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1 Einleitung

1.1 Die Borreliose

Die Borreliose - eine multisystemische entzündliche Erkrankung - ist

in Europa und Nordamerika die häufigste von Arthropoden übertra-

gene Krankheit (1).

1.1.1 Geschichte

Erste Beschreibungen der klinischen Manifestation der Haut wie

dem Erythema chronicum migrans (2) und der Acrodermatitis chro-

nica atrophicans (3) erfolgten bereits zu Beginn des 20. Jahrhun-

derts. 1975 häuften sich in der amerikanischen Stadt Lyme auffal-

lend oft Oligoarthritiden. Diese wurden nach Untersuchungen von

Dr. Alan Steere und Aufklärung der infektiologischen Pathogenese

als Lyme-Arthritis beschrieben (4). Dass darüber hinaus auch Er-

krankungen wie die lymphozytäre Meningitis (5) und die Radikulo-

neuritis (6) eine Erscheinungsform der Borreliose sind, wurde erst

später deutlich. Allen gemeinsam ist der Erreger Borrelia burgdorfe-

ri, welcher erstmals 1981 von Willi Burgdorfer im Darm der Zecken

Ixodes ricinus und Ixodes dammini entdeckt wurde (7). Zusammen

mit Alan Barbour isolierte und kultivierte er die Spirochäten (8).

Dass Borrelien wirklich die Ursache der Borreliose sind, stand 1983

mit ihrem kulturellen Nachweis aus dem Blut eines an Borreliose

erkrankten Patienten sowie mit ihrem Nachweis aus einer Erythema
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chronicum migrans-Gewebeprobe (9) zweifelsfrei fest. Bis heute

sind die pathogenetischen Mechanismen, die bei der geringen

Erregerzahl zur klinischen Vielfalt der Borreliose führen, noch nicht

ausreichend geklärt.

1.1.2 Erreger

Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi), der Erreger der Borreliose, ist

ein gramnegatives, mikroaerophiles Bakterium, das zur Familie der

Spirochäten gehört. Borrelien sind etwa 20-30 µm lang, 0,2-0,5 µm

breit und haben eine spiralig gewundene Form (10). Der protoplas-

matische Zylinder wird von einer inneren Zellmembran bedeckt.

Eine zweite, äußere Zellmembran umgibt das Periplasma, in dem

Flagellen zur Fortbewegung verankert sind (11) (siehe Abbildung

1). B. burgdorferi besitzt zahlreiche Proteine, darunter Oberflächen-

proteine wie die outer surface proteins (OspA, OspB, OspC, OspD,

OspE, OspF, OspG) (12, 13, 14), OspE/F-related proteins (Erps)

(15), Flagellin A und B (16), Hitzeschockproteine (17) und ande-

re. Viele dieser Proteine sind auf Plasmiden kodiert. B. burgdorferi

hat neben den Plasmiden und weiteren extrachromosomalen DNA-

Elementen ein lineares Chromosom mit einer Länge von 950 kb

(18). Das Genom ist mit 1,5 mb relativ klein (19). Der Stamm B.

burgdorferi sensu lato wird anhand klinischer und molekularbiologi-

scher Unterscheidungen in Subtypen unterteilt, von denen die Ge-

nospezies B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii und B.
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valaisiana von klinischer Bedeutung sind (20). Je nach Genospe-

zies variiert die Klinik: So ist eine Infektion mit B. burgdorferi sensu

stricto häufig mit Arthritiden assoziiert, eine Infektion mit B. garinii

dagegen eher mit neurologischen Symptomen und eine Infektion

mit B. afzelii und B. valaisiana mit Hauterscheinungen (21, 22, 23).

Die Genospezies zeigen auch eine unterschiedliche geographische

Verteilung: B. burgdorferi sensu stricto ist bislang der einzige Erre-

ger der Borreliose in den USA, kommt daneben noch in Europa,

Nordafrika und Asien vor. Dahingegen sind die anderen drei Ge-

nospezies nur in Europa, Nordafrika und Asien vertreten, was erklä-

ren könnte, dass sich die Borreliose in den USA häufiger als Arthri-

tis manifestiert und dass, anders als in Europa, das Erythema chro-

nicum migrans dort oft multipel auftritt (20, 24). Die Heterogenität

der einzelnen Borrelien-Stämme bezüglich ihres Geno- und Phä-

notyps ist bemerkenswert. Das wiederum könnte als Hinweis auf

Unterschiede in der Pathogenese der einzelnen Subtypen gedeutet

werden. Wir verwendeten für die Expositionsversuche die beiden

Stämme B. burgdorferi sensu stricto B31 und B. burgdorferi sensu

stricto Geho.
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Abbildung 1: Borrelia burgdorferi (Transmissionselektronenmikroskopie).
ÄZM = äußere Zellmembran, F = Flagelle, PZ = protoplasmatischer Zylinder.

1.1.3 Übertragung und Epidemiologie

B. burgdorferi wird durch einen „Stich“ infizierter Zecken übertragen.

In Europa und Asien ist Ixodes ricinus die häufigste übertragende

Zeckenart, in Osteuropa und Asien Ixodes persulcatus und in den

USA Ixodes scapularis und Ixodes pacificus (20). Zecken durch-

laufen eine 2-jährige Entwicklung vom Ei, über Larve und Nymphe

zur adulten Zecke, wobei sie in jedem Stadium eine Blutmahlzeit

benötigen (25). Zecken halten sich hauptsächlich im Unterholz und

Gras auf. Sie erkennen ihren Wirt, gewöhnlich kleinere Säugetiere

und Vögel, aber auch größere Säuger und Menschen (26, 27), mit

dem Haller´schen Organ an den vorderen Beinen, das auf thermi-
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sche und chemische Reize reagiert. Die Zecke klettert am Wirt zu

einer geeigneten Saugstelle, ritzt die Haut auf, steckt ihr Hypostom,

der mit Widerhaken versehen ist, in die offene Stelle und beginnt

die Blutmahlzeit (28). Borrelien, die gewöhnlich im Darm der Zecke

sitzen, durchwandern 12-72 Stunden später das Darmepithel und

gelangen in die Speicheldrüsen der Zecke, von wo aus sie mit dem

Speichel in den Wirt sezerniert werden (29). Besonders adulte

Zecken und Nymphen übertragen die Krankheitserreger (30). Die

Durchseuchungsrate für Deutschland liegt im Durchschnitt bei 20

%, in Hochrisikogebieten wie in Bayern kann sie bei 30-50 % infi-

zierter Zecken liegen (31). Nach Zeckenstich zeigt sich eine Infekti-

onsrate mit einer Serokonversion von immerhin 10 % und einem

klinischen Manifestationsindex von 2-4 % (32). In einer Studie mit

Einwohnern aus Süd- und Ostbayern (ab 16 Jahren) wurde eine

Gesamtinzidenz der Borreliose von 1,5 % festgestellt (33). Der Wirt

reagiert gegen die Zecke und B. burgdorferi mit Abwehrmechanis-

men von einer lokalen Hautreaktion bis hin zu angeborenen und

erworbenen Immunreaktionen. Dennoch kann das die Manifestation

der Borreliose oft nicht verhindern.
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1.1.4 Klinik

Zunächst steht bei der Borreliose der an der Eintrittsstelle lokali-

sierte Gewebeschaden im Vordergrund. Jedoch können nach Dis-

semination der Borrelien auch zahlreiche andere Organe betroffen

sein. Daneben existieren einzelne Fallberichte von seltenen Mani-

festationen wie der Augen oder der Leber (34, 35). Ein Beweis, ob

mit der Borreliose im Erwachsenenalter in seltenen Fällen auch

eine Fibromyalgie (36) oder Sklerodermie (37) assoziiert ist, steht

noch aus. Die Borreliose wird in der Regel in drei Stadien eingeteilt

(38). Im Folgenden sind die typischen Manifestationen aufgeführt:

Stadium 1: Als Leitsymptom des frühen, lokalisierten Stadiums

entwickelt sich an der Eintrittsstelle das Erythema chronicum

migrans, eine Rötung, die sich zentrifugal ausbreitet und meist

zentral abblasst (39) (siehe Abbildung 2). Die seltenere Lymphade-

nosis cutis benigna variiert stark in der Klinik, so können zum Bei-

spiel blaurote Knoten am Ohrläppchen oder an der Mamille er-

scheinen (40, 41). Beide Frühmanifestationen heilen auch unbe-

handelt spontan ab. Darüber hinaus können unspezifische Symp-

tome wie Myalgien, Kopfschmerzen oder Fieber auftreten.

Stadium 2: Wochen bis Monate nach dem Zeckenstich können in

der frühen generalisierten Phase kardiale Symptome wie Karditiden

und Erregungsleitungsstörungen (38) sowie neurologische Symp-

tome auftreten, unter anderem eine lymphozytäre Meningitis, Radi-
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kuloneuritis (6) oder eine Fazialisparese (42). Auch Arthralgien und

intermittierende Arthritiden werden beobachtet (43).

Stadium 3: Als Spätform nach Monaten bis Jahren manifestiert sich

vor allem in Europa die Hauterkrankung Acrodermatitis chronica

atrophicans (44). Eine tertiäre Neuroborreliose äußert sich als En-

zephalopathie (45). Daneben kann es zur eigentlichen Lyme-

Arthritis kommen. Typischerweise tritt sie als rezidivierende Mono-

und Oligoarthritis, hauptsächlich der großen Gelenke der unteren

Extremität in Erscheinung. Nach einer Studie in den USA entwi-

ckelten 60 % der unbehandelten Patienten mit Erythema chronicum

migrans eine Lyme-Arthritis (46). Durch adäquate antibiotische

Therapie werden in der Regel 70-90 % der Patienten geheilt. Bei

etwa 10 % der Patienten ist die antibiotische Therapie jedoch nicht

erfolgreich, was als therapieresistente Lyme-Arthritis bezeichnet

wird (47).

Da die klinischen Manifestationen auch stadienunabhängig in Er-

scheinung treten können und die Übergänge teilweise fließend sind,

spricht man häufig nur noch von einer Frühform und einer Spätform

der Borreliose (48).
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Abbildung 2: Erythema chronicum migrans mit zentralem „Histiozytom“ am Arm

eines 10-jährigen Patienten.

1.1.5  Diagnose

Die Diagnose der Borreliose basiert in der Regel auf einer typischen

Anamnese, einer klassischen Klinik sowie dem serologischen

Nachweis von Antikörpern gegen Borrelien mittels Enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA) als Suchtest und Western Blot zur

Bestätigung. Dennoch ist die Diagnosestellung nicht immer einfach:

Weniger als die Hälfte aller Borreliose-Patienten erinnern sich an

einen Zeckenstich (49). Klinische Leitsymptome können fehlen. Es

gibt keine standardisierten, alle Stämme gleich erfassenden, kom-

merziellen Testverfahren. Kreuzreaktionen mit anderen Erregern
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(50) können zu falsch-positiven Testergebnissen führen. Man ver-

mutet, dass eine Seronegativität, zum Beispiel infolge verzögerter

Antikörperbildung (51) oder Immunkomplexbildung (52) verursacht

werden könnte, der Begriff „seronegative Borreliose“ bleibt aber

weiter umstritten. Seltenere Nachweismethoden, zum Beispiel eine

Polymerasekettenreaktion (PCR) oder ein kultureller Erregernach-

weis, werden hauptsächlich zu Forschungszwecken durchgeführt.

1.1.6 Therapie, Prophylaxe und Impfung

Die Behandlung einer manifesten Borreliose besteht in der oralen

beziehungsweise parenteralen Gabe von Antibiotika. Dabei gelten

Borrelien als grundsätzlich empfindlich gegen Betalaktam-

Antibiotika und Tetrazykline (53, 54). Einen möglichen Behand-

lungsplan zeigt folgende Tabelle 1.
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Klinik Applikation Therapie Alternative

Erythema
migrans,
Lymphadenosis
cutis benigna

oral Amoxicillin
(50 mg/kg/d in
3 ED über 14 d)

Doxycyclin
(2 x 100 mg/d über
14 d, wenn Patient
älter als 9 J)

Neuroborreliose,
Lyme-Arthritis,
Borrelien-Karditis

parenteral Ceftriaxon
(50 mg/kg/d
(max. 2 g/d) in
1 ED über 14 d)

Cefotaxim
(200 mg/kg/d
(max. 6 g/d) in
2-3 ED über 14 d)

Penicillin G
(500.000 IE/kg/d
(max. 12 Mega/d) in
4-6 ED über 14 d)

Tabelle 1: Antibiotikatherapie der Borreliose im Kindesalter (33).
d = Tag, ED = Einzeldosis, g = Gramm, IE = internationale Einheit, J = Jahre, kg
= Kilogramm, max. = maximal, mg = Milligramm.

Für einen allgemein akzeptierten Behandlungsplan fehlen zurzeit

randomisierte Langzeitstudien. Jedoch kann es trotz adäquater

Antibiotikagabe zu therapierefraktären Verläufen kommen. Wegen

der hohen Infektionsrate sowie der diagnostischen und therapeuti-

schen Schwierigkeiten sind prophylaktische Maßnahmen beson-

ders wichtig. Einfache und wirksame Methoden sind: Tragen lang-

ärmeliger Kleidung, sorgfältiges Absuchen nach Zecken am Abend

und eine rasche Entfernung der Zecken mit der Pinzette, da sich

das Infektionsrisiko mit der Dauer des Saugakts, vor allem aber

nach 12 Stunden, erhöht (55). Ein Impfstoff bestehend aus rekom-

binantem B. burgdorferi-Oberflächenprotein OspA und einem Adju-
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vans wurde 1998 in den USA nach Prüfung auf Wirksamkeit und

Verträglichkeit zugelassen (56, 57). Wegen der unterschiedlichen

Genospezies mit entsprechenden OspA-Varianten in Europa ist die

Wirksamkeit des Impfstoffes hier umstritten und auch nicht geprüft

(58). Die OspA-Antikörper gelangen beim Saugakt mit dem Blut in

die Zecke und attackieren die Borrelien bereits außerhalb des

menschlichen Körpers. Nach fraglichen Impfschäden und einer

Veröffentlichung über einen theoretischen Zusammenhang zu Au-

toimmunerkrankungen (59), wurde der Impfstoff bei sinkender

Nachfrage 2002 vom Hersteller zurückgezogen. Bis heute lassen

sich diese Verdächtigungen nicht erhärten.

1.2 Pathogenese

Nach Übertragung der Borrelien greift das Immunsystem des Be-

troffenen den Erreger an. Das verursacht das Auftreten einiger

klinischer Manifestationen der Borreliose. Andererseits verfügt B.

burgdorferi selbst über verschiedene Pathogenitätsfaktoren. Trotz

vieler Forschungsergebnisse ist die Pathogenese der Borreliose

auch heute noch nicht vollständig geklärt.
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1.2.1 Abwehrreaktion des Wirts

Der erste Kontakt zwischen B. burgdorferi und Wirt erfolgt durch

die Übertragung der Borrelien mit dem Speichel der Zecke wäh-

rend der Blutmahlzeit. Darauf reagiert der Betroffene mit einer an-

geborenen unspezifischen Immunantwort sowie mit einer erworbe-

nen spezifischen T- und B-Zell-Immunantwort.

1.2.1.1 Immunantwort

Die Folge dieser Infektion ist eine lokale Entzündungsreaktion, in

die B-Zellen, T-Zellen, Phagozyten und Fibroblasten verwickelt

sind. Fibroblasten wie Synovialzellen vom Typ B sind fähig, eine

Reihe von Proteinen zu exprimieren, unter anderem Adhäsionsmo-

leküle (60, 61), die eine wichtige Rolle bei der Immunantwort spie-

len (siehe 1.2.4).

Schließlich kommt es durch Vermittlung von Komplementfaktoren

und Entzündungsmediatoren in der Gewebeläsion zur Vasodilatati-

on und erhöhten Kapillarpermeabilität. Leukozyten und Phagozyten

strömen ins geschädigte Gewebe ein. Daraufhin werden mikrobielle

Proteine von antigenpräsentierenden Zellen (APZ) des Wirts in

Endosomen aufgenommen, proteolytisch verdaut und gebunden an

HLA (human leucocyte antigen)-Klasse-II-Molekülen auf der Ober-

fläche der APZ den T-Helferzellen (TH-Zellen) präsentiert (62, 63).

Das HLA-System ist wichtig für die Regulierung der Immunabwehr

des Organismus. Beim Menschen liegen die Gene, die als major
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histocompatibility complex (MHC) bezeichnet werden, auf dem

kurzen Arm des Chromosoms 6 (64). Neben der konventionellen

Phagozytose wird bei B. burgdorferi auch eine „coiling phagocyto-

sis“ durch Makrophagen beschrieben (62, 65). Dabei erfolgt kein

endosomaler Einschluss, sondern B. burgdorferi wird von Pseudo-

podien eingerollt und im Zytosol von HLA-Klasse-I-Zellen in Peptide

zerlegt (66) (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: „Coiling phagocytosis“ von B. burgdorferi durch humane Monozyten
(zentraler Einschluss, Transmissionselektronenmikroskopie).

Das Komplementsystem ist ein weiterer wesentlicher Bestandteil

der Immunabwehr. Nach antikörperabhängiger Aktivierung trägt es

zur Entzündungsreaktion bei. In einer enzymatischen Kaskade
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greift es gramnegative Bakterien wie Borrelien an und führt zu de-

ren Lyse. Die Interaktion von B. burgdorferi mit dem Immunsystem

ruft in der Mehrzahl der Patienten eine Antikörperantwort hervor

(36). Die serologische Aktivität, einschließlich des IgM-Titers, kann

trotz Antibiotikagabe lange persistieren, so dass eine anhaltende

Seropositivität möglicherweise nicht alleine als Marker einer anhal-

tenden Infektion genutzt werden kann (67, 68).

