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B. Borrelia

bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin)

BSK-Medium Barbour-Stoenner-Kelly-Medium

C1-C9 Komplementkomponenten 1 -9

C1-INH C1-Esterase-Inhibitor

c4BpP C4b-binding protein

CFHR1 Complement Factor H-related protein 1

CihC Complement inhibition via C4BP

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsdure)

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DPBS Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline (Dulbeccos Phosphat-gepufferte
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ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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FD Faktor D

FH Faktor H

FHL-1 Factor H-like protein-1

Fi Faktor |

FP Forward Primer

g Konstante der relativen Erdbeschleunigung (g = 9,80655 m/s?)
GVB** Gelatin Veronal Buffer (Gelatine-Veronal-Puffer)
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HcpA Human complement regulator and plasminogen binding protein A
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IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

JHR Jarisch-Herxheimer-Reaktion

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

KW Klassischer Komplementweg

LPS Lipopolysaccharid
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Mbp Megabasenpaar
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ng Nanogramm

NHS Normales Humanserum

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

NK Negativkontrolle

nm Nanometer

O. Ornithodoros
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ORF Open Reading Frame

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phospate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)

PBS* PBS mit Ca%* und Mg**

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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TW

Terminaler Komplementweg

Tween20 Polysorbat 20

v/v volume per volume (Volumen pro Volumen)

Vip variable large protein

Vmp variable major protein

Vsp variable small protein

w/v weight per volume (Gewicht pro Volumen)
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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Borrelien und Borrelia recurrentis

Bei Borrelien handelt es sich um helikal gewundene, Gram-negative Bakterien.! Der
Name leitet sich vom franzosischen Mikrobiologen Amédée Borrel ab, der die
Spirochdten 1907 beschrieb.? Zusammen mit den Leptospiren und den Treponemen
gehoren sie phylogenetisch zur Ordnung der Spirochaetales, welche sich in die Familie
der Spirochaetaceae und in die Familie der Borreliaceae unterteilt.! Innerhalb der letzt-
genannten Familie lassen sich die Reptil-assoziierten Borrelien, die Erreger der Lyme-
Borreliose sowie die Erreger des Ruckfallfiebers (RF) unterscheiden.3

Borrelia (B.) recurrentis, der Erreger des Lauserickfallfiebers, unterscheidet sich in der
Morphologie nicht von anderen Spirochdten, die ebenfalls RF verursachen. Die
Morphologie zeichnet sich durch die spitz zulaufende Enden, eine Lange von 12 —22 um

sowie einen Durchmesser von etwa 0,3 um aus (s. Abbildung 1).4

W

Abbildung 1: Charakteristische Zellmorphologie einer Borrelie in der Immunfluoreszenzmikroskopie

Dargestellt ist eine serumsensitive Zelle von B. garinii G1, einem Erreger der Lyme-Borreliose. Die Zellen
wurden mit NHS inkubiert und auf der Oberflache abgelagerte Komplementkomponenten mittels grin
fluoreszierendem Alexa Fluor® 488 Antikorper (Verdiinnung 1:500) markiert. Die Zelle ist gekennzeichnet
durch die charakteristische, helikal gewundene Morphologie.

B. recurrentis besitzt, je nach Literaturangabe, 8 — 11%° oder 15— 20, im Periplasma
inserierte Flagellen® und bewegt sich in Flussigkeit mit einer durchschnittlichen
Wellenlange von 1,8 um sowie einer Amplitude von 0,8 um.* Der protoplasmatische
Zylinder besteht aus dem Zytoplasma, einer zytoplasmatischen Membran und einer
Peptidoglykanschicht, welche von der &uReren Membran umschlossen wird

(s. Abbildung 2).” Zwischen der duReren und der inneren Membran, vollstindig im
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periplasmatischen Raum, befinden sich die Flagellen. Die Interaktion der GeiReln mit
dem elastischen protoplasmatischen Zylinder resultiert in der charakteristischen
spiralférmigen Zellmorphologie; die Rotation der Flagellen bewirkt in einer fllissigen
Umgebung, wie Blut oder Fliissigmedium, die wellenférmige Bewegung der Zellen. Diese

wiederum erzeugt einen Schub und treibt die Zelle somit vorwarts.®

A Protoplasmatischer Zylinder AuRere Membran Flagellen

AuRere Membran

Periplasmatischer Raum

Flagellarfilament

Flagellarhaken

Peptidoglykan

Innere Membran

Abbildung 2: Morphologische Darstellung einer Spirochdte und der im Periplasma verankerten
Flagellenbiindel

(A) Die im Periplasma inserierten Flagellen drehen sich um den protoplasmatischen Zylinder. Die Rotation
der GeiReln fiihrt zu einer Korkenzieher-artigen Bewegung des gesamten Bakteriums, wodurch es sich
fortbewegen kann. Jede Flagelle ist hierbei subterminal an einem einzelnen Zellpol verankert und kann
sich mit anderen Flagellen des Gegenpols in der Zellmitte tberlappen. (B) Schematische Darstellung der
flagelldaren Verankerung in der inneren Membran mit den umgebenden Strukturen (entnommen aus
Fraser, 2016%; modifiziert nach Réttgerding, 2023°).

Die Zusammensetzung ihrer Membran unterscheidet Borrelien von anderen Gram-
negativen Bakterien: Diese besteht aus 12 — 50 % Lipiden, 45 — 62 % Proteinen und
3-4% Kohlenhydraten.’® Die duBere Membran enthilt eine groBe Anzahl von
Lipoproteinen,’ die auf der Zelloberflache exponiert sind und eine wichtige Rolle bei der

Interaktion von Erreger und Wirt spielen. Lipoproteine sind insbesondere fir die
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Pathogenitdt, die Dissemination des Erregers und die Abwehr gegeniber der

angeborenen Immunantwort von Bedeutung.!!

1.1.1 Genetische Charakteristika von Borrelien

Wahrend nahezu alle Bakterien ein zirkulares Chromosom aufweisen, zeichnen sich
Borrelien durch eine segmentierte Struktur ihres Genoms aus, welches aus einem
ca.1 Mbp groflen linearen Chromosom sowie diversen linearen und zirkuldren
Plasmiden besteht, die zusammen ca. 0,7 Mbp ausmachen.!? Borrelien nehmen durch
ihr lineares Chromosom eine Sonderstellung innerhalb der Spirochdten ein, da

Treponemen und Leptospiren 1 — 2 zirkuldre Genome aufweisen.>14

RF-Borrelien weisen mit einer GrolRe von 1 — 1,5 Mbp ein deutlich kleineres Genom auf
als andere humanpathogene Bakterien.> Die Reduzierung des Genoms, wie sie sich bei
RF-Borrelien beobachten lasst, geht mit einer degenerierten, parasitaren Lebensweise
einher.1® Sie weisen eine auBerordentliche Adaption an ihren Vektor und Wirt auf. Aus
diesem Grund determinieren viele Gene fiir die Wirtsspezifitat, wahrend Gene, die fiir
essenzielle Enzyme kodieren oder fiir die Synthese von Aminosauren, Fettsduren,
diversen Kofaktoren sowie Nukleotiden notwendig sind, im RF-Borreliengenom nicht

vorhanden sind.1”18

B. recurrentis weist neben B. duttonii unter den verschiedenen Borrelienspezies das am
einfachsten strukturierte Genom auf, welches aus einem linearen Chromosom, sieben
linearen Plasmiden und 990 kodierenden Genen besteht. Dies lasst auf eine
eingeschrankte genetische Variabilitdt schlieBen.'® Bioinformatische Analysen lassen
vermuten, dass sich B. recurrentis durch permanente Gendeletionen aus B. duttonii
entwickelt hat.2® Warum B. recurrentis ausschlieBlich auf die Kleider- bzw. Kérperlaus
(Pediculus humanus humanus bzw. corporis) als Vektor und den Menschen als Wirt
spezialisiert ist, ist nach wie vor ungeklart.2%2> Wegen der hohen Sequenzidentitit von
99 % sind diese beiden Borrelienspezies genetisch sehr schwer voneinander zu
23 Durch Genomanalysen lieR sich letztlich feststellen, dass die

differenzieren.

Chromosomen von B. recurrentis und B. duttonii fast vollstandig kollinear sind.?* In
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dieser Analyse zeigte sich auch, dass alle Plasmide von B. recurrentis einen Gegenpart in

B. duttonii besitzen.?!

Genetische Untersuchungen haben gezeigt, dass die in Afrika endemischen
Borrelienspezies B. duttonii und B. crocidurae, beides Erreger des in Ost- und Westafrika
vorkommenden Zeckenriickfallfiebers,?* eine Ubereinstimmung ihres Genoms von 99 %
im Vergleich zu B. recurrentis aufweisen. Aufgrund dieser Analysen wurde spekuliert,
dass diese drei Spezies ,,Okotypen” der Genospezies B. africana darstellen?® und sich

phylogenetisch erst kiirzlich an verschiedene Wirte adaptiert haben (s. Abbildung 3).24%7

Ein Phylodendrogramm mit dem Verwandtschaftsgrad, den Vektoren und Wirten von
RF-Borrelien sowie den am haufigsten vorkommenden Lyme-Borrelienspezies zeigt
Abbildung 3. Auffallig hierbei ist, dass B. recurrentis und B. duttonii die einzigen beiden
Borrelienspezies darstellen, die sich auf den Menschen als einzigen Wirt spezialisiert

haben.
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Abbildung 3: Phylodendrogramm verschiedener Riickfallfieber-Borrelien

palsil

Die Erstellung erfolgte durch den paarweisen Vergleich der sog. ,,average nucleotide identity” (ANI) zweier
Genomsequenzen verschiedener Borrelienspezies (enthnommen aus Gupta et al., 2013%; Elbir et al.,
2014%%), wobei die drei am hiufigsten vorkommenden humanpathogenen Lyme-Borrelienspezies mit in
die Analyse eingeschlossen wurden. Dargestellt sind der Vektor, der Wirt sowie die geographische
Verbreitung von RF-Borrelien (entnommen aus Talagrand-Reboul et al., 2018%).

1.1.2 Wirtsspezifitdt und Transmission

B. recurrentis ist, wie alle Borrelienspezies, auf einen bestimmten Vektor spezialisiert??;
allerdings ist B. recurrentis die einzige Borrelienspezies, die auf die Kleider- bzw.
Kérperlaus (Pediculus humanus humanus bzw. corporis) als Vektor adaptiert ist.?° Trotz
Hinweisen einer Ubertragung von B. recurrentis auf den Menschen durch infizierte
Kopflause (Pediculus humanus capitis) konnte bisher kein gesicherter Nachweis erbracht
werden.??3° Da Kopflduse weiterhin ein globales Problem darstellen, im Gegensatz zu
Korperldusen, deren Verbreitung weltweit im letzten Jahrhundert signifikant reduziert
werden konnte,?%3! missten weltweit Fille von Liuserickfallfiber auftreten und
nachgewiesen werden, was jedoch nicht der Fall ist.

Aufgrund der genetischen Verwandtschaft von B. recurrentis und B. duttonii besteht die

Moglichkeit, dass auch B. recurrentis durch Zecken (ibertragen werden kann. Bereits
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1942 gelang der Nachweis, dass Mause zumindest experimentell iber Zecken mit
B. recurrentis infiziert werden kdnnen.3? Weitere Daten geben Anlass zur Vermutung,

dass auch B. duttonii durch Liuse als Vektoren tbertragen werden kann.33

Die Korperlduse leben etwa 21 Tage lang und nehmen wahrenddessen bis zu fiinf
Blutmahlzeiten zu sich. Ein einzelner Mensch kann hierbei von tausenden von Lausen
befallen sein.3* Da infizierte Liuse, im Gegensatz zu Zecken, nicht in der Lage sind, die
Erreger an ihre Nachkommen weiterzugeben (vertikale Transmission), fungieren
infizierte Menschen als Reservoir fiir B. recurrentis: Nicht infizierte Lause kdnnen bei der
Blutmahlzeit an einem infizierten Wirt die im Blut zirkulierenden Borrelien
aufnehmen.?®3>-3% Nach der Aufnahme der Spirochiten gelangen diese in den
Mitteldarm und migrieren von dort in die Hamolymphe, nicht jedoch in die
Speicheldrisen.?®3° Durch die Blutmahlzeit der Liuse wird beim Wirt ein Juckreiz
ausgelost, der zu vermehrtem Kratzen fihrt, wodurch die Lduse zerdriickt werden.
Zolomfllssigkeit oder Faeces von Ldausen werden hierbei Gber Mikrolasionen oder
Schleimhaute, wie die Konjunktiven, eingebracht und gelangen so in den menschlichen
Blutkreislauf, wo sich die Erreger vermehren kdnnen. Das bedeutet, dass eine direkte
Ubertragung, wie sie z. B. bei den Lederzecken zu beobachten ist, nicht stattfindet.
Allerdings kann eine Ubertragung von B. recurrentis auch nosokomial (ber

Bluttransfusionen, Nadelstichverletzungen und Schmierinfektionen stattfinden.?®

Eine 2019 erschienene Studie konnte zeigen, dass mit B. recurrentis infizierte
Bettwanzen (Cimex lectularius) 20 Tage lang Uberlebensfihige Spirochaten im Mittel-
und Hinterdarm aufwiesen.?® Eine Ubertragung auf den Menschen, dhnlich wie bei

Lausen, ist daher potenziell moglich.

