposition und Metabolismus als taxonomische Marker
benutzt werden konnen, um besser neue Isolate differenzieren und charakterisieren zu konnen.
Da auf der einen Seite die Spirochiten sehr lipidreich sind und auf der anderen Seite die
Nachweismethoden (HPTLC, MALDI, LSIMS, GC-MYS) sehr sensitiv sind, braucht man nur
kleinste Mengen an Probe, um relativ schnell (1-2 Tage) ein neues Isolat identifizieren zu
konnen. Es geniigt bereits, eine kleine Probe auf einer HPTLC-Platte
diinnschichtchromatographisch aufzutrennen und mittels Spray-Reagenzien auf Glykolipid
und Phosphatidylethanolamin zu untersuchen. Mit dem Ergebnis 148t sich bereits eine

Zuordnung zu einer der Spirochitengattungen treffen.
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Gattun
Lipidkomposition und Metabolismus * g

Borrelia Treponema Spirochaeta Leptospira

De novo Fettsduresynthese - - + -
Beta-Oxidation von Fettsduren - — - +
Monoglycosyldiacylglycerol + + + -
Phosphatidylcholin + + - -
Phosphatidylglycerol + + + +
Phosphatidylethanolamin - + - +
Phosphatidylserin — 43 — _
Cardiolipin - + + +

Tab. 11 Differenzierung der Spirochiiten anhand der Lipidkomposition
* Gilt nur fir T. pallidum

* + vorhanden; — nicht vorhanden.

Lipopolysaccharide (LPS) kommen héufig in der Auflenmembran von gram-negativen
Bakterien vor. Normalerweise besteht das LPS aus 3 Komponenten: dem O-Antigen, dem
Kernsaccharid und dem Lipid A. Das O-Antigen besteht aus sich wiederholenden
Oligosaccharid-Einheiten, wobei jede Einheit aus 3-5 Hexosen besteht. Diese antigene Region
bestimmt die serologische Spezifitit des LPS und die Sequenz der Kohlenhydrate ist spezies-
spezifisch. Das Kernsaccharid ist die Verbindung zwischen O-Antigen und Lipid A und ist
chemisch bei vielen Bakteriengruppen dhnlich. Die Verbindung zum Lipid A wird durch das
Kohlenhydrat 3-deoxy-D-mannooctulosonic acid, auch KDO genannt, gewdhrleistet. Das
Lipid A selbst verankert das gesamte Molekiil in die Auenmembran des Bakteriums und
besteht aus Glukosamin, Phosphat und lang-kettigen Fettsduren. Da das Lipid A pyrogene
Eigenschaften hat, wird das LPS auch als Endotoxin bezeichnet. Lipid A und KDO sind
charakteristisch fiir das LPS und werden als LPS-Marker eingesetzt [219].

Neben den LPS gibt es auch Lipooligosaccharide (LOS). LOS kommen bei sogenannten
rauhen Formen (R-Form) von gram-negativen Bakterien vor. R-Formen synthetisieren
inkomplette LPS mit mangelhafter bzw. fehlender O-spezifischer Kette oder defektem
Kernsaccharid. In der SDS-PAGE zeigen LPS eine langsame Migration mit typischem

leiterformigen Bandenmuster, wihrend LOS eher schnell im Gel laufen und keine Leiterform
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bilden [41, 43]. Halter et al. konnten LOS bei 7. hyodysenteriae nachweisen [38], wihrend
Vinh et al. LPS bei L. interrogans nachweisen konnten [35-37].

Da es sich bei B. burgdorferi auch um ein gram-negatives Bakterium handelt, wurde auch hier
die Prédsenz eines LPS vermutet. Beck et al. [46] konnten ein LPS mit Lipid A und KDO bei
B. burgdorferi nachweisen. Diese Ergebnisse konnten von Takayama [39], Eiffert [44] und
Cinco [40] nicht bestitigt werden. Diese Autoren fanden weder Lipid A noch KDO und auch
sonst keine typischen Merkmale von bakterieller LPS. Sie beschrieben aber alle eine antigene
Lipidfraktion, die im SDS-PAGE eine schnelle Migration zeigte, aber sonst keine Attribute
von LPS aufwies. Cinco beschrieb diese Fraktion als LOS, aber auch diese Bezeichnung
wurde verworfen, da typische Merkmale von LOS nicht nachgewiesen werden konnten. .
Mittlerweile hat sich die Bezeichnung und die Existenz einer antigenen LPS-like Fraktion
etabliert. Auch mittels unserer biochemischen Analysen konnten wir kein LPS bei B.
burgdorferi nachweisen und somit die Ergebnisse von Takayama bestitigen. Bei der zuvor
beschriebenen LPS-like Fraktion handelte es sich wahrscheinlich um unserere extrahierte

Lipidfraktion von B. burgdorferi mit den beiden antigenen Galaktolipiden.

