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1. Einleitung

1.1 Was versteht man unter einer Lyme Borreliose?

Die Entdeckung der Lyme Krankheit begann 1975 mit der Entdeckung einer
ungewdhnlichen Haufung von Arthritiden bei Kindern aus Lyme in Connecticut, die einer
juvenilen rheumatoiden Arthritis Zhnelten. Diese Tatsache veranlafite Steere et al. (1976)
klinische und epidemiologische Untersuchungen durchzufiihren. Diese spezielle Form der
Arthritis war bislang unbekannt, sodalB3 sie nach dem Erstbeschreibungsort Lyme-Arthritis
genannt wurde.

Da man in weiteren Beobachtungen erkannte, dafl neben Gelenkaffektionen bei den
betroffenen Kindemn zu Teil auch Haut, Herz, und das Nervensystem betroffen waren, mufite

der Name im Sinne einer Lyme-Krankheit erweitert werden (Steere et al. 1977).

Da sich die Beschwerden unter Penicillin-Therapie besserten, war ein infektidses Agens als
Ursache wahrscheinlich (Steere et al. 1980).

Bei einigen Kindern waren vor Ausbruch der Arthritis Hauteffloreszenzen beobachtet
worden, die sich ringférmig ausbreiteten. Diese Hautverdnderungen waren in Europa unter
dem Namen Erythema chronicum migrans (ECM), das von Afzelius (1909) und Lipschiitz
(1913) beschrieben wurde, seit lingerem bekannt. Daher nahm man an, daf§ beide

Krankheitsbilder, in USA wie in Europa durch ein gemeinsames Agens verursacht werden.

Da die Krankheit jahreszeitlich gehduft im Sommer beobachtet wurde und eine Haufung des
ECM’s nach Zeckenstichen von Ixodes ricinus bekannt war und da in waldreichen Gebieten
die Krankheit hdufiger vorkam, fiel der Verdacht auf Zecken als Vektor.

Aufder Suche nach Vektoren der Lyme-Krankheit entdeckte W. Burgdorfer et al. (1982)
Spirochiten in 77 von 126 Zecken (Ixodes dammini, Hirschzecke). Damit hatte er erstmalig

den Erreger der Lyme-Krankheit dargestellt.

In Europa wurden neben dem ECM und der Lyme-Arthritis auch andere, schon ldnger
bekannte Krankheitsbilder, mit diesem Erreger in Verbindung gebracht, so die
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) und das Bannwarth-Syndrom, das einer

lvmphozytiren Meningoradikulitis entspricht (Bannwarth 1944).



1 2 Klimische Verldufe der Lyme-Borreliose

D= Lyme-Borreliose bietet ein vielfdltiges Krankheitsbild und wird analog zur Syphilis in
&re: Stadien eingeteilt. Dieser Einteilung liegt die Vorstellung zugrunde, dafl die Krankheit
=ach emner lokalisierten Infektion im Bereich des Zeckenstichs (Stadium 1) sekundéir
seneralisiert und Organmanifestationen an Nervensystem, Gelenken, Haut, Herz und Augen
hervorruft (Stadium 2). Schreitet diese Symptomatik weiter fort und liegen mehr als 6
Monate persistierende entziindliche Verdnderungen vor so wird von einem chrenischen
Krankheitsverlauf ausgegangen und man spricht von einer Borreliose des Stadium 3

(Duray et al. 1988).

Klinische Zeichen des ersten Erkrankungsstadiums:
Dauer: 4-6 Wochen

Haut Erythema chronicum migrans, Lymphadenosis cutis benigna
unspezifisch Fieber, Abgeschlagenheit
Schmerzen von Muskel, Kopf, Hals, Gelenken, u.a.
Lymphangitis, Lymphadenitis

Klinische Zeichen des zweiten Erkrankungsstadiums = Organmanifestation:
Dauer bis zu 6 Monaten

Nervensystem craniale Neuritis, Meningitis
Meningo- (/ Encephalo-/ Myelo-/ Radikulo-/ Neuritis)
(in verschiedenen Kombinationen)

Bewecgungsapparat  Myositis, Arthritis

Haut multiple Erytheme

Herz Endo-/ Myo-/ Perikarditis
Augen Uveitis, Chorioretinitis
sonstige Hepatitis

Klinische Zeichen des dritten Erkrankungsstadiums:
Dauer: Krankheitsverlaufe mit progredienter Symptomatik tiber mehr als 6 Monaten

Nervensystem chronisch progrediente Encephalomyelitis, Polyneuritis
Bewegungsapparat Mono-/ Polyarthritis, chronische Polyarthritis
Haut Acrodermatitis chronica atrophicans,

Morphea (= umschriebene Sklerodermie)
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== z=ime sich, daf Symptome, die den Stadien 2 oder 3 zuzuordnen sind, auch ohne
worhemess Aufireten von Krankheitszeichen des Stadium 1 manifest werden kénnen. Dies
srschweent die klinische Diagnostik einer Lyme-Borreliose.
Zusarzliche Schwierigkeiten bestehen darin, daB nur wenige ausschlieflich von Borrelien
w=rursachte Krankheitsbilder existieren, zum Beispiel das ECM. Andere Krankheitsbilder,
wie die Meningitis und die Arthritis kénnen durch verschiedene Erreger hervorgerufen
werden. Dies muB3 bei der differentialdiagnostischen Abklérung berticksichtigt werden.

Zur Sicherung der Diagnose ist neben dem klinischen Bild hier die Serologie erforderlich.

1.3 Serologische Diagnostik

1.3.1 Testverfahren der Borreliendiagnostik

Zu= serologischen Diagnostik der Lyme Borreliose werden folgende Verfahren eingesetzt.

1.3.1.1 Der kulturelle Erregernachweis:

Er stellt den klassischen Infektionsnachweis dar. Er ist der spezifischste Test, aber
aufwendig und zudem wenig sensitiv (Goodman et al.1995). Eine Ausnahme stellt die
Anziichtung aus Liquor dar, die nach Untersuchungen von Preac-Mursic et al. (1984) in bis
zu 30% der Fille méglich ist. Aufgrund des priparativen Aufwandes und der diagnostischen
Unsicherheit bei negativem Ergebnis ist dieses Vorgehen fiir die Routineuntersuchung
ungeeignet (Steere et al. 1984). Verwendet wird er vor allem, um die Frage zu kléren, ob
neue, bisher nicht zur Lyme-Krankheit gehtrende Symptome, von Borrelia burgdorferi
werursacht werden oder nicht. Auflerdem kdnnen neue Stimme durch die Anziichtung des
Errezers aus bioptischem Material zum Beispiel bei Hautverinderungen, wie dem ECM und

der ACA. gewonnen werden.

1 312 Der IFT (Immunfluoreszenz-Test):

Er dient zum Nachweis zirkulierender Antikorper, die gegen Oberflachenantigene von
Borrehia burgdorferi gerichtet sind. Da sich ein Teil dieser Antigene auch bei anderen
Bakterien findet, lassen sich oft kreuzreagierende Antikérper nachweisen (Bruckbauer et al.
1992). Diesem Problem begegnet man, indem das Patientenserum vor der Untersuchung mit

Antigen von Treponema phagedenis versetzt wird und so kreuzreagicrende Antikérper
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sssormert werden, also ein IFT mit Absorption (IFT-Abs) durchgefiihrt wird (Alfen et
Wellensick 1992).
Eim Ansticg der IgM-Antikorpertiter 148t sich mit dieser Methode oft nicht nachweisen, da
& Antikorperkonzentrationen zu gering sind (Satz 1992). Besonders zu Beginn der
Erkrankung ist die Sensitivitit gering, sie steigt im Verlauf der Erkrankung und bei
zunchmender Generalisierung des Krankheitsbildes an (Satz 1992). Diese Methode erfordert
=in Fluoreszenzmikroskop und Erfahrung in der Auswertung der Préparate, dient aber als

Srceening-Test.

1.3.1.3 Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Der ELISA basiert auf der Detektion von Antikérpern, damit ist er ein indirektes
Nachweisverfahren. Er ist leicht durchfiihrbar und photometrisch ablesbar. Die gegen
Borrelia burgdorfen gerichtete Antikérperkonzentration wird bei diesem Verfahren
semiquantitativ gemessen. Er dient ebenso wie der IFT-Abs zur Screening-Untersuchung
griferer Patientengruppen.

Die Sensitivitat des ELISA ist von der Antigenpraparation abhingig. So werden zum
Beispiel Priparationen verwendet, bei denen durch Aufarbeitung der ganzen Borrelienzellen
alle Antigene vorhanden sind. Diese Priiparationen scheinen weniger sensitiv zu sein, da die
Antigene, die stark immunogen sind, nur einen Teil des Antigenbesatzes ausmachen (Gerber
et al. 1995). Andere ELISA-Formen, bei denen gentechnisch hergestellte Antigene
aufgebracht werden, beinhalten zum Beispiel das Flagellin-Antigen (41-kDalton), das eine
hohe Sensitivitit aufweist, sehr immunogen ist und vor allem zu Beginn der Erkrankung als
erstes Antigen erkannt wird. Gegeniiber dem Ganz-Zell-ELISA weist dieser ELISA jedoch
zine geringere Spezifitdt auf (Bruckbauer ef al. 1992, Johnson et al. 1996).

1.2.1.4 Der Westernblot:

Mt Hilfe des Westernblots kann man borrelienspezifische IgM- und IgG-Antikérper im
Patientenserum nachweisen. Der Test dient zur genaueren Bestimmung der Spezifitét der
Patientenantik6rper in der Routinediagnostik. Der Nachweis von Antik6rpern gegen ein
einzelnes Antigen findet sich hdufig, besonders gegen das 75-, 65-, 61-, 41-, 35-, 18-, 15-

und 12-kDalton-Partialantigen da diese Antigene nicht nur bei Borrelien sondern auch bei
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siesen Baktenenstimmen vorkommen (Bruckbauer et al. 1992, Fawcett et al. 1992,
Masmarell et al. 1987). Aufgrund dieser Kreuzreaktivititen wurden kompliziertere
Ssswerungskriterien erstellt, die nicht nur die Anzahl der erkannten Partialantigene,
semcem auch die Masse der erkannten Partialantigene und die Bandenintensitit
Se=acksichtigen.
Dheser Untersuchung liegen die Kriterien, die von Engelsing (1995) zur Diagnose einer
akuten Neuroborreliose gefordert wurden, zugrunde. Sie sind in der folgenden Abbildung

wicdergegeben (vergl. Abbildung 1).

mehr als drei Antigene (61-, 35-, 30, 21-, 28- oder 15-kDalton) mit IgM-Antikérpern erkannt
oder

mind. ein Antigen (35-, 21-, 15-kDalton) mit lgG-Antikrpern erkannt

Ja Nein

Es liegt eine akute Neuroborreliose vor Es liegt keine akute Neuroborreliose vor

Abbildung 1: Fluldiagramm zur Beurteilung des Westernblots nach Engelsing (1995)

In der Frithphase der Erkrankung ist der Westernblot geringgradig sensitiver als der ELISA
(Satz 1992). Vor allem hilft er bei der Beurteilung falsch positiver Resultate im IFT und
ELISA (Carlos et al. 1990).

1.3.2 Probleme der serologischen Diagnostik

Die Diagnose einer Lyme-Borreliose ist allein aufgrund der Serologie nur sehr begrenzt
méglich. Eine Neuroborreliose gilt als gesichert, wenn intrathekal die Produktion von
Borrelia Antikérper nachgewiesen werden kann. Doch neben diesem Sonderfall, in dem die
Serologie allein den diagnostischen ,,Beweis™ erbringen kann, finden sich in der

serologischen Diagnostik in der Regel folgende Probleme.

1.3.2.1 Kreuzreaktivitat:

Da ist als erstes das Problem der Kreuzreaktivitit zu nennen. Einzelne Epitope des

Bakteriums Borrelia burgdorferi sind auch bei anderen Spirochiten und Bakterien
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worhanden (Bruckbauer et al.1992, Fawcett et al. 1992). Stérende Kreuzreaktionen zeigten
msbesondere Seren von Patienten mit Syphilis, Leptospirose, Pinta, Frambésie und
Riickfallfieber (Alfen et al. 1992, Craft et al. 1984, Magnarelli et al. 1984, Russel et al.
1984).
Besonders der Borrelien-Immunfluoreszenz-Test 1st bel Verwendung ganzer Borrelien fiir
eine Kreuzreaktion mit Treponemen-Antikérpern anfillig (Carlsson et al. 1991) Dieser
Mangel an Spezifitiit kann aber durch eine Absorbtion des Patientenserums mit einem
Antigen-Konzentrat von apathogenen Treponemen behoben werden. Zudem kann man den

Westernblot als Kontrolltest verwenden.

1.3.2.2 Antigenvariabilitat:

Der Vergleich serologischer Ergebnisse aus verschiedenen Laboratorien wird durch die
Verwendung verschiedener Borrelien Stimme erschwert. Die einzelnen Stémme stammen
aus unterschiedlichen Regionen der Welt (Wallich et al. 1993) und unterscheiden sich zum
Teil erheblich in ithrem Antigenmuster( Wilske et al. 1988, Zumstein et al. 1992).
Die Erregerfamilie Borrelia burgdorferi (Borrelia burgdorferi sensu lato) wird anhand ihres
Genotyps und des Proteinbesatzes in drei Unterarten: eingeteilt (Baraton et al. 1992, Lebech
et al. 1994):

Borrelia burgdorferi sensu strictu (zum Beispiel: B;;)

Borrelia garinii (zum Beispiel: B afzelii, Stamm PKo)

Borrelia burgdorferi serovar VS 461 (zum Beispiel: Stamm Pbi)
Alle drei Borrelia burgdorferi-Unterarten fanden sich in europiischen Isolaten, in
japanischen Isolaten fanden sich Vertreter der Gruppen Borrelia burgdorferi sensu strictu
und Borrelia garinii, wihrend Isolate aus den USA nur Borrelien der Gruppe sensu strictu

enthielten (Baraton et al. 1992, Lebech et al. 1994).

1.3.2.3 Fehlende Aktivitatsparameter:

Die Lyme-Borreliose 146t sich, wie oben beschrieben in drei Stadien einteilen. Dabeil kann
die Krankheit aktiv sein, auch wenn keine IgM-Antikérper nachweisbar sind. Zum emen
kann die frithe Phase der Immunantwort zum Zeitpunkt der Diagnosestellung schon
abgeschlossen sein, zum anderen wurden Reinfektionen beschrieben, die mit einer IgG-
Antikérperproduktion ohne IgM-AntikSrper emhergehen (Weber et. al. 1986, Pfister et al.
1985). Zudem lassen sich IgM-Antikérper in einigen Féllen auch bei klinisch gesunden
Probanden nachweisen (Engelsing 1995).
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% =sscharft wird dieses Problem dadurch, daB nach der Serokonversion {iber mehrere Monate
%= Jahre positive [gG-Befunde im ELISA und im Westernblot erhoben werden kénnen
(Feder et al, 1992, Blenk et al.1995),was die Abgrenzung von aktuell Erkrankten zu

Personen mit Seronarben allein mit Methoden der Serologie unméglich macht.

1.4 Die 1gG-Subklassen: biologische Aktivitit, Regulation und Nachweis

1.4.1 biologische Aktivitdten der IgG-Subklassen

Das Immunglobulin G liegt beim Menschen in vier Subklassen vor. Diese unterscheiden
sich in der Form des Fc-Fragments (Hamilton 1987). Da das Fc-Fragment die biologische
Aktivitit des Antikérpers vermittelt, fithrt dieser Unterschied zu verschiedenen biologischen

Wirkungen der einzelnen Subklassen.

Die biologischen Eigenschaften der Subklassen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

IgG-Subklassen

L L CE P EE P L PP PP IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
| Biologische Eigenschaften
1 % Gesamt-IgG im 65 23 8 -
| Normalserum

Halbwertszeit (Tage) 21 20 7 21

Membranpassage + (+) + +
 Komplementaktivierung 4+ ++ A +/-
{C1-Weg)
' Bindung an Monozyten ++ + 4+ +/-
' Blockiert IgE-Bildung - - . +

- Anukorperdominanz Anti-Rh | Anti-Dextran |  Anti-Rh Anti-Faktor

Anti-Levan VIII

1::::[; 1: Unterschiede der biologischen Eigenschaften von IgG-Subklassen aus Roitt (1988) und Keller
D= Subklasse-IgG1 stellt, mit 60,3 - 71,5 % aller Antikdrper, den grofiten Teil der IgG-
Antikdrper (Hamilton 1987). Sie wird bei Antigenkontakt friih gebildet und dominiert bei
der Immunantwort gegen Proteine (Hamilton 1987). Antikorper dieser Subklasse zeichnen
sich dadurch aus, daf sie Komplement auf dem klassischen Weg aktivieren konnen, dafl sie
cytophil auf Monozyten, Neutrozyten, Lymphozyten und Plattchen wirken. Damit spielen
si= eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Entziindungsreaktionen. Zudem

stammen die Antikérper bei allergischen Reaktionen iiberwiegend aus der IgG1-Subklasse
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i Smden sich besonders zu Beginn einer Hyposensibilisierungsbehandlung (Sondergaard
== 1951).

A=skorper der Subklasse IgG2 stellen den zweitgréBten Anteil der zirkulierenden
Amtikorper dar (23%), obwohl 50% aller ruhenden B-Zellen IgG2-Antikdrper auf der
Oberflache tragen und damit potentiell IgG2 sezernieren konnten (Dembech et al. 1992). Sie
Lannen ebenfalls Komplement aktivieren, wenn auch schwicher als IgG1 und IgG3.
Antikorper dieser Subklasse sind vor allem gegen Polysaccharide gerichtet (Hamilton 1987,
Roitt 1988).

Deer 1gG3-Antikérper hat eine gréBere Masse als die anderen IgG-Subklassen, da die ,,hinge
s==on", das Verbindungsstiick zwischen Fc-Stiick und den leichten Ketten, linger ist als be1
2=n anderen drei IgG-Subklassen (Hamilton 1987). Durch diesen Unterschied in der
Struktur wird die stirkere Aktivierbarkeit des Komplementsystems durch IgG3-Antikérper
erklirt (Femstein et al.1986). Die Halbwertszeit von IgG3-Antikérpern 1st mit 7 Tagen nur
ein Drittel so lang, wie bei den drei anderen Subklassen (Junker et Tilley 1994). [gG3-
Antikérper besitzen wie IgG1-Antik&rper cytophile Wirkung auf Monocyten, Neutrophile,
Platichen und Lymphocyten. Die Spezifitit der [gG3-Antikdrper entspricht der von IgGl-
Antikdrpern und sie sind ebenfalls gegen Proteine gerichtet.

12G4-Antikorper stellen den kleinsten Teil der IgG-Antikorper (4%). Sie werden vor allem
51 langdauernder Antigenstimulation (Mathiesen et al. 1990) und im Verlauf einer
Syposensibilisierungsbehandlung gebildet (Urbanek et Dold 1986, Peng et al. 1992). 1gG4
Lamnte emne Rolle bei der IgE vermittelten Histaminfreisetzung spielen (Peng et al. 1992).
Diaher scheint IgG4 nach einer Untersuchung von Yamakoshi et al. (1992) die
Histaminfreisetzung zu verhindern oder zumindest einzuschranken. Zudem scheint nach
einer Studie von Sondergaard et al. (1992) ein gemeinsamer Regulationsmechanismus fiir
die Bildung von IgG4 und IgE zu existieren, der dazu fiihrt, dafl bei starker Produktion von
12G4 wenig IgE produziert wird, wahrend bei starker Produktion von IgE die Produktion
won I2G4 gemindert ist.
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A== lassen sich bei Immunreaktionen nur wenige spezifische IgG4-Antikérper nachweisen
Sammarstom et Smith 1986). Jedoch stellen bel einzelnen Infektionen [gG4-Antikérper
2== zrobiten Anteil, vor allem bei langdauernder Auseinandersetzung mit dem Erreger

“Eallanisch et al. 1990, Lucius et al. 1992, Aceti et al. 1993).

Dre Konzentrationen der einzelnen Subklassen steigen wihrend der ersten 15 Lebensjahre
lzngsam an und erreichen bei Kindern erst wihrend der Adoleszenz die eines gesunden
Erwachsenen (Ziehlen et al. 1990). Aus diesem Grund wurden keine Kinder in diese Studie

gmbezogen.

1.4.2 Regulation der IgG-Subklassenproduktion

Im Rahmen der Erregerabwehr werden bei Infektionen spezifische Antikérper, darunter
zuch IgG-Subklassenantikorper, gebildet. Diese Antikorperproduktion geschieht in
aktivierten B-Zellen. Dabei existieren zwei Wege der B-Zell-Aktivierung, die sich darin
unterscheiden, ob die Aktivierung T-Zell-abhdngig oder unabhéngig erfolgt und welche
Zytokine vorherrschen,

Zum emen kann die B-Zelle von einigen Antigenen, besonders grofleren Antigenen direkt
aktiviert werden (Subbarao et al. 1994). Diese Antigene sind meist Polysaccharide und
proteinfreie Liposomen (Laman et Claasen 1996) und zeichnen sich durch einen repetitiven,
das heil3t sich wiederholenden, Molekiilaufbau aus. Sie binden sich nicht an das MHC-II-
Molekiil (Harding et al. 1991), aber an membrangebundenes Immunglobulin-D, das als
Rezeptor wirkt (Dintzis et al. 1976). Durch ihre GroB3e besetzen sie mehrere Bindungsstellen
der B-Zelle und aktivieren diese. Es kommt zur Steigerung der Mitoscrate der B-Zellen.
Eme AntikSrperproduktion erfolgt erst nach weiterer Stimulation mit einem bisher
smbekanntem Agens (Laman et Claasen 1996). Anschliefend produzieren diese B-Zellen
1=D- und IgM-Antik6rper. Durch zusitzliche Stimulation mittels Zytokine zum Beispiel
Interferon-y (IFN-y), die von Natiirlichen-Killerzellen (NK), Makrophagen, Mastzellen,
T- oder B-Zellen abgegeben werden (Mond et Brunswick 1987), kommt es zum Wechsel
der Antikorperklasse und zur Produktion von IgG2-Antikérpern beim Menschen und
12G3-Antikérpern bei der Maus (Stein 1992). Dieser Aktivierungsweg hat zur Folge, daf
keine weitere Differenzierung der B-Zelle zur Plasmazelle oder Memory-Zelle stattfindet
{Laman et Claasen 1996).
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Eine zweite Gruppe von Antigenen, iiberwiegend Proteine, aktivieren B-Zellen in
Abhangigkeit von T-Zellen (Parker 1993). Die Proteine werden von Antigen-
seasentierenden-Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen oder auch B-Zellen aufgenommen,
mitiels Lysosomen gespalten und Teile davon auf dem MHC-Molekiil der T-Zelle
prasentiert (Germain et Margulies 1993). Die T-Zelle erkennt den MHC-Antigen-Komplex
der prisentierenden Zelle. Falls die antigenprasentierende Zelle keine B-Zelle war, wandert
die aktivierte T-Zelle weiter, bis sie auf eine B-Zelle mit gleichem Antigen-Rezeptor-
Komplex trifft. Mit dieser B-Zelle nimmt die T-Zelle iiber membrangebundene
Adhisionsmolekiile Zell-zu-Zell Kontakt auf (Clark et Ledbetter 1994, Noelle et al. 1992).
Disser Kontakt stimuliert die B-Zelle zur Reifung und Teilung, zudem produziert die T-
Zelle Zytokine und fordert damit zusitzlich die Vermehrung und Differenzierung der B-
Z=llen zu Plasmazellen und Memory-Zellen. Die aktivierten Plasmazellen produzieren
Antikérper, wobel Zytokine der T-Zelle auch einen Einflufl darauf haben, welche
Antikorperklasse oder Subklasse gebildet wird (Parker et al. 1996).

Imszesamt herrschen bei der Aktivierung durch T-Zell-abhéngige Antigene IgG1-Antikorper
vor. daneben werden auch IgG2-Antikérper produziert, wihrend IgG3 und IgG4 beim
Menschen nur in geringem Umfang gebildet werden (Stein 1992).

Parallel zur Aktivierung und Differenzierung der B-Zelle zur Plasmazelle findet die
Differenzierung der T-Zelle statt.

Di= T-Zellen lassen sich nach ihren Oberflichenantigenen in CD4 und in CD8 positive
Z=ll=n einteilen. Dabei entsprechen erstere den T-Helfer-Zellen, wihrend letztere die T-
Suppeessor-Zellen darstellen. Die T-Helfer-Zellen lassen sich in drei Untergruppen
s=s=l=n_in TH,-Zellen, die noch nicht vollstindig ausgereift sind, in TH,-Zellen, die
seswiczend Interferon-y (IFN-y) produzieren und in TH,-Zellen, die tiberwiegend
Seeeieukan 4 (IL-4) herstellen (Modlin 1994, Mosmann et al. 1986). Zudem férdern TH,-
Z=llen mit der Ausschiittung von Interleukin 2 (IL-2) das Wachstum aller TH,-Zellen,
wit=end die Bildung von TH,-Zellen gehemmt wird. Demgegeniiber férdern TH,-Zellen das
W achstum aller TH,-Zellen durch die Ausschiittung von Interleukin-4 (IL4) und hemmen
gz TH.Zellen.
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Zytokine TH,-Zelle TH,-Zelle
Interferon-y (INF-v) +t+ .
Tumornekrosefaktor-f3 (TNFB) +++ -
Interleukin 2 (IL2) +++ 4
Interleukin 4 (IL4) - b
Interleukin 5 (IL5) - -+

Tabelle 2: Zytokinproduktion der TH; und TH,-Zellen

Es zeigte sich 1n der Studie von Dembech et. al. (1992), daB ein CD4+T-Zell-Klon nur die

Produkiion von einer oder zweier IgG-Subklassen induziert, dafl auerdem die Stimulation

der B-Zelle maximal war, wenn ein direkter Zell-zu-Zell Kontakt zwischen den B- und T-

Zellen bestand. Die aktivierte B-Zelle unterliegt im folgenden der Stimulation und

Regulation durch Zytokine. Als Quelle fiir diese Zytokine dienen, wie oben angemerkt T-

Zellen, Makrophagen, Natlirliche-Killerzellen, Mastzellen, eosinophile Granulozyten und

zuch B-Zellen selber.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dal die Zytokine unterschiedliche Wirkungen

Servorrufen. Einige fordern oder hemmen die Bildung bestimmter Antikérpersubklassen,

wae die folgende Tabelle zeigt.

Zytokin Bildungszellen | fordert Bildung Wachstum / hemmt Bildung
von Differenzierung von
IL2 T, M, NK = i 12G 1 xingonist von 124}
IgE (Antagenist ven [L-4)
Effekt unabhiingig
von [FN-y
IL3 NK, eo - + -
1L-4 T, M, eo, mast, NK IgGl, IgE + 1gG2a, IgG2b, [gG3,
IeM
-5 mast, eo - + =
H.-6 B, M, NK fordert Bildung von + =
Plasmazellen
f-10 M IgM, IgG, higG1, + -
hlgG3
H-13 T IgM, IgG,,.;, hIgE, - -
hlgG4
FN-y T, NK, M IgG2a, + 1gG1, IgG2h,
15G3 ({je nach Aktivator) IgGB (jenach Aktivatar)
IgE
{Anteeonist yon [L-4* I1-31
TGE-B T, B, M, NK IgA, IgG2b o= IgE
TIGE8L1-10 T.B.M higA + )
? hlgG2 - -
GM-CSF T,NK, B - + =

2o = o Imterleukine Produktionsorte und Rolle in der AntikGrperantwort (nach Laman et Claasen 1996)
T T-Z=0= B: B-Zelle, M: Makrophage, NK: Natiirliche-Killer-Zelle, mast: Mastzelle, eo: eosinophiler

Cesmwesyt B Humaner Antikorper (nach Laman et Claasen 1996)
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¥ &= Regulation der IgG-Subklassen ist bedeutsam, daB je nach Interleukin nicht
& =cmmalig alle Subklassen vermehrt gebildet werden, sondern die Produktion einzelner
Suklassen gefordert und anderer Subklassen gehemmt wird. Wie zum Beispiel bei Inter-
“swin2_das nur die Produktion von IgG1 fordert und die Produktion von IgG2 und IgG3
Sesmmt. Damit ist die Regulation der IgG-Subklassen-Produktion zum Teil eine Folge der
®=sulation der Zytokine.

1.4 3 IgG-Subklassen im Verlauf der Antikérperproduktion

Die Antikorperproduktion dndert sich im Verlauf einer Infektion. Als erstes werden
Amnkorper der Klasse IgM gebildet, die nach 14 Tagen zunehmend von AntikSrpern der
1=G-Klasse ersetzt werden. Aber auch der Anteil der einzelnen IgG-Subklassen verdndert

=0 1m weiteren Verlauf.

