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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.1 Der 

Name leitet sich vom französischen Mikrobiologen Amédée Borrel ab, der die 

Spirochäten 1907 beschrieb.2 Zusammen mit den Leptospiren und den Treponemen 

gehören sie phylogenetisch zur Ordnung der Spirochaetales, welche sich in die Familie 

der Spirochaetaceae und in die Familie der Borreliaceae unterteilt.1 Innerhalb der letzt-

genannten Familie lassen sich die Reptil-assoziierten Borrelien, die Erreger der Lyme-

Borreliose sowie die Erreger des Rückfallfiebers (RF) unterscheiden.3 

Borrelia (B.) recurrentis, der Erreger des Läuserückfallfiebers, unterscheidet sich in der 

Morphologie nicht von anderen Spirochäten, die ebenfalls RF verursachen. Die 

Morphologie zeichnet sich durch die spitz zulaufende Enden, eine Länge von 12 – 22 µm 

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

 

 

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 Oberfläche abgelagerte Komplementkomponenten mittels grün 
fluoreszierendem Alexa Fluor® 488 Antikörper (Verdünnung 1:500) markiert. Die Zelle ist gekennzeichnet 
durch die charakteristische, helikal gewundene Morphologie. 

 

B. recurrentis besitzt, je nach Literaturangabe, 8 – 114,5 oder 15 – 20, im Periplasma 

inserierte Flagellen6 und bewegt sich in Flüssigkeit mit einer durchschnittlichen 

Wellenlänge von 1,8 µm sowie einer Amplitude von 0,8 µm.4 Der protoplasmatische 

Zylinder besteht aus dem Zytoplasma, einer zytoplasmatischen Membran und einer 

Peptidoglykanschicht, welche von der äußeren Membran umschlossen wird 

(s. Abbildung 2).7 Zwischen der äußeren und der inneren Membran, vollständig im 
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periplasmatischen Raum, befinden sich die Flagellen. Die Interaktion der Geißeln mit 

dem elastischen protoplasmatischen Zylinder resultiert in der charakteristischen 

spiralförmigen Zellmorphologie; die Rotation der Flagellen bewirkt in einer flüssigen 

Umgebung, wie Blut oder Flüssigmedium, die wellenförmige Bewegung der Zellen. Diese 

wiederum erzeugt einen Schub und treibt die Zelle somit vorwärts.8 

 

 

Abbildung 2: Morphologische Darstellung einer Spirochäte und der im Periplasma verankerten 
Flagellenbündel 

(A) Die im Periplasma inserierten Flagellen drehen sich um den protoplasmatischen Zylinder. Die Rotation 
der Geißeln führt 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 überlappen. (B) Schematische Darstellung der 
flagellären Verankerung in der inneren Membran mit den umgebenden Strukturen (entnommen aus 
Fraser, 20168; modifiziert nach Röttgerding, 20239). 

 

Die Zusammensetzung ihrer Membran unterscheidet Borrelien von anderen Gram-

negativen Bakterien: Diese besteht aus 12 – 50 % Lipiden, 45 – 62 % Proteinen und 

3 – 4 % Kohlenhydraten.10 Die äußere Membran enthält eine große Anzahl von 

Lipoproteinen,5 die auf der Zelloberfläche exponiert sind und eine wichtige Rolle bei der 

Interaktion von Erreger und Wirt spielen. Lipoproteine sind insbesondere für die 
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Pathogenität, die Dissemination des Erregers und die Abwehr gegenüber der 

angeborenen Immunantwort von Bedeutung.11 

 

1.1.1 Genetische Charakteristika von Borrelien 

Während nahezu alle Bakterien ein zirkuläres Chromosom aufweisen, zeichnen sich 

Borrelien durch eine segmentierte Struktur ihres Genoms aus, welches aus einem 

ca. 1 Mbp großen linearen Chromosom sowie diversen linearen und zirkulären 

Plasmiden besteht, die zusammen ca. 0,7 Mbp ausmachen.12 Borrelien nehmen durch 

ihr lineares Chromosom eine Sonderstellung innerhalb der Spirochäten ein, da 

Treponemen und Leptospiren 1 – 2 zirkuläre Genome aufweisen.13,14 

 

RF-Borrelien weisen mit einer Größe von 1 – 1,5 Mbp ein deutlich kleineres Genom auf 

als andere humanpathogene Bakterien.15 Die Reduzierung des Genoms, wie sie sich bei 

RF-Borrelien beobachten lässt, geht mit einer degenerierten, parasitären Lebensweise 

einher.16 Sie weisen eine  außerordentliche Adaption an ihren Vektor und Wirt auf. Aus 

diesem Grund determinieren viele Gene für die Wirtsspezifität, während Gene, die für 

essenzielle Enzyme kodieren oder für die Synthese von Aminosäuren, Fettsäuren, 

diversen Kofaktoren sowie Nukleotiden notwendig sind, im RF-Borreliengenom nicht 

vorhanden sind.17,18 

 

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 lässt auf eine 

eingeschränkte genetische Variabilität schließen.19 Bioinformatische Analysen lassen 

vermuten, dass sich B. recurrentis durch permanente Gendeletionen aus B. duttonii 

entwickelt hat.20 Warum B. recurrentis ausschließlich auf die Kleider- bzw. Körperlaus 

(Pediculus humanus humanus bzw. corporis) als Vektor und den Menschen als Wirt 

spezialisiert ist, ist nach wie vor ungeklärt.21,22 Wegen der hohen Sequenzidentität von 

99 % sind diese beiden Borrelienspezies genetisch sehr schwer voneinander zu 

differenzieren.23 Durch Genomanalysen ließ sich letztlich feststellen, dass die 

Chromosomen von B. recurrentis und B. duttonii fast vollständig kollinear sind.24 In 
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dieser Analyse zeigte sich auch, dass alle Plasmide von B. recurrentis einen Gegenpart in 

B. duttonii besitzen.21 

 

Genetische Untersuchungen haben gezeigt, dass die in Afrika endemischen 

Borrelienspezies B. duttonii und B. crocidurae, beides Erreger des in Ost- und Westafrika 

vorkommenden Zeckenrückfallfiebers,25 eine Übereinstimmung ihres Genoms von 99 % 

im Vergleich zu B. recurrentis aufweisen. Aufgrund dieser Analysen wurde spekuliert, 

dass diese drei Spezies „Ökotypen“ der Genospezies B. africana darstellen26 und sich 

phylogenetisch erst kürzlich an verschiedene Wirte adaptiert haben (s. Abbildung 3).24,27  

 

Ein Phylodendrogramm mit dem Verwandtschaftsgrad, den Vektoren und Wirten von 

RF-Borrelien sowie den am häufigsten vorkommenden Lyme-Borrelienspezies zeigt 

Abbildung 3. Auffällig 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 Rückfallfieber-Borrelien 

Die Erstellung erfolgte durch den paarweisen Vergleich der sog. „average nucleotide identity“ (ANI) zweier 
Genomsequenzen verschiedener Borrelienspezies (entnommen aus Gupta et al., 201318; Elbir et al., 
201426), wobei die drei am häufigsten 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., 201815). 

 

1.1.2 Wirtsspezifität und Transmission 

B. recurrentis ist, wie alle Borrelienspezies, auf einen bestimmten Vektor spezialisiert28; 

allerdings ist B. recurrentis die einzige Borrelienspezies, die auf die Kleider- bzw. 

Körperlaus (Pediculus humanus humanus bzw. corporis) als Vektor adaptiert ist.29 Trotz 

Hinweisen einer Übertragung von B. recurrentis auf den Menschen durch infizierte 

Kopfläuse (Pediculus humanus capitis) konnte bisher kein gesicherter Nachweis erbracht 

werden.22,30 Da Kopfläuse weiterhin ein globales Problem darstellen, im Gegensatz zu 

Körperläusen, deren Verbreitung weltweit im letzten Jahrhundert signifikant reduziert 

werden konnte,22,31 müssten weltweit Fälle von Läuserückfallfiber auftreten und 

nachgewiesen werden, was jedoch nicht der Fall ist. 

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

Möglichkeit, dass auch B. recurrentis durch Zecken übertragen werden kann. Bereits 
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1942 gelang der Nachweis, dass Mäuse zumindest experimentell über Zecken mit 

B. recurrentis infiziert werden können.32 Weitere Daten geben Anlass zur Vermutung, 

dass auch B. duttonii durch Läuse als Vektoren übertragen werden kann.33  

 

Die Körperläuse leben etwa 21 Tage lang und nehmen währenddessen bis zu fünf 

Blutmahlzeiten zu sich. Ein einzelner Mensch kann hierbei von tausenden von Läusen 

befallen sein.34 Da infizierte Läuse, im Gegensatz zu Zecken, nicht in der Lage sind, die 

Erreger an ihre Nachkommen weiterzugeben (vertikale Transmission), fungieren 

infizierte Menschen als Reservoir für B. recurrentis: Nicht infizierte Läuse können bei der 

Blutmahlzeit an einem infizierten Wirt die im Blut zirkulierenden Borrelien 

aufnehmen.28,35-38 Nach der Aufnahme der Spirochäten gelangen diese in den 

Mitteldarm und migrieren von dort in die Hämolymphe, nicht jedoch in die 

Speicheldrüsen.29,39 Durch die Blutmahlzeit der Läuse wird beim Wirt ein Juckreiz 

ausgelöst, der zu vermehrtem Kratzen führt, wodurch die Läuse zerdrückt werden. 

Zölomflüssigkeit oder Faeces von Läusen werden hierbei über Mikroläsionen oder 

Schleimhäute, wie die Konjunktiven, eingebracht und gelangen so in den menschlichen 

Blutkreislauf, wo sich die Erreger vermehren können. Das bedeutet, dass eine direkte 

Übertragung, wie sie z. B. bei den Lederzecken zu beobachten ist, nicht stattfindet. 

Allerdings kann eine Übertragung von B. recurrentis auch nosokomial über 

Bluttransfusionen, Nadelstichverletzungen und Schmierinfektionen stattfinden.29 

 

Eine 2019 erschienene Studie konnte zeigen, dass mit B. recurrentis infizierte 

Bettwanzen (Cimex lectularius) 20 Tage lang überlebensfähige Spirochäten im Mittel- 

und Hinterdarm aufwiesen.40 Eine Übertragung auf den Menschen, ähnlich wie bei 

Läusen, ist daher potenziell möglich.  

 

1.1.3 Geographische Verbreitung 

Zu den Vektoren auf dem afrikanischen Kontinent, die die verschiedenen RF-

Borrelienspezies übertragen, zählen u. a. Ornithodoros (O.) erraticus, welche in den 

marokkanischen Küstenarealen vorzufinden sind und als Vektor für B. hispanica dienen. 

O. sonrai ist in West- sowie in Teilen Nordafrikas vorzufinden und kann zur Infektion mit 
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B. crocidurae führen, während O. moubata und O. porcinus vor allem in Zentralafrika 

vorkommen und B. duttonii übertragen können. B. recurrentis ist hauptsächlich in 

Äthiopien und in anderen Ländern am Horn von Afrika, wie Somalia und Eritrea, sowie 

in Süd-Sudan bzw. im Süden des Sudans vorzufinden.28,31,41,42 Es kommt regelmäßig zur 

Entdeckung neuer, bisher nicht kultivierbarer Spirochäten, die phylogenetisch mit 

bereits bekannten RF-Borrelien verwandt sind.43 Die geographische Verbreitung von RF-

Borrelien in Afrika ist in Abbildung 4 dargestellt. 

 

 

Abbildung 4: Geographische Verteilung afrikanischer Rückfallfieber-Borrelien 

Die Verbreitung der einzelnen RF-Borrelienspezies ist farblich hervorgehoben (entnommen aus Elbir et 
al., 201325). 

 

1.2 Die klinische Entität Rückfallfieber 

 

1.2.1 Historie und Epidemiologie 

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

dem alten Ägypten sowie aus dem antiken Griechenland zu Zeiten von Hippokrates.44-49 
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Den Namen „Rückfallfieber“ 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.50 Die erstmalige Identifizierung des 

Erregers gelang 1873 durch Otto Obermeier an der Berliner Charité, der den gefärbten 

Blutausstrich eines infizierten Patienten mikroskopierte.51,52 Erste Versuche, den 

Erreger durch die Infizierung von Tieren oder durch eine Selbstimpfung mit dem Blut 

von Infizierten zu übertragen, verliefen erfolglos. Münch und Motschutkoffsky führten 

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 Spirochäten ausgelöst wurde, welche, in Andenken an den Erstentdecker Otto 

Obermeier, daraufhin die Bezeichnung Spirochaeta obermeieri bzw. Treponema 

obermeieri erhielten.31 J. Everett Dutton und John Todd gelang zu Beginn des 20. 

Jahrhunderts die Entdeckung des kausalen Zusammenhangs, dass RF auslösende 

Spirochäten durch Lederzecken der Gattung O. moubata übertragen werden. Zu Ehren 

J. E. Duttons erhielt der beobachtete Erreger die Bezeichnung Borrelia duttonii.53 

Anhand dieser Entdeckung wurde vermutet, dass auch Läuse zur Übertragung des 

Erregers des RF in der Lage sind, was 1907 der britische Arzt Frederick Percival Mackie 

sowie 1908 der französische Arzt Edmond Sergent und Henry Foley, welche in Algerien 

tätig waren, bestätigen konnten.25,54,55 Heute wird das Rückfallfieber in 

Zeckenrückfallfieber (ZRF) und Läuserückfallfieber (LRF) unterteilt.43 

 

Im Laufe der vergangenen Jahrhunderte sorgten immer wieder Kriege, Hungersnöte, 

Armut und Flucht dafür, dass viele Menschen unter prekären hygienischen Bedingungen 

auf engem Raum leben mussten. In der Folge kam es zu vermehrtem Lausbefall der 

Menschen und epidemischen Krankheitsausbrüchen,56 wobei diese mit 

wiederkehrendem Fieber, Ikterus und Blutungen einhergingen. Diese Krankheitsbilder 

lassen sich mutmaßlich auf LRF zurückführen.45 Neben größeren Epidemien im 17. und 

18. Jahrhundert traten die letzten LRF-Epidemien im Rahmen der beiden Weltkriege von 

1903 – 1936 mit 50 Millionen Fällen sowie 1943 – 1946 mit 10 Millionen Fällen 

auf.29,36,45,57 Aufgrund der Menge an Infizierten und seiner Krankheitsfolgen wurde das 

RF als „epidemischste unter den epidemischen Krankheiten“ bezeichnet.29 
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Die Verbesserung hygienischer Standards sowie die Einführung des Insektizids 

Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) in den 1940er Jahren führten zu einer massiven 

Reduktion des Lausbefalls und entsprechend auch zu einem massiven Rückgang des 

LRF.58 In den letzten Jahrzehnten wird nur noch von einzelnen Ausbrüchen berichtet, 

wie 1985 in den peruanischen Anden.59 Heute zählt das LRF zu den armutsassoziierten, 

vernachlässigten Infektionserkrankungen.35 

 

Dem weltweiten Rückgang an mit RF infizierten Patienten im 21. Jahrhundert steht die 

Situation in Ost-Afrika gegenüber, denn hier stellt die Erkrankung noch immer ein 

ernstes gesellschaftspolitisches Problem dar.31 Eine hohe perinatale Sterblichkeit wird 

in endemischen Regionen Tansanias durch das ZRF bedingt, welches hier auch unter den 

zehn häufigsten Todesursachen bei Kindern unter fünf Jahren aufgeführt wird.60 Im Süd-

Sudan bzw. im Süden Sudans und in Äthiopien kommt hauptsächlich das LRF vor, 

welches in endemischen Gebieten häufig zu Hospitalisationen führt und mit einer 

erhöhten Morbiditäts- und Mortalitätsrate assoziiert ist.61 Laut den Angaben des 

äthiopischen Gesundheitsamtes stellt RF die siebthäufigste Ursache für einen 

stationären Krankenhausaufenthalt und die fünfthäufigste Todesursache dar.62 

Personen, die unter schlechten hygienischen Bedingungen auf engem Raum 

miteinander leben, wie Gefängnisinsassen oder Erntearbeiter auf den Kaffeeplantagen 

während der Regenzeit, sind besonders bedroht, sich mit LRF zu infizieren.35 Die 

zunehmende Globalisierung und die Zunahme an Tourismus und Geschäftsreisen in 

ostafrikanischen Ländern, aber auch die zunehmende Entwicklungshilfe in 

Krisengebieten, wie z. B. in Süd-Sudan, kann dazu beitragen, dass mit B. recurrentis 

infizierte Läuse aus den endemischen Gebieten in Ost-Afrika wieder vermehrt in andere 

Regionen der Welt verbreitet werden.63 

 

Durch die Flüchtlingskrise 2015 wurde LRF bei 78, meist jungen und männlichen, 

Geflüchteten diagnostiziert, die in verschiedenen europäischen Staaten, meistens 

Italien und Deutschland, Zuflucht gesucht haben. Es ist davon auszugehen, dass die 

Dunkelziffer an Erkrankten höher lag.64-69  Es handelte sich hierbei um Asylsuchende aus 

Äthiopien, Eritrea, Somalia und anderen afrikanischen Staaten, die sich in überfüllten 

Unterkünften in Libyen, Italien oder einem anderen Land infiziert haben könnten.70 
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LRF war vor 2015 in den meisten europäischen Staaten in Vergessenheit geraten; so 

auch in Deutschland, wo seit 1999 nur drei Fälle bei Reiserückkehrern gemeldet 

wurden.71 Dagegen wurden dem Robert Koch-Institut im Jahr 2015 45 Krankheitsfälle 

und ein Todesfall sowie im Jahr 2016 fünf Krankheitsfälle bei Asylsuchenden 

gemeldet.72,73 

 

Personen ohne festen Wohnsitz stellen eine weitere Gruppe dar, die durch eine erhöhte 

Prävalenz von Kleiderlausbefall potenziell gefährdet sind, sich mit LRF zu infizieren. 

Untersuchungen zur Häufigkeit des Kleiderlausbefalls ergaben in dieser 

Bevölkerungsgruppe einen Befall von 4 % in Boston,74 von 16 % in Tokio75 und von 30 % 

in San Francisco.76 In Frankreich betrug die Prävalenz 12 – 22 %77,78; in Brasilien, 

Kolumbien und Russland lag diese bei 18 – 40 %.23,79,80 Im Jahr 2005 konnten bei 

Personen ohne festen Wohnsitz in Marseille Anti-IgG-Antikörper gegen B. recurrentis 

nachgewiesen werden, was als Hinweis auf eine stattgehabte Infektion mit diesem 

Erreger gewertet wurde.79 

 

Die Möglichkeit, dass sich LRF durch humanitäre Katastrophen mit einhergehender 

Verschlechterung der hygienischen Standards wieder außerhalb der endemischen 

Gebiete, also auch innerhalb von Europa, verbreitet, ist jederzeit gegeben.67 

 

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 fünf 

Fieberschübe mit Temperaturen bis zu 40 °C auf, während es beim ZRF zu bis zu 13 

Fieberepisoden kommen kann, die über mehrere Monate verteilt auftreten.31 In den 

meisten Fällen (ca. 90 %) wird das Fieber von Zephalgien, Myalgien und Arthralgien 

begleitet,81 wobei es beim ZRF zusätzlich noch zu Emesis und Vomitus kommen kann.82 

Das LRF hingegen ist häufiger mit Tachykardie (über 95 % der Patienten), Konjunktivitis 

(über 90 % der Fälle) und Hepatosplenomegalie (ca. 65 % der Patienten) assoziiert.29 

Thrombozytopenien und andere Blutungskomplikationen (s. Abbildung 5 a) werden 



   
 

 
 

27 

sowohl beim ZRF als auch beim LRF beschrieben, wobei sie beim LRF häufiger auftreten. 

Hierbei kann es zusätzlich noch zu Epistaxis, Hämoptysen, Hämatemesis, blutigen 

Diarrhöen, Hämaturie sowie zu subarachnoidalen, zerebralen oder retinalen Blutungen 

kommen (s. Abbildung 5 b und d).29,31,35,83,84 Bei Patienten, deren Infektion durch die 

Borrelienspezies B. recurrentis, B. duttonii oder B. turicatae ausgelöst wird, können 

zusätzlich neurologische Beschwerden, wie ein meningeales Syndrom oder 

Erkrankungen der Augen, auftreten.31,85 Auch werden Komplikationen in der 

Schwangerschaft bis hin zum Abort beobachtet.35,86 Ursächlich für das Versterben der 

Patienten ist häufig eine Myokarditis.87 

 

 

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

(a) Stammbetonte Petechien bei einer Koinfektion mit Salmonella typhi; (b) subkonjunktivale 
Einblutungen und Sklerenikterus, die auf eine Leberschädigung hinweisen; (c) Silberfärbung der Milzpulpa 
mit Nachweis von B. recurrentis (Pfeile); (d) Zerebrale Blutungen am 6. Krankheitstag (pathologisches 
Präparat) (entnommen aus Warrell, 201935). 