Galaktose war das einzige nachweisbare Monosaccharid im Lipidextrakt von B. burgdorferi.
Eiffert [44] berichtete iiber den Nachweis von anderen Kohlenhydraten und Aminoalkoholen
wie Glukose, Rhamnose, Mannose, Glukosamin, Galaktosamin oder Ethanolamin im
Lipidextrakt von B. burgdorferi. Diese Resultate konnten wir nicht bestdtigen. Diese
Diskrepanz der beiden Analysen konnten bedingt sein durch die unterschiedlichen
angewandten Extraktionsverfahren. Die in dieser Studie eingesetzten Extraktions- und
Aufreinigungsmethoden fithrten zu einer hochgereinigten Lipidfraktion, dadurch konnten
Fehlanalysen durch proteindse Bestandteile des Bakteriums oder storende Substanzen aus

dem Medium weitgehend eliminiert werden.

Das apparente Molekulargewicht der LPS-like Fraktion wurde von Beck [46] und Eiffert [44]
bei 4 kDa beschrieben, wihrend Cinco [40] ein Molekulargewicht von etwa 11 kDa
feststellte. Mit unseren massenspektrometrischen Untersuchungen konnten wir zeigen, dal3
das apparente Molekulargewicht zwischen 778 und 838 Da liegt und somit viel kleiner ist als
es von den anderen Arbeitsgruppen vermutet wurde. Aufgrund des kleinen
Molekulargewichts wandert die Lipidbande in der SDS-PAGE schnell und an der Front von
Bromthymolblau. Dadurch kann das Lipid unter chromatographischen Standardbedingungen
leicht aus dem Gel wandern und spéter nicht mehr auf den Immunoblots detektiert werden.
Somit ist es nachvollziehbar, dal viele Arbeitsgruppen dieses niedermolekulare Antigen

zuvor in ihren Immunoblots nicht bemerkt hatten.
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Wir konnten zeigen, dal es sich bei dem Kohlenhydratanteil der beiden Glykolipide um
terminale oi-gebundene Galaktose handelte. Um die Wichtigkeit der a-gebundenen Galaktose
fiir die Antikorperbindung darzustellen, wurde die Galaktose mittels Perjodat-Oxidation
zerstort. Immunologische Untersuchungen auf HPTLC-Platten vor der Perjodat-Behandlung
zeigten positive Reaktionen der beiden Glykolipide mit Seren von Lyme Borreliose
Partienten, wihrend nach der Perjodat-Behandlung eine Immunreaktion der Seren mit den
Glykolipiden nicht mehr nachweisbar war. Dieses Ergebnis verdeutlichte die Bedeutung der
a-gebundenen Galaktose als einzige relevante Bindungstelle fiir Antikdrper gegen Lipide von
B. burgdorferi B31.

Immunologische Untersuchungen mit Seren von Patienten mit akuter, chronischer oder
abgelaufener Lyme Borreliose zeigten starke positive Reaktionen aller Seren nur mit den
beiden Glykolipiden, die restlichen 9 Lipidfraktion waren an einer Immunreaktion nicht
beteiligt. Dagegen zeigten Seren von Patienten in einem Frithstadium nur schwache
Reaktionen mit den Glykolipiden. Seren von syphilitischen Patienten zeigten eine Reaktion
weder mit den Glykolipiden noch mit den restlichen 9 Lipidfraktionen. Diese Untersuchungen
verdeutlichen, dal Antikorper gegen die Glykolipide in jedem Stadium einer Borreliose
vorhanden sind und auch detektiert werden konnen. Die Antikorper richten sich sehr
spezifisch nur gegen die Glykolipide von B. burgdorferi und es gibt keinen Anhalt fiir eine
Kreuzreaktivitit zwischen den Lipiden von B. burgdorferi und T. pallidum. Diese
Feststellungen sind sehr bedeutsam im Hinblick auf einen Einsatz dieser Glykolipide fiir die

Diagnostik der Lyme Borreliose.