E=men Hinweis fiir die Verdnderung der mengenméfigen Anteile der IgG-Subklassen im

I aufe der Auseinandersetzung mit einem Antigen finden sich in den Arbeiten zur
Sposensibilisierung. Hier wurde von Peng et al. (1992) beobachtet, daB IgG1 in der frithen
Phase der Immuntherapie dominiert, wihrend IgG4 erst nach lingerer Behandlung in
signifikanten Mengen gebildet wird.

Von Baugh et al. (1988) wurde beobachtet, daB bei primérer Syphilis vor allem IgM- und
I=G1-Antikorper entstanden, wihrend be1 einer aktiven sekundére Syphilis IgG1 (53% des
Gesami-IgG) und IgG3 (43% des Gesamt-IgG) dominierten. Demgegeniiber stellten 1gG2
wme 12G4 nur geringe Anteile der Antikdrpermenge (weniger als 10% und 2%).

%= zwei Studien, in denen die I[gG-Subklassenverteilung bei Borrelia burgdorferi untersucht
warde, fanden sich die meisten Antikorper in den Subklassen IgG1 und IgG3 (Olsson et al.
2987, Hechemy et al. 1988).

1.4 4 Nachweis der IgG-Subklassen

Die Detektion der einzelnen [gG-Subklassen erfolgt mit Hilfe der Unterschiede im Fe-
Frasment, anhand derer die IgG-Subklassen zu erkennen sind. Dabei werden Antikdrper
=msesetzt, die jeweils gegen eine dieser Fc-Varianten gerichtet sind. Diese

Detcktionsantikorper sind je nach Testverfahren selbst markiert, oder werden durch
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s emmarioerie Farbeantikorper erkannt. SchlieBlich kommt es durch die Umsetzung von
S =ur Anfiarbung.

1 = il und Fragestellung der Arbeit

%= &e=ser Studie wurden ausgehend vom klinischen Befund zwei Gruppen von Patienten
s=k-utiert. Zum einen Patienten mit klinisch sicherer Borreliose zum anderen Probanden mit
=her uncharakterischtischen Symptomen. Die Personen beider Gruppen wiesen eine positive
Baomrelienserologie auf.

Des Zicl dieser Arbeit war es, serologische Hinweise fiir das Vorliegen einer aktiven
Esimankung zu gewinnen. Hierzu wurde untersucht, ob die Analyse der

Ser=lienspezifischen IgG-Subklassen-Antikérper im Westernblot hilfreich sein kdonnte.

Sesonders war von Interesse:

. Welche Antigene in diesen beiden Gruppen von den einzelnen IgG-Subklassen erkannt
wurden.

2 0b es Unterschiede in diesen Antigenmustern gab.

3. Ob es Unterschiede in den IgG-Subklassenverteilung gab.

£ Ob Unterschiede in den IgG-Subklassenmengen auf Unterschieden in diesen

Antigenmustern beruhten.
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2. Material

Panientengut

# ¢ Sicse Studie wurden Patienten und Probanden aus den Einsendungen des Labors fiir
meiimmische Mikrobiologie ausgewihlt, die eine positive Borrelienserologie aufwiesen.
D mulbiten folgende EinschluBkriterien erfiillt werden:

1. Der IFT-Titer mufite mehr als 1: 40 und der IFT-Abs-Titer mehr als 1: 10
betragen.

1. Der ELISA-Wert wies mehr als 200 Einheiten auf.

2. Es wurden spezifische IgM oder IgG-Antikérper gegen Borrelia burgdorfen: im
Westernblot nachgewiesen.

3. Bei Patienten mit Neuroborreliose wurde eine intrathekale Produktion
borrelienspezifischer Antikérper nachgewiesen.

(in diesem Fall konnte der Befund im Serum auch negativ sein)

22 allen Patienten sollte durch klinische Untersuchungen Hinweise fiir das Vorliegen einer
Siheren oder noch bestehenden Borrelien-Infektion erhoben werden. So wurde bei jedem
Fatienten eine neurologische Untersuchung durchgefiihrt. Falls dermatologische oder
racumatologische Symptome vorherrschten, wurden die Patienten in der Haut-Klinik oder

&=r Rheumasprechstunde vorgestellt.

Dhesch diese Vorgehensweise konnten bei den meisten Testpersonen geklirt werden, ob zum
Z=punkt der serologischen Untersuchung oder frither eine klinisch aktive Borreliose
wessanden war oder nicht. Bei wenigen Testpersonen war diese Zuordnung nicht méglich,

el sie aus der Studie ausgeschlossen wurden.

¥= folzenden wurden die Testpersonen in die Gruppe der symptomatischen Borreliose-
Patienten und der Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion eingeteilt. Dabei
wurden die Testpersonen als Gruppe der symptomatischen Patienten zusammengefalt, die
su= Zeitpunkt der Erfassung oder anamnestisch gesichert unter den typischen Symptomen
@mer Borreliose, wie zum Beispiel ECM, ACA, einer Arthritis entsprechend den

& a=mostischen Kriterien von Steere et al. (1988), einer Meningoradikulitis entsprechend
@=m Bannwarth-Syndrom oder einer chronischen Neuroborreliose litten. In die Gruppe

Nemoberreliosen wurden nur Patienten eingeordnet, wenn eine borrelienspezifische
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Smmieeie AntikGrperproduktion nachweisbar war. Dabei existierten Fille (n = 4), bei
men &= serologische Befund im Serum negativ und nur im Liquor positiv war.
Saemtes it ECM wurden einbezogen, wenn die Effloreszenz durch eine hautértzliche
mesachame diagnostiziert worden war. Bei einem dieser Patienten lag bei der
Sssmmeersuchung ein grenzwertiger Antikorpernachweis von 173 ELISA-Finheiten im
Sesm vor.

i zweite Gruppe umfafte die Testpersonen, bei denen aufler einer positiven Serologie im
SLISA und/oder im Westernblot, keine Hinweise fiir eine Borreliose zu erheben waren.
Dt las eine asymptomatische Borrelien-Infektion vor. Diese Patienten waren in der
S===! wegen nicht infektidser Erkrankungen stationir aufgenommen worden. Wihrend der
Dhssmostik waren als Zufallsbefund Antikérper gegen Borrelien aufgefallen, ohne daf die
Smetame und der serologische Befund miteinander in Bezichung gebracht werden
oyEten

Fatienten mit aktiver Erkrankung wurden einer antibiotischen Behandlung zumeist durch
‘=rzvendse Antibiose mit Rocephin zugeflihrt. Ein Grofiteil der Patienten wurde im Rahmen
<e= Kontrolluntersuchungen nach 6 Monaten und 12 Monaten nachuntersucht. Bei diesen
Nachuntersuchungen wurde festgestellt, ob die Krankheit vollstindig ausgeheilt war, ob
Def=kizustinde bestanden, oder ob noch immer eine aktive Erkrankung vorlag, die eine
ssme=ute antibiotische Therapie zur vollstdndigen Ausheilung erforderlich machte.

2 © Verbereitung des Materials

S8 &ic serologischen Untersuchungen wurde den Patienten bei jeder klinischen

U misssuchung vendses Blut entnommen, nach vollstindiger Gerinnung bei 3000
Umdrshungen pro Minute fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde in Aliguots zu
1ml bei -18°C bis zur Weiterbearbeitung eingefroren. Vor der Wiederverwendung wurden
o= Proben vollstandig aufgetaut, auf Zimmertemperatur gebracht und durchmischt, um eine
Sommosene Verteilung der Antikérper zu erreichen.
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3. Labormethoden

28 Smmunfluoreszenz-Test (IFT) und IFT-Absorbtions-Test (IFT-Abs)

s IFT dient zum Nachweis von Antikérpern, die gegen Oberflichenantigene von Borrelia
Swrsdorferi gerichtet sind. Im IFT-Abs werden kreuzreagierende Antikorper durch eine

A ssorhiion der Seren mit Treponema phagedenis Antigen absorbiert und die Spezifitit so
s=swigert

k= Objekttriger des Borrelien-IFT stammen aus der Herstellung des Spirochéten-Labor
2ot Dr.med. Wellensiek, Medizinische Mikrobiologie der JTustus-Liebig-Universitit.

2 1.7 Reaktionsprinzip

Mlach einer Absorption des Patientenserums mit Treponema phagedenis Antigen zur

W ===idung von Kreuzreaktionen, binden sich borrelienspezifische Antikérper an die auf
O =kirigern fixierten Borrelien (Alfen 1992). In einem zweiten Schritt werden an diese
A=skomper fluoreszierende Anti-Human-Antikdrper gebunden. Im Fluoreszenzmikroskop

sauzieren diese Detektionsantikorper eine griinliche Fluoreszenz der Borrelien.

3.1.2 Herstellung des Borrelien-Antigens und der Objekttrager

A8= zur Durchfithrung der Bakterienanziichtung und Priparation bené&tigten Reagenzien
&= im Anhang 2 aufgefiihrt. Die zur Durchfiihrung des [FT und IFT-Abs benétigten
W e=senzien sind im Anhang 3 verzeichnet.

= 1 2.1 Stammbhaltung

= Kultivierung der Borrelien (Stamm B,,) wurde ein von Preac-Mursic et al. (1986)
=difiziertes BKS (Barbour-Stoenner-Kelly)-Medium (Anhang 2: a) verwendet.

D= Kulturen wurden bei 32°C bebriitet und alle vier Tage mikroskopisch
\Duskelfeldpriparat) kontrolliert. Von jeder Kultur wurden alle vier Tage eine Subkultur
mselegt

_— -
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21 2 2 Gewinnung von Antigen

"9 =l ciner gut bewachsenen (drei bis vier Tage alten) Borrelia burgdorferi-Kultur wurden

= 2000 ml steriles Kelly-Medium (Anhang 2: a) eingebracht und bei 32°C bebriitet.

Wachdem das Medium ausreichend bewachsen war, nach etwa 3-4 Tagen, wurden die
Sakterien mittels Zentrifugation in einer Heraeus-Zentrifuge bei 5000 rpm fir

20-30 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde mit Hilfe einer Wasserstrahl-Pumpe
shessaugt und das Pellet in Borrelien-Waschpuffer (Anhang 3: a) resuspendiert. Dieser
Waschvorgang wurde insgesamt sechsmal wiederholt. Schliellich wurde das Pellet je nach

Dichie in 5-10 ml Suspensionspuffer (Anhang 3: b) aufgenommen.

2 1.2.3 Herstellung der Objekttrager

Zur Ermittlung der optimalen Verdiinnung des Antigens wurde ein Objekttriger (IFT-
Obsekitriger der Firma BAG, Lich) mit einer Verdiinnungsreihe des Antigens von 1:2, 1:4,
8 1:10, 1:20 und 1:50 beschichtet, getrocknet und bis zum néchsten Tag bei 37°C im
Smutschrank getrocknet. Die benétigten Objekttrager (IFT-Objekttriger der Firma BAG,

Lich) wurden vor der Verwendung mit Methanol und sterilem bidestilliertem Wasser

geremigt.

£s folgte die Fixierung des Antigens mittels Fixier-Losung (Anhang 3: ¢) fiir fiinf Minuten,
&ine Spiilung mit sterilem bidestilliertem Wasser fiir eine Minute, und die Beurteilung der

Sarrelien-Dichte mit dem Dunkelfeldmikroskop. Das restliche Antigen wurde entsprechend
= optimalen Verdiinnung mit Suspensionspuffer (Anhang 3: b) suspendiert, aliquotiert und

= -20°C bis zum Gebrauch gelagert.

%= emzelnen Vertiefungen der Objekttriger wurden durch Tropfsaugen (die Antigen-
Sespension wird aufgetropft und sofort wieder zum gréfiten Teil abgesaugt) mit Antigen
Sherschichtet. Der Objekttriiger wurde fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 37°C
e=tocknet. Es folgte die Fixierung des Antigens, der abschlieBende Spiilgang mit sterilem
Sedesuilliertem Wasser und eine erneute Trocknung der Objektriger im Brutschrank bei

= 7°C &ir zwei Stunden. Der fertige IFT-Objekttrager konnte bei + 8°C im Kiihlschrank fiir

&wz 4 Wochen gelagert werden.
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chfiihrung des IFT und IFT-Abs

» Patientenserum wurden zwei Verdiinnungsreihen angesetzt. Bei der ersten fiir den IFT

% 25 ul des Serums in 100 pl PBS (Anhang 3: d), bei der zweiten fiir den IFT-Abs

= die gleiche Menge Serum in 100 pl Absorptionslésung, dem Treponema phagedenis

- =n_(Anhang 3: e) vorverdiinnt. Beide Ansitze wurden fiir 30 Minuten inkubiert.
mschliel end wurden parallel Verdiinnungsreihen des Serums von 1: 10; 1: 40, 1: 80, 1:160,

§ 320 und 1: 640 mit PB S-Losung (Anhang 3: d) als Verdiimnungsmedium hergestellt.

s 10 ul der Verdiinnungen wurden auf jeweils ein Feld der IFT-Objekttriger
wSecbrachi. Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Asirager mit PBS (Anhang 3: d) kurz abgespiilt und anschlieiend fiir 5 Minuten im

I5-8ad gewaschen, danach wurden die Objekitriiger getrocknet.

de eine Arbeitsverdiinnung der Farbeantikorper (Anhang 3: f) mit einer

se=ntration von 1: 20 mit PBS hergestellt und davon 10 pl auf jedes Feld des

: : aufgebracht.

Objekitrager wurden emeut bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert, anschlieBend, wie oben

.
sscomieben gewaschen und getrocknet.

=

%= &iesem Zustand wurden die Objekttréger innerhalb von 2 Stunden unter dem Mikroskop

==weric

Beu, eilung des IFT

. == Serum Antikérper gegen Oberflichenantigene von Borrelia burgdorferi vorhanden

smistand durch die Markierung eine sichtbare Fluoreszenz. Der Test wurde als positiv
m=t wenn im IFT oder im IFT-Abs bei der Verdiinnung der Seren von 1:10 eine

==nz unter dem Mikroskop zu beobachten war. War im Serum des Patienten eine
onzentration an Antikérpem vorhanden, so konnte je nachdem auch bei einer

ag der Seren auf 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 oder 1:640 eine Fluoreszenz beobachtet
v '_- ZﬁeVmiﬁnnung bei der gerade noch eine Fluoreszenz nachweisbar war, wurde als
= & des Patienten angegeben.
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e linked Immunosorbent Assav (ELISA)

4 dient als leicht durchfithrbarer und photometrisch ablesbarer Test zur Screening
o der Seren. Es werden Antikérper gegen alle vorhandenen Borellienepitope
Eine Differenzierung der Antikorper nach dem jeweiligen Antigen ist mit dieser
ade nicht moéglich.

= = dieser Studie verwendete ELISA-Kit stammt von der Firma Sigma, Diagnostics, St.
Lows USA (1990) und wurde entsprechend der von der Firma angegebenen Anleitung
‘Smscheetiihrt. Er diente zum Nachweis von AntikSrpemn gegen Borrelia burgdorferi in den
Sisssen IgM und IgG.

2 2.1 Reaktionsprinzip

h?mlzzp des ELISA basiert auf der Antigen-Antikérper Reaktion im Sinne eines
Sssmimmunoassay, durch die mittels Sandwich-Technik gegen den Erreger gerichtete
Pasenten-Antikdrper nachgewiesen wurden.

A= & Wiinde der Mikrotitergefille war 16sliches Antigen (Zellsonikat) des Borrelia
Sessdorferi Stammes B31 gebunden, das zunichst mit dem Patientenserum reagiert. Nach
&ime=m Spiilvorgang wurden an die Patientenantikérper enzymmarkierte gegen humanes IgM
w126 gerichtete Detektionsantikérper gebunden. Durch die enzymatische Reaktion der
D=tektionsantikorper mit Substrat wurde das Vorhandensein der Patientenantikorper
Schthar gemacht.

= mehr spezifische Antikdrper der Klassen IgM bezichungsweise IgG im Serum enthalten
e desio intensiver war die erzeugte Firbung. Diese Fiarbungsintensitéit wurde durch
sassometrische Bestimmung der Absorption bei 405 nm bestimmt. Als Ergebnis erhielt man

selative Menge an Antikdrpern gegen Borrelia burgdorferi B31.

& 22 Durchfiihrung

D% Sir die Durchfiihrung benétigten Reagenzien sind im Anhang 1 aufgefiihrt.

Zur Testvorbereitung wurde in beschrifteten Réhrchen 5 pl Patientenserum (Eppendorf
Se=aknonsgefiBle 1,5 ml Nr. 3810) und jeweils 500 pl Verdiinnungsmedium (Anhang 1: a)
jg==chen. Diese so 1:100 verdiinnten Proben wurden auf emnem Schiittelgerdt (Heidolph,
Tp Reax I) gemischt. Bel jeder Testreihe erfolgt die Mitfilhrung dreier Positiv-

| Smhame 1:b), dreier Labor- (Anhang 1: c) und zweier Negativkontrollen (Anhang 1: d). Die
Senterplatte (Anhang 1: e) wurde mit jeweils 100 pl der 1:100 verdiinnten Probe pro
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B =5nc und in einer eigenen Vertiefung mit 100 pl Verdiinnungsmedium fiir den

L sswert bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. Die Kavitdten werden anschliefiend
Ehnmd mit je 300 pl Waschpuffer (Anhang 1: f) dreimal wiederholt gewaschen. Nach
M letmen Leerung wurden alle Mikrotitergefiie mit 100 pl des alkalische Phosphatase
mesiserten Detektionsantikorpers (Anhang 1: g) bei Raumtemperatur fiir weitere

& Mimuten inkubiert. Es folgte erneut eine dreimalige Waschung der Kavitéten. Im
Bicisten Schritt wurde 100 pl Natrium-p-Nitrophenylphosphat als Substrat (Anhang 1: h)
peo Gefib eingefiillt. Die alkalische Phosphatase des Detektionsantikdrpers setzte das
Substrat um, so daf es zu einer Farbung kam. Diese Reaktion wurde nach 15 Minuten bel
Basmtemperatur durch die Zugabe von 100 pl Stopplosung (Anhang 1: i) abgebrochen.
= entstandene Fiarbung wurde als optische Dichte im Bio-Tek Mikroplate Photometer

{Bis-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) innerhalb einer Stunde bei 405 nm
{S=f=renzwellenlénge 603 nm) gemessen.

2 2.3 Beurteilung

# alle Seren wurde die Gesamtkonzentration der IgM- und IgG-Antikdrper gegen Borrelia
Seredorferi wie folgt berechnet:

L= Tagesschwankungen auszugleichen, wurde aus der Dreifachbestimmung der
Esunktionswerte fiir die Laborkontrolle der arithmetische Mittelwert (M) ermittelt. Die
A=skamperkonzentration der Laborkontrolle war mit 1539 Einheiten (E) definiert. Die
Exsnktion einer Probenverdiinnung von 1:100, die 13% des arithmetischen Mittelwertes der
Lasbor-Kontrollen-Extinktionswerte entspricht, wurde 200 E definiert.

‘Seechnung der Konzentration in Einheiten (E) an Antikérper gegen Borrelia burgdorferi:

Extinktion der Probe x 1539 E

er-Konzentration (E) =

M (Extinktion der Laborkontrolle)

“seidung 2: Formel zur Berechnung der ELISA-Titer aus der photometrisch gemessenen Extinktion

A% positiv wurden Seren mit mehr als 200 Einheiten gewertet, wihrend Seren mit weniger
4= 150 Einheiten als negativ und Seren mit mehr als 150 und weniger als 200 Einheiten als

emrwerug gewertet wurden.



* Herstellung des Borrelien-Antigens

ien-Antigen wurde wie oben unter Punkt 3.2 beschrieben angeziichtet. Nach fiinf
wurde die Bewuchsdichte kontrolliert (Dunkelfeldpriparat), war sie nicht
=chend, so wurde das Medium einen weiteren Tag bebriitet, andernfalls wurden die
Lﬁm mn ciner Heraeus-Zentrifuge sedimentiert (20 000 G, 20 Minuten, 4°C) und
=2l mit Waschpuffer (Anhang 2: b) gewaschen. Im néchsten Schritt wurden die
']Jrusnhcnen Borrelien auf das 100-fache des Ausgangsvolumens konzentriert. Der

t der Borrelien-Suspension wurde bestimmt (die Methode wird im folgenden

i1t beschrieben) und mit Waschpuffer (Anhang 2: b) auf eine Konzentration von

¥ == / ml emgestellt.
||

"s 10 ml dieser Antigen-Suspension wurden 1500ul der Solubilisierungs-Lésung (Anhang
&) zegeben. Die Proteine wurden dann durch Erhitzen fiir 10 Minuten auf 100°C im

en Wasserbad solubilisiert. Anschlieffend wurde das Antigen aliquotiert und bis zur
Werwendung bei -20°C cingefroren.

2 2 1.2 Proteinbestimmung

Sax Bestimmung des Proteingehaltes der Borrelia burgdorferi-Suspension wurde das BCA

oninic Acid) Protein-Test-Reagenz der Firma Pierce (Rockford, Il USA) verwendet.
Erstellung einer Eichkurve wurde eine Proteinstandardreihe mit bekannten Konzentra-
i von 0,2 mg / ml bis 2,0 mg / ml BSA (Bovine serum albumin = Rinderserum-

) vorgelegt.

der zu untersuchenden Probe wurde eine Verdiinnungsreihe von 1:2 bis 1:32
"qstellt. Der Test wird in einem Mikroansatz durchgefiihrt, dabei wurden 10 pl Probe mit
200 ul BCA-Losung gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es entwickelte sich eine
(S=5-Farbung der Probe, deren Absorption photometrisch bei einer Wellenlinge von 562nm
g=messen und mit der Eichkurve verglichen wurde. Aus dem Vergleich erhielt man die
Bess=mkonzentration der Probe (Pierce 1989).

i
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3.3.2 Reaktionsprinzip

Das Prinzip der SDS-PAGE beruht auf der Trennung eines Antigengemisches in einem
Polyacrylamid-Gels in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (= Sodiumdodecylsulfat =
SDS) mit Hilfe eines elektrischen Feldes. Die so nach ithrem Molekulargewicht getrennten
Proteine wurden auf eine Transfermembran iibertragen (,,geblottet™) und standen damit zur
Reaktion mit spezifischen Antikérpern des Patienten zur Verfligung. Streifen der
Transfermembran wurden mit Verdiinnung des Patientenserums inkubiert. Die spezifischen
Patientenantikérper banden sich an das Antigen. In einem zweiten Schritt lagerten sich mit
Enzymen markierte Detektionsantikérper vom Kaninchen an die humanen Primérantikérper
der Patienten an. Durch die Zugabe der entsprechenden Substrate wurde eine Anférbung im

Bereich des erkannten Partialantigens erreicht, die auch als Bande bezeichnet wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden so mit jewells spezifischen Detektionsantik6rpern
Farbungen der Patienten-IgM-, -IgG- und der -IgG-Subklassen-Antikorpern hergestellt. Im
folgenden wird die Durchfiihrung des IgM- und IgG-Blots beschrieben, die Beschreibung
der [gG-Subklassen-Blots folgt unter dem Punkt 5.1.

3.3.3 Durchfiihrung des Westernblots

3.3.3.1 Durchfuhrung der SDS-PAGE

Der Westernblot wurde nach der von Towbin et al.(1979) angegebenen Methode
(modifiziert von Bhakdi et al. (1984)) durchgefiihrt, Hierbei wurden die Antigene durch eine
Sodium-Dodecyl-Sulfat- Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) in einem
diskontinuierlichen Puffersystem nach Limmli (1970) aufgetrennt. Es wurden homogene

15%-ige Polyacryamidgele verwendet. Die Sammelgelkonzentration betrug 5%.

Die zur Durchfithrung des Immunoblots benétigten Reagenzien sind im Anhang aufgefiihrt
(vergleiche Anhang 4). Die SDS-PAGE wurde in einer Apparatur der Firma Desaga
(Desaphor VA) durchgefiihrt. Zwischen zwei Glasplatten, deren Zwischenraum durch

1,5 mm dicke Kunststoffstreifen als Abstandhalter zu den Seiten und nach unten durch
Aufpressen auf eine Kautschukflache fliissigkeitsdicht abgeschlossen war, wurde ein

15%-iges Trenngel (Anhang 4: a) gegossen und mit 1 ml sterilem Wasser iiberdeckt. Nach



26

=risierung wurde das Wasser entfernt und das Trenngel 15 mm hoch mit einem

Sammelgel (Anhang 4: b) iiberschichtet und dieses wiederum mit 1 ml sterilem
ser sbgedeckt. Nach emeuter Polymerisation wurden die Glasplatten mit dem Gel
sehen die zwel mit Laufpuffer (Anhang 4: d, e) gefiillten Behiltnisse der Apparatur

s=spannt, sodaf} Ober- und Unterkante jeweils mit den Puffern in Verbindung standen.

= Borrelienantigen-

: E

gmar=tion des B,,-Stammes I

e
eie auigetaut, kurz im 1: =

:’ _-g:v:.l ZuanDChCH Ii—

-

sieachi und anschlieBend mit ¢

#= Lropfen 1% Bromphenol- :
Anhang 4: f) versetzt. ol

e

gch dem Einspannen der ]

s=n wurde jeweils 1ml der © I0KMiarAign <= 35kDitv/stign - 00Kl Avign

Jorr=lienan tigen-Priparation des Abbildung 3: Auftrennung des Antigengemisches im SDS-
y ) Polyacryamid-Gel
L_-Stammes auf ein Sammelgel

$eetragen (siche Abbildung 3).

S =inem StromfluB von konstant 20 mA wurde an das Gel fiir etwa 15 Stunden eine
schspannung angelegt, bis
S8 die durch das Bromphenol-

: sichtbare Front der

Sesnension ca. 1 cm oberhalb des
me=ren Gel-Randes befand.

s Gel wurde vorsichtig aus der

srichtung entnommen.

s Kontrolle der Elektrophorese TR 8006 8
>

@ c=mit der Verteilung der \_? SIS PolyacrylamicGel

salantigene im Gel wurden

| =< die Randstreifen von ca.

== Breite abgeschnitten und Abbildung 4: Antigenverteilung im Gel nach der Elektrophorese
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= | Stunde in Coomassie-Blau-Firbel6sung (Anhang 4: g) gefirbt, dann 1 Stunde
==ber (Anhang 4: k) behandelt und schlieRlich tiber Nacht in 10%-iger Essigsiure

e Streifen wurden zur Dokumentation in Folie eingeschweilit (siehe

e=n Iransfer der Borrelia burgdorferi Partialantigene auf eine PVDF-Transfermembran
- idendifuorid-Mikroporus Membran der Firma Millipore, eingetragenes
“sr=mreichen: Immobilon PVDF) wurde die Vorgehensweise nach Kyhse-Andersen (1984)

e Vorbereitung wurde die
ssssfermembran 5 Minuten in
W, Methanol eingeweicht,
wmach mit sterilem Wasser fiir /_
% Minuten gewaschen und auf g

= Lage in Blot-Puffer

SDS-Polyacrylamid-Gel

Elektrisches
Feld

Ashang 4: h) eingeweichter
“eempapiere lufiblasenfrei

Y
ot. Darauf deckte man, N\__ PVDF-Transfermembran

ohne Lufiblasen, das
=1 und schlieflich eine weitere

.¢. 100 kDalton-Antigen === 35 kDalton-Antigen © 10 kDalton-Antigen

T = Abbildung 5: Bloten des Antigens auf eine PVDF-
-22c In Blot-Puffer (Anhang 4: h) 'I'ran]si’cm%cmbran o

weichter Filterpapiere.

I_idem Blotvorgang (engl.: to blot = abtupfen) wurde durch eine transversale

l=kirophorese das Antigen aus dem Gel auf die Transfermembran transportiert, wo es
._ sert wurde. Dieser Arbeitsschritt wurde mit einer Blotkammer (LBK Bromma 2117
; or) ausgefiihrt, an der {iber zwel Stunden eine Spannung von 250 Volt anlag.
ach dem Proteintransfer wurde das Gel wie oben beschrieben gefiirbt, fixiert und

hweil3t.
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2 2 Kontrolle des Blots

embran wurde anschlieend zur Neutralisation des pH’s in PBS (Anhang 4: 1)
) Minuten auf einem Riittler (Certomat R Typ 886302/4 Braun) geschwenkt.
sskontrolle wurden etwa 1,5 cm breite Randstreifen von der Transfermembran
sesschmitien und mit Amidoschwarz gefdrbt, um die tibertragenen Proteinbanden sichtbar
=n. Dieser Farbevorgang wurde durch 20 miniitiges Einlegen der Streifens in
aroer (Anhang 4: k) beendet, dabei wurde nichtgebundene Farbe wieder von der
stermembran geldst. Der Rest der Transfermembran wurde zwischen Filtern getrocknet,
=t und eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlésung (Anhang 4: 1) gelegt,
Send wieder getrocknet und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

3 Inkubation des Blots mit Patientenserum

die weiteren Schritte wurde der Gesammtblot in ca. 3 mm breite Streifen geschnitten
wne jeweils ein Streifen pro Reaktionswanne mit den MaBen 5 x 120 x 20 mm eingelegt.
Absorbtion kreuzreagierender Antikérper gegen Partialantigene, die aufler bei Borrelia
= rferi bei allen Bakterien der Familie der Spirochactaceae vorhanden sind, wurden
Pplder zu untersuchenden Seren mit 200 ul Absorbtionslosung (Anhang 4: o) tiber einen
Zesr=um von einer Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Mach dieser Absorbtion wurden das vorbereite Serum mit Blockierlssung (Anhang 4: 1) zur
ihllmzentration von 1:100 aufgefiillt, auf die Streifen gegeben und iiber Nacht auf einem
(s.0.) be1 Raumtemperatur inkubiert.