T-Helferzellen beeinflussen den Verlauf von Infektionskrankheiten

durch ihre Produktion von Zytokinen (69). Zytokine sind körpereige-

ne Peptide wie Interleukine (IL), Interferone (IFN) und Tumor-

Nekrose-Faktoren (TNF), die von aktivierten T-Zellen und anderen

Zellen während der Immunantwort freigesetzt werden. Sie haben

vielfältige Funktionen: beispielsweise als Mediator der systemi-

schen Entzündungs- und Immunreaktion, bei der Aktivierung von B-

Lymphozyten oder der Stimulierung von T-Helferzellen (70). An-

hand der Zytokinproduktion können die TH-Zellen in TH1- und TH2-

Zellen unterteilt werden. TH1-Zellen produzieren IFN-gamma, TNF-

alpha und IL-2. Sie sind für das Überwinden intrazellulärer Infektio-

nen wichtig, aber auch für die Gewebszerstörung bei chronisch

entzündlichen Krankheiten. TH2-Zellen produzieren IL-4 und IL-5,

was bei der Parasitenabwehr und bei Allergien bedeutsam ist (71).

Wie viele Studien zeigen, überwiegt bei der Lyme-Arthritis eine

TH1-Antwort mit entsprechender Zytokinproduktion (72, 73). Es gibt

Hinweise auf eine vermehrte Beteiligung einer TH2-Immunantwort
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einige Tage später (74, 75). Eine zytokinreiche Umgebung verstärkt

die Pathogenität von B. burgdorferi (76), unter anderem durch eine

Expressionssteigerung von Adhäsionsmolekülen (siehe 1.2.4). B.

burgdorferi ist in der Lage, die Bildung von IL-1 und TNF-alpha zu

stimulieren (77, 78). TNF-alpha (79), IL-1 (80) und IL-6 (81) wurden

im Serum (79) sowie zum Teil in der Synovialflüssigkeit (82) und im

Liquor (81) erkrankter Personen entdeckt.

Der Betroffene versucht also mit Hilfe des Immunsystems die Bor-

relien zu eliminieren. Dagegen stehen die Bemühungen des Erre-

gers den Immunangriff unbeschadet zu überstehen.

1.2.1.2 Pathologische Immunantwort/Autoimmunität

Inwiefern bei der Borreliose ein Zusammenhang zwischen Infektion

und pathologischer Immunantwort/Autoimmunität besteht, versucht

das Modell der molekularen Mimikry zu erklären (68) (siehe Abbil-

dung 4). Demnach sind kreuzreaktive T-Zellen für die Induktion von

Autoimmunität verantwortlich. Sie erkennen sowohl Fremd- als

auch Selbstantigene. Diese Kreuzreaktivität kommt durch ähnliche

(sogenannte Sequenzhomologien) oder gleiche Fremd- und Selbst-

antigene zustande. Patienten mit Lyme-Arthritis entwickeln anti-

OspA Antikörper mit dem Beginn der Arthritis, was bedeuten könn-

te, dass das Oberflächenprotein OspA der Borrelien eine Rolle im

Autoimmunprozess spielt (83). Das immunodominante Epitop (im-

munodominant heißt, dass ein wesentlicher Teil der Immunantwort
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gegen dieses Antigen gerichtet ist) innerhalb von OspA weist eine

starke Homologie zum Adhäsionsmolekül LFA-1 (human lympho-

cyte function associated antigen-1) auf. LFA-1 wird auf allen Leuko-

zyten und besonders auf T-Zellen exprimiert (59) und ist Rezeptor

für das Adhäsionsmolekül ICAM-1 (siehe 1.2.4).

Abbildung 4: Molekulare Mimikry am Beispiel der Lyme-Arthritis.
AP-Zelle = antigenpräsentierende Zelle, HLA = human leucocyte antigen, LFA-Ia
= human leucocyte function antigen, OspA = outer surface protein der Borrelien,
TH-Zelle = T-Helferzelle.

In einer Studie zeigte das Serum bei Patienten mit behandlungsre-

sistenter Lyme-Arthritis Kreuzreaktivität mit gereinigtem LFA-1,

nicht jedoch bei Patienten mit anderen Formen einer Arthritis. Aller-
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dings ist die Expression von LFA-1 nicht auf ein Gelenk beschränkt,

so kann dieser Befund die Entstehung der Lyme-Arthritis nicht voll-

ständig erklären (59).

In einem Modell der Lyme-Arthritis stellte Kamradt fest, dass Kreuz-

reaktivität sehr häufig auftritt, was allein jedoch noch keine Rück-

schlüsse auf einen pathogenetischen Zusammenhang zuläßt (59,

84).

Alternativ zur Kreuzreaktivität wird die Induktion eines proinflam-

matorischen Milieus, zum Beispiel durch Zytokinimbalance

(„Bystanderaktivierung“), als Ursache von Autoimmunität diskutiert.

So verstärkt B. burgdorferi die Produktion von IL-17 in TH-Zellen

(85). Diese bilden auch IFN-gamma (86). IL-17 kann in chronisch

entzündeten Geweben nachgewiesen werden (87, 88). Das legt

nahe, dass Borrelien antigenunspezifisch TH-Zellen induzieren, die

durch Koexpression von IL-17 und IFN-gamma stark entzündlich

wirken und am Entstehen von Autoimmunität beteiligt sein könnten

(89).

Beide Mechanismen, eine Kreuzreaktivität von T-Zellen (molekulare

Mimikry) und eine Induktion proinflammatorischer Zytokine

(„Bystanderaktivierung“), könnten auch gemeinsam von der Infekti-

on zur letztendlichen Autoimmunität führen (89, 90). Offensichtlich

ist B. burgdorferi dabei fähig, eine solche pathologische Immunre-

aktion zu induzieren (91), was eine mögliche Erklärung vor allem
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der therapieresistenten Verläufe und der späten entzündlichen

Veränderungen der Borreliose darstellt.

1.2.2 Modulierung der Immunantwort durch Speichel

Bei einer Modulierung der Immunantwort zugunsten der Borrelien

spielt der von den Zecken injizierte Speichel eine wichtige Rolle. So

verlassen die Borrelien die Einstichstelle und damit den Speichel

erst, wenn die Zecke vom Wirt ablässt (20). Im Speichel sind näm-

lich zahlreiche Komponenten enthalten, die die lokale Immunreakti-

on des Wirts abschwächen können, indem sie antikoagulativ, an-

tiinflammatorisch und immunsuppressiv wirken (92). Sie können die

Komplementaktivierung inhibieren (93) und es B. burgdorferi er-

leichtern, ins Gewebe einzudringen (20, 94).

1.2.3 Erregerbedingte Pathogenitätsfaktoren

B. burgdorferi besitzt weder klassische Toxine (95) noch Lipopoly-

saccharide (96) – dennoch können Borrelien eine multisystemische

Erkrankung verursachen. Und mehr noch, sie sind in der Lage, der

Eliminierung durch das Immunsystem oder auch durch Antibiotika-

gabe zu entkommen.

1.2.3.1 Dissemination und Invasion

B. burgdorferi richtet nicht nur lokal Schaden an (71), sondern brei-

tet sich in verschiedenen Geweben aus (97). Eine Voraussetzung
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hierfür ist die Fähigkeit, sich an extrazelluläre Matrixbestandteile zu

binden, wie beispielsweise an epitheliale Proteoglykane (98), Gly-

kosaminoglykane (99), Fibronektin (100) oder Glykosphingolipide

auf der Oberfläche von Nervenzellen (101). Mit Eintritt der Borrelien

in das Blut können sie durch Interaktion mit OspA, einem Oberflä-

chenprotein der Borrelien (102, 103), an Thrombozyten, Erythrozy-

ten (104) und humanes Plasminogen (105) binden und so zu einer

multifokalen Infektion führen (36, 106).

1.2.3.2 Proteinexpression

Die Pathogenität der Borrelien wird zumindest teilweise von ihrer

Proteinexpression bestimmt, was die folgenden Beispiele verdeutli-

chen. Ein Verlust bestimmter Plasmide, auf denen wichtige Proteine

kodiert werden, ist mit einem Verlust an Infektiosität und Virulenz

assoziiert (107).

Das Oberflächenprotein OspA gehört zu den am häufigsten unter-

suchten Proteinen. B. burgdorferi setzt sich während der Blutmahl-

zeit mit Hilfe des Ankerproteins OspA an der Innenseite des Ze-

ckendarms fest. Frühestens 24 Stunden später wird OspA herunter-

reguliert, die Bindung löst sich und B. burgdorferi gelangt schließlich

in die Speicheldrüsen der Zecke (15, 108). Bei der Invasion der

Speicheldrüsen scheint OspC eine Rolle zu spielen, da es in die-

sem Zeitraum hochreguliert wird (109, 110). OspC ist ein immuno-

dominantes Protein, das in einer Vielzahl von Sequenzen vor-
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kommt. Immunodominante Proteine variieren von Stamm zu

Stamm. Diese Vielfalt wird Antigenvariation genannt. Für das spezi-

fische Immunsystem des Betroffenen bedeutet das, dass eine ein-

mal aufgebaute Immunantwort eventuell gegen andere Borrelien-

Stämme unwirksam ist oder noch während einer Infektion in seiner

Wirkung abschwächt (111).

Mittels CRASPs (complement regulator-acquiring surface proteins)

können sich einige Borrelien, hauptsächlich des Stammes B. afzelii

(112), vor der Vernichtung durch das Komplementsystem schützen.

Sie exprimieren auf ihrer Oberfläche sogenannte CRASP-Moleküle,

mit deren Hilfe sie Komplementregulatoren, nämlich Faktor H und

FHL-1 (factor H like protein-1) binden (113). Diese Eiweiße setzt

der menschliche Körper normalerweise ein, um seine eigenen Zel-

len vor der Zerstörung durch das Komplementsystem zu schützen.

Somit ist die Immunabwehr nicht mehr in der Lage, B. burgdorferi

als fremd zu erkennen und zu vernichten (114).

1.2.3.3 Regulierung der Proteinexpression durch genetische

Veränderung

Um den Abwehrmechanismen des Immunsystems zu entgehen,

können bei B. burgdorferi eine Reihe von Überlebensstrategien

beobachtet werden, die auf genetische Veränderungen zurückzu-

führen sind. Mutationen und Rekombinationen in der DNA des vlsE-

Gens (variable protein like sequences (vls)) führen zur Antigenvari-
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ation, indem sie eine Veränderung der VlsE-Proteine und damit der

Oberflächenstruktur der Borrelien bewirken (115). Da der äußere

Teil des vlsE-Proteins aus variablen Regionen besteht, könnte eine

Variation dort die Proteine maskieren. Vor allem während der Ze-

ckenmahlzeit wird die Rekombination am vls-Lokus stimuliert (116).

Ein weiterer Mechanismus der zu Antigenvielfalt führt, ist der late-

rale Gentransfer durch Bakteriophagen wie er für OspC (117) be-

kannt ist. Häufiger Genaustausch könnte es B. burgdorferi erleich-

tern, effektiv auf den Selektionsdruck im Wirtsorganismus zu rea-

gieren (118).

Wie beschrieben wird die Expression von OspA im Lauf der Blut-

mahlzeit herabreguliert. Das OspA/B Operon liegt auf einem Plas-

mid in der Nähe der Gene, die für Enzyme kodieren, die in den

Guanin-Metabolismus involviert sind (119). Während B. burgdorferi

im Darm der Zecke hohen Guaninkonzentrationen ausgesetzt ist,

was die GMP-Synthetase und IMP-Dehydrogenase anregt und

vielleicht auch die OspA/B Produktion (120), ist im Wirt die Guanin-

konzentration sehr viel niedriger. Diese Umgebung stimuliert die

guaninmetabolisierenden Enzyme nicht länger, was somit gleich-

sam zu einer Abregulierung von OspA und OspB führen könnte.

„Supercoiling“ - das bezeichnet eine Art Verpackung der DNA, in

der die Achse selbst und nicht nur die DNA-Stränge einen helikalen

Verlauf einnehmen - kann als Signalübermittler zwischen einem

Erspüren der Umgebungsbedingungen und einer Änderung der
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Genexpression dienen (121). So waren temperaturabhängige Ver-

änderungen der Expression der Gene, die für OspA und OspC

kodieren, das Ergebnis eines solchen „Supercoiling“ (122).

1.2.3.4 Adaptionsmöglichkeiten der Borrelien an veränderte

Umgebungsbedingungen

Um die Proteinexpression den Bedürfnissen anzupassen, muss B.

burgdorferi in der Lage sein, die Umgebungsbedingungen zu erspü-

ren und dem entsprechend seine Genexpression zu regulieren

(123). „Quorum sensing“ ist ein Verständigungsmechanismus, bei

dem Bakterien Signalmoleküle, sogenannte Autoinducer, freisetzen

und empfangen (124). Somit können sie die Anwesenheit anderer

Bakterien feststellen. Bei der Borreliose spielt der Autoinducer-2

(AI-2) eine Schlüsselrolle. Das Borrelien-Gen BB0377 genannt luxS

weist Homologien zu einem Quorum sensor auf (123). Mithilfe des

LuxS Enzyms kann B. burgdorferi AI-2 herstellen.

Borrelien sind in besonderem Maße fähig, sich an unterschiedliche

Lebensbedingungen zu adaptieren. In verschiedenen Studien spie-

gelten Faktoren wie Temperaturerhöhung (125) oder pH-

Reduzierung Bedingungen wieder, wie sie B. burgdorferi auch in

vivo beim Übertritt vom Kaltblütler Zecke hin zum Warmblütler Säu-

getier erfährt (118). Sie alle resultierten unter anderem in einer

Herabregulierung von OspA und einer Hochregulierung von OspC

(126).
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Kraiczy und Kollegen beobachteten eine temperaturabhängige

Hochregulierung von CRASP-1, CRASP-2 und CRASP-5. Sie führ-

ten die Hochregulierung und den damit verbundenen Schutz vor

dem Komplementsystem auf eine überlebensnotwendige Adaption

der Borrelien im wärmeren Säugermilieu zurück (113).

Auffällig ist, dass B. burgdorferi keine Gene besitzt, die für Amino-

säuren- oder Fettsäurenproduktion  kodieren und somit von einer

nährstoffreichen Umgebung abhängig ist. Zudem scheint das Ge-

nom der Borrelien nur für wenige Oligopeptid Transporter zu kodie-

ren (Opp). Bono und Kollegen berichteten, dass die Expression von

oppA-II und oppA-IV (oligopeptide permease system) in Zeiten

guter Nährstoffversorgung und bei höheren Temperaturen hochre-

guliert wird (127). Unterschiede in der Expression der OppA Protei-

ne haben sich herausgebildet und erlauben es B. burgdorferi, sich

an unterschiedliche Umgebungsbedingungen und Nischen anzu-

passen.

Bestimmte Umgebungsbedingungen wie Temperaturerhöhung, die

Anwesenheit von Komplementfaktoren oder Antibiotikagabe, führen

bei B. burgdorferi zu morphologischen Änderungen, nämlich zur

Bildung von Blebs (96) (siehe Abbildung 5). Blebs sind Zysten, die

sich an der Oberfläche der Borrelien bilden (128) und Borrelien-

DNA (129) enthalten. In dieser Form hat B. burgdorferi eine unvoll-

ständige Zellwand, kann an Endothelzellen binden (130), ist jedoch

nicht fähig, sich in bewegliche Borrelien zurückzuverwandeln. Die
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Bleb-Bildung könnte einen Überlebensmechanismus der Borrelien

darstellen und darüber hinaus den Austausch genetischer Informa-

tion erleichtern (129).

Abbildung 5: Bleb-Bildung von B. burgdorferi (Immuntransmissionselektronen-
mikroskopie) mit Darstellung von OspA in der Membran von B. burgdorferi.

1.2.3.5 Intrazelluläres Vorkommen und Persistenz

Wie kommt eine therapierefraktäre Borreliose zustande? Durch eine

von Borrelien induzierte pathologische Immunreaktion des Betroffe-

nen oder durch Erregerpersistenz, beispielsweise in intrazellulären

Lokalisationen oder in Nischen? Die Forschungsergebnisse deuten

darauf hin, dass mehrere Faktoren am Auftreten der späten ent-

zündlichen Reaktionen und der Therapieresistenz beteiligt sind
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(131). Es existieren viele experimentelle Beweise über eine intra-

zelluläre Persistenz der Borrelien in vivo und in vitro. Girschick

berichtete, dass Borrelien fähig sind, intrazellulär in humanen Syno-

vialzellen zu persistieren, nachdem sie die Endothelbarriere pas-

siert haben (60, 65) (siehe Abbildung 6). Es gibt auch Veröffentli-

chungen über eine intrazelluläre Lokalisation der Spirochäten in

Makrophagen (132), Fibrozyten (133), Lymphozyten (134), Herz-

myozyten (135) sowie in humanen Endothelzellen. Darin wird an-

gedeutet, dass die Borrelien über eine zeitweise Expression von

noch nicht genauer definierten Rezeptoren und nicht durch Interak-

tion mit Adhäsionsmolekülen internalisiert werden könnten (136).

