Untersuchungen zur Genregulation eukaryoter Gene in

Borrelien-infizierten Endothelzellen

Vom Fachbereich Chemie der Universitat Hannover
zur Erlangung des Grades
Doktorin der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

genehmigte Dissertation

von

Dipl.-Biol. Anja Schlotzhauer
geboren am 16.06.1971 in Laatzen

2003



Referent: Prof. Dr. Walter H. Miiller

Korreferent: Prof. Dr. Dr. Wilfried Bautsch

Tag der Promotion: 04.12.2003



Der Beginn aller Wissenschaften ist das Erstaunen,

dass die Dinge sind wie sie sind.

(Aristoteles; 384 - 322 v. Chr.)






Zusammenfassung

Die Lyme-Borreliose ist eine Multisystemerkrankung, die durch Borrelien des Borrelia
burgdorferi sensu lato-Komplexes verursacht wird. Man unterscheidet mehrere Genospezies
(B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, und B. garinii), die leicht unterschiedliche klinische
Erscheinungsformen auslosen. Fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde B.
burgdorferi sensu stricto eingesetzt; dieser Erreger ist vornehmlich in Nordamerika
beheimatet. Die Bakterien werden durch Zecken {ibertragen. Die Krankheit verlduft
charakteristischerweise in verschiedenen Stadien, wobei der individuelle Krankheitsverlauf
recht variabel ist. Wahrend die Friihmanifestationen der Erkrankung normalerweise gut
behandelbar sind und in einem hohen Prozentsatz der Fille spontan ausheilen, sprechen die
Spatformen der Lyme-Borreliose — etwa die Lyme-Arthritis — nur miBig gut auf Antibiotika
an und sind durch Chronizitit der Symptome und hohe Rezidivneigung gekennzeichnet.
Borrelien gelten als typische, extrazelluldr wirkende Bakterien. Mehrere Autoren haben nun
aber mittels Immunfluoreszenzfirbungen gezeigt, dass Borrelien auch innerhalb von
Endothel- und Synovialzellen gefunden werden konnen. Die pathophysiologische Bedeutung
dieses intrazelluliren Vorkommens ist aber vollkommen unbekannt.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden durch Borrelia burgdorferi ausgeloste
Genregulationen in humanen Wirtszellen unter experimentellen Bedingungen untersucht, bei
denen es zu einem intrazelluldren Befall kommen kann.

(1) Hierzu wurde zundchst ein Infektionsmodell in humanen Endothelzellen der
Nabelschnur (HUVEC) aufgebaut. Infektiose Borrelien konnten nach Tierpassage
durch die Maus gewonnen werden. Mittels Immunfluoreszenzdoppelfiarbung konnte
mikroskopisch der Nachweis intrazelluldrer Bakterien erbracht werden.

(2) Die erhaltene mRNA infizierter Zellen wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und
gegen cDNA-Arrays hybridisiert, um potentiell regulierte Gene zu identifizieren. Als
Kontrollen wurden Zellen eingesetzt, die entweder nicht-infiziert oder mit
hitzeinaktivierten Borrelien behandelt worden waren. Aus drei verschiedenen
Infektionsansédtzen konnten so 10 potentiell regulierte Gene aus einem Panel von
1176 identifiziert werden.

(3) Fiir 4 dieser Gene wurde anschlieend eine Bestédtigung auf mRNA- und Proteinebene
mittels RT-PCR bzw. FACS/ELISA versucht. Hierbei konnte fiir 2 Gene, ICAM-1
(interzelluléres Adhisionsmolekiil-1) und MIP-2alpha (Makrophagen
inflammatorisches Protein-2alpha), eine Bestitigung der in den cDNA-Arrays
gefundenen Regulation erbracht werden. Beide Gene werden durch hitzeinaktivierte
Borrelien hochreguliert, widhrend in dem Ansatz mit lebenden Borrelien eine
Herunterregulierung nach 24 h gezeigt werden konnte.

Die gefundenen Gene spielen eine wichtige Rolle bei der chemotaktischen Anlockung von
Leukozyten und ihrem Durchtritt aus der Blutbahn in infiziertes Gewebe. Unter der Annahme,
dass die gefundenen Regulationen durch intrazelluldr vorliegende Borrelien ausgeldst werden,
machen diese Befunde auch aus Sicht des Erregers biologisch Sinn: Wichtige Gene im
Rahmen von Entziindungsprozessen werden in befallenen Zellen durch die Bakterien
herunterreguliert, die entziindliche Antwort des befallenen Wirts also auf die Umgebung
(nicht-befallene Zellen) ,,umgeleitet”. Damit kénnen diese Befunde als erste Indizien fiir eine
wichtige pathogenetische Bedeutung des intrazelluliren Vorkommens von Borrelien bei der
Lyme-Borreliose gewertet werden.






Abstract

The Lyme borreliosis is a multisystem disease caused by bacteria of the Borrelia burgdorferi
sensu lato complex. Several different genospecies (B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, and
B. garinii) have been described that cause slightly different clinical signs and symptoms. In
this work B. burgdorferi sensu stricto was used, a species mainly found in North America.
The bacteria are transmitted by tick bites. The disease typically proceeds successively through
different stages, the natural course in the individual patient, however, may be quite variable.
The early manifestations of the disease usually respond well to antibiotic therapy or may even
heal spontaneously in a high percentage of cases. The late manifestations, however, are
diffcult to treat, the symptoms tend to become chronic and there is a high relapse rate after
therapy, as in e.g. Lyme arthritis. While commonly regarded as typical extracellular bacteria,
several authors have demonstrated by immunofluorescence studies, that borrelia may be
found within endothelial and synovial cells. The pathophysiological relevance of these
findings, however, is completely unknown.

In this thesis, the gene regulations in human host cells induced by Borrelia burgdorferi were
analysed under experimental conditions that allow for intracellular invasion of the bacteria.

(1) For that purpose, an infection model was established in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC). Infectious Borrelia were generated by animal passage
through laboratory mice. Intracellular localization of Borrelia could be demonstrated
by immunofluorescence analysis.

(2) Messenger RNA of infected cells was isolated, reversely transcribed into cDNA and
hybridized against cDNA arrays to identify potentially regulated genes. As negative
control, native HUVEC cells or cells treated with heat-inactivated Borrelia were used.
In three separate experiments, 10 potentially regulated genes out of a pool of 1176
analyzed ones could be identified.

(3) Four of these genes were further analysed on mRNA and protein level using RT-PCR
or FACS/ELISA techniques, respectively. This analysis could confirm the regulation
found in the cDNA arrays for two of these genes, ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) and MIP-2alpha (macrophage inflammatory protein-2alpha). Both genes
were found to be up-regulated in cells treated with heat-inactivated borrelia, while
treatment with live borrelia apparently down-regulated these genes after 24 h.

Both genes, ICAM-1 and MIP-2alpha, play a major role in the chemotaxis and diapedesis of
leukocytes. Under the assumption that these regulations are induced by intracellularly
localized borrelia, these results make biological sense from the bacteria’s point of view:
Important genes involved in inflammatory defence processes are down-regulated by the
bacteria in infected cells, thus “diverting” the inflammatory response of the host to the
surrounding non-infected cells. These data therefore provide a first indication for a
pathogenetic relevance of intracellular borrelia in Lyme borreliosis.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden durch Bakterien der Gattung Borrelia ausgeloste
Genregulationen in humanen Wirtszellen untersucht. Zur Einfiihrung in dieses Thema werden
der Hintergrund zur Entdeckung, Taxonomie und Biologie dieses Erregers dargestellt, sowie
die durch ihn hervorgerufene Erkrankung erldutert, die Lyme-Borreliose. Ebenso wird auf
bereits vorhandene Forschungsergebnisse zum Uberleben von Borrelien in Wirtszellen, sowie

verursachte Genregulationen eingegangen.

1.1 Entdeckung der Borrelien als Erreger der Lyme-Borreliose

Die seit dem II. Internationalen Kongress iiber Lyme-Disease in Wien 1985 international
akzeptierte Bezeichnung “Lyme-Borreliose” fasst verschiedene Krankheitsbilder zusammen,
die bereits seit einigen Jahrzehnten bekannt und beschrieben, jedoch nicht miteinander in
Beziehung gebracht wurden. Die Lyme-Borreliose ist die bedeutendste durch Zecken
iibertragene Infektion bei Mensch und Haustier in Europa. Die Namensgebung erfolgte
aufgrund der 1974/75 beobachteten Haufigkeit von Arthritis bei Kindern in der Stadt Lyme
(USA), was eine forcierte Ursachenforschung zur Folge hatte [1]. Als historische Indizien
waren bereits 1883 in Europa von Buchwald die chronische Hautentziindung (Acrodermatitis
chronica atrophicans) und 1910 von Afzelius die Wanderrdte (Erythema migrans) nach
Zeckenstichen beschrieben worden. Zudem wurden 1922 von Garin und Bujadoux einige
neurologische Erkrankungen und 1941 von Bannwarth die Meningopolyneuritis als Folge von
Zeckenstichen beschrieben.

Doch erst die verstirkte Untersuchung des Arthritisphdnomens in Lyme durch Allen L. Steere
und Steven E. Malawista von der Universitdt in New Haven (Connecticut), fiithrte Ende der

siebziger Jahre zum starken Verdacht der Zecken als Trager des pathogenen Agens.

SchlieBlich gelang 1982 Willy Burgdorfer von den

Rocky-Mountains-Laboratorien in Hamilton (Montana)
die Isolierung und Identifizierung des bakteriellen
Erregers aus dem Mitteldarm von Ixodes dammini

(heute: I. scapularis; Hirschzecke)[2].

Abbildung 1: Laserscan-mikroskopische Aufnahme von
8 Borrelia burgdorferi (Wallich, Hofmann; Biospektrum 4/99).
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Nach dieser entscheidenden Entdeckung wurde darauthin in Europa der nach seinem
Entdecker benannte Erreger Borrelia burgdorferi auch im gemeinen Holzbock (Ixodes
ricinus) nachgewiesen [3]. Erst diese Entdeckung ermoéglichte eine klarere Definition des
Krankheitsspektrums der Borrelia burgdorferi-Infektion. Weitere Untersuchungen zur
klinischen Manifestation charakterisierten die Lyme-Borreliose als eine typische
Multisystemerkrankung [4]. Es handelt sich um eine Erkrankung, die neben
Allgemeinsymptomen vor allem die Haut, das zentrale und periphere Nervensystem sowie die
Gelenke, selten auch Muskeln, Bindegewebe und andere Organe betrifft und abhéngig von

der Immunreaktion des Patienten einen sehr unterschiedlichen Verlauf nehmen kann.

1.2 Taxonomie und Morphologie der Spirochiten

Die Borrelien gehoren zu den Eubakterien in der systematischen Ordnung der Spirochaetales.
Die einzige Familie der Spirochéten (Spirochaetaceae) unterteilt sich in 6 Gattungen (siche
Abbildung 2). Die pathologisch am bedeutsamsten Gattungen sind die Gattung Borrelia mit
Lyme-Borreliose oder Riickfallfieber verursachenden Borrelienspezies, die Gattung
Leptospira mit L. interrogans dem human pathogenen Erreger der ,,Weilschen Krankheit®,
die Gattung Treponema mit dem Syphilis-Erreger Treponema pallidum, aber auch
harmloseren Spezies wie Schmarotzer der Mundhohle. Ein groBBer Teil der anderen Gattungen
beinhaltet freilebende Spirochdten, die vorwiegend apathogen sind und verbreitet an
unterschiedlichsten aquatischen Habitaten in SiiB- und Salzwasser vorkommen. Aufgrund des

unterschiedlichen Lebensraumes gibt es aerobe, mikroaerophile und anaerobe Spezies.

Ordnung Familia Genus
——  Borrelia
— Treponema

———  Spirochaeta
Spirochaetales

Spirochaetaceae
————  Cristispira

— Leptospira

- Leptonema

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ordnung Spirochaetales mit sechs bekannten Gattungen
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Ihre charakteristische spiralige Gestalt und Beweglichkeit, die allen Spirochaeten gemeinsam
ist, erhalten diese fadigen Schraubenbakterien durch kontraktile fibrillire Elemente, die den
Protoplasmazylinder spiralig umwinden. Eine duflere Hiillmembran umschliet dabei
Protoplasmazylinder und Achsialfibrillen. Diese dadurch erhaltene ideale Morphologie und
Motilitdt erlaubt den Erregern die Penetration von Organgeweben, die auf inter- und
intrazelluldirem Wege stattfinden kann [5]. Speziell zu Borrelien gab es Studien zur
Untersuchung der Beweglichkeit in Fliissigkeiten mit unterschiedlicher Viskositit, wobei
erkannt wurde, dass Borrelien sich sehr schnell durch viskdse Substanzen bewegen konnen,
was seine natiirliche Ubertragung iiber die ebenfalls viskdsere Haut erklirt [6].

Die Borrelien besitzen im Vergleich zu ihrer groen Liange (20 um) einen ungewohnlich
geringen Durchmesser (0,3 pum), aufgrund dessen sie sogar feinporige Filter passieren, die die
meisten Bakterien zuriickhalten, was zu ihrer Anreicherung ausgenutzt werden kann.
Aufgrund des geringen Durchmessers sind sie im Hellfeld-Mikroskop nur schwer sichtbar
und werden daher im Phasenkontrast- und Dunkelfeld-Mikroskop beobachtet.

Eine Anziichtung erfolgt in komplexen Spezialmedien. Die Vermehrung der Spirochaeten
erfolgt durch Langsteilung, wobei die Generationszeit mit 6 bis 20 Stunden sehr lang ist.
Ultrastrukturelle Untersuchungen von Borrelien aus Isolaten von Zecken, Tieren und
Menschen verschiedener geographischer Regionen brachten Unterschiede in Bezug auf
Windungen und Proportionen zu Tage [7, 8]. Neben dieser morphologischen Heterogenitit

kam es zur Erkennung einer antigenen Heterogenitéit von B. burgdorferi [9].

Die Lyme-Borreliose selbst zeigt unterschiedliche Verldufe, deren Molekularpathologie
derzeit noch intensiv untersucht wird. Als gesicherte Erkenntnis aufgrund von DNA-
Sequenzuntersuchungen und der Reaktivitdit monoklonaler Antikorper [10] gilt bisher die
Identifizierung von drei verschiedenen humanpathogenen B. burgdorferi-Genospezies:

e B. burgdorferi sensu stricto (in den USA und in Europa)
e B. garinii (in Europa und Asien)
e B afzelii (in Europa und Asien)

Aufgrund dieser Differenzierung in Genospezies werden alle Lyme-Borreliose
verursachenden Borrelienspezies unter dem Begriff Borrelia burgdorferi sensu lato Komplex
zusammengefasst, wobei Borrelia burgdorferi sensu stricto davon abgegrenzt wird und eine
eigene Genospezies darstellt. Aufgrund von Sequenzvergleichen werden die verwandten
Borrelienspezies, welche das Riickfallfieber verursachen, etwa B. recurrentis, davon

phylogenetisch abgegrenzt [11, 12].
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Genus Spezies

——  B. burgdorferi sensu stricto
—— B. garinii

———  B. afzelii

———— B. valaisiana

———  B. lusitaniae B. burgdorferi sensu lato -
———  B. andersonii Komplex

——— B. bisettii
| B.japonica

———- B.turdi

Borrelia

B.recurrentis  seeeeee——
——  B. duttonii

———  B. crocidurae

| B. hispanica

————  B. hermsii

Ruckfallfieber Borrelien

—— B. parkeri
—— B. turicatae
—— B. lonestari

—— B. coriaceae

——— B. miyamotoi

L B.anserina s

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gattung Borrelia. Als eindeutig mit Lyme-Borreliose
assoziiert gelten bislang drei Spezies des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes: B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii und B. afzelii.

Innerhalb des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplex wurde eine Reihe Genospezies
identifiziert, deren Pathogenitit teilweise noch ungekldrt ist oder die bisher als apathogen
eingestuft werden. Sicherlich sind noch nicht alle existierenden Genospezies entdeckt und
identifiziert worden. So wurde erst vor wenigen Jahren ein neues Isolat charakterisiert,
welches offensichtliche Unterschiede zu allen bisher bekannten Spezies des Borrelia
burgdorferi sensu lato Komplexes zeigt [13]. Zudem ist auch die Zuordnung in

humanpathogene und apathogene Borrelienarten nach neueren Forschungsergebnissen nicht
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entgiiltig. Dies zeigte sich zum Beispiel bei dem als apathogen eingestuften, genetisch und
phénotypisch analysierten B. valaisiana [11], der in einer spdteren Untersuchung in
Probenmaterial von Patienten mit Erythema migrans als alleiniger Erreger detektiert wurde,
womit ein moglicherweise pathogenes Potential aufgedeckt wurde.

Das Genom der Borrelien (B. burgdorferi sensu stricto Stamm B31) wurde vollstindig
sequenziert [14]. Als einzigartiges Merkmal im Gegensatz zu anderen Eubakterien besteht das
Borreliengenom aus nur einem linearen Chromosom (910.000 bp) mit bis zu zwanzig linearen
und zirkuldren Plasmiden (GesamtgroBBe: 530.000 bp). Das Genom ist ziemlich klein, was
offenbar auf das Fehlen von Synthesewegen zuriickzufiihren ist. Die meisten Gene kodieren
Transport- und Bindungsproteine, was dem Erreger das Uberleben im Wirt erlaubt. Mehr als
6% der chromosomalen Gene sind involviert in Bewegungsfunktionen und Chemotaxis und
fiir viele Gene ist die Funktion noch unbekannt.

Das Genom der Borrelien kodiert ungefahr 150 verschiedene Oberflachenproteine (outer
surface protein = Osp), die auf der Zellmembran exprimiert ihren Dienst an der Schnittstelle
zwischen Bakterium und Wirtsimmunsystem leisten. Unter anderem iiber diese
Oberflachenproteine, wie z. B. OspA-, OspB- oder OspC [9], erfolgt eine Differenzierung der
Borrelien. Ebenso wurden phylogenetische Beziehungen der Genospezies iiber die Analyse
der fiir OspC kodierenden Gene aufgestellt [15], sowie deren geographischer Ursprung und
Verbreitung untersucht [16].

Die meisten Gene zu Oberflichenproteinen sind auf linearen oder zirkuldren Plasmiden

lokalisiert.
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1.3 Biologie der Borrelien im Zusammenhang mit dem Vektor Zecke

Die Vektoren zur Ubertragung der Lyme-Borreliose sind ausschlieBlich Zecken der Gattung
Ixodes, im Gegensatz zu Riickfallfieber-Borrelien, deren Ubertriiger neben der Zecke auch die
Laus (Pediculus) ist. Die eindeutig wichtigste und héufigste Art in Europa ist Ixodes ricinus
(Gemeiner Holzbock), wobei auch die nest- bzw. hohlenbewohnenden Zeckenspezies Ixodes
hexagonus (Igelzecke) und Ixodes canisuga (Fuchszecke) eine Rolle bei der
Borrelieniibertragung spielen. Die hdufigste Art in den USA ist hingegen die kleine
Hirschzecke Ixodes scapularis (ehemals: I. dammini)

Die Zecken sind hdmatophage Ektoparasiten, fiir die die Blutmahlzeit, ausgenommen das
mannliche Stadium, fiir alle Stadien obligatorisch ist. Ménnliche Zecken saugen teilweise
kleine Mengen Blut am Wirt, werden aber nie vollgesogen aufgefunden. Die Gattung Ixodes
gehort zu den dreiwirtigen Zecken, d.h. Larven, Nymphen und Adulte saugen an
verschiedenen Wirten, was ihr Infektionsverbreitungspotential im Gegensatz zu ein- oder
zweiwirtigen Zecken deutlich macht. Eine Weiterentwicklung aller Zeckenstadien sowie die
Eiablage der Weibchen kann ohne vorherige Blutaufnahme nicht stattfinden.

Eine weitere Besonderheit von Ixodes ricinus ist sein umfangreiches Wirtsspektrum, was
diese Art so erfolgreich in der Besiedlung verschiedener Habitate macht und deren Kontrolle
erschwert. Es sind mindestens 35 Sduger- und 45 Vogelarten, sowie Reptilien als Wirte fiir
Ixodes ricinus in Deutschland bekannt [17] was auch die Verbreitung des Erregers B.
burgdorferi begiinstigt. Diese 0kologische Nische der Borrelien innerhalb des Vektors und
der Reservoirwirte wird oft parallel genutzt von einer Reihe nicht verwandter, aber auch
durch Zecken iibertragener Erreger wie Ehrlichia, Babesia, Rickettsia und dem Virus der
viralen Friihsommer-Meningoenzephalitis (FSME).

Der Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus dauert in Norddeutschland ca. 2-3 Jahre [18],
kann sich jedoch unter ungiinstigen Bedingungen wie Wirtsmangel auf 5-6 Jahre ausdehnen
[19]. Allerdings werden von dieser Entwicklungszeit lediglich etwa 3 Wochen am Wirt
verbracht [17]. Die juvenilen Stadien saugen 3-5 Tage, vollgesogene Weibchen verlassen
nach 7-10 Tagen ihren Wirt. Nach der Begattung, die vor, nach oder wihrend der
Blutaufnahme am Wirt erfolgen kann, kommt es nach 8-10 Tagen zur Ablage von bis zu 3000
Eiern, die sich nach 4-8 Wochen zum Larvenstadium entwickeln. Im Anschluss an den ersten
Saugakt entwickeln sich die sechsbeinigen Larven nach der H&iutung zu achtbeinigen
Nymphen. Jedes Entwicklungsstadium ist dabei in der Lage, in einer Diapause zu
tiberwintern. Der Entwicklungszyklus wird zudem beeinflusst vom Mikroklima, z.B. fiihren

hohere Temperaturen zu einem kiirzeren Zyklus. Allerdings liegt der tolerierte
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Temperaturbereich zwischen —10 °C bis +35 °C, und die relative Luftfeuchtigkeit sollte dabei
80 % nicht unterschreiten.

Die Ausbreitung der B. burgdorferi-Infektion innerhalb der Vektorpopulation erfolgt parallel
auf zwei Ubertragungswegen:

e Die transstadiale Transmission, bei der die Infektion wihrend der Metamorphose
bestehenbleibt und somit die Borrelieninfektionsrate von Larven iiber Nymphen bis zu
Adulten zunimmt [20].

e Die transovariale Transmission, wobei in einigen Fillen nach Besiedlung der Ovarien des
Zeckenweibchens durch B. burgdorferi die Eier und damit die schliipfenden Larven der

Folgegeneration infiziert werden [21, 22].

Die Vorraussetzung zur Ubertragung der Borrelien ist, dass eine infizierte Zecke sich lange
genug in der Haut des Wirtes hélt. Denn um eine infektiose Dosis von Erregern zu iibertragen,
muss der hidmatophage Ektoparasit ca. 24-36 Stunden saugen. Da die Zecke jedoch
gleichzeitig eine schmerzstillende Substanz absondert, wird dies von dem Patienten nicht
bemerkt, wihrend das Risiko der Infektion mit der Saugdauer steigt. Beim Saugakt der Zecke
werden durch zytolytische Substanzen im Speichel die Kapillarwidnde aufgelost und neben
Blut auch Gewebssifte sowie aufgeloste Zellbestandteile aufgenommen. Durch diese
Aufnahme aus dem erzeugten Nahrungspool erfolgt auch leichter eine Infektion der Zecke
selbst durch einen infizierten Wirt, da so nicht nur Blut, sondern auch im Gewebe neben der
Einstichstelle befindliche Erreger in den Zeckendarm gelangen [23].

Sobald eine infizierte niichterne Zecke bei einem neuen Wirt wieder Blut aufnimmt, beginnen
sich die Borrelien im Mikrovillisaum des Mitteldarmepithels zu vermehren. Diese in der
niichternen Zecke mit dem Oberfldchenprotein A (OspA) besetzten Borrelien vollziehen unter
dem Einfluss des Blutkontakts wihrend des Saugaktes eine Phasenvariation, in der es zur
Herunterregulation von OspA und zur Hochregulation von OspC in den Borrelien kommt.
Diese nun OspC-positiven Erreger treten durch die Zeckendarmwand in die Himolymphe der
Zecke iiber und weiter in die Speicheldriisen, wo sie schlieBlich mit dem Speichel in die
Wunde des Opfers und somit in das Blut gelangen.

Besonders interessant wurde dieses Phinomen der Verdnderung von Oberflichenproteinen
wihrend des Wirtwechsels fiir die Entwicklung einer Vaccine. Tatsédchlich wurde bereits ein
Impfstoff gegen die Lyme-Borreliose entwickelt, der auf dem OspA beruht und seit Anfang
1999 in den USA zugelassen und auf dem Markt ist [24, 25]. Das Prinzip dieser OspA-

Impfung basiert auf der Abtdtung von OspA-positiven Borrelien noch wihrend des Saugaktes
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im Zeckendarm, durch entwickelte OspA-Antikorper des Geimpften. Eine mittlerweile
ebenfalls existierende OspC-Impfung basiert auf dem Prinzip der Verhinderung einer
Infektion des Patienten mit OspC-positiven Borrelien durch gebildete OspC-Antikorper.

Wegen der Heterogenitit der Oberflichenproteine bei den humanpathogenen europdischen
Stammen im Gegensatz zur Homogenitdt der amerikanischen Stimme [26] ist seine

Anwendung in Europa wohl nicht sinnvoll.

1.4 Pathogenese zur Lyme-Borreliose Erkrankung

Der Verlauf einer Borrelia burgdorferi Infektion ist individuell sehr unterschiedlich. Man
unterscheidet allerdings ein ortlich begrenztes und ein streuendes Friihstadium, sowie ein
Spétstadium. Nach dem Zeckenstich kommt es nach einer erscheinungsfreien Latenzphase

von Tagen bis Wochen zunéchst zu einer Ortlich begrenzten Infektion der Haut.

Stadium [:

Es existiert eine groBe Variabilitit des klinischen Bildes, wobei die hiufigste, aber nicht
zwangsldufige Erscheinungsform das Erythema migrans (EM) ist. Diese typische Hautrdtung
entsteht in der Umgebung des Zeckenstichs und breitet sich entsprechend der Wanderung der
Borrelien innerhalb der Haut iiber Wochen bis Monate kreisformig aus. Das typische
Erythema migrans erscheint randbetont hellrot mit zentraler Abblassung. Allerdings kommen
auch homogene flammend rote, wandernde oder stationdre EM vor. Tage bis Wochen nach
dem Stich kann eine Ausbreitung der Erreger iiber den Blutkreislauf in viele Gewebe
erfolgen. Eine hdufige Folge davon sind grippedhnliche Beschwerden wie Schiittelfrost,

Fieber, Miidigkeit, sowie Gelenk-und Muskelschmerzen.

Stadium II:

Die haufigste Manifestation des Stadium II ist die Neuroborreliose. Bei ca. 20 % der
unbehandelten Patienten konnen neurale Komplikationen auftreten. Dazu gehdren wochen-
bis monatelange einseitige oder beidseitige Lihmungen der paarig vorhandenen
Fazialisnerven und somit der davon innervierten Gesichtsmuskulatur, ferner
Hirnhautentziindungen, die  sich  durch  Kopfschmerzen, = Nackensteife = und

Lichtempfindlichkeit ankiindigen.
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Stadium I1I:

Im Spétstadium sind die Lyme-Arthritis oder die Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)
die beiden hdufigsten Manifestationen. Vor allem in den USA tritt eine akute mehrwochige
Arthritis mit schmerzhaften einseitigen Gelenkschwellungen, meist im Knie, auf. Wenn in
diesem Stadium keine antibiotische Therapie erfolgt, wird der Zustand meist chronisch. In
Europa sind dagegen Hirnstérungen wesentlich hiufiger. Uberdies entwickeln 10 % der
unbehandelten Fille eine sogenannte Pergamenthaut (ACA), wobei sich die betroffenen

Bereiche roten und diinn und knitterig wie Zigarettenpapier werden.

Den drei humanpathogen Spezies werden derzeit unterschiedliche Manifestationen der
europdischen Lyme-Borreliose zugewiesen [27]:

e Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) (assoziiert mit B. afzelii)

e Neurologische Symptome (assoziiert mit B. garinii)

e Arthritis (assoziiert mit B. burgdorferi sensu stricto)

Analoge Krankheitsbilder werden zudem auch bei Haustieren beobachtet, wobei die
Borreliose beim Hund besonders hiufig, eingeschrinkt auch bei der Katze, vorkommt [23].
Neuere Untersuchungen weisen auch auf Borreliose Erkrankungen bei Pferden hin, wobei die
verantwortlichen Borrelienspezies noch nicht genauer charakterisiert sind. Von klinisch
erkrankten Pferden wurden erstmals in Europa Borrelien aus vielen Organen in Reinkultur

geziichtet [28].
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1.5 Uberleben von Borrelien wihrend persistenter Wirtsinfektion

Eine Reihe von Untersuchungen zur Borrelieninfektion wurden in den letzten Jahren
durchgefiihrt. Diese Studien, die Infektionen in verschiedenen Tiermodellen,
unterschiedlichen Zelllinien oder primdren Zellen sowie in natiirlich infizierten Menschen
verglichen, lieferten den eindeutigen Beweis, dass die Lyme-Borreliose eine persistente
Infektionskrankheit darstellt. Obwohl immer noch viele Pathomechanismen der Borrelien
nicht ausreichend geklirt sind, konnten doch mittlerweile erste Mechanismen zum Uberleben
des Erregers innerhalb des Wirtes aufgezeigt und einige Anhaltspunkte fiir neue Hypothesen
erlangt werden. Zur Einordnung der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen werden im folgenden einige bereits bekannte oder noch vermutete

Hintergriinde zu Vorgéngen wihrend persistenter Infektion kurz erldutert.

1.5.1 Mechanismen der Borrelien zur Umgehung der Wirts-Immunantwort

In einer Vielzahl von Tierexperimenten mit Mdusen [29], Ratten [30], Hamstern [31], Hunden
[32] und auch mit Affen [33] konnte festgestellt werden, dass eine Persistenz des Erregers der
Lyme-Borreliose die Regel ist. Obwohl natiirliche Infektionen weniger gut kontrolliert
werden konnen, gibt es auch iiberzeugende Beweise dafiir, dass Persistenz ebenfalls bei
natiirlich infizierten Menschen auftritt [34, 35]. Auch vor dem Hintergrund, dass die Zecke
(Ixodes) als Vektor einen langen und manchmal ineffektiven Lebenszyklus von bis zu 6
Jahren hat, ist es ist nicht verwunderlich, dass B. burgdorferi evolutiondr eine Strategie
entwickelt hat, um seinen Reservoirwirt fortdauernd zu infizieren.

Wiéhrend der Infektion konnte bei Arthritis, Karditis und anderen Manifestationen einer
Lyme-Borreliose ein periodischer Wechsel von Verschlimmerung der Schmerzen und
voriibergehender Besserung festgestellt werden, was an Riickfallfieber erinnert [29]. Im
Gegensatz zu den Riickfallfieber-verursachenden Borrelien, wo Myriaden von Spirochaeten
im peripheren Blut vorkommen, ist wihrend der Lyme-Borreliose jedoch nur eine geringe
Anzahl Borrelien vorhanden [36].

Trotz der Tatsache, dass B. burgdorferi eine persistente Infektion ausbildet, erfolgt eine starke
Immunantwort vom Wirt. Dies konnte in mehreren Studien gezeigt werden. So wurde Serum
von persistent infizierten immunkompetenten Mausen in immunsuppressive (SCID) Miuse
transferiert und ein Schutz gegen eine friilhe Infektion mit Borrelien erhalten [37, 38].
Ahnliches Schutzpotential konnte bei passiver Immunisierung von Méusen mit Serum von
natiirlich infizierten Hunden und Menschen demonstriert werden [39, 40]. Bei Injektion von

Serum persistent infizierter immunkompetenter Miuse in erkrankte SCID-Méuse konnte
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sogar eine Uberwindung von Arthritis beobachtet werden, allerdings blieben Spirochaeten im
Gewebe nachweisbar und andere Krankheitssymptome lieBen nicht nach [37, 38]. Bei
dhnlicher Versuchsdurchfithrung jedoch mit Serum gegen abgetdtete Kulturborrelien ist dies
zwar passiv immunisierend, jedoch nur wenn vor der Borrelieninfektion gegeben und fiihrt
nicht zu einer Uberwindung von Arthritis [37, 38]. Bei der Untersuchung von infiziertem
Gewebe mittels indirekter Immunhistochemie unter Verwendung des Immunserums konnten
Spirochiten in den Geweben von Gelenken und Herz detektiert werden, jedoch nicht in
anderen Geweben. Bei Verwendung des Immunserums gegen abgetdtete Kulturborrelien
konnten jedoch keine Spirochéten detektiert werden [37, 38].

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Vermutung, dass B. burgdorferi wihrend der Infektion
undefinierte Antigene exprimiert. Es existieren neben antigenen Unterschieden von
verschiedenen Borrelien-Subtypen untereinander [9] auch Variationen durch verinderte
Expression von Antigenen wihrend der Infektion. So werden im Zuge einer Anpassung an
den Wirt von den Borrelien unterschiedliche Oberflachenstrukturen exprimiert [41]. Diese
sind verantwortlich fiir die hohe antigene Variabilitdt von Borrelien und damit auch ihre

Féhigkeit, der Inmunabwehr zu entkommen.

Es ist mittlerweile allgemein akzeptiert, dass B. burgdorferi eine Phasenvariation vollzieht,
allerdings ist noch unklar, ob dies auch dazu dient, um der Erkennung durch das
Immunsystem zu entgehen. Die vielversprechendsten Genprodukte fiir diese Aktivitdt sind
OspC [42], Erp Proteine [43, 44], der 2.9 Lokus [45] und Vls, [46] da fiir alle diese Proteine
auch Beweise fiir ihre Expression im Sdugerwirt vorliegen. Allerdings scheint OspC keinen
genetischen Wechsel wihrend einer Infektion zu zeigen [42], wahrend einige Mitglieder der
Erp Protein-Familie eine bevorzugte Expression in vivo zeigen [43, 47]. AuBlerdem zeigte
eine Studie, dass ErpG wiahrend der ersten Infektionswochen nicht exprimiert wurde, jedoch
in spateren Infektionsstadien heraufreguliert wurde [44]. Trotzdem konnte die Hypothese,
dass ein antigener Wechsel den Bakterien einen selektiven Vorteil durch Umgehung der
Immunabwehr liefert, noch nicht bewiesen werden.

Kiirzlich konnte jedoch der Beweis fiir eine Immunsuppression des Wirtes durch Borrelien
erbracht werden [48]. Eine weitere Charakterisierung dieses Vorgangs zeigte eine durch
Borrelien bewirkte Desensitivierung von humanen Monocyten durch messbar abgeschwéchte
Zytokinsekretion [49].

Zur Untersuchung der Genregulationen bei Borrelien selbst wurden kiirzlich ebenfalls einige

Micro-Array Studien durchgefiihrt [50, 51]. So wurden die Regulationen in den drei
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unterschiedlichen Wachstumsbedingungen von Borrelien innerhalb ihres Lebenszyklus
(nlichterne Zecke, saugende Zecke und im Sdugerwirt) miteinander verglichen. Ein grof3er
Prozentsatz der unterschiedlich regulierten Gene kodiert Exportsignale und leistet dadurch
wahrscheinlich einen Beitrag zum extrazelluliren Uberleben im Wirt. Ein groBer Teil der
Genregulationen wurde unter den Bedingungen in der saugenden Zecke ermittelt, welche
charakterisiert sind durch erhohte Temperatur (37°C) und reduzierten pH-Wert nach der
Blutaufhahme bzw. dem Wirtswechsel. Ebenso konnte fiir die allgemein als Ruhestadium
bezeichneten Bedingungen in der niichternem Zecke (23 °C) eine starke Regulation von
Faktoren festgestellt werden, die eine bakterielle Zellteilung beschrianken [50].