1.1.3 Geographische Verbreitung

Zu den Vektoren auf dem afrikanischen Kontinent, die die verschiedenen RF-
Borrelienspezies (ibertragen, zdhlen u. a. Ornithodoros (O.) erraticus, welche in den
marokkanischen Kiistenarealen vorzufinden sind und als Vektor fiir B. hispanica dienen.

0. sonrai ist in West- sowie in Teilen Nordafrikas vorzufinden und kann zur Infektion mit
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B. crocidurae flihren, wahrend O. moubata und O. porcinus vor allem in Zentralafrika
vorkommen und B. duttonii Gbertragen koénnen. B. recurrentis ist hauptsachlich in
Athiopien und in anderen Lidndern am Horn von Afrika, wie Somalia und Eritrea, sowie
in Stid-Sudan bzw. im Stiden des Sudans vorzufinden.?8314142 Es kommt regelmaRig zur
Entdeckung neuer, bisher nicht kultivierbarer Spirochaten, die phylogenetisch mit
bereits bekannten RF-Borrelien verwandt sind.*? Die geographische Verbreitung von RF-

Borrelien in Afrika ist in Abbildung 4 dargestellt.

B. duttonii
I B. recurrentis
I 8. hispanica
I 5. crocidurae

Uncultured Borrelia species

Abbildung 4: Geographische Verteilung afrikanischer Riickfallfieber-Borrelien

Die Verbreitung der einzelnen RF-Borrelienspezies ist farblich hervorgehoben (entnommen aus Elbir et
al., 2013%),

1.2 Die klinische Entitat Rickfallfieber

1.2.1 Historie und Epidemiologie

Erste arztliche Beschreibungen einer Krankheit, die dem RF entspricht, stammen aus

dem alten Agypten sowie aus dem antiken Griechenland zu Zeiten von Hippokrates.*4°
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Den Namen ,Rickfallfieber” erhielt das Krankheitsbild erst im Anschluss an einen
Ausbruch im schottischen Edinburgh in den Jahren 1843 bis 1848 durch den Arzt David
Craigie, der es klinisch von Typhus abgrenzte.®® Die erstmalige Identifizierung des
Erregers gelang 1873 durch Otto Obermeier an der Berliner Charité, der den gefarbten
Blutausstrich eines infizierten Patienten mikroskopierte.”>? Erste Versuche, den
Erreger durch die Infizierung von Tieren oder durch eine Selbstimpfung mit dem Blut
von Infizierten zu Gibertragen, verliefen erfolglos. Miinch und Motschutkoffsky fiihrten
1874 und 1876 weitere Infektionsversuche mit dem Blut infizierter Patienten an sich
selbst sowie an gesunden Probanden durch und konnten letztlich beweisen, dass das RF
durch Spirochaten ausgelost wurde, welche, in Andenken an den Erstentdecker Otto
Obermeier, daraufhin die Bezeichnung Spirochaeta obermeieri bzw. Treponema
obermeieri erhielten.3! ). Everett Dutton und John Todd gelang zu Beginn des 20.
Jahrhunderts die Entdeckung des kausalen Zusammenhangs, dass RF auslésende
Spirochaten durch Lederzecken der Gattung O. moubata Ubertragen werden. Zu Ehren
J. E. Duttons erhielt der beobachtete Erreger die Bezeichnung Borrelia duttonii.>?
Anhand dieser Entdeckung wurde vermutet, dass auch Liuse zur Ubertragung des
Erregers des RF in der Lage sind, was 1907 der britische Arzt Frederick Percival Mackie
sowie 1908 der franzdsische Arzt Edmond Sergent und Henry Foley, welche in Algerien
tatig waren, bestitigen konnten.?>°*>> Heute wird das Rickfallfieber in

Zeckenrickfallfieber (ZRF) und Lauseriickfallfieber (LRF) unterteilt.*?

Im Laufe der vergangenen Jahrhunderte sorgten immer wieder Kriege, Hungersnote,
Armut und Flucht dafiir, dass viele Menschen unter prekdren hygienischen Bedingungen
auf engem Raum leben mussten. In der Folge kam es zu vermehrtem Lausbefall der
Menschen und epidemischen Krankheitsausbriichen,”® wobei diese mit
wiederkehrendem Fieber, lkterus und Blutungen einhergingen. Diese Krankheitsbilder
lassen sich mutmaRlich auf LRF zuriickfiihren.*> Neben groReren Epidemien im 17. und
18. Jahrhundert traten die letzten LRF-Epidemien im Rahmen der beiden Weltkriege von
1903 -1936 mit 50 Millionen Fallen sowie 1943 —1946 mit 10 Millionen Fallen
auf.2%364557 Aufgrund der Menge an Infizierten und seiner Krankheitsfolgen wurde das

RF als ,epidemischste unter den epidemischen Krankheiten” bezeichnet.?°
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Die Verbesserung hygienischer Standards sowie die Einflihrung des Insektizids
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) in den 1940er Jahren fiihrten zu einer massiven
Reduktion des Lausbefalls und entsprechend auch zu einem massiven Riickgang des
LRF.>® In den letzten Jahrzehnten wird nur noch von einzelnen Ausbriichen berichtet,
wie 1985 in den peruanischen Anden.>® Heute z3hlt das LRF zu den armutsassoziierten,

vernachlassigten Infektionserkrankungen.3>

Dem weltweiten Riickgang an mit RF infizierten Patienten im 21. Jahrhundert steht die
Situation in Ost-Afrika gegeniber, denn hier stellt die Erkrankung noch immer ein
ernstes gesellschaftspolitisches Problem dar.?! Eine hohe perinatale Sterblichkeit wird
in endemischen Regionen Tansanias durch das ZRF bedingt, welches hier auch unter den
zehn hiufigsten Todesursachen bei Kindern unter finf Jahren aufgefiihrt wird.®° Im Std-
Sudan bzw. im Siden Sudans und in Athiopien kommt hauptsichlich das LRF vor,
welches in endemischen Gebieten haufig zu Hospitalisationen fihrt und mit einer
erhdhten Morbiditats- und Mortalittsrate assoziiert ist.®® Laut den Angaben des
athiopischen Gesundheitsamtes stellt RF die siebthaufigste Ursache fiir einen
stationdren Krankenhausaufenthalt und die fiinfthiufigste Todesursache dar.%?
Personen, die unter schlechten hygienischen Bedingungen auf engem Raum
miteinander leben, wie Gefangnisinsassen oder Erntearbeiter auf den Kaffeeplantagen
wihrend der Regenzeit, sind besonders bedroht, sich mit LRF zu infizieren.3> Die
zunehmende Globalisierung und die Zunahme an Tourismus und Geschéftsreisen in
ostafrikanischen Landern, aber auch die zunehmende Entwicklungshilfe in
Krisengebieten, wie z. B. in Stid-Sudan, kann dazu beitragen, dass mit B. recurrentis
infizierte Laduse aus den endemischen Gebieten in Ost-Afrika wieder vermehrt in andere

Regionen der Welt verbreitet werden.%3

Durch die Flichtlingskrise 2015 wurde LRF bei 78, meist jungen und mannlichen,
Geflichteten diagnostiziert, die in verschiedenen europdischen Staaten, meistens
Italien und Deutschland, Zuflucht gesucht haben. Es ist davon auszugehen, dass die
Dunkelziffer an Erkrankten héher lag.6%° Es handelte sich hierbei um Asylsuchende aus
Athiopien, Eritrea, Somalia und anderen afrikanischen Staaten, die sich in {berfiillten

Unterkiinften in Libyen, Italien oder einem anderen Land infiziert haben kénnten.”®
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LRF war vor 2015 in den meisten europdischen Staaten in Vergessenheit geraten; so
auch in Deutschland, wo seit 1999 nur drei Falle bei Reiserlickkehrern gemeldet
wurden.”t Dagegen wurden dem Robert Koch-Institut im Jahr 2015 45 Krankheitsfille
und ein Todesfall sowie im Jahr 2016 finf Krankheitsfille bei Asylsuchenden

gemeldet.’?73

Personen ohne festen Wohnsitz stellen eine weitere Gruppe dar, die durch eine erhohte
Pravalenz von Kleiderlausbefall potenziell gefahrdet sind, sich mit LRF zu infizieren.
Untersuchungen zur Haufigkeit des Kleiderlausbefalls ergaben in dieser
Bevolkerungsgruppe einen Befall von 4 % in Boston,”* von 16 % in Tokio’® und von 30 %
in San Francisco.’® In Frankreich betrug die Pravalenz 12 -22 %’7’%; in Brasilien,
Kolumbien und Russland lag diese bei 18 —40 %.2>7°8 Im Jahr 2005 konnten bei
Personen ohne festen Wohnsitz in Marseille Anti-lgG-Antikérper gegen B. recurrentis
nachgewiesen werden, was als Hinweis auf eine stattgehabte Infektion mit diesem

Erreger gewertet wurde.”
Die Moglichkeit, dass sich LRF durch humanitdre Katastrophen mit einhergehender

Verschlechterung der hygienischen Standards wieder aullerhalb der endemischen

Gebiete, also auch innerhalb von Europa, verbreitet, ist jederzeit gegeben.®’

1.2.2 Klinik, Therapie und Prognose

Bei einer Infektion mit RF kann eine Vielzahl von Symptomen auftreten; das
Leitsymptom stellen hierbei wiederkehrende, also ,rekurrierende” Fieberepisoden dar,
die im Wechsel mit fieberfreien Phasen auftreten. Beim LRF treten bis zu finf
Fieberschilbe mit Temperaturen bis zu 40 °C auf, wahrend es beim ZRF zu bis zu 13
Fieberepisoden kommen kann, die (ber mehrere Monate verteilt auftreten.?! In den
meisten Fallen (ca. 90 %) wird das Fieber von Zephalgien, Myalgien und Arthralgien
begleitet,?! wobei es beim ZRF zusitzlich noch zu Emesis und Vomitus kommen kann.#?
Das LRF hingegen ist haufiger mit Tachykardie (iber 95 % der Patienten), Konjunktivitis
(Uber 90 % der Félle) und Hepatosplenomegalie (ca. 65 % der Patienten) assoziiert.?®

Thrombozytopenien und andere Blutungskomplikationen (s. Abbildung 5 a) werden
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sowohl beim ZRF als auch beim LRF beschrieben, wobei sie beim LRF haufiger auftreten.
Hierbei kann es zusatzlich noch zu Epistaxis, Hamoptysen, Hamatemesis, blutigen
Diarrh6en, Hamaturie sowie zu subarachnoidalen, zerebralen oder retinalen Blutungen
kommen (s. Abbildung 5 b und d).2°313>8384% Bej Patienten, deren Infektion durch die
Borrelienspezies B. recurrentis, B. duttonii oder B. turicatae ausgelost wird, konnen
zusatzlich neurologische Beschwerden, wie ein meningeales Syndrom oder
Erkrankungen der Augen, auftreten.3%8> Auch werden Komplikationen in der
Schwangerschaft bis hin zum Abort beobachtet.3>8 Ursichlich fir das Versterben der

Patienten ist hiufig eine Myokarditis.?’

(a)”"

S RS AR

Abbildung 5: Klinische Manifestierungen einer LRF-Infektion bei einem athiopischen Patienten

(a) Stammbetonte Petechien bei einer Koinfektion mit Salmonella typhi; (b) subkonjunktivale
Einblutungen und Sklerenikterus, die auf eine Leberschadigung hinweisen; (c) Silberfarbung der Milzpulpa
mit Nachweis von B. recurrentis (Pfeile); (d) Zerebrale Blutungen am 6. Krankheitstag (pathologisches
Priparat) (entnommen aus Warrell, 2019%°).

Therapeutisch werden Einzeldosen von 500 mg Tetracyclin, 500 mg Erythromycin oder
100 mg Doxycyclin oral verabreicht.?®> Da es bei der oralen Gabe hiufig zu Emesis
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kommen kann, wird eine, ebenfalls einmalige, intravendse Gabe von 250 mg

Tetracyclinhydrochlorid oder 300 mg Erythromycin-Lactobionat empfohlen 8889

Wahrend groRer Epidemien in der Vergangenheit wurde die Letalitat mit 30 — 70 % ohne
Therapie berichtet, wahrend die Letalitat unter Therapie mit 2 — 6 % angegeben
wird.??%0 Aktuell ist bei unbehandelten Patienten von einer Letalitat von 10 — 40 % und
bei Behandelten von unter 5 % auszugehen.®® Wihrend eines Ausbruchs in Athiopien

2016 betrug die Letalitat 13 %.°2

1.2.3 Jarisch-Herxheimer-Reaktion als Komplikation

Bei der antibiotischen Behandlung des RF kann es zum Auftreten einer Jarisch-
Herxheimer-Reaktion (JHR) kommen, welche durch die Lyse der im Blut zirkulierenden
Bakterien und die Freisetzung von groBen Mengen an pyrogenen Substanzen
hervorgerufen wird.>> Da bei einer Spirochitamie keine Endotoxine nachgewiesen
werden konnten, ist davon auszugehen, dass die Lipoproteine an der Zelloberflache der
Borrelien fiir die Ausldsung der JHR verantwortlich sind.®3°* Im Blutplasma kommt es
durch die JHR zur vermehrten Freisetzung von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a),
Interleukin-6 und Interleukin-8.9°7 Durch die JHR kann es in den ersten Stunden nach
Antibiotikagabe bei LRF-Patienten zu einer deutlichen Verschlechterung des

Allgemeinzustandes kommen.