Außerdem kann B. burgdorferi auch nach Antibiotikagabe aus ver-

schiedenen Geweben und Körperflüssigkeiten isoliert werden (66,

137, 138, 139, 140, 141, 142). Trotzdem sind Berichte von per-

sistierenden Borrelien bei Patienten sehr selten (143). Ein extrazel-

luläres Vorkommen von B. burgdorferi in bradytrophem Gewebe

wird dagegen häufig gefunden (144, 145). Demnach scheinen sich

Borrelien gewöhnlich extrazellulär aufzuhalten. Dennoch werden

weitere Studien gebraucht, um die Pathogenesemechanismen der

Borrelien weiter aufzuklären (118). Angesichts der geringen Erre-

gerzahl und der diagnostischen und therapeutischen Schwierigkei-

ten, ermöglicht erst ein Verständnis der Pathogenese, geeignete

Diagnostik und Therapiestrategien für den chronisch Erkrankten zu

finden.
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Abbildung 6: Intrazelluläre Persistenz von B. burgdorferi in humanen Synovial-
zellen.
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1.2.4 Adhäsionsmoleküle

In der Pathogenese der Borreliose spielen die eben genannten

Aspekte eine wichtige Rolle – Adhäsionsmoleküle sind dabei in

vielerlei Hinsicht involviert (siehe 1.2). Adhäsionsmoleküle sind

integrale Membranproteine, die auf der Oberfläche zahlreicher

Zellen - zum Teil zeitlich begrenzt - exprimiert werden (146). Sie

ermöglichen über eine Rezeptor-Ligand-Bindung Zell-Zell-Kontakte

und sind somit von großer Bedeutung für die Kommunikation ver-

schiedener Zellen. Aufgrund struktureller Unterschiede lassen sich

Adhäsionsmoleküle in mehrere Familien, nämlich Selektine,

Addressine, Integrine, Immunglobulin-Superfamilie und Cadherine

einteilen (86, 147) (siehe Tabelle 2).
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Familie
Vertreter

Vorkommen Ligand Funktion

Selektine
E-Selektin
P-Selektin
L-Selektin

Endothelzellen
Thrombozyten
Leukozyten

Addressine,
Glykoproteine

Leukozyten-
Endothelzell-
Adhäsion

Addressine,
Glykoproteine
GlyCAM
sLeA
sLeX

Endothelzellen
Endothelzellen
Endothelzellen

Selektine Leukozyten-
Endothelzell-
Adhäsion

Integrine
VLA-1 bis
VLA-6
LFA-1
MAC-1

Leukozyten und
weitere Zellen
Leukozyten
Granulozyten

Immunglobulin-
Superfamilie,
Adhäsionsmoleküle,
extrazelluläre Matrix

Leukozyten-
Endothelzell-
Adhäsion,
Zell-Matrix-
Interaktion

Immunglobulin-
Superfamilie
ICAM-1
ICAM-2
ICAM-3
NCAM-1
VCAM-1

Synovialzellen

Endothelzellen
Endothelzellen
AP-Zellen
Nervenzellen
Endothelzellen

Integrine Leukozyten-
Endothelzell-
Adhäsion,
Zelladhäsion

Cadherine
E-Cadherin
N-Cadherin
P-Cadherin

Epithelzellen
Nervenzellen
Plazenta, Haut

Adhäsionsmoleküle Zelladhäsion

Tabelle 2: Einteilung der Adhäsionsmoleküle (nicht vollständig).
GlyCAM = glycolised cell adhesion molecule, ICAM = intercellular adhesion
molecule, LFA = leucocyte function antigen, MAC = macrophage antigen alpha
polypeptide, NCAM = neural cell adhesion molecule, sLeA = Sialyl-Lewis-A, sLeX
= Sialyl-Lewis-X, VCAM = vascular cell adhesion molecule, VLA = very late
antigen.
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Vor allem für den wesentlichen Schritt bei einer Entzündungsreakti-

on (148), dem Auswandern der zirkulierenden Leukozyten aus dem

Blut ins Gewebe, sind Adhäsionsmoleküle unersätzlich. Nach einer

Freisetzung chemotaktischer Substanzen werden sie verstärkt auf

der Oberfläche der Leukozyten und Endothelzellen exprimiert und

führen zu einer leukozytär-endothelialen Interaktion. Zunächst

kommt es bei der initialen Adhäsion über Selektine und Addressine

zu einer schwachen Bindung zwischen diesen beiden Zelltypen,

dem „Rolling“ der Leukozyten auf dem Endothel. „Stoppsignale“

aktivieren die Leukozyten und Endothelzellen, was zu einer Ver-

mehrung der Adhäsionsmoleküle und einer stabileren Adhäsion

führt. Vor allem Integrine ermöglichen es den Leukozyten fest an

den Endothelzellen zu haften (86). Die Leukozyten können so durch

das Gefäßendothel ins Gewebe auswandern (149). Auch dort sind

Adhäsionsmoleküle für das Anlocken von Neutrophilen und Mono-

zyten sowie die Interaktion zwischen den Entzündungszellen und

den ortsständigen Gewebezellen von großer Bedeutung (150).

Bei Lyme-Arthritis-Patienten könnte eine Invasion der Leukozyten in

das Synovialgewebe einen entzündlichen Gewebeschaden und

eine Vaskulopathie verursachen (151). Die Expression der Ad-

häsionsmoleküle auf Endothelzellen und Synovialzellen wie den

Fibroblasten (siehe 1.2.1.1) scheint zu dieser Entzündung beizutra-

gen.
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Hochreguliert wird die Expression der Adhäsionsmoleküle von Ent-

zündungsmediatoren, haupt-sächlich den Zytokinen, die bei einer

Entzündung freigesetzt werden (siehe 1.2.1.1). Daraufhin wandern

Leukozyten aus den Gefäßen aus und T-Zellen binden verstärkt an

Synovialzellen (152, 153, 154), was eine wichtige Voraussetzung

für die Entzündungsreaktion ist. Darüber hinaus könnte die Entzün-

dungsreaktion durch eine Invasion der Borrelien selbst unterhalten

werden (siehe 1.2.3.1). Hierfür ist, nach Stimulierung der Endothel-

zellen durch  B. burgdorferi (155), die Bindung der Borrelien an die

Endothelzellen mit Hilfe von Adhäsionsmolekülen der erste Schritt

(156). Selbst bei dem Phänomen der Autoimmunität, das zumindest

die späten entzündlichen Veränderungen der Borreliose erklären

könnte, scheinen Adhäsionsmoleküle eine Rolle zu spielen. So

weist das immunodominante Epitop innerhalb von OspA eine starke

Homologie zum Adhäsionsmolekül LFA-1 auf, das wiederum als

Rezeptor für das Adhäsionsmolekül ICAM-1 dient (siehe 1.2.1.2).

Somit tragen Adhäsionsmoleküle gemeinsam mit Zytokinen und

Chemokinen zur Entzündungsreaktion bei (siehe Abbildung 7).

In den Expositionsversuchen untersuchten wir, welche Rolle die

Adhäsionsmoleküle ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1),

ICAM-2 (intercellular adhesion molecule 2), ICAM-3 (intercellular

adhesion molecule 3), NCAM-1 (neural cell adhesion molecule 1)

und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) in der frühen

Lyme-Arthritis spielen. ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, NCAM-1 und
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VCAM-1 sind Adhäsionsmoleküle der Immunglobulin-Superfamilie.

Sie lassen sich auf Endothelzellen, Epithelzellen und Stromazellen

nachweisen (148). Durch eine entsprechende Stimulierung im

Rahmen von Entzündungsprozessen werden diese Adhäsionsmo-

leküle mit Ausnahme von ICAM-2 vermehrt gebildet. Ihr Bindungs-

partner sind Integrine des Typs CD11/CD18, die vor allem auf Leu-

kozyten exprimiert werden.

ICAM-1 (CD54) besteht aus fünf extrazellulären Domänen, einer

transmembranären Region und einem zytoplasmatischen Schwanz

(157). Es wird von vielen Zellen exprimiert, beispielsweise von

hämatopoetischen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten, darun-

ter auch von Synovialzellen (158). Sein Ligand ist das Integrin LFA-

1 (leucocyte function antigen 1, CD11/CD18) auf der Oberfläche der

Leukozyten (159). Diese ICAM-1/LFA-1-Bindung ermöglicht die

Auswanderung der Leukozyten. Darüber hinaus ist ICAM-1 sowohl

als Vermittler von nicht-Antigen-spezifischen Zell-Zell-Interaktionen

(160) und für die Lymphozyten-vermittelte Zytotoxizität (159) von

Bedeutung, als auch bei spezifischen Immunreaktionen (161) wie

der T-Zell-abhängigen B-Zell-Aktivierung (162). Weiterhin vermittelt

ICAM-1 die Adhäsion von T-Zellen an Monozyten (163) und ist ein

wichtiger Kostimulus für die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Aktivierung

ruhender T-Zellen (164).

ICAM-2 (CD102) kann ICAM-1-unabhängig eine Adhäsion von

Leukozyten über LFA-1 an Endothelzellen vermitteln (165). Es
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besteht aus zwei Immunglobulin-ähnlichen Domänen und wird von

Endothelzellen, Leukozyten und Thrombozyten exprimiert. Seine

Funktion besteht in der Zell-Zell-Adhäsion, der Bindung an Integrine

und Proteine.

ICAM-3 (CD50) beinhaltet 5 Immunglobulin-ähnliche Domänen,

wird ständig von Leukozyten exprimiert und könnte der wichtigste

Ligand für LFA-1 in der Initiierung der Immunantwort sein. Es ist

nicht nur Adhäsionsmolekül, sondern auch ein potentes Signalmo-

lekül.

NCAM-1 (CD56) wird auf verschiedenen Zellen exprimiert. Seine

Proteinfamilie Fibronektin III kommt in löslicher Form im Plasma

und in nicht-löslicher Form im Gewebe und in Membranen vor. Die

Proteinfamilie kann eine Vielzahl von Substanzen binden, ein-

schließlich Heparin, Kollagen, DNA, Aktin und Fibrin. So ist NCAM-

1 in viele Zellinteraktionen, unter anderem Wundheilung, Zelladhä-

sion, Blutgerinnung und Tumormetastasierung, involviert (166, 167).

NCAM-1 trägt zur Entwicklung des Nervensystems und der Ent-

wicklung und Regeneration von Muskelgewebe bei (168).

VCAM-1 (CD106) wird neben Endothelzellen auch auf nicht vasku-

lären Zellen wie dendritischen Zellen, Myoblasten oder Synovial-

zellen exprimiert (169). VCAM-1 bindet an das Integrin VLA-4 (very

late antigen 4), das von Lymphozyten und Monozyten exprimiert

wird (170). Es vermittelt Leukozyten-Endothelzell-Adhäsion,
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Signaltransduktion und könnte eine Rolle in der Entstehung von

Artheriosklerose und Rheumatoider Arthritis spielen (160).

Abbildung 7: Interaktion der Adhäsionsmoleküle auf Synovialzellen mit Leuko-
zyten, T-Helferzellen, Monozyten und antigenpräsentierenden Zellen.
APZ = antigenpräsentierende Zelle, E = Erythrozyt, EZ = Endothelzelle, ICAM-1 =
intercellular adhesion molecule 1, ICAM-2 = intercellular adhesion molecule 2,
IFN-g =  Interferon-gamma, IL-1 = Interleukin 1, IL-17= Interleukin 17, LFA-1 =
leucocyte function antigen 1, LZ = Leukozyt, MHC-II = major histocompatibility
complex II, MZ = Monozyt, SZ = Synovialzelle, THZ = T-Helferzelle, TNF-a =
Tumornekrosefaktor-alpha, VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule 1, VLA-4
= very late antigen 4.
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1.3 Fragestellung

Folgende Fragen sollten nach den Expositionsversuchen mit B.

burgdorferi sensu stricto B31- u n d  Geho-exponierten

Synovialzellen im Vergleich zu nicht exponierten Synovialzellen für

die frühe Lyme-Arthritis beantwortet werden:

1. Ändert sich die Genexpression der Adhäsionsmoleküle (ICAM-1,

ICAM-2, ICAM-3, NCAM-1 und VCAM-1) in Synovialzellen nach

Exposition mit B. burgdorferi auf mRNA-Ebene?

2. Ändert sich die Proteinexpression des Adhäsionsmoleküls ICAM-

1 auf der Synovialzelloberfläche nach Exposition mit B. burgdorfe-

ri?

3. Differiert die Expression der Adhäsionsmoleküle (ICAM-1, ICAM-

2, ICAM-3, NCAM-1 und VCAM-1) zwischen den Stämmen B.

burgdorferi sensu stricto B31 und Geho?
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 In-vitro-Zellkultur

Für die Expositionsversuche wurden humane Synovialzellen vom

Typ B aus orthopädischem Operationsgewebe von infektiologisch

gesunden Patienten gewonnen. Sie wurden zwischen der zehnten

und zwölften Passage in Zellkultur verwendet (171). Sämtliche

Schritte zur Bearbeitung der Synovialzellen wurden unter einer

Laminar-air-Sicherheitswerkbank (ICN Biomedicals, Costa Mesa,

CA, USA) durchgeführt.

2.1.2. Inkubationsbedingungen

Die Synovialzellen wurden in Zellkulturflaschen (175 cm2) sowie in

Gewebekulturschalen (60/15 mm und 94/16 mm) (Greiner Bio-One

GmbH, Frickenhausen) kultiviert. Als Kulturmedium diente RPMI mit

Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und einem Zusatz von 10 % feta-

lem Kälberserum (FCS) (Biochrom AG, Berlin) (RPMI-komplett). Die

Inkubation erfolgte in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre

bei 37 °C und 5 % Kohlendioxid in einem Zellkulturschrank (Nuaire,

Plymoth, Minnesota, USA).
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2.1.3 Subkultivierung der Zellen

Etwa einen Tag nachdem die Synovialzellen in Zellkultur gebracht

worden waren, hefteten sie sich am Boden des Kulturbehältnisses

an. Damit sich die Synovialzellen nach Erreichen dieses stationären

Zustands weiter vermehren konnten, wurden sie 14 Tage später wie

folgt passagiert und verdünnt wieder ausgesät/subkultiviert. Das

Medium wurde mit einem Pipetboy accu (Schubert & Weiss GmbH,

München) abgesaugt und die Kultur mit phosphate buffered saline

(PBS, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gewaschen. Nach Überspülen

des Zellrasens mit 2 ml Trypsin (0,005 %)/Ethylen-

diamintetraessigsäure (EDTA) (0,02 %) (Biochrom AG) wurden die

Synovialzellen bei 37 °C abgelöst, solange bis die Trypsin/EDTA-

Lösung flockig trüb erschien. Durch seitliches Klopfen an die Kultur-

flaschen konnten noch adhärente Synovialzellen abgelöst werden.

Um den Eiweißverdau zu stoppen, wurde das zehnfache Volumen

an RPMI-komplett (20-30 ml) zugegeben und das Medium mit den

abgelösten Zellen auf Falcon-Röhrchen (50 ml) (Greiner Bio-One

GmbH) aufgeteilt. Diese wurden fünf Minuten bei 21 °C und 1500

rcf in einer Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Nach

Absaugen des Überstands wurde das Pellet mit RPMI-komplett

resuspendiert und auf die doppelte Anzahl an Kulturflaschen ver-

teilt. RPMI-komplett-Medium wurde bis zu 50 ml in den Kulturfla-

schen aufgefüllt. Anschließend wurden die Zellkulturen im Zellkul-

turschrank weiter inkubiert.
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2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Zum Zählen der Synovialzellen wurden die Zellen wie unter 2.1.3

beschrieben abgelöst, abzentrifugiert und das Pellet in einem defi-

nierten Volumen resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen mit

Trypanblau (Merck, Darmstadt) gefärbt und dabei im Verhältnis

1:10 verdünnt, um unter einem Lichtmikroskop (Hund, Wetzlar-

Nauborn) die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer (Superior,

Marienfeld) bestimmen zu können. Es wurden die Zellen gezählt,

die kein Trypanblau aufgenommen hatten und somit als intakt an-

zusehen waren. Aus dieser Zahl ließ sich die ursprüngliche Ge-

samtzellzahl des Kulturbehältnisses errechnen.

2.1.5 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Synovialzellen wie unter 2.1.3 beschrie-

ben abgelöst und auf Falcon-Röhrchen aufgeteilt. Diese wurden

zehn Minuten bei 21 °C und 1500 rcf zentrifugiert. Der Überstand

wurde abgesaugt, das Pellet in 8 ml Einfrierlösung (6 ml Ro+ (500

ml RPMI mit Glutamin, 5 ml Hepespuffer (Biochrom AG)), 2 ml 10 %

FCS, 0,45 ml 33 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (SERVA, Heidelberg))

resuspendiert und auf Einfrierröhrchen (Greiner Bio-One GmbH) zu

je 1 ml verteilt. Diese wurden für eine Woche bei –80 °C in einer

Einfrierbox (Nalgene, Rochester, NY, USA) und später im Stick-

stofftank eingefroren. Zum Auftauen der Synovialzellen wurden die



                                                               38

Einfrierröhrchen aus dem Stickstofftank geholt, auf Eis gesetzt und

dabei langsam aufgetaut. In ein Falcon-Röhrchen wurden 5 ml

RPMI-komplett-Medium vorgelegt, gefolgt von der aufgetauten

Zellsuspension. Daraufhin erfolgte die Zentrifugation und Re-

suspension wie unter 2.1.3 beschrieben. Die Zellkulturen wurden im

Zellkulturschrank aufbewahrt.

2.2 Bakterienkultur

Für die Infektionsversuche wurden die Borrelienstämme B. burg-

dorferi sensu stricto B31 und Geho (Geschenk von Prof. Dr. M.

Frosch, Institut für Hygiene und Mikrobiologie, Würzburg) in der

sechsten bis achten Passage verwendet. Der Stamm B31 wurde

aus einem Gelenk eines Patienten mit Lyme-Arthritis, der Stamm

Geho aus einer Hautbiopsie eines Patienten isoliert.

2.2.1 Inkubationsbedingungen

Zur Kultivierung wurden die Borrelien in Falcon-Röhrchen (12 ml)

(Greiner Bio-One GmbH) mit flüssigem BSK-H-Medium und 6 %

Kaninchenserumzusatz (RS) (Sigma-Aldrich) pipettiert. Die Inkuba-

tion erfolgte bei 35 °C und 5 % Kohlendioxid in einem Zellkultur-

schrank (Heraeus Sepatech, Hanau).
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2.2.2 Überimpfen der Bakterien

Eine starke Gelbfärbung des Indikatorzusatzes des BSK-H-RS-

Mediums zeigte eine zunehmende Versäuerung an und damit indi-

rekt einen abnehmenden Nährstoffgehalt. Mit einem Phasenkon-

trastmikroskop (Leitz, Wetzlar-Nauborn) wurde die Vitalität der

Borrelien überprüft. Ließen die typischen korkenzieherartigen Be-

wegungen der Borrelien nach und zeigten sich stattdessen Blebs

(siehe 1.2.3.4), wurden 500 µl der ursprünglichen Borreliensuspen-

sion in ein neues 12 ml Falcon-Röhrchen mit frischem BSK-H-RS-

Medium pipettiert. Den sich vermehrenden Borrelien standen so

wieder ausreichend Nährstoffe zur Verfügung.

2.2.3 Bestimmung der Bakterienzahl

Ein Tropfen der Bakteriensuspension wurde auf eine Neubauer-

Zählkammer gegeben. Unter einem Phasenkontrastmikroskop

wurden die Borrelien gezählt. Daraus wurde die Anzahl der Borre-

lien errechnet, die der Menge in 1 ml BSK-H-RS-Medium entsprach.