Spéter wurde versucht Regulationen, zu ermitteltn, die ausschlieBlich durch Signale des
Sdugerwirtes hervorgerufen und nicht durch Temperaturverdnderungen induziert werden.
Hierzu wurden Dialyse-Membran-Kammern (DMC) in den Saugerwirt (Ratte) implantiert und
bei der Analyse mit in vitro temperaturverdnderten Erregern verglichen. Von den gefundenen
125 regulierten Genen gehorte der grofite Teil zur einer funktionellen Gruppe, die mit der
Bakterienhiille, inklusive der AuBenmembranproteine, in Zusammenhang steht [51].

Ein beobachtetes Phidnomen sind formverdnderte Varianten von B. burgdorferi in L-Form
oder zystischer Form, die in einer Reihe von Puplikationen unter in vitro Bedingungen
beschrieben wurden [52-55]. Diese Formen besitzen unvollstindig ausgebildete Zellwande,
sind aber resistent gegen Beta-Lactam-Antibiotika [56]. Zystische Formen konnten jedoch
nicht nur in Zellkultur, sondern auch im Gewebe von infizierten Menschen nachgewiesen
werden [53, 57]. Es wurde beobachtet, dass sich Spirochiten nach Uberfiihrung in Liquor
innerhalb von 24h in zystische Formen umwandeln und durch Riickfiihrung in normales
Kulturmedium (BSK-H) wieder in bewegliche Formen zuriickverwandeln kénnen [54, 55].
Dieses Phianomen konnte noch nicht ausreichend charakterisiert werden, doch es wirft die
Frage auf, ob diese antigenetisch wenig aktiven L-Formen, welche sich periodisch in
bewegliche Formen zuriickverwandeln und proinflammatorische Antigene exprimieren, fiir
den teilweise periodischen Charakter der B. burgdorferi Infektion verantwortlich sind.

Ein weiteres noch weitgehend ungekldrtes Phinomen ist das ,,blebbing“, das heiflt die
Absonderung von extrazellulir membrangebundenen Vesikeln von der Oberfliche der
Spirochdten. Der Proteingehalt dieser Strukturen ist dem Membranproteingehalt eines
intakten Organismus sehr dhnlich und die Vesikel enthalten Plasmid-DNA, aber keine
chromosomale DNA [58, 59]. Dies wird als moglicher Mechanismus diskutiert, um potentiell

schiadigende Wirtsfaktoren wie z.B. Antikorper abzuwerfen, oder schnell die
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Bakterienoberflaiche als Anpassung an neue Umweltbedingungen nach erfolgtem

Wirtswechsel zu dndern.

1.5.2 Intrazellulires Vorkommen von Borrelien

In der Regel persistieren B. burgdorferi extrazellulédr, konnen jedoch auch in Zellen wie zum
Beispiel Endothelzellen [60] tiberleben und dadurch moglicherweise zu einer chronischen
Infektion beitragen. Obwohl nur wenige Infizierte auch manifest erkranken und
Spontanheilung jederzeit auftreten kann, werden trotzdem in einem kleinen Teil der klinisch
apparenten Fille chronische Verldufe beobachtet, die auch bei hinlédnglicher antibiotischer
Therapie keine Heilung zeigen. Als Ursache hierfiir werden immunpathologische Phinomene
vermutet, die bislang schlecht charakterisiert sind [61, 62], allerdings wurden in den letzten
Jahren neue Aspekte zur Pathogenese der Lyme-Borreliose aufgezeigt [63].

Die meisten Studien zur intrazelluldren Lokalisation von Borrelien basieren auf Ergebnissen
von in vitro Experimenten mit einer Reihe verschiedener Zellkulturtypen wie Fibroblasten
[64], Synovialzellen [65] und Endothelzellen [60, 66]. Allerdings existieren auch Tiermodell-
Studien: So konnten durch Elektronenmikroskopie in Muskelzellen und Endothelzellen aus
dem Herz von infizierten Méusen intrazelluldre Borrelien entdeckt werden [67].

Ebenso gibt es eine Reihe Puplikationen zur Detektion von intrazelluldren Borrelien innerhalb
von Makrophagen [68, 69]. Da es sich allerdings hierbei wohl nicht um einen aktiven
Eindringprozess von Borrelien, sondern eher um eine passive Aufnahme durch eine aktiv
arbeitende Immunabwehrzelle handelt, kann dies nicht als ein Beispiel fiir typisches
intrazelluldres Uberleben dienen. Wohl aber als Indiz dafiir, dass Borrelien trotz ihrer
Fihigkeit zum bemerkenswerten antigenen Wechsel bei der Ubertragung durch die Zecke auf
den Wirt noch von der Immunabwehr erkannt werden konnen.

Unbestritten scheint der Nutzen von intrazellulirem Uberleben in Wirtszellen als Schutz vor
der Immunabwehr und extrazelluldr hoheren Konzentrationen von Antibiotika [54, 70]. Die
Anheftung der Erreger an die Wirtszellen wird anscheinend unter anderem durch ein
Zusammenwirken von Oberflichenstrukturen der Wirtszelle (Glykosaminoglykane, GAGs)
und Oberflachenproteinen (Decorin-binding protein) der Borrelien vermittelt [71].

Trotz dieser Beobachtungen zeigt sich in vielen Studien, dass Borrelia burgdorferi sensu lato
normalerweise ein hauptsichlich extrazelluldr vorliegender Erreger ist; in einigen Studien
konnten tiberhaupt keine intrazelluliren Spirochiten gefunden werden [72]. Dagegen konnten
noch ein Jahr nach der Infektion von Mausen extrazelluldre Spirochiten in der Haut gefunden

werden [29].
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Mit arthritisanfalligen C3H-Maiusen konnte die Kinetik des Befalls von Borrelia burgdorferi,
sowie der Mechanismus der Persistenz und Pathogenese weiter entschliisselt werden. Nach
Silberfarbung von Gewebepriparaten infizierter Mduse konnte ein Ausstreuen des Erregers
nach dem dermalen Eintritt bewiesen werden, indem gezeigt werden konnte, dass die
Spirochdten die Winde von kleinen Arterien penetrieren und das umgebene Gewebe
aufsuchen. Dabei wurde eine generelle Bevorzugung kollagener Verbundgewebe festgestellt,
wie die Befestigungsansitze von Béndern und Sehnen am Knochen, Haut oder der groB3en
GefiaBe an der Basis des Herzens. Basierend auf Silberfirbung, PCR, Immunhistochemie und
Kultivierung wurde bewiesen, dass der Beginn einer Entziindung im Gelenk begleitet ist vom
Vorkommen eingedrungener Spirochéten. Erstaunlich ist auch die Tatsache, dass Spirochéten
andere Gewebe wie Haut, Milz und Nervensystem, befallen koénnen ohne groflere
Entziindungsreaktionen auszuldsen [73].

Auch nach mehr als einem Jahr post infektionem konnte durch Silberfarbung, PCR und
Kultivierung bei infizierten Mausen die Haut als der héufigste Ort fiir persistentes Vorliegen
von Borrelien erkannt werden [29]. Diese Vorliebe von Spirochiten fiir die Haut macht einen
evolutiondren Sinn fiir diesen Erreger, da Haut die Schnittstelle zwischen seinem Vektor
(Zecke) und dem Wirt darstellt. Diese Bevorzugung von kollagenen Verbundgeweben, die
Haut eingeschlossen, wird ebenfalls als mdglicher Mechanismus zur erfolgreichen Persistenz
diskutiert. In Studien zur vergleichenden Untersuchung der Beweglichkeit von Borrelien in
Fliissigkeiten mit unterschiedlicher Viskositdt wurde die Fahigkeit von Borrelien ersichtlich,
sich sehr schnell durch viskdse Substanzen bewegen zu konnen [6]. Da Phagocyten dagegen
in viskdsen Substanzen nicht so schnell beweglich sind, wird vermutet, dass Borrelien dies als

Vorteil zum Entkommen vor der Immunantwort des Wirtes nutzen.

1.5.3 Vermehrte Expression immunrelevanter Proteine

Nach Infektion mit B. burgdorferi kommt es bei verschiedenen Zelltypen zu einigen
Regulationen die vorwiegend auf Proteinebene dokumentiert wurden. Es erfolgt vor allem
eine vermehrte Expression von Adhidsionsmolekiilen und ein messbarer Anstieg der Sekretion
verschiedener Zytokine. Bei den publizierten Adhésionsmolekiilen wurde vorwiegend
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) reguliert, aber auch VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) und Selektine treten haufiger auf. Wéhrend fast alle der tabellarisch

aufgefiihrten Expressionen auf Proteinnachweisen basieren, konnte in einer Studie [74] fiir



Einleitung 15

Endothelzellen und Fibroblasten auch auf mRNA-Ebene mittels Real-time-RT-PCR die

vermehrte Expression einiger Adhidsionsmolekiilen nachgewiesen werden.

Eukaryoter Zelltyp | Vermehrte Expression durch
Borrelia burgdorferi
Synovialgewebe; ICAM-1, P-Selectin, VAP-1,
Endothelzellen LFA-1[75]
Endothelioma- ICAM-1, P-Selectin, E-Selectin,
Zelllinie (Maus) VCAM-1 [76]
Endothelzellen ICAM-1, E-Selectin, VCAM-1,
Gro-a. [74]
IL-8, MCP-1 [77]
Endothelzellen ICAM-1, VCAM-1 [78, 79]
(HUVEC) ICAM-1, E-Selectin, VCAM-1
[74]
Fibroblasten ICAM-1, E-Selectin, VCAM-1
[74]

IL-8, MCP-1 [77]
IL-1B, TNF-a [69]

Synovialzellen human

ICAM-1 (runterreguliert) [80]

Synovialzellen Maus

ICAM-1 , P-Selectin, E-Selectin,
VCAM-1 [81]

Makrophagen/
Monozyten

IL-1B, TNF-o. [77, 82]

Tabelle 1: Publizierte Borrelien-induzierte Verinderungen der Expression von Adhisionsmolekiilen sowie
der Sekretion von Zytokinen bei verschiedenen Wirtszellen
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1.6 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die molekulare Analyse von Genregulationen in
Wirtszellen, die durch Infektion mit Borrelien ausgeldst werden. Um moglichst viele
Informationen zu erhalten, sollten die Analysen mit cDNA-Arrays (1176 Gene, Atlas Human

1.2; Clontech) durchgefiihrt werden.

1. Etablierung eines Infektionsmodells humaner Zellen mit Borrelien

Hierzu sollten 1.) hoch infektiose Borrelien durch Tierpassage erzeugt werden, da die
Infektiositdt der vorhandenen Langzeit-Kultivierungsstimme im Laufe zahlreicher
Passagierungen abgeschwicht sein kann. Zudem sollten 2.) geeignete humane Zellen ermittelt
und ihre Infizierbarkeit ausgetestet werden. Ein weiterer Abschnitt hierzu umfasste 3.) die
Priifung einer Reihe von Antikdrpern und verschiedener Methoden auf ihre projektbezogene

Tauglichkeit zum Borreliennachweis bzw. intrazelluldren Infektionsnachweis.

2. Untersuchung der Borrelien-induzierten Wirtszell-Genexpression mittels radioaktiver
cDNA-Arrays

Durch den Einsatz von cDNA-Arrays kann simultan eine grole Menge von Genen analysiert
werden. Im vorliegenden Projekt sollten nach Optimierung der RNA-Isolierung verschiedene
Infektionsansdtze von humanen Zellen mit lebenden oder hitze-inaktivierten Borrelien mit
nicht-infizierten Zellen auf mRNA-Ebene verglichen werden, um spezifisch regulierte Gene

zu ermitteln.

3. Uberpriifung der Ergebnisse der Micro-Arrays durch unabhiingige Verfahren

Ein Teil der Ergebnisse der Micro-Arrays und so ermittelten Verdnderungen des
Wirtszelltranskriptoms durch eine erfolgte Infektion sollte anschlieBend mit unabhidngigen
Methoden gezielt iiberpriift werden. Zunidchst sollte die gefundene Regulation auf mRNA-
Ebene mittels Real-Time-RT-PCR {iberpriift werden, sowie fiir einige regulierte Gene eine

zusitzliche Analyse auf Proteinebene durchgefiihrt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Gerite

Blotkammer, Fast Blot B33 (Biometra/ B. Braun, Géttingen)

Brutschrinke: Modell B 5090 E, Modell function line (Heraeus, Osterode)
Gelelektrophoresekammern fiir horizontale Agarosegele: verschiedene Modelle (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden und Biometra/Blomed Goéttingen)

Geltrockner: Slab Gel Dryer Modell SGD 4050 (Savant, Farmingdale)

Heizblock: Modell BT3 (Techne-Driblock, Typ DB-3, Gesellschaft fiir Laborgerite,
Wertheim)

Hybridisierungsofen: Modell 400 HY (Bachhofer Laboratoriumsgeréte, Reutlingen), Modell
Shake 'n Stack (Hybaid, Heidelberg)

Mikroskope: Unterschiedliche Modelle (Zeiss, Jena)

Mikrotiterplattenscanner: Titertek Multiskan MCC/340 (Labsystems, Finnland)
Real-Time-RT-PCR-Gerit: Abi Prism 7700 Sequence Detection System® (Applied
Biosystems, Weiterstadt)

PCR-Thermocycler: Modell TVC 5x9 (Landgraf, Langenhagen), Techne Genius (thermo Dux
Gesellschaft fiir Laborgerite, Wertheim)

pH-Meter: 761 Calimatic, digital (Knick)

Phosphoimagingplatte: BAS-MP 2040S (Fuji Photo Film, Japan)

Phosphoimager: Fuji BAS-2500 (Fuji Photo Film, Japan)

Photometer: Ultrospec III (Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Schweden)

Photosystem: Leuchttisch, UV-Kontaktlampe Chroma 43, 302 nm (Vetter); Kamera, E.A.S.Y.
429 K (Herolab, Wiesloch); Videodokumentation E.A.S.Y. RH-3 (Herolab, Wiesloch)
Quarzkiivetten: Typ 105202-QS, 1 cm Schichtdicke, 60 ul Probenvolumen (Hellma)
Spannungsgerite: Standard Power Pack P25 (Biometra/Blomed Géttingen)

Speedvac: Speedvac Concentrator SVC 100 (Savant, Farmingdale, USA)

Sterilbanke: Lamin Air, HA 2448 (Heraeus; Osterode); TC A60 (Gelaire, Flow Laboratories,
Meckenheim)

Szintillationszdhler: Win Spectral 1414 liquid scintillation counter (Wallac)
Taumelschiittler: Modell WT (Biometra, Géttingen)

UV-Crosslinker: UV-Stratalinker™ (Stratagene, La Jolla, USA)

Wasserbad (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel)
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Zéahlkammer, Neubauer (HBG)

Zentrifugen: Biofuge 13 und 15R, Minifuge (Heraeus Sepatech, Osterode),
Kiihlzentrifuge: Modell J2-21 (Beckman Coulter, UnterschleiBheim), Typ Rotanta 96 RSC

(Hettich Zentrifugen, Tutlingen)

2.2 Organismen

2.2.1 Eukaryote Zelllinien, primére Zellen und Kulturmedien

Stammbezeichnung Beschreibung Kulturmedium
HUVEC Adhérente primire Endothelzellen EGM-2 Bullet Kit (BioWhittaker
(HUVEC - human umbilical venous Europe, Verviers, Belgien)+ Zugabe
endothelial cells = humane von 10 % [v/v] FCS
Endothelzellen der Nabel.venen), Stoppmedium: (nach Trypsinverdau)
erhalten von Dr. U. Martin, R . , L
Oststadtkrankenhaus. Hannover Dulbecco’s modified Eagle’s medium =
’ DMEM (Biochrome, Berlin) + Zugabe
von 20 % [v/v] FCS
K41IM adhérente Synovialfibroblast-Zelllinie, | RPMI (Biochrome, Berlin)
transformiert mit DNA des SV40 T- 0
Antigens (C. Kaps, Charité, Berlin) *Zugabe von 10 % [VV] FCS
erhalten von Dr. S. Hess, Med.
Mikrobiologie, MHH
HeLa 229 Humane epitheloide Cervix-Carcinoma- MEM Eagle with Earle’s BSS
Zellinie, adhirent (Biochrome, Berlin)
+ Zugabe von 2,2 g/l
Subklon 229 (ATTC-Nummer CCL-2.1) | Natriumbicarbonat, 2 mM Glutamin,
ethalten von Prof. A. Klos, Med. 0,1 mM nicht-essentiellen Aminoséuren
Mikrobiologie, MHH und 1 mM Natriumpyruvat, 10 % [v/v]
FCS
RBL-2H3 Basophile leukdmische Rattenzelllinie | Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(adhirent) erworben von der American
Type Culture Collection (Rockville,
USA)

ATTC-Nummer CRL-1593

=DMEM (Biochrome, Berlin)
+ Zugabe von 10 % [v/v] FCS

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien und primiire Zellen mit Angaben zu den eingesetzten Kulturmedien

Alle Medienbestandteile wurden entweder bereits steril vom Hersteller bezogen oder sterilfil-

triert. Zeitweise wurden einige Medien mit Antibiotika (1% Penicillin/Streptomycin) versetzt.

Das fetale Kdlberserum (Gibco) wurde durch 30miniitiges Erhitzen auf 56 °C inaktiviert. Alle

verwendeten Zellen wurden generell im Brutschrank bei 37 °C in einer Atmosphére mit 5 %

CO, inkubiert.
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2.2.2 Bakterien und Kulturmedien

Stammbezeichnung Beschreibung Kulturmedium
B31 Borrelia burgdorferi sensu stricto BSK-H complete medium (Sigma,
Quelle: W. Burgdorfer, USA St. Louis, USA) enthilt 6 %
Kaninchenserum u. v. a.
Einfriermedium: 28 ml BSK-H, 10 ml
Kaninchenserum (Sigma, St. Louis,
USA), 5 ml Glycerin, 3,8 ml DMSO
(Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt)
N40 Borrelia burgdorferi sensu stricto siehe B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Riickisolat aus Maus
Quelle: Prof. F.-R. Matuschka, Charité,
Berlin
GO16 Borrelia burgdorferi sensu stricto siehe B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Riickisolat aus Maus
Quelle: Prof. F.-R. Matuschka, Charité,
Berlin
PkO Borrelia afzelii sieche B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Quelle: Prof. B. Wilske, Max von
Pettenkofer-Institut fiir Hygiene, Miinchen
Wendolino Borrelia afzelii sieche B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Isolat aus Milz vom Pferd
Quelle: Dr. G. Liebisch, ZeckLab,
Burgwedel
VS461 Borrelia afzelii siehe B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Quelle: Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig
DMSZ 105-08
N34 Borrelia garinii sieche B. burgdorferi sensu stricto (B31)
Quelle: Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig
DSMZ 105-34
VS116 Borrelia valaisiana siche B. burgdorferi sensu stricto (B31)

Quelle: Dr. O. Peter, Schweiz

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstimme mit Angaben zu den eingesetzten Kulturmedien

Bei allen Medien waren die nachtriglich zugegebenen Losungen entweder durch

Autoklavieren oder durch Sterilfiltration sterilisiert worden. Alle Borrelienkulturen wurden

generell im Brutschrank bei 33 °C inkubiert.

2.2.3 Versuchstiere

Stammbezeichnung

Beschreibung

Quelle

C3H/HeN

Mausstamm (arthritisanféllig bei
Borrelieninfektion)

Zuchtbetrieb (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland)
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2.3 Primer

Primer fur Real-Time-RT-PCRs:

Gen Vorwiérts-Primer Riickwirts-Primer Produktlinge Annealing-
[bp] Temperatur
[°C]
MIP-2a Primername: MIP-s Primername: MIP-r 150 58
TTTTAGGTCAAACCCAA |TTCTTGGATTCCTCAGCC
GTTAGTT TCTATC
ICAM-1 Primername: AS1 Primername: AS2 119 60
AAGGCCACCCCAGAGGA | CAGTCGGGGGCCATACA
CAAC GGA
CD4 Primername: AS5 Primername: AS6 108 60
ATTGGGCTAGGCATCTT | GGCACTGGCAGGTCTTC
CTTCTGTGT TTCTCA
IEX-1L Primername: SH208 Primername: SH209 109 58
CCGGCTGGGATGAAGTC | TCCTAATGGTCCGCCGA
TGGTG AGTCTCA
RPS9 Primername: RPS9 hs 5° Primername: RPS9 hs 3° 90 60
CGCAGGCGCAGACGGTG | cGAAGGGTCTCCGCGGG
GAAGC GTCACAT

Tabelle 4: Primer fiir die spezifische Amplifikation von Teilstiicken von ¢cDNA in der Real-Time-PCR,
angegeben sind die Namen der Gene (Abkiirzung) fiir die Primer entwickelt wurden, die Primersequenz
(in Richtung 5°-> 3°) sowie der zugehorige Primername, die Produktlinge und die Temperatur, die fiir
das Annealing in der PCR verwendet wurde.

Weitere Primer:

Primer fiir den Genus-spezifischen Nachweis von Borrelien:
5‘-CTG CGA GTT CGC GGG AGA-3¢
5‘-TCC TAG GCA TTC ACC ATA-3¢

P18:
P19:

Die beiden Primer amplifizieren ein 320 bp Fragment aus der 16S rRNA-Sequenz,

wobei die Annealing-Temperatur in der PCR bei 52 °C liegen sollte.

Primer fiir die cDNA-Synthese von RNA:

Oligo(dT);s Primer 0,5 mg/ml (Promega, Mannheim)
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2.4 Enzyme & Kits, Marker und Antikorper

2.4.1 Enzyme & Kits

Brilliant SYBR®-Green QPCR Master Mix (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)
cDNA-Array: Atlas Human 1.2 Array (Clontech, Palo Alto, USA)

ELISA Kit: human GRO B (Immuno-Biological Laboratories, Hamburg)

GFX™ PCR-DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biotech Inc, Piscataway, NJ,
USA)

QIAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Restriktionsenzyme (Mse I, Dra I) mit entsprechenden Puffern (New England Biolabs,
Frankfurt a.M.)

Ribonuklease-Inhibitor RNasin, rekombinant (Promega, Mannheim)

RNase-free DNase RQ1 (Promega, Mannheim)

RNase-free DNase Set (Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Superscript I Reverse Transkriptase (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

Tag-Polymerase Kit (Promega, Mannheim)

Ultrapure dNTP Set (Pharmacia, Freiburg)

2.4.2 Lingenstandards (Marker)

1 Kb DNA Ladder (Life Technologies, Eggenstein)

2-log DNA Ladder (New England Biolabs, Frankfurt a.M.)

25 bp DNA Ladder (Life Technologies, Eggenstein)

100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas)

0,24-9,5 Kb RNA Ladder (Life Technologies, Eggenstein)

Prestained SDS Molecular Weight Marker (Sigma, St. Louis, USA)

SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low Range (BioRad, Richmond, USA)

2.4.3 Antikorper

Anti-mouse-POX (Sekundérantikorper mit Peroxidase fiir Markierung nach Westernblot)
(Jackson ImmunoResearch, West Baltimore, USA)

BacTrace™ Antibody (polyklonal gegen Borrelien, aus Ziege), (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg)

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG (Jackson
ImmunoResearch, West Baltimore Pike, USA)



22

Materialien und Methoden

FACS-Antikorper (siehe Tab. bei FACS-Methode)
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC)-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG

(Jackson ImmunoResearch, West Baltimore, USA)

2.5 Puffer und Losungen

Alle Losungen wurden mit Aqua dest. (dH,O) angesetzt und, sofern nicht anders angegeben,

durch Autoklavieren oder Sterilfiltration sterilisiert.

Losung

Zusammensetzung

Ampli-Puffer

50 mM TRIS-HCI, 150 mM NacCl, mit NaCl auf 15 mS und mit HCI auf pH 7,5
eingestellt

Blot-Puffer

25 mM TRIS-HCI, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8,5

Chloronaphtholldsung 150 mg 4-Chloro-1-naphthol, 50 ml Methanol

20x SSC 175 g NaCl; 88,2 g MgS04; in 800 ml dH,O 16sen, auf pH 7,2 mit HCI einstellen,
ad 11dH,0

50x TAE 2 M Tris-Acetat, pH 8; 150 mM EDTA, pH 8,0

5x GEBS 20 % [v/v] Glycerin; 50 mM EDTA, pH 8,0; 0,05 % Bromphenolblau; 0,5 % [v/v] N-
Laurylsarcosin

10 x TE 10 mM Tris-HCIL, pH 7,5; | mM EDTA

PBS 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g KH2PO4; in 800 ml dH,O 16sen, auf pH
7,4 einstellen mit HCI, ad 1 1 dH,0, sollte eine Leitfahigkeit von 15 mS/cm haben

10 x TBE 1 M TRIS-HCI, 1M Borséure, 0,25M EDTA, pH 8,3

Mowiol-Mischung
(Einbettungsmittel fiir IF)

20g Mowiol, 80 ml PBS, pH 7,3; 40 ml Glycerin, Spatelspitze NaN;

RNA-5x Laufpuffer

0,1 M MOPS, pH 7,0; 40 mM Natriumacetat; S mM EDTA, pH 8,0

RNA-
Probenauftragspuffer

50 % Formamid; 2,2 M Formaldehyd (37 %ig); 10 mM EDTA; 20 % Glycerin (87 %);
0,2 % Bromphenolblau; 50 pg/ml Ethidiumbromid

SDS- AufschluB3puffer

2% [w/v] SDS, 12,5% [v/v] Glycerin, 0,3 g/L Bromphenolblau, 5% [v/v] 2-
Mercaptoethanol in SDS-Gellosung D

SDS-Gellsg. A

30% [w/v] Acrylamid und 0,8% [w/v] N,N'-Methylendiacrylamid in dH20

SDS-Gellsg. B

1,5 M TRIS-HCI pH 8,8

SDS-Gellsg. C

10% [w/v] SDS in dH,0

SDS-Gellsg. D

0,5 M TRIS-HCI pH 6,8

SDS-Laufpuffer

50 mM TRIS, 0,4 M Glycin, 0,1% [w/v] SDS; pH 8,5

SDS-Sammelgellsg.

10% [v/v] SDS-Gellsg. A, 25% [v/v] SDS-Gellsg. D, 1% [v/v] SDS-Gellsg. C

Stoplosung 500 ml Methanol, 120 ml Eisessig, ad 1 1 dH,O

(Silberfarbung)

Fixierlosung 100 ml Stopplosung, 50 ul Formaldehyd (37 %ig)

(Silberfarbung)

Na-Thiosulfat-Lsg 20 mg Na-Thiosulfat, ad 100 ml dH,0

Silberlosung 1 ml Silbernitrat (20 %), 75 pl Formaldehyd (37 %ig), ad 100 ml dH,O

Entwickler 6 g Na-Carbonat, 2ml Na-Thiosulfat, 50 pul Formaldehyd (37 %ig), ad 100 ml dH,O
(Silberfarbung)

Tabelle 5: Verwendete Losungen mit ihren Zusammensetzungen
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2.6 Verbrauchsmaterialien

Diafilm: Ektachrome Elite 400, 36 A (Kodak)

Filterpapier: Whatman® 3MM Chr, 46 x 57 cm (Schleicher & Schuell, Dassel)
Materialien fiir die Real-Time-PCR: Optical Adhesive Covers u. Optical Tubes (Applied
Biosystems, Weiterstadt)

Material fiir RNA-Arbeiten: Pipettenspitzen und Reaktionsgefdfie, verschiedenen Groflen
(Biozym/Cambrex, Hessisch Oldendorf)

Reaktionsgefille:

0,5; 1,5 und 2,0 mit und ohne Schraubdeckel (Sarstedt, Niirnbrecht)

12, 15 und 50 ml Plastikréhrchen (Greiner, Frickenhausen)

Microplatte 96 K, Polystyrol, Rundboden, (Greiner, Frickenhausen)

Mikrotiterplatten, (6, 12, 96-well) Polystyrol, Flachboden (Greiner, Frickenhausen

und TPP, Trasadingen, Schweiz)

Rohrchen mit Deckgldsern, 7 ml (Dunn Labortechnik, Asbach)

Spritzen und Kaniilen: unterschiedliche Grofen (Sterican/Braun, Melsungen)
Zellkulturflaschen fiir adhérente Zellen: 25, 75 und 182 cm® Wachstumsfliche (Greiner,
Frickenhausen)

Zellulosenitratmembran, PH 79, 0,1 um (Schleicher & Schiill, Dassel)

2.7 Chemikalien

Agarose: ultraPure (Life Technologies, Eggenstein), SeaKem LE (Bio Whittaker/Cambrex,

Apen)

Albumin, Fraktion V aus Rinderserum (BSA) (Boehringer, Mannheim)
Ammoniumpersulfat (APS) (Serva, Heidelberg)

BCP (Bromo-3-Chloro-Propan) (Sigma, Deisenhofen)

Borsdure, reinst (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)

Chloroform (Baker, Deventer, Niederlande)

4-Chloro-1-naphthol (Sigma, St. Louis, USA)

DEPC, Diethylpyrocarbonat (Applichem, Darmstadt)
Desoxy-Adensosintriphosphat ([a-**P]dATP, 10 mCi/ml), (Amersham, Braunschweig)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck, Darmstadt)
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Essigsdure (Eisessig), (Baker, Deventer, Niederlande)

Ethanol, z.A. (Baker, Deventer, Niederlande)

Ethidiumbromid (Boehringer, Mannheim)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (Roth, Karlsruhe)

Fetales Kélberserum (FCS) (Life Technologies, Eggenstein)
Formaldehyd (Formalin) (Merck, Darmstadt)

Gelatine (Baker, Deventer, Niederlande)

Glycerin (Merck, Darmstadt)

Glycin (Biomol, Hamburg)

Glycogen (Boehringer, Mannheim)

Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

Lachssperm, gebrauchsfertige Losung zum Hybridisieren (Boehringer, Mannheim)
B-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)

Methanol (Baker, Deventer, Niederlande)

Mineraldl (Sigma, St. Louis, USA)

MOPS (Merck, Darmstadt)

Mowiol (Calbiochem)

Natriumcarbonat, wasserfrei (Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)

Natriumthiosulfat (Merck, Darmstadt)

Penicillin (50 U/ml), (Life Technologies, Eggenstein)
Rotiphorese® Gel 30 (30 % Acrylamid mit 0,8 % Bisacrylamid) (Roth, Karlsruhe)
Salzsdure (37 %) (Riedel-de Haén, Seelze)

SDS (Dodecylsulfat, Na-salt), research grade (Serva, Heidelberg)
Silbernitrat, analytical grade (Serva, Heidelberg)

Streptomycin (50 pg/ml), (GibcoBRL, Eggenstein)

TEMED (N, N, N’, N’,-Tetramethylendiamin) (Merck, Darmstadt)
Tris (Serva, Heidelberg)

Trizol (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

Trypanblau (Boehringer, Mannheim)
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2.8 Software und Internet

2.8.1 Spezielle Software

ABI Prism 7000 SDS Software (Applied Biosystems, Weiterstadt)

Adobe® Photoshop®™ Version 7.0 (Adobe Systems, USA)

ArrayVision Version 5.1 (Imaging Research, St. Cathrines, Ontario, Kanada)
CELLQuest ™-Pro, Version 4.0.2 (Becton Dickinson, Heidelberg)

Edit Sequence, Meg Align (DNA Star Inc., USA)

Primer Select (DNA Star Inc.; USA)

Referenzmanager Version 10.0 (Research Information Systems)

PowerPoint 2000 (Microsoft, USA)

Word 2000, Excel 2000 fiir Windows™ (Microsoft, USA)

2.8.2 Verwendete Internet-Seiten

National Center for Biotechnology Information (NCBI):

Hauptseite: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Suchmaschine fiir Literatur: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

Verzeichnis von Gen-/Protein-Sequenzen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank
Verzeichnis/Suchmaschine fiir genetische Loci mit Beschreibungen zu den einzelnen Genen:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink

Robert Koch Institut mit Ratgeber Infektionskrankheiten:
http://www.rki.de/INFEKT/RATGEBER/LYMEBOR .html

Nationales Referenzzentrum fiir Borrelien (Uni Miinchen):

http://www.alphal .mpk.med.uni-muenchen.de
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2.9 Molekularbiologische Methoden

2.9.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) [83] ist ein ProzeB3 zur
Vervielfiltigung eines bestimmten DNA-Fragments (Template). Dazu wird ein DNA-Doppel-
strang, der die gewlinschte zu amplifizierende Sequenz enthilt, aufgeschmolzen und das je-
weils komplementére Stiick synthetisiert. Bei einem DNA-Einzelstrang wird mit diesem be-
gonnen und ein Gegenstrang erzeugt. AnschlieBend werden die Doppelstringe erneut aufge-
schmolzen und der ProzeB wiederholt. So erhdlt man eine exponentielle Vervielfaltigung des
Ausgang-Fragments.

Die Synthese erfolgt dabei in zwei Schritten, wobei im ersten Schritt ein kurzes komplemen-
taires DNA-Oligomer (Primer) an den Anfang der zu bildenden Sequenz bindet (Annealing)
und anschlieend eine DNA-Polymerase dort ansetzt und den Gegenstrang synthetisiert
(Elongation).

Durch Wahl von Primern, die sehr spezifisch nur an eine DNA-Sequenz binden, kann ein be-
stimmtes DNA-Fragment amplifiziert werden. Wichtig ist die Temperatur, die zur Hybridisie-
rung der Primer gewihlt wird (Annealing-Temperatur). Liegt diese Temperatur zu hoch, kann
keine Doppelstrangausbildung stattfinden, ist die Temperatur zu niedrig, kommt es zu unspe-
zifischen Bindungen zwischen Primer und DNA-Strang, und unterschiedliche DNA-Frag-
mente werden synthetisiert.

Zur wiederholten Synthese des Gegenstranges miissen DNA-Polymerasen verwendet werden,
die relativ hohe Temperaturen aushalten (das Aufschmelzen des Doppelstranges erfolgt bei
96 °C) und die zudem bei hohen Temperaturen aktiv sind (72 °C), da sonst die Spezifitit der
Primer zu gering ist. Bei den hier durchgefiihrten Experimenten wurde die 7ag-Polymerase
aus Thermus aquaticus YTI verwendet.

Die Annealing-Temperatur richtet sich nach dem A/T- und G/C-Gehalt der Oligonukleotide
und kann so liber diese GC-Methode nach folgender Formel berechnet werden:

Twm, errechnet [°C] = (Anzahl G bzw. C) x 4 + (Anzahl T bzw. A) x 2

Zur Optimierung von neuen Primern wurde die Annealing-Temperatur (Ty) nach der GC-
Methode ermittelt und je eine PCR fiir die Annealing-Temperaturen Tw, errechnect4 °C durchge-
fiihrt. Die PCR-Proben mit parallel stets mitgefiihrter Negativkontrolle wurden im Agarosegel
(2.9.2 ) analysiert und die Annealing-Temperatur gewdihlt, die ein eindeutiges Amplifikat
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ohne zusitzliche unerwiinschte Produkte ergab und bei héchstmoglicher Temperatur eine
grof3e Ausbeute erzielte.

Teilweise wurden zur Erh6hung der Spezifitit zwei Vorzyklen bei einer im 1. Zyklus um 4 °C
erhohten Annealing-Temperatur 7, und im 2. Zyklus um 2 °C erhdhten Annealing-

Temperatur 7, durchgefiihrt (,,Touchdown-PCR*).

2.9.2 Agarosegelelektrophorese

Nukleinsduregemische konnen durch eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden. Dies
kann zur Aufreinigung, zur Identifizierung und zur Quantifizierung von Nukleinsduren ge-
nutzt werden.

Das Prinzip der Agarosegelelektrophorese beruht darauf, dass Nukleinsduren durch ihre Phos-
phatgruppen eine negative Gesamtladung haben und somit in einem elektrischen Feld vom
Minus- zum Pluspol wandern. Das Wanderungsverhalten der Nukleinsduren im Gel wird
durch verschiedene Faktoren beeinflufit, wobei kleine Fragmente in der Regel schneller wan-
dern als grofle. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist weiterhin abhingig von der elektrischen
Feldstirke, der Temperatur, dem pH-Wert und der Ionenstidrke des verwendeten Puffers, der
Konformation der Nukleinsdure (linearisierte DNA, Plasmide, supercoiled-Formationen) und
von der Dichte der Agarosegelmatrix, die aus vernetzten linearen Polymeren aus D-Galactose
und 3,6-anhydro-L-Galactose besteht.