 

Therapeutisch werden Einzeldosen von 500 mg Tetracyclin, 500 mg Erythromycin oder 

100 mg Doxycyclin oral verabreicht.35 Da es bei der oralen Gabe häufig zu Emesis 
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kommen kann, wird eine, ebenfalls einmalige, intravenöse Gabe von 250 mg 

Tetracyclinhydrochlorid oder 300 mg Erythromycin-Lactobionat empfohlen.88,89 

 

Während großer Epidemien in der Vergangenheit wurde die Letalität mit 30 – 70 % ohne 

Therapie berichtet, während die Letalität unter Therapie mit 2 – 6 % angegeben 

wird.29,90 Aktuell ist bei unbehandelten Patienten von einer Letalität von 10 – 40 % und 

bei Behandelten von unter 5 % auszugehen.91 Während eines Ausbruchs in Äthiopien 

2016 betrug die Letalität 13 %.92 

 

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 großen Mengen an pyrogenen Substanzen 

hervorgerufen wird.35 Da bei einer Spirochätämie keine Endotoxine nachgewiesen 

werden konnten, ist davon auszugehen, dass die Lipoproteine an der Zelloberfläche der 

Borrelien für die Auslösung der JHR verantwortlich sind.93,94 Im Blutplasma kommt es 

durch die JHR zur vermehrten Freisetzung von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), 

Interleukin-6 und Interleukin-8.95-97 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 

Höhepunkt nach etwa 4 h erreicht wird und die Reaktion nach ungefähr 8 h wieder 

nachlässt.98 Zu den häufigen Symptomen gehören hohes Fieber, Schüttelfrost, 

vermehrtes Schwitzen, Zephalgien, Myalgien, Tachykardie und Hypotension.99,100 Da 

diese Symptome auch im Rahmen der Infektion selbst auftreten können, besteht das 

Risiko, dass die JHR nicht erkannt wird und dementsprechend unbehandelt bleibt.99 

Außerdem können die Symptome als eine Unverträglichkeit des Antibiotikums 

fehlgedeutet werden. Eine JHR verläuft in 5 % der Fälle lebensbedrohlich, wobei die 

Schwere der LRF-Infektion eine große Rolle spielt.35,38,101,102 Besonders bei schwangeren 

Frauen mit LRF-Infektion steht die JHR im Verdacht, eine Frühgeburt mit vermindertem 
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Geburtsgewicht auszulösen, was häufig das Versterben des Säuglings zur Folge hat.103-

105 

 

Ansätze, die JHR durch eine präventive Steroidgabe,106-109 eine veränderte Applikation 

des Antibiotikums98,110 oder durch die Gabe eines Anti-TNF-α-Antikörpers97 zu 

verhindern bzw. abzuschwächen, verliefen bislang erfolglos. Die beste Prognose für eine 

Besserung der Symptome nach wenigen Stunden besitzen aktuell supportive 

Maßnahmen und eine adäquate Hydrierung des Patienten.99 

 

1.2.4 Diagnostische Herausforderungen 

Neben der Therapie gestaltet sich auch die Diagnose des RF schwierig, insbesondere 

durch die Überschneidungen der ähnlichen Krankheitssymptomatik mit anderen 

Infektionserkrankungen, wie z. B. Malaria, Typhus, Brucellose, Rickettsiose, 

Leptospirose oder einer bakteriellen Meningitis. Weiterhin treten auch häufig 

Koinfektionen mit Malaria- oder Typhus-verursachenden Erregern auf.38,111,112 Die 

Wright-Giemsa-Färbung eines mit Methanol fixierten dünnen Blutausstrichs stellt 

hierbei die einfachste Nachweismethode dar, RF durch den mikroskopischen Nachweis 

von Borrelien mikrobiologisch zu diagnostizieren. Die Erregerkonzentration sollte 

jedoch mindestens 105 Zellen/ml Blut betragen, um Spirochäten nachzuweisen,113 die 

nur während der Fieberepisoden in hoher Konzentration vorliegen, nicht aber während 

der asymptomatischen, fieberfreien Phasen.114 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, 1911115); b) Fotografie von B. recurrentis in einem dünnen, mit May-Grünwald-
Giemsa gefärbten Blutausstrich (1000-fach vergrößert) 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,116 

wobei jedoch eine Unterscheidung zwischen B. duttonii und B. recurrentis aufgrund 

ihrer hohen Sequenzidentität nicht möglich ist.21,26 Die PCR ist hierbei wesentlich 

sensitiver als die Mikroskopie, sodass bei LRF-Fällen in Europa sogar bei mikroskopisch 

negativem Befund eine Infektion mit B. recurrentis nachgewiesen werden konnte.69,117 

Neue Forschungsansätze zielen auf einen serologischen Nachweis von B. recurrentis-

Infektionen mit Hilfe von sensitiven und spezifischen immunologisch-basierten 

Testsystemen.118 

Der Erreger Candidatus Borrelia kalaharica wurde vor Kurzem erstmalig in Zecken in 

Äthiopien nachgewiesen, was den ersten Nachweis von ZRF-übertragenden Erregern in 

einem für LRF endemischen Land bedeutet.119 

 

1.2.5 Prophylaxe 

Eine Impfung gegen B. recurrentis oder andere RF-Borrelien steht derzeit nicht zur 

Verfügung.35 Die effektivste und sicherste Methode, um Infektionsketten zu 

unterbrechen, besteht daher in der Eliminierung der Läuse und der Verbesserung der 

hygienischen Standards. Patienten, die unter Lausbefall leiden, sollten sich regelmäßig 
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mit Seife baden und die infizierte Kleidung warm waschen (52 °C für 30 min).35 Ohne 

Kontakt zum Menschen als Wirt und somit ohne Blutmahlzeit sterben die Läuse nach 

zehn Tagen bei jeder Temperatur ab.120,121 

 

1.3 Das Komplementsystem 

Die menschliche Immunabwehr lässt sich in drei Hauptkomponenten untergliedern: 1. 

die physikalischen Barrieren des menschlichen Körpers, bspw. die Haut; 2. die 

unspezifische, angeborene Immunabwehr, die hier durch das Komplementsystem 

repräsentiert ist,  und 3.  das zelluläre und adaptive Immunsystem mit der spezifischen, 

erworbenen Immunabwehr mittels Antigen-spezifischer T- und B-Lymphozyten.122 Da in 

der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf der Interaktion zwischen bakteriellen 

Proteinen und dem Komplementsystem liegt, soll dieses kaskadenartige System im 

Folgenden näher 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.123 Im späten 19. Jahrhundert wurde es zunächst als 

„Alexin“ bezeichnet, als Mikrobiologen wie Paul Ehrlich, Jules Bordet oder George 

Nuttall den bakteriziden Effekt von Blut auf den Erreger Bacillus anthracis 

beobachteten.124 Paul Ehrlich prägte 1899 den Begriff „Komplement“, da das entdeckte 

System von Proteinen im Blutserum die Antikörper-getriggerte Antwort des 

Immunsystems „komplementierte“. Die hitzestabile Substanz „Alexin“ wurde daraufhin 

in „Amboceptor“ umbenannt.125 

Inzwischen ist bekannt, dass das Komplementsystem aus über 50 Serumproteinen und 

Oberflächenrezeptoren besteht, die als membranständige Proteine auf verschiedenen 

Zellen lokalisiert sind oder aber im Blutkreislauf vorwiegend als aktivierbare 

Vorläufermoleküle löslich zirkulieren.126 Zu den vielfältigen Aufgaben zählen extra- und 

intrazelluläre Funktionen, wie bspw. das Erkennen und Eliminieren invasiver 

Fremdorganismen127 sowie die Markierung („Opsonisierung“) körpereigener 

nekrotischer und apoptotischer Zellen für die Phagozytose.128,129 Weiterhin besitzt das 

Komplementsystem eine entscheidende Funktion für die adaptive Immunabwehr130 und 
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ist an diversen pathologischen Vorgängen, wie dem hämolytisch-urämischen Syndrom 

(HUS), der Entstehung von Endometriose131 oder der altersbedingten 

Makuladegeneration (AMD),132,133 beteiligt, aber auch an Geweberegeneration134, der 

Homöostase135 oder, im dysregulierten Zustand, am Tumorwachstum.136,137 Neueste 

Erkenntnisse lassen vermuten, dass das Komplementsystem ebenso am 

Zellmetabolismus beteiligt ist.138,139 

 

Das Komplementsystem besteht aus drei unterschiedlichen, in Kaskaden von 

enzymatischen Reaktionen ablaufenden, aktivierbaren Wegen. Die Aktivierung führt zur 

Ausschüttung der Anaphylatoxine C3a und C5a, die eine elementare Rolle als 

Immunmodulatoren einnehmen, indem sie durch Opsonisierung Leukozyten anlocken 

(„Chemotaxis“) und Phagozyten induzieren. Außerdem führen sie zur Entstehung der 

Komponenten C3b und C5b, wobei dem Molekül C3b eine zentrale Rolle zugeschrieben 

wird, da es durch die Abfolge jedes einzelnen der drei Komplementwege entsteht und 

an die Oberfläche von Zielzellen bindet, um diese zu markieren.140 Die Aktivierung aller 

Wege mündet schlussendlich in den terminalen Weg, bei dem der 

Membranangriffskomplex (MAK) auf der Oberfläche der opsonisierten Zielzelle gebildet 

und die Lyse der Zelle eingeleitet wird. Diverse Moleküle sind in der Lage, die drei 

Komplementwege unabhängig voneinander zu initiieren. Inzwischen ist bekannt, dass 

das Komplementsystem netzwerkartig eng mit anderen Systemen, wie dem 

fibrinolytischen System, verknüpft ist.123 

 

1.3.1 Der klassische Weg des Komplementsystems 

Über die Bindung von Immunglobulinen der Subklasse G (IgG) oder M (IgM) wird der 

klassische Weg des Komplementsystems initiiert, weshalb er auch als „abhängig von 

Antikörpern“ beschrieben wird (s. Abbildung 7). C1q, auch als „Pattern Recognition 

Molecule“ (PRM) bezeichnet, bindet an Immunglobuline sowie Pentraxine, die bereits 

mit mikrobiellen Oberflächenstrukturen oder bestimmten Antigenen interagieren. 

Zusammen mit den Komponenten und aktivierbaren Serinproteasen C1r und C1s kommt 

es zur Bildung des aktivierten C1-Komplexes,141,142 der C4 in C4a und C4b spaltet. Durch 

eine Konformationsänderung innerhalb des C4b-Moleküls wird ein Thioester freigesetzt, 
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wodurch C4b an der Aktivierungsstelle an die mikrobielle Oberfläche bindet. Dies führt 

zur Opsonisierung der Zielzelle. An C4b gebundenes C2 wird anschließend, mithilfe der 

C1s-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-Molekül kann entweder 

an die Oberfläche einer Zelle binden, um diese zu opsonisieren und so für 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 führt zur Bindung von C5b an die Zelloberfläche, wodurch die terminale Sequenz 

eingeleitet wird und der MAK gebildet werden kann. C3a und C5a tragen in ihrer 

flüssigen Phase als Immunmodulatoren zu verschiedenen Entzündungsreaktionen 

bei.143 

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aktivierung des klassischen Weges auf einer bakteriellen 
Oberfläche 

Der C1-Komplex besteht aus C1q, C1r und C1s und bindet an Antikörper, welche vorher an Antigene 
gebunden haben. Dadurch wird die Aktivierung des klassischen Weges initiiert. Anschließend kommt es 
zur Spaltung von C4 und C2, was die Formation der C3-Konvertase C4b2b auf der bakteriellen Oberfläche 
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 Oberfläche gebundene C5b-Molekül entsteht der MAK (entnommen aus Stone und 
Brissette, 2017143; 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 Oberfläche von 

Pathogenen vorkommen. MBL und Ficolin liegen, zusammen mit MBL-assoziierten 
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Proteinen (MASP), gelöst im Serum vor.144,145 Zu den MASP zählen MASP-1, -2, -3 sowie 

MAP19, wobei es sich um ein verkürztes MASP-2 handelt.144 Durch die Bindung des 

Lektin-Komplexes an mikrobielle Oberflächen wird eine Konformationsänderung von 

MASP-2 initiiert, welches seinerseits C4 in C4a und C4b spaltet (s. Abbildung 8). Das an 

der Oberfläche gebundene C4b führt 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.140 Die Funktion der 

übrigen MASPs ist Gegenstand aktueller Forschungsansätze.145 

 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Aktivierung des Lektin-Weges auf einer bakteriellen 
Oberfläche 

Der Komplex aus MBL bzw. Ficolin und MASP-1 und MASP-2 bindet an pathogene Oberflächenstrukturen 
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, 2017143; 
modifiziert). 

 

1.3.3 Der alternative Weg des Komplementsystems 

Der alternative Weg wird stets niedrigschwellig, aber konstitutiv aktiviert, wobei der 

dafür verantwortliche Prozess als „tick-over“ bezeichnet wird.146 Durch fortwährende 

spontane Hydrolyse wird hierbei eine labile Thioesterverbindung innerhalb der 

Komplementkomponente C3 erzeugt (s. Abbildung 9) und resultiert in der bioaktiven 

Form C3(H2O).147 Durch diese strukturelle Veränderung wird eine Bindung von Faktor B 

(FB) ermöglicht, 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(H2O)Bb, welche nun C3 

in C3a und C3b spaltet. Unter normalen Umständen 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 lösliche 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 Oberfläche stabilisiert. Die 

Anlagerung von C3b an die membrangebundene C3-Konvertase C3bBb führt 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 Zelloberfläche als MAK 

zusammen und initiiert so den terminalen Weg.148 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Aktivierung des alternativen Weges auf einer bakteriellen 
Oberfläche 

Durch die Hydrolyse von C3 und die anschließende Bindung von FB wird der alternative Weg initiiert. Es 
kommt zur Spaltung von FB durch FD sowie zur Bildung der Flüssigphase-C3-Konvertase C3(H2O)Bb, 
welche ihrerseits C3 in C3a und C3b spaltet. C3b kann nun, zusammen mit FB und Properdin, an die 
Zelloberfläche binden und eine membrangebundene C3-Konvertase bilden. Diese führt wiederum zur 
Spaltung von weiteren C3-Molekülen, 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 Zelloberfläche und führt so zur Initiierung des terminalen Weges (entnommen aus 
Stone und Brissette, 2017143; modifiziert). 

 

1.3.4 Der terminale Weg des Komplementsystems 

Die Aktivierung der drei Wege des Komplementsystems führt zur Bildung des 

porenförmigen MAK. Die terminale Sequenz wird durch die Bindung von C5b an die 

mikrobielle Oberfläche initiiert.  Das an die Zelloberfläche gebundene C5b rekrutiert C6, 

wodurch sich ein hydrophiler Komplex bildet, dessen Konformation sich wiederum 

durch die Bindung von C7 verändert. Diese strukturelle Veränderung ermöglicht die 

Anlagerung von C8, so dass sich C8 in die Membran integriert. Letztlich binden 10 – 15 

Moleküle von C9 an den vorher entstandenen C5b-8-Komplex, wodurch eine 

zylindrische Pore mit einer Größe von 10 Å entsteht. Sobald sich genügend Poren auf 
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der Zelloberfläche gebildet haben, kommt es durch die Diffusion von Ionen, kleinen 

Molekülen sowie von Wasser, welche entlang des Konzentrationsgradienten stattfindet, 

zu einem osmotischen Ungleichgewicht, welches letztlich zur Lyse der Bakterienzelle 

führt.124,149 

 

1.3.5 Regulatoren des Komplementsystems 

Da das Komplementsystem nicht nur gegen pathogene und geschädigte humane Zellen 

zerstörend wirkt, sondern auch gegen vitale, körpereigene Zellen, ist eine balancierte 

Regulation des Komplementsystems notwendig. Eine Vielzahl von 

membrangebundenen und löslichen Regulatoren verhindert eine ungehinderte 

Aktivierung des Komplementsystems und wirkt einer massiven Zellschädigung 

entgegen.122,129 

 

C1-Esteraseinhibitor (C1-INH), der auch zu therapeutischen Zwecken verwendet wird,  

ist an der Regulation des klassischen Weges beteiligt.150 Durch die Bindung an den C1-

Komplex wird die proteolytische Aktivität von C1r und C1s 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 α-Kette von C3b und C4b, was wiederum zur irreversiblen Inaktivierung dieser 

beiden Komplementkomponenten führt. FI benötigt hierfür die löslichen Kofaktoren 

Faktor H (FH),154 „Factor H-like protein 1“ (FHL-1)155,156 sowie „C4b-binding protein“ 

(C4BP)157 oder aber die membrangebundenen Proteine CD35 oder CD46. Die Bildung 

der C3-Konvertase wird hierbei durch FH und FHL-1 verhindert, indem beide Moleküle 

mit Faktor Bb um dessen Bindungsstelle konkurrieren. Außerdem tragen sie zur 

Dissoziation bereits gebildeter C3-Konvertasen bei, indem sie als Kofaktoren für FI bei 

der proteolytischen Spaltung von C3b fungieren.123 C4BP gehört, als Kofaktor von FI, zu 

den Regulatoren des klassischen Weges. C4BP interagiert als Komplex mit bis zu vier 

C4b-Molekülen und initiiert, zusammen mit FI, deren Proteolyse und Inaktivierung.158,159 

Die drei Kofaktoren FH, FHL-1 sowie C4BP binden auch an wirtsspezifische 

Oberflächenstrukturen, um eine Schädigung von körpereigenen Zellen zu verhindern.123  
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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.124,160,161 

 

1.4 Immunevasions-Strategien von Rückfallfieber-Borrelien 

Im Falle einer Infektion bildet das adaptive Immunsystem bereits vor dem Auftreten des 

ersten Fieberschubs Anti-IgM-Antikörper, wodurch der klassische Weg des 

Komplementsystems aktiviert und die Erregerlast bereits stark reduziert wird. Eine 

Subpopulation von Spirochäten überlebt jedoch durch die Veränderung der 

Komposition der auf der Zelloberfläche exponierten Antigene (Vmp, s. weiter unten). 

Diese Subpopulation kann sich nun weiter vermehren, was einen erneuten Fieberschub 

zur Folge hat und den Namen „Rückfallfieber“ erklärt.162,163 

Die Antigene, die den jeweiligen Serotyp determinieren, werden als „variable 

membrane proteins“ (Vmp) bezeichent164 und lassen sich in zwei Klassen einteilen: die 

„variable small proteins“ (Vsp) mit einer molekularen Masse von etwa 20 kDa und die 

„variable large proteins“ (Vlp) mit einer molaren Masse von etwa 40 kDa.165 

B. recurrentis ist theoretisch in der Lage, 27 verschiedene Vmp zu produzieren.21 Die 

Gene, welche für Vsp und Vlp kodieren, werden während des Infektionsgeschehens neu 

arrangiert, wobei pro Zelle nur ein Vmp-kodierendes Gen aktiv exprimiert wird.166 Die 

Vmp-kodierenden Gene sind auf linearen Plasmiden lokalisiert; die übrigen vmp-Gene 

befinden sich kassettenartig auf anderen Plasmiden und werden als „stille Gene“ nicht 

exprimiert.167 Das aktive, exprimierte Gen kann hierbei durch eines der stillen Gene 

ausgetauscht werden, wodurch ein neuer Serotyp entsteht.38,168 Diese Subpopulation ist 

anfangs nur in geringer Konzentration vorhanden. Das adaptive Immunsystem führt 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 Spirochätämien nach einer Infektion mit RF-
Borrelien 

Abgebildet sind drei Spirochätenpopulationen, welche durch das adaptive Immunsystem (dargestellt als 
Antikörper) fortschreitend eliminiert werden. Auf der X-Achse sind die postinfektiösen 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 führt 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., 201815). 

 

Verschiedene Mechanismen, die zur antigenen Variation der vsp- und vlp-Gene führen, 

werden aktuell diskutiert. Hierzu gehören z. B. die homologe DNA-Rekombination sowie 

Mutationen innerhalb des Promotorbereiches, die zu unterschiedlichen 

Transkriptionslevels führen können.166,169-172 Die nicht-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.38 Eine weitere Möglichkeit 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.38,173 

 

Zusätzlich zum bereits beschriebenen Mechanismus der Gen-Rekombination können 

Borrelien Plasminogen an ihrer Zelloberfläche binden, wodurch sie in der Lage sind, in 

extravaskuläres Gewebe zu penetrieren und sich dort vor dem Immunsystem zu 

schützen.174 Dies könnte erklären, wie RF-Borrelien die Blut-Hirn-Schranke überwinden 

und in das zentrale Nervensystem eindringen können.175,176 

 

Weiterhin ist es möglich, dass sich RF-Borrelien vor dem angeborenen Immunsystem 

schützen, indem Komplementkomponenten an die äußere Membran binden, so dass 

eine Komplementaktivierung auf unterschiedlichen Aktivierungsstufen unterbunden 

wird.177 Dieser Mechanismus basiert auf der Bindung von verschiedenen 

Komplementregulatoren, wie z. B. C1-INH, C4BP, FH oder FHL-1.177 Für B. recurrentis und 

B. duttoni wurde bereits nachgewiesen, dass sowohl FH und FHL-1 als auch C4BP auf der 

Zelloberfläche gebunden werden, wodurch sowohl der alternative als auch der 

klassische Weg des Komplementsystems inaktiviert werden können.178 Bei B. recurrentis 

konnten bereits zwei membranständige Lipoproteine identifiziert und in Bezug auf ihre 

Komplement-bindenden Eigenschaften näher 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, während CihC sowohl 

mit C4BP als auch mit C1-INH interagiert.151,179 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 lp190 am 5‘-Ende zwölf Gene auf, welche 

als „Open Reading Frames“ (orf) bezeichnet wurden.19,21 Diese sind in Abbildung 11 

schematisch dargestellt.  
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Abbildung 11: Ausschnitt der Organisation der ORF-kodierenden Gene auf dem linearen Plasmid lp190 
von B. recurrentis 

Schematisch dargestellt ist das 5‘-Ende des linearen Plasmids lp190 mit dem Gencluster der zwölf orf-
Gene sowie deren Genprodukten, die potenziell mit Komplementkomponenten interagieren können. Die 
bereits charakterisierten ORF-Proteine CihC (ORF2), HcpA (ORF3), ORF6, ORF7, ORF8 sowie ORF9 sind in 
Hellblau hinterlegt. Die Funktion der übrigen, 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.151,179 Für die Proteine ORF6, ORF7, ORF8 und ORF9 von B. recurrentis konnte 

eine Inhibition des alternativen Weges des Komplementsystems nachgewiesen 

werden.180 Alle vier Proteine besitzen die Eigenschaft, die Komplementkomponente C3b 

zu binden,180 wobei ORF7, ORF8 und ORF9 zusätzlich in der Lage sind, C5 zu binden.9 

Weiterhin können diese drei ORF-Proteine durch die Interaktion mit der 

Komplementkomponente C9 den terminalen Weg inhibieren.180 

 

Im Rahmen dieser Arbeit soll das ORF10-Protein in Hinblick auf seine inhibierenden 

Eigenschaften auf das humane Komplementsystem näher charakterisiert werden. Nach 

affinitätschromatographischer Reinigung sollen funktionelle Analysen erlauben, 

Aussagen über die inhibitorischen Eigenschaften von ORF10 auf die unterschiedlichen 

Wege des Komplementsystems zu treffen. Anhand der gewonnenen Ergebnisse sollen 

Interaktionsanalysen mit ausgewählten Komplementkomponenten durchgeführt 

werden. Durch Verwendung von Zell-basierten hämolytischen 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 In-vitro-

Mutagenese erzeugt werden sollen. Mithilfe von Serumbakterizidietests soll außerdem 

analysiert werden, inwieweit ORF10 Borrelien Resistenz gegenüber der 

bakteriolytischen Wirkung von Komplement verleiht. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Bakterienstämme 

 

2.1.1 Borrelienstämme 

Tabelle 1: Verwendete Borrelienstämme 

Borrelienstamm Genospezies Geographische 

Herkunft 

Biologische 

Herkunft 

Referenz 

PAbJ B. recurrentis München Blut Prof. Volker 

Fingerle, Nationales 

Referenzzentrum 

für Borrelien, 

Oberschleißheim69 

G1 B. garinii Deutschland Liquor Kraiczy et al., 

2000181 

G1/pORF10 B. garinii  Diese Arbeit 

G1/pKFSS1 B. garinii  Zur Verfügung 

gestellt, Prof. Peter 

Kraiczy 

 

2.1.2 Escherichia coli-Stämme 

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

Stamm Genotyp Hersteller Artikelnummer 

BL21 (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] 

∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 

∆nin5  

New England 

Biolabs 

C2527H 

M15 F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, 

recA+, KmR 

Qiagen  
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Stamm Genotyp Hersteller Artikelnummer 

NEB® 5-alpha fhuA2∆(argF-lacZ)U169 phoA 

glnV44 𝜙80∆(lacZ)M15 gyrA96 

recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

New England 

Biolabs 

C2987H 

 

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 für die In-vitro-

Mutagenese von ORF10 eingesetzten Starteroligonukleotide wurden mittels 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (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 

GAGATTAATG 

Amplifikation von 

ORF10 mit 

Promotorsequenz ORF11_N-term_RP GATCACAAGCTATTAGTAGTCG 

ACTTATCAACAC 

ORF10_Bam GCTAATAGCTTGTGGTCAAAAC 

GGAGAAATTCCTG 

Klonierung von ORF10 

in pQE-30 Xa 

ORF10_Sal TAAATTATAGTCGACATTAATCTA 

TTACTCGATCCC 

ORF10-C156S FP GTCTTTAAAAAAATAATGAGGTC 

TGCTACAGCTTACTACTATATAG 

Überexpression von 

ORF10_C156S 

ORF10-C156S RP CATCTATATAGTAAGCTGTAGCA 

GACCTCATTATTTTTTTAAAG 
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Bezeichnung Nukleotidsequenz (5‘ → 3‘) Verwendungszweck 

ORF10-C227S FP GAAAATTCACTCTGGATCTGATA 

ATATCTTAAGTTTATC 

Überexpression von 

ORF10_C227S 

ORF10-C227S RP CAGAAGATAAACTTAAGATATTA 

TCAGATCCAGAGTG 

ORF10-L220-EcoRV FP GCGCTAGTAGATATCAAGAAAA 

TTCACTCTGGATG 

Überexpression von 

ORF10_L220-D203 

ORF10-D203-EcoRV RP CAGGTGTGATATCATTTTTCAAT 

TTCATTTTTGCC 

ORF10-I220L FP GAAATTGAAAAATGATCTCAAGA 

AAATTCACTCTG 

Überexpression von 

ORF10_I220L 

ORF10-I220L RP CATCCAGAGTGAATTTTCTTGAGA 

TCATTTTTCAATTTC 

Sequenzierung von pQE-Vektoren 

pQE-FP30 CTGAGGTCATTACTGGATCTATC Sequenzierung der 

pQE-Vektoren pQE-RP TTTGCTTTGTGAGCGGATAAC 

 

2.2.2 Vektoren 

Für die Klonierung von Borrelienprotein-kodierenden Genen und die anschließende 

Transformation in den Serum-sensiblen B. garinii-Stamm G1 wurde der Shuttle-Vektor 

pKFSS1 (s. Tabelle 4) mit einer Größe von 6,1 kbp verwendet.182 Die hierbei erzeugte 

Streptomycin-Resistenz kam als Selektionsmarker zum Einsatz. 