Die Existenz zweier immunreaktiver Lipide von B. burgdorferi wurde auch von Wheeler [45]
beschrieben und mit FI und F2 benannt, eine chemische Analyse dieser Lipide wurde
allerdings nicht durchgefiihrt. Im Unterschied zu unseren Daten, zeigten F1 und F2 starke
Kreuzreaktivitidt mit Antikdrpern von syphilitischen Patienten, wobei die immunologischen
Daten mittels eines home-made ELISA mit F1 und F2 (in Diethylether) als Antigen ermittelt
wurden, wihrend unsere Ergebnisse auf Immunoblots beruhen. In diesem Zusammenhang sei
zu erwihnen, daf} die Glykolipide aufgrund ihrer Chemie und ihrer hohen Konzentration im
Gesamtlipid hdufig Antikorper unspezifisch gebunden haben. Dieses Problem stellte sich uns
beim Immunoblotting sowohl auf dem Immobilon-Papier auch auf HPTLC-Platten. Um die
unspezifischen Bindungen zu elimienieren, haben wir die Blockierung der freien

Bindungsstellen optimiert durch

a) Blockierung mit 10%igem Kilberserum in 0.1 M EDTA
b) Blockierung bei 4 °C und
¢) Blockierung iiber Nacht
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Durch diese verbesserte Art der Blockierung war es moglich die unspezifischen
Antikorperbindungen weitestgehend zu eliminieren.

Die nachgewiesene Kreuzreaktivitit bei Wheeler [45] konnte eventuell bedingt sein durch
unspezifische Antikorperbindungen je nach Wahl der Blockierungsmethode. Die
unterschiedlichen Ergebnisse konnten aber auch zuriickzufiihren sein auf die jeweilige Art der
Extraktion und Aufreinigung der Lipidantigene. Die Glykolipide in dieser Arbeit wurden
durch eine optimierte HPTLC sehr sauber chromatographiert und anschlieBend {iber
Saulenchromatographie  aufgereinigt. Das Resultat war ein  hochaufgereinigtes

Glykolipidantigen, wodurch Fehlanalysen minimal gehalten wurden.

Die Phospholipide von B. burgdorferi zeigten keine Reaktionen mit Seren von Lyme
Borreliose Patienten und sind somit nicht als antigen anzusehen. Auch die Phospholipide von
T. pallidum zeigen keine Antigenitit mit Ausnahme von Cardiolipin. Cardiolipin-Antikorper
konnen bei der Syphilis im VDRL-Test nachgewiesen werden [210-214, 221]. Das
Phospholipid-Hapten Cardiolipin ist alleine nicht in der Lage Antikdrper zu binden, aber
durch Komplexierung mit Cholesterin und Phosphatidylcholin wird dessen Antigenitit
verstirkt und es konnen sich Antigen-Antikorper-Komplexe bilden. Dieses Phdnomen wird
im VDRL-Test ausgenutzt, wo komplexiertes Cardiolipin als Antigen dient. Der VDRL-Test
ist ein quantitativer Test, der vornehmlich zur Verlaufskontrolle der Syphilis und zur
Detektion von syphilitischen Reinfektionen dient. Cardiolipin konnte bei B. burgdorferi nicht
nachgewiesen werden, aber dafiir Phosphatidylglycerol, welches chemisch gesehen ein
,halbes Molekiil* Cardiolipin darstellt (Di-Phosphatidylglycerol). Einen solchen Test zur
Verlaufskontrolle gibt es noch nicht bei der Lyme Borreliose. Daher wollten wir priifen, ob es
moglich ist, analog zum VDRL-Test die Antigenitit der Borrelien-Phospholipide durch
Komplexierung zu erhthen und somit einen Test zur Verlaufskontrolle zu etablieren. Wir
konnten zeigen, daf} tatsdchlich nur das komplexierte Cardiolipin mit den Syphilis Seren
reagierte, wihrend unkomplexiertes Cardiolipin und die komplexierten Borrelien-
Phospholipide keinerlei Reaktion mit den Seren zeigten. Eine Steigerung der Antigenitit der

Borrelien-Phosopholipide durch Komplexierung konnte nicht erzielt werden.