E ieBend wurde die Serum-
werdinnung dekantiert und die
b& zweimal 20 Minuten in
hﬂs 2 ml Blot-Waschldsung
Mg 4: m) gewaschen, um
j'ﬁgﬂmndenes Material abzu-
Nach diesem Schritt

der Blotaufbau der
6 Abbildung 6: Inkubation des Blots mit Patienten-

A IeM j\ 16G ‘l TgA JLIgE Patienten-Antikéiper

.*. 100 KDalton-Antigen === 35 KDalton Antigen © 10 kDalton-Antigen

antikdrpern
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Inkubation des Blots mit Detektionsantikérpern fiir IgM und IgG

wurde in 1 ml

g mit der Konzentration
ger jeweilige Detektionsanti-
Sir Humanes IgM und -I1gG
: 4:p, q, S. 110) fiir

Alinuten bei Raumtemperatur

Prroxidase ohne Substrat
m‘f- ES SCthB SiCh E'.]-.n Weitefer g Anti Human IgG-Antikérper von der Ziege
| . : IgM IgG IgA IgE Patienten-Antikarper
[ sschworgang, wie oben beschrieben, A ﬁ* "l JL -
.*. 100 kDakton-Antigen <= 35kDahon-Antigen © 10 kDakan-Antigen
= (verzleiche Abbildung 7)

Abbildung 7; Inkubation des Blots mit peroxidase-

markierten Detektionsantikorper fiir humanes IgG
D8 Streifen wurden 20 Minuten bei

Wesmtemperatur in Entwickler

{ &shang 4: n, S.109) gelegt, sodaf
H die enzymatischen Umwandlung
{8== Substrates die Banden sichtbar

uden. Nach anschliefendem
. 14qa & urngescizics Substrat

ABspiilen mit destilliertem Wasser \ﬁ

4 P . i Human IgG- Antik von der Zie;
warden die Streifen getrocknet, sortiert e iy L
_ : . A leM A 12G ‘l IgA JL IgE Paticnten- Antikérper
e fir die Auswertung in der _* 100KDakon-Antigen <= 35 kDaton-Antigen © 10 kDahon-Antigen
f=spriinglichen Form als Blot
. Abbildung 8: Farben der Detektionsantik6rper durch
Efeeklebt. Zugabe des Substrates

2.2.4 Beurteilung der IgM-/ IgG-Streifen

Bee Bestimmung der Molekulargewichte der Partialantigene erfolgte durch den Vergleich
#er Lanfweite der Partialantigene mit standardisierten Proteinmarkern (Anhang 4: ¢), die in
emer separaten Aussparung im Sammelgel parallel zu dem Borrelien Antigen aufgetrennt
marden.

e Anfarbung erfolgte zum einen mit Amidoschwarz nach der oben beschriebenen
Mishode. Zusitzlich wurden Streifen des gleichen Blots mit Serum eines hochpositiven

mkubiert. Auf diese Weise war es moglich die von diesem Kontroll-Patienten
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erkannten Banden durch Vergleich mit den Proteinmarkern eindeutig zu bestimmen

(Abbildung 9).

w144
kD
Borrelien- :
Antigen Proteinmarker

Abbildung 9: Bestinmung der Partialantigene von Borrelia burgdorferi mit Proteinmarkern

In der Folge wurde bei jedem Borrelia burgdorferi Immunoblot zusitzlich dieses
Kontrollserum untersucht und ausgewertet, wodurch einerseits durch die Inter-Assay-
Kontrolle eine Qualititskontrolle der SDS-PAGE gegeben war und zusitzlich die Banden
cines neuen Patienten durch Vergleich mit dem Bandenmuster des Kontroll-Patienten

identifiziert werden konnten.

Der Westernblot wurde entsprechend der Untersuchung von Engelsing (1993) ausgewertet.
Dabei wurden fiir [gM-Antik6rper folgende Antigene betrachtet: 61-, 35-, 31-, 21-, 18- und
15-kDalton und fiir I[gG-Antikérper das 35-, 21-und 15-kDalton Antigen. Als positiv wurde
der Test gewertet, wenn mindestens vier der IgM-Banden, genau diese drei IgG-Banden

oder drei der [gM-Banden und zwei der IgG-Banden vorhanden waren.
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3.3.5 Darstellung der Inmunoblot-Ergebnisse

Im folgenden wird die Transformation der Rohdaten in die verwendete graphische
Darstellungsform am Beispiel der Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium
1 vorgestellt.

In Tabelle 4 ist dargestellt wie oft die einzelnen Partialantigene von Borrelia burgdorferi mit

[gM- beziehungsweise IgG-Antik&rper erkannt wurden.

Banden Patienten bei der Patienten bei der
k-Dulton Erstuntersuchung ersten Nachuntersuchung
n=2_§ =7
IeM IeG IgM IgG
100 -+ 4 2 1
75 3 5 2 6
63 6 8 2 6
6l 3 - 2 5
41 g g 5 6
35 3 5 P 9,
2 2 6 1 5
21 3 5 2 3
18 3 6 1 2
15 0 4 0 2
12 1 < 0 L
<10 0 0 0 2

Tabelle 4: Anzahl der Patienten, die einzelne Partialantigene erkannten

Um diese Einzeldaten iibersichtlicher zu machen, wurden diese Daten in den folgenden
Diagrammen so klassiert, da} die Stiirke der Graufirbung im Feld eines Partialantigens der

Hiufigkeit dieser Bande im jeweiligen Patientenkollektiv entspricht.

Dabei steht: -ein weilles Feld fiir ein Partialantigen, das von keinem Patienten erkannt

wurde,

-ein hellgraues Feld fiir ein Partialantigen, das von bis zu einem Drittel der

Patienten erkannt wurde,

-ein dunkelgraues Feld fiir ein Partialantigen, das von bis zu zwei Dritteln der

Patienten erkannt wurde und

-ein schwarzes Feld fiir ein Partialantigen, das von allen Patienten erkannt

wurde.



In der Abbildung 10 sind die Ergebnisse aus Tabelle 4 in der oben angegebenen Weise
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aufbereitet.
Patienten der Patienten der
Erstuntersuchung Machuntersuchung Nr. t
n='g n=7T

kDalon
100 oo
TS
65
51 al
41 41
35 o 35
1 B 31
1 |5% 21
g | TE
] 15
12 |58 12
<10 <10

Ighd
O O B
Bande wurde; nicht vom biszu 1/3  vop bis zu 2/3  vom bis zu 3/3
erkannt der Patienten arkannt

Abbildung 10: IgM- und IgG-Westernblotergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1

3.4 Quantitative Bestimmung der Gesamt-IgG-Subklassenmenge mit Hilfe der

Nephelometrie

Die quantitative Bestimmung der Gesamt [gG-Subklassen wurde mittels des Nephelometrie-
Kombikit von LD Labor Diagnostika, hergestellt von the binding Site, Birmingham, Grof3
Britannien (Bestellnummer NK001) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Diese Methode diente der Kontrolle, dafl die IgG-Subklassen-Verteilung in der
symptomatischen und der asymptomatischen Patientengruppe gleich war, um
auszuschlieflen, dal Unterschiede in der Verteilung der spezifischen IgG-Subklassen auf

Unterschieden der Verteilung der IgG-Subklassen insgesamt beruhten.

3.4.1 Reaktionsprinzip
Die Nephelometrie beruht auf der Triibung der Reaktionslésung durch Immunkomplexe, die

bei der Bindung der Detektionsantikérper an die Patientenantik&rper entstehen.
Je héher der Gehalt des Patientenserums an einer bestimmten Antikdrperklasse ist, desto
mehr Immunkomplexe werden gebildet und desto gréfer ist die Lichtbrechung. Dieser

_-Streueffekt bewirkt eine Ablenkung des Lichtes in die Fotodiode eines optischen
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Linsensystems, sodal} die Intensitdt des Streulichtes direkt proportional zum

Antikdrpergehalt der Probe ist.

3.4.2 Durchfiihrung

Die fiir die Nephelometrie verwendeten Reagenzien sind im Anhang aufgefiihrt

(vgl. Anhang 6 und 7).

Vor der Durchfithrung des Testes wurde das Testschema des NK-Combikit von LD 1im
Hauptmentii des Nephelometrie-Gerites Behring Nephelometer 100 installiert. Es beinhaltet
die Mischungsverhiltnisse der Reagenzien und die nétigen Inkubationszeiten fiir die
Bestimmung einer Subklasse beziechungsweise der IgG-Gesamtmenge und umfalt fiinf
einzelne Testansitze, die als Testprofil gekoppelt wurden. Dieses Bearbeitungsprogramm ist

vom Hersteller vorgegeben und im Anhang aufgefiihrt (vergl. Anhang 8).

3.4.2.1 Kalibration

Zur Erstellung der Eichkurven erfolgte die Kalibration mittels des mitgelieferten Kalibrators
(Anhang 6: f) mit bekannter Konzentration der IgG-Gesamtmenge und der IgG-Subklassen.
Der Ablauf der Kalibration war im Programm des Gerites vorgegeben. War die Kalibration
erfolgreich, das heift, wich die Eichkurve an keinem Mef3punkt mehr als 10% vom

vorgegebenen Wert ab, konnte die Analyse des Probenmaterials erfolgen.

3.4.2.2 Testdurchfuhrung

Von den verwendeten Proben wurde, nachdem sie aufgetaut und ausreichend durchmischt
waren, 500ul in die vorgesehenen Probengefifie des Gerites eingebracht. Die Reagenzien
und Seren wurden in die jeweiligen Einstellplitze eingestellt. Nach der Erstellung der
Arbeitsliste und der Bestiickung des Analysators mit Serum und Reagenzien fiihrte das
Gerit die Analyse durch.

3.4.2 .3 Beurteilung

Von den ermittelien Triibungen wurde automatische der Kiivettenleerwert abgezogen.
Manuell mufite noch der Probenleerwert abgezogen werden, der die Ausgangstriibung der
Seren ohne Reagenzien beinhaltet. Als Endwert erhielt man die Konzentration fuir das

-Gcsamt-lgG und der einzelnen IgG-Subklassen.
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4. statistische Auswertung

4.1 Methoden

Fiir die statistische Untersuchung wurden folgende Methoden verwendet:
-Chi-Quadrat-Anpassungstest

-Wilcoxon-Test

- t-Test fiir unverbundene Stichproben

-Vierfelder-Test (mit Yates-Korrektur)

-Fisher-Test

Das Signifikanzniveau fiir Signifikanztests wurde auf p = 0,05 festgelegt.

Detaillierte Informationen zu den verwendeten Tests sind der angegebenen Literatur zu

entnehmen (Claus et al. 1982, Hartung et al. 1985).

4.2 Box- und Whisker-Plots

In der Medizin erhobene Datenmengen werden gewGhnlich mit der Einzeichnung des
arithmetischen Mittelwertes und der dazugehérigen Standardabweichung (oder mit dem
Standardfehler des Mittelwertes), abgetragen als Intervalle nach beiden Seiten, graphisch

présentiert.

Diese Darstellungsart besitzt besonders bei nicht-normal verteilten Datenmengen cine

eingeschrinkte Aussagekraft, da wichtige Detailinformationen unerwiihnt bleiben. Eine
geeignetere Alternative bietet der Box- und Whisker-Plot. Er ist als Darstellungsform aus
dem Punktdiagramm abgeleitet und zeichnet sich durch starke Komprimierung der Daten
mit hohem Informationsgehalt in Bezug auf schiefe Verteilungen und Ausreifler aus. Die

Vorteile wurden von Dietlein und Gammel (1982) demonstriert.



35
Zum Vergleich sind sowohl die Punktwolke als auch der Box- und Whisker-Plot in
Abbildung 11 dargestellt.

|——— Bxtrermwerte
aullerhalb der
Linge der Box

——— Whisker

X 4— Mittelwert
I Median
I ' [—— Box

Purktediagramm  Box- und Whisker-Plot

Abbildung 11: Punktediagramm im Vergleich mit dem entsprechenden Box- und Whisker-Plot

Die Box wird als Rechteck so eingezeichnet, dall genau 25% der Datenmenge dariiber und
ebenfalls 25% darunter liegen. Damit umfaf3t die Box 50% der Daten, ndmlich den mittleren
Anteil davon. Der Median wird als horizontale Linie, der Mittelwert als Kreuz
eingezeichnet. Diese direkte Kennzeichnung erlaubt es, sich durch die Differenz dieser
beiden Werte einen ungefihren Eindruck von der Schiefe der Verteilung zu schaffen.

Der Whisker entsteht dadurch, dafl die Linge der Box zusiitzlich als Intervall oberhalb und
unterhalb der Box abgegriffen wird.

Anders verhilt es sich, wenn eine schiefe Verteilung der Werte vorliegt. In diesem Fall

reicht der Whisker nur bis zum letzten Einzelwert, der in dem Intervall liegt, das der Box-

Lange entspricht, dabei kann der Whisker auch kiirzer als die Lange der Box sein (siehe in

Abbildung 11 unterer Whisker).

Liegen einzelne Werte aullerhalb des Bereiches, der der Box-Linge, also dem Whisker,

entspricht, so werden sie einzeln als kurze Striche aufgefiihrt (siehe in Abbildung 11
oberhalb der Box und aulBerhalb des Whiskers).
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4.3 Darstellung der statistischen Auswertung der Immunoblots

Das zentrale Merkmal, das in dieser Studie untersucht wird, ist die Haufigkeit, mit der ein
Partialantigen in einer Patientengruppe erkannt wird. Die Darstellung der Ergebnisse fiir
eine Gruppe ist oben (S.32) beschrieben.

Es wurden symptomatische und asymptomatische Patienten getrennt fiir jedes Partialantigen
(100- bis 12-kDalton) und jeden Antikérper (IgM, IgG, [gG1-4) mit Hilfe eines Fisher-Tests

(p< 0,05) miteinander verglichen.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung wurden, wie folgt dargestellt (Abbildung 12).

Beispielgruppe 1/ Beispicigrappe 2 Beim Vergleich der Beispielgruppen werden
crste
e, B - mehrere signifikanten Unterschiede dargestellt.
100 00| . : : :
il . B [ Dabei steht das Dreieck in dem Feld des
75 75 [
o | | @ i _“ o Partialantigens, das von der ersten Gruppe
51 ot [l | signifikant hdufiger erkannt wurde. Im Beispiel
izl o el e 2 6 wurden bei der Erstuntersuchung das 61- und
35 s B " ' s e
rijE £t 31-k Dalton-Partialantigen signifikant hiufiger
< 31 :
11 I . ; i@ von Patienten der Beispielgruppe 1 mit IgM-
18 18 : Antikdrpern erkannt, wihrend das 21-k Dalton-
5] e S . Partialantigen von Patienten der Beispielgruppe 1
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Abbildung 12: Darstellung der statistischen von den Patienten der ersten Gruppe signifikant
Sy il seltener erkannt wurde. So wurde im Beispiel bei
der Erstuntersuchung das 65- und 15-k Dalton-
Partialantigen signifikant seltener von Patienten
der Beispielgruppe 1 mit [gG-Antikérpern erkannt, wihrend bei der ersten Nach-
untersuchung das 41- und 21-k Dalton-Partialantigen signifikant seltener mit IgM-Anti-
kérpern und das 15-k Dalton-Partialantigen signifikant seltener mit IgG-Antikérpern erkannt

wurde.
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5. Ergebnisse

5.1 Qualitative Analyse der IgG-Subklassen im Westernblot

Mit den bisherigen Methoden, die fiir die Borrelienserologie verwendet werden, konnte nur
differenziert werden, ob gegen Borrelia burgdorferi gerichtete Antikérper der Klassen IgM-
und IgG vorlagen. Eine Differenzierung der [gG-Subklassen im Westernblot wurde bisher
nicht durchgefiihrt.

5.1.1 Reaktionsprinzip

Das Reaktionsprinzip des IgG-Subklassen-Westernblots entspricht dem Westernblot zum
Nachweis von Patienten-IgM- oder IgG-Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi (vergleiche
3.3.2). Dabei binden die Antikérper des Patienten an die durch eine SDS-PAGE
aufgetrennten und auf einer Transfermembran fixierten Borrelien-Partialantigene. An die
Patientenantikérper binden sich fiir jede IgG-Subklasse spezifische monoklonale
Detektionsantikorper. Die Detektionsantikdrper werden von enzymmarkierten
Firbeantikorpern erkannt. Durch die enzymatische Umsetzung von entsprechendem Substrat

wird die jeweilige Bandenfarbung erreicht.

5.1.2 Vorbereitung des IgG-Subklassenblots

5.1.2.1 Bestimmung der optimalen Antigenkonzentration

Die fiir die Durchfithrung des Tests benétigten Reagenzien sind im Anhang 4 und 5
aufgefiihrt. Die verwendeten Gerite entsprechen den Geriten bei der Herstellung und
Durchfithrung des IgM / IgG-Blot Abschnitt 3.3.

Fiir die IgG-Subklassen-Detektion wurde nach der oben beschriebenen Methode ein
Westernblot mit Borrelia burgdorferi B, Antigen auf einer Transfermembran hergestellt

(vergleiche 3.3.1 und 3.3.3).

Da Antikdrper der IgG4-Subklasse im Serum nur in geringer Konzentration vorliegen,
wurde in dieser Arbeit zunichst versucht die Sensitivitit des Immunoblots zu steigern, um
auch spezifische, gegen Borrelia burgdorferi gerichteten Antikérper dieser Subklasse
nachweisen zu kdnnen. Dazu wurde der oben beschriebene Borrelien-Westernblot als

-spezieller 1gG-Subklassen-Blot modifiziert.
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Dabei muBten folgende Parameter optimiert werden:

1. Konzentration des Borrelien-Antigens auf der Transfermembran

2. Konzentration und Inkubationszeit des unmarkierten gegen humane-IgG-
Subklassen gerichteten Schafsantikérpers (Detektionsantikorper)

3. Konzentration und Inkubationszeit des Peroxidase-markierten gegen

Schafantikérper gerichteten Antikdrpers vom Kaninchen (Firbeantikrper)

Der Versuch, durch eine hdhere Antigenkonzentration von 2 beziehungsweise 4 mg Protein
pro Gel und damit pro Blot die Sensitivitit des Westernblots zu erhdhen, erwies sich im
Verlaufl der Vorversuche als nicht hilfreich, da die Kapazitit der Transfermembran Proteine
zu binden schon bei der normalen Antigenkonzentration von 1 mg Protein pro Gel

beziehungsweise Blot gesittigt war (vergleiche Abbildung 13).

unterschiedliche Antigenkonzentration
4-fach

s

Abbildung 13: Vergleich verschiedener Antigenkonzentrationen zur Steigerung der Sensitivitit des
Westernblots

Daher wurde auch fiir die Herstellung der IgG-Subklassenblots auf jedes Gel 1 mg Antigen-
Suspension in 1 ml Solubilisierungslésung (vergleiche Anhang 2: c) aufgetragen

Der Immunoblot wurde fiir eine Stunde in Blockierlgsung (Anhang 4: 1) geschwenkt,
getrocknet und bei -20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.
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5.1.3 Durchfiithrung des IgG-Subklassen-Blots mit polyklonalen Antikérpern

Der vorbereitete Immunoblot wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut und in
Streifen zu jeweils 3 mm Breite geschnitten. Fiir die Analyse jeder IgG-Subklasse wurde ein
einzelner Streifen benétigt, sodaBl pro Patient insgesamt 4 Streifen fiir die IgG-

Subklassenanalyse verwendet wurden.

Die Seren der Patienten wurden fiir eine Stunde im Verhiltnis 1:2 mit Absorbtionslésung
(Sonikat aus Treponema phagedenis) (Anhang 4: o) bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend mit Blockierldsung (Anhang 4: 1) zum Verhdltnis 1:100 aufgefiillt. Danach
wurden jeweils 1 ml dieses vorbereiteten Serums auf jeden Streifen aufgebracht. Die
Streifen wurden bel Raumtemperatur {iber Nacht auf einem Rittler inkubiert.

Am nichsten Morgen wurden die Streifen mit Waschlésung (Anhang 4: m) dreimal fiir

jeweils 5 Minuten gewaschen.

5.1.3.1 Bestimmung der optimalen Konzentration der Detektionsantikérper

Es wurden polyklonale Antikérper zur Detektion der [gG-Subklassen verwendet.
Dabei handelte es sich um unmarkierte Schafs-Antikdrper, die gegen humane

IgG-Subklassen gerichtet waren (Anhang 5: e, $.109).

Um die optimale Arbeitskonzentration zu bestimmen, wurde zunichst auf einem Blot eine
Verdiinnungsreihe der Schafs-Antikérper erstellt. Dabei wurde zum einen die Konzentration
der Schafs-Antik6rper zwischen 1:250 und 1:1000, zum zweiten die Inkubationszeit
zwischen einer und 1,5 Stunden variiert. Bei diesem Vorversuch erwies sich folgendes

Schema der Konzentrationen als optimal:

Reagenz Verdiinnungsverhiltnis
(a) ShAHu IgGl1 1:1000
= Schaf-anti-humanes-1gG1
(a) ShAHu IgG2 1:1000
= Schaf-anti-humanes-1g(G2
(a) ShAHu IgG3 1: 500
= Schaf-anti-humanes-IgG3
(a) ShAHu 1gG4 1: 500
= Schaf-anti-humanes-IpG4

Tabelle 5: Arbeitskonzentrationen der polyklonalen Anti-IgG-Subklassen-Antikdrper

Diese Antiktrper wurden ebenfalls mit der Blockierldsung (Anhang 4: 1) als

- Verdiinnungsmedium auf die Arbeitskonzentration verdiinnt. Wihrend der Inkubation
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wurden die Wannen auf einem Riittler (Certomat R Typ 886302/4 Braun) bei
Raumtemperatur bewegt.
Anschlieend wurden die Streifen erneut dreimal fiir 5 Minuten mit der Blot-Waschlosung

(Anhang 4: m) gewaschen.

5.1.3.2 Bestimmung der optimalen Konzentration des Farbeantikorper

Fiir den Férbeantikérper (Anhang 5: f, S. 109), ein Peroxidase-markierter Kaninchen-
Antikorper, der gegen Schafs-Antikérper gerichtet war, wurde ebenfalls mit Hilfe emer
Verdiinnungsreihe eine Arbeitskonzentration von 1:1000 und eine Inkubationszeit von

1,5 Stunden als optimal bestimmt.

Die Inkubation erfolgte wie oben bei Raumtemperatur auf dem Ruittler.

Zum Abschlufl wurden die Streifen ein letztes Mal wie zuvor beschrieben gewaschen und
fiir 20 Minuten in Entwickler (Anhang 4: n) gelegt, um die Banden sichtbar zu machen. Um
die Farbung zu beenden, wurden die Streifen mit destilliertem Wasser abgespiilt, getrocknet

und zur Auswertung in der urspriinglichen Form aufgeklebt (vergleiche Abbildung 14).

| i e E - Ll i
i | I i & i | ¢

| ) Tk SR { i it 1} [
L] i . T H 1 1
Amidaschwarz M A G GI-Gi MAG Gl»mlm A G GI-GH

MAGG-(4 MA G G1-G4

Patient 4

MAGO!I-G4 IMAG GL-G4 Amidoschwarz

Kontroile

Kontrolle Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 3

Abbildung 14: Beispiel eines IgG-Subklassen-Blots mit polyklonalen Antikérpern; Kontrolle = Patient mit
_- hohen Antikérpertitern gegen Borrelia burgdorferi; Spezifitit der gegen Borrelia burgdorferi gerichteten
Antikorper: M = IgM-Antikdrper; A = IgA-Antikorper; G = IgG-Antiktrper; G1-G4 = IgG-Subklassen 1-4
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Bei der Verwendung des polyklonalen Schafs-Antikérper ergaben sich folgende Probleme:

Bei Farbung der Streifen war auf dem
Streifen fiir die IgG-Subklasse 2 ein

gefirbtes Areal zu bemerken, die auf dem =

Perowidase markieric
IgG-Subklassenfarbung

IgG-Gesamt-Streifen ungefiarbt war
(vergleiche Abbildung 15).

IgGGL1G2G3 G4

Nun muBte geklart werden, wodurch diese
zusitzliche Farbung zustande kam. Es konnte
sich um eine Reaktion des Patientenserums,
eine Kreuzreaktion der £ i

subklassenspezifischen Schafs-Antikérper

IpG GI G243 G4

oder der Peroxidase-markierten Kaninchen-

Antikérper handeln. Abbildung 15: Kreuzreaktionen des IgG2-

- ’ y Antiks it d lien-Anti
Um diese Fragen zu kléren wurden Negativ- arikipervmisdon BoneliensAutigen

kontrollen nach dem Schema in Tabelle 6 durchgefiihrt.

Patienten- Schafs-Antikorper Kaninchen- Testzweck
Antikérper IgG-Subklassen Antikorper
spezifisch Peroxidase markiert
in normaler in der normalen in der normalen Positivkonirolle
Konzentration Arbeitskonzentration Arbeitskonzentration
1:1000 1:1000
ohne in der normalen in der normalen Negativkontrolle der
Arbeitskonzentration Arbeitskonzentration IgG-Subklassen-
1:1000 1:1000 Antikdrper
ohne ohne in der normalen Negativkontrolle des
Arbeitskonzentration Farbeantikorpers
1:1000

Tabelle 6: Auftragsschema fiir dic Negativkontrollen

Es wurden vier Streifen mit den normalen Konzentrationen als Positivkontrolle gefirbt, vier
weitere Streifen wurden nur mit den Subklassen-spezifischen Schafs-Antikdrper und den
Schafs-spezifischen Kaninchen-Antikérper behandelt. Ein zusitzlicher Streifen wurde nur

- mit den Schafs-spezifischen Kaninchen-Antikdrpern inkubiert.
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In der folgenden Abbildung (16) sind die Ergebnisse dieser Negativkontrollen dargestellt:

i

Kontrollpatient 161 1G9 1863 TgG3 Farbeantiksrper
Positivkontrolle Negativkontrallen

Abbildung 16: Darstellung der Negativkonirollen der

Schafs-Antikorper

Hier stellte sich heraus, dafl sowohl die IgG-
Subklassen-spezifischen Schafs-Antikrper
wie auch die Schaf-spezifischen-Kaninchen-
Antikérpern sich unspezifisch an das
Borrelien-Antigen banden, ohne dal3
Patienten-Antikérper vorlagen.

Aus diesem Grund mufite zur Bearbeitung der
Fragestellung die Anti-Subklassen-Antikdrper

und das Féarbesystem gewechselt werden.

5.1.4 Durchfiihrung des Subklassen-Blots mit monoklonalen Antikérpern

5.1.4.1 Auswahl des Farbesystems fir die monoklonalen AntikGrper

2ab

HEHEEREL -

2: anti-Human-Biotin und Streptavidin-PO-Komplex
3; anti-Human-Biotin und Streptavidin-AP-Komplex
4; anti-Human-AP-markicrt

a: mil Patientenserum

b: ohne Patientenserum (Negativkonirolle)

1: Schaf~anti-Human-1gG und Kaninchen-anti-Schaf~PO-markiert

===

Abbildung 17: Auswahl verschiedener Férbesysteme

Es wurde ein Férbesystem gesucht, das bei
optimaler Empfindlichkeit keine
unspezifischen Reaktionen mit dem
Borrelien-Antigen aufwies. Dazu wurden
verschiedene Enzymmarkierungen und
Antikérper verschiedener Spezies getestet,
mit denen die Patientenantikorper gefdrbt
werden sollten. Die Ergebnisse sind
Abbildung 17 dargestellt.

Zur Anfarbung von monoklonalen, subklas-
senspezifischen Maus-IgG-Antikdrpern
waren mit alkalischer Phosphatase markierte

Anti-Maus-IgG-Antikorper vom Kaninchen

" am besten geeignet, da es in diesem System zu keinerlei unspezifischen Reaktionen kam.