Bei LRF-Patienten tritt die JHR ca. 1 — 2 h nach der ersten Antibiotikagabe auf, wobei der
Hohepunkt nach etwa 4 h erreicht wird und die Reaktion nach ungefahr 8 h wieder
nachldsst.®® Zu den haufigen Symptomen gehéren hohes Fieber, Schittelfrost,
vermehrtes Schwitzen, Zephalgien, Myalgien, Tachykardie und Hypotension.®®1% Da
diese Symptome auch im Rahmen der Infektion selbst auftreten kénnen, besteht das
Risiko, dass die JHR nicht erkannt wird und dementsprechend unbehandelt bleibt.®®
AuBerdem koénnen die Symptome als eine Unvertraglichkeit des Antibiotikums
fehlgedeutet werden. Eine JHR verlduft in 5% der Falle lebensbedrohlich, wobei die
Schwere der LRF-Infektion eine groRe Rolle spielt.3>3%101.192 Besonders bei schwangeren

Frauen mit LRF-Infektion steht die JHR im Verdacht, eine Frihgeburt mit vermindertem
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Geburtsgewicht auszuldsen, was haufig das Versterben des Sauglings zur Folge hat.1%3

105

Ansatze, die JHR durch eine praventive Steroidgabe,'%6-1% eine veranderte Applikation
des Antibiotikums®®11? oder durch die Gabe eines Anti-TNF-a-Antikérpers®’ zu
verhindern bzw. abzuschwachen, verliefen bislang erfolglos. Die beste Prognose fiir eine
Besserung der Symptome nach wenigen Stunden besitzen aktuell supportive

MaRnahmen und eine adiquate Hydrierung des Patienten.®?

1.2.4 Diagnostische Herausforderungen

Neben der Therapie gestaltet sich auch die Diagnose des RF schwierig, insbesondere
durch die Uberschneidungen der &hnlichen Krankheitssymptomatik mit anderen
Infektionserkrankungen, wie z.B. Malaria, Typhus, Brucellose, Rickettsiose,
Leptospirose oder einer bakteriellen Meningitis. Weiterhin treten auch haufig
Koinfektionen mit Malaria- oder Typhus-verursachenden Erregern auf.3811%112 Dje
Wright-Giemsa-Farbung eines mit Methanol fixierten diinnen Blutausstrichs stellt
hierbei die einfachste Nachweismethode dar, RF durch den mikroskopischen Nachweis
von Borrelien mikrobiologisch zu diagnostizieren. Die Erregerkonzentration sollte
jedoch mindestens 10° Zellen/ml Blut betragen, um Spirochdten nachzuweisen,'3 die
nur wahrend der Fieberepisoden in hoher Konzentration vorliegen, nicht aber wahrend
der asymptomatischen, fieberfreien Phasen.''* Daher ist diese Nachweismethode nicht

sensitiv genug.
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Abbildung 6: Mikroskopischer Nachweis von B. recurrentis in Blutausstrichen

a) Zeichnung von B. recurrentis in einem Blutausstrich eines an LRF erkrankten Patienten aus Jaipur, Indien
(entnommen aus Stott, 1911'%5); b) Fotografie von B. recurrentis in einem diinnen, mit May-Griinwald-
Giemsa gefarbten Blutausstrich (1000-fach vergroRert) eines 2015 an LRF erkrankten eritreischen
Patienten in Basel, Schweiz (entnommen aus Kahlig et al., 202156).

Mittels Multiplex Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lassen sich mittlerweile
B. recurrentis, B. duttonii, B. crocidurae und B. hispanica voneinander differenzieren,!'®
wobei jedoch eine Unterscheidung zwischen B. duttonii und B. recurrentis aufgrund
ihrer hohen Sequenzidentitdt nicht mdoglich ist.??® Die PCR ist hierbei wesentlich
sensitiver als die Mikroskopie, sodass bei LRF-Fallen in Europa sogar bei mikroskopisch
negativem Befund eine Infektion mit B. recurrentis nachgewiesen werden konnte.®°117
Neue Forschungsansatze zielen auf einen serologischen Nachweis von B. recurrentis-
Infektionen mit Hilfe von sensitiven und spezifischen immunologisch-basierten
Testsystemen.11®

Der Erreger Candidatus Borrelia kalaharica wurde vor Kurzem erstmalig in Zecken in
Athiopien nachgewiesen, was den ersten Nachweis von ZRF-iibertragenden Erregern in

einem fir LRF endemischen Land bedeutet.11®

1.2.5 Prophylaxe

Eine Impfung gegen B. recurrentis oder andere RF-Borrelien steht derzeit nicht zur
Verfiigung.3> Die effektivste und sicherste Methode, um Infektionsketten zu
unterbrechen, besteht daher in der Eliminierung der Lause und der Verbesserung der

hygienischen Standards. Patienten, die unter Lausbefall leiden, sollten sich regelmaRig
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mit Seife baden und die infizierte Kleidung warm waschen (52 °C fiir 30 min).3> Ohne
Kontakt zum Menschen als Wirt und somit ohne Blutmahlzeit sterben die Lduse nach

zehn Tagen bei jeder Temperatur ab.120.121

1.3 Das Komplementsystem

Die menschliche Immunabwehr lasst sich in drei Hauptkomponenten untergliedern: 1.
die physikalischen Barrieren des menschlichen Korpers, bspw. die Haut; 2. die
unspezifische, angeborene Immunabwehr, die hier durch das Komplementsystem
reprasentiert ist, und 3. das zelluldre und adaptive Immunsystem mit der spezifischen,
erworbenen Immunabwehr mittels Antigen-spezifischer T- und B-Lymphozyten.*?? Da in
der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf der Interaktion zwischen bakteriellen
Proteinen und dem Komplementsystem liegt, soll dieses kaskadenartige System im

Folgenden naher betrachtet werden.

Als Teil des angeborenen Immunsystems dient das Komplementsystem als erste
Abwehrlinie sowohl gegen invasive Mikroorganismen als auch gegen apoptotische und
nekrotische humane Wirtszellen.*?3 Im spaten 19. Jahrhundert wurde es zunichst als
»Alexin” bezeichnet, als Mikrobiologen wie Paul Ehrlich, Jules Bordet oder George
Nuttall den bakteriziden Effekt von Blut auf den Erreger Bacillus anthracis
beobachteten.'?* Paul Ehrlich pragte 1899 den Begriff ,Komplement”, da das entdeckte
System von Proteinen im Blutserum die Antikorper-getriggerte Antwort des
Immunsystems ,komplementierte”. Die hitzestabile Substanz ,Alexin® wurde daraufhin
in ,Amboceptor” umbenannt.?®

Inzwischen ist bekannt, dass das Komplementsystem aus (iber 50 Serumproteinen und
Oberflachenrezeptoren besteht, die als membranstdandige Proteine auf verschiedenen
Zellen lokalisiert sind oder aber im Blutkreislauf vorwiegend als aktivierbare
Vorlaufermolekiile I6slich zirkulieren.?® Zu den vielfaltigen Aufgaben zihlen extra- und
intrazelluldare Funktionen, wie bspw. das Erkennen und Eliminieren invasiver

127 sowie die Markierung (,Opsonisierung”) kdrpereigener

Fremdorganismen
nekrotischer und apoptotischer Zellen fiir die Phagozytose.?812° Weiterhin besitzt das

Komplementsystem eine entscheidende Funktion fiir die adaptive Immunabwehr3® und
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ist an diversen pathologischen Vorgangen, wie dem hamolytisch-uramischen Syndrom

131

(HUS), der Entstehung von Endometriose oder der altersbedingten

Makuladegeneration (AMD),132133 peteiligt, aber auch an Geweberegeneration'3*, der

135 oder, im dysregulierten Zustand, am Tumorwachstum.!3¢137 Neueste

Homoostase
Erkenntnisse lassen vermuten, dass das Komplementsystem ebenso am

Zellmetabolismus beteiligt ist.!38139

Das Komplementsystem besteht aus drei unterschiedlichen, in Kaskaden von
enzymatischen Reaktionen ablaufenden, aktivierbaren Wegen. Die Aktivierung fiihrt zur
Ausschiittung der Anaphylatoxine C3a und C5a, die eine elementare Rolle als
Immunmodulatoren einnehmen, indem sie durch Opsonisierung Leukozyten anlocken
(,Chemotaxis“) und Phagozyten induzieren. AuRerdem fiihren sie zur Entstehung der
Komponenten C3b und C5b, wobei dem Molekiil C3b eine zentrale Rolle zugeschrieben
wird, da es durch die Abfolge jedes einzelnen der drei Komplementwege entsteht und
an die Oberflache von Zielzellen bindet, um diese zu markieren.*° Die Aktivierung aller
Wege mindet schlussendlich in den terminalen Weg, bei dem der
Membranangriffskomplex (MAK) auf der Oberflache der opsonisierten Zielzelle gebildet
und die Lyse der Zelle eingeleitet wird. Diverse Molekiile sind in der Lage, die drei
Komplementwege unabhdngig voneinander zu initiieren. Inzwischen ist bekannt, dass
das Komplementsystem netzwerkartig eng mit anderen Systemen, wie dem

fibrinolytischen System, verkniipft ist.123

1.3.1 Der klassische Weg des Komplementsystems

Uber die Bindung von Immunglobulinen der Subklasse G (IgG) oder M (IgM) wird der
klassische Weg des Komplementsystems initiiert, weshalb er auch als ,, abhangig von
Antikorpern” beschrieben wird (s. Abbildung 7). Clq, auch als ,Pattern Recognition
Molecule” (PRM) bezeichnet, bindet an Immunglobuline sowie Pentraxine, die bereits
mit mikrobiellen Oberflachenstrukturen oder bestimmten Antigenen interagieren.
Zusammen mit den Komponenten und aktivierbaren Serinproteasen C1r und C1s kommt
es zur Bildung des aktivierten C1-Komplexes,'4142 der C4 in C4a und C4b spaltet. Durch

eine Konformationsanderunginnerhalb des C4b-Molekiils wird ein Thioester freigesetzt,
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wodurch C4b an der Aktivierungsstelle an die mikrobielle Oberflache bindet. Dies fiihrt
zur Opsonisierung der Zielzelle. An C4b gebundenes C2 wird anschlieBend, mithilfe der
Cls-Protease, in C2a und C2b gespalten. C4b und C2b bilden die C3-Konvertase, welche
ihrerseits C3 in C3a und C3b spaltet. Das so entstandene C3b-Molekiil kann entweder
an die Oberflache einer Zelle binden, um diese zu opsonisieren und so fiir die
Phagozytose zu markieren, oder an die C3-Konvertase, so dass sich die C5-Konvertase
des klassischen Weges (C4b2b3b) bildet. Die nachfolgende Spaltung von C5 in C5a und
C5b flhrt zur Bindung von C5b an die Zelloberflache, wodurch die terminale Sequenz
eingeleitet wird und der MAK gebildet werden kann. C3a und C5a tragen in ihrer

flissigen Phase als Immunmodulatoren zu verschiedenen Entziindungsreaktionen

beij 143
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aktivierung des klassischen Weges auf einer bakteriellen
Oberflache

Der C1-Komplex besteht aus Clqg, Clr und Cls und bindet an Antikdrper, welche vorher an Antigene
gebunden haben. Dadurch wird die Aktivierung des klassischen Weges initiiert. AnschlieRend kommt es
zur Spaltung von C4 und C2, was die Formation der C3-Konvertase C4b2b auf der bakteriellen Oberflache
bedingt, welche ihrerseits C3 in C3a und C3b spaltet. Dadurch kommt es zur Entstehung der C5-
Konvertase C4b2b3b sowie zur Spaltung von C5 in C5a und C5b. Durch die Anlagerung von C6, C7, C8 und
C9 an das an die Oberflaiche gebundene C5b-Molekil entsteht der MAK (entnommen aus Stone und
Brissette, 20173; modifiziert).