Das Wanderungsverhalten wird in der Regel nur iiber die Anderung der Agarosekonzentra-

tion, also die Anderung der Geldichte, moduliert:

GroBe der Nukleinsdurefragmente Konzentration an Agarose
0,2-3 kb 1,5 %
0,5-10 kb 1,0 %
0,8-12 kb 0,7 %

Nach erfolgter Gelelektrophorese werden die Nukleinséduren durch Ethidiumbromid, welches
zwischen die Nukleinsdurestringe interkaliert, sichtbar gemacht. Ethidiumbromid ldsst sich
durch UV-Licht (Absorption bei 302 nm) zur Fluoreszenz im sichtbaren Wellenldngenbereich
anregen.

Uber den Vergleich von im Gel mitgefiihrten Lingenstandards (Marker) kann eine Abschiit-
zung der Nukleinsdurefragmentlingen sowie eine semiquantitative Konzentrationsbestim-
mung der einzelnen Fragmente durchgefiihrt werden. Dazu wurden zur Abschitzung von

DNA-Fragmenten folgende kommerzielle Standards verwendet:
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1 kb-DNA-Ladder (Life Technologies, Eggenstein):

Fragmentgroflen in bp: 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2026, 1636, 1018, 506, 344, 298, 201, 154, 134, 75

Das Fragment mit 1636 entspricht 10 % der Gesamtmenge an aufgetragenem DNA-Marker.

A-Hind I1I-Marker (Life Technologies, Eggenstein):

Fragmentgrofe in bp: DNA-Menge in 1 ng Marker in ng:

(23130) (480), nicht zur Mengenabschétzung geeignet
9416 195

6557 135

(4316) (89), nicht zur Mengenabschétzung geeignet
2322 48

2027 41

564 10

100 bp-Ladder (MBI Fermentas):
Fragmentgrolen von 80—-1031 bp in 100 bp Abstinden, dabei besonders
prominente Bande bei 500 bp.

Die DNA wurde mit 5x GEBS (final 1x GEBS) versetzt und in einer Flachbettgelkammer bei
ungefdhr 5V pro cm Elektrodenabstand im Gel in TAE-Puffer aufgetrennt. Die Agarose
wurde dazu in gewiinschter Konzentration in TAE-Puffer durch Aufkochen geldst und an-
schlieend die Agaroseldsung in eine entsprechende Gelkammer zum Aushérten gegeben.

Die Visualisierung der DNA-Fragmente durch Ethidiumbromid erfolgte durch anschlieBende
15 miniitige Inkubation in einer Ethidiumbromid-Losung (400 pg Ethidiumbromid in 300 ml
Wasser) mit angeschlossenem Waschschritt im Wasserbad zur Entfernung iiberschiissigen

Ethidiumbromids.

2.9.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zum Entfernen von Proteinen aus DNA-Losungen, die dort storend wirken wiirden, wird die
Losung mit einem gleichen Volumen einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung
(25:24:1) versetzt und gut durchmischt. AnschlieBend wird zur Auftrennung von wéssriger
und organischer Phase eine Zentrifugation bei 13000 rpm (Biofuge 15R, Heraeus Sepatech,
Osterode) und 4 °C fiir 3 min angeschlossen. Die obere wissrige Phase, die die DNA enthilt,

wird nun vorsichtig abgenommen. Zur Entfernung verbliebenen Phenols kann eine
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Nachextraktion mit einem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

angeschlossen werden.

2.9.4 Prazipitation von Nukleinsiuren

Um Nukleinsduren anzukonzentrieren oder sie in ein anderes Losungsmittel zu iiberfiihren,
konnen sie mit Alkohol (Ethanol oder Isopropanol) gefillt werden. Dabei nutzt man die sehr

geringe Loslichkeit von Nukleinsduresalzen in diesen Fliissigkeiten.

2.9.4.1 Ethanolische Fillung

Bei der ethanolischen Fallung mit Natriumacetat werden in Losung befindliche Nukleotide
ausgefillt; sie wurde hier zur Féllung von DNA verwendet.

Die DNA-Loésung wird mit 1/10 ihres Volumens an 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und dem
2,5fachen Volumen an eiskaltem 96 %igem Ethanol versetzt. Zusédtzlich kann noch als Fill-
hilfe Glykogen (1 pl einer 20 g/l Losung) zugegeben werden. Nach 30 min bei —70 °C werden
die gefillten Nukleinsduren bei 13000 rpm (Biofuge 15R, Heraeus Sepatech, Osterode) und
4 °C fiir 30 min sedimentiert. Das Pellet wird anschlieBend mit eiskaltem 70%igem Ethanol
gewaschen, um noch vorhandene Salze zu entfernen. Nach dem Trocknen in der Speedvac

wird die DNA in Ampullen-Wasser oder TE-Puffer wieder geldst.

2.9.4.2 Isopropanolfillung

Die Isopropanolfidllung hat den Vorteil, dass sie nur ein geringes Féallungsvolumen benétigt.
Der Nachteil liegt darin, dass Isopropanol einen relativ hohen Siedepunkt hat und so die
Trocknung der Nukleinsdure recht lange dauert. Diese Féllung wurde fiir RNA-Losungen
verwendet, wobei ausschlieBlich mit RNase-freien Materialien gearbeitet wurde.

Die Féllung der Nukleinsduren erfolgte bei Raumtemperatur durch die Zugabe eines Proben-
volumens an Isopropanol (2-Propanol). Zusétzlich wurde hier 1 pl Glykogen (1ul einer 20g/1
Losung) als Féllhilfe zugesetzt. Nach dem guten Durchmischen der Probe wird diese 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend fiir 15 min bei 13000 rpm (Biofuge 15R,
Heraeus Sepatech) und 4 °C zentrifugiert. Es folgt ein Waschschritt mit 70%igem Ethanol.
Die RNA wird im Heizblock bei 37 °C getrocknet und in DEPC-Wasser geldst, wozu sie 10
min bei 60 °C inkubiert wird.
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2.9.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
DNA und RNA absorbieren durch die in ihnen enthaltenen Purin- und Pyrimidinbasen ultra-
violettes Licht im Bereich zwischen 250 und 270 nm. Uber diese Eigenschaft lassen sich Nu-
kleinsdurekonzentrationen nach folgender Formel bestimmen:
¢ = Ea60 % (d x 8)'1 mit ¢ = Konzentration der Nukleinsiure
E»60 = Extinktion bei 260 nm
d = Schichtdicke der Quarzkiivette (1 cm)
¢ = Extinktionskoeffizient der Nukleinsiure
Im neutralen pH-Bereich stellen sich die Extinktionskoeffizienten ¢ der einzelnen Basen und

ihre Absorptionsmaxima wie folgt dar:

Adenin 15158 M x cm™ (259nm)
Cytosin 7345 M x cm™ (271 nm)
Guanin 11615 M x cm™ (253 nm)
Thymin 8500 M x cm™ (260 nm)
Uracil 10100 M x cm™ (260 nm)

Geht man davon aus, dass die einzelnen Basen zu gleichen Teilen in der Nukleinsdure vor-
kommen, so ergeben sich fiir eine Eysp = 1, unter Berlicksichtigung des hyperchromen Effek-

tes, folgende Nukleinsdurekonzentrationen:

dsDNA 50 pg/ml
ssDNA 40 pg/ml
RNA 40 pg/ml.

Dabei sollten die Proben immer gegen einen Leerwert mit gleichem Losungsmittel gemessen
werden.

Um Aufschluf} iiber eventuelle Verunreinigungen der Nukleinsdure durch Proteine zu erhal-
ten, wird die Extinktion der Probe bei 280 nm bestimmt. Der Quotient aus E;¢ und Esgp sollte

fiir reine DNA zwischen 1,8 und 1,9 und fiir RNA zwischen 1,9 und 2,0 liegen.

2.9.6 Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus (RFLP)

Diese etablierte Methode wird allgemein vor allem als unkompliziertere Alternative zur
Sequenzierung bei Mutationsanalysen eingesetzt. Das Prinzip der RFLP-Analyse gliedert sich
in wenige Arbeitsschritte: Zundchst wird ein Restriktionsverdau der zu untersuchenden DNA
mit entsprechenden Enzymen durchgefiihrt. Eine anschlieBende Auftrennung mittels

Gelelektrophorese liefert nach Fiarbung ein typisches Bandenmuster. Beim Vergleich von
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normaler und untersuchter DNA kénnen Unterschiede im Bandenmuster entdeckt werden und
somit z. B. auf eine Mutation hinweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die RFLP-Analyse zur Differenzierung und Identifizierung
von verschiedenen Borrelienspezies benutzt. Diese Anwendungsmdglichkeit basiert auf der
Erkenntnis, dass verschiedene Untergruppen von Borrelien nach Restriktionsverdau mit Mse I
oder Dra I ein unterschiedliches Bandenmuster aufweisen. Ebenso zeigen Spezies der
gleichen Untergruppe auch das gleiche Bandenmuster [84].

Zur Aufarbeitung wurden als Ausgangsmaterial der verschiedenen Borrelienspezies jeweils 2
ml gut bewachsene Borrelienkultur verwendet, diese 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand vollstindig abgenommen und verworfen. Das erhaltene Borreliensediment wurde
jeweils in 100 pl Aqua dest. resuspendiert und 10 min bei ca. 100 °C inkubiert.

Von den aufgearbeiteten Proben wurden jeweils 10 pl in einen 100 ul PCR-Ansatz eingesetzt.
Die dabei verwendeten Primer P18/P19 sind auf 16S rRNA basierende, genusspezifische
Primer zum allgemeinen Borreliennachweis, welche in der Arbeitsgruppe konstruiert wurden
[85]. Der optimale Amplifikationsbereich des hier verwendeten Primerpaares liegt bei einer
Temperatur von 52 °C und bildet ein ca. 330 bp groBes Fragment. Zur Vermeidung von
unspezifischen Bindungen wurde eine Touch-down PCR durchgefiihrt mit einem ersten
Vorzyklus bei 56 °C, einem zweiten Vorzyklus bei 54 °C und mit 45 Hauptzyklen bei der
optimalen Annealingtemperatur von 52 °C. Als Endkonzentrationen im Ansatz waren von

jedem 200nM Primer, je 2 uM dNTP und 2,5 mM MgCl, vorhanden.

Mit jeweils 5 pl dieser PCR-Produkte wurde anschlieBend eine Agarosegelelektrophorese mit
einem 1%igem Agarosegel durchgefiihrt. Mit Hilfe eines mitgefiihrten 1 kb Langenstandards
wurde die Menge des PCR-Produktes abgeschétzt, um die Konzentration der DNA zu
bestimmen. Mit dem restlichen PCR-Ansatz erfolgte eine ethanolische Féllung mit
Natriumacetat (2.9.4.1) zur Aufreinigung und Konzentrierung der DNA fiir die spétere
Restriktionsspaltung (2.9.7 ). Nach der anschlieBenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
Ethidiumbromidfarbung (2.9.8 ) konnen die unterschiedlichen Bandenmuster der
verschiedenen Spezies erkannt, verglichen und gegen den mitgefiihrten 25 bp Langenstandard

definiert werden.
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2.9.7 Restriktionsspaltung von DNA

Eine Restriktionsspaltung ist das Schneiden von doppelstringiger DNA (wie z.B. PCR-
Produkte), welches durch spezielle Endonukleasen katalysiert wird.

Die hdufig verwendeten Typ II Restriktionsenzyme schneiden dabei im Gegensatz zu Typ I
Restriktionsenzymen an genau definierten Stellen in der DNA-Sequenz. Sie diffundieren an
dem DNA-Doppelstrang entlang und spalten ihn an palindromen, d. h. in 180°
rotationssymetrischen Erkennungssequenzen, die zwischen vier und acht Nukleotide
umfassen. Die dadurch entstehenden Schnittstellen kénnen entweder 5°- oder 3‘-iiberhin-
gende (kohisive oder ,,sticky*) Enden oder nicht iiberstehende glatte (,,b/unt*) Enden haben.
Bei den fiir die RFLP-Analyse in der vorliegenden Arbeit verwendeten Restriktionsenzymen,
bildet das Enzym Mse I die 5°-iiberhdngenden Enden, Dra I dagegen nicht tiberstehende glatte
Enden.

Die Enzyme wurden in einer Konzentration von 10 U/ug DNA eingesetzt und die Restrik-
tionsspaltung mit 500 ng DNA in den vom Hersteller (New England Biolabs, Frankfurt a. M.)
empfohlenen Puffern fiir eine Stunde bei 37 °C durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden direkt
anschlieBend durch Zugabe von 5x GEBS abgestoppt.

Bei den Reaktionen wurde darauf geachtet, dass ein Glycerinanteil von 5 % im Reaktionsan-
satz nicht iiberschritten wurde. Bei zu hohen Glycerinkonzentrationen und falscher Puffer-
wahl kommt es zu einer Minderung der Enzymaktivitit oder es kann bei einigen Restriktions-
enzymen zu einer unspezifischen Schnittaktivitit (,,Staraktivitiat) kommen, wodurch uner-

wiinschte DNA-Fragmente entstehen.

2.9.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung der durch Restriktionsspaltung von gefdllten PCR-Produkten erhaltenen
Fragmente wurde eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Fiir die 9%ige Gellosung wurden 2,25 ml 40%ige [w/v] Acrylamidlosung (Roth), 1 ml 10 x
TBE und 6,75 ml Aqua dest. vermischt, mit 10 ul TEMED und 90 ul 10 % [w/v] APS
versetzt und in vorbereitete Glasplatten (Abstand 1 mm) gegossen. Nach dem Einsetzen des
Kamms und dem Polymerisieren des Gels wurden die 1:2 bis 1:3 mit GEBS verdiinnten
Proben (Volumen 15-30 pl) mit 1 x TBE als Laufpuffer in der Minigel-Elektrophorese-
kammer G42 (Biometra) bei 100 V fiir 2 h aufgetrennt. Zur Visualisierung wurde das Gel fiir
10 min in einem Ethidiumbromidbad (0,7 pg EtBr/ml Aqua dest.) gefarbt und anschlie3end
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unter UV-Bestrahlung und Verwendung des Herolab-Geldokumentationssystems

dokumentiert.

2.9.9 DNA-Sequenzierung
Die klassische DNA-Sequenzierung erfolgt nach dem Didesoxynukleotidverfahren [86], bei

dem es durch den Einbau von ddNTP’s in dem von der DNA-Polymerase neu synthetisierten
DNA-Strang zum Abbruch der Synthese kommt.

Man unterscheidet aufgrund der unterschiedlichen Markierungsart zwischen radioaktiver und
nicht-radioaktiver Sequenzierung.

Bei der radioaktiven Sequenzierung wird mit **P oder *°S markierten Nukleotiden oder 5'-
markierten Primern gearbeitet. Dahingegen erfolgt die Markierung bei der nicht-radioaktiven
Sequenzierung am héufigsten mit Fluoreszenzfarbstoffen an den Didesoxynukleotiden. Dies
geht meist einher mit dem Einsatz von automatischen Sequenzierern, welche die

Fluoreszenzmarkierung wihrend der Elektrophorese mittels Laser anregen und messen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere sequenzspezifische Primerpaare fiir den Nachweis
von bestimmten humanen Genen selbstkonstruiert. Zur Uberpriifung der Sequenz von PCR-
Fragmenten, die mit diesen Primerpaaren amplifiziert wurden und zur Kontrolle der
Zuverlassigkeit von durchgefiihrten Real-Time-RT-PCR Analysen, wurden diese durch
Sequenzierung untersucht.

Die Sequenzierungen erfolgten bei einem kommerziellen Sequenzierunternehmen (SeqLab,

Gottingen) basierend auf der nicht-radioaktiven Sequenzierung.

Hierfir wurde die erforderliche Produktion und Aufreinigung der Proben fiir die
Sequenzierung zuvor folgendermaflen durchgefiihrt:

Zunichst erfolgte zur Fragmentproduktion eine normale PCR mit den iiblichen Bedingungen
und den Annealingtemperaturen der entsprechenden Primerpaare. Pro Primerpaar wurden fiir
eine geniigende Produktausbeute 3 bis 6 der 100 pl Ansitze pipettiert.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden iiber Saulchenchromatographie mit dem GFX™ PCR-
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biotech Inc,) nach entsprechendem
Herstellerprotokoll aufgereinigt.

Die in je 12 pl Aqua dest. eluierten mehren Proben jedes Primerpaares wurden gepoolt und je
Probenpool 5 pl mit 5 x GEBS im Verhiltnis 1:2 gemischt. Die elektrophoretische Analyse
erfolgte im 2%igem SeaKem-Agarosegel fiir 12 h bei 100 V. Zum ungefdhren Abschétzen
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der DNA Konzentration wurden drei verschiedene Mengen (1 pg, 0,5 pg, 0,1 pg) des A-Hind
[II-Marker (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) parallel aufgetragen (2.9.2 ).
Die gewonnene DNA und die entsprechenden Primer wurden mit Konzentrationsangabe der

Firma SeqLab zugeschickt.

2.9.10 Arbeiten mit RNA

Bei Arbeiten mit RNA miissen besondere VorsichtsmaBBnahmen eingehalten werden, da es
sehr leicht zu einer Kontamination mit ubiquitiren Ribonucleasen (RNasen) kommen kann,
die in sehr kurzer Zeit samtliche freie RNA abgebaut haben kénnen. Daher sollte nur mit
entsprechender Schutzkleidung (Kittel, Handschuhe) gearbeitet werden und sédmtliches
Material sollte RNase-frei sein und ausschlieBlich fiir diese Arbeiten genutzt werden. RNasen
kénnen durch DEPC (final 0,2 % [v/v]) zerstort werden. Losungen sollten nach Zugabe und
erfolgter Wirkung von DEPC autoklaviert werden, um das hochgiftige DEPC zu inaktivieren.

2.9.10.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus adhirenten Zellen

Bei allen angewendeten Methoden zur Isolierung von Gesamt-RNA aus adhdrenten Zellen
wurden die Zellkulturen oder Zellinfektionsansétze zuvor mittels Stereolupenmikroskop auf
Vitalitit der Zellen begutachtet. Diese Qualitdtskontrolle erfolgte, da halbverhungerte oder
bereits tote Zellen schlechtere RNA-Ausbeuten liefern und die Gefahr von bereits aktiven
RNasen grofer ist, als in gesunden Zellkulturen. Das durchgefiihrte Aufbereitungsprotokoll
beinhaltet zundchst die Abnahme des Mediums und das anschlieBende Waschen des
Zellrasens in 2 aufeinanderfolgenden Waschschritten mit je 2 ml PBS auf eine Kulturflasche
mit 25 cm® Wachstumsfliche. Sofort im AnschluB wurde die jeweilige Lysereagenz (2 ml
Trizol oder 1 ml RLT-Puffer) auf den Zellrasen gegeben. Bei der gleichzeitigen Bearbeitung
von mehreren Anséitzen wurde jeder einzelne Ansatz ziligig bis zum Lyseschritt behandelt, um
eine Austrocknung der Zellen zu verhindern und somit eine verstirkte Aktivierung von

RNasen zu vermeiden und erst danach mit der RNA-Isolierung fortgefahren.

2.9.10.1.1 Isolierung von RNA nach der Trizol-Methode

Zur Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen [87] wurde Trizol-Reagenz
(Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) nach dem entsprechenden Protokoll der Firma verwendet.
Trizol ist ein Gemisch aus Phenol und Guadiniumisothiocyanat, welches die Zellen lysiert

dabei RNasen hemmt (Guadiniumisothiocyanat) und die Integritit der RNA nicht
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beeintrachtigt. An die Lyse der Zellen wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion und eine
Isolierung der RNA {iber eine Isopropanol-Fillung angeschlossen.

Fiir die cDNA-Arrays war hochreine RNA erforderlich, um die Signale nicht durch DNA-
Verunreinigungen zu verfilschen. Nach einem Protokoll, das dem Atlas-Array-Kit der Firma
Clontech entstammt, wurde deshalb noch ein Verdau mit RNase-freier DNase (RNase-free
DNase RQ1, Promega) angeschlossen. Nach erfolgter Inkubation wurde eine erneute Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.

Das Herstellerprotokoll wurde spéter fiir die RNA-Gewinnung zur Durchfiihrung der cDNA-
Arrays und nachfolgender Real-Time-PCR-Analysen abgewandelt, so wurde die Phenol-
Chloroform-Extraktion durch eine Phenol-BCP-Extraktion ersetzt. Hierbei wurden auf 1 ml
Trizol statt 500 pl Chloroform nun 200 ul BCP (Bromo-3-Chloro-Propan) gegeben. Durch die

so verbesserte Aufreinigung konnte auf den Einsatz der DNase verzichtet werden.

2.9.10.1.2 Isolierung von RNA mit dem RNeasy-Verfahren

Fiir die Real-Time-PCR-Analysen wurde teilweise auch die schnellere Aufreinigung mittels
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) mit integriertem DNase-Verdau (RNase-free DNase Set,
Qiagen) angewendet. Diese Methode basiert auf den selektiven Bindungseigenschaften einer
Silikatgel-Membran in Kombination mit der hohen Geschwindigkeit, die in Mikrozentrifugen
erreicht werden kann.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerprotokoll, bei dem zunéchst die Zellen in einem
stark denaturierenden Guadiniumthiocyanat-Puffer mit f-Mercaptoethanol lysiert und RNasen
inaktiviert wurden. Die anschlieBende griindliche Homogenisierung ist dabei besonders
entscheidend fiir eine hohe RNA-Ausbeute. Zur Homogenisierung wurde das Lysat
mindestens 40 mal in einer Spritze mit einer Kaniile (0,9 mm Durchmesser, 21 G,
Sterican/Braun) aufgezogen und mit Druck in ein 12 ml Zentrifugenrohrchen zuriickgepresst.
Kleinere Kaniilen konnten die RNA bei der Homogenisierung schdadigen und gréf3ere Kaniilen
wiirden die DNA nicht ausreichend abtrennen. Nach Auftrag der Probe auf die Mini-Séule
bindet die Gesamt-RNA an die integrierte Membran, und Verunreinigungen koénnen
weggewaschen werden. Im FEluat sind alle RNA-Molekiile tiber 200 Nukleotiden Lénge
enthalten, wodurch eine Anreicherung von mRNA entsteht, da alle kleineren RNA-Molekiile

(z. B. 5S rRNA u. tRNAs) selektiv entfernt wurden.



36 Materialien und Methoden

2.9.10.2 Isolierung von Leukozyten-Gesamt-RNA aus humanem Blut

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Blut wurde der QIAamp® RNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach dem entsprechenden Protokoll der Firma verwendet.

Das Prinzip basiert auf der nacheinander folgenden, getrennten Lyse von Erythrozyten und
Leukozyten. Da humane Erythrozyten keinen Zellkern und somit keine RNA enthalten, sind
sie fir eine RNA-Isolierung uninteressant. Da jedoch in gesundem humanem Blut die
1000fache Menge an roten Blutkorperchen gegeniiber weiflen Blutkdrperchen vorhanden ist,
erleichtert die vorherige Entfernung der Erythrozyten die RNA-Isolierung aus Leukozyten.

Zu den Leukozyten gehoren die drei Hauptzelltypen: Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten. Alle diese weilen Blutkorperchen sind das Ziel der RNA-Isolierung, da sie
einen Zellkern besitzen und somit RNA enthalten.

Die Abtrennung der Erythrozyten erfolgt im Aufreinigungsprotokoll durch selektive Lyse.
Hierbei macht man sich zu Nutze, dass Erythrozyten gegeniiber einem hypotonischen Schock
anfélliger sind als Leukozyten. Bei Zugabe eines hypotonischen Puffers zerplatzen sie schnell
und konnen durch Zentrifugation von den intakten Leukozyten abgetrennt werden. Da das
Prinzip auf dieser physiologischen Eigenschaft der Zellen beruht, ist die Prozedur abhéngig
von intakten Blutzellen und somit ist die Verwendung von frischem Blut essentiell.
AnschlieBend werden gezielt die Leukozyten unter stark denaturierenden Bedingungen
lysiert. Die RNA-Isolierung erfolgt dann nach dem Prinzip der selektiven
Bindungseigenschaften einer Silikatgel-Membran, wie bereits beim RNeasy Mini Kit
beschrieben. Ebenso gilt, dass eine vollstindige Lyse und Homogenisierung der Zellen fiir

eine hohe RNA-Ausbeute erforderlich ist (2.9.10.1.2).

2.9.10.3 Denaturierende RNA-Agarosegele

Die Elektrophorese von RNA in denaturierenden Agarosegelen verlduft nach dem gleichen
Prinzip wie die Gelelektrophorese in nicht denaturierenden Gelen (siehe 2.9.2 )

Da RNA allerdings zur Ausbildung von volumindsen Tertidrstrukturen neigt, die ihre Wande-
rungseigenschaften im Gel verdndert, wird sie vor dem Auftragen auf das Gel denaturiert und
denaturierende Bedingungen wihrend der Gelelektrophorese beibehalten, so dass ein Riick-

falten in Sekundéir- und Tertidrstrukturen verhindert wird.
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Fiir ein 1%iges Gel (80 ml) wurden 0,8 g Agarose in 61 ml DEPC-Wasser aufgekocht, auf ca.
60 °C abgekiihlt und mit 16 ml des 5x Laufpuffer und 3,3 ml von 37%igem Formaldehyd
versetzt, gut durchmischt und in eine entsprechende RNA-Gelkammer gegossen.

Die Proben wurden 1:1 mit Probenauftragspuffer versetzt und fiir 10-15 Minuten im Wasser-
bad bei 65 C denaturiert. Anschlieend wurden sie auf das Gel geladen und die Elektropho-
rese wurde sofort in 1x Laufpuffer gestartet (5 V pro cm Elektrodenabstand). Nach Abschlufl
der Elektrophorese kann die RNA direkt unter UV-Licht betrachtet werden, da im Probenauf-
tragspuffer Ethidiumbromid enthalten ist.

2.9.10.4 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird iiber eine Reverse Transkription (RT) aus RNA ein komple-
mentdrer DNA-Strang (cDNA) erzeugt. Dazu wird eine Reverse Transkriptase verwendet, die
genauso wie die DNA-Polymerase an ein kurzes doppelstringiges Stiick bindet (hier aus
DNA und RNA) und den komplementéren Gegenstrang zur RNA synthetisiert. Als kurzes
komplementires Stiick wurde hier ein 16-18 Nukleotide langes Oligo-dT-Stiick verwendet,
welches an den poly-A-Schwanz von eukaryoten mRNAs binden kann. So konnte sdmtliche
eukaryote mRNA als Vorlage dienen. Eine Alternative bieten spezifische Primer, die ent-
sprechend nur fiir eine bestimmte RNA kodieren oder Primer mit zufélligen Basenabfolgen
(Random-Hexamer-Primer), die fiir alle RNAs verwendet werden konnen.

Die cDNA-Synthese wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Es wurden 4-5 pg RNA mit 1 pl Oligo-dT;s-Primer (0,5 mg/ml, Promega, Mannheim)
versetzt, auf 12,6 ul mit DEPC-Wasser aufgefiillt und 10 min bei 70 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Probe 2 min auf Eis abgekiihlt und dort der eiskalte Reaktionsmix
(4ul SxSuperscript-Puffer, 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul 10 mM dNTPs, 0,4 pul RNase-Inhibitor 40
U/ul) zugefiigt. Das Gemisch wurde 2 min bei 42 °C inkubiert und anschliefend 1 pl
Superscript Reverse Transkriptase (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) zugefiigt. Nach 35 min bei
42 °C wurde das Reaktionsgemisch auf 60 pul mit Wasser bzw. TE 10/1 aufgefiillt und weitere
5 min bei 90 °C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase inkubiert.

Die cDNA wurde aliquotiert, um schiddigende Auftau- und Gefrierzyklen zu vermeiden und
bei —70 °C bis zur Verwendung gelagert.

Vor Einsatz der produzierten cDNA in der Real-Time-RT-PCR oder im Micro-Array wurde

eine Kontroll-PCR auf eine mogliche Verunreinigung mit genomischer DNA durchgefiihrt.
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2.9.11 Verwendung von (cDNA-)Micro-Arrays

Micro-Arrays werden verwendet, um die Anwesenheit und Menge einer bestimmten RNA
oder DNA in einer Probe zu ermitteln, wobei bei dieser Methode gleichzeitig RNA oder DNA
einer groBen Anzahl unterschiedlicher Gene in derselben Probe vergleichend untersucht wer-
den kann. Hiufig werden Arrays zur Untersuchung von Expressionsmustern auf mRNA-
Ebene herangezogen, wobei stimulierte mit nicht-stimulierten Zellen verglichen werden.

Ein Array besteht aus einem Triager aus Glas, Nylon oder Plastik, auf den kurze DNA-Frag-
mente aufgebracht sind, die eindeutig fiir ein bestimmtes Gen bzw. eine bestimmte Sequenz
kodieren. Aus der zu untersuchenden Zellpopulation wird die mRNA gewonnen und in cDNA
umgeschrieben. Diese wird entweder direkt markiert oder aber wieder in markierte mRNA
umgeschrieben. Die Markierung erfolgt radioaktiv oder mittlerweile auch iiber einen Fluores-
zenzfarbstoff (U95A-Micro-Array, Affymetrix). Die markierte Probe wird dann mit dem
Array hybridisiert und das Signal (Radioaktivitit oder Fluoreszenz) ausgelesen, welches
proportional zur eingesetzten Menge an entsprechender RNA ist. Nach einem Abgleich der
Intensititen innerhalb der zu vergleichenden Array-Triger konnen die Signale auf den
verschiedenen Array-Tridgern miteinander verglichen und so Unterschiede in der Expression
einzelner Gene ermittelt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die auf der radioaktiven Markierung basierenden
Atlas-Nylon-cDNA-Arrays der Firma Clontech/BD verwendet. Deren Trigermaterial sind
Nylonmembranen, auf die cDNA-Fragmente mit einer Lidnge von 200-600 bp aufgebracht
sind. Die mRNA wird iiber spezifische Primer in radioaktiv-markierte cDNA umgeschrieben,
die in die Hybridisierung eingesetzt wird. Die Detektion erfolgt mittels Phosphoimager. Als

Kontrollen sind Fragmente genomischer DNA sowie virale DNA aufgebracht.

2.9.11.1 Durchfiihrung von Atlas-Nylon-cDNA-Arrays

Die Atlas cDNA-Micro-Arrays wurden weitestgehend nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Es wurden je Probe 4 pg Gesamt-RNA mit 1 pl des spezifischen Primergemisches mit Super-
script II Reverser Transkriptase (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) nach dem Protokoll der Firma
Clontech in **P-markierte cDNA umgeschrieben. Die so erhaltenen cDNAs wurden im Szin-
tilationszdhler im Kanal fiir "H gemessen und bei ausreichender Aktivitit (mindestens 2x10°
cpm pro Probe) zur Hybridisierung verwendet. Die Hybridisierung und das anschlieende

Waschen der Membranen erfolgten nach Herstellerangaben.
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Die Atlas-Array Membranen wurden fiir wenige Tage bis zu mehreren Wochen auf Phos-
phoimaging-Platten exponiert und anschlieBend die Platten mit einem Phosphoimager ausge-
lesen. Die nun digitalisiert vorliegende Intensitét der Signale auf den einzelnen Membranen
wurde erst iiber die Intensitdt der auf den Membranen befindlichen Haushaltsgene (housekee-
ping genes) normalisiert und dann die Werte fiir die einzelnen Gene Computer-gestiitzt ver-
glichen (Array Vision). Die so aufgezeigten Regulationen wurden zusétzlich visuell auf mog-
liche falsch-positive Ergebnisse durch Kontaminationen oder Artefakte auf den Membranen
bzw. iiberstrahlende Radioaktivitit von Nachbarpunkten kontrolliert und anschlieend zur

weiteren Analyse in eine Excel-Datei tiberfiihrt.

Es ist moglich, die Nylon-Membranen der Atlas Arrays zu ,strippen®. Als ,,Strippen*
bezeichnet man das Entfernen der auf dem Array befindlichen radioaktiv markierten Proben,
um die Membranen fiir ein weiteres Array-Experiment zu verwenden. Laut Angabe des
Herstellers kann eine solche Nylon-Membran bis zu viermal verwendet werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Membranen nach Herstellerangaben gestrippt und nur einmal

wiederverwendet.

2.9.12 Real-Time-RT-PCR

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Menge einer bestimmten mRNA in einer Probe zu
ermitteln, um dadurch etwa eine Aussage iiber die Zu- oder Abnahme der Expression eines
bestimmten Gens treffen zu konnen. Eine neuere Methode ist dabei die Real-Time-RT-PCR,
bei der nach einer Reversen Transkription (RT) eine PCR erfolgt, in der kontinuierlich die
zeitabhéngige Entstehung des Amplifikats verfolgt wird. Dabei ist der Zeitraum bis zum
Auftreten eines Amplifikates ein MaB fiir die mRNA-Menge im Ausgangsmaterial.

In der Real-Time-PCR wird nach jedem durchlaufenen Zyklus ein Fluoreszenz-Signal
aufgezeichnet, dass proportional zu der Menge an Doppelstrang-DNA (dsDNA) ist. Der
Zeitpunkt, d.h. die Zykluszahl, an dem dieses Fluoreszenz-Signal aus dem Hintergrund
(threshold) heraustritt und meBbar wird, wird Threshold-Cycle (Ct) genannt. Uber eine
Eichkurve aus einer Verdiinnungsreihe von Ausgangsmaterial (cDNA) oder einem Plasmid
mit einem Insert, welches das zu quantifizierende Gen oder ein entsprechendes Teilstiick
enthdlt, kann nun der Cr-Wert der Probe abgeglichen und somit eine Quantifizierung
vorgenommen werden. Dabei kann entweder bei Verwendung einer Verdiinnungsreihe aus
cDNA eine relative Menge, das Agivalenzvolumen, ermittelt werden oder aber bei

Verwendung von einem Plasmid direkt die Kopienzahl des Gens in der Ausgangsprobe



40 Materialien und Methoden

bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Abgleich mit einer parallelen cDNA-

Verdiinnungsreihe (2.9.12.2).

Threshold

Baseline No Template Control

Cr

Normalized Fluorescence Intensity

v
10 15 20 25 30 35 40
Cycle Number

o
o

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ergebnisses einer Fluoreszenz-Messung wihrend einer Real-
Time-PCR. Aufgetragen ist die Zyklenzahl der PCR (Cycle Number) gegen die normalisierte Fluoreszenz-
Intensitit (Normalized Fluorescence Intensity) fiir eine Probe (Sample) und eine Negativ-Kontrolle ohne
c¢DNA (No Template Control, NTC). Der Cr-Wert, die Zyklenzahl bei der das Fluoreszenz-Signal der
Probe aus dem Hintergrund (7hreshold) heraustritt, wurde hier durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Das Fluoreszenz-Signal in einer Real-Time-PCR kann entweder spezifisch fiir ein bestimmtes
Gen sein oder aber nur die Menge an entstandener dsDNA angeben. Fiir ein spezifisches
Signal wird ein dritter Primer (Sonde) fiir das gewiinschte Gen benétigt, der ein Fluoreszenz-
Signal mitfiihrt. Fiir dieses Verfahren gibt es verschiedene Methoden, die alle auf dem Prinzip
des Fluoreszenz Resonanzenergie Transfers (FRET) beruhen. Dabei werden Oligonukleotid-
Sonden verwendet, an die zwei Fluorophore gekoppelt sind. Diese Fluorophore verhalten sich
anders, wenn sie in enger rdaumlicher Nidhe, hier gekoppelt an die Sonde, vorliegen, als wenn
sie weiter voneinander entfernt sind. Nach Bindung der Sonde an die Einzelstrang-DNA wird
die Sonde durch die DNA-Polymerase, die in der PCR-Reaktion den Gegenstrang erzeugt,
zerstort. Dabei werden die beiden Fluorophore getrennt und die Fluoreszenz dndert sich. Die
Anderung dieses Fluoreszenzsignals wird gemessen, wobei die Fluoreszenz des freien Fluo-
rophores ein Mal} fiir die entstandene Doppelstrang-DNA darstellt. Dies wird ermoglicht
durch die spezifische Bindung der Sonde an die entsprechende Sequenz der entstandenen

Doppelstrang-DNA.