Nun wurde fiir die Anfarbung der IgG-
Subklassen jeweils ein unmarkierter
monoklonaler Antikdrper von der Maus,
der selektiv gegen das Fc-Stiick einer IgG-
Subklasse gerichtet war, verwendet. In
einem Vorversuch wurde kontrolliert, ob
¢s zu einer Kreuzreaktion zwischen diesem
Farbesystem und dem Borrelien-Antigen
kommt, dies war, wie Abbildung 18

demonstriert, nicht der Fall.
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1261 1gG2

Negativkontrollen

i |8
Kontroflpiticat
Positivkontrolle

Abbildung 18: Darstellung der Negativkontrollen der
monoklonalen Aniikérper

Im Gegensatz zur bisherigen Inkubation des Serums wurde nun das Patientenserum im

Verhiltnis 1:100 mit Tris-Tween-0.05%-AP-Puffer (Anhang 5: h) als Verdiinnungsmedium

aufgetragen und iiber Nacht auf einem Riittler (s.0.) inkubiert. Die Streifen wurden am
ndchsten Morgen dreimal fiir jeweils fiinf Minuten mit Waschpuffer (Anhang 4: m)

gewaschen.

5.1.4.2 Bestimmung der optimalen Konzentration der Detektionsantikdrper

Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe wurde die optimale Arbeitskonzentration des Maus-

Antikdrpers bestimmt, sodal die monoklonalen Antikrper (Anhang 5: k, S.110) wihrend

der weiteren Untersuchung nach folgendem Schema aufgetragen wurden:

Reagenz Verdiinnungsverhaltnis
Anti-IgG1 1:3000
Anti-IgG2 1:2000
Anti-IgG3 1:5000
Anti-IgG4 1:5000

Tabelle 7: Arbeitskonzentration der monokolnalen Anti-IgG-Subklassen-Antikorper

Ebenso wurde fiir die Inkubationszeit 1,5 Stunden bei Raumtemperatur als geeignet

ermittelt. AnschlieBend wurden nicht gebundene Antikérper durch dreimaliges Waschen mit

Waschpuffer (Anhang 4: m) fiir jeweils fiinf Minuten entfernt.
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5.1.4.3 Bestimmung der optimalen Konzentration fiir die Farbeantik6rper
Der Firbeantikorper, ein mit alkalischer Phosphatase markierter Kaninchen-Antikérper
(Anhang 5: 1, S.110), der gegen Maus-Antikrper (Maus-IgG) gerichtet war, wurde nach der
Empfehlung des Herstellers mit einer Arbeitskonzentration von 1:3000 mit Tris-Tween-
Puffer als Verdiinnungsmedium verwendet.
Auch nach dieser Inkubation wurden nicht gebundene Antikérper durch Waschen entfernt.
Damit sich der fiir die Farbreaktion der alkalischen Phosphatase benétigte pH einstellte,
wurde wurden die Streifen nun fiir 10 Minuten mit Tris-AP-Puffer pH 9,5 (Anhang 5: m)
benetzt.
Parallel wurden die Entwicklerlésungen (Anhang 5: n, o) in der benétigten Menge

hergestellt und kurz vor Gebrauch
gemischt.

Zur Beschleunigung der
Enzymreaktion wurde die
Chromogenlésung (Anhang 5: g) auf

etwa 20 °C angewdrmt. Auf jeden

10kD ——35 kD 100 kD

Streifen wurden 1 ml Entwickler
A 1gG1 A IgG2 A IgG3 Jk 1gG4  Faticnicn-Antikbrper
‘J:L maonoklonaler Anu IgGi-Antiktrper von der Maus aufgebraCht und ﬁ]I ﬁ'lnf Mlnuten

belassen. Die Firbung wurde durch

l alkalische Posphatase markicrter Anti-Maus-1gG Antikdrper vam Kaninchen

Abspiilen der Streifen mit destilliertem
Abbildung 19: Aufbau eines Westernblots mit monoklonaler

Detektion der Subklasse IgG3 Wasser und Trocknen beendet.
AnschlieBend wurden auch hier die Streifen fiir die Auswertung in der urspriinglichen Form

aufgeklebt.

o4 B
mm-'il Paicnt 3 J‘nmlﬁil’anﬂn'? Pationt & ||

Abbildung 20: Beispiel eines fertigen IgG-Subklassen Blots mit monoklonalen Antikdrpern.
K = gegen Borrelia burgdorferi gerichtete IgG-Antikérper eines seropositiven Patienten ;
Spezifitit der gegen Borrelia burgdorferi gerichteten Antikdrper:

G = IgG-Antikérper; G1-G4 = [gG-Subklassen 1-4
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5.2 Darstellung der klinischen und serologischen Ergebnisse bei der

symptomatischen Patientengruppe im Querschnitt und im Verlauf

5.2.1 Ergebnisse aller symptomatischen Patienten

5.2.1.1 Klinische Ergebnisse aller symptomatischen Patienten

In dieser Studie wurden insgesamt 62 Patienten mit positiver Borrelien-Serologie aus den

Stadien 1 bis 3 einer Lyme Borreliose untersucht. Das erste Stadium der Lyme-Borreliose

ist mit einer Lokalinfektion der Haut, das zweite mit Organbefall und das dritte mit einem

chronischem Krankheitsverlauf, wie unter dem Punkt 1.2 definiert, verbunden.

Die Patienten litten an einem Erythema chronicum migrans (ECM), einer Acrodermatitis

chronica atrophicans (ACA), einer Meningoradikulitis oder einer Lyme Arthritis und damit

an einer sicher symptomatischen Borreliose.

Die Gruppe der symptomatischen Patienten wurde anhand der Krankheitsstadien aufgliedert.

Parameter |symptomatische |Patienten des Patienten des Patienten des
Patienten Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
n=062 n=10 n=38 n=14

ey M =512 Jahre M = 54 6 Jahre M = 52,1 Jahre M = 46,3 Jahre
SD=15,2 SD=14,1 SD=13,6 SD=20,0

Geschlecht |Minner =23 Ménner =10 Miénner = 17 Méanner =6
Frauen =37 Frauen =10 Frauen =21 Frauen = 8§

Tabelle 8: Vergleich der Krankheitstadien anhand des Alters und des Geschlechtis

Tabelle 8 zeigt, daB das durchschnittliche Alter bei diesen Patienten um 50 Jahre lag. Die

Altersverteilung 1st in allen Stadien gleich.

Im Stadium 1 der Borreliose wurden ausschlieflich Frauen erfalit.
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Die Patienten wiesen folgende klinische Syndrome auf:

Stadium Leitdiagnosen Anzahl
Stadium 1 ECM n=10
Stadium 2 Meningitis n= 2

Meningoradikulitis n= 9
Meningoradikulitis mit cranialer Neuritis n=15
Meningo- (-neur- /-radiukul- /-myel- / =35
-encephal-) -itis
Lyme-Arthritis n= 6
Stadium 3 ACA = 9
zerebrovaskuldre Neuroborreliose =
chronisch progressive Encephalomyelitis = 3
Morphea mit Myositis n= 1

Tabelle 9: Krankheitsbilder der symptomatischen Patienten

Bei allen Patienten mit neurologischen Krankheitsbildern lief sich eine borrelienspezifische
intrathekale Antikérperproduktion nachweisen. Dies ist fiir die Diagnose einer

Neuroborreliose ausschlaggebend.

Bei dermatologischen Krankheitsbildern wurden die Diagnose zum Teil im Vorfeld durch
Dermatologen histologisch gesichert, bei rheumatologischen Krankheitsbilder wurden
andere Ursachen ausgeschlossen, auflerdem entsprachen die Syndrome den diagnostischen

Kriterien der Lyme Arthritis von Steere et al. (1979).

5.2.1.2 Ergebnisse der IgG-Subklassen Nephelometrie aller symptomatischer
Patienten

Da bei den Patienten die borrelienspezifischen IgG-Subklassen untersucht werden sollten,
muBte sicher gestellt werden, das alle Probanden normale Konzentrationen der IgG-

Subklassen produzierten.

Dazu wurden die Konzentrationen der einzelnen IgG-Subklassen unabhiingig von ihrer

Spezifitat mit Hilfe der Nephelometrie aus dem Serum des Patienten bestimmt.
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Bei dieser Patientengruppe ergab die [gG-Subklassen Nephelometrie folgende Ergebnisse:

Kanzentrationen Kenzentrationen
[rg / mi] [mg /ml]
L3 QO 2 000
X
" F X
X
1 SO emserssse B irere

L et A e e

-l 1 00¢H

T R L DR Y] LR
500

=
(o i o]

1562 15G3 1G4

IgGl
1gG-Subklassen TgG-Subklaszen

Abbildung 21: IgG-Subklassenkonzentration bei Patienten mit symptomatischer Borreliose

Es konnten bei zwei Patienten der Gesamtgruppe keine Antikorper der Subklasse IgG4
gemessen werden. Sie wurden als IgG4-defizient gewertet und bei der weiteren
Untersuchung nicht verwendet. Im iibrigen entsprachen die Werte der IgG-Subklassen-

konzentrationen der IgG-Subklassenverteilung bei gesunden Erwachsenen (Hamilton 1987).

5.2.2 Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose des Stadium 1

5.2.2.1 klinische Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose des Stadium 1

Bei der Erstuntersuchung wurden 8 Patienten im Stadium 1 einer Borreliose erfaf3t. Bei 7
Patienten lag ein ECM vor, das im Mittel seit 7 Wochen bestand. Damit war die Krankheit
bei diesen Patienten aktiv. Bei einer Patientin war das ECM eine Woche vor der

Untersuchung abgeheilt. Eine Therapie war bis zu diesem Zeitpunkt nicht durchgefuihrt

worden.
Parameter Patienten Patienten Patienten
bei der bei der ersten bei der zweiten
Erstuntersuchung | Nachuntersuchung Nachuntersuchung
n=2_§ n=7 n=2
Alter M = 56,3 Jahre M =57,7 Jahre Patient 1: 25 Jahre
SD=9,5 SD=11,7 Patient 2: 71 Jahre
Geschlecht Minner = 0 Minner= 0 Frauen =2
Frauen =8 Frauen =7
Dauer der Median = 1 Monat Median = 3 Monate Patient 1: 17 Monate
Krankheit zum Intervall=0-6 Intervall=2 -6 Patient 2: 74
Unfersuchungs-
zeitpunkt

Tabelle 10; Zusammenstellung von klinischen Daten der Patienten mit Borreliose des Stadium 1 an den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
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Die Nachuntersuchungen der Patienten erfolgten im Mittel 3 Monate beziehungsweise mehr
als ein Jahr nach der Erstuntersuchung. Im Rahmen der ersten Nachuntersuchung wurden
7 Patienten mit ECM untersucht. Das ECM war bei allen Patienten abgeheilt und lag im
Mittel 2,5 Monate zuriick. Bei 5 der Patienten wurde vor dieser Untersuchung eine

antibiotische Therapie durchgefiihrt.

Bei der zweiten Nachuntersuchung wurden zwei Patienten erfat. Das ECM lag im einen

Fall 17 Monate und im anderen Fall 72 Monate zuriick.

5.2.2.2 Ergebnisse des ELISA, IFT und IFT-ABS mit einer Borreliose des
Stadium 1

Bei der Erstuntersuchung lagen die ELISA-Werte im Mittel bei 628,3 Einheiten und lagen
damit deutlich iiber dem Cutt-off Wert von 200 Einheiten. Ebenso waren die Titer im IFT
und IFT-Abs positiv.

Bel einer Patientin lagen die ELISA-Werte mit 173 Einheiten unterhalb des Cutt-off von
200 Einheiten fiir einen positiven ELISA-Wert. Damit war bei dieser Patientin trotz klinisch

gesicherter Borreliose der Nachweis von Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi negativ.

Parameter Patienten Patienten Patienten
bei der bei der bei der
Erstuntersuchung ersten Iweiten
Nachuntersuchung | Nachuntersuchung
n=3§ n=7 n=2
ELISA Median : 350 Einheiten | Median : 332 Einheiten | Patient 1: 49 Einheiten
Intervall: 173 - 1987 Intervall : 55 -963 Patient 2: 1041
IFT Median : 1:320 Median : 1:160 Patient1: 0O
Intervall: 1:40 - 1:640 Imtervall: 1:1:10 - 1:320 Patient 2; 640
IFT-Abs Median : 1:80 Median :1:80 Patient 1: 0
Intervall: 1:0 - 1:640 Intervall: 1:0 - 1:160 Patient 2; 640

Tabelle 11: Darstellung der serologischen Ergebnisse der Patienten mit einer Borrelien-Infektion im Stadium 1

Im zeitlichen Verlauf nahmen die ELISA-Werte, IFT und IFT-Abs-Titer bei den Patienten
ab.
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5.2.2.3 Ergebnisse des IgM-und IgG-Westernblots mit einer Borreliose im Stadium1
In der Abbildung 22 sind die Ergebnisse der borrelienspezifischen IgM- und IgG-

Westernblots von Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 so aufbereitet, daf die
Graufirbungen der Felder fiir die einzelnen Partialantigene der Hiufigkeit entspricht, mit

der dieses Partialantigen von dieser Patientengruppe erkannt wurde (vergl. S. 31/32).

Patienten der Patienten der
Erstuntersuchung Nachuntersuchung Nr.l
n=3 n=7
kDalton

100 o 100
T8
65
51
41
35 i
ER
21
1z |
15

12

<10

IgM IgG
Bands wurde:  night von bis zu 1/3  wven bis zu 2/3  vonm bis zu 373
crkannl der Paticnien crkannt

Abbildung 22: IgM- und IgG-Westernblotergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1

Insgesamt wurden mehr IgG- als IlgM-Banden sichtbar. Auffillig war, dafl das 41 k Dalton-
Antigen (Flagellin) von nahezu allen Patienten erkannt wurde.

Dies war, wie unten dargestellt wird, nicht nur bei dieser Patientengruppe, sondern bei allen
untersuchten Gruppen unabhingig von der Symptomatik der Fall,

Auch bei den beiden Nachuntersuchungen wurde das 41-k Dalton-Antigen 1m IgM- und
IgG-Blot am haufigsten erkannt.

5.2.2.4 Ergebnisse des IgG-Subklassen-Westernblots bei Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 1

Die IgG-Subklassenantwort der Patienten wurde mit Hilfe von Immunoblots fiir die vier
IgG-Subklassen untersucht. Bei der Auswertung der Blotstreifen eines Patienten, wurden die
Anzahl der Banden je IgG-Subklasse und deren Intensitit erfaft. Diec Subklasse mit den
meisten und stirksten Banden wurde dominierend genannt. Lagen in zwei IgG-Subklassen
gleich viele und gleich intensive Banden vor, so wurden diese beiden IgG-Subklassen

kodominant genannt.
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Anschaulich wird diese Auswertung in Abbildung 23. Bei diesem Beispiel lag bei den ersten

drei Patienten eine Ig(G1-Dominanz vor, bei den letzten drei Patienten eine IgG3-Dominanz.

Abbildung 23: Darstellung der IgG1-Dominanz und IgG3-Dominanz anhand von sechs Patienten,
die ersten drei weisen eine IgG1-Dominanz auf, die letzten drei eine IgG3-Dominanz

Nach dieser Methode wurden die Blots aller Patienten ausgewertet. In der folgenden Tabelle
(Tabelle 12) sind die Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 dargestellt.
Es zeigte sich, dal} einige [gG-Subklassen hdufiger dominierten als andere. So wurde bei der
Erstuntersuchung haufig eine [gG1-Dominanz gefunden, wihrend eine IgG3-Dominanz

selten vorlag.

Dominanz Patienten Patienten Patienten
bei der bei der bei der
Erstuntersuchung Nachuntersuchung 1 | Nachuntersuchung 2
n=28 n=7 n=2
IeGl 3 (38%) 2 (29%)
IgG2 2 (25%) 3 (42%)
1gG3 1 (12%) 2 (29%)
IeGl+1gG3 1
1gG2+1gG3 1 (12%) 1
keine Dominanz 1 (12%)

Tabelle 12: IgG-Subklassendominanz bei Patienten mit Borreliose im Stadium 1 zu verschiedenen
Untersuchungszeitpunkien

Bei der Nachuntersuchung dieser Patienten zeigte sich, da3 der Anteil der Patienten mit
einer IgG1-Dominanz abnahm, wahrend die Anzahl der Patienten mit einer IgG3-Dominanz
zunahm.

Da nur wenige Patienten aus diesem Krankheitsstadium untersucht worden waren, lieflen

sich diese Unterschiede nicht statistisch belegen.
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5.2.3 Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose des Stadium 2

5.2.3.1 Klinische Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2

Bei der Erstuntersuchung wurden 23 Patienten im Stadium 2 der Borreliose erfal3t. Davon
litten 17 Patienten an einer Neuroborreliose und 6 an einer Lyme-Arthritis. Bei 17 Patienten
wurde diese Erstuntersuchung wihrend der ersten Woche der klinischen Symptomatik
durchgefiihrt, bei 6 Patienten lag der Symptombeginn zwischen 14 Tagen und 3 Monaten
zuriick. Bei 20 der untersuchten Patienten lieBen sich zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung
entziindliche Veranderungen nachweisen. So lag bei den Patienten mit einer Neuro-
borreliose eine Pleozytose und bei Patienten mit einer Arthritis ein entziindlicher Gelenks-

erguf vor. Bei drei Patienten bestand zu diesem Zeitpunkt ein klinischer Normalbefund.

Parameter Patienten Patienten Patienten
bei der bei der ersten bei der zweiten
Erstuntersuchung Nachuntersuchung Nachuntersuchung
n=23 n=14 n=18
Alfer M = 50,3 Jahre M = 48,5 Jahre M = 55,7 Jahre
SD=13,6 SD=159 Sh=127
Geschlecht Minner =9 Minner =7 Minner =11
Frauen = 14 Frauen = § Frauen = 7
Dauer der Median = 1 Monat Median = 4 Monate Median = 50 Monate
RrapRhen sl \po i . 8 Bitervall=1+13 Intervall = 14 - 120
Untersuchungs-
zeitpunkt

Tabelle 13: Zusammenstellung von klinischen Daten der Patienten mit Borreliose des Stadium 2 an den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

Bei 4 Patienten (alle vier mit Neuroborreliose) war vor der ersten serologischen
Untersuchung bereits eine Therapie durchgefilhrt worden: ein Patient war 1 Monat zuvor mit
Doxycyclin und steroidalen Antiphlogistika behandelt worden, der zweite ebenfalls mit
Doxyeyclin, ein dritter allein mit steroidalen Antiphlogistika und der vierte mit nicht-

steroidalen Antiphlogistika.

Erste Nachuntersuchung: Diese Untersuchung erfolgte im Mittel 4 Monate nach der
Erstuntersuchung. Aus dieser Gruppe wurden 14 Patienten einbezogen. Elf der Patienten
wiesen urspriinglich eine Meningoradikulitis auf, die bei vieren zu diesem Zeitpunkt

vollstindig abgeklungen war. Weitere sieben Patienten wiesen noch immer eine Pleozytose
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auf, jedoch hatte sich bei allen die Krankheit bis zu diesem Zeitpunkt klinisch schon
deutlich gebessert.
Bei den iibrigen drei Patienten lag urspriinglich eine Lyme Arthritis vor. Bei einem
Patienten war sie bereits ausgeheilt, bei den beiden anderen waren noch entziindliche
Ergiisse in den betroffenen Gelenken vorhanden, die sich aber gegeniiber dem
Ausgangsbefund in Riickbildung befanden.
Vor der serologischen Kontrolle zum Zeitpunkt der zweiten Nachuntersuchung waren aus
dieser Gruppe 13 Patienten therapiert worden. Am haufigsten wurde die Behandlung mit

Antibiotika (vor allem mit Cefotaxim) und steroidalen Antiphlogistika durchgefiihrt.

Zweite Nachuntersuchung : Im Rahmen der Kontrolluntersuchung nach 12 Monaten wurden
18 Patienten erfaBt: 17 mit Meningoradikulitis, 1 mit Lyme-Arthritis. Neun Patienten waren
symptomfrei, bei den iibrigen neun bestanden Defektzustinde geringeren Ausmalles ohne

Hinweise auf eine aktive Erkrankung.

5.2.3.2 Ergebnisse des ELISA, IFT und IFT-ABS der Patienten mit einer Borreliose

im Stadium 2

Fiir das Vorliegen einer Neuroborreliose dient der Nachweis einer intrathekalen Antikorper-
Produktion als ein diagnostisches Kriterium. Bei allen Patienten mit einer Borreliose im
Stadium 2 war der intrathekale Antikérpernachweis positiv, Damit war die
Verdachtsdiagnose Neuroborreliose gesichett.

Patienten in diesem Krankheitsstadium wiesen zudem in der Regel einen positiven ELISA-
Titer im Serum auf, doch befanden sich auch in dieser Gruppe 5 Patienten bei denen der
ELISA-Titer negativ war. Somit lag bei diesen Patienten trotz negativem ELISA eine

gesicherte Neuroborreliose vor.

Parameter Patienten Patienien Patienten
bei der bei der ersten bei der zweiten
Erstuntersuchung | Nachuntersuchung | Nachuntersuchung
n=23 n=14 n=18
ELISA Median :348 Einheiten Median ; 401 Binheiten |Median : 376 Einheiten
Intervall: 43 - 2056 Intervall: 109 - 1600 Intervall: 18 - 1795
IFT Median : 1:320 ] Median : 1:160 Median : 1:160
Intervall: 1:0 - 1:640 Intervall: 1:40 - 1:640 Intervall: 1:10 - 1:640
IFT-ABS Median : 1:80 Median : 1:40 Median : 1:40
Intervall: 1:0 - 1:640 Intervall: 1:0 - 1:640 Intervall: 1:0 - 1:640

Tabelle 14: Darstellung der serologischen Ergebnisse der Patienten mit ciner Borrelien-Infektion im Stadium 2

Auch in dieser Gruppe nahmen die Titer der serologischen Parameter im zeitlichen Verlauf

ab.
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5.2.3.3 Ergebnisse des IgM- und IgG-Westernblots der Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 2

Bei der Erstuntersuchung wurden im [gM-Blot am hdufigsten das 41-k Dalton-
Partialantigen und, etwas seltener, die ibrigen Partialantigene zwischen 75- und 31-k Dalton
erkannt (Abbildung 24).

Zu diesem Zeitpunkt, im Mittel einen Monat nach Krankheitbeginn, wurden mehr

Partialantigene mit IgG- als mit [gM-Antikérpern erkannt.

Patienten der Patienten der Patienten der
Erstuntersuchung crsten Nachuntersuchung zweiten Nachuntersuchung
n=123 n= 14 n= 18
kDalton kDalien kDalton
lao 100 100
75 75 75
65 &5 65
61 61 61
41 &l 41
35 iE 3s
31 3] 31
21 21 21
18 18 18
15 15 13
I2 12 12
<10 <10 <10
IgG M 126G
0 g
Bande wurde: nicht vom bis zu 1/3  von biszu 2/3  von bis zu 3/3
erkannt der Patienten erkannd

Abbildung 24: Darstellung der [gM- und IgG-Westernblotergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im
Stadium 2 zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung und der beiden Nachuntersuchungen

Im zeitlichen Verlauf nahm die Anzahl der mit IgM erkannten Partialantigene weiter ab.
Dies wird aus der obigen Darstellung daran erkennbar, daf bei den beiden
Nachuntersuchungen weniger Banden von bis zu 2/3 bezichungsweise 3/3 aller Patienten
erkannt wurde.

Mit IgG-Antikorpern wurde insbesondere das 100- und das 75- k Dalton-Antigen héufig

erkannt.
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5.2.3.4 Ergebnisse des IgG-Subklassen-Westernblots der Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 2

Die Patienten mit einer gesicherten Borreliose im Stadium 2 wiesen bei der
Erstuntersuchung sehr hiufig eine IgG3-Dominanz auf, wihrend eine IgG1-Dominanz

deutlich seltener zu beobachten war (Tabelle 15).

Dominanz Patienten Patienten Patienten
bei der bei der bei der
Erstuntersuchung Nachuntersuchung 1 | Nachuntersuchung 2
n=23 n=15 n=18
Ie Gl 3 22% 5 33% 1 6%
IgG2 1 6%
1eG3 10 43% 9 60% 10 55%
IeGl+leG3 o] 22/ 1 7% 6 33%
IgGl+leG2+1gG3 1 4%
keine Dominanz 2 9%

Tabelle 15: IgG-Subklassendominanz bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2

Im zeitlichen Verlauf nahm auch bei dieser Patientengruppe die Hiufigkeit einer IgG1-

Dominanz weiter ab, wihrend die Haufigkeit der IgG3-Dominanz zunahm.

5.2.4. Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose des Stadium 3

5.2.4.1 Klinische Ergebnisse der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3

An einer Borreliose im Stadium 3 waren zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung 9 Patienten
erkrankt. Zwei Patienten litten an einer aktiven Neuroborreliose und sieben an einer ACA,
davon vier Patienten im exsudativ-erythematésem Stadium und drei im sklerotischen
Stadium. Der Symptombeginn lag zwischen 6 und 24 Monaten, in einem Fall 240 Monate
zuriick (Tabelle 16).

Parameter Patienten Patienten Patienten
bei der bei der bei der
Erstuntersuchung ersten weiten
n=9 Nachuntersuchung Nachuntersuchung
n=35 n=29
Alrer M =49 Jahre M = 54 Jahre M =42 Jahre
SD =20 SD=21 SD =22
Geschlecht Minner =4 Minner =4 Minner = 5
Frauen =5 Frauen = 1 Frauen = 3
Dauer der Median =12 Monate Median = 13 Monate Median = 44 Monate
Krankheit zum Intervall = 6 - 240 Intervall = 10 - 35 Intervall = 21 - 246
Untersuchungs-
zeitpunkt

Tabelle 16: Zusammenstellung von klinischen Daten der Patienten mit Borreliose des Stadium 3 an den
-verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
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Bei der ersten Nachuntersuchung wurden vier Patienten mit ACA untersucht, davon 3 mit
ACA im sklerotischen Stadium und ein Patient bei dem die ACA vollstandig abgeheilt war.
Zusitzlich befand sich in dieser Gruppe ein Patient mit einer chronischen Neuroborreliose,
bei dem die Zellzahlen im Liquor riickldufig waren, es bestand aber als Defektzustand noch
¢ine sensible Ataxie.
Im Rahmen der zweiten Nachuntersuchung wurden drei Patienten mit chronisch
progressiver Encephalomyelitis, eine Patientin mit zerebrovaskulirer Neuroborreliose, drei
mit ACA, eine mit Myositis erfat. Bei sechs der Patienten lag ein Defektzustand vor, das
heiBt die Infektion hatte funktionelle Schiden hinterlassen. Bei einem Patienten mit
Neuroborreliose und einem mit ACA waren die Infektionen klinisch ohne Dauerschiden

ausgeheilt.

5.2.4.2 Ergebnisse des ELISA, IFT und IFT-ABS der Patienten mit einer Borreliose
im Stadium 3

Die Patienten des dritten Erkrankungsstadiums zeigten bei den serologischen
Untersuchungen im Rahmen der Erstuntersuchung extrem hohe Werte beim ELISA und
dem IFT-ABS. Dies ist nicht iiberraschend, da diese Patienten sich bis zur Diagnosestellung
definitionsgem#B schon mindestens 6 Monate mit dem Erreger auseinander gesetzt hatten.
Andererseits 1st der Bereich den die ELISA-Einheiten umfassen besonders grof3

(Tabelle 17).

Parameter Patienten Patienten Patienten
bei der bei der ersten bei der zweiten
Erstuntersuchung | Nachuntersuchung | Nachuntersuchung
n=29 n=35 n=29
ELISA Median = 1336 Einheiten | Median = 689 Einheiten | Median = 484 Einheiten
Intervall = 530 - 2200 Intervall = 392 - 1691 Intervall=111 - 1970
IFT Median = 1:640 Median = 1:480 Median = 1:240
Intervall = 1:160 -1:640 Intervall = 1:80 - 1:640 Intervall = 1:0 - 1:640
IFT-Abs Median = 1:640 Median = 1:240 Median = 1:100
Intervall = 1;80 - 1:640 Intervall = 1:40 - 1:640 Intervall = neg - 1:640

Tabelle 17: Darstellung der serologischen Ergebnisse der Patienten mit einer Borrelien-Infektion im Stadium 3

Auch bei der ersten und zweiten Nachuntersuchung wurde bei den Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 3 sehr hohe ELISA-, IFT- und die IFT-Abs-Werte gemessen. Jedoch
_hatten die Antikorper-Konzentrationen auch bei dieser Patientengruppe im zeitlichen

Verlauf abgenommen.
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5.2.4.3 Ergebnisse des IgM- und IgG-Westernblots der Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 3

Bei Patienten 1m Stadium 3 der Borreliose lagen bei der Erstuntersuchung mehrere

spezifische IgM-Antikorper vor. Vor allem Antikérper gegen hohermolekulare

Partialantigene wie das 100-, 75- und das 65-k Dalton-Partialantigen lie3en sich 6fters

nachweisen. IgG-Antikérper lielen sich gegen fast alle Borrelien-Partialantigene

nachweisen, besonders hiufig gegen das 100-, 65-, und 41-k Dalton-Partialantigen

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Darstellung der IgM- und IgG-Westernblotergebnisse der Patienten mit einer Borreliose des

Stadiums 3

Bei den Nachuntersuchungen nahm die Anzahl der IgM-Antikérper gegen Borrelia

burgdorferi spezifische Partialantigene ab, wihrend die Anzahl der IgGG-Banden gleich blieb.

