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S. 42)

IFN Interferon, als IFN-γ (Zytokin) (s. 1.8.1.3, S. 24)

IgG Immunglobulin G (Antikörperklasse) (s. 1.8.2.3, S. 26)

IgM Immunglobulin M (Antikörperklasse) (s. 1.8.2.3, S. 26)

IL Interleukin, als IL-1 oder IL-8 (Zytokin) (s. 1.8.1.3, S. 24)

iNKT invariant natural killer t-(cell) (T-Zelltyp)

kat. katalytisch

KG60 Kieselgel mit 60 Å Porengröÿe

KLH keyhole limpet hemocyanin (Trägerprotein)

LA Lyme Arthritis (LB-Manifestation) (s. 1.4.1.3, S. 13)
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LB Lyme-Borreliose (s. 1.4, S. 11)

LC/MS Liquid chromatography / mass spectrometry (Analyseverfahren)

LCB Lymphadenosis cutis benigna (LB-Manifestation) (s. 1.4.1.2, S. 12)

LM Lösungsmittel

LP Lipoprotein oder Lipopeptid (s. 1.7.1, S. 20)

LPS Lipopolysaccharid (Lipid gramnegativer Bakterien)

MALDI matrix-assisted laser desorption ionization (Ionisierungsverfahren für
MS)

Me Methyl

MEM multiple Erythema migrantia (LB-Manifestation) (s. 1.4.1.2, S. 13)

MeOH Methanol

MGalD Mono-α-D-galactopyranosyldiacylglycerol (Glycolipid) (s. 4.1.1.4, S. 68)

Mostain molybdenum stain, Molybdänfärbung (DC-Färbung) (s. 3.2.1.3, S. 44)

MS Massenspektrometrie (Analyseverfahren) (s. 3.2.5, S. 47)

n. det. nicht detektierbar

NB Neuroborreliose (LB-Manifestation) (s. 1.4.1.2, S. 12)

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (AP-Reagenz/Verstärker)

NHS N -Hydroxysuccinimid (Aktivierungsgruppe für Carbonsäuren)

NKT natural killer t-(cell) (T-Zelltyp) (s. 1.8.2.1, S. 25)

NMR nuclear magnetic resonance, Kernresonanz(spektroskopie) (Analysever-
fahren) (s. 3.2.4, S. 46)

NRZ Nationales Referenzzentrum (hier für Borrelien in München)

NZW New Zealand white (Kaninchenrasse)

OD optische Dichte

Osp outer-surface protein, z.B. OspA (Ober�ächenprotein) (s. 1.7, S. 20)

OT Objektträger

OVA Ovalbumin (Protein)

p. o. peroral, durch den Mund

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Trennverfahren für Proteine) (s. 3.1.10,
S. 35)

Pam3Cys synthetisches dreifachacyliertes LP (TLR-2-Ligand)

PBS phosphate-bu�ered saline, phosphat-gepu�erte Salzlösung pH 7,4

PC Phosphatidylcholin (Phospholipid) (s. 1.6.1, S. 18)

PG Phosphatidylglycerol (Phospholipid) (s. 1.6.1, S. 18)

Ph Phenyl

PTFE Polytetra�uorethylen, Te�on R© (�uorierter Kohlenwassersto�)

PVDF Polyvinyliden�uorid (�uorierter Kohlenwassersto�)

q Quartett (Multiplizität eines NMR-Signals)
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RAW 264.7 murine monozytäre Makrophagenzelllinie

RF relapsing fever, Rückfall�eber (s. 1.5, S. 17)

RP reverse phase, Umkehrphase (Chromatographiematerial)

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) chemisch de�niertes, hydrogencar-
bonat-gepuffertes Medium

RT Raumtemperatur

s Singulett (Multiplizität eines NMR-Signals)

s. l. sensu lato, im weiteren Sinn (s. 1.2, S. 6)

s. s. sensu stricto, im engeren Sinn (s. 1.2.2.1, S. 7)

SDS Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat (anionisches Detergenz)

SEM standard error of the mean, Standardabweichung

SMCC 4-(N -Maleimidomethyl)cyclohexancarbonsäureN -hydroxysuccinimidester
(heterobifunktionales Verknüpfungsreagenz)

t Triplett (Multiplizität eines NMR-Signals)

T. Treponema (Spirochätengattung) (s. 1.2.2, S. 7)

TCEP Tris(2-carboxyethyl)-phosphin (Reduktionsmittel)

TEA Triethylamin (basisches Lösungsmittel)

TEMED Tetramethylethylendiamin (Polymerisationskatalysator)

TFA Tri�uoroacetic acid, Tri�uoressigsäure (organische Säure)

THAP 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (MALDI-Matrix)

THF Tetrahydrofuran (Lösungsmittel)

TLR Toll-like Receptor (Mustererkennungsrezeptor) (s. 1.8.1.2, S. 24)

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (Peroxidasesubstrat)

TMS Tetramethylsilan (NMR-Standard/Referenz)

TMSOTf Trimethylsilyl-tri�uormethansulfonat (Lewis-Säure)

TNF-α Tumornekrosefaktor α (proin�ammatorisches Zytokin) (s. 1.8.1.3, S. 24)

TOCSY total correlated spectroscopy (NMR-Spektrum)

TOF time-of-�ight, Flugzeit (MS-Analyseverfahren)

TOF/TOF Tandem-Massenspektrometrie (MS-Verfahren)

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Pu�ersubstanz)

Tween R©20 Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat (nichtionisches Tensid)

UV ultraviolett

v Volumen

w weight, Gewicht

WB Western-Blot (antikörperbasiertes Analyseverfahren für Proteine) (s.
3.1.13, S. 38)

äq. Äquivalente
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Zusammenfassung

Lyme-Borreliose (LB) ist eine Infektionskrankheit, deren Erreger einige Bakterienarten
aus der taxonomischen Gruppe Borrelia burgdorferi sensu lato (�im weiteren Sinn�) sind.
Die Diagnose erfolgt aufgrund der klinischen Manifestationen und einer bestätigenden
Serologie. Die Serodiagnostik und die Impfsto�entwicklung werden durch die Heteroge-
nität der Proteinantigene zwischen und teilweise innerhalb der Bakterienarten vor groÿe
Herausforderungen gestellt. Ein Impfsto� gegen LB ist weder aktuell verfügbar, noch in
Aussicht.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Glycolipide von B. burgdorferi sensu lato eingehend
zu analysieren und auf ihre Einsetzbarkeit für beide medizinischen Anwendungen hin
zu untersuchen. Es wird dargelegt, dass die verschiedenen Arten unabhängig von ihrer
Pathogenität die gleichen Glycolipide aufweisen und diese etwa 13 % der Borrelientro-
ckenmasse ausmachen. Die Glycolipide der drei klinisch wichtigsten Pathogene wurden
isoliert, chromatographisch aufgereinigt, quanti�ziert und chemisch mittels GLC/MS,
NMR und MALDI-TOF analysiert. Die dominierende Struktur ist Cholesteryl-6-O-
acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal), das fast die Hälfte der Glycolipide und damit 5-
6 % des Borreliengewichtes ausmacht. Jeweils etwa ein Viertel stellen Cholesteryl-β-
D-galactopyranosid (CGal) sowie Mono-α-D-galactosyldiacylglycerol (MGalD) und ein
kleiner Anteil ist Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (CGlc). Sowohl ACGal als auch CGal
sind innerhalb von Bakterien und Tieren einmalige Strukturen. Experimente mit Zell-
kulturen zeigten, dass keines der Glycolipide von den Toll-like-Rezeptoren des ange-
borenen Immunsystems erkannt wird. Eine Untersuchung der Gesamtlipide mit LB-
Patientenseren identi�zierte dagegen ACGal und MGalD als Antigene des erworbenen
Immunsystems. Die Analyse dieser beiden isolierten Antigene mit 174 LB-Patientenseren
mittels Dot-Blots oder Line-Blots ergab, dass im Spätstadium der LB 83 % bzw. 63 %
der Seren Antikörper gegen ACGal mit Titern bis 1:32 000 aufwiesen. Der eng ver-
wandte Erreger des Rückfall�ebers, Borrelia hermsii, verfügt dagegen statt ACGal über
Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid, das von LB-Seren nicht erkannt wird. Ebenso
ist die Spezi�tät von ACGal bei oft kreuzreagierenden Seren anderer Erkrankungen sehr
gut. ACGal kann daher zusätzlich zu den Proteinantigenen zur Verbesserung von kom-
merziellen Borrelien-Serodiagnostik-Kits eingesetzt werden und wird von einer Firma
bereits verwendet.

Um die Eignung von ACGal als Impfsto� zu untersuchen, wurde ein e�zienter
chemisch-enzymatischer Syntheseweg konzipiert und erprobt. Dabei wurde CGal zu-
nächst mittels der Trichloracetimidatmethode dargestellt und dann mittels einer Lipase
regioselektiv zum ACGal acyliert. Diese Vorgehensweise wurde zum Aufbau einer Gly-
colipidbibliothek mit diversen ACGal-Derivaten verwendet, die zur Bestimmung des
Epitops der Anti-ACGal-Antikörper in den LB-Patientenseren diente. Die Kenntnis des
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2 ZUSAMMENFASSUNG

antigenen Epitops ermöglichte wiederum die Synthese eines funktionalisierten ACGal.
Für den dabei verwendeten ω-Mercaptoacyl-Rest wurde eine einfache Schützung und
Entschützung mit der �üchtigen Thioethylgruppe etabliert. Zur Konjugation des hy-
drophoben, funktionalisierten ACGal an hydrophile Trägerproteine wurde eine neue
Methode entwickelt, die reproduzierbar hohe Beladungsgrade erzielt. Mit diesen immu-
nogenen ACGal-Konjugaten wurden Kaninchen erfolgreich immunisiert und die gene-
rierten Antikörper mittels Immunoblots charakterisiert. Die bestimmten Antikörpertiter
unterschieden sich zwischen den ACGal-Derivaten und erreichen Werte von 1:128 000
für natives ACGal und 1:512 000 für kurzkettige, arti�zielle ACGal-Derivate, wobei das
Epitop mit dem der humanen Antikörper übereinstimmt. Mittels Immuno�uoreszenz
wurde gezeigt, dass die Antiseren an intakte Borrelien binden und das Epitop somit
für Antikörper zugänglich scheint. Nicht mehr untersucht wurde, ob die Antikörper die
Borrelien opsonieren oder sogar abtöten können. In noch ausstehenden Tierversuchen
muss geklärt werden, ob eine Impfung mit ACGal-Konjugat vor einer Infektion mit B.
burgdorferi schützen kann.



Abstract

Lyme Disease (LD) is an infectious disease caused by several bacterial species of the
taxonomic group of Borrelia burgdorferi sensu lato (�in a wider sense�). The diagnosis is
based on clinical manifestations and con�rmed by serology. However, serodiagnostics as
well as the development of a vaccine are hampered by the heterogeneity of the protein
antigens between or even within the bacterial species. A vaccine is neither available
today nor foreseeable.

The aim of this work was to analyze and evaluate the glycolipids of B. burgdor-
feri sensu lato for both medical applications. It is shown that di�erent species pos-
sess identical glycolipids independent of their pathogenicity accounting for approx.
13 % of the cellular dry weight. The glycolipids of the clinically most relevant spe-
cies were isolated, separated by column chromatography, quanti�ed and analyzed by
GLC/MS, NMR, and MALDI-TOF. The dominant structure is cholesteryl-6-O-acyl-
β-D-galactopyranoside (ACGal) representing nearly half of the glycolipids and there-
fore 5-6 % of the borrelial mass. About one quarter of the glycolipids are compo-
sed of cholesteryl-β-D-galactopyranoside (CGal) and mono-α-D-galactosyldiacylglycerol
(MGalD), and a minor proportion constitutes cholesteryl-β-D-glucopyranoside (CGlc).
ACGal as well as CGal are unique structures within the bacteria and the animal king-
dom. Experiments with cell cultures revealed that none of the glycolipids is recognized
by toll-like receptors of the innate immune system. However, screening of the total lipids
with LD patient sera identi�ed ACGal and MGalD as antigens of the adaptive immune
system. Subsequent analyzes of both antigens with 174 LD patient sera using dot-blots
or line-blots demonstrated the highest seroprevalence in the late stage of disease. Then
83, and 63 % respectively of the sera contained antibodies against ACGal with titers
up to 1:32,000. On the other hand the closely related causative agent of tick-borne
relapsing fever, Borrelia hermsii, instead of ACGal contains cholesteryl-6-O-acyl-β-D-
glucopyranoside that is not recognized by LD sera. Also, the speci�city of ACGal for
cross-reacting sera of patients with other diseases is excellent. Taken together, ACGal
can be employed in addition to proteinacious antigens to improve commercial Borrelia
serodiagnostics kits and one company is currently pursuing this.

To assess the use of ACGal as a vaccine, an e�cient chemo-enzymatic synthesis
route was established. First, CGal was prepared by the trichloroacetimidate method.
Next it was acylated regioselectively to ACGal by lipase. This approach was utilized
to build a glycolipid library consisting of diverse ACGal derivatives to determine the
epitope of the anti-ACGal antibodies in LD patient sera. Knowledge of the antigenic
epitope enabled the synthesis of a functionalized ACGal molecule. For the employed
ω-mercaptoacyl residue a simple protection and deprotection strategy was developed
using the evaporable thioethyl protecting group. This allows the conjugation of ACGal
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to immunogenic carrier proteins. To achieve high conjugation grades in a reproducible
fashion a new method was designed to bring these hydrophobic and hydrophilic molecu-
les into reaction. These ACGal conjugates were used to successfully immunize rabbits.
The antibodies generated were characterized by di�erent immunoblotting methods. The
determined antibody titers varied between the ACGal derivatives and reached values of
1:128,000 for native ACGal and 1:512,000 for arti�cial short-chain ACGal derivatives.
However, the epitope coincided with the one detected by human antibodies. Applying
immuno�uorescence it could be shown that the antisera bound to whole Borrelia and
that the epitope seems to be accessible to the antibodies. It was not examined whether
antibodies opsonize Borrelia or are capable of killing them. Furthermore, it remains to
be investigated in animal experiments whether a vaccination with an ACGal conjugate
is able to prevent an infection by B. burgdorferi.



Kapitel 1

Einleitung

Die Lyme-Borreliose (LB) ist die häu�gste durch Zecken übertragene Krankheit des
Menschen (s. 1.3, S. 10). Der Infektionserreger ist das spiralförmige Bakterium Borrelia
burgdorferi (s. 1.2, S. 6). Die Erkrankung ist heute über die gesamte nördliche Hemi-
sphäre verbreitet und kommt in Endemiegebieten mit einer Inzidenz von bis zu 160
Fällen pro 100 000 Einwohnern vor (s. 1.4.5, S. 16). Klinisch handelt sich um eine ent-
zündliche, teilweise chronische Multisystemerkrankung, die in drei Stadien verläuft und
viele Organe betre�en kann (s. 1.4.1, S. 11). Die Di�erentialdiagnose erfolgt aufgrund
einer Anamnese und der Bestätigung des klinischen Verdachtsfalls durch eine Serodia-
gnostik (s. 1.4.2, S. 14). Wenn die LB frühzeitig erkannt wird, kann sie mit Antibiotika
gut behandelt werden (s. 1.4.3, S. 15). Ein Humanimpfsto� ist nicht verfügbar (s. 1.4.4,
S. 15). Die verschiedenen Manifestationen von Haut und Nervensystem wurden bereits
ab 1883 beschrieben, die Ätiologie der LB konnte jedoch erst nach 100 Jahren Forschung
aufgeklärt werden (s. 1.1). Seitdem waren die Lipoproteine (s. 1.7, S. 20) und deren Inter-
aktion mit dem Immunsystem (s. 1.8, S. 22) der Forschungsschwerpunkt. Informationen
zu den Glycolipiden und deren Erkennung durch das Immunsystem sind dagegen noch
spärlich (s. 1.6, S. 17).

1.1 Kurze Geschichte der Lyme-Borreliose (LB)

Die ältesten Berichte betre�en die dermatologischen Manifestationen und datieren aus
dem späten 19. Jahrhundert. Eine idiopathische Hautatrophie wurde von Buchwald
(1883) genannt und von Herxheimer und Hartmann (1902) ausführlich beschrieben und
als Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) bezeichnet. Das Erythema migrans (EM)
wurde initial von Afzelius (1910, 1921), Balban (1911) und Lipschütz (1913) beschrieben
und auch mit Zeckenbissen und Insektenstichen in Verbindung gebracht. Das Lympho-
zytom wurde von Biberstein (1923) und detailliert von Bäfverstedt (1943) beschrieben,
der auch den Namen Lymphadenosis benigna cutis prägte. Die Neuroborreliose (NB)
wurden zuerst von Garin und Bujadoux (1922) berichtet und dann von Bannwarth
(1941) umfangreich dargelegt. Durch Hellerström (1930) wurde ein Zusammenhang von
EM und NB beschrieben. Seit den 1920er Jahren wurde bei ACA-Patienten gelegent-
lich über Gelenkschmerzen und -veränderungen berichtet (Jessner, 1921), aber keine
gemeinsame Ursache vermutet.
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Bestehende Hinweise auf eine bakterielle Ätiologie wurden durch die erfolgreiche Be-
handlung mit dem gerade entdeckten Penicillin von Svartz (1946) und Thyresson (1949)
(ACA), Bianchi (1950) (LCB) und Hollström (1951) (EM, ein Fall NB) bekräftigt. Die
Vermutung, dass es sich bei dem Erreger um Spirochäten handelt, wurde von Kah-
le (1942) (ACA) und Lennho� (1948) (EM) geäuÿert, die diese unter dem Mikroskop
anfärben konnten. Der Beweis für eine Infektionskrankheit wurde mittels Hauttrans-
plantationen in Selbstversuchen von Götz (1954) (ACA), Binder u. a. (1955) (EM) und
Paschoud (1957) (LCB) erbracht. Durch Hauser (1955) wurde der groÿe Zusammen-
hang der Dermatosen (EM, ACA) mit der geographischen Verbreitung der Zecken und
einer Übertragung von Spirochäten durch Zecken hergestellt. In Europa waren damit
die Hintergründe der Borreliose eigentlich Ende der 1950er Jahre aufgeklärt � mit der
wichtigen Ausnahme, dass die Spirochäten nicht aus Biopsien kultiviert und untersucht
werden konnten.

In der Gegend der Orte Lyme und Old Lyme im Staat Connecticut (USA) kam es
Anfang der 1970er Jahre zu einer Häufung von Fällen idiopathischer juveniler Arthritis,
die ab 1975 von Steere u. a. (1977) untersucht und unter dem Begri� Lyme-Arthritis
(LA) publiziert wurden. Von Steere u. a. (1978) und Wallis u. a. (1978) wurde schnell
ein Zusammenhang mit EM und eine Übertragung durch Zecken postuliert sowie ei-
ne gemeinsame Verbreitung der Zecken und der Krankheitsfälle festgestellt (Steere und
Malawista, 1979). Die Anzüchtung von Spirochäten gelang dann Burgdorfer u. a. (1982)
aus dem Darm von Zecken, Benach u. a. (1983) aus dem Blut und Steere u. a. (1983)
aus der Haut und dem Liquor von Patienten. Von Burgdorfer u. a. (1983) und Weber
u. a. (1984) wurde die Gleichheit der amerikanischen und europäischen Symptome er-
kannt und die Gesamtheit der Manifestationen als eine Krankheit verstanden (Steere
u. a., 1983). Die gefundenen Spirochäten wurden von Johnson u. a. (1984a) taxonomisch
den Borrelien zugeordnet und der Name Borrelia burgdorferi vorgeschlagen (Johnson
u. a., 1984b). Von Barbour u. a. (1984) und Wilske u. a. (1985) wurde eine Heterogeni-
tät der wichtigsten Antigene bemerkt und eine Einteilung in Serotypen vorgenommen.
Von Adam u. a. (1991) und Wilske u. a. (1991) wurde aufgezeigt, dass die phäno- und
genotypischen Unterschiede der pathogenen B. burgdorferi so groÿ sind, dass eine Un-
terteilung in Arten sinnvoll erscheint. Bis heute wurden von B. burgdorferi s. s., die
durch Fraser u. a. (1997) und Casjens u. a. (2000) vollständig sequenziert ist, 15 weitere
Arten abgegrenzt (s. 1.2.2, S. 7).

1.2 Der Erreger � Borrelia burgdorferi

Der Begri� B. burgdorferi steht mit dem Zusatz �sensu stricto� (�im engeren Sinn�, Abk.
s. s.) für die eine Art, die zunächst als Erreger der LB entdeckt wurde (s. 1.2.2.1, S. 7).
Mit dem Zusatz �sensu lato� (�im weiteren Sinn�, Abk. s. l.) steht der Begri� hingegen
für eine Gruppe sehr eng mit B. burgdorferi s. s. verwandter Arten (s. 1.2.2, S. 7).
Bei den Borrelien handelt es sich um spiralförmige Bakterien, die zu den Spirochäten
gehören (s. 1.2.1). Die Borrelien zirkulieren in der Natur zwischen dem Arthropodvektor
und zumeist Säugetieren (s. 1.2.3, S. 9), lassen sich jedoch auch in vitro kultivieren (s.
1.2.4, S. 9).
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1.2.1 Morphologie

Spirochäten sind �exible, spiralförmige Bakterien, die sich

Abbildung 1.1: Schematische Dar-
stellung einer Spirochäte.

schraubend auch durch hochviskose Medien bewegen können
(Abb. 1.1). Ihre Gröÿe variiert sehr stark zwischen den Arten
mit 0,1-0,75 µm Durchmesser und 3-500 µm Länge (Johnson,
1977). Borrelien sind im Allgemeinen bis 40 µm lang und bis 0,5 µm dick. B. burgdorferi
im Besonderen hat eine Länge von 4-30 µm und einen Durchmesser von 0,18-0,25 µm
(Johnson u. a., 1984a). Die Borrelien stellen sich in der Gramfärbung gramnegativ dar.
Ihre Zellwand besteht aus einer Zytoplasmamembran, einer Peptidoglycanschicht und
einer äuÿeren Membran. An beiden Enden der Zelle weisen sie Endo�agellen auf, die
zwischen der äuÿeren Membran und dem Peptidoglycan verankert sind (Johnson u. a.,
1973). Diese Flagellen dienen nicht nur der Fortbewegung, sondern sie haben auch eine
Stützfunktion und de�nieren die Spiralform (Motaleb u. a., 2000). Aufgrund der groÿen
Zellober�äche im Verhältnis zum Zytoplasmavolumen sowie den zwei Membranen sind
die Borrelien auÿergewöhnlich reich an Lipiden (s. 1.6.4, S. 19). In den Membranen sind
zudem zahlreiche Lipoproteine verankert (s. 1.7.2, S. 21), die für die Interaktion der
Borrelien mit dem Wirt und auch die Pathogenität wichtig sind (s. 1.7.3, S. 21).

1.2.2 Taxonomie

Die Spirochäten werden taxonomisch innerhalb der Bakterien in einen eigenen Stamm
mit einer einzigen Klasse Spirochaetes und der Ordnung Spirochaetales eingeordnet und
teilen sich in drei Familien auf. Zur Familie Spirochaetaceae gehören u. a. die Gattungen
Borrelia, Spirochaeta und Treponema, mit dem Erreger der Syphilis � Treponema pal-
lidum. Zur Familie Leptospiraceae gehören die Gattungen Leptonema und Leptospira,
mit dem Erreger der Weilschen Krankheit � Leptospira interrogans. Die dritte Familie
bilden die Brachyspiraceae mit der Gattung Brachyspira (Paster und Dewhirst, 2000).
Der Stammbaum der Borrelien untergliedert sich in die Rückfall�ebererreger (s. 1.5,
S. 17) und die B. burgdorferi s. l. Gruppe. Letztere umfasst aktuell 16 Bakterienar-
ten, von denen nur einige LB (s. 1.4, S. 11) verursachen können. Die phäno-, sero- und
genotypische Abgrenzung dieser Arten erfolgte anfangs mit mono- und polyklonalen
Antikörpern (Barbour u. a., 1984; Wilske u. a., 1988) und heute durch Sequenzierung
unterschiedlicher Gene (Richter u. a., 2006; Postic u. a., 2007).

1.2.2.1 Humanpathogene B. burgdorferis. l.

Zum heutigen Zeitpunkt sind fünf eindeutig humanpathogene Arten bekannt:

Borrelia burgdorferi s. s. (Bbu) (Johnson u. a., 1984b) wurde in Nordamerika und
Europa, aber nicht in Asien gefunden (Le Fleche u. a., 1997) (in Bayern in 22 % der
in�zierten Zecken, Fingerle u. a., 2008). Diese Art wird besonders als Erreger der LA (s.
1.4.1.3, S. 13) betrachtet, jedoch auch in anderen Organen gefunden. Das Genom des
Stammes B31 wurde sequenziert und besteht aus 853 Genen auf dem linearen Chro-
mosom. Darauf sind Gene für DNA-Replikation, Transkription, Translation, Membran-
transport und Energiemetabolismus vorhanden, allerdings fehlen solche für die zelluläre
Biosynthese, z. B. von Fettsäuren, Aminosäuren oder Nukleotiden. Über 6 % des Genoms
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kodieren für Proteine zur Beweglichkeit und Chemotaxis (Fraser u. a., 1997). Zusätzlich
verfügt Bbu über die gröÿte Anzahl extrachromasomaler Plasmide � zwölf lineare und
neun ringförmige � mit 535 Genen. Die meisten Plasmide können bei der in vitro Kultur
verloren gehen. Die Funktion von 90 % dieser Gene, die keine Ähnlichkeit mit bekannten
Genen anderer Bakterien haben, ist noch unbekannt (Casjens u. a., 2000).

Borrelia afzelii (Baf) � früher VS461 � kommt in Europa und Asien vor � in Süd-
deutschland in 25 % der in�zierten Zecken (Fingerle u. a., 2008). Baf wurde in 67-90 %
der Hautbiopsien (Canica u. a., 1993; Lebech u. a., 1994), aber auch in anderen Organen
und dem Liquor gefunden (Busch u. a., 1996). Baf wird als wichtigster Erreger der ACA
(s. 1.4.1.3, S. 14) betrachtet (Ohlenbusch u. a., 1996) und ist vorrangig mit Nagetieren
als Reservoir assoziiert (Kurtenbach u. a., 2002).

Borrelia garinii (Bga) wurde in Europa und Asien in 50-70 % der Liquorproben
und in Süddeutschland in 34 % der in�zierten Zecken gefunden (Baranton u. a., 1992;
Fingerle u. a., 2008). Bga wird mit NB (s. 1.4.1.2, S. 12) assoziiert (Lebech u. a., 1994),
führt aber auch zu anderen Manifestationen. Als Reservoir werden Vögel angesehen
(Kurtenbach u. a., 2002).

Borrelia bavariensis (Bba) � früher Bga OspA Serotyp 4 � wurde in Mitteleuropa
im Liquor von LB-Patienten gefunden (Wilske u. a., 1993a). Im Gegensatz zu Bga ist es
Nagetier-assoziiert und genetisch ausreichend verschieden, um als eigene Art betrachtet
zu werden (Margos u. a., 2009).

Borrelia spielmanii � früher A14S � wurde in Mitteleuropa gefunden (in Bayern in
6 % der in�zierten Zecken, Fingerle u. a., 2008) und in einigen Fällen als ein Erreger
von EM identi�ziert (Wang u. a., 1999a; Richter u. a., 2006). Die Art ist besonders eng
an Gartenschläfer und Haselmäuse assoziiert (Richter u. a., 2004).

1.2.2.2 Möglicherweise humanpathogene B. burgdorferis. l.

Weitere Arten wurden bisher nur in wenigen Patientenproben gefunden, so dass sie
vermutlich humanpathogen sind, aber fast keine klinische Relevanz haben.

Borrelia bissettii (Bbi) � früher DN127 � wurde in den USA in Zecken, aber nicht
in Patientenmaterial gefunden (Postic u. a., 1998). In Slowenien wurde in LB-Patienten-
material ein sehr eng verwandter Stamm (25015) (Picken u. a., 1996) und in Tschechien
DNA von Bbi an Herzklappen von Patienten gefunden (Rudenko u. a., 2008), so dass
diese Art vermutlich auch LB verursachen kann.

Borrelia valaisiana (Bva) wurde in Zecken in Europa und Asien nachgewiesen. Die
DNA von Bva konnte aus Hautbiopsien ampli�ziert werden (Wang u. a., 1997) und in
Griechenland wurde Bva im Liquor eines Patienten mit fortgeschrittener NB festgestellt
(Diza u. a., 2004).
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Borrelia lusitaniae wurde in Zecken in Westeuropa (Le Fleche u. a., 1997) und in
einer Hautbiopsie in Portugal gefunden (Collares-Pereira u. a., 2004).

1.2.2.3 Nichtpathogene B. burgdorferi

Weitere B. burgdorferi konnten bisher nicht in Patientenmaterial nachgewiesen wer-
den. In den südlichen USA wurden B. americana und B. carolinensis in Zecken sowie
Nagetieren und Vögeln nachgewiesen (Rudenko u. a., 2009b,a). B. andersonii sowie B.
californiensis wurden in Nordamerika lediglich in Zecken entdeckt (Marconi u. a., 1995;
Postic u. a., 2007) und B. japonica, B. tanukii sowie B. turdae (auch turdi) in Japan aus
Zecken isoliert (Kawabata u. a., 1993; Fukunaga u. a., 1996). In China wurde B. sinica
aus Weiÿbauchratten kultiviert (Masuzawa u. a., 2001).

1.2.3 Lebensraum

Spirochäten sind entweder freilebend, z. B. in Schlamm und Abwässern, oder wirtsasso-
ziiert. In ihren Wirten siedeln sie als Kommensale, z. B. in oralen Kavitäten und dem
Magen-Darm-Trakt, oder in den unterschiedlichsten Geweben. Borrelien vermehren sich
bevorzugt in Wirbeltieren und in hämatophagen Arthropoden (Gliederfüÿer), die als
Vektoren fungieren (Barbour und Hayes, 1986). B. burgdorferi hat sich besonders an
diese unterschiedlichen Lebensräume mit anderen Umgebungstemperaturen und Bedin-
gungen angepasst: In Zecken verweilen sie im Mitteldarm und in Säugetieren besiedeln
sie extrazellulär die verschiedensten Organe, z. B. die Haut, das Herz, das Gehirn oder
die Gelenke. Die Zecken als Vektor (≈ 20 ◦C) und die Säugetiere als Wirt (37 ◦C) be-
dingen bei den Borrelien eine unterschiedliche Genexpression (Schwan u. a., 1995) und
Genregulation (Revel u. a., 2002). Die Anpassung an diese beiden Habitate spiegelt sich
vermutlich auch in der groÿen Anzahl Lipoproteine wider (s. 1.7.2, S. 21). Bei der Fort-
bewegung durch Blutgefäÿe sind die Borrelien dem Immunsystem direkt ausgesetzt, so
dass sie diesem ausweichen und sich aufgrund ihrer Fähigkeit in hochviskosen, gelähnli-
chen Medien zu schwimmen, auch durch das Gewebe fortbewegen (Motaleb u. a., 2000)
und die Blut-Hirn-Schranke passieren können (Garcia-Monco u. a., 1990). Da B. burg-
dorferi viele essentielle Bausteine nicht selbst synthetisiert, sind für die Proliferation in
vivo exzellente Chemotaxis und Beweglichkeit absolut notwendig. Viele der zahlreichen
Chemotaxisgene sind daher konstitutiv exprimiert (Charon und Goldstein, 2002).

1.2.4 Kultivierung

Einige Borrelienarten lassen sich in vitro bei 30-37 ◦C unter mikroaerophilen Bedingun-
gen kultivieren und weisen Generationszeiten von 12-24 h auf (Klaviter und Johnson,
1979) � so auch B. burgdorferi (Barbour, 1984). Das gebräuchlichste Medium wurde
mehrfach weiterentwickelt und als BSK-H standardisiert (Pollack u. a., 1993). Es ent-
hält neben Aminosäuren, Nukleotiden und Salzen, Glucose als Energiequelle sowie BSA
und Neopepton als Protein-/Peptidequelle. Chemisch nicht de�nierte Zusätze, die auch
die Fettsäuren zuführen, sind Hefeextrakt und Kaninchenserum. Cholesterol ist dem Me-
dium mit 0,5 µM zugesetzt. Die Verdopplungszeit von Bbu beträgt in BSK-H bei 37 ◦C
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10-18 h. Die Bakterien wachsen bis etwa 107 Zellen/ml (von Lackum und Stevenson,
2005; Williams und Austin, 1992).

1.3 Die Infektion mit Lyme-Borreliose

Bei der LB handelt es sich um eine Zoonose, bei der der Erreger durch einen Vektor vom
tierischen Reservoir auf den Menschen übertragen wird und sich dort ausbreitet (Steere
u. a., 1983).

1.3.1 Vektor

Der bedeutendste Vektor der LB sind Schildzecken (Ixodi-

Abbildung 1.2: Gemeiner Holzbock
(Ixodes ricinus). A nüchterne Nymphe,
dorsal, B vollgesogenes Weibchen, ven-
tral, Fotos: Dr. Jürgen Stübs, 1958

dae) der Gattung Ixodes, die phylogenetisch zur Ordnung
der Milben und damit zu den Spinnentieren (Arachnida)
gehören. Die häu�gsten Vertreter sind in Mitteleuropa Ix-
odes ricinus (Gemeiner Holzbock) sowie an der Ost- und
Westküste der USA I. scapularis (Hirschzecke) bzw. I. pa-
ci�cus. Nüchtern sind die Schildzecken 2-4 mm lang, wäh-
rend die mit Blut vollgesogenen Weibchen Längen bis zu
12 mm erreichen (Abb. 1.2, S. 10).

Typisch für Zecken ist der etwa zweijährige Lebenszy-
klus: Aus dem Ei schlüpft eine Larve, die vor ihrer Rei-
fung zur Nymphe eine Blutmahlzeit an Wirbeltieren be-
nötigt. Die Nymphe entwickelt sich nach einer weiteren
Blutmahlzeit zu einem adulten Tier, von denen das Weib-
chen vor der Eiablage ein drittes Mal Blut saugt. Jeweils
nach der Blutmahlzeit verlassen die Zecken ihren Wirt und
suchen sich nach der Metamorphose einen neuen. Beim
Blutsaugen an einem mit B. burgdorferi in�zierten Wirt
kann Ixodes ricinus diese aufnehmen, sie verbleiben im
Mitteldarm der Zecke und können bei der nächsten Blut-
mahlzeit auf den neuen Wirt übertragen werden (De Silva und Fikrig, 1995). Über eine
transovarielle Übertragung der Borrelien wurde berichtet (Magnarelli, 1990), sie scheint
jedoch selten vorzukommen. Die Durchseuchung der Ixodes mit B. burgdorferi hängt
vom Entwicklungsstadium ab. In Deutschland ist sie bei Larven sehr gering (≈ 1,5 %),
bei Nymphen 10 % und bei Adulten 20-30 % (Wilske, 2005; Fingerle u. a., 2008). In
Mittelslowenien sind sogar fast 50 % der adulten Zecken borrelienpositiv (Strle, 1999).

1.3.2 Reservoir

Aufgrund der fehlenden Wirtsspezi�tät von Ixodes ricinus ist das natürliche Reservoir,
in dem B. burgdorferi zirkuliert, sehr breit und reicht von verschiedenen Ordnungen der
Säugetiere wie Kleinnager (Mäuse, Eichhörnchen, Hasen), Groÿwild (Rotwild, Rehe) und
Insektenfresser (Igel, Spitzmäuse) über Vögel (Amsel) bis hin zu Reptilien (Eidechsen)
(Lane u. a., 1991). Ob auch die wild lebenden Kleinsäuger � abseits einer Bakteriämie �
Merkmale der Krankheit zeigen, ist umstritten.
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1.3.3 Übertragung

Wenn die Schildzecke einen Wirt und auf diesem eine geeignete Stelle gefunden hat,
durchschneidet sie mit ihren Cheliceren (Mundwerkzeuge) die Epidermis und verankert
das Hypostom mittels Widerhaken und über die Speicheldrüsen sezerniertem Sekret
(�Zement�) in der Dermis (Gray, 2002). Sofern die Zecke mit B. burgdorferi in�ziert
ist, können diese aus dem Mitteldarm durch die Hämolymphe in die Speicheldrüsen und
etwa 24-48 h nach dem Biss durch den Mund in die Wunde des Wirtes wandern (De Silva
und Fikrig, 1995; Schwan und Piesman, 2002). Mehrfachinfektionen mit verschiedenen
Stämmen sind nicht ungewöhnlich � sowohl gleichzeitig (Seinost u. a., 1999; Ruzic-Sabljic
u. a., 2005), vermutlich aufgrund mehrfachin�zierter Zecken (Stricker u. a., 2008), als
auch nacheinander (Reinfektionen) (Nadelman und Wormser, 2007). Eine natürliche
Übertragung von Mensch zu Mensch � auch sexuell, wie bei der Syphillis � kommt nicht
vor.

1.3.4 Ausbreitung

Nach der Infektion eines neuen Wirtes ist B. burgdorferi im frühen Stadium an der
Bissstelle lokalisiert. Im weiteren Verlauf der LB können sich die Borrelien innerhalb
von Tagen und Wochen durch den Blutkreislauf, das lymphatische System oder das
Bindegewebe im Wirt ausbreiten. Die periphere Ausbreitung in der Haut erfolgt mit
wenigen Millimetern pro Tag.

1.4 Die Erkrankung � Lyme-Borreliose (LB)

1.4.1 Klinik

Nach der Ausbreitung von B. burgdorferi ausgehend von der Inokulationsstelle kön-
nen sehr viele Organe von der LB betro�en sein � neben der Haut, das periphere und
zentrale Nervensystem, die Gelenke, das Herz, insbesondere der Herzmuskel, seltener
die Skelettmuskeln oder die Augen. Die klinischen Verläufe werden in drei Stadien ein-
geteilt: die lokalisierte Infektion (s. 1.4.1.1), die ausgebreiteten (s. 1.4.1.2, S. 12) und
die chronischen Manifestationen (s. 1.4.1.3, S. 13), wobei jedes Stadium übersprungen
werden kann. Auftretende Manifestationen können nach Wochen, Monaten oder Jahren
selbstlimitierend abheilen (Robert-Koch-Institut, 2010) oder auch chronisch destruktiv
werden (Steere, 2001).

1.4.1.1 Stadium I � lokalisierte Borrelien

Als Frühstadium der LB wird der Zeitraum der ersten Wochen nach dem Zeckenbiss
betrachtet, in dem die Borrelien im Wirt örtlich begrenzt sind. Die Infektion verur-
sacht unspezi�sche grippeähnliche Allgemeinsymptome wie Fieber, Kopf- und Muskel-
schmerzen, Abgeschlagenheit, Lymphknotenschwellungen sowie besonders charakteris-
tische Hautmanifestationen, z. B. das Leitsymptom Erythema migrans. Die eigentliche
Infektion mit Borrelien kann aber auch inapparent verlaufen.
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Erythema migrans (EM) Das Erythema (chronicum) migrans (Afzelius, 1910; Lip-
schütz, 1913), umgangssprachlich Wanderröte, tritt innerhalb von 1-4 Wochen an der
Stelle des Zeckenbisses auf (Steere und Sikand, 2003). Es ist ein sich ringförmig aus-
breitendes Erythem, das im Krankheitsverlauf von innen her wieder verblasst und auch
ohne Behandlung innerhalb von 3-4 Wochen wieder verschwindet (Weber u. a., 1984).
Betro�en sind alle normal durchbluteten Körperstellen; bei Kindern eher der Oberkör-
per und der Kopf als bei Erwachsenen. Ursache des EM ist eine verstärkte Durchblutung
aufgrund der Immunreaktion gegenüber den sich peripher ausbreitenden Borrelien, die
in Biopsien aus den Randbereichen nachweisbar sind (Asbrink und Hovmark, 1985).
Das EM ist die häu�gste Manifestation der LB. Die Angaben zur Frequenz variieren
je nach Datenbasis: 51 % in Deutschland bei einer Ärzteumfrage mit 4000 Patienten
(Priem u. a., 2003), 70 % in den USA basierend auf 50 000 Patienten (Centers for Di-
sease Control and Prevention, 2007), 77 % in Schweden (Berglund u. a., 1995) und 89
bzw. 90 % in Deutschland aufgrund von Studien und Meldep�icht (Huppertz u. a., 1999;
Robert-Koch-Institut, 2010).

1.4.1.2 Stadium II � ausgebreitete Borrelien

Das zweite Stadium der LB beginnt mehrere Wochen oder Monate nach der Infektion
und kennzeichnet sich nach der hämatogenen oder lymphatischen Ausbreitung der Bor-
relien durch den Befall verschiedener Organe. Das Leitsymptom sind die akuten Erkran-
kungen des peripheren und zentralen Nervensystems (Neuroborreliose), die gegenüber
den Manifestationen der anderen Organe deutlich überwiegen.

Frühe Neuroborreliose (NB) Die frühe Neuroborreliose tritt innerhalb von 1-3 Mo-
naten nach Zeckenbiss bei etwa jedem sechsten LB-Patienten in Europa auf. Sie ist im
Wesentlichen von drei klinischen Manifestationen gekennzeichnet, die allein oder zusam-
men vorkommen können � eine lymphozytäre Meningitis, eine Radikuloneuritis und kra-
niale Neuritiden. Sehr selten kommt eine Enzephalomyelitis vor. Aufgrund der umfang-
reichen Krankheitsbeschreibung von Bannwarth (1941) wird die Meningoradikuloneuri-
tis oder Meningopolyneuritis als Garin-Bujadoux-Bannwarth-Syndrom bezeichnet. Die
NB äuÿert sich bei Erwachsenen in starken radikulären Schmerzen, Lähmungserschei-
nungen der Hirnnerven, besonders einer ein- oder beidseitigen Facialisparese, und/oder
in neurologischen Ausfällen, während bei Kindern meningitische Verläufe häu�g sind
(Kaiser, 1998). Die NB ist eine häu�ge Manifestation und kommt in Deutschland bei
3-18 %, in Südschweden bei 16 % und den USA bei 13 % der LB-Fälle vor. Sie ist bei
Kindern doppelt so häu�g wie bei Erwachsenen (28 vs. 14 %), was darauf zurückgeführt
wird, dass von Zecken Kinder häu�ger in Kopf und Nackenregion gebissen werden (Ber-
glund u. a., 1995). Zur Diagnose werden nach einer Lumbalpunktion die Lymphozyten
und die borrelienspezi�schen Antikörper in Serum und Liquor bestimmt (s. 1.4.2, S. 14).

Lymphadenosis cutis benigna (LCB) Die Lymphadenosis cutis benigna Bäfver-
stedt (Bäfverstedt, 1943), auch Borrelien-Lymphozytom genannt, ist eine typische, aber
seltenere Hautmanifestation (2-5 % der LB-Fälle), die wenige Wochen bis Monate nach
einer Borrelieninfektion solitär auftritt � gelegentlich mit einem EM. Es handelt sich
um eine rötlich-livide, knotige oder �ächenhafte Schwellung, die einem Geschwür ähnelt
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und spontan ohne Behandlung abheilt � allerdings zeitlich verzögert. Von LCB sind
vorwiegend Kinder, Jugendliche und Frauen am Kopf, besonders den Ohrläppchen, den
Mamillen oder am Skrotum betro�en (Weber u. a., 1984). Verursacht wird sie durch eine
In�ltration von Lymphozyten aufgrund der lokal begrenzten Ausbreitungsmöglichkeit
der Borrelien.

Karditis In weniger als 1 % der LB-Fälle kommt es innerhalb von 1-3 Monaten allein
oder in Kombination mit anderen Symptomen zu einer akuten Myokarditis oder Pankar-
ditis. Die Myokarditis führt zu transienten Herzrhythmusstörungen und atrioventriku-
lären Blockierungen zweiten bis dritten Grades, die je nach Schwere erst Wochen später
abklingen. Unbehandelt kann sie in seltenen Fällen zu einer Kardiomyopathie mit einer
Myokardinsu�zienz samt Erweiterung der Herzinnenräume führen und tödlich verlau-
fen. Die Ursache der Karditis liegt in einem Eindringen der Borrelien in das Myokard
(Nagi u. a., 1996), aus dem sie angezüchtet werden konnten (Stanek u. a., 1990).

Multiple Erythema migrantia (MEM) Noch während des Vorhandenseins eines
lokalisierten EM oder nach dessen Abklingen können hämatogen ausgestreute Borrelien
an einer oder mehreren Körperstellen die Haut erneut invadieren und zu weiteren EM
(s. 1.4.1.1) führen (Sonck, 1965). In Nordamerika ist MEM häu�ger als in Europa.

1.4.1.3 Stadium III � chronische Manifestationen

Das Spätstadium der LB tritt etwa ein halbes bis mehrere Jahre nach der Infektion auf �
teilweise auch bei Ausbleiben der früheren Stadien. Dieses Stadium ist von chronischen
Verläufen gekennzeichnet, die direkt von den persistierenden Borrelien oder indirekt
durch Autoimmunreaktionen zu progressiven Schädigungen führen. Die Leitsymptome
sind die Lyme-Arthritis und die Acrodermatitis chronica atrophicans (Nau u. a., 2009).

Lyme-Arthritis (LA) Die Lyme-Arthritis ist eine Mono- oder Oligoarthritis der
groÿen Gelenke, die häu�g Monate oder Jahre nach einer Borrelieninfektion auftritt.
Typisch ist ein intermittierender Verlauf der Gelenkschwellungen mit variabler Dau-
er der Episoden und das �Springen� von Gelenk zu Gelenk, von denen das Knie am
häu�gsten betro�en ist. Die Symptome verschwinden oft nach Jahren wieder, aber in
etwa 10 % kommt es zu einem chronischen Gelenkbefall (Schwellungen länger als ein
Jahr) mit Knorpel- und Knochendestruktion (Steere u. a., 1987; Herzer, 1993). Bei ei-
ner Di�erentialdiagnose ist die LA von anderen Arthritiden abzugrenzen (Bestimmung
der Rheumafaktoren und antinuklärer Antikörper) und durch eine Borrelien-Serologie
zu bestätigen (s. 1.4.2, S. 14). Für die Symptomatik wird neben der direkten Schädi-
gung durch Borrelien (Barthold u. a., 1990) auch ein Autoimmunmechanismus disku-
tiert, bei dem sich Antikörper gegen Borrelienstrukturen auch wirtseigene Strukturen
binden (Szczepanski und Benach, 1991; Steere u. a., 2001). Die Inzidenz ist � im Ge-
gensatz zur rheumatoiden Arthritis � nicht altersabhängig. In Deutschland hat die LA
eine Prävalenz von 5-24 %, in Schweden von 7 % und in den USA sogar von 30 % der
LB-Fälle.
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Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) Die Acrodermatitis chronica atro-
phicans Herxheimer (Herxheimer und Hartmann, 1902) ist eine chronisch-progressive,
�ächige Hauterkrankung, die in Europa bei 1-3 % der LB-Patienten Jahre nach der In-
fektion auftritt. Vorrangig betro�en sind die Streckseiten der Extremitäten � besonders
in der Umgebung von Gelenken. Die ACA beginnt mit einem in�ltrativen Stadium mit
entzündlichen Hautschwellungen und geht in ein atrophisches Stadium über. Die Haut
wird dabei sehr dünn, stark gefältet, zigarettenpapierartig und verfärbt sich bläulich-
livid (Jessner, 1921). An ACA erkranken mehr Frauen als Männer (Wilske, 2005). Ver-
ursacht wird die ACA durch eine In�ltration mit B. afzelii (Ohlenbusch u. a., 1996) (s.
1.2.2.1, S. 8). Bei lange bestehender ACA können zusätzlich periphere Neuropathien
auftreten.

Chronische Neuroborreliose Seltene Spätmanifestation nach einer Inkubationszeit
von Jahren sind chronische Neuroborreliosen: eine progressive subakute Enzephalomye-
litis, eine chronische Enzephalitis, Meningoenzephalitis oder Meningoradikuloneuritis.
Sie führen zu Lähmungen der Extremitäten (Para- und Tetraparesen) oder Gedächtnis-
verlusten und stellen sich im Laborbefund durch eine deutliche Proteinerhöhung und
eine Zellzahlerhöhung im Liquor dar (Kaiser, 1998).

1.4.2 Diagnostik

Die Diagnose einer Lyme-Borreliose wird zunächst im Rahmen der Anamnese aufgrund
des klinischen Bildes gestellt. Im Fall einer frischen Infektion und einem typischen EM
reicht dies für die Einleitung der Therapie vollkommen aus. In den späteren Stadien ist
jedoch die Bestätigung durch einen Erregernachweis erforderlich. Die gröÿte Bedeutung
hat dabei der indirekte Erregernachweis mittels der Serologie (s. 1.4.2.1). Direkte Erre-
gernachweise mittels einer Borrelienkultur oder einer Polymerasekettenreaktion werden
nur in den Fällen von Speziallaboratorien durchgeführt, wo die Serologie nicht hinrei-
chend ist.

1.4.2.1 Serodiagnostik

Die Serologie auf IgM und IgG wird mit Serum und � bei Verdacht auf NB � im Liquor
in einem zweistu�gen Testverfahren durchgeführt � einem sensitiven Suchtest kann ein
spezi�scher Bestätigungstest angeschlossen werden. Bei dem Suchtest handelt es sich
um einen IF-Test oder ELISA, der weitgehend automatisiert abläuft und die negativen
Proben ausschlieÿt. Die positiven oder grenzwertigen Proben werden dann mit einem
Immunoblot � Western- oder Line-Blot � untersucht (Wilske, 2003).