Mackworth-Young [220] beschrieb Anticardiolipin-Antikorper bei Lyme Borreliose Patienten
und auch Garcia-Monco [148] konnte bei einer Vielzahl von Neuroborreliose Patienten
Anticardiolipinantikorper der IgG-Klasse nachweisen. Dies Resultate konnten wir nicht
bestitigen. Bei B. burgdorferi konnte kein Cardiolipin nachgewiesen werden und somit
konnen bei einem Borreliose-Patienten per se auch keine Antikorper dagegen induziert

werden. Auch unsere getesteten Lyme Borreliose Seren zeigten keine Reaktion mit dem
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Cardiolipin von T. pallidum. Einen positiven Cardiolipin-Titer bei einem Borreliosepatienten
konnten wir nur bei gleichzeitiger Infektion mit 7. pallidum feststellen.

Aufgrund dieser Resultate scheint die Entwicklung eines Tests zur Verlaufskontrolle der
Borrliose auf Basis von Phospholipiden eher unwahrscheinlich. Die Glykolipide eignen sich
nicht als Antigene fiir eine Verlaufskontrolle, da sie in jedem Stadium der Lyme-Borreliose

vorhanden sind und auch nach abgelaufener Borreliose noch detektiert werden konnen.

B. burgdorferi kann sich an viele verschiedene Zelltypen binden [209, 222, 223]. Durch diese
unspezifische Adhésionsspezifitit ist der Erreger in der Lage in Gewebe verschiedenster
Organe einzudringen. Eine Erkldrung fiir diese unspezifische Adhision wire, daB} B.
burgdorferi Bindungsstellen (Rezeptoren) benutzt, die auf den meisten Zellen vorhanden sind.
Glykosphingolipide sind auf vielen Arten von Zellen vorhanden und spielen sowohl als
Rezeptoren fiir Bakterien als auch bei der zelluldren Signaltransduktion [224] eine wichtige
Rolle.

Weller et al. [146, 147] konnten bei Patienten mit Neuroborreliose Antikdrper gegen
Ganglioside nachweisen. Ganglioside sind Sphingolipide mit mehreren Zuckereinheiten am
C1 der Spingoid-Base und kommen in der Plasmamembran von Nervengewebszellen vor. Es
wurden Antikorper hauptsidchlich gegen die Ganglioside GMI1, GDI1b und GTI1b
nachgewiesen, aber auch gegen andere Ganglioside konnten Antikorper detektiert werden.
Aufgrund dieser mangelnden Spezifitit der Gangliosid-Antikorper war es fraglich, ob diese
Gangliosid-Antikorper die  Verbindung zwischen B. burgdorferi Infektion und

Neuroborreliose darstellen.

Garcia-Monco et al. [143] konnten zeigen, daf} fiir die Adhédsion von B. burgdorferi an
Zelloberfldchen von Neuralzellen, Galaktocerebroside (GalCer) als Bindungsstellen dienten.
Dabei war die Adhédrenz an GalCer héufiger als an Glukocerebrosid oder Spingosin und war
inhibierbar durch Anti-GalCer-Antikorper. Auch T. phagedenis Reiter und B. hermsii waren
in der Lage an GalCer zu binden. Es konnte gezeigt werden, dal3 sowohl bei Neuroborreliose
Patienten als auch bei Syphilitikern IgM-Antikorper gegen Ganglioside, vornehmlich mit
einer terminalen Gal (B1-3) GalNac Sequenz (GM1, GD1b), nachweisbar waren. Es wurde
vermutet, da3 diese Antikorper entweder als Immunantwort auf eine Infektion des ZNS durch
B. burgdorferi entstanden oder das Resultat einer Kreuzreaktion durch B. burgdorferi
darstellten. Ausgehend von dieser Information immunisierten Garcia-Monco et al. [149]
Laborratten sowohl mit einem nicht-proteinhaltigen Chloroform-Methanol-Extrakt (CME)
von B. burgdorferi als auch mit nativen Glykospingolipiden und konnten jeweils eine
Antikorperproduktion feststellen. Die Lipid-Antikorper, induziert durch den CME von B.
burgdorferi, richteten sich gegen Ganglioside, hauptsichlich Asialo-GM1 und GMI.