5.2.4 4 Ergebnisse des IgG-Subklassen-Westernblots der Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 3

Bei der Erstuntersuchung lag bei der Patientengruppe der Borreliosen im Stadium 3 sehr

haufig eine IgG1-Dominanz vor, wihrend eine IgG3-Domianz nicht beobachtet wurde

(Tabelle 18).

Dominanz Patienten Patienten Patienten
bei der bei der ersten bei der gweiten
Erstuntersuchung Nachuntersuchung Nachuntersuchung
=2 n=35 n=9

IgG1 7 78% 2 40% 2 22%
IsG2 2 22%
1eG3 1 20% 3 33%
IgGi+IgG3 1 11% 2 40% 1 11%
IgGl+1gG4 1 11%

keine Dominanz 1 11%

Tabelle 18: IgG-Subklassendominanz bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3
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Auch bei den Patienten des Stadium 3 nahm im Verlauf die Anzahl der Patienten ab, die
eine IgG1-Dominanz im Westernblot aufwiesen. Demgegeniiber nahm die Anzahl der

Patienten mit einer IgG3-Dominanz zu.

5.2.5 Vergleich der Patienten mit einer symptomatischen Borreliose aus den

verschiedenen Krankheitsstadien

Wie oben beschrieben 148t sich eine Gruppe von Patienten, die an einer Borreliose erkrankt
sind, anhand der Krankheitsstadien in Untergruppen aufteilen. Im folgenden sollen die

Ergebnisse dieser drei Untergruppen miteinander verlichen werden.

5.2.5.1 Vergleich der klinischen Ergebnisse der Patienten aus den verschiedenen

Krankheitsstadien einer Borreliose

Wie oben beschrieben, 1463t sich ein Kollektiv von Patienten, die an einer Borreliose erkrankt
waren, anhand der Krankheitsstadien in drei Untergruppen aufteilen. Im folgenden sollen
die Ergebnisse dieser dre1 Untergruppen miteinander verglichen werden.

Bei 34 Patienten mit einer symptomatischen Borreliose lagen zum Zeitpunkt der
Erstuntersuchung klinisch Zeichen eines aktiven Krankheitsgeschehens vor. Eine Therapie
wurde vor der Erstuntersuchung bei 4 Patienten durchgefiihrt.

Zum Zeitpunkt der ersten Nachuntersuchung wies keiner der Patienten mehr eine aktive
Borreliose auf. Bis zu diesem Zeitpunkt war be1 12 Patienten eine Therapie durchgefiihrt

worden.

Parameter Patienten des Patienten des Patienien des

Stadium 1 n = 10|Stadium 2 n =38 |Stadium 3 n=14
Alter M = 54,6 Jahre M =521 Jahre M = 46,3 Jahre

SD = 14,1 SD=13.6 SD = 20,0
Geschlecht Miénner =10 Minner = 17 Miinner = 6

Frauen =10 Frauen =21 Frauen =38

Tabelle 19: Vergleich der Krankheitsstadien anhand des Alters und des Geschlechts

Alle erfal3ten Patienten waren, wie Tabelle 19 zeigt, Erwachsene im Alter zwischen 16 und
75 Jahren. Im Stadium 1 der Borreliose wurden ausschlieflich Frauen erfafit, bei den beiden
anderen Stadien war der Anteil von Frauen und Minnern annihernd gleich grof3.
DefinitionsgemifB unterschieden sich diese Untergruppen in ihrer klinischen Symptomatik,

da durch die Symptomatik die Zuordnung zu diesen Krankheitsstadien erfolgt.
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Es bestanden keine Unterschiede in den Konzentrationen der IgG-Subklassen bei den

sinzelnen Stadien.

5.2.5.2 Vergleich der Ergebnisse in ELISA, IFT und IFT-Abs bei Patienten der

verschiedenen Krankheitsstadien einer Borreliose

Die Patienten mit einer symptomatischen Borreliose wiesen, bis auf 6 Patienten, eine
positive Borrelien-Serologie auf. Von diesen 6 Patienten litten S an einer Neuroborreliose

(Stadium 2) mit intrathekaler Antikérperproduktion und einer an einem ECM.

Die Patienten des dritten Erkrankungsstadiums zeigten bei den serologischen
Untersuchungen im Rahmen der Erstuntersuchung signifikant h6here Werte beim ELISA
und dem IFT-ABS als Patienten des ersten oder zweiten Erkrankungsstadiums. Dies 1st
nicht iiberraschend, da diese Patienten sich bis zur Diagnosestellung definitionsgemil} schon
mindestens 6 Monate mit dem Erreger auseinander gesetzt hatten. In dieser Gruppe ist die

Spannweite der ELISA-Werte besonders groB.

Auch bei der ersten und zweiten Nachuntersuchung wurde bei den Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 3 signifikant héhere ELISA-Werte gemessen als bei Patienten der
beiden anderen Krankheitsstadien.

ELISA-Werte (Einheiten)
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Abbildung 26: ELISA-Werte bei der Erstuntersuchung nach den Krankheitsstadien geordnet

-= Median, X = Mittelwert
Wie Abbildung 26 zeigt, lagen sowohl der Median, als auch der Mittelwert der ELISA-
Werte bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 bei der Erstuntersuchung deutlich

hoher als die entsprechenden Werte bei Patienten im Stadium 1 und 2. Zusitzlich sind die
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ELISA-Werte weiter gestreut als im Stadium 1 und 2, was in Abbildung 25 durch die Gréfe
der Box, sowie der Whisker dargestellt wird.
Dieser Unterschied tritt auch beim IFT- und IFT-Abs-Wert auf. Auch bei diesen Parametern
wiesen Patienten im Stadium 3 héhere Werte auf und ihre Werte sind weiter gestreut. Im
Vergleich mit Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 lagen auch die IFT- und die IFT-
ABS-Werte bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 signifikant héher.
Dies ist in der Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Vergleich der Krankheitsstadien anhand des IFT- und IFT-Abs-Wertes zum Zeitpunkt der

ersten Nachuntersuchung

5.2.5.3 Vergleich der Ergebnisse im IgM- und I1gG-Westernblot bei Patienten der
verschiedenen Krankheitsstadien einer Borreliose

Alle symptomatischen Patienten wiesen bei der Untersuchung des Serums im Westernblot
entsprechend der Kriterien von Engelsing (1995) positive Befunde auf.

Betrachtete man die Haufigkeit mit der einzelne Partialantigene von Patientenantikérpern
erkannt wurden, so fanden sich beim Vergleich der Patienten aus den verschiedenen

Krankheitsstadien im Fisher-Test folgende signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 28; statistischer Vergleich der IgM- und IgG-Blotergebnisse der verschiedenen Krankheitsstadien

Bei der Erstuntersuchung wiesen Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 signifikant
haufiger [gG-Antikérper gegen das 100- und 18-k Dalton-Partialantigen auf.

Bei der ersten Nachuntersuchung erkannten Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 das
31-k Dalton-Antigen signifikant haufiger mit IgM als bei den beiden anderen Stadien.

Im Rahmen der zweiten Nachuntersuchung wiesen Patienten mit einer Borreliose im
Stadium 2 signifikant hiufiger IgG-Antik&rper gegen das 21-, 18- und 12 k Dalton-Antigen

auf als der Rest der symptomatischen Patienten.,

5.2.5.4 Vergleich der Ergebnisse im |gG-Subklassen-Blot bei Patienten der
verschiedenen Krankheitsstadien einer Borreliose

Beim Vergleich der Patienten der einzelnen Krankheitsstadien anhand der IgG-
Subklassendominanz lieen sich folgende Unterschiede beobachten:

1. Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 und 3 wiesen bei der Erstuntersuchung
tiberwiegend eine IgG1-Dominanz auf, wihrend eine IgG3-Dominanz nur selten
beobachtet wurde.

2. Bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 lag schon bei der Erstuntersuchung
signifikant hdufiger eine [gG3-Dominanz (p = 0,0155) und signifikant seltener eine
IgG1-Dominanz vor (p = 0,0100) als bei den Patienten im Stadium 1 und 3 der
Borreliose.

3. Bei allen Patienten nahm im zeitlichen Verlauf die Haufigkeit der IgG1-Dominanz ab
und die Haufigkeit der [gG3-Dominanz zu.



61

Erstuntersuchung erste
Nachuntersuchung

&
il |

SANFANN

1G2G3G4 Gges G1G2G3 G4

Ik

Abbildung 29: Darstellung des [gG-Subklassenblots einer Patientin mit einer Borreliose im Stadium 1

Gges. = IgG gesamt, G1 = IgG1, G2 =1gG2, G3 =1gG3, G4 =1gG4
In Abbildung 29 ist der IgG-Subklassen-Blot einer Patientin mit symptomatischer
Borreliose im Stadium 1 dargestellt. Bei der Erstuntersuchung wies die Patientin eine IgG1-

Dominanz auf, bei der ersten Nachuntersuchung eine IgG3-Dominanz.

Erstuntersuchung ersle zweite
Nachuntersuchung Nachuntersuchung

Abbildung 30: Darstellung des IgG-Subklassenblots eines Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2
Gges. =IgG gesamt, Gl =IgG1, G2 =1gG2, G3 =1gG3, G4 =[G4

In Abbildung 30 ist der IgG-Subklassen-Blot eines Patientin mit symptomatischer
Borreliose im Stadium 2 dargestellt. Bei der Erstuntersuchung wies dieser Patient eine
IgG1-Dominanz auf, bei der ersten Nachuntersuchung eine I[gG1+3-Kodominanz und bei

der zweiten Nachuntersuchung eine IgG3-Dominanz.
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Abbildung 31: Darstellung des IgG-Subklassenblots einer Patientin mit einer Borreliose im Stadium 3
Gges. = IgG gesamt, G1 =IgG1, G2 =1gG2, G3 =1gG3, G4 =1gG4
Abbildung 31 zeigt den IgG-Subklassen-Blot einer Patientin mit einer symptomatischen

Borreliose im Stadium 3. Sie wies bei allen Untersuchungen eine IgG1-Dominanz auf.

Be1 Patienten 1m Stadium 3 lag bei der Erstuntersuchung signifikant hdufiger eine IgG1-
Dominanz vor als bei den Patienten der beiden anderen Krankheitsstadien. Demgegeniiber
lag bei den Patienten des Stadium 3 eine IgG3-Domianz signifikant seltener vor.

Bei der ersten und zweiten Nachuntersuchung konnten zwischen den Krankheitsstadien
keine signifikanten Unterschiede beziiglich der IgGG-Subklassen-Dominanz mehr

nachgewiesen werden.

Verglich man die Haufigkeit, mit der die Partialantigene in den verschiedenen Stadien
erkannt wurde, so fanden sich im Fisher-Test nur bei der Erstuntersuchung und der ersten

Nachuntersuchung signifikanten Unterschiede bei einzelnen Banden (Abbildung 32 ).
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afs von der zweiten Gruppe erkannt

Abbildung 32: Statistischer Vergleich der Hiufigkeiten, mit denen Partialantigene von IgG-Subklassen-
antikdrpern bei Patienten der verschiedenen Krankheitsstadien erkannt wurden G1; IgG1-Antikérper;
G2: IgG2-Antikorper; G3: IgG3-Antikorper; G4: IgG4-Antikorper

Patienten im Stadium 1 erkannten kein Partialantigen signifikant hiufiger oder seltener, als
die anderen symptomatischen Patienten.

Patienten im Stadium 2 erkannten bei der Erstuntersuchung mit IgG1-Antikérpern das 61-,
41- und 31-k Dalton-Partialantigen mit IgG2-Antik6rpern das 15-k Dalton-Partialantigen
und mit IgG3-Antikérpern das 31-k Dalton-Partialantigen signifikant seltener als die
anderen symptomatischen Patienten. Bei der ersten Nachuntersuchung erkannten sie mit
IgG1-Antikérpern das 65-kDalton-Partialantigen signifikant seltener als die anderen
symptomatischen Patienten.

Patienten im Stadium 3 erkannten bei der Erstuntersuchung mit IgG1-Antikérpern das 65-,
61-, 35- und 21-k Dalton-Partialantigen, mit IgG3-Antikérpern das 65-k Dalton-
Partialantigen signifikant haufiger als die anderen symptomatischen Patienten. Bei der
ersten Nachuntersuchung erkannten sie mit Ig(G1-Antikérpern das 61-k Dalton-
Partialantigen, mit IgG3-Antikérpern das 100-k Dalton-Partialantigen und mit IgG4-
Antikérpern das 12-k Dalton-Partialantigen signifikant haufiger als die anderen

symptomatischen Patienten.

Im Rahmen der zweiten Nachuntersuchung fanden sich keine signifikanten Unterschiede in

der Hiufigkeit, mit der einzelne Partialantigene erkannt wurden.
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Da die IgG-Subklassendominanz sich im Verlauf der Erkrankung bei den symptomatischen
Patienten dnderte, ergab sich die Frage, ob diese Unterschiede bei den IgG-Subklassen-
dominanzen auf Unterschieden in der Antigenerkennung beruhten, also, ob bei1 der
Erstuntersuchung und den beiden Nachuntersuchungen unterschiedliche Partialantigene
erkannt wurden.
Um diese Frage zu kldren, wurde verglichen, welche Partialantigene bei den einzelnen
Untersuchungszeitpunkien in der Gesamtgruppe der symptomatischen Patienten erkannt

wurden. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 33 dargestellt.

Symptomatische Patienten
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Abbildung 33: Vergleich der erkannten Partialantigenen im IgG-Subklassenblot bei symptomatischen
Patienten zu den drei Untersuchungszeitpunkten; G1: IgGl-Antikérper, G2: IgG2-Antikérper; G3: IgG3-
Antikérper, G4: IgG4-Antikérper

Insgesamt war zu beobachten, daf} kein Antigen ausschlieBlich von Antikérpern einer [gG-
Subklasse erkannt wurde. Im zeitlichen Verlauf @nderte sich die Haufigkeit, mit der einzelne
Partialantigene erkannt wurden nicht sehr. Der Wechsel der IgG-Subklassendominanzen

wurde somit nicht durch eine Anderung im Antikdrperspektrum verursacht.

Es fiel aber auf, daB einzelne Antigene unabhangig vom Krankheitsstadium und vom
Untersuchungszeitpunkt in einer IgG-Subklasse besonders oft erkannt wurden. So wurde das
100-kDalton Antigen besondets oft von IgG1-Antikérpern, das 12-kDalton Antigen von

" Ig(G2-Antikérpern und das 31- und 18-kDalton Antigen von IgG3-Antikérpern erkannt.
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5.3 Darstellung der klinischen und serologischen Ergebnisse der asymptomatischen

Patientengruppe, im Querschnitt und im Verlauf

5.3.1 Klinische Ergebnisse der asymptomatischen Patienten

In diese Studie wurden insgesamt 34 Personen mit einem positiven Antikdrpernachweis im
ELISA und Westernblot aufgenommen, die aber keine Symptome einer Borrelien-Infektion
zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung oder anamnestisch gesichert aufwiesen. Entsprechend
der Definition unter Punkt 2.1. wiesen diese Patienten damit eine asymptomatische
Borrelien-Infektion auf.

Bei diesen Personen war im Rahmen der diagnostischen Abkldrung emer anderen
Grunderkrankung nebenbefundlich ein erhéhter Antikérper-Titer gegen Borrelia burgdorferi
aufgefallen, ohne dafl Symptome und Serologie in Verbindung miteinander gebracht werden
konnten. Durch neurologische, dermatologische und rheumatologische Untersuchungen
wurde eine aktive Borreliose ausgeschlossen. Diese Personengruppe diente als seropositive

Kontrolle ohne Krankheitsaktivitit gegeniiber der Gruppe der symptomatischen Patienten.

In dieser Gruppe befanden sich 19 Minner und 15 Frauen im Alter von 16 bis 71 Jahren,
im Mittel von 53,8 Jahren.
Die Probanden wiesen folgende klinische Diagnosen auf (Tabelle 20):

Symptomgruppen Leitdiagnosen

neurologische Symptomatik | Carpalunnelsyndrom (1),
periphere Neuropathie (3),

Wurzelkompressionssyndrom (2),
funktionelle Lihmung (1)

dermatologische Symptomatik | Kontaktckzem (2),
Psoriasis vulgaris (1),
Exanthem (1)

riieumatologische Symptomatik | traumatischer Kniegelenkserguf3 (1),
degenerative Gelenkserkrankungen (2),

rheumatoide Arthritis (2)

Symptome im Bereich von Hals, |kongenitaler Nystagmus (1),
M.Meéniere (1),

Nasen und Ohren Cochleovestibulire Lision (1),
Hérsturz (1),

Otitis media (1)

sonstige Symptomatik Depression (2),
Fieber unklarer Genese (1),

Lymphadenopathie (1),
FuBiddem (1),
Himangiom (1)

Tabelle 20: Klinische Symptomatik der Patienten mit asymptomatischer Borreliose



66
Eine aktive Borreliose wurde durch die klinische Diagnostik ausgeschlossen. Anamnestisch

konnten keine Symptome einer fritheren Borreliose ermittelt werden.

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt wurden 29 der 34 Personen mit asymptomatischer
Borrelien-Infektion erfaBt. Dabei waren 12 Frauen und 17 Minner, die im Durchschnitt

56 Jahre alt waren. Bei 6 der erfaliten Probanden lag bei der Erstuntersuchung eine aktive
entziindliche Erkrankung anderer Genese vor (unklare BSG-Erhshung, Arthritis,
rheumatoide Arthritis, Otitis media, Psoriasis vulgaris, Fieber unklarer Genese). Bei zwei
Patienten wurde wegen Mamma-Ca, beziechungsweise aplastischer Animie eine
Immunsuppresion durchgefiihrt. Insgesamt wurden 12 Probanden mit neurologischen, 6 mit

dermatologischen, 3 mit rheumatologischen und 8 mit sonstigen Symptomen untersucht.

Im Rahmen der ersten Nachuntersuchung wurden 6 asymptomatische Probanden, drei
Frauen und drei Ménner im Alter von durchschnittlich 54 Jahren erfaft.
In der zweiten Nachuntersuchung wurden 8 Probanden erfaft. Dabei waren zwei Frauen und

sechs Manner im Alter von durchschnittlich 48,9 Jahren.

9.3.2 Ergebnisse der IgG-Subklassen Nephelometrie bei asymptomatischen

Patienten

Bei dieser Personengruppe ergab die IgG-Subklassen Nephelometrie folgende Ergebnisse:

Konzentrationen Komzentrationen

[mef dl] [mg/dl]

luuﬂu ................................. lnuu

S e e e U 500 {- [

IgG1 IgG2 IgG3 IpG4
IgG Subldassen IgG-Subklassen

Abbildung 35: Ergebnisse der IgG-Subklassen Nephelometrie aller asymptomatischer Probanden
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Es wurde bei einer Probandin ein IgG4-Defizit festgestellt, daher wurde sie von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen. Im iibrigen entsprachen bei Probanden mit asymptomatischer
Borrelien-Infektion die [gG-Subklassenkonzentrationen der Verteilung bei gesunden
Erwachsenen (Hamilton 1987), ebenso bei den Probanden der Untergruppen die im Rahmen

der Erstuntersuchung sowie der ersten und zweiten Nachuntersuchung erfafit wurden.

5.3.3 Ergebnisse des ELISA, IFT und IFT-Abs bei asymptomatischen

Patienten

Bet allen Probanden mit asymptomatischer Borrelieninfektion fanden sich positive Befunde
in der Borrelien-Serologie.

So lagen die durchschnittlichen Ergebnisse im ELISA bei rund 400 Einheiten
(maximal:1378 Einheiten, minimal: 204 Einheiten), im IFT bei emnem Titer von 1:215 und
im IFT-Abs bei 1:93.

Bei den Nachuntersuchungen asymptomatischer Borrelien-Infizierter gab es keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des ELISA, IFT und IFT-Abs gegeniiber der Gruppe
bei der Erstuntersuchung. Als Trend war zu beobachten, dall die Antikdrperkonzentrationen
abnahm. So zum Beispiel im ELISA, wo bei der ersten Nachuntersuchung ebenfalls

400 Einheiten im Durchschnitt und bei der zweiten Nachuntersuchung nur noch

260 Einheiten im Durchschnitt gemessen wurden.

5.3.4 Ergebnisse des IgM- / IgG-Westernblots bei asymptomatischen

Patienten

Bei Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion iiberwog schon bei der
Erstuntersuchung die Anzahl der borrelienspezifischen IgG-Banden mit 6,6 IgG-Banden pro
Patient gegeniiber 3,0 IgM-Banden pro Patient.
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Abbildung 36: Hiufigkeiten von IgM- bzw. IgG-Antikérperbanden im Immunoblot bei Patienten mit
asymptomatischer Borrelien-Infektion zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

Im IgM-Blot wurden, wie Abbildung 36 zeigt, besonders hthermolekulare Antigene wie das
100-, 75- und 65-k Dalton Antigen erkannt. Das 41kDalton-Antigen (Flagellin) wurde
sowohl 1m [gM- wie auch im IgG-Blot oft markiert.

Gegen alle anderen Antigene fanden sich ebenfalls AntikSrper, wenn auch mit geringerer
Hiaufigkeit.

Im IgG-Blot fand sich ein breites Spektrum von Antikérpern, die fast alle Borrelien-

Partialantigene markierten.

Bei der ersten Nachuntersuchung wurde wiederum das 41-kDalton Partialantigen am
haufigsten erkannt. Das Antikérpermuster hatte sich gegeniiber der Erstuntersuchung kaum
verdndert. Im IgM-Blot wurden niedermolekulare Antigene seltener erkannt so das 21-, 15-
und 12-k Dalton Antigen.

Im Rahmen der zweiten Nachuntersuchung beschrankte sich das IgM-Antikérperspektrum
im wesentlichen auf Antikérper gegen das 41-kDalton-Antigen. Die Haufigkeit und
Intensitit der Banden im IgG-Blot nahm ab. Trotzdem wurde insbesondere das 18-kDalton-

Antigen von 6 der 8 Probanden erkannt.

5.3.5 Ergebnisse des IgG-Subklassen-Blots asymptomatischen Patienten

Auch bei Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion wurde fiir jeden IgG-
Subklassen-Blot die Anzahl und Intensitit der Banden ausgewertet. Die Subklasse mit den
meisten und stirksten Banden wurde dominierend genannt.

~ In der Tabelle 21 ist fiir jeden Untersuchungszeitpunkt dargestellt, bei wievielen Probanden

Antikérper in einer IgG-Subklasse dominierten.
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Dominanzen Erstuntersuchung erste weite
Nachuntersuchung Nachuntersuchung
n=29 n=6 n=4§

IgGl 4 (14%) 1 (17%)

1¢G2 3 (10%) 1 (17%) 1 (12%)
1gG3 15 (52%) 2 (33%) 4 (50%)
IgG4 1 (3%)

1gGI+IgG3 3 (10%) 2_(33%) L (12%)
IgG2+1gG3 2 (7%) 1 (12%)
keine Dominanz 1 (3%) 1 (12%)

Tabelle 21: IgG-Subklassendominanz bei Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion

Eine IgG1-Dominanz findet sich bei der Erstuntersuchung nur bei wenigen Probanden eine

IgG3-Dominanz 1st weit hdufiger. Zudem sind hdufig Kodominanzen zu beobachten.

Patienten mit entziindlichen Erkrankungen unterschieden sich hinsichtlich der IgG-

Subklassendominanz nicht von den iibrigen asymptomatischen Probanden.

Bei den Nachuntersuchungen blieb IgG3 die dominierende Subklasse, wihrend eine IgGl-

Dominanz bei der zweiten Nachuntersuchung nicht mehr auftrat.

In der Abbildung 37 sind die IgG-Subklassen-Blots dreier asymptomatischer Probanden

dargestellt.

Alle drei wiesen eine deutliche 1gG3-Dominanz auf.

300

4

Abbildung 37: Darstellung der IgG-Subklassenblots dreier asymptomatischer Patienten
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5.4 Vergleich der Ergebnisse der Probanden mit symptomatischer und
asvmptomatischer Borrelien-Infektion

Die symptomatischen Patienten und die asymptomatischen Probanden wurden fiir jeden
Untersuchungszeitpunkt getrennt miteinander verglichen, da wihrend der
Verlaufskontrollen jeweils nur ein Teil der Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten im

Krankheitsverlauf erfaflt wurde.

Zundchst wurde die Gruppe aller symptomatischer Patienten und der asymptomatischen
Probanden hinsichtlich der IgG-Subklassen-Konzentration miteinander verglichen, um
auszuschliefien, da Unterschiede bei den spezifischen IgG-Subklasen auf Unterschieden in
der IgG-Subklassenkonzentrationen beider Gruppen beruhten.

Dabei zeigte sich, daB3 die Konzentration an IgG1- und IgG2-Antikérpern bet
asymptomatischen Patienten signifikant héher waren (p< 0,05) als bei symptomatischen
Patienten. Bei den I1gG3- und IgG4-Antikérpern gab es keine signifikanten

Konzentrationsunterschiede (vergleiche Abbildung 38).

c [mgldl]

8000 -

6000-/

4000 : P |

2000 5
asymptomatische Probanden

symptomatische Patienten

Abbildung 38: Vergleich der Konzentrationen der IgG-Subklassen bei symptomatischen Patienten und
Probanden mit asymptomatischer Borreliose
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5.4.1 Vergleich von Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 und

asymptomatischen Probanden

5.4.1.1 Vergleich der klinischen, der nephelometrischen und der serologischen
Ergebnisse bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 und Probanden mit

einer asymptomatischen Borrelien-Infektion

Die Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 litten in dieser Studie ausschlieBlich an
einem ECM, wihrend bei den asymptomatischen Probanden sehr unterschiedliche
Krankheitsbilder vorlagen.

Bei der Geschlechtsverteilung ergaben sich beim Vergleich der beiden Gruppen signifikante
Unterschiede, da bei den Patienten des Stadium 1 nur Frauen erfaBt wurden.

Es fanden sich keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen beim Vergleich des Alters, der
IgG-Subklassenmenge und der ELISA-, IFT und IFT-Abs-Ergebnisse.

5.4.1.2 Vergleich der IgM- und I1gG-Blot-Ergebnisse bei Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 1 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-
Infektion

Abbildung 39 stellt die Haufigkeiten der IgM- beziehungsweise IgG-Antikérper-Banden bei

Patienten im Stadium 1 der Borreliose und bei Probanden mit asymptomatischer Borreliose

einander gegeniiber.
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Abbildung 39: Hiufigkeit der IgM- und IgG-Antikérper-Banden bei Patienten mit Borreliose im Stadium 1
und asymptomatischer Borrelien-Infektion
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Bei beiden Gruppen iiberwog bei der Untersuchung die Anzahl der spezifischen IgG-

Antik&rper gegeniiber den spezifischen IgM-Antikrpern.

Bei Patienten im Stadium 1 lagen bei der Erstuntersuchung hiufiger IgM-AntikGrper gegen

das 65-k Dalton-Antigen vor, dagegen seltener gegen das 75- und 15-k Dalton-Antigen als

bel asymptomatischen Probanden.

Im IgG-Blot wurden von Patienten im Stadium 1 das 31- und 18-k Dalton-Antigen hiufiger

erkannt.

Bei der ersten Nachuntersuchung hatte in beiden Gruppen die Anzahl der IgM-Antikérper-

Banden abgenonnen,im IgG-Blot wurden von Patienten im Stadium 1 das 75-, 65-, 35- und

31-k Dalton-Antigen hdufiger als von asymptomatischen Probanden erkannt.

5.4 1.3 Vergleich der IgG-Subklassen-Blot-Ergebnisse bei Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 1 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion

Bei den Patienten mit einer symptomatischen Borreliose im Stadium 1 wiesen 37,5 % bei

der Erstuntersuchung eine IgG1-Dominanz auf, wihrend bei den Probanden mit

asymptomatischer Borrelin-Infektion nur bei 14,8 % diese Subklasse dominierte. Auf der

anderen Seite war eine IgG3-Dominanz nur bei 12,3 % der symptomatischen Patienten, aber

bei 55,6 % der asymptomatischen Probanden beobachtet worden. (vergleiche Tabelle 22).