Der Expressionvektor pQE-30 Xa (s. Tabelle 4) mit einer Größe 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 für Immunologie, 

Universität Heidelberg 

 

2.3 Antikörper 

Tabelle 5: Verwendete primäre Antikörper 

Bezeichnung Antigen Eigenschaft Hersteller Artikelnummer 

Anti-His6 Hexahistidin Monoklonal Qiagen 70796 

Anti-C1q Humanes C1q 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 

Technology 

A220 

Anti-C5b-9 MAK Monoklonal Quidel A239 

Anti-FB Humaner FB Polyklonal Quidel A311 

Anti-FH Humaner FH Polyklonal Calbiochem 341274 

Anti-FI Humaner FI Polyklonal Quidel A313 
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Tabelle 6: Verwendete sekundäre Antikörper 

Bezeichnung Ursprung Eigenschaft Hersteller Artikelnummer 

Anti-Maus-

IgG-HRP 

Kaninchen Polyklonal DAKO Cytomation P0260 

Anti-Ziege-

IgG-HRP 

Kaninchen Polyklonal DAKO Cytomation P0449 

 

2.4 Proteine 

Tabelle 7: Verwendete Restriktionsendonukleasen 

Bezeichnung Schnittstelle 5‘ → 3‘ Hersteller Artikelnummer 

BamHI GGATCC New England Biolabs R3136 

DpnI G[A-CH3]TC New England Biolabs R0176 

EcoRI GAATTC New England Biolabs R3101 

EcoRV GATATC New England Biolabs R0195 

SalI GTCGAC New England Biolabs R3138 

 

Tabelle 8: Verwendete Komplementkomponenten 

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer 

Faktor B Complement Technology A135 

Faktor H Complement Technology A137 

Faktor I Complement Technology A138 

Komplement C1q Complement Technology A099 

Komplement C1r Complement Technology A102 

Komplement C1s Complement Technology A104 

Komplement C2 Complement Technology A112 

Komplement C3 Complement Technology A113 

Komplement C3b Complement Technology A114 

Komplement C4 Complement Technology A105 
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Bezeichnung Hersteller Artikelnummer 

Komplement C4b Complement Technology A108 

Komplement C5 Complement Technology A120 

Komplement C5b-6 Complement Technology A122 

Komplement C7 Complement Technology A124 

Komplement C8 Complement Technology A125 

Komplement C9 Complement Technology A126 

 

Tabelle 9: Gereinigte Borrelienproteine 

Bezeichnung Referenz 

BBK32205 aus B. burgdorferi B31 Zur Verfügung gestellt, Prof. Peter Kraiczy 

BGA66 aus B. bavariensis PBi Hammerschmidt et al., 2016183 

CbiA aus B. miyamotoi HT31 Röttgerding et al., 2017184 

CipA aus A. baumannii 19606 Ries et al., 2022185 

CspA aus B. burgdorferi B31 Hammerschmidt et al., 2014186 

Vsp1 aus B. miyamotoi LB-2001 Wagemakers et al., 2016187 

ORF6 aus B. recurrentis PAbJ Röttgerding F,  2018180 

ORF7 aus B. recurrentis PAbJ Röttgerding F, 2018180 

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 

Taq-DNA-Polymerase Invitrogen 10342053 

VeriFi™-DNA-Polymerase PCR Biosystems PB10.42 

Vitronektin Merck CC080 
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2.5 Blutprodukte 

 

2.5.1 Humanserum 

Zur Gewinnung von normalem Humanserum (NHS) wurden freiwillige Spender zu 

Beginn der Blutentnahme über die Risiken und die Verwendung aufgeklärt. Eine 

schriftliche Einverständniserklärung wurde eingeholt. Die Entnahme des venösen 

Spenderblutes erfolgte mittels S-Monovetten (Sarstedt). Die Serumproben wurden 

anschließend auf Eis gelagert, bevor diese für 20 min bei 2000 × g und 4 °C zentrifugiert 

wurden. Dann wurden die Spenderseren mittels eines ELISA (Enzygnost Borreliosis 

VlsE/IgG, Siemens; Enzygnost Borreliosis IgM, Siemens) sowie eines Immunoblots 

(recomLine Borrelia IgG, Mikrogen; recomLine Borrelia IgM, Mikrogen) auf Anti-

Borrelien-Antikörper getestet, um sicherzustellen, dass keine artifiziellen Ergebnisse 

durch Vorhandensein von Anti-Borrelien-Antikörpern bei den durchzuführenden 

Serumbakterizidietests auftreten. Die negativ getesteten Seren wurden anschließend 

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

 

Die Ethikkommission des Universitätsklinikums Frankfurt hat das Studiendesign sowie 

die Probandeninformation geprüft, woraufhin keine Bedenken zur Durchführung der 

Studie geäußert wurden (Geschäftsnummer 160/10). 

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

Zurückführung auf die einzelnen Spender nicht gegeben. 

 

2.5.2 Schaferythrozyten für hämolytische Assays 

Die Schaferythrozyten für die hämolytischen Assays (s. Kapitel 2.14.1) wurden 

freundlicherweise von Prof. Michael Kirschfink (emer.), Institut für Immunologie der 

Universität Heidelberg, in Alsever’scher Lösung zur Verfügung gestellt. 
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2.6 Reagenzienpackungen 

Tabelle 11: Verwendete Reagenzienpackungen 

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

MinElute Reaction 

Cleanup Kit 

Reinigung von 

Restriktionsansätzen 

Qiagen 28206 

Monarch® Plasmid 

Miniprep Kit 

Isolierung von Plasmid-

DNA 

New England 

Biolabs 

T1010 

Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit 

Bestimmung von 

Proteinkonzentrationen 

Thermo Fisher 

Scientific 

23227 

PureYield Plasmid 

Midiprep System 

Isolierung von Plasmid-

DNA 

Promega A2495 

TOPO TA Cloning® Kit Klonieren von DNA in 

den pCR_2.1-TOPO®-

Vektor 

Thermo Fisher 

Scientific 

K450641 

Reversible Protein 

Detection Kit  

Western-Blot-Analysen Sigma-Aldrich RPROB-1KT 

QIAquick PCR 

Purification Kit 

Aufreinigung von PCR-

Amplifikaten 

Qiagen 28106 

 

2.7 Größenstandards 

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

PAGE) verwendeten Größenstandards sind in Tabelle 12 aufgeführt. 

 

Tabelle 12: Verwendete Protein- und DNA-Größenstandards 

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

100 bp DNA 

Ladder 

Agarose- 

Gelelektrophorese 

New England 

Biolabs 

N3231 

1 kbp DNA 

Ladder 

Agarose-

Gelelektrophorese 

New England 

Biolabs 

N3232 
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Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

Precision Plus 

Protein™ Dual 

Color Standards 

SDS-PAGE für Western-

Blot-Analysen 

Bio-Rad 1610374 

Precision Plus 

Protein™ 

Unstained 

Standards 

SDS-PAGE für die 

Visualisierung von 

Proteinen mit 

Silbernitrat 

Bio-Rad 1610363 

 

2.8 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 

 

2.8.1 Chemikalien 

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Herstellung aller Lösungen verschiedene 

Chemikalien verwendet, die in Tabelle 13 aufgeführt sind. Alle Chemikalien wurden im 

höchsten Reinheitsgrad der jeweiligen Hersteller verwendet. 

 

Tabelle 13: Chemikalien 

Substanz Hersteller Artikelnummer 

2 × YT-Medium Carl Roth 6676.2 

6-Aminocapronsäure Alfa Aesar A14719 

β-Mercaptoethanol AppliChem A1108 

A 

Acrylamid 2K AppliChem A1089 

Agarose Carl Roth 3810.3 

APS Carl Roth 9592.2 

Ampicillin Sigma-Aldrich A9518 

Aqua ad iniectabilia Braun AG 02138599 

B 

Bisacrylamid 2K AppliChem A1096 
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Substanz Hersteller Artikelnummer 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich B5525 

E 

EDTA Sigma-Aldrich E5134 

EGTA AppliChem A0878 

Essigsäure Sigma-Aldrich 33209 

Ethanol absolut (≥ 99,8 % 

Lösung) 

Sigma-Aldrich 24102 

F 

Formaldehyd (36,5 % Lösung) Riedel-De-Haën 33220 

G 

Gelatine, gepulvert AppliChem A1693 

Glutaraldehyd (25 % Lösung) Sigma-Aldrich G6257 

Glycerin VWR Chemicals 24388.295 

Glycin LaboChem LC-4522.2 

Glycerol (99,5 %) Sigma-Aldrich 49770 

Glyoxal (40 % Lösung) Sigma-Aldrich 128465 

H 

HEPES Sigma-Aldrich H3375 

I 

Imidazol Sigma-Aldrich 56749 

IPTG Carl Roth 2316.3 

K 

Kaliumchlorid AppliChem A2939 

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem A3095 

L 

Lysozym Sigma-Aldrich L6876 

M 

Magermilchpulver Heirler  
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Substanz Hersteller Artikelnummer 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck 1.05883 

N 

Natriumacetat Carl Roth 6773.1 

Natriumazid Sigma-Aldrich S8032 

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 

Salzsäure (> 37 % Lösung) Sigma-Aldrich 30721 

Salzsäure (1 M Lösung) J. T. Baker 7088 

Salzsäure (2 M Lösung) AppliChem 182108.1211 

Schwefelsäure (10 %) AppliChem A1446 

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 % 

Lösung) 

Carl Roth 8070.2 
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2.8.2 Spezielle Materialien, Proteine, Substanzen und Puffer 

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

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

Alsever’sche Lösung Hämolytischer Assay Sigma-Aldrich A3551 

Veronal Puffer (5 ×) WiELISA Lonza 12-624E 

Blocker BSA (10 %) in 

PBS 

ELISA-Blockierungspuffer  Thermo 

Scientific 

37525 

Bottle Top Filter, 1 l Sterilfilter, 0,22 µm  Corning 430015 

Bottle Top Filter, 

500 ml 

Sterilfilter, 0,22 µm  Corning 430013 

Chromatographiepapier Western-Blot-Analysen Whatman 3030917 

cOmplete Protease 

Inhibitor Cocktail 

Tabletten 

Proteaseinhibitoren  Roche 04693124001 

CutSmart™ Buffer (10 x) Puffer für 

Restriktionsendonukleasen 

New England 

Biolabs 

B7204S 

DPBS ELISA, WiELISA Gibco 14190-094 

DPBS++ ELISA, WiELISA Gibco 14040-091 

Filtropur S 0.45 Sterilfilter, 0,45 µm Sarstedt 83.1826 

F8 Maxisorp Nunc-

Immuno Module 

(Flachboden) 

ELISA, WiELISA, 

hämolytischer Assay 

Thermo 

Scientific 

468667 

Gel Loading Dye, Purple 

(6 ×) 

Visualisierung von 

Proteinen in der SDS-PAGE 

New England 

Biolabs 

B7024 

GVB++ WiELISA, hämolytischer 

Assay 

Complement 

Technology 

B100 

IgM aus Humanserum WiELISA Sigma-Aldrich I8260 

Kova® Glasstic® Slide 10 

with Grids 

Zellzahlbestimmung 

(Borrelien) 

Hycor 87144 
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Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

LPS aus Salmonella 

enteritidis (S-Form) 

WiELISA Hycult Biotech HC4D59 

Mannan aus 

Saccharomyces 

cerevisiae 

WiELISA Sigma-Aldrich M7504 

Midori Green Direct Visualisierung von DNA-

Fragmenten bei der 

Agarose-Gelelektrophorese 

Nippon Genetics MG06 

Nalgene Syringe Filter, 

sterile Nylon-Membran 

Sterilfilter, 0,2 µm Thermo 

Scientific 

726-2520 

Nitrocellulose-

Blottingmembran 

Membran für Western-Blot-

Analysen 

Cytiva 

Amersham 

10600001 

NEBExpress Ni Resin Proteinaufreinigung New England 

Biolabs 

S1428 

ortho-Phenylendiamin Substrat für ELISA und 

WiELISA 

Sigma-Aldrich P5412 

PBS Puffer für diverse Versuche Gibco 14190-094 

PBS++ Puffer für diverse Versuche Gibco 14040-091 

Poly-Prep 

Chromatographiesäulen 

Affinitätschromatographie Bio-Rad 731-1550 

PS-Microplate 96 Well 

U-Form (Rundboden) 

Micro-BCA Greiner Bio-One 650101 

recomBlot TMB-

Substrat 

Detektionslösung für 

Western-Blot-Analysen 

Mikrogen GmbH 10038 

recomBlot Waschpuffer 

(5 ×) 

Waschpuffer für Western-

Blot-Analysen 

Mikrogen GmbH 10012 

SOC Outgrowth 

Medium 

Kultivierung von 

transformierten E. coli-

Zellen 

New England 

Biolabs 

B9020 
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Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller Artikelnummer 

Vivaspin Turbo 15 Konzentrierung und 

Entsalzung von 

Proteinlösungen 

Sartorius VS15T12 

Wasser, Bio-Science-

Grade, Nuklease-frei 

und autoklaviert, DEPC-

behandelt 

Isolierung von Plasmid-DNA Carl Roth R143.4 

 

2.8.3 Allgemeine Puffer und Lösungen 

Tabelle 15: Verwendete allgemeine Puffer und Lösungen 

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 HCl eingestellt) 

Der Puffer wurde sterilfiltriert (0,22 µm). 

150 mM Tris 150 mM Tris 

ad 250 ml Aqua bidest. 

pH 7,0 (mit HCl eingestellt) 

Der Puffer wurde sterilfiltriert (0,22 µm). 
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2.8.4 Geräte 

Tabelle 16: Verwendete Materialien und Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Agarose-Gelelektrophorese-Zubehör 

Elektrophorese-Kammer Horizon 11.14 Gibco-BRL 

Gel-Kammer Gel Casting System 11.14 Gibco-BRL 

Geldokumentationssystem FastGene® FAS-V Nippon Genetics 

Netzgerät E443 Consort 

Netzgerät EV265 Consort 

Beheizbare Magnetrührer 

IKAMAG RET IKA 

MR Hei-Standard Heidolph 

MR 2002 Heidolph 

KMO 2 Basic IKA 

Brutschränke 

Brutschrank B 20 Heraeus 

Brutschrank BBD 6220 Thermo Scientific 

Dispergiergerät/Homogenisator 

MICCRA D-9 Dispergiergerät Art Prozess- & Labortechnik 

ELISA-Reader/Spektrometer 

Nanophotometer Pearl P 300 Implem 

PowerWave HT BioTek 

Ultrospec 3100 Pro Amersham Biosciences 

Mikroskope 

Axio Imager M2 Zeiss 

Standard 25 mit Dunkelfeldkondensor Zeiss 

PCR-Thermocycler 

T300 Thermocycler Biometra 

T Professional Basic Biometra 
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Bezeichnung Hersteller 

pH-Meter 

pH-Meter 654 Metrohm 

Pipetten 

Modelle: Reference, Research und ResearchPlus Eppendorf 

Pipetman Classic Gilson 

Finnpipette Novus Thermo Fisher Scientific 

Multipipette Brand 

Pipettierhilfen 

PIPETBOY acu Integra Sciences 

Easypet Eppendorf 

Schüttler und Inkubatoren 

M20 Minishaker IKA 

Novotron Incubator Shaker Infors HAT 

Rockomat Integra Biosciences 

Schüttler KL2 E. Bühler 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Thermomixer 5437 Eppendorf 

Vortexer VF2 IKA 

SDS-PAGE und Zubehör für Proteintransfer 

Netzgerät E835 Consort 

Vertikale Elektrophoresekammer Sigma-Aldrich 

Blotgerät Peqlab 

Blotgerät LFT 

Densitometer Bio-Rad 

Ultraschallgerät mit Kühlung 

Sonifier B12 mit Becherresonator Branson/Heinemann 

Kühlungsgerät 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 aufgeführt. 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 

Gen 5.1.11 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 aufgeführten Medien 

verwendet, wobei das 2 × YT-Medium sowie der LB-Agar nach dem Ansetzen bei 121 °C 

für 20 min autoklaviert wurden. Zur Kultivierung von Borrelien wurde BSK-H-Medium 

(Bio & Sell) mit 6 % Kaninchenserum (Sigma-Aldrich, R4505) supplementiert, welches 

für 40 min bei 56 °C erhitzt wurde. 

 

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

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller Artikelnummer 

2 × YT-Medium 31 g auf 1 l Medium, 

pH 7,4 

Carl Roth 6676.2 

LB-Agar 40 g auf 1 l Medium, 

pH 7,0 

Carl Roth X969.1 

BSK-H-

Medium (ohne 

Glutamin) 

500 ml, versetzt mit 6 % 

hitzeinaktiviertem 

Kaninchenserum 

(Sigma-Aldrich, R4505) 

Bio & Sell BS 2.120L 

 

2.9.2 Antibiotika 

Zur selektiven Kultivierung von Plasmid-tragenden E. coli- bzw. B. garinii-Zellen wurden 

Flüssigmedien oder Agarplatten mit den in Tabelle 19 angegebenen Antibiotika 

supplementiert. Die Stammlösungen der Antibiotika wurden sterilfiltriert (0,22 µm 

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

Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration 

Ampicillin 50 mg/ml 50 µg/ml 

Streptomycin 50 mg/ml 50 µg/ml 

 

2.10 Kultivierung und Zellzahlbestimmung von Mikroorganismen 

 

2.10.1 Kultivierung von E. coli-Zellen 

Zur Kultivierung von E. coli-Zellen wurden 2 × YT-Flüssigmedium oder LB-Agarplatten 

verwendet (s. Tabelle 18), welche zur selektiven Kultivierung mit Ampicillin 

(Endkonzentration: 50 µg/ml) supplementiert wurden. Die Flüssigkulturen wurden 

anschließend bei 37 °C und 180 rpm über Nacht inkubiert, die Agarplatten wurden über 

Nacht bei 37 °C bebrütet. 

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

Stammkulturen oder Einzelkolonien von LB-Agarplatten verwendet. 

 

2.10.2 Kultivierung 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 Vitalität, alle sieben Tage in frisches BSK-H-Medium überführt. Die 

Vitalität bzw. Motilität der Spirochäten wurde im Direktpräparat mittels 

Dunkelfeldmikroskopie nachgewiesen. Zur Anzucht frischer Borrelienstämme wurden 

Stammkulturen aus -80 °C bei Raumtemperatur aufgetaut und in 10 ml frisches BSK-H-

Medium überführt und anschließend bei 33 °C unter mikroaerophilen Bedingungen 

kultiviert, bis eine ausreichender Zellkonzentration erreicht wurde. 

 

2.10.3 Bestimmung der optischen Dichte einer Bakterienkultur 

Um die Zelldichte einer Bakterienkultur zu bestimmen, wurde die optische Dichte bei 

einer Wellenlänge 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 Küvette 

gemessen, als Nullwert diente unbeimpftes Kultivierungsmedium. 

 

2.10.4 Zellzahlbestimmung von Borrelienzellen und Erythrozyten 

Zur Bestimmung der Zellkonzentrationen von Borrelienkulturen sowie von Erythrozyten 

wurden zunächst verschiedene Verdünnungen (1:100, 1:1000 und 1:2000) in PBS++ 

hergestellt. Im Anschluss wurden zur Zählung je 10 µl jeder einzelnen Verdünnung in 

eine Zählkammer (KOVA® Glasstic® Slide 10) pipettiert, wobei für die folgenden Schritte 

eine Verdünnung gewählt wurde, bei der 5 – 20 Zellen pro Quadrat vorlagen. Die Zellen 

wurden innerhalb von neun Quadranten der Zählkammer gezählt und der Mittelwert 

folgendermaßen bestimmt: 

 

Zellzahl

µl
= Durchschnitt ×  Kammerfaktor (90)  ×  Verdünnungsfaktor 

 

2.11 Molekularbiologische Methoden 

 

2.11.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-

Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde angewendet, um spezifische DNA-

Sequenzen zu amplifizieren. Hierbei wurden die Taq-DNA-Polymerase für 

konventionelle PCR und die HiFi-DNA-Polymerase bzw. VeriFi™-DNA-Polymerase 

(s. Tabelle 10) für Klonierungen (s. Kapitel 2.11.9) sowie für die In-vitro-Mutagenese 

(s. Kapitel 3.3.1) verwendet. Die jeweiligen Reaktionsansätze wurden hierbei auf Eis 

pipettiert. Die DNA-Polymerase wurde jeweils zum Schluss hinzugegeben und die PCR 

anschließend nach den jeweils aufgeführten Bedingungen durchgeführt, wobei die 

Schritte 2 bis 4 für 25 – 35 Zyklen durchgeführt wurden. Nach Beendigung wurden die 

Amplifikate bei 4 °C gelagert. 
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Tabelle 20: PCR-Reaktionsansatz für die Taq-DNA-Polymerase 

Menge Komponente 

5 µl 10 x PCR-Puffer, ohne MgCl2 

1,5 µl 50 mM MgCl2 

1 µl 10 mM dNTP-Mix 

2,5 µl FP-Starteroligonukleotid (10 µM) 

2,5 µl RP- Starteroligonukleotid (10 µM) 

1 – 5 µl Matrizen-DNA (50 – 100 ng) 

0,5 µl Taq-DNA-Polymerase (5 E/µl) 

ad 50 µl Aqua bidest. (Nuklease-frei) 

 

Tabelle 21: PCR-Bedingungen für die Taq-DNA-Polymerase 

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer 

1. Initiale Denaturierung 95 °C – 3 min 

2. Denaturierung 95 °C – 45 s 

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 55 °C – 30 s 

4. Polymerisation 72 °C – 90 s/kbp 

5. Finale Polymerisation 72 °C – 10 min 

 

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

Menge Komponente 

10 µl 5 × HiFi-Puffer (PCRBIO) 

2 µl FP-Starteroligonukleotid (10 µM) 

2 µl RP- Starteroligonukleotid (10 µM) 

1 – 5 µl Matrizen-DNA (50 – 100 ng) 

0,5 µl HiFi-DNA-Polymerase (2 E/µl) 

ad 50 µl Aqua bidest. (Nuklease-frei) 
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Tabelle 23: PCR-Bedingungen für die HiFi-DNA-Polymerase 

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer 

1. Initiale Denaturierung 95 °C – 1 min 

2. Denaturierung 95 °C – 15 s 

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 60 °C – 15 s 

4. Polymerisation 72 °C – 30 s/kbp 

5. Finale Polymerisation 72 °C – 3 min 

 

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

Menge Komponente 

10 µl 5 × VeriFi™-Puffer (PCRBIO) 

5 µl 10 × VeriMax Enhancer (PCRBIO) 

2 µl FP-Starteroligonukleotid (10 µM) 

2 µl RP- Starteroligonukleotid (10 µM) 

1 – 5 µl Matrizen-DNA (50 – 100 ng) 

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

ad 50 µl Aqua bidest. (Nuklease-frei) 

 

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

PCR-Zyklen Temperatur und Dauer 

1. Initiale Denaturierung 95 °C – 1 min 

2. Denaturierung 95 °C – 15 s 

3. Anlagerung der Starteroligonukleotide 60 °C – 15 s 

4. Polymerisation 72 °C – 30 s/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 µl RNase-/DNase-freiem Wasser eluiert. 