Für die Western-Blots werden einzelne Borrelienstämme kultiviert, die jedoch nur
begrenzt die Heterogenität der Antigene zwischen und innerhalb der unterschiedlichen
humanpathogenen Arten widerspiegeln können. Zusätzlich sind in vitro nicht zwangs-
läu�g die gleichen Antigene exprimiert wie bei der Proliferation im Menschen (Wilske,
2003). Für die Line-Blots werden dagegen rekombinante Proteine verwendet: p100, p58,
p41i, BmpA1, OspC, VlsE2, das vorrangig in vivo exprimiert wird, und DbpA3. Bei eini-

1basic membrane protein A
2variable major protein-like sequence, expressed
3decorin-binding protein A
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gen werden mehrere Homologe verschiedener Borrelienarten eingesetzt (Goettner u. a.,
2005). Nach den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiolo-
gie müssen für einen positiven IgG-Befund mindestens zwei Banden des Blots erkannt
werden. Die Raten der positiven serologischen Befunde sind im Stadium I 20-50 %, im
Stadium II 70-90 % und im Stadium III praktisch 100 % (Wilske u. a., 2007).

Kreuzreaktionen Zu falschpositiven serologischen Befunden aufgrund von kreuzre-
aktiven Antikörpern kommt es besonders bei Autoimmunerkrankungen, anderen Spiro-
chätosen (z. B. Syphillis), Schwangeren oder auch viralen Infektionen (z. B. HIV, EBV4)
(Raoult u. a., 1989).

1.4.3 Therapie

Die Behandlung der LB erfolgt durch Antibiotikagaben und ist in den frühen Stadien
erfolgreicher als in den späteren. Die Therapie der lokalisierten LB erfolgt mit Tetracycli-
nen, z. B. Doxycyclin, sowie bei Kontraindikationen mit Amoxicillin oder Cefuroxim p. o.
über die Dauer von 2-3 Wochen. Bei 8-29 % der behandelten EM-Patienten wurde eine
Jarisch-Herxheimer-Reaktion beobachtet (Nadelman u. a., 1992). Bei der generalisierten
LB werden Penicillin G, Doxycyclin oder Cephalosporine der dritten Generation, z. B.
Cefotaxim, Ceftriaxon, p. o. oder � besonders bei NB � i. v. über 2-4 Wochen eingesetzt
(Wormser u. a., 2006; Robert-Koch-Institut, 2007; Nau u. a., 2009). Bei der chronischen
LB wird teilweise nur die i. v. Applikation der Antibiotika über 2-3 Wochen als gesichert
wirksam erachtet und im Fall des Nichtanschlagens bis zu dreimal wiederholt. Konkret
wurden von 1500 Patienten mit chronischer LB 82 % nach dem ersten Therapiezyklus,
weitere 10 % nach dem zweiten, 5 % nach dem dritten und 3 % nach dem vierten als
geheilt betrachtet. Lediglich drei Patienten mit Allergien blieben untherapiert (Hassler,
1998).

Ein Therapieerfolg wird ausschlieÿlich über die Rückbildung der Symptome beob-
achtet. Die Antikörpertiter bleiben oft für lange Zeit stabil, so dass die Serologie zur
Therapiekontrolle ungeeignet ist (Wilske, 2003).

1.4.4 Prophylaxe

Personen, die sich viel in der Natur aufhalten (z. B. Landwirte, Forstarbeiter, Wanderer
oder Läufer), sind einem erhöhten Infektionsrisiko ausgesetzt. Ein Humanimpfsto� war
von 1998 bis 2002 verfügbar, wurde dann jedoch zurückgezogen (s. 1.8.3, S. 27). Auch ei-
ne erfolgreich therapierte LB hinterlässt keine bleibende Immunität (Krause u. a., 2006).
Die Prävention besteht daher in einer Expositionsprophylaxe gegenüber Zecken durch
das Tragen geeigneter Kleidung, beinhaltet die Verwendung von Repellentien und endet
mit dem Absuchen des Körpers nach Zecken und deren Entfernung (Hayes und Piesman,
2003). Für Tiere, z. B. Hunde, sind dagegen mindestens fünf Impfsto�e zugelassen, bei
denen es sich entweder um Bakterine oder rekombinantes OspA handelt (Töpfer und
Straubinger, 2007).

4Epstein-Barr-Virus
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1.4.5 Epidemiologie

Informationen zur Epidemiologie der Lyme-Borreliose � besonders zur Inzidenz � sind
nicht für das gesamte Verbreitungsgebiet vorhanden und dort am umfangreichsten, wo
es eine Meldep�icht gibt � z. B. in den USA, in Deutschland in den östlichen Bundeslän-
dern5 oder in Slowenien. Weitere Angaben beruhen auf regionalen, prospektiven Studien
und Umfragen unter Ärzten.

1.4.5.1 Geographische Verbreitung

LB ist eine endemische Infektionskrankheit, die in der gesamten nördlichen Hemisphäre
vorkommt � in Nordamerika, in Europa auf dem Kontinent von Skandinavien bis Italien,
im Osten bis zum Ural sowie auf den Inseln und in groÿen Teilen Asiens. Während
in den USA B. burgdorferi s. s. der einzige Erreger ist, kommen in Europa alle fünf
humanpathogenen Arten (s. 1.2.2.1, S. 7) vor, wobei B. burgdorferi s. s., B. afzelii und
B. garinii die häu�gsten Auslöser sind (Hubalek und Halouzka, 1997). In Asien wurden
nur B. afzelii und B. garinii nachgewiesen (Masuzawa, 2004).

1.4.5.2 Inzidenz

Die Anzahl der Neuerkrankungen schwankt sehr stark und ist in einzelnen Endemiege-
bieten, z. B. in den USA in zehn östlichen sowie nördlichen Staaten und in Deutschland
in Baden-Württemberg und Bayern, am höchsten. Die jährliche Inzidenz ist in den öst-
lichen Bundesländern � basierend auf den Daten der Meldep�icht � zwischen 2002-2008
von 17,8 auf 33,8 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner gestiegen, wobei einzelne
Landkreise über 150 Fälle aufwiesen (im folgenden immer pro 100 000 Einwohner pro
Jahr) (Robert-Koch-Institut, 2010). Im Raum Würzburg betrug diese Kennzahl auf-
grund einer Studie von 1999 schon 111 Neuerkrankungen (Huppertz u. a., 1999). In
Südschweden wurden in einer Studie von 1995 69 Neuerkrankungen mit regional bis zu
160 Fällen ermittelt (Berglund u. a., 1995), während in Slowenien durch die Meldep�icht
eine Inzidenz von 155 bestimmt wurde (Strle, 1999). In zehn Referenzstaaten der USA
beträgt die gemittelte Inzidenz für 2003-2005 nur 29, während sie im Staat Connecticut
allein bei 74 liegt (Centers for Disease Control and Prevention, 2007). Zahlreiche Land-
kreise hatten eine Inzidenz von über 100, drei von über 300 und der Höchstwert wurde
mit 595 Fällen für den Kreis Nantucket, MA, ermittelt (Bacon u. a., 2008) (lt. Centers
for Disease Control and Prevention (1995) 1994 sogar 1198 Fälle).

In Gebieten mit einer Meldep�icht ist die Zahl der gemeldeten Fälle in den letzten 15
Jahren teilweise um über 100 % angestiegen. Neben einem wirklichen Anstieg der Neu-
infektionen kommen auch andere Gründe in Frage: bessere Überwachung, gestiegenes
Bewusstsein und Kenntnis seitens der Ärzte sowie der Ö�entlichkeit oder verbesserte
Diagnostik. Eine tatsächlich gestiegene Inzidenz kann verschiedene Ursachen haben: ei-
ne gröÿere Durchseuchung der Zecken mit Borrelien und gestiegene Zeckenpopulationen
aufgrund milder Winter oder eine weitere Ausdehnung des Siedlungsraums und erhöhte
Freizeitaktivitäten in der Natur (Bacon u. a., 2008).

5bis zum 1.1.2009 waren nur EM und frühe NB meldep�ichtig, seitdem auch LA
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1.4.5.3 Alter und Geschlecht

Die Altersinzidenz weist in allen Berichten eine bimodale Verteilung auf � ein Gipfel
besteht bei Kindern im Alter von 5-10 Jahren und ein zweiter bei älteren Menschen mit
60-70 Jahren (Berglund u. a., 1995; Priem u. a., 2003; Robert-Koch-Institut, 2010; Bacon
u. a., 2008). Das gemittelte Erkrankungsalter liegt bei 43 Jahren (Priem u. a., 2003;
Centers for Disease Control and Prevention, 2007). Mit Ausnahme der ACA bestehen
bei den Betro�enen leichte Geschlechtsunterschiede (Wilske, 2005).

1.4.5.4 Saisonale Prävalenz

Die LB tritt aufgrund der langen Inkubationszeit der chronischen Verlaufsformen das
ganze Jahr über auf. Die Neuinfektionen mit Borrelien geschehen jedoch in den Jahres-
zeiten, in denen die Zecken aktiv sind � normalerweise im Frühjahr und Frühsommer
sowie im Spätsommer und Herbst, wenn die relative Luftfeuchtigkeit (> 80 %) und
die Temperatur (10-23 ◦C) geeignet sind. Die Monate mit den meisten Neuinfektionen
und damit EM-Diagnosen sind Juni, Juli und August � auch wegen einer verstärkten
Exposition (Robert-Koch-Institut, 2010; Centers for Disease Control and Prevention,
2007).

1.5 Rückfall�eber

Beim Rückfall�eber (RF) wird zwischen dem epidemischen � durch Körperläuse über-
tragenen � und dem endemischen � durch Lederzecken übertragenen � unterschieden.
Erreger des ersteren � B. recurrentis � wurde schon 1868 von Obermeier (1873) ent-
deckt. Das zweite wird in Europa u. a. durch B. duttoni und in Nordamerika durch B.
hermsii verursacht (Southern und Sanford, 1969). Das RF weist eine andere Pathoge-
nese als die LB auf. Charakteristisch für das RF ist eine asymptomatische Phase nach
der Infektion, bei der die Borrelien im Blut auf mehr als 108 Zellen pro ml ansteigen6

(Schwan u. a., 2003). Unbehandelt tritt dann starkes Fieber auf, das wieder abfällt und
sich in mehreren Schüben wiederholen kann. Nach Antibiotikabehandlung kommt es zu
einer ausgeprägten Jarisch-Herxheimer-Reaktion, die ebenfalls mit hohem Fieber ver-
bunden ist (Scho�eld u. a., 1968; Bryceson, 1976). Entscheidend für beide Reaktionen
sind ausgeschüttete Zytokine (Gri�n, 1998), die durch zahlreiche Lipoproteine in der
äuÿeren Membran induziert sein können (Shang u. a., 1998). Für die Rückfälle wird eine
antigene Variation verantwortlich gemacht (Stoenner u. a., 1982), bei der nach der Ver-
nichtung der ursprünglichen Population durch das erworbene Immunsystem eine neue
mit modi�zierten antigenen Lipoproteinen wächst (Barstad u. a., 1985).

1.6 Lipide

Lipide sind Biomoleküle, die gut in organischen Lösungsmitteln (z. B. Chloroform) aber
schlecht in Wasser löslich sind. Zumeist sind sie amphiphil, d. h. sie weisen einen hydro-
phoben und einen hydrophilen Anteil auf, und bilden in wässriger Umgebung Mizellen

6B. burgdorferi erreicht Zahlen von weniger als 105 Zellen pro ml Blut
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oder Lipiddoppelschichten. Ihre wichtigsten Aufgaben sind die Bildung der Membranen
von Zellen � in Form von einer oder mehreren Zellmembranen und von subzellulären
Organellen (z. B. Mitochondrien), die Verankerung von Biopolymeren in Membranen
und die Speicherung von Energie (Voet und Voet, 1994).

Neben den Fettsäuren gibt es mehrere wichtige Klassen der Lipide � Glycerolipide (s.
1.6.1), Sphingolipide (s. 1.6.2, S. 18) und Steroide (s. 1.6.3, S. 18). Wenn Lipide glyco-
syliert sind, spricht man von Glycolipiden und falls Proteine einen Lipidanteil aufweisen
von Lipoproteinen (s. 1.7, S. 20). Bei den Lipopolysacchariden (LPS) gramnegativer
Bakterien handelt es sich um direkt acylierte Polysaccharide.

1.6.1 Glycerolipide

Die Diacyl-sn-glycerole (DAG) sind die verbreitetsten Membranlipide auf der Erde �
als Phosphoglyceride in Tieren und Pilzen sowie als Glycosylglyceride in P�anzen. Ein
Phosphoglycerid ist ein in 3-Position mit Phosphorsäure verestertes DAG, dessen Phos-
phatgruppe wiederum mit einem Alkohol verestert sein kann, der dann namensgebend
ist: Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylserin (PS), Phos-
phatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI) (Voet und Voet, 1994). In Glyco-
sylglyceriden ist die 3-Position des DAG dagegen glycosyliert. Die Glycone � Mono-,
Di- oder Oligosaccharide � in α- oder β-Kon�guration sind sehr verschieden. In P�an-
zen � besonders in deren Chloroplasten � machen β-Monogalactopyranosyl-DAG und
β-Digalactopyranosyl-DAG (Carter u. a., 1956) etwa 75 % der Gesamtlipide aus (Dör-
mann und Benning, 2002). In Tieren wurde β-Monogalactopyranosyl-DAG im Rücken-
mark von Rindern und dem Gehirn anderer Säugetiere und dem Menschen nachgewiesen
(Steim, 1967). In Bakterien wurde dagegen α-Monogalactosyl-DAG gefunden (s. 1.6.4,
S. 19).

1.6.2 Sphingolipide

Die einfachsten Sphingolipide, die Ceramide, sind N-acylierte Derivate des Aminoalko-
hols Sphingosin und können ähnlich dem DAG vielfältig substituiert sein. Die Sphin-
gomyeline (Sphingophospholipide) sind Ceramide mit einem Phosphocholin oder -etha-
nolamin und bilden die Myelinscheide der Axone. Cerebroside (Sphingoglycolipide) sind
einfache glycosylierte Ceramide, z. B. Galactocerebroside (β-Gal-Cer), die für die Zell-
membran der Nervenzellen essentiell sind und an die B. burgdorferi binden kann (Gar-
cia Monco u. a., 1992). Ganglioside sind komplexe glycosylierte Ceramide, die Sialinsäu-
re7 enthalten.

1.6.3 Steroide

Steroide sind Derivate des Sterans, die fast ausschlieÿlich von Eukaryonten synthetisiert
werden � von Tieren überwiegend Cholesterol, von P�anzen hauptsächlich verwandte
∆5-Sterole wie Stigmasterol, β-Sitosterol oder Campesterol. Relevante Anteile an freiem

7N-Acetyl-neuraminsäure
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oder glycosyliertem Cholesterol gibt es in obligat parasitären Bakterien8, die das Steroid
jedoch vom Wirt aufnehmen, z. B. in Brachyspira (Plaza u. a., 1997), Helicobacter (Ina-
moto u. a., 1993) und in Mycoplasma (Rottem, 2002). Über die Synthese von Steroiden
durch Prokaryonten gibt es wenige Berichte, die auch nur kleinste Mengen nachgewie-
sen haben (Schubert u. a., 1968; Hayami u. a., 1979). Neben Funktionen der Steroide als
Vitamin, Gallsäuren oder Hormonen ist Cholesterol ein Hauptbestandteil der tierischen
Zellmembran und beein�usst deren Fluidität (Voet und Voet, 1994).

1.6.3.1 Sterylglycoside

Die verbreitetsten Steroide in P�anzen sind Sterylglycoside mit β-glycosidischen Bin-
dungen, die besonders in Blättern und Samen vorkommen. Auch acylierte Sterylgly-
coside werden synthetisiert, die zumeist an der 6-O-Position des Kohlenhydrates mit
unterschiedlichen Fettsäuren verestert sind. In Karto�elknollen wurden β-Glucoside des
β-Sitosterol und Stigmasterol mit Palmitin-, Stearin- und Ölsäure an 6-O-Position (Le-
page, 1964) und in Baumwollknospen und anderen Gattungen analoge β-Galactoside
(Thompson u. a., 1970; Osman u. a., 1975) gefunden. In Blättern von Nachtschattenge-
wächsen konnten in kleineren Anteilen acylierte Cholesteryl-β-galactoside nachgewiesen
werden (Köstens und Willuhn, 1973). Als Funktion der Sterylglycoside in P�anzen wird
angenommen, dass sie an der Anpassung der Membran�uidität an niedrige Temperatu-
ren beteiligt sind. Speziell Sitosteryl-β-glucosid ist das Startmolekül für die Zellulose-
synthese in P�anzen (Peng u. a., 2002).

In Bakterien wurden verschiedene acylierte und nichtacylierte Cholesterylglycosi-
de identi�ziert: Cholesteryl-β-D-glucopyranosid in Mycoplasma gallinarum (Rothblat
und Smith, 1961; Smith, 1971), Cholesteryl-α-glucopyranosid in Acholeplasma axant-
hum (Mayberry und Smith, 1983), nichtacyliertes und 6-O-acyliertes Cholesteryl-α-D-
glucopyranosid in Helicobacter pylori (Hirai u. a., 1995). In der Hefe Candida bogorien-
sis wurde Cholesteryl-β-glucosid (Kastelic-Suhadolc, 1980) und in Grün-, Braun- und
Rotalgen wurden acylierte und nichtacylierte Cholesteryl- und Fucosteryl-glucoside ge-
funden (Duperon u. a., 1983). In Tieren wurde 6-O-acyliertes Cholesteryl-β-D-glucosid
in der Epidermis von Hühnern (Wertz u. a., 1986) und Schlangen (Abraham u. a., 1987)
nachgewiesen und eine Barrierefunktion gegen Wasserverlust diskutiert. Über die Wir-
kung der acylierten Sterylglycoside auf Zellen ist nur bekannt, dass sie hämolytisch
wirken (Segal u. a., 1978; Hirai u. a., 1995), die Teilung von Krebszelllinien inhibieren
(Rubnov u. a., 2001) oder in H. pylori der Umgehung des Immunsystems dienen (Wun-
der u. a., 2006).

1.6.4 Lipide von Spirochäten

Aufgrund ihrer speziellen Morphologie mit einer sehr groÿen Ober�äche im Verhältnis
zum Zytoplasmavolumen sind Spirochäten reich an Lipiden. Diese machen bis zu 20 %
der Trockenmasse der Zellen aus (Livermore und Johnson, 1974), in B. burgdorferi s. s.
sogar 25-30 % (Hossain u. a., 2001). Der Lipidmetabolismus variiert deutlich innerhalb

8bezogen auf ihren natürlich Lebensraum. Zumeist sind diese auch in vitro mit entsprechenden
reichhaltigen Medien oder Serumzusatz kultivierbar.
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der Spirochäten: Die frei lebenden Spirochaeta sind fähig, Fettsäuren de novo und kom-
plexe, polare Lipide zu synthetisieren. Für das Wachstum von Borrelia, Treponema und
Leptospira sind langkettige � sowohl gesättigte als auch ungesättigte � Fettsäuren zwar
essentiell, können jedoch selbst nicht biosynthetisiert werden (Pickett und Kelly, 1974;
Johnson u. a., 1984a). Die komplexen Lipide, die sie mit den zumeist unveränderten
Fettsäuren synthetisieren, sind vor allem Phospholipide (PC, PE, PG, Cardiolipin).

Jedoch werden verbreitet auch Glycolipide in Form der Monoglycosyldiacylglyceri-
de synthetisiert: Monoglucosyl-DAG wurde in Spirochaeta sp. (Livermore und Johnson,
1974) und T. innocens (Matthews u. a., 1980) gefunden, während Monogalactosyl-DAG
(MGalD) in T. pallidum, wo das α-Anomer etwa 50 % der Lipide ausmacht (John-
son u. a., 1970), in Brachyspira hyodysenteriae (Matthews u. a., 1980) und in Borrelia
hermsii (Livermore u. a., 1978) vorkommt. Steroide sind dagegen selten: Freies Choles-
terol wurde in einem Stamm von T. pallidum gefunden (Matthews u. a., 1979), während
acylierte und nichtacylierte Cholesterylglucoside in B. hermsii (Livermore u. a., 1978)
nachgewiesen wurden. Erste Berichte zu zwei möglichen Glycolipiden in B. burgdorferi
s. s. beschrieben diese ohne Strukturidenti�zierung als Antigene für LB-Patienten-Seren
(Ei�ert u. a., 1991; Wheeler u. a., 1993; Honarvar u. a., 1994). Die chemische Struktur-
ermittlung des einen Glycolipid-Antigens ergab MGalD (Hossain u. a., 2001) und des
zweiten Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) (Schröder u. a., 2003; Ben-
Menachem u. a., 2003). Darüber hinaus wurde von unserer Arbeitsgruppe ein nicht anti-
genes drittes Glycolipid identi�ziert: Cholesteryl-β-D-galactopyranosid (CGal) (Schröder
u. a., 2003).

Im Gegensatz zu den klassischen gramnegativen Bakterien besitzen Borrelia und
Treponema in ihrer äuÿeren Membran kein Lipopolysaccharid (LPS) (Hardy und Levin,
1983; Takayama u. a., 1987), das von TLR-4 erkannt wird, während L. interrogans ein
atypisches LPS aufweist, das von TLR-2 erkannt wird (Vinh u. a., 1986; Werts u. a.,
2001; Que-Gewirth u. a., 2004).

1.7 Lipoproteine (LP) und Pathogenitätsfaktoren

Der Begri� Lipoprotein wird mehrdeutig verwendet. Zum einen versteht man darunter
menschliche Lipidtransportproteine � nichtkovalente Aggregate eines Apolipoproteins
mit über 1000 Molekülen Cholesterol und Triglycerid, die dem Transport dieser Lipide
im menschlichen Plasma dienen, z. B. Low densitiy lipoprotein (LDL) (Voet und Voet,
1994). Zum anderen bezeichnet man in Pro- und Eukaryonten so jene Proteine, die kova-
lent mit einem Lipid verknüpft sind, um sie in der Zellmembran zu verankern (Hayashi
und Wu, 1990).

1.7.1 Bakterielle Lipoproteine

Der chemische Aufbau der bakteriellen Lipoproteine wurde von Hantke und Braun
(1973) in E. coli aufgeklärt. Bei den diacylierten Lipoproteinen wird ein N-terminales
Cystein des Proteins direkt über die Sulfhydrylgruppe mit einem Diacylglycerol (DAG)
als Thioether verknüpft. Die Biosynthese erfolgt in zwei Schritten: Nach der Translati-
on weist das Präprotein eine bis zu 20 Aminosäuren lange Signalsequenz auf, an deren
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Cystein durch das Enzym Prolipoprotein-diacylglycerol-transferase (lgt) das DAG eines
Phosphatidylglycerol übertragen wird. Danach wird durch das Enzym Prolipoprotein-
Signal-Peptidase (lsp) das Signalpeptid abgespalten (Sankaran undWu, 1994). Beide En-
zyme sind in vielen grampositiven Bakterien vorhanden, für die zahlreiche diacylierte Li-
poproteine vorhergesagt wurden (Madan Babu und Sankaran, 2002). Gramnegative Bak-
terien wie E. coli weisen dagegen zusätzlich ein drittes Enzym auf � Phospholipid:apo-
lipoprotein-transacylase (lnt) � mit dem sie den N-Terminus des Proteins nochmals
acylieren können und so triacylierte Lipoproteine entstehen.

1.7.2 Lipoproteine von B. burgdorferi

Die Lipoproteine von B. burgdorferi sind aufgrund ihrer Bedeutung Hauptgegenstand
der Forschung hinsichtlich Serodiagnostik, Pathogenität (s. 1.7.3) und Impfsto�entwick-
lung (s. 1.8.3, S. 27). Für den sequenzierten Stamm B31 wurden über 132 potentielle LP
vorhergesagt � 41 auf dem Chromosom und 91 auf Plasmiden, die fast 10 % des Genoms
ausmachen (Casjens u. a., 2000). Der posttranslational angehängte Lipidanker ist dabei
triacyliert, d. h. auch der N-Terminus des Proteins ist acyliert (Beermann u. a., 2000).
Der Lipidanteil ist essentiell für die Aktivierung des angeborenen Immunsystems (Weis
u. a., 1994; Radolf u. a., 1995) und dadurch auch für die Immunogenität der LP wichtig
(Erdile u. a., 1993).

Die borrelialen LP sind in der Membran verankerte Ober�ächenproteine, über de-
ren Funktion relativ wenig bekannt ist. Sie dienen dem Transport von Nährsto�en, der
Adhäsion an Zellen des Wirtes oder der Bindung von löslichen Komponenten. Die Ex-
pression der LP hängt auch von Umweltfaktoren, z. B. dem pH-Wert (Carroll u. a., 1999)
oder der Umgebungstemperatur, und vom Wirt ab (Schwan u. a., 1995).

Die bekanntesten LP sind die Outer Surface Proteine (Osp) � OspA-OspF (Howe
u. a., 1985; Jauris-Heipke u. a., 1993; Norris u. a., 1992; Lam u. a., 1994) � die teilwei-
se glycosyliert sind (OspA, OspB) (Brandt u. a., 1990; Sambri u. a., 1992). Die gröÿte
Schwierigkeit bei deren Einsatz für die Serodiagnostik und die Impfsto�entwicklung (s.
1.8.3, S. 27) ist deren Heterogenität (Barbour u. a., 1985) zwischen den Arten und teil-
weise sogar innerhalb dieser. OspA weist sieben unterschiedliche Serotypen auf (Wilske
u. a., 1996) und ist bei Bbu und Baf homogen, während es bei Bga (und damit auch Bba)
gröÿere Untergruppen gibt (Will u. a., 1995). OspC weist 16 Serotypen auf (Wilske u. a.,
1996), wobei sogar Diversitäten in lokalen Populationen von Bbu vorkommen (Wang
u. a., 1999b). Eine weitere Familie bilden die Erp (OspEF related protein) (Stevenson
u. a., 1996) bzw. CRASP (Complement regulator-acquiring surface protein) Proteine
(Kraiczy u. a., 2002), von denen einige Faktoren des Komplementsystems binden und
die Bakteriolyse über den alternativen Weg des Komplementsystems verhindern können.
Aber auch diese sind nicht in allen Arten vorhanden.

1.7.3 Pathogenitätsfaktoren und Wirtsinteraktion

B. burgdorferi verfügt nicht über die bekannten Virulenzfaktoren gramnegativer und
grampositiver Pathogene, z. B. Endotoxine (Takayama u. a., 1987) oder Sekretionssys-
teme bzw. Lipoteichonsäuren oder Protein A/G. Auch Exotoxine sind nicht bekannt,
und im Genom wurden lediglich homologe Proteine zu bekannten Hämolysinen und �Ab-
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�usspumpen� (�drug-e�ux�) gefunden (Fraser u. a., 1997). Die wesentlichen Merkmale
der Pathogenität von B. burgdorferi sind die besondere Beweglichkeit und die Chemo-
taxis sowie die Kolonisation von Gewebe und die Umgehung des Immunsystems. Ein
Teil der für die Wirtsinteraktion notwendigen Gene be�ndet sich auf Plasmiden und
kann mit fortgesetzter Kultivierung in vitro verloren gehen und somit auch die Virulenz
(Schwan u. a., 1988).

Durch die Übertragung nach einem Zeckenbiss muss B. burgdorferi nicht die Epi-
dermis durchqueren, sondern kann direkt in das Gewebe eindringen, sich mittels Fla-
gellenbewegung weiter ausbreiten und Nischen besetzen. Essentiell für die Infektion ist
die Wanderung vom Darm der Zecke durch die Speicheldrüsen in den Wirt (Charon
und Goldstein, 2002). Darüber hinaus verfügt B. burgdorferi über eine einmalig groÿe
Anzahl von Chemotaxisgenen (Fraser u. a., 1997). Mittels mehrerer Adhäsine können
sie an Strukturen von Wirtszellen, z. B. an Glycosphingolipide, binden (Kaneda u. a.,
1997; Antonara u. a., 2007). Andere Proteine dienen dazu, Wirtsfaktoren wie Plasmino-
gen oder Proteoglycane zu binden, um die extrazelluläre Matrix zu durchdringen (Fuchs
u. a., 1994; Brissette u. a., 2009; Shi u. a., 2008).

Um nicht vom Immunsystem des Wirtes vernichtet zu werden, setzt B. burgdorfe-
ri nicht auf eine ausgeprägte antigene Variation wie Rückfall�eberborrelien (Stoenner
u. a., 1982), sondern weicht aus. B. burgdorferi verfügt auÿerdem über relativ wenige
Liganden, die vom angeborenen Immunsystem erkannt werden (Benach u. a., 1988) �
Lipoproteine über TLR-2 (Hirschfeld u. a., 1999), Flagellin über TLR-5 (Takeda und
Akira, 2005; Shin u. a., 2008), CpG-DNA über TLR-9 (Bauer u. a., 2001; Shin u. a.,
2008). Darüber hinaus verhindern einige Arten die antikörperunabhängige Abtötung
durch das Komplementsystem (Kraiczy u. a., 2002). Bei einer chronischen LB ist auch
das erworbene Immunsystem � trotz einer Vielzahl antiborrelialer Antikörper im Se-
rum � nicht in der Lage, die Infektion zu beenden. Das dafür erforderliche Ausweichen
vor dem Immunsystem und die Persistenz von Borrelien ist vermutlich nur im Gewebe
möglich (Garcia-Monco und Benach, 1989).

Die LB-Symptome, z. B. das Erythem, zeugen allerdings davon, dass eine Infektion
mit B. burgdorferi nicht unentdeckt bleibt. Jedoch ist es heute noch weitgehend unver-
standen, wie es zu dieser Vielzahl unterschiedlicher Manifestationen in verschiedensten
Organen kommt. Die lokalen Entzündungen werden direkt durch die Erkennung der Bor-
relienbestandteile nach der Phagozytose (Petzke u. a., 2009; Shin u. a., 2008; Batsford
u. a., 2004) oder durch vermutete Autoimmunprozesse verursacht. Bei letzterem können
Antikörper gegen borreliale Proteine, z. B. Flagellin, fälschlicherweise mit körpereigenen
Antigenen des Nervensystems oder der Gelenke kreuzreagieren (Sigal und Tatum, 1988;
Singh und Girschick, 2004).

1.8 Immunsystem

Das Immunsystem höherer Lebewesen (z. B. P�anzen, Insekten, Wirbeltiere) dient der
Abwehr von Mikroorganismen � Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten (Protozoen,
Würmer). Während die höheren Gewebetiere nur ein unspezi�sches Immunsystem �
das angeborene Immunsystem (s. 1.8.1) � aufweisen, hat sich in Wirbeltieren darauf
aufbauend ein spezi�sches Immunsystem � das erworbene Immunsystem (s. 1.8.2, S. 24)
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� entwickelt. Weiterhin unterteilt man die Immunantwort in eine zelluläre (Leukozyten)
� z. B. Makrophagen und T-Zellen � sowie eine humorale (�üssige) � z. B. Antikörper
und Komplement. Verschiedene Organe sind für Bildung, Reifung, Transport und Abbau
dieser Komponenten wichtig: das Knochenmark, der Thymus, das Lymphgefäÿsystem,
die Blutgefäÿe und die Milz.

1.8.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem der Wirbeltiere umfasst zum einen die physischen Bar-
rieren (Epithel, das den Organismus auÿen �Derma� und innen �Mukosa� begrenzt),
die ein Eindringen von Pathogenen verhindern, und zum anderen Zellen sowie lösliche
Komponenten, die in den Organismus eingedrungene Pathogene vernichten. Bei einer
Infektion werden körperfremde Strukturen von Rezeptoren (s. 1.8.1.2, S. 24) auf Zellen
(s. 1.8.1.1) erkannt, die dann mittels ausgeschütteter Zytokine (s. 1.8.1.3, S. 24) andere
Immunzellen heranlocken und aktivieren. Die Pathogene werden entweder extrazellulär
durch das Komplementsystem abgetötet oder in Phagozyten aufgenommen und verdaut.

1.8.1.1 Zellen

Die �professionellen� Zellen des angeborenen Immunsystems sind Monozyten, Makropha-
gen (MΦ), Dendritische Zellen (DC), Granulozyten (neutrophile, eosinophile, basophile),
Mastzellen und NK-Zellen, die mit wenigen Ausnahmen von myeloiden Vorläufern im
Knochenmark abstammen9. Dabei können die im Blut zirkulierenden Monozyten zu
gewebsständigen MΦ oder DC ausdi�erenzieren. Im weiteren Sinne übernehmen auch
Epithelzellen einzelne Funktionen des angeborenen Immunsystems. Die genannten Zel-
len haben die folgenden wichtigen Aufgaben: a) die Erkennung von eingedrungenen
Mikroorganismen mittels Rezeptoren, b) die physische Beseitigung von Mikroorganis-
men, toten Zellen und groÿen Partikeln durch Phagozytose sowie c) die Aktivierung
des erworbenen Immunsystems durch die Präsentation von Antigenen (s. 1.8.2.2, S. 25).
Die wichtigsten Phagozyten � mit einem Anteil von über 50 % der Leukozyten � sind
die neutrophilen Granulozyten, aber auch Monozyten, MΦ, DC und Mastzellen pha-
gozytieren. Spezialisierte antigenpräsentierende Zellen (APC) sind die DC, aber auch
Monozyten, MΦ und B-Zellen zählen zu den �professionellen� APC. Bei einer Infektion
können die im Gewebe vorhandenen Zellen durch Chemotaxis mittels Chemokinen (s.
1.8.1.3) weitere Zellen aus dem Blutkreislauf anlocken.

1.8.1.2 Mustererkennungsrezeptoren

Mustererkennungsrezeptoren10 sind membranständige oder zytoplasmatische keimbahn-
kodierte Proteine des angeborenen Immunsystems. Sie erkennen konservierte Strukturen
von Mikroorganismen11 sofort beim ersten Kontakt � zumeist essentielle Motive der
bakteriellen Zellwand, die enzymatisch synthetisiert wurden, DNA/RNA und einzelne
Proteine.

9z. B. sind NK-Zellen Lymphozyten und es gibt auch plasmazytoide Dendritische Zellen
10auf englisch: pattern recognition receptor, PRR
11auf englisch: pathogen-associated molecular pattern, PAMP
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Toll-like Rezeptoren (TLR) Die TLR bilden eine Familie von Single-pass-Trans-
membranproteinen mit einer Ectodomäne mit leucinreichen Wiederholungssequenzen
(LRR12), einer Transmembrandomäne sowie einer zytoplasmatischen Domäne (TIR13),
die entweder in der Zellmembran (z. B. TLR-1, -2, -4) oder in Endosomen (z. B. TLR-3,
-9) lokalisiert sind (Medzhitov u. a., 1997; Rock u. a., 1998). Die elf im Menschen bekann-
ten TLR erkennen mit der Ectodomäne körperfremde � bakterielle sowie virale � und
möglicherweise auch körpereigene Liganden und initiieren nach deren Bindung über ih-
re TIR-Domäne und assoziierte Adaptermoleküle eine Signaltransduktion, die mittelbar
zur Translation und Ausschüttung von Zytokinen führt (Takeda und Akira, 2005). Die
ersten entdeckten Liganden waren Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien
für TLR-4 (Poltorak u. a., 1998) und bakterielle Lipoproteine für TLR-2 (Janeway und
Medzhitov, 1999).

Für die Erkennung der borrelialen Lipoproteine durch das angeborene Immunsystem
ist die initiale Phagozytose der Borrelien ein wichtiger Schritt (Cruz u. a., 2008). Die
LP werden dann von CD14 (Sellati u. a., 1998; Wooten u. a., 1998) und einem Rezep-
torkomplex aus TLR-2 (Hirschfeld u. a., 1999; Lien u. a., 1999) und TLR-1 (Thomas
und Fikrig, 2002) erkannt, der auf der zytoplasmatischen Seite über das Adaptermo-
lekül MyD88 (Shin u. a., 2008) eine Signalkaskade anstöÿt. In deren Folge kommt es
zur Translokation des Transkriptionsfaktors NF-κB (Norgard u. a., 1996; Wooten u. a.,
1996) und letztendlich zur Translation und Sezernierung von Zytokinen, z. B. TNF-α
(Radolf u. a., 1991).

1.8.1.3 Zytokine

Zytokine sind Botensto�e, die u. a. der Signalübertragung an Zellen des Immunsystems
dienen. Diese Peptide und Proteine werden von spezi�schen Rezeptoren erkannt. Sie
induzieren im Körper bei systemischen Entzündungen Fieber, führen zur Aktivierung,
Di�erenzierung und Proliferation der E�ektorzellen (durch z. B. Interleukine [IL], Inter-
ferone [IFN] oder Tumornekrosefaktoren [TNF]) bzw. dienen sie zur Chemotaxis (durch
Chemokine, z. B. IL-8). Von lebenden Borrelien werden in humanen Monozyten u. a.
TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 und IFN-β induziert (Salazar u. a., 2009), wobei die Pro-
duktion von IFN-α und -β vollständig von der Phagozytose und TLR-7 sowie TLR-9
abhängig ist (Petzke u. a., 2009).

1.8.2 Erworbenes Immunsystem

Das erworbene (angepasste/spezi�sche) Immunsystem wird vom angeborenen Immun-
system aktiviert und bildet innerhalb von Tagen nach einer Infektion eine spezi�sche Im-
munantwort auf einen eingedrungenen Mikroorganismus aus. Dazu werden diese von an-
tigenpräsentierenden Zellen phagozytiert und die Antigene den Lymphozyten (s. 1.8.2.1)
präsentiert (s. 1.8.2.2). Ein wesentliches Merkmal des erworbenen Immunsystems sind
die hochspezi�schen Antikörper (s. 1.8.2.3), die bei einer Impfung zu einem langanhal-
tenden Schutz führen können (s. 1.8.2.4, S. 26).

12leucine-rich repeat
13Toll/IL-1 receptor
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1.8.2.1 T- und B-Zellen

Die Zellen des erworbenen Immunsystems sind T- und B-Lymphozyten, die im Kno-
chenmark entstehen. Durch somatische Rekombination weisen sie hochdiverse T- und
B-Zellrezeptoren bzw. Antikörper (s. 1.8.2.3) auf � jede Zelle (Klon) einen einzigarti-
gen. Die T-Zellen werden bei ihrer Reifung im Thymus selektioniert � positiv, die den
Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) erkennen können, und negativ, die die kör-
pereigenen Antigene erkennen. Sie unterteilen sich danach in CD4+- und CD8+-T-Zellen,
die nach Aktivierung durch Antigene weiter ausdi�erenzieren: in T-Helferzellen (CD4+),
die B-Zellen aktivieren können, in zytotoxische T-Zellen (CD8+), die durch Viren oder
Tumore veränderte Zellen abtöten können, in regulatorische T-Zellen, die die Immun-
antwort kontrollieren und unterdrücken können, oder in langlebige T-Gedächtniszellen.

Die B-Zellen durchlaufen im Knochenmark die Selektion und zirkulieren im Blut
und den lymphatischen Geweben. Wenn die naiven B-Zellen fremde Antigene gebunden
haben und durch antigenspezi�sche T-Helferzellen aktiviert werden, di�erenzieren sie
in Plasmazellen, die Antikörper produzieren, und in B-Gedächtniszellen, die über Jahre
oder lebenslang bestehen bleiben (Janeway u. a., 2005).

NKT-Zellen (Natürliche Killer-T-Zellen) sind eine kleine Population T-Lymphozy-
ten, die sowohl αβ-T-Zellrezeptoren als auch NK-Zellrezeptoren exprimieren. Sie durch-
laufen die Thymusselektion, erkennen aber im Gegensatz zu den konventionellen T-
Zellen nur von CD1d präsentierte Lipide (s. 1.8.2.2). Über IFN-γ und IL-4 aktivieren
sie Monozyten sowie B-Zellen und stellen ein Bindeglied zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem dar.

1.8.2.2 Antigenpräsentation

Antigene sind Moleküle, die von Antikörpern oder T- und B-Zellenrezeptoren gebunden
werden können. Der Bereich des Antigens, an den diese Immunglobuline binden, wird
als Epitop bezeichnet. Je gröÿer ein Antigen ist, um so mehr Epitope weist es auf. Die
wichtigsten Antigene sind Proteine und Polysaccharide, aber es gibt auch spezi�sche
Antikörper gegen z. B. Glycolipide oder nicht natürliche Moleküle. Immunogene sind
Antigene, die ausreichend groÿ sind, um selbstständig eine Immunantwort hervorzuru-
fen. Wenn Antigene dafür hingegen zu klein sind, müssen diese Haptene zunächst an
immunogene Träger (Proteine) gekoppelt werden.

Nach der Phagozytose extrazellulärer Mikroorganismen durch APC des angebore-
nen Immunsystems (s. 1.8.1.1, S. 23) wandern die Zellen in lymphatisches Gewebe
und aktivieren T-Helferzellen. Dazu werden Proteine zu Peptiden verdaut und diese
mit dem Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) der Klasse II auf der Zellober�ä-
che präsentiert. Naive CD4+ T-Zellen, deren T-Zellrezeptor den MHC/Peptid-Komplex
binden kann, werden über ein kostimulatorisches Signal (CD28) aktiviert, reifen zu T-
Helferzellen (TH) und proliferieren. Reife B-Zellen weisen auf ihrer Ober�äche einen B-
Zellrezeptor auf, mit dem sie freie Antigene binden und über rezeptor-vermittelte Endo-
zytose aufnehmen können. Peptide dieses Antigens werden über MHC-II präsentiert und
daran bindende antigenspezi�sche TH2-Zellen können diese B-Zelle über ein kostimula-
torisches Signal (CD40) und Zytokine aktivieren. Die aktivierten B-Zellen proliferieren
stark (�klonale Expansion�) und di�erenzieren schlieÿlich zu Plasmazellen, die in groÿer
Menge Antikörper mit derselben Spezi�tät sezernieren, sowie zu B-Gedächtniszellen
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(Janeway u. a., 2005). MHC-Klasse-I Moleküle, die von allen kernhaltigen Körperzel-
len exprimiert werden, dienen der Präsentation von Peptiden veränderter intrazellulärer
Proteine � tumoröse oder virale � und führen zur Aktivierung von cytotoxischen T-
Zellen.

Anders als Peptide werden Lipide und Glycolipide den T-Zellen von CD1 Molekülen
präsentiert � Ober�ächenproteinen, die strukturell den MHC-Klasse-I Molekülen ähneln.
Im Menschen gibt es fünf Isoformen, die in zwei Gruppen eingeteilt werden: CD1a,
CD1b, CD1c in Gruppe-1 und CD1d in Gruppe-2. Homologe CD1-Gene wurden in
unterschiedlicher Anzahl in vielen Säugetieren gefunden. Während jedoch Kaninchen
über Gene für die Gruppe-1 und Gruppe-2 verfügen, fehlen Mäusen die CD1-Gene der
Gruppe-1 (Hayes und Knight, 2001). Die CD1d-Proteine sind im Menschen auf APC
konstitutiv exprimiert (Neumann, 2008).

1.8.2.3 Antikörper

Antikörper sind Glycoproteine, die zur Klasse der Glo-

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung
eines IgG-Antikörpers. Die schwere Kette ist
blau, die leichte grün dargestellt.

buline gehören und aufgrund ihrer Funktion als Im-
munglobuline (Ig) bezeichnet werden. Die Antikörper
werden von Plasmazellen sezerniert und haben die Ei-
genschaft mit hoher Spezi�tät und A�nität nicht ko-
valent an Antigene zu binden. Mit der Bindung an
Mikroorganismen können sie diese für Phagozyten op-
sonieren oder das Komplementsystem aktivieren. Ein
Antikörper-Monomer mit einer Masse von etwa 150 kDa
besteht aus jeweils zwei gleichen schweren und leichten
Proteinketten, die über Disul�dbindungen ähnlich ei-
nem Y verknüpft sind (Abb. 1.3). Die beiden Arme des Y bilden zwei identische variable
Bereiche (Fab), die das Epitop des Antigens erkennen, während der Stamm des Y einen
konstanten Bereich (Fc) darstellt, der von Fc-Rezeptoren auf Leukozyten erkannt wird.

Beim Menschen gibt es fünf Isoformen der Immunglobuline (IgA, IgD, IgE, IgM,
IgG), von denen zwei hauptsächlich im Serum vorkommen und daher für die Infektions-
serologie von Bedeutung sind: IgM sind Pentamere, die bis zu 10 % der Immunglobuline
ausmachen und als erste Antikörper innerhalb weniger Tage nach einer Infektion gebildet
werden. Ihr Nachweis im Serum ist ein Anzeichen für eine akute oder gerade überstande-
ne Infektion. Wenige Wochen nach der Infektion kommt es zu einer Serokonversion, bei
der die IgM durch IgG ersetzt werden, wobei in Einzelfällen auch eine IgM-Persistenz
vorkommt. IgG sind Monomere (Abb. 1.3), die etwa 75 % der Immunglobuline darstel-
len und aufgrund der somatischen Hypermutation mit höherer A�nität als IgM binden.
Die IgG-Titer können über Jahrzehnte bestehen und sind wesentlicher Bestandteil einer
Immunität (Janeway u. a., 2005).

1.8.2.4 Immunisierungen

Bei aktiven Immunisierungen14 gegen bakterielle Infektionen werden Lebendimpfsto�e
mit abgeschwächten Bakterien, Impfsto�e mit abgetöteten Bakterien oder immunogene

14Im Gegensatz dazu werden bei einer passiven Immunisierung nur Antiserum oder isolierte Antikör-
per von anderen Menschen oder Tieren gespritzt und stehen umgehend zur Verfügung.
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Bestandteile zusammen mit Adjuvanzien15 in den Körper injiziert. Wiederholte Injek-
tionen � Boosterungen � führen zu einer stärkeren Wirkung der Immunisierung. Das
Ziel einer Impfung ist eine langdauernde Immunität durch die Ausbildung von spezi�-
schen Gedächtnis-B-Zellen, die zu einer basalen Antikörperproduktion führen und nach
Kontakt mit dem Erreger schnell zu einer Immunantwort führen (Janeway u. a., 2005).

Bei einer Immunisierung wird eine Vielzahl unterschiedlicher Antikörper gegen ver-
schiedene Epitope des Immunogens gebildet. Diese stammen von genetisch unterschied-
lichen Plasmazellen (Klonen) ab und werden daher als polyklonal bezeichnet. Um mono-
klonale Antikörper, die von einem einzigen Klon abstammen und ein Epitop erkennen,
zu gewinnen, werden Plasmazellen mit Myelomzellen (Krebszellen) zu Hybridomzellen
fusioniert. Diese teilen sich unbegrenzt und produzieren die monoklonalen Antikörper
in groÿer Menge (Köhler und Milstein, 1975).

1.8.3 Impfsto�entwicklung gegen Lyme-Borreliose

Bereits kurz nach der Entdeckung von B. burgdorferi wurde geschildert, dass passive Im-
munisierungen und aktive Immunisierungen mit einem Zelllysat Versuchstiere vor expe-
rimenteller LB schützen können (Johnson u. a., 1986a,b). Später konnte gezeigt werden,
dass rekombinantes OspA ausreicht, um Mäuse vor einer Infektion zu schützen (Fikrig
u. a., 1990; Simon u. a., 1991). Eine klinische Phase-I Studie mit diesem Impfsto� an 36
Probanden belegte die Sicherheit und Immunogenität für Menschen (Keller u. a., 1994).
Wenn bei der Immunisierung kein Adjuvans verwendet wird, ist der Lipidanteil des OspA
essentiell. Diese Vakzine schützt Versuchstiere sowohl bei Spritzeninjektionen mit Bbu
als auch bei Bissen in�zierter Zecken (Kramer u. a., 1996; Sadziene und Barbour, 1996).
Zwar wird OspA von Borrelien nur in Zecken exprimiert und die Expression bei der
Infektion des Wirtes herunterreguliert (Schwan u. a., 1995), aber mit der Blutmahlzeit
gelangen die Antikörper in die Zecken und töten die Borrelien dort ab (Wormser, 1996).
Zwei Phase-III Studien mit je über 10 000 Probanden wiesen nach drei Injektionen mit
OspA innerhalb eines Jahres eine Wirksamkeit von 76 bzw. 92 % auf (Steere u. a., 1998;
Sigal u. a., 1998) und führten 1998 in den USA zur Zulassung von LYMErixTM(Rutter,
1998). Im Jahr 2002 wurde dieser Impfsto� jedoch vom Hersteller16 u. a. aufgrund von
möglichen Nebenwirkungen (z. B. Autoimmunerkrankungen) und Sammelklagen mögli-
cher Geschädigter vom Markt genommen (Abbott, 2006; Hanson und Edelman, 2003).

Da LB in Europa durch weitere Arten mit anderen Serotypen verursacht wird, ist
dort ein multivalenter OspA-Impfsto� notwendig (Wallich u. a., 1996). Ein trivalenter
Impfsto� wurde 2004 in Phase-II Studien getestet, aber nicht auf den Markt gebracht
(Poggensee u. a., 2008). Ein ähnlicher Ansatz verfolgte einen OspA-basierten Impfsto�
mit den sechs vorherrschenden Serotypen 17, der das inkriminierte Epitop nicht enthält
(Abbott, 2006) � bisher ohne Ergebnis. Ein anderer Impfsto�kandidat ist OspC, das in
aktiven Immunisierungen schützend wirkt (Preac-Mursic u. a., 1992) und von Borreli-
en im Menschen hochreguliert wird (Schwan u. a., 1995), aber auch sehr heterogen ist
(Wilske u. a., 1993b). Ein tetravalenter Impfsto� wurde entwickelt, aber nicht in klini-
schen Studien getestet (Earnhart u. a., 2007). Eine Immunisierung von Versuchstieren

15Zusatzsto�e, die das Immunsystem stimulieren und die Immunantwort unspezi�sch verstärken
16GlaxoSmithKline Vaccines, London, Groÿbritannien
17Baxter Vaccines, Wien, Österreich, http://www.baxtervaccines.com/?node_id=373

http://www.baxtervaccines.com/?node_id=373
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mit OspB hat nur einen schwachen und mit Flagellin keinen schützenden E�ekt (Fikrig
u. a., 1992).