2.2.4 Einfrieren und Auftauen der Bakterien

Zum Einfrieren wurde die Borreliensuspension in Falcon-Röhrchen

zehn Minuten bei 14 °C und 4000 U/min in einer Zentrifuge (He-

raeus Sepatech) zentrifugiert. Ein Teil des Überstandes wurde

verworfen, die restliche Borreliensuspension auf Eis gesetzt und mit

0,45 ml DMSO vermischt. Aufgeteilt in Einfrierröhrchen zu je 1 ml
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wurden diese erst bei –80 °C in einer Einfrierbox und später im

Stickstofftank eingefroren. Zum Auftauen wurde das Einfrierröhr-

chen in ein warmes Wasserbad gegeben. Daraufhin wurde die

angetaute Bakteriensuspension in 10 ml BSK-H-RS-Medium aufge-

nommen und anschließend im Zellkulturschrank kultiviert.

2.3 Expositionsversuche

Für die Exposition der Synovialzellen mit Borrelien wurden nur

Zellkulturschalen verwendet, in denen die Synovialzellen bereits

einen dichten Zellrasen gebildet hatten. Das RPMI-komplett-

Medium wurde bis auf eine dünne Schicht (2 ml verbleibend) abge-

saugt. In sechs Kulturschalen wurden die Synovialzellen mit Borre-

lien kokultiviert. Die dafür benötigte Menge an BSK-H-RS-Medium

mit Borrelien wurde berrechnet, so dass in jeder Schale ein Ver-

hältnis von 10 Borrelien pro Synovialzelle herrschte (Multiplicity of

infection = MoI 10). Sechs weitere Zellkulturschalen dienten als

Kontrolle. In diese wurde die gleiche Menge an BSK-H-RS-Medium

ohne Borrelien zugegeben. Der pH-Wert des BSK-H-RS-Mediums

wurde an den der exponierten Schalen angepasst, um mögliche

Einflüsse eines unterschiedlichen pH-Werts oder eines unterschied-

lichen Mediums zu vermeiden. Für 30 Minuten wurden die zwölf

Schalen im Zellkulturschrank inkubiert. Danach wurde das Volumen

jeder Zellkulturschale mit RPMI-Medium (im Verhältnis 1:1 zum

BSK-H-RS-Medium) auf insgesamt etwa 5 ml aufgefüllt. Die Zell-
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kulturschalen wurden in den Zellkulturschrank gestellt. Nach 12

Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden und 120 Stunden

wurden Synovialzellen je einer Kontrollschale (BSK-pH-Kontrolle)

und einer Schale mit B. burgdorferi-exponierten Synovialzellen

geerntet. Als Ausgangskontrolle (Kontrolle) dienten nicht exponierte

Synovialzellen ohne Zusatz eines Mediums.

2.3.1 Zellen ernten

Vor dem Ernten wurden die Synovialzellen im Phasenkontrast-

mikroskop auf Vitalität und Pilz- oder zusätzliche Bakterien-

kontamination überprüft. Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen

mit PBS-Puffer gewaschen, Trypsin wie beschrieben hinzupipettiert

und die Kulturbehältnisse für zehn Minuten im Zellkulturschrank

inkubiert. Mit einem Zellschaber (Schubert & Weiss GmbH) wurden

die Zellen vorsichtig abgelöst. Um die Trypsinwirkung zu stoppen,

wurde RPMI-komplett-Medium hinzugegeben, die Lösung in Fal-

con-Röhrchen umgefüllt und auf Eis gestellt. 1/4 der Zellen wurde

unmittelbar für eine Analyse mittels FACScan Durchflusszytometrie

verarbeitet, 3/4 der Zellen wurden in 600 µl RLT-Puffer (Qiagen,

Chatsworth, CA, USA) bei –80 °C eingefroren, um später daraus

die gesamte RNA zu isolieren und eine Reverse Transkription-

Polymerasekettenreaktion durchzuführen.
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2.4 Semiquantitative Reverse Transkription-

Polymerasekettenreaktion

Mit einer Reversen Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-

PCR) ist es möglich, spezifische RNA-Sequenzen zu vervielfältigen.

Hierzu wird zunächst mRNA aus den Zellen isoliert (siehe 2.4.1).

Die mRNA dient als Matrize bei der Proteinsynthese und kodiert in

Form von Basentripletts die Aminosäuresequenz der verschiedenen

Proteine. Die mRNA-Moleküle werden mittels Reverser Transkripti-

on (RT) in cDNA aus Gründen der Molekülstabilität umgeschrieben

(siehe 2.4.2). Das Enzym Reverse Transkriptase ist eine Polymera-

se, die vor allem RNA-, aber auch DNA-Einzelstränge als Matrize

verwenden kann. Die umgeschriebene cDNA dient letztlich als

Ausgangsmaterial für die Amplifikation mittels Polymeraseketten-

reaktion (PCR). Dabei können geringe Mengen spezifischer DNA-

Sequenzen in vitro vervielfältigt werden. Das entscheidende Prinzip

dabei ist die zyklische Wiederholung der Reaktionsschritte Denatu-

rierung der DNA, Anheften der Oligonukleotide und Extension zu

neuen Doppelsträngen, wodurch die DNA-Sequenz exponentiell

amplifiziert wird. Zuerst wird die doppelsträngige DNA-Lösung

durch Erhitzen auf etwa 90 °C denaturiert, d.h. in zwei komple-

mentäre Einzelstränge getrennt. Nach Abkühlen des Gemisches auf

etwa 50 °C werden als „Startermoleküle“ zwei kurze Oligonukleoti-

de (Primer) verwendet, die an die beiden 5’-Enden der spezifischen

Sequenz der komplementären DNA-Einzelstränge binden (Annea-
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ling). Durch Zusatz der hitzestabilen Taq-Polymerase werden bei 72

°C die an den DNA-Einzelsträngen heftenden Primer nun jeweils

zum Doppelstrang verlängert. Zur exponentiellen Amplifikation der

Zielsequenz wird dieser Zyklus mehrfach wiederholt. Das Ziel einer

quantitativen RT-PCR besteht darin, anhand der Menge des detek-

tierten PCR-Produkts auf die Ausgangsmenge an gesuchter

cDNA/RNA zurück zu schließen. Auf diese Weise kann beispiels-

weise die RNA-Expressionsrate von Zellkulturen quantitativ vergli-

chen werden. Als semiquantitative RT-PCR wird eine Vorgehens-

weise bezeichnet, die keine absoluten Konzentrationen sondern

relative Werte liefert, indem die Menge des PCR-Produkts in ver-

schiedenen Proben verglichen wird. Die semiquantitative RT-PCR

ist sehr sensitiv, so dass geringe Mengenunterschiede feststellbar

sind. Eine Voraussetzung für die Anwendung quantitativer PCR ist,

dass mit jedem Zyklus auch tatsächlich eine Verdopplung der DNA-

Moleküle einhergeht. Nur in diesem sogenannten linearen Bereich

der PCR ist eine Quantifizierung des Ausgangs-cDNA-Gehalts

möglich und sinnvoll. In der Regel ist dies bei etwa 20 - 38 Amplifi-

kations-Zyklen der Fall. Verwendet man höhere Zykluszahlen für

die PCR, dann verringert sich die ursprünglich exponentielle und im

Verlauf dann lineare Rate der Vervielfältigung zusehends durch

Verbrauch der „Zutaten“, was als Plateau-Phase der PCR bezeich-

net wird. Die Plateau-Phase ist durch einen weiteren

Verbrauch/Aufbrauch an Primern, dNTP und abnehmender Taq-
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Polymeraseaktivität charakterisiert. Daher nimmt das PCR-Produkt

letztendlich nicht mehr zu. Der lineare Bereich der PCR hingegen

ist unter anderem auch von der Menge an eingesetzter cDNA ab-

hängig. Demnach muss die Zykluszahl während der semi-

quantitativen PCR so gewählt werden, dass eine Detektion des

Produkts bereits möglich ist, jedoch die Amplifikation der Ausgangs-

cDNA noch im linearen Bereich erfolgt. In diesem linearen Bereich

zeigen die Gelbanden bei der Auswertung (siehe 2.5.5) größte

Unterschiede zwischen den einzelnen Banden. Je näher die Ampli-

fikation im Bereich der Plateau-Phase läuft, desto ähnlicher werden

die Banden, da eine Sättigung der Produktion auftritt. Die Quantifi-

zierung erfolgte mittels Vergleich der Expression mit einem konsti-

tutiv exprimierten Gen, dem ß-Aktin Abgleich (siehe 2.4.3).

2.4.1 RNA-Isolierung

Bei einem Teil der Zellen wurde eine RT-PCR durchgeführt (siehe

2.3.1). Dazu wurden die gefrorenen Proben im warmen Wasser

aufgetaut. Unmittelbar danach wurde die RNA der Synovialzellen

mit dem RNAeasy RNA isolation kit (Qiagen) nach Angaben des

Herstellers isoliert. Kontaminierende DNA wurde mittels RQ1 RNA-

se-free DNase (Qiagen) nach Angaben des Herstellers entfernt.
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2.4.2 Reverse Transkription

Anschließend wurde die mRNA in cDNA mittels Superscript II RNA-

se H-RT (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers umgeschrieben.

Durch die RNAse H-Aktivität wird die restliche mRNA entfernt.

Hierfür wurden nach dem Starten der Reversen Transkription, d.h.

nach Hybridisierung mit einem Oligonukleotid (Promega, Madison,

WI, USA) an den poly-A-Schwanz der mRNA für 15 Minuten bei 70

°C im Thermoblock, alle Proben auf Eis gestellt und kurz zentrifu-

giert. 17 µl der RT-Reaktionsmischung (5 x First-Strand Buffer, DTT

0,1 M (Invitrogen), dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich), Superscript II

RNAse H-RT und RNAsin (Promega)) wurden pro Probe hinzupi-

pettiert. Die RT wurde für 50 Minuten bei 42 °C durchgeführt, mit

einer anschließenden Hitzeinaktivierung für 15 Minuten bei 70 °C.

Zuletzt wurden die cDNA-Proben zehn Minuten auf Eis gestellt und

kurz zentrifugiert, um bei –80 °C eingefroren zu werden.

2.4.3 ß-Aktin Abgleich

Zur Quantifizierung des Ausgangs-cDNA-Gehalts einer Probe kön-

nen interne Standarts, wie z.B. ß-Aktin verwendet werden. ß-Aktin

ist ein sogenanntes „housekeeping gene“, das in jeder Zelle vor-

handen ist und dessen Menge unter den gewählten Bedingungen

bis zu einem gewissen Maß konstant bleibt. Zur präzisen Adjustie-

rung des cDNA-Gehalts wurde zuerst die Expression von ß-Aktin

untersucht. Hierfür erfolgte je dreimal eine PCR zur ß-Aktin-
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Amplifikation mit 25, 30 und 35 Zyklen. Dadurch wurde der lineare

Bereich der PCR bestimmt (siehe 2.4). Der Mittelwert dieser drei

PCRs im linearen Bereich wurde errechnet. Je nach Ergebnis wur-

den die Ausgangsvolumina an cDNA entsprechend verändert, so

dass letztlich jede Probe den gleichen relativen Gehalt an ß-Aktin-

cDNA aufwies. Anschließend wurden weitere PCR-Amplifikationen

für spezifische cDNA einiger Adhäsionsmoleküle (siehe 1.2.4)

durchgeführt. Aufgrund des ß-Aktin Abgleichs konnte so auf den

relativen Gehalt an spezifischer cDNA geschlossen werden. Die

Auswertung der RT-PCR erfolgte mit Agarose-Gelelektrophorese

(siehe 2.4.5).

2.4.4 Polymerasekettenreaktion

Nach ß-Aktin Abgleich wurde die cDNA der Adhäsionsmoleküle

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 und NCAM-1 amplifiziert. Hier-

für wurden 25 µl des PCR-Reaktionsgemisches (destilliertes Was-

ser (Eppendorf), 10 x Buffer, MgCl2 25 mM, dNTP 10 mM,

5’Primer, 3’Primer, Taq-Polymerase (Promega)) auf Cups verteilt. In

jeden Cup wurde 1 µl cDNA dazugegeben. Die Primerpaare sind

unten aufgelistet. Sie wurden mittels der Gen-Datenbank der Natio-

nal library of Medicine (NCBI) ermittelt. Um unspezifische Verviel-

fältigung zu vermeiden, wurde im Thermocycler (Eppendorf) eine

hot-start PCR gestartet. Erst nach Erhitzen des Deckels auf 103 °C

und des Reaktionsblocks auf 95 °C, wurden die Proben in den
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Block plaziert. Bei 94 °C erfolgte die Denaturierung zu Einzelsträn-

gen für eine Minute, bei 60 °C das Anheften der Oligonukleotide für

zwei Minuten und schließlich erfolgte bei 72 °C mittels Taq-

Polymerase die Extension zu neuen Doppelsträngen für drei Minu-

ten. Diese Amplifikationszyklen wurden 28mal (VCAM-1), 33mal

(ICAM-1, ICAM-2), 40mal (NCAM-1, ICAM-3) jeweils im linearen

Bereich durchgeführt. Nach Abkühlung der Proben auf 4 °C wurden

diese entweder direkt gelelektrophoretisch analysiert (siehe 2.4.5)

oder bei –20 °C gelagert. Negative Kontrollproben ohne Einsatz

von cDNA, sowie Tonsillen-cDNA als Positivkontrolle wurden bei

jeder PCR mitgeführt (Daten sind hier nicht aufgeführt).

ß-Aktin sense
antisense

5´ GTC CTC TCC CAA GTC CAC ACA 3´
5´ CTG GTC TCA AGT CAG TGT ACA GCT AA 3´

ICAM-1 sense
antisense

5´ TGA TGG GCA GTC AAC AGC TA 3´
5´ GAA ATT GGC TCC ATG GTG AT 3´

ICAM-2 sense
antisense

5´ AAC TGC AGC ACC ACC TGT AA 3´
5´ CTG CAC TCA ATG GTG AAG GA 3´

ICAM-3 sense
antisense

5´ TTC TTG GAG GTG GAA ACG TC 3´
5´ TGA GGT TCA CAA TGG GTC CT 3´

NCAM-1 sense
antisense

5´ GGA GGA CTT CTA CCC GGA AC 3´
5´ GGA TAG GCA AAT ACC TCG CA 3´

VCAM-1 sense
antisense

5´ CCA TTT GAC AGG CTG GAG AT 3´
5´ TTC TTG CAG CTT TGT GGA TG 3´

Tabelle 3: Primerpaare (hergestellt von MWG-Biotech AG, Ebersberg).
ICAM  = intercellular adhesion molecule, NCAM = neural cell adhesion molecule,
VCAM = vascular cell adhesion molecule.
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2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Detektion der amplifizierten cDNA wurde eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt. Dabei wandert die nach außen hin

negativ geladene DNA in einem Agarosegel, an welches Spannung

angelegt ist, zum Pluspol. Die Auftrennung der DNA-Fragmente

erfolgt der Größe nach. Ein sogenannter „Ladder“, d.h. DNA Frag-

mente definierter Größe, dienen als Größenstandart. Dem Gel wird

Ethidiumbromid beigefügt, welches als interkalierender (DNA-

bindender) Fluoreszenzfarbstoff die doppelsträngige DNA sichtbar

macht. Das Gel wurde aus 1,8 % Agarosezusatz (Carl Roth GmbH,

Karlsruhe) in 0,5 x Tris-Borat-EDTA (TBE) (Eppendorf) hergestellt.

Nach dem Aufkochen wurden 2 µl/100 ml Ethidiumbromid (1 %)

(Merck) beigefügt. Die Flüssigkeit wurde in eine Elektrophorese-

kammer (Fisher Scientific GmbH, Nidderau) gegossen. Nach Ab-

kühlen des Gels wurde es in eine mit TBE-Puffer gefüllte Elektro-

phorese-Gelkammer (Pharmacia Biosystems, Freiburg) gelegt und

mit 5 µl „Ladder“ (DNA-Fragmente mit aufsteigender Größe im

Abstand von 50 bp oder 123 bp, Invitrogen) beladen. Anschließend

wurden 8 µl der cDNA-Proben mit 2 µl Loading Buffer (Eppendorf)

auf Parafilm (American National Can, Menasha, Wi, USA) ver-

mischt. Damit wurden die Gelkammern befüllt. Die Gelelektrophore-

se erfolgte bei Raumtemperatur und einer Spannung von ca. 120

Volt. Unter UV-Licht wurden die fluoreszierenden Banden fotogra-

fiert. Die Auswertung der Messung der Intensität der einzelnen
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Banden erfolgte mit dem Gel Doc 2000 Auswertesystem (Biorad,

München).

2.4.6 Vakuumkonzentration

Bei Bedarf wurden einzelne Proben für 20 Minuten mit einem Con-

centrator 5301 (Eppendorf) vakuumzentrifugiert, um den cDNA-

Gehalt der Proben zu konzentrieren, bevor diese in die PCR einge-

setzt wurden.