1.3.2 Der Lektin-Weg des Komplementsystems

Die Aktivierung des Lektin-Weges erfolgt durch die Bindung der Kollektine Mannose-
bindendes Lektin (MBL) sowie Ficolin an Kohlenhydrate, welche auf der Oberflache von

Pathogenen vorkommen. MBL und Ficolin liegen, zusammen mit MBL-assoziierten
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Proteinen (MASP), geldst im Serum vor.14*145 Zu den MASP zdhlen MASP-1, -2, -3 sowie
MAP19, wobei es sich um ein verkirztes MASP-2 handelt.'** Durch die Bindung des
Lektin-Komplexes an mikrobielle Oberflachen wird eine Konformationsanderung von
MASP-2 initiiert, welches seinerseits C4 in C4a und C4b spaltet (s. Abbildung 8). Das an
der Oberflaiche gebundene C4b fiihrt wiederum zur Spaltung von C2, wodurch die
Bildung der C3-Konvertase aus C4b und C2b resultiert. Die weiteren Aktivierungsschritte
des Lektin-Weges entsprechen denen des klassischen Weges.?® Die Funktion der

Ubrigen MASPs ist Gegenstand aktueller Forschungsansatze.'#°
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Aktivierung des Lektin-Weges auf einer bakteriellen
Oberflache

Der Komplex aus MBL bzw. Ficolin und MASP-1 und MASP-2 bindet an pathogene Oberflachenstrukturen
und initiiert so den Lektin-Weg. Es kommt zur Spaltung von C4 in C4a und C4b sowie von C2 in C2a und
C2b, wodurch die C3-Konvertase C4b2b entsteht, die ihrerseits C3 in C3a und C3b spaltet. Durch die
Bindung von C3b entsteht die C5-Konvertase C4b2b3b, die wiederum C5 in C5a und C5b spaltet. C5b kann
sich nun mit C6, C7, C8 und C9 zum MAK zusammenlagern (entnommen aus Stone und Brissette, 2017%3;
modifiziert).

1.3.3 Der alternative Weg des Komplementsystems

Der alternative Weg wird stets niedrigschwellig, aber konstitutiv aktiviert, wobei der
dafiir verantwortliche Prozess als ,tick-over” bezeichnet wird.*® Durch fortwihrende
spontane Hydrolyse wird hierbei eine labile Thioesterverbindung innerhalb der
Komplementkomponente C3 erzeugt (s. Abbildung 9) und resultiert in der bioaktiven
Form C3(H20).*’ Durch diese strukturelle Veranderung wird eine Bindung von Faktor B
(FB) ermoglicht, wobei die neu entstandene C3-Prokonvertase (C3bB) im Anschluss
durch die Serinprotease Faktor D (FD) gespalten wird. Als Ergebnis dieser Spaltung
entsteht dann die nicht membrangebundene C3-Konvertase C3(H,0)Bb, welche nun C3

in C3a und C3b spaltet. Unter normalen Umstanden findet dieser Prozess kontinuierlich
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im Blut statt, sodass immer neues aktiviertes C3b entsteht, wodurch in Gegenwart von
FB und FD neue losliche C3-Konvertasen gebildet werden. Durch die Bindung von
aktiviertem C3b und der nachfolgenden Bildung zur C3-Konvertase C3bBb wird dieser
Enzymkomplex durch Properdin an der mikrobiellen Oberflache stabilisiert. Die
Anlagerung von C3b an die membrangebundene C3-Konvertase C3bBb fiihrt zur
Formierung der C5-Konvertase C3bBbC3b, welche wiederum C5 in C5a und C5b spaltet.
Das entstandene C5b lagert sich mit C6, C7, C8 und C9 an der Zelloberflache als MAK

zusammen und initiiert so den terminalen Weg.4®
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Aktivierung des alternativen Weges auf einer bakteriellen
Oberflache

Durch die Hydrolyse von C3 und die anschlieBende Bindung von FB wird der alternative Weg initiiert. Es
kommt zur Spaltung von FB durch FD sowie zur Bildung der Flissigphase-C3-Konvertase C3(H.0)Bb,
welche ihrerseits C3 in C3a und C3b spaltet. C3b kann nun, zusammen mit FB und Properdin, an die
Zelloberflache binden und eine membrangebundene C3-Konvertase bilden. Diese fiihrt wiederum zur
Spaltung von weiteren C3-Molekiilen, wobei C3b seinerseits an die C3-Konvertase binden und somit die
C5-Konvertase C3bBb3b bilden kann, die C5 in C5a und C5b spaltet. C5b lagert sich, zusammen mit C6,
C7, C8 und C9, an die Zelloberflache und flihrt so zur Initiierung des terminalen Weges (entnommen aus
Stone und Brissette, 2017*3; modifiziert).

1.3.4 Der terminale Weg des Komplementsystems

Die Aktivierung der drei Wege des Komplementsystems fihrt zur Bildung des
porenformigen MAK. Die terminale Sequenz wird durch die Bindung von C5b an die
mikrobielle Oberflache initiiert. Das an die Zelloberflache gebundene C5b rekrutiert C6,
wodurch sich ein hydrophiler Komplex bildet, dessen Konformation sich wiederum
durch die Bindung von C7 verdndert. Diese strukturelle Verdnderung ermoglicht die
Anlagerung von C8, so dass sich C8 in die Membran integriert. Letztlich binden 10 — 15
Molekile von C9 an den vorher entstandenen C5b-8-Komplex, wodurch eine

zylindrische Pore mit einer GroRe von 10 A entsteht. Sobald sich geniligend Poren auf
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der Zelloberflache gebildet haben, kommt es durch die Diffusion von lonen, kleinen
Molekiilen sowie von Wasser, welche entlang des Konzentrationsgradienten stattfindet,
zu einem osmotischen Ungleichgewicht, welches letztlich zur Lyse der Bakterienzelle

fiihrt.124.149

1.3.5 Regulatoren des Komplementsystems

Da das Komplementsystem nicht nur gegen pathogene und geschadigte humane Zellen
zerstorend wirkt, sondern auch gegen vitale, korpereigene Zellen, ist eine balancierte
Regulation des Komplementsystems notwendig. Eine Vielzahl von
membrangebundenen und |6slichen Regulatoren verhindert eine ungehinderte
Aktivierung des Komplementsystems und wirkt einer massiven Zellschadigung

entgegen.1?%1%°

C1-Esteraseinhibitor (C1-INH), der auch zu therapeutischen Zwecken verwendet wird,
ist an der Regulation des klassischen Weges beteiligt.!>° Durch die Bindung an den C1-
Komplex wird die proteolytische Aktivitat von Clr und Cls gehemmt, wodurch diese
Serinproteasen irreversibel deaktiviert werden. Weiterhin bindet er an MASP-1 und
MASP-2, wodurch C1-INH auch inhibitorisch auf den Lektin-Weg wirkt.151-153

Faktor I (FI) stellt einen weiteren Komplementregulator dar. Er katalysiert die Spaltung
der a-Kette von C3b und C4b, was wiederum zur irreversiblen Inaktivierung dieser
beiden Komplementkomponenten fihrt. Fl benotigt hierfir die |6slichen Kofaktoren
Faktor H (FH),*>* ,Factor H-like protein 1 (FHL-1)'>>1%¢ sowie ,C4b-binding protein”
(CABP)*’ oder aber die membrangebundenen Proteine CD35 oder CD46. Die Bildung
der C3-Konvertase wird hierbei durch FH und FHL-1 verhindert, indem beide Molekile
mit Faktor Bb um dessen Bindungsstelle konkurrieren. Aulerdem tragen sie zur
Dissoziation bereits gebildeter C3-Konvertasen bei, indem sie als Kofaktoren fiir Fl bei
der proteolytischen Spaltung von C3b fungieren.'?® C4BP gehort, als Kofaktor von Fl, zu
den Regulatoren des klassischen Weges. C4BP interagiert als Komplex mit bis zu vier
C4b-Molekiilen und initiiert, zusammen mit Fl, deren Proteolyse und Inaktivierung.1>®1>°
Die drei Kofaktoren FH, FHL-1 sowie C4BP binden auch an wirtsspezifische

Oberflachenstrukturen, um eine Schadigung von kérpereigenen Zellen zu verhindern.1
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Weiterhin sind noch Serumprotein S (Vitronektin) und Clusterin als Regulatoren des
Komplementsystems zu nennen. Sie tragen zur Blockierung der MAK-Formation bei,
indem sie an die lipophile Gruppe von C7 binden, wodurch der C5b-9-Komplex nicht

mehr in der Zellmembran verankert werden kann.124160,161

1.4 Immunevasions-Strategien von Ruckfallfieber-Borrelien

Im Falle einer Infektion bildet das adaptive Immunsystem bereits vor dem Auftreten des
ersten Fieberschubs Anti-lgM-Antikérper, wodurch der klassische Weg des
Komplementsystems aktiviert und die Erregerlast bereits stark reduziert wird. Eine
Subpopulation von Spirochdten Uberlebt jedoch durch die Veranderung der
Komposition der auf der Zelloberflaiche exponierten Antigene (Vmp, s. weiter unten).
Diese Subpopulation kann sich nun weiter vermehren, was einen erneuten Fieberschub
zur Folge hat und den Namen ,,Riickfallfieber” erklart.162.163

Die Antigene, die den jeweiligen Serotyp determinieren, werden als ,variable
membrane proteins” (Vmp) bezeichent!®* und lassen sich in zwei Klassen einteilen: die
yvariable small proteins” (Vsp) mit einer molekularen Masse von etwa 20 kDa und die
,variable large proteins” (VIp) mit einer molaren Masse von etwa 40 kDa.'®®
B. recurrentis ist theoretisch in der Lage, 27 verschiedene Vmp zu produzieren.?! Die
Gene, welche fir Vsp und Vip kodieren, werden wahrend des Infektionsgeschehens neu
arrangiert, wobei pro Zelle nur ein Vmp-kodierendes Gen aktiv exprimiert wird.'%® Die
Vmp-kodierenden Gene sind auf linearen Plasmiden lokalisiert; die tGbrigen vmp-Gene
befinden sich kassettenartig auf anderen Plasmiden und werden als ,stille Gene” nicht
exprimiert.’®” Das aktive, exprimierte Gen kann hierbei durch eines der stillen Gene
ausgetauscht werden, wodurch ein neuer Serotyp entsteht.3%18 Diese Subpopulation ist
anfangs nur in geringer Konzentration vorhanden. Das adaptive Immunsystem flihrt zur
Reduktion und Elimination des bisher vorherrschenden Serotyps, so dass der neu

entstandene Serotyp sich durchsetzen kann (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Charakteristischer Verlauf wiederholter Spirochdatimien nach einer Infektion mit RF-
Borrelien

Abgebildet sind drei Spirochdtenpopulationen, welche durch das adaptive Immunsystem (dargestellt als
Antikorper) fortschreitend eliminiert werden. Auf der X-Achse sind die postinfektiosen Tage und auf der
Y-Achse die Bakterienlast im Blut aufgetragen. Derjenige Serotyp, der in der vorherigen Population nur in
geringer Konzentration vorhanden war (dargestellt in einer anderen Farbe als die restliche Population),
kann sich durchsetzen. Die ansteigende Bakterienkonzentration flihrt zum erneuten Fieberanstieg. Dieser
Vorgang wiederholt sich, bis der Wirt stirbt oder die Bakterien aus dem Blut eradiziert werden
(entnommen aus Talagrand-Reboul et al., 2018%°).

Verschiedene Mechanismen, die zur antigenen Variation der vsp- und vip-Gene fiihren,
werden aktuell diskutiert. Hierzu gehoéren z. B. die homologe DNA-Rekombination sowie
Mutationen innerhalb des Promotorbereiches, die zu unterschiedlichen
Transkriptionslevels fiihren kdnnen.6%16%-172 Dje nijcht-reziproke unidirektionale
Rekombination, bei der ein Austausch zwischen dem exprimierten Gen auf dem linearen
»,Expressionsplasmid” und dem nicht-exprimierten Gen auf dem ,stillen Plasmid“
stattfindet, scheint der Hauptmechanismus zu sein.3® Eine weitere Méglichkeit stellt
hierbei die intramolekulare Gen-Rekombination dar, wobei eine Deletion der kurzen
Wiederholungen der 5-Enden beider Gene eine Deletion des bisher aktiven Gens zur

Folge hat. Es folgt die Expression des nachfolgenden vmp-Gens. Bedingung ist hierbei,
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dass das exprimierte und das nicht-exprimierte Gen in derselben Orientierung

vorliegen 38173

Zusatzlich zum bereits beschriebenen Mechanismus der Gen-Rekombination kénnen
Borrelien Plasminogen an ihrer Zelloberflache binden, wodurch sie in der Lage sind, in
extravaskuldres Gewebe zu penetrieren und sich dort vor dem Immunsystem zu
schiitzen.’* Dies kénnte erkldren, wie RF-Borrelien die Blut-Hirn-Schranke iberwinden

und in das zentrale Nervensystem eindringen kdnnen.17>176

Weiterhin ist es moglich, dass sich RF-Borrelien vor dem angeborenen Immunsystem
schitzen, indem Komplementkomponenten an die duere Membran binden, so dass
eine Komplementaktivierung auf unterschiedlichen Aktivierungsstufen unterbunden
wird.'””  Dieser Mechanismus basiert auf der Bindung von verschiedenen
Komplementregulatoren, wie z. B. C1-INH, C4BP, FH oder FHL-1.Y"7 Fr B. recurrentis und
B. duttoni wurde bereits nachgewiesen, dass sowohl FH und FHL-1 als auch C4BP auf der
Zelloberflache gebunden werden, wodurch sowohl der alternative als auch der
klassische Weg des Komplementsystems inaktiviert werden konnen.'’ Bei B. recurrentis
konnten bereits zwei membranstandige Lipoproteine identifiziert und in Bezug auf ihre
Komplement-bindenden Eigenschaften naher beschrieben werden: HcpA (,Human
Complement regulator and Plasminogen binding protein A“) sowie CihC (,,Complement
Inhibition via C4BP“). Im Falle von HcpA kommt es zu einer Bindung von FH, CFHR-1
(,Complement Factor H-related protein 1“) sowie Plasminogen, wahrend CihC sowohl
mit C4BP als auch mit C1-INH interagiert.’>17? Durch diese Proteine ist B. recurrentis in
der Lage, alle drei Komplementwege auf verschiedenen Aktivierungsstufen zu

inhibieren.