Insgesamt wurden über 20 einzelne Proteine von B. burgdorferi in Versuchstieren
auf ihre E�ektivität untersucht, aber es wurde kein deutlicher Kandidat für einen ver-
besserten Impfsto� gegen LB identi�ziert (Hanson und Edelman, 2003).
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Zielstellung

Die durch Zecken übertragene Spirochäte Borrelia burgdorferi ist der Erreger der Lyme-
Borreliose (LB). Die Serodiagnostik hat hier eine groÿe Bedeutung bei der Bestätigung
von klinischen Verdachtsfällen der fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Zur Prävention
einer LB gibt es heute und voraussichtlich in naher Zukunft keinen Humanimpfsto�.
Daher sollten in dieser Arbeit die Glycolipide von B. burgdorferi eingehend analysiert
und ihre Eignung zur Verbesserung der Serodiagnostik sowie als Impfsto� gegen LB
untersucht werden.

Strukturanalyse der Lipide Zunächst waren in Erweiterung der Vorarbeiten unse-
rer Arbeitsgrupe zu B. burgdorferi s. s. (Schröder u. a., 2003) die Gesamtlipide von B.
burgdorferi sensu lato zu analysieren. Mittels moderner analytischer Methoden sollten
die Lipidstrukturen der wichtigsten LB-Erreger � B. burgdorferi s. s., B. afzelii und B.
garinii � vergleichend mit dem Rückfall�ebererreger B. hermsii vollständig aufgeklärt
und quanti�ziert werden. Weiterhin sollte das Vorhandensein der gefundenen Glycolipide
in weiteren möglicherweise pathogenen und nichtpathogenen B. burgdorferi s. l.-Arten
und -Stämmen untersucht werden.

Erkennung durch das Immunsystem Es war an Zellkulturen zu untersuchen, ob
die Lipide von Zellen des Immunsystems erkannt werden. Im Fall einer Aktivierung von
Immunzellen sollten die beteiligten zellulären Rezeptoren identi�ziert werden. Weiterhin
waren mit LB-Patientenseren alle antigenen Lipide zu ermitteln. Auÿerdem sollten in
einer groÿen Patientengruppe die Frequenz und die Titer der Antikörper im Serum in
den einzelnen LB-Krankheitsstadien bestimmt werden.

Synthese von Glycolipiden Das Glycolipid ACGal sollte auf einem möglichst einfa-
chen Weg chemisch synthetisiert werden, um die Antigenität des aufgereinigten ACGal
zu bestätigen. Darauf aufbauend war eine Bibliothek von ACGal-Derivaten zu syntheti-
sieren, um die minimale Erkennungsstruktur und die Spezi�tät der Antikörper mit Pati-
entenseren zu charakterisieren. Auÿerhalb des Antikörperepitops sollte eine funktionelle
Gruppe mit einfacher Schützungs- und Entschützungsstrategie angebracht werden, um
dieses ACGal e�zient an Trägerproteine zu konjugieren.

29
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Immunisierung von Versuchstieren Es sollten Mäuse und Kaninchen mit den
ACGal-Konjugaten immunisiert werden, um spezi�sche Antikörper gegen ACGal zu
generieren. Der Erfolg der Immunisierung war zu überprüfen und die Anti-ACGal-
Antikörper mittels Immunoblots hinsichtlich ihres Titers, des Antikörperepitops und
ihrer A�nität zu den synthetischen Glycolipiden zu analysieren. Die Lokalisation des
Antigens in ganzen Borrelien war mittels Immuno�uoreszenztests zu untersuchen.
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Materialien, Methoden und

Reaktionen

Alle Firmen ohne Angabe des Landes haben ihren Sitz in Deutschland. Bei den Firmen-
angaben sind die Produktcodes durch ein vorangestelltes # gekennzeichnet. Die Daten
wurden mit Microsoft Excel 2002 verarbeitet und die Diagramme mit Prism 31 erstellt.
Die gesamte Bildbearbeitung wurde mit Paint Shop Pro 92 durchgeführt.

3.1 Biologische Materialien und Methoden

3.1.1 Bakterienstämme

Für die Versuche wurden folgende Borrelienstämme verwendet:

Borrelia burgdorferi sensu stricto B31: ein Zeckenisolat3, wurde von Bettina Ham-
mer4 zur Verfügung gestellt.

Borrelia garinii A: ein Zeckenisolat, von R. Ackermann5.

Borrelia afzelii PKo: ein Hautisolat, von Bettina Wilske6.

Borrelia hermsii HS 1: ein Zeckenisolat, von ATCC7 erworben.

Borrelia bissettii DN 127, B. burgdorferi sensu stricto B31 OspA Serotyp
1, B. garinii TN OspA Serotyp 6, B. bavariensis PBi OspA Serotyp 4,
B. japonica HO 14, B. lusitaniae Poti B2 und Poti B3, B. spielmanii

PSig II, B. valaisiana VS 116 und UK von Volker Fingerle8.

1GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
2Jasc Software, heute Corel, Ottawa, Ontario, Kanada
3#ATCC 35210, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
4früher Institut für Mikrobiologie und Hygiene, Charité, Berlin
5Universitätsklinik Köln, Köln
6früher Max von Pettenkofer-Institut, Ludwig-Maximilians-Universität, München
7s. Anm. 3
8Nationales Referenzzentrum für Borrelien, Bayerisches Landesamt für Gesundheit, München
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3.1.2 Borrelienkultivierung

Als Kulturmedium für die Borrelien wurde BSK-H (Pollack u. a., 1993) mit Zusatz von
6 % Kaninchenserum verwendet9. Die Kultivierung der Borrelien erfolgte bei 34 ◦C un-
ter mikroaerophilen Bedingungen, die entweder in o�enen Gefäÿen durch Gasaustausch
mittels eines Automaten10 oder in geschlossenen Gefäÿen durch ein kleines Restvolumen
Luft erreicht wurden. Zur Reaktivierung einer eingefrorenen Glycerol-Kultur wurden in
einem 1,5 ml-Gefäÿ 200 µl der Kultur zu 800 µl BSK-H gegeben und im Brutschrank
kultiviert. Nach etwa drei Tagen erfolgte ein Farbumschlag des Mediums und nach mi-
kroskopischer Begutachtung11 hinsichtlich Anzahl, Form und Beweglichkeit wurde die
Kultur in ein 15 ml-Röhrchen mit 10 ml BSK-H überführt. Nach weiteren 4-5 Tagen und
nach gleicher mikroskopischer Kontrolle wurde diese Kultur in ein 50 ml-Gefäÿ über-
führt. Schlieÿlich wurde sie auf das Endvolumen mit 500 ml expandiert. Die Kontrolle
der Reinheit der Kultur erfolgte zusätzlich zum Mikroskopieren durch Ausstreichen auf
Columbia Blutagar Platten und Inkubation derselben bei 37 ◦C sowohl unter aeroben als
auch anaeroben Bedingungen. Die Borrelien wurden durch 30-minütige Zentrifugation
mit 4000 x g bei 4 ◦C geerntet und zweimal mit PBS12 gewaschen.

3.1.3 Borrelienmedienadaptierung

Um die Borrelien in Abwesenheit von BSA zu kultivieren, wurde ein Spezialmedium
�BSK-H special� angefertigt13, das anstelle von BSA Kaninchenserumalbumin14 und
statt Neopepton das Proteose Pepton No 315 enthielt. Vor der Verwendung wurde das
BSK-H special mit 6 % Kaninchenserum16 versetzt. Um die Borrelien in 10 %-Schritten
vom BSK-H (normal mit BSA) an das BSK-H special zu adaptieren, wurden Mischungen
der beiden Medien hergestellt: 90 % BSK-H/10 % BSK-H special, 80 %/20 % bis hin
zu 10 %/90 % und schlieÿlich 5 %/95 %. Die Kulturen wurden nach dem Hochwachsen
in den Mischungen und zum Schluss mehrfach in 100 % BSK-H special passagiert.

3.1.4 Borreliolyse

Frisch geerntete oder lyophilisierte Borrelienzellen wurden in 2-10 ml pyrogenfreiem
Wasser suspendiert. Zur Lyse wurde ein Ultraschallstab17 in die Suspension eingetaucht
und die Zellen dreimal für je 5 min unter Eis/H2O Kühlung beschallt. Um die einzelnen
Lysat-Präparationen zu vergleichen, wurde der Proteingehalt bestimmt (s. 3.1.9).

9BSK-H complete, #B8291, Sigma Aldrich, Taufkirchen
10Anoxomat, Spiral Biotech, Norwood, MA, USA
11Dunkelfeld, Vergröÿerung 1:400
12Dulbecco's PBS, #H15-002, PAA, Pasching, Österreich
13#1-10S35-I, BioConcept, Allschwil, Schweiz
14Rabbit Serum Albumin, #RAB-0100, Gentaur Molecular Products, Brüssel, Belgien
15#212230, Becton Dickinson, Heidelberg
16Rabbit Serum, #16120-099, GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
17250 W, Branson, Danbury, CT, USA, 5 mm Mikrospitze
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3.1.5 Gesamtlipidextraktion

3.1.5.1 Butanolextraktion

10 ml eines Borrelienlysates wurden mit 15 ml n-BuOH18 versetzt und für 15 min bei RT
intensiv gemischt. Zur Phasentrennung wurde das Gefäÿ mit 6200 x g für 1 h bei 4 ◦C
zentrifugiert. Am Boden des Gefäÿes befand sich ein kleines Pellet, darüber die Was-
serphase, dann eine feste Interphase und oben die Butanolphase, die mit einer Pipette
abgenommen wurde. Die übrig gebliebenen Phasen wurden erneut mit 15 ml n-Butanol
versetzt, gemischt und zentrifugiert. Diese Butanolphase wurde mit der ersten Butanol-
phase vereinigt und mit 15 ml H2O gewaschen. Nach Zentrifugation wurde die vereinigte
Butanolphase abgenommen und im Vakuum eingeengt.

3.1.5.2 Folch-Extraktion

Die Extraktion der Gesamtlipide mittels CHCl3/MeOH/H2O erfolgte wie beschrieben
(Folch u. a., 1957). In ein Reagenzglas wurden zu 100 µl eines Borrelienlysates 0,7 ml
H2O, 2 ml CHCl3 und 1 ml MeOH gegeben und 15 min geschüttelt. Zur Phasentrennung
wurde das Reagenzglas 2 min mit 500 x g bei RT zentrifugiert. Die organische Phase
wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen, in ein Reagenzglas überführt und im N2-
Strom abgeblasen.

3.1.6 Zellkultur

Die Zellkultur erfolgte im Brutschrank bei 37 ◦C , 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.

RAW 264.7-Zellen Die Kultur der RAW 264.7-Zellen19, einer murinen monozytären
Makrophagenzelllinie, erfolgte in RPMI-164020 mit Zusätzen von 10 % FCS21, 1 mM
Natriumpyruvat22, 2 mM L-Glutamin23 sowie 1 % Penicillin/Streptomycin24. Alle 2-3
Tage wurden die Zellen beim Mediumaustausch 1:10 bis 1:15 verdünnt.

HEK-293-Zellen Die HEK-293-Zellen25, einer humanen embryonalen Nierenzelllinie,
wurden in DMEM26 mit denselben Zusätzen wie bei RPMI kultiviert. Wenn die Zellen
kon�uent gewachsen waren (nach etwa 2-3 Tagen), wurde das Medium gewechselt und
die Zellen 1:4 verdünnt.

18LiChrosolv, Merck, Darmstadt
19#91062702, European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK
20RPMI-1640, #E15-039, PAA, Pasching, Österreich
21Biochrom, Berlin
22Sodium Pyruvate 100 mM, #S11-003, PAA
23L-Glutamine 200 mM, #M11-004, PAA
24Penicillin/Streptomycin 100x (10 000 units/ml Pen./10 mg/ml Strep.), #P11-010, PAA
25#ACC 305, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig
26DMEM High Glucose (4,5 g/l), #E15-009, PAA, Pasching, Österreich
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HEK-293-TLR2-Zellen Für die stabil-trans�zierten HEK-293-TLR2-Zellen wurden
HEK-293-Zellen mit einem TLR2-Plasmid, das zusätzlich ein G418-Resistenzgen ent-
hielt, trans�ziert. Die Kultivierung erfolgte im Selektionsmedium, das auf DMEM-
Komplettmedium basierte und 0,8 mM des Antibiotikums G41827 enthielt.

3.1.7 Zellstimulationen

Die Zellstimulationen wurden unter einer Sterilbank durchgeführt. Als Negativkontrolle
wurden Medium bzw. Lösungsmittel (LM) und als Positivkontrolle Pam3Cys28 verwen-
det.

RAW 264.7-Zellen In 96-Loch-Flachbodenplatten wurden 25 000 RAW-Zellen in
100 µl Medium ausgesät und 2 h lang adhärieren gelassen. Für die Stimulation wurden
Stammlösungen hergestellt und zu den Zellen jeweils 1-5 µl als Triplikate pipettiert. Nach
16 h wurden die Überstände abgenommen und mTNF-α- oder mIL-6-ELISA gemessen.
Alternativ wurden die Lipidpools der Säulenchromatographie in Platten pipettiert, das
LM verdampft und die Zellen ausgesät.

HEK-293 und HEK-293-TLR2-Zellen In einer 48-Loch-Flachbodenplatte wurden
entweder 20 000 HEK-293- oder 50 000 HEK-293-TLR-2-Zellen in 250 µl des Mediums
ausgesät und 24 h anwachsen gelassen. Die Stimulantien wurden in DMSO in höheren
Konzentrationen gelöst und zu den Zellen 2-10 µl als Duplikate pipettiert. Nach 24 h
wurden die Überstände abgenommen und hIL-8 im ELISA gemessen.

3.1.8 Zytokin-ELISA

Es wurden beschichtete 96-Lochplatten29 und als Waschpu�er PBS30 mit 0,05 % Tween31

benutzt. Die Proteinlösung wurde mit 10 % FCS im Waschpu�er hergestellt. Der erste
Antikörper (AK) wurde im Beschichtungspu�er verdünnt und davon 50 µl pipettiert. Die
Platte wurde 16 h bei 4 ◦C inkubiert, gewaschen und mit 200 µl Proteinlösung 1 h bei RT
blockiert. Der Standard und die Zellkulturüberstände wurden pipettiert, 2-4 h bei RT
inkubiert, gewaschen, 100 µl des verdünnten biotinylierten zweiten AK hinzupipettiert
und 1-1,5 h inkubiert. Die Platte wurde gewaschen, mit 100 µl des 1:1000 verdünnten
Strepatividin-HRP-Konjugates32 versetzt und 30 min geschwenkt. Vor der Färbereaktion
wurde die ELISA-Platte gewaschen und mit 100 µl TMB-Lösung33 versetzt. Die Platte
wurde im Dunkeln für 5-15 min stehen gelassen und mit 50 µl einer 1 M H2SO4-Lösung

27G418 sulphate solution (50 mg/ml), #P02-012, PAA
28Pam3CysSKKKK, #L2000, EMC Microcollections, Tübingen
29MaxiSorpTM, Nunc/Thermo Fisher Scienti�c, Roskilde, Dänemark
301:10 Verdünnung von 10-fach PBS: 160 g NaCl, 4 g KCl, 28,8 g Na2HPO4, 4,8 g KH2PO4, Aqua

dest. add 2 l
31Tween R©20, #170-6531, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
321 mg/ml, streptavidin-peroxidase labeled, #S5512-1MG, Sigma Aldrich, Taufkirchen
33SermunBlau slow (ELISA), #S-004-4-TMB, Seramun Diagnostica, Heidese
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abgestoppt. Die OD wurde dann bei 450 nm gemessen34 und daraus die Konzentrationen
berechnet35.

murines TNF-α Beschichtungspu�er: 0,1 M Na3PO4, pH 6,0; 1. AK: 1:166 Ratte
Anti-Maus TNF-α-IgG36, 4 h Inkubation; 2. AK: 1:1000 biotinylierter Ratte Anti-Maus
TNF-α-IgG37; Standard: murines TNF-α38.

murines IL-6 Beschichtung: 0,1 M NaHCO3, pH 8,2; 1. AK: 1:250 Ratte Anti-Maus
IL-6-IgG39, 2 h Inkubation; 2. AK: 1:500 biotinylierter Ratte Anti-Maus IL-6-IgG40;
Standard: murines IL-641.

humanes IL-8 Beschichtung: 0,1 M NaHCO3, pH 9,5; 1. AK: 1:250 Maus Anti-Mensch
IL-8-IgG42, 2 h Inkubation; 2. AK: 1:500 biotinylierter Maus Anti-Mensch IL-8-IgG43;
Standard: humanes IL-844.

3.1.9 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit einem BCA-Kit45 nach der Anleitung des Her-
stellers: Eine 96-Loch-Flachbodenplatte wurde mit je 25 µl Probe sowie einer BSA-
Standardreihe von 0,025-2 mg/ml eingesetzt und am Ende die Absorption bei 540 nm
gegen Wasser gemessen. Über eine lineare Regression der Standardreihe wurde auf die
Protein-Konzentrationen geschlossen.

3.1.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Anfertigung der Gele Für die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese wur-
den Gele selbst gegossen. Diese bestanden aus einem 4%igem Sammelgel: 1,26 ml Sam-
melpu�er46, 1 ml 40%ige Acrylamidlösung, 100 µl 10%ige SDS-Lösung, 10 µl Tetrame-
thylethylendiamin, 100 µl 10%ige Ammoniumperoxidisulfatlösung, 7,54 ml H2O und ei-
nem 12,5%igem (oder 10%igem) Trenngel: 7,6 ml Trennpu�er47, 9,4 ml 40%ige Acrylamid-
lösung (7,6 ml), 300 µl 10%ige SDS-Lösung, 12 µl Tetramethylethylendiamin, 300 µl
10%ige Ammoniumperoxidisulfatlösung, 12,4 ml H2O (14,2 ml).

34SPECTRAFluor Plus, Tecan, Crailsheim
35MagellanTM3, Tecan
36rat anti-mouse TNF-α, 0,5 mg/ml, #55 12 25, BD Pharmingen, Heidelberg
37biotin rat anti-mouse TNF-α, 0,5 mg/ml, #55 44 15, BD Pharmingen
38recombinant mouse TNF-α, 10 µg/ml, #410-MT, R&D Systems, Wiesbaden
39rat anti-mouse IL-6, 0,5 mg/ml, #55 44 00, BD Pharmingen
40biotin rat anti-mouse IL-6, 0,5 mg/ml, #55 44 02, BD Pharmingen
41recombinant mouse IL-6, 20 µg/ml, #55 45 82, BD Pharmingen
42mouse anti-human IL-8, 0,5 mg/ml, #55 47 16, BD Pharmingen
43biotin mouse anti-human IL-8, 0,5 mg/ml, #55 47 18, BD Pharmingen
44recombinant human IL-8, 20 µg/ml, #55 46 09, BD Pharmingen
45BCA Protein Assay Kit, #23225, Thermo Fisher Scienti�c (früher Pierce), Rockford, IL, USA
461 M Tris·HCl, pH 6,8
471,5 M Tris·HCl, pH 8,8
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Probenvorbereitung und Gellauf Von den Proteinproben wurden 15-45 µl mit
25 % eines vierfach konzentrierten Ladepu�ers mit DTT48 oder Mercaptoethanol49 ver-
setzt. Üblicherweise wurde der Ladepu�er mit DTT benutzt. Wenn bei Konjugationen
der SMCC-Linker verwendet wurde, musste der Ladepu�er mit Mercaptoethanol ein-
gesetzt werden, damit die Proteine nicht über freie Maleimidgruppen oligomerisierten.
Die Proben wurden 10 min auf 95 ◦C erhitzt. Die Gelkammer50 wurde mit Laufpu�er51

aufgefüllt und die Proben hineinpipettiert. Zur Gröÿenbestimmung bzw. -zuordnung der
einzelnen Banden wurde ein vorgefärbter Proteinmarker52 in eine Geltasche pipettiert.
Das Netzteil der Gelapparatur wurde für die Wanderung der Bromphenolblaulau�ront
durch das Sammelgel auf 80-100 V und durch das Trenngel auf 100-150 V eingestellt.
Das Trenngel wurde entweder mit Coomassie gefärbt oder für einen Western-Blot (s.
3.1.13, S. 38) verwendet.

Anfärben der Gele Das SDS-Gel wurde 1 h bei RT in einer Coomassie R 250-
Lösung53 geschwenkt. Nach dem Abdekantieren der Färbelösung wurde es 4-16 h mit
einer Entfärbelösung54 entfärbt, so dass die Proteinbanden sichtbar wurden.

3.1.11 Patientenseren

Für die serologischen Versuche standen mir Humanseren von zwei LB-Patientenkollek-
tiven zur Verfügung. Auÿerdem wurden die Untersuchungen der Firma Virotech55 mit
einem dort vorhandenen dritten Patientenkollektiv durchgeführt. Die Zuordnung der
Seren zu den einzelnen Manifestationen erfolgte aufgrund der Klinik und der Serodia-
gnostik (gemäÿ Wilske u. a. (2000) Screening-ELISA und bestätigender Immunoblot).

3.1.11.1 Nationales Referenzzentrum für Borrelien

Zur initialen Bestimmung der Häu�gkeit von Anti-ACGal-AK in LB-Patienten wurden
kleinere Mengen von gut charakterisierten Patientenseren � 20 für EM, 19 für NB, 14 für
ACA und 15 für LA � sowie 20 Seren von Gesunden vom Nationalen Referenzzentrum
für Borrelien56 zur Verfügung gestellt.

3.1.11.2 Charité

Für sonstige Versuche erhielt ich vom Institut für Mikrobiologie und Hygiene Seren von
vier LB-Patienten im Spätstadium.

480,25 M Tris·HCl pH 6,8, 4 ml Glycerin, 8 % SDS, 0,4 M DTT, 1 mg Bromphenolblau, 6 ml Aqua
dest.

49wie Anm. 48 nur 0,57 M Mercaptoethanol statt 0,4 M DTT
50Biometra, Göttingen
5150 ml 10x Pu�er (2,5 M Glycin, 0,25 M Tris, pH 8,3), 5 ml 10%ige SDS-Lösung, 445 ml Aqua dest.
52SeeBlue R© Plus2 pre stained standard, Invitrogen, Karlsruhe
5350 % MeOH, 10 % AcOH, 0,05 % Coomassie Brilliant Blue R 250, Aqua dest.
5430 % MeOH, 10 % AcOH, Aqua dest.
55Genzyme Virotech, Rüsselsheim, http://www.virotech.de/, Kontakt: Dr. Evelyn Rossmann
56früher am Max von Pettenkofer-Institut, LMU, München, heute am Bayrischen Landesamt für

Gesundheit, München, Kontakt: Prof. Dr. Bettina Wilske, Dr. Volker Fingerle

http://www.virotech.de/
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3.1.11.3 Virotech

Das von der Firma Virotech benutzte Kollektiv umfasste als Kontrollen 41 Seren von
gesunden Blutspendern und 62 kreuzreaktive Seren57. Bei den Patientenseren waren 24
dem Frühstadium58 zugeordnet, 26 der NB, 27 der ACA und 29 der LA.

3.1.12 Immunisierungen von Versuchstieren

Bei den durchgeführten Immunisierungen handelte es sich um Eingri�e nach � 10a des
Tierschutzgesetzes, die der zuständigen Behörde angezeigt wurden59. Die Tierhaltung
erfolgte in den Ställen der Forschungseinrichtungen für experimentelle Medizin der Cha-
rité. Die Injektionen der Konjugate in die Versuchstiere wurden von R. Schade60 durch-
geführt.

3.1.12.1 Immunisierung von Mäusen

Immunisierung mit nativem ACGal Es wurden zehn C3H/HeN-Mäuse61 (Mus
musculus) in zwei Gruppen zu je fünf Tieren geteilt. Die erste Gruppe wurde mit je
10 µg nativem ACGal in 100 µl DMSO/PBS 1:1 (v/v) und die zweite Gruppe als
Kontrolle nur mit 100 µl PBS immunisiert. Für die Erstinjektion �Prime� wurde dieses
Volumen mit je 100 µl FCA62 zu einer stabilen Emulsion gemacht und i. p. gespritzt.
Für eine Wiederholungsinjektion �Boosterung� wurde vier Wochen später das Volumen
mit je 100 µl FICA63 zu einer Emulsion gemacht und ebenfalls i. p. injiziert. Zwei
Wochen nach der letzten Injektion wurden die Tiere betäubt, getötet und aus dem Herz
ausgeblutet.

Immunisierung mit OVA-Konjugaten Es wurden sechs C57BL/6-Mäuse64 in drei
Gruppen à zwei Tiere eingeteilt. Die erste Gruppe bekam das ACGal-OVA-Konjugat
injiziert, die zweite das Cys-OVA-Konjugat (s. 3.2.10.2, S. 63) und die dritte stattdessen
nur PBS. Für die Erstinjektion wurden 50 µl einer PBS-Lösung � enthaltend entweder
etwa 10 µg ACGal gebunden an OVA, dieselbe Menge (bezogen auf OVA) Cystein
gebunden an OVA oder nur PBS � mit 50 µl FCA zu einer stabilen Emulsion gemischt.
Jede Maus bekam diese Dosis i. p. injiziert. Im Abstand von jeweils drei Wochen wurden
drei Boosterungen durchgeführt, bei denen die Tiere dieselbe Menge Probe emulgiert in
50 µl FICA i. p. injiziert bekamen. Zwei Wochen nach der letzten Injektion wurden die
Tiere mit Iso�uran betäubt, getötet und entblutet.

5718 Epstein-Barr-Virus, 10 Rheumafaktor-Positive, 9 Autoimmunerkrankte, 9 Schwangere, 16 Sy-
phillis

583 EM, 14 ECM, 5 multiples EM, 2 zirkumskripte Sklerodermie
59Genehmigung H0069/03 des Landesamt für Gesundheit und Soziales für Prof. Dr. R. Schade
60Prof. Dr. Rüdiger Schade, Institut für Pharmakologie, Charité, Berlin
61weiblich, sechs Wochen alt, Charles River Laboratories, Sulzfeld
62Freund's Adjuvant, Complete, #F5881, Sigma
63Freund's Adjuvant, Incomplete, #F5506, Sigma
64weiblich, 5-6 Wochen alt, Harlan-Winkelmann, Borchen
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3.1.12.2 Immunisierung von Kaninchen

Immunisierung mit KLH-Konjugat Von einem Kaninchen (Oryctolagus cunicu-
lus) der Rasse �New Zealand white�65 (NZW) wurde vor der Immunisierung Blut abge-
nommen und daraus Nullserum gewonnen. Für die Prime-Injektion wurden 300 µl des
ACGal-KLH-Konjugates (s. 3.2.10.1, S. 62) mit 300 µl FCA in einer Spritze emulgiert
und je zur Hälfte in die Nähe der linken und rechten nodi lymphatici poplitea injiziert.
Im Abstand von jeweils sechs Wochen wurden drei Boosterungen gegeben, bei denen
jeweils 150 µl ACGal-KLH-Konjugat mit 150 µl FICA emulgiert und intradermal in der
Schulterregion als multiple Depots appliziert wurden. Acht Tage nach jeder Boosterung
wurde Blut abgenommen und Serum gewonnen.

Immunisierung mit BSA-Konjugaten Zwei �New Zealand white�-Kaninchen66 be-
kamen das ACGal-BSA-Konjugat (das �Antigen-Tier�) oder die gleiche Menge � auf
das BSA bezogen � Cys-BSA-Konjugat (das �Kontroll-Tier�) injiziert (Konjugation s.
3.2.10.2, S. 62). Für die Prime-Injektion wurden je 300 µl PBS, die 50 µg Antigen
in Form des Konjugates enthielten, mit 300 µl FCA in einer Spritze emulgiert. Die-
se Emulsion wurde in die Nähe der Nodi lymphatici poplitea injiziert. Im Abstand von
vier Wochen wurden drei Boosterungen intradermal in die Schulter-Region durchgeführt.
Hierzu wurde dieselbe Menge Konjugat mit 300 µl FICA emulgiert. Jeweils eine Woche
nach einer Injektion wurde Serum gewonnen. Die Kaninchen wurden neun Wochen nach
der letzten Injektion getötet und entblutet.

Immunisierung mit OVA-Konjugaten Die Immunisierung von zwei Kaninchen
mit einem ACGal-OVA-Konjugat und einem Cys-OVA-Kontrollkonjugat (s. 3.2.10.2,
S. 63) erfolgte wie für BSA beschrieben mit der Ausnahme, dass die Boosterungen alle
drei Wochen durchgeführt wurden.

3.1.12.3 Gewinnung der Tierseren

Den Kaninchen wurde das Blut durch eine Punktion der Ohrarterie und den Mäusen
durch eine Punktion des retrobulbären Venenplexus (Nöller, 1955) entnommen. Zur
Gerinnung wurde das Blut 16 h bei 4 ◦C stehen gelassen, 10 min bei 1000 x g zentrifugiert
und das Serum abgenommen.

3.1.13 Western-Blots (WB)

Übertragung der Proteine Die Proteine wurden in einer Blottingapparatur mit
Kohleelektroden67 im semidry-Verfahren vom SDS-Gel auf eine hydrophobe Membran
übertragen. Das Gel wurde 15 min in Kathodenpu�er68 geschwenkt. Die PVDF-Mem-
bran69 wurde 15 s in MeOH eingetaucht, 2 min in H2O und 10 min in Anodenpu�er 270

65CHbb:NZW, weiblich, 2-3 kg, Harlan-Winkelmann
66HsdIf:NZW, weiblich, 2,5-3 kg, Harlan-Winkelmann
67H. Hölzel, Wörth/Hörlkofen
6825 mM Tris, 40 mM Glycin, 10 % MeOH, pH 9,4
69Immobilon P, Millipore, Bedford, MA, USA
7025 mM Tris, 10 % MeOH, pH 10,4
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geschwenkt. Auf die Anode wurden zwei mit Anodenpu�er 171 und ein mit Anodenpu�er
2 befeuchtete Chromatographiepapiere72 aufgelegt. Darauf wurden die Membran, das
Gel und drei in Kathodenpu�er getauchte Whatmanblätter unter die Kathode gelegt.
Das Blotten wurde 16 h mit 80 mA durchgeführt.

Immunfärbung Die Membran mit den geblotteten Proteinen wurde 1 h bei RT mit
Milchlösung73 blockiert und mit PBS/Tween74 gewaschen. Die Human- oder Tierseren
wurden in Milchlösung 1:500 bis 1:4000 verdünnt, die Membran darin 2,5 h bei RT inku-
biert und mit PBS/Tween gewaschen. Der sekundäre AK (IgG-HRP Konjugat75) wurde
in Milchlösung 1:20 000 bis 1:50 000 verdünnt, die Membran darin 1,5 h bei RT inkubiert
und mit PBS gewaschen. Die Membran wurde auf Whatmanpapier abgestreift, 4 min in
ECL-Lösung76 inkubiert und in Folie eingeschlagen. Damit wurden Röntgen�lme77 mit
üblichen Belichtungszeiten von 0,5, 2, 8 und 32 min belichtet und entwickelt78. Nach
zweimaligem Waschen mit H2O wurden die AK mit Strippingpu�er79 durch 45 min In-
kubation entfernt. Nach Waschen wurde die Membran mit Coomassie R250 (s. 3.1.10,
S. 36) gefärbt.

3.1.14 Dot-Blots

Vorbereitung der Membranen Eine PVDF-Membran wurde in 1 cm-Streifen ge-
schnitten, 10 s vollständig in MeOH hydrophilisiert und in einer �Immuno-Schale� 2 min
in H2O sowie 5 min in PBS geschwenkt. Die aufzutragenden Substanzen lagen im Allge-
meinen als 1 mg/ml Lösungen in PBS � für die hydrophilen � oder in tert-BuOH/H2O
5:1 (w/v) � für die hydrophoben � vor. Mit einer Pipette wurden 1 µl der Lösungen auf
die leicht feuchten Streifen pipettiert und einziehen gelassen.

Immunfärbung Die Membran-Streifen wurden in �Immuno-Schalen� gelegt, 1 h bei
RT mit Milchlösung blockiert und mit PBS/Tween gewaschen. Die einzelnen Human- (s.
3.1.11, S. 36) oder Tierseren (s. 3.1.12, S. 37) wurden in Milchlösung 1:250 bis 1:512 000
verdünnt, die Streifen 2,5 h bei RT oder über Nacht bei 4 ◦C darin inkubiert und mit 4 ml
PBS/Tween gewaschen. Der sekundäre AK � Anti-IgG und HRP-konjugiert80 � wurde
in Milchlösung 1:5000 bis 1:100 000 verdünnt, die Streifen darin 1,5 h inkubiert und
mit PBS gewaschen. Die Streifen wurden 4 min in ECL-Lösung81 inkubiert und in Folie
eingeschlagen. Die Filmbelichtung und Entwicklung erfolgte wie bei den Western-Blots
beschrieben (s. 3.1.13, S. 39). Die Filme und die Dot-Blot-Streifen wurden eingescannt

71300 mM Tris, 10 % MeOH, pH 10,4
723mmChr, Whatman, Dassel
735 % Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz), 0,05 % Tween R© 20, PBS
740,05 % Tween R© 20, PBS (wie Anm. 12)
75rabbit anti-human, #sc-2769; goat anti-rabbit, #sc-2030; goat anti-mouse, #sc-2031; alle Santa

Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA
76SuperSignal R© Chemiluminescent Substract, Thermo Fisher Scienti�c, Rockford, IL, USA
77CL-XPosureTM �lm, Thermo Fisher Scienti�c (früher Pierce)
78Entwickler G153A und Schnell�xierbad G354, Agfa-Gevaert, München
79RestoreTM Western Blot Stripping Bu�er, Thermo Fisher Scienti�c (früher Pierce)
80wie Anm. 75
81wie Anm. 76
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und mittels digitaler Bildbearbeitung übereinander gelegt, um die Zuordnung der Strei-
fen zu ermöglichen.

Abbildung 3.1: Dot-Blots der Glycolipide mit NRZ-Seren (Beispiele).

3.1.14.1 Reaktivität der 88 NRZ-Seren

Auf die Membranstreifen wurden 1 µl folgender Lösungen in der Reihenfolge von oben
nach unten aufpipettiert: 1 mg/ml Lysat von B. burgdorferi s. s. (Bbu) in PBS und
jeweils 1 mg/ml in tert-BuOH/H2O 4:1 (v/v): MGalD von Bbu, ACGal von Bbu, von
B. garinii (Bga) und von B. afzelii (Baf) sowie ACGlc von B. hermsii (Bhe). Die ein-
zelnen NRZ-Seren (s. 3.1.11.1, S. 36) wurden jeweils 1:1000 und der sekundäre AK
Anti-Mensch-IgG 1:5000 verdünnt (Abb. 3.1).

3.1.14.2 Erkennung der synthetischen Glycolipide

Die Immunoblots wurden auf Membranstreifen und auch auf einem Stück PVDF-Mem-
bran, auf dem mittels einer Schablone die Positionen markiert waren, durchgeführt.
Aufpipettiert wurden je 1 µl Lysat von Bbu in PBS mit 1,5 mg/ml Proteingehalt, 1 µl
Gesamtlipide von Bbu mit 1 mg/ml in CHCl3, 1 µl isoliertes ACGal von Bbu, Bga
und Baf sowie 1 µl ACGlc von Bhe, alle als 1 mg/ml Lösungen in tert-BuOH/H2O 5:1
(w/v); weiterhin je 1 µl von allen zehn synthetisierten Glycolipiden 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 4, 20, 21 als 1 mg/ml Lösungen in tert-BuOH/H2O sowie als Kontrollen 1 µl
Cholesterol 1 mg/ml in tert-BuOH/H2O und 1 µl D-Galactose 1 mg/ml in H2O. Die
Charité-Patientenseren (s. 3.1.11.2, S. 36) und die Kaninchenseren wurden 1:4000 bzw.
1:2000 verdünnt, der sekundäre, Anti-IgG-AK jeweils 1:50 000.

3.1.14.3 Titerbestimmung der synthetischen Glycolipide

Auf Membranstreifen wurden je 1 µl von 1 mg/ml Lösungen in tert-BuOH/H2O 5:1
(w/v) der synthetischen Glycolipide aufgebracht. Von den Human- (s. 3.1.11.2, S. 36)
oder Tierseren (Antigen- und Kontrolltier) wurden seriell 1:2 Verdünnungen von 1:1000
bis 1:512 000 hergestellt und die Streifen darin 16-21 h bei 4 ◦C inkubiert. Die sekundären
AK (Anti-Mensch-IgG oder Anti-Kaninchen-IgG) wurden 1:50 000 verdünnt.
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3.1.15 Dünnschichtchromatogramm-Blots

Ein gelaufenes Aluminium-DC (s. 3.2.1, S. 44) wurde langsam in den Transferpu�er82

eingetaucht, dort 10 s belassen und ablaufen gelassen bis sie nicht mehr glänzte. Auf das
DC wurde eine PVDF-Membran83 aufgelegt und zügig mit einem Glasstab festgerollt.
Ein Glas-Micro�ber-Blatt84 wurde aufgelegt und ein auf 150 ◦C vorgeheiztes Bügeleisen
wurde für 0,5-2 min draufgedrückt. Die Membran wurde abgelöst und das DC mit einem
Fön getrocknet. Bei zügiger Arbeitsweise konnte ein DC bis zu viermal auf Membranen
übertragen werden. Die Immunfärbung der in Streifen geschnittenen Membranen erfolgte
wie für DB beschrieben (s. 3.1.14, S. 39).

3.1.16 Line-Blots

Die Line-Blots wurden von der Fa. Virotech mit deren Seren (s. 3.1.11.3, S. 37) durchge-
führt. Eine 5 mg/ml ACGal-Lösung 14 in tert-BuOH/H2O 5:1 (w/v) wurde in acht Ver-
dünnungen (1:20 - 1:2560) in einem Aufsprühpu�er oder tert-BuOH verdünnt und mit
einer Mikroverteilungsmethode auf eine Nitrozellulosemembran aufgesprüht. Die Mem-
bran wurde blockiert, auf eine Trägerfolie aufgebracht, getrocknet und in 2 mm breite
Streifen geschnitten. Die Seren (s. 3.1.11.3, S. 37) wurden 1:100 im Verdünnungspu�er
verdünnt, 30 min bei RT mit den Streifen inkubiert und die Streifen mit Waschpu�er
gewaschen. Der zweite, mit alkalischer Phosphatase konjugierte, Anti-Mensch-IgG Anti-
körper85 wurde 1:100 im Verdünnungspu�er verdünnt und die Streifen darin 30 min bei
RT inkubiert, gewaschen, mit H2O gespült, 10 min mit der BCIP/NBT-Substratlösung
inkubiert, mit H2O gewaschen und 30 min trocknen gelassen. Eine immunreaktive Bande
wurde als positiv gewertet, wenn sie im Vergleich mit einer Schablone86 zwei �Virotech-
Intensitäten� erreicht hatte.

3.1.17 Indirekter ELISA mit ACGal-Seren

Eine 96-Loch-Flachbodenplatte wurde mit 50 µl einer 30 µg/ml Lösung von nativem
ACGal in Beschichtungspu�er87 16 h bei 4 ◦C inkubiert. Die Platte wurde mit H2O
gewaschen, mit 200 µl Blockierpu�er88 versetzt, 1 h bei RT inkubiert und mit Wasch-
pu�er89 gewaschen. Die NRZ-Seren wurden 1:1000 in Waschpu�er verdünnt und 200 µl
als Drei- bzw. Vierfachwerte in die Platte überführt und in weitere Löcher seriell 1:2
verdünnt, um Konzentrationen von 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16 000 und 1:32 000
zu erhalten. Die Platte wurde 2 h bei RT inkubiert und nach Waschen mit Waschpu�er
wurden 100 µl einer 1:1000 Verdünnung von sekundärem AK (Kaninchen Anti-Mensch-
IgG-HRP90) in Waschpu�er pipettiert. Nach Inkubation für 2 h wurde die Platte mit
Waschpu�er gewaschen, mit 100 µl einer TMB-Lösung91 versetzt und 45-60 min im

8225 mM Tris · HCl, pH 10,4, 20 % MeOH
83wie Anm. 69
84GF/A, Whatman, Brentford, UK
85alkaline phosphatase-conjugated goat anti-human IgG, #WE400.62, Genzyme Virotech
86mit einer Scala von 0-5 Virotech-Intensitäten, Genzyme Virotech
870,1 M NaHCO3, pH 8,2
880,05 M Hepes, 0,15 M NaCl, 10 mg/ml BSA, pH 7,4
890,05 M Hepes, 0,15 M NaCl, 1 mg/ml BSA, pH 7,4
90#sc-2769, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA
91wie Anm. 33, S. 34
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Dunkeln stehen gelassen. Bei kräftiger Blaufärbung wurden 50 µl 1 M H2SO4 zugegeben
und die OD bei 450 nm gemessen.

3.1.18 A�nitätschromatographie

Um die Anti-BSA-AK aus den Kaninchenseren (s. 3.1.12.2, S. 38) zu entfernen, wurden
zwei NHS-aktivierte Sepharose-Säulen92 nach den Instruktionen des Herstellers mit BSA
beladen. Es wurden 1 ml der Seren des ACGal-BSA- und des Cys-BSA-immunisierten
Kaninchens mit Spritzen parallel durch die zwei Säulen gedrückt: (1) bei RT ohne Ver-
weilzeit, (2) bei RT mit 35 min Verweilzeit, (3) bei 34 ◦C mit 95 min Verweilzeit, (4)
bei 4 ◦C mit 16 h Verweilzeit in der Säule.

3.1.19 Radioaktiver Enzymtest

Eine Kultur von B. burgdorferi s. s. in 1,25 l BSK-H wurde abzentrifugiert und das
Pellet mit Pu�er A93 gewaschen. Die Borrelien (500 mg Feuchtgewicht) wurden in 2 ml
Pu�er A aufgenommen und lysiert (s. 3.1.4, S. 32). Der folgende radioaktive Versuchsteil
wurde zusammen mit D. Warnecke94 im Radioaktivlabor des MPI für Infektionsbiolo-
gie95 durchgeführt: Je 20 µl des Lysates wurden in Reagenzgläsern mit 10 µl Glyco-
syldonor, 5 µl Glycosyl-Akzeptor und 65 µl Pu�er B96 und in einem zweiten Ansatz
zusätzlich mit 10 µl einer 1%igen Triton-X-100-Lösung für 90 min bei 30 ◦C inkubiert.
Als radioaktive Substanzen wurden 100 000 dpm UDP-Gal97/10 µl H2O, 100 000 dpm
UDP-Glc98/10 µl H2O, 270 000 dpm Cholesterol99/5 µl EtOH und als nicht radioaktive
5 mM UDP-Gal100 in H2O, 5 mM UDP-Glc101 in H2O, 4 mM Cholesterol in EtOH, 4 mM
1,2-Dioleyolglycerol102 in EtOH verwendet. Die Gesamtlipide wurden mit einer Folch-
Extraktion (s. 3.1.5.2, S. 33) extrahiert, in 15-20 µl CHCl3/MeOH 2:1 gelöst und auf
ein DC aufgetragen. Als Standards wurden CGal und CGlc verwendet. Das DC wurde
2 h einer Imagerplatte exponiert und die Radioaktivität mittels eines Phosphoimagers103

gemessen.

3.1.20 Indirekter Immuno�uoreszenztest

Borrelien wurden in BSK-H kultiviert (s. 3.1.2, S. 32), mit PBS gewaschen, in Fixier-
lösung mit EtOH/Formaldehyd104 oder Paraformaldehyd105 aufgenommen und je 1 µl

92HiTrapTM NHS-activated HP Columns, #17-0716-01, GE healthcare (früher Amersham), Freiburg
im Breisgau

9350 mM Tris · HCl, pH 7,5, 15 % Glycerol
94Dr. Dirk Warnecke, Biozentrum Klein Flottbek, Hamburg
95Berlin, Kontakt: Dr. Yuri Churin
9650 mM Tris · HCl, pH 7,5
97Uridine diphospho-D-[U-14C]galactose NH4

+, 11,4 GBq/mmol, #CFB129, Amersham
98Uridine diphospho-D-[U-14C]glucose NH4

+, 11,4 GBq/mmol, #CFB102, Amersham
99[4-14C]-Cholesterol, 2,15 GBq/mmol, #CFA128, Amersham
100Uridine 5'-diphosphogalactose disodium salt, #94333, Sigma
101Uridine 5'-diphosphoglucose disodium salt, #94335, Sigma
1021,2-Dioleoyl-rac-glycerol, #D8394, Sigma
103Fujix BAS 1000, Fuji, Tokyo, Japan
10450 % EtOH, 40 % PBS, 10 % Formaldehyd [37 %]
1054 % Paraformaldehyd, PBS, erhitzen auf 40 ◦C und zwei Tropfen 1 M NaOH
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auf Objektträger106 (OT) pipettiert. Die Bakterien wurden 20 min an der Luft getrock-
net. Ein initiales Blockieren mit Milchlösung107 oder BSA-Lösung ergab kaum Vorteile.
Die Seren wurden in Milch- oder BSA-Lösung 1:100 bis 1:1000 verdünnt und 5 µl auf
den OT pipettiert. Der OT wurde 2 h bei RT oder 14-16 h bei 4 ◦C inkubiert und
mit PBS/Tween gewaschen. Der sekundäre Anti-IgG-AK108 war mit Cy3 R© oder FITC
konjugiert und wurde 1:200 bis 1:1000 in Milch- oder BSA-Lösung verdünnt und 5 µl
auf den OT pipettiert. Der OT wurde 1,5 h bei RT in einer feuchten, dunklen Kammer
inkubiert. Der OT wurde mit PBS gewaschen und 15 min bei 50 ◦C im Ofen getrock-
net. Auf den OT wurden einige Tropfen Eindeckmedium mit DAPI109 gegeben und
ein Deckgläschen aufgelegt. Bei der Mikroskopie der Bakterien wurde ein Epi�uores-
zenzmikroskop110 mit 40-fach- und 100-fach-Objektiven111 sowie Schmalband�ltern112

zur Messung der Fluoreszenz von DAPI, FITC und Cy3 benutzt. Mit der aufgebau-
ten CCD-Kamera113 wurden Fotos aufgenommen und mit der mitgelieferten Software114

verarbeitet.

3.2 Chemische Methoden und Reaktionen

Ein Teil der chemisch-analytischen Arbeiten wurde gastweise in der Laborgruppe Im-
munchemie von Prof. Dr. Ulrich Zähringer am Forschungszentrum Borstel115 durchge-
führt. Die chemisch-synthetischen Arbeiten wurden gastweise in der Arbeitsgruppe Me-
dizinische Chemie von Prof. Dr. Jörg Rademann am Forschungsinstitut für Molekulare
Pharmakologie116 durchgeführt.

Die Lösungsmittel (LM) wurden bei J. T. Baker117, Fisher Scienti�c118, Fluka119,
Merck120, Riedel de Haën121, Roth122 und Sigma-Aldrich123 gekauft. Für den normalen
Gebrauch wurde die Qualitätsstufe reagent grade ohne Aufreinigung verwendet, wäh-
rend für die Analytik die Qualitätsstufe gradient grade oder destillierte LM Verwendung
fanden. Reinstwasser wurde einer entsprechenden Filtrationsanlage124 entnommen. So-
weit nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionen in trockenen LM durchgeführt. Die

106Epoxy, 10 well, 6,7 mm, w'adhesion, Thermo Fisher Scienti�c
107wie Anm. 73
108goat pAb to rabbit IgG (Cy3 R©), #ab6939-100, abcam, Cambridge, UK; goat anti-rabbit IgG-FITC,
#sc-2012; rabbit anti-human IgG-FITC, #sc-2778, beide Santa Cruz Biotechnologies
109VECTASHIELD R© Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
110Axioplan 2 imaging MOT; Carl Zeiss, Jena, mit einer 100 W Quecksilberdamp�ampe (HBO103,
Osram)
111Plan Neo�uar, Carl Zeiss
112F31, HQ-F41-007, HQ-F41-001, AHF Analysentechnik, Tübingen
113AxioCam MRm, Carl Zeiss
114AxioVision 4.5, Carl Zeiss
115Forschungszentrum Borstel � Leibniz-Zentrum für Medizin und Biowissenschaften, 23845 Borstel
116Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie, 13125 Berlin-Buch
117Deventer, Niederlande
118Schwerte
119Buchs, Schweiz
120Darmstadt
121Seelze
122Karlsruhe
123Taufkirchen
124Milli-Q R©, Millipore, Schwalbach am Taunus
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Chemikalien ohne Nennung des Herstellers wurden von Acros Organics125, Fluka, Roth
oder Sigma-Aldrich gekauft. Die Strukturformeln wurden mit dem Programm Chem-
Draw Ultra 8.0126 gezeichnet.

3.2.1 Dünnschichtchromatographie

Falls nicht extra angegeben, handelt es sich bei den Anteilen der Laufmittelgemische
jeweils um Volumenanteile (v).