Die andere Technik, die ein unspezifisches Signal fiir alle dSDNA ergibt, beruht auf einem
Fluoreszenz-Farbstoff, der erst bei Einlagerung in die dsDNA fluoresziert, wofiir SYBR"-
Green verwendet wird. Dabei ist wihrend des PCR-Laufs keine Unterscheidung zwischen

einem gewiinschten Amplifikat und einem unerwiinschten Produkt méglich, so dass nach ei-
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nem PCR-Lauf eine Uberpriifung auf mogliche weitere Produkte erfolgen sollte. Dies kann
iiber ein anschlieBendes Agarosegel zur Uberpriifung der Amplifikatlinge, sowie iiber eine
zusitzlich aufgezeichnete Schmelzkurve geschehen. Eine solche Schmelzkurve kann von dem
Real-Time-PCR-Geridt aufgezeichnet werden. Es kann iiber den Verlauf der Schmelzkurve
unterschieden werden, ob nur ein Amplifikat oder mehrere entstanden sind, wobei die am
hiufigsten auftretenden unerwiinschten Produkte durch die Verldngerung von sich teilweise
iiberlappenden Primerteilstiicken als ,,Primerdimer* entstehen. Diese weisen einen niedrige-
ren Schmelzpunkt als die eigentlichen Produkte auf.

Real-Time-PCR-Gerite werden von verschiedenen Herstellern angeboten, wobei zwei Sy-
steme unterschieden werden konnen: das TagMan®-System (Applied Biosystems, Weiter-
stadt) sowie das LightCycler”-System (Roche, Mannheim), die sich durch Unterschiede in der
Wahl der spezifischen Sonden, der Datengewinnung und Anzahl der gleichzeitig zu bearbei-
tenden Proben und Volumen dieser Proben auszeichnen.

Die hier vorgestellten Daten wurden mit einem TagMan®-Gerit unter Verwendung von

SYBR-Green gewonnen.

2.9.12.1 Primergenerierung und Austestung der Primer

Fiir die Generierung der Primer fiir die Real-Time-PCR in einem TaqMan®-Gerit gibt es be-
stimmte Vorgaben, so sollte der zu amplifizierende Bereich zwischen 90 bis 150 bp liegen,
wobei die Primer eine Lange von 17 bis 25 Nukleotiden haben sollten. Zusétzlich sollte der zu
amplifizierende Bereich eher im ,hinteren” Teil des Gens, d.h. im 3°-Bereich liegen, da die
Reverse Transkriptase von dieser Seite her die cDNA synthetisiert und die Synthese haufig
nach 1500 bis 2000 bp abbricht. AuBlerdem ist es wiinschenswert, dass in diesem Bereich eine
Intron-Exon-Grenze liegt, so dass ein Amplifikat aus genomischer DNA eine andere Lénge
aufweist als ein Amplifikat aus cDNA. So kann in der PCR eine Verunreinigung mit genomi-
scher DNA schnell detektiert werden. Weiterhin ist es niitzlich, wenn die generierten Primer
alle eine dhnliche Annealing-Temperatur besitzen (hier moglichst um 60 °C), da so mehrere
Gene im gleichen PCR-Lauf untersucht werden kdnnen.

Bevor die Primer in der quantitativen Real-Time PCR eingesetzt werden konnen, muss iiber-
priift werden, ob sie bei der gewiinschten Annealing-Temperatur verwendbar sind und dabei
keine unerwiinschten zusitzlichen Produkte entstehen.

Im néchsten Schritt muss das beste Verhiltnis der Primerkonzentrationen im PCR-Ansatz er-
mittelt werden. Dabei wird angestrebt, eine moglichst grofie Differenz der Cr-Werte von der

Probe mit cDNA und der Probe ohne cDNA im Ansatz zu erhalten, was einem hohen Signal-
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Rauschabstand entspricht. Bei ungiinstigen Primerverhéltnissen wird das Genstiick wesentlich
schlechter amplifiziert und es konnen sogar unerwiinschte Nebenprodukte aus Primer-
selbstamplifikationen entstehen.

Die Bestimmung des besten Verhiltnisses an Primern im Ansatz wurde durch eine sogenannte
Primermatrix nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Von der im Pipettierschema (sieche Tabelle 6) erstellten Probe werden dabei Doppelansitze
mit je 20 ul eines Oligonukleotidgemisches in bestimmtem Verhéltnis pro Ansatz mit 30 pl

Mastermix (Enzyme, Nukleotide, Puffer, etc.) versetzt und in der Real-Time-PCR eingesetzt.

\P/r;?}ll;;nis Ti;lnerl)llg;e_ 5’-Primer 3’-Primer ddH,O
[3%:5° Primer] [S pmol/ul] | [5 pmol/pl]

50:50K — 1,25 pl 1,25 ul 47,5 wl
50:50 2,5 ul 1,25 pl 1,25 ul 45
50:300K — 1,25 pl 7,5 ul 41,25 pl
50:300 2,5 ul 1,25 pl 7,5 ul 38,75 ul
50:900 K — 1,25 pl 22,5 pl 26,25 pl
50: 900 2,5 ul 1,25 pl 22,5 pl 23,75 pl
300: 50 K — 7,5 ul 1,25 ul 41,25 pl
300:50 2,5 ul 7,5 ul 1,25 pl 38,75 pl
300 : 300 K — 7,5 ul 7,5 ul 35 ul
300 :300 2,5 ul 7,5 pl 7,5 ul 32,5 ul
300 : 900 K — 7,5 ul 22,5 ul 20 ul
300 : 900 2,5 ul 7,5 ul 22,5 ul 17,5 pl
900 : 50 K — 22,5 ul 1,25 ul 26,25 pl
900 : 50 2,5ul 22,5 ul 1,25 ul 23,75 pl
900 : 300 K — 22,5 ul 7,5 ul 20 ol
900 : 300 2,5 ul 22,5 pl 7,5 pl 17,5 pl
900 : 900 K — 22,5 pl 22,5 pl 5 ul
900 : 900 2,5 ul 22,5 ul 22,5 ul 2,5 ul

Tabelle 6: Pipettierschema fiir die Primermatrix, wobei in Spalte eins das Primerverhiltnis im Ansatz in
fmol/Ansatz angegeben ist.

2.9.12.2 Quantitative Bestimmung von cDNA mittels Real-Time-PCR

Zur Quantifizierung einer bestimmten cDNA in einer Probe und dem anschlieBenden Ver-
gleich dieser cDNA-Menge mit der cDNA-Menge in einer zweiten Probe (hier in der Regel
cDNA von Borrelien-infizierten Zellen im Vergleich mit nicht-infizierten Zellen) wird erst
das Aquivalenzvolumen der cDNA in der Probe iiber eine Standardreihe mit einer cDNA-
Verdiinnungsreihe ermittelt und anschlieBend die Menge iiber ein Housekeeping-Gen nor-

miert. Hierbei werden die Cr-Werte der Verdiinnungsreihe (Standard) gegen den Logarithmus
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der Probenkonzentration (eingesetztes Volumen oder Kopienzahl) aufgetragen und daraus
eine Geradengleichung ermittelt. Die Menge des nachzuweisenden Gens in einer unbekannten
Probe kann nun anhand dieser Geradengleichung bestimmt werden.
Laut Applied Biosystems ist die Steigung der Geradengleichung der Verdiinnungsreihe ein
Mal fiir die Giite der Real-Time-PCR und der Primer, wobei iiber die Steigung die Effizienz
(E) der Reaktion ermittelt werden kann mit:

E=10"51
mit S = Steigung der Standardkurve, semilogarithmisch.
Eine gute Steigung liegt bei —3 bis —3,5 und beschreibt eine Effizienz der Amplifikationsre-
aktion um 100 %.

Fiir eine Probe wird immer sowohl das Aquivalenzvolumen des gewiinschten Gens, als auch
das fiir ein Housekeeping-Gen, hier Ribosomales Protein 9 (RPS9) ermittelt. Uber das Aqui-
valenzvolumen des Housekeeping-Gens, welches theoretisch bei allen Proben gleich sein
sollte, da die gleiche Menge an RNA zur cDNA-Synthese eingesetzt wurde und ein gleiches
Probenvolumen in die Real-Time-PCR eingesetzt wurde, kann eine Normalisierung der
einzelnen zu vergleichenden Proben stattfinden. AnschlieBend kdnnen die Proben zueinander
ins Verhiltnis gesetzt werden, um mogliche Regulationen der Genexpression, zum Beispiel in

einer zeitabhiangigen Kinetik, zu ermitteln.

2.10 Proteinbiochemische Methoden

2.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinlosungen wurden in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli aufgetrennt, wobei die Proteine zuerst in einem oberen Sammelgel konzentriert und

dann im unteren Trenngel aufgetrennt wurden.

12 %iges Trenngel (Volumina fiir zwei Minigele)
8 ml SDS-Gellosung A
5 ml SDS-Gellosung B

7 ml Aqua dest.

200  ul SDS-Gellosung C
180  ul 10% APS

20 ul TEMED



44 Materialien und Methoden

3 %iges Sammelgel

5 ml Sammelgelldsung
20 ul 10% APS
5 ul TEMED

Die Elektrophorese wurde in der Minigel-Elektrophoresekammer G42 (Biometra)
durchgefiihrt. Das 12%ige Trenngel wurde bis ca. 1 cm unter den oberen Rand in die
vorbereiteten Glasplatten (I mm Abstand) gegossen und mit n-Butanol iiberschichtet. Nach
Polymerisation wurde das Butanol mit Aqua dest. entfernt, die Oberflache des Trenngels mit
Filterpapier getrocknet und mit dem 3 %igen Sammelgel iiberschichtet. Vor der
Polymerisation wurde der Probenkamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden mit dem
gleichen Volumen SDS-Aufschlu3puffer versetzt, fiir 5 min bei 100°C denaturiert und auf das
Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurden entweder 2 - 5 pl SDS-PAGE
Molecular Weight Standard, Low Range (Bio-Rad) aufgetragen oder 10 pl Prestained SDS
Molecular Weight Marker (Sigma). Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V, bis die
Bromphenollaufbande das Trenngel erreicht hat, und anschlieBend bei 200 V bis zum
Auslaufen der Lauffront in den SDS-Laufpuffer. Die SDS-Gele wurden entweder mit
Silberlosung (2.10.2 ) gefarbt oder geblottet (2.10.3 ).

2.10.2 Silberfirbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen

Nach der SDS-PAGE wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel mindestens 45 min bei
RT oder iiber Nacht bei 4 °C in einer Fixierlosung (50% [v/v] Methanol, 12% [v/V]
Essigsdure, 0,02% Formaldehyd) inkubiert. Anschliefend wurde zur Entfernung der Sdure
dreimal 10-15 min mit 50% [v/v] Ethanol gewaschen. Um die Sensitivitdt der Silberfirbung
zu erhohen, wurde das Gel dann 1 min mit 0,02%iger [w/v] Na-Thiosulfatlésung behandelt
und nach dreimaligem Waschen mit Aqua dest. 20 min in der Silbernitratlosung (0,2% [w/v]
AgNOs3, 0,03% Formaldehyd) gefarbt. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua dest. erfolgte
die Entwicklung in der reduzierenden Entwicklerlosung (0,56M Na,COs;, 0,02%
Formaldehyd, 0,0004% [w/v] Na-Thiosulfatlosung) so lange, bis die Banden sichtbar waren.
Dann wurde die Entwicklerlosung mit Aqua dest. abgespiilt und das Gel zum Beenden der
Reduktion 10 min mit Stopplosung (50% [v/v] Methanol, 12% [v/v] Essigsdure) versetzt.
Nach 20- bis 30miniitigen Inkubationen in 50% [v/v] Methanol, 30% [v/v] Methanol und 3%
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[v/v] Glycerin, folgte die Vakuumtrocknung des auf Whatman 3MM-Filterpapier fixierten
Gels, bei 80 °C fiir 75 min im Geldryer.

2.10.3 Westernblot

Mittels Westernblot wurden Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung (2.10.1 ) auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen. Durch anschliefende Immunoféarbung konnten Proteine
spezifisch identifiziert werden.

Auf die anodische Graphitplatte der Fast Blot B33 Blotkammer (Biometra) wurden
luftblasenfrei und Blotpuffer-getrinkt folgende Materialien gelegt: Zwei Lagen Whatman
3MM-Filterpapier, die Zellulosenitratmembran (Schleicher & Schiill), das Trenngel und
abschlieBend erneut zwei Lagen Whatman 3MM-Filterpapier. Die Blotkammer wurde mit der
Kathodengraphitplatte geschlossen, beschwert und der Proteintransfer fiir 45-180 min bei 150
mA/Gel (2 mA/cm?) durchgefiihrt. Der Prestained SDS Molecular Weight Marker (Sigma)

diente als optische Kontrolle fiir den Transfer der Proteine auf die Membran.

2.10.4 Immunofirbung von Zellulosenitratmembranen

Nach dem Westernblot (2.10.3 ) erfolgte die Immunofirbung der geblotteten
Zellulosenitratmembran. Zuerst wurden freie Bindungsstellen der Zellulosenitratmembran in
5% [w/v] Magermilch-Ampli-Puffer fiir 1 h bei RT oder liber Nacht bei 4 °C abgesittigt. Alle
folgenden Schritte wurden bei RT auf dem Taumelschiittler durchgefiihrt. Nach dreimaligem
Waschen mit Amplipuffer wurde die Membran in dem mit 1 - 2% [w/v] Magermilch-Ampli-
Puffer verdiinnten Primérantikorper fiir 1 - 1,5 h oder {iber Nacht inkubiert. Anschliefend
wurde erneut dreimal gewaschen. Die Inkubation mit dem in 1% [w/v] Magermilch-Ampli-
Puffer verdiinnten Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper erfolgte fiir 1-1,5 h. Die
Membran wurde dreimal mit TBS gewaschen und dann durch Zugabe der Substratlosung (5
ml Chloronaphthol-Stammldsung, 20 ml TBS und 25 ul Wasserstoffperoxid) entwickelt. In
Bereichen der Antigen-Antikorperbindung wurde ein dunkelviolettes Prézipitat sichtbar. Zum
Abstoppen der Reaktion wurde der Blot mit Aqua dest. gewaschen und zwischen

Filterpapieren getrocknet.
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2.11 Zell- und immunbiologische Methoden

2.11.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Bei allen verwendeten Zellen handelte es sich um adhirente Zellen, die unter sterilen Be-
dingungen bei 37 °C in einer feuchtigkeitsgesattigten Atmosphére mit 5 % CO, in Standard-
zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) im Brutschrank kultiviert wurden (Zelllinien/
primire Zellen und Kulturmedien siehe Tabelle 2).

Als adhirent bezeichnet man Zelllinien, die sich in Kultur an die Oberfliche des
KulturgefdBes anhaften, vornehmlich an den Gefdboden. Fiir die humanen Endothelzellen
(HUVEC) musste zur besseren Anheftung der Gefiallboden kurz vor der Aussaat mit 1%iger
Gelatine fiir 30 min bei 37 °C beschichtet werden. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage kurz vor
der Konfluenz der Zellen (ca. 107 Zellen bei Zellkulturflasche mit 75 cm® Wachstumsfliche),
erneut in geringerer Zelldichte in neuem Medium ausgesét (passagiert), um ihnen optimale
Wachstumsbedingungen zu liefern. Fiir das Passagieren miissen die Zellen vorher von den
Zellkulturflaschen abgelost werden. Dies geschieht hier durch Inkubation mit Trypsin, einer
Protease, die die Zellvernetzungen mit dem Kulturflaschenboden abspaltet. Da die Aktivitét
des Trypsins in Zellkulturmedium stark abgemindert ist, wurden die Zellen zuerst zweimal
mit 10 ml PBS gewaschen und dann mit S5ml Trypsin-EDTA (Biochrome, Berlin) fiir maximal
eine Minute inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde durch Beklopfen des Bodens der
Kulturflasche unterstiitzt und die Zellen in 10 ml Stoppmedium (DMEM + 20% FCS)
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fiir 10 min bei 1000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in frischem EGM-2 Medium
resuspendiert. Zur Weiterkultivierung der Zellen wurde etwa 1/4 der Zellsuspension erneut in

Medium ausgesit, der Rest der Zellen wurde in Experimenten eingesetzt oder eingefroren.

2.11.2 Bestimmung der Zellzahl

Vor dem Einsatz von Zellen wurde deren Konzentration bestimmt. Dazu wurden die Zellen in
Suspension gebracht, ein abgenommenes Aliquot mit Trypanblau-Losung im Verhiltnis von
1:2 verdiinnt und in einer Neubauer-Zihlkammer mit definiertem Volumen unter dem
Lichtmikroskop (100fache VergroBerung) gezdhlt. Tote Zellen wurden hierbei vom
Trypanblau markiert, da dieser saure Farbstoff durch defekte Zellmembranen diffundiert.

Die Bestimmung der Zellzahl wurde folgendermafen durchgefiihrt:



Materialien und Methoden 47

Die Anzahl der lebenden Zellen in einem GroBBquadrat multipliziert mit dem

Verdiinnungsfaktor und dem Faktor 10* ergab die Zellzahl pro Milliliter Suspension.

2.11.3 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

Zur Untersuchung der Expression von [CAM-1 in humanen Endothelzellen (HUVEC) wurden
FACS-Analysen durchgefiihrt.

Die nach dem Prinzip der Durchflusszytometrie funktionierende FACS-Analyse basiert auf
der Vermessung von Einzelzellen mittels eines bzw. zweier Laserstrahlen. Die Zellen werden
aus einer Zellsuspension in einen laminaren Fliissigkeitsstrom iiberfiihrt, wo sie ausgediinnt
und vereinzelt werden. AnschlieBend passieren sie eine Messzelle, in der sie an einem
Laserstrahl vorbeigeleitet werden. Das Licht des Laserstrahls bzw. der Laserstrahlen trifft auf
die vorbeiflieBenden Zellen und wird durch die Beugungs- und Brechungseigenschaften der
Zellen in verschiedene Winkel abgelenkt. Ein Lichtstrahl, der von der Zelle nicht gebrochen
wird und diese geradlinig passiert, trifft auf den FSC-,,foward scatter light“-Photodetektor. Im
FSC-Detektor wird durch die Vielzahl der einfallenden Lichtstrahlen die Grofe der Zelle
ermittelt. Lichtstrahlen, die von den Kompartimenten der Zelle abgelenkt werden, gelangen
auf einen zweiten SSC-,,side scatter light“-Photodetektor. Aus der Anzahl der Lichtstrahlen,
die von diesem Detektor eingefangen werden, wird die Information iiber die Granularitét der
Zellen zusammengesetzt. Ahnlich wie beim Streulicht eines SSC-Photodetektors wird auch
das Fluoreszenzlicht gemessen. Trifft der Laserstrahl auf eine fluoreszenzmarkierte Zelle, so
wird das Licht durch die jeweiligen Fluorophore teilweise absorbiert und in einem
langerwelligeren Spektralbereich in alle Richtungen emittiert. Das emittierte Licht wird je

nach Wellenldnge von weiteren Photodetektoren aufgefangen.

2.11.3.1 Probengewinnung fiir die FACS-Messung

Die Infektionsansidtze aus HUVEC und Borrelien sowie die mitgefiihrten Kontrollanséitze
wurden 24 h post infectionem gestoppt. Hierzu wurden die Zellen nach Mediumabnahme
zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen und anschlieBend in je 1 ml CDS (Cell-Dissoziation-
Solution, Sigma) fiir 20 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die danach moglichst
schonend abgelosten Zellen wurden in 5 ml kaltem PBS aufgenommen, fiir 10 min bei 4 °C
mit 4000 rpm abzentrifugiert und nach AbgieBen des Uberstandes in je 1100 pl kaltem
PBS/2%FCS resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde zur Verminderung weiterer

Zellaktivitdt sofort auf Eis gelagert. Die verwendete PBS/2%FCS-Losung war zuvor mit
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einem Membranfilter von 0,22 pum PorengrdB3e filtriert worden, um stérende Partikel aus dem
FCS, zur Vermeidung von verfélschten FACS-Ergebnissen abzutrennen. Zur Bestimmung der
gewonnenen Zellzahl wurde ein Aliquot entnommen und in einer Neubauer Kammer

ausgezahlt.

2.11.3.2 Durchfiihrung des FACS-Protokolls

Fiir den Nachweis und die Quantifizierung von Oberflichenmarkern auf HUVEC Zellen
wurden monoklonale Antikorper zur Férbung der Zellen verwendet. Die an den
entsprechenden  Oberflaichenmolekiilen =~ gebundenen  Antikérper  lassen  sich
durchflusszytometrisch nachweisen. Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an
Oberflichenrezeptoren der Zellen einzuschitzen, wurden jeweils Isotyp-Kontrollen
mitgefiihrt.

Die Fiarbung der Zellen mit den Flourophor-gekoppelten Antikoérpern wurde in 96-
Rundlochplatten auf Eis vorgenommen. Fiir jeden Férbeansatz pro Well wurden 50ul
Antikorperlosung vorgelegt und 1,5x10° Zellen in 100pl filtriertem, kaltem PBS/2%FCS
dazugegeben. Die Inkubation erfolgte 1 h auf Eis. AnschlieBend wurde die Rundlochplatte
mit den Proben bei 400g fiir 3 min bei 4°C abzentrifugiert und die Losung abgeschlagen.

Fiir die durchflusszytometrische Messung wurden die mit Antikorper markierten Proben- und
Kontrollansitze in einem Volumen von 150ul PBS/2%FCS aufgenommen und in FACS-
Probenrdhrchen iiberfiihrt. Zur Differenzierung der lebenden von den abgestorbenen Zellen
wurden 200ul FACS-Puffer (PBS/2%FCS mit 1pM Propidiumiodid) hinzugesetzt, da
Propidiumiodid in tote Zellen eindringt und den Zellkern (DNA) anfirbt. Wihrend der
gesamten Messung am FACS-Calibur-System (Becton Dickinson) wurden die Proben auf Eis
inkubiert. Um die statistische Relevanz zu gewihrleisten, wurden fiir jede Einzelmessung
mindestens 10* lebende HUVEC Zellen aufgenommen.

Fiir die Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe wurden entsprechende Wellenldngenfilter des
verwendeten FACS-Calibur-Systems gewéhlt FL1: 530+30nm Bandpassfilter (fiir FITC) und
FL2: 585+42nm Bandpassfilter (fiir Phycoerythrin, PE). Samtliche Messungen konnten
freundlicherweise mit Unterstlitzung von Dr. Kurt Dittmar am FACS-Calibur-System (Becton
Dickinson) der GBF (Gesellschaft fiir biologische Forschung, Braunschweig) durchgefiihrt

werden.
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Die Auswertung der Ergebnisse in Histogrammen und sogenannter Dot Plots erfolgte mit
Hilfe der CELLQuest' V-Software (Becton Dickinson, Heidelberg). Die Histogramme geben
die zahlenméBige Verteilung der gemessenen Zellen bei den unterschiedlichen
Fluoreszenzintensititen an. In jedem Histogramm ist zur Abschitzung der Menge
unspezifisch an den Zellen gebundenen Antikorper die Isotypkontrolle in die entsprechende

Kurve mit eingezeichnet.

Bezeichnung :Name Markierung : Klon Isotyp

CDs4 ICAM:L e FITC 8410 LA N—
CD31 PECAMEL oo PE IE11 L —
CD4 T-Zell Oberflichenglycoprotein T4 i PE 13B8-2 T8G
CD3 Negativmarker FITC UCHT-1 18G1 .
CDI19 B-Lymphozyt CD19 Antigen FITC J4-119 18G1 .
MHC Klasse] {HLA-ABCKlassel PE G46-2-2-6 1860
Isotyp-Kontrolle } IgG, Isotype Standard FITC MOPC-21 18G)
Isotyp-Kontrolle ; IgG, Isotype Standard PE MOPC-21 IgG,

Tabelle 6: Verwendete Antikorper zur FACS-Analyse von Oberfléichenmolekiilen der HUVEC

2.11.4 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Das ELISA ist ein Verfahren zum Nachweis einer bestimmten Substanz durch Antikorper, die
mit einem Enzym verbunden sind, welches eine detektierbare Reaktion katalysiert, z.B. eine
Farbentwicklung.

Hierbei wird ein Reaktionsgefdl mit einem meist monoklonalen Antikorper (capture anti-
body) fiir die nachzuweisende Substanz beschichtet. Anschlieend wird die Losung mit der
nachzuweisenden Substanz in das Reaktionsgefd3 gegeben und die Antikdrpermolekiile bin-
den spezifisch an diese Substanz. Unspezifische Bindungsstellen werden anschlieBend mit
BSA abgesittigt. Nun erfolgt eine Inkubation mit einem zweiten Antikorper (detection anti-
body), der an ein Enzym gekoppelt ist. In einer anschlieBenden Nachweisreaktion wird das
entsprechende Substrat fiir das Enzym zugesetzt und der Umsatz dieses Substrates gemessen.
Waschschritte nach jedem Inkubationsschritt entfernen nicht gebundene Substanzen, daher
sollte der Substratumsatz direkt proportional zur Menge des eingesetzten Enzyms, also auch
zur Menge der nachzuweisenden Substanz sein. Fiir solche Nachweise werden hiufig Enzyme
verwendet, die eine Farbreaktion auslosen (z.B. alkalische Phosphatase), da solche Reaktio-
nen sehr gut detektierbar sind. Zur Konzentrationsabschitzung wird eine Eichreihe mit be-

kannten Konzentrationen der nachzuweisenden Substanz verwendet.
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2.11.4.1 Probengewinnung fiir den ELISA

Die Proben wurden nach den Zeitpunkten 6 h, 12 h, und 24 h post infectionem entnommen.
Das abgenommene Medium wurde sofort bei —80 °C eingefroren und dort bis zur

Durchfiihrung des ELISA gelagert.

2.11.4.2 Durchfiihrung des ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der ELISA-Kit zur Bestimmung von humanem GRO-3
(synonym auch MIP-2alpha genannt) von der Firma Immuno-Biological Laboratories
(Hamburg) verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die ELISA-Platte ist bei diesem kommerziellen Kit bereits mit dem monoklonalen Antikdrper
(Anti-human GRO-B Rabbit IgG) beschichtet und wird im Protokollverlauf mit dem
enzymgekoppelten Detektionsantikdrper (HRP conjugated Anti human GRO 3 Rabbit IgG)
inkubiert.

Fir die Durchfilhrung des ELISA wurden die aufgetauten Proben zur Abtrennung
moglicherweise mitgefiihrter Zellen fiir 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert und aus dem

erhaltenen Uberstand je 100 ul Probenmenge in den ELISA eingesetzt.

2.12 Methoden zum Arbeiten mit Borrelien

Alle Kultivierungs- und Infektionsarbeiten mit lebenden Borrelien wurden unter sterilen

Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt.

2.12.1 Herstellung von Borrelienkultur in grofiem Maflstab

Bei der Kultivierung erfordern alle verwendeten Borrelienspezies die gleichen
Anziichtungsbedingungen. Sie wachsen in dem sehr komplexen BSK-H complete Medium
mit mehr als 60 enthaltenen Komponenten. Darunter sind viele verschiedene Aminoséduren
(z.B. L-Alanin, L-Serin, L-Tryptophan usw.) und quantitativ grélere Komponenten, wie
Bovines Albumin, Kaninchenserum, D-Glucose und Glutamin.

Zu 3 ml BSK-H Medium im 5 ml Sterilréhrchen wurden im allgemeinen 100 pl der
Stammkultur hinzugefiigt. Die Animpfmenge kann je nach Wachstumsgrad der Stammkultur
variiert werden. Die frisch angeimpften Borrelienkulturen werden im Brutschrank bei 33 °C
fiir ca. 3-5 Tage inkubiert, wobei die Inkubationszeit ebenfalls vom Zustand der Vorkultur

und der angeimpften Menge abhéngt.
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Aufgrund dieser Variabilitit der Wachstumszeit ist es notig, tdglich eine visuelle
Zustandskontrolle vorzunehmen. Mit zunehmender Zellzahl vollzieht das Medium einen
Farbwechsel von rot-orange zu gelb-orange, so dass diese makroskopische Beurteilung in der
Regel ausreichend ist, um festzulegen, ob die Inkubation beendet werden kann. Ist dies der
Fall, konnen die Kulturen, sofern sie nicht frisch benétigt werden, fiir ca. 4 Wochen bei 4 °C
gehalten werden. Unter diesen Bedingungen ist das Wachstum extrem verlangsamt, bis eine
erneute Uberimpfung nétig ist, um eine Uberalterung der Stammkultur zu verhindern. Zur
dauerhaften Lagerung konnen Borrelien in entsprechendem Einfriermedium (Tabelle 2) in

Stickstofftanks eingefroren werden.

Fiir die parallelen Infektionsansidtze von humanen Zellen war die Produktion einer
ungewoOhnlich groen Menge an Borrelien ndtig. Hierzu mussten je nach geplantem
Versuchsansatz 0,6—1,0 Liter Kultur angesetzt werden. Die erforderliche Menge an BSK-H
Medium wurde auf die entsprechende Anzahl von 50 ml Sterilr6hrchen aufgeteilt. Bei diesen
Kulturen in groBem Malistab blieb jedoch das Volumenverhdltnis der Normalkulturen
bestehen, indem 30 ml Kulturvolumen pro 50 ml Sterilréhrchen zugewiesen wurden. Diese
GroBkulturansidtze wurden mit je 800 — 1000 ul einer zuvor angelegten, frischen Vorkultur

angeimpft und bei 33 °C im Brutschrank inkubiert.

2.12.2 Dunkelfeldmikroskopie

Die Dunkelfeldmikroskopie ist eine Methode zur Beobachtung kleiner, kontrastarmer und
regelméBig periodischer Strukturen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sie zur Beobachtung
nativer Borrelien genutzt. In das Objektiv gelangt nur vom Objekt (Mikroorganismus)
gebeugtes, d.h. also gestreutes Licht. Aus diesem Grund erscheinen die beobachteten
Strukturen hell auf dunklem Hintergrund. Mit einfachen Mitteln ist dieser Effekt auch durch
Ausblenden der Strahlen mittels einer Zentral- oder einer Sternblende zu erreichen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch mit einem Trockendunkelfeldkondensor gearbeitet, da
dieser wesentlich lichtstirkere Bilder liefert. Diese auch Kardioidkondensoren genannten
mikroskopischen Zusatzgerite erzielen die besagte Bildqualitit, indem sie das einfallende
Licht durch integrierte Spiegelflidchen seitlich auf das Objekt konzentrieren. Die so seitlich
angestrahlten Borrelien werden nicht durchleuchtet, sondern strahlen das Licht von ihrer

Oberflache zuriick und erscheinen auf diese Weise leuchtender.
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Zur Bestimmung der Borrelienzahl in Kulturen oder Borreliensuspensionen zur Infektion
wurden ca. 10 pl der Proben in einer Neubauer-Zahlkammer bei 160 facher VergroBBerung (16
x Objektiv, 10 x Okular) ausgezahlt. Zugleich konnte hierbei die Vitalitit der Borrelien
tiberpriift werden.

Die nativen Borrelien sind trotz ihres schmalen Habitus und ihrer geringen Grofle (8-30 um
lang und 0,2-0,5 pm dick) im mikroskopischen Bild des Dunkelfeldmikroskops gut zu
erkennen, da sie vor dem dunklen Hintergrund hell erscheinen. Die Differenzierung zu
anderen fidigen Mikroorganismen erfolgt durch die typisch spiralige Morphologie und
Bewegungsweise der Spirochaeten. Ebenso ist die eindeutige Abgrenzung zu winzigen
Fremdpartikeln (wie Fusseln oder Kristalle) mdglich, aufgrund des stirker lichtbrechenden

Effektes dieser Objekte im Vergleich zu den kontrastirmeren Borrelien.

2.12.3 Infektion von adhirenten Zellen mit Borrelien

Zur Vorbereitung der Infektion wurden die Zellen 24 h vorher in kleinen Zellkulturflaschen
(25 cm® Wachstumsfliche) so ausgesit, dass sie nach Anheftung an das KulturgefiB einen
Monolayer ergeben mussten. Am Tag der Infektion wurde der Zustand der Zellkultur mittels

Stereolupenmikroskop begutachtet und die Zellen mit neuem Medium versorgt.

Kurz vor Beginn der Infektion wurden die Borrelien frisch aus dem GroBkulturansatz
geerntet. Hierzu wurden alle gut bewachsenen 50 ml Kulturréhrchen fiir 10 min bei 5000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Borreliensediment in einem verbliebenen
Mediumrest wieder resuspendiert. Die einzelnen Borreliensuspensionen wurden in einem
Rohrchen vereint und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und das groBe Borreliensediment im
Kulturmedium der eukaryotischen Zellen resuspendiert. Aus dieser stark konzentrierten
Borreliensuspension wurde ein kleines Aliquot steril entnommen, eine Verdiinnungsreihe
durchgefiihrt und die hochste Verdiinnungsstufe zur Bestimmung der Zellzahl mittels
Dunkelfeldmikroskopie (2.12.2 ) verwendet. Bei den ersten Infektionen fiir die
Fluoreszenzfarbung und den Array wurde versehentlich Zellkulturmedium verwendet, dass
Antibiotika (1% Pen./Step) enthielt. Alle spiteren Infektionen fiir Array, Real-time-RT-PCR

und Proteinnachweise wurden mit Medium ohne Antibiotika-Zusatz durchgefiihrt.
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Fiir jede geplante Infektionszeit (6 h, 12 h, 24 h) wurden parallel folgende 3 Ansitze
angesetzt: 1.) Zellen mit lebenden Borrelien, 2.) Zellen mit toten Borrelien 3.) Zellen als
Negativkontrolle. Nach Infektion der eukaryotischen Zellen mit der entsprechenden
Borrelienanzahl, wurde zur Beschleunigung des Kontaktes der Borrelien mit den adhérenten
Zellen eine Aufzentrifugation der Borrelien auf den Zellrasen vorgenommen. Die
Infektionsansdtze wurden bei 3900xg und 35 °C fiir 55 min zentrifugiert. Diese Art der
Infektion hat den Vorteil, dass der Zeitpunkt der Infektion sehr genau bestimmt wird und die
Infektionsrate verbessert werden kann. Die weitere Inkubation der infizierten Zellen erfolgte

fiir die entsprechende Infektionszeit bei 37 °C im Brutschrank.

2.12.4 Intrazellulirer Borreliennachweis mittels Immunfluoreszenz-Doppelfirbung

Zum Nachweis intrazelluldrer Borrelien nach der Infektion von adhérenten Zellen wurde eine
aufeinanderfolgende Doppelfarbung mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat)- und TRITC
(Tetramethylrhodaminisothiocyanat)-markierten Sekundéirantikdrpern durchgefiihrt [60]. Die
Differenzierung der intrazelluliren von extrazelluldren Borrelien wird hierbei durch einen
Zwischenschritt mit Methanol ermoglicht, welcher vor dem zweiten Farbungsschritt die
Zellmembran durchldssig macht. Auf diese Weise sind die extrazelluldren Borrelien durch
beide Fluoreszenzfarbstoffe gefdarbt und die intrazelluldren Borrelien nur durch den zuletzt

aufgetragenen Fluoreszenzfarbstoff.

2.12.4.1 Herstellung und Fixierung der Zellpriparate

Die zu untersuchenden Zellen wurden in RGhrchen mit einem losen, den Boden bedeckenden
Glasplattchen ausgesit, so dass sie sich spiter aus den Kulturgefalen herausnehmen lassen
und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden konnen. Nach entsprechender
Inkubationszeit der Zellen mit Borrelien wurde das Zellkulturmedium abgenommen, zweimal
mit 1 ml PBS gewaschen und die Zellen auf dem Glaspléttchen mit 4 % Formalin fiir 20 min
bei RT fixiert. AnschlieBend wurde das Glasplédttchen mit Entellan auf einen Objektriager
geklebt und luftgetrocknet.