1.5 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

B. recurrentis weist auf dem linearen Plasmid Ip190 am 5‘-Ende zwolf Gene auf, welche
als ,,Open Reading Frames” (orf) bezeichnet wurden.'®?! Diese sind in Abbildung 11

schematisch dargestellt.
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Abbildung 11: Ausschnitt der Organisation der ORF-kodierenden Gene auf dem linearen Plasmid Ip190
von B. recurrentis

Schematisch dargestellt ist das 5-Ende des linearen Plasmids Ip190 mit dem Gencluster der zwolf orf-
Gene sowie deren Genprodukten, die potenziell mit Komplementkomponenten interagieren kénnen. Die
bereits charakterisierten ORF-Proteine CihC (ORF2), HcpA (ORF3), ORF6, ORF7, ORF8 sowie ORF9 sind in
Hellblau hinterlegt. Die Funktion der Ubrigen, in Grau hinterlegten ORF-Proteine ist bisher unklar. Das in
dieser Arbeit charakterisierte Protein ORF10 ist in Rot hinterlegt.

Die entsprechenden ORF-Proteine weisen potenziell eine Interaktion sowohl mit
Plasminogen als auch mit Komplementkomponenten auf, wobei zwei Proteine, CihC und
HcpA, bereits hinsichtlich ihres Komplement-inhibierenden Potenzials charakterisiert
wurden.%17° Fiir die Proteine ORF6, ORF7, ORF8 und ORF9 von B. recurrentis konnte
eine Inhibition des alternativen Weges des Komplementsystems nachgewiesen
werden.*®0 Alle vier Proteine besitzen die Eigenschaft, die Komplementkomponente C3b
zu binden,*® wobei ORF7, ORF8 und ORF9 zusatzlich in der Lage sind, C5 zu binden.®
Weiterhin kénnen diese drei ORF-Proteine durch die Interaktion mit der

Komplementkomponente C9 den terminalen Weg inhibieren.&

Im Rahmen dieser Arbeit soll das ORF10-Protein in Hinblick auf seine inhibierenden
Eigenschaften auf das humane Komplementsystem nadher charakterisiert werden. Nach
affinitdtschromatographischer Reinigung sollen funktionelle Analysen erlauben,
Aussagen Uber die inhibitorischen Eigenschaften von ORF10 auf die unterschiedlichen
Wege des Komplementsystems zu treffen. Anhand der gewonnenen Ergebnisse sollen
Interaktionsanalysen mit ausgewdhlten Komplementkomponenten durchgefiihrt
werden. Durch Verwendung von Zell-basierten hamolytischen Assays soll die Interaktion
von ORF10 mit dem terminalen Weg des Komplementsystems untersucht werden.
Weitere Arbeiten beinhalten die Lokalisation der mit Komplement-interagierenden
Regionen innerhalb des Proteins mit Hilfe von ORF10-Varianten, die durch /n-vitro-
Mutagenese erzeugt werden sollen. Mithilfe von Serumbakterizidietests soll auBerdem
analysiert werden, inwieweit ORF10 Borrelien Resistenz gegeniber der

bakteriolytischen Wirkung von Komplement verleiht.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme

2.1.1 Borrelienstamme

Tabelle 1: Verwendete Borrelienstimme

Borrelienstamm Genospezies

Geographische | Biologische

Herkunft

Herkunft

Referenz

PAbJ

B. recurrentis

Minchen

Blut

Prof. Volker
Fingerle, Nationales
Referenzzentrum
fur Borrelien,

OberschleifRheim®®

Gl

B. garinii

Deutschland

Liquor

Kraiczy et al.,

2000181

G1/pORF10

B. garinii

Diese Arbeit

G1/pKFSS1

B. garinii

Zur Verfiigung
gestellt, Prof. Peter

Kraiczy

2.1.2 Escherichia coli-Stamme

Tabelle 2: Verwendete Escherichia (E.) coli-Stamme zur Transformation

Stamm Genotyp Hersteller Artikelnummer
BL21 (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] | New England | C2527H

AhsdS A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B | Biolabs

int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21

Anin5
M15 F-, ®80AlacM15, thi, lac-, mtl-, Qiagen

recA+, KmR
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Genotyp Hersteller Artikelnummer

NEB® 5-alpha | fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA New England | C2987H

gInv44 ¢80A(lacZ)M15 gyrA96 Biolabs
recAl relAl endA1 thi-1 hsdR17

2.2 Starteroligonukleotide und Basisvektoren

2.2.1 Starteroligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Starteroligonukleotide sind in Tabelle 3
aufgelistet; sie wurden jeweils durch die Firma Merck synthetisiert. Die fir die In-vitro-
Mutagenese von ORF10 eingesetzten Starteroligonukleotide wurden mittels

Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) gereinigt.

Tabelle 3: Bezeichnungen und Nukleotidsequenz der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5 — 3°) Verwendungszweck

In-vitro-Mutagenese von ORF10

ORF9_C-term_FP GAGATCTTGACTAGGGCTAATTAG | Amplifikation von
GAGATTAATG ORF10 mit

ORF11_N-term_RP GATCACAAGCTATTAGTAGTCG Promotorsequenz
ACTTATCAACAC

ORF10_Bam GCTAATAGCTTGTGGTCAAAAC Klonierung von ORF10
GGAGAAATTCCTG in pQE-30 Xa

ORF10_Sal TAAATTATAGTCGACATTAATCTA
TTACTCGATCCC

ORF10-C156S FP GTCTTTAAAAAAATAATGAGGTC Uberexpression von
TGCTACAGCTTACTACTATATAG ORF10_C156S

ORF10-C156S RP CATCTATATAGTAAGCTGTAGCA
GACCTCATTATTTTTTTAAAG
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Bezeichnung

Nukleotidsequenz (5 — 3Y)

Verwendungszweck

ORF10-C227S FP

GAAAATTCACTCTGGATCTGATA

ATATCTTAAGTTTATC

ORF10-C227S RP

CAGAAGATAAACTTAAGATATTA

TCAGATCCAGAGTG

Uberexpression von

ORF10_C227S

ORF10-L220-EcoRV FP

GCGCTAGTAGATATCAAGAAAA
TTCACTCTGGATG

ORF10-D203-EcoRV RP

CAGGTGTGATATCATTTTTCAAT

TTCATTTTTGCC

Uberexpression von

ORF10_L220-D203

ORF10-1220L FP

GAAATTGAAAAATGATCTCAAGA

Uberexpression von

AAATTCACTCTG ORF10_I220L

ORF10-1220L RP CATCCAGAGTGAATTTTCTTGAGA

TCATTTTTCAATTTC

Sequenzierung von pQE-Vektoren

pQE-FP30 CTGAGGTCATTACTGGATCTATC Sequenzierung der

pQE-Vektoren

pQE-RP TTTGCTTTGTGAGCGGATAAC

2.2.2 Vektoren

Fiir die Klonierung von Borrelienprotein-kodierenden Genen und die anschlielende
Transformation in den Serum-sensiblen B. garinii-Stamm G1 wurde der Shuttle-Vektor
pKFSS1 (s. Tabelle 4) mit einer GréRe von 6,1 kbp verwendet.'® Die hierbei erzeugte
Streptomycin-Resistenz kam als Selektionsmarker zum Einsatz.

Der Expressionvektor pQE-30 Xa (s. Tabelle 4) mit einer GroRe von 3,5 kbp wurde
verwendet, um Fusionsproteine mit einem N-terminalen Hexahistidinpeptid zu in E. coli-
Zellen zu produzieren. Als Selektionsmarker diente hierbei die auf dem Plasmid kodierte

Ampicillin-Resistenzkassette.
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Tabelle 4: Verwendete Vektoren

Bezeichnung  Eigenschaften Hersteller bzw. Referenz

pKFSS1 6,1 kbp; Streptomycin-Resistenz Frank et al., 2003182
pQE-30 Xa 3,5 kbp; Ampicillin-Resistenz Qiagen, Art.-Nr.: 33203
pQE-ORF10 Prof. R. Wallich (emer.),

Institut fir Immunologie,

Universitat Heidelberg

2.3 Antikdrper

Tabelle 5: Verwendete primare Antikorper

Bezeichnung | Antigen Eigenschaft Hersteller Artikelnummer
Anti-Hise Hexahistidin Monoklonal Qiagen 70796
Anti-Clq Humanes Clq Polyklonal Quidel A301
Anti-C2 Humanes C2 Polyklonal Quidel A303
Anti-C3 Humanes C3 Polyklonal Calbiochem 204869
Anti-C4 Humanes C4 Polyklonal Quidel A305
Anti-C5 Humanes C5 Polyklonal Complement | A220
Technology
Anti-C5b-9 MAK Monoklonal Quidel A239
Anti-FB Humaner FB Polyklonal Quidel A311
Anti-FH Humaner FH Polyklonal Calbiochem 341274
Anti-Fl Humaner Fl Polyklonal Quidel A313
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Tabelle 6: Verwendete sekundidre Antikdrper

Bezeichnung = Ursprung

Eigenschaft = Hersteller

Artikelnummer

Anti-Maus- | Kaninchen | Polyklonal DAKO Cytomation | P0260
IgG-HRP

Anti-Ziege- | Kaninchen | Polyklonal DAKO Cytomation | P0O449
IgG-HRP

2.4 Proteine

Tabelle 7: Verwendete Restriktionsendonukleasen

Bezeichnung  Schnittstelle 5 = 3 | Hersteller

Artikelnummer

BamHI GGATCC New England Biolabs R3136
Dpnl G[A-CH3]TC New England Biolabs RO176
EcoRl GAATTC New England Biolabs R3101
EcoRV GATATC New England Biolabs R0195
Sall GTCGAC New England Biolabs R3138

Tabelle 8: Verwendete Komplementkomponenten

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
Faktor B Complement Technology A135
Faktor H Complement Technology A137
Faktor | Complement Technology A138
Komplement Clq Complement Technology A099
Komplement Clr Complement Technology A102
Komplement Cls Complement Technology A104
Komplement C2 Complement Technology Al112
Komplement C3 Complement Technology Al113
Komplement C3b Complement Technology Al14
Komplement C4 Complement Technology A105




Bezeichnung Hersteller Artikelnummer

Komplement C4b Complement Technology A108

Komplement C5 Complement Technology A120

Komplement C5b-6 Complement Technology Al122

Komplement C7 Complement Technology Al124

Komplement C8 Complement Technology A125

Komplement C9 Complement Technology A126

Tabelle 9: Gereinigte Borrelienproteine

Bezeichnung Referenz

BBK32,05 aus B. burgdorferi B31 Zur Verfligung gestellt, Prof. Peter Kraiczy

BGAG66 aus B. bavariensis PBi

Hammerschmidt et al., 201683

CbiA aus B. miyamotoi HT31

Rottgerding et al., 201784

CipA aus A. baumannii 19606

Ries et al., 2022185

CspA aus B. burgdorferi B31

Hammerschmidt et al., 2014186

Vspl aus B. miyamotoi LB-2001

Wagemakers et al., 201687

ORF®6 aus B. recurrentis PAb)J

Rottgerding F, 20181

ORF7 aus B. recurrentis PAb)J

Rottgerding F, 201880

ORF10 aus B. recurrentis PAbJ Diese Arbeit

Tabelle 10: Sonstige verwendete Proteine
Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich A7030
HiFi-DNA-Polymerase PCR Biosystems PB10.41
T4-DNA-Ligase New England Biolabs M0202
Tag-DNA-Polymerase Invitrogen 10342053
VeriFi™-DNA-Polymerase PCR Biosystems PB10.42
Vitronektin Merck CCo080
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2.5 Blutprodukte

2.5.1 Humanserum

Zur Gewinnung von normalem Humanserum (NHS) wurden freiwillige Spender zu
Beginn der Blutentnahme Uber die Risiken und die Verwendung aufgeklart. Eine
schriftliche Einverstandniserklarung wurde eingeholt. Die Entnahme des vendsen
Spenderblutes erfolgte mittels S-Monovetten (Sarstedt). Die Serumproben wurden
anschliefend auf Eis gelagert, bevor diese fiir 20 min bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert
wurden. Dann wurden die Spenderseren mittels eines ELISA (Enzygnost Borreliosis
VIsE/IgG, Siemens; Enzygnost Borreliosis I1gM, Siemens) sowie eines Immunoblots
(recomLine Borrelia 1gG, Mikrogen; recomline Borrelia 1gM, Mikrogen) auf Anti-
Borrelien-Antikdrper getestet, um sicherzustellen, dass keine artifiziellen Ergebnisse
durch Vorhandensein von Anti-Borrelien-Antikorpern bei den durchzufiihrenden
Serumbakterizidietests auftreten. Die negativ getesteten Seren wurden anschlieBend

vereint, zu je 500 pl oder 1000 ul aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Die Ethikkommission des Universitatsklinikums Frankfurt hat das Studiendesign sowie
die Probandeninformation gepriift, woraufhin keine Bedenken zur Durchflihrung der
Studie geduRert wurden (Geschaftsnummer 160/10).