Diskussion 82

Umgekehrt erkannten die Antikorper, induziert durch Glykosphingolipide, antigene
Determinanten von B. burgdorferi. Dieses Ergebnis deutete auf eine bidirektionale
Kreuzantigenitidt zwischen Borrelienlipiden und Glykosphingolipiden. Die kreuzreagierenden
Antikorper gehorten vornehmlich der IgM-Klasse an und konnten in den Ranvierschen
Knoten von peripheren Nerven bei infizierten Ratten nachgewiesen werden. Diese Resultate
belegen, dal die potentiell autoreaktiven Gangliosid-Antikorper einen mikrobiologischen
Ursprung haben konnten. Ein solcher Zusammenhang ist fiir die Induktion von Antikdrpern
gegen GMI1 nach Infektion mit C. jejuni bekannt [226]. Dabei stellte man fest, dal die
Entstehung der kreuzreagierenden Antikorper auf das LPS von C. jejuni zuriickzufiihren war.
Dessen O-Antigen wies dhnliche bzw. identische Zuckersequenzen wie GM1 auf.

In diesem Zusammen sollte erwidhnt werden, da3 bei einer Vielzahl von Patienten mit einem
Guillain-Barre-Sydrom und nachweisbaren Anti-GM1-Antikérpern, anamnestisch eine

Infektion mit C. jejuni vorgelegen hatte [227].

Im Fall von B. burgdorferi konnten die kreuzreagierenden Antikorper, welche sich speziell
gegen Ganglioside mit terminaler Galaktose richten, auf die in dieser Studie nachgewiesenen
Glykolipide zuriickzufiihren sein. Wir konnten zeigen, dafl es sich bei den Glykolipiden um
a-Galaktosylglycerolipide handelte, die antigen waren und die Antigenitit auf die Galaktose
zuriickzufithren war. Die Galaktolipide konnten also der Ursprung fiir die kreuzreagierenden
Gangliosid-Antikorper sein und damit indirekt eine Rolle bei der Pathogenese der
Neuroborreliose spielen. Sie scheinen aber nicht nur bei dieser mehr autoreaktiven
Entwicklung der Neuroborreliose eine Rolle zu spielen, sondern konnten auch direkt bei der
lokalen Entziindung von neuralen Zellen beteiligt sein.

B. burgdorferi kann sich an Neurone, Glia- und Schwannsche Zellen anheften [176, 222]. Als
spezifische Bindungsstelle ist Galaktocerebrosid anzusehen, ein Glykophingolipid, welches
die Hauptkomponente bei Myelin darstellt. Unbekannt dagegen ist bisher der entsprechende
Rezeptor bei B. burgdorferi. Aufgrund der Bindung an Galaktocerebroside, miifite es sich bei
dem Rezeptor nach Meinung von Kaneda et al. [139] um ein Ceramidmonohexosid handeln.
Bisher konnten 3 Proteine gefunden werden, die eine Rolle bei der Bindung an
Glykosphingolipiden spielen: das 67 kDa Protein, 62 kDa Hsp60 und das 41 kDa Flagellin.
Die Oberflichenlipoproteine OspA, OspB und OspC scheinen bei der Adhision an
Glykosphingolipiden keine Rolle zu spielen [139]. Nach Adhidsion von B. burgdorferi an
Oligodendroglia- oder Schwannschen Zellen konnen diese IL-6 und TNF-a produzieren und
so eine lokale Entziindung mit Verletzung der neuralen Zellen hervorrufen [176, 225].

Das Galaktolipid konnte aber auch direkt durch Aktivierung von Makrophagen eine
Entziindung der Gliazellen hervorrufen. Eine solche Makrophagenaktivierung ist fiir die

Lipide von Borrelia burgdorferi schon nachgewiesen [228].
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Die Glykolipide von B. burgdorferi scheinen aber nicht nur bei der Pathogenese der
Neuroborreliose eine Rolle zu spielen, sondern konnten auch bei der Entstehung der Arthritis
beteiligt sein. Erst kiirzlich fanden Kaneda et al. Hinweise auf eine mogliche Beteiligung der

Galaktoceramidbindung bei der Induktion einer Arthritis durch Borrelien [145].

Die in dieser Studie erstmalig chemisch identifizierten Galaktolipide scheinen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese der Lyme Borreliose zu spielen. Weiterfiihrende Arbeiten in
unserem Labor haben gezeigt, da3 alle Spezies der Gattung Borrelia burgdorferi sensu lato
identische Galaktolipide aufwiesen. Aufgrund dieser Prisenz in den getesteten B. burgdorferi
Stammen und der fehlenden Kreuzreaktivitit zu 7. pallidum, konnten diese Galaktolipide als
Antigene in der Diagnostik der Lyme Borreliose und als potentielle Kandidaten fiir eine

Vakzine eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Lipide von Borrelia burgdorferi B3] strukturell und
immunologisch charakterisiert.