 

2.11.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-

Gelelektrophorese 

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente nach ihrer Größe 

separiert. Je nach Fragmentgröße wurden 0,5 – 2 % Agarosegele verwendet, wobei die 

entsprechende Menge an Agarose (w/v) in 100 ml 1 × TAE-Puffer (s. Tabelle 26) erhitzt 

und im Anschluss in die entsprechende Gießvorrichtung gegossen wurde. Nach dem 

Erstarren wurde das Agarose-Gel in einer Elektrophoresekammer positioniert. 

Je 5 µl der zu analysierenden Proben wurden mit 5 µl Aqua bidest., 2 µl Gelbeladepuffer 

(s. Tabelle 14) sowie 0,5 µl Midori Green (s. Tabelle 14) versetzt und submers auf das 

Agarose-Gel aufgetragen. Je nach erwarteter Fragmentgröße wurden zusätzlich 5 µl des 

100 bp oder des 1 kbp Größenstandards (s. Tabelle 12) eingesetzt. 

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 140 V, 220 mA und 110 W für 1 h. 

Anschließend wurden die DNA-Fragmente mithilfe des Geldokumentationssystems 

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

 

Tabelle 26: Zusammensetzung des Puffers für die Agarose-Gelelektrophorese 

Puffer Zusammensetzung 

50 × TAE-Puffer 2 M Tris 

1 M Essigsäure 

100 mM EDTA 

ad 1 l Aqua bidest. 

pH 8,1 
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2.11.4 Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 

Die Hydrolyse der DNA erfolgte mittels spezifischer Restriktionsendonukleasen 

(s. Tabelle 7). Dabei wurde jeweils nach Herstellerangaben vorgegangen, wobei pro µg 

zu hydrolysierender DNA je 1-2 E Enzym hinzugegeben wurden. Durchgeführt wurde die 

Reaktion bei 350 rpm und 37 °C für 3 h oder über Nacht. Anschließend wurde die 

Restriktionsreaktion gemäß der Anleitung des MinElute Reaction Cleanup Kits (s. Kapitel 

2.6) gereinigt und in 20 µl Nuklease-freiem Wasser eluiert, wonach sie für die 

Transformation (s. Kapitel 2.11.9) eingesetzt werden konnte. 

 

2.11.5 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die Ligation von PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten in den 3,9 kbp großen pCR-2.1-

TOPO TA®-Vektor wurde das TOPO TA Cloning® Kit (s. Kapitel 2.6) verwendet. Für die 

Klonierung wurden 4 µl des gereinigten PCR-Ansatzes eingesetzt. Die Inkubation des 

Ligationsansatzes (s. Tabelle 27) erfolgte für 30 min bei Raumtemperatur. Anschließend 

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

 

Tabelle 27: Ligationsansatz für das TOPO TA Cloning® Kit 

Menge Komponente 

1 µl Salt Solution (Kit) 

1 µl TOPO TA-Vektor (Kit) 

4 µl 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) durchgeführt. Vektor und Insert wurden dabei 

in einem Verhältnis von 1:5 eingesetzt und die benötigte DNA-Menge mithilfe von 

NEBioCalculator (s. Tabelle 17) berechnet. Anschließend wurde die T4-DNA-Ligase 

hinzugegeben. Der Ligationsansatz (s. Tabelle 28) wurde bei 16 °C und 350 rpm über 

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

Menge Komponente 

2 µl T4-DNA-Ligase-Puffer (10 ×) 

100 ng Vektor (pQE-30 Xa) 

3 µl vorbehandeltes DNA-Fragment 

1 µl T4-DNA-Ligase (400 E/µl) 

ad 20 µl Aqua bidest. (Nuklease-frei) 

 

2.11.6 Isolierung von Plasmid-DNA 

Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde mithilfe des Monarch® Plasmid Miniprep Kits 

gemäß der Anleitung des Herstellers für eine 5 ml Kultur und mithilfe des PureYield 

Plasmid Midiprep Systems für eine 50 ml Kultur isoliert (s. Tabelle 11). Die Isolierung von 

Plasmiden aus B. garinii-Zellen erfolgte ausschließlich mithilfe des Monarch® Plasmid 

Miniprep Kits aus 10 ml Kulturen. Die Plasmide wurden anschließend in 20 µl Nuklease-

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

 

2.11.7 Konzentrationsbestimmung 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. 

 

2.11.8 Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Amplifikaten 

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Amplifikaten erfolgte durch die Firma 

Eurofins Genomics. Es wurden je 5 µl DNA zusammen mit 5 µl des jeweiligen 

Starteroligonukleotids (1 mM) in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vermischt, wobei 

Plasmid-DNA eine Konzentration von 80 – 100 ng/µl und PCR-Amplifikate eine 

Konzentration von 20 – 80 ng/µl aufweisen mussten. Die erhaltenen Sequenzen wurden 

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

Für 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 µl der Zellen wurden 10 µl der zu transformierenden DNA gegeben (Ligationsansatz 

oder DpnI-Restriktionsansatz) (s. Kapitel 2.11.4 und 2.11.5) und für 30 min auf Eis 

inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock über 30 s bei 42 °C im Wasserbad. Anschließend 

wurden die Zellen erneut 5 min auf Eis inkubiert, mit 950 µl SOC-Medium versetzt und 

für 1 h bei 37 °C und 350 rpm im Thermomixer inkubiert. Im Anschluss wurden 2 10⁄  und 

8 10⁄  des Transformationsansatzes auf Ampicillin-haltigen Agarplatten (1:1000 

verdünnt, Endkonzentration: 50 µg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C im 

Brutschrank bebrütet. Von ausgewählten Kolonien wurden Übernachtkulturen 

angeimpft. Im Anschluss erfolgte ein Dreiösenausstrich der Bakterienkultur. Am 

Folgetag wurde, ausgehend von einer Einzelkolonie, erneut eine 5 ml Übernachtkultur 

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 für die Langzeitlagerung bei -80 °C eingefroren.  

 

2.12 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.12.1 Separation von Proteinen in der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Um Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, wurde eine SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. In Tabelle 29 und Tabelle 30 sind die 

Zusammensetzung der Puffer sowie des Tris-Tricin (TT)-SDS-Polyacrylamidgels 

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

Puffer Zusammensetzung 

TT-Acrylamid-Lösung 

(49,5 % T, 3 % C) 

240 g Acrylamid 

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 für ein 10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel 

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

Glycerin - 3 g 

TT-Acrylamid-Lösung 1 ml 6 ml 

TT-Gelpuffer (3 x) 3 ml 10 ml 

Aqua bidest. ad 12 ml ad 30 ml 

APS (10 %) 90 µl 150 µl 

TEMED 9 µl 15 µl 

 

APS (10 %) und TEMED wurden bei der Herstellung der Sammelgel- und Trenngel-Lösung 

jeweils erst kurz vor dem Gießen des Polyacrylamidgels hinzugegeben. 

Zuerst wurde die Trenngel-Lösung zwischen zwei Glasplatten gegossen und diese mit 

70-prozentigem Ethanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des 

Polyacrylamidgels wurde das Ethanol abgegossen. Anschließend wurde die Sammelgel-

Lösung pipettiert und der Kamm zwischen den Glasscheiben positioniert. 

Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurden die SDS-Polyacrylamidgele direkt 

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

 

Für die Färbung mit Silbernitrat (s. Kapitel 2.12.3) wurden je 2 µl des Precision Plus 

Protein Unstained Standards (s. Tabelle 12) und für Western-Blot-Analysen (s. Kapitel 



   
 

 
 

68 

2.13.1) je 15 µl 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 µl aufgefüllt, mit 6,8 µl TT-Inkubationspuffer (4 ×) versetzt und 

anschließend für 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 zunächst bei 40 V, 50 W und 100 mA für 2 h im 

Sammelgel sowie anschließend bei 75 V, 50 W und 100 mA über Nacht im Trenngel. 

Die Zusammensetzungen der jeweiligen Puffer sind in Tabelle 31 aufgeführt. 

 

Tabelle 31: Zusammensetzung der Puffer für die Probenvorbereitung und die TT-SDS-PAGE 

Puffer Zusammensetzung 

TT-Inkubationspuffer (4 ×) 150 mM Tris/HCl, pH 7,0 

30 % (v/v) Glycerol 

12 % (w/v) SDS 

0,03 % (w/v) Bromphenolblau 

6 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

pH 6,8 – 7,0 

ad 10 ml Aqua bidest. 

Anodenpuffer 100 mM Tris/HCl, pH 8,9 

ad 1 l Aqua bidest. 

Kathodenpuffer 100 mM Tris/HCl, pH 8,25 

100 mM Tricin 

0,1 % (w/v) SDS 

ad 1 l Aqua bidest. 

 

2.12.2 Transfer 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 getränkte Chromatographiepapiere wurden luftblasenfrei aufgelegt. Im 

Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran kurz in Aqua bidest. getaucht, mit 

Anodenpuffer getränkt und auf die Chromatographiepapiere gelegt. Schließlich wurde 

das Sammelgel vom Polyacrylamidgel abgetrennt, in Kathodenpuffer (s. Tabelle 32) 

getaucht und auf der Nitrocellulosemembran platziert. Es folgten vier in Kathodenpuffer 

getränkte Chromatographiepapiere, welche luftblasenfrei aufgelegt wurden. Danach 

wurde die Apparatur durch das Auflegen der Kathode verschlossen. Der Transfer der 

Proteine erfolgte für 2 h bei einer Stromstärke von 1 mA/cm2. Zur Visualisierung der 

transferierten Proteine wurde das Reversible Protein Detection Kit (s. Kapitel 2.6) 

verwendet. Hierfür wurden 10 ml Lösung A mit 10 ml Lösung B gemischt und zur 

Membran gegeben. Nach der Visualisierung der Proteine wurde die Membran durch die 

Zugabe von EDTA-Stammlösung (s. Tabelle 32) vollständig entfärbt. 

 

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

Puffer Zusammensetzung 

Anodenpuffer 300 mM Tris/HCl, pH 8,7 

100 mM Tricin 

ad 1 l Aqua bidest. 

Kathodenpuffer 30 mM Tris/HCl, pH 8,6 

300 mM 6-Aminocapronsäure 

ad 1 l Aqua bidest. 

EDTA-Stammlösung 0,5 M EDTA 

ad 1 l Aqua bidest. 

pH 8,0 

 

2.12.3 Färbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen mittels Silbernitrat 

Nach erfolgter Separation der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese durch eine 30-

minütige Inkubation in Fixierlösung (s. Tabelle 33) im SDS-Polyacrylamidgel fixiert. Im 

Anschluss wurde das Polyacrylamidgel 30 min in Inkubationslösung (s. Tabelle 33) unter 

leichtem Schütteln inkubiert und dreimal für je 5 min mit Aqua bidest. gewaschen. 
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Danach erfolgte eine 20-minütige Inkubation unter leichtem Schütteln in Silbernitrat-

Lösung (s. Tabelle 33). Anschließend wurde das SDS-Polyacrylamidgel zweimal in Aqua 

bidest. geschwenkt und schließlich für 2 – 5 min in Entwicklerlösung (s. Tabelle 33) 

inkubiert. Nach Visualisierung der Proteine wurde die Reaktion durch die Zugabe von 

Stopplösung (s. Tabelle 33) terminiert und das SDS-Polyacrylamidgel mithilfe des GS-900 

Densitometers (s. Kapitel 2.8.4) digitalisiert. 

 

Tabelle 33: Zusammensetzung der Lösungen für die Silberfärbung 

Puffer Zusammensetzung 

Fixierlösung 100 ml Ethanol 

25 ml Essigsäure 

ad 250 ml Aqua bidest. 

Inkubationslösung 0,5 g Natriumthiosulfat 

17 g Natriumacetat 

1,25 ml Glutaraldehyd (25 % Lösung) 

75 ml Ethanol 

ad 250 ml Aqua bidest. 

Silbernitrat-Lösung 625 mg Silbernitrat 

350 µl Formaldehyd (37 % Lösung) 

ad 250 ml Aqua bidest. 

Entwicklerlösung 6,25 g Natriumcarbonat 

175 µl Formaldehyd (37 % Lösung) 

ad 250 ml Aqua bidest. 

Stopplösung 29,2 g ETDA 

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

Versuchsmaßstab) 

Zur Überprüfung, ob Plasmid-tragende E. coli-Zellen in der Lage sind, His6-getaggte 

Proteine zu produzieren, wurde zunächst ein orientierender Versuchsmaßstab mit 

einem Gesamtvolumen von 20 ml durchgeführt. 

 

Hierfür wurde eine 5 ml Übernachtkultur mit 2 × YT-Medium, 5 µl Ampicillin (1:1000 

verdünnt, Endkonzentration: 50 µg/ml) sowie 10 µl der bei -80 °C gelagerten Glycerol-

Kultur angesetzt, welche über Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert wurde. Am 

nächsten Tag wurden zu 20 ml 2 × YT-Medium mit Ampicillin so viel an Übernachtkultur 

hinzugefügt, bis eine OD600 von 0,2 erzielt wurde. Die Kultur wurde daraufhin erneut bei 

37 °C und 180 rpm inkubiert, bis eine OD600 von 0,5 – 0,6 erreicht werden konnte. Um 

die Proteinproduktion zu induzieren, wurden 4 µl 0,5 M IPTG hinzugegeben und die 

Kultur für weitere 3 h bei Raumtemperatur und 180 rpm inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubationsdauer erfolgte eine Sedimentation der Zellen bei 5000 rpm und 4 °C für 

20 min. Der Überstand wurde verworfen, die Zellsedimente wurden in 500 µl DPBS++ 

resuspendiert und in Reaktionsgefäße von 1,5 ml überführt. Anschließend wurden die 

Zellen sechsmal für je 30 s sonifiziert (Sonifier B12 mit Becherresonator, 

Branson/Heinemann, s. Kapitel 2.8.4), wobei zwischendurch eine Lagerung auf Eis 

erfolgte. Die Lysate wurden anschließend bei 11.500 rpm bei 4 °C für 10 min 

zentrifugiert, die Überstände in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und das Sediment 

erneut in 500 µl DPBS++ resuspendiert. Im Anschluss erfolgte ein weiterer 

Sonifizierungsvorgang wie oben beschrieben. Nach erfolgter Zentrifugation wurde das 

Sediment in 500 µl DPBS++ resuspendiert. 

 

Anschließend wurden je 20 µl des Überstands und 20 µl des Sediments mit 6,8 µl des 

TT-Inkubationspuffers (4 ×) versetzt und für 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 über Nacht separiert. Die restlichen Proben wurden 

bei -20 °C gelagert. Die separierten Proteine wurden anschließend auf eine 

Nitrocellulosemembran transferiert und die His6-getaggten Proteine mittels Anti-His6-
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Antikörpers (Verdünnung: 1:1000) mittels Western-Blot-Analyse detektiert (s. Kapitel 

2.13.1). 

 

2.12.5 Produktion und Reinigung rekombinant hergestellter Proteine aus 

E. coli-Zellen (großer Versuchsmaßstab) 

Von ausgewählten Klonen wurde eine 250 ml Bakterienkultur in 2 × YT-Medium 

supplementiert mit Ampicillin (50 µg/ml) mit einer optischen Dichte (OD600) von 0,2 

inokuliert. Die Zellen wurde im Anschluss bei 180 rpm und 37 °C bis zu einer OD600 von 

0,5 – 0,6 inkubiert und die Produktion der Proteine durch die Zugabe von 100 µl IPTG 

(0,5 M) induziert. Nach einer Inkubation von 4 h bei 200 rpm und 21 °C wurden die Zellen 

in 50 ml Röhrchen für 20 min bei 5000 × g und 4 °C sedimentiert. Es folgten das 

Dekantieren des Überstands und die Lagerung der Sedimente bei -80 °C bis zur weiteren 

Verwendung.  

 

Nach dem Auftauen der Zellsedimente auf Eis wurden diese in je 2,4 ml Lysepuffer 

resuspendiert, vereinigt und für 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte der erste 

Zellaufschluss per Dispersionsgerät (MICCRA D-9, Art Prozess- & Labortechnik GmbH, 

s. Kapitel 2.8.4) für 20 s bei Stufe D-E. Anschließend wurden die Lysate fünfmal je 30 s 

sonifiziert. Die Proteinsuspensionen wurden für 30 min bei 5000 × g und 4 °C 

zentrifugiert und der Überstand sterilfiltriert bei einer Porengröße des Filters von 

0,45 µm. 

 

Die Isolierung der His6-getaggten Proteine erfolgte anschließend mittels 

Affinitätschromatographie. Hierfür wurden 15 ml des sterilfiltrierten Überstands mit 

300 µl Ni-NTA-Agarosepartikeln unter leichtem Schütteln für 1 h bei 4 °C inkubiert. Im 

Anschluss wurde der Ansatz für 1 min bei 600 × g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und die Ni-NTA-Agarose mit 20 ml Waschpuffer (20 mM Imidazol) 

(s. Tabelle 34) resuspendiert. Die Agarosepartikel wurden erneut zentrifugiert und 

anschließend noch zwei weitere Male mit je 10 ml Waschpuffer gewaschen. Danach 

wurden die Agarosepartikel in 8 ml Waschpuffer resuspendiert, auf eine 

Chromatographiesäule (s. Kapitel 2.8.2) appliziert und schließlich bei 4 °C gelagert, bis 
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der gesamte Flüssigkeitsanteil die Säulenmatrix passiert hatte. Anschließend erfolgte 

die Elution der Proteine bei steigender Imidazolkonzentration (50 – 250 mM Imidazol) 

(s. Tabelle 34), wobei alle Fraktionen gesammelt wurden. Schließlich wurden je 10 µl der 

einzelnen Fraktionen mit 10 µl PBS++ sowie 6,8 µl TT-Inkubationspuffer (s. Tabelle 31) 

versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt, bevor die Fraktionen auf ein 10 % TT-SDS-

Polyacrylamidgel appliziert wurden. Am Folgetag wurde die Reinheit der Proteine in den 

einzelnen Fraktionen durch eine Färbung mit Silbernitrat (s. Kapitel 2.12.3) überprüft. 

Jene Fraktionen, welche das gewünschte Protein in ausreichender Reinheit enthielten, 

wurden vereinigt und in Ultrafiltrations-Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin Turbo 15, 

Sartorius) bei 4000 × g und 4 °C konzentriert (s. Kapitel 2.12.6). 

 

Tabelle 34: Puffer für die Proteinreinigung 

Puffer Zusammensetzung 

Lyse-Puffer 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

10 mM Imidazol 

1 mg/ml Lysozym 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 1 l Aqua bidest. 

Imidazolpuffer 20 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

20 mM Imidazol 

1 Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 1 l Aqua bidest. 
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Puffer Zusammensetzung 

Imidazolpuffer 50 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

50 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 

Imidazolpuffer 75 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

75 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 

Imidazolpuffer 100 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

100 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 

Imidazolpuffer 150 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

150 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 
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Puffer Zusammensetzung 

Imidazolpuffer 200 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

200 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 

Imidazolpuffer 250 mM 50 mM Natriumdihydrogenphosphat 

300 mM Natriumchlorid 

250 mM Imidazol 

½ Tablette Proteaseinhibitor 

sterilfiltriert, pH 8,0 

ad 400 ml Aqua bidest. 

 

2.12.6 Entsalzung und Konzentrierung von Protein-haltigen Lösungen 

Zur Entsalzung von Proteinlösungen und um eine für analytische Zwecke verwendbare 

Probenkonzentrierung erzielen zu können, wurden die mit Imidazol eluierten Fraktionen 

mit dem höchsten Reinheitsgrad (s. Kapitel 2.12.3) vereinigt und bis zu einem 

Restvolumen von etwa 0,5 ml bei 3800 × g und 4 °C in Ultrafiltrations-

Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin Turbo 15, Sartorius) zentrifugiert. Im Anschluss 

wurden 20 ml 50 mM Tris (pH 8,0) hinzupipettiert und die Proteinlösung erneut bis zu 

einem Restvolumen von etwa 0,5 ml zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt, 

um Salze und Imidazol zu entfernen. Die gereinigten und entsalzten Proteine wurden 

anschließend bei -20 °C gelagert.  

 

2.12.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Micro-BCA 

Die Bestimmung der Konzentration gereinigter Proteine erfolgte mithilfe des BCA 

Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific). Die zu messenden Proben wurden je 1:10, 

1:20 sowie 1:40 verdünnt. In der Zwischenzeit wurden die Proteinstandards (25, 125, 

250, 500, 750, 1000, 1500 sowie 2000 µg BSA/µl) auf Eis aufgetaut. Im Anschluss wurden 
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jeweils 25 µl der BSA-Standards, Aqua bidest. als Nullwert sowie die verdünnten und 

unverdünnten Proben in eine Mikrotiterplatte mit Rundboden pipettiert. Das Working 

Reagent des Kits wurde im Verhältnis 1 Teil B zu 49 Teile A angesetzt. Je 200 µl dieses 

Ansatzes wurden nun in die vorgefüllten Kavitäten pipettiert und der Reaktionsansatz 

anschließend für 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgten die 

photometrische Messung bei 562 nm sowie die Berechnung der Proteinkonzentration 

anhand einer Standardkurve. 