Da die einzelnen Seren nicht mit Personendaten versehen wurden, ist eine

Zurlickfliihrung auf die einzelnen Spender nicht gegeben.

2.5.2 Schaferythrozyten fir hamolytische Assays

Die Schaferythrozyten fir die hamolytischen Assays (s. Kapitel 2.14.1) wurden
freundlicherweise von Prof. Michael Kirschfink (emer.), Institut fir Immunologie der

Universitdt Heidelberg, in Alsever’scher Losung zur Verfligung gestellt.
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2.6 Reagenzienpackungen

Tabelle 11: Verwendete Reagenzienpackungen

Bezeichnung

Verwendungszweck Hersteller

Artikelnummer

MinElute Reaction Reinigung von Qiagen 28206
Cleanup Kit Restriktionsansatzen
Monarch® Plasmid Isolierung von Plasmid- | New England T1010
Miniprep Kit DNA Biolabs
Pierce™ BCA Protein Bestimmung von Thermo Fisher | 23227
Assay Kit Proteinkonzentrationen | Scientific
PureYield Plasmid Isolierung von Plasmid- | Promega A2495
Midiprep System DNA
TOPO TA Cloning® Kit | Klonieren von DNA in Thermo Fisher | K450641
den pCR_2.1-TOPQO®- Scientific
Vektor
Reversible Protein Western-Blot-Analysen | Sigma-Aldrich | RPROB-1KT
Detection Kit
QlAquick PCR Aufreinigung von PCR- | Qiagen 28106
Purification Kit Amplifikaten

2.7 GrolRenstandards

Die fur die Agarose- und Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) verwendeten GroRenstandards sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Tabelle 12: Verwendete Protein- und DNA-GroRenstandards

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer
100 bp DNA Agarose- New England N3231

Ladder Gelelektrophorese Biolabs

1 kbp DNA Agarose- New England N3232

Ladder Gelelektrophorese Biolabs
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Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer

Precision Plus SDS-PAGE fur Western- Bio-Rad 1610374

Protein™ Dual Blot-Analysen

Color Standards

Precision Plus SDS-PAGE fir die Bio-Rad 1610363
Protein™ Visualisierung von

Unstained Proteinen mit

Standards Silbernitrat

2.8 Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.8.1 Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Herstellung aller Losungen verschiedene
Chemikalien verwendet, die in Tabelle 13 aufgefiihrt sind. Alle Chemikalien wurden im

hochsten Reinheitsgrad der jeweiligen Hersteller verwendet.

Tabelle 13: Chemikalien

Substanz Hersteller Artikelnummer
2 x YT-Medium Carl Roth 6676.2
6-Aminocapronsaure Alfa Aesar A14719
B-Mercaptoethanol AppliChem A1108

A

Acrylamid 2K AppliChem A1089
Agarose Carl Roth 3810.3
APS Carl Roth 9592.2
Ampicillin Sigma-Aldrich A9518
Agua ad iniectabilia Braun AG 02138599
B

Bisacrylamid 2K AppliChem A1096
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Substanz Hersteller Artikelnummer

Bromphenolblau Sigma-Aldrich B5525
I

EDTA Sigma-Aldrich E5134

EGTA AppliChem A0878

Essigsaure Sigma-Aldrich 33209

Ethanol absolut (> 99,8 % Sigma-Aldrich 24102

Losung)

Formaldehyd (36,5 % Losung) | Riedel-De-Haén 33220

Gelatine, gepulvert AppliChem A1693
Glutaraldehyd (25 % Losung) Sigma-Aldrich G6257
Glycerin VWR Chemicals 24388.295
Glycin LaboChem LC-4522.2
Glycerol (99,5 %) Sigma-Aldrich 49770
Glyoxal (40 % Losung) Sigma-Aldrich 128465

HEPES Sigma-Aldrich H3375

Imidazol Sigma-Aldrich 56749

IPTG Carl Roth 2316.3

Kaliumchlorid AppliChem A2939

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem A3095

Lysozym Sigma-Aldrich L6876

Magermilchpulver Heirler
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Substanz Hersteller

Artikelnummer

Losung)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat | Merck 1.05883
N

Natriumacetat Carl Roth 6773.1
Natriumazid Sigma-Aldrich S$8032
Natriumcarbonat Carl Roth 8563.1
Natriumchlorid Sigma-Aldrich 31434
Natriumdihydrogenphosphat AppliChem A3559
Natriumdodecylsulfat Carl Roth CN30.3
Natriumhydrogencarbonat AppliChem A3590
Natriumthiosulfat-Pentahydrat | AppliChem A1883
S

Salzsaure (> 37 % Losung) Sigma-Aldrich 30721
Salzsdure (1 M Losung) J. T. Baker 7088
Salzsaure (2 M Losung) AppliChem 182108.1211
Schwefelsdure (10 %) AppliChem Al446
SDS (Pellets) Carl Roth CN30.3
Silbernitrat Sigma-Aldrich 31630
Streptomycin Sigma-Aldrich S6501
T

TEMED Carl Roth 2367.3
Tricin Carl Roth 6977.3
Tris Sigma-Aldrich T1503
Triton X-100 AppliChem A1388
Tween20 Carl Roth 9127.1
W

Wasserstoffperoxid (30 % Carl Roth 8070.2
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2.8.2 Spezielle Materialien, Proteine, Substanzen und Puffer

Tabelle 14: Ubersicht der verwendeten speziellen Materialien, Substanzen und fertigen Puffer

Bezeichnung

Verwendungszweck

Hersteller

Artikelnummer

with Grids

(Borrelien)

Alsever’sche Losung Hamolytischer Assay A3551

Veronal Puffer (5 x) WIELISA Lonza 12-624E

Blocker BSA (10 %) in ELISA-Blockierungspuffer Thermo 37525

PBS Scientific

Bottle Top Filter, 11 Sterilfilter, 0,22 um Corning 430015

Bottle Top Filter, Sterilfilter, 0,22 um Corning 430013

500 ml

Chromatographiepapier | Western-Blot-Analysen Whatman 3030917

cOmplete Protease Proteaseinhibitoren Roche 04693124001

Inhibitor Cocktail

Tabletten

CutSmart™ Buffer (10 x) | Puffer fir New England B7204S
Restriktionsendonukleasen | Biolabs

DPBS ELISA, WIELISA Gibco 14190-094

DPBS** ELISA, WIELISA Gibco 14040-091

Filtropur S 0.45 Sterilfilter, 0,45 um Sarstedt 83.1826

F8 Maxisorp Nunc- ELISA, WIELISA, Thermo 468667

Immuno Module hamolytischer Assay Scientific

(Flachboden)

Gel Loading Dye, Purple | Visualisierung von New England B7024

(6 %) Proteinen in der SDS-PAGE | Biolabs

GVB** WIELISA, hamolytischer Complement B100
Assay Technology

IgM aus Humanserum WIELISA Sigma-Aldrich 18260

Kova® Glasstic® Slide 10 | Zellzahlbestimmung Hycor 87144
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Bezeichnung

Verwendungszweck

Hersteller

Artikelnummer

Zellen

WIELISA
enteritidis (S-Form)
Mannan aus WIELISA Sigma-Aldrich M7504
Saccharomyces
cerevisiae
Midori Green Direct Visualisierung von DNA- Nippon Genetics | MGO6
Fragmenten bei der
Agarose-Gelelektrophorese
Nalgene Syringe Filter, | Sterilfilter, 0,2 um Thermo 726-2520
sterile Nylon-Membran Scientific
Nitrocellulose- Membran fir Western-Blot- | Cytiva 10600001
Blottingmembran Analysen Amersham
NEBExpress Ni Resin Proteinaufreinigung New England $1428
Biolabs
ortho-Phenylendiamin | Substrat fur ELISA und Sigma-Aldrich P5412
WIELISA
PBS Puffer fir diverse Versuche | Gibco 14190-094
PBS** Puffer fir diverse Versuche | Gibco 14040-091
Poly-Prep Affinitatschromatographie | Bio-Rad 731-1550
Chromatographiesaulen
PS-Microplate 96 Well Micro-BCA Greiner Bio-One | 650101
U-Form (Rundboden)
recomBlot TMB- Detektionslosung fiir Mikrogen GmbH | 10038
Substrat Western-Blot-Analysen
recomBlot Waschpuffer | Waschpuffer fiir Western- Mikrogen GmbH | 10012
(5 x) Blot-Analysen
SOC Outgrowth Kultivierung von New England B9020
Medium transformierten E. coli- Biolabs
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Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer

Vivaspin Turbo 15 Konzentrierung und Sartorius VS15T12
Entsalzung von

Proteinlésungen

Wasser, Bio-Science- Isolierung von Plasmid-DNA | Carl Roth R143.4
Grade, Nuklease-frei
und autoklaviert, DEPC-

behandelt

2.8.3 Allgemeine Puffer und Losungen

Tabelle 15: Verwendete allgemeine Puffer und Lésungen

Puffer Zusammensetzung

Tris-gepufferte Saline (TBS) 50 mM Tris
200 mM Natriumchlorid
pH 7,5

Der Puffer wurde autoklaviert.

Phosphat-gepufferte Saline (PBS) 10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1 mM Natriumdihydrogenphosphat
150 mM Natriumchlorid

pH 7,4

Der Puffer wurde autoklaviert.

20 mM Tris 20 mM Tris
ad 250 ml Aqua bidest.
pH 7,2 (mit HCI eingestellt)

Der Puffer wurde sterilfiltriert (0,22 um).

150 mM Tris 150 mM Tris
ad 250 ml Aqua bidest.
pH 7,0 (mit HCl eingestellt)

Der Puffer wurde sterilfiltriert (0,22 um).
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2.8.4 Gerate

Tabelle 16: Verwendete Materialien und Gerate

Bezeichnung Hersteller

Elektrophorese-Kammer Horizon 11.14 Gibco-BRL
Gel-Kammer Gel Casting System 11.14 Gibco-BRL
Geldokumentationssystem FastGene® FAS-V Nippon Genetics
Netzgerat E443 Consort
Netzgerat EV265 Consort

IKAMAG RET IKA
MR Hei-Standard Heidolph
MR 2002 Heidolph
KMO 2 Basic IKA

Brutschrank B 20 Heraeus

Brutschrank BBD 6220 Thermo Scientific

MICCRA D-9 Dispergiergerat Art Prozess- & Labortechnik

Nanophotometer Pearl P 300 Implem
PowerWave HT BioTek
Ultrospec 3100 Pro Amersham Biosciences

Axio Imager M2 Zeiss

Standard 25 mit Dunkelfeldkondensor Zeiss

T300 Thermocycler Biometra

T Professional Basic Biometra
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Bezeichnung

pH-Meter 654

Modelle: Reference, Research und ResearchPlus

Hersteller

Metrohm

Eppendorf

Pipetman Classic

Gilson

Finnpipette Novus

Thermo Fisher Scientific

Multipipette

PIPETBOY acu

Brand

Integra Sciences

Easypet

M20 Minishaker

Eppendorf

IKA

Novotron Incubator Shaker

Infors HAT

Rockomat Integra Biosciences
Schiittler KL2 E. Biihler
Thermomixer comfort Eppendorf
Thermomixer 5437 Eppendorf
Vortexer VF2 IKA

Sonifier B12 mit Becherresonator

Netzgerat E835 Consort
Vertikale Elektrophoresekammer Sigma-Aldrich
Blotgerat Peglab
Blotgerat LFT
Densitometer Bio-Rad

Branson/Heinemann

Kihlungsgerat Multistar

Fryka
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Bezeichnung Hersteller

Sterilwerkbank

Herasafe HS12 Heraeus
Waagen

Analysenwaage 572 Kern
Feinwaage BP110S Sartorius

Zentrifugen

Multifuge™ X3 Thermo Scientific
Mikrozentrifuge 5417 R Eppendorf
Mikrozentrifuge 220R Hettich
Mini-Zentrifuge ROTILABO® Carl Roth

2.8.5 Software

Die zur Anfertigung dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 17 aufgefiihrt. Eine
statistische Analyse erfolgte anhand von GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.)
mittels eines einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni

(Konfidenzintervall 95 %).

Tabelle 17: Verwendete Software

Software Hersteller

Citavi 6.14 Swiss Academic Software
CLC Sequence Viewer 8.0 CLC Bio

Corel Draw X5 Corel Corporation
Gen5.1.11 BioTek Instruments
GIMP 2.10 The GIMP TEAM
GraphPad Prism 7 GraphPad Software Inc.
NEBioCalculator New England Biolabs
Quantity One 4.2.1 Bio-Rad
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2.9 Medien

2.9.1 Kulturmedien

Zur Kultivierung von E. coli-Zellen wurden die in Tabelle 18 aufgefiihrten Medien
verwendet, wobei das 2 x YT-Medium sowie der LB-Agar nach dem Ansetzen bei 121 °C
flr 20 min autoklaviert wurden. Zur Kultivierung von Borrelien wurde BSK-H-Medium
(Bio & Sell) mit 6 % Kaninchenserum (Sigma-Aldrich, R4505) supplementiert, welches

fur 40 min bei 56 °C erhitzt wurde.