IgG-Subklasen- | Stadium 1 Stadium 1 asymptomatische | asymptomatische
Dominanz Patienten Patienten

bei der bei der ersten bei der bei der ersten

Erstuntersuchung | Nachuntersuchun | Erstuntersuchung | Nachuntersuchun

n=4§8 g n=27 g
n=7 n==6

IgGl 3 (38%) 2 (28%) 4 (15%) 1 (17%)
IgG3 1 (13%) 2 (28%) 15 (55%) 2 (33%)
sonstige 4 (50%) 3 (43%) 8 (30%) 3 (50%)

Tabelle 22: Darstellung der IgG-Subklassendominanz im Vergleich symptomatischer Patienten mit einer
Borreliose imStadium 1 und asymptomatischen Probanden

Bei der ersten Nachuntersuchung glichen sich die Dominanzen einander an, da bei

symptomatischen Patienten im Stadium1 weniger hiufig eine IgG1-Dominanz, daflir aber

héufiger eine IgG3-Dominanz zu beobachten war, wihrend bei asymptomatischen Patienten

das Verhdlinis gleich geblieben war.
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Abbildung 40: Statistischer Vergleich der IgG-
Subklassenblot-Ergebnisse zwischen Patienten im
Stadium 1 und asymptomatischen Probanden

5.4.2 Vergleich von Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 und

asymptomatischen Probanden

5.4.2.1 Vergleich der klinischen und epidemiologischen Ergebnisse, der IgG-
Subklassen-Nephelometrie und der ELISA-, IFT- und IFT-ABS-Ergebnisse bei
Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 und Probanden mit einer

asymptomatischen Borrelien-Infektion

Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 litten {iber wiegend an einer Neuroborreliose,
daneben waren 3 Patienten an einer Lyme-Arthritis erkrankt.

Demgegeniiber waren bei Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion viele
unterschiedliche Krankheitsbilder diagnostiziert worden.

Beim Vergleich der Patienten im Stadium 2 mit den Probanden mit asymptomatischer
Borrelien-Infektion fanden sich keine signifikanten Unterschiede beim Alter, der
Geschlechtsverteilung, der IgG-Subklassenmenge, der Ergebnisse im ELISA, IFT und
IFT-Abs.
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5.4.2.2 Vergleich der IgM- und 1gG-Blot-Ergebnisse bei Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 2 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion

In Abbildung 41 sind die Ergebnisse der IgM- und IgG-Immunoblots fiir Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 2 und fiir asymptomatische Probanden im Vergleich dargestellt.

100

7%

&5

fil

&1

35

3

kDalten

Patieaten mit einer Bomreliose im Stadium 2

Erstuntersuchung
n=13

100

75

6

41

Dande wurde: ni:hl

kDralon

s [

15

o

ersten Nachuntersuchung
o= 14

IgG

a 13

der Pal

kDalion

100

izt

vam bis :ln 25 wom bis zu 33
tienten nt

oweiten Nachuntersuchung
n= [§

12G

kDalton

Patienten mit 25ym
Ersmuntersuchung
n=29%

kDzlon
Res) B
T5
1H]
61 fu

41

35

1gM 1gG g

Hande warde:  michh
erkannl

von bis e 173
der Patienien

il wcher Borrelien. [nfel
£Tsie Nachuntersur.hung
=6

zweile Nachuntersuchung
kDalion "ot
[{es]
75
(]
61

41

35

TemM igG

venbiszu3  wrblsr 33
erkanni

Abbildung 41 Hiufigkeit der IgM- und IgG-Antikorper-Banden bei Patienten mit einer Borreliose im
Stadium 2 und asymptomatischen Probanden

Beim Vergleich der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 mit Probanden mit einer

asymptomatischen Borrelien-Infektion fiel als Gemeinsamkeit auf, dafl beide Gruppen das

41-k Dalton-Partialantigen sehr hiufig erkannten. Demgegeniiber wiesen Patienten im

Stadium 2 mehr IgM- und IgG-Antikérper gegen borrelienspezifische Partialantigene auf als

Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion.

Im IgG-Blot wurde bei der Erstuntersuchung das 61-, 31-,

18- und 12-k Dalton-Antigen

haufiger von den symptomatischen Patienten erkannt. Bei den beiden Nachuntersuchungen

wiesen symptomatische Patienten ebenfalls mehr [gG-Antik6rper gegen borrelienspezifische

Partialantigene auf als Probanden mit asymptomatischer Borrelien-Infektion, so gegen das

65-, 61-,

35-, 31- und 12-k Dalton-Antigen bei der ersten Nachuntersuchung und gegen das

100-, 75-, 65-, 31- und 12-k Dalton Antigen bei der zweiten Nachuntersuchung.
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5.4.2.3 Vergleich der IgG-Subklassen-Blot Ergebnisse von Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 2 mit Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion

Beim Vergleich von Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 und Probanden mit

asymptomatischer Borrelien-Infektion beziiglich der IgG-Subklassen lieBen sich keine

eindeutigen Unterschiede nachweisen.

Beide Gruppen wiesen am hiufigsten eine [gG3-Dominanz auf, wihrend eine IgG1-

Dominanz nur selten nachzuweisen war. Dies ist in der Tabelle 23 dargestelit.

Dominanz Patienten im Stadium 2 asymptomatische Probanden
Erst- erste zweile Erst- erste zweile
unter- Nachunter- | Nachunter- unter- Nachunter- | Nachunter-

suchung suchung suchung suchung suchung suchung
n=23 n=15 n=18 n=29 n=0 n=3§8

IgGl 5@%) | 5G3%) | 3a7%) | 4a4%) | 1 (17%) 0

IgG3 10 47%) | 9 (60%) | 15 83%) | 15 (52%) | 2 (33%) | 4 (50%)

Sonshge 6 (28%) 1 (7%) 0 10 (34%) | 3 (50%) 4 (50%)

Tabelle 23: Darstellung der IgG-Subklassendominanz im Vergleich symptomatischer Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 2 und asymptomatischer Probanden
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Abbildung 42: statistischer Vergleich der IgG-
Subklassenblot-Ergebnisse zwischen Patienten im
Stadum 2 und asymptomatischen Probanden

Verglich man welche Partialantigene von
beiden Gruppen erkannt wurde, so wurde
zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung von
asymptomatischen Probanden signifikant
hiufiger das 35-kDalton-Partialantigen mit
IgG1-Antikdrpern, das 18-kDalton-Antigen
mit Antikdrpern der IgG2-Subklasse, sowie
das 41-kDalton-Partialantigen mit 1gG4-
Antikérpern erkannt. Demgegeniiber
erkannten symptomatische Patienten im
Stadium?2 das 15-kDalton-Partialantigen
signifikant hiufiger mit IgG3-AntikSrpern.
Diese Unterschiede liefien sich bei der

Nachuntersuchung nicht mehr nachweisen.
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5.4.3 Vergleich der Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 und
asymptomatischen Probanden

5.4.3.1 Vergleich der klinischen und epidemiologischen Ergebnisse, der IgG-
Subklassen-Nephelometrie und der ELISA-, IFT- und IFT-ABS-Ergebnisse bei
Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 und Probanden mit einer

asymptomatischen Borrelien-Infektion

Beim Vergleich der Patienten im Stadium 3 mit den Probanden mit asymptomatischer
Borrelien-Infektion fanden sich keine signifikanten Unterschiede beim Alter,

der Geschlechtsverteilung und der IgG-Subklassenmenge.
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Abbildung 43: Darstellung der Krankheitsdauer, ELISA-, IFT- und IFT-Abs-Werte bei Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 3 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-Infektion bei der
Erstuntersuchung

Die serologischen Ergebnisse in der Borrelien-Serologie lagen im IFT, IFT-Abs und ELISA
bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 signifikant héher, wie die Abbildung 39

darstellt.

5.4.3.2 Vergleich der IgM- und IgG-Blot-Ergebnisse bei Patienten mit einer
Borreliose im Stadium 3 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion

Verglich man die Ergebnisse im IgM- bezichungsweise IgG-Immunoblot bei Patienten mit
einer Borreliose im Stadium 3 und Probanden mit einer asymptomatischen Borreliose, wie
sic in Abbildung 25 beziehungsweise 36 dargestellt sind, so wurden von den symptoma-

tischen Patienten mit IgG-Antikérpern das 100- und das 12-k Dalton-Partialantigen bei der
Erstuntersuchung und das 65- und 61k Dalton-Partialantigen bei den Nachuntersuchungen

etwas hiufiger erkannt, jedoch war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.
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5.4.3.3 Vergleich der IlgG-Subklassen-Blot-Ergebnisse bei Patienten mit einer

Borreliose im Stadium 3 und Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion

In Tabelle 24 wird die Haufigkeit der einzelnen IgG-Subklassendominanzen bei Patienten

mit einer Borreliose im Stadium 3 und bei asymptomatischen Patienten miteinander

verglichen.
Patienten im Stadium 3 asymptomatische Patienten

IgG- Erstunter- erste Twelte Erstunter- erste weite
Subklassen- | suchung Nachunter- Nachunier- suchung Nachunter- Nachunter-
Dominanz suchung suchung suchung suchung

n=9 n=35 n=9 n=27 n=6 n=4§
IgG1 7 (78%) 2 (40%) 2 (22%) 4 (15%) 1 (17%) 0
| [gG3 0 1 (20%) 3 (33%) 15 (56%) 2 (33%) 4 (50%)
sonstige 2 (22%) 2 (40%) 4 (44%) 8 (29%) 3 (50%) 4 (50%)

Tabelle 24: Hiufigkeit der [gG-Subklassen-Dominanzen bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 und

Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-Infektion

Bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 lag zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung

signifikant haufiger eine IgG1-Dominanz vor als bei asymptomatischen Probanden. Letztere

wiesen signifikant hdufiger eine IgG3-Dominanz auf als die symptomatischen Patienten.

Bei den Nachuntersuchungen glichen sich dic Antikérperspektren der symptomatischen

Patienten und der asymptomatische Probanden einander an, indem die Hiufigkeit der [gG1-

Dominanz bei symptomatischen Patienten abnahm, wihrend die Haufigkeit der IgG3-

Dominanz zunahm.
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das Partialantigen wird von der ersten Gruppe signifikant hinfiger
als von der zweiten Gruppe erkannt

. das Partialantigen wird von der ersten Gruppe signifikant seltener
als von der zweiten Gruppe erkannt

D Erstuntersuchung

Erste Nachuntersuchung

| Zweite Nachuntersuchung

Abbildung 44: statistischer Vergleich der IgG-
Subklassenblot-Ergebnisse zwischen Patienten im
Stadium 3 und asymptomatischen Probanden

Verglich man welche Partialantigene von
beiden Gruppen erkannt wurde, so wurde
zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung von
symptomatischen Patienten signifikant
haufiger das 65-, 61- und 21-kDalton-
Partialantigen mit Antik&rpern der IgG1-
Subklassen und das 100- und 21-kDalton-
Partialantigen mit [gG3-Antikérpern
erkannt. Asymptomatische Probanden
erkannten signifikant hdufiger das
18-kDalton-Partialantigen mit Antikérpern
der IgG2-Subklasse. Diese Unterschiede
lieBen sich bei der Nachuntersuchung nicht

mehr nachweisen.
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6. Diskussion

Die Infektion mit dem Erreger Borrelia burgdorferi wird durch Zecken iibertragen und fiihrt
zu einer multisystemischen Entziindung, die in einigen Féllen chronisch verliuft.

Es existieren nur wenige Krankheitsbilder, die fiir die Lyme-Borreliose spezifisch sind, wie
das ECM, die Lyme-Arthritis oder das Garin-Bujadoux-Bannwarth-Syndrom. Daneben kann
die Infektion mit Borrelia burgdorferi zu uncharakteristischen Krankheitsbildern fiihren, zum
Beispiel zu einer Arthritis kleinerer Gelenke (Watanakunakom et al.1992), einer Fibromyalgie
(Dinermann et al. 1992) oder einer Karditis (van der Linde 1991). Dadurch ist die Diagnose

emer Lyme-Borreliose allein aus dem klinischen Bild erschwert.

Untersucht man zur Sicherung der Diagnose das Patientenserum mit Hilfe des IFT, IFT-Abs,
ELISA oder Westernblots, so erhilt man Hinweise dafiir, ob der Patient Kontakt mit Borrelia
bugdorferi hatte oder nicht. Nach den Untersuchungen von Wilske et al. (1987) existiert
Jedoch eine hohe Durchseuchungsrate, wodurch die Aussagefihigkeit dieser Laborergebnisse
eingeschrinkt ist. Je nach Studie sind bei 4,4 bis 9,8% (Atamer 1995, Paul et al. 1987) der
untersuchten Probanden Antikérper gegen Borrelia burgdorferi nachweisbar, auch ohne
aktuelle oder frithere Krankheitssymptome, die sich mit einer Borreliose in Verbindung
bringen lassen. In einer Studie von Fahrer et al. (1991) ist nachgewiesen worden, da3 eine
Serokonversion auch ohne Krankheitszeichen, also asymptomatisch, verlaufen kann.

Daher muf3 bei positiven serologischen Befunden geklirt werden, ob sie im Zusammenhang
mit einer aktuellen symptomatischen Lyme-Borreliose stehen, Zeichen einer
asymptomatischen Serokonversion sind, oder serologische Narben einer ausgeheilten Lyme-
Borreliose (Winward et al. 1989).

Bei diesem Problem hilft der Nachweis von spezifischen [gM-Antikérpern gegen Borrelia
burgdorferi nur wemg weiter, da IgM-Antikérper nach einer Untersuchung von Ferder et al.
(1992) und Engelsing (1993) bis zu 26 Monate persistieren kénnen, obwohl der Proband
symptomfrei ist. Andererseits sind in diesen beiden letzten Studien borrelienspezifische IgM-

Antik&rper nicht immer nachweisbar, auch wenn die Krankheit klinisch weiterhin aktiv ist.

Zur Lésung dieses Problems ist in dieser Untersuchung die Bestimmung der borrelienspe-
zifischen IgG-Subklassen-Antik6rper im Westernblot herangezogen worden.

Es soll in dieser Studie untersucht werden, ob bei symptomatischen Patienten und Personen
mit asymptomatischer Borrelien-Infektion einzelne IgG-Subklassen die Immunantwort

dominieren, ob es Unterschiede in den IgG-Subklassendominanzen bei beiden Gruppen gibt
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und ob diese Unterschiede auf der Erkennung unterschiedlicher Antigene bei beiden Gruppen
beruhen.
Daneben werden symptomatische Patienten mehrfach im Krankheitsverlauf untersucht, um

festzustellen, ob zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche IgG-Subklassen dominieren.

Wird im Westernblot ein Partialantigen von Antikérpern des Patienten erkannt, so binden sich
beil der Weiterverarbeitung des Blots enzymmarkierte Antikdrper (Detektionsantikérper) an
die Patientenantikérper. Durch die Reaktion der Enzyme entsteht eine Bande liber diesem
Partialantigen. Je mehr Patientenantikérper gegen dieses Partialantigen gerichtet sind, desto
mehr Detektionsantikérper kénnen sich binden.

Zunidchst wird im Westernblot untersucht in welcher IgG-Subklasse die meisten Banden
sichtbar werden und in welcher Subklasse diese Bandenfarbung am intensivsten ist. Die IgG-

Subklasse mit den meisten und stiirksten Banden wird dominierend genannt.

Bei der Auswertung der IgG-Subklassen-Westernblots zeigen sich folgende Ergebnisse:

1. Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-Infektion weisen bei der
Erstuntersuchung signifikant hdufiger eine [gG3-Dominanz auf als Patienten mit einer
symptomatischen Borreliose im Stadium 1 und 3 (vergleiche Tabelle 22 und Tabelle 24).

2. Patienten nut einer symptomatischen Borreliose im Stadium 3 weisen bei der
Erstuntersuchung signifikant hiufiger eine IgG1-Dominanz auf als Patienten mit einer
asymptomatischen Borrelien-Infektion (vergleiche Tabelle 24).

3. Asymptomatische Probanden erkennen alle Partialantigene von Borrelia burgdorferi.

Die Antikérperspektren der symptomatischen Patienten und der asymptomatischen
Probanden unterscheiden sich zwar, indem einzelne Partialantigene von asymptomatischen
Probanden haufiger erkannt werden, doch finden sich diese Unterschiede bei anderen
Subklassen als be1 IgG3-Antikorpern. Demgegeniiber sind bei der Erstuntersuchung von
Patienten im Stadium 3 signifikant hiufiger das 65-, 61- und 21-kDalton-Partialantigen mit
Antikérpern der IgG1-Subklassen und das 100- und 21-kDalton-Partialantigen mit IgG3-
Antikérpern erkannt worden als von asymptomatischen Probanden (vergleiche Seite 73, 75
und 77).

Damit ist die unterschiedliche IgG-Subklassendominanz nicht auf die Erkennung
unterschiedlicher Antigene zurtickzufiihren.

4. Vergleicht man symptomatische Patienten und asymptomatische Probanden beziiglich der
Konzentrationen der IgG-Gesamtmenge und der Subklassen, so sind bei Personen mit

asymptomatischen Borrelien-Infektionen die Konzentrationen an [gG1- und IgG2-
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Antikdrpern signifikant gréBer als bei symptomatischen Probanden. Demgegeniiber sind
die Konzentrationen von IgG3 bei symptomatischen Patienten und asymptomatischen
Probanden nicht signifikant unterschiedlich (vergleiche Abbildung 35).

Diese Befunde sprechen dafiir, dafl die Unterschiede in der IgG-Subklassenverteilung im

Borrelien-Immunoblot sich nicht auf Unterschiede in den Konzentrationen der IgG-

Subklassen zuriickfiihren lassen.

5. Im zeitlichen Verlauf nimmt bei den symptomatischen Patienten die Haufigkeit einer
IgG1-Dominanz ab und die Haufigkeit einer IgG3-Dominanz zu (vergleiche Tabelle 12, 15
und 18 und Abbildung 27, 28 und 29) und es bestehen zum Zeitpunkt der letzten
Untersuchung keine Unterschiede mehr hinsichtlich der IgG-Subklassen-Dominanzen
zwischen den Patienten mit einer symptomatischen Borreliose und asymptomatischen
Probanden (vergleiche Tabelle 22, 23 und 24).

6. Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 weisen schon bei der Erstuntersuchung
vergleichbar oft eine IgG3-Dominanz und vergleichbar selten eine IgG1-Dominanz auf wie
asymptomatische Probanden (vergleiche Tabelle 23).

Die Beobachtung unter Punkt 6 findet sich auch in den Ergebnissen einer Studie von Olsson

et al. (1987). Diese Arbeitsgruppe hat jeweils 5 Patienten aus den drei Stadien der Lyme-

Borreliose untersucht , davon 5 Patienten mit ECM (Stadium 1), 4 Patienten mit Menigitis

und Facialisparese und 1 Patient mit Arthritis (Stadium 2), sowie 5 Patienten mit ACA

(Stadium3). Hinweise auf die Krankheitsaktivitit werden in diesem Artikel nicht

wiedergegeben. Die Patientenseren sind mit Hilfe eines ELISA untersucht worden, der

borrelienspezifische Antikorper der IgG-Subklassen mit Hilfe monoklonaler Antikérper
nachweist. Damit kann die spezifische IgG-Subklassenantwort semiquantitativ untersucht
werden. Es findet sich daB, die meisten Antikorper gegen Borrelia burgdorferi aus der IgG1-

Subklasse stammen. Daneben 148t sich aber auch eine deutliche Antwort der IgG3-Subklasse

nachweisen. Im Vergleich der einzelnen Krankheitsstadien findet sich bei der Patientengruppe

im Stadium 2 eine héhere IgG3-Subklassenantwort, als bei Patienten im Stadium 1 und 3.

Eine Arbeitsgruppe um Hechemy et al. (1988) analysiert ebenfalls die IgG-Subklassenantwort
gegen Borrelia burgdorferi. Sie haben im Querschnitt das Serum von insgesamt 78 Patienten
aus allen drei Stadien der Lyme Borreliose untersucht, davon 9 mit ECM, 13 mit
neurologischen oder cardiologischen Krankheitsbildern und 56 mit Arthritis. Die Seren sind
sowohl mit einem Borrelien-Westernblot als auch mit einem Borrelia burgdorferi-ELISA und
Treponema phagedenis-ELISA hinsichtlich der IgG-Subklassen-Antikérper untersucht

worden. Die Konzentrationen der spezifischen IgG-Subklassen- Antikorper ist mit Hilfe des
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Absorbtionswertes im Borrelien-ELISA semiquantitativ bestimmt worden. Es finden sich
iberwiegend IgG1- und IgG3-Antik6rper gegen Borrelia burgdorferi. Im Stadium 3 wird der
héchste Absorbtionswert bei IgG1 gefolgt von IgG3 gemessen. Diese Beobachtung deckt sich
mit den Ergebnissen dieser Studie.
Im Stadium 1 und 2 ist der Absorbtionswert im Borrelien-ELISA bei IgG3 am héchsten
gefolgt von IgG1l. Damit liegt bei Hechemy et al. (1988) eine andere Antikérperverteilung bei
Patienten mit einer Borreliose im Stadium 1 vor als in dieser Studie und bei der Arbeitsgruppe
um Olsson et al. (1987). Die Unterschiede konnten darauf beruhen, daf3 in der Studie von
Hechemy et al. (1988) bei den Patienten im Stadium 1 erst nach ldngerer Krankheitsdauer
Blut entnommen worden ist, als in der Untersuchung von Olsson et al. (1987) oder der hier
vorliegenden, da sich die IgG-Subklassenantwort im zeitlichen Verlauf von einer IgG1-
Dominanz zu einer IgG3-Dominanz #ndert, wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie

belegen.

Sowohl Olsson et al. (1987) als auch Hechemy et al. (1988) finden ein Uberwiegen der IgG3-
Antikérper bei Patienten im Stadium 2. Die oben genannte Beobachtung deckt sich mit den

vorliegenden Ergebnissen (vergleiche Tabelle 23).

Leider ist in den Verdffentlichungen beider Studien nicht benannt, wie lange die Patienten
erkrankt waren, bevor das Serum entnommen wurde, oder ob die Krankheit zum Zeitpunkt der
serologischen Untersuchung klinisch aktiv gewesen ist. Zudem ist in jeder Studie nur Serum
aber kein Liquor oder Synovialfliissigkeit untersucht worden.

Wihrend bet Olsson et al. (1987), ebenso wie in der vorliegenden Studie, die Patienten im
Stadium 2 iiberwiegend eine Neuroborreliose aufweisen, zeigt der iiberwiegende Teil der
Patienten bei Hechemy et al. (1988) Affektionen der Gelenke. Damit ist in allen untersuchten
Fillen das Entziindungsgeschehen auf ein Kompartiment beschrinkt, sei es auf den
Intrathekalraum, oder auf den Intrasynovialraum eines oder mehrerer Gelenke. Da sich die
Entzlindung bei diesen Patienten in einem begrenzten Kompartiment und nicht im Serum
abspielt, ist zu diskutieren, ob im Serum eine andere IgG-Subklassendominanz vorliegt, als im

betroffenen Kompartiment.

Hinweise dafiir, daf} in einem Kompartiment die immunologische Situation anders ist als im
Serum, geben die Ergebnisse von Forsberg et al. (1995). Bei dieser Studie zeigen bei
Patienten mit Neuroborreliose T-Zellen aus dem Liquor eine stirkere Reaktion auf Antigene

von Borrelia burgdorferi als T-Zellen aus dem Serum derselben Patienten.
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In der vorliegenden Studie zeigt sich in der Verlaufsuntersuchung, daf} anfangs bei Patienten
mit einer Borreliose im Stadium 1 und 3 eine IgG1-Dominanz vorliegt, wihrend spiter eine
IgG3-Dominanz nachweisbar ist.
DaB dieser Wechsel in der IgG-Subklassendominanz nicht ausschlieBlich eine Folge der
Krankheitsdauer, also einen reinen Zeiteffekt darstellt, belegen die Befunde der
Patientengruppe mit einer Borreliose im Stadium 3. Bei diesem Personenkreis liegt der
Symptombeginn bei der Erstuntersuchung im Mittel 51,7 Monaten und damit signifikant
langer zuriick als bei den symptomatischen Patienten der Stadien 1 und 2. Trotzdem ist bei
7 von 9 untersuchten Patienten eine IgG1-Dominanz nachzuweisen. Damit produzieren
Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 iiber eine lingere Zeit hinweg IgG1-Antikorper
als Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2.
Demgegeniiber wird auch bei Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 nach antibiotischer
Therapie die IgG1-Dominanz seltener und eine IgG1+3-Kodominanz haufiger. Daher scheint
die Dauer der Erkrankung einen geringeren EinfluB auf die IgG-Subklassen-Antwort zu haben

als eine antibiotische Therapie.

Geht man einen Schritt weiter und untersucht, welche Antigene von den einzelnen
symptomatischen Patientengruppen erkannt wird, so zeigt sich, daB nur bei der
Erstuntersuchung und der ersten Nachuntersuchung bei einzelnen Antigenen im Vergleich der
Krankheitsstadien miteinander signifikante Unterschiede bestehen. Bei der zweiten
Nachuntersuchungen lassen sich keine Unterschiede mehr nachweisen. Die Ergebnisse sind
im einzelnen in der Abbildung 32 (S.62) dargestelit.

Es zeigt sich, daB Patienten im Stadium 3 bei der Erstuntersuchung 4 Antigene hiufiger mit
IgG1-AntikSrpern erkennen, als der Rest der symptomatischen Patienten. Daneben erkennen
sie das 65-kDalton-Partialantigen signifikant hdufiger mit IgG3-Antikérpern, als die iibrigen
symptomatischen Patienten. Patienten im Stadium 2 erkennen bei der Erstuntersuchung mit
IgG1-Antikrpern 4 Antigene signifikant seltener als der Rest der symptomatischen Patienten.
Bei der ersten Nachuntersuchung erkennen Patienten im Stadium 2 nur ein Antigen
signifikant haufiger und Patienten im Stadium 3 erkennen drei Antigene signifikant hiufiger
als der Rest der symptomatischen Patienten.

Im Vergleich mit asymptomatischen Probanden finden sich bei der Erstuntersuchung auch
emzelne signifikante Unterschiede. Diese sind in Abbildung 40 (S.73), Abbildung 42 (S. 75)
und Abbildung 44 (S.77) dargestellt.



83
So erkennen asymptomatische Patienten bei der Erstuntersuchung im Vergleich mit Patienten
im Stadium 1signifikant hdufiger das 35-kDalton-Partialantigen mit IgG1-Antikérpern, im
Vergleich mit Patienten im Stadium 2 signifikant hiufiger das 35- (mit IgG1 und 2),
das 18- (mit IgG2) und das 41-kDalton-Partialantigen (mit 1gG4).
Demgegeniiber erkannten bei der Erstuntersuchung Patienten im Stadium 3 signifikant
haufiger das 65-, 61- und 21-kDalton-Partialantigen mit Antik&rpern der [gG1-Subklassen
und das 100- und 21-kDalton-Partialantigen mit IgG3-Antikérpern als asymptomatische
Probanden.
Bei der ersten Nachuntersuchung finden sich weniger Unterschiede zwischen
symptomatischen Patienten und asymptomatischen Probanden, bei der zweiten keine

signifikanten Unterschiede mehr.

Um verlidBliche Ergebnisse zu erhalten wurden die Patienten, die in diese Studic einbezogen
wurden, sorgfiltig ausgewihlt. Sie sind aufgrund positiver Antikérpernachweise gegen
Borrelia burgdorferi im ELISA, IFT, IFT-Abs und IgM-/ IgG-Westernblot einbezogen
worden. Die Kriterien fiir positive Befunde sind bei der jeweiligen Methodenbeschreibung
unter Punkt 3 aufgefiihrt.

In einem Fall ist bei einer Patientin mit ECM die eindeutige klinische Symptomatik
ausreichend gewesen, obwohl die Antikérpertiter im ELISA hier im grenzwertigen Bereich
lagen.

Alle Probanden sind klinisch untersucht worden. Dabei ist bei symptomatischen Patienten die
Diagnose gesichert worden, aulerdem ist festgestellt worden, ob die Krankheit aktiv ist. Bei
asymptomatischen Probanden sind andere Ursachen fiir die Syndrome ermittelt und ein durch
Borrelien ausgeldstes Krankheitsbild ausgeschlossen worden.

Bei 3 asymptomatischen Probanden liegen entziindliche Systemerkrankungen vor, bei einer
Patientin ein malignes Geschehen (vergleiche Tabelle 20). Die Grunderkrankungen dieser vier
asymptomatischen Probanden kann sich auf die immunologische Reaktion dieser Personen
auswirken. Es wire bei den ersten drei Probanden mit einer unspezifischen Aktivierung der
Antikorperproduktion zu rechnen, wihrend bei dem vierten durch die zytostatische Therapie
eine Immunsupression mit geringerer Antikérperproduktion zu erwarten wire. Ein solcher
Effekt wire angesichts der geringen Anzahl der betroffenen Probanden vernachlassigbar
gering.