3.2.1.1 Analytische Dünnschichtchromatographie

Die Chromatographie wurde auf Kieselgel-60-Aluminiumfolien127 durchgeführt. Als Lauf-
mittel wurden verwendet: CHCl3/MeOH 85:15 für Glycolipide, Hexan/EE 1:1 für Neu-
trallipide, CHCl3/MeOH/H2O 65:25:4 für Phospholipide, Toluol/EtOH 85:15 zur Tren-
nung von CGal und CGlc sowie Toluol/Aceton 3:1, Hexan/EE 3:1, Hexan/EE 1:1 und
CHCl3/MeOH 85:15 zur Reaktionskontrolle. Referenzsubstanzen, die auf den DC als
Standards mitliefen, wurden bei Sigma-Aldrich (Cholesterol, Cholesteryloleat, PC, PG)
oder Research Plus (βCGlc)128 erworben oder von Dirk Warnecke129 (αCGal) zur Ver-
fügung gestellt.

3.2.1.2 Präparative Dünnschichtchromatographie

Um CGlc aufzureinigen, musste nach der Säulenchromatographie der Gesamtlipide (s.
3.2.2, S. 45) eine präparative Dünnschichtchromatographie durchgeführt werden. Das
Gemisch MGalD/CGlc wurde auf einer 20 x 20 cm groÿen HPTLC-Aluminiumfolie130

aufgetragen und in einem Glaskasten mit CHCl3/MeOH 85:15 entwickelt. Zeitgleich wur-
de ein 20 cm langes DC laufen gelassen, das nach dem Lauf mit Mostain gefärbt wurde.
Gemäÿ den Rf-Werten des Referenz-DC wurde die CGlc Bande vom DC herunterge-
schabt. Aus dem gesammelten Kieselgel wurde in einer Pore-4 Fritte mit CHCl3/MeOH
1:1 das CGlc herausgelöst und die Lösung durch einen PTFE Membran�lter131 �ltriert
und eingeengt.

3.2.1.3 Färbungen

Ethanolische Schwefelsäure Dieses Verfahren wird zur Färbung von Kohlenhydra-
ten verwendet, ist aber nicht spezi�sch dafür. Das DC wurde in eine Tauchkammer mit
EtOH/konz. H2SO4 85:15 eingetaucht, die Flüssigkeit ablaufen gelassen und in einem
Ofen auf 200 ◦C erhitzt bis die Substanz�ecken sich dunkel verfärbten.

Mostain Diese Färbung ist eine universelle Methode, die oftmals in der Kohlenhy-
dratchemie Verwendung �ndet. Das DC wurde in eine Tauchkammer mit einer Lösung
von 1 M H2SO4, 40 mM Ammoniumheptamolybdat ((NH4)6Mo7O24 · 4 H2O), 2,5 mM

125Geel, Belgien
126CambridgeSoft, Cambridge, MA USA
127TLC Silica gel 60 F254. #1.16834.001, Merck, Darmstadt
128Cholesteryl-3b-D-Glucoside, #11630-3, Research Plus, Manasquan, NJ, USA
129s. Anm. 94
130KG 60 F254, #1.05548.0001, Merck, Darmstadt
131TE 35, 0,2 µm, Schleicher & Schuell, Dassel
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Cer(IV)-sulfat (Ce(SO4)2 · 4 H2O) eingetaucht, die Flüssigkeit ablaufen gelassen und
mit einem Heiÿluftgebläse oder in einem Ofen auf 250 ◦C erhitzt bis die Substanz�ecken
sich blau färbten.

3.2.2 Säulenchromatographie

Trennung der Gesamtlipide Eine Glassäule (Ø 2,2 cm) wurde mit 125 cm3 KG60132

gefüllt und mit CHCl3 equilibiert. Die Säule wurde mit den mit n-BuOH-extrahierten
Gesamtlipiden (s. 3.1.5.1, S. 33) beladen und stufenweise mit jeweils zwei CV von CHCl3,
CHCl3/MeOH 49:1 (v/v), 48:2, 47:3, 46:4 und 12 CV von CHCl3/MeOH/H2O 39:10:1
(v/v/v) eluiert. Es wurden 10 ml-Fraktionen gesammelt und mittels DC/Mostain auf ih-
ren Lipidgehalt hin untersucht. Die Fraktionen mit identischen Lipiden wurden vereinigt
und �ltriert.

Reinigung der Syntheserohprodukte Je nach der Rohproduktmasse wurden Glas-
säulen (Ø 0,5-6 cm) verwendet, die unten eine Fritte eingeschmolzen hatten oder mit
Quarzwolle abgedichtet wurden. Diese wurden mit in dem LM-Gemisch solvatisiertem
KG60133 gefüllt. Die Rohprodukte wurden entweder in einem kleinen LM-Volumen oder
auf KG60 �aufgezogen� auf die Säule aufgetragen und im Allgemeinen isokratisch eluiert.
Da die Fritten das solvatisierte KG60 nicht vollständig zurückhielten, wurden die Frak-
tionen durch einen Membran�lter �ltriert.

Verweilzeit (in min) Integral Anteil (in %) Fettsäure
15,51 9,81 · 104 2 Palmitoleinsäure (16:1)
15,94 1,12 · 106 21 Palmitinsäure (16:0)
19,19 2,32 · 106 44 Ölsäure (18:1)
19,66 1,74 · 106 33 Stearinsäure (18:0)

Tabelle 3.1: Verteilung der Fettsäuren in Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) aus B. hermsii. Nach Metha-
nolyse und Peracetylierung wurden im Gaschromatogramm die Integrale der Signale ins Verhältnis gesetzt.

3.2.3 Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GLC/MS)

Nach einer milden Methanolyse von 100 µg der Glyco- oder Phospholipide mit 1,5 ml
0,5 M HCl/MeOH in versiegelten Ampullen für 1 h bei 85 ◦C wurde die Flüssigkeit im
N2-Strom abgeblasen. Die Proben wurden mit 1 ml Pyridin/Essigsäureanhydrid (2:1,
v/v) für 1 h bei 80 ◦C peracetyliert und nach einer Aufkonzentration in einen Gaschro-
matographen134 mit einer Kapillarsäule135 und Helium als Trägergas injiziert. Mit dem
Herstellerprogramm136 wurde ein Temperaturgradient von 150 ◦C (3 min) bis 320 ◦C
bei 5 ◦C/min laufen gelassen und das Gaschromatogramm aufgenommen. Zusätzlich
wurden von einem Massenspektrometer137 Massenspektren mittels Elektronenstoÿ und
chemischer Ionisierung im Massenbereich 50-900 m/z aufgezeichnet. Die Zuordnung der

132Kieselgel 60 f. d. Säulenchromatographie, 40-63 µm, #P091.2, Roth, Karlsruhe
13340-63 µm, Merck, Darmstadt oder Fluka, Buchs
134model 5890 Series II, Agilent (früher Hewlett Packard), Böblingen
135HP-5MS 30m 5 % phenyl methyl siloxane, Agilent
136ChemStation, Agilent
137HP 5989A, Agilent



46 KAPITEL 3. MATERIALIEN, METHODEN UND REAKTIONEN

Signale erfolgte aufgrund der Retentionszeiten im Gaschromatogramm im Vergleich mit
externen Standards138 (s. Tab. 3.1, S. 45) und aufgrund der Massenspektren.

3.2.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Lipidanalytik Die säulenchromatographisch getrennten nativen Glyco- und Phospho-
lipide wurden in 0,5 ml CHCl3-d/MeOH-d4 (9:1, v/v) beziehungsweise DMSO-d6139

gelöst und die NMR-Spektren in 5-mm Hochpräzisions-NMR-Röhrchen140 bei 300 K ge-
messen. Protonen- (1H) und alle zweidimensionalen Spektren wurden an einem 600 MHz-
Spektrometer141 bei 600,5 MHz gemessen. Kohlensto�- (13C) und DEPT-Spektren wur-
den an einem 360 MHz-Spektrometer142 bei 90,6 MHz gemessen und sind 1H-breitband-
entkoppelt. Die Proben wurden gelockt, von Hand geshimmt und alle Experimente (1H,
13C, DEPT 135, 1H/1H COSY, 1H/1H TOCSY, 1H/13C HMQC, 1H/13C HMBC) mit
Standardsoftware143 gemessen. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich bei 1H auf
internes TMS (δH = 0,00 ppm) und bei 13C auf das LM-Signal (CDCl3: δC = 77,00 ppm,
DMSO: δC = 39,7 ppm). Die vollständige Zuordnung aller Signale erfolgte aufgrund der
zweidimensionalen Experimente und bei aufgrund der Spektren nicht eindeutig zuzu-
ordnenden Signalen des Cholesterols unter Zuhilfenahme von Vergleichsdaten (Wilson
u. a., 1996). (Abbildungen in Anhang A.1, S. 133�)

Synthesekontrolle Die Substanzen wurden mit 100-200 mg/ml in CHCl3-d oder
Pyridin-d5144 gelöst und in 5-mm NMR-Röhrchen145 bei 300 K gemessen. Die Messun-
gen wurden aufgrund eines hohen Durchsatzes mittels der Automation durchgeführt,
d.h. automatisch gelockt und geshimmt. Für alle synthetisierten Substanzen wurde ein
vollständiger Satz an Spektren (1H, 13C, DEPT 135, 1H/1H COSY, 1H/13C HMQC,
1H/13C HMBC) an einem 300 MHz-Spektrometer146 bei 300,2 MHz (1H und alle zwei-
dimensionalen Spektren) bzw. bei 75,5 MHz (13C, DEPT 135 und alle kohlensto�de-
tektierenden zweidimensionalen Spektren; alle 1H-breitbandentkoppelt) mit dem Pro-
gramm des Herstellers147 gemessen. Die angegebenen chemischen Verschiebungen sind
für 1H in Referenz zu internem TMS (δH = 0,00 ppm) und für 13C zum entsprechenden
LM-Signal (CDCl3: δC = 77,00 ppm, Pyridin: δC = 123,50 ppm) angegeben. Die 1H-
Verschiebungen, Multiplizitäten und Kopplungskonstanten wurden im Allgemeinen den
1H-Spektren und für die überlagerten Signale den HMQC-Spektren entnommen. Die 13C-
Verschiebungen sind den 13C- und teilweise den besser aufgelösten DEPT-135-Spektren
entnommen. Die vollständige Zuordnung der Signale erfolgte, wie oben angegeben, auf-
grund der gemessenen Spektren und bei den überlagerten Cholesterolsignalen mit Hilfe
der Vergleichstabellen. (Abbildungen in Anhang A.2, S. 139�)
138Supelco, Bellefonte, PA, USA
139Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA
140Promochem, Wesel
141Avance DRX-600, Bruker, Karlsruhe
142DPX-360, Bruker
143XWinNMR 3.5, Bruker
144Deutero, Kastellaun oder Euriso-Top, Saarbrücken
145Norell, Landisville, NJ, USA
146Bruker Avance 300, Bruker, Karlsruhe
147TopSpin 2.1, Bruker
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3.2.5 Massenspektrometrie (MS)

3.2.5.1 MALDI-TOF

Lipidanalytik Die Massenspektren der säulenchromatographisch getrennten nativen
Glyco- und Phospholipide wurden an einem MALDI-TOF-Spektrometer148 in Re�ektor-
TOF Kon�guration und einer Beschleunigungsspannung von 20 kV im Positiv- und
Negativmodus gemessen. Dazu wurden die Proben mit 10 mg/ml in CHCl3/MeOH 85:15
(v/v) gelöst und auf dem Target mit einem gleichen Volumen DHB-Matrix gemischt.
Die Gerätekalibrierung erfolgte extern mit Substanzen ähnlicher bekannter Struktur.

Glycolipide Die hochaufgelösten Massenspektren der Glycolipide wurden an einem
MALDI-TOF-Spektrometer149 mit dem Programm des Herstellers150 im Positivmodus
im Massenbereich von 500-4000 Da aufgenommen. Aufgrund einer internen Kalibrie-
rung151 betrug der Messfehler weniger als 10 ppm. Als Matrices wurden DHB152 und
THAP153 verwendet. Von den in ACN gelösten Proben wurden 1 µl auf dem Target 1:1
und die in tert-BuOH/H2O (5:1, w/v) gelösten Proben 1:3 mit der Matrix verdünnt.
Auf die gemessenen Spektren wurden mit dem Herstellerprogramm eine Grundlinienkor-
rektur und ein Rausch�lter angewandt. Für den Messwert wurden die Na+-Signale der
Messungen mit DHB und THAP-Matrix gemittelt. (Abbildungen in Anhang B, S. 145�)

Gesamtmassenbestimmung der Antigen-Konjugate Die Gesamtmassenbestim-
mung der Antigen-Konjugate wurde am selben MALDI-TOF-Spektrometer im Massen-
bereich von 10-100 kDa durchgeführt. Die salzhaltigen Proben (PBS) wurden mittels
ZipTips154 nach den Gebrauchshinweisen des Herstellers entsalzt. Als Matrix wurde
0,5 M DHB in MeOH/H2O 1:1 verwendet. Die Kalibrierung erfolgte durch vier Massen
im Bereich von 5,7-17 kDa. Bis auf eine zusätzliche Glättung der Spektren wurden die
Messungen analog durchgeführt.

3.2.5.2 Flüssigkeitschromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS)

Synthesekontrolle Die Massenspektren der Synthesezwischenprodukte wurden an ei-
ner LC/MS-Anlage155 mit einem Einfach-Quadrupol-Detektor und ESI mit dem Herstel-
lerprogramm156 aufgezeichnet. Da die Substanzen i. A. zu hydrophob für die angeschlos-
senen RP18-Säulen waren und auÿer den Carbonylgruppen keine UV-absorbierenden
Gruppen enthielten, wurden die in ACN oder ACN/H2O 1:1 (v/v) gelösten Proben
direkt injiziert. Je nach Probe wurden die Messungen im Positiv- oder Negativmodus
durchgeführt.

148Bruker Re�ex III, Bruker Daltonics, Bremen
149AB 4700 MALDI-TOF/TOFTM, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA
150Data Explorer 4.8
151mit den Massen 717,405 und 1479,012 Da
15220 mg/ml 2,5-Dihydroxbenzoesäure in 50 % MeOH/0,1 % TFA
15315 mg/ml 2,4,6-Trihydroxyacetophenon in 60 % ACN/0,3 % TFA
154ZipTipC4 Pipette Tips, #ZTC04S096, Millipore
155HP 1100 Series HPLC System, Agilent, Böblingen
156LC/MSD ChemStation Rev. B.01.01, Agilent
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3.2.6 Synthese von Cholesteryl-β-D-Galactopyranosid

3.2.6.1 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α/β-D-galactopyranose (1)

Gekauftes 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-β-D-galactopyranose157 (3,9 g, 10

Abbildung 3.2: Struk-
turformel von 1

mmol) wurde in DMF (100 ml) gelöst und auf 50 ◦C erhitzt. Durch
Zugabe von Hydrazinacetat (1,15 g, 12,5 mmol) wurde die Reaktion
gestartet und unter Rühren 2 h bei 50 ◦C fortgesetzt. Aus der abge-
kühlten Reaktionslösung wurde das Produkt im Scheidetrichter mit
400 ml EE durch kräftiges Schütteln extrahiert. Nach der Phasentren-
nung wurde die organische Phase mit H2O und gesättigter NaHCO3-Lösung gewaschen
und mit MgSO4 getrocknet. Die Lösung wurde im Vakuum einrotiert und letzte Reste
DMF durch Koevaporation mit Toluol entfernt. Das Produkt 1 war ein klares, leicht
gelbes Öl (3,34 g, 96 %) (Exco�er u. a., 1975; Herzner u. a., 1998).
Summenformel: C14H20O10, M = 348,3 g/mol

DC: Rf = 0,4 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 348,11 Da; m/z gefunden: 371,1; ∆ m/z = 23,0 ([M+Na]+)

NMR (CDCl3): δH = 5,50 (d, J1,2 = 3,6 Hz, 1 H; Gal H-1), 5,47 (J2,3 = 10,7 Hz, 1 H; Gal H-2),

5,40 (d, J4,5 = 3 Hz, 1 H; Gal H-4), 5,15 (dd, J3,4 = 3,3 Hz, 1 H; Gal H-3), 4,48 (t, J5,6a = 6,6 Hz, 1

H; Gal H-5), 4,38 (s, 1 H; Gal 1-OH), 4,11 (dd, J5,6b = 1,8 Hz, 1 H; Gal H-6b), 4,09 (1 H; Gal H-6a),

2,15 (s, 3 H; Ac2 H-2), 2,10 (s, 3 H; Ac3 H-2), 2,05 (s, 3 H; Ac6 H-2), 1,99 (s, 3 H; Ac4 H-2) δC =

170,52 (Ac6 C-1), 170,39 (Ac3 C-1), 170,24 (Ac2 C-1), 170,03 (Ac4 C-1), 90,47 (Gal C-1), 68,36 (Gal

C-3), 68,16 (Gal C-2), 67,24 (Gal C-4), 65,91 (Gal C-5), 61,68 (Gal C-6), 20,70 (Ac3 C-2), 20,54 (Ac4

C-2), 20,54 (Ac2 C-2), 20,54 (Ac6 C-2)

3.2.6.2 1-O-Trichloracetimido-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-galactopyranose (2)

Zu einer Lösung von Verbindung 1 (22,1 g, 63,5 mmol) in DCM

Abbildung 3.3: Strukturformel
von 2

(110 ml) wurden Trichloracetonitril (19,1 ml, 190 mmol) und ei-
ne katalytische Menge DBU158 (0,4 ml, 2,5 mmol) schrittweise
hinzugegeben. Die Lösung wurde 2 h bei RT gerührt und die
Reaktion mit 10 ml Triethylamin gestoppt. Die Reaktionslösung
wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und das Rohprodukt
durch Säulenchromatographie (Hexan/EE 1:1, 1 % Triethylamin)
aufgereinigt. Das Produkt 2 wurde als farbloser, amorpher Fest-
sto� (27,4 g, 88 %) erhalten (Schmidt und Michel, 1980; Ren und Liu, 1999).
Summenformel: C16H20Cl3NO10, M = 492,69 g/mol

DC: Rf = 0,52 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: n. det. (instabil)

NMR (CDCl3): δH = 8,71 (s, 1 H; Cl3ACN C-N-H), 6,60 (d, J1,2 = 3 Hz, 1 H; Gal H-1α), 5,56

(s, 1 H; Gal H-4), 5,43 (dd, J2,3 = 10,8 Hz, 1 H; Gal H-2), 5,36 (dd, J3,4 = 3,3 Hz, 1 H; Gal H-3),

4,45 (t, J5,6a = 6,8 Hz, 1 H; Gal H-5), 4,17 (dd, J6b,5 = 6,5, 2 H; Gal H-6b), 4,09 (dd, J6a,6b = 11,4

Hz, 1 H; Gal H-6a), 2,17 (s, 3 H; Ac4 H-2), 2,03 (s, 3 H; Ac3 H-2), 2,02 (s, 3 H; Ac6 H-2), 2,02 (s,

3 H; Ac2 H-2) δC = 170,18 (Ac6 C-1), 169,99 (Ac3 C-1), 169,96 (Ac4 C-1), 169,86 (Ac2 C-1), 160,77

(Cl3ACN C-1), 93,39 (Gal C-1), 90,64 (Cl3ACN C-2), 68,89 (Gal C-5), 67,39 (Gal C-2), 67,27 (Gal C-

157#15861 1000, Acros
1581,8-Diazabicyclo[5,4,0]undec-7-en, #33482, Sigma
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4), 66,79 (Gal C-3), 61,15 (Gal C-6), 20,51 (Ac2 C-2), 20,48 (Ac6 C-2), 20,45 (Ac3 C-2), 20,40 (Ac4 C-2)

3.2.6.3 1-O-Cholesteryl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosid (3)

Das Produkt 2 (0,2 g, 0,4 mmol) und

Abbildung 3.4: Strukturformel von 3

Cholesterol (0,13 g, 0,34 mmol) wur-
den in DCM (4 ml) gelöst. Die Reakti-
on wurde bei RT durch die Zugabe von
TMSOTf159 (5 µl, 30 µmol) gestartet.
Nach 1,5 stündigem Rühren wurde die
Reaktion durch Zutropfen von Triethylamin (5 µl) beendet. Die Reaktionslösung wurde
im Vakuum einrotiert und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie (Hexan/EE
1:1) aufgereinigt. Es wurde ein farbloser, kristalliner Feststo� als Produkt 3 (0,185 g,
77 %) erhalten (Deng u. a., 1999).
Summenformel: C41H64O10, M = 716,94 g/mol

DC: Rf = 0,59 (Hexan/EE 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 716,45 Da; m/z gefunden: 739,4; ∆ m/z = 22,9 ([M+Na]+)

NMR (CDCl3): δH = 5,37 (s, 1 H; Cho H-6), 5,37 (s, 1 H; Gal H-4), 5,17 (t, J2,3 = 10,2 Hz, 1

H; Gal H-2), 5,03 (dd, J3,4 = 3,0 Hz, 1 H; Gal H-3), 4,56 (d, J1,2 = 7,8 Hz, 1 H; Gal H-1β), 4,18 (m,

J6b,5 = 4,5 Hz, 1 H; Gal H-6b), 4,12 (m, J6a,6b = 11,1 Hz, 1 H; Gal H-6a), 3,90 (t, J5,6a = 6,6 Hz, 1

H; Gal H-5), 3,49 (m, 1 H; Cho H-3), 2,22 (1 H; Cho H-4a), 2,18 (1 H; Cho H-4b), 2,15 (s, 3 H; Ac4

H-2), 2,06 (s, 3 H; Ac2 H-2), 2,04 (s, 3 H; Ac6 H-2), 2,02 (d; Cho H-12b), 1,99 (s, 3 H; Ac3 H-2), 1,97

(Cho H-7b), 1,88 (1 H; Cho H-2a), 1,86 (d, 1 H; Cho H-1b), 1,61 (Cho H-2b), 1,56 (m; Cho H-15a),

1,52 (Cho H-11a), 1,51 (m; Cho H-7a), 1,51 (m; Cho H-25), 1,47 (Cho H-11b), 1,43 (d; Cho H-8), 1,36

(Cho H-20), 1,32 (m; Cho H-23R), 1,31 (Cho H-22R), 1,27 (d, J15b,16b = 11,7 Hz; Cho H-16b), 1,17

(Cho H-12a), 1,12 (d; Cho H-23S), 1,12 (Cho H-24), 1,08 (d; Cho H-17), 1,05 (Cho H-1a), 1,04 (Cho

H-15b), 0,99 (d; Cho H-14), 0,99 (s, 3 H; Cho H-19), 0,99 (m; Cho H-22S), 0,92 (q; Cho H-9), 0,91 (d;

Cho H-21), 0,88 (s, 3 H; Cho H-27), 0,85 (s, 3 H; Cho H-26), 0,68 (s, 3 H; Cho H-18) δC = 170,60 (Ac6

C-1), 170,49 (Ac4 C-1), 170,29 (Ac3 C-1), 169,65 (Ac2 C-1), 139,94 (Cho C-5), 122,00 (Cho C-6), 99,85

(Gal C-1), 80,10 (Cho C-3), 70,88 (Gal C-3), 70,26 (Gal C-5), 68,97 (Gal C-2), 66,98 (Gal C-4), 61,14

(Gal C-6), 56,49 (Cho C-14), 55,91 (Cho C-17), 49,91 (Cho C-9), 42,06 (Cho C-13), 39,49 (Cho C-12),

39,24 (Cho C-24), 38,67 (Cho C-4), 36,91 (Cho C-1), 36,43 (Cho C-10), 35,92 (Cho C-22), 35,51 (Cho

C-20), 31,67 (Cho C-7), 31,61 (Cho C-8), 29,22 (Cho C-2), 27,94 (Cho C-16), 27,71 (Cho C-25), 23,99

(Cho C-15), 23,53 (Cho C-23), 22,44 (Cho C-27), 22,19 (Cho C-26), 20,78 (Cho C-11), 20,43 (Ac2 C-2),

20,26 (Ac6 C-2), 20,23 (Ac4 C-2), 20,18 (Ac3 C-2), 19,00 (Cho C-19), 18,38 (Cho C-21), 11,52 (Cho

C-18)

3.2.6.4 Cholesteryl-β-D-galactopyranosid (4)

Die Verbindung 3 (7,26 g, 10,1 mmol)

Abbildung 3.5: Strukturformel von 4

wurde in MeOH (100 ml) gelöst. Der
pH-Wert wurde mit 0,5 M CH3ONa
in MeOH auf feuchtem pH-Papier auf
9-10 eingestellt und alles 3 h bei RT
gerührt. Die Lösung wurde mittels mit

159Trimethylsilyl-tri�uormethansulfonat, #225649, Sigma



50 KAPITEL 3. MATERIALIEN, METHODEN UND REAKTIONEN

Protonen beladenem Ionenaustauscherharz160 neutralisiert, �ltriert und eingeengt. Das
farblose Rohprodukt (5,48 g, 99 %) erwies sich trotz DC-Kontrolle als nicht ganz sauber
und wurde mit Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH 88:12) aufgereinigt. Aufgrund
der schlechten Löslichkeit von Cholesterylgalactosid in fast allen LM konnten nur 54 %
(2,99 g) hochreines Produkt 4 wiedergewonnen werden. (Zemplén und Kunz, 1923)
Summenformel: C33H56O6, M = 548,79 g/mol

DC: Rf = 0,18 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 548,408 Da; Masse gefunden: 548,396; ∆ m/z = 22,2 ppm,

(Abb. B.1, S. 145)

NMR (Pyridin-d5): δH = 6,39 (s, 4 H; Gal OH), 5,35 (d, J6,7a = 4,2 Hz, 1 H; Cho H-6), 4,94 (d,

J1,2 = 7,6 Hz, 1 H; Gal H-1β), 4,58 (d, J4,5 = 3,0 Hz, 1 H; Gal H-4), 4,46 (m, J6b,5 = 4,8 Hz, 1 H;

Gal H-6b), 4,44 (t, J2,3 = 10,6 Hz, 1 H; Gal H-2), 4,42 (m, J6a,6b = 10,2 Hz, 1 H; Gal H-6a), 4,19 (dd,

J3,4 = 3,2 Hz, 1 H; Gal H-3), 4,08 (t, J5,6a = 5,9 Hz, 1 H; Gal H-5), 3,95 (m, 1 H; Cho H-3), 2,71 (dd,

J4a,4b = 13,2 Hz, J4a,5a = 2,7 Hz, 1 H; Cho H-4a), 2,44 (t, J4a,4b = 12,2 Hz, 1 H; Cho H-4b), 2,14 (d,

J2a,2b = 10,2 Hz, 1 H; Cho H-2a), 1,98 (d, J12a,12b = 12,6 Hz, 1 H; Cho H-12b), 1,92 (Cho H-7b), 1,81

(m; Cho H-16a), 1,73 (d, J1a,1b = 11,1 Hz; Cho H-1b), 1,73 (Cho H-2b), 1,56 (q; Cho H-15a), 1,54 (m;

Cho H-25), 1,54 (d; Cho H-7a), 1,47 (Cho H-11a), 1,42 (Cho H-20), 1,40 (Cho H-11b), 1,39 (m; Cho

H-23R), 1,38 (Cho H-22R), 1,37 (d; Cho H-8), 1,26 (Cho H-16b), 1,19 (d; Cho H-23S), 1,17 (m; Cho

H-24), 1,09 (Cho H-15b), 1,09 (Cho H-12a), 1,08 (d; Cho H-17), 1,07 (Cho H-22S), 0,99 (Cho H-1a),

0,94 (q; Cho H-14), 0,94 (Cho H-19), 0,91 (q; Cho H-9), 0,91 (Cho H-26), 0,90 (Cho H-27), 0,67 (s, 1

H; Cho H-18) δC = 141,00 (Cho C-5), 121,85 (Cho C-6), 103,18 (Gal C-1), 78,03 (Cho C-3), 76,89 (Gal

C-5), 75,38 (Gal C-3), 72,67 (Gal C-2), 70,29 (Gal C-4), 62,50 (Gal C-6), 56,86 (Cho C-14), 56,39 (Cho

C-17), 50,39 (Cho C-9), 42,50 (Cho C-13), 40,00 (Cho C-12), 39,75 (Cho C-24), 39,38 (Cho C-4), 37,53

(Cho C-1), 36,94 (Cho C-10), 36,51 (Cho C-22), 36,05 (Cho C-20), 32,21 (Cho C-7), 32,09 (Cho C-8),

30,30 (Cho C-2), 28,52 (Cho C-16), 28,25 (Cho C-25), 24,52 (Cho C-15), 24,16 (Cho C-23), 22,96 (Cho

C-27), 22,71 (Cho C-26), 21,31 (Cho C-11), 19,44 (Cho C-19), 18,96 (Cho C-21), 12,00 (Cho C-18)

(Abb. A.12, S. 139)

3.2.7 Synthese der Acetonoximester

3.2.7.1 Acetonoximoyl-oleat (6)

Ölsäure (4,81 ml, 15 mmol), Aceton-

Abbildung 3.6: Strukturformel von 6

oxim (1,1 g, 15 mmol), EDC (3,59 g,
18,8 mmol) und eine katalytische Men-
ge DMAP (183 mg, 1,5 mmol) wur-
den in 40 ml DCM gelöst und 3 h bei
RT gerührt. KG60 wurde hinzugefügt und alles im Vakuum einrotiert. Das Rohprodukt
wurde mit Säulenchromatographie (Hexan/Aceton 10:1) aufgereinigt und 6 als klare,
farblose Flüssigkeit (4,77 g, 94 %) erhalten.
Summenformel: C21H39NO2, M = 337,54 g/mol

DC: Rf = 0,82 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 337,30 Da; m/z gefunden: 338,3; ∆ m/z = 1,0 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 5,33 (t, J = 4,4 Hz, 2 H; FA H-9, H-10), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2),

2,04 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,02 (4 H; FA H-8, H-11), 1,99 (s, 3 H; Oxim H-cis), 1,69 (m, J = 7,0 Hz,

2 H; FA H-3), 1,32 (2 H; FA H-4), 1,27 (m, 18 H; FA H-5 . . . H-7, H-12 . . . H-17), 0,88 (t, J = 6,3 Hz,

160Amberlite R©IR-120(H+), #216534, Sigma
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3 H; FA H-18) δC = 170,67 (FA C-1), 163,05 (Oxim C-2), 129,58 (FA C-10), 129,32 (FA C-9),

32,60 (FA C-2), 31,56 (FA C-16), 29,42, 29,32, 29,18, 28,97 [2 C], 28,79, 28,76 (FA C-5 . . . C-7,

C-12 . . . C-15), 28,72 (FA C-4), 26,86 (FA C-11), 26,80 (FA C-8), 24,58 (FA C-3), 22,33 (FA

C-17), 21,56 (Oxim C-trans), 16,48 (Oxim C-cis), 14,05 (FA C-18)

3.2.7.2 Acetonoximoyl-palmitat (7)

Palmitinsäure (3,85 g, 15 mmol), Ace-

Abbildung 3.7: Strukturformel von 7

tonoxim (1,1 g, 15 mmol), EDC (3,59 g,
18,8 mmol) und kat. DMAP (183 mg,
1,5 mmol) wurden in 40 ml DCM ge-
löst und 2 h bei RT gerührt. Die Lösung
wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und mittels Säulenchromatographie (Hex-
an/Aceton 10:1) gereinigt. Das Produkt 7 war ein farbloser Feststo� (4,52 g, 97 %).
Summenformel: C19H37NO2, M = 311,5 g/mol

DC: Rf = 0,8 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 311,28 Da; m/z gefunden: 312,4; ∆ m/z = 1,1 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 2,04 (s, 3 H; Oxim H-trans), 1,99 (s, 3 H;

Oxim H-cis), 1,69 (m, J = 7,1 Hz, 2 H; FA H-3), 1,32 (2 H; FA H-4), 1,26 (m, 22 H; FA H-5 . . . H-15),

0,88 (t, J = 6,3 Hz, 3 H; FA H-16) δC = 170,78 (FA C-1), 163,15 (Oxim C-2), 32,68 (FA C-2),

31,64 (FA C-14), 29,41 [2 C], 29,38, 29,37 [2 C], 29,30, 29,17, 29,08, 28,95 (FA C-5 . . . C-13),

28,85 (FA C-4), 24,67 (FA C-3), 22,39 (FA C-15), 21,63 (Oxim C-trans), 16,55 (Oxim C-cis),

13,79 (FA C-16)

3.2.7.3 Acetonoximoyl-15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoat (8)

Produkt 5 (2,08 g, 6,2 mmol) (s.

Abbildung 3.8: Strukturformel von 8

3.2.9.1, S. 60), Acetonoxim (454 mg,
6,2 mmol), EDC (1,79 g, 9,3 mmol)
und kat. DMAP (75,9 mg, 0,6 mmol)
wurden in DCM (20 ml) gelöst und
bei RT 2 h gerührt. Die Reaktionslösung wurde mit 1 M AcOH (15 ml), halbgesättigter
NaHCO3-Lösung (20 ml) und zweimal mit gesättigter NaCl-Lösung (je 20 ml) gewa-
schen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet, �ltriert und im Vakuum
einrotiert. Es wurde eine klare, viskose, leicht gelbe Flüssigkeit als Produkt 8 erhalten
(2,15 g, 89 %).
Summenformel: C20H39NO2S2, M = 389,66 g/mol

DC: Rf = 0,83 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 389,24 Da; m/z gefunden: 390,2; ∆ m/z = 1,0 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,69 (q, J = 6,9 Hz, 2 H; Et H-1), 2,68 (t, J = 6,9 Hz, 2 H; FA H-15), 2,40

(t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 2,05 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,00 (s, 3 H; Oxim H-cis), 1,69 (m, J = 6,9

Hz, 2 H; FA H-3), 1,67 (2 H; FA H-14), 1,38 (2 H; FA H-13), 1,34 (2 H; FA H-4), 1,32 (3 H; Et H-2),

1,26 (m, 16 H; FA H-5 . . . H-12) δC = 170,95 (FA C-1), 163,35 (Oxim C-2), 39,10 (FA C-15), 32,80 (FA

C-2), 32,57 (Et C-1), 29,40 [2 C], 29,36 [2 C], 29,28, 29,23, 29,04, 29,02 (FA C-5 . . . C-12), 29,02 (FA

C-14), 28,92 (FA C-4), 28,31 (FA C-13), 24,75 (FA C-3), 21,78 (Oxim C-trans), 16,71 (Oxim C-cis),

14,26 (Et C-2)
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3.2.7.4 Acetonoximoyl-decanoat (9)

Decansäure (2,58 g, 15 mmol), Acetonoxim (1,1 g,

Abbildung 3.9: Strukturformel von 9

15 mmol), EDC (3,59 g, 18,8 mmol) und kat. DMAP
(183 mg, 1,5 mmol) wurden in DCM (25 ml) gelöst
und für 2 h bei RT gerührt. KG60 wurde zur Lösung
zugegeben, alles im Vakuum einrotiert und das Roh-
produkt mittels einer Säulenchromatographie (Hexan/Aceton 10:1) gereinigt. Das Pro-
dukt 9 wurde als klare, farblose Flüssigkeit (3,17 g, 93 %) erhalten.
Summenformel: C13H25NO2, M = 227,34 g/mol

DC: Rf = 0,74 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 227,19 Da; m/z gefunden: 228,2; ∆ m/z = 1,0 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 2,05 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,00 (s, 3 H;

Oxim H-cis), 1,69 (m, J = 7,1 Hz, 2 H; FA H-3), 1,33 (2 H; FA H-4), 1,27 (m, 10 H; FA H-5 . . . H-9),

0,88 (t, J = 6,5 Hz, 3 H; FA H-10) δC = 170,81 (FA C-1), 163,22 (Oxim C-2), 32,66 (FA C-2), 31,53

(FA C-8), 29,08, 28,91 [2 C] (FA C-5 . . . C-7), 28,80 (FA C-4), 24,64 (FA C-3), 22,32 (FA C-9), 21,61

(Oxim C-trans), 16,54 (Oxim C-cis), 13,74 (FA C-10)

3.2.7.5 Acetonoximoyl-hexanoat (10)

Hexansäure (2,52 ml, 20 mmol), Acetonoxim (1,46 g, 20 mmol),

Abbildung 3.10: Strukturfor-
mel von 10

EDC (4,79 g, 25 mmol) und kat. DMAP (244 mg, 2 mmol) wur-
den in DCM (20 ml) gelöst und 3 h bei RT gerührt. Die Reak-
tionslösung wurde mit KG60 koevaporiert und nach einer Säu-
lenchromatographie (Hexan/Aceton 10:1) Produkt 10 als klare,
farblose Flüssigkeit (3,29 g, 96 %) erhalten.
Summenformel: C9H17NO2, M = 171,24 g/mol

DC: Rf = 0,7 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 171,13 Da; m/z gefunden: 172,1; ∆ m/z = 1,0 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,41 (t, J = 7,7 Hz, 2 H; FA H-2), 2,06 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,02 (s, 3 H;

Oxim H-cis), 1,70 (m, J = 7,2 Hz, 2 H; FA H-3), 1,34 (m, 2 H; FA H-5), 1,33 (m, 2 H; FA H-4), 0,91 (t,

J = 6,8 Hz, 3 H; FA H-6) δC = 170,47 (FA C-1), 162,97 (Oxim C-2), 32,27 (FA C-2), 30,63 (FA C-4),

23,99 (FA C-3), 21,64 (FA C-5), 21,25 (Oxim C-trans), 16,20 (Oxim C-cis), 13,12 (FA C-6)

3.2.7.6 Acetonoximoyl-butyrat (11)

Buttersäure (1,84 ml, 20 mmol), Acetonoxim (1,46 g, 20 mmol), EDC

Abbildung 3.11: Struk-
turformel von 11

(4,79 g, 25 mmol) und kat. DMAP (244 mg, 2 mmol) wurden in DCM
(18 ml) gelöst und 2 h bei RT gerührt. Zur Reaktionslösung wurde
KG60 zugegeben und alles im Vakuum einrotiert. Nach einer Säulen-
chromatographie (Hexan/Aceton 10:1) wurde das saubere Produkt
11 als klare, farblose Flüssigkeit (2,42 g, 84,5 %) erhalten.
Summenformel: C7H13NO2, M = 143,18 g/mol

DC: Rf = 0,65 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 143,10 Da; m/z gefunden: 144,2; ∆ m/z = 1,1 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,40 (t, J = 7,4 Hz, 2 H; FA H-2), 2,05 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,01 (s, 3 H;

Oxim H-cis), 1,73 (hex, J = 7,4 Hz, 2 H; FA H-3), 1,00 (t, J = 7,4 Hz, 3 H; FA H-4) δC = 170,21 (FA
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C-1), 162,93 (Oxim C-2), 34,13 (FA C-2), 21,20 (Oxim C-trans), 17,75 (FA C-3), 16,16 (Oxim C-cis),

12,95 (FA C-4)

3.2.7.7 Acetonoximoyl-acetat (12)

Acetonoxim (3,78 g, 51,7 mmol), Essigsäureanhydrid (30 ml, 319 mmol)

Abbildung 3.12:
Strukturformel von
12

und Pyridin (15 ml) wurden bei RT über Nacht (16 h) gerührt. Die Re-
aktionslösung wurde bei 50 ◦C im Vakuum einrotiert und zweimal mit
Toluol (je 30 ml) koevaporiert. Das Produkt 12 wurde als klare, leicht
gelbe Flüssigkeit (5,47 g, 92 %) erhalten.
Summenformel: C5H9NO2, M = 115,13 g/mol

DC: Rf = 0,54 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 115,06 Da; m/z gefunden: 116,2; ∆ m/z = 1,1 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,16 (s, 3 H; FA H-2), 2,05 (s, 3 H; Oxim H-trans), 2,01 (s, 3 H; Oxim H-cis)

δC = 168,28 (FA C-1), 163,29 (Oxim C-2), 21,46 (Oxim C-trans), 19,14 (FA C-2), 16,47 (Oxim C-cis)

3.2.8 Regioselektive Acylierung der Galactopyranoside

3.2.8.1 Cholesteryl-6-O-oleoyl-β-D-galactopyranosid (13)

Abbildung 3.13: Strukturformel von 13

CGal (4, 2,5 g, 4,6 mmol), Verbindung 6 (1,38 g, 4,1 mmol), Lipase Amano PS161

(3 g) und eine Spatelspitze Molekularsieb wurden unter Argonatmosphäre in Pyridin
(24 ml) gelöst bzw. suspendiert und 5 d bei 50 ◦C gerührt. Neue Lipase (2,5 g) und eine
Spatelspitze Molekularsieb wurden hinzugefügt und alles erneut 5 d bei 50 ◦C gerührt.
Die Lipase wurde mittels einer Pore-3 Fritte ab�ltriert und die gelb-orange Lösung mit
KG60 versetzt, im Vakuum einrotiert und letzte Pyridinspuren über Nacht (16 h) am HV
entfernt. Das hellgelbe Pulver wurde mittels einer Säulenchromatographie (stufenweise
Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10 und 50:50) um das Produkt 13 als
farblosen, amorphen Feststo� (0,53 g, 16 %) zu erhalten.
Summenformel: C51H88O7, M = 813,24 g/mol

DC: Rf = 0,56 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 812,653 Da; Masse gefunden: 812,645; ∆ m/z = 10,1 ppm,

(Abb. B.2, S. 146)

NMR (CDCl3): δH = 5,34 (FA H-9, H-10), 5,33 (Cho H-6), 4,38 (Gal H-6b), 4,31 (Gal H-1β), 4,24

(Gal H-6a), 3,90 (Gal H-4), 3,64 (Gal H-5), 3,62 (Gal H-2), 3,57 (Gal H-3), 3,53 (Cho H-3), 2,40 (Cho

H-4α), 2,28 (FA H-2), 2,25 (Cho H-4β), 2,01 (Cho H-12β), 2,01 (FA H-8, H-11), 1,94 (Cho H-7β), 1,82

(Cho H-1β), 1,59 (Cho H-2α), 1,59 (FA H-3), 1,52 (Cho H-25), 1,47 (Cho H-7α), 1,47 (Cho H-11β),

161Amano Lipase PS, from Burkholderia cepacia, #534641, Sigma
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1,38 (Cho H-8), 1,37 (Cho H-23R), 1,36 (Cho H-20), 1,32 (Cho H-22R), 1,292, 1,271 (FA H-4 . . . H-7,

H-12 . . . H-17), 1,26 (Cho H-2β), 1,13 (Cho H-16β), 1,12 (Cho H-24), 1,12 (Cho H-12α), 1,12 (Cho

H-23S), 1,08 (Cho H-17), 1,06 (Cho H-24), 1,02 (Cho H-1α), 1,00 (Cho H-15β), 0,98 (Cho H-19), 0,96

(Cho H-14), 0,92 (Cho H-9), 0,91 (Cho H-21), 0,91 (Cho H-22S), 0,88 (Cho H-26), 0,88 (FA H-18), 0,84

(Cho H-27), 0,68 (Cho H-18) δC = 173,51 (FA C-1), 140,39 (Cho C-5), 129,96, 129,64 (FA C-9, C-10),

121,95 (Cho C-6), 101,79 (Gal C-1), 79,71 (Cho C-3), 73,51 (Gal C-3), 72,51 (Gal C-5), 70,95 (Gal

C-2), 68,90 (Gal C-4), 63,16 (Gal C-6), 56,77 (Cho C-14), 56,23 (Cho C-17), 50,15 (Cho C-9), 42,30

(Cho C-13), 39,79 (Cho C-12), 39,49 (Cho C-24), 38,84 (Cho C-4), 37,31 (Cho C-1), 36,64 (Cho C-10),

36,19 (Cho C-22), 35,79 (Cho C-20), 34,23 (FA C-2), 31,88 (Cho C-7), 31,85 (Cho C-8), 29,79, 29,74,

29,52, 29,35, 29,29[4] (FA C-4 . . . C-7, C-12 . . . C-17), 29,63 (Cho C-2), 28,21 (Cho C-16), 27,97 (Cho

C-25), 27,21[2] (FA C-8, C-11), 24,95 (FA C-3), 24,27 (Cho C-15), 23,87 (Cho C-23), 22,77 (Cho C-27),

22,65 (Cho C-11), 22,52 (Cho C-26), 19,37 (Cho C-19), 18,69 (Cho C-21), 14,08 (FA C-18), 11,83 (Cho

C-18), 13C (Abb. A.13, S. 140), DEPT (Abb. A.14, S. 140)

3.2.8.2 Cholesteryl-6-O-palmitoyl-β-D-galactopyranosid (14)

CGal (4, 4 g, 7,3 mmol) und Produkt 7 (2,03 g, 6,5 mmol) wurden in Pyridin (30 ml)
gelöst. Lipase Amano PS (4 g) und Molekularsieb wurden unter Argon hinzugegeben.
Die Suspension wurde unter Argonatmosphäre für 5 d bei 50 ◦C gerührt. Weitere Lipase
(4 g), etwas Molekularsieb und Pyridin (10 ml) wurden hinzugegeben und alles erneut
für 5 d bei 50 ◦C gerührt. Die Suspension wurde durch eine Pore-3 Fritte �ltriert,
mit KG60 versetzt, im Vakuum einrotiert, mit Toluol einmal koevaporiert und über
Nacht am HV getrocknet. Das Rohprodukt wurde durch eine Säulenchromatographie
(stufenweise Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10 und 50:50) gereinigt,
um das Produkt 14 als farbloses Pulver (0,43 g, 8,5 %) zu gewinnen.
Summenformel: C49H86O7, M = 787,2 g/mol

Abbildung 3.14: Strukturformel von 14

DC: Rf = 0,54 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 786,637 Da; Masse gefunden: 786,634; ∆ m/z = 4,4 ppm,

(Abb. B.3, S. 146)

NMR (CDCl3): δH = 5,33 (Cho H-6), 4,38 (Gal H-6b), 4,31 (Gal H-1β), 4,24 (Gal H-6a), 3,90 (Gal

H-4), 3,63 (Gal H-5), 3,63 (Gal H-3), 3,62 (Gal H-2), 3,53 (Cho H-3), 2,37 (Cho H-4α), 2,29 (FA H-2),

2,25 (Cho H-4β), 2,02 (Cho H-12β), 1,95 (Cho H-7β), 1,82 (Cho H-1β), 1,80 (Cho H-16α), 1,60 (Cho

H-2α), 1,59 (FA H-3), 1,52 (Cho H-11α), 1,49 (Cho H-25), 1,46 (Cho H-7α), 1,46 (Cho H-11β), 1,39

(Cho H-8), 1,37 (Cho H-15α), 1,36 (Cho H-20), 1,35 (Cho H-23R), 1,32 (FA H-4), 1,32 (Cho H-22R),

1,26 (Cho H-2β), 1,26 (FA H-5 . . . H-15), 1,17 (Cho H-16β), 1,13 (Cho H-12α), 1,13 (Cho H-23S), 1,13

(Cho H-24), 1,08 (Cho H-17), 1,02 (Cho H-15β), 1,02 (Cho H-1α), 0,99 (Cho H-19), 0,94 (Cho H-14),

0,92 (Cho H-22S), 0,91 (Cho H-21), 0,88 (Cho H-9), 0,88 (FA H-16), 0,86 (Cho H-26), 0,79 (Cho H-27),

0,68 (Cho H-18) δC = 173,59 (FA C-1), 140,40 (Cho C-5), 121,96 (Cho C-6), 101,75 (Gal C-1), 79,70

(Cho C-3), 73,47 (Gal C-3), 72,51 (Gal C-5), 71,03 (Gal C-2), 68,87 (Gal C-4), 63,13 (Gal C-6), 56,78
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(Cho C-14), 56,25 (Cho C-17), 50,16 (Cho C-9), 42,31 (Cho C-13), 39,80 (Cho C-12), 39,50 (Cho C-24),

38,83 (Cho C-4), 37,32 (Cho C-1), 36,65 (Cho C-10), 36,20 (Cho C-22), 35,81 (Cho C-20), 34,27 (FA

C-2), 31,92 (Cho C-7), 31,85 (Cho C-8), 29,82, 29,79[2], 29,75[2], 29,71, 29,69[2], 29,48, 29,37 (FA C-5

. . . C-14), 29,64 (Cho C-2), 29,37 (FA C-4), 28,21 (Cho C-16), 27,97 (Cho C-25), 24,98 (FA C-3), 24,27

(Cho C-15), 23,89 (Cho C-23), 22,77 (Cho C-27), 22,67 (FA C-15), 22,52 (Cho C-26), 21,08 (Cho C-11),

19,37 (Cho C-19), 18,70 (Cho C-21), 14,08 (FA C-16), 11,83 (Cho C-18) (Abb. A.15, S. 141)

3.2.8.3 Cholesteryl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galacto
pyranosid (15)

Abbildung 3.15: Strukturformel von 15

CGal (4, 2,5 g, 4,6 mmol), Verbindung 8 (1,6 g, 4,1 mmol), Lipase Amano PS (2,5 g)
und eine Spatelspitze Molekularsieb wurden in Pyridin (25 ml) gelöst bzw. suspendiert
und die Reaktion 5 d bei 50 ◦C unter Rühren durchgeführt. Neue Lipase (2,5 g) und
etwas Molekularsieb wurden hinzugegeben und die Reaktion für weitere 5 d unter den
gleichen Bedingungen fortgeführt. Die Lipase wurde mit einer Pore-3 Fritte ab�ltriert
und die Reaktionslösung im Vakuum einrotiert. Das ockerfarbene Rohprodukt (3,78 g)
wurde in Pyridin gelöst, KG60 hinzugegeben, erneut alles einrotiert, mit Toluol einmal
koevaporiert und über Nacht am HV getrocknet. Nach einer Säulenchromatographie
(stufenweise Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10 und 50:50) wurde
Produkt 15 als farbloser Feststo� (0,18 g, 5,1 %) erhalten.
Summenformel: C50H88O7S2, M = 865,36 g/mol

DC: Rf = 0,56 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 864,597 Da; Masse gefunden: 864,593; ∆ m/z = 4,9 ppm,

(Abb. B.4, S. 147)

NMR (CDCl3): δH = 5,34 (Cho H-6), 4,34 (Gal H-6b), 4,32 (Gal H-1β), 4,29 (Gal H-6a), 3,89 (Gal