 

2.13 Immunologische Methoden 

 

2.13.1 Western-Blot-Analyse 

Mittels der Western-Blot-Analyse wurde der Nachweis von Proteinen durch spezifische 

Antikörper erbracht. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran 

erfolgte eine Inkubation der Membran für 1 h unter leichtem Schwenken mit 5 % 

Magermilchpulver in Blockierungspuffer (s. Tabelle 35), um freie Bindungsstellen 

abzusättigen. Im Anschluss wurde die Membran dreimal für je 5 min mit 

Blockierungspuffer gewaschen. Daraufhin wurde der primäre Antikörper, verdünnt in 

1 × recomBlot Waschpuffer, appliziert und die Membran erneut 1 h lang unter leichtem 

Schwenken inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal für je 5 min mit 

Waschpuffer (s. Tabelle 35) gewaschen und für 1 h mit dem sekundären Antikörper 

inkubiert, der im Verhältnis 1:1000 in recomBlot Waschpuffer verdünnt worden war. 

Schließlich folgten vier Waschvorgänge je 5 min mit Waschpuffer sowie die 

Visualisierung des Protein-Antikörper-Komplexes durch Zugabe von recomBlot TMB-

Substrat. 

 

Tabelle 35: Verwendete Puffer für die Western-Blot-Analyse 

Puffer Zusammensetzung 

Blockierungspuffer TBS/ 0,1 % (v/v) Tween20 

Waschpuffer TBS/ 0,2 % (v/v) Tween20 
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2.13.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Mithilfe des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) wurde die Bindung von 

unterschiedlichen Komplementkomponenten an gereinigte Borrelienproteine 

analysiert. 

 

2.13.2.1 Nachweis der Bindung von Komplementkomponenten an 

Borrelienproteine 

Um die Bindung verschiedener Komplementkomponenten an gereinigte 

Borrelienproteine zu untersuchen, wurde ein ELISA durchgeführt. Hierfür wurden je 

500 ng Protein in 100 µl Immobilisierungspuffer (s. Tabelle 36) verdünnt und in eine 

Mikrotiterplatte mit flachem Boden pipettiert. Die Immobilisierung der Proteine 

erfolgte bei 4 °C und leichtem Schwenken über Nacht. Am Folgetag wurden die 

Kavitäten dreimal mit je 200 µl ELISA-Waschpuffer (s. Tabelle 36) gewaschen und 

anschließend mit je 100 µl ELISA-Blockierungspuffer (s. Tabelle 36) für 1 h bei 

Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert, um freie Bindungsstellen zu 

blockieren. Es wurde wiederholt mit 200 µl ELISA-Waschpuffer gewaschen und 

anschließend je 500 ng der zu untersuchenden Komplementkomponenten in PBS++ 

appliziert. Es erfolgte eine erneute Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur unter 

leichtem Schwenken. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit je 200 µl ELISA-

Waschpuffer wurden je 100 µl des 1:1000 in PBS++ verdünnten primären Antikörpers 

hinzugegeben und die Mikrotiterplatte für 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem 

Schwenken inkubiert. 

Es erfolgten ein nächster Waschvorgang, wobei wieder dreimal mit je 200 µl ELISA-

Waschpuffer pro Kavität gewaschen wurde, sowie die Applikation von je 100 µl des 

1:1000 in PBS++ verdünnten sekundären Antikörpers. Auch dieser wurde für 1 h bei 

Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. 

Anschließend wurden die Kavitäten dreimal mit je 200 µl ELISA-Waschpuffer 

gewaschen. Für die Detektion der Antigen-Antikörper-Komplexe wurden eine Tablette 

ortho-Phenylendiamin (20 mg) (Sigma Aldrich) in 20 ml Substratpuffer (s. Tabelle 36) 

gelöst und nach vollständigem Auflösen 20 µl Wasserstoffperoxid hinzugegeben. Nun 

wurden je 100 µl dieser Substratlösung pro Kavität hinzupipettiert. Die Reaktion wurde 
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bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert, bis sich ein Farbumschlag 

zeigte, und schließlich durch die Zugabe von je 50 µl ELISA-Stopplösung (s. Tabelle 36) 

terminiert. Es folgte eine Messung im ELISA-Reader bei einer Absorption von 490 nm. 

 

Tabelle 36: Verwendete Puffer für den Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Puffer Zusammensetzung 

Immobilisierungspuffer 0,05 M Natriumcarbonat 

0,02 % (w/v) Natriumazid 

pH 9,6 (mit Natriumhydrogencarbonat eingestellt) 

sterilfiltriert (0,22 µm) 

ELISA-Waschpuffer 0,05 % (v/v) Tween20 

ad 1 l PBS 

ELISA-Blockierungspuffer Blocker BSA (10 %) in PBS 

Substratpuffer 0,1 M Kaliumdihydrogenphosphat 

ad 1 l Aqua bidest. 

pH 6,0 (mit Kaliumhydroxid eingestellt) 

Stopplösung 2,6 M Schwefelsäure 

ad 500 ml Aqua bidest. 

 

2.13.2.2 Konzentrationsabhängige Bindung einzelner 

Komplementfaktoren an ORF10 

Zur Bestimmung der konzentrationsabhängigen Bindung von C1q und C4b sowie von C3 

und C3b an ORF10 wurden ELISAs durchgeführt (s. Kapitel 2.13.2.1). Die Bindung der 

Komplementfaktoren an ORF10 erfolgte in aufsteigenden Konzentrationen (5, 10, 15, 20 

und 25 nM). Als Nullwert diente 100 µl PBS++. Die Durchführung und Detektion der 

Bindung erfolgte, wie unter Kapitel 2.13.2.1 beschrieben.  
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2.13.3 Komplement-Aktivierungs-Assay (WiELISA) 

Um die inhibitorische Wirkung von gereinigten Borrelienproteinen auf den alternativen, 

klassischen sowie Lektin-Weg zu untersuchen, wurde ein Komplement-Aktivierungs-

Assay (WiELISA) durchgeführt. Hierbei wurde analysiert, ob die betreffenden 

Borrelienproteine in der Lage sind, die Aktivierung der drei Komplementwege zu 

inhibieren. 

Für den alternativen Weg (AW) wurden je 1 µg Lipopolysaccharid aus Salmonella 

enteritidis (LPS, Hycult Biotech), für den klassischen Weg (KW) je 300 ng humanes 

Immunglobulin M (IgM, Sigma-Aldrich) sowie für den Lektin-Weg (LW) je 10 µg Mannan 

aus Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich) in jeweils 100 µl Immobilisierungspuffer 

(s. Tabelle 36) gelöst und in eine Mikrotiterplatte mit Flachboden gegeben. Es folgte die 

Immobilisation über Nacht bei 4 °C und leichtem Schwenken. 

Am nächsten Tag wurden die Kavitäten dreimal mit je 100 µl WiELISA-Waschpuffer 

(s. Tabelle 37) gewaschen. Zur Blockierung freier Bindungsstellen wurden je 100 µl 

WiELISA-Blockierungspuffer (s. Tabelle 37) hinzugegeben und für 1 h bei 

Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. 

Zwischenzeitlich wurden die zu untersuchenden Proteine mit 15 % normalem 

Humanserum (NHS) (für den AW), 1 % NHS (für den KW) oder 2 % NHS (für den LW) mit 

AW-Puffer (für den AW) (s. Tabelle 37) bzw. GVB++ (für den KW und LW) auf ein 

Gesamtvolumen von je 100 µl aufgefüllt und für 15 min bei 37 °C und 350 rpm 

vorinkubiert. 

Nach erfolgter Blockierung wurde erneut dreimal mit je 100 µl WiELISA-Waschpuffer 

gewaschen und die vorinkubierten Reaktionsansätze in die Kavitäten hinzugegeben. Es 

folgte eine Inkubation der Reaktionsansätze für 1 h bei 37 °C im Brutschrank. 

Anschließend wurde wieder dreimal mit je 100 µl WiELISA-Waschpuffer gewaschen und 

der primäre Antikörper (Neoepitop-spezifischer, monoklonaler Anti-C5b-9-Antikörper, 

im Verhältnis 1:500 in WiELISA-Waschpuffer verdünnt) hinzugegeben. Nach einer 

Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken wurde erneut 

dreimal mit je 100 µl WiELISA-Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurde je 100 µl 

des HRP-konjugierten sekundären Antikörpers (Anti-Maus-IgG-Antikörper, im Verhältnis 
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1:1000 in WiELISA-Waschpuffer verdünnt, s. Kapitel 2.3) pro Kavität hinzugefügt und 

erneut für 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschvorgang, bei dem pro Kavität dreimal mit je 100 µl WiELISA-

Waschpuffer gewaschen wurde, folgte die Detektion der Antigen-Antikörper-Komplexe. 

Hierfür wurde eine Tablette ortho-Phenylendiamin (20 mg) (s. Kapitel 2.8.2) in 20 ml 

Substratpuffer (s. Tabelle 36) vollständig gelöst und kurz vor Applikation 20 µl 

Wasserstoffperoxid hinzugeben. Anschließend wurden je 100 µl dieser Substratlösung 

in die entsprechenden Kavitäten pipettiert. Die Reaktion wurde für einige Minuten bei 

Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert, bis sich ein Farbumschlag zeigte, 

und schließlich durch die Zugabe von je 50 µl ELISA-Stopplösung (s. Tabelle 36) 

terminiert. Es folgte eine Messung im ELISA-Reader bei einer Absorption von 490 nm. 

 

Tabelle 37: Zusammensetzung der verwendeten Puffer für den Komplement-Aktivierungs-Assay 

(WiELISA) 

Puffer Zusammensetzung 

WiELISA-Waschpuffer 0,05 % (v/v) Tween20 

ad 1 l TBS 

WiELISA-Blockierungspuffer 0,05 % (v/v) Tween20 

1 % (w/v) BSA 

ad 100 ml PBS 

Lagerung bei 4 °C 

AW-Puffer 20 mM HEPES 

0,1 % (w/v) Gelatine 

140 mM Natriumchlorid 

5 mM Magnesiumchlorid 

10 mM EGTA 

pH 7,5 

ad 1 l Aqua bidest. 

sterilfiltriert (0,22 µm) 

Lagerung bei 4 °C 
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2.14 Spezielle Methoden 

 

2.14.1  Hämolytischer Assay 

Um die inhibitorische Aktivität von Borrelienproteinen auf den terminalen Weg und 

somit die Bildung des MAK nachzuweisen, wurden sogenannte hämolytische Assays 

durchgeführt. Hierfür wurden 500 µl frische Schaferythrozyten dreimal mit jeweils 

11,5 ml GVB++ für je 5 min bei 900 × g und 4 °C gewaschen. Anschließend wurden die 

Erythrozyten in 6 ml GVB++ resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (s. Kapitel 2.10.4). 

Danach wurden die Zellen auf eine Konzentration von 5 × 108 Erythrozyten/ml 

eingestellt. 

Währenddessen wurden die verwendeten Proteine in den Konzentrationen 0,5, 1 sowie 

2 µM in je 10 µl GVB++ vorbereitet und auf Eis gelagert. Pro Reaktionsansatz wurde 

außerdem eine Mischung aus den Komplementkomponenten C7 (20 µg/ml), C8 

(4 µg/ml) und C9 (20 µg/ml) in einem Gesamtvolumen von 20 µl vorbereitet und auf Eis 

gelagert. 

Im Anschluss wurden je 30 µl Erythrozytensuspension in 1,5 ml Reaktionsgefäße pro 

Reaktionsansatz mit jeweils 1,5 µg C5b-6-Komplex für 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Reaktionsansätze wurden invertiert und weitere 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Parallel hierzu wurden die Komplementkomponenten zu 

den Reaktionsansätzen mit den unterschiedlichen Proteinkonzentrationen hinzugefügt 

und auch diese Reaktionen wurden für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese 

beiden Arbeitsschritte wurden so synchronisiert, dass die jeweiligen Inkubationszeiten 

gleichzeitig beendet waren. 

Die mit Komplement vorinkubierten Proteinlösungen wurden zu den mit C5b-6 

vorinkubierten Schaferythrozyten hinzugefügt und die Suspension für 30 min bei 37 °C 

inkubiert, bevor die Zellen bei 2000 × g für 5 min bei 4 °C sedimentiert wurden. Der 

Überstand wurde anschließend in eine Mikrotiterplatte mit flachem Boden (F8 Maxisorp 

Nunc-Immuno Module) pipettiert und die Absorption bei 414 nm im ELISA-Reader 

Power Wave HT (Biotek) gemessen. 
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2.14.2  Serumbakterizidie-Assay 

Um nachzuweisen, inwieweit die Expression von ORF10 Serum-sensible Borrelien vor 

der Komplement-vermittelten Bakteriolyse schützt, wurden Serumbakterizidie-Assays 

durchgeführt. Für diesen Test wurden B. garinii-Zellen zur Verfügung gestellt, die einen 

Shuttle-Vektor mit dem ORF10-kodierenden Gen enthielten. Die zu untersuchenden 

Borrelienzellen wurden über 6 h in 25 % NHS inkubiert, wobei zu mehreren Zeitpunkten 

die Anzahl an motilen, lebenden Borrelienzellen mikroskopisch bestimmt wurde. 

 

Zu Beginn des Versuches wurden je 10 ml einer exponentiell wachsenden 

Borrelienkultur bei 5000 × g und Raumtemperatur für 20 min zentrifugiert und das 

Sediment anschließend in 500 µl BSK-H-Medium (s. Kapitel 2.9.1) resuspendiert. Es 

folgte die Bestimmung der Zellkonzentration mittels Dunkelfeldmikroskopie 

(s. Kapitel 2.10.4). Anschließend wurden je 2 × 107 Zellen mit BSK-H-Medium auf ein 

Gesamtvolumen von 150 µl aufgefüllt. Nun wurden zu jedem Reaktionsansatz je 50 µl 

Humanserum hinzugegeben und je 100 µl der einzelnen Reaktionsansätze in eine 

Mikrotiterplatte überführt. Um die lebenden Zellen zum Zeitpunkt t = 0 h zu bestimmen, 

wurden 50 µl BSK-H-Medium statt 50 µl NHS hinzugegeben und die Zellzahl sofort 

ermittelt. Die Mikrotiterplatte wurde anschließend mit einer Klebefolie verschlossen, 

um mikroaerophile Bedingungen für ein optimales Borrelienwachstum zu 

gewährleisten. Die Reaktionsansätze wurden bei 33 °C für 6 h im Brutschrank inkubiert, 

wobei zu den Zeitpunkten t = 1, 2, 4 und 6 h die Anzahl der motilen Borrelienzellen 

mittels Dunkelfeldmikroskopie (s. Kapitel 2.10.4) bestimmt wurde. Die zu zählenden 

Borrelienzellen wurden vorsichtig resuspendiert, je 10 µl 1:100 in PBS++ verdünnt und 

die motilen Zellen quantifiziert. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Charakterisierung des ORF10-Proteins von Borrelia recurrentis 

 

3.1.1 Überprüfung der ORF10-kodierenden Sequenz im Expressionsvektor 

pQE-30 Xa 

Der in dieser Arbeit verwendete Expressionsvektor pQE-ORF10 wurde 

freundlicherweise von Prof. R. Wallich (emer.) (Institut für Immunologie, Universität 

Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Zu Beginn wurde aus dem E. coli-Stamm JM109/pQE-

ORF10 das Plasmid isoliert und anschließend sequenziert, um Veränderungen in der 

Sequenz auszuschließen. Die erhaltene Sequenz wurde mit der des linearen Plasmids 

lp190 von B. recurrentis A1 verglichen (s. Abbildung 12). Es konnten keine 

Abweichungen in der Sequenz des ORF10-kodierenden Gens nachgewiesen werden. 

 

 

Abbildung 12: Aminosäuresequenzvergleich des ORF10-Proteins des Referenzstammes B. recurrentis 
A1 mit dem für die Analysen verwendeten Vektor pQE-ORF10 

Identische Aminosäuren sind mit gleichen Farben unterlegt. Die übereinstimmenden Bereiche 
(Consensus) sind jeweils angegeben. Der Sequenzvergleich wurde mittels CLC Sequence Viewer (s. Tabelle 
17) erstellt. 

 

3.1.2 Reinheitsüberprüfung der isolierten His6-Fusionsproteine 

Alle gereinigten His6-getaggten Proteine, welche in dieser Arbeit Verwendung fanden, 

wurden auf ihre Reinheit mittels SDS-PAGE überprüft. Nach Überproduktion der 

Proteine in E. coli (s. Kapitel 2.12.5), affinitätschromatographischer Reinigung 

(s. Kapitel 2.12.5) sowie Entsalzung und Konzentrierung (s. Kapitel 2.12.6) wurde die 

Konzentration der Proteine mittels Micro-BCA-Methode ermittelt (s. Kapitel 2.12.7). Die 
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Proteine, je 500 ng für die SDS-PAGE und 1000 ng für die Western-Blot-Analyse, wurden 

in einem 10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel gelelektrophoretisch separiert (s. Kapitel 

2.12.1). Die Visualisierung der Proteine erfolgte mittels Färbung mit Silbernitrat 

(s. Kapitel 2.12.3) sowie via Western-Blot-Analyse (s. Kapitel 2.13.1) anhand eines Anti-

His6-Antikörpers. Das SDS-Polyacrylamidgel bzw. die Nitrocellulosemembran wurden 

densitometrisch dokumentiert. 

 

 

Abbildung 13: Reinheitsüberprüfung der isolierten His6-getaggten Proteine 

Zur Überprüfung der Reinheit der isolierten His6-getaggten Proteine wurden je 500 ng Protein in einem 
10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel separiert und anschließend durch eine Färbung mit Silbernitrat (A) bzw. 
durch eine Western-Blot-Analyse (B) visualisiert. Hierbei wurden die transferierten Proteine durch einen 
monoklonalen Anti-His6-Antikörper (1:1000 verdünnt) detektiert. Der Proteinstandard (Precision Plus 
Protein™ Unstained Standards bzw. Dual Color Standards) ist jeweils links angegeben. 

 

Abbildung 13 ist zu entnehmen, dass alle Proteine einen hohen Reinheitsgrad 

aufwiesen. Es zeigten sich keine deutlichen Verunreinigungen der Proteine nach 

Anfärben des SDS-Polyacrylamidgels mit Silbernitrat. Allerdings konnte bei ORF10, ORF7 

und BBK32205 ein weiteres Protein nachgewiesen werden, welches jedoch nicht durch 

die mit dem Anti-His6-Antikörper durchgeführte Western-Blot-Analyse detektiert 

wurde. Aus diesem Grund lässt der hohe Reinheitsgrad darauf schließen, dass diese 

Proteine für die weiteren funktionellen Analysen eingesetzt werden konnten. 
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3.2 Charakterisierung der Komplement-inhibitorischen Aktivität des 

ORF10-Proteins aus B. recurrentis 

 

3.2.1 Nachweis der inhibierenden Eigenschaften des Proteins ORF10 auf 

die verschiedenen Komplementaktivierungswege 

Mithilfe von funktionellen Analysen sollte überprüft werden, ob das ORF10-Protein 

inhibitorisch auf die Aktivierung des humanen Komplementsystems wirkt. Um die 

Interaktion von ORF10 mit Komplement zu charakterisieren, wurden steigende 

Konzentrationen verwendet (0,2, 0,5, 0,75, 1, 2 und 4 µM), um eine dosisabhängige 

Inhibition auf die drei Komplementaktivierungswege nachzuweisen. 

 

Initial wurden entweder 300 ng IgM (KW), 1 µg LPS (AW) oder 10 µg Mannan (LW) in je 

100 µl ELISA-Immobilisierungspuffer pro Reaktionsansatz über Nacht bei 4 °C 

immobilisiert. IgM dient als natürlicher Ligand des C1-Komplexes des klassischen Weges, 

während das LPS als Bestandteil der äußeren Membran von Gram-negativen Bakterien 

den alternativen Weg aktiviert. Mannan ist ein Ligand für MBL und führt somit zur 

Aktivierung des Lektin-Weges. Die Analyse erfolgte analog wie in Kapitel 2.13.3 

beschrieben. Hierfür wurden die zu untersuchenden Proteine mit jeweils 1 % NHS in 

100 µl GVB++ (KW), 15 % NHS in 100 µl AW-Puffer (AW) oder 2 % NHS in 100 µl GVB++ 

(LW) inkubiert. Nach Zugabe der vorinkubierten Reaktionsansätze wurde die Entstehung 

des MAK mithilfe des Anti-C5b-9-Antikörpers detektiert. BSA sowie ein Reaktionsansatz 

ohne Proteine wurden als Negativkontrollen verwendet. Die Borrelienproteine 

BBK32205
188 (KW) und CspA189 von B. burgdorferi (AW) sowie CipA von Acinetobacter 

baumannii185 (KW, AW und LW) dienten als Positivkontrollen, da ihr inhibitorisches 

Potenzial auf die jeweiligen Komplementwege bereits beschrieben ist. 

 

3.2.1.1 Untersuchung zum inhibitorischen Potenzial von ORF10 auf den 

klassischen Weg 

Die durchgeführten Analysen mit steigenden Proteinkonzentrationen ergaben, dass 

ORF10 den klassischen Weg dosisabhängig inhibiert (s. Abbildung 14). Eine signifikante 
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Inhibition konnte deutlich ab einer Konzentration von 2 µM detektiert werden, wobei 

eine Interaktion vermutlich bereits ab 0,75 µM stattfand. CipA zeigte eine Inhibition 

bereits ab 0,75 µM und bei BBK32205 als Positivkontrolle präsentierte sich eine deutliche 

Inhibition bereits ab 0,2 µM. ORF6 und ORF7 inhibierten den klassischen Weg bei einer 

höheren Konzentration von 4 µM. Für Vsp1 und BSA hingegen konnte in allen 

verwendeten Konzentrationen keine Komplement-inhibitorische Aktivität auf den 

klassischen Weg nachgewiesen werden. Die gemessenen Werte für BSA lagen auf dem 

Niveau der Negativkontrolle, die Werte für Vsp1 lagen geringfügig höher. Aufgrund 

dieser Ergebnisse lässt sich vermuten, dass ORF10 ein inhibitorisches Potenzial auf den 

klassischen Weg besitzt, welches vergleichbar mit CipA von A. baumannii ist, aber 

geringer ausgeprägt ist als bei dem Kontrollprotein BBK32205 von B. burgdorferi. 

 

 
Abbildung 14: Dosisabhängige Inhibition des klassischen Weges durch ORF10 

Es wurde zunächst IgM über Nacht immobilisiert und die Kavitäten wurden anschließend blockiert. 
Daraufhin wurde 1 % NHS mit den jeweiligen Proteinkonzentrationen vorinkubiert und in die Kavitäten 
pipettiert. Mithilfe des Anti-C5b-9-Antikörpers (1:500 verdünnt) wurde der MAK detektiert und die 
Absorption bei 490 nm gemessen. Die dargestellten Mittelwerte entsprechen jeweils Triplikaten dreier 
unabhängiger Versuche. Die statistische Auswertung erfolgte in Bezug auf die gemessenen Werte der 
Negativkontrolle (NK) mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni 
mit einem Konfidenzintervall von 95 %. *) p ≤ 0,1; **) p ≤ 0,01; ***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. Für die 
nicht gekennzeichneten Werte konnte keine statistische Signifikanz ermittelt werden. 