2.5 Semi-nested Polymerasekettenreaktion

Bei einer semi-nested PCR erfolgen zwei PCR-Amplifikationen

nacheinander. Sie zeichnet sich durch eine höhere Spezifität aus,

da unspezifische Nebenprodukte der ersten PCR nicht mehr ver-

vielfältigt werden. Die erste PCR erfolgt wie unter 2.4.4 beschrie-

ben. Das erhaltene PCR-Produkt dient in der zweiten PCR als Mat-

rizen-DNA. Dabei wird ein Primer aus der ersten PCR beibehalten,

der zweite „innere“ Primer weist eine Bindungsstelle innerhalb des

ersten PCR-Produkts auf. 5 µl des ersten PCR-Produkts wurden

zur semi-nested PCR benutzt. Der relative Gehalt der für ICAM-3

kodierenden cDNA in den ß-Aktin-adjustierten Proben wurde so

bestimmt. Allerdings verliert man durch den Einsatz der nested

PCR die lineare Abbildung der cDNA in das Endprodukt. Es sind

lediglich qualitative Aussagen zum Vorhandensein spezifischer

cDNA möglich.
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2.6 Southern Blot

Mit Hilfe eines Southern Blots können Nukleinsäuresequenzen

identifiziert werden. Folgende Reaktionsschritte werden durchlau-

fen: Gelelektrophorese, Blotten, Markierung von Oligonukleotiden,

Prähybridisierung, Hybridisierung und Detektion. Dabei werden

gelelektrophoretisch aufgetrennte PCR-Produkte auf eine Nylon-

membran transferriert (Blotten). Mit Digoxigenin können die als

„Sonden“ verwendeten Nukleinsäuren nicht-radioaktiv am 3´-Ende

mit dem Enzym Terminaltransferase markiert werden (Oligonucleo-

tide Tailing). Zum Auffinden der gesuchten, markierten Nukleinsäu-

resequenz wird die Nylonmembran in einer Lösung inkubiert, die

eine Sonde enthält. Während der Hybridisierung bindet die Sonde

komplementär und läßt sich anhand der spezifischen Markierung

nachweisen. Als Sonde dienen beispielsweise Fab-Fragmente von

Anti-Digoxigenin-AP, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert

sind und an Digoxigenin binden. Das chemilumineszente Substrat

CSPD wird durch die alkalische Phosphatase enzymatisch

dephosphoryliert, was zu einer Lichtemission führt, die auf Rönt-

genfilmen detektiert werden kann.
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2.6.1 Blotten

Zuerst wurde ein Agarosegel 15 Minuten in 0,25 M HCl (Sigma-

Aldrich) geschwenkt (Shaking Platform, Hybaid, Ashford, Middle-

sex, UK), zweimal mit destilliertem Wasser gespült und 30 Minuten

in 0,5 M Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaOH) (Merck)

geschwenkt, um die im Gel enthaltene DNA zu denaturieren. Zur

Vorbereitung des Vakuumblots wurde die Nylonmembran (Biorad)

fünf Minuten in destilliertes Wasser und anschließend in 10 x Natri-

um Citrat-(SSC) Puffer (Eppendorf) gelegt. Auch das Filterpapier

(Eppendorf) wurde in 10 x SSC-Puffer getaucht. Das Vakuumblot-

gerät (Biorad) wurde zusammengebaut, so dass Filter, Membran

und Gel möglichst luftblasenfrei aufeinander lagen. Das Gel wurde

mit einem Liter 10 x SSC-Puffer in der Oberkammer bedeckt. Bei

einem Vakuum von 5 mmHg wurde die DNA aus dem Gel für 90

Minuten auf die Nylonmembran transferriert. Die Membran wurde

für fünf Minuten in 2 x SSC-Puffer (Eppendorf) gelegt, zwischen

zwei Filterpapieren luftgetrocknet und anschließend im Vakuum-

trockner (Binder, Tuttlingen) für 30 Minuten bei 80 °C getrocknet.

Daraufhin wurde die DNA auf die Membran in einem UV-Linker

(Hybaid) fixiert.

2.6.2 Prähybridisierung

Zur Prähybridisierung wurde die Membran in einer Hybridisie-

rungsflasche (Hybaid) mit 40 ml DIG-EASY-HYB, 400 µl poly A und
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80 µl poly dA (Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers

mindestens sechs Stunden bei 50 °C inkubiert. Unspezifische Bin-

dungen der Sonde an die Membran konnten so blockiert werden.

2.6.3 Markierung der Oligonukleotide

Währenddessen erfolgte parallel die Markierung von spezifischen

Oligonukleotiden nach dem DIG Oligonukleotide Tailing kit (Roche).

Hierfür wurden 20 µl des Reaktionsgemisches (8 µl destilliertes

Wasser, 2 µl Oligonukleotid 50 pmol/µl, 4 µl Reaktionspuffer, 4 µl

COCl2-Lösung, 1 µl DIG-1 dUTP/ATP Markierungsmix, 1 µl Termi-

naltransferase) in ein Cup pipettiert, kurz geschüttelt und zentrifu-

giert. Dieser Ansatz wurde für 15 Minuten bei 37 °C im Thermo-

cycler inkubiert. Auf Eis wurde diese Reaktion mit 2 µl EDTA (0,2

M, pH 8) gestoppt. Die Cups wurden bei –20 °C aufbewahrt.

2.6.4 Hybridisierung

Die Hybridisierung der Membran mit den markierten Oligonukleoti-

den erfolgte für 15 Stunden bei 50 °C. Daraufhin wurde die Memb-

ran 30 Minuten mit 2 x SSC-Puffer und schließlich 30 Minuten mit

0,5 x SSC-Puffer bei Hybridisierungstemperatur gewaschen.
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2.6.5 Detektion

Zur Detektion wurde das DIG Wash and Block Buffer Set (Roche)

verwendet. Die Membran wurde eine Minute in Waschpuffer gewa-

schen, um ungebundene Oligonukleotidsonden zu entfernen. An-

schließend wurde sie bei Raumtemperatur für 30 Minuten in 1 x

Blockierungslösung (mit Maleinsäure 1:10 verdünnt) inkubiert. Für

weitere 30 Minuten wurde die Membran in 15 ml Antikörperlösung

(15 ml Blockierungslösung, 1,5 µl Anti-DIG Oxigenin-AP) inkubiert.

Daraufhin wurde die Membran zweimal 15 Minuten in Waschpuffer

gewaschen und zur pH-Wert-Einstellung fünf Minuten in Detekti-

onspuffer gelegt. Abschließend wurde die Membran in einer Plas-

tikfolie mit 1 ml CSPD für fünf Minuten inkubiert. Nach Einlegen der

Folie in die Filmkassette wurde ein Röntgenfilm zwischen 60 Minu-

ten und 180 Minuten aufgelegt.

2.7 FACScan Durchflusszytometrie

Mittels FACS-(Fluoreszenz-aktivierter Cell Sorter) Analyse kann

eine Expression von Zelloberflächenmolekülen nachgewiesen wer-

den. Dazu werden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten monoklo-

nalen Antikörpern gefärbt (siehe 2.7.2). Diese Antikörper binden

spezifisch an Oberflächenproteine der Zelle. Die Auswertung der

fluoreszenzgefärbten Zellen erfolgt mit einem Durchflusszytometer

(FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Ein Durch-

flusszytometer kann gleichzeitig mehrere Eigenschaften einer Zelle
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messen. Das sind die relative Zellgröße, die relative Oberflächen-

beschaffenheit (Granularität) und die Fluoreszenzintensität der

Zellen bzw. der gebundenen fluoreszierenden Antikörper. Dazu

werden die gefärbten Zellen in einer Pufferlösung einzeln durch

einen Laserstrahl geführt. Das Laserlicht trifft auf die Zellen oder

deren Bestandteile. Dadurch wird die Lichtenergie in verschiedene

Richtungen gestreut, was mit Detektoren gemessen werden kann.

Das meiste Licht wird entlang des einfallenden Laserlichts gestreut.

Dieses Vorwärtsstreulicht (forward scatter) (FCS) ist proportional

der Zellgröße. Je größer die Zelle ist, desto mehr Vorwärtsstreulicht

wird detektiert. Ein Teil des Lichts wird in 90 °-Richtung gestreut

(side scatter) (SSC). Dieses Seitwärtsstreulicht ist proportional zur

Zellkomplexität/Granularität. Zellen mit vielen Granulas weisen eine

hohe Seitwärtsstreuung auf. Zur gleichen Zeit werden auch die

Fluoreszenzsignale der an die Oberflächenmoleküle der Zelle ge-

bundenen Antikörper gemessen. Diese Antikörper sind mit einem

fluoreszierenden Farbstoff markiert, so dass von der Intensität des

Fluoreszenzsignals auf das Vorhandensein der Oberflächenmole-

küle geschlossen werden kann. Auch hier ist das Fluoreszenzsignal

proportional zur Menge der gebundenen Antikörper. Je höher das

Signal ist, desto mehr Antikörper haben an die Zelle gebunden und

desto mehr Oberflächenmoleküle sind exprimiert.
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2.7.1 Vorbereitung der Zellen

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, um Adhärenz und Aggregation

von Synovialzellen zu vermeiden. Die Synovialzellen wurden fünf

Minuten bei 5 °C und 1500 rcf zentrifugiert. Der Überstand wurde

abgenommen und das Pellet wurde mittels FACS-Puffer (PBS-

Puffer, 1 % Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)) in

Cups/Plastikröhrchen (Eppendorf) überführt. Die Zellsuspension

wurde zwei Minuten bei 5 °C und 1500 rcf zentrifugiert. Zur Aufrei-

nigung wurden die Zellen zweimal wie eben beschrieben gewa-

schen.

2.7.2 Fluoreszenzfärbung

Anschließend wurden die Zellen mit verdünnten fluoreszenzmar-

kierten Antikörpern (siehe Tabelle 4) gefärbt. Hierfür wurde das

Pellet mit 3 µl Antikörperlösung resuspendiert und für 20 Minuten

im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen

zwei Minuten bei 5 °C und 1500 rcf zentrifugiert. Um ungebundene

Antikörper zu entfernen, wurden die Zellen zweimal mit 100 µ l

FACS-Puffer je Cup gewaschen. Nach Vorlegen von 2 ml FACS-

Puffer in FACS-Röhrchen (Becton Dickinson), wurden die Zellen mit

100 µl dieses Puffers in die FACS-Röhrchen überführt. Bis zur

Auswertung am Durchflusszytometer blieben die Zellen auf Eis.

Folgende Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörper standen zur

Verfügung:
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Bindungsstelle Anti-ICAM-1
(Maus Anti-Human
IgG-2a, monoklonal)

Isotypkontrolle
(Maus IgG-2a,
monoklonal)

Konjugation Phycoerythrin (PE) Phycoerythrin (PE)

Chargen-Bezeichung 07010403 17020903

Katalog-Nummer MHCD5404 MG2a04

Tabelle 4: Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikörper (Caltag, Burlingame, CA,
USA).
ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Isotypkontrolle = ein Antikörper, der
unspezifische Bindungen aufdeckt, wie sie durch Anheften des glykosylierten Fc-
Teils eines Antikörpers an wiederum glykosylierte Zellstrukturen vorkommen.

2.7.3 Auswertung

Pro FACS-Röhrchen werden die Fluoreszenzsignale von 10 000

Zellen mit dem Durchflusszytometer gemessen. Eine Grafik zeigt

das Ergebnis, indem die Intensität der gemessenen Fluoreszenz in

Pixel gegen die Anzahl der Zellen aufgetragen ist. So gibt die Grafik

die Verteilung der Zellen in Bezug auf die Fluoreszenzintensität

wieder. Dabei werden die Fluoreszenzintensitäten in der Grafik des

Durchflusszytometers in einer logarithmischen Skala, das Vorwärts-

streulicht und das Seitwärtsstreulicht in einer linearen Skala ange-

geben. Mit Hilfe einer Isotyp-Färbung wurde in der Grafik ein Be-

reich gekennzeichnet, in dem per Definition nur positiv gefärbte

Zellen eingeschlossen sind (zwei Standartabweichungen). Aus den

Werten, die innerhalb dieses definierten Bereichs lagen, wurde ein

Mittelwert gebildet (Mean Fluorescence Intensity of Cells Being
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Positive) (MFI). Aus diesen Mittelwerten sind die Tabellen aufge-

baut (siehe 3).

2.8 Statistik

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe statistischer Tests ausgewertet,

um die einzelnen Ergebnisse der Versuche vergleichen zu können.

2.8.1 Die zweifaktorielle Varianzanalyse

Nach Absprache mit Frau Dr. Haubitz (Würzburg) und Herrn Dr.

Mäder (Biometrie, Universität Würzburg) wurde bei der Auswertung

der Versuche die zweifaktorielle Varianzanalyse verwendet, wobei

folgende Fragestellungen berücksichtigt wurden:

1. Besteht ein Unterschied in der mRNA-Expression/in der Oberflä-

chenexpression von Adhäsionsmolekülen zwischen B. burgdorferi-

exponierten Synovialzellen und gleich behandelten, nicht exponier-

ten Kontrollzellen? (Gruppenunterschied)

2. Ändert sich die mRNA-Expression/die Oberflächenexpression

von Adhäsionsmolekülen der untersuchten Synovialzellen im Laufe

der Expositionszeit? (Unterschied der Messungen)

3. Bleibt der Unterschied, bzw. kein Unterschied zwischen den

exponierten Synovialzellen und den Kontrollzellen über die Dauer

der Exposition erhalten, d.h. ist ein paralleler Verlauf der Kurven

über die Zeit zu erkennen? (Interaktion)
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Dieser Test liefert drei Ergebnisse in Hinblick auf die Fragestellun-

gen (Gruppenunterschied, Unterschied der Messungen, Interakti-

on). Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet

(p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).

Neben der ZF-Analyse über die gesamte Zeit (12 bis 120 Stunden)

wurden zusätzlich eine Frühphase (12 bis 48 Stunden) und eine

Spätphase (72 bis 120 Stunden) unterschieden.

2.8.2 Die Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Walllis

Da die Messungen aus den Versuchsreihen 3.3.2 keine Normal-

verteilung zeigten, wurde zum Beweis der Hypothese eine Rangva-

rianzanalyse nach Kruskal und Wallis durchgeführt (siehe 3.3.2).

2.8.3 Der ungepaarte t-Test

Des Weiteren wurde zur genaueren Untersuchung der Messzeit-

punkte ein ungepaarter t-Test verwendet. Er entspricht einer Vari-

anzanalyse mit nur zwei Ausprägungen und untersucht somit die

Expression von Zelloberflächenmolekülen auf nicht exponierten und

exponierten Synovialzellen getrennt nach Zeiten.
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3 Ergebnisse

3.1 Semiquantitative Reverse Transkription-

Polymerasekettenreaktion

Mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 2.4) erfolgte der relative

Nachweis der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3,

NCAM-1 und  VCAM-1 auf mRNA-Ebene (angegeben in Prozent),

dargestellt als Anteil der einzelnen Zeitpunkte an der Gesamtex-

pression (Summe aller Expressionen). Die folgenden Expositions-

versuche wurden jeweils dreimal durchgeführt. Als Ausgangswert

(Kontrolle) diente die mRNA-Expression der Adhäsionsmoleküle

nicht exponierter Synovialzellen ohne Zusatz eines Mediums. Die

statistische Auswertung der folgenden Expositionsversuche erfolgte

mit der ZF-Analyse und dem ungepaarten t-Test (siehe 2.8).

3.1.1 ICAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Als Ausgangswert (Kontrolle) diente die relative ICAM-1-mRNA-

Expression von 15 %. Nach Exposition mit B. burgdorferi B31 blieb

die ICAM-1-mRNA-Expression stets unter diesem Wert (Tiefstwert:

4 % bei 120 Stunden und Maximalwert: 13 % bei 48 Stunden).

Noch geringer war die ICAM-1-mRNA-Expression der BSK-pH-

Kontrolle. Hier lag der Tiefstwert bei 24 Stunden (0 %) (siehe Abbil-

dung 7), was jedoch einem Artefakt entsprechen könnte.



                                                               60

0%

5%

10%

15%

20%

25%

30%

35%

Kontrolle 12 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std. 120 Std.

Expositionszeit

Pr
oz

en
t

BSK-pH-Kontrolle

B. burgdorferi B31

Abbildung 7: ICAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
B31).
Die ICAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus sechs gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi B31 = B. burgdorferi B31-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Die Auswertung mit der ZF-Analyse über die gesamte Zeit ergab in

keinem der untersuchten Parameter einen statistisch signifikanten

Wert (Gruppenunterschied: p=0,42, Unterschied der Messungen:

p=0,18, Interaktion: p=0,68). Auch nach Unterteilung in Frühphase

und Spätphase errechnete sich kein signifikanter Wert (Frühphase:

Gruppenunterschied: p=0,37, Unterschied der Messungen: p=0,26,
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Interaktion: p=0,57; Spätphase: Gruppenunterschied p=0,18, Unter-

schied der Messungen: p=0,6, Interaktion: p=0,67) (siehe Tabelle

5). Selbst im ungepaarten t-Test lag der p-Wert stets über dem

Signifikanzniveau (siehe Tabelle 6).

3.1.2 ICAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen

Die ICAM-1-mRNA-Expression der Kontrolle lag bei 7 %. Nach

Starten des Expositionsversuchs beobachteten wir zu Beginn eine

annähernd gleiche ICAM-1-mRNA-Expression sowohl der BSK-pH-

Kontrolle als auch der B. burgdorferi Geho-exponierten Zellen. Erst

bei dem Messzeitpunkt 72 Stunden differierten beide Versuchs-

gruppen auseinander. Die ICAM-1-mRNA-Expression der BSK-pH-

Kontrolle blieb bei 7 %, bei den exponierten Zellen stieg sie auf 11

% (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: ICAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
Geho).
Die ICAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi Geho = B. burgdorferi Geho-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Diese Tendenz war zu gering um sich in der ZF-Analyse signifikant

wiederzuspiegeln (Gruppenunterschied: p=0,91, Unterschied der

Messungen: p=0,52, Interaktion: p=0,80). Die Ergebnisse der Früh-

phase (Gruppenunterschied: p=0,56, Unterschied der Messungen:

p=0,74, Interaktion: p=0,91) und der Spätphase (Gruppenunter-

schied: p=0,78, Unterschied der Messungen: p=0,35, Interaktion:
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p=0,84) zeigten bezüglich der ICAM-1-mRNA-Expression keine

Signifikanz (siehe Tabelle 5).

ICAM-1-
mRNA-
Expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

Stamm B31 Geho B31 Geho B31 Geho

p (ZF)
(gesamt)

0,42 0,91 0,18 0,52 0,68 0,8

p (ZF)
(Frühphase)

0,37 0,56 0,26 0,74 0,57 0,91

p (ZF)
(Spätphase)

0,18 0,78 0,6 0,35 0,67 0,84

Tabelle 5: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der ICAM-1-mRNA-
Expression in nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich
mit B. burgdorferi B31- und Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-
Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).
ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Frühphase = 12 bis 48 Stunden,
Spätphase = 72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Der ungepaarte t-Test fiel zu keinem Messzeitpunkt signifikant aus

(siehe Tabelle 6).
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ICAM-1-mRNA-Expression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) B31 0,68 0,14 0,93 0,34 0,72

p (t) Geho 0,76 0,51 0,93 0,46 0,46

Tabelle 6: Ungepaarter t-Test (t) der ICAM-1-mRNA-Expression in nicht expo-
nierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi B31-
und Geho-exponierten Synovialzellen.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***). ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Std. = Stunden.