H-4), 3,66 (Gal H-5), 3,62 (Gal H-2), 3,57 (Gal H-3), 3,54 (Cho H-3), 2,40 (Cho H-4α), 2,30 (FA H-2),

2,26 (Cho H-4β), 2,01 (Cho H-12β), 1,97 (Cho H-7β), 1,83 (Cho H-16α), 1,83 (Cho H-16α), 1,83 (Cho

H-1β), 1,60 (Cho H-2α), 1,60 (FA H-3), 1,52 (Cho H-25), 1,51 (Cho H-11α), 1,46 (Cho H-7α), 1,45 (Cho

H-11β), 1,40 (Cho H-8), 1,36 (Cho H-15α), 1,36 (Cho H-20), 1,33 (Cho H-23R), 1,32 (Cho H-22R), 1,26

(FA H-4 . . . H-12), 1,16 (Cho H-12α), 1,12 (Cho H-24), 1,12 (Cho H-23S), 1,08 (Cho H-17), 1,06 (Cho

H-24), 1,02 (Cho H-1α), 1,02 (Cho H-15β), 0,99 (Cho H-19), 0,92 (Cho H-22S), 0,92 (Cho H-14), 0,91

(Cho H-21), 0,91 (Cho H-9), 0,88 (Cho H-26), 0,84 (Cho H-27), 0,68 (Cho H-18) δC = 173,70 (FA C-1),

140,34 (Cho C-5), 122,03 (Cho C-6), 101,56 (Gal C-1), 79,56 (Cho C-3), 73,25 (Gal C-3), 72,22 (Gal

C-5), 71,31 (Gal C-2), 68,67 (Cho C-4), 68,46 (Gal C-4), 62,61 (Gal C-6), 56,62 (Cho C-14), 56,06 (Cho

C-17), 50,02 (Cho C-9), 42,31 (Cho C-13), 39,63 (Cho C-12), 39,36 (Cho C-24), 39,18 (FA C-15), 37,14

(Cho C-1), 36,68 (Cho C-10), 36,05 (Cho C-22), 35,63 (Cho C-20), 34,11 (FA C-2), 32,66 (S-Et C-1),

31,79 (Cho C-7), 31,71 (Cho C-8), 29,55 (Cho C-2), 29,53, 29,48[2], 29,45[2], 29,38, 29,22, 29,11[2] (FA

C-4 . . . C-12), 29,11 (FA C-14), 28,39 (FA C-13), 28,07 (Cho C-16), 27,84 (Cho C-25), 24,81 (FA C-3),
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24,13 (Cho C-15), 23,70 (Cho C-23), 22,65 (Cho C-27), 22,39 (Cho C-26), 20,92 (Cho C-11), 19,21 (Cho

C-19), 18,56 (Cho C-21), 14,30 (S-Et C-2), 11,70 (Cho C-18) (Abb. A.16, S. 141)

3.2.8.4 Cholesteryl-6-O-decanoyl-β-D-galactopyranosid (16)

Abbildung 3.16: Strukturformel von 16

CGal (4, 2 g, 3,6 mmol), Produkt 9 (746 mg, 3,3 mmol), Lipase Amano PS (2 g) und Mo-
lekularsieb wurden unter Argonatmosphäre in Pyridin (20 ml) gelöst bzw. suspendiert
und 5 d bei 50 ◦C gerührt. Es wurde einmal Lipase (2 g) zugegeben und die Reaktion 5 d
fortgeführt. Das Rohprodukt wurde durch eine Pore-2 Fritte �ltriert und im Vakuum
eingeengt. Die viskose Substanz wurde mittels einer Säulenchromatographie (stufenweise
Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10 und 80:20) aufgetrennt. Die Frak-
tionen mit dem sauberen Produkt wurden vereinigt und eingeengt, um Produkt 16 als
farbloses Pulver (0,32 g, 14 %) zu erhalten.
Summenformel: C43H74O7, M = 703,04 g/mol

DC: Rf = 0,50 (CHCl3/MeOH 85:15)

ESI-MS: exakte Masse: 702,54 Da; m/z gefunden: 725,5; ∆ m/z = 23,0 ([M+Na]+)

NMR (CDCl3): δH = 5,34 (Cho H-6), 4,37 (Gal H-6b), 4,31 (Gal H-1β), 4,24 (Gal H-6a), 3,86 (Gal

H-4), 3,66 (Gal H-5), 3,56 (Gal H-3), 3,56 (Gal H-2), 3,47 (Cho H-3), 2,37 (Cho H-4α), 2,30 (FA H-2),

2,26 (Cho H-4β), 2,02 (Cho H-12β), 1,97 (Cho H-7β), 1,85 (Cho H-16α), 1,83 (Cho H-1β), 1,59 (Cho

H-2α), 1,59 (FA H-3), 1,57 (Cho H-15α), 1,52 (Cho H-11α), 1,52 (Cho H-25), 1,47 (Cho H-7α), 1,46

(Cho H-11β), 1,41 (Cho H-8), 1,36 (Cho H-22R), 1,32 (Cho H-23R), 1,32 (Cho H-20), 1,27 (Cho H-2β),

1,27 (FA H-4 . . . H-9), 1,21 (Cho H-16β), 1,15 (Cho H-12α), 1,13 (Cho H-24), 1,12 (Cho H-23S), 1,08

(Cho H-17), 1,04 (Cho H-15β), 1,03 (Cho H-24), 1,03 (Cho H-1α), 1,00 (Cho H-14), 1,00 (Cho H-19),

0,94 (Cho H-9), 0,92 (Cho H-22S), 0,92 (Cho H-21), 0,88 (Cho H-26), 0,88 (FA H-10), 0,85 (Cho H-27),

0,68 (Cho H-18) δC = 173,75 (FA C-1), 140,28 (Cho C-5), 121,80 (Cho C-6), 101,58 (Gal C-1), 79,36

(Cho C-3), 73,37 (Gal C-3), 72,33 (Gal C-5), 71,04 (Gal C-2), 68,67 (Gal C-4), 63,06 (Gal C-6), 56,62

(Cho C-14), 56,03 (Cho C-17), 50,04 (Cho C-9), 42,15 (Cho C-13), 39,63 (Cho C-12), 39,35 (Cho C-24),

38,60 (Cho C-4), 37,16 (Cho C-1), 36,52 (Cho C-10), 36,02 (Cho C-22), 35,61 (Cho C-20), 34,13 (FA

C-2), 31,77 (Cho C-7), 31,71 (Cho C-8), 29,48 (FA C-8), 29,39 (Cho C-2), 29,19[2], 29,10[2] (FA C-4

. . . C-7), 28,04 (Cho C-16), 27,82 (Cho C-25), 24,80 (FA C-3), 24,10 (Cho C-15), 23,65 (Cho C-23),

22,60 (Cho C-27), 22,51 (FA C-9), 22,34 (Cho C-26), 20,91 (Cho C-11), 19,15 (Cho C-19), 18,51 (Cho

C-21), 13,90 (FA C-10), 11,65 (Cho C-18) (Abb. A.17, S. 142)

3.2.8.5 Cholesteryl-6-O-hexanoyl-β-D-galactopyranosid (17)

CGal (4, 1,7 g, 3,1 mmol), Verbindung 10 (477 mg, 2,8 mmol), Lipase Amano PS
(1,7 g) und etwas Molekularsieb wurden unter Argon in Pyridin (17 ml) gelöst bzw.
suspendiert und bei 50 ◦C für 5 d gerührt. Zusätzliche Lipase (1,7 g) wurde hinzugefügt
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Abbildung 3.17: Strukturformel von 17

und die Reaktion 6 d fortgesetzt. Die abgekühlte Reaktionslösung wurde durch eine Pore-
3 Fritte �ltriert, mit KG60 versetzt, alles im Vakuum eingeengt und einmal mit Toluol
koevaporiert. Das Rohprodukt wurde mittels einer Säulenchromatographie (stufenweise
Elution mit: Hexan/EE 1:1, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5 und 90:10) gereinigt, um das
Produkt 17 als farblosen, körnigen Feststo� (0,56 g, 31 %) zu erhalten.
Summenformel: C39H66O7, M = 646,94 g/mol

DC: Rf = 0,47 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 646,481 Da; Masse gefunden: 646,463; ∆ m/z = 27,5 ppm,

(Abb. B.5, S. 147)

NMR (CDCl3): δH = 5,33 (Cho H-6), 4,38 (Gal H-6b), 4,32 (Gal H-1β), 4,24 (Gal H-6a), 3,91 (Gal

H-4), 3,65 (Gal H-5), 3,62 (Gal H-2), 3,59 (Gal H-3), 3,53 (Cho H-3), 2,36 (Cho H-4α), 2,29 (FA H-2),

2,23 (Cho H-4β), 2,01 (Cho H-12β), 1,95 (Cho H-7β), 1,86 (Cho H-16α), 1,82 (Cho H-1β), 1,60 (FA

H-3), 1,58 (Cho H-2α), 1,54 (Cho H-7α), 1,54 (Cho H-15α), 1,51 (Cho H-11α), 1,50 (Cho H-25), 1,45

(Cho H-8), 1,45 (Cho H-11β), 1,36 (Cho H-20), 1,33 (Cho H-23R), 1,32 (Cho H-22R), 1,30 (FA H-4),

1,29 (FA H-5), 1,28 (Cho H-16β), 1,26 (Cho H-2β), 1,12 (Cho H-12α), 1,12 (Cho H-23S), 1,08 (Cho

H-17), 1,06 (Cho H-24), 1,03 (Cho H-1α), 1,01 (Cho H-15β), 1,00 (Cho H-24), 0,98 (Cho H-19), 0,98

(Cho H-14), 0,92 (Cho H-9), 0,92 (Cho H-21), 0,91 (Cho H-22S), 0,89 (FA H-6), 0,88 (Cho H-26), 0,84

(Cho H-27), 0,68 (Cho H-18) δC = 173,53 (FA C-1), 140,38 (Cho C-5), 121,93 (Cho C-6), 101,79 (Gal

C-1), 79,69 (Cho C-3), 73,48 (Gal C-3), 72,48 (Gal C-5), 70,94 (Gal C-2), 68,90 (Gal C-4), 63,14 (Gal

C-6), 56,77 (Cho C-14), 56,19 (Cho C-17), 50,13 (Cho C-9), 42,28 (Cho C-13), 39,77 (Cho C-12), 39,47

(Cho C-24), 38,84 (Cho C-4), 37,29 (Cho C-1), 36,61 (Cho C-10), 36,16 (Cho C-22), 35,75 (Cho C-20),

34,14 (FA C-2), 31,91 (Cho C-7), 31,83 (Cho C-8), 31,35 (FA C-4), 29,61 (Cho C-2), 28,18 (Cho C-16),

27,94 (Cho C-25), 24,56 (FA C-3), 24,24 (Cho C-15), 23,83 (Cho C-23), 22,76 (Cho C-27), 22,51 (Cho

C-26), 22,31 (FA C-5), 21,04 (Cho C-11), 19,34 (Cho C-19), 18,67 (Cho C-21), 13,93 (FA C-6), 11,80

(Cho C-18) (Abb. A.18, S. 142)

3.2.8.6 Cholesteryl-6-O-butanoyl-β-D-galactopyranosid (18)

Abbildung 3.18: Strukturformel von 18

CGal (4, 1 g, 1,8 mmol), Produkt 11 (218 mg, 1,5 mmol), Lipase Amano PS (1 g)
und eine Spatelspitze Molekularsieb wurden unter Argonatmosphäre in Pyridin (10 ml)
gelöst bzw. suspendiert und 5 d bei 50 ◦C gerührt. Nach der Zugabe von neuer Lipase
(1 g) wurde die Reaktion unter den gleichen Bedingungen 5 d fortgesetzt. Die Lipase
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wurde mit einer Pore-3 Fritte ab�ltriert, das klare, gelbe Filtrat mit KG60 versetzt und
alles im Vakuum einrotiert. Das Rohprodukt wurde mittels einer Säulenchromatographie
(stufenweise Elution mit jeweils zwei CV: Hexan/EE 1:1, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10,
80:20) aufgereinigt, um das Produkt 18 als farblosen, amorphen Feststo� (0,27 g, 29 %)
zu erhalten.
Summenformel: C37H62O7, M = 618,88 g/mol

DC: Rf = 0,44 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 618,450 Da; Masse gefunden: 618,441; ∆ m/z = 14,5 ppm,

(Abb. B.6, S. 148)

NMR (CDCl3): δH = 5,34 (Cho H-6), 4,37 (Gal H-6b), 4,32 (Gal H-1β), 4,21 (Gal H-6a), 3,90

(Gal H-4), 3,66 (Gal H-5), 3,62 (Gal H-2), 3,61 (Gal H-3), 3,54 (Cho H-3), 2,40 (Cho H-4α), 2,28 (FA

H-2), 2,25 (Cho H-4β), 2,01 (Cho H-12β), 1,96 (Cho H-7β), 1,86 (Cho H-16α), 1,82 (Cho H-1β), 1,63

(FA H-3), 1,59 (Cho H-2α), 1,55 (Cho H-15α), 1,51 (Cho H-11α), 1,50 (Cho H-25), 1,45 (Cho H-7α),

1,45 (Cho H-11β), 1,40 (Cho H-8), 1,36 (Cho H-20), 1,33 (Cho H-23R), 1,32 (Cho H-22R), 1,26 (Cho

H-16β), 1,26 (Cho H-2β), 1,12 (Cho H-23S), 1,12 (Cho H-12α), 1,09 (Cho H-24), 1,08 (Cho H-17), 1,06

(Cho H-24), 1,03 (Cho H-1α), 1,01 (Cho H-15β), 0,99 (Cho H-19), 0,98 (Cho H-14), 0,93 (FA H-4), 0,92

(Cho H-22S), 0,92 (Cho H-21), 0,90 (Cho H-9), 0,88 (Cho H-26), 0,84 (Cho H-27), 0,68 (Cho H-18) δC
= 173,42 (FA C-1), 140,37 (Cho C-5), 121,99 (Cho C-6), 101,69 (Gal C-1), 79,59 (Cho C-3), 73,48 (Gal

C-3), 72,44 (Gal C-5), 71,04 (Gal C-2), 68,84 (Gal C-4), 63,01 (Gal C-6), 56,76 (Cho C-14), 56,19 (Cho

C-17), 50,15 (Cho C-9), 42,30 (Cho C-13), 39,78 (Cho C-12), 39,49 (Cho C-24), 38,81 (Cho C-4), 37,28

(Cho C-1), 36,64 (Cho C-10), 36,18 (Cho C-22), 36,06 (FA C-2), 35,76 (Cho C-20), 31,93 (Cho C-7),

31,85 (Cho C-8), 29,60 (Cho C-2), 28,20 (Cho C-16), 27,97 (Cho C-25), 24,26 (Cho C-15), 23,83 (Cho

C-23), 22,78 (Cho C-27), 22,53 (Cho C-26), 21,05 (Cho C-11), 19,35 (Cho C-19), 18,70 (Cho C-21),

18,39 (FA C-3), 13,70 (FA C-4), 11,83 (Cho C-18) (Abb. A.19, S. 143)

3.2.8.7 Cholesteryl-6-O-acetyl-β-D-galactopyranosid (19)

Abbildung 3.19: Strukturformel von 19

CGal (4, 1,7 g, 3,1 mmol), Produkt 12 (321 mg, 2,8 mmol), Lipase Amano PS (1,7 g)
und etwas Molekularsieb wurden unter Argon in Pyridin (17 ml) gelöst bzw. suspendiert
und bei 50 ◦C für 5 d gerührt. Weitere Lipase (1,7 g) wurde hinzugefügt und die Reaktion
6 d fortgeführt. Die Reaktionslösung wurde durch eine Pore-3 Fritte �ltriert, das Filtrat
mit KG60 versetzt, im Vakuum eingeengt und einmal mit Toluol koevaporiert. Das
Rohprodukt wurde mittels Säulenchromatographie (stufenweise Elution mit je zwei CV:
Hexan/EE 1:1, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10 und 80:20) gereinigt, um das Produkt
19 als leicht gelben, amorphen Feststo� (0,12 g, 7,5 %) zu gewinnen.
Summenformel: C35H58O7, M = 590,83 g/mol

DC: Rf = 0,39 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 590,418 Da; Masse gefunden: 590,416; ∆ m/z = 3,5 ppm,

(Abb. B.7, S. 148)
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NMR (CDCl3): δH = 5,34 (Cho H-6), 4,36 (Gal H-6b), 4,32 (Gal H-1β), 4,23 (Gal H-6a), 3,92

(Gal H-4), 3,66 (Gal H-5), 3,64 (Gal H-3), 3,62 (Gal H-2), 3,54 (Cho H-3), 2,37 (Cho H-4α), 2,22

(Cho H-4β), 2,05 (FA H-2), 2,01 (Cho H-12β), 1,95 (Cho H-7β), 1,83 (Cho H-16α), 1,82 (Cho H-1β),

1,58 (Cho H-2α), 1,56 (Cho H-15α), 1,51 (Cho H-11α), 1,50 (Cho H-25), 1,47 (Cho H-7α), 1,45 (Cho

H-11β), 1,40 (Cho H-8), 1,36 (Cho H-20), 1,33 (Cho H-22R), 1,33 (Cho H-23R), 1,26 (Cho H-16β),

1,26 (Cho H-2β), 1,13 (Cho H-12α), 1,12 (Cho H-23S), 1,09 (Cho H-24), 1,08 (Cho H-17), 1,06 (Cho

H-24), 1,02 (Cho H-1α), 1,02 (Cho H-15β), 0,99 (Cho H-19), 0,98 (Cho H-14), 0,92 (Cho H-22S), 0,92

(Cho H-21), 0,91 (Cho H-9), 0,87 (Cho H-26), 0,80 (Cho H-27), 0,68 (Cho H-18) δC = 170,85 (FA C-1),

140,40 (Cho C-5), 121,97 (Cho C-6), 101,79 (Gal C-1), 79,67 (Cho C-3), 73,46 (Gal C-3), 72,32 (Gal

C-5), 70,91 (Gal C-2), 68,81 (Gal C-4), 63,24 (Gal C-6), 56,76 (Cho C-14), 56,19 (Cho C-17), 50,11

(Cho C-9), 42,29 (Cho C-13), 39,76 (Cho C-12), 39,47 (Cho C-24), 38,85 (Cho C-4), 37,27 (Cho C-1),

36,62 (Cho C-10), 36,16 (Cho C-22), 35,76 (Cho C-20), 31,91 (Cho C-7), 31,83 (Cho C-8), 29,61 (Cho

C-2), 28,19 (Cho C-16), 27,95 (Cho C-25), 24,24 (Cho C-15), 23,83 (Cho C-23), 22,76 (Cho C-27), 22,51

(Cho C-26), 21,05 (Cho C-11), 20,85 (FA C-2), 19,35 (Cho C-19), 18,68 (Cho C-21), 11,83 (Cho C-18)

(Abb. A.20, S. 143)

3.2.8.8 Methyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyrano-
sid (20)

Abbildung 3.20: Strukturformel von 20

Gekauftes Methyl-β-D-galactopyranosid162 (0,61 g, 3,2 mmol), Verbindung 8 (0,99 g,
2,5 mmol) und Lipase Amano PS (1,3 g) wurden unter Argon in Pyridin (10 ml) gelöst
bzw. suspendiert und 8 d bei 50 ◦C gerührt. Die Reaktionslösung wurde durch eine
Pore-3 Fritte �ltriert und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde mit einer Säu-
lenchromatographie (stufenweise Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH 98:2, 95:5, 90:10
und 80:20) gereinigt und das Produkt 20 als farbloses Pulver (0,83 g, 64 %) erhalten.
Summenformel: C24H46O7S2, M = 510,75 g/mol

DC: Rf = 0,39 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 510,269 Da; Masse gefunden: 510,266; ∆ m/z = 4,6 ppm,

(Abb. B.8, S. 149)

NMR (CDCl3): δH = 4,33 (m, 1 H; Gal H-6a), 4,26 (m, 1 H; Gal H-6b), 4,15 (d, J1,2 = 7,2 Hz, 1

H; Gal H-1β), 3,91 (s, 1 H; Gal H-4), 3,66 (t, J5,6a = 6,8 Hz, 1 H; Gal H-5), 3,62 (d, J2,3 = 8,4 Hz, 1 H;

Gal H-2), 3,58 (1 H; Gal H-3), 3,53 (s, 3 H; Me ), 2,70 (q, J = 6,9 Hz, 1,9 H; Et H-1), 2,68 (t, J = 7,2

Hz, 1,9 H; FA H-15), 2,31 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 1,67 (m, J = 7,2 Hz, 2 H; FA H-14), 1,60 (m,

J = 6,9 Hz, 2 H; FA H-3), 1,37 (2 H; FA H-13), 1,32 (t, J = 7,5 Hz, 3 H; Et H-2), 1,26 (m, 18 H; FA

H-4 . . . H-12) δC = 173,66 (FA C-1), 103,90 (Gal C-1), 73,32 (Gal C-3), 72,50 (Gal C-5), 70,87 (Gal

C-2), 68,80 (Gal C-4), 63,09 (Gal C-6), 56,93 (Me), 39,17 (FA C-15), 34,04 (FA C-2), 32,66 (Et C-1),

162#66920, Fluka
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29,54 [3 C], 29,49, 29,40 [2 C], 29,22, 29,13 [2 C] (FA C-4 . . . C-12), 29,08 (FA C-14), 28,41 (FA C-13),

24,80 (FA C-3), 14,36 (Et C-2) (Abb. A.21, S. 144)

3.2.8.9 Phenyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyra
nosid (21)

Abbildung 3.21: Strukturformel von 21

Kommerziell erworbenes Phenyl-β-D-galactopyranosid163 (0,87 g, 3,4 mmol), Verbindung
8 (1,05 g, 2,7 mmol) und Lipase Amano PS (1,4 g) wurden unter Argonatmosphäre in
Pyridin (10 ml) gelöst bzw. suspendiert und für 8 d bei 50 ◦C gerührt. Die Reaktions-
lösung wurde durch eine Pore-3 Fritte �ltriert, am Rotationsverdampfer eingeengt und
mittels einer Säulenchromatographie (stufenweise Elution mit: CHCl3, CHCl3/MeOH
98:2, 95:5, 90:10 und 80:20) gereinigt und das Produkt 21 als farbloses Pulver (0,80 g,
52 %) erhalten.
Summenformel: C29H48O7S2, M = 572,81 g/mol

DC: Rf = 0,44 (CHCl3/MeOH 85:15)

MALDI-TOF-MS: exakte Masse: 572,284 Da; Masse gefunden: 572,265; ∆ m/z = 33,8 ppm,

(Abb. B.9, S. 149)

NMR (CDCl3): δH = 7,15 (t, J = 7,7 Hz, 2 H; Ph H-3, H-5), 6,97 (d, J = 8,1 Hz, 2 H; Ph H-2,

H-6), 6,96 (s, 1 H; Ph H-4), 4,73 (d, J1,2 = 7,5 Hz, 1 H; Gal H-1β), 4,33 (t, J6a,6b = 9,6 Hz, 1 H; Gal

H-6a), 4,14 (d, J6a,6b = 8,7 Hz, 1 H; Gal H-6b), 4,03 (t, J2,3 = 8,4 Hz, 1 H; Gal H-2), 3,96 (s, 1 H; Gal

H-4), 3,73 (d, J2,3 = 9,3 Hz, 1 H; Gal H-3), 3,63 (s, 1 H; Gal H-5), 2,69 (q, J = 6,9 Hz, 1,9 H; Et H-1),

2,68 (t, J = 6,6 Hz, 1,9 H; FA H-15), 2,21 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 1,67 (m, J = 7,1 Hz, 2 H; FA

H-14), 1,53 (t, J = 6,8 Hz, 2 H; FA H-3), 1,37 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-13), 1,32 (t, J = 7,5 Hz, 3

H; Et H-2), 1,24 (m, 18 H; FA H-4 . . . H-12) δC = 173,58 (FA C-1), 157,06 (Ph C-1), 129,67 (Ph C-3,

C-5), 122,69 (Ph C-4), 117,04 (Ph C-2, C-6), 101,24 (Gal C-1), 73,29 (Gal C-3), 72,80 (Gal C-5), 70,80

(Gal C-2), 68,80 (Gal C-4), 63,08 (Gal C-6), 39,23 (FA C-15), 34,03 (FA C-2), 32,71 (Et C-1), 29,59 [3

C], 29,53, 29,46, 29,44, 29,24, 29,17 [2 C] (FA C-4 . . . C-12), 29,16 (FA C-14), 28,45 (FA C-13), 24,70

(FA C-3), 14,38 (Et C-2) (Abb. A.22, S. 144)

3.2.9 Schützung und Entschützung der Mercaptogruppe

3.2.9.1 15-(2-Ethyldisulfanyl)pentadecansäure (5)

15-Mercaptopentadecansäure (97 %, 5 g, 17,7 mmol) und Diethyldisul�d (4,4 ml, 35,3 mmol)
wurden in Triethylamin (50 ml) aufgelöst und bei 70 ◦C für 17 h gerührt. Die Lösung
wurde im Vakuum einrotiert und am HV getrocknet. Ohne Aufreinigung wies das Pro-
dukt 5 im NMR keine Eduktsignale mehr auf, so dass von einem vollständigen Umsatz
(100 %, 17,7 mmol) ausgegangen werden kann.
163#78552, Fluka
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Summenformel: C17H34O2S2, M = 334,58 g/mol

DC: Rf = 0,65 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 334,20 Da; m/z gefunden: 333,2; ∆ m/z = -1,0 ([M-H]-)

NMR (CDCl3): δH = 12,71 (s, 1 H; FA H-1), 3,11 (q, J = 7,3 Hz, 1,8 H; Et H-1), 2,51 (t, J = 7,1

Hz, 1,6 H; FA H-15), 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2 H; FA H-2), 1,60 (m, 2 H; FA H-3), 1,60 (m, 2 H; FA H-14),

1,38 (2 H; FA H-13), 1,31 (2 H; FA H-4), 1,26 (m, 16 H; FA H-5 . . . H-12), 1,25 (d, J = 10,7 Hz, 3 H;

Et H-2) δC = 178,52 (FA C-1), 44,73 (Et C-1), 35,12 (FA C-2), 33,79 (FA C-14), 29,36 [3 C], 29,32,

29,25 [2 C], 29,10, 29,06 (FA C-5 . . . C-12), 28,81 (FA C-4), 28,11 (FA C-13), 25,12 (FA C-3), 24,34

(FA C-15), 8,12 (Et C-2)

3.2.9.2 Entschützung des 2-Ethyldisulfanyl-Restes (23)

Zu Verbindung 8 (22,9 mg, 58,8 µmol) wurden 165 µl einer Mischung Pyridin/H2O 9:1
(v/v) und 64,7 µl einer 1,0 M Triethylphosphinlösung in THF164 (7,6 mg, 64,7 µmol)
zugegeben und alles gerührt. Gemäÿ DC- und NMR-Kontrolle war die Entschützung
bereits nach 6 min beendet und nach 1 h wurde die Flüssigkeit am HV verdampft. Im
NMR wurden keine Signale des Phosphins oder des Phosphinoxides mehr beobachtet.
Summenformel: C18H35NO2S, M = 329,54 g/mol

DC: Rf = 0,78 (Toluol/Aceton 3:1)

ESI-MS: exakte Masse: 329,24 Da; m/z gefunden: 330,2; ∆ m/z = +1,0 ([M+H]+)

exakte Masse (Disul�d): 656,46 Da; m/z gefunden: 657,3; ∆ m/z = +0,84 ([M+H]+)

NMR (CDCl3): δH = 2,52 (q, J = 7,1 Hz, 2 H; FA H-15), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2 H; FA H-2), 2,05

(s, 3 H; Oxim H-trans), 1,99 (s, 3 H; Oxim H-cis), 1,69 (m, J = 7,2 Hz, 2 H; FA H-3), 1,61 (m, J = 7,4

Hz, 2 H; FA H-14), 1,32 (SH), 1,26 (m, 20 H; FA H-4 . . . H-13) δC = 171,20 (FA C-1), 163,58 (Oxim

C-2), 34,02 (FA C-14), 33,01 (FA C-2), 29,58 [2 C], 29,54 [2 C], 29,48, 29,41, 29,20, 29,12 (FA C-5 . . .

C-12), 29,04 (FA C-4), 28,35 (FA C-13), 24,94 (FA C-3), 24,62 (FA C-15), 21,98 (Oxim C-trans), 16,90

(Oxim C-cis)

3.2.9.3 Cholesteryl-6-O-(15-mercaptopentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid
(22)

Abbildung 3.23: Strukturformel von 22

Verbindung 15 (24,6 mg, 28,4 µmol) wurde in Pyridin/H2O 9:1 (217 µl) aufgelöst und
unter Rühren wurden 28,4 µl einer 1,0 M Triethylphosphinlösung in THF (3,36 mg,
28,4 µmol) hinzugefügt. Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei RT wurde die Reakti-
onslösung im Vakuum einrotiert und über Nacht am HV getrocknet. Die abgespaltene
Schutzgruppe und sowohl nicht umgesetztes Triethylphosphin als auch entstandenes
Triethylphosphinoxid waren vollständig verdampft und nur das leicht gelbe Produkt 22
blieb zurück (94,1 % nach NMR). Da das Produkt oxidationsemp�ndlich war, wurde es

164Triethylphosphin Lösung, 1.0 M in THF, #346179, Aldrich
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gleich für die Konjugation weiter verwendet.
Summenformel: C48H84O7S, M = 805,24 g/mol

DC: Rf = 0,53 (CHCl3/MeOH 85:15)

ESI-MS: n. det. (oxidationsemp�ndlich)

NMR (CDCl3): Aufgrund der Oxidationsemp�ndlichkeit von Produkt 22 wurde nur von

einem geringen Anteil (≈ 2 mg) ein 1H-NMR-Spektrum gemessen, das nicht zur vollständigen

Signalzuordnung ausreichte. Die Signale der Mercaptofunktion stimmten jedoch mit denen von

23 überein, während die Signale der Schutzgruppe kaum noch nachweisbar waren.

3.2.10 Konjugation von ACGal an Trägerproteine

3.2.10.1 Verwendung voraktivierter Trägerproteine

Konjugation an maleimidaktiviertes KLH Die Konjugation wurde nach Anwei-
sungen des Herstellers des KLH-Kits165 durchgeführt. Das entschützte, mercaptofunk-
tionalisierte ACGal 22 (2,53 mg, 3,1 µmol) (s. 3.2.9.3) wurde in DMSO (100 µl) gelöst
und mit Konjugationspu�er (100 µl) versetzt. Der Niederschlag löste sich nach 30 min
weitgehend auf. Es wurden 2 mg KLH in 200 µl H2O zugegeben und alles 2 h bei RT
gerührt. Die Reaktionslösung wurde in ein Ultra�ltrationsgefäÿ166 überführt sowie mit
3,6 ml einer 5%igen DMSO-Lösung in Reinigungs-Salzpu�er verdünnt und vermischt.
Die Gefäÿe wurden für 1 h mit 3200 x g und 4 ◦C zentrifugiert und die 250 µl Retentat
erneut mit 3,75 ml verdünnt. Die Aufkonzentration und Verdünnung wurden einmal
wiederholt.

Konjugation an maleimidaktiviertes BSA Das ACGal 22 (22,9 mg, 28,4 µmol)
wurde in DMSO (100 µl) gelöst und maleimidaktiviertes BSA167 (5 mg in 500 µl Pu�er)
durch ein Septum hinzugefügt. Die Lösung, die sich relativ schnell eintrübte, wurde 2 h
bei RT gerührt, in ein Ultra�ltrationsgefäÿ überführt, mit 5 % DMSO in PBS auf 4 ml
aufgefüllt (1:6,6 Verdünnung) und für 1 h bei 3200 x g, 4 ◦C zentrifugiert. Das Retentat
wurde zweimal mit einer 5%igen DMSO-Lösung in PBS 1:15 verdünnt, gemischt und
zentrifugiert, um die in der Reaktionslösung vorhandene Ethylendiamintetraessigsäure
heraus zu verdünnen.

3.2.10.2 Verwendung von SMCC als Linker

Das funktionalisierte ACGal 22 wurde zunächst an SMCC168 gekoppelt und diese Ver-
bindung mit dem Protein zum ACGal-Protein-Konjugat verknüpft (Abb. 3.24, S. 63).

Konjugation an BSA Das geschützte, mercaptofunktionalisierte ACGal 15 (2 mg,
2,3 µmol) wurde in 50 µl Pyridin/H2O 9:1 (v/v) aufgelöst. Zur reduktiven Entschützung
wurden 2,2 µl einer 1 M Triethylphosphinlösung in THF169 zugegeben, 1 h bei 33 ◦C

165Imject R©Maleimide-Activated mcKLH Kit, #77611, Thermo Fisher Scienti�c (früher Pierce Bio-
technology), Bonn
166Amicon Ultra-4 centrifugal device 30 K NWCO, 4 ml, #UFC803008, Millipore
167Imject R©Maleimide-Activated Bovine Serum Albumin, #77115, Thermo Fisher Scienti�c
168Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-1-carboxylat, #22360, Thermo Fisher Scienti�c
169wie Anm. 164
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geschüttelt und die Flüssigkeit 30 min im N2-Strom abgeblasen. Unverzüglich wurden
36,8 µl einer 59,8 mM SMCC-Lösung in DMF zupipettiert und 2,5 h bei 33 ◦C geschüt-
telt. Die eine Hälfte davon wurde mit 100 µl einer 1%igen SDS/BSA170-Lösung171 und
die andere mit 100 µl einer 10%igen SDS/BSA-Lösung172 versetzt, kräftig gemischt und
16 h bei 34 ◦C geschüttelt. Es wurden eine ziemlich trübe (1 % SDS) und eine klare,
aber mit sichtbaren Aggregaten durchsetzte, (10 % SDS) Lösung erhalten. Parallel dazu
wurden ein Kontrollkonjugat mit L-Cystein (0,48 mg, 4 µmol) sowie eine Blindprobe
vollkommen ohne Thiol mit den identischen Mengen Linker- und SDS-Lösung sowie
gleichen Reaktionszeiten hergestellt. Die erhaltenen Lösungen waren klar und farblos.

Abbildung 3.24: Strukturformel eines ACGal-Protein-Konjugates. Das entschützte, funktionalisierte ACGal wurde mit dem
Linker SMCC über dessen Maleimid-Funktion gekoppelt. Diese Verbindung wurde über die NHS-Funktion des Linkers mit dem
Protein konjugiert. Die verwendeten Proteine waren BSA, OVA und KLH.

Konjugation an KLH Die Konjugation von ACGal an KLH erfolgte ähnlich der
BSA-Konjugation: Verbindung 15 (3,4 mg, 3,93 µmol) wurde in 50 µl Pyridin/H2O 9:1
gelöst, mit Triethylphosphin (3,73 µl 1 M in THF, 3,73 µmol) versetzt, 1 h bei 32 ◦C
geschüttelt und abgeblasen. SMCC (62,4 µl 59,8 mM in DMF, 3,73 µmol) wurde zuge-
geben und alles 2,5 h bei 32 ◦C geschüttelt. Von dieser Lösung wurden 22 µl (35,3 % des
Ansatzes entsprechend 1,39 µmol 15) mit 120 µl einer 10%igen SDS/KLH173-Lösung174

versetzt, kräftig gemischt und 19 h bei 34 ◦C geschüttelt. Es wurde eine farblose, opa-
leszente Lösung erhalten.

Konjugation an OVA Die Konjugation von ACGal an das Trägerprotein OVA wurde
analog der BSA-Konjugation durchgeführt: die Verbindung 15 (2,63 mg, 3,04 µmol)
wurde in 50 µl Pyridin/H2O 9:1 gelöst, mit Triethylphosphin (3,0 µl 1 M in THF,
3,0 µmol) versetzt, 1 h bei 35 ◦C geschüttelt und abgeblasen. SMCC (48,5 µl 59,8 mM
in DMF, 2,9 µmol) wurde zugegeben und die Lösung 2,5 h bei 35 ◦C geschüttelt. Je
eine Hälfte (entsprechend 1,5 µmol 15) wurde mit 130 µl einer 10%igen SDS/OVA175-
Lösung176 versetzt, intensiv gemischt und 19 h bei 35 ◦C geschüttelt. Die Lösung war
am Ende farblos und opaleszent. Mit den gleichen Mengen Linker und Proteinlösung
wurden parallel dazu ein Kontrollkonjugat mit L-Cystein (0,68 mg, 5,6 µmol) und eine

170Albumin from bovine serum, Cohn's AnalogTM, Fraction V, #A1479, Sigma
17110 mg/ml SDS, 10 mg/ml BSA in PBS
172100 mg/ml SDS, 10 mg/ml BSA in PBS
173Hemocyanin from Megathura crenulata (keyhole limpet), #H7017, Sigma
174100 mg/ml SDS, 10 mg/ml KLH in 31 mM Natriumphosphatpu�er, pH 7,4
175Albumin from chicken egg white, Grade VI, #A2512, Sigma, später Albumin from chicken egg
white, for use as a marker in SDS-PAGE, #A7642, Sigma
176100 mg/ml SDS, 10 mg/ml OVA in PBS
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Blindprobe vollkommen ohne Thiol hergestellt, die zu klaren und farblosen Lösungen
geführt haben.

Entfernung des SDS aus den Konjugaten Das SDS in den Konjugationslösungen
wurde durch wiederholtes Herunterverdünnen und Aufkonzentrieren mittels Ultra�ltra-
tionsgefäÿen177 entfernt. Die Konjugationslösungen wurden in die Gefäÿe überführt und
für 30 min bei 13 000 x g und RT bis auf ein Restvolumen von etwa 30 µl zentrifugiert.
Es wurden 300 µl einer 20%igen ACN-Lösung in PBS dazugegeben und die Flüssigkeit
mit einer Pipette intensiv vermischt. Die Gefäÿe wurden erneut für 45-60 min bei 13 000
x g zentrifugiert und die so durchgeführte Verdünnung (1:11) 5- bis 15-mal wiederholt.

3.2.11 Bromcyanspaltung

In einem Eppendorfgefäÿ wurden 5 µl ACGal-Protein-Konjugat, 45 µl PBS und 50 µl
189 mM BrCN178 in TFA 13 h bei RT gerührt. Zum Gefäÿ wurden 50 µl ACN zuge-
geben und alles 15 min gerührt. Die Flüssigkeit wurde abgeblasen, die Probe in 10 µl
ACN aufgenommen und im Massenspektrometer vermessen. Parallel dazu wurde das
unkonjugierte (maleimidaktivierte) Trägerprotein identisch behandelt und als Referenz
verwendet.

177Biomax 5k NMWL membrane 0,5ml, Ultrafree centrifugal �lter, #UFV5BCC25, Millipore
178Bromcyan, #16774, Fluka



Kapitel 4

Ergebnisse

Am Anfang der Untersuchungen wurden die Lipidstrukturen von vier pathogenen Bor-
relienarten chemisch qualitativ und quantitativ analysiert und miteinander verglichen
(s. 4.1). Daran schloss sich kurz ein Nachweis der Enzymaktivität einer Cholesterol-
Glycosyltransferase in B. burgdorferi s. s. an (s. 4.2, S. 77). Mit Zellkulturen wurde
dann die Erkennung der Gesamtlipide durch die Toll-like Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems untersucht (s. 4.3, S. 78). Auf eine Identi�zierung der Lipid-Antigene mit
LB-Patientenseren folgte eine eingehende Bestimmung der Frequenz und des Titers der
Antikörper (AK) in den Krankheitsstadien (s. 4.4, S. 80). Danach wurden die natürlichen
Strukturen des wichtigsten Glycolipides Cholesteryl-6-O-acyl-galactopyranosid (ACGal)
sowie eine Bibliothek künstlicher Unterstrukturen chemisch synthetisiert (s. 4.5, S. 84).
Auf die Bestätigung der Antigenität von synthetischem ACGal und der Bestimmung des
AK-Epitops (s. 4.5.5, S. 90) folgte die Synthese von einem funktionalisiertem ACGal (s.
4.5.6, S. 92) und dessen Konjugation an immunogene Trägerproteine (s. 4.6.1, S. 95).
Mit den Konjugaten wurden Versuchstiere immunisiert (s. 4.6.2, S. 99) und die AK um-
fassend mit den Lipidstrukturen charakterisiert (s. 4.6.3, S. 100). Um die Eignung von
ACGal als Impfsto� zu beurteilen, wurde die Bindung der spezi�schen AK an intakte
Borrelien in der Immuno�uoreszenz untersucht (s. 4.7, S. 102).

4.1 Chemische Strukturanalyse der Borrelienlipide

Zuerst erfolgte die Trennung und Identi�zierung der Gesamtlipide von B. burgdorferi
s. s. (Bbu) (s. 4.1.1). Da auch B. afzelii (Baf) und B. garinii (Bga) LB verursachen,
wurden deren Lipide � mit Schwerpunkt auf ACGal � mit denen von Bbu qualitativ und
quantitativ verglichen (s. 4.1.2, S. 72). Auch ein Erreger von Rückfall�eber � Borrelia
hermsii (Bhe) � wurde vergleichend mit einbezogen. Ein Nachweis von ACGal in sechs
weiteren Borrelienarten erfolgte nur serologisch (s. 4.4.4, S. 83).

4.1.1 Strukturanalyse der Gesamtlipide von B. burgdorferi

B. burgdorferi s. s. B31 (s. 3.1.1, S. 31) wurde in BSK-H kultiviert, gefriergetrocknet (s.
3.1.2, S. 32) und aus 603 mg Bakterientrockenmasse wurden durch Butanolextraktion
161 mg Lipide (26,7 %) gewonnen (s. 3.1.5.1, S. 33). Auf die Analyse der Gesamtlipide auf
Dünnschichtchromatogrammen folgte die säulenchromatographische Trennung (S. 66)

65
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und Quanti�zierung (S. 73) der einzelnen Lipide. Diese isolierten Lipide wurden mittels
GLC/MS, NMR und MALDI-TOF-MS chemisch analysiert (S. 67-71) und teilweise mit
Referenzsubstanzen verglichen.

4.1.1.1 Dünnschichtchromatographie

Die Gesamtlipide wurden auf Dünnschichtchromatogramme (DC) aufgetüpfelt und mit
verschiedenen Laufmitteln entwickelt (s. 3.2.1, S. 44). Durch die Einführung der sensiti-
veren Mostainfärbung (s. 3.2.1.3, S. 44) konnten selbst bei kleinen Mengen Gesamtlipid
(4 µg) einzelne Lipide deutlich angefärbt werden, die bei der zuvor benutzten Schwe-
felsäurefärbung (s. 3.2.1.3) sogar bei groÿen Mengen (40 µg) nur sehr vage sichtbar
waren. Auf den DC in den unterschiedlichen Laufmitteln (Abb. 4.4, S. 72) konnten
mit Mostain insgesamt acht Lipide deutlich angefärbt werden. Die Verwendung weite-
rer DC-Färbungen wie Joddampf (für Lipide), Ninhydrin (für NH2-Funktionen) oder
Dittmer-Lester-Reagenz (für Phospholipide) o�enbarte keine weiteren Lipide.

Abbildung 4.1: Dünnschichtchromatogramm der Glycolipide von B. burgdorferi s. s. Nach einer Butanolextraktion wurden
5 µg der Gesamtlipide von B. burgdorferi s. s. auf ein DC aufgetragen. Das DC wurde in CHCl3/MeOH 85:15 (v/v) entwickelt
und mit Mostain angefärbt (s. 3.2.1.1, S. 44). Die gefundenen Glycolipide sind mit Strukturformeln bezeichnet.

Die zwei Lipide mit den gröÿten Rf-Werten, die sich am besten mit einem unpolaren
Laufmittel (Hexan/EE 1:1) auftrennten, wurden als Neutrallipide (S. 70) identi�ziert.
Bei den zwei Lipiden mit den geringsten Rf-Werten, die erst in einem sehr polaren Lauf-
mittel (CHCl3/MeOH/H2O 65:25:4) mitwanderten, handelt es sich um Phospholipide
(S. 71). Die anderen vier Lipide mit Rf-Werten dazwischen, trennten sich besonders gut
mit dem Laufmittel CHCl3/MeOH 85:15 auf (Abb. 4.1, S. 66). Dabei handelt es sich
um Glycolipide, die den Schwerpunkt der folgenden Analysen bildeten.

4.1.1.2 Trennung der Gesamtlipide

Vor der chemischen Analyse der Strukturen mussten die einzelnen Lipide isoliert werden.
Die präparative Dünnschichtchromatographie eignet sich gut für kleinere Probenmengen
und wenn es darum geht, nur wenige Substanzen zu trennen. Bei dem vorliegenden
komplexen Substanzgemisch bestand ein erstes Problem darin, die Banden vor dem
Herauskratzen zu identi�zieren, denn keine der Substanzen ist �uoreszenzaktiv. Zudem
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wäre es unmöglich, ein Gemisch mit so unterschiedlich polaren Substanzen in einem
Schritt umfassend zu trennen.

Aus diesen Gründen wurde eine säulenchromatographische Trennung (�Flashchroma-
tographie�) der Gesamtlipide etabliert. Nach der Beladung einer Kieselgelsäule mit den
Lipiden erfolgte die stufenweise Elution mit CHCl3/MeOH-Gemischen � am Ende der
Trennung mit H2O-Anteil � mit zunehmender Polarität (s. 3.2.2, S. 45). Die gesammel-
ten Fraktionen wurden mit DC auf die enthaltenen Lipide untersucht und die Fraktionen
mit den gleichen Lipiden vereinigt (s. Tab. 4.1, S. 67), verdampft und ausgewogen.

Pool Lipid Pool Lipid Pool Lipid
1 Cholesterylester 5 ACGal & MGalD 9 CGal
2 Cholesterol 6 MGalD 10 Phospholipide
3 - 7 MGalD & CGlc 11 Nachlauf 1
4 ACGal 8 CGlc & CGal 12 Nachlauf 2

Tabelle 4.1: Lipidpools der Säulenchromatographie der Gesamtlipide von B. burgdorferi s. s.. Der Lipidinhalt der einzelnen
Fraktionen der Säulenchromatographie von B. burgdorferi s. s. (s. 3.2.2, S. 45) wurde mit DC analysiert und die Fraktionen
gleichen Inhalts vereinigt. Angegeben sind die Nummer des Pools und die enthaltenen Lipide, deren Struktur anschlieÿend
bestimmt wurde.

Mit dieser Methode konnten die Neutral- und Glycolipide � mit Ausnahme von CGlc �
jeweils sauber gewonnen werden, wobei bei MGalD und CGal auch wenige Mischfraktio-
nen auftraten, so dass keine 100%ige Trennung erreicht wurde. Nach der Auswage der
Lipidpools war durch die Abschätzung der Anteile der gemischten Pools aufgrund der
DC dennoch eine Quanti�zierung der Einzellipide möglich (s. Tab. 4.2). Die Phospholi-
pide erstreckten sich trotz stark erhöhter Polarität des Lösungsmittelgemisches teilweise
über viele Mischfraktionen und wurden � auÿer in sauberen Fraktionen für die chemi-
sche Analytik � nicht separiert (s. 4.1.2.2, S. 73). Die sauberen Lipidpools wurden für
die chemischen Analysen und die Serologie (s. 4.4, S. 80) verwendet, während mit allen
Lipidpools die Erkennung durch das angeborene Immunsystem untersucht wurde (s. 4.3,
S. 78).

4.1.1.3 Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal)

Eine GLC/MS-Analyse (s. 3.2.3, S. 45) des unpolarsten (obersten) der vier Glycolipi-
de (Abb. 4.1, S. 66) ergab nach Methanolyse und Peracetylierung die zwei Fettsäuren
Ölsäure (cis-∆9-18:1, 57,8 % der FA) und Palmitinsäure (16:0, 42,2 % der FA) sowie
das Kohlenhydrat Galactose und das Steroid Cholesterol (Abb. 4.2). Die gemessenen
NMR-Spektren (s. 3.2.4, S. 46) stimmten vollständig sowohl mit den von uns für B.
burgdorferi s. s. publizierten Daten (Schröder u. a., 2003) als auch später mit den Daten
der synthetischen ACGal mit Öl- (s. 3.2.8.1) und Palmitinsäure (s. 3.2.8.2) überein (Abb.
des 1H-Spektrums � A.1, S. 133). Bestätigt wurde diese Interpretation durch MALDI-
TOF-MS (s. 3.2.5.1, S. 47), die die beiden erwarteten exakten Massen 812,653 Da (für
Oleoyl-CGal) und 786,637 Da (für Palmitoyl-CGal) belegte: m/z = 811,653 ([M-H]-)
bzw. m/z = 786,640 ([M-H]-). Aufgrund dieser Analysen konnte somit das unpolarste
Glycolipid als Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) mit den Fettsäuren
Palmitinsäure und Ölsäure, aber � im Gegensatz zu Schröder u. a. (2003) � ohne Linol-
säure bestätigt werden (Abb. 4.1, S. 66).
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Abbildung 4.2: Vergleichende Gaschromatogramme des ACGal/ACGlc der vier Borrelienspezies. Aus den Gesamtlipiden
von B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B. garinii und B. hermsii wurde die ACG-Fraktion durch Säulenchromatographie isoliert. Nach
einer milden, sauren Methanolyse und einer Peracetylierung wurden die Proben mittels GLC/MS analysiert. Die Zuordnung
der Signale erfolgte aufgrund der Retentionszeiten im Vergleich mit externen Standards und der Massenspektren. [C16:0,
Palmitinsäure; C18:1, Ölsäure; C18:0, Stearinsäure] (s. 3.2.3)

4.1.1.4 Mono-α-D-galactopyranosyl-diacylglycerol (MGalD)

Das drittpolarste Glycolipid (zweites von oben auf den DC, Abb. 4.1, S. 66) wurde
ebenfalls nach Methanolyse und Peracetylierung qualitativ mit GLC/MS analysiert.
Dabei konnten Signale von Glycerol, drei verschiedenen Fettsäuren � Ölsäure (63,2 %
der FA), Palmitinsäure (31,5 % der FA) und Stearinsäure (18:0, 5,3 % der FA) � und
von Galactose, aber kein Cholesterol, detektiert werden. Die NMR-Spektren (Abb. des
1H-Spektrums � A.8, S. 137) stimmten wiederum vollständig mit den von uns publizier-
ten Daten des Mono-α-D-galactopyranosyl-diacylglycerol von B. burgdorferi s. s. überein
(Schröder u. a., 2003), mit dem Unterschied, dass Linolsäure1 nur in Spuren gefunden
wurde. Diese mikroheterogene Struktur konnte durch MALDI-TOF-MS bestätigt wer-
den. Die gefundene Masse m/z = 755,570 entspricht dem pseudomolekularen Ion [M-H]-

der Struktur mit je einer Öl- und Palmitinsäure (exakte Masse = 756,575 Da), während
die gefundene Masse m/z = 781,584 mit [M-H]- des MGalD mit zwei Oleoylresten (ex-
akte Masse = 782,591 Da) korrespondierte. Bei diesem Glycolipid handelt es sich somit
um Mono-α-D-galactopyranosyl-diacylglycerol mit den veresterten Fettsäuren Öl- und
Palmitinsäure im Verhältnis 2:1 und kleinen Anteilen Stearin- und Linolsäure.