2.12.4.2 Durchfiihrung der Immunfluoreszenz-Doppelfirbung

Alle Inkubationsschritte der Farbung wurden auf den zuvor préparierten Objektragern in einer
feuchten Kammer durchgefiihrt. Als Primérantikorper wurde ein polyklonaler
Borrelienantikérper verwendet, welcher aus dem Serum einer mit Borrelia burgdorferi

immunisierten Ziege stammt (BacTrace'™ Antibody, Kirkegaard & Perry Laboratories). Von
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diesem wurden je Priparat 100 pl einer 1:100 Verd. (10 pg/ml) aufgetragen, fiir 30 min bei
RT inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS gespiilt. Zundchst wurde der TRITC-
markierte Sekundérantikorper gegen Ziege (Rhodamine-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-
Goat IgG, Jackson ImmunoResearch) eingesetzt. Von diesem wurden ebenfalls je Priparat
100 pl einer 1:100 Verd. (14 ug/ml) aufgetragen, jedoch bei 37 °C fiir 30 min lichtgeschiitzt
inkubiert und anschlieBend dreimal in PBS gespiilt. Danach wurden die Priparate fiir 2 min in
eine lichtgeschiitzte Farbekiivette mit 70 %igem Methanol gestellt und sofort dreimal in PBS
gesplilt. Nach erneuter Inkubation mit dem Primérantikorper unter den gleichen Bedingungen,
jedoch diesmal lichtgeschiitzt, wurde wieder dreimal mit PBS gespiilt.

Schlieflich wurden vom FITC-markiertem Sekunddrantikdrper gegen Ziege (Fluorescein-
conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG, Jackson ImmunoResearch) ebenfalls 100 ul
einer 1:100 Verd. (15 pg/ml) eingesetzt, lichtgeschiitzt fiir 30 min bei RT inkubiert und
anschlieBend dreimal mit PBS gespiilt. Zur Lufttrocknung wurden die Priparate
lichtgeschiitzt aufbewahrt. (Die Reihenfolge zur Verwendung der Fluoreszenz-markierten
Sekundérantikdrper wurde teilweise zur Austestung umgekehrt.)

Anschliefend wurden sie mit einem Eindeckmedium versehen, mit einem Deckgldschen
abgedeckt und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop beurteilt. Es wurden zwei verschiedene
Eindeckmedien verwendet, zum einen ,,Mounting Fluid*“ bestehend aus 50% igem Glycerin in
10 mM PBS und zum anderen Mowiol.

Die mit ,,Mounting Fluid* angefertigten Préparate sind fiir ein bis zwei Tage bei Lagerung im
Kiihlschrank stabil, die Fluoreszenz ldsst aber schnell nach. Daher sollte eine Begutachtung
der Farbungsergebnisse relativ rasch geschehen. Fiir linger haltbare Fluoreszenz eignet sich
besser das Mowiol.

Fir die Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe wurden entsprechende Filter des
Fluoreszenzmikroskops gewihlt (FITC: Excitation bei 490 nm, Emission bei 520 nm; TRITC:

Excitation bei 550 nm, Emission bei 570 nm).

2.12.5 Abtotung von Borrelien

Um die passiven Beeinflussungen der Wirtszellen durch extrazelluldre Borrelien zu
untersuchen, wie etwa die Zellantwort auf Oberflichenproteine der Borrelien, miissen die
Borrelien abgetotet werden.

Es gibt zwei geeignete Moglichkeiten zum Abtéten von Bakterien, erstens die Erhitzung der

Borreliensuspension und zweitens die Bestrahlung mit UV-Licht. Die Erhitzung erfolgte im
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Reaktionsgefdl fiir 20 min bei 56 °C im Wasserbad. Bei der Bestrahlung wurde die
Borreliensuspension in einem Eppendorfgefdll auf Eis in den UV-Stratalinker (Stratagen, La
Jolla, USA) gestellt und mit einer Energie von 10 J bestrahlt. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Borrelien immer gekiihlt blieben. AnschlieBend wurden die abgetdteten Borrelien
direkt in den Versuch eingesetzt.

Beide Behandlungen fiihrten zu einem vollstindigen Abtéten der Bakterien, wie durch
Wachstumskontrollen gezeigt werden konnte. Fiir die spéteren Analysen wurde die

Erhitzungsmethode durchgefiihrt.

2.13 Tierexperimentelle Methoden

2.13.1 Infektion von C3H/HeN-M:iusen (Tiermodell)

Zur Riickisolierung eines frischen, niedrigpassagigen Borrelienisolats bzw. zur
Wiederherstellung der Infektiositdt der Borrelien und zur Priifung der Infektiositit eines
Borrelienstammes wurde der Einsatz eines Tiermodells ndtig. Die Durchfiihrung wurde als
anzeigepflichtiger Tierversuch nach § 10a des Tierschutzgesetzes genehmigt.

Als Versuchstiere wurden Méuse des Stammes C3H/HeN verwendet , da sie aufgrund ihrer
Anfalligkeit fiir Arthritis ein Mausmodell fiir Lyme Borreliose darstellen [88]. Sie bilden eine
starke Arthritis aus, die sich vor allem an erkennbar geschwollenen FuBkndcheln messen

lasst.

Es gibt mehrere Applikationsmethoden bei der Maus: subcutan (s.c.), intramuskulér (i.m.),
intraperitoneal (i.p.), oral/peroral (p.o.) oder intravends (i.v.). Der Injektionsort entscheidet
tiber die Verteilungsgeschwindigkeit von verabreichten Substanzen im Korper und stark
vereinfacht ausgedriickt, nimmt die Geschwindigkeit in folgender Reihenfolge ab: i.v.-i.p -s.c.
-oral. Fiir das Lyme Borreliose-Mausmodell ist die subcutane oder sogar intradermale
Applikation am sinnvollsten, da es die natiirliche Infektionsform durch Zecken iiber die Haut
nachahmt. Die eingefiihrte Kaniile sollte einen maximalen Durchmesser von 0,9 mm haben
und bei subcutaner Injektion locker und beweglich unter der Haut liegen. Die
Injektionsmenge wird im allgemeinen durch die GroBe des Versuchstieres und durch den
Applikationsweg bestimmt. Als Richtwert fiir subcutane Applikationsvolumina bei der Maus
gilt eine Injektion von maximal 0,5 ml. Grundsitzlich konnen Substanzen nur schonend fiir
das Versuchstier verabreicht werden, wenn ihre Konzentration, chemische Zusammensetzung

und physikalische Beschaffenheit nicht zu allgemeinen Schédigungen und lokalen Reizungen
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fiihrt. Aus diesem Grund miissen Losungen fiir Injektionen isoton zur Korperfliissigkeit und
von neutralem pH-Wert sein (7,0-7,5), sonst werden Erythrozyten durch Himolyse geschadigt
oder die Injektionen erzeugen Schmerzen und Gewebszerstorung. Eine unvertrdgliche
Substanz die Nekrosen hervorruft ist auch Aqua.dest., wihrend hingegen physiologische
Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) zu empfehlen ist. Partikulire Substanzen werden

normalerweise nicht intravends, sondern risikoloser intraperitoneal oder subcutan injiziert.

2.13.1.1 Durchfiihrung der Infektion

Die Maiuse wurden subcutan in der Bauchleiste infiziert, indem ihnen jeweils ein
Applikationsvolumen von 50 ul Losung injiziert wurde. Hierbei hatten die verwendeten
Kaniilennadeln einen Durchmesser von 0,4 mm (27G Sterican, Braun). Die Injektionslosung
enthielt physiologische Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) mit dem entsprechenden
Borrelienstamm in einer Zellzahl von 1x10* Z/50 pl oder als Negativkontrolle lediglich
0,9%ige NaCl. Wéhrend der Injektion wurden die Mduse im Fixierungsgriff gehalten, d.h im
Nacken mit zwei oberen Fingern gehalten und der Schwanz mit zwei unteren Fingern fixiert.
Die einzelnen Maiduse der verschiedenen Versuchstiergruppen wurden durch
Filzstiftmarkierungen in Form von Ringen unterschiedlicher Anzahl auf den Schwéinzen
gekennzeichnet. Da besonders bei Miusen die Einzeltieridentifizierung in der Tiergruppe
schwierig ist und eine sichere Kennzeichnung eine grofle Bedeutung hat, wurde die
Filzstiftmarkierung alle paar Tage nachgezeichnet.

In den folgenden 5 Wochen wurde der Verlauf der Infektion durch tdgliche Messung der
hinteren FuBknochel verfolgt. Hierbei wurde mit einem digitalen Mikrometer der

Durchmesser der Fulknochel bei gestrecktem Mausbein gemessen [88].

2.13.1.2 Totung der Versuchsméuse und Organentnahme

Zum Versuchsende wurden die Tiere durch kontrollierten Genickbruch getotet. Zur
Organentnahme wurde zunichst der ethanolabgeriebene Bauch der Méuse rasiert, mehrere
Hautstiicke abpripariert und sofort in Borrelientransportmedium in einem Reaktionsgefdl3
gegeben. AnschlieBend wurde durch Entfernen des Brustbeines und der Rippen der Brustkorb
erdffnet, die links dorsal neben dem Magen liegende zungenformige Milz freiprépariert,
entnommen und ebenfalls sofort in Borrelientransportmedium iiberfithrt. Zur spéteren
Feststellung des Antikorpertiters gegen Borrelien mittels IFAT (Immunofluoreszenz

Antikorpertest) wurde durch Punktion des Herzens eine kleine Menge Blut entnommen. Zum
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Schlu wurden beide hinteren FuBknochel der Maus abgetrennt, von Fell und Haut frei
prépariert, kurz mit Ethanol abgespiilt und in Borrelientransportmedium gegeben.

Bei der gesamten Préparation wurde darauf geachtet unter moglichst sterilen Bedingungen zu
arbeiten, um die Riickisolierung der Borrelien nicht durch Kontamination zu erschweren. Die
Riickisolierungsprozedur sowie die IFAT-Analysen wurden von Dr. Gabriele Liebisch

(ZeckLab, Burgwedel) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Infektionsmodells humaner Zellen mit Borrelien

Als Voraussetzung zur Gewinnung von RNA aus Borrelien-infizierten Zellen sollte ein
geeignetes Infektionsmodell aufgebaut werden. Hierzu mussten vor allem hoch infektiose
Borrelien gefunden werden, da die Infektidsitdt der vorhandenen Langzeit-
Kultivierungsstimme im Laufe zahlreicher Passagierungen abgeschwécht sein kann. Zudem
mussten geeignete humane Zellen ermittelt und ihre Infizierbarkeit ausgetestet werden.

Ein weiterer Abschnitt umfasste die Priifung einer Reihe von Antikérpern und verschiedener
Methoden auf ihre projektbezogene Tauglichkeit zum Borreliennachweis bzw. intrazelluldren

Infektionsnachweis.

3.1.1 Identifizierung eines Borrelienisolats durch RFLP-Analyse

Als mogliche infektiose Borrelienprobe wurde ein niedrig-passagiges Borrelienisolat aus
einem offensichtlich Borreliose-erkrankten Pferd (Stamm Wendolino) von Dr. G Liebisch
(Zecklab, Burgwedel) zur Verfiigung gestellt. Da zu diesem Zeitpunkt die isolierte
Borrelienspezies noch nicht bestimmt war, musste sie zunichst durch RFLP-Analyse
(Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus) (2.9.6 ) identifiziert werden, um einen

spéteren spezifischen Nachweis zu ermdglichen.

_-u- —

(A) Dral ':B] Msel

Abbildung 5: RFLP-Analyse zur Borrelienspezies-Identifizierung. Dargestellt sind zwei Polyacrylgele mit
charakteristischen Bandenmustern verschiedener Borrelienspezies nach Restriktionsverdau mit Dral (A)
oder Msel (B). An Position 1 und 7 wurde als Lingenstandard ein 25bp Marker aufgetragen, dazwischen
von Position 2 bis 6 die Borrelienspezies: B. valaisiana (VS116), B. garinii (N34), B. burgdorferi sensu
stricto (B31), B. afzelii (PkQO) und das nun als B. afzelii zu identifizierende Borrelienisolat aus der Milz
eines erkrankten Pferdes.
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Hierzu wurden parallele Restriktionsspaltungen mit Dral und Msel von gewonnener DNA
verschiedener bekannter Borrelienstimme, sowie des zu untersuchenden Isolats durchgefiihrt.
Beim Vergleich der charakteristischen Bandenmuster im Polyacrylgel konnte die fragliche

Borrelienspezies als Borrelia afzelii identifiziert werden.

3.1.2 Austestung von Antikorpern zum Borreliennachweis

Zur Eignungskontrolle von einer Reihe Antikdrper zum mdglicherweise spezifischen
Borreliennachweis wurden diese an verschiedenen Borrelienstimmen mit mehreren Methoden

getestet.

3.1.21 Immunofirbung mittels monoklonaler Antikérper nach Westernblot

Nach Auftrennung von frisch hergestellten Kulturlysaten verschiedener Borrelienstimme in 4
parallelen SDS-Polyacrylgelen und anschlieBendem Westernblot wurden die zu testenden
Antikdrper zur Markierung der Nitrocellulosemembran eingesetzt. Es wurden folgende in der
Arbeitsgruppe vorhandene Antikorper verwendet: MAB 952 (31 kDa, Osp-A-Antikorper),
MAB 954 (34 kDa, Osp-B-Antikorper) und der MAB 964 (19 kDa-Antikorper). Zur
Kontrolle, ob fiir alle Borrelienstimme ungeféhr gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden,
erfolgte mit dem zusidtzlichen vierten Gel eine Silberfarbung. Nach Beurteilung aller drei
Nitrocellulosemembranen mit mitgefiihrtem Proteinmarker ergab sich nur beim Osp-B-
Antikdrper (MAB 954; 34 kDa) eine stark gefiarbte Bande fiir Borrelia burgdorferi sensu
stricto (B31). Das heiit im Ergebnis, es wurde ein monoklonaler Antikorper fiir Borrelia
burgdorferi charakterisiert, allerdings war fiir die Anwendung aufs Borrelien-Pferdisolats ein

monoklonaler Antikorper flir Borrelia afzelii gewiinscht.

3.1.2.2 Fluoreszenzfirbung zum Test von Primirantikorpern

Zur parallelen Austestung eines Osp-A-Antikorpers (L32 1F11), der freundlicherweise von
PD Dr. B. Wilske (Max von Pettenkofer-Institut, Miinchen) zur Verfiigung gestellt wurde,
sowie drei vorhandener Zelliiberstande aus Borrelieninfektionen (Med. Mikrobiologie, MHH,
C.C. Zoller) wurden diese als Primdrantikorper in einer Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt.
Als Ausgangsmaterial dienten hierbei Objekttrager mit formalinfixierten Borrelien, die zuvor
zum besseren Halt der Borrelien mit Plasmakoagulase (Kaninchen) beschichtet wurden. Es
wurden hierbei parallel Borrelia afzelii und Borrelia burgdorferi Kulturproben mit den

jeweiligen Primdrantikdrpern inkubiert und spéter mit Fluorescein (FITC) -markierten
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Sekundérantikorpern gefarbt. Die Ergebnisse nach mikroskopischer Beurteilung der einzelnen
Priparate ergab fiir den Osp-A-Antikorper (L32 1F11) einen positiven Nachweis sowohl fiir
B. afzelii (VS461) als auch B. burgdorferi (B31), wihrend die drei Uberstinde (LA 18, LA
21, LA 88) alle negativ waren.

3.1.3 Austestung des intrazelluliren Borreliennachweises

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine geeignete Methode gesucht, um nach erfolgter
Borrelieninfektion von eukaryoten Zellen die eventuell vorhandenen intrazellulédren Borrelien
nachzuweisen. Dabei war die sichere Differenzierung extrazelluldrer von intrazelluldren
Borrelien besonders problematisch. Hierzu wurden verschiedene Nachweisvariationen

ausgetestet und die vielversprechendste Methode letztendlich optimiert.

3.1.3.1 Immunfluoreszenzdoppelfirbung (TRITC/FITC) mit Osp-A Antikorper

Zur gezielten Anfirbung von ausschlieBlich intrazelluliren Borrelien mit einem
Fluoreszenzfarbstoff wurde die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit FITC- und TRITC-
markierten Sekundérantikorpern (2.12.4 ). Hierbei wird ein Zwischenschritt mit Methanol
eingefiigt, der vor dem zweiten Farbungsschritt die Zellmembran durchldssig macht. Auf
diese Weise sind die extrazelluldren Borrelien durch beide Fluoreszenzfarbstoffe geférbt und
die intrazelluldren Borrelien nur durch den zuletzt aufgetragenen Fluoreszenzfarbstoft.

Das Ergebnis dieser Analyse in Kombination mit dem zuvor ausgetesteten Osp-A Antikorper
(L32 1F11) als Primérantikdrper ergab bei mikroskopischer Betrachtung in den
entsprechenden Fluoreszenzkandlen eine sichtbare Firbung, sowohl von FITC- als auch
TRITC. Prinzipiell war hiermit die Doppelfarbung gelungen, jedoch war die
Féarbungsintensitét allgemein zu schwach, um eine deutliche Differenzierung von tatséchlich
gefarbten Bereichen und passiv angeregten Anteilen vorzunehmen. Offensichtlich war die

Bindung des verwendeten Osp-A-Primérantikorpers fiir diesen Zweck nicht stark genug.

3.1.3.2 Differenzierung von intra- oder extrazelluliiren Borrelien durch Giemsa-

Firbung nach antibiotischer Behandlung

Als Alternative zur reinen Immunfluoreszenzfirbung wurde eine Methode aus einer
Kombination von antibiotischer Selektierung und anschlieBender Giemsa-Féirbung getestet.
Dieser Test basierte darauf, dass nach Inkubation des Infektionsansatzes mit einem
Antibiotikum (Ceftriaxon, 1pg/ul) alle extrazelluliren Borrelien abgetotet sind und die

anschlieend sichtbar gefarbten Borrelien als intrazelluldr erkannt werden konnen. Es wurden
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mehrere Versuchsansdtze mit unterschiedlichen Antibiotikum-Inkubationszeiten von Stunden
bis Tagen angesetzt und parallele Negativkontrollen von formalinfixierten Zellen mitgefiihrt.

Nach abschlieBender Giemsafirbung der Prdparate konnte keine Differenzierung der
intrazelluliren Borrelien erfolgen, da die Zellbestandteile der gefirbten eukaryoten Zellen
einen zu unruhigen Hintergrund darstellen, um mdoglicherweise darin enthaltene Borrelien zu
erkennen. Allerdings konnten extrazelluldre Borrelien sehr deutlich in ihrer charakteristischen

spiraligen Gestalt identifiziert und von den humanen Zellen abgegrenzt werden.

Abbildung 6: Die mikroskopische Aufnahme zeigt humane Zellen (HUVECs) und charakteristisch
spiralige Borrelien (Pfeile) nach Giemsa-Firbung in 1000facher Vergroflerung.

3.1.3.3 Immunfluoreszenzdoppelfirbung (TRITC/FITC) mit einem polyklonalen

Borrelienantikorper

Zur Verbessung der Intensitit der Immunfluoreszenz-Doppelfiarbung wurde ein kommerziell
erworbener polyklonaler Borrelienantikérper ((BacTrace™ Antibody, Kirkegaard & Perry
Laboratories) verwendet.

Zunichst wurde dieser neue polyklonale Borrelienantikorper fiir die Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung zum Test des B. afzelii-Isolats aus dem Pferd eingesetzt. Es war eine
eindeutige Verbesserung der Fluoreszenzintensitit im Gegensatz zum frither verwendeten

Primédrantikorper feststellbar, allerdings war ein eindeutiger intrazelluldrer Nachweis hierbei
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nicht ersichtlich. Hierauthin wurde die Infektiositdt dieses Borrelienisolats im Mausmodell
iberpriift, worauf anschlieBend unter 3.1.4.1 eingegangen wird.

Spater durchgefiihrte Optimierungen des Férbungsprotokolls durch Austestung der optimalen
Verdiinnungsstufe der einzelnen verwendeten AntikOrper, sowie vergleichende Tests von
Praparaten mit variierten Zusdtzen von Gelatine in der Antikorperverdiinnung fiihrten zu

einem noch priagnanteren mikroskopischen Farbungsbild.

3.1.4 Uberpriifung der Infektiositit von Borrelienisolaten

Um eine noch bestehende Infektiositit von Borrelienisolaten zu {iiberpriifen oder
wiederherzustellen, muss ein Tierversuch durchgefiihrt werden. In diesem Fall wurden als
Versuchstiere Méduse des Stammes C3H/HeN verwendet , da sie aufgrund ihrer Anfalligkeit
fiir Arthritis ein Mausmodell fiir Lyme Borreliose darstellen [88]. Dieser Mausstamm bildet
nach Injektion mit infektiosen Borrelien eine starke Arthritis aus, die sich vor allem an

erkennbar geschwollenen FuBBkndcheln messen lédsst (2.13.1).

3.14.1 Uberpriifung eines Borrelienisolats aus dem Pferd im Mausmodell

Zur Uberpriifung der Infektidsitit eines B. afzelii-Isolats aus einem erkrankten Pferd und zur
moglichen Riickisolierung von niedrigpassagigen, infektiosen Borrelien wurde ein
Mausmodell mit insgesamt 12 Versuchstieren benutzt. Hierbei wurden 2 Versuchsgruppen
von je 3 Méusen zwei verschiedene Passagen des ,,Wendolino-Isolats* subcutan injiziert und
zusitzlich eine 3-er Kontrollgruppe mit einem hochpassagigen anderen B. afzelii-Stamm
(PkO) infiziert. Als NaCl-Negativkontrolle wurde eine Versuchsgruppe mit ebenfalls 3
Einzeltieren parallel mitgefithrt. Eine Woche nach der Infektion wurden regelméfige
Messungen der Fullkndchel mit einem digitalen Mikrometer vorgenommen. Die Messungen
wurden iiber 5 Wochen dokumentiert und im Vergleich mit den Messwerten vor der Infektion
beurteilt. Die gemessenen Werte ergaben teilweise einen Anstieg, teilweise konnten
Messfehlerschwankungen am lebenden Objekt nicht ausgeschlossen werden, sodass das
Ergebnis nicht so eindeutig ausfiel wie erwartet (Daten siehe Anhang 9.1.1).

Zur Rickisolierung von Borrelien wurden Organproben von Haut, Milz und Kndcheln
entnommen und in Borrelienmedium kultiviert. Zusidtzlich wurde Blut zur serologischen
Antikorperbestimmung im IFAT-Test gewonnen. Die Riickisolierungen sowie die IFAT-

Analysen wurden von Dr. G. Liebisch (ZeckLab, Burgwedel) durchgefiihrt.
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Als Ergebnis der serologischen IFAT-Bestimmungen ergab sich bei den mit dem
,» Wendolino*“-Isolat (B. afzelii) infizierten Mausen ein leicht erhohter Antikorpertiter von 1:64
oder 1:16, wihrend die Kontrollmiuse mit dem nichtinfektiosen vielpassagigen B. afzelii-
Stamm (PkO) sowie die NaCl-Negativkontrollen den geringst moglichen Titer zeigten. Aus
einer ,,Wendolino‘“-Isolat-infizierten Maus konnten Borrelien aus dem Knochel riickisoliert
werden.

Bei einer spéteren Wiederholung des Versuchs mit 8 Tieren (3 Gruppen: Wendolino-Isolat, B.
burgdorferi-Positivkontrolle, NaCl-Negativkontrolle) wurde die Versuchsdauer verdoppelt,
also fiir 10 Wochen beobachtet.

Wendolino (B. afzelii) Positivkontrolle Negativkontrolle
N40 (B. burgdorferi s s) (0,9% NaCL)

1: 5x10° Z/50ul (5. Passage) 1: 5x10° Z/50ul (7.Passage) 1: NaCl/50ul

2: 5x10° Z/50pl (5. Passage) 2: 5x10° Z/50pl (7.Passage) 2: NaCl/50ul

3: 5x10° Z/50pl (5. Passage) 3: 5x10° Z/50ul (7.Passage)

Tabelle 7: Infektionsansatz zur Uberpriifung eines Borrelienisolats aus dem Pferd im Mausmodell

Hierbei konnte eine Schwellung der FuBBkndchel der ,,Wendolino*“-Isolat- infizierten Méuse
sowie der Positivkontrollen gemessen werden (Daten s. Anhang 9.1.2). Teilweise war eine
Hautverdnderung mit einhergehendem flachigen Fellverlust zu beobachten. Offenbar zeigt
sich erst nach lidngerer Infektion mit diesem Isolat eine messbare Reaktion bei den
Versuchstieren. Fiir ,, Wendolino*“-Isolat- infizierte Méduse konnte im serologischen IFAT-Test
ein deutlicher Antikorpertiter von 1:256 bestimmt und Borrelien aus der Haut riickisoliert

werden [89].

Abbildung 7: Fotografische Dokumentation der Mausinfektionsversuche. Messung des
Fuflknocheldurchmessers mit digitalem Mikrometer an arthritisanfilligen C3H/HeN-Versuchsmiusen
(A) und Organentnahme nach Tétung zur Riickisolierung von Borrelien.
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3.14.2 Uberpriifung von Isolaten aus Zecken-Maus-Zyklus im Mausmodell

Als Konsequenz aus der durchgefiihrten Untersuchung der Infektiositdt des Pferdeisolats und

der zunédchst uneindeutigen schwachen Infektionserscheinungen wurden zusétzlich
hochinfektiose Borrelien aus einem kontrollierten Zecken-Maus-Zyklus eingesetzt. Diese
wurden freundlicherweise von Prof. F.-R. Matuschka (Charité, Berlin) zur Verfiigung gestellt.
Es wurde folgender Versuchsansatz mit 8 sieben Wochen alten Mausen und zwei erhaltenen

Borrelia burgdorferi Stimmen (N40, GO16) durchgefiihrt:

1
B. burgdorferi sensu stricto (N40)
C3H/HeN- Miiuse

2
B. burgdorferi sensu stricto (GO16)
C3H/HeN- Miiuse

3
Negativkontrollen (NaCl)
C3H/HeN- Miuse

1: 5x10° Z/50ul (5. Passage)
2: 5x10° Z/50ul (5. Passage)
3: 5x10° Z/50pl (5. Passage)

1: 5x10° Z/50ul (4. Passage)
2: 5x10° Z/50ul (4. Passage)
3: 5x10° Z/50pl (4. Passage)

1: 0,9 % NaCl/50pl
2: 0,9 % NaCl/50ul

Tabelle 8: Infektionsansatz zur Uberpriifung von Isolaten aus Zecken-Maus-Zyklus im Mausmodell

Wihrend der Versuchsdauer von 5 Wochen wurden regelmifig die hinteren MausfuBBkndchel
gemessen und der Verlauf der Schwellung dokumentiert. Die Mittelwerte dieser Messungen

wurden gebildet und die erhaltenen Datenreihen in Abbildung 8 graphisch dargestellt.

Mausinfektion mit zwei Borrelienstimmen
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der gemessenen Fullknochelschwellungen bei Borrelien-infizierten
bzw. nicht infizierten Miusen (NaCl-Kontrolle) zur Uberpriifung der Infektigsitiit von zwei Borrelia
burgdorferi sensu stricto Isolaten (N40, GO16) aus einem Zecken-Maus-ZyKklus.
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Von den drei Miusen die mit dem Borrelienisolat Bbss GO16 infiziert worden waren, zeigte
nur eine Maus messbare FuBBkndchelschwellungen, diese allerdings erheblich. Aus diesem
Grund wurden die Daten der beiden anderen Méuse dieser Gruppe aus der
Mittelwertberechnung herausgelassen, um den Effekt nicht zu verfdlschen.

Bei Maiusen die mit dem Borrelienisolat Bbss N40 infiziert wurden, konnte eine
Knochelschwellung von fast 1 mm gemessen werden, beim Borrelienisolat Bbss GO16 sogar
mehr als 1,2 mm (Abbildung 8). Die teilweise scheinbar geringen Milimeterwerte sind
allerdings am Mausknochel tatsdchlich erheblich, denn eine Schwellung von ca. 0,5 mm ist
bereits mit bloBem Auge erkennbar und ist ab ca. 0,7 mm als eindeutige Verdickung sichtbar.
Wohingegen eine Messfehlerschwankung lediglich im Bereich von ca. 0,1 — 0,2 mm liegt.

Die genommenen Blutproben zeigten in der IFAT-Bestimmung fiir alle infizierten Mause
einen Borrelienantikdrpertiter von 1:256 und bei einzelnen Tieren des Borrelia burgdorferi
Stammes N40 sogar 1:512, wéhrend die parallel mitgefiihrten Blutproben der mit NaCl
injizierten Negativkontrollmiuse bei einem Wert kleiner als 1:2 lagen.

Aus zahlreichen genommenen Organproben konnten Borrelien riickisoliert werden, hierbei
waren die meisten Erfolge mit Hautproben und einige durch Kndchelisolierung erzielt

worden.

3.14.3 Uberpriifung von Isolaten aus Zecken-Maus-Zyklus in Zellkulturen

Aufgrund der im Mausmodell eindeutig festgestellten Infektidsitit der beiden aus dem
Zecken-Maus-Zyklus stammenden Borrelia burgdorferi-Stimmen N40 und GO16 wurde
beschlossen, mit ihnen die geplanten Infektionsversuche zur spiteren cDNA-Array Analyse
durchzufiihren. Hierzu musste zundchst gepriift werden, ob sich die Ergebnisse im
Mausmodell auch auf ein Zellkulturmodell iibertragen lassen.

Fiir eine erfolgreiche Zellinfektion wurden verschiedene Parameter ausgetestet, um die besten
Voraussetzungen fiir die cDNA-Array Analyse zu erzielen. Hierzu wurden jedes Mal frische
primédre Zellkulturen und Borrelienkulturen angesetzt, um moglichst geringpassagige
Kulturen zu verwenden, da diese am erfolgversprechendsten fiir eine Infektion sind. Alle
Infektionsansidtze wurden in Infektionsrohrchen mit im Boden befindlichen losen
Glaspléttchen durchgefiihrt und nach Fixierung und Immunfluoreszenz-Doppelfarbung im

mikroskopischen Bild verglichen und beurteilt.
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3.1.4.3.1 Vergleich der Infektionsrate von Borrelia burgdorferi-Stdmmen

Zur endgiiltigen Auswahl, welcher der beiden im Mausmodell getesteten Borrelia
burgdorferi-Stimme N40 oder GO16 fiir die cDNA-Array Infektionen verwendet wird, wurde
deren Infektionsrate in parallelen Infektionsansdtzen verglichen. Allgemein war die
Feststellung der Infektionsrate problematisch, da sie nur auf der Grundlage des
Doppelfarbungsergebnisses bestimmt werden konnte und deshalb nur als Abschitzung im
mikroskopischen Bild vorzunehmen war. Zudem lag die so festgestellte Infektionsrate in der
Regel bei 10 % in einzelnen Priparaten maximal bei bis zu 20 %.

Obwohl der Borrelia burgdorferi-Stamm GO16 im Mausmodell die stirksten Schwellungen
verursacht hat, zeigte der Borrelia burgdorferi-Stamm N40 im Ergebnis der
Zellkulturinfektion von HUVECs in mehreren Praparaten eine etwas bessere Infektionsrate.
Aufgrund dessen wurde fiir die weiteren Versuche der Borrelia burgdorferi-Stamm N40

eingesetzt.

3.1.4.3.2 Vergleichende Analyse der Infizierbarkeit humaner Zellen

Zur Priifung, ob andere aus der Literatur bekannte und fiir Borreliose relevante humane Zellen
[65] moglicherweise noch verbesserte Infektionsraten zeigen, wurden in parallelen
Infektionsansdtzen Endothelzellen (HUVEC) und zur Verfiigung gestellte Synovialzellen
(K4IM) verglichen. Im Ergebnis konnte bei den Synovialzellen kein besseres
Infektionsresultat festgestellt werden, denn lediglich ein Prédparat zeigte moglicherweise
intrazellulaire Borrelien. Im Unterschied dazu wurden in mehreren Pridparaten der
Endothelzellen mogliche intrazelluldre Borrelien gesichtet. Aufgrund dieses Unterschiedes
der beiden Zelltypen und der Tatsache, dass es sich bei den zur Verfiigung stehenden
Synovialzellen (K4IM) um eine permanente Zelllinie handelte, wurden fiir die weiteren
Versuche die primiren Endothelzellen (HUVEC) bevorzugt, da sie am ehesten einem in vivo-

Modell nahe kommen.

3.1.4.3.3 Optimierung nach Variation der Infektionsdauer und Borrelienzahl

Zur Optimierung der Infektion wurde eine Variation der Infektionsdauer und Borrelienzahl
ausgetestet. Die Infektionsdauer wurde fiir die verschiedenen Zeiten von 12, 24 und 48
Stunden getestet, wobei sich die 24 Stunden Dauer im Ergebnis am geeignetsten darstellte, da
zu diesem Zeitpunkt die Infektionsrate im mikroskopischen Préparat am besten erschien und

nach 48 Stunden teilweise bereits eine Ablosung der adhidrenten Zellen auftrat. Nach
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Variation der Borrelienzellzahl bis zu einem 1000fachen Uberschuss wurde ein
Infektionsverhaltnis von 1x10° humanen Zellen (HUVECs) mit 1x10® Borrelien (Bbss N40)
als optimal eingestuft.

Nach Optimierung aller erforderlichen Parameter entstanden einige Immunfluoreszenzauf-
nahmen von mdglicherweise intrazelluldren Borrelien. Allgemein ist die Beurteilung am
Mikroskop mit dem live erhaltenen Bild besser als die Differenzierung in zwei starren
Vergleichsbildern mit verdnderter Lichtintensitéit, doch sie kann einen Eindruck vermitteln,
wie die Beurteilung durch direkten Vergleich desselben Ausschnitts in den Anregungswellen-
langen von abwechselnd FITC oder TRITC mdglich ist. Wie bereits erldutert (3.1.3.1), ist
eine Differenzierung moglich, da die extrazelluliren Borrelien durch beide Fluoreszenzfarb-
stoffe gefarbt sind und die intrazelluldren Borrelien nur durch den zuletzt aufgetragenen

Fluoreszenzfarbstoff (hier FITC).

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahme der Immunfluoreszenzdoppelfirbung eines fixierten
Zellkulturansatzes 24 Stunden nach Infektion mit Borrelia burgdorferi sensu stricto (N40).
Differenzierung von intrazelluliren leuchtenden Borrelien in der FITC-Aufnahme (A) beim Vergleich
desselben Ausschnitts in der TRITC-Aufnahme (B). Ebenso zeigen die sichtbaren Umrisse der eukaryoten
Wirtszellen (HUVEC) die Lokalisation der intrazelluliren Borrelien im direkten Zellbereich. Eindeutig
extrazellulire Borrelien in ihrer charakteristischen spiraligen Gestalt sind dagegen sowohl im FITC- wie
auch im TRITC-Kanal deutlich leuchtend sichtbar.

Im mikroskopischen Bild der Doppelfirbung (Abbildung 9) sind im FITC-Kanal die

intrazelluldren Borrelien als hell leuchtende Flecken eingerollt im Zellbereich erkennbar,
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wéhrend sie im gleichen Ausschnitt im TRITC-Kanal nur durch diffuses passives
Durchscheinen zu erahnen sind. Eindeutig extrazelluldre Borrelien in ihrer charakteristischen,
spiraligen Gestalt sind sowohl im FITC- wie auch im TRITC-Kanal deutlich leuchtend
sichtbar.

3.1.4.34 Austestung zweier Abtotungsmethoden von Borrelien

Es gibt fiir dieses Projekt zwei geeignete Moglichkeiten zum Abtdten von Bakterien: erstens
die Erhitzung der Borreliensuspension und zweitens die Bestrahlung mit UV-Licht. Es wurde
getestet, ob beide Methoden zuverléssig eine vollstindige Abtotung der Borrelien garantieren,
um sie spdter als Negativkontrolle in Infektionsversuchen zum cDNA-Array mitzufiihren.