3.1.3 ICAM-2-mRNA-Expression in B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Die ICAM-2-mRNA-Expression der Kontrolle lag im Mittel bei 7 %.

Nach Exposition mit B. burgdorferi B31 war zu allen Messzeitpunk-

ten der Prozentwert der ICAM-2-mRNA-Expression höher als der

der Ausgangskontrolle und höher als der der BSK-pH-Kontrolle.

Auffällig wiederum war der 24-Stunden-Wert von 0 % der BSK-pH-

Kontrolle (siehe Abbildung 9), der so nicht erklärbar ist.



                                                               65

0%

5%

10%

15%

20%

25%

30%

35%

Kontrolle 12 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std. 120 Std.

Expositionszeit

Pr
oz

en
t

BSK-pH-Kontrolle

B. burgdorferi B31

Abbildung 9: ICAM-2-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
B31).
Die ICAM-2-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi B31 = B. burgdorferi B31-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-2 = intercellular adhesion molecule 2, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Die ZF-Analyse über die gesamte Zeit ergab keinen signifikanten

Wert (Gruppenunterschied: p=0,16, Unterschied der Messungen:

p=0,059, Interaktion: p= 0,46). Weder die ZF-Analyse der Frühpha-

se (Gruppenunterschied: p=0,087, Unterschied der Messungen:

p=0,079, Interaktion: p=0,62) noch die der Spätphase (Gruppenun-

terschied: p=0,41, Unterschied der Messungen: p=0,21, Interaktion:
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p=0,27) fielen bezüglich der ICAM-2-mRNA-Expression statistisch

signifikant aus (siehe Tabelle 12). Der ungepaarte t-Test erbrachte

einen statistisch signifikanten Wert (p=0,023) für die ICAM-2-

mRNA-Expression bei 24 Stunden (siehe Tabelle 7). Allerdings

könnte der Ausfall des Signals einem technischen Artefakt entspre-

chen.

3.1.4 ICAM-2-mRNA-Expression in B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen

Die ICAM-2-mRNA-Expression in der Synovialzellkontrolle lag bei 7

%. Die ICAM-2-mRNA-Expression der BSK-pH-Kontrolle verlief

wellenförmigen um diesen 7 %-Wert. Den gleichen Verlauf aller-

dings mit einer stärkeren ICAM-2-mRNA-Expression zeigten die B.

burgdorferi Geho-exponierten Zellen (Maximalwert: 16 % bei 72

Stunden) (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: ICAM-2-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
Geho).
Die ICAM-2-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi Geho = B. burgdorferi Geho-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-2 = intercellular adhesion molecule 2, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Nach Auswertung mit der ZF-Analyse über die gesamte Zeit fanden

wir keinen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,055). Im Lauf der

Zeit jedoch änderte sich die ICAM-2-mRNA-Expression signifikant

(p=0,023). Die Interaktion war nicht signifikant (p=0,7). In der Früh-

phase fiel der Gruppenunterschied für die ICAM-2-mRNA-

Expression signifikant aus (p=0,0051), im Gegensatz zu den beiden
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übrigen Parametern (Unterschied der Messungen: p=0,061, Inter-

aktion: p=0,89). In der Spätphase der ZF-Analyse ging der signifi-

kante Gruppenunterschiede der Frühphase verloren (p=0,21). Auch

der Unterschied der Messungen (p=0,07) und die Interaktion

(p=0,63) blieben über dem Signifikanzniveau (siehe Tabelle 7).

ICAM-2-
mRNA-
Expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

Stamm B31 Geho B31 Geho B31 Geho

p (ZF)
(gesamt)

0,16 0,055 0,059 0,023
*

0,46 0,7

p (ZF)
(Frühphase)

0,087 0,0051
**

0,079 0,061 0,62 0,89

p (ZF)
(Spätphase)

0,41 0,21 0,21 0,07 0,27 0,63

Tabelle 7: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der ICAM-2-mRNA-
Expression in nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich
mit B. burgdorferi B31- und Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-
Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).
ICAM-2 = intercellular adhesion molecule2, Frühphase = 12 bis 48 Stunden,
Spätphase = 72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Der ungepaarte t-Test der ICAM-2-mRNA-Expression war nicht

signifikant (siehe Tabelle 8).
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ICAM-2-mRNA-Expression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) B31 0,76 0,023
*

0,25 0,13 0,6

p (t) Geho 0,17 0,32 0,37 0,18 0,33

Tabelle 8: Ungepaarter t-Test (t) der ICAM-2-mRNA-Expression in nicht expo-
nierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi B31-
und Geho-exponierten Synovialzellen.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***). ICAM-2 = intercellular adhesion molecule 2, Std. = Stunden.

3.1.5 NCAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Als Ausgangswert für NCAM-1 diente die 12 %ige mRNA-

Expression der Kontrolle. Die NCAM-1-mRNA-Expression der BSK-

pH-Kontrolle bei 24 Stunden war erneut sehr niedrig (0,2 %). Bei

den mit B. burgdorferi B31-exponierten Zellen lag der 24 Stunden-

Wert, nach einem niedrigen 12-Stunden-Wert (1 %), sehr hoch (22

%). Ab dem Messzeitpunkt 48 Stunden zeigten beide Versuchs-

gruppen eine abnehmende Tendenz der NCAM-1-mRNA-

Expression (6 % bei den exponierten Zellen und 4 % bei der BSK-

pH-Kontrolle jeweils bei 120 Stunden) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: NCAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
B31).
Die NCAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi B31 = B. burgdorferi B31-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, NCAM-1 = neural cell adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Die Auswertung der NCAM-1-mRNA-Expression mit der ZF-

Analyse erbrachte folgendes Ergebnis: Weder der Gruppenunter-

schied (p=0,12) noch der Unterschied über die Zeit (p=0,16) verlie-

fen signifikant. Dahingegen fanden wir eine signifikante Interaktion

(p=0,002). Die genauere Betrachtung getrennt in Früh- und Spät-

phase zeigte für die Frühphase: Gruppenunterschied p=0,22 und



                                                               71

Unterschied der Messungen: p=0,2. Der signifikante Wert der Inter-

aktion trat noch deutlicher hervor (p=0,0036). In der Spätphase gab

es keine Signifikanz (siehe Tabelle 9). Der auffällige 24-Stunden-

Wert machte sich auch im ungepaarten t-Test bemerkbar. Die Ex-

pression der NCAM-1-mRNA war hier signifikant (p=0,029) (siehe

Tabelle 10).

3.1.6 NCAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen

Die NCAM-1-mRNA-Expression der Kontrolle zu Beginn lag bei 8

%. Nach 12 Stunden war die NCAM-1-mRNA-Expression der B.

burgdorferi Geho-exponierten Zellen auf 7 % abgesunken. Danach

ließ sich zu allen übrigen Zeitpunkten nur eine äußerst geringe

Expression nachweisen. Im Gegensatz dazu war die NCAM-1-

mRNA-Expression der BSK-pH-Kontrolle zu jedem Messpunkt hoch

(bis 15 % bei 24 Stunden, mit einem Tiefstwert von 5 % bei 12

Stunden) (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: NCAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
Geho).
Die NCAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi Geho = B. burgdorferi Geho-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, NCAM-1 = neural cell adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Die Auswertung des Gruppenunterschied für die NCAM-1-mRNA-

Expression (p=0,51) mit der ZF-Analyse war nicht signifikant. Der

NCAM-1-Expression im Verlauf über die Zeit ergab einen signifi-

kanten Unterschied (p=0,019). Die Interaktion war nicht signifikant

(p=0,7). In der Frühphase beobachteten wir keine Signifikanz

(Gruppenunterschied: p=0,81, Unterschied über die Zeit: p=0,063,
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Interaktion: p=0,72). Auch die ZF-Analyse der Spätphase zeigte

weder einen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,36) noch eine

signifikante Interaktion (p=0,22). Der Unterschied der Messungen

jedoch war signifikant (p=0,013) (siehe Tabelle 9).

NCAM-1-
mRNA-
Expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

Stamm B31 Geho B31 Geho B31 Geho

p (ZF)
(gesamt)

0,12 0,51 0,16 0,019
*

0,002
**

0,7

p (ZF)
(Frühphase)

0,22 0,81 0,2 0,063 0,0036
**

0,72

p (ZF)
(Spätphase)

0,078 0,36 0,92 0,013
*

0,71 0,22

Tabelle 9: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der NCAM-1-mRNA-
Expression in nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich
mit B. burgdorferi B31- und Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-
Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).
NCAM-1 = neural cell adhesion molecule 1, Frühphase = 12 bis 48 Stunden,
Spätphase = 72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Im ungepaarten t-Test war die NCAM-1-mRNA-Expression bei 48

Stunden signifikant (p=0,023) (siehe Tabelle 10).
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NCAM-1-mRNA-Expression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) B31 0,68 0,14 0,93 0,34 0,72

p (t) Geho 0,68 0,24 0,023
*

0,16 0,8

Tabelle 10: Ungepaarter t-Test (t) der NCAM-1-mRNA-Expression in nicht expo-
nierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi B31-
und Geho-exponierten Synovialzellen.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***). NCAM-1 = neural cell adhesion molecule 1, Std. = Stunden.

3.1.7 VCAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Die VCAM-1-mRNA-Expression in der Kontrolle erreichte 7 %. Die

B. burgdorferi B31-exponierten Zellen exprimierten VCAM-1-mRNA

stärker, bis hin zu maximal 17 % bei 48 Stunden. Während der

gesamten Zeit blieb die VCAM-1-mRNA-Expression der BSK-pH-

Kontrolle unter diesem Wert. Der Tiefpunkt lag erneut bei 24 Stun-

den (1 %) (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: VCAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
B31).
Die VCAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi B31 = B. burgdorferi B31-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Die ZF-Analyse der VCAM-1-mRNA-Expression ergab einen signifi-

kanten Gruppenunterschied (p=0,048). Die VCAM-1-mRNA-

Expression über die Zeit (p=0,08) und die Interaktion (p=0,72)

zeigten keine Signifikanz. Der signifikante Gruppenunterschied kam

noch deutlicher zum Ausdruck bei der Betrachtung der Frühphase

(Gruppenunterschied: p= 0,008). Auch der Unterschied der Mes-
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sungen war signifikant (p=0,05), nicht jedoch die Interaktion

(p=0,77). In der Spätphase fiel keine weitere Signifikanz auf (Grup-

penunterschied: p=0,27, Unterschied der Messungen: p=0,39, In-

teraktion: p=0,61) (siehe Tabelle 11). Wie schon bei der ICAM-2-

mRNA- und NCAM-1-mRNA-Expression be-stätigte sich der opti-

sche Eindruck im ungepaarten t-Test mit einem signifikanten Unter-

schied der VCAM-1-mRNA-Expression bei 24 Stunden (p=0,041)

(siehe Tabelle 12). Allerdings ist der Einbruch der Genexpression

bei 24 Stunden pathophysiologisch nicht zu erklären.

3.1.8 VCAM-1-mRNA-Expression in B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen

Die VCAM-1-mRNA-Expression der Kontrolle betrug 7 %. Diese 7

% erreichte die BSK-pH-Kontrolle zu den Messzeitpunkten 48

Stunden, 72 Stunden und 120 Stunden. Bei 12 Stunden (1 %) und

24 Stunden (4 %) war die VCAM-1-mRNA-Expression geringer. Zu

jedem Messzeitpunkt lag die VCAM-1-mRNA-Expression in B.

burgdorferi Geho-exponierten Zellen höher. Sie stieg von 12 Stun-

den (4 %) über 24 Stunden (9 %) und 48 Stunden (10 %) bis zum

Höchstwert bei 72 Stunden (22 %) an, um danach bei 120 Stunden

wieder leicht zu sinken (13 %) (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: VCAM-1-mRNA-Expression in nicht exponierten Synovialzellen
(BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdorferi
Geho).
Die VCAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen wurde durch semiquantitative
RT-PCR nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi Geho = B. burgdorferi Geho-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingung-
en, VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, RT-PCR = Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion, Std. = Stunden.

Deutlich signifikant waren der Gruppenunterschied (p=0,001) und

der Unterschied der Messungen (p=0,0012) in der ZF-Analyse über

die gesamte Zeit. Die Interaktion zeigte keine Signifikanz (p=0,15).

Dass der größte signifikante Unterschied zu Versuchsbeginn fest-

zustellen war, bestätigte das Ergebnis der Frühphase. Auch hier

waren der Gruppenunterschied (p=0,0048) und der Unterschied der
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Messungen (p=0,019) signifikant. Die Interaktion ergab: p=0,87. In

der Spätphase war der Gruppenunterschied (p=0,17) und die Inter-

aktion (p=0,2) nicht signifikant. Der Unterschied der Messungen

jedoch verlief statistisch signifikant (p=0,013) (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der VCAM-1-mRNA-
Expression in nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit
B. burgdorferi B31- und Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-Werte
wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***). VCAM-1 =
vascular cell adhesion molecule 1, Frühphase = 12 bis 48 Stunden, Spätphase =
72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Die VCAM-1-mRNA-Expression im ungepaarten t-Test fiel sowohl

bei 24 Stunden (p=0,01) als auch bei 72 Stunden (p=0,036) signifi-

kant aus (siehe Tabelle 12).

VCAM-1-
mRNA-
Expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

Stamm B31 Geho B31 Geho B31 Geho

p (ZF)
(gesamt)

0,048
*

0,001
**

0,08 0,0012
**

0,72 0,15

p (ZF)
(Frühphase)

0,008
**

0,0048
**

0,05
*

0,019
*

0,77 0,87

p (ZF)
(Spätphase)

0,27 0,17 0,39 0,013
*

0,61 0,2
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VCAM-1-mRNA-Expression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) B31 0,43 0,041
*

0,41 0,28 0,8

p (t) Geho 0,065 0,01
*

0,37 0,036
*

0,38

Tabelle 12: Ungepaarter t-Test (t) der VCAM-1-mRNA-Expression in nicht expo-
nierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi B31-
und Geho-exponierten Synovialzellen.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***). VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule 1, Std. = Stunden.

 3.2 Semi-nested Polymerasekettenreaktion

Eine semi-nested Polymerasekettenreaktion (siehe 2.5) ermöglicht

rein qualitative Aussagen über das Vorhandensein spezifischer

cDNA.

3.2.1 ICAM-3-mRNA-Expression in B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Bei der Frage nach einer ICAM-3-mRNA-Expression in exponierten

Synovialzellen wurde zunächst eine semiquantitative PCR (siehe

2.4) durchgeführt. Bereits der ß-Aktin-Abgleich (siehe 2.4.3) war

nicht möglich, da nicht zu jedem Messzeitpunkt ß-Aktin-cDNA

nachweisbar war. Dies sprach im Vergleich zu obigen Werten für

ein technisches Problem der RNA-Gewinnung. Dennoch wurde eine

Vervielfältigung der cDNA mittels semi-nested PCR versucht. Sie

zeichnet sich durch eine höhere Spezifität aus. So können mögli-
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cherweise auch geringere Mengen an ICAM-3 nachgewiesen wer-

den. Bei der Auswertung erwies sich sowohl das Auftreten uncha-

rakteristischer Mehrfachbanden in der Agarose-Gelelektrophorese

als auch das erneute Fehlen von Banden zu bestimmten Messzeit-

punkten als Problem. Somit war eine stringente Auswertung der

Versuche nicht möglich. Prinzipiell war zwar ICAM-3-mRNA nach-

weisbar, aber ein Zeitverlauf war nicht schlüssig definierbar. Es

wurde noch versucht, eine weitere Sensitivitätserhöhung mittels

Southern-Blot durchzuführen, was jedoch sowohl bei einer Auflege-

zeit von 60 Minuten als auch bei einer Auflegezeit von 180 Minuten

ein unspezifisches Bandenmuster ergab. Weiterhin war zu be-

stimmten Messzeitpunkten keine Bande nachweisbar. Wiederum

erwiesen sich uncharakteristische Mehrfachbanden als Problem bei

der Auswertung. Möglicherweise liegt eine Ursache dafür in einer

fehlerhaften RNA-Isolierung und einer fehlerhaften Reversen

Transkription. Verschiedene Primerpaare waren versucht worden.

3.3 FACScan Durchflusszytometrie

Auf Proteinebene kann mittels FACScan Durchflusszytometrie

(siehe 2.7) eine Expression von Eiweissmolekülen auf der Zellober-

fläche nachgewiesen werden, gemessen als mittlere Fluoreszenz-

intensität (Mean Fluorescense Intensity, MFI). Wir untersuchten die

ICAM-1-Oberflächenexpression auf exponierten Synovialzellen (B.

burgdorferi) im Vergleich mit nicht exponierten Synovialzellen (BSK-
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pH-Kontrolle) wie unter 2 beschrieben. Als Ausgangswert dienten

nicht exponierte Synovialzellen ohne Zusatz eines Mediums, als

Kontrolle bezeichnet. In den folgenden Abbildungen wurde die

Standartabweichung vom Mittelwert als Strichbalken nach oben

eingezeichnet. Um dem sich abzeichnenden Trend einer Frühphase

sowie einer Spätphase des Versuchs gerecht zu werden, wurde die

ZF-Analyse auch hier getrennt nach den Zeiten 12 Stunden bis 48

Stunden (Frühphase) und 72 Stunden bis 120 Stunden (Spätphase)

durchgeführt.

3.3.1 ICAM-1-Oberflächenexpression auf B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen

Um die ICAM-1-Oberflächenexpression auf B. burgdorferi B31-

exponierten Synovialzellen zu bestimmen, wurde der Expositions-

versuch sechsmal durchgeführt. Vor der eigentlichen Antikörperfär-

bung wurden die Synovialzellen pur, d.h. ohne Antikörperfärbung,

mit dem FACScan Durchflusszytometer ausgewertet, um eine Aus-

sage über ihre Eigenfluoreszenz treffen zu können (siehe 2.7).