 

3.2.1.2 Untersuchung zum inhibitorischen Potenzial von ORF10 auf den 

alternativen Weg 

Die Untersuchungen zur Inaktivierung des alternativen Weges ergaben, dass eine 

signifikante Hemmung durch ORF10 bereits ab 0,75 µM erzielt werden konnte 
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(s. Abbildung 15). Sowohl CspA als Positivkontrolle als auch Vsp1 zeigten eine Inhibition 

des alternativen Weges bereits ab 0,2 µM, wobei die Inhibition durch CspA stärker 

ausgeprägt war. ORF6 und ORF7 ließen, wie bereits beschrieben,180 ein inhibitorisches 

Potenzial erkennen. Die gemessenen OD-Werte für BSA lagen etwa auf dem Niveau der 

Negativkontrolle und unterlagen Test-konformen Schwankungen. 

 

 

Abbildung 15: Dosisabhängige Inhibition des alternativen Weges durch ORF10 

Es wurde zunächst LPS über Nacht bei 4 °C immobilisiert und die Kavitäten wurden anschließend blockiert. 
Daraufhin wurde 15 % NHS mit den jeweiligen Proteinkonzentrationen vorinkubiert und in die Kavitäten 
pipettiert. Mithilfe des Anti-C5b-9-Antikörpers (1:500 verdünnt) wurde der MAK detektiert und die 
Absorption bei 490 nm gemessen. Die dargestellten Mittelwerte entsprechen jeweils Triplikaten dreier 
unabhängiger Versuche. Die statistische Auswertung erfolgte in Bezug auf die gemessenen Werte der 
Negativkontrolle (NK) mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni 
mit einem Konfidenzintervall von 95 %. *) p ≤ 0,1; **) p ≤ 0,01; ***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. Für die 
nicht gekennzeichneten Werte konnte keine statistische Signifikanz ermittelt werden. 

 

3.2.1.3 Untersuchung zum inhibitorischen Potenzial von ORF10 auf den 

Lektin-Weg 

Die Untersuchungen zur Inaktivierung des Lektin-Weges ergaben, dass ORF10 ebenfalls 

eine dosisabhängige Inhibition auf diesen Aktivierungsweg aufwies (s. Abbildung 16). Ab 

einer Konzentration von 2 µM konnte eine Hemmung beobachtet werden, die sich bei 

einer Konzentration von 4 µM als signifikant herausgestellte. CipA als Positivkontrolle 

zeigte eine signifikante Hemmung bereits bei einer Konzentration von 0,2 µM. Vsp1, 

ORF6 und ORF7 wiesen kein inhibitorisches Potenzial auf den Lektin-Weg auf. Die für 

BSA gemessenen Werte lagen etwa auf dem gleichen Niveau wie die Negativkontrolle 

(NK). 
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Abbildung 16: Dosisabhängige Inhibition des Lektin-Weges durch ORF10 

Es wurde zunächst Mannan über Nacht bei 4 °C immobilisiert und die Kavitäten wurden anschließend 
blockiert. Daraufhin wurde 2 % NHS mit den jeweiligen Proteinkonzentrationen vorinkubiert und in die 
Kavitäten pipettiert. Mithilfe des Anti-C5b-9-Antikörpers (1:500 verdünnt) wurde der MAK detektiert und 
die Absorption bei 490 nm gemessen. Die dargestellten Mittelwerte entsprechen jeweils Triplikaten 
dreier unabhängiger Versuche. Die statistische Auswertung erfolgte in Bezug auf die gemessenen Werte 
der Negativkontrolle (NK) mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach 
Bonferroni mit einem Konfidenzintervall von 95 %. *) p ≤ 0,1; ***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. Für die 
nicht gekennzeichneten Werte konnte keine statistische Signifikanz ermittelt werden. 

 

3.2.2 Untersuchung zur Interaktion von ORF10 mit Komponenten des 

klassischen und des Lektin-Weges des Komplementsystems 

Nachdem in den vorausgegangenen Versuchen eine Inhibition des klassischen 

(s.  Kapitel 3.2.1.1) und des Lektin-vermittelten Weges durch ORF10 (s. Kapitel 3.2.1.3) 

gezeigt werden konnte, wurde der Frage nachgegangen, welche Komponenten des 

Komplementsystems an einer Interaktion beteiligt sein könnten. Aus diesem Grund 

wurden Bindungsstudien mit ausgewählten Komponenten des klassischen Weges (C1q, 

C1r, C1s) sowie mit Komponenten, die sowohl beim klassischen als auch beim Lektin-

Weg involviert sind (C2, C4 und C4b), durchgeführt.  

 

Für initiale Bindungsversuche wurden pro Kavität je 500 ng von ORF10 sowie parallel 

zwei Kontrollproteine, ORF6 und BSA, bei 4 °C über Nacht in je 100 µl 

Immobilisierungspuffer auf einer Mikrotiterplatte (5 ng/µl) immobilisiert. Anschließend 

wurden je 500 ng der Komplementkomponenten C1q, C2, C4 und C4b hinzugefügt. Nach 
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erfolgter Inkubation wurde die Protein-Protein-Interaktion mittels spezifischer Anti-

Komplement-Antikörper (s. Tabelle 5) detektiert (s. Kapitel 2.13.2.1). ORF6 wurde als 

Negativkontrolle verwendet, da dieses Protein in vorangegangen Untersuchungen nur 

eine Inhibition des alternativen Weges, nicht aber des klassischen oder Lektin-

vermittelten Weges bewirkte.180 BSA wurde in allen Untersuchungen als 

Negativkontrolle verwendet, um eine unspezifische Bindung zwischen 

Komplementkomponenten und primären Antikörpern ausschließen zu können. 

 

Eine statistisch signifikante Bindung an ORF10 ließ sich für alle vier untersuchten 

Komplementkomponenten C1q, C2, C4 und C4b nachweisen (s. Abbildung 17). Die 

Bindung von C1q, C4 und C4b an ORF6 ist ebenfalls als signifikant (p ≤ 0,001 bzw. 

p ≤ 0,0001) zu beurteilen, während die Bindung von C2 an ORF6 mit einem p-Wert 

von ≤ 0,1 als unwahrscheinlich anzusehen ist. 
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Abbildung 17: Nachweis der Bindung von ORF10 an verschiedene Komplementkomponenten des 
klassischen und des Lektin-Weges 

Für folgende Komplementkomponenten wurde das Bindungsverhalten an ORF10 untersucht: (A) C1q, (B) 
C2, (C) C4 und (D) C4b. Hierfür wurden je 500 ng von ORF10, ORF6 sowie BSA in je 100 µl 
Immobilisierungspuffer über Nacht bei 4 °C immobilisiert. Anschließend wurden die Kavitäten der 
Mikrotiterplatte blockiert und je 500 ng der zu analysierenden Komplementkomponenten hinzufügt. Zur 
Detektion der Bindung wurden spezifische Antikörper (1:1000 verdünnt) verwendet und die Antigen-
Antikörperkomplexe bei einer Absorption bei 490 nm gemessen. Hier dargestellt sind Mittelwerte aus 
mindestens drei unabhängigen Versuchen, die je als Triplikat durchgeführt wurden. Die statistische 
Auswertung erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni 
und einem Konfidenzintervall von 95 %. Als Bezugsgröße zur Berechnung des Signifikanzniveaus dienten 
die Absorptionswerte von BSA. *) p ≤ 0,1; ***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. 

 

Um die Interaktion von ORF10 mit weiteren Komponenten des C1-Komplexes zu 

untersuchen, wurden die Komplementfaktoren C1r und C1s in die Untersuchungen 

miteinbezogen. Für diese Analysen standen zwar gereinigtes C1r und C1s zur Verfügung, 

jedoch keine spezifischen Antikörper für die Detektion.  Aus diesem Grund wurden die 

Komplementkomponenten auf der Mikrotiterplatte immobilisiert und die Interaktion 

mit ORF10 durch einen Anti-His6-Antikörper detektiert. In entsprechender Weise 
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wurden auch die Komplementfaktoren C2, C4 und C4b in diese vergleichenden Analysen 

mit einbezogen. 

Von den zu untersuchenden Komplementkomponenten C1q, C1r, C1s, C2, C4, und C4b 

wurden jeweils 500 ng bei 4 °C über Nacht in je 100 µl Immobilisierungspuffer pro 

Kavität immobilisiert. Als Negativkontrollen wurden je 100 µl des 

Immobilisierungspuffers ohne Komplementkomponenten eingesetzt und über Nacht 

inkubiert, um eine unspezifische Bindung zwischen den untersuchten Proteinen und 

dem primären Antikörper ausschließen zu können. Anschließend wurden je 500 ng von 

ORF10 sowie von den Kontrollproteinen ORF6 von B. recurrentis A17180 und BBK32205 

von B. burgdorferi B31 hinzugegeben, da für letzteres bereits beschrieben wurde, dass 

es den klassischen Weg über die Bindung an C1r inhibiert.188 Nach der Inkubation wurde 

die Bindung mittels eines Anti-His6-Antikörpers (s. Tabelle 5) detektiert 

(s. Kapitel 2.13.2.1). 

 

Es zeigte sich eine signifikante Bindung von ORF10 an C1q, C1s (p ≤ 0,0001) sowie an C4b 

(p ≤ 0,01), wobei die gemessenen Absorptionswerte im Fall von C1q bei 0,5 und im Fall 

von C1s zwischen 0,2 und 0,3 sehr niedrig lagen (s. Abbildung 18 A). In gleicher Weise 

ergaben sich sehr niedrige Absorptionswerte (0,2) für die Interaktion von C4b mit 

ORF10. Eine Bindung von ORF10 an C1r, C2 oder C4 konnte mittels ELISA nicht 

nachgewiesen werden. Für ORF6 zeigte sich lediglich eine Bindung an C1q (p ≤ 0,0001) 

mit Absorptionswerten zwischen 0,3 und 0,4 (s. Abbildung 18 B). Das Kontrollprotein 

BBK32205 wies eine deutliche Bindung an C1r (p ≤ 0,0001) mit einem Absorptionswert 

von 1,4 auf (s. Abbildung 18 C). Es konnte auch eine Bindung von BBK32205 an C1q 

(p ≤ 0,0001) mit einem Absorptionswert von 0,5 nachgewiesen werden, wobei eine 

Bindung an C1s (p ≤ 0,1) mit Absorptionswerten zwischen 0,3 und 0,4 als eher 

unwahrscheinlich angesehen werden kann. 
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Abbildung 18: Nachweis der Bindung von verschiedenen Borrelienproteinen an 
Komplementkomponenten des klassischen und des Lektin-Weges 

Das Bindungsverhalten an verschiedene Komplementkomponenten wurde für ORF10 (A), ORF6 (B) sowie 
BBK32205 (C) im ELISA untersucht. Es wurden je 500 ng der zu untersuchenden Komplementkomponenten 
in je 100 µl Immobilisierungspuffer über Nacht bei 4 °C immobilisiert. Als Negativkontrolle (NK) dienten 
je 100 µl Immobilisierungspuffer ohne Komplementkomponenten. Anschließend wurden jeweils 500 ng 
der Borrelienproteine hinzufügt und die Protein-Protein-Komplexe mithilfe eines Anti-His6-Antikörpers 
(1:1000 verdünnt) detektiert. Die dargestellten Daten stellen Mittelwerte aus mindestens drei 
unabhängigen Versuchen dar, die je als Triplikat durchgeführt wurden. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni und einem 
Konfidenzintervall von 95 %. Als Bezugsgröße zur Berechnung des Signifikanzniveaus dienten die 
Absorptionswerte der Negativkontrolle. n.s., nicht signifikant; *) p ≤ 0,1; **) p ≤ 0,01; ****) p ≤ 0,0001. 

 

Da sich in den vorausgegangenen Analysen eine Interaktion zwischen ORF10 und C1q, 

C1s, C2, C4 sowie C4b zeigte, wurden konzentrationsabhängige Bindungsstudien mit 

diesen Komplementkomponenten durchgeführt (s. Kapitel 2.13.2.2), um die Effizienz 

der Bindung von ORF10 zu eruieren. Für diese Analysen wurden je 500 ng gereinigtes 

ORF10 immobilisiert und anschließend die Komplementkomponenten C1q, C2, C4 sowie 

C4b in steigender Konzentration (0, 5, 10, 15, 20 und 25 nM) appliziert. 
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Wie in Abbildung 19 dargestellt, ließen sich die Versuchsergebnisse der 

vorangegangenen Bindungsanalysen bestätigen. Es zeigte sich ein charakteristischer, 

Konzentrations-abhängiger Verlauf für C1q und C4b. Die Bindung von C1q an ORF10 

(s. Abbildung 19A) konnte bereits ab einer Zugabe von 5 nM C1q als signifikant 

(p ≤ 0,0001) gewertet werden und die Bindungskurve von C4b (s. Abbildung 19B) zeigte 

bereits ab einer Konzentration von 10 nM C4b eine Signifikanz (p ≤ 0,0001). Allerdings 

konnte selbst bei Zugabe von 25 nM bei beiden der untersuchten 

Komplementkomponenten keine Sättigung erzielt werden. Wie zu erwarten, zeigten die 

Absorptionswerte bei BSA keinen oder nur einen moderaten Anstieg.  

 

 

Abbildung 19: Vergleichende Untersuchungen zur konzentrationsabhängigen Bindung von C1q und C4b 
an ORF10 

Es wurden je 500 ng ORF10 in den Kavitäten einer Mikrotiterplatte über Nacht bei 4 °C immobilisiert. Nach 
dem Blockieren mit 0,2 % Gelatine für 1 h bei Raumtemperatur wurden unterschiedliche Konzentrationen 
(0, 5, 10, 15, 20, 25 nM) an C1q (A) bzw. C4b (B) hinzugegeben, die Bindung an ORF10 mithilfe eines 
spezifischen Antikörpers für C1q bzw. C4b detektiert und die Absorption bei 490 nm gemessen. Hier 
dargestellt sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Versuchen, die je als Triplikat 
durchgeführt worden sind. Die Bindungskurve wurde mittels nichtlinearer Regression als einfaches 
Bindungsmodell erstellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-Tests mit 
multiplem Vergleichstest nach Bonferroni und einem Konfidenzintervall von 95 %. Als Bezugsgröße zur 
Berechnung des Signifikanzniveaus dienten die Absorptionswerte von BSA. *) p ≤ 0,1; ****) p ≤ 0,0001. 

 

Analog wurden auch mit den Komplementfaktoren C2 sowie C4 dosisabhängige 

Bindungsanalysen durchgeführt, da aufgrund der vorangegangenen Untersuchungen 
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eine Interaktion vermutet wurde (s. Abbildung 17); allerdings ließen sich hierbei keine 

konzentrationsabhängigen Bindungskurven erstellen. 

Eine dosisabhängige Interaktion von ORF10 mit C1s konnte mangels eines spezifischen 

Anti-C1s-Antikörpers nicht untersucht werden. 

 

3.2.3 Untersuchung zur Interaktion von ORF10 mit Komponenten des 

alternativen Weges des Komplementsystems 

In den vorangegangenen Versuchen konnte eine Inhibition von ORF10 auch auf den 

alternativen Komplementweg nachgewiesen werden (s. Abbildung 15). Aus diesem 

Grund wurden Bindungsstudien mit den Hauptkomponenten C3, C3b und FB, die die C3-

Konvertase bilden, sowie mit dem Komplementregulator FH und der Serinprotease FI 

durchgeführt. C3 und C3b wurden für die Analyse ausgewählt, da sie die zentralen 

Komponenten des alternativen Weges darstellen. Weiterhin wurde FB, der zusammen 

mit C3b die funktionell aktive C3-Konvertase bildet, ausgewählt. Darüber hinaus wurde 

auch die Bindung mit der Komplementkomponente C5 untersucht, da deren Spaltung 

zur Einleitung der terminalen Sequenz und letztlich zur Bildung des MAK führt. 

 

Pro Kavität wurden je 500 ng der zu untersuchenden Proteine bei 4 °C über Nacht in je 

100 µl Immobilisierungspuffer immobilisiert. Es folgte die Applikation von je 500 ng der 

entsprechenden Komplementkomponenten (C3, C3b, C5, FB, FH und FI). Nach der 

Inkubation mit den Komplementfaktoren wurde die Bindung mittels spezifischer 

Antikörper (s. Tabelle 5) detektiert (s. Kapitel 2.13.2.1). BSA wurde hier als 

Negativkontrolle verwendet, um eine unspezifische Bindung zwischen 

Komplementkomponenten und primären Antikörpern ausschließen zu können. 

Weiterhin wurden ORF6 und ORF7 von B. recurrentis A17180 sowie CbiA von 

B. miyamotoi HT31184 und BGA66 von B. bavariensis PBi183 als zusätzliche Kontrollen 

verwendet, da deren Bindungseigenschaften gegenüber verschiedenen 

Komplementkomponenten bereits beschrieben worden sind. 

 

Eine signifikante Bindung von ORF10 ließ sich für C3 (s. Abbildung 20 A), C3b 

(s. Abbildung 20 B) und C5 (s. Abbildung 20 C) nachweisen. Die Interaktion von ORF6 
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und ORF7 mit C3 zeigte ebenfalls ein signifikantes Bindungsverhalten, während die 

Bindung an C3b von ORF7 deutlicher ausfiel als von ORF6. Wie erwartet, ergab sich für 

CbiA eine signifikante Bindung von C3b, C3, C5 und FH, während sich für BGA66 eine 

Bindung mit einem p-Wert von ≤ 0,01 bei FH zeigte. Für die Bindung von ORF10 an FB 

(s. Abbildung 20D), FH (s. Abbildung 20 E) oder FI (s. Abbildung 20 F) konnten keine 

signifikanten Absorptionswerte ermittelt werden. Keines der untersuchten Proteine 

wies eine Interaktion mit FI auf (s. Abbildung 20 F). 
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Abbildung 20: Nachweis der Bindung von ORF10 an verschiedene Komplementkomponenten des 
alternativen Weges 

Für folgende Komplementkomponenten wurde das Bindungsverhalten via ELISA untersucht: (A) C3, 
(B) C3b, (C) C5, (D) Faktor B, (E) Faktor H und (F) Faktor I. Hierfür wurden je 500 ng der zu untersuchenden 
Proteine in je 100 µl Immobilisierungspuffer über Nacht bei 4 °C immobilisiert. Nach Blockierung wurden 
je 500 ng der zu analysierenden Komplementkomponenten hinzufügt. Mithilfe spezifischer Antikörper 
(1:1000 verdünnt) wurde die Bindung durch Messung der Absorption bei 490 nm detektiert. Die 
dargestellten Mittelwerte wurden aus mindestens drei unabhängigen Versuchen, die je als Triplikat 
durchgeführt worden sind, ermittelt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-
Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni und einem Konfidenzintervall von 95 %. Als 
Bezugsgröße zur Berechnung des Signifikanzniveaus dienten die Absorptionswerte von BSA. n.s., nicht 
signifikant; *) p ≤ 0,1; **) p ≤ 0,01; ***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. 

 

Da sich die Bindungen von C3 und C3b an ORF10 als signifikant herausstellten, wurden 

im Anschluss ebenfalls konzentrationsabhängige Bindungsstudien mit diesen beiden 
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Komplementkomponenten durchgeführt (s. Kapitel 2.13.2.2). Hierzu wurde je 500 ng 

gereinigtes ORF10 immobilisiert und anschließend wurden C3 und C3b in aufsteigender 

Konzentration (0, 5, 10, 15, 20 und 25 nM), verdünnt in PBS++, in die Kavitäten appliziert 

und die Bindung mit einem Anti-C3-Antikörper gemessen. BSA diente als Kontrolle für 

eine unspezifische Bindung. 

 

Wie in Abbildung 21 dargestellt, bestätitgen die erhobenen Daten die der 

vorangegangenen Bindungsanalysen und zeigten einen charakteristischen, 

dosisabhängigen Kurvenverlauf. Die Bindungen von C3 (s. Abbildung 21 A) und C3b 

(s. Abbildung 21 B) an ORF10 wurden mit steigender Konzentration stärker, wobei 

bereits ab 10 nM signifikante Absorptionswerte (p ≤ 0,0001) erreicht wurden. Auch bei 

diesen Analysen konnte keine Sättigung bei den beiden untersuchten 

Komplementkomponenten erzielt werden. Wie zu erwarten, zeigten die 

Absorptionswerte bei BSA keinen oder nur einen moderaten Anstieg bei der höchsten 

applizierten Konzentration von C3 bzw. C3b. 
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Abbildung 21: Vergleichende Untersuchung der konzentrationsabhängigen Bindung von C3 und C3b an 
ORF10 

Es wurden je 500 ng ORF10 in 100 µl pro Kavität einer Mikrotiterplatte über Nacht bei 4 °C immobilisiert 
und anschließend für 1 h mit 0,2 % Gelatine bei Raumtemperatur unter Schütteln blockiert. Anschließend 
wurden in aufsteigender Konzentration (0, 5, 10, 15, 20 und 25 nM) C3 (A) bzw. C3b (B) hinzugegeben. 
Die Protein-Protein-Komplexe wurden mit einem polyklonalen Anti-C3-Antikörper (1:1000 verdünnt) bei 
490 nm detektiert. Die Daten stellen Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Versuchen dar, die 
je als Triplikat durchgeführt worden sind. Die Bindungskurve wurde mittels nichtlinearer Regression als 
einfaches Bindungsmodell erstellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-
Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni und einem Konfidenzintervall von 95 %. Als 
Bezugsgröße zur Berechnung des Signifikanzniveaus dienten die Absorptionswerte von BSA. **) p ≤ 0,01; 
***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. 

 

Die Untersuchungen zur Bindung von ORF10 an verschiedene Komponenten des 

alternativen Weges ließen eine Interaktion mit C5 vermuten (s. Abbildung 20). Im 

Rahmen seiner Dissertation führte Dr. Florian Röttgerding ebenfalls dosisabhängige 

Bindungsstudien von ORF10 mit C5 durch, analog zur Titration von C3 und C3b 

(s. Abbildung 21). Es zeigte sich ein konzentrationsabhängiger Verlauf von C5 

(p ≤ 0,0001) für ORF10, wobei für C5 ebenfalls keine Sättigung erzielt werden konnte.9 

Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse nicht in dieser Arbeit dargestellt. 