Beide Behandlungen fiihrten zu einem vollstindigen Abtdten der Bakterien, wie durch
anschlieBende Wachstumskontrollen eindeutig gezeigt werden konnte. Fiir die spiteren

Analysen wurde die Erhitzungsmethode fiir 20 min bei 56 °C durchgefiihrt.
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3.2 Untersuchung der Borrelien-induzierten Wirtszell-Genexpression
mittels radioaktiver cDNA-Arrays

Durch den Einsatz von cDNA-Arrays kann gleichzeitig eine groe Menge von Genen
analysiert werden. Aufgrund dieses Vorteils werden Arrays hdufig zur Untersuchung von
Expressionsmustern auf mRNA-Ebene herangezogen, wobei stimulierte mit nicht-stimulierten
Zellen verglichen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Technologie genutzt, um
zundchst auf breiter Ebene mdgliche Verdnderung der Genexpression der Wirtszelle nach
Infektion mit Borrelien aufzudecken. Mit der Etablierung und Optimierung eines
Infektionsmodells im ersten Teil dieser Arbeit war die wichtigste Voraussetzung zum Einsatz

von cDNA-Arrays geschaffen.

3.2.1 Optimierung der RNA-Isolierung aus humanen Zellen

Zum Erhalt von hochreiner RNA in ausreichender Konzentration zur cDNA-Array Analyse

musste die RNA-Isolierung zunichst fiir die konkreten Versuchsansétze optimiert werden.

3.2.1.1  Austestung der Infektionsansitze fiir den cDNA-Array

Die zuvor durchgefiihrten Infektionsansdtze zur Herstellung mikroskopischer Priparate
wurden alle im kleinen MaBstab von Kulturréhrchen mit einer Bodenfliche von ca. 1,75 ¢cm?
durchgefiihrt. Zur Isolierung einer ausreichenden Menge von Gesamt-RNA mussten die
Infektionen auf den groBeren Mafstab von Kulturflaschen mit einer Fliche von 25 cm’
ibertragen werden. Dazu wurden die Zell- und Bakterienzahlen um den Faktor 15 erhoht, das
Infektionszahlenverhiltnis aber moglichst beibehalten.

Die maximal mdégliche eukaryotische Zellzahl fiir HUVECs pro Kulturflasche betrug 1,5 x
10° Zellen. Bei dieser Anzahl kommt ein vollstandiger Monolayerrasen zustande; gleichzeitig
ist auch gewdhrleistet, dass es in den nichsten 24 — 48 Stunden Inkubationszeit nicht aufgrund
von Kulturiiberwachsung zum Absterben und somit Ablosen der Zellen kommt. Zusétzlich

wurde gepriift, ob eine spiter geplante einstiindige Zentrifugation zur Infektion mit Borrelien

den Zellen schadet. Die Zellen wiesen, wie vermutet, keine merklichen Anderungen auf.

3.2.1.2 Bestimmung der zu erwartenden Gesamt-RNA-Ausbeute

Zur cDNA-Array Analyse ist eine RNA-Konzentration von mindestens 2pug/ul erforderlich,
um dies zu gewdhrleisten, musste der zu erwartende Gesamt-RNA-Gehalt der zur Analyse
verwendeten humanen Endothelzellen (HUVEC) bestimmt werden. Die durchschnittlichen

Ertrage von Gesamt-RNA sind zwar fiir verschiedene Gruppen wie Bakterien, eukaryotische
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Zellkulturen oder tierische Gewebe bekannt, jedoch gibt es zum Beispiel innerhalb der
Zellkulturen-Gruppe ganz unterschiedlich hohe RNA-Gehalte. Zur Ermittlung des zu
erwartenden Gesamt-RNA-Gehaltes von HUVECs wurden hiervon mehrere Zellkulturansétze
parallel mit erhaltenen HeLa-Zellen (von Prof. Dr. A. Klos, Med. Mikrobiologie, MHH) nach
dem RNA-Isolierungsprotokoll der Trizol-Methode behandelt. Die HeLa- Zellen wurden als
Positivkontrolle mitgefiihrt, da der zu erwartende Gesamt-RNA-Gehalt hier bekannt war und
so im Vergleich eine gelungene Protokolldurchfiihrung erkannt und ein korrektes Ergebnis
sichergestellt werden konnte.

Es konnte festgestellt werden, dass aus HUVECs teilweise nur halb soviel Gesamt-RNA
isoliert werden kann wie aus den verglichenen Hela-Zellen. Zudem ist die RNA-Ausbeute
abhingig vom Alter der priméren Zellen, sodass ab der 6. bis max. 7. Passage keine RNA-
Isolierung mehr erfolgversprechend ist. Bei den hier verwendeten Zellkulturansidtzen mit 1,5 x
10° Zellen konnten in der Regel bis zu 10-12 pg Gesamt-RNA isoliert werden und diese
RNA-Ausbeute war, bei Aufnahme in einem entsprechend geringen Volumen an RNase-

freiem Wasser, ausreichend fiir die erforderliche Konzentration.

3.2.1.3 Optimierung der RNA-Isolierung zur Vermeidung von Degradierung

Zur cDNA-Array Analyse ist eine hochreine RNA, d.h. ohne DNA-Kontamination behaftete
RNA erforderlich. Um dies zu gewihrleisten, wurde im allgemeinen ein DNase-Verdau in das
RNA-Isolierungsprotokoll der Trizol-Methode integriert. Aufgrund dieses integrierten
DNase-Verdaus mit RNase-freier DNase (RNase-free DNase RQ1, Promega) kam es aber
wiederholt zur Degradierung der RNA.

Zur Austestung wurden diesmal eukaryotische Zellen der in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung
stechenden RBL-Zelllinie (Basophile leukdmische Rattenzelllinie) verwendet, um nicht
unnotig die stark limitierten primédren Zellen (HUVEC) zu vergeuden. Nach verschiedenen
Austestungen  konnte  durch  Vorschaltung von zwei aufeinander folgenden
Aufreinigungsschritten vor dem DNase-Verdau dieses Problem geldst werden. Als Nachteil
hatten die insgesamt 3 Aufreinigungschritte, inklusive der iiblichen Aufreinigung nach dem
Verdau, einen erhohten Verlust an RNA-Ausbeute zur Folge, so blieben durchschnittlich 7-9
ug Gesamt-RNA iibrig. Durch Aufnahme des getrockneten RNA-Sediments in einem noch
geringeren Volumen von RNase-freiem Wasser konnte jedoch verhindert werden, dass damit
eine Verminderung der erforderlichen RNA-Mindestkonzentration von 2pug/ul entsteht. Dies
war noch ausreichend, da pro Ansatz zur cDNA-Synthese im Arrayprotokoll nur 4 ug

Gesamt-RNA bendtigt werden.
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3.2.2 Analyse der Genexpression durch Clontech Atlas Arrays

Mit cDNA-Micro-Arrays kann gleichzeitig die Regulation vieler humaner Gene auf mRNA-
Ebene bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden zundchst zwei cDNA-Micro-Arrays der
Version Atlas Human 1.2 Array von der Firma Clontech/BD eingesetzt, von denen jeder ca.
1200 Gene umfasst. Damit wurde die Beeinflussung der Genexpression epithelialer
Wirtszellen durch B. burgdorferi sensu stricto (Bbss) 24 Stunden nach Infektion untersucht.
Mit einem dritten cDNA-Micro-Array konnten die Ergebnisse spéter in einem unabhédngigen

Experiment bestitigt werden.

3.2.2.1 Bearbeitung paralleler Infektionsansitze

Es wurden parallel 3 verschiedene Infektionsansidtze angesetzt und im folgenden analog
behandelt. Alle 3 kleinen Zellkulturflaschen enthielten einen Monolayer-Rasen von je 1,5 x
10° HUVECs (5. Passage). Nach einem Tag der Anheftung der HUVECs wurden sie
entsprechend dem Schema mit Borrelien (B. burgdorferi sensu stricto;, N40) infiziert bzw.

nicht infiziert.

Ansatznummer 1 2 3

Bezeichnung NK HUVEC Leb. Borr./HUVEC | Tote Borr./ HUVEC
Bakterienzugabe keine Borrelien 1,5 x 10° Borrelien 1,5 x 10’ Borrelien
Eukaryotische 1,5x 10 HUVECs |[1,5x 10° HUVECs |1,5x 10° HUVECs
Zellen

Tabelle 9: Schema der Infektionsansitze zur Analyse der Genexpression Borrelien-infizierter
Endothelzellen (HUVEC) mittels Clontech Atlas Arrays.

Fiir Ansatz 3 (Tote Borr./HUVEC) wurde zunichst ein Aliquot der Borreliensuspension
hitzeinaktiviert (56°C, 20 min) und erst danach erfolgte jeweils die Zugabe der zuvor
gewonnenen und ausgezdhlten Borreliensuspension bzw. der entsprechenden Menge
Zellkulturmedium zur Negativkontrolle (NK HUVEC). Letztendlich enthielten alle Ansétze
das gleiche Volumen an Medium.

AnschlieBend wurden die Infektionsansétze zentrifugiert, um den Kontakt der Borrelien mit
den eukaryotischen Zellen zu beschleunigen und dann fiir 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Nach erreichter Infektionsdauer von 24 Stunden wurde eine RNA-Isolierung
durchgefiihrt und die gewonnene RNA nach Konzentrationsbestimmung und Priifung im

denaturierenden Agarosegel bis zur Verwendung im Array bei -70 °C eingefroren.



Ergebnisse 73

3.2.2.2  Ergebnisse der cDNA-Array Analyse

Entsprechend des Herstellerprotokolls wurde die gewonnene Gesamt-RNA in *’P-markierte
cDNA umgeschrieben und jede der 3 Proben mit jeweils einer Atlas-Array Membran (human
1.2) der Firma Clontech hybridisiert. Die Membranen wurden ein bis zwei Wochen auf einer
Phosphoimaging-Platte exponiert und die radioaktiv verursachten Signale auf der Platte mit
einem Phosphoimager ausgelesen. Die erhaltenen digitalisierten Abbildungen der Array-
Membranen zeigten ein deutliches 6-Felder Punktmuster der sogenannten Spots aus
hybridisierter DNA. Besonders starke Unterschiede zwischen einzelnen Spots der drei

Membranen konnten schon makroskopisch im digitalisierten Bild erkannt werden.

Abbildung 10: Digitalisierte Abbildungen von zwei Ausschnitten verschieden hybridisierter Array-
Membranen nach Auslesung der radioaktiv verursachten Signale auf einer Phosphoimaging-Platte. Beim
Vergleich bekannter Positionen fiir bestimmte Gene zeigen die sogenannten Spots aus hybridisierter DNA
ein schwaches oder verstirktes Punktsignal. In den vorliegenden 2-Felder Ausschnitten zeigt sich bei toten
Borrelien (A) eine stirkere Genexpression der Endothelzellen fiir ICAM-1 und MIP-2 alpha im Vergleich
mit lebenden Borrelien (B), wobei ICAM-1 stark und MIP-2 alpha schwach reguliert ist.
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Die so erhaltenen digitalisierten Daten mussten jedoch computergestiitzt normalisiert und
verglichen werden, um auch schwache Regulationen zu erkennen und die Regulationsstirke
in Werten beurteilen zu konnen. Als Mal fiir die Regulation wurde das Verhiltnis der
Genexpression (hier die Stirke des Hybridisierungssignals auf der Micro-Array-Membran
bzw. Phosphoimaging-Platte) von infizierten Zellen zu nicht-infizierten Zellen bei positiver
Regulation, das hei3it bei stirkerer Expression des Gens in infizierten Zellen, bzw. dessen
negativer Kehrwert bei negativer Regulation, also bei schwicherer Expression nach Infektion
verwendet. Dieses Mall wird im weiteren auch als Faktor der Regulation bezeichnet.
Zusétzlich wurde auch immer ein direkter Vergleich zwischen mit lebenden Borrelien oder

toten Borrelien versetzten Zellen gefiihrt.

Die Analyse der Verdnderung der Genexpression bei humanen Endothelzellen (HUVEC) 24
Stunden nach Infektion mit B. burgdorferi sensu stricto ergab eine Anzahl regulierter Gene
mit Unterschieden in der Genexpression von infizierten Zellen gegeniiber schein-infizierten
Zellen. Dieses Experiment wurde zweimal (mit gestrippten Membranen) durchgefiihrt. Bei
dem Vergleich der beiden unabhingigen Experimente waren 14 Gene von 1176 auf dem
Array vorhandenen in beiden Experimenten reguliert. Als Grenze fiir eine vorliegende
Regulationen wurden nur Vergleichswerte mit Faktoren von mindestens 1,5 Unterschied
akzeptiert. Da fiir 4 Gene im Vergleich mit den mitgefiihrten Kontrollen (Tote Borr/HUVEC
und NK HUVEC) mégliche Verfialschungen durch Hintergrund-Signale festgestellt wurden,
sind sie im weiteren nicht als Endergebnisse aufgefiihrt.

Die 10 Gene, die eindeutige und korrekte Regulationen in beiden Arrays zeigten, wurden in
drei Regulationsgruppen eingeteilt. Hierbei wurde zwischen spezifisch hochreguliert durch
lebende Borrelien, spezifisch herunterreguliert durch lebende Borrelien und komplex reguliert
(d.h. Regulation bei lebenden und toten Borrelien bzw. indirekte Herunterregulation durch

lebende Borrelien) unterschieden.

Spezifisch hochregulierte Gene (durch lebende Borrelien):

Es konnten 24 Stunden nach B. burgdorferi sensu stricto Infektion von humanen
Endothelzellen (HUVEC) 5 Gene ermittelt werden, deren Regulation sich gegeniiber nicht-
infizierten Zellen gedndert hat (Tab.10). Die Faktoren der Regulation liegen hierbei im unteren
bis mittleren Gro8enbereich, wobei ein Gen (CD4-Antigen) durch besonders gro3e Faktoren

auffallt.
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Gen GenBank- | Exp. 1 Exp. 2
Accession | Regulations- | Regulations-

faktor faktor
(inf./nicht-inf.) | (inf./nicht-inf.)

ID-1 D13889 3,1 42

DNA-binding protein inhibitor

DNA-PK U35835; 2,2 2,1

DNA-dependent protein kinase U47077

CD4 antigen M12807 238 23,5

T-cell surface glycoprotein T4

PRG-1 AF039067 2,3 2,1

IEX-1L anti-death protein AF071596

LPIC AF017456 3,8 4,6

Lysosomal peptstatin-insensitive protease

Tabelle 10: Darstellung der durch lebende Borrelien spezifisch hochregulierten Gene und die Faktoren
ihrer Regulation beim Vergleich mittels ¢cDNA-Array (Atlas human 1.2 Array, Clontech/BD) von
infizierten humanen Endothelzellen (HUVEC) gegeniiber nicht-infizierten Zellen 24 Stunden nach
Infektion mit B. burgdorferi sensu stricto in zwei unabhéngigen Experimenten (Exp. 1 und Exp. 2). In der
ersten Spalte steht die Abkiirzung und der Name des Gens.

Spezifisch herunterregulierte Gene (durch lebende Borrelien):

Es konnten in dieser Gruppe nach Borrelien Infektion von humanen Endothelzellen weiterhin

3 Gene ermittelt werden, deren Regulation sich bei Gegenwart von lebenden Borrelien im

Vergleich zu nicht-infizierten Zellen vermindert hat (s. Tabelle 11). Die Faktoren der

Regulation liegen hierbei alle im gleichen Grofenbereich.

Gen GenBank- | Exp. 1 Exp. 2
Accession | Regulations- Regulations-
faktor faktor
(inf./nicht-inf.) | (inf./nicht-inf.)
ITGB8 M73780 -4,2 -2,3
Integrin beta 8 precursor
VEGFR2 L04947; 22 2,0
Vascular endothelial growth factor receptor | X61656
2 precursor
TGF-beta 2 M19154; 25 272
Transforming growth factor beta precursor | M22045;
M22046;
Y00083

Tabelle 11: Darstellung der durch lebende Borrelien spezifisch herunterregulierten Gene und die
Faktoren ihrer Regulation beim Vergleich mittels cDNA-Array von Borrelien-infizierten humanen
Endothelzellen (HUVEC) gegeniiber nicht infizierten Zellen in zwei unabhiingigen Experimenten (Exp. 1

und Exp. 2).
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Komplex regulierte Gene:

Als komplex regulierte Gene wurden diejenigen Gene bezeichnet, die sowohl in Zellansétzen
mit lebenden als auch toten Borrelien hochreguliert waren, jedoch im Vergleich bei den toten
Borrelien deutlich stirkere Faktoren aufwiesen. Dies legte die Vermutung auf eine indirekte
Herunterregulation dieser Gene durch lebende Borrelien nahe. Es konnten 2 Gene in dieser

Gruppe identifiziert werden.

Gen GenBank | Exp. 1 Exp. 2
Accession | Leb/Tot | Leb/Tot

ICAM-1 J03132 2,3/16,5 | 3,0/27,7

intercellular adhesion molecule-1 precursor

MIP-2alpha X53799 23/53 | 29/133

Macrophage inflammatory protein 2 alpha

Tabelle 12: Zusammenfassung der Regulationsfaktoren fiir komplex regulierte Gene. Hiermit sind Gene
bezeichnet, die sowohl in Zellanséitzen mit lebenden als auch toten Borrelien hochreguliert waren, jedoch
im Vergleich bei den toten Borrelien deutlich stirkere Faktoren aufwiesen. Das Verhiiltnis ist hier jeweils
als Leb/Tot dargestellt. Leb: Regulationsfaktor (inf./nicht-inf.), Tot: (tote Borr./nicht-inf)

Eine gesonderte Einteilung der ermittelten Gene in funktionelle Gruppen ist nur in geringem
Malle moglich, da sie gestreut aus verschiedenen Bereichen stammen.

Die einzige groBBere Gruppe der Zelloberflichenantigene und Adhdsionsproteine besteht aus
folgenden 3 Genen : ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1 precursor), ITGBS (Integrin
beta 8 precursor) und CD4 antigen (T-cell surface glycoprotein T4).

Die zweite Gruppe der Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine besteht aus den 2
Genen: MIP-2 alpha (Macrophage inflammatory protein 2 alpha) und TGF-beta 2
(Transforming growth factor beta precursor).

Ansonsten konnten Gene ermittelt werden, die folgenden funktionellen Gruppen angehdren:
Apoptose assoziierte Proteine (IEX-1L), Zellzyklusregulatoren (ID-1),
Signaltransduktionsregulatoren (VEGFR2), DNA-Reparatur Proteine (DNA-PK) und

Proteinumsatzregulatoren (LPIC).
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3.3 Uberpriifung der Ergebnisse der Micro-Arrays durch unabhiingige
Verfahren

Ein Teil der so ermittelten Verdnderungen des Wirtszelltranskriptoms durch eine erfolgte
Infektion wurde anschlieBend mit unabhdngigen Methoden tiberpriift. So wurde zur weiteren
Charakterisierung der Ergebnisse der Micro-Arrays zunichst eine Uberpriifung auf mRNA-
Ebene in der Real-Time-RT-PCR angeschlossen, sowie fiir einige regulierte Gene eine
zusitzliche Analyse auf Proteinebene durch ELISA oder FACS-Messungen. Fiir diese
Untersuchungen wurden weitere Analyse-Zeitpunkte hinzugenommen, um eine grobe

Regulationskinetik zu erhalten.
3.3.1 Uberpriifung der Ergebnisse mittels semiquantitativer Real-Time-RT-PCR

3.3.1.1 Auswahl der zu kontrollierenden Gene

Fiir diese Experimente wurden Gene ausgewdhlt, deren Funktion bekannt ist und die evtl.
auch in Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen gebracht werden konnen. Ein weiteres
Auswahlkriterium waren besonders hohe Regulationsfaktoren, die auf eine starke
Veranderung der Expression nach Borrelieninfektion hoffen lieen. Hierbei wirkten auch die
anscheinend komplex regulierten Gene besonders interessant, da die grofen
Faktorunterschiede zwischen Infektionsansédtzen mit lebenden und toten Borrelien auf eine
mogliche Herunterregulation von lebenden Borrelien schlieBen lieB. Insgesamt wurden 4

Gene zur Uberpriifung durch eine Real-Time-RT-PCR ausgewihlt.

3.3.1.2  Konstruktion und Uberpriifung der Primer fiir die Real-Time-RT-PCR

Fiir einen Teil der zu untersuchenden Gene mufiten Primerpaare entworfen und ausgetestet
werden. Fiir zwei der Gene (MIP-2a0 und IEX-1L) konnten Real-Time-Primer aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Buer an der GBF in Braunschweig verwendet werden.

Die Kriterien fiir die Entwicklung der Primer nach vorheriger Datenbankrecherche zur
jeweiligen Gensequenz sind unter (2.9.12.1) angegeben. An dieser Stelle wird exemplarisch
fiir das interzellulire Adhisionsprotein ICAM-1 das Verfahren zur Uberpriifung der Primer
fiir die Verwendbarkeit in der Real-Time-RT-PCR dargestellt.

Zu Beginn wurde ausgetestet, ob die Primer bei der gewliinschten Annealing-Temperatur in
einer herkdmmlichen PCR ein Amplifikat entsprechender Lange ergaben. Nach diesem Test
wurde eine  Primermatrix erstellt, um die bestmogliche Kombination der
Primerkonzentrationen im Ansatz zu ermitteln. In Tabelle 13 ist das Ergebnis der

Primermatrix dargestellt.
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Primerverhiltnis Cr-Werte Mittelwert Standard Cr-Primer K
-abweichung | - Cr-Primer
ICAM-1 50-50K 40 40,00 0,00 4,72
40
ICAM-1 50-50 35,30 35,28 0,03
35,25
ICAM-1 50-300 K 40 40,00 0,00 8,49
40
ICAM-1 50-300 31,44 31,51 0,10
31,58
ICAM-1 50-900 K 39,70 39,90 0,21 12,00
40
ICAM-1 50-900 28,07 27,90 0,30
27,65
ICAM-1 300-50 K 40 40,00 0,00 10,14
40
ICAM-1 300-50 30,01 29,86 0,22
29,71
ICAM-1 300-300 K 40 40,00 0,00 12,83
40
ICAM-1 300-300 27,18 27,17 0,02
27,15
ICAM-1 300-900 K 39,30 39,31 0,02 11,95
39,32
ICAM-1 300-900 27,56 27,36 0,23
27,16
ICAM-1 900-50 K 40 40,00 0,00 9,99
40
ICAM-1 900-50 30,10 30,01 0,07
29,92
ICAM-1 900-300 K 40 40,00 0,00 13,04
40
ICAM-1 900-300 26,79 26,96 0,23
27,12
ICAM-1 900-900 K 40 40,00 0,52 13,18
40
ICAM-1 900-900 26,88 26,82 0,08
26,76

Tabelle 13: Ergebnisse der Primermatrix fiir ICAM-1. In der ersten Spalte stehen das Primerverhiltnis
(in pmol/ml im Endansatz) und die Angabe, ob der Ansatz cDNA enthiilt oder nicht (K=Kontrolle). Es
folgen die doppelt bestimmten Cr-Werte der einzelnen Primerkombinationen, deren Mittelwerte und
Standardabweichungen. In der letzten Spalte sind die Differenzen der Ci-Werte der gleichen
Primerkombination mit und ohne ¢cDNA aufgefiihrt. Fiir Proben, bei denen kein Amplifikat entstand,
ergab sich mit einem Wert von 40 die maximale Zykluszahl. Das als optimal beurteilte
Primerkonzentrationsverhiltnis ist hervorgehoben.

Es ergaben sich hierbei 4 giinstigste Primerverhéltnisse mit einem grofen Signal-
Rauschabstand (= 40 versus 26 bzw. 27 Zyklen). Favorisiert wurde letztendlich die

Primerkonzentration von 300 pmol/ml im Endansatz von beiden Primern, da sie den
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geringsten Primerverbrauch ermdglicht und das gleiche Primerkonzentrationsverhéltnis beider
Primer das Pipettierschema bei der Durchfiihrung erleichtert.

Zuvor wurden die einzelnen Matrixansétze im Agarosegel daraufthin iiberpriift, ob sich auer
dem gewlinschten Amplifikat noch weitere gebildet haben. Dies ist in der Regel eine
unerwiinschte Amplifikation der Primer selbst. Als Qualititskontrolle dienten weiterhin die
Dissoziationskurven der PCR-Liufe, die vom TagMan®-Gerit aufgenommen wurden. Aus
diesen Dissoziationskurven ldsst sich ebenfalls auf das Vorhandensein von unerwiinschten,
zusétzlichen Amplifikaten schlieen. Fiir das verwendete Primerpaar (AS1+AS2) fiir ICAM-1
wurden, wie erhofft, keine anderen Amplifikate als das gewtlinschte 119 bp Amplifikat aus

der cDNA gefunden.

Ein Primerpaar zeigte bei den Vortests kein Amplifikationsfragment des Gens (CD4) und zur
Abklarung, ob es an der Qualitdt der konstruierten Primer lag oder ob einfach kein zu
amplifizierendes Produkt in den Proben vorlag, wurde eine Positivkontrolle hergestellt.
Hierzu wurde Leukozyten-RNA aus frischen Blutproben isoliert (2.9.10.2). Unter
Verwendung der konstruierten CD4-Primer konnten Amplifikate aus der Leukozyten-RNA
gebildet und somit das optimale Primerverhéltnis ermittelt werden. Die Ergebnisse aller

Austestungen der Primermatrix sind fiir die entsprechenden Gene in Tabelle 14 aufgelistet.

Primerpaar Primerverhiltnis im | Cr-Primer K - C-Primer
(Gen) Ansatz [pmol/ml]

ICAM-1 300/300 13

CD4 300/300 12

IEX-1L 50/50 12

MIP-20 300/300 15

Tabelle 14: Ergebnisse der Primermatrizes fiir die verwendeten Primerpaare.

3.3.13 Generierung der Proben und optimierte RNA-Isolierung

Fir die Infektionsansitze zur Real-Time-PCR Analyse wurden weitere Zeitpunkte
hinzugenommen, um zusétzliche Daten zur Kinetik der Regulationen zu erhalten.

Hierzu wurden fiir drei gewdhlte Zeitpunkte insgesamt 9 verschiedene Infektionsansitze
parallel angesetzt und im folgenden analog behandelt. Alle kleinen Zellkulturflaschen
enthielten hierbei einen Monolayer-Rasen von je 1,5 x 10® HUVECs. Ein Tag nach der
Aussaat der HUVECs wurden sie entsprechend dem Schema mit Borrelien (B. burgdorferi
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sensu stricto;, N40) infiziert bzw. nicht infiziert oder in einem weiteren kompletten Ansatz mit

hitze-inaktivierten d.h. toten Borrelien versetzt.

6h 12h 24h
Leb. Borr./HUVEC | (1) 2) 3)

1,5 x 10%Borrelien | 1,5 x 10°Borrelien | 1,5 x 10° Borrelien
Tote Borr./HUVEC | (4) %) (6)

1,5 x 10%Borrelien | 1,5 x 10® Borrelien | 1,5 x 10% Borrelien
NK HUVEC @) ®) S

keine Borrelien keine Borrelien keine Borrelien

Die RNA aus den Zellen wurde 6, 12 bzw. 24 Stunden nach Infektion isoliert und im Gel auf
Degradierung hin iiberpriift, in cDNA umgeschrieben und in einer PCR mit Primern fiir das
Housekeeping-Gen RPS9 amplifiziert, um ihre Giite zu testen. Die so gewonnenen Proben

wurden fiir die Analyse mittels Real-Time-PCR verwendet.

Leb Leb Leb Tot Tot Tot NK NK
6h 12h 24h 6h 12h 24h 6h 12h

9.49 kb Eukaryoten

o L L I 1 S

Prokaryoten

238

) e B e W W 18S

16S

0,24 kb

Abbildung 11: Denaturierendes Agarosegel zur Kontrolle der gewonnenen Gesamt-RNA aus
Infektionsansitzen von Borrelien-infizierten bzw. nicht-infizierten humanen Endothelzellen. Zu sehen
sind die deutlichen rRNA-Banden, die stirkere 28S-rRNA-Bande entspricht einer Grofie von ~5,0 kb und
die 18S-rRNA-Bande von ~1,9 kb. Bei den Borrelien-infizierten Ansitzen sind zusitzlich die
prokaryotischen rRNA-Banden von 23S (~2,9 kb) und 16S (~1,5 kb) zu erkennen.
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3.3.14 Ergebnisse der Real-Time RT-PCR

Zur Analyse der Proben wurde parallel zur Housekeeping-Gen (RPS9)-Standardkurve auch
jeweils eine Standardkurve flir das zu untersuchende Gen mit einer Verdiinnungsreihe aus
einer cDNA-Mischung aller Zeitpunkte aufgestellt (2.9.12.2). Diese cDNA-Mischung
stammte aus gewonnener RNA von Endothelzellen, nach Infektion mit B. burgdorferi sensu
stricto und anschlieBender cDNA-Synthese. So konnte {berpriift werden, ob die
Verdiinnungsreihe im gewihlten Bereich linear war und aus der Geradengleichung die
Effizienz der Amplifikationsreaktion ermittelt werden. Die Steigung der Standardkurven lag
in der Regel im Bereich von —3,0 und stellt damit eine gute Effizienz im Bereich von ~100 %
dar.

Es wurden vier der zehn Gene mittels Real-Time RT-PCR iiberpriift. Exemplarisch sind hier

die Ergebnisse der Wiederholungsexperimente von MIP-2 alpha dargestellt.

Experiment 1 Experiment 2
Regulationsfaktoren | Regulationsfaktoren

6 h leb. Borr 5,51 6,43

12 h leb. Borr. 8,31 11,58

24 h leb. Borr. 2,66 1,59

6 h tote Borr 2,67 2,85

12 h tote Borr. 8,39 8,92

24 h tote Borr. 23,08 11,30

6 h NK HUVEC 1 1

12 h NK HUVEC 1 1

24 h NK HUVEC 1 1

Tabelle 15: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse von unabhiingigen Experimenten zur Real-Time-
RT-PCR von MIP-2 alpha. Angegeben sind die ermittelten Regulationsfaktoren nach Normierung gegen
das Housekeeping Gen (RPS9).

In der graphischen Auftragung der Daten (Abbildung 12) wird die durch lebende oder tote
Borrelien erzeugte unterschiedliche Regulation deutlich. So kommt es unter Einfluss von
lebenden Borrelien nach einem Maximum bei 12 Stunden Infektionszeit zu einem Abfall der
Regulation bis unter das Ausgangsniveau. Im unabhidngigen Wiederholungsexperiment zeigte
sich die gleiche Tendenz, nur mit einem fritheren Erreichen des Maximums der Expression
bereits nach 6 Stunden, was durch biologisch unterschiedliche Bedingungen erklarbar ist.

Bei den toten Borrelien hingegen erfolgt ein stetiger Anstieg des mRNA-Nachweises bis zum

Maximum des letzten gemessenen Zeitpunktes von 24 Stunden nach Infektion.
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Genexpression MIP-2 alpha (Real-Time-RT-PCR)
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Real-Time-RT-PCR Analyse zur Regulation der
Genexpression von MIP-2 alpha. Gezeigt ist ein paralleler Vergleich verschiedener Zeitpunkte nach
Infektion von Endothelzellen mit lebenden oder toten Borrelien versus nicht-infizierter, Endothelzellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhéingigen Messungen.

Als Zusammenfassung der Endergebnisse der Real-Time-PCR kann folgendes festgehalten
werden: Fiir zwei der hier iiberpriiften Gene, die im Array-Experiment 24 Stunden nach
Infektion reguliert waren, konnte diese Regulation ebenfalls in der Real-Time-PCR bestitigt
werden. Dies war zum einen das exemplarisch vorgestellte Gen MIP-2 alpha, welches unter
Einfluss von lebenden Borrelien sein Maximum bei 12 Stunden Infektionszeit erreicht und
danach bis unter das Ausgangsniveau abfillt und unter Einfluss von toten Borrelien sein
Maximum nach 24 Stunden erreicht.

Fiir das andere im Array regulierte Gen ICAM-1 konnte die starke Expression von mRNA
nach 24 Stunden bei toten Borrelien im Gegensatz zu lebenden Borrelien ebenfalls bestétigt
werden (Daten s. Anhang 9.1.4).

Fiir die Probenmessung zu CD4 jedoch bestitigten sich die ersten Hinweise bei der Erstellung
der Primermatrix, indem auch in der sensitiven Real-Time-PCR keine Amplifikate fiir CD4
nachgewiesen werden konnten. Die Ergebnisse der cDNA-Array Analyse konnten hierfiir
somit nicht bestdtigt werden. Ebenso war die Regulation des Gens IEX-1L auch in der
sensitiven Real-Time-PCR nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Das sich bei der tabellarischen Darstellung der Endergebnisse der Real-Time-PCR ergebene

Muster der Regulationskinetik zeigt bei lebenden Borrelien ein Maximum der Expression
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nach 12 Stunden mit anschlieBendem Abfall und bei toten Borrelien ein Maximum der

Expression erst nach 24 Stunden.

Gen- 6hpi. | 12hpi. | 24 hp.i. | 6 h-24 h p.i.
Abkiirzung | Leb.B. | Leb.B. | Leb.B. | NK HUVEC
IEX-1L 0 0 0 0
CD4 0 0 0 0
MIP-2 alpha ++ +++ + 0
ICAM-1 + +++ + 0

Tabelle 16: Semiquantitative Darstellung der Ergebnisse des Vergleichs der Expression ausgewéhlter
Gene mittels Real-Time-RT-PCR von Endothelzellen infiziert mit lebenden B. burgdorferi sensu stricto
versus nicht-infizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (p.i.). Die Faktoren der
Genregulation ergeben sich aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen mit Kennzeichnung durch

+ Faktor 2-3, ++ <5, +++ <10, ++++ <15

Gen- 6hpi. | 12hp.i. | 24 hp.i. | 6 h-24 h p.i.
Abkiirzung | ToteB. | Tote B. | Tote B. |[NK HUVEC
IEX-1L 0 0 0 0
CD4 0 0 0 0
MIP-2 alpha + +++ -+ 0
ICAM-1 + + -+ 0

Tabelle 17: Semiquantitative Darstellung der Ergebnisse des Vergleichs der Expression ausgewihlter
Gene mittels Real-Time-RT-PCR von Endothelzellen infiziert mit toten B. burgdorferi sensu stricto versus
nicht-infizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (p.i). Die Faktoren der
Genregulation ergeben sich aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen mit Kennzeichnung durch
+ Faktor 2-3, ++ <5, +++ <10, ++++ <15

Fiir die beiden in der Regulation bestdtigten Gene, ICAM-1 und MIP-2 alpha, wurde die
Amplifikation des korrekten Fragments durch die konstruierten Primer mit Hilfe von

Sequenzierungen (SeqLab, Gottingen) bewiesen.

3.3.2 Uberpriifung der Ergebnisse mittels ELISA fiir MIP-2 alpha

Fiir den Zeitpunkt von 24 Stunden nach Infektion mit B. burgdorferi s. s. hatte sich bei den
untersuchten Endothelzellen in den Analysen, sowohl durch cDNA-Array, als auch durch
Real-Time-RT-PCR ein Anstieg der mRNA fiir das Zytokin MIP-2 alpha ergeben. Diese
Hochregulation sollte auf Protein-Ebene mittels ELISA {iberpriift werden.

Fiir die Analyse wurden die bewahrten Uberstinde aus den vorherigen Infektionsansitzen zur
Isolierung von RNA zur Real-Time-PCR verwendet. Somit konnten auch in dieser Analyse

die zusidtzlichen Zeitpunkte (6h, 12h und 24h) verglichen werden. Es konnte ein deutlicher
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Anstieg der MIP-2 alpha Sekretion bei mit toten Borrelien infizierten Zellen gegeniiber mit
lebenden Borrelien infizierten und nicht-infizierten Endothelzellen gezeigt werden. Dieser
Anstieg der Sekretion beginnt ca. 12 Stunden nach Infektion und erreicht sein Maximum nach
24 Stunden (Abbildung 13). Dieser Effekt ergab sich in den Proben zweier unabhingiger
Experimente, wobei sich nur die erreichten Konzentrationsbereiche unterschieden (Daten s.