Bei den in dieser Studie verglichenen Patientengruppen sind sich hinsichtlich der
Geschlechtsverteilung und des Alters keine signifikanten Unterschiede nachweisbar. Dies ist

fiir die Vergleichbarkeit beider Gruppen nétig, da die [gG-Subklassen-Produktion nach einer
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Studie von Grundbacher et al. (1970) vom Alter und dem Geschlecht der Probanden abhingig

ist.

Fiir die Beurteilung der vorliegenden Studienergebnisse ist neben der Art, wie die Patienten
und die Kontrollen ausgewihlt werden, neben der Geschlechts- und Altersverteilung beider
Gruppen auch der methodische Ansatz wichtig. Im folgenden sollen die hier verwendeten

Methoden einer kritischen Betrachtung unterzogen werden.

Der in allen serologischen Tests (ELISA, IFT, Westernblot) eingesetzte Borrelia burgdorferi
Stamm B;, ist das erste Isolat von Shelter Island (Barbour et al. 1983, Johnson et al. 1984),
der zar Untergruppe Borrelia burgdorferi sensu stricu gehért (Lebech et al. 1994). Es handelt
sich um einen amerikanischen Stamm, dessen Einsatz in der Serodiagnostik durch
verschiedene Faktoren begriindet ist. Nach dem gelelektrophoretischen Auftrennen weisen die
Partialantigene eine hervorragende Antigenitit auf. Der Stamm besitzt Partialantigene in
einem groflen Molekulargewichtsbereich (100-kDalton bis < 10-kDalton). Dies fiihrt dazu,
dall durch By, ein sehr grofies Antikorper-Spektrum in den untersuchten Seren erfaBt und
detektiert werden kann (eigene Erfahrung).

Der IFT ist aufgrund der Prasentation ganzer Borrelien besonders anfillig fiir
Kreuzreaktionen, da cinige Oberflichenantigene bei verschiedenen anderen Erregern
vorkommen (Bruckbauer et al. 1992). Dieser Mangel wurde im Absorbtions-IFT durch die
Absorbtion des Patientenserums mit Treponema phagedenis-Antigen verringert. Beide
Mcthoden eignen sich zur Screening-Untersuchung von gréBeren Palientengruppen, jedoch
<énnen nur AntikSrper detektiert werden, die gegen Oberflichenantigene gerichtet sind und
dererseits ist die Differenzierung der Antikérper nach dem erkanntem Antigen mit dieser
Mlethode nicht méglich. Dieses schmalere Antigenspektrum erklart die, zum Teil grofen,
Konzentrationsunterschiede bei der Untersuchung eines Patientenserums im IFT und im
LISA, da im ELISA alle Partialantigene zur Bindung mit Patientenantik6rpern angeboten
verden. Da die Auswertung des IFT und des IFT-Abs durch optische Kontrolle des

Intersuchers erfolgt, ist sie in bestimmten Grenzen subjektiv und benotigt Erfahrung,

“iir den ELISA als Untersuchungsmethode spricht, daB er sich photometrisch ablesen l:iBt und
0 die subjektive Beurteilung der Ergebnisse minimiert ist. Der ELISA ist je nach
Antigenpréparation deutlich spezifischer als der IFT. Beim ELISA ist ebenfalls keine

Jifferenzierung der Patientenantikérper anhand der erkannten Epitope méglich.
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Der Western-Blot ist gewihlt worden, um bestimmen zu kénnen, gegen welche
Partialantigene die Antikérper gerichtet sind und um zu kldren, ob das Antik6rperspektrum
bei symptomatischen Patienten und bei Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-

Infektion unterschiedlich ist.

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von Borrelia burgdorferi werden die
Disulfidbriicken durch die reduzierende Wirkung von DTE (Dithioerythrit) geldst. Die
aliphatischen Ketten des SDS binden sich an hydrophobe Gebiete, wodurch sich die
Proteinketten entfalten. So kénnen sich im Lauf des Trennverfahrens unter Einwirkung des
SDS die Strukturen der antigenen Determinanten (Epitope) stark verdndern. Theoretisch wire
moglich, daB eine Bindung mit dem jeweils entsprechenden Antikérper kaum noch oder gar
nicht mehr stattfindet (Bossche 1990). Eine solch starke Verdanderung der Proteine scheint
sich aber in den Gelelektrophoresen von Borrelia burgdorferi Antigenen nicht auszuwirken, da
anschliefend spezifische Antigen-Antikérper-Reaktionen im Immunoblot detektiert werden
kénnen. Renaturierungsvorginge durch die Abtrennung der denaturierenden Substanzen
(SDS) beim Austritt aus dem Gel oder wihrend des Blotvorganges konnten den Proteinen ihre
urspriingliche Struktur wiedergeben. Deshalb muf} davon ausgegangen werden, daf3 die
Antigene von Borrelia burgdorferi in weitgehend nativem Zustand fiir den Nachweis von
Antikorpern zur Verfligung stehen (Bossche 1990), Hierfiir spricht auch, daf3
borrelienspezifische Antikérper im Immunoblot nicht mehr binden, wenn sie zuvor durch

morphologisch intakte fixierte Borrelien gebunden wurden (Alfen et Wellensiek 1992).

Um die Beurteilung eines Westernblots sicher durchfiihren zu kénnen, miissen die
untersuchten Banden eindeutig identifiziert werden.

In einer Untersuchung von Engelsing (1995) ist durch parallele Auftrennung der
Partialantigene des im Labor verwendeten Borrelienantigens mit standardisierten
Proteinmarkern der direkte Vergleich der Laufweite der Proteinmarker mit den Laufweiten
der Partialantigene durchgefiihrt worden, dadurch sind die Massen der einzelnen
Partialantigene bestimmt worden. Zudem sind diese Blot-Streifen mit den aufgetrennten
Partialantigenen mit dem Serum eines hochtitrig seropositiven Patienten inkubiert und
anschlieBend entwickelt worden. Vergleicht man nun die Banden, die durch die Antikorper
des Patienten und der Detektionsantikorper entstehen, mit den Laufweiten der standardisierten
Proteinmarkern, so lassen sich die Molekulargewichte der erkannten Partialantigene dieses
Patienten eindeutig bestimmen. In der Folge wird dieses Serum als Positivkontrolle und Inter-

Assay-Kontrolle eingesetzt, das heifit es dient zur Kontrolle der Blot-Herstellung und als
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Markerserum zur Identifikation der einzelnen Partialantigene beim Vergleich mit neuen

Patienten.

Neben der Identifikation der Partialantigene, miissen Kreuzreaktionen zwischen
unspezifischen Antikdrpern des Patientenserums und dem Antigen weitgehend

ausgeschlossen werden, um die Beurteilung eines Westernblots sicher durchfiihren zu kénnen.

Bei einem Teil der untersuchten Antigene (75-, 65-,01-, 35-, 18-, 15-, 12-kDalton) werden in
einer Untersuchung von Bruckbauer et al. (1992) mehr oder weniger starke Kreuzreaktionen
mit den Antigenen anderer Spirochiten, Leptospiren, Salmonellen, Yersinien,
Pseudomonaden, Neisserien, Camphylobacter, Pasteurellen, Listerien, Legionellaceae
beschrieben. Weitere Studien zeigen, daB folgende Antigene eine niedrige Spezifitit besitzen,
so das 66-, das 60- und das 41-kDalton-Partialantigen (Atamer 1995, Fawcett et al. 1992,
Marconi et al. 1993). Besonders stark 1st die Kreuzantigenitit zwischen Borrelia burgdorfer:
und apathogenen Treponemen, zum Beispiel Treponema phagedenis (Alfen et Wellensiek
1992). Das Antigen von Treponema phagedenis wird in dieser Untersuchung als Absorbens

fiir unspezifischen Antikérper verwendet, so dafl Kreuzreaktivititen sehr reduziert werden.

Solche gering spezifischen Antigene finden sich im Bandenmuster asymptomatischer
Probanden haufig, jedoch nicht signifikant hiufiger als bei den symptomatischen Patienten.
Daneben werden aber auch das 100- und 31-kDalton-Antigen von asymptomatischen
Probanden und symptomatischen Patienten gleich hdufig erkannt. Diese Antigene gelten im
Westernblot als sehr spezifisch fiir Borrelia burgdorfer: (Bruckbauer et al. 1992).

Dies belegt, da es sich bei den Antikdrpern der asymptomatischen Probanden nicht
ausschlieilich um Kreuzreaktionen handelt, vielmehr ist bei ihnen aufgrund des
Bandenmusters ein fritherer Erregerkontakt wahrscheinlich. Dieser Kontakt kann
entsprechend der Untersuchung von Fahrer et al. (1992) asymptomatisch abgelaufen sein und
nach den Ergebnissen von Ferder et al. (1992) aufgrund der Antik&rperpersistenz linger
zuriickliegen.

Besonders bei schwach angefiarbten Banden ist Erfahrung nétig, um die Beurteilung des
Westernblots sicher durchzufiihren.

Die Qualitit der Auswertung der Westernblots ist dadurch optimiert worden, daf3 alle Blots
von zwei Personcn unabhiingig voneinander ausgewertet wurden. Sind einzelne Banden

unterschiedlich bewertet worden, was bei sehr schwach angefirbten Partialantigene
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gelegentlich der Fall war, so ist erneut eine Kontrolle der Auswertung erfolgt. Damit sollte
sowohl das Risiko einer Uberbewertung, als auch einer Unterbewertung der erkannten
Partialantigene minimiert werden.
Um die Bandenmuster verschiedener Patienten miteinander vergleichen zu kénnen, muf eine
Inter-Assay-Kontrolle bei jeder Durchfithrung des Westernblots mitlaufen. Als Inter-Assay-
Kontrolle ist, wie oben beschrieben, das Serum eines Patienten verwendet worden, welches
Antikorper gegen Borrelia burgdorferi in hohen Konzentrationen enthiilt. Dieses Serum ist als
Positivkontrolle bei allen Westernblots mit untersucht worden.
Die Bestimmung der IgG-Subklassen als Kriterium der Krankheitsaktivitat erscheint
erfolgversprechend, da sich in der Literatur in verschiedenen Studien zeigt, daB im Verlauf
einer Immunreaktion zundchst IgG1-Antikdrper gegen das Antigen gebildet werden, wihrend
IgG3-Antikorper spéter produziert werden.
Frey und Rao (1995) finden im Mausmodel kurz nach der Exposition mit Borrelia burgdorferi
eine IgM- und IgG1-Antikérperproduktion.
Auch wird bei Hyposensibilisierungen mit verschiedenen Allergenen von Sondergaard et al.
(1991) am Anfang der Behandlung cin Anstieg der spezifischen IgG1-Antikérper-
konzentration und erst spiiter eine Zunahme der IgG4-Antikorperkonzentration beobachtet.
In einer Studie von Torgano et al. (1992) stellt sich heraus, daB IgG1 produzierende B-Zellen
bei Patienten mit chronischer viraler Hepatitis hiufiger zu finden sind als bei gesunden
Probanden. Diese Beobachtung interpretiert der Autor dahingehend, daB eine Erhshung der
IgG1-Konzentration durch eine Aktivierung der Immunglobulinproduktion durch Antigene
verursacht sein kénnte.
Mathiesen et al. (1988) beobachtet bei Patienten mit Herpes simplex Encephalitis als typische
IgG-Subklassenantwort einen frithen Anstieg spezifischer IgG1-Antikérper. In den ersten
Proben, die frith im Krankheitsverlauf gewonnen werden, sind keine IgG3-Antikorper
nachzuweisen, jedoch in den Proben, die 10 bis 20 Tage nach dem Krankheitsbeginn
gewonnen werden.
Salimonou et al, (1982) findet bei Patienten mit akuter Malaria erhéhte Konzentrationen an
spezifischen IgGl-Antikérpern, wihrend alle anderen Subklassen gegeniiber der Konzen-
tration im symptomfreien Intervall deutlich abnehmen.
Daneben wird von Baugh et al. (1988) beobachtet, daB bei Patienten mit primarer Syphilis vor
allem IgM- und IgG1-AntikGrper entstehen. wihrend bei einer aktiven sekundiren Syphilis
[gG1- (53% des Gesamt-IgG) und IgG3-Antikérper (43% des Gesamt-IgG) vorliegen.
Coleman et al. (1985) kénnen im Serum von Patienten mit aktiver Herpes simplex Virus

Infektion (n=145) innerhalb von 21 Tage nach der Infektion keine IgG3-Antikorper gegen
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Herpes simplex nachweisen, wéhrend spezifische IgG1-Antikérper in allen untersuchten
Seren gefunden werden.
Junker et al. (1987) untersucht die Immunantwort gegen Vollvirusantigen von Varizella-
Zoster-Virus. Bei dieser Studie fillt ebenfalls auf, daB IgG1-AntikSrper als erste gebildet
werden, wihrend IgG3-Antikorper erst im Verlauf der Erkankung nachweisbar sind.
Desweiteren beobachtet Sundquist et al. (1984)bei Patienten mit Varizella eine IgG1-

Dominanz und bei Patienten mit Zoster eine IgG3-Dominanz.

Eine IgG3-Dominanz wird meist erst im spiteren Krankheitsverlauf beobachtet.

So haben Morell-A et al. (1983) die Seren von Patienten untersucht, die 2 Jahre oder linger
zuvor eine Hepatitis B hatten. Dabei beobachten sie, daB die IgG-Antikorper gegen die
Hepatitis B Oberfliche auf die Subklassen IgG1 und IgG3 beschrinkt sind und daB mehr
[gG3-Antikdrper als IgG1-Antikdrper nachweisbar sind. Bei diesen Patienten ist die Hepatitis
abgeklungen, sodaB3 auch hier bei fehlender Krankheitsaktivitit eine [gG3-Dominanz gegen
dieses Antigen vorliegt.

Insgesamt zeigen diese Studien, daB3 die Produktion von IgG1-Antikérpern im
Krankheitsverlauf meist frith erfolgt und einen Hinweis fiir eine aktive Krankheit darstellen
kann. Dies deckt sich mit unserer Beobachtung, daB diese Subklasse die Immunantwort bei
Patienten mit einer aktiven symptomatischen Borreliose im Stadium 1 dominiert (vergleiche
Tabelle 12). Bei diesen Patienten besteht die Krankheit durchschnittlich seit 1,8 Monaten
(vergleiche Tabelle 10) und die Patienten weisen entziindliche Infiltrate der Haut auf.
Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 weisen ebenfalls am hiufigsten eine IgG1-
Dominanz auf (vergleiche Tabelle 18), obwohl bei diesen die Krankheit im Durchschnitt seit
41,6 Monaten besteht (vergleiche Tabelle 16). Daher ist anzunehmen, daf die IgG-
Subklassenproduktion nicht allein von der Zeitdauer der Krankheit abhingt.

Demgegentiber ist beobachtet worden, da8 Probanden mit einer asymptomatischen Borrelien-
Infektion, nur selten eine IgG1-Dominanz aufweisen (vergleiche Tabelle 21). Dies macht

wahrscheinlich, da3 bei dieser Personengruppe die frithe Phase der Immunantwort beendet ist.

Die meisten bisherigen Studien untersuchen die IgG-Subklassenverteilung in der
Immunantwort an einem Patientenquerschnitt. Besonders die IgG-Subklassen-Antwort gegen
einzelne Antigene wird in der Literatur dargestellt. Die Artikel, die eine IgG1-Dominanz

beschreiben sind in der folgenden Tabelle zusammengefalit:
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Autor Erreger Methode Antigen deminante
Subklasse
Hammarstrom-L et al. (1985) Hamophilus ELISA AuBere Membran IgG1
influenza Proteine
Hammarstrtém-L et al. (1985) | Staphylococcus ELISA Alpha-Toxin IgG1
aureus
Christensson-B et al. (1985) Staphylococcus RIA toxic-shock- IgGl1
aureus syndrom protein
Hammarstrém-L et al. (1983) Clostridium ELISA Toxin A und B 1gG1
difficile
Mathiesen-T et al. (1990) Masern-Virus ELISA Vollvirus-Antigen 1gGl
Mergener-K et al. (1987) HIV ELISA + Vollvirus-Antigen IgGl
Westernblot
Seppeld-IIT et al. (1984) Neisseria ELISA Polysaccharid Typ IgG1
meningitidis A
Persson-MAA et al. (1986) Salmonella ELISA Lipopolysaccharide IgGl
parathyphosa (O-Antigen)
Persson-MAA et al. (1986) Salmonella ELISA Lipopolysaccharide IgGl
typhosa (O-Antigen)

Tabelle 25: Dominanz des Immunglobulin G1 bei verschiedenen bakteriellen und viralen Infektionskrankheiten.

Es handelt sich bei den Antigenen iiberwiegend um Proteine, jedoch lassen sich, wie die drei
letzten Studien belegen, auch IgG1-Antikérper gegen Polysaccharide und Lipopolysaccharide
nachweisen.

Grauballe et al. (1986) untersucht bei Infektionen mit Rotavirus die IgG-Subklassen-Antwort
im Verlauf der Erkrankung. Er weist im Gegensatz zu den vorgenannten Artikeln erst
IgG3-AntikSrper nach. IgG1-Antikorper sind erst nach 2 Monaten nachzuweisen. Der
Unterschied kénnte auf den unterschiedlichen Antigenen des Virus im Gegensatz zur Kapsel
grampositiver Bakterien und der dufleren Membran gramnegativer Bakterien beruhen. Die
Patienten sind nicht hinsichtlich ihrer IgG-Subklassen-Konzentration untersucht worden,
daher wire auch ein IgG1-Defizit bei den untersuchten Patienten méglich.

In den iibrigen Studien, die die [gG-Subklassenantwort auf virale Antigene zum Thema
hatten, wurden keine Verldufe, sondern Querschnitte untersucht. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Tabelle dargestellt. Hier finden sich hiufig Kodominanzen, also gleich grofie

Konzentrationen, an spezifischem IgG1 und IgG3.
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Autor Erreger Methode Antigen dominante
Subklasse
Linde-A et al. (1983) Cytomegalie ELISA Vollvirus-Antigen IgGl +3
Virus 1eG3
Hofmann-H (1985) FSME ELISA Vollvirus-Antigen IgG1
1gG3
Linde-GA et al. (1985) Rubella Virus ELISA Vollvirus-Antigen IgGl
1gG3
Rubin- RL et al. (1986) Autoantigen ELISA Anti-Doppelstrang IgGl1
DNA
Anti-glatte IgGl +3
Muskelzellen
Anti-Histone IgGl +3

Tabelle 27: Kodominanz von IgG1 + 3 bei verschiedenen viralen und Auto-Antigenen

Die Subklasse-IgG1 stellt, mit 60,3 - 71,5 % aller Antikérper, den groiten Teil der
Antikorperproduktion (Hamilton 1987). Sie wird bei Antigenkontakt friih gebildet und
dominiert auch bei der Immunantwort gegen Proteine (Hamilton 1987). Es finden sich aber,
wie oben beschrieben, seltener auch IgG1-Antikérper gegen Polysaccharide und
Lipopolysaccharide.

Antikdrper dieser Subklasse zeichnen sich dadurch aus, dafl sie Komplement auf dem
klassischen Weg aktivieren kénnen, daB sie cytophil auf Monozyten, Neutrozyten,
Lymphozyten und Plittchen wirken. Damit spielen sie eine entscheidende Rolle in der
Entstehung von Entziindungsreaktionen. Zudem stammen die Antikdrper bei allergischen

Reaktionen iiberwiegend aus der IgG1-Subklasse.

Die Produktion von IgG1l wird unter anderem von TH,-Zellen, Differenzierungsformen der
T-Helfer-Zellen, kontrolliert, die iiberwicgend Interleukin-4 (IL-4) produzieren (Layton ct al.
1984). Stimulation der aktivierten B-Zelle mit diesem Botenstoff fiihrt zu einem Antikdrper-
switch von IgM zu IgG1 und, falls das Zytokin in hohen Konzentrationen vorliegt, zu IgE. So
wiirden B-Zellen der Maus, die mit Lipopolysacchariden (LPS) aktiviert sind von sich aus
IgG3-Antikérper produzieren. Zugabe von IL-4 bewirkt statt dessen die Produktion von
IgG1-Antikorpern (Radbruch et al, 1980),

Im Gegensatz zur TH,-Zelle produzieren TH,-Zellen iiberwiegend IFN-y. Dieses Zytokin
fordert, wie in der Tabelle 26 dargestellt, je nach Aktivator die Bildung von IgG3 und hemmt
die Bildung von IgGl.
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Zytokin produzierende | fordert Bildung von Wachstum / hemmt Bildung von
Zelle Differenzierung
1L-4 T, M, eo, mast, NK IgGl, IgE + IgG2a, IgG2b, IeG3,
IgM
IL-10 M IgM, IgG, higGl, 5 5
hlgG3
IL-13 T IgM, 1gG, ., HIZE, - -
hlgG4
IFN-y T,NK,M IeG2a, < IgG1, IgG2b,
IgG3 {je nach Aktivator) IgG3 {7e nach Aktivatar)y
IgE {Antagonist van [L-4+
IL.-3)

Tabelle 26: Zytokine die an der Regulation der IgG-Subklassenproduktion beteiligt sind, nach Laman et
Claassen (1996) T: T-Zelle, M: Makrophage, NK: Natiirliche Killerzellen, mast: Mastzelle, eo: eosiniphilre
Granulozyt, h: humaner Antikérper,

Der Anteil der IgG3-Antikérper an der Gesamtmenge des IgG betriigt nach der Untersuchung
von French et al. (1986) 5,0 bis 8,4%.

Der IgG3-Antik&rper hat eine gréBere Masse als die anderen IgG-Subklassen (Hamilton
1987), da die ,,hinge region®, das Verbindungsstiick zwischen Fe-Stiick und den leichten
Ketten, linger ist als bei den anderen drei IgG-Subklassen. Durch dissen Unterschied in der
Struktur wird die stérkere Aktivierbarkeit des Komplementsystems durch IgG3-Antikérper
erkldrt (Feinstein et al. 1986). Die Halbwertzeit von IgG3-Antikérpern ist mit 7 Tagen nur ein
Drittel so lang, wie bei den drei anderen Subklassen (Junker et Telley 1994). IgG3-Antikorper
besitzen wie IgG1-Antikorper cytophile Wirkung auf Monocyten, Neutrophile, Plittchen und
Lymphocyten. Die Spezfitat der IgG3-Antik6rper entspricht der von IgG1-Antikérpern und

sie sind ebenfalls gegen Proteine gerichtet.

Das Zusammenspiel der T-Zellen, der Zytokine, der Borrelien und der Effekt auf die
Regulation der IgG-Subklassen wird im folgenden dargestellt.

Drei Tage alte Méuse verschiedener Stimme entwickeln eine schwere Arthritis bei Infektion
mit Borrelien. Liegt das Alter der Tieren bei drei Wochen so entwickeln nur C3H-Miusen
(Haplotyp: H-2K) dieses Krankheitsbild. Die humorale Immunantwort ist bei diesen am
ausgeprigtesten (Barthold et al. 1990). Stimulationsexperimente zeigen, dal Lymphozyten
dieser Stimme bei Reexposition mit Borrelienantigen vorwiegend IFN-y produzieren, das wie
oben angegeben das charakteristische Zytokin der TH,-Zellen ist. Im Gegensatz dazu
korreliert geringe Krankheitsaktivitit bei z. B. BALB-Miusen (Haplotyp: H2-K) mit
Vorherrschen der TH,-Zellen mit geringer IFN-y jedoch ausgepriigter IL-4-Produktion.
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Subklassenanalysen zeigen, dafi resistente Méuse eine IgG1-dominierte Immunantwort haben,
withrend Erkrankung bei Miusen mit IgG2 korreliert. IgG3 ist in diesen Studien nicht
untersucht. Die IgG1-Dominanz wird als zusétzlicher Hinweis einer TH,-dominierten
Immunantwort gewertet, da IL-4 die Umschaltung von IgM zu IgG1 und IgE unterstiitzt. Die
unterschiedliche 1gG-Subklasendominanz kénnte demnach mit einer unterschiedlichen
Differenzierung der T-Helfer-Zellen bei Patienten mit symptomatischer Borreliose und bei
asymptomatischen Probanden zusammenhéngen. Bei Reexposition immunisierter Mause mit
Borrelia burgdorferi findet sich der ausgeprigteste Antikdrperanstieg in der IgG1-Subklasse.
Weitere Experimente demonstrieren jedoch, dal Borrelia burgdorferi die Synthese von
spezifischen IgG1 auch bei Abwesenheit von IL-4 induziert (Frey et Rao 1995). Somit
miissen hohe IgG1-Antikérper-Konzentrationen nicht mit einer TH,-dominierten

Immunantwort korrelieren.

Ein weiterer Faktor bei der Regulation der humoralen und zelluldren Immunantwort ist
Borrelia burgdorferi selbst, da es nach der Untersuchung von Schoenfeld et al. (1992), auch
allein in der Lage ist B-Zellen zur Mitose und Differenzierung zu Plasmazellen anzuregen.
Einzelne B-Zellen produzieren anschliefend ohne weitere Aktivatoren AntikSrper.
Desweiteren induziert Borrelia burgdorferi in T-Zellen die Produktion von Zytokinen wie
Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNFa), Interferron-y (INF-y), Granulozyten- und Makrophagen-
Kolonie-Stimmulierender-Faktor (GM-CSF) (Yssel et al. 1990), und in Monozyten wird die
Produktion von Interleukin 1-B (IL-1p), Interleukin 1-a (IL-1c) und kérpereigenem
Interleukin 1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA) gesteigert (Miller et al. 1992).

Interleukin 1 wird eine bedeutende Rolle bei der Entstehung und Persistenz der Lyme
Arthritis zugesprochen (Miller et al. 1993).

Die Regulation der IgG-Subklassenproduktion resultiert demnach aus dem Zusammenspiel

aller beteiligter Faktoren.

Unklar ist, warum bei asyptomatischen Probanden vorwiegend spezifische IgG3-Antikérper
zu finden sind. Neben IFN-y kann IL-10 die Umschaltung von IgM auf IgG3 fordern. IL-10
wirkt immunsupprimierend u. a. durch Hemmung der Sekretion von IFN-y. Demnach wiirde
ein Fehlen von IL-10 die Entwicklung einer TH, immundominierenden Antwort férdern.
IL-10 im UberschuB wiirde eine TH,-Immunantwort begiinstigen und die Entziindungs-
reaktion begrenzen. IL-10 wird u. a. von Makrophagen produziert. Borrelien kénnen die
Makrophagenfunktion modulieren. Diese experimentellen Befunde werden bestitigt durch

den Nachweis einer Anreicherung IFN-y produzierender TH,-Zellen im Liquor und
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Synovialfliissigkeit im Vergleich zum Blut bei Patienten mit Lyme-Arthritis (Yssel et al.
1991) und Neuroborreliose (Forsberg et al. 1995).
Zusammenfassend zeigt sich, dafl IgG1-Antikérper zu Beginn der Immunantwort gegen
Borrelia burgorferi gebildet werden, wahrend IgG3-Antikérper in der spéateren Immunantwort
iberwiegen. Damit 188t sich mit der Untersuchung der spezifischen IgG-Subklassen
abschétzen in welcher Phase des Krankheitsverlaufes sich ein Patient befindet.
Und der Nachweis borrelienspezifischer Antikérper der IgG1-Subklasse scheint ein Hinweis
fiir das Vorliegen einer aktiven Krankheit zu sein.
Die Tatsache, dal3 Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 im Serum keine IgGl-
Dominanz aufweisen, kénnte damit zusammenhéngen, daB3 sie zum einen an einer
Neuroborreliose oder einer Lyme-Arthritis leiden. Bei diesen Patienten findet die
Auseinandersetzung mit dem Erreger liberwiegend in einem anderen Kompartiment als dem
Serum statt, namlich im Liquor oder in der Synovia und der Synovialfliissigkeit. Damit wire
eine Untersuchung des Serums, fiir diese beiden Patientengruppen, eine Untersuchung des
falschen Kompartimentes und miifite durch Untersuchungen von Liquor beziehungsweise

Synovialfliissigkeit ergédnzt werden.

In der vorliegenden Studie wurde die Dominanz einer IgG-Subklasse nur anhand der
Bandenanzahl und der Bandenintensitit im Westemblot abgeschédtzt. Eine genauere
Quantifizierung der borrelienspezifischen IgG-Subklassen-Antikérper, zum Beispiel mittels
eines IgG-Subklassen-ELISA mit Borrelien-Antigen kénnte die Ergebnisse dieser

Untersuchung prézisieren.
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7. Zusammenfassung

. Bei der Diagnose einer Borrelien-Infektion bestehen Schwierigkeiten, da bei
uncharakteristischer Symptomatik und positivem serologischem Befund eine
symptomatische Erkrankung nicht leicht von einer asymptomatischen Serokonversion
unterschieden werden kann.