4.1.1.5 Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (CGlc)

Das zweitpolarste (zweitunterste) der vier Glycolipide (Abb. 4.1, S. 66) war vorher nicht
beschrieben worden und machte mit knapp 3 % nur einen geringen Teil der Gesamt-
lipide aus (s. Tab. 4.2, S. 73). Die Probleme für die Analyse bestanden zum einen in
der geringen Menge und zum anderen im sehr ähnlichen Rf-Wert verglichen mit CGal

1charakteristisches Signal von =CH-CH2-CH= (H-11) bei δH = 2,70 ppm
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und somit einer entsprechend schwierigen Trennung. Nach der Säulenchromatographie
wurde zunächst als hauptsächlicher Pool nur ein Gemisch aus MGalD und diesem Lipid
erhalten (s. 4.1.1.2, S. 66). Dieses wurde mit GLC/MS analysiert (s. 3.2.3, S. 45). Das
Chromatogramm zeigte neben den Signalen, die bereits bei MGalD (s. 4.1.1.4) gefunden
wurden � Glycerol, Galactose und Fettsäuren � Signale von Glucose2 und Cholesterol.
Eine MALDI-TOF-Messung ergab wiederum die von MGalD bekannten Massen � m/z
= 755,569 und m/z = 781,584 � und Massen, die zu einem Cholesterylhexosid passen
� m/z = 547,397 als [M-H]- der exakten Masse von 548,408 Da � vergleichbar mit dem
MS-Spektrum von CGal (s. 4.1.1.6).

Aufgrund von GLC/MS und MS kamen somit als Strukturen Cholesteryl-α-galacto-
sid, das im Gegensatz zum gefundenen βCGal (s. 4.1.1.6) auf Normalphasen-DC einen
etwas höheren Rf-Wert hat, sowie Cholesteryl-α- und -β-glucosid in Betracht3. Auf ana-
lytischen DC mit synthetischen Standards (s. 3.2.1.1, S. 44) konnte α-CGal ausgeschlos-
sen werden, während der βCGlc-Standard in mehreren Laufmitteln jeweils identische
Rf-Werte mit dem zu analysierenden Glycolipid aufwies.

Ein 1H-NMR-Spektrum des Gemisches aus MGalD und diesem Lipid (Abb. A.9,
S. 137) enthielt neben den Signalen von MGalD (Abb. A.8, S. 137) typische Signale4

von Cholesterol und einem weiteren Kohlenhydrat, wobei die Kopplungskonstante (J1,2
= 7,8 Hz) des anomeren Protons (δH = 4,33 ppm) auf eine β-D-Kon�guration hindeutete,
jedoch keine weitere Deduktion möglich war. Mit präparativer Dünnschichtchromato-
graphie (s. 3.2.1.2, S. 44) konnte aus dem Gemisch das zu analysierende Glycolipid in ge-
ringer Menge aufgereinigt werden. In dem gemessenen 1H-Spektrum (Abb. A.11, S. 138)
tauchte aber ein sehr intensives Signal5 bei δH = 3,13 ppm auf, das für die geringe Menge
Glycolipid zu einem sehr schlechten Signal/Rausch-Verhältnis führte und noch weniger
eine Deduktion des Kohlenhydrates zulieÿ. Der Vergleich mit einem Referenzspektrum
von synthetischem βCGlc (Abb. A.10, S. 138) zeigte eine sehr gute Übereinstimmung in
der chemischen Verschiebung der Signale � speziell der Protonen H-1 (δH = 4,35 ppm)6

und der H-6b/H-6a (δH = 3,80/3,73 ppm)7, die die Glycosylierung belegen.

4.1.1.6 Cholesteryl-β-D-galactopyranosid (CGal)

Vom polarsten (untersten) der vier Glycolipide (Abb. 4.1, S. 66) wurde analog eine
GLC/MS-Analyse durchgeführt, wobei das Chromatogramm Signale von Galactose,
Cholesterol und drei Fettsäuren (16:0, 50,0 % der FA; 18:0, 43,3 % der FA; cis-∆9-18:1,
6,7 % der FA) aufwies. Das Gesamtintegral der Fettsäuren lag allerdings � zwischen
den Präparationen schwankend � nur im einstelligen Prozentbereich verglichen mit dem
in ACGal8 (s. 4.1.1.3, S. 67), so dass von einer Kontamination auszugehen war. Die
gemessenen NMR-Spektren ähnelten denen von ACGal mit dem wesentlichen Unter-
schied, dass die Integrale der Fettsäuren (δH ≈ 1,20 ppm) geringer waren und keine

2lt. Integral 43,7 % der beiden Hexosen, d. h. Verhältnis von Gal zu Glc 1:0,78
3Da Pyranoside gegenüber Furanosiden aufgrund der bisherigen Daten deutlich wahrscheinlicher

waren, wurden letztere nicht berücksichtigt.
4Verhältnis von MGalD zu analysierendem Glycolipid aufgrund der Integrale 1:0,84
5eventuell �Füllsto�e� von den DC oder Rückstände der Lösungsmittel
6in Glc des ACGlc (s. 4.1.2.4, S. 74) liegt H-1 bei δH = 4,29 ppm
7in der 6-O-acylierten Glc des ACGlc sind diese auf δH = 4,28/4,19 ppm tie�eldverschoben
8im Verhältnis zu dem Integral von Galactose
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Abbildung 4.3: Vergleichende 1H-NMR-Spektren des ACGal/ACGlc der vier Borrelienspezies. Die ACG-Fraktionen von
B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B. garinii und B. hermsii wurden in CHCl3-d/MeOH-d4 9:1 (v/v) gelöst und 1H-Spektren mit
einem 600 MHz NMR-Spektrometer gemessen. Die Verschiebung ist bezogen auf internes TMS und die Zuordnung der Signale
erfolgte aufgrund der weiteren 1D- (13C, DEPT 135) und 2D-Spektren (COSY, HMQC, HMBC). (s. 3.2.4, S. 46)

Tie�eldverschiebung der Gal H-6a/H-6b Protonen zu beobachten war. Dies deutete auf
ein nichtacyliertes Cholesteryl-β-D-galactopyranosid hin. Die Interpretation der NMR-
Spektren stimmte vollständig mit den publizierten Daten (Schröder u. a., 2003) überein.
Die MALDI-TOF-Messung mit der gefundenen Masse von m/z = 547,397 ([M-H]-) be-
stätigte diese postulierte Struktur mit der exakten Masse von m = 548,408 Da.

4.1.1.7 Neutrallipide

Unter den Gesamtlipiden von Bbu befanden sich zwei sehr unpolare Lipide (Abb. 4.4,
S. 72), die in Anteilen von nur 2-3 % anwesend waren (s. Tab. 4.2, S. 73). Nach der
säulenchromatographischen Trennung ergaben erste GLC/MS-Analysen für beide Sub-
stanzen Signale von Cholesterol und zum Teil Fettsäuren, so dass die Gesamtlipide mit
gekauften Standards von Cholesterol, Cholesteryloleat und weiteren Lipiden auf den DC
verglichen wurden (s. 3.2.1.1, S. 44).

Cholesterylester Auf analytischen DC zeigte sich, dass das unpolarste angefärbte
Lipid in unterschiedlichen Laufmitteln9 die gleichen Rf-Werte aufwies wie gekauftes
Cholesteryloleat. Auch in den aus dem Kulturmedium (BSK-H) extrahierten Lipiden

9CHCl3/MeOH 85:15, Hexan/EE 1:1 und Hexan/Diethylether/AcOH 70:30:10
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gab es einen Substanzspot mit dem gleichen Rf-Wert. Ohne weitere Analysen wurde
dieses Lipid als Cholesterylester betrachtet.

Cholesterol Das zweitpolarste der gefundenen Gesamtlipide (Abb. 4.4, S. 72) lief auf
den DC mit verschiedenen Laufmitteln vollkommen gleich wie freies Cholesterol. Ebenso
fand sich auf den DC mit Lipiden, die aus BSK-H extrahiert wurden, ein Substanzspot
mit diesem Rf-Wert. Bei diesem Lipid handelt es sich somit um freies Cholesterol.

4.1.1.8 Phospholipide

Die Analyse der Gesamtlipide von Bbu mittels Dünnschichtchromatographie mit dem
Laufmittel CHCl3/ MeOH/H2O 65:25:4 (v/v/v) zeigte zwei deutliche Spots in dem
Bereich der Phospholipide (s. 4.4, S. 72). Nach Isolierung mittels Säulenchromatographie
wurden die Strukturen durch Vergleich mit Referenzsubstanzen auf den DC identi�ziert
und durch chemische Strukturanalysen bestätigt.

Phosphatidylglycerol Das als Phosphatidylglycerol (PG) identi�zierte Lipid lief auf
den DC identisch mit einer PG-Referenz. Bei den chemischen Analysen zeigte die GLC/
MS-Analyse Glycerol und als Fettsäuren Palmitinsäure (91 % der FA) und Ölsäure
(9 % der FA). Für die NMR-Messungen (1H, 13C, COSY, TOCSY, HMQC, 31P, 31P-
1H-HMQC) wurde die Probe in DMSO-d6 gelöst. Alle Signale lieÿen sich eindeutig wie
folgt zuordnen: δH (DMSO δ=2,51) = 5,38 (s, 1,6H; FA 18:1 H-9/-10), 5,09 (s, 1H; Gro H-2), 4,29

(m, 1,2H; Gro H-1b), 4,10 (m, 1,7H; Gro H-1a), 3,78 (s, 2H; Gro H-3), 3,70 (m, 1H; Gro' H-1b), 3,64

(m, 1H; Gro' H-1a), 3,50 (s, 1,4H; Gro' H-2), 3,31 (s, 1H; Gro' H-3), 2,27 (m, 4,4H; FA H-2), 1,98 (m,

3,5H; FA 18:1 H-10/-11), 1,50 (m, 5H; FA H-3), 1,25 (m, 4H; FA H-ω-1), 1,23 (m, 48H; FA H-4...),

1,22 (m, 4H; FA H-ω-2), 0,86 (s, 6H; Fa H-ω), δC (DMSO δ=40,5) = 174,2 (FA C-1), 130,3 (FA 18:1

C-9/-10), 71,9 (Gro' C-2), 71,1 (Gro C-2), 66,6 (Gro' C-1), 63,7 (Gro C-3), 63,1 (Gro C-1), 63,0 (Gro'

C-3), 34,2 (FA C-2), 31,9 (FA C-ω-2), 29,4 (FA C-4...), 27,2 (FA 18:1 C-10/-11), 25,1 (FA C-3), 22,7

(FA C-ω-1), 15 (FA C-ω). Die Bestätigung der Struktur erfolgte mittels MALDI-TOF-MS
im Negativ-Modus, wobei die gefundenen Massen m/z = 721,504 (2 x 16:0, C38H75O10P,
exakte Masse = 722,510 Da) und m/z = 747,518 (1 x 16:0, 1 x 18:1, C40H77O10P, exakte
Masse = 748,525 Da) den berechneten [M-H]- entsprachen.

Phosphatidylcholin Das zweite Phospholipid, das als Phosphatidylcholin (PC) iden-
ti�ziert wurde, lief auf den DC identisch mit einem PC-Standard. Die Fettsäurever-
teilung war laut GLC/MS-Analyse 94 % Palmitinsäure und 6 % Ölsäure. Die NMR-
Messungen wurden wie bei PG durchgeführt und die Signale wie folgt zugeordnet: δH
(DMSO δ=2,51) = 5,33 (s, 2,7H; FA 18:1 H-9/-10), 5,08 (s, 1H; Gro H-2), 4,30 (m, 1H; Gro H-1b),

4,11 (m, 2H; Gro H-1a), 4,05 (m, 2H; Gro OCH2), 3,73 (m, 2H; Gro H-3), 3,51 (s, 2H; Gro NCH2),

3,14 (Gro NMe3), 2,28 (m, 5H; FA H-2), 1,99 (m, 6,1H; FA 18:1 H-10/-11), 1,51 (m, 6H; FA H-3), 1,25

(FA H-ω-1), 1,23 (FA H-ω-2), 1,18 (m; FA H-4...), 0,86 (s, 8H; Fa H-ω), δC (DMSO δ=40,5) = 174,3

(FA C-1), 130,4 (FA 18:1 C-9/-10), 71,2 (Gro C-2), 66,2 (Gro NCH2), 63,3 (Gro C-3), 63,2 (Gro C-1),

59,0 (Gro OCH2), 53,8 (Gro NMe3), 34,1 (FA C-2), 31,9 (FA C-ω-2), 29,4 (FA C-4...), 27,2 (FA 18:1

C-10/-11), 25,1 (FA C-3), 22,7 (FA C-ω-1), 14,6 (FA C-ω).
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4.1.2 Vergleichende Analyse der Gesamtlipide von vier Borreli-
enarten

Zusätzlich zur Strukturanalyse der Lipide von B. burgdorferi s. s. (s. 4.1) wurden auch
B. afzelii (Baf), B. garinii (Bga) und B. hermsii (Bhe) im BSK-H Medium kultiviert,
die Zellen geerntet und lyophilisiert (s. 3.1.2). Es folgte die qualitative Nachweis der
einzelnen Lipide auf Dünnschichtchromatogrammen (s. 4.1.2.1) und die quantitative Be-
stimmung von deren Massen nach Säulenchromatographien (s. 4.1.2.2). Die chemischen
Strukturen der acylierten Cholesterylglycoside (ACG) wurden eingehend mit GLC/MS,
NMR und MALDI-MS untersucht (s. 4.1.2.3 u. 4.1.2.4).

4.1.2.1 Nachweis der Lipide auf Dünnschichtchromatogrammen

Die Butanolextraktionen ergaben für Baf 11,3 mg, für Bga 16,6 mg und für Bhe 25,0 mg
Gesamtlipide. Davon sowie von der Butanolphase von Bbu wurden gleiche Mengen auf
ein DC aufgetragen und diese zur Auftrennung der Glycolipide in CHCl3/MeOH 85:15
sowie der polaren Lipide in CHCl3/MeOH/H2O 65:25:4 entwickelt und mit Mostain
gefärbt (Abb. 4.4).

Abbildung 4.4: Dünnschichtchromatogramme der Lipide von B. afzelii, B. burgdorferi s. s., B. garinii und B. hermsii.
Nach einer Butanolextraktion wurden 10 µl der Gesamtlipide der vier Borrelienspezies auf DC aufgetragen. Diese wurden in A
CHCl3/MeOH 85:15 (v/v), B CHCl3/MeOH/H2O 65:25:4 (v/v/v) entwickelt und mit Mostain gefärbt (s. 3.2.1.1, S. 44).

Alle gefärbten Spots der Gesamtlipide von Bga und Baf liefen mit denselben Rf-Werten
wie die Lipide von Bbu, wohingegen die relative Intensität der Färbung bei einzelnen
Spots variierte (Abb. 4.4). Ohne weitere chemische Untersuchungen kann man daraus
schlieÿen, dass die Gesamtlipide aller drei eng verwandten Arten mit hoher Wahrschein-
lichkeit identisch sind. Nur für das wichtigste Glycolipid � das hier im Fokus stehende
ACGal � wurde dies mittels chemischer Strukturanalysen bewiesen (s. 4.1.2.3, S. 74).

Die Spots von Bbu und Bhe unterschieden sich jedoch bei den Cholesterylglycosiden
in ihren Rf-Werten � mehr bei dem nicht acylierten und weniger bei dem acylierten
(Abb. 4.4). Bei Bhe gab es keinen Spot für CGal. Dafür war der Spot auf Höhe von
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CGlc so groÿ wie die CGal-Spots der anderen Arten. Daraus kann man ableiten, dass
Bhe kein CGal, sondern stattdessen nur CGlc synthetisiert. Ähnlich lief der mit ACGal
von Bbu korrespondierende Spot bei Bhe etwas höher als das ACGal. Die Annahme,
dass es sich um acyliertes CGlc (ACGlc) handelt, konnte an anderer Stelle durch eine
chemische Strukturanalyse belegt werden (s. 4.1.2.4, S. 74). Die restlichen Spots von
Bhe stimmten in ihren Rf-Werten exakt mit denen von Bbu überein.

4.1.2.2 Anteile der einzelnen Lipide

Die vollständige Trennung der Gesamtlipide von Bbu, Baf, Bga und Bhe erfolgte mit-
tels Säulenchromatographie. Die gesammelten Fraktionen der einzelnen Lipide wurden
gepoolt, einrotiert und ausgewogen (s. 4.1.1.2, S. 66). Die Zusammensetzung der nicht
reinen Lipidpools wurde anhand der DC abgeschätzt und die anteiligen Massen den
reinen Substanzen zugeschlagen. Die Phospholipide konnten mit diesem Verfahren nicht
hinreichend separiert werden (s. Tab. 4.2).

Gesamtlipidanteil Trockengewichtsanteil

in % in %

Bbu Baf Bga Bhe Bbu Baf Bga Bhe

Cholesterylester 2 2 3 3 0,5 0,5 0,9 0,9
Cholesterol 2 2 0 4 0,5 0,5 0 1,2
ACGal/ACGlc 23 23 19 23 6,1 5,7 5,4 6,6
MGalD 13 14 13 9 3,5 3,5 3,7 2,6
CGlc 3 2 2 7 0,8 0,5 0,6 2,0
CGal 10 12 11 0 2,7 3,0 3,1 0
PG & PC 47 43 48 54 12,5 10,6 13,7 15,6

alle Lipide 26,7 24,7 28,6 28,8

Tabelle 4.2: Anteile der einzelnen Lipide an den Gesamtlipiden und dem Trockengewicht der Borrelien. Die Gesamtlipide
wurden mit einer Butanolextraktion isoliert und mittels der Säulenchromatographie fraktioniert. Fraktionen mit den gleichen
Lipiden wurden vereinigt, eingedampft und ausgewogen (s. 4.1.1.2, S. 66). PG = Phosphatidylglycerol; PC = Phosphatidylcholin

Wie schon auf den DC zu sehen war (Abb. 4.4), unterschied sich die Verteilung der
Gesamtlipide in Baf und Bga nicht grundsätzlich von der in Bbu. Bei Baf machten
die Glycolipide etwas über die Hälfte der Lipide aus, während die Phospholipide 43 %
darstellten. ACGal war mit 23 % das häu�gste Glycolipid, gefolgt von MGalD und CGal.
Bei Bga waren die Anteile von Glycolipiden (45 %) und Phospholipiden (48 %) fast gleich
und ACGal (19 %) war wieder das häu�gste Glycolipid. Bei Bhe waren mehr als die
Hälfte der Gesamtlipide Phospholipide (54 %), wobei das Glycolipid ACGlc trotzdem
knapp ein Viertel der Lipide (23 %) ausmachte. Der Anteil von CGlc bei Bhe (7 %) war
nur halb so groÿ wie der Anteil von CGal und CGlc in den LB-Borrelien (13-14 %).

Der ermittelte Anteil der Gesamtlipide am Trockengewicht der Borrelien lag zwi-
schen 25 und 29 %. Dadurch machten ACGal bzw. ACGlc etwa 6 % der Borrelien (ohne
Wasser) aus, während der Anteil von Phosphatidylglycerol und Phosphatidylcholin zu-
sammen bei 11-16 % lag (s. Tab. 4.2). Diese relativen Angaben berücksichtigen nicht,
dass Bhe morphologisch viel gröÿer ist als Bbu und somit die absoluten Lipidmassen für
eine B. hermsii -Zelle deutlich über der einer B. burgdorferi -Zelle liegen.
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4.1.2.3 Nachweis von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal)
in B. afzelii und B. garinii

Die gepoolten ACG-Fraktionen der Säulenchromatographie von Bbu, Baf und Bga wur-
den einer Methanolyse und Peracetylierung unterworfen und die Proben in eine GLC/MS-
Anlage injiziert. Die Signale in den Chromatogrammen von Baf und Bga glichen denen
von Bbu vollständig � bei allen wurde als Kohlenhydrat Galactose, als dominante Fett-
säuren Palmitin- und Ölsäure sowie als Steroid Cholesterol gefunden (Abb. 4.2, S. 68).
Die genaue Verteilung der Fettsäuren aufgrund der Integrale war die folgende: für Baf
66 % Palmitin-/34 % Ölsäure und für Bga 48 % Palmitin-/48 % Öl-/4 % Stearinsäure.
Die Signale der gemessenen NMR-Spektren von ACG aus Baf (Abb. A.2, S. 134) und
Bga (Abb. A.3, S. 134) stimmten ebenfalls mit denen von ACGal aus Bbu vollständig
überein (Vergleichende 1H-Spektren s. Abb. 4.3, S. 70). Schlieÿlich passten auch die
MALDI-Massen von m/z = 785,636 (Baf) und 785,637 (Bga) für das Palmitoyl-CGal
(C49H86O7, exakte Masse: 786,637 Da) bzw. m/z = 811,653 (Baf) und 811,654 (Bga)
für das Oleoyl-CGal (C51H88O7, exakte Masse: 812,653 Da) als [M-H]- zu den postulier-
ten Strukturen. Damit ist eindeutig, dass es sich bei den ACG-Strukturen in B. afzelii
und B. garinii ebenfalls um Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) mit
den Fettsäuren Palmitin- und Ölsäure handelt.

4.1.2.4 Nachweis von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) in
B. hermsii

Aus den butanolextrahierten Gesamtlipiden von B. hermsii wurde säulenchromatogra-
phisch das ACG gewonnen und zuerst mittels GLC/MS analysiert (s. 3.2.3, S. 45). Im
Gaschromatogramm (Abb. 4.2, S. 68) war erkennbar, dass dieses ACG als Kohlenhy-
drat nur Glucose und keine Galactose aufweist. Bei den Fettsäuren kamen drei in groÿen
Anteilen vor: Ölsäure (44 % der FA), Palmitinsäure (21 %)10 und Stearinsäure (33 %),
während Palmitoleinsäure nur in sehr kleinem Anteil (2 %) nachweisbar war (s. Tab.
3.1, S. 45). Die Signale des Cholesterols und seiner GLC-bedingten Zersetzungsproduk-
te waren identisch mit denen des ACGal. Es wurden eindimensionale � 1H (Abb. A.4,
S. 135), 13C (Abb. A.5, S. 135) � und zweidimensionale � COSY, HMQC (Abb. A.6,
S. 136) und HMBC (Abb. A.7, S. 136) � NMR-Experimente durchgeführt (s. 3.2.4,
S. 46) und die detektierten Signale vollständig zugeordnet (s. Tab. 4.3, S. 75). Im 1H-
Spektrum waren übereinstimmend mit dem GLC/MS drei Signalbereiche zu erkennen:
0,7-2,3 ppm mit der Mehrzahl der Steroid- und Fettsäuresignale, 3,2-4,3 ppm mit den
Kohlenhydratsignalen und dem H-3 des Cholesterols sowie bei 5,3 ppm mit den Signa-
len der Doppelbindungen des Steroids und der Ölsäure. Darüber hinaus belegten die
Integrale, dass das Verhältnis Kohlenhydrat zu Steroid zu Fettsäure etwa 1:1:1 betrug.

Bei dem Steroid handelte es sich aufgrund der Signale selbst, dem Vergleich mit Re-
ferenzspektren von Cholesterol unter identischen Bedingungen sowie in vollkommener
Übereinstimmung mit den publizierten Daten (Wilson u. a., 1996) zweifelsfrei um Cho-
lesterol (Cho). Beispielsweise sind bei einem ∆5-Sterol für die Hydroxylgruppe das H-3
(δH = 3,5 ppm) und für die ∆5-Doppelbindung das H-6 (δH = 5,3 ppm) und die C-5 (δC
= 140,3 ppm) sowie C-6 (δC = 121,9 ppm) sehr charakteristisch. Zwei korrespondierende

10Öl- und Palmitinsäure sind die wesentlichen Fettsäuren im ACGal von B. burgdorferi.
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Proton δ 1H Carbon δ 13C
[ppm] [ppm]

Glucose H-1 β 4,29 J1,2 = 7,8 Hz C-1 101,17
H-2 3,20 J2,3 = 8,4 Hz C-2 73,28
H-3 3,36 C-3 76,27
H-4 3,25 J4,5 = 9,2 Hz C-4 70,18
H-5 3,38 J5,6a = 6,6 Hz C-5 73,64
H-6a 4,19 J6a,6b = 12,0 Hz C-6 63,55
H-6b 4,28 J6b,5 = 2,4 Hz

Cholesterol H-1a 0,98 C-1 37,15
H-1b 1,77
H-2a 1,86 C-2 29,36
H-2b 1,53
H-3 3,47 C-3 79,47
H-4a 2,30 C-4 38,61
H-4b 2,20
- - C-5 140,26
H-6 5,27 C-6 121,88
H-7a 1,45 C-7 31,78
H-7b 1,90
H-8 1,38 C-8 31,73
H-9 0,84 C-9 50,05
- - C-10 36,56
H-11a 1,41 C-11 20,92
H-11b 1,36
H-12a 1,10 C-12 39,63
H-12b 1,94
- - C-13 42,17
H-14 0,90 C-14 56,62
H-15a 1,46 C-15 24,10
H-15b 0,99
H-16a 1,75 C-16 28,05
H-16b 1,17
H-17 1,01 C-17 56,04
H-18 0,61 C-18 11,65
H-19 0,93 C-19 19,12
H-20 1,29 C-20 35,63
H-21 0,83 C-21 18,52
H-22R 1,26 C-22 36,03
H-22S 0,89
H-23R 1,26 C-23 23,67
H-23S 1,07
H-24 1,06 C-24 39,35
H-24 0,97
H-25 1,43 C-25 27,83
H-26 0,77 C-26 22,33
H-27 0,73 C-27 22,50

Fettsäure 16:0 - - C-1 174,26
H-2 2,25 C-2 34,11
H-3 1,52 C-3 24,78
H-4 . . . 1,18 C-4 29,57 . . . 29,03
H-15 1,22 C-15 22,58
H-16 0,79 C-16 13,87

Fettsäure 18:1 H-8, H-11 1,93 C-8, C-11 27,04
H-9, H-10 5,28 C-9, C-10 129,87 129,55
H-17 1,22 C-17 22,58
H-18 0,79 C-18 13,87

Tabelle 4.3: Chemische Verschiebungen und Glucose-Kopplungskonstanten von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid
aus B. hermsii in CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz für 1H, δH (TMS) = 0,00 ppm, 90,6 MHz für 13C, δC (CDCl3) = 77,00 ppm,
300 K]
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Abbildung 4.5: Ausschnitte aus dem HMBC-NMR-Spektrum (Abb. A.7, S. 136) von ACGlc aus B. hermsii. Das ACGlc
wurde in CDCl3/MeOD 9:1 gelöst und ein HMBC-Experiment durchgeführt [für 1H: 600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, für
13C: 90,6 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.4, S. 46). Die Ausschnitte zeigen die Kreuzsignale A des C-1 der
Fettsäure mit den beiden H-6 Protonen der Glucose, B des C-1 der Glucose mit dem H-3 des Cholesterol und C des C-3 des
Cholesterol mit dem H-1 der Glucose.

Kreuzsignale im HMBC-Spektrum bei δH = 3,5 ppm (Cho H-3) und δC = 101,2 ppm
(Kohlenhydrat C-1) (Abb. 4.5B, S. 76) bzw. bei δH = 4,3 ppm (Kohlenhydrat H-1) und
δC = 79,5 ppm (Cho C-3) (Abb. 4.5C) bewiesen die Bindung der 3-OH -Gruppe des
Sterols an das anomere Zentrum des Kohlenhydrates und lassen somit auf ein Choles-
terylglycosid schlieÿen.

Abbildung 4.6: Strukturformeln der Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranoside (ACGlc) in B. hermsii. Die chemische Struk-
tur der ACG-Fraktion von B. hermsii wurde mittels GLC/MS, 1D- und 2D-NMR sowie MALDI-TOF als ACGlc identi�ziert.
Die genaue Verteilung der Fettsäuren konnte aus den Integralen der entsprechenden Signale im Gaschromatogramm errechnet
werden. (s. 3.2.3, S. 45)

Die chemische Verschiebung des anomeren Protons des Kohlenhydrates (δH = 4,29
ppm) und dessen Kopplungskonstante (J1,2 = 7,8 Hz) im 1H-Spektrum belegen ei-
ne β-Kon�guration, während die Kreuzsignale der zweidimensionalen Spektren (CO-
SY, HMBC) die Pyranoseform implizieren. Der Vergleich der gemessenen Verschiebun-
gen und Kopplungskonstanten der Ringprotonen mit publizierten Referenzdaten von
Methyl-D-Hexopyranosiden im 1H (Bock und Thøgersen, 1982) und 13C (Bock und Pe-
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dersen, 1983) beweisen zusätzlich, dass es sich eindeutig um ein β-D-Glucopyranosid
handeln muss. Die Verknüpfung mit der Fettsäure konnte eindeutig durch HMBC-
Kreuzsignale des C-1 der Fettsäure mit den H-6b/H-6a der Glucose (Abb. 4.5A, S.
76) als 6-O-Acylierung der Glucose identi�ziert werden. Weiter untermauert wird dies
durch die markante 1H Tie�eldverschiebung der H-6a/H-6b Protonen der Glucose von
δH = 3,80/3,73 ppm im nichtacylierten Cholesterylglucosid (Abb. A.10, S. 138) auf δH
= 4,28/4,19 ppm in diesem acylierten Cholesterylglucosid (Abb. A.4, S. 135).

In MALDI-TOF-Messungen (s. 3.2.5.1, S. 47) wurden Massen von m/z = 785,637
und 811,653 gefunden, die den pseudomolekularen Ionen [M-H]- der ACGlc-Struktu-
ren mit Palmitinsäure (C49H86O7, exakte Masse: 786,637 Da) und Ölsäure (C51H88O7,
exakte Masse: 812,653 Da) entsprechen. Damit konnte das ACG von B. hermsii in Über-
einstimmung aller Analysen zweifelsfrei als Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid mit
einer Mikroheterogenität im Fettsäureanteil identi�ziert werden (Abb. 4.6, S. 76).

4.2 Glycosyltransferaseaktivität

Zum Nachweis der Aktivität einer Cholesterol-β-Glycosyltransferase wurde ein Borreli-
enlysat mit radioaktiven und nichtradioaktiven Glycosyldonoren und -akzeptoren inku-
biert und die Radioaktivität der gebildeten Lipide gemessen (s. 3.1.19, S. 42).

Abbildung 4.7: Radiogramm der Cholesterol- Gly-
cosyltransferaseaktivität in Borrelienlysat. Zu je
20 µl eines Borrelienlysates wurden 5 µl der fol-
genden Glycosylakzeptoren sowie 10 µl des Glyco-
syldonors gegeben und 90 min bei 30 ◦C inkubiert.

Akzeptor Donor
1 - UDP-[14C]Galactose
2 Cholesterol UDP-[14C]Galactose
3 Diacylglycerol UDP-[14C]Galactose
4 - UDP-[14C]Glucose
5 Cholesterol UDP-[14C]Glucose
6 Diacylglycerol UDP-[14C]Glucose
7 [14C]Cholesterol UDP-Galactose
8 [14C]Cholesterol UDP-Glucose

Die Gesamtlipide wurden extrahiert, auf ein DC auf-
getragen, in CHCl3/MeOH 80:20 entwickelt und die
Radioaktivität gemessen (s. 3.1.19, S. 42).

Durch zugesetztes radioaktives UDP-Gal wurde radioaktives CGal gebildet (1-3); sogar
mit dem im Lysat vorhandenen Cholesterol (1). Eine Acylierung des radioaktiven CGal
zum ACGal wurde nicht detektiert (1-3) � wohl wegen einer zu geringen Menge oder, weil
die Lipase unter diesen Bedingungen nicht aktiv war. Ebenfalls wurde UDP-Gal nicht
mit DAG zum MGalD umgesetzt (3). Ein Umsatz von radioaktivem UDP-Glc (1,4 µM)
zu radioaktivem CGlc konnte ebenfalls nicht detektiert werden (4-6) � vermutlich auf-
grund zu geringer Menge, denn in (8) wurde die Reaktion grundsätzlich nachgewiesen.
Radioaktives Cholesterol führte hingegen mit nichtradioaktivem UDP-Gal und UDP-
Glc (500 µM) zur Synthese von CGal (7) bzw. CGlc (8). Beide Male (7-8) fanden sich
zwei kleine Spots ober- und unterhalb von Cholesterol, die eventuell ACGal (unter-
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halb) und Cholesterylestern (oberhalb) entsprechen. Im Ansatz mit nichtradioaktivem
UDP-Glc (8) wurde auch im Lysat vorhandenes UDP-Gal zum CGal umgesetzt. Die
Radioaktivität von CGal (7) betrug 12 000 dpm, die von CGlc (8) 1900 dpm. Unter die-
sen Bedingungen sind somit eine oder mehrere Cholesterol-β-Glycosyltransferasen aktiv,
die 6,3-mal mehr UDP-Gal als UDP-Glc zu den entsprechenden Cholesterylglycosiden
umsetzt.

4.3 Erkennung der Borrelienlipide durch das angebo-

rene Immunsystem

An Zelllinien wurde untersucht, ob die Borrelienlipide vom angeborenen Immunsystem
erkannt werden. Sowohl die Zellkultur als auch die Stimulation erfolgte in gepu�erten,
wässrigen Systemen. Für die Applikation der Lipide musste daher zuerst ein biokom-
patibles, organisches Lösungsmittel etabliert werden. In Vorversuchen konnte bestätigt
werden, dass dabei DMSO und tert-BuOH/H2O als nicht zelltoxische Lösungsmittel in
Frage kommen. Allerdings zeigte sich, dass DMSO in höheren Konzentrationen die Pro-
duktion von Zytokinen durch synthetische Lipopeptide hemmte, so dass mit Endkonzen-
trationen von kleiner als 0,5 % gearbeitet werden musste. Zusätzlich wurde vollständig
ohne Lösungsmittel gearbeitet, indem die Lipide als Feststo� vorgelegt und darauf die
Zellen ausgesät wurden.

4.3.1 Aktivierung von Makrophagen

Makrophagen verfügen über eine vollständige Ausstattung an Toll-like-Rezeptoren (TLR).
Alle Lipidpools der säulenchromatographischen Trennung der Gesamtlipide von B. burg-
dorferi s. s. (s. 4.1.1.2, S. 66) wurden in DMSO gelöst. Zur Stimulation wurden die Lö-
sungen zu der RAW 264.7-Zelllinie pipettiert (Abb. 4.8A) oder in den Mikrotiterplatten
vorgelegt und das Lösungsmittel verdampft (Abb. 4.8B). Nach Inkubation der Zellen
wurden TNF-α und IL-6 mittels ELISA gemessen (s. 3.1.7 und 3.1.8, S. 34).

Abbildung 4.8: Zytokinausschüttung nach Stimulation von RAW-Zellen mit Borrelienlipiden. A In Mikrotiterplatten wurden
25 000 RAW-Zellen ausgesät, mit den Lipidpools (s. 4.1.1.2, S. 66) stimuliert und nach 8 h TNF-α gemessen. B Die Lipidpools
wurden in die Platten pipettiert, im Vakuum getrocknet, 25 000 RAW-Zellen ausgesät und nach 16 h IL-6 gemessen.
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Selbst mit hohen Konzentrationen von 0,1-10 µg/ml wies keiner der Pools 1-9, die die un-
polaren Lipide und die Glycolipide umfassten, eine biologische Aktivität in Makrophagen
auf. Der Pool 10 mit den Phospholipiden zeigte eine leichte Aktivität. Die Pools 11-12,
die mit hohem Anteil polarer Lösungsmittel eluiert wurden und Reste der Phospholipide
und den Nachlauf enthielten, wiesen dagegen eine deutliche Aktivität auf (Abb. 4.8).

4.3.1.1 Inaktivität von CGlc

In weiteren Stimulationen wurde untersucht, ob speziell CGlc von Makrophagen er-
kannt wird. Es wurden CGlc von B. burgdorferi s. s. und B. hermsii aufgereinigt, in
tert-BuOH/H2O gelöst und RAW-Zellen mit 0,1-10 µg/ml stimuliert. Die Messung von
TNF-α und IL-6 ergab, dass CGlc diese Zellen nicht aktiviert (ohne Abb.).

4.3.2 TLR-2 Abhängigkeit

Die Wildtyp HEK-293-Zellen exprimieren die TLR entweder gar nicht oder dysfunk-
tional. Durch eine Transfektion mit entsprechenden Plasmiden können somit gezielt
TLR überexprimiert und die Zellaktivierung der von Wildtyp-Zellen gegenübergestellt
werden. Zur Stimulation wurden die in DMSO gelösten Lipidpools (s. 4.1.1.2, S. 66)
verwendet und nach der Inkubation in den Überständen IL-8 gemessen (s. 3.1.7, S. 34).

Abbildung 4.9: Chemokinausschüttung nach Stimulation von HEK-Zellen mit Borrelienlipiden. A In Mikrotiterplatten
wurden 50 000 TLR-2-HEK-Zellen ausgesät, mit den Lipidpools (s. 4.1.1.2, S. 66) in DMSO stimuliert und nach 24 h IL-
8 gemessen. [P3C = Pam3Cys] B 20 000 (wild-typ) HEK-Zellen wurden mit den Lipidpools stimuliert und nach 24 h IL-8
gemessen.

Die Experimente zeigten, dass in den Wildtypzellen keinerlei IL-8 produziert wurde
(Abb. 4.9B), wobei die TLR-2-trans�zierten Zellen auf die Stimulation reagierten (Abb.
4.9A). Jedoch wurde durch die Pools 1-10 kein IL-8 oberhalb der Basalaktivität indu-
ziert, während der Nachlauf (Pools 11-12) � wie die Kontrolle Pam3Cys � eine hohe
IL-8-Ausschüttung bewirkten. Der mit polaren Lösungsmitteln eluierte Nachlauf bein-
haltete somit TLR-2-Liganden. Bei diesen hydrophileren Fraktionen muss es sich jedoch
nicht mehr um die analysierten Lipide handeln (Diskussion s. 5.3.6.1, S. 123).
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4.4 Serologie mit natürlichen Borrelienlipiden

Es wurde mit Patientenseren ermittelt, ob während der LB Antikörper (AK) gegen die
Borrelienlipide gebildet wurden. Zunächst mussten die antigenen Lipide mittels Blots der
Gesamtlipide identi�ziert werden (4.4.1). Danach wurden die nach Krankheitsmanifes-
tation klassi�zierten Einzelseren verschiedener Patientenkollektive auf die Reaktivität
gegenüber den aufgereinigten Antigenen (AG) hin untersucht (4.4.2, 4.4.3). Mit den
so gewonnenen Informationen über die Spezi�tät der Seren konnte ACGal chemisch-
serologisch in insgesamt neun Mitgliedern der Familie B. burgdorferi s. l. nachgewiesen
werden (s. 4.4.4).

4.4.1 Identi�zierung der Lipid-Antigene

Für die Identi�zierung von Lipid-AG gibt es mit dem DC-Blot ein Verfahren, bei dem ein
Lipidgemisch zuerst auf einem DC aufgetrennt, dieses durch Hitze auf eine Membran ge-
blottet und letztere schlieÿlich immungefärbt wird. Mittels dieses Verfahrens wurden die
Gesamtlipide von B. burgdorferi s. s., B. garinii und B. afzelii mit den nach Krankheits-
manifestationen (EM, NB, ACA, LA) gepoolten NRZ-Seren auf antigene Strukturen hin
untersucht (s. 3.1.15).

Abbildung 4.10: DC-Blots der Gesamtli-
pide von B. burgdorferi sensu stricto.
Das in CHCl3/MeOH 85:15 gelaufene DC
der Gesamtlipide wurde mit Hitze auf ei-
ne PVDF-Membran übertragen. Die Mem-
branstreifen wurden mit nach Krankheits-
manifestationen gepoolten NRZ-Seren auf
IgG mittels HRP/ECL immungefärbt; das
DC mit Mostain. (s. 3.1.15)

Es konnten dabei in den Krankheitsstadien Erythema migrans (EM) und Neuroborrelio-
se (NB) keine spezi�schen AK gegen eines der Lipide beobachtet werden. Dagegen war
das Glycolipid ACGal in den Spätstadien Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)
und Lyme Arthritis (LA) als das dominante Glycolipid-AG zu erkennen. Darüber hinaus
reagierten AK der ACA-Seren auch deutlich mit MGalD. Sowohl die Glycolipide CGal
und CGlc als auch die Neutral- und Phospholipide wurden von keinem der Serenpools
messbar erkannt. (Abb. 4.10 für B. burgdorferi s. s.; die anderen Spezies reagierten
vergleichbar und sind nicht abgebildet.)

4.4.2 Bestimmung der Antikörperfrequenz in den einzelnen
Krankheitsstadien

Die Anwesenheit von Serum-AK gegen ACGal wurde in verschiedenen Patientenkollek-
tiven (NRZ und Virotech) mittels verschiedener Methoden (Dot-Blots und Line-Blots)
untersucht. Die Patienten waren vorher jeweils klinisch und serologisch in die einzelnen
Krankheitsmanifestationen klassi�ziert worden (s. 3.1.11, S. 36).
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4.4.2.1 Dot-Blots mit den NRZ-Seren

In den NRZ-Patientenseren (s. 3.1.11.1, S. 36) wurden die AK gegen ACGal und auch
MGalD mittels Dot-Blots nachgewiesen. Um die Spezi�tät der Anti-ACGal-AK ein-
schätzen zu können, wurde ACGlc von B. hermsii mit verwendet. Als Positivkontrolle
wurde ein Zelllysat von B. burgdorferi s. s. benutzt. Konkret wurden also das Borre-
lienlysat, Lösungen der aufgereinigten Glycolipide ACGal von allen drei chemisch un-
tersuchten B. burgdorferi (Bbu, Bga, Baf), MGalD von B. burgdorferi s. s. und ACGlc
als Punkte auf Membranstreifen pipettiert. Die Membranen wurden mit den einzelnen
LB-Patientenseren vom NRZ auf IgG-AK immungefärbt (s. 3.1.14.1, Abb. 3.1, S. 40).
Die Ergebnisse der einzelnen Dot-Blots sind in Tab. 4.4 zusammengefasst.

Anzahl Anteil (in %)
Gesund EM NB ACA LA Gesund EM NB ACA LA

Seren 20 20 19 14 15

Lysat 8 9 19 14 15 40 45 100 100 100
MGalD 2 3 3 0 10 0 21 20
ACGal Bbu 1 4 11 13 0 5 21 79 87
ACGal Bga 1 4 11 13 0 5 21 79 87
ACGal Baf 1 4 11 13 0 5 21 79 87
ACGlc Bhe 1 0 0 0 7 0

Tabelle 4.4: Positive Anti-Glycolipid Reaktivität der NRZ-Seren bei einzelnen Krankheitsmanifestationen in Dot-Blots.
Borrelienlysat von Bbu, natives MGalD von Bbu, natives ACGal von Bbu, Bga und Baf sowie ACGlc von Bhe wurden auf Mem-
branstreifen aufgebracht. Diese wurden mit den einzelnen Seren von Gesunden und Patienten unterschiedlicher Manifestationen
inkubiert und die IgG mittels HRP/ECL immungefärbt. Als positiv wurden die Seren gewertet, bei denen auf den Filmen Signale
zu sehen waren. (s. 3.1.14)

In dem durchgeführten serologischen Test zeigten 8 von 20 der Gesunden (40 %) eine
Kreuzreaktion mit dem Borrelienlysat, wobei weder ACG noch MGalD von einem der
Gesunden erkannt wurde. Die serologische Spezi�tät gegenüber den Glycolipiden betrug
somit 100 %.

Gegen MGalD gerichtete AK wiesen insgesamt nur 8 von 68 Seren auf. Damit lag
die Sensitivität hinsichtlich MGalD nur bei 12 %, wobei diese im Spätstadium (ACA,
LA) mit 21 % (6 von 29) am gröÿten ist (Tab. 4.4).

Im Gegensatz dazu lag die Gesamtsensitivität hinsichtlich ACGal bei 43 % (29 von 68
Patientenseren) mit einem Schwerpunkt im Spätstadium. Im Frühstadium (EM) hatten
nur 5 % und im zweiten Stadium (NB) 21 % der Patienten IgG-AK gegen ACGal
gebildet. Beachtlich war allerdings die Anwesenheit von Anti-ACGal IgG-AK in den
Seren von 83 % (24 von 29) der Patienten im Spätstadium (ACA 79 %, LA 87 %).
Zwischen den ACGal-Präparationen der einzelnen Arten (Baf, Bbu, Bga) gab es keine
Unterschiede. Das Serum von einem ACA-Patienten wies überraschenderweise AK auf,
die spezi�sch nur an ACGlc von B. hermsii banden, jedoch nicht an ACGal (Tab. 4.4).
IgM-AK konnten nicht detektiert werden.

4.4.2.2 Line-Blots mit den Virotech-Seren

Die Referenzseren von Virotech (s. 3.1.11.3, S. 37) untersuchte die Firma selbst mittels
Line-Blots auf ihre Sensitivität und Spezi�tät hinsichtlich ACGal. Dazu wurde syn-
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thetisches ACGal mit Palmitinsäure 14 in verschiedenen Verdünnungen in Pu�er oder
tert-BuOH auf Membranen gesprüht und diese in Streifen geschnitten. Auf die Inkuba-
tion der Membranstreifen mit 106 LB-Patientenseren, 41 Seren von Gesunden und 62
kreuzreaktiven Seren folgte die Immunfärbung der gebundenen IgG-AK und die Bewer-
tung (s. 3.1.16, S. 41). Die nach Krankheitsmanifestationen und Kontrollen gruppierten
Einzeldaten wurden in Tabelle 4.5 zusammengefasst.

Anzahl Anteil (in %)
insgesamt Negativ Positiv Negativ Positiv

Gesunde 41 40 1 97,6 2,4
Kreuzreaktive 62 62 0 100,0 0,0
alle Kontrollen 103 102 1 99,0 1,0

Frühstadium 24 22 2 91,7 8,3
NB 26 19 7 73,1 26,9
ACA 27 10 17 37,0 63,0
LA 29 11 18 37,9 62,1
alle Kranken 106 62 44 58,5 41,5

Tabelle 4.5: Reaktivität der Virotech-Seren in einzelnen Krankheitsmanifestationen auf ACGal in Line-Blots. Synthetisches
ACGal 14 wurde auf Membranen gesprüht. Die Membranstreifen wurden mit den 209 Seren inkubiert und die IgG mittels
AP/BCIP/NBT immungefärbt. Die als positiv gewerteten Seren mussten mindestens 2 �Virotech-Intensitäten� erreicht haben.
(s. 3.1.16)

Bei der Betrachtung der ermittelten Daten fällt zuerst die hohe Zahl der negativen
Kontrollen auf. Lediglich ein Serum von 41 Gesunden war positiv (2 %), während unter
den 62 kreuzreaktiven Seren � die u. a. Syphillis, Autoimmunerkrankungen, Schwangere
und Rheumafaktorpositive umfassen � kein einziges mit ACGal reagierte. Mit einer
Gesamtspezi�tät von 99 % war der Test damit hoch valide.

Die Frequenz der Seropositiven unter den LB-Patienten war wieder erst im Spätsta-
dium recht hoch � 63 % bei den Acrodermatitiden (ACA) und 62 % bei den Arthritiden
(LA). Die Zahlen sind gegenüber den mittels Dot-Blot erhobenen Ergebnissen der NRZ-
Seren vermindert (79 % resp. 87 %). Im Frühstadium, das hier nicht nur EM, sondern
u. a. auch multiples EM umfasst, waren 8 % der Seren ACGal-positiv und damit mehr
als bei den NRZ-Seren (5 %). Für das zweite LB-Stadium (NB), in dem die Borrelien
sich schon ausgebreitet haben, lagen die Werte mit 27 % in der Mitte und leicht erhöht
gegenüber den NRZ-Seren (21 %). Die Gesamtsensitivität des ACGal in diesem Test
betrug nur 42 % (43 % NRZ).

4.4.3 Bestimmung der Antikörpertiter in den ACGal-positiven
Seren

In den Patientenseren, die in den Dot-Blots positiv waren, wurden die AK-Titer mit-
tels eines selbst aufgebauten ELISA bestimmt (s. 3.1.17, S. 41), der mit den gesunden
Kontrollen validiert wurde.