Anhang 9.1.5).

Sekretion von MIP-2 alpha (ELISA)

-
N

-
o
|

(=]
|

ONK HUVECs
M leb. Borr/HUVECs
Htote Borr/HUVECs

MIP2-a Konzentration (ng/ml)
(<]

6h 12h 24h

Zeitpunkt nach Infektion

Abbildung 13: Graphische Darstellung der Konzentrationsbestimmung von MIP-2 alpha auf
Proteinebene mittels ELISA. Analysiert wurde der Uberstand von Infektionsansiitzen aus Endothelzellen
mit lebenden oder toten Borrelien versus nicht-infizierter, Endothelzellen fiir verschiedene Zeitpunkte.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhéingigen Messungen.
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3.3.3 Uberpriifung mittels FACS-Analyse fiir ICAM-1 und CD4 Antigen

Die Ergebnisse des cDNA-Array und der Real-Time-RT-PCR hatten 24 Stunden nach
Infektion von Endothelzellen mit B. burgdorferi eine Hochregulation fiir [CAM-1 ergeben.
Diese Ergebnisse auf mRNA-Ebene sollten auf Protein-Ebene iiberpriift werden. Zusétzlich
sollte auch fiir CD4 eine Uberpriifung der Ergebnisse stattfinden, obwohl die bisherigen
Daten der Real-Time-RT-PCR bereits die im cDNA-Array ermittelte Regulation
wahrscheinlich nicht bestitigen konnten. Hierzu wurden FACS-Analysen mit entsprechenden

Antikorpern durchgefiihrt.

3.3.3.1 Vergleichende Messungen der Infektionsansitze

Es wurden die gleichen Infektionsbedingungen wie bei den vorhergehenden Untersuchungen
im cDNA-Array geschaffen und die 3 verschiedenen Infektionsansétze (Zusatz von Lebenden
oder toten Borrelien sowie keine Borrelien) parallel fiir 24 Stunden angesetzt und im
folgenden analog behandelt. Fiir jeden dieser Infektionsansidtze mussten jeweils 3 kleine
Zellkulturflaschen (25 ¢cm?) mit einen Monolayer-Rasen von je 1,5 x 10° HUVECs hergestellt
werden, da im Verlauf des spiteren Protokolls ( 2.11.3.1 ) durch eine schonende Zellablosung
mit Cell-Dissoziation-Solution (CDS) ein groBer Zellverlust auftrat. So wurde die
erforderliche Gesamtzellzahl von mind. 2-4 x 10° Zellen gewonnen, um fiir eine
aussagekriftige FACS-Messung pro Antikérper je 1,5 x 10° Zellen einsetzen zu konnen.
Diese durch die schonende Ablosung in CDS statt des aggressiven Enzyms Trypsin in ihrer
Oberfliche moglichst unversehrten Zellen dienten als Ausgangsmaterial fiir die

Antikorpermarkierung.

Fiir den Nachweis und die Quantifizierung von Oberflichenmarkern auf den HUVEC Zellen
wurden monoklonale mit Fluorophor-gekoppelte Antikorper zur spezifischen Fiarbung der
Zellen verwendet. Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an Oberfldchenrezeptoren
der Zellen zu messen, wurden jeweils Isotyp-Kontrollen mitgefiihrt. Zusétzlich wurden
parallel verschiedene monoklonale Antikorper als Positiv- bzw. Negativkontrollen fiir
humane Zellen mitgefiihrt, sodass insgesamt flir jeden der drei Infektionsansitze je 9
verschiedene AntikOrperansétze parallel hergestellt wurden, sowie drei weitere Doppelansétze

(s. Tabelle 18) zur Einstellung des optimalen Messbereichs am FACS-Gerit.
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1 2 3 4 5 6 7 8

NK CD54 CD31 CD4 HLA-ABC |CD3 CD19 FITC | Isotyp

(ohne AK) |FITC PE PE PE FITC IgG, FITC
IgG, IgG, IgG, IgG, IgG, IgG,

10 11 12 9

NK CD54 CD31 Isotyp

(ohne AK) |FITC PE PE
1gG, 1gG, 1gG,

Tabelle 18: Parallele Antikérpermarkierung der Endothelzellen aus Infektionsanséitzen

Es wurde bewusst darauf geachtet, dass nur Antikorper des IgG;-Typs verwendet wurden,
zum einen um einheitlich nur Immunglobuline der gleichen Klasse zu benutzen und zum
anderen diesen speziellen Isotyp, da dieser z.B im Vergleich mit 1gG,, das niedrigste
Hintergrundsignal nach der Farbung zeigt. Allerdings standen nicht fiir alle Testungen nur mit
dem gleichen Fluorophor-gekoppelten Antikdrper zur Verfiigung, so dass ein Teil mit FITC-
und ein Teil mit PE-(Phycoerythrin) gekoppelten Antikdrper versetzt wurde. Durch die
parallele Verwendung von beiden entsprechenden Kontrollen wurde diese Diskrepanz jedoch
ausgeglichen.

Zur spezifischen Untersuchung der Proteinproduktion wurden die monoklonalen Antikdrper
CD54 (fir ICAM-1) und CD4 (fiir CD4 Antigen) benutzt. Als Positivkontrollen dienten ein
Marker der immunologischen MHC-I Klasse (auch ein housekeeping-Gen im cDNA-Array)
der sich auf allen humanen Zellen befindet (HLA-ABC) und der Endothelmarker PECAM
(CD31). Als zusitzliche Negativkontrollen aufler der NK ohne Antikdrper wurden zwei
Antikorper mitgefiihrt, dessen Antigen in den zu untersuchenden Proben nicht vorhanden sein
diirfte. Fiir das B-Lymphozyt CD19 Antigen (CD19) war im cDNA-Array auch eindeutig
keine Regulation festzustellen gewesen.

Vor der Messung wurde FACS-Puffer mit Propidiumiodid den markierten Proben zugesetzt,
da Propidiumiodid in tote Zellen eindringt und den Zellkern (DNA) anfarbt. Die so erfolgende
Differenzierung der lebenden von abgestorbenen Zellen wihrend der Messung im FACS-
Calibur-System ermoglicht die ausschlieBliche spétere Verwendung der Daten von lebenden
Zellen zur Auswertung, da tote Zellen oft einen hohen Anteil an unspezifischer Farbung

aufweisen und so die Ergebnisse verfialschen konnten.
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3.3.3.2  Ergebnisse der FACS-Analysen

Die Auswertung der FACS-Messungen erfolgte mit der CELLQuest'-Software durch
Erstellung von korrelierten Zweiparameterdarstellungen (sogenannten Dot Plots) und
Darstellungen der Héufigkeitsverteilungen in Form von Histogrammen, sowie die
entsprechenden statistischen Daten dazu.

Es wurden jeweils drei unabhidngige Infektionsexperimente und anschlieBende FACS-
Messungen durchgefiihrt. In den Histogrammen wurden die fiir lebende Zellen giiltigen Daten
(aus Region 2) in der Auftragung der Zellzahl gegen die entsprechende Fluoreszenz FITC
(FL1-Height) oder PE (FL2-Height) halblogarithmisch dargestellt. Exemplarisch werden
jeweils die Daten einer Messung fiir alle drei Infektionsansitze gezeigt. Die Histogramme
wurden zur statistischen Auswertung in 4 Markerregionen unterteilt, um die signifikanten
Unterschiede in der spezifisch gefarbten Zellzahl zu verdeutlichen. Hierbei zeigen sich die
entscheidenden Unterschiede meist am deutlichsten in den Markerregionen M3 und M4.

In der Statistik wurde sowohl der Prozentanteil aller spezifisch gefdrbten lebenden Zellen
bestimmt als auch der sogenannte Mean-Wert ermittelt. Der Mean-Wert entspricht der
Verteilungsklasse, bei der 50% der Werte dariiber und 50% darunter liegen. Er gibt eine gute
Abschdatzung des Signalwertes, da er von Ausreilfern am wenigsten beeinflusst wird

(Statistische Daten s. Anhang 9.2).

3.3.3.2.1 Ergebnisse der FACS-Analysen zu ICAM-1

Es konnte bei den Untersuchungen in allen Ansédtzen 24 Stunden nach Infektion das
Oberflachenprotein ICAM-1 nachgewiesen werden. Im Vergleich der verschiedenen
Infektionsansdtze konnte ein Anstieg von ICAM-1 bei mit toten Borrelien infizierten
gegeniiber mit lebenden bzw. nicht-infizierten Endothelzellen gezeigt werden
(sicheAbbildung 14).

Hierbei konnten 58% der mit toten Borrelien infizierten Zellen als spezifisch mit CD54
markiert ermittelt werden. Desweiteren liegt der Mean-Wert der Histogramme bei mit toten
Borrelien infizierten Endothelzellen bei 699, wihrend die der beiden anderen Ansitze weit
darunter liegen. Dabei liegt trotz eines im Histogramm kaum sichtbaren Unterschiedes
zwischen mit lebenden Borrelien infizierten Endothelzellen gegeniiber nicht-infizierten Zellen
der mean-Wert bei den lebenden Borrelien mit 366 etwas hoher als der Wert von 255 der
Negativkontrolle. Dies bestdtigt die erhaltenen Ergebnisse des cDNA-Arrays und der Real-

Time-RT-PCR, sowie eine vermutliche Herunterregulation durch lebende Borrelien.
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der ICAM-1-Auswertung mit Histogrammen
(Héufigkeitsverteilung) und Dot Plots (Zweiparameterdarstellung) zur FACS-Analyse von, mit lebenden
bzw. toten Borrelien infizierten Endothelzellen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. Dot Plot-Region
1: Vorwiirtsstreulichtdetektor gegen Seitwiirtstreulichtdetektor, zeigt alle gemessenen Zellen (R1); Dot
Plot-Region 2: Vorwirtsstreulichtdetektor gegen Propidiumjodidfirbung (PI), differenziert tote von
lebenden Zellen (R2). Die Auswertungen beziehen sich auf Daten lebender Zellen.

Zusitzlich zum B. burgdorferi Stamm N40 wurde in einem Experiment ein Ansatz mit
lebenden Borrelia afzelii (Wendolino) parallel mitbehandelt und gemessen. Bei der
statistischen Auswertung zeigte sich der Mean-Wert fiir Borrelia afzelii mit 237 deutlich
geringer als der Mean-Wert von 366 des sonst verwendeten hochinfektiosen B. burgdorferi
Stamm N40. Da der Unterschied im Histogramm nicht wesentlich erkennbar ist, wurden die

Daten hier nicht gezeigt.



Ergebnisse 89

3.3.3.2.2 Ergebnisse der FACS-Analysen zum CD4-Antigen

Auch fiir CD4 bestitigten sich die vorherigen Ergebnisse, indem kein CD4 Antigen auf den
infizierten Zellen nachzuweisen war. Im Histogramm (Abbildung 15) ist bereits eindeutig
erkennbar, dass die mit CD4 markierte Probe im gleichen Bereich der Negativkontrollen (PBS
und Isotyp) liegt und somit kein spezifischer Nachweis vorliegt. Zur Verdeutlichung wurde
als Positivkontrolle der Endothelmarker PECAM (CD31) zusitzlich im Histogramm
aufgetragen, der im Vergleich zu CD4 einen deutlichen Shift in der Probe gegeniiber den

Negativkontrollen zeigt.
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Abbildung 15: Exemplarische Darstellung der CD4-Auswertung mit Histogrammen und Dot Plots zur
FACS-Analyse von mit lebenden bzw. toten Borrelien infizierten Endothelzellen im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen. Zusitzlich wurde als Positivkontrolle der Endothelmarker PECAM (CD31) in den
Histogrammen aufgetragen. Dot Plot-Region 1: Vorwiirtsstreulichtdetektor gegen Seitwirtsstreulicht-
detektor, zeigt alle gemessenen Zellen (R1); Dot Plot-Region 2: Vorwirtsstreulichtdetektor gegen Propi-
diumjodiddetektor, differenziert tote von lebenden Zellen (R2). Die Auswertungen beziehen sich auf
Daten lebender Zellen.
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Als Uberblick zu den erhaltenen Untersuchungsergebnissen zur Borrelien-induzierten
Wirtszell-Genexpression nach 24stiindiger Infektion kann zusammen gefasst werden, dass
von den im cDNA-Array ermittelten 14 Genen, als reproduzierbar und deutlich reguliert 10
Gene bestimmt werden konnten. Diese konnten in drei Regulationsgruppen eingeteilt werden,
wobei zwischen spezifisch durch lebende Borrelien hochreguliert, spezifisch durch lebende
Borrelien herunterreguliert und komplex regulierte (d.h. Regulation bei lebenden und toten
Borrelien bzw. indirekte Herunterregulation durch lebende Borrelien) unterschieden wurde.
Diese ermittelten Gene gehdren verschiedenen funktionellen Gruppen an, wie zum Beispiel
die Gruppe der Wachstumsfaktoren und Zytokine, Apoptose assoziierte Proteine,
Zellzyklusregulatoren sowie die Gruppe von Zelloberflichenantigenen und Adhésions-
proteinen, denen eine Reihe von ermittelten Genen angehort.

Fiir 4 dieser Gene konnte nach Konstruktion entsprechender Primer eine Uberpriifung mittels
Real-Time-RT-PCR durchgefiihrt und hierbei die 2 Gene MIP-2 alpha und ICAM-1 als
deutlich reguliert bestétigt werden. Auf Proteinebene konnten die beiden Zelloberfldchen-
antigene und Adhisionsproteine ICAM-1 und CD4 mittels FACS-Analysen iiberpriift und
eine vermehrte Produktion von ICAM-1 nachgewiesen werden. Durch ELISA-Messungen

erfolgte eine Bestimmung von vermehrter Sekretion des Zytokines MIP-2 alpha.
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4 Diskussion

Die Lyme Arthritis ist eine der hdufigsten klinischen Manifestationen von chronischer Lyme-
Borreliose und betrifft vor allem die grolen Gelenke im Schulterbereich oder hdufig auch das
Knie. Bei ca. 50% der unbehandelten Patienten tritt oligoartikuldre Arthritis auf [90]. Generell
ist die Erregerdichte bei Borreliose sehr gering im Vergleich zu anderen Erregern, und die
Hauptzahl der Borrelien befindet sich im Gewebe und nicht im Blut. Wohl deshalb ist der
Kulturnachweis aus Synovialfliissigkeit so wenig erfolgreich [91]. Trotz der geringen
Erregerzahl konnte schlieflich das Vorliegen von Borrelien in den befallenen Gelenken durch
die sensitiveren PCR-Nachweise von Borrelia burgdorferi-DNA gezeigt werden [35, 92].
Dabei zeigte sich Borrelien-DNA in Synovialgewebe von mehr als 80% der unbehandelten
Patienten mit Lyme Arthritis [92]. Aber auch nach antibiotischer Behandlung treten bei 10%
der Patienten noch Symptome der Lyme Arthritis auf. In anderen Studien konnte keine
Borrelien-DNA im Zusammenhang mit Antibiotika-resistenter Lyme-Arthritis nachgewiesen
werden [93], was wohl den Stellenwert von Borrelia burgdorferi als paucibazillirem Erreger
unterstreicht.

Zur Erklidrung des chronischen Verlaufs insbesondere von Spétstadien der Borreliose — wie
etwa der Lyme Arthritis - existieren im wesentlichen zwei Haupthypothesen: erstens
intrazelluldre Erreger-Persistenz und zweitens infektionsinduzierte Immunpathologie. Obwohl
Borrelia burgdorferi sensu lato eher den extrazelluldren Erregern zuzuordnen ist, existieren
zu der ersten Annahme einige Belege von intrazelluldrem Borrelienvorkommen in mehreren
Zelltypen, wie Endothelzellen [60], Fibroblasten [64], aber auch speziell fir die
gelenkspezifischen Synovialzellen [65, 94]. Die hieraus abgeleitete intrazelluldre Persistenz
des Erregers auch in vivo wiirde einen Schutz vor den Angriffen des extrazelluldren
Immunsystems des Wirts bieten, der Erreger konnte aus dieser Nische aber jederzeit
reaktiviert werden. Zudem ist auch die Konzentration von Antibiotika innerhalb der
Wirtszellen zumeist geringer als extrazelluldr. Weitere Daten zu diesem moglichen
Pathomechanismus gibt es aber bisher nicht, unklar ist zum Beispiel, ob es sich hierbei
wirklich um einen aktiven Eindringprozess der Erreger oder nur um ein passives
,.Zurlickweichen® handelt.

Zur zweiten Theorie von infektionsinduzierter Immunpathologie gibt es ebenfalls eine Reihe
von Anhaltspunkten. So gilt Borrelia burgdorferi als potenter Induktor zur Expression von

Chemokinen und Adhédsionsmolekiilen in Endothelzellen und Fibroblasten [74]. Auch zeigt
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die groBe Variation von Oberflichenantigenen auf Borrelia burgdorferi [14] die mdgliche
Féhigkeit des Erregers, durch den Wechsel in der Antigenexpression den Zellen des
Wirtsimmunsystems zu entgehen [95]. Umstritten ist aber auch diese Interpretation, da gerade
die Oberfldchenantigene von Borrelien eine starke Immunantwort hervorrufen. So werden
Lipoproteine von Borrelia burgdorferi als inflammatorische Ausloser angesehen und die
Beteiligung von Toll-like-Rezeptoren wie TLR-2 und TLR-6 diskutiert [96, 97]. Als
immunrelevante Zellen wurden Neutrophile nachgewiesen, nicht nur bei Erythema migrans,
sondern auch in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit Lyme Arthritis [91]. Trotzdem wird
als weiterer Ansatzpunkt zur Immunpathologie eine Beeinflussung der T-Helfer-Zell Antwort
vermutet, da im Gegensatz zu Borrelien-befallenen Gelenken andere Gewebe, wie

Nervensystem, Haut und Milz, nur minimale Entziindungsreaktionen aufweisen [73].

In der vorliegenden Arbeit wurden durch Borrelien hervorgerufene Genregulationen in
eukaryoten Zellen untersucht und zwar unter experimentellen Bedingungen, die zu einer
intrazelluldren Lokalisation des Erregers fithren konnen. Im folgenden soll zunidchst die
biologische Wertigkeit der gefundenen Genegulationen diskutiert werden. AnschlieBend

werden noch einige methodische Aspekte genauer analysiert.

4.1 Biologische Wertigkeit der ermittelten Borrelien-induzierten
Genregulationen

Von den zundchst auf breiter Ebene mittels cDNA-Array erhaltenen Hinweisen auf eine Reihe
regulierter Gene konnte nach Uberpriifung einiger Gene durch unabhiingige Methoden fiir
zwel der Gene eine Bestitigung erbracht werden. So wurden sowohl auf mRNA-Ebene durch
Real-time-RT-PCR, als auch auf Proteinebene durch ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) und FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) die Regulationen fiir das
interzelluldre Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1) und das Makrophagen inflammatorische Protein
(MIP-2a) bestitigt.

Diese beiden fiir die Immunabwehr bedeutungsvollen Proteine zeigten sich in ihrer
Genregulation als komplex reguliert. Dies wurde deutlich an den Regulationsunterschieden
beim Vergleich von humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC), die mit lebenden oder
hitzeinaktivierten Borrelien infiziert wurden: So war bei der Analyse von mRNA der
Endothelzellen nach 24-stiindiger Infektion mittels Real-time-RT-PCR die Expression dieser

Gene unter Einfluss von toten Borrelien sehr viel stirker als unter Einfluss von lebenden
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Borrelien. Vor allem fiir MIP-2a zeigte sich eine deutliche zeitabhéngige Regulation bei den
drei analysierten Zeitpunkten 6, 12 und 24 h post infectionem. So erfolgte unter dem Einfluss
von hitzeinaktivierten Borrelien ein  kontinuierlicher = Anstieg innerhalb  des
Beobachtungszeitraums von 24 h. Im Gegensatz dazu war bei Infektion mit lebenden
Borrelien nach einem Maximum schon bei 12 h eine stark verminderte Genexpression nach
24-stiindiger Infektion festzustellen. Das 12 h-Maximum bei lebenden Borrelien wies dabei
deutlich geringere Werte der Regulationsfaktoren auf als das 24 h-Maximum bei
hitzeinaktivierten Borrelien, wihrend die mitgefiihrten Negativkontrollen bestehend aus nicht-
infizierten HUVEC bei der Real-time-RT-PCR keine Verdnderungen in der Genexpression
zeigten (s. Ergebnisse Abb.8). Diese komplexe Regulation von MIP-2a und ICAM-1 zeigt
eine relative Herunterregulation durch lebende Borrelien, was im Hinblick auf ihre
funktionellen Eigenschaften auch biologisch sinnvoll erscheint (s.u.).

Beide Proteine sind beteiligt an Prozessen zur Immunabwehr von Sdugerwirten. So gehort
MIP-2a zu der groflen Zytokin-Familie der Chemokine, welche aufgrund ihrer biochemischen
Struktur in vier groBe Unterklassen eingeteilt werden. Neben der Unterklasse der CXC-
Chemokine, zu der auch MIP-2a gehort, werden unter anderem noch CC- und C-Chemokine
unterschieden. Die Gene fiir CXC-Chemokine liegen auf dem humanen Chromosom 4q und
die Gene der CC-Chemokine auf dem humanen Chromosom 17q. Alle Chemokine besitzen
dhnliche Aminosduresequenzen, sind kleine Polypeptide (Mw = 8-10 kD) und fungieren
hauptséchlich als chemische Lockstoffe fiir phagozytierende Zellen, indem sie Leukozyten
aus dem Blut zu den Infektionsherden locken. Sie werden nicht nur von Phagozyten, sondern
auch von anderen Zellen gebildet, wie z.B. Endothelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten.
Die CXC-Chemokine, zu deren bekanntesten Vertretern auch Interleukin-8 (IL-8) gehort,
fordern im allgemeinen die Wanderung von Neutrophilen, im Gegensatz zu den CC-
Chemokinen, die eher die Monozytenwanderung unterstiitzen. Das Chemokin MIP-2a trigt
alternativ auch eine Reihe anderer Bezeichnungen, wobei MIP-2 alpha, MIP-2, GRO-b oder
GRO-2 die heute gebrauchlichsten sind. Es ist ein potenter chemotaktischer Mediator fiir
humane Phagozyten [98].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, das humane Endothelzellen bei Kontakt mit
hitzeinaktivierten Borrelien vermehrt MIP-2a produzieren. Dies stellt eine sinnvolle Strategie
der Wirtszellen dar, um Abwehrzellen des Immunsystems in kontaminiertes Gebiet zu locken.
Dieser Effekt ist somit als Teil einer unspezifischen Entziindungsreaktion einzustufen, etwa

als Reaktion auf Oberflachenantigene von Borrelien. Die Antigenitdt dieser Glykoproteine ist
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auch nach erfolgter Inaktivierung von Borrelien fiir 20 min bei 56°C noch weitgehend
vorhanden, was die Reaktion auf hitzeinaktivierte Borrelien erklart.

Bei Infektion mit lebenden Borrelien zeigten die Ergebnisse nach spétestens 24 Stunden eine
Gegenregulation zur MIP-2a-Produktion und somit eine Unterdriickung der geschilderten
Immunantwort.

Das zweite komplex regulierte Gen, ICAM-1, ist ein bewegliches Oberflachenprotein (90 kD)
aus der strukturell mit den Immunglobulinen verwandten Familie der interzelluldren
Adhisionsmolekiile (ICAMs). Alle fiinf Mitglieder dieser Familie (ICAM-1 bis ICAM-5)
sind Liganden fiir LFA-1 (Lymphozytenfunktion assoziertes Antigen-1). Es existieren vier
strukturelle Hauptklassen von Adhisionsmolekiilen [99, 100]. Abhidngig vom vorliegenden
Zelltyp (Endothelzellen, Lymphozyten, Monozyten) hat ICAM-1 eine Reihe biologischer
Funktionen: bei Zell-Zell-Kontakten widhrend Antigenprésentation, bei mikrobieller
Pathogenese und bei Signaltransduktion. Ebenso wurde die Aktivierung spezifischer Kinasen
durch Phosphorylierung dokumentiert, sowie daraus resultierende
Transkriptionsfaktoraktivierung, verstirkte Zytokinproduktion und Zellmembranprotein-
Expression [101, 102].

Interessanterweise steht ICAM-1 ebenfalls in Zusammenhang mit der Immunabwehr des
Saugerwirts. Ebenso wie die Chemokine ist auch dieses Adhédsionsmolekiil an der Wanderung
von Leukozyten aus dem BlutgefdB in das interstitielle Gewebe beteiligt [103, 104]. Dieser
Durchtritt von Leukozyten durch GefaBwinde ist komplex reguliert und lisst sich in mehrere
Teilschritte unterteilen. Im ersten Schritt der auch als ,,rolling cycle® bezeichnet wird, ,,rollen*
die Leukozyten aufgrund einer schwachen chemischen Bindung von Selektin auf den
Endothelzellen mit bestimmten Glykoproteinen (Mucin) der Leukozyten die BlutgefaBwinde
entlang. Bei Kontakt von Chemokinrezeptoren der Leukozyten mit den auf
Oberflachenstrukturen der Endothelzellen présentierten entsprechenden Chemokinen erfolgt
als zweiter Schritt eine Aktivierung der Leukozyten durch Hochregulation von Integrinen
[102]. Erst diese Konformationsdnderung der Beta-2-Integrine LFA-1 (CD11a:CD18) und
Mac-1 (CD11b:CD18) ermoglicht eine stirkere Bindung an das Adhisionsmolekiil [CAM-1
und somit den dritten Schritt: die feste Adhédrenz der Leukozyten an das Endothel. Die
Beendigung der Rollbewegung durch diese feste Anheftung bildet schlieflich die
Voraussetzung fiir die Leukozyten zur Durchquerung der BlutgefdBwand, welche auch als
Diapedese oder Extravasation bezeichnet wird. Bei diesem Durchdringen der Leukozyten
zwischen den Endothelzellen sind weitere adhisive Wechselwirkungen zwischen den

Leukozytenintegrinen beteiligt, jedoch nun mit einem anderen Immunglobulin dhnlichen
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Molekiil, dem PECAM (CD31). Letztendlich ermdglichen diese Vorgidnge den Vorstofl von
Phagozyten zu den Infektionsorten im Gewebe. Hierbei orientieren sie sich an einem
aufgebauten Chemokingradient innerhalb der Gewebematrix [102].

Normalerweise ist [CAM-1 auf Endothelzellen nur gering exprimiert, kann jedoch durch LPS,
bakterielle Lipoproteine oder Zytokine hochreguliert werden [101, 105].

Die in der vorgelegten Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen hiermit {ibereinstimmend, dass
humane Endothelzellen beim Kontakt mit hitzeinaktivierten Borrelien vermehrt ICAM-1
produzieren. Dies stellt eine natiirliche Strategie der Wirtszellen dar, um Abwehrzellen des
Immunsystems den Eintritt in kontaminiertes Gewebe zu ermdglichen. Ebenso wie bei MIP-
2a ist dieser Effekt also als Teil einer unspezifischen Entziindungsreaktion einzuordnen. Im
Gegensatz zu hitzeinaktivierten zeigten lebende Borrelien nach 24 Stunden - ebenso wie bei
MIP-2a - eine Gegenregulation zur Produktion von ICAM-1.

Diese Herunterregulation von ICAM-1 und MIP-2a in infizierten Zellen ist aus Sicht des
bakteriellen Erregers biologisch sinnvoll: Sowohl die chemotaktische Anlockung von
Leukozyten durch MIP-2a als auch die durch ICAM-1 vermittelte Adhédsion von Leukozyten
mit ggf. nachfolgendem Durchtritt ins infizierte Gewebe wird negativ beeinflusst. So wiirden
durch intrazellulire Borrelien befallene Wirtszellen keine Signale an Zellen des
Immunsystems senden'. Die Vermeidung der Erkennung befallener Zellen durch das
Wirtsimmunsystem lenkt die unspezifische Entziindungsreaktion auf unbefallene Zellen der
Umgebung und verhindert die Eliminierung des intrazelluldren Erregers. Diese Ergebnisse
legen also eine wichtige pathogenetische Rolle der intrazelluldren Lokalisation fiir die
Ausbildung einer chronisch-persistierenden Infektion nahe.

Diese Interpretation nimmt an, dass die gefundenen Regulationen durch intrazellulér
vorliegende Borrelien verursacht werden. Natiirlich kann aufgrund des experimentellen
Designs nicht sicher zwischen extrazelluldren und intrazelluldren Bakterien unterschieden
werden. Immerhin konnte in der vorliegenden Arbeit durch Immunfluoreszenz-
doppelfarbungen (FITC/TRITC) gezeigt werden, dass unter den gegebenen experimentellen
Bedingungen Borrelien intrazelluldr lokalisiert zu sein scheinen. Aufgrund der komplexen
Beurteilung der Differenzierung von intra- und extrazelluldren Borrelien, basierend auf
Parametern der Farbung sowie Form und Struktur der Erreger im direkten Vergleich zweier
Wellenldngenbereiche fiir FITC oder TRITC, wére ein zusétzliche Absicherung des

Féarbungsnachweis durch eine andere Methode sinnvoll. Denkbar wére hier der Einsatz der

! Zumindest keine Signale die durch diese beiden Gene induziert werden, denn fiir andere Regulatoren kann hier

keine Aussage getroffen werden, da sie nicht untersucht wurden.
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konfokalen Mikroskopie, um durch Einblicke in definierte Zellschichten die eindeutige
Position der Erreger zu dokumentieren. Im Hinblick auf die dargelegten unterschiedlichen
Genregulationen der humanen Endothelzellen nach Behandlung mit hitzeinaktivierten oder
lebenden Borrelien liegt jedoch eine spezifische Regulation durch intrazelluldre Borrelien
nahe. Neben den schon genannten Hinweisen (Chronizitdit der Erkrankung mit
Rezidivneigung, notwendige langandauernde Antibiotikatherapie - auch wenn diese schon
aufgrund der langen Generationszeit von Borrelien geboten scheint -, gute Wirksamkeit
intrazelluldr wirkender Antibiotika) zeigen auch die scheinbar diskrepanten in vivo-Befunde
(s.u.), dass unter in vitro-Bedingungen, in denen ein hoher Prozentsatz der Zellen befallen ist,
andere Regulationen gefunden werden als unter paucibazilldren in vivo-Bedingungen.

Die Expression von Adhédsionsmolekiilen ist auch in vivo mit Lyme-Arthritis assoziiert. So
konnte in der Synovia von Patienten mit Antibiotika-resistenter Lyme-Arthritis mittels
immunohistochemischer Methoden die starke Expression von ICAM-1 und seinem Ligand
LFA-1 nachgewiesen werden [75]. Der vermehrte Nachweis von ICAM-1 auf Proteinebene
im Gelenk von Lyme-Arthritis Patienten ist nicht verwunderlich, aufgrund der geringen
Erregerdichte in befallenen Bereichen. Das hieraus resultierende Vorliegen nur weniger
intrazelluldr befallener Zellen gegeniiber einer Mehrzahl nicht-befallener Zellen erklirt die
erhohte ICAM-1 Expression durch Produktion von nicht-befallenen Zellen. Ein intrazellulédrer
Befall von wenigen Zellen mit abweichender Genexpression wire nicht wirklich messbar. So
erscheint auch in vivo die Persistenz des Erregers in einzelnen Zellen moglich trotz
nachgewiesen starker Entziindungsreaktion durch eine generelle Immunantwort.

Die in der vorgelegten Arbeit ermittelten Ergebnisse zu ICAM-1 stimmen mit einer anderen
in vitro Studie fiir humane Synovialzellen iiberein, bei der durch FACS-Messungen bis zu 5
Tage nach Infektion mit B. burgdorferi ebenfalls eine signifikante Herunterregulation von
ICAM-1 nachgewiesen wurde [80]. Da Synovialzellen die Funktion von lokalen
immunologischen Effektorzellen beeinflussen konnen und eine Schliisselrolle in der
Ausbildung einer Arthritis spielen, konnte dies ebenfalls einen Hinweis auf den
Persistenzmechanismus geben. Die biologische Rolle dieser Herunterregulation konnte
mittels eines in vitro Adhdsionsassays mit mononuklearen Zellen aus peripherem Blut gezeigt
werden, indem sich nach Infektion mit Borrelia burgdorferi eine signifikant geringere Anzahl
von immunologischen Zellen an die Synovialzellschicht anlagerte [80].

Zu den in dieser Arbeit verwendeten Nabelschnur-Endothelzellen existiert eine
Veroffentlichung, die eine vermehrte Expression von ICAM-1 auf Proteinebene nach

Borrelieninfektion zeigt [78]. Eine Herunterregulation von ICAM-1 wurde hier nicht erwéhnt,
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da dies nur auf mRNA-Ebene und nicht auf Proteinebene deutlich zu sehen ist, jedoch wird
eine maximale Expression nach 12 Stunden und nur geringer Reduzierung nach 24 Stunden
sichtbar. Dies stimmt iiberein mit den Ergebnissen der FACS-Analysen unserer Arbeit, wobei
gegeniiber unbehandelten Zellen eine vermehrte Expression nachweisbar war, sowohl in
Zellen, die mit lebenden als auch mit hitzeinaktivierten Borrelien behandelt worden waren.
Der hier gemessene geringe Unterschied nach 24 Stunden zwischen diesen beiden
Behandlungsansitzen erklédrt sich durch die vorherige Ansammlung des Proteins auf der
Zelloberfliche. Lebende Borrelien stoppen nur die weitere Zunahme. Dagegen konnen die
Analysen auf mRNA-Ebene mittels Real-time-RT-PCR eine deutliche Herunterregulation des
Gens durch lebende Borrelien zeigen. So stellt dies an sich keinen Widerspruch dar, dass
zunichst eine verstdrkte Expression von ICAM-1 durch die Oberflidchenproteine der Borrelien
ausgelost werden kann und moglicherweise erst nach ca. 24 Stunden durch direkten Einfluss
auf einzelne Wirtszellen, oder durch nun eventuell intrazellulire Erreger, eine
entgegengesetzte Regulation zustande kommt. Die Ausbildung dieses Suppressionseffekts
erst nach 24 Stunden wire nicht ungewohnlich, da die Internalisierung und intrazelluldre
Genproduktion Zeit braucht.

In dieser Studie wurde ebenfalls ein direkter Vergleich von Borrelien-infizierten HUVECs mit
HUVECs gefiihrt, die nur mit hitzeinaktivierten Borrelien versetzt worden waren [78]. Die
Autoren beschrieben eine starke ICAM-1 Expression in dem Ansatz, der mit lebenden
Borrelien, dagegen keine Expression nach 12-stiindiger Behandlung mit hitzeinaktivierten
Borrelien; diese letzte Beobachtung steht in klarem Widerspruch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. So wire nach erst 12 Stunden post infektionem eine gleichstarke
Expression nicht verwunderlich, da der Effekt hier erst nach 24h nachgewiesen wurde, aber
eine geringere ICAM-1-Expression bei hitzeinaktivierten Borrelien ldsst sich mit unseren
Ergebnissen nicht vereinbaren. Obwohl dieses diskrepante Ergebnis zur Zeit nicht zu erklaren
ist, sollte darauf hingewiesen werden, dass in der oben zitierten Arbeit die dort gezeigten
Nachweise nur auf Proteinebene gefiihrt wurden, wéhrend sich die hier vorgelegten
Nachweise sowohl auf mRNA-Ebene als auch Proteinebene stiitzen.