Dabei zeigten die Synovialzellen eine geringe Eigenfluoreszenz

(MFI=4-16). Auch nach Isotyp-Färbung, die unspezifische Bindung-

en abdeckt, war die Eigenfluoreszenz gering (MFI=150). Dagegen

fiel die ICAM-1-Oberflächenexpression der Kontrolle nach Antikör-

perfärbung deutlich höher aus (MFI=700). Die ICAM-1-

Oberflächenexpression sowohl der BSK-pH-Kontrolle als auch der
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mit B. burgdorferi B31-exponierten Synovialzellen lag ähnlich hoch

(MFI=750 bei 12 Stunden). Über 24 Stunden und 48 Stunden nahm

die ICAM-1-Oberflächenexpression bei beiden Versuchsgruppen

gleichsinnig ab (MFI=400). Danach beobachteten wir ein gegenläu-

figes Verhalten: Die ICAM-1-Oberflächenexpression der exponier-

ten Synovialzellen zeigte eine starke Abnahme über 72 Stunden bis

zu 120 Stunden (MFI=200 bei 120 Stunden), wohingegen die

ICAM-1-Oberflächenexpression der BSK-pH-Kontrolle zunahm

(MFI=750 bei 120 Stunden) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: ICAM-1-Oberflächenexpression auf nicht exponierten Synovialzel-
len (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdor-
feri B31).
Die ICAM-1-Oberflächenexpression auf Synovialzellen wurde mittels Durchfluss-
zytometrie nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus sechs gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi B31 = B. burgdorferi B31-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz eines Mediums, Std. = Stunden.

Die Auswertung mit der ZF-Analyse über die gesamte Zeit ergab

keinen signifikanten Unterschied zwischen der BSK-pH-Kontrolle

und den B. burgdorferi B31-exponierten Synovialzellen (Gruppen-

unterschied: p=0,073, Unterschied der Messungen: p=0,068, Inter-

aktion p=0,25). Die Ergebnisse der ZF-Analyse der Frühphase

ergaben weder einen statistisch signifikanten Gruppenunterschied

(p=0,071), noch einen statistisch signifikanten Unterschied der
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Messungen (p=0,85) oder eine statistisch signifikante Interaktion

(p=0,96). Dagegen fiel in der Spätphase der ZF-Analyse ein sta-

tistisch signifikanter Unterschied sowohl der Interaktion (p=0,016)

als auch im Zeitverlauf (p=0,0023) auf. Das bedeutet, dass sich die

ICAM-1-Oberflächenexpression im Lauf der Zeit deutlich änderte

und dass es einen bedeutenden Unterschied in der Säulenhöhe

gab. Der Gruppenunterschied lag bei p=0,21 (siehe Tabelle 13).

ICAM-1-
Oberflächen-
expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

p (ZF)
(gesamt)

0,073 0,068 0,25

p (ZF)
(Frühphase)

0,071 0,85 0,96

p  (ZF)
(Spätphase)

0,21 0,0023
**

0,016
*

Tabelle 13: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der ICAM-1-
Oberflächenexpression auf nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle)
im Vergleich mit B. burgdorferi B31-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-
Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).
ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Frühphase = 12 bis 48 Stunden,
Spätphase = 72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Der durchgeführte t-Test, der die ICAM-1-Oberflächenexpression

von exponierten Synovialzellen und nicht exponierten Kontrollzellen

getrennt nach Zeiten untersucht, bestätigte die Ergebnisse der ZF-

Analyse. Während die Werte der ersten Messzeitpunkte statistisch
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nicht signifikant waren, zeigte der t-Test Signifikanz bei 72 Stunden

(p=0,015) und bei 120 Stunden (p=0,0043) (siehe Tabelle 14).

ICAM-1-Oberflächenexpression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) 0,82 0,97 0,97 0,015
*

0,0043
**

Tabelle 14: Ungepaarter t-Test (t) der ICAM-1-Oberflächenexpression auf nicht
exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi
B31-exponierten Synovialzellen.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***). ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Std. = Stunden.

3.3.2  Prüfung der Hypothese: Die ICAM-1-

Oberflächenexpression auf Synovialzellen vermindert sich

signifikant nach Exposition mit B. burgdorferi B31

In unserem Labor ergab 1997 eine gleich aufgebaute Versuchsrei-

he (183) nach Auswertung mit der ZF-Analyse für den Zeitraum 0

Stunden bis 120 Stunden bezüglich der ICAM-1-Oberflächen-

expression auf  B. burgdorferi B31-exponierten Synovialzellen so-

wohl einen signifikanten Unterschied der Messungen (p=0,00001)

als auch einen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,00033), der

über den Zeitverlauf erhalten blieb (Formunterschied: p=0,83). So

stellten wir folgende Hypothese: Die ICAM-1-Oberflächenex-

pression auf Synovialzellen vermindert sich signifikant nach Exposi-

tion mit B. burgdorferi B31. Um das zu überprüfen, wurde der Expo-

sitionsversuch sechsmal durchgeführt. Da die Messungen aus den
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Versuchsreihen keine Normalverteilung zeigten, wurde eine Aus-

wertung mit der Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis

durchgeführt. Hiermit wurde die Hypothese bewiesen. Die ICAM-1-

Oberflächenexpression der Synovialzellen verminderte sich signifi-

kant (p=0,046) nach Exposition mit B. burgdorferi B31 (siehe Ta-

belle 15).

Zeit (Stunden) Mittelwert Streuung p (R-Analyse)

0 682,383 226,2

12 711,483 393,9

24 455,250 307,4

48 453,017 203,2

72 510,2 93,7

120 247,5 192,8

gesamt 509,972 283,5
0,046*

Tabelle 15: Rangvarianzanalyse (R-Analyse) nach Kruskal und Wallis. Beweis
der Hypothese:
Die ICAM-1-Oberflächenexpression auf Synovialzellen vermindert sich signifikant
nach Exposition mit B. burgdorferi B31.
Signifikante p-Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***).
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3.3.3 ICAM-1-Oberflächenexpression auf B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen

Um die ICAM-1-Oberflächenexpression auf B. burgdorferi Geho-

exponierten Synovialzellen zu untersuchen, wurde der Expositions-

versuch dreimal durchgeführt. Dabei zeigte die ICAM-1-Ober-

flächenexpression auf B. burgdorferi Geho-exponierten Synovial-

zellen die gleiche Tendenz wie die des Stammes B. burgdorferi

B31. Wiederum war die Eigenfluoreszenz der ungefärbten Synovi-

alzellen gering (mit MFI=4,2 bei 24 Stunden bis zu MFI=8,1 bei 120

Stunden). Auch die Isotyp-Färbung wies eine niedrige MFI

(MFI=180) auf. Als Ausgangswert diente die ICAM-1-Oberflächen-

expression der Kontrolle (MFI=800). Nach 12 Stunden fanden wir

sowohl  bei der BSK-pH-Kontrolle (MFI=1110) als auch bei den mit

B. burgdorferi Geho-exponierten Zellen (MFI=1280) eine stärkere

ICAM-1-Oberflächenexpression. Bereits nach 24 Stunden ging die

Expression beider Versuchsgruppen wieder zurück (MFI=400), so

auch bei 48 und 72 Stunden. Bei 120 Stunden verlief die ICAM-1-

Oberflächenexpression der beiden Versuchsgruppen gegenläufig:

sie stieg bei der BSK-pH-Kontrolle (MFI=500), die Expression der

exponierten Zellen dagegen sank noch weiter (MFI=300) (siehe

Abbildung 16).
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Abbildung 16: ICAM-1-Oberflächenexpression auf nicht exponierten Synovialzel-
len (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit exponierten Synovialzellen (B. burgdor-
feri Geho).
Die ICAM-1-Oberflächenexpression auf Synovialzellen wurde mittels Durchfluss-
zytometrie nach 12 Std., 24 Std., 72 Std. und 120 Std. festgestellt. Der Mittelwert
aus drei gleich aufgebauten Versuchsreihen ist hier dargestellt.
B. burgdorferi Geho = B. burgdorferi Geho-exponierte Synovialzellen, BSK-pH-
Kontrolle = nicht exponierte Synovialzellen unter identischen Versuchsbedingun-
gen, ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Kontrolle = nicht exponierte
Synovialzellen ohne Zusatz von Medium, Std. = Stunden.

Die Auswertung mit der ZF-Analyse über die gesamte Zeit er-

brachte einen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,000005).

Auch der Unterschied der Messungen war signifikant (p=0,047). Die

Interaktion ergab: p=0,53. Die Unterteilung in Frühphase und Spät-

phase verdeutlichte die Unterschiede noch weiter. So zeigte die ZF-

Analyse der Frühphase einen signifikanten Gruppenunterschied

(p=0,000005). Für den Zeitverlauf (p=0,47) und die Interaktion
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(p=0,65) fanden wir keinen signifikanten Unterschied. Betrachtet

man die Spätphase des Versuchs, dann war neben dem Gruppen-

unterschied (p=0,028) und dem Unterschied der Messungen

(p=0,0041) auch die Interaktion (p=0,02) signifikant (siehe Tabelle

16).

ICAM-1-
Oberflächen-
expression

Gruppen-
unterschied

Unterschied der
Messungen

Interaktion

p (ZF)
(gesamt)

0,000005
***

0,047
*

0,53

p (ZF)
(Frühphase)

0,000005
***

0,47 0,65

p (ZF)
(Spätphase)

0,028
*

0,0041
**

0,02
*

Tabelle 16: Zweifaktorielle Varianzanalyse (ZF-Analyse) der ICAM-1-
Oberflächenexpression auf nicht exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle)
im Vergleich mit B. burgdorferi Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-
Werte wurden mit Sternen gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).
ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1, Frühphase = 12 bis 48 Stunden,
Spätphase = 72 bis 120 Stunden Expositionszeit.

Der ungepaarte t-Test zeigte bei 120 Stunden statistische Signifi-

kanz (p=0,006) (siehe Tabelle 17).
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ICAM-1-Oberflächenexpression 12
Std.

24
Std.

48
Std.

72
Std.

120
Std.

p (t) 0,46 0,72 0,8 0,11 0,006
**

Tabelle 17: Ungepaarter t-Test (t) der ICAM-1-Oberflächenexpression auf nicht
exponierten Synovialzellen (BSK-pH-Kontrolle) im Vergleich mit B. burgdorferi
Geho-exponierten Synovialzellen. Signifikante p-Werte wurden mit Sternen
gekennzeichnet (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***). ICAM-1 = intercellular adhesion
molecule 1, Std. = Stunden.
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4 Diskussion

Adhäsionsmoleküle ermöglichen eine Kommunikation verschiede-

ner Zellen untereinander. Sie werden auf Endothelzellen, Synovial-

zellen und Leukozyten exprimiert und vermitteln Zell-Zell-Kontakte

über Rezeptor-Ligand-Bindungen. Entzündungsmediatoren, haupt-

sächlich Zytokine, regulieren die Expression der Adhäsionsmole-

küle (siehe 1.2.4). Bei lokalen Entzündungsreaktionen, wie bei der

Lyme-Arthritis im Kniegelenk, konnten verschiedene Zelltypen

nachgewiesen werden: T-Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazel-

len, Endothelzellen und Fibroblasten (172, 173). Ein Zusammen-

spiel zwischen diesen unterschiedlichen Zellen wird erst durch

Adhäsionsmoleküle möglich. Diese erleichtern eine Auswanderung

der Leukozyten ins Gewebe, sie locken Monozyten und neutrophile

Zellen an und bewirken eine Interaktion von Entzündungszellen mit

ortsständigen Gewebezellen sowie eine verstärkte Bindung und

Aktivierung von T-Zellen (100, 101, 109, 111, 174) (siehe Abbildung

7).

Zur beschriebenen Leukozytenwanderung in das Kniegelenk kommt

es erst Monate bis Jahre nach Übertragung der Borrelien durch die

Zecke. Zum Zeitpunkt der Diagnose konnte Borrelien-DNA und in

wenigen Fällen auch Borrelien aus dem Gewebe oder der Gelenk-

flüssigkeit isoliert werden (175). Vom Zeitraum zwischen der Über-

tragung bis zur Diagnose der Lyme-Arthritis gibt es nur wenige

Daten. Und obwohl die Regulierung der Adhäsionsmoleküle auf
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Endothelzellen und Leukozyten im Detail analysiert wurde, existie-

ren nur wenige Studien über eine Expression von Adhäsionsmole-

külen auf Synovialzellen, die mit B. burgdorferi exponiert wurden

(176).

Ob Adhäsionsmoleküle die frühen Stadien der Borreliose beeinflus-

sen, ist unklar. Deshalb untersuchten wir die Expression der ICAM-

1-mRNA, ICAM-2-mRNA, ICAM-3-mRNA, NCAM-1-mRNA und

VCAM-1-mRNA sowie die ICAM-1-Oberflächenexpression der

Synovialzellen nach Exposition mit zwei unterschiedlichen Stäm-

men von Borrelia burgdorferi sensu stricto, nämlich Geho und B31.

Unsere Ergebnisse über die Genexpression von ICAM-1, ICAM-2,

ICAM-3, NCAM-1 und VCAM-1 in Synovialzellen auf mRNA-Ebene

zeigen, dass die Interaktion der Adhäsionsmoleküle in der Patho-

genese der Borreliose komplex ist, ein eindeutiges „Muster“ mit

statistisch signifikanter Hoch- oder Herrunterregulierung der Adhä-

sionsmoleküle lässt sich jedoch nicht erkennen.

Gewöhnlich wird ICAM-1 auf bestimmten Zellen ständig exprimiert,

auf anderen Zellen wird die Expression beispielsweise während

einer Entzündung durch Zytokine und Interferone induziert (177). In

unseren Expositionsversuchen änderte sich die ICAM-1-mRNA-

Expression in Synovialzellen jedoch weder nach Exposition mit B31

noch nach Exposition mit Geho signifikant. Im Gegensatz dazu

berichteten Schaible und Kollegen über eine signifikante Hochregu-

lierung der ICAM-1-Genexpression auf Blutgefäßen betroffener
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Gelenke und Herzmuskelgewebe von B. burgdorferi-infizierten

Mäusen (178).

Ebenso wird die ICAM-2-Expression gewöhnlich von Entzün-

dungsmediatoren hochreguliert (179). Doch wie schon bei ICAM-1,

änderte sich in unseren Versuchen auch die ICAM-2-mRNA-

Expression nach Exposition mit B31 nicht signifikant. Erst nach

Exposition mit Geho änderte sich die ICAM-2-mRNA-Expression

signifikant im Lauf der Expositionszeit. Hier fiel in den ersten 48

Stunden zudem der Unterschied des ICAM-2-mRNA-Gehalts signi-

fikant im Vergleich zu nicht exponierten Synovialzellen aus.

Eine stringente Auswertung der ICAM-3-mRNA-Expression in Sy-

novialzellen war nicht möglich (siehe 3.2.1).

NCAM-1 vermittelt nicht nur Zelladhäsion, sondern ist darüber hin-

aus auch in die Signaltransduktion involviert (180, 181). Bezüglich

der NCAM-1-mRNA-Expression blieb der Unterschied zwischen

den B31-exponierten Synovialzellen im Vergleich zu nicht expo-

nierten Synovialzellen erhalten, vor allem in den ersten 48 Stunden

des Versuchs. Nach Exposition mit Geho änderte sich die NCAM-1-

mRNA-Expression im Lauf der Expositionszeit, hier jedoch vorrang-

ig in der Spätphase (72 bis 120 Stunden).

Inwieweit diese Ergebnisse für die Situation in vivo von Bedeutung

sind, müssen weitere Studien zeigen.

VCAM-1 wurde zunächst als ein Zytokin-induzierbares endothelia-

les Adhäsionsmolekül beschrieben, das jedoch auch auf nicht-
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vaskulären Zellen exprimiert wird. In unseren Versuchen unter-

schieden sich die B31-exponierten Synovialzellen in der VCAM-1-

mRNA-Expression von den nicht exponierten Synovialzellen. Dieser

Unterschied in der VCAM-1-mRNA-Expression blieb über die Dauer

der Exposition erhalten, am deutlichsten in den ersten 48 Stunden

des Versuchs. Ebenso trat ein Unterschied der VCAM-1-mRNA-

Expression bei den Geho-exponierten Synovialzellen auf, beson-

ders in den er-sten 48 Stunden. Ausserdem änderte sich hier die

VCAM-1-mRNA-Expression im Lauf der Expositionszeit noch aus-

geprägter und zwar sowohl in der Früh- als auch in der Spätphase

des Versuchs. Koch und Kollegen sowie Rice und Kollegen be-

schrieben eine Hochregulierung von VCAM-1 auf entzündetem

synovialen Gewebe (173, 182). Auch Schaible und Kollegen be-

obachteten eine gesteigerte Expression von VCAM-1, E-Selektin

und P-Selektin auf Blutgefäßen betroffener Gelenke und Myokard-

gewebe immundefizienter (SCID) und immunkompetenter Mäuse

nach Infektion mit B. burgdorferi (178). In einem weiteren Experi-

ment kultivierte Sellati humane Endothelzellen der Nabelvene. Nach

Exposition mit B. burgdorferi produzierten diese vermehrt VCAM-1,

ICAM-1 und E-Selektin. In vitro Studien haben ausserdem gezeigt,

dass eine VCAM-1-Expression auf Zellen, die mit Lymphozyten

interagieren, die Lymphozytenproliferation und Aktivierung erleich-

tert (183, 184). Bereits bei anderen Infektionskrankheiten, wie zum
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Beispiel der Cytomegalievirusinfektion oder Malaria, wurde ver-

mehrt lösliches VCAM-1 gefunden (185, 186).

Die Beobachtungen implizieren, dass eine Änderung der Expressi-

on von Adhäsionsmolekülen eine Ausbreitung der Borrelien be-

günstigen kann (133). Wie die Beispiele der Literatur zeigen,

scheint eine verstärkte Genexpression und damit in der Regel auch

eine verstärkte Proteinexpression der Adhäsionsmoleküle nach

Infektion einherzugehen mit einer verstärkten Aktivierung und er-

leichterten Interaktion von Entzündungszellen.