 

3.2.4 Untersuchung zur Komplement-inhibierenden Eigenschaft von 

ORF10 auf den terminalen Weg des Komplementsystems  

Zum Nachweis der inhibierenden Wirkung von ORF10 auf den terminalen Weg wurde 

ein unabhängiges Testverfahren zum ELISA durchgeführt. Für die hämolytischen Assays 
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wurden frische Schaferythrozyten als natürliche Komplementaktivatoren verwendet 

(s. Kapitel 2.14.1). Die Erythrozyten wurden mit dem C5b-6-Komplex vorinkubiert, 

welcher sich an die Zellmembran anlagerte, jedoch zu keiner Lyse führte. Parallel 

wurden die Komplementkomponenten C7, C8 sowie C9 mit den zu untersuchenden 

Borrelien- bzw. Kontrollproteinen inkubiert. Beide vorinkubierten Reaktionsansätze 

wurden anschließend vereinigt. Sofern eine Interaktion zwischen den untersuchten 

Proteinen und den Komplementkomponenten des terminalen Weges stattfindet, sind 

diese nicht mehr in der Lage, an den C5b-6-Komplex binden. Dadurch kann der MAK 

nicht mehr ausgebildet werden und die Zellen bleiben vor der Lyse durch Komplement 

geschützt. Sollten die zu untersuchenden Proteine jedoch keine Bindungsaffinität zu den 

terminalen Komponenten C7, C8 oder C9 aufweisen, dann kann sich der MAK auf der 

Oberfläche der Erythrozytenzelle ausbilden. Nach Integration des MAK werden die 

Erythrozyten lysiert und entsprechend Hämoglobin freigesetzt, welches photometrisch 

bei 414 nm gemessen werden kann. Je stärker die inhibierende Eigenschaft des Proteins, 

umso niedriger fallen die gemessenen Werte aus. Als Negativkontrolle diente ein 

Reaktionsansatz aus NHS und Komplement, welcher ohne Proteinzugabe vorinkubiert 

wurde, und als Positivkontrolle diente ein Reaktionsansatz mit Vitronektin, dem 

natürlichen Regulator des terminalen Weges. 

 

Wie in Abbildung 22 zu erkennen ist, konnten die Ergebnisse der WiELISA (s. Abbildung 

14, Abbildung 15 und Abbildung 16) durch den hämolytischen Assay bestätigt werden. 

ORF10 und ORF7 führten bereits ab einer Konzentration von 0,5 µM zu einer 

signifikanten Inhibition (p ≤ 0,0001) des terminalen Weges. CspA von B. burgdorferi B31 

als weitere Positivkontrolle zeigte zwar bereits bei einer Konzentration von 0,5 µM eine 

inhibitorische Wirkung auf die Bildung des MAK, diese war jedoch erst ab einer 

Konzentration von 1 µM signifikant. BSA als Negativkontrolle zeigte einen leicht 

inhibierenden Effekt (p ≤ 0,01) bei der höchsten Konzentration von 2 µM. 
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Abbildung 22: Untersuchung der inhibierenden Wirkung von ORF10 auf den terminalen Weg 

Für den Versuch wurden Schaferythrozyten mit GVB++ gewaschen und auf die benötigte Zellzahl 
(5 × 108 Erythrozyten/ml) eingestellt. Die Zellen wurden anschließend mit gereinigtem C5b-6-Komplex 
und parallel die zu untersuchenden Proteine mit den Komplementkomponenten C7, C8 und C9 
vorinkubiert. Diese Reaktionsansätze wurden zu den vorinkubierten Erythrozyten hinzugegeben und die 
Absorption bei 414 nm gemessen. Als Positivkontrolle (PK) diente Vitronektin und ein Reaktionsansatz 
aus NHS und Komplement als Negativkontrolle (NK). Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger, 
als Triplet durchgeführter Versuche. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktoriellen ANOVA-
Tests mit multiplem Vergleichstest nach Bonferroni und einem Konfidenzintervall von 95 %. Als 
Bezugsgröße zur Berechnung des Signifikanzniveaus dienten die Werte der Negativkontrolle. **) p ≤ 0,01; 
***) p ≤ 0,001; ****) p ≤ 0,0001. 

 

3.3 Untersuchung zur Bindung von generierten ORF10-Varianten an 

Komplementkomponenten 

Um den molekularen Mechanismus der Interaktion zwischen ORF10 und dem humanen 

Komplementsystem näher beschreiben zu können, sollten die mit Komplement 

interagierenden Domänen innerhalb des ORF10-Proteins charakterisiert werden. Im 

Rahmen des LOEWE-Zentrums DRUID konnte, in Kooperation mit Dr. Karin Fritz-Wolf 

aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jude Przyborski (Institut für 

Ernährungswissenschaften, Justus-Liebig-Universität Gießen), die Struktur von ORF10 

mittels AlphaFold modelliert werden (s. Abbildung 23). Die Analyse ergab, dass ORF10 

aus 245 Aminosäuren besteht, welche in sieben α-Helices und einem β-Faltblatt mit zwei 

Strängen angeordnet sind. 
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Abbildung 23: Modellierte dreidimensionale Struktur des ORF10-Proteins von B. recurrentis 

Dargestellt ist die dreidimensionale Struktur des ORF10-Proteins. Die sieben α-Helices sind 
unterschiedlich eingefärbt, das β-Faltblatt ist mit Nummern gekennzeichnet. Die Abbildung wurde von 
Dr. Karin Fritz-Wolf zur Verfügung gestellt. 

 

Auf der Basis dieser Computer-gestützten Modellierung des Proteins ORF10 anhand der 

bekannten Struktur des ORF7-Proteins9 (s. Abbildung 24) wurden solche Aminosäuren 

bzw. Bereiche ausgewählt, die potenziell bei der Interaktion mit 

Komplementkomponenten beteiligt sein können. Für ORF10 wurde Cystein an Position 

156 sowie 227 ausgewählt, welches durch Serin substituiert werden sollte, sowie 

Isoleucin an Position 220, welches durch Leucin substituiert werden sollte. Darüber 

hinaus sollte zwischen der Position 203 und 220 eine Deletion eingefügt werden, da 

anhand der Modellierung vermutet wurde, dass sich in dieser Region des ORF10-

Proteins eine Loop-Struktur ausbildet, die mit Komplementkomponenten interagieren 

könnte.  
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Abbildung 24: Vergleich der übereinandergelegten, dreidimensionalen Struktur von ORF10 mit ORF7 

Dargestellt ist eine Überlagerung der dreidimensionalen Struktur von ORF10 (in Blau) im Vergleich zur 
dreidimensionalen Struktur von ORF7 (in Grün). Die Abbildung wurde von Dr. Karin Fritz-Wolf zur 
Verfügung gestellt. 

 

3.3.1 Herstellung substituierter bzw. deletierter Varianten von ORF10 

durch In-vitro-Mutagenese 

Zur zielgerichteten Einführung von Aminosäuresubstitutionen wurde eine In-vitro-

Mutagenese (s. Kapitel 2.11.1) mit dem Plasmid pQE-ORF10 als Matrize und 

entsprechenden Starteroligonukleotiden (s. Kapitel 2.2.1) durchgeführt, um die 

entsprechenden Mutationen im ORF10-kodierenden Gen zu generieren. Anschließend 

wurde die ursprünglich aus E. coli isolierte und methylierte Matrizen-DNA durch die 

Zugabe von DpnI hydrolysiert (s. Kapitel 2.11.4 ). Nach Transformation in E. coli-Zellen 

wurden Plasmid-tragende Zellen auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten selektioniert 

und aus ausgewählten Klonen Plasmide isoliert. Diese wurden anschließend 

sequenziert, um zu überprüfen, ob die zielgerichteten Mutationen eingeführt wurden, 

und um auszuschließen, dass weitere, unerwünschte Mutationen während der 

Amplifikation generiert wurden. Die Sequenzierung der durch In-vitro-Mutagenese 

generierten Plasmide ergab, dass die gewünschten Aminosäuresubstitutionen bzw. -

deletionen korrekt eingeführt werden konnten. 
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Von ausgewählten Klonen wurde, wie in Kapitel 2.11.9 beschrieben, eine Produktion der 

ORF10-Varianten in E. coli NEB® 5-alpha-Zellen, in E. coli BL21 Star™ (DE3)-Zellen sowie 

in E. coli M15-Zellen mit anschließender SDS-PAGE (s. Kapitel 2.12.1) und Western-Blot-

Analyse (s. Kapitel 2.12.2) durchgeführt. Trotz veränderter Bedingungen im 

Aufreinigungsprozess sowie der Verwendung unterschiedlicher E. coli-Zellen (s. o.) 

konnte nur das Kontrollprotein ORF10, jedoch keine der generierten Varianten mittels 

Western-Blot-Analyse detektiert werden (s. Abbildung 25). Es ist davon auszugehen, 

dass die ORF10-Varianten in keinem der drei E. coli-Stämme produziert werden 

konnten. 

 

 

Abbildung 25: Western-Blot-Analyse der in E. coli produzierten ORF10-Varianten 

Zur Visualisierung der His6-getaggten Proteinvarianten sowie von ORF10 als Positivkontrolle wurden 
jeweils das bei der Aufreinigung entstandene Sediment (S) und der Überstand (Ü) auf einem 10 % TT-SDS-
Polyacrylamidgel separiert und anschließend durch eine Western-Blot-Analyse visualisiert. Hierbei 
wurden die transferierten Proteine durch einen monoklonalen Anti-His6-Antikörper (1:1000 verdünnt) 
detektiert. Der Proteinstandard (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) ist links angegeben. 
 

 

3.4 Untersuchungen zur Serumresistenz von ORF10-produzierenden 

Borrelienzellen gegenüber Humanserum 

Um zu überprüfen, ob ORF10-produzierende „gain of function“-Borrelienstämme in 

vitro die Eigenschaft besitzen, in Humanserum zu überleben, wurde ein 
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Serumbakterizidie-Assay (s. Kapitel 2.14.2) durchgeführt. Als Negativkontrolle diente 

hierbei der Serum-sensitive Surrogatstamm B. garinii G1, welcher den Basisvektor 

pKFSS1 (s. Kapitel 2.2.2) enthielt und einen Serum-sensiblen Phänotyp aufwies. 

 

Für den Serumbakterizidie-Test wurden je 2 × 107 motile Borrelienzellen in 150 µl BSK-

H-Medium resuspendiert und diese Suspension anschließend mit 50 µl NHS versetzt. 

Der Reaktionsansatz, der den Zeitpunkt t = 0 h markierte, wurde mit 50 µl BSK-H-

Medium anstelle von 50 µl NHS versetzt und die Zellkonzentration der Borrelien 

unmittelbar ermittelt. Anschließend wurden je 100 µl der Reaktionsansätze für 6 h bei 

33 °C inkubiert, wobei zu den Zeitpunkten t = 1, 2, 4 und 6 h der prozentuale Anteil an 

motilen Borrelienzellen unter dem Dunkelfeldmikroskop bestimmt wurde 

(s. Kapitel 2.14.2). Die visuelle Beurteilung der Zellmotilität und einer charakteristischen 

Morphologie ohne Blebbildung gilt als Nachweis des Überlebens der Borrelien in 

Humanserum.190 

 

Sowohl beim untersuchten „gain of function“-Stamm G1/pORF10 als auch bei dem 

Kontrollstamm G1/pKFSS1 zeigte sich bereits nach einer Stunde ein deutliches Absinken 

der Zahl an beweglichen Zellen, wobei sich der prozentuale Anteil an immotilen Zellen 

mit jeder weiteren Inkubationsstunde kontinuierlich erhöhte. Bei der Messung nach 6 h 

Inkubation waren nur noch vereinzelt motile Zellen bzw. ausschließlich immotile Zellen 

sowohl bei G1/pORF10 als auch beim Referenzstamm G1/pKFSS1 mikroskopisch zu 

erkennen (s. Abbildung 26). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die heterologe 

Produktion von ORF10 in Serum-sensitiven Borrelienzellen keine Resistenz gegenüber 

Humanserum bewirkt. 
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Abbildung 26: Nachweis von motilen Borrelienzellen in Anwesenheit von 25 % Humanserum mittels 
Dunkelfeldmikroskopie 

Es wurden je 2 × 107 motile Zellen mit BSK-H-Medium auf ein Gesamtvolumen von 150 µl eingestellt und 
mit 50 µl Humanserum versetzt. Der Reaktionsansatz zum Zeitpunkt t = 0 h wurde mit 50 µl BSK-H-
Medium anstelle von 50 µl NHS versetzt und die Zellen sofort gezählt. Anschließend wurden je 100 µl in 
die Kavitäten einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Ansätze wurden anschließend bei 33 °C über einen 
Zeitraum von 6 h inkubiert. Nach 1, 2, 4 und 6 h erfolgte eine Zählung der motilen Zellen mittels 
Dunkelfeldmikroskopie. Abgebildet ist die graphische Darstellung von drei unabhängigen, biologischen 
Replikaten.  
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4 Diskussion 

 

4.1 Borrelia recurrentis, der Erreger des Läuserückfallfiebers 

B. recurrentis gehört zu den RF-Borrelien und ist die einzige Borrelienspezies, die 

ausschließlich in der Kleider- bzw. Körperlaus (Pediculus humanus humanus bzw. 

corporis) nachgewiesen wurde und nach Zerquetschen über Mikroläsionen in der 

menschlichen Haut übertragen wird24,29 und anschließend das LRF  verursacht.3,4 In der 

Vergangenheit kam es in Krisenzeiten, wie z. B. während Kriegen und Hungersnöten, 

sowohl zu epidemischen als auch endemischen Ausbrüchen mit Millionen von 

Infizierten.31 Durch eine Verbesserung der Hygienestandards und der allgemeinen 

Lebensbedingungen im letzten Jahrhundert gelang es, den Läusebefall in den Ländern 

des globalen Nordens stark zu reduzieren, wodurch auch die Verbreitung des Erregers 

massiv eingedämmt wurde. Nur in Ost-Afrika, insbesondere in Äthiopien, stellt das LRF 

auch heute noch eine Herausforderung für das Gesundheitssystem dar.34,84 

 

Um das humane Immunsystem zu umgehen, haben Borrelien verschiedene 

Mechanismen der Immunevasion entwickelt.122,127 B. recurrentis weist auf dem linearen 

Plasmid lp190 Gene auf, die für Proteine kodieren (s. Abbildung 11), die durch die 

Bindung von Komplementkomponenten und -regulatoren eine Inhibition des 

Komplementsystems bewirken können.180 Für die Proteine CihC und HcpA151,179 sowie 

für ORF6, ORF7, ORF8 und ORF99,118,180 konnte eine Inhibition des Komplementsystems 

nachgewiesen werden. 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung des ORF10-Proteins 

von B. recurrentis in Bezug auf potenzielle Komplement-inhibitorischen Eigenschaften. 

Dieses Protein wird von einem Gen kodiert, welches sich ebenfalls auf dem linearen 

Plasmid lp190 befindet (s. Abbildung 11). Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse 

sollen, vergleichend zu bereits bekannten Protein-Komplement-Interaktionen, 

diskutiert und der mögliche Beitrag von ORF10 zur Immunevasion von B. recurrentis 

eingeschätzt werden. 
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4.2 Charakterisierung des ORF10-Proteins von B. recurrentis 

Für die funktionelle Charakterisierung von ORF10 musste dieses sowie die verwendeten 

Kontrollproteine im bestmöglichen Reinheitsgrad isoliert werden. Nach 

affinitätschromatographischer Reinigung der rekombinanten Proteine wurden diese zur 

Überprüfung des Reinheitsgrades auf ein 10 % TT-SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen 

und mithilfe von Silbernitrat visualisiert. Alle für diese Studie verwendeten Proteine 

wiesen einen hohen Reinheitsgrad ohne sichtbare Verunreinigungen oder 

Degradationen auf. Zur Bestätigung wurde eine Western-Blot-Analyse durchgeführt, die 

ebenfalls ergab, dass alle Proteine einen hohen Reinheitsgrad zeigten und der N-

terminale His6-Tag vorhanden war (s. Abbildung 13). Ein potenzieller Einfluss von 

Verunreinigungen mit anderen Proteinen aus E. coli auf die durchgeführten 

Interaktions- und Inhibitionsanalysen konnte daher nahezu ausgeschlossen werden. 

 

Bei ORF10, ORF7 und BBK32205 zeigte sich ein weiteres Protein, welches jedoch nicht in 

der Western-Blot-Analyse detektiert werden konnte. Es ist anzunehmen, dass die 

schwächeren Signale bei ORF10 und ORF7 nicht auf eine Degradierung zurückzuführen 

sind, da mehrere Proteinfragmente zu erwarten gewesen wären. Bei BBK32205 ist 

wahrscheinlich von einer Dimerisierung auszugehen, wie sie bereits bei anderen 

Borrelienproteinen, wie z. B. Vsp1 aus B. miyamotoi 187 oder CspA aus B. burgdorferi,191 

beschrieben worden ist. 

 

4.2.1 Inhibitorische Wirkung von ORF10 auf die verschiedenen Wege des 

humanen Komplementsystems 

Strukturell unterschiedliche Proteine aus Lyme-Borrelien, aber auch aus RF-Borrelien 

sind in der Lage, das humane Komplementsystem auf verschiedene Aktivierungsstufen 

zu inhibieren, wie z. B. BBK32205 aus B. burgdorferi B31,188 BGA66 aus B. bavariensis 

PBi,183 CbiA aus B. miyamotoi HT31,184 CspA aus B. burgdorferi, B. afzelii und 

B. spielmannii,186,189 Vsp1 aus B. miyamotoi LB-2001187 sowie ORF6, ORF7, ORF8 und 

ORF9 aus B. recurrentis A17180 (s. Tabelle 38). 
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Tabelle 38: Zusammenfassung verschiedener Borrelienproteine und deren Inhibition der 
Komplementwege und ihrer Interaktion mit Komplementkomponenten 

Erreger Protein Faktoren Weg Quelle 

B. burgdorferi BBK32205 C1, C1r KW Garcia et al., 2016188 

B. bavariensis BGA66 C7, C8, C9 TW Hammerschmidt et al., 

2016183 

B. miyamotoi CbiA C3, C3b, C4b, 

C5, C9, FH 

KW, TW Röttgerding et al., 2017184 

Vsp1 n. n. TW Wagemakers et al., 2016187 

B. burgdorferi, 

B. afzelii, 

B. spielmannii 

CspA FH, CFH, 

FHL-1 

AW Hallström et al., 2013189 

sowie Hammerschmidt et al., 

2014186 

B. recurrentis ORF6 C3b AW Röttgerding F, 2018180 und 

20239 ORF7 C3b, C5, C9 AW, TW 

ORF8 C3b, C5, C9 AW, TW 

ORF9 C3b, C5, C9 AW, TW 

n. n., nicht nachgewiesen 

 

Nicht nur Borrelien, auch andere humanpathogene Erreger sind in der Lage, mithilfe von 

Oberflächenproteinen unterschiedliche Faktoren und Regulatoren des 

Komplementsystems zu binden und dadurch eine Inhibition zu bewirken. Ein gut 

untersuchter Mechanismus ist hierbei die Interaktion mit FH und dadurch eine Inhibition 

des alternativen Weges (z. B. bei Scl1 aus Streptococcus pyogenes,192 PspC aus 

Streptococcus pneumoniae,193 Sbi aus Staphylococcus aureus,194 OlpA aus Moraxella 

catarrhalis,195 FHbp aus Neisseria meningitidis196 oder AbOmpA aus A. baumannii197).198 

Ein weiteres Protein aus Streptococcus pyogenes, ScpA, ist etwa in der Lage, den 

alternativen und den terminalen Weg zu inhibieren, indem es C3, C3b und C5a bindet.199 

Staphylococcus aureus exprimiert SSL10, welches durch die Bindung von IgG den 

klassischen Weg hemmt,200 sowie SCIN, welches durch eine Bindung der C3-Konvertase 

eine Inhibition aller drei Wege bewirken kann.201 Auch CipA aus A. baumannii 19606 

inhibiert alle drei Komplementwege hauptsächlich durch die Interaktion mit FI und der 
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Formation eines quadripartiten Komplexes sowie durch Bindung an C3, C3b, C4b, C5, 

und FB185 (s. Tabelle 39). 

 

Tabelle 39: Selektive Auswahl diverser humanpathogene Erreger, deren Komplement-interagierende 
Proteine und Inhibition des Komplementsystems 

Erreger Protein Faktoren Weg Quelle 

Streptococcus 

pyogenes 

Scl1 FH, FHR-1 AW, TW Reuter et al., 2010192 

ScpA C3, C3b, C5a AW, TW Lynskey et al., 2017199 

Streptococcus 

pneumoniae 

PspC FH AW Achila et al., 2015193 

Staphylococcus 

aureus 

SSL10 IgG KW Itoh et al., 2010200 

Sbi C3, C3b, FH, 

FHR-1 

AW Koch et al., 2012194 

SCIN C3-Konvertase KW, LW, 

AW 

Rooijakkers et al., 

2005201 

Moraxella 

catarrhalis 

OlpA FH AW Bernhard et al., 2014195 

Neisseria 

meningitidis 

FHbp FH AW Schneider et al., 2009196 

Acinetobacter 

baumannii 

AbOmpA FH AW Kim et al., 2009197 

CipA C3, C3b, C4b, 

C5, FB, FD, FI 

KW, LW, 

AW 

Ries et al., 2022185 

 

Um der Frage nachzugehen, inwieweit ORF10 ähnliche Komplement-inhibierende 

Eigenschaften besitzt, wurden Komplement-Aktivierungs-Assays durchgeführt 

(s. Kapitel 2.13.3). Die durchgeführten Analysen mit ORF10 verdeutlichen, dass dieses 

Protein sowohl den klassischen Weg (s. Abbildung 14), den alternativen Weg 

(s. Abbildung 15) als auch den Lektin-Weg (s. Abbildung 16) inhibiert. Das bedeutet, dass 

ORF10 im Vergleich zu anderen bekannten Komplement-inhibierenden Proteinen von 

RF-Borrelien, wie z. B. CihC und HcpA aus B. recurrentis und B. duttonii,151,179 BhCRASP- 1 

und FbpC aus B. hermsii,202-204 CbiA und BOM1093 aus B. miyamotoi,174,184,205 eine 



   
 

 
 

110 

Komplementinhibition aller drei Wege bewirkt und daher eine besondere Rolle für die 

Immunevasion von B. recurrentis einnehmen könnte. 

 

4.2.2 Interaktion von ORF10 mit verschiedenen Komplementkomponenten 

Sowohl für Borrelien (s. Tabelle 38) als auch andere humanpathogene Erreger (s. Tabelle 

39) wurden verschiedene membranständige Proteine beschrieben, die in der Lage sind, 

mit Komplementkomponenten des alternativen, des klassischen oder des Lektin-Weges 

zu interagieren und die Komplementkaskade auf unterschiedlichen Aktivierungsstufen 

zu inhibieren.178,179,184,203,204,206  

Da aus den funktionellen Komplementanalysen nachgewiesen werden konnte, dass 

ORF10 alle drei genannten Wege inhibieren kann, wurde untersucht, mit welchen 

Komplementregulatoren und -komponenten dieses Protein interagiert (s. Kapitel 3.2.2 

und 3.2.3).  

 

4.2.2.1 Interaktion von ORF10 mit Komponenten des klassischen und des 

Lektin-Weges 

C1q bildet, zusammen mit C1r und C1s, den aktivierten C1-Komplex, wodurch die 

Komplementkomponente C4 durch aktiviertes C1s in C4a und C4b gespalten werden 

kann.141,142 Weiterhin führt die C1s-Protease zur Spaltung von an C4b gebundenem C2 

in C2a und C2b, sodass die C3-Konvertase des klassischen Weges entstehen kann. Die 

drei Komponenten des C1-Komplexes nehmen somit eine essenzielle Rolle bei der 

Initiierung des klassischen Weges ein. In den durchgeführten Bindungsanalysen konnte 

gezeigt werden, dass ORF10 an C1q bindet (s. Abbildung 17 A). Es ist davon auszugehen, 

dass diese Bindung maßgeblich an der Inhibition des klassischen Weges durch ORF10 

(s. Abbildung 14) beteiligt ist. Auch ORF6 als Kontrollprotein zeigte eine Bindung an C1q. 