Bei mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC) konnte in einer weiteren Studie auch auf
mRNA-Ebene eine vermehrte Expression von ICAM-1 unter Einfluss des OspA-
Oberfldachenproteins von Borrelien gezeigt werden [74]. Die dort zugrunde liegenden in vitro
Experimente wurden jedoch nach kiirzeren Infektionszeiten (4 h statt 24 h) als in der
vorliegenden Arbeit analysiert, also einen zu frilhen Zeitpunkt fiir eine sichtbare

Herunterregulation.
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Die zweite ermittelte Regulation der vorliegenden Arbeit betrifft das Gen MIP-2a und zeigte
ebenfalls seine relative Herunterregulation nach 24 Stunden Infektion mit lebenden Borrelia
burgdorferi. Es existieren bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Verdffentlichungen, die eine
Verbindung von MIP-2a Expression mit Borrelien zeigen. Lediglich fiir andere Zytokine, die
allerdings teilweise der gleichen Chemokin-Familie (CXC) wie MIP-2 alpha angehoren,
beispielsweise Interleukin-8 (IL-8) wurde ein Zusammenhang mit Borrelia burgdorferi
dargestellt. So konnte die Induktion von IL-8 durch B. burgdorferi bei Untersuchungen zur
Genexpression verschiedener Chemokine in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden
[77], wobei eine zentrale Rolle von Chemokinen in der Regulation von Borrelien-induzierten
inflammatorischen Antworten vermutet wird. Als Verbindung zur Pathologie der Lyme-
Borreliose konnten in einer anderen Studie in Proben von Patienten mit Erythema migrans
ebenfalls Chemokine der CXC-Familie (IL-8) und der CC-Familie (MIP-1a, MIP-1b)

nachgewiesen werden.

Zur Zeit sind keine Ver6ffentlichungen zu Micro-Array-Analysen von Borrelien-infizierten
Zellen bekannt. Vorhandene Array-Studien in Bezug auf Borrelien befassen sich mit
Genregulationen, die im Erreger selbst stattfinden [50, 51]. Zur weiteren Beurteilung der im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Genregulationen werden deshalb Vergleiche mit
Infektionen durch andere bakterielle Erreger herangezogen. Hierbei ist von Interesse, welche
Gemeinsamkeiten oder Unterschiede zwischen den ausgeldsten Regulationen der Genexpres-
sion durch die hier untersuchten Borrelien bestehen im Vergleich zu den durch andere
Bakterien hervorgerufenen Wirtszellveranderungen.

Aufgrund der Fiille der insgesamt verdffentlichten Gene wird hier nur ein kleiner Ausschnitt
der in dieser Arbeit auch bestitigten Regulationen zur scheinbaren Beeinflussung der
Immunabwehr  betrachtet. Vor allem wére interessant, ob die gefundenen
Herunterregulationen von ICAM-1 und MIP-2a zu allgemeinen Infektionsreaktionen der Zelle
zdhlen oder ob es sich um Borrelien-spezifische Prozesse handelt. Ein Vergleich mit
veroffentlichten Micro-Array-Studien zur Bestimmung von Wirtszell-Antworten auf

unterschiedliche Bakterien ist in folgender (Tabelle 19) dargestellt.
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Bakterieller Erreger | Infizierter Zelltyp Infektionszeit Ubereinstimmung Literatur-
regulierter Gene verweis
Chlamydia HeLa-Zellen 24 h p.i. ICAM-1, MIP-2a, [106]

trachomatis

Salmonella dublin humane kolorektale 3hp.i. MIP-2a [107]
Epithelzellen HT-29

Bordetella pertussis humane broncho- 3hp.i ICAM-1, MIP-2a, [108]
epitheliale Zelllinie
BEAS-2B

Escherichia coli Zellen der Mausblase | 3,5 hp.i. MIP-2a [109]

(UPEC,uropathogen)

Listeria humane 2hp.i. ICAM-1, MIP-2a, [110]
monocytogenes promyelotische
Zelllinie THP1

Tabelle 19: Ausziige einiger veroffentlichten Micro-Array-Studien mit anderen Bakterien infizierten
Wirtszellen.

Es wurden hier verschiedene Arraysysteme (Clontech, Affymetrix), andere
Versuchsbedingungen (Zelltypen, Infektionszeiten) zusammengefasst, jedoch sind alle
Ergebnisse mittels Real-time-RT-PCR sowie auf Proteinebene bestitigt worden.

Beispielhaft sind hier sowohl gramnegative Bakterien, wie Escherichia coli, Salmonella
dublin und Bordetella pertussis, als auch grampositive Bakterien aufgefiihrt, wie Listeria
monocytogenes und zusitzlich Chlamydia trachomatis. Als intrazelluldre Erreger gelten
hiervon Chlamydia trachomatis, Salmonella dublin und Listeria monocytogenes.

Bei allen hier vorgestellten Erregern wurde eine Hochregulation von MIP-2a gezeigt, meist
zusammen mit ICAM-1. Hierbei zeigt sich kein Unterschied zwischen intrazelluldren und
extrazelluliren Erregern. Die bei Borrelien im Gegensatz zu den anderen Erregern
festgestellte relative Herunterregulation dieser beiden Gene legt also eine Borrelien-

spezifische Regulation nahe.

Die ermittelten Genregulationen innerhalb dieser Arbeit, beziehen sich alle auf in vitro
Experimente. Obwohl hier versucht wurde, durch Verwendung von priméiren vendsen Zellen
(HUVEC) statt immortaler Zelllinien sowie des FEinsatzes niedrigpassagiger infektioser
Borrelien direkt aus dem Wirt ein mdglichst in vivo-nahes Infektionsmodell zu erstellen,
konnen die erhaltenen Ergebnisse nur eine Aussage liber Regulationen auBerhalb des Wirtes
treffen. Das Zusammenwirken von verschiedenen Zelltypen und die Interaktion mit

Immunmodulatoren des Wirts-Immunsystems ist ein entscheidender Unterschied zwischen in
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vitro und in vivo Bedingungen einer Infektion mit Borrelia burgdorferi. Vor allem diese
Einfliisse von Immunzellen sind im vorliegenden Infektionsmodell nicht beriicksichtigt und
sollten fiir umfassendere Aussagen in einem neukonstruierten System integriert werden. Eine
aufwendige Moglichkeit wire die Analyse von Zellen, die innerhalb sogenannter Dialyse-
Membrankammern (DMCs) in infizierten Versuchstieren (wie z.B. Ratten) den Einfliissen der

Immunabwehr ausgesetzt waren.

4.2 Methodische Aspekte

Zur Beurteilung von Micro-Array-Ergebnissen sind unter anderem der Leistungsumfang, die
Anwendung und die Art des verwendeten Arrays zu berilicksichtigen. Die Anwendungen fiir
Micro-Arrays konzentrieren sich momentan vor allem auf zwei Bereiche, die
Expressionsanalyse und den Nachweis von DNA-Varianten, sei es die Suche nach Mutationen
oder die Analyse des Genotyps. Der Hauptanteil zur Nutzung dieser Technologie entféllt zur
Zeit noch auf den Bereich der Expressionsanalyse, wie auch in dieser Arbeit.

Allgemein ermdglichen es Micro-Arrays, eine breite vergleichende Expressionsanalyse von
verschiedenen Zellpopulationen auf mRNA-Ebene durchzufiihren. Dabei konnen
beispielsweise durch bestimmte Reagenzien oder bakterielle bzw. virale Erreger stimulierte
mit nicht-stimulierten Zellen verglichen werden. Die Anzahl der Gene, die gleichzeitig
betrachtet werden kann, variiert zwischen verschiedenen Arraysystemen basierend auf dem
verwendeten Triagermaterial, zwischen Hunderten (z.B. Clontech/BD Atlas Human Cell Cycle
mit 111) bis zu Tausenden (Affymetrix mit 12.000 bis 30.000) aufgebrachten Genpunkten.
Eine ganze Reihe mittlerweile existierender Micro-Array-Produkte verschiedener Firmen mit
vielen Variationen in Genanzahl, Probengenerierung und Trigermaterial funktionieren
dennoch nach dem gleichen Grundprinzip.

Im allgemeinen werden Triger verwendet, auf denen DNA-Fragmente, die eindeutig die zu
untersuchenden Gene reprdsentieren, in definiertem Abstand aufgebracht sind. Die zu
untersuchende mRNA wird meist in eine markierte cDNA, teilweise auch cRNA
umgeschrieben und mit den Trdgern hybridisiert. Die Intensitit der markierten Proben auf
dem Triager wird gemessen und der Intensitit der Proben auf dem Vergleichs-Tréiger
gegeniibergestellt. Durch das Verhéltnis der beiden Intensititen zueinander kann bestimmt
werden, ob ein Gen in einer Zellpopulation gegeniiber der Kontrollpopulation vermehrt oder

vermindert exprimiert wird.
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Die Hauptunterschiede zwischen den einzelnen Array-Systemen bestehen in der
Generierungsart der Proben und des Aufbaus der verwendeten Triger. Einige Variationen der
Probengenerierung konnen sein: Umschreibung der mRNA mit spezifischen Primern,
oligo(dT) oder random Hexamer-Primern, Umschreibung in ¢cDNA oder erst cDNA, dann
cRNA, Verwendung von gesamt RNA oder poly A" RNA sowie durch die Markierung der
Proben durch Radioaktivitit (**P oder **P) oder Fluoreszenz (haufig Phycoerythrin). Die
verwendeten Triger unterscheiden sich im Material (Nylon, Glas oder Plastik), der Anzahl
der Gene, Art der DNA-Fragmente als Oligonukleotide oder PCR- sowie cDNA-Fragmente
und schlieBlich in der Art und Anzahl der Kontrollen auf den Tragern.

In dieser Arbeit wurden Micro-Arrays der Firma Clontech/BD (human 1.2 Atlas-Array) mit
1176 Genen eingesetzt, was nur einen Ausschnitt der zu betrachtenden Gene darstellt. Dieses
Arraysystem wurde hier verwendet, da es zum Zeitpunkt der begonnenen Forschungsarbeiten
(2000/2001) eine populdre, zukunftstrachtige Technologie darstellte, die in dieser Version fiir
unsere Zwecke noch bezahlbar war. Heute existierende grof3ere Chips, die mittlerweile auch
bezahlbar sind, konnten ein noch vollstindigeres Bild der vermittelten Genregulationen
zeigen.

Die Gene des hier verwendeten humanen 1.2 Atlas-Array sind auf Nylon-Tragern durch 200-
600 bp lange cDNA-Fragmente reprasentiert und werden mit spezifisch umgeschriebener, **P-
markierter cDNA hybridisiert.

Die Problematik zur Beurteilung von Array-Analysen besteht in der groen Menge an
Detaildaten, die in nur einem Arrayexperiment geliefert werden. Bedingt durch den
Einzelexperiment-Charakter dieser Methode kann bei den Ergebnissen ein relativ hoher stati-
stischer Fehler entstehen [111]. Zudem konnen systematische Fehler fiir die Regulationen ein-
zelner Gene vorliegen. Die Beurteilung des statistischen Fehlers kann durch Vergleich mehre-
rer Micro-Array Experimente untereinander erfolgen, systematische Fehler lassen sich nur
durch den Vergleich mit anderen Methoden aufdecken. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass bei
biologischen Experimenten die Versuchsbedingungen nicht vollig konstant gehalten werden
konnen. Bedingt durch die Verwendung primédrer Zellen statt stabiler Zelllinien konnte
beispielsweise auch in dieser vorliegenden Arbeit nicht fiir alle Experimente auf dieselben
Zellfraktionen oder Zellen gleicher Passage zuriickgegriffen werden. Obwohl natiirlich
versucht wurde, alle Versuchsparameter so konstant wie moglich zu halten, kénnen kleine,
unvermeidbare Unterschiede der Bedingungen zu einer leichten Verschiebung der
Infektionskinetik und somit zu Verschiebungen in der Kinetik der Regulationsvorginge fiih-

ren.
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Von Bedeutung bei der Bewertung der im Array ermittelten Regulationen der Genexpression
ist auch der ermittelte Regulationsfaktor. Dabei ist die Festlegung nétig, ab welchem Faktor
die aufgezeigten Regulationen mit hoher Wahrscheinlichkeit als signifikant aufzufassen und
nicht mehr nur Ausdruck der statistischen Schwankung sind. Hierfiir gibt es keine allgemein
giiltigen Richtlinien, als praktikabel erwies sich hier zur ersten Betrachtung eines Gens die
Bestimmung eines unteren Grenzwertes von mindestens Faktor 2 fiir positive oder negative
Regulationen.

Es wurden drei unabhingige Arrayexperimente durchgefiihrt und miteinander verglichen. Fiir
die beiden letztendlich hier hauptsdchlich betrachteten Gene, das interzelluldre
Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1) und das Makrophagen inflammatorische Protein (MIP-2a)
konnte in allen drei Experimenten eine Regulation bestdtigt werden. Fiir eine Reihe weiterer
Gene konnten nur Ubereinstimmungen in zwei Experimenten festgestellt werden oder
tauchten als vermutliche Artefakte nur einmal auf. Dieser Vergleich war schon deshalb
wichtig, da der Clontech-Array eher anfillig fiir statistische Fehler ist. Dies ist vor allem
durch seinen Aufbau bedingt, wobei jedes Gen nur durch ein cDNA-Stiick reprisentiert wird.
Im Vergleich dazu bietet der Affymetrix-Array schon eine hohere Sicherheit, da fiir jedes Gen
mehr als 10 unterschiedliche Oligonukleotide auf den Chip aufgetragen werden.

Zur Beurteilung der Genregulationen jedes einzelnen Arrays fiir sich allein wurden ebenfalls
mehrere Auswahlkriterien angesetzt, um moglichst nur aussichtsreiche Kandidaten zur
Uberpriifung der Regulationen mit unabhiingigen Methoden zu erhalten. Hierbei wurden die
jeweils drei Membranen jedes Arrayexperimentes miteinander verglichen und so
Regulationen ausgeschlossen, die wahrscheinlich durch Hintergrund-Signale verfalscht
wurden. Diese Uberpriifung per Hand verhinderte kiinstlich produzierte Regulationsfaktoren
aufgrund von Signalen im Bereich der Hintergrundsignale. Hierbei diente der Ansatz mit
nicht-infizierten Zellen als Negativkontrolle zum Vergleich von infizierten Zellen mit

lebenden oder hitzeinaktivierten Borrelien.

Haufig lassen sich nicht alle gefundenen Gene einer Array-Analyse bestdtigen. Dies macht
den Screening-Charakter als grobes Hinweisraster deutlich, sowie die notige Uberpriifung der
Arrayergebnisse durch unabhéngige, molekularbiologische Methoden offensichtlich [112].

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden mehrere unabhiingige Uberpriifungen mit Real-Time-
RT-PCRs durchgefiihrt, um einerseits die in den Arrays ermittelten Ergebnisse mit einer
zweiten unabhdngigen Methode zu verifizieren und andererseits eine zeitabhingige

Regulationskinetik durch das Hinzufiigen von weiteren Analyse-Zeitpunkten zu erhalten.
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Durch die Amplifikation des nachzuweisenden Gens ist diese Methode um einiges sensitiver
als ein Micro-Array. So ist moglich, dass mit der Real-Time-RT-PCR schon Regulationen
nachweisbar sind, die nahe der Nachweisgrenze des Arrays liegen. Allerdings konnen durch
diese Uberpriifung in der Real-Time-PCR auch mdgliche falsch positive Ergebnisse
aufgedeckt werden. Diese entstethen beim Micro-Array meist durch unvermeidbare
Partikelanhaftungen, die trotz griindlichem Waschen der markierten Membranen bestehen
bleiben und die Signale an einigen Punkten verfdlschen konnen. Ebenso koénnen
Uberstrahlungen von stark exprimierten Proben zur Beeinflussung der tatsichlichen
Signalstirke benachbarter Probenpunkte fiihren.

Die Uberpriifung von vier ausgesuchten Genen durch die Real-Time-RT-PCR ergab fiir die
zwei Gene (ICAM-1 und MIP-2a) eine Bestitigung der Ergebnisse der drei Arrays. Fiir die
beiden anderen iiberpriiften Gene (IEX-1L, CD4) ergaben sich keine Regulationen: Es handelt
sich damit um Artefakte! Dies macht wieder die Notwendigkeit einer unabhéngigen
Uberpriifung von Array-Ergebnissen deutlich.

Im Vergleich hierzu zeigte sich die Real-Time-RT-PCR als zuverldssigere Methode, so
konnten Wiederholungsexperimente der selben RNA stets eine Ubereinstimmung erbringen.
Unabhéngige Wiederholungsexperimente mit anderer RNA aus neuen Infektionsansétzen
erbrachten zwar teilweise eine Verschiebung der Zeitkinetik um einen Zeitpunkt, was
allerdings mit den UnregelméBigkeiten innerhalb biologischer Systeme erklérbar ist. Fiir alle
Experimente der Real-Time-RT-PCR ergab sich dennoch eine Ubereinstimmung in der

Tendenz der Regulationskinetik.

Als weitere unabhingige Methode zur Bestétigung der durch den Einsatz von Micro-Arrays
ermittelten Verdnderungen der Genexpression wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere
Untersuchungen fiir drei ausgesuchte Gene auf Proteinebene durchgefiihrt. Hierfiir wurden
zwei unterschiedliche Methoden eingesetzt, zum einen der ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) und zum anderen die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell
Sorting).

Fir das Gen MIP-2a bzw. GRO-b (Makrophagen inflammatorisches Protein) konnte ein
ELISA-Test durchgefiihrt werden. Hierzu wurde in Zellkulturiiberstinden von infizierten und
nicht-infizierten Zellen der Gehalt an freigesetztem Chemokin gemessen. Dabei wurde eine
weitere Besonderheit der Zytokine ausgenutzt, die direkte Korrelation zwischen

Genregulation und Produkt (Ausnahme: TNF-alpha). Die erhaltenen Ergebnisse erbrachten
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eine Bestdtigung sowohl der verdnderten Genexpression der Micro-Arrays als auch der

Regulationskinetik der Real-Time-RT-PCR.

Fiir die im Micro-Array regulierten Gene ICAM-1 (interzelluldre Adhésionsmolekiil-1) und
CD4 (T-Zellantigen 4) wurden FACS-Analysen zum Proteinnachweis durchgefiihrt. Die
Erstellung einer Zeitkinetik durch Messung verschiedener Infektionszeitpunkte war hier nicht
praktikabel, da dabei ohnehin eine grofle Menge lebender Zellen bearbeitet werden musste.
Bei konstanter mRNA-Produktion und ohne Abbau des Proteinproduktes sammelt sich
ICAM-1 auf der Endothelzelloberfliche an. Die Regulation dieses Vorgangs erfolgt entweder
im FlieBgleichgewicht oder durch negative Regulation, indem bei viel vorliegendem Protein
die mRNA-Produktion gestoppt wird. Wie schnell das Produkt abgebaut wird, ist unbekannt
und hétte zur Ermittlung einer Reihe von weiteren Zeitpunkten bedurft. Jedoch konnte fiir
ICAM-1 eine Ubereinstimmung der Regulation nach 24 Stunden Infektion mit Borrelia
burgdorferi im Vergleich mit toten Borrelien-infizierten und nicht-infizierten Zellen gezeigt
werden. Dies erbrachte somit eine Bestitigung der sowohl durch den Array als auch durch die
Real-Time-PCR auf mRNA-Ebene ermittelten ICAM-1-Regulationen. Fiir CD4 konnte
erwartungsgeméal (nach den Ergebnissen der Real-Time-PCR) kein Proteinnachweis erbracht

werden.
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Abbildung 1: Laserscan-mikroskopische Aufnahme von Borrelia burgdorferi (Wallich, Hofmann; Biospektrum
4/99). 1
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ordnung Spirochaetales mit sechs bekannten Gattungen ------------ 2

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gattung Borrelia. Als eindeutig mit Lyme-Borreliose assoziiert
gelten bislang drei Spezies des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes: B. burgdorferi sensu stricto, B.
garinii und B. afzelii. 4

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ergebnisses einer Fluoreszenz-Messung wihrend einer Real-Time-
PCR. Aufgetragen ist die Zyklenzahl der PCR (Cycle Number) gegen die normalisierte Fluoreszenz-
Intensitit (Normalized Fluorescence Intensity) fiir eine Probe (Sample) und eine Negativ-Kontrolle ohne
cDNA (No Template Control, NTC). Der Cr-Wert, die Zyklenzahl bei der das Fluoreszenz-Signal der
Probe aus dem Hintergrund (7hreshold) heraustritt, wurde hier durch einen Pfeil gekennzeichnet. -------- 40

Abbildung 5: RFLP-Analyse zur Borrelienspezies-Identifizierung. Dargestellt sind zwei Polyacrylgele mit
charakteristischen Bandenmustern verschiedener Borrelienspezies nach Restriktionsverdau mit Dral (A)
oder Msel (B). An Position 1 und 7 wurde als Langenstandard ein 25bp Marker aufgetragen, dazwischen
von Position 2 bis 6 die Borrelienspezies: B. valaisiana (VS116), B. garinii (N34), B. burgdorferi sensu
stricto (B31), B. afzelii (PkO) und das nun als B. afzelii zu identifizierende Borrelienisolat aus der Milz
eines erkrankten Pferdes. 59

Abbildung 6: Die mikroskopische Aufnahme zeigt humane Zellen (HUVECSs) und charakteristisch spiralige

Borrelien (Pfeile) nach Giemsa-Féarbung in 1000facher Vergroferung. 62
Abbildung 7: Fotografische Dokumentation der Mausinfektionsversuche. Messung des Fuknocheldurchmessers

mit digitalem Mikrometer an arthritisanfélligen C3H/HeN-Versuchsméusen (A) und Organentnahme nach

T&tung zur Riickisolierung von Borrelien. 64

Abbildung 8: Graphische Darstellung der gemessenen FuBBknochelschwellungen bei Borrelien-infizierten bzw.
nicht infizierten Méusen (NaCl-Kontrolle) zur Uberpriifung der Infektidsitit von zwei Borrelia
burgdorferi sensu stricto Isolaten (N40, GO16) aus einem Zecken-Maus-Zyklus. 65

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahme der Immunfluoreszenzdoppelfarbung eines fixierten Zellkulturansatzes
24 Stunden nach Infektion mit Borrelia burgdorferi sensu stricto (N40). Differenzierung von
intrazelluldren leuchtenden Borrelien in der FITC-Aufnahme (A) beim Vergleich desselben Ausschnitts in
der TRITC-Aufnahme (B). Ebenso zeigen die sichtbaren Umrisse der eukaryoten Wirtszellen (HUVEC)
die Lokalisation der intrazelluldren Borrelien im direkten Zellbereich. Eindeutig extrazelluldre Borrelien in
ihrer charakteristischen spiraligen Gestalt sind dagegen sowohl im FITC- wie auch im TRITC-Kanal
deutlich leuchtend sichtbar. 68

Abbildung 10: Digitalisierte Abbildungen von zwei Ausschnitten verschieden hybridisierter Array-Membranen

nach Auslesung der radioaktiv verursachten Signale auf einer Phosphoimaging-Platte. Beim Vergleich
bekannter Positionen fiir bestimmte Gene zeigen die sogenannten Spots aus hybridisierter DNA ein
schwaches oder verstérktes Punktsignal. In den vorliegenden 2-Felder Ausschnitten zeigt sich bei toten
Borrelien (A) eine stirkere Genexpression der Endothelzellen fiir ICAM-1 und MIP-2 alpha im Vergleich
mit lebenden Borrelien (B), wobei ICAM-1 stark und MIP-2 alpha schwach reguliert ist.------------------- 73
Abbildung 11: Denaturierendes Agarosegel zur Kontrolle der gewonnenen Gesamt-RNA aus Infektionsansitzen
von Borrelien-infizierten bzw. nicht-infizierten humanen Endothelzellen. Zu sehen sind die deutlichen
rRNA-Banden, die stirkere 28S-rRNA-Bande entspricht einer Grofle von ~5,0 kb und die 18S-rRNA-
Bande von ~1,9 kb. Bei den Borrelien-infizierten Ansdtzen sind zusétzlich die prokaryotischen rRNA-
Banden von 23S (~2,9 kb) und 16S (~1,5 kb) zu erkennen. 80
Abbildung 12: Graphische Darstellung der Real-Time-RT-PCR Analyse zur Regulation der Genexpression von

MIP-2 alpha. Gezeigt ist ein paralleler Vergleich verschiedener Zeitpunkte nach Infektion von
Endothelzellen mit lebenden oder toten Borrelien versus nicht-infizierter, Endothelzellen. Dargestellt sind

die Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhéngigen Messungen. 82
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Konzentrationsbestimmung von MIP-2 alpha auf Proteinebene mittels
ELISA. Analysiert wurde der Uberstand von Infektionsansitzen aus Endothelzellen mit lebenden oder
toten Borrelien versus nicht-infizierter, Endothelzellen fiir verschiedene Zeitpunkte. Dargestellt sind die

Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhingigen Messungen. 84
Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der ICAM-1-Auswertung mit Histogrammen (Haufigkeitsverteilung)
und Dot Plots (Zweiparameterdarstellung) zur FACS-Analyse von, mit lebenden bzw. toten Borrelien
infizierten Endothelzellen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. Dot Plot-Region 1:
Vorwirtsstreulichtdetektor gegen Seitwirtstreulichtdetektor, zeigt alle gemessenen Zellen (R1); Dot Plot-
Region 2: Vorwirtsstreulichtdetektor gegen Propidiumjodidfirbung (PI), differenziert tote von lebenden

Zellen (R2). Die Auswertungen beziehen sich auf Daten lebender Zellen. 88
Abbildung 15: Exemplarische Darstellung der CD4-Auswertung mit Histogrammen und Dot Plots zur FACS-
Analyse von mit lebenden bzw. toten Borrelien infizierten Endothelzellen im Vergleich zu nicht-infizierten
Zellen. Zusitzlich wurde als Positivkontrolle der Endothelmarker PECAM (CD31) in den Histogrammen
aufgetragen. Dot Plot-Region 1: Vorwiértsstreulichtdetektor gegen Seitwértstreulichtdetektor, zeigt alle
gemessenen Zellen (R1); Dot Plot-Region 2: Vorwirtsstreulichtdetektor gegen Propidiumjodiddetektor,
differenziert tote von lebenden Zellen (R2). Die Auswertungen beziehen sich auf Daten lebender Zellen. 89
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9 Anhang

9.1 Messdaten der Mausinfektionsversuche

9.1.1

Mausinfektion mit Borrelien des ,,Wendelino*“-Isolates

Die Micrometer-Messung der Fukndchel ergab nach 5 Wochen keine messbaren

Schwellungen (siehe Ergebnisse 3.1.4.1).

Zeitpunkte p.i. PKo (>100 P.) Wendelino 5P. Wend. 27 P. NK
(B. afzelii) (B. afzelii) (B. afzelii) (0,9 % NaCl)
1x104 Borr./50pl 1x104 Borr/.50pl 1x104 Borr./50ul 50ul NaCl

Infektionstag Tier 1: 3,09 mm Tier 1: 2,94 mm Tier 1: 2,96 mm Tier 1: 3,05 mm
Tier 2: 2,98 mm Tier 2: 2,97 mm Tier 2: 2,94 mm Tier 2: 2,93 mm
Tier 3: 2,97 mm Tier 3: 2,95 mm Tier 3: 2,93 mm Tier 3: 3,10 mm

1. Woche 1: 3,12 mm 1: 2,92 mm 1: 2,96 mm 1: 3,07 mm
2:2,99 mm 2:2,98 mm 2:2,91 mm 2:2,95 mm
3:2,99 mm 3:2,92 mm 3:2,93 mm 3: 3,14 mm

2. Woche 1: 2,99 mm 1: 2,89 mm 1: 2,91 mm 1: 2,94 mm
2: 2,79 mm 2:2,90 mm 2: 2,90 mm 2:2,92 mm
3:2,95 mm 3:2,95 mm 3:2,92 mm 3: 3,05 mm

3. Woche 1: 2,92 mm 1: 3,14 mm 1: 3,09 mm 1: 3,08 mm
2: 2,89 mm 2:3,10 mm 2: 3,08 mm 2:2,92 mm
3: 2,88 mm 3:3,15 mm 3: 3,03 mm 3: 3,09 mm

4. Woche 1: 3,17 mm 1: 3,06 mm 1: 3,09 mm 1: 3,01 mm
2:2.,95 mm 2:3,08 mm 2:2,97 mm 2:2,98 mm
3:2,97 mm 3: 3,04 mm 3:3,10 mm 3:3,01 mm

5. Woche 1: 3,08 mm 1: 3,01 mm 1: 3,19 mm 1: 3,05 mm
2: 3,00 mm 2:3,11 mm 2:3,08 mm 2:3,07 mm
3:2,99 mm 3: 3,05 mm 3: 3,09 mm 3: 3,06 mm
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9.1.2 Mausinfektion: Wiederholung mit ,, Wendelino“-Isolat

Die Micrometer-Messung der FuBBkndchel ergab nach 10 Wochen messbare Schwellungen

(siehe Ergebnisse 3.1.4.1).

Zeitpunkte p.i. Wendelino 5P. N40 7P. PK NK
(B. afzelii) (B. burgdorferi ss) (0,9% NaCL)
(5x10° Borrelien/50pl) (5x10° Borrelien /50ul) (NaCl/50ul)

Infektionstag Tier 1: 2,79 mm Tier 1: 2,80 mm Tier 1: 2,81 mm
Tier 2: 2,80 mm Tier 2: 2,82 mm Tier 2: 2,79 mm
Tier 3: 2,77 mm Tier 3: 2,81 mm

1. Woche 1: 2,82 mm 1:2,80 mm 1:2,78 mm
2: 2,83 mm 2: 2,83 mm 2: 2,77 mm
3:2,81 mm 3: 2,83 mm

2. Woche 1: 2,85 mm 1: 3,12 mm 1: 2,80 mm
2: 2,86 mm 2: 3,14 mm 2: 2,81 mm
3: 2,84 mm 3:3,11 mm

3. Woche 1:2,83 mm 1: 3,13 mm 1: 2,78 mm
2: 2,87 mm 2:3,55 mm 2:2,78 mm
3: 2,83 mm 3: 3,25 mm

4. Woche 1:2,87 mm 1: 3,52 mm 1:2,78 mm
2: 2,82 mm 2:3,77 mm 2: 2,80 mm
3: 2,87 mm 3: 3,75 mm

5. Woche 1: 2,84 mm 1: 3,80 mm 1: 2,83 mm
2: 3,00 mm 2:4,19 mm 2: 2,82 mm
3: 2,88 mm 3: 3,98 mm

6. Woche 1: 2,83 mm 1: 3,60 mm 1: 2,85 mm
2: 3,00 mm 2:4,16 mm 2: 2,84 mm
3:2,88 mm 3:3,51 mm

7. Woche 1: 2,84 mm 1: 3,67 mm 1: 2,87 mm
2:2.85 mm 2: 3,90 mm 2: 2,86 mm
3: 2,90 mm 3: 4,02 mm

8. Woche 1: 2,85 mm 1: Totung: Blut- u. 1: 2,83 mm
2:2.85 mm Organentnahme 2:2,85 mm
3:2,89 mm 2: «

3: “

9. Woche 1: 2,90 mm 1: AK: 1:1024 1: 2,90 mm
2:2.92 mm 2: AK: 1:1024 2: 2,89 mm
3:2,85 mm 3: AK: 1:1024

10. Woche 1: 2,87 mm 1: 2,84 mm
2:3,16 mm 2: 2,86 mm
3: 2,90 mm
T&tung: Blut- u. Totung: Blutentnahme
Organentnahme
1: AK: 1:16/32 1: AK: 1:16
2: AK: 1:256 2: AK: 1:16/32
3: AK: 1:128
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9.1.3 TaqMan Ergebnisse (MIP-2a) [Diagrammdaten]
Experiment 1 Experiment 2 | Mittelwerte | Standardabweichung
6 h leb. Borr 5,51 6,43 5,97 0,65
12 h leb. Borr. 8,31 11,58 9,95 2,31
24 h leb. Borr. 2,66 1,59 2,13 0,76
6 h tote Borr 2,67 2,85 2,76 0,13
12 h tote Borr. 8,39 8,92 8,66 0,37
24 h tote Borr. 23,08 11,30 17,19 8,33
6 h NK HUVEC 1 1 1 0
12 h NK HUVEC 1 1 1 0
24 h NK HUVEC 1 1 1 0
9.1.4 TaqMan Ergebnisse (ICAM-1)
Experiment 1 Experiment 2
6 h leb. Borr 1,30 2,01
12 h leb. Borr. 2,07 3,52
24 h leb. Borr. 2,72 5,47
6 h tote Borr 1,22 2,12
12 h tote Borr. 2,83 4,46
24 h tote Borr. 13,24 27,89
6 h NK HUVEC 1 1
12 h NK HUVEC 1 1
24 h NK HUVEC 1 1
9.1.5 ELISA Ergebnisse (MIP-2a)
Experiment 1 Experiment 2 | Mittelwerte | Standardabweichung
6 h leb. Borr 0,93 1,85 1,39 0,651
12 h leb. Borr. 3,47 1,66 2,57 1,279
24 h leb. Borr. 4,98 3,29 4,14 1,195
6 h tote Borr 1,16 2,11 1,64 0,672
12 h tote Borr. 3,91 2,80 3,36 0,785
24 h tote Borr. 9,09 6,33 7,71 1,951
6 h NK HUVEC 0,44 1,00 0,72 0,397
12 h NK HUVEC 0,71 1,39 1,05 0,480
24 h NK HUVEC 1,13 2,04 1,58 0,646
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9.2 Statistiken zur FACS-Analyse von ICAM-1

9.2.1 Statistik zu Endothelzellen mit lebenden Borrelien

Marker Ereignisse Gezihlte Zellen Gesamte Zellen Mean-Wert
(Zellzahl) Prozent (%) Prozent (%)

Alle 10232 100,00 59,43 140

M1 7111 69,50 41,30 40

M2 2930 28,64 17,02 256

M3 215 2,10 1,25 1876

M4 3142 30,71 18,25 366

9.2.2 Statistik zu Endothelzellen mit toten Borrelien

Marker Ereignisse Gezihlte Zellen Gesamte Zellen Mean-Wert
(Zellzahl) Prozent (%) Prozent (%)

Alle 12499 100,00 53,14 426

M1 5265 42,12 22,38 46

M2 5747 45,98 24,43 336

M3 1535 12,28 6,53 2061

M4 7272 58,18 30,91 699

9.2.3 Statistik zu Endothelzellen ohne Borrelien

Marker Ereignisse Gezihlte Zellen Gesamte Zellen Mean-Wert
(Zellzahl) Prozent (%) Prozent (%)

Alle 10190 100,00 54,40 108

M1 6966 68,36 37,19 39

M2 3210 31,50 17,14 239

M3 44 0,43 0,23 1434

M4 3253 31,92 17,37 255
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9.3 Position der generierten Primer
Align-Schema-ICAM1
EXON'S EXON 6 EXON 7
INTRON INTRON
o0 mRNA  983-1237 1238-1482 1484-2986 e o o
¢ ¢ o DNA 944-1198 1324-1569

1656-3130 e o0

Ermittelte Intron/Exon-Grenzen in der ICAM-1-Sequenz nach Alignment
der mRNA und genomischen DNA-Sequenz.

Generierte Primer AS1+ AS2 bilden ein 119 bp Fragment iiber die Intron/Exon-Grenze von Exon 5 und 6.

Align-Schema-CD4

EXON 2 EXON3 |\ roon  EXON4 EXON 5 EXON 6
MRNA  11-124 124-291 288-448 449-682 681-1030
o DNA 264-379 | 12O 408.665 [ 13967 OP) 14335 14402 [FOP ) 14051-15154 [ 1092 PP 16246-16505 | 72 bp] LA
— —— —— —
EXON 7 EXON 8 EXON 9 EXON 10
N N
1029-1231 1o 123141353 [ 13531421 | 14221491 | @ @ @ mRNA 1742 bp
® 9| 7320-17522 P)18612-18734 P | 19038-19106 P 119491-19560| o o ®

g.DNA 19500 bp=32000 bp

Ermittelte Intron/Exon-Grenzen in der CD4-Sequenz nach Alignment
der mRNA und genomischen DNA-Sequenz.

Generierte Primer AS5 + AS6 bilden ein 108 bp Fragment iiber Exon 8 und 9.
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