Tabelle 18: Verwendete Medien zur Kultivierung von E. coli und Borrelien

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller Artikelnummer
2 x YT-Medium | 31 g auf 1 | Medium, Carl Roth 6676.2
pH 7,4
LB-Agar 40 g auf 1 | Medium, Carl Roth X969.1
pH 7,0
BSK-H- 500 ml, versetzt mit 6 % | Bio & Sell BS 2.120L

Medium (ohne | hitzeinaktiviertem
Glutamin) Kaninchenserum

(Sigma-Aldrich, R4505)

2.9.2 Antibiotika

Zur selektiven Kultivierung von Plasmid-tragenden E. coli- bzw. B. garinii-Zellen wurden
Flissigmedien oder Agarplatten mit den in Tabelle 19 angegebenen Antibiotika
supplementiert. Die Stammldsungen der Antibiotika wurden sterilfiltriert (0,22 pm

PorengrolRe) und bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 19: Zur Selektion verwendete Antibiotika und deren verwendete Konzentration

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml 50 pg/ml
Streptomycin 50 mg/ml 50 pg/ml

2.10 Kultivierung und Zellzahlbestimmung von Mikroorganismen

2.10.1Kultivierung von E. coli-Zellen

Zur Kultivierung von E. coli-Zellen wurden 2 x YT-Flissigmedium oder LB-Agarplatten
verwendet (s. Tabelle 18), welche zur selektiven Kultivierung mit Ampicillin
(Endkonzentration: 50 pg/ml) supplementiert wurden. Die Flissigkulturen wurden
anschlieend bei 37 °C und 180 rpm Uber Nacht inkubiert, die Agarplatten wurden Gber
Nacht bei 37 °C bebritet.

Zum Animpfen von Ubernachtkulturen wurden entweder bei -80 °C tiefgefrorene

Stammkulturen oder Einzelkolonien von LB-Agarplatten verwendet.

2.10.2Kultivierung von Borrelien

Die Borrelien wurden in BSK-H-Medium mit Zusatz von 6 % Kaninchenserum (Sigma-
Aldrich, R4505) bei 33 °C unter mikroaerophilen Bedingungen kultiviert. Dabei wurden
die Zellen, je nach Vitalitat, alle sieben Tage in frisches BSK-H-Medium Uberfiihrt. Die
Vitalitdit bzw. Motilitdt der Spirochdten wurde im Direktprdaparat mittels
Dunkelfeldmikroskopie nachgewiesen. Zur Anzucht frischer Borrelienstamme wurden
Stammkulturen aus -80 °C bei Raumtemperatur aufgetaut und in 10 ml frisches BSK-H-
Medium Uberfiihrt und anschlieBend bei 33 °C unter mikroaerophilen Bedingungen

kultiviert, bis eine ausreichender Zellkonzentration erreicht wurde.

2.10.3Bestimmung der optischen Dichte einer Bakterienkultur

Um die Zelldichte einer Bakterienkultur zu bestimmen, wurde die optische Dichte bei
einer Wellenlange von 600 nm mit dem Spektralphotometer Ultrospec 3100 Pro

(Amersham Bioscience) bestimmt und diese in Relation zur Absorption des
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Ausgangsmediums ohne Zellen gesetzt. Dabei wurde je 1 ml der Kultur in einer Kivette

gemessen, als Nullwert diente unbeimpftes Kultivierungsmedium.

2.10.4Zellzahlbestimmung von Borrelienzellen und Erythrozyten

Zur Bestimmung der Zellkonzentrationen von Borrelienkulturen sowie von Erythrozyten
wurden zundchst verschiedene Verdinnungen (1:100, 1:1000 und 1:2000) in PBS**
hergestellt. Im Anschluss wurden zur Zahlung je 10 pl jeder einzelnen Verdlinnung in
eine Zahlkammer (KOVA® Glasstic® Slide 10) pipettiert, wobei fiir die folgenden Schritte
eine Verdlinnung gewahlt wurde, bei der 5 — 20 Zellen pro Quadrat vorlagen. Die Zellen
wurden innerhalb von neun Quadranten der Zahlkammer gezahlt und der Mittelwert

folgendermaRen bestimmt:

Zellzahl

n = Durchschnitt X Kammerfaktor (90) x Verdinnungsfaktor

2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-

Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde angewendet, um spezifische DNA-
Sequenzen zu amplifizieren. Hierbei wurden die Tag-DNA-Polymerase fir
konventionelle PCR und die HiFi-DNA-Polymerase bzw. VeriFi™-DNA-Polymerase
(s. Tabelle 10) fur Klonierungen (s. Kapitel 2.11.9) sowie fir die In-vitro-Mutagenese
(s. Kapitel 3.3.1) verwendet. Die jeweiligen Reaktionsansidtze wurden hierbei auf Eis
pipettiert. Die DNA-Polymerase wurde jeweils zum Schluss hinzugegeben und die PCR
anschlielend nach den jeweils aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt, wobei die
Schritte 2 bis 4 flir 25 — 35 Zyklen durchgefiihrt wurden. Nach Beendigung wurden die
Amplifikate bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 20: PCR-Reaktionsansatz fiir die Tag-DNA-Polymerase

Menge | Komponente

5 ul 10 x PCR-Puffer, ohne MgCl,

1,5 ul 50 mM MgCl,

1wl 10 mM dNTP-Mix

2,5 ul FP-Starteroligonukleotid (10 uM)
2,5 ul RP- Starteroligonukleotid (10 uM)
1-5ul | Matrizen-DNA (50 — 100 ng)

0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (5 E/ul)

ad 50 pl | Aqua bidest. (Nuklease-frei)

Tabelle 21: PCR-Bedingungen fiir die Taqg-DNA-Polymerase

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer
1. Initiale Denaturierung 95 °C -3 min

2. Denaturierung 95°C—-45s

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 55°C-30s

4. Polymerisation

72 °C—-90 s/kbp

5. Finale Polymerisation

72 °C—-10 min

Tabelle 22: PCR-Reaktionsansatz fiir die HiFi-DNA-Polymerase

Menge | Komponente

10 pl 5 x HiFi-Puffer (PCRBIO)

2 ul FP-Starteroligonukleotid (10 uM)
2 ul RP- Starteroligonukleotid (10 uM)
1-5ul | Matrizen-DNA (50 — 100 ng)

0,5 ul HiFi-DNA-Polymerase (2 E/pul)

ad 50 ul | Aqua bidest. (Nuklease-frei)
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Tabelle 23: PCR-Bedingungen fiir die HiFi-DNA-Polymerase

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer

1. Initiale Denaturierung 95 °C—1min

2. Denaturierung 95°C-15s

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 60°C—-15s

4. Polymerisation 72 °C-30s/kbp
5. Finale Polymerisation 72 °C—=3 min

Tabelle 24: PCR-Reaktionsansatz fiir die VeriFi™-DNA-Polymerase

Menge | Komponente

10 wl 5 x VeriFi™-Puffer (PCRBIO)

5l 10 x VeriMax Enhancer (PCRBIO)
2 ul FP-Starteroligonukleotid (10 uM)
2 ul RP- Starteroligonukleotid (10 uM)

1-5ul | Matrizen-DNA (50 — 100 ng)

0,5 ul VeriFi™-DNA-Polymerase (2 E/ul)

ad 50 yl | Aqua bidest. (Nuklease-frei)

Tabelle 25: PCR-Bedingungen fiir die VeriFi™-DNA-Polymerase

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer
1. Initiale Denaturierung 95 °C—1min
2. Denaturierung 95°C-15s

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 60°C—-15s

4. Polymerisation 72 °C-30s/kbp

5. Finale Polymerisation 72 °C—3 min
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2.11.2 Aufreinigung von amplifizierten DNA-Fragmenten

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits
(s. Tabelle 11) nach Herstellerprotokoll gereinigt. Die DNA-Fragmente wurden final in

30 ul RNase-/DNase-freiem Wasser eluiert.

2.11.3Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-

Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente nach ihrer GrofRe
separiert. Je nach FragmentgréRe wurden 0,5 — 2 % Agarosegele verwendet, wobei die
entsprechende Menge an Agarose (w/v) in 100 ml 1 x TAE-Puffer (s. Tabelle 26) erhitzt
und im Anschluss in die entsprechende GieRvorrichtung gegossen wurde. Nach dem
Erstarren wurde das Agarose-Gel in einer Elektrophoresekammer positioniert.

Je 5 ul der zu analysierenden Proben wurden mit 5 ul Aqua bidest., 2 ul Gelbeladepuffer
(s. Tabelle 14) sowie 0,5 ul Midori Green (s. Tabelle 14) versetzt und submers auf das
Agarose-Gel aufgetragen. Je nach erwarteter FragmentgroRe wurden zusatzlich 5 pl des
100 bp oder des 1 kbp GroRenstandards (s. Tabelle 12) eingesetzt.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 140 V, 220 mA und 110 W fir 1 h.
AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente mithilfe des Geldokumentationssystems

FastGene® FAS-V (Nippon Genetics) unter Blaulicht visualisiert und dokumentiert.

Tabelle 26: Zusammensetzung des Puffers fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung
50 x TAE-Puffer | 2 M Tris

1 M Essigsaure
100 mM EDTA

ad 11 Aqua bidest.

pH 8,1
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2.11.4Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Die Hydrolyse der DNA erfolgte mittels spezifischer Restriktionsendonukleasen
(s. Tabelle 7). Dabei wurde jeweils nach Herstellerangaben vorgegangen, wobei pro ug
zu hydrolysierender DNA je 1-2 E Enzym hinzugegeben wurden. Durchgefiihrt wurde die
Reaktion bei 350 rpm und 37 °C fur 3 h oder iber Nacht. AnschlieBend wurde die
Restriktionsreaktion gemalR der Anleitung des MinElute Reaction Cleanup Kits (s. Kapitel
2.6) gereinigt und in 20 ul Nuklease-freiem Wasser eluiert, wonach sie fiir die

Transformation (s. Kapitel 2.11.9) eingesetzt werden konnte.

2.11.5Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten in den 3,9 kbp groRen pCR-2.1-
TOPO TA®-Vektor wurde das TOPO TA Cloning® Kit (s. Kapitel 2.6) verwendet. Fir die
Klonierung wurden 4 pl des gereinigten PCR-Ansatzes eingesetzt. Die Inkubation des
Ligationsansatzes (s. Tabelle 27) erfolgte fiir 30 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend

wurde der Ansatz in kompetente NEB® 5-alpha-Zellen (s. Kapitel 2.1.2) transformiert.

Tabelle 27: Ligationsansatz fiir das TOPO TA Cloning® Kit

Menge | Komponente

1l Salt Solution (Kit)
1l TOPO TA-Vektor (Kit)
4 ul vorbehandeltes DNA-Fragment

Die Ligation der DNA-Fragmente in den pQE-30 Xa-Vektor (s. Kapitel 2.2.2) wurde
mithilfe der T4-DNA-Ligase (s. Tabelle 10) durchgefiihrt. Vektor und Insert wurden dabei
in einem Verhaltnis von 1:5 eingesetzt und die bendtigte DNA-Menge mithilfe von
NEBioCalculator (s. Tabelle 17) berechnet. AnschlieBend wurde die T4-DNA-Ligase
hinzugegeben. Der Ligationsansatz (s. Tabelle 28) wurde bei 16 °C und 350 rpm Uber

Nacht inkubiert.
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Tabelle 28: Ligationsansatz fiir die T4-DNA-Ligase

Menge | Komponente

2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (10 x)

100 ng | Vektor (pQE-30 Xa)

3ul vorbehandeltes DNA-Fragment

1 pl T4-DNA-Ligase (400 E/pl)

ad 20 pl | Aqua bidest. (Nuklease-frei)

2.11.61solierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde mithilfe des Monarch® Plasmid Miniprep Kits
gemalk der Anleitung des Herstellers fiir eine 5 ml Kultur und mithilfe des PureYield
Plasmid Midiprep Systems fiir eine 50 ml Kultur isoliert (s. Tabelle 11). Die Isolierung von
Plasmiden aus B. garinii-Zellen erfolgte ausschliel§lich mithilfe des Monarch® Plasmid
Miniprep Kits aus 10 ml Kulturen. Die Plasmide wurden anschlieRend in 20 pl Nuklease-

freiem Aqua bidest. eluiert und bei -20 °C gelagert.

2.11.7Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der PCR-Amplifikate und Restriktionsreaktionen sowie von Plasmid-
DNA wurde photometrisch bei 260 nm mithilfe des Nanophotometers Pearl P 300
(s. Kapitel 2.8.4) bestimmt, wobei als Referenz der jeweilige Elutionspuffer oder

Nuklease-freies Wasser diente.