Neben der Interaktion mit C1q zeigte sich auch eine signifikante Bindung von C2 an 

ORF10 (s. Abbildung 17 B), einer Komponente des klassischen und des Lektin-Weges. 

Diese Bindung korreliert mit dem Ergebnis, dass ORF10 den klassischen und den Lektin-

Weg inhibieren kann (s. Abbildung 14 und Abbildung 16). Die erhaltenen 

Absorptionswerte und anschließende Berechnung der statistischen Signifikanz lassen 

eine Bindung von C2 an ORF6 vermuten, allerdings zeigte dieses Protein in 
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vorangegangenen Untersuchungen keine Inhibition des klassischen oder Lektin-

Weges.180 Unabhängig davon konnte dieses Ergebnis auch in der vorliegenden Arbeit 

bestätigt werden (s. Abbildung 14 und Abbildung 16), so dass davon ausgegangen 

werden kann, dass ORF6 nicht mit C2 interagiert. 

Die durchgeführten Bindungsanalysen mit weiteren Komplementkomponenten des 

klassischen und des Lektin-Weges ergaben, dass ORF10 in der Lage ist, an C4 als auch an 

C4b (s. Abbildung 17 C und Abbildung 17 D) zu binden. Eine Bindung an C4 oder C4b 

könnte eine Inhibition des klassischen und des Lektin-Weges zur Folge haben. Auch 

ORF6 als Kontrollprotein zeigte eine Bindung an beide Komplementkomponenten. 

Bisher lagen keine Daten zum Bindungsverhalten von ORF6 an C4 und C4b vor. Diese 

Interaktion scheint jedoch keine Auswirkung auf die Aktivierung des klassischen oder 

des Lektin-Weges zu haben, wie in früheren Untersuchungen180 als auch in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte (s. Abbildung 14 und Abbildung 16). Eine 

Inhibition der Komplementkaskade durch die Bindung von ORF6 an C4 bzw. C4b konnte 

in den durchgeführten Analysen jedoch nicht eindeutig bestätigt werden. 

 

Da für die Komplementkomponenten C1r und C1s kein spezifischer Antikörper zur 

Verfügung stand, diese jedoch in die Bindungsanalysen miteinbezogen werden sollten, 

wurden die Komplementkomponenten zunächst immobilisiert und anschließend die zu 

untersuchenden, gereinigten Borrelienproteine hinzugegeben. Die gebildeten 

Komplexe wurden mit dem Anti-His6-Antikörper detektiert. Diese Analysen ergaben 

eine signifikante Bindung von ORF10 an C1q und C1s (s. Abbildung 18 A). Auch zeigte 

sich eine Bindung an C4b, während eine Bindung von C1r, C2 und C4 an ORF10 nicht 

nachgewiesen werden konnte. Die in Abbildung 17 B und D dargestellten Ergebnisse 

lassen zwar eine Bindung von C2 und C4 an ORF10 vermuten, welche sich unter diesen 

Bedingungen jedoch nicht bestätigen ließ. Eine Ursache für die scheinbare Bindung 

könnte die Verwendung der unspezifisch reagierenden, polyklonalen Antikörper gegen 

C2 und C4 sein, welche in den initialen Untersuchungen eingesetzt wurden. 

ORF6 zeigte lediglich eine Bindung an C1q (s. Abbildung 18 B), weshalb davon 

ausgegangen werden kann, dass es sich bei der in Abbildung 17 C und D dargestellten 

Bindung an C4 und C4b ebenfalls um eine unspezifische Bindung des verwendeten 

polyklonalen Anti-C4-Antikörpers handelt. Inwieweit eine Bindung von ORF6 an C1q 
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besteht, bedarf weiterer Analysen, da eine Inhibition von ORF6 auf den klassischen Weg 

bisher nicht bestätigt werden konnte.180 

Die Ergebnisse zum Bindungsverhalten von BBK32205 an C1r und C1q konnten auch in 

dieser Arbeit bestätigt werden. Es zeigte sich eine signifikante Bindung an C1r und C1q 

(s. Abbildung 18 C), wie in der Literatur bereits beschrieben.188 Eine Bindung von 

BBK32205 an C1s kann aufgrund der publizierten Daten ausgeschlossen werden. Die in 

dieser Arbeit durchgeführten Bindungsanalysen waren durch die sehr niedrigen 

Absorptionswerte gekennzeichnet, so dass von keiner Bindung an C1s auszugehen ist. 

 

Um das inhibitorische Potenzial von ORF10 auf den Lektin-Weg noch näher zu 

untersuchen, wären Bindungsstudien mit gereinigtem MBL wegweisend. Dieses 

Komplementprotein lag zum Zeitpunkt der Durchführung dieser Bindungsanalysen 

leider nicht in ausreichend hoher Reinheit vor. 

 

4.2.2.2 Interaktion von ORF10 mit Komponenten des alternativen Weges 

Hinsichtlich der Interaktion von ORF10 mit den Komponenten des alternativen Weges 

konnte nachgewiesen werden, dass ORF10 die Komplementkomponente C3 bindet 

(s. Abbildung 20 A). C3 wird durch die C3-Konvertasen in seine aktiven Fragmente C3a 

und C3b gespalten. Während C3a in der Flüssigphase als Immunmodulator für zahlreiche 

inflammatorische Prozesse fungiert,143 stellt C3b eine zentrale Komponente aller drei 

Wege dar. Eine Bindung an C3 kann daher eine Inhibition aller drei Komplementwege 

mit sich führen. Eine Bindung von C3 an ORF6 und ORF7 wurde bisher noch nicht 

untersucht, allerdings konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass beide ORF-

Proteine C3b binden können und auch inhibitorisch auf den alternativen Weg wirken.180 

Auch C3b als Schlüsselkomponente des alternativen Weges wurde in die 

Untersuchungen miteinbezogen. Es ist ein Bestandteil der C3-Konvertase und kann 

weiterhin unspezifisch an Zellen binden und diese somit markieren (Opsonisierung).122 

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass die Transmembranproteine 

gC1 und gC2 des Herpes simplex-Virus Typ 1 eine Bindung an C3b bewirken, was zur 

signifikanten Verringerung der Halbwertszeit der C3-Konvertase führt.207 In den 

durchgeführten Bindungsstudien konnte neben C3 ebenfalls eine signifikante Bindung 
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von ORF10 an C3b gezeigt werden (s. Abbildung 20 B). Es ist davon auszugehen, dass die 

Bindung von ORF10 sowohl an C3 als auch an C3b maßgeblich daran beteiligt ist, dass 

ORF10 den alternativen Weg inhibiert (s. Abbildung 15). 

Im alternativen, im klassischen und im Lektin-Weg findet eine Spaltung der 

Komplementkomponente C5 durch die C5-Konvertase in C5a und C5b statt. C5b ist 

daran beteiligt, dass der terminale Weg aktiviert wird, der die Bildung des MAK zur Folge 

hat.208 Eine Bindung von C5 hätte zur Folge, dass alle drei Wege des 

Komplementsystems inhibiert werden könnten. Tatsächlich konnte für ORF10 eine 

signifikante Bindung an C5 nachgewiesen werden (s. Abbildung 20 C). Dieses Ergebnis 

korreliert mit der Fähigkeit von ORF10, alle drei Komplementwege zu inhibieren 

(s. Kapitel 3.2.1). 

FB nimmt eine essenzielle Rolle für den alternativen Weg ein. Gebunden an 

hydrolysiertem C3(H2O), wird es durch FD in Faktor Ba und Bb gespalten, sodass FB 

zusammen mit C3 die C3-Konvertase der Flüssigphase C3(H2O)Bb bilden kann.123 Bei den 

Bindungsstudien konnte für keines der untersuchten Proteine eine eindeutige 

Interaktion mit FB gezeigt werden (s. Abbildung 20 D). 

Weiterhin wurde die Bindung mit FH, dem zentralen Regulator des alternativen Weges, 

untersucht. FH dient als Kofaktor für FI, welcher die Degradation von C3b unterstützt. 

Außerdem wird die Dissoziation der auf der Zelloberfläche gebildeten C3-Konvertase 

(C3bBb) gefördert.122 Im Rahmen der durchgeführten Analysen konnte ebenfalls keine 

Bindung von FH an ORF10 nachgewiesen werden, jedoch konnte, wie erwartet, die 

Interaktion von FH mit CbiA bestätigt werden (s. Abbildung 20 E).184 Eine Bindung von 

FH an BGA66 lässt sich ausschließlich im ELISA vermuten, allerdings nicht mit anderen 

Untersuchungsmethoden.183  

Die vergleichenden Analysen zur Interaktion mit FI, welcher, zusammen mit FH und 

C4BP, die Spaltung von C3b bzw. C4b katalysiert (s. Kapitel 1.3.5), führten zur Erkenntnis, 

dass keines der untersuchten Proteine, eingeschlossen ORF10, an diese 

Komplementkomponente bindet (s. Abbildung 20 F). 

 

In Tabelle 40 sind die Ergebnisse der Bindungsanalysen von ORF10 an die untersuchten 

Komplementfaktoren zusammengefasst. Der entsprechende Komplementweg, der 
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durch die Bindung an den jeweiligen Komplementfaktor inhibiert wird, ist ebenfalls 

aufgeführt. 

 

Tabelle 40: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Interaktion von ORF10 an untersuchte 
Komplementfaktoren 

Komplementfaktoren Bindung von ORF10 Komplementweg 

C1q + KW 

C1r - KW 

C1s + KW 

C2 (-)* KW, LW 

C3 + AW 

C3b + AW 

C4 (-)* KW, LW 

C4b + KW, LW 

C5 + KW, LW, AW 

FB - AW 

FH - AW (KW) 

FI - KW, LW, AW 

* Eine Bindung von ORF10 an C2 und C4 konnte nicht eindeutig bestätigt werden. 

 

In Ergänzung zu den durchgeführten Bindungsanalysen wurden dosisabhängige 

Interaktionen von ORF10 an C1q und C4b sowie an C3 und C3b durchgeführt 

(s. Kapitel 2.13.2.2), um einen ersten Anhalt für die Bindungsaffinität der ausgewählten 

Komplementkomponenten an ORF10 zu erhalten. Die gemessenen Werte im 

nanomolaren Bereich wiesen für C1q und C4b eine starke Bindungsaffinität an ORF10 

auf (s. Abbildung 19). Für C3 und C3b ließ sich ab 10 nM eine signifikante Bindung an 

ORF10 nachweisen (s. Abbildung 21); allerdings konnte für keine der untersuchten 

Reaktionen eine Sättigung erzielt werden. 

Für die Komponente C5 ist bereits eine dosisabhängige Bindung dokumentiert; 

allerdings konnte auch hier keine Sättigung erzielt werden.9 Die Interaktion von ORF10 

mit C1s (s. Abbildung 18 A) konnte nicht weitergehend untersucht werden, da zum 



   
 

 
 

115 

Zeitpunkt der durchgeführten Versuche kein geeigneter Anti-C1s-Antikörper zur 

Verfügung stand. 

 

Um detaillierte Erkenntnisse zur ORF10-Komplement-Interaktion zu erhalten, wären 

weitere Verfahren, wie die Oberflächen-Resonanzspektroskopie („Surface Plasmon 

Resonance Spectroscopy“) oder Thermophorese („Microscale Thermophoresis“), von 

aussagekräftiger Relevanz. 

 

4.2.3 Inhibitorischer Einfluss von ORF10 auf den terminalen Weg des 

Komplementsystems 

Der inhibierende Einfluss von ORF10 auf den terminalen Komplementweg wurde mit 

einem zellbasierten hämolytischen Assay untersucht (s. Kapitel 2.14.1), um die 

funktionellen Analysen zur Komplement-inhibierenden Wirkung von ORF10 zu 

finalisieren. Hierfür wurden die am terminalen Weg beteiligten Komponenten C7, C8 

und C9 mit den zu untersuchenden Proteinen vorinkubiert und anschließend zu 

Schaferythrozyten hinzugegeben, welche ihrerseits mit dem C5b-6-Komplex 

vorinkubiert wurden. Bei einer Absorption von 414 nm konnte die Lyse der Erythrozyten 

durch das Freisetzen von Hämoglobin gemessen werden. ORF10 zeigte auf den 

terminalen Weg eine deutliche Inhibition bereits ab einer Konzentration von 0,5 nM 

(s. Abbildung 22). Die zusätzliche Blockade der Aktivierung des terminalen Weges neben 

der Inhibition des alternativen, des klassischen und des Lektin-Weges (s. Abbildung 14, 

Abbildung 15 und Abbildung 16) würde die Komplement-inhibierende Wirkung von 

ORF10 insgesamt verstärken. Hierbei scheint die Inhibition der Auto-Polymerisation von 

C9 eine wesentliche Rolle zu spielen, wie bereits für ORF10209 als auch für ORF7, ORF8 

und ORF9180 in früheren Analysen gezeigt werden konnte. 

 

4.2.4 Struktur-basierte Mutationen von ORF10 und deren Auswirkung auf 

die Komplementinteraktion 

Vergleicht man die modellierte Struktur von ORF10 mit der publizierten Struktur 

anderer Komplement-interagierender Borrelienproteine, wie z. B. CspA von 

B. burgdorferi,189,210 BGA71 von B. bavariensis183,211 oder auch ORF7 von B. recurrentis,9 
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so lassen sich Übereinstimmungen in der Proteinkonformation feststellen (s. Abbildung 

27). Alle genannten Proteine weisen mehrere α-Helices sowie ein β-Faltblatt auf. 

 

 

Abbildung 27: Struktureller Vergleich der Modelle von ORF10, ORF7, CspA und BGA71 

Vergleich der dreidimensionalen Strukturen von ORF10 von B. recurrentis (A), ORF7 von B. recurrentis (B), 
CspA von B. burgdorferi (C) und BGA71 von B. bavariensis (D). Es sind jeweils der N- und C-Terminus 
gekennzeichnet. Die modellierten Strukturen von ORF10 und ORF7 wurden von Dr. Karin Fritz-Wolf zur 
Verfügung gestellt; modifiziert. CspA und BGA71 sind jeweils als Monomere dargestellt (entnommen 
Caesar et al., 2013210 sowie Brangulis et al., 2018211; jeweils modifiziert). 

 

Anhand der zur Verfügung gestellten, modellierten, dreidimensionalen Struktur von 

ORF10 wurden einzelne Aminosäuren und Regionen ausgewählt, die potenziell an der 

Interaktion von ORF10 mit den untersuchten Komplementkomponenten beteiligt sein 

könnten. Obwohl mit Hilfe der In-vitro-Mutagenese drei von vier Proteinmutanten 

erfolgreich generiert werden konnten, ließen sich die veränderten ORF10-Varianten 

nicht aus E. coli-Lysaten affinitätschromatographisch isolieren (s. Kapitel 3.3.1). Der 

fehlende Nachweis der ORF10-Varianten in den E. coli-Lysaten lässt vermuten, dass die 

veränderten Proteine proteolytisch degradiert werden oder zu instabil sind, um in 

ausreichender Menge isoliert werden zu können. 
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4.2.5 Untersuchungen zur Serumresistenzentstehung von Borrelien durch 

heterologe Produktion von ORF10 

Um die Relevanz von ORF10 für die intrinsische Serumresistenz von B. recurrentis zu 

eruieren, müssten genetisch veränderte Borrelienzellen hergestellt werden, denen das 

ORF10-kodierende Gen fehlt. Bei Bakterien, die mehrere Komplement-interagierende 

Proteine besitzen, ist ein „knock-out“ mehrerer Gene, ohne zusätzliche Mutationen zu 

generieren, kaum möglich. Insbesondere bei B. recurrentis fehlen methodische 

Möglichkeiten, die es erlauben, den Erreger selbst genetisch zu manipulieren. Aus 

diesem Grund wurden sogenannte „gain of function“-Vektoren, die das ORF10-

kodierende Gen mit dem nativen Promotor von B. recurrentis enthalten, generiert und 

diese anschließend in Serum-sensitive Borrelien der Spezies B. garinii transformiert. 

Dieser Surrogat-Stamm ist in der Lage, Proteine anderer Borrelienspezies heterolog zu 

produzieren. Die ORF10-produzierenden Borrelienzellen wurden auf ihre Eigenschaft, in 

Gegenwart von aktivem Humanserum zu überleben, in einem sogenannten 

Serumbakterizidietest untersucht (s. Kapitel 2.14.2).  

 

Es existieren bereits zahlreiche Studien mit „gain of function“-Stämmen, die bewiesen, 

dass transformierte Borrelien zur Untersuchung der Serumresistenz geeignet sind, wenn 

keine gezielten genetischen Manipulationen der zu untersuchenden Borrelienspezies 

möglich sind.179,184,203,204 Für die Proteine ORF7, ORF8 und ORF9 von B. recurrentis 

konnte gezeigt werden, dass sie den transformierten Borrelienzellen protektiven Schutz 

vor Komplement-vermittelter Lyse verleihen, während ORF6 keine Resistenz gegenüber 

Humanserum bewirkt.9 Auch HcpA und CihC verleihen sowohl in B. garinii9 als auch in 

B. burgdorferi B313 eine Resistenz gegenüber Humanserum.151,179 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Serumresistenztests mit G1/pORF10 als auch mit 

dem Kontrollstamm G1/pKFSS1, der nur den „Shuttle“-Vektor enthielt, verdeutlichten, 

dass die Anzahl an motilen Zellen bereits nach einer Stunde deutlich abnahm. Im 

weiteren Verlauf reduzierte sich die Anzahl an motilen Zellen kontinuierlich und nach 

6 h ließen sich nur noch vereinzelte motile Zellen detektieren (s. Abbildung 26). Aus 

diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass ORF10 allein nicht in der Lage ist, Serum-
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sensiblen Borrelienzellen in vitro Serumresistenz zu verleihen. Mögliche Erklärungen für 

dieses Ergebnis könnten z. B.  die fehlende Exposition oder zu geringe Konzentration des 

Proteins auf der Zelloberfläche sein sowie eine veränderte Konformation, die zu einem 

Funktionsverlust führen könnte. Es ist denkbar, dass das gebildete ORF10-Protein nicht 

in der Lage ist, mit Komplement zu interagieren, da es von anderen, auf der 

Zelloberfläche befindlichen Proteinen abgeschirmt wird. Eine weitere Möglichkeit 

bestände darin, dass die Produktion eines „fremden“ Proteins zu einer verminderten 

Fitness der B. garinii-Zellen führt, was in einer erhöhten Sensibilität gegenüber 

Humanserum resultieren könnte. 

 

4.3 Ausblick 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten erste Erkenntnisse zur Interaktion des 

Proteins ORF10 von B. recurrentis mit verschiedenen Komplementkomponenten 

gewonnen werden. Es lässt sich schlussfolgern, dass dieses Protein aufgrund des 

umfangreichen inhibitorischen Potenzials eine wichtige Rolle für die Immunevasion von 

B. recurrentis spielen könnte. Die Interaktion mit C3 und C3b als zentrale Komponenten 

scheint bedeutend für die Inhibition des alternativen Komplementweges zu sein. 

Zukünftige Untersuchungen könnten der Frage nachgehen, ob die Interaktion mit ORF10 

und C3 bzw. C3b zu einer Inhibition der Assemblierung der C3-Konvertase bzw. C3-

Prokonvertase führt. Die nachgewiesene Interaktion mit C1q und C4b lässt eine wichtige 

Rolle von ORF10 für die Inaktivierung des klassischen und Lektin-Weges vermuten. 

Weiterführende Fragestellungen könnten die Inhibition der C3-Konvertase C4bC2a im 

Fokus haben. Des Weiteren könnte analysiert werden, ob ORF10 neben der bereits 

gefundenen Bindung an C9 auch mit anderen Komponenten des MAK interagiert, wie 

dies bereits für CspA von B. burgdorferi189 sowie für BGA66 und BGA71 von 

B. bavariensis nachgewiesen werden konnte.183  
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5 Zusammenfassung  

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand die Fragestellung, inwieweit ORF10 von 

B. recurrentis, dem Erreger des Läuserückfallfiebers, mit verschiedenen 

Komplementkomponenten interagieren kann. 

 

Mit funktionellen Komplementtests konnte gezeigt werden, dass ORF10 den 

klassischen, den alternativen sowie den Lektin-Weg inhibiert, wobei sich die stärkste 

Inhibition gegenüber dem alternativen Weg manifestierte. Darüber hinaus ließ sich in 

einem Zell-basierten Hämolyse-Assay eine Inhibition des terminalen Komplementweges 

durch ORF10 nachweisen. 

Die durchgeführten Bindungsanalysen mit verschiedenen Komplementkomponenten 

führten zu dem Ergebnis, dass ORF10 mit C1q, C1s, C3, C3b, C4b und C5 interagiert und 

diese Protein-Protein-Interaktion mit den Komplementkomponenten C1q, C3, C3b und 

C4b durch einen dosisabhängigen Verlauf charakterisiert ist. Eine Bindung von C1r, C2, 

C4, FB, FH sowie FI konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.  

 

Auf Basis der modellierten Struktur von ORF10 wurden mithilfe der In-vitro-Mutagenese 

drei verschiedene Varianten generiert, die jedoch nicht affinitätschromatographisch aus 

E. coli-Zelllysaten isoliert werden konnten und deshalb nicht für weiterführende 

funktionelle Analysen zur Verfügung standen. 

 

Die Ergebnisse der Serumbakterizidie-Tests mit einem „gain of function“-

Borrelienstamm, welcher ORF10 heterolog produzieren sollte, ergaben, dass keine 

erhöhte Resistenz gegenüber Humanserum nachgewiesen werden konnte. Inwieweit 

ORF10 bei der intrinsischen Serumresistenz von B. recurrentis beteiligt ist, lässt sich 

abschließend nicht vollumfänglich erklären. 
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6 Summary 

The focus of the present work deals with the interaction of ORF10 from B. recurrentis, 

the pathogen causing louse-borne relapsing fever, with various complement 

components. 

 

By using functional complement tests, it was shown that ORF10 inhibits the classical, the 

alternative und the lectin pathway displaying the strongest inhibition against the 

alternative pathway. In addition, inhibition of the terminal complement pathway by 

ORF10 could also be demonstrated in a cell-based hemolysis assay. 

The binding analyses conducted with various complement components led to the 

conclusion that ORF10 interacts with C1q, C1s, C3, C3b, C4b and C5. In addition, ORF10 

bound to complement components C1q, C3, C3b and C4b dose-dependently. However, 

ORF10 did not bind C1r, C2, C4, FB, FH, and FI. 

 

Based on the modelled structure of ORF10, three different variants were generated 

using in vitro mutagenesis, which, however, could not be isolated from E. coli cell lysates 

using affinity chromatography and were, therefore, not available for further functional 

analyses. 

 

The results of the serum bactericidal assays with a "gain of function" Borrelia strain, 

which was supposed to produce ORF10 heterologously, suggested that this protein does 

not increase resistance to human serum. Thus, whether ORF10 is involved in serum 

resistance of B. recurrentis warrants further analyses.  
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