Der Schwellenwert, oberhalb dessen eine bestimmte Serumverdünnung als positiv ge-
wertet wurde, war die doppelte Standardabweichung über dem Mittelwert der gepoolten
Kontrollen bei derselben Verdünnung. Ein EM-Patient zeigte einen Titer von < 1000.
Von den NB-, ACA- und LA-Patienten wiesen etwa 2/3 einen Titer von ≥ 1000 auf. Bei
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Anzahl Anteil (in %)
EM NB ACA LA EM NB ACA LA

positive Seren 1 4 11 13

Titer

1000 2 2 4 0 50 18 31
2000 1 0 0 0 8
4000 1 4 2 0 25 36 15
8000 1 0 0 9 0

16 000 0 0 0 0
32 000 2 0 0 0 15

≥ 1000 0 3 7 9 0 75 64 69
< 1000 1 1 4 4 100 25 36 31

Tabelle 4.6: Anti-ACGal-AK-Titer der Dot-Blot-positiven NRZ-Seren bei einzelnen Krankheitsmanifestationen in ELISA.
Mikrotiterplatten wurden mit nativem ACGal beschichtet, als Vierfachwerte mit den Seren in den genannten Verdünnungen inku-
biert, die gebundenen IgG mittels HRP/TMB/H2SO4 gefärbt und die OD450nm gemessen und gemittelt. Als OD-Schwellenwert
für die positive Beurteilung eines Serums mit einer bestimmten Konzentration wurde die doppelte Standardabweichung der
gesunden Kontrollen bei derselben Verdünnung verwendet. (s. 3.1.17)

ACA und LA zusammen hatten 38 % der Dot-Blot-Positiven einen Titer von ≥ 4000
und bei LA zwei Patienten einen Titer von 32 000 (Tab. 4.6).

4.4.4 Serologischer Nachweis von ACGal in weiteren Borrelien-
arten

Es wurden die ACG-Strukturen von neun Arten mit insgesamt 13 Stämmen der Gruppe
B. burgdorferi s. l. untersucht. Aufgrund des hohen Aufwandes für eine Borrelienkultivie-
rung im groÿen Maÿstab sowie für die Isolierung, Reinigung und chemisch-apparative
Analyse des ACGal wurde stattdessen eine kombinierte chemisch-serologische Metho-
de ohne Trennung angewandt. Es wurden dafür zehn zusätzliche Borrelienstämme im
Maÿstab von 1-4 mg Trockengewicht kultiviert (s. 3.1.2, S. 32) und mittels der Folch-
Extraktion (s. 3.1.5.2, S. 33) die Gesamtlipide isoliert. Zusätzlich zu diesen Extrakten
wurden noch die butanolextrahierten Gesamtlipide der drei chemisch analysierten Spe-
zies (Baf, Bbu, Bga) und als Negativkontrolle von B. hermsii verwendet. Als ACGal-
Referenz und zur Sensitivitätsabschätzung wurden 2 und 5 µg Palmitoyl-CGal 14 auf-
getragen. Der DC-Blot wurde mit dem Serum eines LB-Patienten (Abb. 4.11, S. 84)
oder den vier gepoolten Seren entwickelt.

Das DC mit den Gesamtlipiden aller zehn Borrelienarten wiesen nach Lauf in CHCl3/
MeOH 85:15 (v/v) und Mostainfärbung Spots bei den vier Glycolipiden ACG, MGalD,
CGal bzw. CGlc in etwa gleichen Anteilen auf (ohne Abb.). Auf den DC-Blots sah man
deutlich, dass � mit Ausnahme von B. hermsii � auf der Höhe jedes ACG-Spots auch ein
Signal der Immunfärbung lag (Abb. 4.11). Da die AK im Serum spezi�sch mit ACGal
und nicht mit ACGlc reagierten, implizieren die Experimente, dass alle untersuchten B.
burgdorferi s. l. ACGal in groÿen Mengen aufwiesen.
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Abbildung 4.11: DC-Blot der Gesamtlipide
von 13 verschiedenen Borrelienstämmen. A
Die Gesamtlipide wurden mittels Butanol- (3-
5, 16) oder Folch-Extraktion (6-15) isoliert.
Sie wurden mit etwa gleichen Massen auf das
DC getüpfelt und das DC in CHCl3/MeOH
85:15 (v/v) laufen gelassen. Das DC wurde
2 min lang mit einem Bügeleisen auf eine
PVDF-Membran übertragen und anschlieÿend
mit Mostain gefärbt. (s. 3.1.15, S. 41), B Die
Membran wurde mit dem ACGal-positiven Se-
rum eines LB-Patienten (1:750, 13,3 h, 4 ◦C)
und sekundärem AK (Kaninchen Anti-Mensch-
IgG, 1:50 000, 1,5 h, RT) inkubiert und mittels
ECL Filme belichtet und entwickelt. Abgebil-
det ist ein Film mit 1 min Belichtungszeit. (s.
3.1.13) C Digitale Übereinanderlegung von DC
(unten) und Film (nach automatischer Kon-
trastverstärkung) mit 70 % Transparenz.
1 2 µg synth. ACGal 14
2 5 µg synth. ACGal 14
3 B. burgd. s. s. B31
4 B. garinii A
5 B. afzelii PKo
6 B. spielmanii PSig II
7 B. lusitaniae Poti B2
8 B. lusitaniae Poti B3
9 B. valaisiana VS 116
10 B. valaisiana UK
11 B. burgd. s. s. B31 OspA Serotyp 1
12 B. garinii TN OspA Serotyp 6
13 B. bavariensis PBi
14 B. japonica HO 14
15 B. bissettii DN 127
16 B. hermsii HS 1

4.5 Synthese von ACGal, Serologie mit Humanseren

Bei der ACGal-Synthese wurde Cholesterol zuerst zum CGal glycosyliert (s. 4.5.1) und
danach regioselektiv an der 6-O-Position der Galactose acyliert (s. 4.5.2, S. 85). Nach
der Bestätigung der Antigenität des synthetischen ACGal (s. 4.5.3, S. 87) erfolgte die
Synthese einer Glycolipidbibliothek mit insgesamt zehn Derivaten (s. 4.5.4, S. 88). Damit
wurde die Bestimmung des ACGal-Epitops möglich (s. 4.5.5, S. 90). Ein funktionalisier-
tes ACGal konnte konzipiert und inklusive einer einfachen Schützungs- und Entschüt-
zungsmethode synthetisiert werden (s. 4.5.6, S. 92). Die erfolglosen Syntheseschritte
wurden aus Platzgründen nicht im Methodenteil aufgeführt, stattdessen wird auf die im
Folgenden zitierte Originalliteratur verwiesen.

4.5.1 Synthese von Cholesterylgalactosid (CGal)

Zuerst wurde die anomere Acetylgruppe der Pentaacetylgalactose mit Hydrazinacetat
(in DMF, 2 h, 50 ◦C) chemoselektiv entfernt (Exco�er u. a., 1975). Nach der Auf-
reinigung durch Extraktion und Waschen wurden 96 % 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α/β-D-
galactopyranose 1 erhalten (s. 3.2.6.1, S. 48). Dann erfolgte mittels der Trichloracetimi-
dat-Methode die diastereoselektive Aktivierung des anomeren Zentrums und die Umset-
zung mit Cholesterol (Schmidt und Michel, 1980). Dazu wurde das Halbacetal 1mit einer
katalytischen Menge der starken Base DBU deprotoniert und mit Trichloracetonitril (in
DCM, 2 h, RT) umgesetzt (Ren und Liu, 1999). Unter diesen Bedingungen und mit
diesen Schutzgruppen (Acetyl) verlief die Reaktion diastereospezi�sch zum thermody-
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Abbildung 4.12: Syntheseschema für Cholesteryl-β-D-galactopyranosid. a) in DMF, Pentaacetylgalactose, 1,25 äq. Hydra-
zinacetat, 2 h bei 50 ◦C, Extraktion mit EE, 96 % (s. 3.2.6.1, S. 48). b) in DCM, 1, 3 äq. Trichloracetonitril, kat. DBU, 2 h
bei RT, Säule, 88 % (S. 48). c) in DCM, 2, 0,85 äq. Cholesterol, kat. TMSOTf, 1,5 h bei RT, Triethylamin, Säule, 77 % (S.
49). d) in MeOH, 3, Natriummethanolat, pH 9-10, 3 h bei RT, IR-120(H+), Säule, 54 % (S. 49).

namisch stabileren α-Trichloracetimidat11 2, das mit 88 % Ausbeute nach Aufreinigung
erhalten wurde (s. 3.2.6.2, S. 48). Intermediär wurde auch das instabilere β-Produkt
gebildet; es zer�el aber wieder. Die Glycosylierung von Cholesterol mit dem Galacto-
syldonor 2 erfolgte säurekatalysiert (TMSOTf, in DCM, 1,5 h, RT) unter vollständiger
Inversion der anomeren Kon�guration nach einem SN1-Mechanismus (Deng u. a., 1999).
Zunächst wurde im α-Trichloracetimidat 2 durch die starke Lewis-Säure TMSOTf Tri-
chloracetamid (als Abgangsgruppe) abgespalten. Das verbliebene Carbeniumion wurde
durch die Nachbargruppe (in 2-Position) stabilisiert. Dadurch konnte die Annäherung
des Cholesterols ausschlieÿlich in äquatorialer Position erfolgen und führte irreversi-
bel zur selektiven Bildung der glycosidischen Bindung in β-Kon�guration. Nach dem
Beenden der Reaktion mit Triethylamin und Säulenchromatographie wurden 77 % 1-O-
Cholesteryl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosid 3 erhalten (s. 3.2.6.3, S. 49). Die
oft beschriebene Bildung von Orthoestern konnte nicht nachgewiesen werden. Sehr wohl
wurde die Ausbeute aber durch die β-Eliminierung von Cholesterol vermindert. Schlieÿ-
lich wurden die verbliebenen Acetylgruppen unter Zemplén Bedingungen entfernt (Zem-
plén und Kunz, 1923): In Methanol gelöst wurde die Entschützung durch Zugabe von
Natriummethanolat bei pH 9-1012 gestartet und nach drei Stunden durch Neutralisati-
on mit saurem Ionenaustauscherharz gestoppt. Obwohl die Reaktion nach DC-Kontrolle
vollständig abgelaufen war, konnten nach Säulenchromatographie nur 54 % hochgerei-
nigtes Cholesterylgalactosid 4 erhalten werden (s. 3.2.6.4, S. 49). (Abb. 4.12) Die Struk-
turen der Reaktionsprodukte wurden mit ein- und zweidimensionalen NMR-Messungen
bzw. Signalzuordnungen und ESI-MS- bzw. MALDI-TOF-Messungen bestätigt.

4.5.2 Regioselektive Acylierung von Cholesterylgalactosid

Die selektive Acylierung in der 6-O-Position der Galactose � der einzigen primären
Hydroxylgruppe � sollte allein auf der unterschiedlichen Reaktivität basierend möglich

11�Mit Natriumhydrid als Base und arylsubstituierten Keteniminen wurden ausschlieÿlich die β-
Imidate gebildet� (Schmidt und Michel, 1980)

12gemessen auf feuchtem pH-Papier
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sein. Da die chemische Acylierung jedoch nicht selektiv verlief (s. 4.5.2.1), wurde eine
enzymatische Acylierung unter Verwendung einer Lipase etabliert (s. 4.5.2.2).

4.5.2.1 Chemische Acylierung in 6-O-Gal-Position

Zuerst wurde die direkte Acylierung von CGal mit freier Palmitinsäure durch DCC (in
Dioxan bei RT) ausprobiert (Kasai u. a., 1981). Dabei konnte allerdings keine Umsetzung
beobachtet werden. Als nächstes wurde der zweistu�ge Weg versucht, bei dem die Pal-
mitinsäure erst mit 2,4-Dinitrophenol aktiviert wird (mit DCC, in DCM, RT) und dann
eine Umesterung an CGal mit DMAP katalysiert (in Pyridin, RT) werden sollte (Xia und
Hui, 1995). Jedoch zeigte sich auch hier in der zweiten Stufe keine Bildung des gewünsch-
ten Produktes. Im Gegensatz dazu führte die Kombination von Carbodiimid (EDC) und
Katalysator (DMAP) beim Einsatz von Palmitinsäure (in Pyridin, RT) zwar zu einem
Reaktionsumsatz, allerdings in hohem Maÿe zu Mehrfachacylierungen von CGal. Durch
die Mehrfachacylierungen wurde zum einen die Ausbeute stark verringert und zum an-
deren die Aufreinigung erschwert. Versuche mit verschiedenen Carbodiimiden (DCC,
EDC, Bis(trimethylsilyl)-carbodiimid), unterschiedlichen Lösungsmitteln (Pyridin, Di-
oxan, DCM, DMSO, Sulfolan) oder auch verringerten Reaktionstemperaturen (RT bis zu
-20 ◦C) führten bei DMAP-Katalyse nicht zur gewünschten regioselektiven Acylierung
von CGal in 6-O-Position.

4.5.2.2 Enzymatische Acylierung in 6-O-Gal-Position

Bei der Acylierung von Kohlenhydraten mittels Lipasen werden grundsätzlich auch freie
Fettsäuren mit der 6-OH -Gruppe verestert. Allerdings ist die Umesterung einer vor-
her aktivierten Fettsäure an diese Hydroxylgruppe e�ektiver (Gotor und Pulido, 1991).
Als Aktivierungsreagenz wurde daher Acetonoxim benutzt. Die Synthese der Aceton-
oximester erfolgte bei gleichen Sto�mengen Palmitinsäure und Acetonoxim mit 1,25 äq.
EDC und kat. DMAP (in DCM, 2 h, RT) (Abb. 4.13). Nach der Säulenchromatographie
wurden 97 % des Acetonoximoylpalmitats 7 erhalten.

Abbildung 4.13: Syntheseschema der regioselektiven Acylierung von CGal. a) in DCM, Fettsäure, 1 äq. Acetonoxim, 1,25 äq.
EDC, kat. DMAP, 2 h bei RT, Säule, 84-97 % (s. 3.2.7.1�, S. 50-53). b) in Pyridin, 4, 0,9 äq. 6-12, Lipase Amano PS, 10 d
bei 50 ◦C, Filtration, Säule, 5-31 % (s. 3.2.8.1�, S. 53-58).

Vor einer präparativen Acylierung wurden zwei gebräuchliche Lipasen � Amano Lipase
PS aus Burkholderia cepacia13 und Amano Lipase aus Pseudomonas �uorescens � in
analytischen Reaktionen ausprobiert und verglichen. Mit der Reaktionskontrolle durch

13früher als Pseudomonas cepacia klassi�ziert
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DC wurde bei beiden Enzymen Einfachacylierung und keine Mehrfachacylierungen be-
obachtet, wobei die Reaktionsumsätze recht gering waren. Von beiden Lipasen wies die
Amano Lipase PS den etwas höheren Umsatz auf und wurde für die folgenden Reaktio-
nen ausgewählt. Die enzymatische Acylierung wurde präparativ wie folgt durchgeführt.
CGal 4 und der Acetonoximester der Palmitinsäure 7 wurden in trockenem Pyridin
gelöst und auf 50 ◦C erhitzt. Die Lipase und das Molekularsieb wurden unter Argon
hinzugefügt und alles bei 50 ◦C 5 d gerührt. Um die Ausbeute noch weiter zu stei-
gern, wurde nochmals die gleiche Menge Lipase mit Molekularsieb zugegeben und die
Reaktion unter denselben Bedingungen 5 d fortgesetzt. Die Lipase wurde durch eine
Pore-3 Fritte ab�ltriert, das Filtrat mit Kieselgel koevaporiert und dieses Rohprodukt
mittels Säulenchromatographie gereinigt (Abb. 4.13). Für das 6-O-palmitoylierte CGal
14 betrug die Ausbeute nach der Aufreinigung lediglich 8,5 % (s. 3.2.8.2, S. 54). Die
Bildung von Nebenprodukten wurde nicht beobachtet. Bei der Säulenchromatographie
konnten jedoch in groÿer Menge nicht umgesetzte Edukte � CGal und Acetonoximester
� wiedergewonnen werden (Diskussion s. 5.2.1.2, S. 110).

Die Charakterisierung des ACGal erfolgte aufgrund der vollständigen Signalzuord-
nung der ein- und zweidimensionalen NMR-Experimente � für das Cholesterol unter
Zuhilfenahme von Referenzdaten (s. 3.2.4, S. 46). Die Strukturen wurden durch MALDI-
TOF-MS bestätigt (s. 3.2.5.1, S. 47). Im ESI der LC/MS war das intensivste Signal bei
m/z = [M+18]+, bei dem es sich um NH4

+-Addukt handeln könnte. Im hochau�ösenden
ESI-MS war die Probe gar nicht messbar.

Mit diesem synthetischen 6-O-palmitoylierten Cholesterylgalactosid konnte die An-
tigenität des nativen ACGal mittels Dot-Blots bestätigt werden (s. 4.5.3, S. 87).

4.5.3 Bestätigung der Antigenität

Bisher wurde lediglich gezeigt, dass die aus B. burgdorferi isolierte ACGal-Fraktion ein
AG ist (s. 4.4, S. 80). Durch die ACGal-Synthese konnten diese nativen Strukturen mit
gut de�niertem, synthetischem ACGal verglichen und dessen Antigenität bestätigt wer-
den. Dazu wurden in Dot-Blots dieselben Massen von nativem ACGal von B. garinii14

(s. 4.1.2.3, S. 74), synthetischem Palmitoyl-CGal 14 und synthetischem CGal 4 mit
dem Serum von vier einzelnen LB-Patienten im Spätstadium inkubiert und die IgG-AK
immungefärbt (s. 3.1.14, S. 39).

Abbildung 4.14: Vergleichende Dot-Blots des na-
tiven und synthetischen ACGal. Auf PVDF-
Membranen wurden je 1 µg natives ACGal aus B. ga-
rinii, synthetisches ACGal mit Palmitinsäure 14 und
synth. CGal 4 aufgebracht und mit den vier Charité-
Seren 2,5 h inkubiert (Verdünnung: 1 und 3 1:8000,
2 und 4 1:250). Die gebundenen IgG wurden mit
HRP/ECL/Film detektiert. (s. 3.1.14)

Von den vier Seren des LB-Spätstadiums (s. 3.1.11.2, S. 36) wiesen zwei einen sehr hohen
ACGal-Titer auf (≥ 8000), eines einen kleinen (≥ 250) und eines war negativ. In allen
vier Seren war die Reaktivität gegenüber nativem und synthetischem ACGal identisch
� sowohl in der Kinetik der ECL-Filmentwicklung als auch in der Intensität der Signale
(Abb. 4.14). Somit war ACGal � das wichtigste Glycolipid von B. burgdorferi � als AG in

14ein Gemisch von ACGal mit Palmitin- (48 %), Öl- (48 %) und Stearinsäure (4 %)
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Lyme-Borreliose veri�ziert und die Voraussetzung zur Synthese einer ACGal-Bibliothek
(s. 4.5.4) gegeben.

4.5.4 Synthese einer Glycolipidbibliothek

Für die Bestimmung des immunreaktiven Epitops von ACGal wurde eine Bibliothek mit
Glycolipidderivaten synthetisiert. Zur Untersuchung der minimalen Fettsäurelänge wur-
den Derivate mit variierenden Fettsäuren synthetisiert (s. 4.5.4.1). Um die Notwendigkeit
des Cholesterylanteils zu beurteilen, wurden Methyl- und Phenylgalactosid acyliert (s.
4.5.4.2, S. 89). Die unterschiedliche Hydrophobizität der Glycolipide veranschaulicht ein
Dünnschichtchromatogramm (Abb. 4.17, S. 90).

Abbildung 4.15: Strukturformeln der synthetisierten Cholesterylglycolipide. Die Grundstruktur Cholesteryl-β-D-
galactopyranosid 4 wurde in B. burgdorferi auch mit Öl- und Palmitinsäure 6-O-acyliert vorgefunden. Zusätzlich zu diesen
drei Strukturen wurden Derivate mit Carbonsäuren von C 2 bis C 10 und einer ω-mercaptofunktionalisierten Pentadecansäure
chemoenzymatisch synthetisiert. (s. 3.2.8)
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4.5.4.1 Synthese von ACGal-Derivaten

Für die Synthese der sieben Fettsäurederivate von ACGal (Abb. 4.15, S. 88) wurde CGal
4 mit Acetonoximestern der Carbonsäuren regioselektiv acyliert.

Die Aktivierungen der Ölsäure bis Buttersäure mit Acetonoxim erfolgten mittels
Carbodiimid (s. 3.2.7, S. 50). Nach der Säulenchromatographie konnten die reinen Ace-
tonoximester 6-11 in Ausbeuten von 85-97 % erhalten werden (s. 3.2.7.1-3.2.7.6, S.
50�). Der Acetonoximester der Essigsäure 12 wurde durch Reaktion von Acetonoxim
mit Acetanhydrid in Pyridin mit 92 % Ausbeute dargestellt (s. 3.2.7.7, S. 53). Die lipase-
katalysierten Umesterungen der Fettsäureester an die 6-O-Position des CGal (Abb. 4.13,
S. 86) wurden wie beschrieben durchgeführt (s. 4.5.2.2, S. 86). Die Reaktionsausbeuten
nach der Säulenchromatographie variierten deutlich. Die höchsten Ausbeuten konnten
für die kurzen Derivate C6-ACGal 17 und C4-ACGal 18 mit 31 % bzw. 29 % erhalten
werden. Geringere Ausbeuten von 16 und 14 % wurden bei Verwendung der ungesättig-
ten (C18:1-ACGal 13) bzw. der mittellangen (C10-ACGal 16) Fettsäure erzielt. Relativ
geringe Ausbeuten wurden hingegen bei den langen Fettsäuren und � als Ausnahme �
für das Acetylderivat ermittelt: 8,5 % bei C16-ACGal 14, 7,5 % bei C2-ACGal 19 und
5,1 % bei (Et-SS-C15)-ACGal 15 (Diskussion s. 5.2.1.2, S. 110).

4.5.4.2 Synthese von cholesterolfreien acylierten Galactosiden

Für die Synthese der cholesterolfreien Glycolipide (Abb. 4.16) wurden Methyl- und
Phenyl-β-D-galactosid gekauft. Die 6-O-Acylierung wurde gleich mit dem Acetonoxim-
ester der funktionalisierten Pentadecansäure (C15-SS-Et, 8) (s. 3.2.8.8-3.2.8.9, S. 59f)
durchgeführt, um bei einer Erkennung durch Seren direkt die Konjugation zu ermögli-
chen. Die Ausbeuten dieser enzymkatalysierten Reaktionen nach Säulenchromatographie
waren höher als bei den CGal-Derivaten (s. 4.5.4.2) � 64 % für das acylierte Methyl-β-D-
galactopyranosid 20 und 52 % für das acylierte Phenyl-β-D-galactopyranosid 21. Auch
hier wurden keine Nebenprodukte beobachtet und nicht umgesetzte Edukte wurden bei
der Säulenchromatographie zurückgewonnen.

Abbildung 4.16: Strukturformeln der synthetisierten cholesterolfreien Glycolipide. Es wurden zwei Derivate mit der funk-
tionalisierten Fettsäure 8 synthetisiert, bei denen der Cholesterylrest entweder durch Methyl oder Phenyl ersetzt worden war.
(s. 3.2.8, S. 53)

Mit Hilfe dieser zehn Strukturen und der nativen ACGal-Präparationen wurden in
Immunoblots wertvolle Informationen über das ACGal-Epitop der AK gewonnen (s.
4.5.5).
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Abbildung 4.17:
Dünnschichtchromatogramm
der synthetisierten Glycolipide.
Die säulenchromatographisch
gereinigten Glycolipide wurden
auf ein DC aufgetragen,
in CHCl3/MeOH 85:15
(v/v) entwickelt und mit
Mostain gefärbt (s. 3.2.1.1).
Nr. Glycolipid Rf

13 Oleoyl-CGal 0,56
14 Palmitoyl-CGal 0,54
15 Et-S-S-Pentadecanoyl-CGal 0,56
16 Decanoyl-CGal 0,50
17 Hexanoyl-CGal 0,47
18 Butyl-CGal 0,44
19 Acetyl-CGal 0,39
4 CGal 0,18
20 Et-S-S-Pentadecanoyl-MeGal 0,39
21 Et-S-S-Pentadecanoyl-PhGal 0,44

4.5.5 Erkennung der Glycolipide durch Humanseren

Zur Identi�zierung des Epitops der humanen AK wurde mit den synthetisierten ACGal-
Derivaten die für die Erkennung minimale Länge der Fettsäuren ermittelt (s. 4.5.5.1,
S. 90). Mit der gesamten Glycolipidbibliothek und den nativen Strukturen erfolgte die
Eingrenzung des Epitops (s. 4.5.5.2, S. 91). Vor dem Hintergrund einer diagnostischen
Anwendung von ACGal wurden von den synthetischen Glycolipiden die Titer der AK
bestimmt (s. 4.5.5.3, S. 91).

4.5.5.1 Bestimmung der minimalen Fettsäurelänge

Bislang wurde demonstriert, dass die AK in den LB-Patientenseren an CGal nicht bin-
den, während sie acyliertes CGal (ACGal) sehr wohl erkennen. Ungeklärt war, wie lang
die Fettsäure an 6-O-CGal mindestens sein muss, damit die AK daran binden können.
Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden die synthetischen ACGal mit den un-
terschiedlich langen Fettsäureresten � Acetyl- (C2, 19), Butanoyl- (C4, 18), Hexanoyl-
(C6, 17), Decanoyl- (C10, 16), Palmitoyl- (C16, 14) und Oleoyl- (C18:1, 13) � sowie
CGal 4 (Abb. 4.15, S. 88) auf Dot-Blots aufgebracht, mit LB-Patientenseren inkubiert
und die IgG-AK detektiert.

Abbildung 4.18: Dot-Blots aller Cholesteryl-β-D-galactoside mit Patientenseren. Auf eine PVDF-Membran wurden je 1 µg
der Glycolipide aufgebracht, mit den Charité-Patientenseren (1:4000) inkubiert und mit sekundärem AK (1:50 000) und
ECL/Film die Bindung detektiert. Oleoyl-CGal 13, Palmitoyl-CGal 14, Et-S-S-Pentadecanoyl-CGal 15, Decanoyl-CGal 16,
Hexanoyl-CGal 17, Butyl-CGal 18, Acetyl-CGal 19, CGal 4, (s. 3.1.14)

Das Ergebnis des Versuches war, dass alle ACGal-Derivate mit einer Fettsäureketten-
länge ≥ 4 von den AK erkannt wurden (Abb. 4.18). Dabei spielte es o�enbar keine
Rolle, ob sich abweichend von den gesättigten und unsubstituierten Fettsäuren (C16,
C10, C6) im Ölsäurederivat 13 an ∆9 eine Doppelbindung oder bei C15-SSEt 15 termi-
nal eine funktionelle Gruppe be�ndet. Das Buttersäurederivat 18 wurde hier scheinbar
schwächer erkannt, aber in späteren, ähnlichen Experimenten (ohne Abb.) unterschied
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sich das Signal nicht von den ACGal-Derivaten mit längerer Fettsäure, so dass von ei-
ner vollwertigen Erkennung auszugehen ist. Nicht ausreichend für eine Erkennung durch
Humanseren waren aber ein Acetylrest am CGal 19 und ein unsubstituiertes CGal 4.

4.5.5.2 Ermittlung der minimalen Erkennungsstruktur der Humanseren

Nach Erkenntnissen zu nativen ACG (s. 4.4.2.1, S. 81) und dem Fettsäureanteil in syn-
thetischen ACGal-Derivaten (s. 4.5.5.1) fehlten noch Informationen zur Erfordernis des
Cholesterylanteils. Daher wurden unter Einbeziehung der cholesterolfreien Glycolipide
(Abb. 4.16, S. 89) und weiterer Kontrollen in einem umfassenden Versuch die Minimal-
struktur, die noch von AK erkannt wird, ermittelt. Hierfür wurden auf einer Membran
gleiche Mengen von Borrelienlysat, von allen vorhandenen Lipiden � Gesamtlipide, na-
tive ACG aller vier chemisch untersuchten Spezies, alle synthetischen Lipide � sowie
Galactose und Cholesterol aufgebracht (s. Abb. 4.19). Die Membranen wurden zum
einen mit dem gepoolten Serum der beiden ACGal-hochtitrigen LB-Patienten und als
Kontrolle mit dem gepoolten Serum des negativen und des schwach ACGal-positiven
LB-Patienten (als Kontrolle) inkubiert. Die gebundenen IgG-AK wurden durch sekun-
däre AK/HRP/ECL auf Filmen detektiert (s. 3.1.14.2, S. 40).

Abbildung 4.19: Schablonen-Dot-Blot der Lipide mit LB-Patientenseren. Auf eine PVDF-Membran wurde eine Schablone
aufgelegt und an den bezeichneten Stellen je 1 µg der Substanzen aufgebracht: natives ACGal von B. afzelii, B. burgdorferi
s. s. und B. garinii, natives ACGlc von B. hermsii, die synthetisierten Cholesterylglycolipide (4, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19)
� bezeichnet nach ihrer Fettsäurelänge, die synthetisierten cholesterolfreien Glycolipide (20, 21) � AMeGal und APhGal, die
Gesamtlipide und ein Borrelienlysat von B. burgdorferi s. s., freies Cholesterol und freie Galactose. Die Membran wurde mit
den ACGal-positiven Charité-Patientenseren (1:4000, 2 h) und sekundärem AK (1:50 000) inkubiert und mittels ECL Filme
belichtet (s. 3.1.14.2). Abgebildet ist die digitale Übereinanderlegung der der Schablone zugrunde liegenden Strukturformel mit
einem Film (Belichtung: 32 min).

Die Kontrolle zeigte bei keiner der Strukturen Signale, wobei das Borrelienlysat wohl al-
lein aufgrund der relativ hohen Verdünnung der Seren nicht erkannt wurde (ohne Abb.).
Von den stark ACGal-positiven Patienten wurden dagegen wie erwartet alle nativen Sub-
stanzen erkannt, die ACGal enthalten � Lysat, Gesamtlipide, ACGal-Fraktionen von Baf,
Bbu und Bga. Das ACGlc von B. hermsii und die beiden cholesterolfreien Glycolipide
(20 und 21) wurden nicht erkannt. Ebenfalls reichen weder freies Cholesterol noch freie
Galactose für eine Bindung aus (Abb. 4.19). Die Aussagen zur Fettsäure weichen nicht
von denen in 4.5.5.1 ab.

4.5.5.3 Titerbestimmung der synthetischen Lipide mit Patientenseren

Da sich die AK-Titer der erkannten ACGal-Derivate bei den Kaninchenseren stark un-
terschieden (s. 4.6.3.2, S. 101), wurde untersucht, ob die AK in den LB-Patientenseren
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ähnlich variierende A�nitäten aufweisen. In analogen Dot-Blots wurde mit den ACGal-
Derivaten und seriellen Verdünnungen der Humanseren von 1:1000 bis 1:512 000 die
Bindung der IgG detektiert (s. 3.1.14.3, S. 40).

Abbildung 4.20: Titerbestimmung der synthe-
tischen Glycolipide mittels Dot-Blot mit LB-
Patientenseren. Auf PVDF-Membranen wur-
den je 1 µg der Glycolipide 4, 13-15, 17-21
aufgebracht, 21 h bei 4 ◦C mit zehn Verdünnun-
gen (1:1000-1:512 000) der gepoolten Charité-
Patientenseren inkubiert und mit sekundärem
Anti-IgG-AK (1:50 000) und ECL/Film immun-
gefärbt (s. 3.1.14.3, S. 40). Gezeigt sind nur die
digital ausgeschnittenen Filmstreifen der Ver-
dünnungen 1:1000-1:16 000, da bei 1:16 000-
1:512 000 keine Reaktion beobachtet wurde.

Auch in diesem Experiment (Abb. 4.20) wurden CGal 4 und 6-O-Acetyl-CGal 19
sowie die beiden cholesterolfreien Lipide 20, 21 bei einer Serenverdünnung ≥ 1:1000
nicht erkannt. Die benutzten ACGal-Derivate mit Buttersäure oder einer längerkettigen
Fettsäure (13, 14, 15, 17, 18) wurden von den Patientenseren alle mit einem Titer von
1:8000 erkannt.

4.5.6 Synthese eines funktionalisierten ACGal

Für die Kopplung eines funktionalisierten ACGal an die Trägerproteine sollten deren
Lysinseitenketten genutzt werden. Da keine der verwendeten funktionellen Gruppen
direkt mit den freien Aminofunktionen reagierte, mussten entweder entsprechend akti-
vierte Proteine gekauft oder bei der Konjugation homo- oder hetero-bifunktionale Hilfs-
reagenzien eingesetzt werden.

Zunächst sollte ein mit einer Aminogruppe funktionalisiertes ACGal mittels Glutar-
aldehyd an die Lysine des Proteins gebunden werden. Ausgehend von einer gekauften
ω-(Boc-amino)-undecansäure wurden der Acetonoximester und danach das noch Boc-
geschützte ω-Aminoundecanoyl-CGal synthetisiert. Dieses degradierte aber bei der Boc-
Entschützung (TFA in DCM, 2h, RT) oder der Aufarbeitung.

Danach war geplant, die Aminogruppen des Proteins mittels 2-Iminothiolan in Mer-
captofunktionen umzuwandeln, die mit Maleimidgruppen reagieren können. Die Ver-
wendung einer Schutzgruppe war nicht notwendig. Die Synthese eines ACGal-Derivates
mit ω-Maleimidoundecansäure scheiterte allerdings daran, dass währenddessen die Dop-
pelbindung des Maleimides laut NMR groÿteils degradierte.

Schlieÿlich wurde der umgekehrte Weg verfolgt � maleimidaktivierte Trägerproteine
waren kommerziell erhältlich und könnten mit einem mercaptofunktionalisierten ACGal
reagieren. Vor der Aktivierung der gekauften ω-Mercaptofettsäuren als Acetonoximester
wurde die Mercaptofunktion geschützt (s. 4.5.6.1). Die Schutzgruppe musste dann vor
der Konjugation wieder entfernt werden (s. 4.5.6.2, S. 93).
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4.5.6.1 Schützung der Mercaptogruppe als Disul�d

Zuerst wurde die 2,4-Dinitrothiophenyl-Schutzgruppe (DNP-S-) erfolgreich mit 2,4-Di-
nitrophenylsulfenylchlorid an der Mercaptogruppe von ω-Mercaptoundecansäure ange-
bracht (88 % Ausbeute) (Fontana u. a., 1968). Auch die weitere Veresterung (90 %)
sowie enzymatische Acylierung zum ω-(DNP-S-S)-ACGal (7 %) verliefen glatt. Nach
der erfolgreichen reduktiven Entschützung des Produktes war es jedoch nicht möglich,
die freie Schutzgruppe vollständig mittels Säulenchromatographie zu entfernen und das
saubere ACGal-SH zu erhalten (s. 4.5.6.2, S. 93). Dieser Weg konnte somit nicht für
Konjugationen eingesetzt werden.

Abbildung 4.21: Schema der Schützung und Ent-
schützung der Mercaptofunktion. a) in TEA, 15-
Mercaptopentadecansäure, 2 äq. Diethyldisul�d, 17 h bei
70 ◦C rühren, Evaporation (s. 3.2.9.1, S. 60) b) in
Pyridin/H2O 9:1 (v/v), 1 äq. 1 M Triethylphosphinlösung in
THF, 30 min bei RT schütteln, Evaporation oder Abblasen
im N2-Strom (s. 3.2.9.2, S. 61) R = H (Schützung) bzw.
CGal (Entschützung)

Letztendlich wurde die �üchtige Thioethyl-Schutzgruppe mit Erfolg verwendet (Abb.
4.21, S. 93). Die Schützung von ω-Mercaptopentadecansäure erfolgte durch Erhitzen mit
Diethyldisul�d in TEA (Su u. a., 2004). Nach Einrotieren der Reaktionslösung konnte
ohne Aufreinigung die saubere 15-(2-Ethyldisulfanyl)-pentadecansäure 5 quantitativ er-
halten werden (s. 3.2.9.1, S. 60). Die Aktivierung zum Acetonoximester 8 erfolgte mit
89 % Ausbeute (s. 3.2.7.3, S. 51). Die enzymatische Acylierung von CGal damit ergab
nach chromatographischer Reinigung 180 mg (5,1 %) ω(Et-S-S)-ACGal 15.

4.5.6.2 Reduktive Entschützung des Disul�des

Eine reduktive Entschützung des DNP-S-geschützten ACGal (s. 4.5.6.1, S. 93) mit DTT
gelang auch mit groÿem Überschuss nicht. Die Reduktionsmittel NaBH4 oder NaCNBH3

waren ebenfalls nicht e�ektiv genug. Die Reduktion mit Tributylphosphin in DMF mit
5 % H2O zeigte jedoch innerhalb weniger Minuten eine quantitative Entschützung. Da
sowohl das entschützte Glycolipid (ACGal-SH) als auch die verbliebene Schutzgruppe
(DNP-SH) um die Maleimidgruppen des Trägerproteins konkurrieren würden, musste die
Schutzgruppe entfernt werden. Die unüberwindbare Schwierigkeit bestand darin, dass
es bei Kontakt mit Luft � beim Einengen der Reaktionslösung und bei der Säulenchro-
matographie � zur Reoxidation kam. Es bildete sich nicht nur die Ausgangsverbindung
(ACGal-S-S-DNP) zurück, sondern auch ein symmetrisches Glycolipiddimer (ACGal-
S-S-ACGal). Zwar konnte bei der Aufarbeitung die Zugabe eines Überschusses DTT
dies verhindern, jedoch würde nicht oxidiertes DTT ebenfalls mit den Maleimidgruppen
reagieren und eine Konjugation von ACGal-SH verhindern.
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Abbildung 4.22: Vergleichende 1H-NMR-Spektren der un- und geschützten Mercaptofettsäuren bzw. Acetonoximester.
Die Mercaptofettsäuren wurden in CDCl3 gelöst, im 300 MHz NMR-Spektrometer gemessen und die Verschiebungen auf
internes TMS referenziert. A 15-Mercaptopentadecansäure (s. 3.2.9.1, S. 60), B Acetonoximester der 15-(2-Ethyldisulfanyl)-
pentadecansäure 8, das FA H-2 Signal ist im Oximester von 2,34 nach 2,40 ppm verschoben, das FA H-15 im Disul�d von
2,51 nach 2,68 ppm, das Ethyl H-1 hat eine Verschiebung von 2,69 ppm und das H-2 von 1,32 ppm, C Acetonoximester der
15-Mercaptopentadecansäure 23, das FA H-15 Signal ist wieder bei 2,52 ppm, das H-2 als Oximester bei 2,40 ppm.

Die Reduktion der �üchtigen Thioethyl-Schutzgruppe (Abb. 4.21, S. 93) wurde mit
dem geschützten Fettsäureester 8 mittels NMR-Experimenten etabliert (Abb. 4.22,
S. 94). Dabei wurden die Eigenschaften verschiedener Phosphine analysiert: Tris(2-
carboxyethyl)-phosphin (TCEP)15, Triphenylphosphin16, Tri(n-butyl)-phosphin17 und
Triethylphosphin18. Hinsichtlich des Reduktionsvermögens waren alle Phosphine bei 1-
1,1 Moläquivalenten gleich e�ektiv. Ausschlaggebend für die Auswahl war, dass sowohl
Triethylphosphin als auch sein Oxidationsprodukt Triethylphosphinoxid im HV �üch-
tig waren und einfach entfernt werden konnten (lt. NMR). Als Lösungsmittel wurde
Pyridin/H2O 9:1 (v/v) ausgewählt und Verbindung 15 (ACGal-S-S-Et) zu Verbindung
22 (ACGal-SH) mit einem Umsatz von 94 % entschützt (s. 3.2.9.3, S. 61).

4.6 Konjugation von ACGal, Immunisierung von Ver-

suchstieren und Serologie mit Tierseren

Da ACGal selbst nicht immunogen ist, musste es zunächst über eine funktionelle Gruppe
an immunogene Trägerproteine konjugiert werden (s. 4.6.1, S. 95). Mit diesen Konju-
gaten wurden Mäuse und Kaninchen immunisiert, um spezi�sche Anti-ACGal-AK zu
generieren (s. 4.6.2, S. 99). Die Seren wurden eingehend mittels Immunoblots mit den

15erhältlich als an Agarose immobilisiertes Reagenz, das ab�ltriert werden kann
16bei RT fest
17bei RT �üssig, Siedetemperatur 150 ◦C
18bei RT �üssig, Siedetemperatur 127-128 ◦C
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Glycolipiden untersucht (s. 4.6.3, S. 100) und für Immuno�uoreszenztests mit ganzen
Borrelien verwendet (s. 4.7, S. 102).

4.6.1 Konjugation von ACGal an Trägerproteine

Es war das Ziel, das funktionalisierte ACGal 22 mit seiner Mercaptogruppe an Träger-
proteine zu konjugieren. Zunächst wurden erfolglos maleimidaktivierte Proteine auspro-
biert (s. 4.6.1.1) und dann die Konjugation in zwei Schritten mittels des Linkermoleküls
SMCC19 mit mehreren Trägerproteinen durchgeführt (s. 4.6.1.2, S. 96). Die Proteine wa-
ren: BSA � Rinderserumalbumin (Molekulargewicht: 66,5 kDa), KLH � Keyhole Limpet
Hemocyanin (1-5 MDa) � und OVA � Ovalbumin (44,3 kDa).

4.6.1.1 Konjugation an maleimidaktivierte Trägerproteine

Bereits maleimidaktivierte Proteine waren kommerziell erhältlich20 und schienen der
einfachste Weg für die Konjugation zu sein.

Konjugation an maleimidaktiviertes KLH Die Reaktion wurde nach dem Proto-
koll des Herstellers mit den mitgelieferten Reagenzien durchgeführt (s. 3.2.10.1, S. 62).
Als Lösungsmittel für ACGal 22 wurde DMSO gewählt, das mit dem wässrigen Pu�er
des KLH mischbar ist. Trotzdem �el während des Mischens der Lösungen ein farbloser
Niederschlag unbekannter Zusammensetzung aus. Bei der Beurteilung der Konjugation
erwies sich als groÿes Problem, dass KLH aufgrund des groÿen Molekulargewichtes nicht
in der PAGE läuft und in Dot-Blots auch ungebundenes ACGal nachgewiesen werden
würde. Eine qualitative Aussage sollte daher mittels der Tandem-Massenspektrometrie
der KLH-Fragmente getro�en werden. Ein tryptischer Verdau der beiden verschiedenen
KLH-Untereinheiten würde zu 387 Spaltprodukten führen. Da aber für eine Bromcyan-
spaltung (BrCN) nur 155 theoretische Schnittstellen vorhanden sind, wurde diese an-
gewendet (s. 3.2.11, S. 64). Diese groÿe Anzahl Peptide inklusive der Isotopensignale
führte jedoch zusammen mit der Heterogenität der Maleimidsubstitution an den Lysi-
nen zu einer unüberschaubaren Anzahl Signale im Massenspektrum. Der Vergleich der
Fragmente des BrCN-gespaltenen KLH-Konjugates mit gleich behandeltem maleimidak-
tiviertem KLH erlaubte keine Aussage über die Konjugation.

Konjugation an maleimidaktiviertes BSA Die Reaktion erfolgte auf ähnliche
Weise wie bei KLH, wobei es auch Löslichkeitsprobleme des Gemisches gab (s. 3.2.10.1,
S. 62). Mit BSA und den ACGal- sowie Cystein-Konjugaten wurde eine PAGE durch-
geführt und die Banden für einen tryptischen Verdau zur Tandem-Massenspektrometrie
ausgeschnitten (ohne Abb.). Es konnten mehrere Cys-Maleimid-Peptide identi�ziert wer-
den, allerdings keine ACGal-Maleimid-Peptide.

194-(N -Maleimidomethyl)cyclohexancarbonsäure N -hydroxysuccinimid-ester � ein heterobifunktio-
naler Crosslinker

20Die Firma Pierce bot aktiviertes KLH mit ≥ 400, BSA mit 15-25 und OVA mit 5-15 Maleimid-
funktionen pro Mol Protein an.
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4.6.1.2 Konjugation mit SMCC an Trägerproteine

In der ersten Reaktion reagierte Mercapto-ACGal 22 mit der Maleimidfunktion von
SMCC und dann wurde die Bindung von SMCC an das Protein geknüpft (Abb. 4.23).
Die Analyse der Konjugate erfolgte mittels PAGE (s. 3.1.10, S. 35), Western-Blots (s.
3.1.13, S. 38) und Gesamtmassenbestimmungen (s. 3.2.5.1, S. 47).

Abbildung 4.23: Schema der Konjugation von funktionalisiertem ACGal mit SMCC an ein Trägerprotein. a) Entschütztes
ω-mercaptofunktionalisertes ACGal 22, 1 äq. SMCC in DMF, 2,5 h bei 35 ◦C Schütteln. b) 1 Massen-äq. Protein einer Lösung
100 mg/ml SDS, 10 mg/ml Protein in PBS, heftiges Mischen, 16 h bei 35 ◦C Schütteln (s. 3.2.10.2).

Etablierung mit BSA und Detergenzien Nach der reduktiven Entschützung von
1 mg ACGal 15 zum freien Mercaptan 22 wurde in situ die Addition an die Ma-
leimidgruppe von 1 Mol-äq. SMCC in DMF durchgeführt. Danach wurden 0,1 ml ei-
ner 10 mg/ml PBS-Lösung des Trägerproteins dazugegeben (d. h. 1 mg ∧

= 1 Massen-
äq.) und alles intensiv gemischt. Die Bindung der NHS-aktivierten Carboxylgruppe des
ACGal-SMCC an die freien Aminogruppen der Lysine erfolgte über Nacht bei 35 ◦C. Die
durchgeführte PAGE und WB mit Patientenseren belegten grundsätzlich eine Bildung
des Konjugates. Allerdings war die Quanti�zierung schwierig, denn WB-Banden lagen
teilweise auf derselben Höhe (Gröÿe) wie BSA allein (auf der gefärbten Membran) oder
die Intensität der WB-Färbung korrelierte nicht mit der Gröÿe des Konjugates im Gel.
Auch die Reproduzierbarkeit war nicht gegeben.
Hilfreich für die Optimierung des Konjugationsweges durch die Variation verschiedener
Parameter war die Gesamtmassenbestimmung der Konjugate mittels MALDI-TOF (s.
3.2.5.1, S. 47). Pyridin, DMSO oder Acetonitril als Lösungsmittel für die ACGal-SMCC-
Reaktion und anschlieÿende Kopplung an BSA ergaben keine Vorteile. Wasser als Sol-
vens des Trägerproteins � um die Löslichkeit nicht zusätzlich durch Phosphat-Salze zu
reduzieren � war einer PBS-Lösung nicht überlegen. Die Verwendung von Sulfo-SMCC21

� mit einer zusätzlichen Sulfonsäuregruppe an 3-NHS zur Verbesserung der Wasserlös-
lichkeit � zeigte keine Verbesserung. Eine deutliche Reduktion der Trübung bei dem

21wie SMCC aber mit 3-Sulfo-NHS-Ester, #M6035, Sigma
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Abbildung 4.24: Analyse der BSA-Konjugate mit SDS-PAGE und Western-Blot. A Ein 12,5%iges SDS-Gel mit 1,25 µg
BSA, ACGal-BSA und Cys-BSA nach Konjugation mit SMCC in 1 % SDS durchgeführt und Coomassie gefärbt (s. 3.1.10).
B Ein 12,5%iges SDS-Gel mit 312 ng BSA, ACGal-BSA und Cys-BSA durchgeführt und geblottet. Die Membran wurde mit
Patientenseren inkubiert und die Anti-ACGal-IgG mittels HRP/ECL/Film detektiert (s. 3.1.13). Die mit Coomassie gefärbte
Membran und der Film wurden mittels digitaler Bildbearbeitung übereinander gelegt.

zweiten Konjugationsschritt und Erhöhung der Anzahl der ACGal-Moleküle pro Mo-
lekül BSA brachte erst der Einsatz von Detergenzien. Der E�ekt von nichtionischen
Detergenzien wie Triton R©X-11422, Triton R©X-10023, Tween R©2024, Cyclodextrin25 oder n-
Octyl-β-D-glucopyranosid26 war weniger stark ausgeprägt gegenüber dem von ionischen
Detergenzien � Natriumdeoxycholat27 und Natriumdodecylsulfat (SDS). Der Einsatz
von SDS führte dazu, dass die vormals trüben Reaktionslösungen nun opaleszent bis
klar wurden. Durch die Verwendung der Detergenzien wurde es jedoch notwendig, diese
vor der Gesamtmassenbestimmung (oder Immunisierung) aus den Proben in mehreren
Ultra�ltrationszyklen zu entfernen.