. Verschiedene Studien zeigen, daB sich die spezifische IgG-Subklassen-Produktion im
Verlauf einer Immunantwort verindern kann. Dabei werden hiufig als erstes spezifische
IgG1-Antikérper beobachtet, wihrend andere Subklassen, so Antikérper der Subklasse
IgG3 meist erst spéter nachgewiesen werden kénnen.

. Patienten mit einer symptomatischen Borreliose im Stadium 1 und 3 weisen initial hdufiger
eine IgG1-Dominanz auf als Patienten mit einer asymptomatischen Borrelien-Infektion.
Letztere weisen signifikant hidufiger eine IgG3-Dominanz auf als Patienten mit einer
symptomatischen Borreliose im Stadium 1 und 3.

. Diese Unterschiede der IgG-Subklassen-Dominanzen sind keine Folge unterschiedlicher
Konzentrationen der IgG-Subklassen in den betrachteten Gruppen.

. Die Unterschiede der 1gG-Subklassen-Dominanzen lassen sich nicht durch Erkennung
unterschiedlicher Antigene bei symptomatischen Patienten und asymptomatischen
Probanden erkléren.

. Der Nachweis von IgG3-Antikérpern bei Borrelia burgdorferi Infektionen ist nicht direkte
Folge einer lingeren Krankheitsdauer, da Patienten mit einer Borreliose im Stadium 3 auch
nach einer Krankheitsdauer von mindestens 6 Monaten liberwiegend eine [gG1-Dominanz
aufweisen.

. Nach einer antibiotischen Therapie nimmt bei den symptomatischen Patienten im
zeitlichen Verlauf die Hiufigkeit einer IgG1-Dominanz ab und die Haufigkeit einer IgG3-
Dominanz zu, sodaB bei den Nachuntersuchungen keine Unterschiede mehr hinsichtlich
der IgG-Subklassen-Dominanzen zwischen den Patienten mit einer symptomatischen
Borreliose und asymptomatischen Probanden bestehen.

. Patienten mit einer Borreliose im Stadium 2 weisen schon bei der Erstuntersuchung
vergleichbar oft eine IgG3-Dominanz und vergleichbar selten eine IgG1-Dominanz auf wie
asymptomatische Probanden.

. Da Patienten im Stadium 2 in dieser Studie iiberwiegend an einer Neuroborreliose leiden,
ist zu diskutieren, ob die IgG-Subklassenverteilung der intrathekal gebildeten Antikdrper
der im Serum entspricht, oder ob im Liquor eine IgGl-Dominaﬁz vorliegt. Dieser Punkt

miifite in einer weiteren Untersuchung abgeklért werden.
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9. Anhand

Anhang 1: Reagenzien zur Durchfiihrung des ELISA (Enzvme Linked Immunosorbent Assay

(a) Verdiinnungsmedium
(b) Positiv-Kontrolle

(¢) Labor-Kontrolle

(d) Negativ-Kontrolle
{e) Mikrotitergefilic

(f) Waschpuffer

(g) Detektionsantikdrper
(h) Substrat

(1) Stopplésung

gepufferte Proteinldsung, Absorbtionsmittel, pH 7,5;Sigma, Nr. § 4646

Menschliches Serum mit Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi;
Sigma, Nr.P 6049

Menschliches Serum mit Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi;
Borrelien-Labor Prof. Dr. Wellensiek,
Mikrobiologisches Institut der Justus-Liebig Universitit Gieflen

Menschliches Serum ohne nachweisbare Antikérper gegen
Borrelia burgdorferi; Sigma, Nr. 6267

mit Borrelia burgdorferi-Antigen (Stamm B;,) beschichtete
Mikrotitergefdfie; Sigma, Nr. A 0803

Konzentrierte Pufferlosung; Sigma, Nr. W 3875
1:100 muit sterilem bidestilliertem Wasser verdinnt

Ziegen-Antikorper gegen menschliches IgM und IgG, markiert
mit alkalischer Phosphatase (Kalb); Sigma, C 5543

Natrium-P-Nitrophenylphosphat, 1 mg/ml in gepufferter Lésung,
pH 9,6; Sigma Nr. S 3516

Alkalische Losung, pH 12; Sigma, Nr. 53891

Anhang 2: Reagenzien zur Herstellung des Borrelien-Antigens

(a) BKS-Medium
Sg
bg

0,7g
0,8¢g
22¢g
04¢

g

100 ml
34 ml

in 300 ml

200 ml
72 ml

70 ml

Neopepton, DIFCO Nr. 0119-01

Hepes (knistalin), Serva Nr. 25245

Zitronensiure, Serva Nr. 38642

Brenztraubensdure (Pyruvat), Serva Nr. 15220

NaHCO,, Merck Nr. 6329

N-Acetylglucosamin, Sigma N. A-8623

Glucose, Merck Nr. 8342

Fliissigmedium CMRL 1066 (10x), Gibco Nr. 042-01540
Glutamin-Lésung, Serva Nr. 47245

sterilem bidestilliertern Wasser ltsen, pH auf 7,6 einstellen und auf 500 ml
auffiillen.

7% Gelatine (autoklaviert), Merck Nr. 4070

steriles Kaninchenserum (KNS), Firma Heinrich Uthmann Kg in
Versmold

Rinderserumalbumin, Sigma Nr. A-7409

Anschliefiend wird die Losung steril filtriert.
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(b) Borrrelien-Waschpuffer
Die Angaben in eckiger Klammer entsprechen den Endkonzentrationen
[0,02 M] 2 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Merck Nr. 8382
[0,13 M] NaCl, Merck Nr.6404
[0,5 mM] MgCl, x 6 H,0O [25 mM], Merck Nr. 5833
[0,01 M] Dithioerythriol (DTE), Serva Nr. 20697

Als Losungsmittel wurde steriles bidestilliertes Wasser verwendet.

(¢) Solubilisierungsldsung fiir das Borrelien Antigen

0,2 g Dithicerythriol (DTE), Serva Nr. 20697
1,0 ml 20% Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), Pierce Nr. 28312
100 pl 0,1 M Phenylmethyl-Sulfonyl Fluorid (PMSF),

Sigma Nr. P-7626
in Isopropylalkohol, Fluka AG Nr. 59300

1,5g Saccharose, Merck Nr. 7653
10 ml Antigen-Suspension (Produkt der Antigen Herstellung)

Anhang 3: Reagenzien zur Herstellung und Durchfithrung des IFT

Endkonzentrationen in eckigen Klammern
(a) Borrelien-Waschpuffer zur Herstellung des IFT

11,92 g [0,05 M]  N(2-Hydroxyethyl) piperazin-N’-2-EthanSulfon-Saure (Hepes),
von Serva, Nr. 25245

0,20g [1mM] MgClL * 6 H,O, Merck Nr. 5833

0,15g [ImM] CaCl,* 2 H,O, Merck Nr. 2382

200pl  [1 mM]  Gentamycin 500x Stammlésung, Bochringer Nr.1059 467
ad 1000 ml physiologische Kochsalz-Losung

(b) Suspensionspuffer
11,92 g [0,05M] N(2-Hydroxyethyl) piperazin-N’-2-EthanSulfon-Siure (Hepes),
von Serva, Nr. 25245

0,20g [1mM] MgCl * 6 H,0, Merck Nr. 5833
0,15g [1mM] CaCl,* 2 H,0, Merck Nr. 2382
02g [0,2%] Gelatine, Merck Nr. 4070
0,015g [0,15%] Dithioerythritol (DTE), Serva Nr. 20697

ad 100ml pysiologische Kochsalz-Losung
(c) Fixier-Losung
20 ml 100% Methanol, Merck Nr. 6009
20 ml 100% Aceton, Merck Nr, 22
(d) 10-fach konzentrierte Posphate Buffered Saline (PBS)
151,94 ¢ NaCl, Merck Nr.6404
1248 ¢ NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat), Merck Nr. 6345
56,95 ¢ Na2HPO, (Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat), Merck Nr. 6580

ad 2000 ml sterilem bidestilliertem Wasser, auf pH 7,2 eingestellt



(e) Absorptionsldsung
Ultrasorbent,

106

Sonikat aus Treponema phagedenis,lyophylisiert, mit sterilem Wasser
rekonstruiert, BAG in Lich

(f) Anti-Human-TgA, -IgM, -IgG-Antikdrper vom Kaninchen von Dako, Hamburg Code-Nr: F0200

Anhang 4: Reagenzien zur Durchfiihrung des IgM- und IgG- Westernblots

Die Endkonzentrationen sind in eckigen Klammern angegeben.

(a) Trenngel 12 ml

8 ml

19 ml
400 ul
40 pl
250p1

(b) Sammelgel 2 ml

2 ml
16 ml
200ul
150 pl

Acrylamidlésung
(300 g Acrlyamid, Serva Nr.10675; 4,8 gBisacrylamid, Serva Nr. 29195;
ad 100 ml sterilem bidestilliertem Wasser)

2 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Merck Nr. 8382 in 8 M Harnstoff Merck Nr. 8486 (pHS,9)

& M Harnstoff, Merck Nz, 8486 (pH8.9)
20% Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), Pierce Nr, 28312
TEMED, Serva Nr. 35925

100 mg Ammoniumperoxodisulfat (APS),
Merck Nr. 1201 in 1 ml 8 M Harnstoff

Acrylamidldsung
(50 g Acrylamid, Serva Nr.10675; 1,5 g Bisacrylamid, Serva Nr. 29195;
ad 100 ml sterilem bidestilliertern Wasser)

2 M Tris (vergl. a)

8 M Harnstoff (vergl. a)
20% SDS (vergl. a)
APS (vergl. a)

(¢) standardsierte Proteine; Low Molecular Weight (LMW) Proteine, Pharmacia Nr. 17-0446-01

Protein Molekulargewicht in kilo-Dalton Hekunft
Phosphorylase b 94 000 Hasenmuskel
Albumin 67 000 Rinderserum
Ovalbumin 43 000 Eiweill
Karbonische Anhydrase 30 000 Rinder-Erythrozyt
Trypsininhibitor 20 100 Sojabohnen
a-Lactalbumin 14 400 Rindermilch

(d) Kathodenpuffer
18 ml

15ml
750 ml

(e) Anodenpuffer
800 ml

Limmli-Puffer

(121 g Tris, Merck Nr. 8382; 576 g Glycin, Serva Nr. 23390;

4 g Natriumazid, Merck Nr. 6688; ad 4000 ml sterilem bidestilliertem
Wasser)

20% SDS (vergl. a)

steriles bidestiliertes Wasser

Limmli-Puffer (vergl.d) ad 4000 ml sterilem bidestilliertem Wasser




(f) Bromphenolblau
lg
100 ml

(g) Coomassieblau

450 ml
100 ml
450 ml
2g
(h) Blot-Puffer 6g
3g
200 ml
ad 1000 ml
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Bromphenolblau, Merck Nr.8122
Lammli-Puffer (vergl.d)

100% Methanol, Merck nr. 6009
100% Eisessig, Merck Nr. 63
steriles bidestilliertes Wasscr
Servablau R, Serva Nr. 35051
Tris [0,05 M], Merck Nr. 8382
Glycin [0,04 M], Serva Nr. 23390
Methanol [20%], Merck 6009

sterilem bidestilliertem Wasser

(i) 10-fach konzentriertes Posphate Buffered Saline (PBS)

151,94 g

1248 g

56,95¢g

ad 2000 ml
(j) Amidoschwarz 5 g
500 ml

100 mi

ad 100 ml

{k) Entfarber 450 ml
100 ml

450 ml

(1) Blockierltsung

242 ¢

292 ¢

Jg

1g

in ca. 800 ml

100 ml

1 ml

2ml

ad 1000 ml

(m) Blot-Waschlosung

242 ¢
202 ¢
ad 1000 ml

NaCl, Merck Nr.6404

NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat), Merck Nr. 6345

Na2HPO, (Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat), Merck Nr. 6580
sterilem bidestilliertem Wasser, auf pH 7,2 eingestellt

Amidoschwarz 10 B,Serva Nr. 12310

100% Methanol, Merck Nr. 6009

100% Eisessig, Merck Nr. 63

sterilem bidestilliertern Wasser

100% Methanol, Merck Nr. 6009

100% Eisessig, Merck Nr. 63

steriles bidestilliertes Wasser

Tris [20 mM], Merck Nr. 8382

NaCl [500 mM],Merck Nr. 6404
e-Aminocapronsiure [0,5%], Sigma Nr. A-2504
Gelatine [0,1%], Merck Nr. 4070

sterilem bidestilliertem Wasser gelost und 30 Minuten in den Dampiopf,
auf pH 7,5 eingestellt

fetales Kdlberserum (FKS) [10%], Seromed Biochrom KG Nr.501135
Phenylmethlylsulfonylfluorid (PMSF) [0,1 mM], Sigma Nr.P 7626
Gentamycin (500x) [0,1 mg/ml], Béhringer Mannheim Nr. 1059467

sterilem bidestillierten Wasser

Tris [20 mM], Merck Nr. 8382
NaCl [500 mM], Merck Nr. 6404
sterilem bidestilliertern Wasser, auf pH 7,5 eingestellt



(n) Entwickler

Losung 1: 100 mg
12,5 ml

Losung 2: 250 ml

125 pl
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Carbazol, Sigma N1. A5754
Dimethylformamid, Merck Nr. 3034

Peroxidase-Firbe-Puffer
(6,8 g 50mM Natriumacetat, Merck Nr.6268; 1,8 ml Eisessig, Merck Nr. 63;
ad 1000 ml sterilem bidestilliertern Wasser)

30% Wasserstoffperoxid (H,0,), Merck Nr. 8597

Die beiden Lésungen werden kurz vor der Farbung zusarnmengefiihrt.

(o) Absorptionslésung

100ul

(p) IgM-Detektionsantikérper

(q) IgG-Detektionsantikdrper

Ultrasorbent, Sonikat aus Treponema phagedenis, lyophylisiert, mit sterilem
Wasser rekonstruiert, BAG in Lich

Peroxidase markierter Anti-Human-IgM-Antikérper
vom Kaninchen, Dakopatts, Code No. P 215

Peroxidase markierter Anti-Human-IgG- Antikdrper
vom Kaninchen, Dakopatts, Code No. P 214

Anhang 5: Reagenzien zur Durchfithrung des IgG-Subklassen Westernblots

- mit polyklonalen Antikérpern

(a) Westernblot
Trenngel 12 ml

8 ml

19 ml
400 pl
40 pl
250ul1

Sammelgel 2ml

2ml
16 ml
200p1
150 ul

{c) Verdinnungsmedium

2,42 g

292 ¢

Sg

lg

n ca. 800 ml

Acrylamidlésung
(300 g Acrlyamid, Serva Nr.10675; 4,8 gBisacrylamid, Serva Nr. 29195
ad 100 ml sterilem bidestilliertem Wasser)

2 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Merck Nr. 8382 in 8 M Hamnstoff Merck Nr. 8486 (pH8,9)

& M Harnstoff, Merck Nr. 8486 (pH3,9)
20% Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), Pierce Nr, 28312
TEMED, Serva Nr. 35925

100 mg Ammoniumperoxodisulfat (APS),
Merck Nr. 1201 in 1 ml 8 M Hamstoff

Acrylamidlésung
(50 g Acrylamid, Serva Nr.10675; 1,5 g Bisacrylamid, Serva Nr. 29195;
ad 100 ml sterilem bidestilliertem Wasser)

2 M Tris (vergl. a)

§ M Hamstoff (vergl. a)
20% SDS (vergl. a)
APS (vergl. a)

Tris [20 mM], Merck Nr. 8382

NaCl [500 mM],Merck Nr. 6404
e-Aminocapronsiure [0,5%], Sigma Nr. A-2504
Gelatine [0,1%], Merck Nr. 4070

sterilem bidestilliertem Wasser geldst und 30 Minuten in den Dampfopf,
auf pH 7,5 eingestellt



100 ml

1 ml

2ml

ad 1000 ml

(c) Absorptionsldsung
100ul

(d) Blot-Waschldsung
242¢g
292¢g

ad 1000 ml
(e) Subklassen Antikorper
Anti IgGl

Anti-IgG2

Anti-IgG3

Anti-1gG4

(f) Firbeantikérper
Immunoclogical

(g) Entwickler

Losung 1: 100 mg
12,5 ml

Lasung 2: 250 ml

125 pl
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fetales Kilberserum (FKS) [10%], Seromed Biochrom KG Nr.80115
Phenylmethlylsulfonylfluorid (PMSF) [0,1 mM], Sigma Nr.P 7626
Gentamycin (500x) [0,1 mg/ml], Bohringer Mannheim Nr. 1059467

sterilem bidestillierten Wasser

Ultrasorbent, Sonikat aus Treponema phagedenis, lyophylisiert, mit sterilem
Wasser rekonstruiert, BAG in Lich

Tris [20 mM], Merck Nr. 8382
NaCl [500 mM], Merck Nr. 6404

sterilem bidestilliertern Wasser, auf pH 7,5 eingestellt

polyklonaler anti-Human IgG1 Antikorper vom Schaf;
von Nordic Produkt Nr.: ShAHu/IgG1-4
polyklonaler anti-Human IgG2 Antikérper vom Schaf;,
von Nordic Produkt Nr.: ShAHWIgG1-4
polyklonaler anti-Human IgG3 Antikérper vom Schaf;
von Nordic Produkt Nr.: ShAHuwIgG1-4
polyklonaler anti-Human IgG4 Antikérper vom Schaf;
von Nordic Produkt Nr.: ShAHwIgG1-4

anti-Schaf IgG Antikérper vom Kaninchen, Peroxidase markiert, von Nordic

Laboratories, Produkt Nr.: RASh/TgG

Carbazol, Sigma Nr. A5754
Dimethylformamid, Merck Nr. 3034

Peroxidase-Firbe-Puffer
(6,8 g 50mM Natriumacetat, Merck Nr.6268; 1,8 ml Eisessig, Merck Nr. 63;
ad 1000 ml sterilem bidestilliertern Wasser)

30% Wasserstoffperoxid (H,0;), Merck Nr. 8597

Die beiden Lésungen werden kurz vor der Férbung zusammengefiihrt,

- mit monoklonalen Antikérpern

(h) Tris-Tween-0,05%-AP-Puffer pH 7,4

121,14 g Tris [1 M], Merck Nr. 8382
58,44 g NaCl [1 M], Merck Nr. 6404
5,08 ¢ MgCl, x 6 H,O [25 mM], Merck Nr. 5833
2,00 g NaNj; [2%], Merck Nr. 822335

ad 1000 mlpH 74 (1N H

Cl)

Die Stammlésung mit sterilem H,O bidestilliert 1:10 vorverdiinnen und

I ml 1:2 vorverdiinntes Tween 20 pro Liter hinzugeben (Tween-Konzentration 0,05%).
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Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat), von Merck Nr. 822184

§)] A.nti-IgG-Antikﬁrpcr Maus-Anti-Human IgG unmarkiert, von Dako GmbH, Hamburg, Deutschland
Produkt Nr.: O 421, enthilt: 0,05M Tris-HCl; 0,1 M NaCl, ImM MgCl,, 15 mM NaN;; 1% BSA;
pH 7.2

(k) Subklassen-Antikper:

Anti [gG1 monoklonaler anti-Human IgG1 Antikdrper aus Maus-Aszites-Fliissigkeit Klon: HP-6001; von
Sigma Immuno Chemicals Nr. 1-9388

Anti-IgG2 monoklonaler anti-Human IgG2 Antikérper aus Maus-Aszites-Fliissigkeit Klon: HP-6002; von
Sigma Immuno Chemicals Nr. 1-9513

Anti-IgG3 monoklonaler anti-Human IgG3 Antikérper aus Maus-Aszites-Fliissigkeit Klon: HP-6050; von
Sigma Immuno Chemicals Nr. I-7260

Anti-IgG4 monoklonaler anti-Human IgG4 Antikarper aus Maus-Aszites-Fliissigkeit Klon: HP-6025; von
Sigma Immuno Chemicals Nr. I-7385

(1) Férbeantikorper:

Anti-Maus-IgG Antikorper vom Kaninchen, alkalische Phosphatase markiert; von Dako GmbH,
Hamburg, Deutschland Produkt Nr.: D 31401, enthilt: 0,05M Tris-HC; 0,1 M NaCl, ImM MgCl,,
15 mM NaN,; 1% BSA; pH 7,2

(m) Tris-AP-Puffer pH 9,5; 5-fach
60,57 g Tris [1 M], Merck Nr. 8382
2922 ¢ NaCl [0,5 M],
508g  MgCl,x 6 [25 mM],
ad 1000m!  pH 9,5 (1 N HCL)
Entwickler fiir Alkalische Phosphatase:
(n) Lésung 1:150 mg NBT (Ntroblau-Tetrazolium-Chlorid); von Serva, Nr. 30550
450 ml Tris-AP-Puffer pH 9,5(vergl.f)
Diese Stammldsung 1st im Kiihlschrank lichtgeschiitzt 1 Monat lang haltbar.
(o)Lésung 2: 5mg BCIP (5-Brom 4-Chlor-3-Indoxylphosphat-Natrium-Salz) von Serva, Nr, 15259
1 ml bidestilliertes H,O

Diese Losung kann in grofleren Mengen angesetzt werden und in kleinen Portionen eingefroren werden.

Anhang 6: Reagenzien des LD NK-Combikit (NK001) zur nephelometrischen IgG-Subklassen-
Bestimmung

(a) Antiseren gegen Monospezifisches Antiseren-Lyophilisat gegen 1gG1;
IgG-Subklasse 1 von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK006

(b) Antiseren gegen Monospezifisches Antiseren-Lyophilisat gegen 1gG2;
IzG-Subklasse 2 von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK007

(c) Antiseren gegen Monospezifisches Antiseren-Lyophilisat gegen IgG3;
IgG-Subklasse 3 von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK008

(d) Antiseren gegen Monospezifisches Antiseren-Lyophilisat gegen IgG4;
IgG-Subklasse 4 von LD Labor Diagnostika, Best. Nr.: NK009

(e) IgG-gesamt Antiserum Antiserum Gesamt-IgG fliissig, gebrauchsfertig

von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK001
(f) Kalibrator Humanes Serum mit kontrolliertem IgG-Subklassen-Gehalt

von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK0O1
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{g) positiv Kontrolle Positives Kontrollserum, human, fliissig, gebrauchsfertig
von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK001
{h) aqua destilata Zur Rekonstruktion der lyophilisierten Antiseren

von LD Labor Diagnostika, Best.Nr.: NK001

Die Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel 0,1% Natriumazid und 0,01% Thiomersal.

Anhang 7: Standardreagenzien des Behring Nephelometer zur nephelometrischen IeG- Subklassen

Bestimmung

(a) N Reaktionspuffer: Losung von Polyethylenglycol und Natriumchlorid (11,6 g/l) in Phosphat-Puffer
(0,05 mol/1)
Konservierungsmittel: Natriumazid (<1 g/1)

(b) N Diluent: Phosphatgepufferte Natriumchlorid-L&sung
Konservierungmittel: Natriumazid (<1 g/1)

Anhang 8: Testansitze nach den Angaben von LD Labor Diagnostika

Testansatz zu Bestimmung des IgG-Gesamtgehaltes eines Serums

Test Nummer

Test Name IgG total Kurzbezeichnung IgG

Proben Vol. [ul] 30 Proben Verdiinnung 1: 100,0
Minimale Verdiinnung 20,0

Reagenz 1 Vol. 1 [ul] 40 Human IgG

Reagenz 2 Vol. [ul] 0

Puffer Vol. 1 100 N Reaktionspuffer

Puffer Vol. 2 60

MeBzeit [min] 6 fixed time

Standard-Serum LD-Calibrator

Erste Verdiinnung 1: 80,0

Erlaubte Abweichung [%] 5,0

Giiltigkeit [Tage] 7

Konzentrations Einheit mg/l

MeBbereich [mg/1]

Untere Grenze 861,00

Obere Grenze 13781,00




Testansatz zur Bestimmung des IgG1-Gehaltes eines Serums

Test Nummer

Test Name IgG Subkl. 1 Kurzbezeichnung IgG1

Proben Vol. [ul] 30 Proben Verdiinnung 1: 100,0
Minimale Verdiinnung 5,0

Reagenz 1 Vol. 1 [ul] 40 Anti- [gG1

Reagenz 2 Vol. [ul] 0

Puffer Vol. 1 70 N Reaktionspuffer

Puffer Vol. 2 70

Mefzeit [min] 6 fixed time

Standard-Serum LD-Calibrator

Anzahl Punkte bei 6

Mehrpunktkalibrierung

Erste Verdiinnung 1: 20,0

Erlaubte Abweichung [%] 10,0

Giiltigkeit [Tage] 7

Konzentrations Einheit mg/l

MeBbereich [mg/1]

Untere Grenze 895,00

Obere Grenze 28640,00




Testansatz zur Bestimmung des IgG2-Gehaltes eines Serums

Test Nummer

Test Name IgG Subkl, 2 Kurzbezeichnung 1gG2

Proben Vol. [ul] 30 Proben Verdiinnung 1: 100,0
Minimale Verdiinnung 5,0

Reagenz 1 Vol. 1 [ul] 40 Anti- IgG2

Reagenz 2 Vol. [ul] 0

Puffer Vol. 1 70 N Reaktionspuffer

Puffer Vol. 2 70

Mefzeit [min] 6 fixed time

Standard-Serum LD-Calibrator

Anzahl Mefpunkte bei 6

Mehrpunktkalibrierung

Erste Verdiinnung 1: 10,0

Erlaubte Abweichung [%] 10,0

Giiltigkeit [Tage] 7

Konzentrations Einheit mg/1

MeBbereich [mg/1]

Untere Grenze 879,00

Obere Grenze

28140,00
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Testansatz zur Bestimmung des IgG3-Gehaltes eines Serums

Test Nummer

Test Name IgG Subkl. 3 Kurzbezeichnung IgG3

Proben Vol. [ul] 40 Proben Verdiinnung 1: 20,0
Minimale Verdiinnung 5,0

Reagenz 1 Vol. 1 [ul] 40 Human [gG

Reagenz 2 Vol. [ul] 0

Puffer Vol. 1 70 N Reaktionspuffer

Puffer Vol. 2 70

Melzeit [min] 6 fixed time

Standart-Serum LD-Calibrator

Anzahl Mefipunkte bei 5

Mehrpunktkahbrierung

Erste Verdiinnung 1: 5,0

Erlaubte Abweichung [%] 10,0

Giiltigkeit [Tage] 7

Konzentrations Einheit mg/l

MeRbereich [mg/l]

Untere Grenze 96,00

Obere Grenze 1536,00
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Testansatz zur Bestimmung des IgG4-Gehaltes eines Serums

Test Nummer

Test Name IgG Subkl. 4 Kurzbezeichnung IgG4

Proben Vol. [ul] 25 Proben Verdinnung 1; 20,0
Minimale Verdiinnung 5,0

Reagenz 1 Vol. 1 [ul] 40 Human IgG

Reagenz 2 Vol. [ul] 0

Puffer Vol. 1 70 N Reaktionspuffer

Puffer Val. 2 70

Mefizeit [min] 6 fixed time

Standard-Serum LD-Calibrator

Anzahl Meflpunkte bei 5

Mehrpunktkalibrierung

Erste Verdiinnung 1: 5,0

Erlaubte Abweichung [%] 10,0

Giiltigkeit [Tage] 7

Konzentrations Einheit mg/l

MeBbereich [mg/l]

Untere Grenze 102,00

Obere Grenze

1636,00
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Anhang 9: Abkiirzunesverzeichnis

e Acrodermatitis chronica atrophicans
e Alkalische Phosphatase

s Borrelia burgdorferi, Stamm B31

* Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay
e Erythema chronicum migrans

= Granulozyten- und Makrophagen-Kolonie-Stimmulierender-Faktor
o Immunglobulin D

¢ Immunglobulin E

¢ Immunglobulin M

s Immunglobulin G

o Immunglobulinsubklasse G 1

s Immunglobulinsubklasse G2

¢ Immunglobulinsubklasse G3

» Immunglobulinsubklasse G4

& Immunfluoreszenz-Test

¢ Immunfluoreszenz-Test absorbiert

e Interferron-y

e Interleukin 1o

e Interleukin 1

* Interleukin  1-Rezeptor-Antagonist
e Interleukin 2

e Interleukin 4

= Interleukin 5

e Interleukin 6

o Interleukin 10

e Interlenkin 13

e Lipopolysaccharide

e Major-Histo-Kompatibilitits-Komplex I / II
e Natiirlich Killer-Zellen

¢ Peroxidase

e T-Helferzelle Typ L

e T-Helferzelle Typ 2

» T-cell-growth-factor B

e Tumor-Nekrose-Faktor-o

IgE

IeG

IgG1
1gG2
IgG3
IgG4

IFr
IFT-Abs
INF-y
IL-la
IL-1B
IL-1RA
IL-2

1L-4

IL-5

IL-6
IL-10
IL-13
LPS
MHC-I /-II
NK

PO
TH,-Zelle
TH,-Zelle
TGF- B
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