Unsere Ergebnisse der Expositionsversuche in vitro deuten an,

dass die Immunantwort mit einer Regulierung der Adhäsionsmole-

küle nach Infektion mit B. burgdorferi und die folgenden Interaktio-

nen der beteiligten Zellen ein komplexer Vorgang sind - ohne ein-

deutiges, statistisch signifikantes „Muster“ der mRNA-Expression -

und zumindest in der frühen Lyme-Arthritis nicht einfach mit gestei-

gerter Genexpression, gesteigerter Proteinexpression und gestei-

gerter Entzündungsreaktion zu beantworten sind.

Besonders auffällig in unseren Versuchen ist, dass sich die ICAM-1-

Oberflächenexpression nicht parallel zur ICAM-1-mRNA-Expression

verhielt. So fand sich kein Unterschied in der ICAM-1-mRNA-

Expression von exponierten im Vergleich zu nicht exponierten Sy-

novialzellen, die Oberflächenexpression von ICAM-1 verminderte

sich jedoch signifikant nach Exposition mit B31. Auch nach Exposi-

tion mit Geho war der Unterschied der ICAM-1-Oberflächen-
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expression im Vergleich zu nicht exponierten Synovialzellen signifi-

kant und blieb über die Dauer der Exposition erhalten. Ebenso

änderte sich im Lauf der Expositionszeit die ICAM-1-Ober-

flächenexpression der untersuchten Synovialzellen signifikant.

Bereits Tomescu und Kollegen berichteten, dass das Kaposi Sar-

kom assoziierte Herpesvirus (KSHV) die ICAM-1-Oberflächen-

expression auf infizierten Zellen herunterregulieren kann (187). Die

Beobachtung einer Herunterregulierung der ICAM-1-Oberflächen-

expression deckt sich auch mit einem bereits veröffentlichten Be-

richt aus unserem Labor über eine Suppression von Oberflächen-

ICAM-1 auf Synovialzellen, die mit B. burgdorferi in vitro infiziert

wurden (60). Das wiederum könnte zu einer verminderten Auswan-

derung und Aktivierung von Entzündungszellen und somit zu einem

Überlebensvorteil der Borrelien führen.

Der fehlenden Übereinstimmung der ICAM-1-Oberflächen-

expression und der ICAM-1-mRNA-Expression könnte der Mecha-

nismus des „alternativen Splicing“ zugrunde liegen. „Alternatives

Splicing“ stellt einen weiteren Regulationsmechanismus der Gen-

expression dar (siehe 1.2.3.3). Das bedeutet, dass aus einer DNA-

Sequenz, beziehungsweise derselben prä-mRNA mehrere ver-

schiedene mRNAs und nach deren Translation auch unterschiedli-

che Polypeptide gebildet werden. Erst beim „Splicing“ entscheidet

sich, welche DNA-Sequenzen Introns und welche Exons sind. Än-

derungen im Bereich der mRNA beeinträchtigen deren Stabilität
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und somit auch die Expression des Proteins. So kann die Informati-

onsdichte der DNA deutlich erhöht werden und eine schnelle An-

passung an veränderte Umweltbedingungen wird möglich. Bei-

spielsweise wird die Vielfalt von Antikörpern oder eine Herunterre-

gulierung des T-Zellrezeptors durch „alternatives Splicing“ erklärt

(188, 189). Ein weiteres Beipiel für „alternatives Splicing“ sind die

Isoformen von Zytokinrezeptoren (190). Sie stellen häufig lösliche

Rezeptoren dar, die im Gegensatz zum „Shedding“ ihren hydropho-

ben Membrananker durch diesen Vorgang verlieren. Dagegen stellt

„Shedding“ einen Mechanismus dar, bei dem, durch regulierte pro-

teolytische Abspaltung extrazellulärer Domänen membranständiger

Proteine, die Interaktion von verschiedensten Zellen im Organismus

mit ihrer Umgebung geregelt wird (191, 192). „Shedding“ wurde für

viele Proteine, unter anderem TNF-alpha und Kollagen XVII, dem

Transferrinrezeptor sowie Adhäsionsmolekülen wie L-Selektin be-

schrieben. Meist erfolgt die Abspaltung der Membranproteine in

relativ konstantem Verhältnis zur Plasmamembran, wird häufig

durch Aktivatoren der Proteinkinase C ausgelöst und kann oft durch

Metalloproteinaseinhibitoren blockiert werden. Die Freisetzung von

löslichen Faktoren und Zytokinen kann die biologische Aktivität

modulieren. Darüber hinaus kann durch „Shedding“ von Trans-

membranrezeptoren die Fähigkeit der Zellen, bestimmte Liganden

zu binden, reguliert werden. Es existieren bereits Berichte über

„Shedding“ von E-Selektin auf umbilikalen Gefäßendothelzellen.
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Daneben wurde beobachtet, dass es aufgrund der Wirkung

proinflammatorischer Zytokine wie IFN-gamma und TNF-alpha und

ebenso durch proteolytische Aktivität von extrazellulären Protein-

asen zum „Shedding“ von ICAM-1 kommen kann (193). Eine Her-

unterregulierung der ICAM-1-Oberflächenexpression könnte so die

ICAM-1-abhängige Adhäsion der Leukozyten an Zielzellen vermin-

dern. Abgespaltenes ICAM-1 wiederum könnte in Wettstreit mit dem

Oberflächen-ICAM-1 der Synovialzellen treten und somit zu einer

Reduktion effektiv gebundener Entzündungszellen führen (97).

Exponierte und infizierte Zellen könnten damit der Immunabwehrre-

aktion des Wirts entkommen (194).

Eine verminderte Oberflächenexpression von ICAM-1 nach Exposi-

tion mit B31 und Geho könnte wie eben beschrieben, die lokale

Umgebung so verändern, dass eine Erregerpersistenz in der frühen

Lyme-Arthritis möglich wird. Im Gegensatz dazu ist die langfristige

Interaktion der Borrelien mit verschiedenen Zelltypen einschließlich

Makrophagen, Endothelzellen und Synovialzellen in vitro von einer

vermehrten Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-

alpha, IL-1 beta und IL-6 geprägt. Das wiederum führt zu einer

Hochregulierung der Adhäsionsmoleküle (195). Verschiedene Stu-

dien führen dies auf eine direkte Bindung der Borrelien an Endo-

thelzellen und auch an Synovialzellen zurück (65, 196).

Bemerkenswert ist, dass weder eine Exposition mit dem Stamm B.

burgdorferi sensu stricto B31 noch mit dem Stamm Geho einen
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signifikanten Einfluss auf die ICAM-1-mRNA-Expression in den

Synovialzellen hatte. Dagegen differierte die Expression von ICAM-

2, NCAM-1 und VCAM-1 zwischen den beiden Stämmen B31 und

Geho. Diese Beobachtung stimmt überein mit der Tatsache, dass

die einzelnen Borrelien-Stämme eine große Heterogenität in Bezug

auf Genotyp und Phänotyp aufweisen. Bei unterschiedlicher geo-

graphischer Verteilung der Stämme und Unterschieden in der klini-

schen Manifestation (siehe 1.1.2) wären Unterschiede in der Patho-

genese der einzelnen Borrelien-Stämme nicht verwunderlich.
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5 Zusammenfassung

Adhäsionsmoleküle spielen unter anderem bei Entzündungsreakti-

onen und somit auch in der Pathogenese der Borreliose eine wich-

tige Rolle (siehe 1.2.4). Welche Bedeutung die Expression der

Adhäsionsmoleküle ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, NCAM-1 und VCAM-

1 auf Synovialzellen nach Exposition mit den beiden Stämmen B.

burgdorferi sensu stricto B31 (B31) und Geho (Geho) in der frühen

Lyme-Arthritis hat, wurde in dieser Arbeit untersucht.

Mittels semiquantitativer Reverser Transkription-Polymerasen-

kettenreaktion wurde die Genexpression von ICAM-1, ICAM-2,

ICAM-3, NCAM-1 und VCAM-1 auf mRNA-Ebene in nicht expo-

nierten Synovialzellen im Vergleich mit  B31- und Geho-exponierten

Synovialzellen (bis zu 120 Stunden) in vitro bestimmt.

Die ICAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen änderte sich we-

der nach Exposition mit B31 noch nach Exposition mit Geho signifi-

kant (siehe Abbildung 9 und 10, Tabelle 10 und 11).

Die ICAM-2-mRNA-Expression der B31-exponierten Synovialzellen

zeigte lediglich im ungepaarten t-Test bei 24 Stunden einen signifi-

kanten Wert (p=0,023) (siehe Abbildung 11, Tabelle 12 und 13).

Nach Exposition mit Geho fiel dagegen ein signifikanter Unterschied

der Messungen der ICAM-2-mRNA-Expression (p=0,023) sowie ein

signifikanter Gruppenunterschied in der Frühphase auf (p=0,0051)

(siehe Abbildung 12, Tabelle 12 und 13).
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Eine stringente Auswertung der ICAM-3-mRNA-Expression in Sy-

novialzellen war nicht möglich (siehe 3.2.1).

Die NCAM-1-mRNA-Expression der B31-exponierten Synovialzel-

len war signifikant in der Interaktion (p=0,002), vor allem in der

Frühphase (p=0,0036) (siehe Abbildung 13, Tabelle 14 und 15).

Nach Exposition mit Geho zeigte sich ein signifikanter Unterschied

der Messungen der NCAM-1-mRNA-Expression (p=0,019), hier

jedoch vorrangig in der Spätphase (p=0,013). Daneben fiel der 48-

Stunden-Wert im ungepaarten t-Test signifikant aus (p=0,023) (sie-

he Abbildung 14, Tabelle 14 und 15).

Bezüglich der VCAM-1-mRNA-Expression in Synovialzellen nach

Exposition mit B31 lies sich ein signifikanter Gruppenunterschied

nachweisen (p=0,048), besonders in der Frühphase (p=0,008).

Auch der Unterschied der Messungen in der Frühphase verlief

signifikant (p=0,05). Im ungepaarten t-Test war der 24-Stunden-

Wert signifikant (p=0,041) (siehe Abbildung 15, Tabelle 16 und 17).

Ein signifikanter Gruppenunterschied der VCAM-1-mRNA-

Expression trat auch nach Exposition mit Geho  auf (p (ge-

samt)=0,001, p (Frühphase)=0,0048). Noch ausgeprägter war hier

zudem der Unterschied der Messungen (p (gesamt)=0,0012, p

(Frühphase)=0,019, p (Spätphase)=0,013). Im ungepaarten t-Test

hatte sowohl der 24-Stunden-Wert (p=0,01) als auch der 72-

Stunden-Wert (p=0,036) Signifikanz (siehe Abbildung 16, Tabelle

16 und 17).
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Daneben wurde mittels FACScan Durchflusszytometrie die ICAM-1-

Proteinexpression auf der Oberfläche nicht exponierter Synovial-

zellen im Vergleich mit B31- und Geho-exponierten Synovialzellen

untersucht.

Hier zeigte die ICAM-1-Oberflächenexpression der B31-exponierten

Synovialzellen in der Spätphase sowohl einen signifikanten Unter-

schied der Messungen (p=0,0023), als auch eine signifikante Inter-

aktion (p=0,016). Das spiegelte sich im ungepaarten t-Test wieder

(p=0,015 bei 72 Stunden und p=0,0043 bei 120 Stunden) (siehe

Abbildung 7, Tabelle 5 und 6). Mit der Rangvarianzanalyse nach

Kruskal und Wallis wurde die Hypothese bewiesen, dass sich die

ICAM-1-Oberflächenexpression auf Synovialzellen signifikant nach

Exposition mit B. burgdorferi B31 vermindert (p=0,046) (siehe Ab-

bildung 7, Tabelle 7). Auch nach Exposition mit Geho fiel bezüglich

der ICAM-1-Oberflächenexpression ein signifikanter Gruppenunter-

schied (p (gesamt)=0,000005, p (Frühphase)=0,000005, p (Spät-

phase)=0,028) und ein signifkanter Unterschied der Messungen auf

(p=0,047), vor allem in der Spätphase (p=0,047). Darüber hinaus

war die Interaktion der Spätphase signifikant (p=0,02). Der unge-

paarte t-Test hatte einen signifikanten 120-Stundenwert (p=0,006)

(siehe Abbildung 8, Tabelle 8 und 9).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unsere Versuche kein

eindeutiges, statistisch signifikantes „Muster“ der Genexpression für

Adhäsionsmoleküle nach Exposition mit B. burgdorferi zeigen. Die
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mRNA-Expression änderte sich für ICAM-2, NCAM-1 und VCAM-1,

nicht jedoch für ICAM-1. Dieser komplexe Vorgang bedarf weiterer

Studien, um einen genauen Regulationsmechanismus zu erfor-

schen. Dahingegen änderte sich die Proteinexpression des Adhäsi-

onsmoleküls ICAM-1 signifikant nach Exposition mit B. burgdorferi.

Eine Verminderung der ICAM-1-Oberflächenexpression nach Expo-

sition mit B. burgdorferi könnte beispielsweise aufgrund eines

„Shedding“ des Adhäsionsmoleküls auftreten. Das wiederum könnte

zu einer verringerten Anzahl an Immuneffektorzellen im betroffenen

Gelenk führen und letztendlich in den frühen Phasen der Lyme-

Arthritis auch eine Erregerpersistenz begünstigen. Dabei differierte

die Expression der Adhäsionsmoleküle je nach Exposition mit den

unterschiedlichen Stämmen B. burgdorferi sensu stricto B31 und

Geho, so dass die Vermutung nahe liegt, dass verschiedene Borre-

lien-Stämme Synovialzellen auf unterschiedliche Art und Weise

beeinflussen und somit eine unterschiedliche Klinik hervorrufen

könnten.
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6 Verwendete Lösungen, Reagenzien, Materialien und Geräte

Lösungen und Reagenzien:

Agarose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Anti-ICAM-1-Antikörper (Caltag, Burlingame, CA, USA)

Anti-DIG Oxigenin-AP (Roche, Mannheim, Deutschland)

Antikörper (Isotypkontrolle für ICAM-1, Caltag)

1 x Blockierungslösung (Roche)

Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland)

BSK-H-Medium (Sigma-Aldrich)

10 x Buffer (Promega, Madison, WI, USA)

COCl2-Lösung (Roche)

CSPD (Roche)

Detektionspuffer (Roche)

Destilliertes Wasser (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

DIG-EASY-HYB (Roche)

DIG-1 1dUTP/ATP Markierungsmix (Roche)

DIG Oligonukleotide Tailing kit (Roche)

DIG Wash and Block Buffer Set (Roche)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (SERVA, Heidelberg, Deutschland)

dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich)

DTT 0,1 M (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Ethidiumbromid (1 %) (Merck, Darmstadt, Deutschland)



                                                               105

Fetales Kälberserum (FCS) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

5 x First-Strand Buffer (Invitrogen)

HCl 0,25 M (Sigma-Aldrich)

Hepespuffer (Biochrom AG,)

Kaninchenserumzusatz (RS) (Sigma-Aldrich)

Ladder (50 bp oder 123 bp, Invitrogen)

Loading Buffer (Eppendorf)

Maleinsäure (Roche)

MgCl2 25 mM (Promega, Madison, WI, USA)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaOH) 0,5 M (Merck)

Oligo dt (Promega)

Oligonukleotide 50 pmol/ul (Roche)

Phosphate Buffered Saline-(PBS) Puffer (Sigma-Aldrich)

poly A (Roche)

poly dA (Roche)

Primerpaare (ß-Aktin, ICAM-1, ICAM-1, ICAM-3, NCAM, VCAM)

(MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland)

Reaktionspuffer (Roche)

RLT-Puffer (Qiagen)

RNAeasy RNA isolation kit (Qiagen)

RNAsin (Promega)

RPMI-Medium mit Glutamin (Invitrogen)

RQ1 RNase-free DNase (Qiagen, Chatsworth, CA, USA)

0,5 x, 2 x, 10 x Sodium Citrat-(SSC)-Puffer (Eppendorf)
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Superscript II RNase H-RT (Invitrogen)

Taq DNA Polymerase (Promega)

Terminaltransferase (Roche)

0,5 x Tris-Borate-EDTA (TBE) (Eppendorf)

Trypanblau (Merck)

Trypsin (0,05 %)/Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (0,02 %)

(Biochrom AG)

Waschpuffer (Roche)

Materialien und Geräte:

Concentrator 5301 (Eppendorf)

Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes,

NJ, USA)

Einfrierbox (Nalgene, Rochester, NY, USA)

Einfrierröhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland)

Elektrophoresekammer (Fisher Scientific GmbH, Nidderau,

Deutschland)

Elektrophorese-Maschine (Pharmacia Biosystems, Freiburg,

Deutschland)

FACS-Röhrchen (Becton Dickinson)

Falcon-Röhrchen (12 ml, 50 ml) (Greiner Bio-One GmbH)

Filterpapier (Eppendorf)
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Gel Doc 2000 (Biorad, München, Deutschland)

Gewebekulturschalen (60/15 mm, 94/16 mm) (Greiner Bio-One

GmbH)

Hybridisierungsflasche (Hybaid, Ashford, Middlesex, UK)

Laminar-air-Sicherheitswerkbank (ICN Biomedicals, Costa Mesa,

CA, USA)

Lichtmikroskop (Hund, Wetzlar-Nauborn, Deutschland)

Neubauer-Zählkammer (Superior, Marienfeld, Deutschland)

Nylonmembranen (Biorad)

Parafilm (American National Can, Menasha, Wi, USA)

Phasenkontrastmikroskop (Leitz, Wetzlar-Nauborn, Deutschland)

pH-Indikatorstäbchen (Merck)

Pipetboy accu (Schubert & Weiss GmbH, München, Deutschland)

Plastikreaktionsgefäße/Cups (Eppendorf)

Shaking Platform (Hybaid)

UV-Linker (Hybaid)

Vakuumblotgerät (Biorad)

Vakuumtrockner (Binder, Tuttlingen, Deutschland)

Zellkulturflaschen (175 cm2) (Greiner Bio-One GmbH)

Zellkulturschrank (Heraeus Sepatech)

Zellkulturschrank (Nuaire, Plymoth, Minnesota, USA)

Zellschaber (Schubert & Weiss)

Zentrifuge (Eppendorf)

Zentrifuge (Heraeus Sepatech)
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