Der Lipidanieil von B burgdorferi betrug 25 - 30% des Gesamttrockengewichts und ist
damit vergleichbar hoch mit dem Lipidanteil von Treponema und Spirochaera.

[ie Lipide konnten mittels HPTLC in [1 Lipidiraktion chromatographisch aufgetrennt
werden, Durch chemische Farbungen der Fraktionen konnten zwei Giykelipide und zwei
Phopholipide nachgewiesen werden. [ie Glykolipide hatten mit 5084 den grifhten Anteil am
Gesamtlipid, gefolgt von den Phospholipiden mit jeweils 10%. Insgesamt machten diese vier
Hauptfraktionen etwa 70% der Gesamtlipide aus. Bet den beiden Borrelien-Glykolipiden
handelte es sich jeweils um Monoglvkosyldiglyceride. Galakiose war das einzige
nachweisbare  Monosacchand  im Lipidextrakt  wvon B bwrgdorfers,  Mittels
massenspekirometrischer und gaschromatographischer Methoden konnten die Glycolipide als
ee-Cialaktosyldiacylglyeerol  mit  jeweils  unterschiedlicher  Fettstiuremusammensetzung
identifiziert werden, Wir konnten zeigen, dald es sich bei dem Kohlenhvdratanteil der beiden
Glvkolipide um terminale c-gebundene  Galaktose handelte. Oxidation dieser Galaktose
verdeutlichte dessen Bedeutung als einzige relevante Bindungstelle fiir Antiktrper gerichtet
gepen Lipide von 8 burgdorfers 831, he beiden Phospholipide von & burgdorferi Konnten
als Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylglyceral (PG) identifiziert werden.

Die Fettsiureanalyse der Lipide von # burgdorferi ergab zu je etwa 3086 die gesiittiglen
Fettsiiuren  Palmitinsfure (C16:0) und Stearinsiiure (C18:0), wihrend die ungesiittigten
Fettsfiuren mit 30.6% Olsure (C18:1) wnd 11.2% Linolsiure (C18:2) verireten waren.
Immunologische Untersuchungen mit Seren von Patienten im Frith-Stadium oder mit akuter,
chromischer oder abgelaufener Lyme Borreliose zeigten positive Reaktionen aller Seren nur
mit den beiden Glykelipiden, die restlichen 9 Lipidiraktion waren an Immunreaktionen nicht
betetligt. Seren von syphilitischen Patienten zeigten keine Reaktion mit den Lipiden, weder
mit den Glykolipiden noch mit den Phospholipiden. Die Antikéirper von Borreliose-Patienten
richten sich sehr sperifisch nur gegen die Glvkolipide von 8. burgdorferi. Es ergab sich kein
Anhalt fiir eine Kreurreaktivitiit zwischen den Lipiden von B bwegdorferi und T, pallicum.
Diese Festatellungen sind sehr bedeutsam im Hinblick auf einen Einsatz dieser Glvkolipide
fiir die Diagnostik der Lyme Borreliose. Die Phospholipide von B burgdorferi zeigten keine
Reaktionen mit Seren von Lyme Borreliose Patienten und sind somit nicht als antigen
anzuschen.  Eine  Steigerung  der  Antigenitit  der  Borrelien-Phospholipide  durch
Komplexierung mit Cholesterin und Lecithin analog zum VDRL-Antigen der Spyhilis-
Diagnostuk konnte nicht erzielt werden.

Die in dieser Studie erstmalig chemisch identifizierten Galaktolipide scheinen eine wichtige
Rolle ber der Pathogenese der Lyme Borreliose zu spielen. Weiterfiihrende Arbeiten in
unserem Labor haben gezeigt, dall alle Spezies der Gattung Berrelia burgdorferi sensu lato
identische Galaktolipide aufwiesen. Aufgrund der Priisenz in den getesteten B burgdorferi
Stimmen und der fehlenden Kreuzreaktivitit zu T pallidum, kinnten diese Galaktolipide als
Antigene in der Dhagnostik der Lyme Borreliose und als potentielle Kanidaten flir eine
Vekzine in Betracht kommen.
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