2.11.8Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Amplifikaten

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Amplifikaten erfolgte durch die Firma
Eurofins Genomics. Es wurden je 5 pl DNA zusammen mit 5 ul des jeweiligen
Starteroligonukleotids (1 mM) in einem 1,5 ml Reaktionsgefall vermischt, wobei
Plasmid-DNA eine Konzentration von 80 — 100 ng/ul und PCR-Amplifikate eine
Konzentration von 20 — 80 ng/ul aufweisen mussten. Die erhaltenen Sequenzen wurden

anschliefend mittels CLC Sequence Viewer analysiert (s. Kapitel 2.8.5).
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2.11.9Transformation von E. coli-Zellen

Flr die Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen (s. Tabelle 2) wurde die
Hitzeschockmethode nach Anleitung des Herstellers angewandt. Die kompetenten
Zellen (NEB® 5-alpha, BL21 Star™ (DE3) oder M15) wurden 5 min auf Eis aufgetaut. Zu
50 ul der Zellen wurden 10 pl der zu transformierenden DNA gegeben (Ligationsansatz
oder Dpnl-Restriktionsansatz) (s. Kapitel 2.11.4 und 2.11.5) und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock Giber 30 s bei 42 °C im Wasserbad. Anschliefend
wurden die Zellen erneut 5 min auf Eis inkubiert, mit 950 ul SOC-Medium versetzt und
flir 1 h bei 37 °Cund 350 rpm im Thermomixer inkubiert. Im Anschluss wurden 2/10 und
8/10 des Transformationsansatzes auf Ampicillin-haltigen Agarplatten (1:1000
verdiinnt, Endkonzentration: 50 pug/ml) ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank bebriitet. Von ausgewihlten Kolonien wurden Ubernachtkulturen
angeimpft. Im Anschluss erfolgte ein Dreidsenausstrich der Bakterienkultur. Am
Folgetag wurde, ausgehend von einer Einzelkolonie, erneut eine 5 ml Ubernachtkultur
angeimpft, um aus 3,5 ml die Plasmid-DNA zu isolieren (s. Kapitel 2.11.6) und das Insert
zu sequenzieren (s. Kapitel 2.11.8). Die restlichen 1,5 ml der Kultur wurden mit 0,3 ml

Glycerol versetzt und fir die Langzeitlagerung bei -80 °C eingefroren.

2.12 Proteinbiochemische Methoden

2.12.1Separation von Proteinen in der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, wurde eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt. In Tabelle 29 und Tabelle 30 sind die
Zusammensetzung der Puffer sowie des Tris-Tricin (TT)-SDS-Polyacrylamidgels

aufgelistet. Die Puffer wurden sterilfiltriert (PorengrofRe: 0,22 um) und bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 29: Pufferzusammensetzung fiir die TT-SDS-Polyacrylamidgele

Puffer Zusammensetzung

TT-Acrylamid-Losung 240 g Acrylamid
(49,5% T,3%C) 7,5 g Bisacrylamid

ad 500 ml Aqua bidest.

TT-Gelpuffer (3 x) 3 M Tris/HCl, pH 8,45
0,3 % (w/v) SDS

ad 500 ml Aqua bidest.

Tabelle 30: Zusammensetzung fiir ein 10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel

Komponente Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %), (10% T, 3 % C)
Glycerin - 3g

TT-Acrylamid-Losung | 1 ml 6 ml

TT-Gelpuffer (3 x) 3ml 10 ml

Agua bidest. ad 12 ml| ad 30 ml

APS (10 %) 90 pl 150 ul

TEMED 9 pl 15 pl

APS (10 %) und TEMED wurden bei der Herstellung der Sammelgel- und Trenngel-Lésung
jeweils erst kurz vor dem GielRen des Polyacrylamidgels hinzugegeben.

Zuerst wurde die Trenngel-Losung zwischen zwei Glasplatten gegossen und diese mit
70-prozentigem Ethanol (berschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des
Polyacrylamidgels wurde das Ethanol abgegossen. AnschlieRend wurde die Sammelgel-
Losung pipettiert und der Kamm zwischen den Glasscheiben positioniert.

Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurden die SDS-Polyacrylamidgele direkt

verwendet oder flir maximal sieben Tage bei 4 °C gelagert.

Fiir die Farbung mit Silbernitrat (s. Kapitel 2.12.3) wurden je 2 pl des Precision Plus

Protein Unstained Standards (s. Tabelle 12) und fiir Western-Blot-Analysen (s. Kapitel
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2.13.1) je 15 pl des Precision Plus Protein Dual Color Standards (s. Tabelle 12)
verwendet. Der Proteinstandard und die zu untersuchenden Proben wurden mit PBS**
auf ein Volumen von 20 ul aufgefillt, mit 6,8 pl TT-Inkubationspuffer (4 x) versetzt und
anschliefend fir 5 min bei 95 °C und 400 rpm erhitzt. Danach wurden die Proteinproben
kurz zentrifugiert und auf ein 10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel appliziert.

Die Separierung der Proben erfolgte zunachst bei 40 V, 50 W und 100 mA fir 2 h im
Sammelgel sowie anschliefend bei 75 V, 50 W und 100 mA lber Nacht im Trenngel.

Die Zusammensetzungen der jeweiligen Puffer sind in Tabelle 31 aufgefiihrt.

Tabelle 31: Zusammensetzung der Puffer fiir die Probenvorbereitung und die TT-SDS-PAGE
TT-Inkubationspuffer (4 x) | 150 mM Tris/HCI, pH 7,0

30 % (v/v) Glycerol

12 % (w/v) SDS

0,03 % (w/v) Bromphenolblau
6 % (v/v) B-Mercaptoethanol
pH6,8—7,0

ad 10 ml Aqua bidest.

Anodenpuffer 100 mM Tris/HCI, pH 8,9

ad 11 Aqua bidest.

Kathodenpuffer 100 mM Tris/HCI, pH 8,25
100 mM Tricin
0,1 % (w/v) SDS

ad 11 Aqua bidest.

2.12.2Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran (Western-

Blot-Analyse)

Zur Vorbereitung eines Proteintransfers auf eine Nitrocellulosemembran wurde die

Anode der Blotapparatur mit Anodenpuffer (s. Tabelle 32) befeuchtet und vier in
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Anodenpuffer getrankte Chromatographiepapiere wurden luftblasenfrei aufgelegt. Im
Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran kurz in Aqua bidest. getaucht, mit
Anodenpuffer getrankt und auf die Chromatographiepapiere gelegt. SchlieBlich wurde
das Sammelgel vom Polyacrylamidgel abgetrennt, in Kathodenpuffer (s. Tabelle 32)
getaucht und auf der Nitrocellulosemembran platziert. Es folgten vier in Kathodenpuffer
getrankte Chromatographiepapiere, welche luftblasenfrei aufgelegt wurden. Danach
wurde die Apparatur durch das Auflegen der Kathode verschlossen. Der Transfer der
Proteine erfolgte fiir 2 h bei einer Stromstarke von 1 mA/cm?. Zur Visualisierung der
transferierten Proteine wurde das Reversible Protein Detection Kit (s. Kapitel 2.6)
verwendet. Hierfir wurden 10 ml Lésung A mit 10 ml Lésung B gemischt und zur
Membran gegeben. Nach der Visualisierung der Proteine wurde die Membran durch die

Zugabe von EDTA-Stammldsung (s. Tabelle 32) vollstandig entfarbt.

Tabelle 32: Zusammensetzung der Puffer fiir die Western-Blot-Analyse

Puffer Zusammensetzung
Anodenpuffer 300 mM Tris/HCI, pH 8,7
100 mM Tricin

ad 11 Aqua bidest.

Kathodenpuffer 30 mM Tris/HCI, pH 8,6
300 mM 6-Aminocapronsaure

ad 11 Aqua bidest.

EDTA-Stammldsung 0,5 M EDTA
ad 11 Aqua bidest.

pH 8,0

2.12.3Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen mittels Silbernitrat

Nach erfolgter Separation der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese durch eine 30-
minitige Inkubation in Fixierlésung (s. Tabelle 33) im SDS-Polyacrylamidgel fixiert. Im
Anschluss wurde das Polyacrylamidgel 30 min in Inkubationslosung (s. Tabelle 33) unter

leichtem Schitteln inkubiert und dreimal fir je 5 min mit Aqua bidest. gewaschen.
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Danach erfolgte eine 20-minttige Inkubation unter leichtem Schiitteln in Silbernitrat-
Losung (s. Tabelle 33). Anschliefend wurde das SDS-Polyacrylamidgel zweimal in Aqua
bidest. geschwenkt und schlieRlich fiir 2 — 5 min in Entwicklerlosung (s. Tabelle 33)
inkubiert. Nach Visualisierung der Proteine wurde die Reaktion durch die Zugabe von
Stopplosung (s. Tabelle 33) terminiert und das SDS-Polyacrylamidgel mithilfe des GS-900

Densitometers (s. Kapitel 2.8.4) digitalisiert.

Tabelle 33: Zusammensetzung der Losungen fiir die Silberfarbung

Puffer Zusammensetzung
Fixierlosung 100 ml Ethanol
25 ml Essigsdure

ad 250 ml Aqua bidest.

Inkubationslésung 0,5 g Natriumthiosulfat

17 g Natriumacetat

1,25 ml Glutaraldehyd (25 % Losung)
75 ml Ethanol

ad 250 ml Aqua bidest.

Silbernitrat-Lésung 625 mg Silbernitrat
350 ul Formaldehyd (37 % Losung)

ad 250 ml Aqua bidest.

Entwicklerlésung 6,25 g Natriumcarbonat
175 pl Formaldehyd (37 % Losung)

ad 250 ml Aqua bidest.

Stoppldsung 29,2 g ETDA

ad 2 | Aqua bidest.
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2.12.4Produktion rekombinant hergestellter Proteine in E. coli (kleiner

Versuchsmalstab)

Zur Uberpriifung, ob Plasmid-tragende E. coli-Zellen in der Lage sind, Hiss-getaggte
Proteine zu produzieren, wurde zunachst ein orientierender Versuchsmalistab mit

einem Gesamtvolumen von 20 ml durchgefiihrt.

Hierfiir wurde eine 5 ml Ubernachtkultur mit 2 x YT-Medium, 5 pl Ampicillin (1:1000
verdiinnt, Endkonzentration: 50 pg/ml) sowie 10 ul der bei -80 °C gelagerten Glycerol-
Kultur angesetzt, welche Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert wurde. Am
nachsten Tag wurden zu 20 ml 2 x YT-Medium mit Ampicillin so viel an Ubernachtkultur
hinzugefigt, bis eine ODsoo von 0,2 erzielt wurde. Die Kultur wurde daraufhin erneut bei
37 °C und 180 rpm inkubiert, bis eine ODggo von 0,5 — 0,6 erreicht werden konnte. Um
die Proteinproduktion zu induzieren, wurden 4 ul 0,5 M IPTG hinzugegeben und die
Kultur fir weitere 3 h bei Raumtemperatur und 180 rpm inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationsdauer erfolgte eine Sedimentation der Zellen bei 5000 rpom und 4 °C fir
20 min. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellsedimente wurden in 500 ul DPBS**
resuspendiert und in Reaktionsgefidlle von 1,5 ml iberflihrt. AnschlieRend wurden die
Zellen sechsmal fir je 30s sonifiziert (Sonifier B12 mit Becherresonator,
Branson/Heinemann, s. Kapitel 2.8.4), wobei zwischendurch eine Lagerung auf Eis
erfolgte. Die Lysate wurden anschlieBend bei 11.500 rpm bei 4°C fir 10 min
zentrifugiert, die Uberstande in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt und das Sediment
erneut in 500 ul DPBS™ resuspendiert. Im Anschluss erfolgte ein weiterer
Sonifizierungsvorgang wie oben beschrieben. Nach erfolgter Zentrifugation wurde das

Sediment in 500 pl DPBS* resuspendiert.

AnschlieBend wurden je 20 pl des Uberstands und 20 ul des Sediments mit 6,8 pul des
TT-Inkubationspuffers (4 x) versetzt und fiir 5 min bei 95 °C und 350 rpm erhitzt. Wie in
Kapitel 2.12.1 beschrieben, wurden die Proben zur Analyse auf ein 10 % TT-SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und tGber Nacht separiert. Die restlichen Proben wurden
bei -20°C gelagert. Die separierten Proteine wurden anschlieBend auf eine

Nitrocellulosemembran transferiert und die Hisec-getaggten Proteine mittels Anti-Hise-
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Antikorpers (Verdiinnung: 1:1000) mittels Western-Blot-Analyse detektiert (s. Kapitel
2.13.1).

2.12.5Produktion und Reinigung rekombinant hergestellter Proteine aus

E. coli-Zellen (groRer Versuchsmalstab)

Von ausgewadhlten Klonen wurde eine 250 ml Bakterienkultur in 2 x YT-Medium
supplementiert mit Ampicillin (50 ug/ml) mit einer optischen Dichte (ODeoo) von 0,2
inokuliert. Die Zellen wurde im Anschluss bei 180 rpm und 37 °C bis zu einer ODgoo von
0,5 — 0,6 inkubiert und die Produktion der Proteine durch die Zugabe von 100 ul IPTG
(0,5 M) induziert. Nach einer Inkubation von 4 h bei 200 rpm und 21 °C wurden die Zellen
in 50 ml Rohrchen fir 20 min bei 500