Abbildung 4.25: Analyse der BSA-Konjugate mit MALDI-TOF-MS. Nach Entsalzung mit ZipTips wurden A BSA in PBS,
B ACGal-BSA nach Konjugation mit SMCC in 1 % SDS, C Cys-BSA nach Konjugation mit SMCC in 1 % SDS (s. 3.2.10.2)
mit DHB auf dem Target 1:1 gemischt und die Gesamtmasse ermittelt. (s. 3.2.5.1)

22n = 7-8, #93422, Fluka
23n = 9-10, #T9284 Sigma-Aldrich
24#P7949, Sigma-Aldrich
25#28707, Fluka
26#75083, Fluka
27#71725 Fluka
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Das beste Ergebnis der Konjugation wurde mit 10 % SDS (100 mg/ml) in der 10 mg/ml
BSA-PBS-Lösung erzielt. Bei dieser hohen Konzentration war es trotz aufwändiger SDS-
Entfernung nicht mehr möglich, ein Massenspektrum aufzunehmen. Bei einer Konjuga-
tion mit 1 % SDS in der Lösung (Abb. 4.24, S. 97) wurde für das ACGal-BSA-Konjugat
die häu�gste Masse bei 84 kDa gemessen (mit einer Breite des Signale von 75,5 kDa
bis etwa 100 kDa) (Abb. 4.25). Bei einer BSA-Masse von 66,3 kDa entspricht diese
Massendi�erenz einer Substitution eines Moleküls BSA im Modalwert28 17,3 Molekülen
ACGal29 (bzw. einer Spannbreite von 9 bis 33 ACGal pro BSA für das gesamte Signal).
Für die Reaktion mit 10 % SDS kann man im direkten Vergleich im WB (Abb. 4.26,
S. 98) erkennen, dass die 10 %-Bande nicht nur deutlich intensiver gefärbt, sondern auch
3-4 kDa zu höheren Massen verschoben ist. Der Modalwert der Konjugation mit 10 %
SDS liegt daher bei etwa 20-21 Mol ACGal pro Mol BSA .

Abbildung 4.26: Vergleich der ACGal-BSA Kon-
jugationen mit 1 % und 10 % SDS im
Western-Blot. Ein 12,5%iges SDS-Gel mit 15 µg
BSA, ACGal-BSA der Konjugation mit 1 % SDS
und ACGal-BSA der Konjugation mit 10 % SDS
(s. 3.2.10.2, S. 62) durchgeführt und geblottet.
Die Membran wurde mit Charité-Patientenseren
(1:1000), sek. AK (1:20 000) und HRP/ECL Fil-
me entwickelt (s. 3.1.13). Die Coomassie gefärbte
Membran (1-2) ist neben dem Film (3-4) abgebildet.

Konjugation von ACGal mit SDS an KLH Nach diesem etablierten Verfahren
wurde ACGal an KLH konjugiert (s. 3.2.10.2, S. 63), wobei das Protein am Ende der
Reaktion zu mehreren Klumpen verklebt war. Weder durch vorsichtiges Vortexen, Ultra-
schall oder Resuspendieren mit einer Pipette konnte das Konjugat in Lösung gebracht
werden, so dass es nicht aliquotier- oder applizierbar war.

Konjugation von ACGal mit SDS an OVA Die Konjugation von ACGal an OVA
erfolgte nach dem für BSA entwickelten Verfahren. Da die Reaktion für eine maximale
ACGal-Beladung von OVA mit 10 % SDS durchgeführt wurde (s. 3.2.10.2, S. 63), waren
keine Gesamtmassenbestimmungen erfolgreich. Die Qualität des Konjugates konnte nur
mittels PAGE und WB beurteilt werden (Abb. 4.27). Bei der oberen der beiden OVA-
Banden im Gel handelte es sich um Plakalbumin30, die untere war das OVAmit 44,3 kDa.
Die ACGal-OVA-Bande im Gel hatte die maximale Breite bei etwa 54-55 kDa, so dass
im Mittel von 10-11 ACGal-Molekülen pro Molekül OVA auszugehen war.

28Der Modalwert ist der häu�gste Wert in einer Verteilung.
29∆ molare Masse für ACGal-SMCC-substituiert = 1023,478 Da
30ein Spaltprodukt von Ovalbumin mit deutlich veränderten Eigenschaften
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Abbildung 4.27: Analyse der OVA-Konjugate mit SDS-PAGE und Western-Blot. A Ein 16%iges SDS-Gel wurde mit OVA
(2,5 µg), ACGal-OVA (4 µg) und Cys-OVA (2 µg) (s. 3.2.10.2, S. 63) beladen, laufen gelassen und mit Coomassie gefärbt.
(s. 3.1.10), B Ein 16%iges SDS-Gel wurde mit 5 µg OVA und je 250 ng ACGal-OVA sowie Cys-OVA beladen, laufen gelassen
und auf eine Membran geblottet. Die Membran wurde mit den vier gepoolten Patientenseren inkubiert und die Anti-ACGal-
IgG detektiert (s. 3.1.13). Die Membran wurde mit Coomassie gefärbt. Die Scans von Membran und Film wurden digital
übereinander gelegt.

4.6.2 Immunisierung von Versuchstieren

Zur Generierung von spezi�schen Anti-ACGal-AK wurden Versuchstiere immunisiert.
Mäuse boten den Vorteil, dass mit ihnen LB-Tiermodelle etabliert sind und eine schüt-
zende Wirkung der Immunisierung über die Krankheitsmanifestationen beurteilt werden
könnte. Bei den Kaninchen war hingegen die Injektion und Blutentnahme einfacher sowie
die Serummenge deutlich gröÿer.

4.6.2.1 Immunisierung von Mäusen mit nativem ACGal

Um anfangs möglichst einfach AK gegen ACGal zu erhalten, wurden C3H/HeN-Mäuse
nur mit nativem ACGal und FCA i. p. immunisiert (s. 3.1.12.1, S. 37). In den Mäuseseren
konnten IgG-AK mittels Dot-Blots in Schalen und Mikrotiterplatten bei Verdünnungen
von 1:200 resp. 1:15 jedoch nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden (ohne Abb.).

4.6.2.2 Immunisierung von Kaninchen mit ACGal-KLH-Konjugat

Nach der Konjugation von ACGal an gekauftes, maleimidaktiviertes KLH (s. 3.2.10.1,
S. 62) wurde ein Kaninchen damit immunisiert (s. 3.1.12.2, S. 38). Im Immunserum
konnte zunächst mittels eines ACGal-ELISA (s. 3.1.17, S. 41) eine stärkere IgG-AK-
Bindung gegenüber dem Nullserum gemessen werden31. In Dot-Blots (s. 3.1.14, S. 39)
war aber keine spezi�sche Bindung von IgG-AK an ACGal nachweisbar (ohne Abb.).

4.6.2.3 Immunisierung von Kaninchen mit ACGal-BSA-Konjugat

Nach der Konjugation von ACGal mit SMCC an BSA (s. 3.2.10.2, S. 62) wurde ein
Kaninchen mit dem ACGal-BSA-Konjugat und ein zweites mit dem Cys-BSA-Konjugat
immunisiert und Serum gewonnen (s. 3.1.12.2, S. 38). In den Dot-Blots mit dem ACGal-
BSA-Serum wurde ein IgG-AK-Titer gegen Palmitoyl-CGal 14 von ≥ 4000 festgestellt.
Das Serum des mit Cys-BSA immunisierten Kaninchens wies bei einer Verdünnung

31bis zu einer Verdünnung von mind. 1:2000 lag die Absorption des Immunserums deutlich über der
jeweiligen Absorption + doppelten Standardabweichung des Nullserums
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von ≤ 1:1000 in Dot-Blots erwartungsgemäÿ keine Reaktivität gegenüber ACGal auf.
Das ACGal-BSA-Serum wurde eingehend mit nativen und synthetischen Glycolipiden
charakterisiert (s. 4.6.3, S. 100). In der vergleichenden Immuno�uoreszenz beider Seren
gab es aufgrund der gegen das Trägerprotein gerichteten AK groÿe Probleme (s. 4.7,
S. 102).

4.6.2.4 Immunisierung von Kaninchen mit ACGal-OVA-Konjugat

Um die in der Immuno�uoreszenz störenden Anti-BSA-AK im Serum zu vermeiden, wur-
den zwei Kaninchen mit ACGal-OVA- sowie Cys-OVA-Konjugaten (s. 3.2.10.2, S. 63)
immunisiert (s. 3.1.12.2, S. 38) und nach der Tötung Serum gewonnen. Im ACGal-OVA-
Serum betrugen die mittels Dot-Blots ermittelten IgG-AK-Titer gegen Oleoyl-CGal
13 und Palmitoyl-CGal 14 ≥ 128 000 bzw. ≥ 16 000 (Abb. 4.29, S. 102). Das Cys-
OVA-Kontrollserum reagierte bei einer Verdünnung von ≤ 1:1000 mit keinem der syn-
thetischen Glycolipide. Das ACGal-OVA-Serum wurde mit allen synthetischen ACGal-
Derivaten untersucht (s. 4.6.3.2, S. 101) und zur Immuno�uoreszenz verwendet (s. 4.7,
S. 102).

4.6.2.5 Immunisierung von Mäusen mit ACGal-OVA-Konjugat

Um nach den erfolgreichen Immunisierungen von Kaninchen auch mit Mäusen etablier-
te LB-Tiermodelle nutzen zu können, wurden Mäuse mit ACGal-OVA- und Cys-OVA-
Konjugat (s. 3.2.10.2, S. 63) sowie PBS als Kontrolle i. p. immunisiert (s. 3.1.12.1,
S. 37)). Nach Erstinjektion und drei Boosterungen konnten bei den ACGal-OVA immu-
nisierten Tieren in Dot-Blots mit einer Serenverdünnung von 1:25 keinerlei IgG gegen
Palmitoyl-CGal 14 beobachtet werden. Lediglich für Hexanoyl-CGal 17 wurde mit der-
selben Methode ein Titer von ≥ 50 bei deutlichem Hintergrund ermittelt32 (ohne Abb.).
Die erzielten Titer sind für eine weitere Verwendung der Mausseren zu gering.

4.6.3 Erkennung der Glycolipide durch Kaninchenseren

Die Seren der mit ACGal-BSA- und ACGal-OVA-Konjugaten immunisierten Kanin-
chen wurden mittels Dot-Blots untersucht. Nach der Bestätigung einer erfolgreichen
Generierung spezi�scher Anti-ACGal-AK wurden die AK mit den nativen und syntheti-
schen Glycolipiden hinsichtlich ihres Erkennungsmusters (s. 4.6.3.1) und ihres Titers (s.
4.6.3.2, S. 101) charakterisiert. Es wurden dabei sowohl Gemeinsamkeiten mit als auch
Unterschiede zu den Humanseren (s. 4.5.5, S. 90) festgestellt.

4.6.3.1 Ermittlung der minimalen Erkennungsstruktur der Kaninchenseren

Die Untersuchung des Epitops der Kaninchen-AK war ähnlich der bei den Humanse-
ren angewandten Vorgehensweise (s. 4.5.5.2, S. 91). Auf zwei Membranen wurden die
dort benutzten Substanzen genauso aufgebracht und zum einen mit dem ACGal-BSA-
Immunserum und als Kontrolle mit dem Cys-BSA-Serum (s. 4.6.2.3, S. 99) inkubiert
und die IgG-AK immungefärbt (s. 3.1.14.2, S. 40).

32bei Butanoyl-CGal 18 lag der Titer zwischen 25 und 50
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Abbildung 4.28: Schablonen-Dot-Blot der Lipide mit Kaninchen-Immunserum. Analog der Abb. 4.19 wurden die Lipide
auf eine Membran aufgebracht. Diese wurde mit dem Serum des ACGal-BSA immunisierten Kaninchens (1:2000, 2 h) und
sekundärem AK (1:50 000) inkubiert und mit dem ECL-System Filme belichtet (s. 3.1.14.2). Abgebildet ist eine digitale
Übereinanderlegung der Schablone mit einem Film (Belichtung: 8 min).

Das Serum des mit dem Cys-BSA-Konjugat immunisierten Kontrollkaninchens erkannte
lediglich das Borrelienlysat aufgrund des darin enthaltenen BSA und der Anti-BSA-
AK im Serum (ohne Abb.). Das ACGal-BSA-Serum wies fast die gleiche Spezi�tät wie
das LB-Patientenserum auf (Abb. 4.28): Alle nativen Substanzen mit ACGal wurden
erkannt � Borrelienlysat33, Gesamtlipide und die isolierten ACGal-Fraktionen aus Baf,
Bbu, Bga. Bei der Erkennung der synthetischen ACGal-Derivate gab es hinsichtlich der
Fettsäuren gegenüber den Humanseren (s. 4.5.5.1) den kleinen Unterschied, dass die
Kaninchenseren auch das ACGal mit Essigsäure (19) erkannten. Gleich wie bei den LB-
Patientenseren wurden aber das ACGlc von Bhe, die beiden cholesterolfreien Glycolipide
AMeGal 20 und APhGal 21 sowie freies Cholesterol und freie Galactose von diesen AK
nicht erkannt. Dagegen erkannte das ACGal-OVA-Serum (s. 4.6.2.4, S. 100) bei derselben
Verdünnung von 1:2000 auch APhGal und bei 1:1000 sogar zusätzlich AMeGal (Abb.
4.29, S. 102) und zeigte somit ein breiteres Erkennungspektrum.

4.6.3.2 Titerbestimmung der synthetischen Lipide mit Kaninchenseren

In den Schablonen-Dot-Blots (Abb. 4.28) �el auf, dass für das Kaninchenserum die Spots
der ACGal-Derivate mit kurzen FA gegenüber den längerkettigen Derivaten auÿerge-
wöhnlich groÿ waren. Zur Untersuchung dieses Phänomens erfolgte die vergleichende
Bestimmung der Titer der synthetischen Lipide in Dot-Blots. Dazu wurden die einzel-
nen Glycolipide auf Membranstreifen pipettiert, mit den ACGal-OVA-Kaninchenseren
in zehn seriellen 1:2 Verdünnungen (1:1000-1:512 000) inkubiert und die IgG-AK detek-
tiert (s. 3.1.14.3, S. 40).
In diesen Versuchen zeigte sich (Abb. 4.29, S. 102), dass die Titer der einzelnen Glyco-
lipide stark variierten. Die gröÿten Titer mit 1:512 000 wiesen die kurzkettigen ACGal-
Derivate mit Butter- 18 und Hexansäure 17 auf. Danach folgte das Ölsäurederivat 13
mit einem Titer von 1:128 000. Mittlere Titer von 1:16 000 wurden bei ACGal mit
Palmitinsäure 14, dem funktionalisierten ACGal 15 und dem kurzkettigsten ACGal 19
gefunden. Mit dem (nichtacylierten) CGal 4 reagierten die AK bei ≤ 1:1000 hingegen
gar nicht. Die cholesterolfreien ACGal-Derivate hatten maximale Titer von ≥ 4000 bei

33Das Lysat wurde jedoch � wie für die Kontrolle beschrieben � schon allein aufgrund des enthaltenen
BSA aus dem Kulturmedium von den AK gegen das Trägerprotein BSA erkannt.
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Abbildung 4.29: Titerbestimmung der synthetischen Glycolipide mittels Dot-Blot mit Kaninchenseren. Auf PVDF-
Membranen wurden je 1 µg der Glycolipide 4, 13-15, 17-21 aufgebracht, 17,5 h bei 4 ◦C mit zehn Verdünnungen des
Serums des mit ACGal-OVA immunisierten Kaninchens inkubiert und mit sekundärem Anti-IgG-AK (1:50 000) und ECL/Film
immungefärbt (s. 3.1.14.3, S. 40). Aus dem gescannten Film (Belichtungszeit: 41 h) sind Ausschnitte entsprechend den zehn
Membranstreifen abgebildet.

APhGal 21 und ≥ 1000 bei AMeGal 20. Die in dem ACGal-BSA-Serum bestimmten Ti-
ter waren nicht ganz so hoch, zeigten aber die gleichen Au�älligkeiten (ohne Abb.). Auch
dort wiesen die Derivate 17 und 18 die höchsten Titer von ≥ 128 000 bzw. ≥ 64 000
auf und waren in diesem Experiment 32-mal gröÿer als der Titer von 14 mit ≥ 4000.

4.7 Indirekte Immuno�uoreszenz (IF)

Es sollte untersucht werden, ob das ACGal-Epitop in ganzen Borrelien so exponiert ist,
dass die spezi�schen Anti-ACGal-AK daran binden können. Dazu wurden die Seren der
mit Antigen- oder Kontrollkonjugat immunisierten Kaninchen (s. 4.6.2, S. 99) mittels
indirekter Immuno�uoreszenz (IF) verglichen (s. 3.1.20, S. 42). Die Borrelien wurden
durch DAPI34, einem sich an die DNA anlagernden Fluoreszenzfarbsto�, unspezi�sch
angefärbt (blau). Die an die Borrelien gebundenen Serum-AK wurden durch Carbocya-
nin 3 (Cy3)-markierte sekundäre AK detektiert (orange).

Bei der ersten erfolgreichen Immunisierung war BSA als Trägerprotein verwendet
worden (s. 4.6.2.3, S. 99), jedoch war mit diesen Antiseren in der IF trotz Variation
zahlreicher Parameter kein Unterschied zwischen Antigen- und Kontrollserum zu sehen
(ohne Abb.). Da im Kulturmedium der Borrelien (s. 3.1.2, S. 32) BSA mit 50 mg/ml ent-
halten war, störten vermutlich die gegen das Trägerprotein gerichteten Anti-BSA-AK.
Weder ein Versuch, das BSA durch gutes Waschen der Borrelien zu entfernen, noch die
Entfernung der Anti-BSA-AK aus den Seren durch eine Voradsorption an lösliches BSA
oder durch eine BSA-A�nitätschromatographie (s. 3.1.18, S. 42) zeigten eine Verbesse-
rung. In Dot-Blots wurde ersichtlich, dass die BSA-Voradsorption oder die A�nitäts-
chromatographie zwar zu einer kompletten Reduktion der BSA-Reaktivität führten, sich
aber auch die ACGal-Reaktivität des Serums deutlich reduzierte. Auÿerdem wurde bei
einer zur Kompensation notwendigen längeren Inkubations- oder Belichtungszeit wieder

344',6-Diamidin-2-phenylindol
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Abbildung 4.30: Indirekte Immuno�uoreszenz mit den Seren der OVA-immunisierten Kaninchen. Auf einem OT wurden
�xierte Bbu 1 h mit 5%iger BSA-Lsg. blockiert, mit dem 1:1000 in BSA-Lsg. verdünnten Serum des A mit ACGal-OVA- oder
des B mit Cys-OVA-Konjugat immunisierten Kaninchens 14 h bei 4 ◦C inkubiert, mit dem 1:600 in BSA-Lsg. verdünnten
sekundären Cy3-konjugierten AK mit 7,5 nM DAPI 1,5 h inkubiert, 15 min bei 50 ◦C getrocknet und mit Eindeckmedium ohne
DAPI eingedeckt. Die Fotos wurden mit 400-facher Vergröÿerung bei Belichtungszeiten von 2,1 s (DAPI) bzw. 1,97 s (Cy3)
aufgenommen (s. 3.1.20, S. 42). Abgebildet sind die DAPI-Färbung (links), die Cy3-Färbung (Mitte) und beide übereinander
gelegt (rechts); in der jeweils ersten Reihe als Graustufen (Helligkeitswerte) und in der zweiten Reihe mit den Kanalfarben.

BSA von verbliebenen AK detektiert. Danach wurde versucht, die Borrelien in einem
BSK-H-Spezialmedium mit Kaninchenserumalbumin statt BSA zu kultivieren. Bei der
schrittweisen Medienadaptierung (s. 3.1.3, S. 32) zeigte sich, dass die Borrelien mit stei-
gendem Anteil des BSA-freien Mediums immer langsamer proliferierten und schlieÿlich
gar nicht mehr wuchsen. Mit diesen fast BSA-frei kultivierten Borrelien gelang die IF
auch nicht. Ein Versuch der Permeabilisierung der Membran mittels Triton X100 zeigte
im IF-Test keinen deutlicheren Unterschied zwischen den Kaninchenseren.

Da AK gegen BSA und Ovalbumin (OVA) nicht kreuzreagieren, wurden die Konjuga-
tionen von ACGal und Cys mit OVA als Trägerprotein wiederholt (s. 4.6.1.2, S. 98). Mit
diesen OVA-Konjugaten wurden zwei Kaninchen immunisiert und die Seren gewonnen
(s. 4.6.2.4, S. 100). Das Antigen- und das Kontrollserum wurden in der IF auf demsel-
ben OT und unter identischen Versuchsbedingungen untersucht (Abb. 4.30, S. 103). Der
Hintergrund der DAPI-Färbung war zwar deutlich sichtbar, aber die Borrelien konnten
klar identi�ziert werden. Die Anzahl der Zellen auf dem OT und deren Morphologie
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waren gut. Die Cy3-Färbung wies einen geringeren Hintergrund auf, aber teilweise wa-
ren unde�nierte Partikel schwach gefärbt (�Schmutz�). Auch waren die Borrelien in der
Cy3-Färbung mit dem ACGal-OVA-Serum nicht so leuchtend, wie man das von etablier-
ten IF-Tests mit monoklonalen AK (z. B. Anti-OspA) kennt. Bei diesem Antigenserum
waren aber alle in der DAPI-Färbung sichtbaren Borrelien auch in Cy3 angefärbt (Abb.
4.30A). Beim Kontrollserum wiesen die Borrelien in der Cy3-Färbung dagegen nur ei-
ne leichte Auto�uoreszenz auf oder einige wenige waren auch schwach angefärbt (Abb.
4.30B). Beim Vergleichen des Gesamtbildes unter dem Mikroskop war das spezi�sche
Cy3-Signal der Borrelien beim Antigenserum aber klar, jedoch nicht sehr deutlich, stär-
ker als beim Kontrollserum. Aufgrund dieses Unterschiedes kann man schon sagen, dass
die Anti-ACGal-AK an ganze Borrelien binden, wobei die Qualität der IF noch nicht
ganz zufriedenstellend ist und vor einem endgültigen Ergebnis verbessert werden muss.



Kapitel 5

Diskussion

Die vorliegende Arbeit enthält die erste vollständige qualitative und die erste quanti-
tative Analyse der Lipide von B. burgdorferi s. s.. Zudem ist es das erste Mal, dass
vergleichend die Lipide anderer Arten aus der Gruppe B. burgdorferi sensu lato unter-
sucht und die Struktur des ACGal-ähnlichen Moleküls in B. hermsii chemisch vollständig
analysiert wurden (s. 5.1). Der von mir etablierte e�ziente Syntheseweg des wichtigs-
ten Glycolipides ACGal erlaubte die Synthese einer Glycolipidbibliothek und erstmals
Studien zum antigenen Epitop von ACGal. Daraus folgend wurde ein funktionalisiertes
ACGal an verschiedene Trägerproteine zu einem semisynthetischen Impfsto�kandidaten
konjugiert (s. 5.2, S. 109). Damit konnten erstmals Versuchstiere erfolgreich immuni-
siert werden. Die generierten Antikörper (AK) wurden vergleichend mit denen der LB-
Patientenseren mit den nativen und synthetischen Glycolipiden analysiert. Auÿerdem
wurde die biologische Aktivität der Glycolipide in Bezug auf Zellen untersucht (s. 5.3,
S. 114). Durch diese Experimente konnten Informationen zum Einsatz der Glycolipide,
speziell ACGal, in der Serodiagnostik und als neuartiger Impfsto� gegen Lyme-Borreliose
gewonnen werden (s. 5.4, S. 125).

5.1 Analytik der Borrelienlipide

Die von mir mittels Butanolextraktion isolierten Gesamtlipide von vier Borrelienarten
stellen 25-29 % des Trockengewichtes der Borrelien dar (s. Tab. 4.2, S. 73). Dies stimmt
mit publizierten Angaben (25-30 %) für mittels der Bligh-Dyer-Methode extrahierte
Lipide aus B. burgdorferi s. s. überein (Hossain u. a., 2001). Die wesentlichen neuen
Aspekte der analytischen Untersuchungen waren neben der Einbeziehung von zehn Bor-
relienarten die Anwendung einer sensitiveren Färbemethode für die Dünnschichtchro-
matographie (s. 4.1.1.1, S. 66), durch die mehr Lipide visualisiert werden konnten, und
die Einführung einer vollständigen säulenchromatographischen Trennung und Quanti�-
zierung (s. 4.1.2.2, S. 73), durch die die Strukturen aller acht relevanten Lipide analysiert
werden konnten (Abb. 4.4, S. 72). Alle neun untersuchten Arten der Gruppe B. burg-
dorferi s. l. weisen dabei ein sehr ähnliches Lipidpro�l auf und unterscheiden sich bei
ihren Glycolipiden nur minimal in den Anteilen (s. 4.1.2.1, S. 72).
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5.1.1 Glycolipide

Nach der Isolierung der Glycolipide erfolgte die Identi�zierung dieser Strukturen (Abb.
4.1, S. 66) mittels moderner Analytikmethoden wie GLC/MS, NMR und MALDI-TOF.
Die Glycolipide haben in den untersuchten LB-Erregern einen Anteil von 45-51 % und
in B. hermsii von immerhin noch 39 % der Gesamtlipide. Zwar stimmt dies nominell mit
den 50 % für B. burgdorferi s. s. bei Hossain u. a. (2001) überein, jedoch wurden dort
nur zwei Glycolipide als solche betrachtet und nur eines (MGalD) chemisch korrekt iden-
ti�ziert. Erst später wurden in B. burgdorferi s. s. zwei weitere (ACGal und CGal) von
insgesamt vier vorhandenen Glycolipiden von unserer Arbeitsgruppe aufgeklärt (Schrö-
der u. a., 2003). Das vierte Glycolipid (CGlc) wurde von mir zuerst beschrieben (Stübs
u. a., 2009). Eine Besonderheit der Borrelien ist die Synthese von Sterylglycosiden (s.
1.6.3.1, S. 19) mit Cholesterol des Wirtes oder des Mediums � nur eines der Glycolipide
enthält kein Steroid. Aufgrund dieser Glycosylierung sind es sehr seltene wirtsfremde
Strukturen, die sogar 11-13 % der gesamten Borrelienmasse (ohne H2O) ausmachen. Für
die Immunologie sind daher sie von groÿem Interesse.

5.1.1.1 Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal)

Das Glycolipid Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid wurde von mir chemisch (s.
4.1.1.3, S. 67 und 4.1.2.3, S. 74) und chemisch/serologisch (s. 4.4.4, S. 83) in neun Arten
der Gruppe B. burgdorferi s. l. zweifelsfrei nachgewiesen. Unter den analysierten Arten
befanden sich alle fünf humanpathogenen, die drei möglicherweise humanpathogenen Ar-
ten und eine nichtpathogene Art mit zusammen drei unterschiedlichen OspA-Serotypen
(s. 1.2.2, S. 7). Da ACGal in dem nahe verwandten Rückfall�ebererreger B. hermsii nicht
vorkommt, stellt es eine für B. burgdorferi s. l. und somit LB-Erreger fast einzigartige
Struktur1 dar, die von AK hochspezi�sch erkannt wird (s. 5.3.2.2, S. 117).

ACGal macht in den drei LB-Erregern 42-47 % der Glycolipide sowie 19-23 % der
Gesamtlipide aus (s. 4.1.2.2, S. 73) und ist neben den Phospholipiden das mengenmäÿig
dominante Lipid. Mit einem Anteil von 5-6 % am Trockengewicht der Borrelien ist es
eines der häu�gsten Moleküle in Borrelien überhaupt.

5.1.1.2 Cholesteryl-β-D-galactopyranosid (CGal)

Das Cholesteryl-β-D-galactopyranosid ist das dritthäu�gste Glycolipid und wurde auf
den DC mit vergleichbaren Mengen in allen neun B. burgdorferi s. l. Arten, aber nicht
in B. hermsii nachgewiesen. Es stellt die nichtacylierte Unterstruktur von ACGal dar
(s. 4.1.1.6, S. 69), ist jedoch mit seinem Anteil von 10-12 % an den Gesamtlipiden
(≈ 50 % von ACGal) und etwa 3 % der Zellmasse (s. Tab. 4.2, S. 73) nicht nur eine
biosynthetische Vorstufe, sondern ein eigenständiger Bestandteil der Membranen.

Die Aktivität einer Cholesterol-β-Glycosyltransferase konnte in einem Experiment
durch die Umsetzung von UDP-Galactose mit Cholesterol zum CGal mittels Radioak-
tivität nachgewiesen werden (s. 4.2, S. 77). Dieser Sachverhalt wurde später kurz von
Östberg u. a. (2007) erwähnt. Weitere Versuche oder eine geplante Klonierung der mög-
lichen Gene zur Untersuchung des Enzyms wurden nicht mehr durchgeführt.

1ACGal wurde bisher nur in kleinen Anteilen in einer P�anze nachgewiesen (s. 1.6.3.1, S. 19).
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5.1.1.3 Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (CGlc)

Das Cholesteryl-β-D-glucopyranosid wurde erstmals für B. burgdorferi beschrieben, wo-
bei das Molekül bereits aus verschiedenen anderen Organismen isoliert worden war (s.
1.6.3.1, S. 19). Die Identi�zierung der Struktur erfolgte durch die Summe verschiedener
Daten, hätte jedoch durch ein besseres NMR-Spektrum unter Anwendung von Vorsät-
tigung vermutlich zweifelsfrei geführt werden können (s. 4.1.1.5, S. 68). Der Anteil von
CGlc an den Gesamtlipiden ist mit 2-3 % etwa fünfmal geringer als der von CGal. Dieses
Ergebnis korreliert mit einem etwa sechsfach geringeren Umsatz der Glycosyltransferase
mit UDP-Glc als mit UDP-Gal (s. 4.2, S. 77).

Es ist wahrscheinlich, dass beide Cholesteryl-β-D-glycoside in B. burgdorferi durch
dasselbe Enzym synthetisiert werden, das eine unvollständige Substratspezi�tät auf-
weist. Da die phylogenetisch ältere B. hermsii nur CGlc synthetisiert, kann man spe-
kulieren, dass beide Bakterien homologe Glycosyltransferasen aufweisen, deren Variante
in B. burgdorferi s. l. durch Mutationen eine zunehmende Spezi�tät für Galactose ent-
wickelt hat.

5.1.1.4 Mono-α-D-galactosyldiacylglycerol (MGalD)

Das Mono-α-D-galactosyldiacylglycerol ist das zweithäu�gste Glycolipid und war in allen
zehn untersuchten Borrelienarten � d. h. auch in B. hermsii � nachweisbar (s. 4.1.1.4,
S. 68). In B. burgdorferi s. l. weist es einen Anteil von 13-14 % an den Gesamtlipiden
und 3,5-3,7 % am Zelltrockengewicht auf, während diese Anteile bei B. hermsii bei
9 bzw. 2,6 % liegen (s. Tab. 4.2, S. 73). Das Gen für die MGalD synthetisierende α-
Galactosyltransferase (mgs, TIGR BB0454) wurde in B. burgdorferi s. s. identi�ziert
und Homologien zu Enzymen in grampositiven Bakterien erwähnt (Östberg u. a., 2007).
In der Tat wurde MGalD in weiteren Bakterien gefunden (s. 1.6.4, S. 19), was die
Bedeutung dieses AG für die Serodiagnostik mindert.

5.1.1.5 6-O-acyliertes Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (ACGlc)

Von Livermore u. a. (1978) wurde für B. hermsii basierend auf einer GLC-Analyse ein
acyliertes Cholesterylglucosid genannt, jedoch blieben weitere Angaben wie die anome-
re Kon�guration oder die Konnektivität o�en. Die von mir mittels NMR (s. Tab. 4.3,
S. 75) durchgeführte vollständige und zweifelsfreie Identi�zierung dieser aus B. herm-
sii isolierten Struktur als 6-O-acyliertes Cholesteryl-β-D-glucopyranosid stellt auch die
Erstbeschreibung in Bakterien dar (s. 4.1.2.4, S. 74). Nur für wenige andere Organismen
überhaupt wurde ACGlc mit β-Kon�guration erwähnt (s. 1.6.3.1, S. 19). Hinsichtlich
der FA weist dieses Molekül eine Mikroheterogenität auf, die von den im Kulturmedium
vorhandenen FA abhängt (Abb. 4.6, S. 76). In B. hermsii ersetzt ACGlc mit einem iden-
tischen Anteil von 23 % der Gesamtlipide praktisch das in B. burgdorferi s. l. gefundene
ACGal.

Aufgrund der Biosynthese von CGlc in B. burgdorferi könnte dieses dort in gerin-
gen Mengen ebenfalls zum ACGlc acyliert werden. Ein Nachweisversuch wurde nicht
geführt, jedoch gibt es verschiedene Hinweise darauf. Auf den durchgeführten DC von
B. burgdorferi würde ACGlc, das leicht höher läuft als ACGal, vermutlich von dem re-
lativ langgezogenen Fleck von ACGal überdeckt � nur bei B. afzelii gab es einen kleinen
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Schatten (Abb. 4.4, S. 72). In der GLC der drei LB-Borrelien gibt es neben dem Signal
für Gal (Retentionszeit 16,67 min) ein kleines weiteres Signal (16,83 min), das jedoch
nicht exakt mit dem Glc-Signal (16,91 min) übereinstimmt (Abb. 4.2, S. 68). Von Öst-
berg u. a. (2007) wurde B. burgdorferi in Anwesenheit von radioaktiver Glc kultiviert
und auf den DC der extrahierten Lipide ein � von ihm nicht identi�ziertes � Lipid X
oberhalb von MGalD gefunden2. Allerdings sind die Laufmittel so ungünstig gewählt,
dass ein optischer Vergleich mit ACGal unmöglich ist. Theoretisch könnte eine Epime-
rase das radioaktive Glc in Gal konvertieren, dagegen spricht jedoch, dass B. burgdorferi
zwar mit Glucose und Mannose, aber nicht mit Galactose als Energiequelle wächst (von
Lackum und Stevenson, 2005). Ein einfacher Vorversuch, für den jedoch eine gröÿe-
re Menge natives ACGal zerstört werden müsste, wäre die basische Deacylierung von
ACGal sowie die Trennung von entstandenem CGal und CGlc auf den DC.

5.1.2 Neutral- und Phospholipide

Bei den Neutral- und Phospholipiden handelt es sich � selbst wenn sie von B. burgdorferi
synthetisiert oder modi�ziert wurden � sämtlichst um endogene Strukturen des Wirtes.
Sie haben für immunologische Betrachtungen daher keine Bedeutung.

5.1.2.1 Neutrallipide

Die Neutrallipide wurden bisher dem Medium zugeschrieben und nicht weiter untersucht
(Schröder u. a., 2003). Sie wurden nun als Cholesterol und Cholesterylester identi�ziert
(s. 4.1.1.7, S. 70). Das Cholesterol ist mit einer Konzentration von 0,5 µM bzw. einem
Anteil von 2,4 ppm an den Feststo�en im BSK-H-Medium3 enthalten. Cholesterylester
sind unter den de�nierten Zutaten nicht explizit genannt und gelangen vermutlich durch
das Kaninchenserum ins Medium; eventuell werden sie zum Teil durch B. burgdorferi
selbst synthetisiert (s. 4.2, S. 77).

Die Anteile der Neutrallipide an den Gesamtlipiden variieren stärker unter den Bor-
relienarten. Bei B. burgdorferi s. s. und B. afzelii machen beide Substanzen jeweils etwa
2 % der Gesamtlipide bzw. 0,5 % des Zelltrockengewichtes aus (s. 4.1.2.2, S. 73). Für
Cholesterol entspricht dieser Anteil (etwa 5000 ppm) einer Anreichung um den Faktor
≈ 2000. Es handelt sich daher nicht um eine Kontamination, sondern das Cholesterol
muss auch Bestandteil der Membranen sein. Von Östberg u. a. (2007) wurde Cholesterol
in der Zellwand ebenfalls erwähnt.

5.1.2.2 Phospholipide

In B. burgdorferi s. s. wurden Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylglycerol (PG)
bereits von Belisle u. a. (1994) mittels Standards und von Hossain u. a. (2001) mittels
Massenspektrometrie identi�ziert, aber in späteren Studien zu Lipiden gar nicht oder
unvollständig berücksichtigt. In dieser Arbeit wurden beide Strukturen mittels NMR
bestätigt (s. 4.1.1.8, S. 71) und in allen vier chemisch untersuchten Arten nachgewiesen.

2Jedoch wurden bei der Kultivierung mit radioaktiver Gal oder Glc weder Signale von CGal noch
von CGlc gefunden.

3lt. Datenblatt der Fa. Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/

Sigma/Datasheet/b3528dat.pdf, Zugri�: 12. April 2010

http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Datasheet/b3528dat.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Datasheet/b3528dat.pdf
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Die quantitative Analyse ergab für PC und PG zusammen Anteile von 43-54 % an den
Gesamtlipiden (s. Tab. 4.2, S. 73) und damit deutlich mehr als die publizierten 22 %,
die auf einer densitometrischen Abschätzung beruhten (Hossain u. a., 2001). Die beiden
Lipide stellen somit 11-16 % der gesamten Borrelientrockenmasse dar. Die Gene der
entsprechenden Synthasen wurden bereits von Wang u. a. (2004) identi�ziert � Phos-
phatidylcholinsynthase (pcs, BB0249) und Phosphatidylglycerolphosphatsynthase (pgs,
BB0721).

5.2 Synthese der Glycolipide und Konjugation

Durch die Synthese von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) (Abb. 5.1,
S. 110) sollte sowohl dessen Antigenität bewiesen als auch zwecks Immunisierung eine
Konjugation an Trägerproteine ermöglicht werden. Für die dazu erforderliche Funktio-
nalisierung von ACGal auÿerhalb des antigenen Epitops wurde zunächst anhand einer
Glycolipidbibliothek die von AK minimal erkannte Struktur de�niert (s. 5.3.5, S. 121).

5.2.1 Synthese von acyliertem Cholesterylgalactosid

Die Synthese von ACGal sollte möglichst e�zient durchgeführt werden. Dazu wurde im
ersten Schritt das Cholesterol glycosyliert, um im zweiten Schritt bei der Acylierung
hinsichtlich der Fettsäure �exibel zu bleiben. Für die Acylierung sollte die erhöhte Re-
aktivität der primären (6-O) gegenüber den sekundären Hydroxylgruppen (2-, 3-, 4-O)
ausgenutzt und ohne Schutzgruppen gearbeitet werden. Rein chemische Synthesewege
wurden von Pozsgay u. a. (2005) kurz vor und von Kulkarni und Gervay-Hague (2008)
nach meinen Synthesen publiziert.

5.2.1.1 Glycosylierung des Cholesterols zum CGal

Anstelle der Koenigs-Knorr-Methode, die von Iga u. a. (2005) und Pozsgay u. a. (2005)
mit 24 % Ausbeute angewendet wurde, kam die Trichloracetimidat-Methode (Schmidt
und Michel, 1980) mit Cholesterol als Aglycon zum Einsatz (Abb. 4.12, S. 85). In
vier Stufen wurde ausgehend von Pentaacetylgalactose diastereospezi�sch über das α-
Trichloracetimidat 2 unter Inversion des anomeren Zentrums das Cholesteryl-β-D-galac-
topyranosid 4 (CGal) synthetisiert (s. 4.5.1, S. 84). Die Gesamtausbeute der Reaktionen
betrug 65 %. Jedoch wurden bei der chromatographischen Reinigung des Endproduktes
aufgrund dessen sehr schlechter Löslichkeit4 nur 54 % zurückgewonnen (e�ektive Aus-
beute insgesamt somit 35 %). Zur Vermeidung dieses Verlustes wäre es ratsam, noch
länger zu entschützen (z. B. 24 h) und dann ohne Aufreinigung die Acylierung mit dem
Rohprodukt durchzuführen.

Auf einem neuen Weg wurde von Kulkarni und Gervay-Hague (2008) CGal in vier
Stufen über per-O-TMS-Galactosyljodid mit 56 % Ausbeute aber noch 10 % α-Anomer
erhalten. Bei dieser und der Koenigs-Knorr-Methode werden aber zur Glycosylierung
Schwermetallsalze verwendet, die mit der von mir genutzten Methode ohne Einschrän-
kungen bei Ausbeute und Anomerenreinheit vermieden wurden.

4CGal ist praktisch nur in Pyridin gut löslich.
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5.2.1.2 Regioselektive Acylierung des CGal

Die regioselektive Acylierung an der 6-O-Position der Galactose wurde zunächst auf che-
mischem Weg versucht (s. 4.5.2.1, S. 86). Die Veresterung von freier oder aktivierter Pal-
mitinsäure mittels Carbodiimid (DCC) bzw. Katalysator (DMAP) ergab jedoch keinen
Reaktionsumsatz (Kasai u. a., 1981; Xia und Hui, 1995). Dagegen führte die Veresterung
mit Carbodiimid (EDC) und DMAP zu einer unerwünschten Mehrfachacylierung, die
auch durch Veränderung der Carbodiimide und der Reaktionsbedingungen nicht gemin-
dert werden konnte. Die Trennung des Gemisches erschien wegen des geringen Anteils
des 6-O-Produktes nicht sinnvoll. Über eine Mehrfachacylierung von ungeschütztem β-
Sitosteryl-β-D-glucosid berichtete auch Kiribuchi u. a. (1967), der dennoch die Trennung
mit 12 % Ausbeute durchgeführt hatte. Später wurde von Kulkarni und Gervay-Hague
(2008) die 6-O-Acylierung von CGal mit freier Palmitinsäure doch mit DCC/DMAP
(CH2Cl2/Pyridin, 0 ◦C/RT, 2 d) beschrieben. Die Ausbeute betrug 43 %, jedoch wur-
den überhaupt keine Angaben zur erzielten Regioselektivität oder zu Nebenprodukten
gemacht.

Erfolgreich war die für CGal adaptierte enzym-

Abbildung 5.1: 3-Dimensionale Darstellung eines
Modells von ACGal mit Ölsäure. A Sticks- und B
Ballsdarstellungen aufgrund Molecular Modelling-
Berechnungen von B. Rupp (Stübs u. a., 2010)

katalysierte Acylierung von Glucosiden mittels Li-
pasen nach Gotor und Pulido (1991) (Abb. 4.13,
S. 86). Acetonoxim diente zur Aktivierung der Fett-
säuren, deren Ester sich leicht mit EDC und ka-
talytischen Mengen DMAP in 85-97 % Ausbeute
herstellen lieÿen. Die Umesterung an CGal wurde
mit Amano Lipase PS aus B. cepacia bei 50 ◦C
in Pyridin über 8-10 Tage durchgeführt (s. 4.5.2.2,
S. 86). Es wurden ausschlieÿlich die 6-O-acylierten
CGal-Derivate erhalten. Es gab keine Nebenpro-
dukte und auch die Edukte (CGal, Acetonoximes-
ter) wurden nicht degradiert. Bei der Säulenchro-
matographie konnten so nicht umgesetzte Eduk-
te wiedergewonnen werden. Da weder die Edukte
noch die Produkte aufgrund ihrer Hydrophobizität auf der Standard-LC/MS (RP C-
18/C-8) liefen, konnte der Reaktionsumsatz nicht auf physikalischen Messmethoden ba-
sierend verfolgt werden. Auf den DC schien es, als ob die gegenüber der Literaturangabe
(3 d) verlängerte Reaktionszeit und die Zugabe neuer Lipase die Ausbeute noch etwas
erhöhen würde. Nach welcher Reaktionszeit genau die maximale Ausbeute erreicht wird
bzw. sich das Reaktionsgleichgewicht eingestellt hat, bleibt aber o�en.

Die Ausbeuten der einzelnen Acylierungen unterschieden sich deutlich und waren
stark von Acylakzeptor und Acylrest abhängig. Die höchste Ausbeute wurde bei den
cholesterolfreien Derivaten AMeGal 20 (64 %) und APhGal 21 (52 %) erreicht (s.
4.5.4.2, S. 89). Die dafür verwendete funktionalisierte Fettsäure 5 war zwar langkettig,
aber das Aglycon (Me oder Ph) sehr klein. Mit dem Aglycon Cholesterol und derselben
Fettsäure betrug die Ausbeute hingegen nur noch 5,1 % (ACGal-SS-Et 15). Wenn bei
konstantem Acylakzeptor (CGal) die Fettsäuren variiert wurden, dann war die Ausbeu-
te bei den kurzkettigen am gröÿten (C6 � 31 %, C4 � 29 %). Eine Ausnahme davon
bildete das kürzeste Derivat (C2 � 7,5 %). Dies könnte dadurch bedingt sein, dass der
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Acetonoximester der Essigsäure 12 (s. 3.2.7.7, S. 53) nicht ganz frei von Acetanhydrid
war und dieses das Reaktionsmilieu oder das aktive Zentrum beein�usst haben könnte.
Deutlich geringer wurden die Ausbeuten bei den länger werdenden Fettsäuren (C10 �
14 %, C16 � 8,5 %, C15-SS-Et � 5,1 %) mit Ausnahme des Ölsäurederivates (C18:1 �
16 %) (s. 4.5.4.1, S. 89). Dies könnte daran liegen, dass der Ölsäureester aufgrund der
cis-∆9-Doppelbindung in der Bindungstasche der Lipase günstiger orientiert ist oder die
geringere Rigidität vorteilhaft ist.

Lipasen sind Enzyme, die in wässrigen Lösungen Esterbindungen (z. B. von Triacyl-
glycerolen) spalten. In wasserfreien Systemen können sie dagegen auch Estersynthesen
oder Transesteri�zierungen katalysieren. Bei der angewandten lipasekatalysierten regio-
selektiven Acylierung handelt es sich somit um eine Gleichgewichtsreaktion. Allerdings
werden die entstandenen Lipide in der Natur an der Wasser/Lipid-Interphase umgehend
entfernt, während die Einstellung des Gleichgewichtes im Reaktionsgefäÿ durch die Ei-
genschaften der Reaktionspartner bestimmt wird. Konkurrenzreaktionen wurden nicht
beobachtet und eine Inaktivierung des Enzyms (durch H2O oder O2) wurde durch die
Arbeit mit trockenen Lösungsmitteln, Molekularsieb und Schutzgas verhindert. In Bezug
auf die Fettsäure scheint das verwendete Enzym die kurzkettigen zu bevorzugen, was bei
der orthologen Lipase in B. burgdorferi o�enbar nicht der Fall ist5. Hinsichtlich des Al-
kohols (Acylakzeptors) führte die Verwendung von CGal zu einem drastischen Einbruch
der Ausbeute, was entweder durch die sterische Hinderung oder wohl eher durch die
groÿe Hydrophobizität hervorgerufen wird. Insgesamt gilt: Je hydrophober (gröÿer) die
Edukte waren, um so geringer war die Reaktionsausbeute. Dieser geringen Ausbeute �
gerade beim funktionalisierten ACGal � stehen aber die Einfachheit des Syntheseweges
ohne Schutzgruppen bzw. der geringe Aufwand und die vollständige Regioselektivität
entgegen. Auÿerdem können alle Ausgangssto�e und die Lipase6 günstig erworben sowie
unumgesetzte Edukte wiedergewonnen werden.

In einer späteren Publikation wurden zur 6-O-Acylierung von CGlc Lipasen aus den
Pilzen Candida antarctica und Rhizomucor miehei verwendet. Die Fettsäuren waren
nicht aktiviert, aber in 80-fachem Überschuss eingesetzt. Die erzielten Ausbeuten betru-
gen nominell 64-92 % (Paczkowski u. a., 2007), jedoch ist die Bestimmung der Ausbeute
bei dem genutzten 1 µmol-Maÿstab schwierig. Für eine Serologie zur Epitopbestimmung
sollte diese Menge ausreichen; bei einem Hochskalieren für die Immunisierung würden
sich die Ausbeuten wahrscheinlich auch verringern.

Von Pozsgay u. a. (2005) wurde CGal mit Palmitin- und Ölsäure mittels einer kompli-
zierteren Schutzgruppenstrategie (2-O-Allyl-3,4-O-isopropyliden-6-O-tert-butyldiphenyl-
silyl) in sieben Reaktionsstufen zum ACGal acyliert. Die Gesamtausbeute dieser chemi-
schen Acylierung (DCC) lag mit 47 % höher als bei der enzymatischen Reaktion, jedoch
war der Aufwand deutlich gröÿer und würde sich bei der Synthese einer Glycolipidbi-
bliothek mit vielen Derivaten noch potenzieren.

5.2.2 Synthese einer Glycolipidbibliothek

Für die Immunisierung von Versuchstieren war ACGal über eine funktionelle Gruppe an
ein Trägerprotein zu konjugieren. ACGal verfügt zwar über drei freie Hydroxylgruppen

5Dort wurden in den Lipiden nur langkettige Fettsäuren mit alternierenden Verhältnissen C18:1/C16
gefunden, s. 4.1.1.3, S. 67 und 4.1.2.3, S. 74 sowie in B. hermsii s. 4.1.2.4, S. 76.

6Lipasen werden im groÿen Maÿstab für Waschmittel produziert
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(2-, 3-, 4-O-Gal), diese könnten aber Teil des antigenen Epitops sein. Eine Verände-
rung des Epitops würde dazu führen, dass bei einer Immunisierung keine oder andere
AK gebildet werden. Durch die Synthese von ACGal-Derivaten und deren serologische
Untersuchung mit Patientenseren (s. 5.3.5, S. 121) sollte vor der Immunisierung eine
geeignete Stelle zur Funktionalisierung gefunden werden.

Der Fettsäureanteil des ACGal lässt sich aufgrund des Syntheseweges am leichtesten
modi�zieren. Die dargestellten Derivate enthalten die natürlich vorkommenden Fett-
säuren (Palmitin- und Ölsäure), nicht in Borrelien nachgewiesene Carbonsäuren mit
abnehmender Kettenlänge (C10 bis C2) und später das funktionalisierte ACGal (Abb.
4.15, S. 88). Längere (als C18) oder mehrfach ungesättigte Fettsäuren wurden nicht ein-
gesetzt, weil so weit abseits der Esterbindung scheinbar viele Freiheitsgrade vorhanden
sind. Schlieÿlich wurden auch keine anderen Acylierungspositionen probiert, nachdem
deutlich wurde, dass die 6-O-Acylierung essentiell ist.

Eine Untersuchung des für die AK-Bindung minimal notwendigen Cholesterolanteils
wurde dadurch erschwert, dass Unterstrukturen (z. B. die Ringe A und B) nicht kom-
merziell erhältlich waren. Für Aussagen zur Erfordernis dieses Aglycons wurden daher
nur 6-O-acyliertes Methyl- und Phenylgalactosid synthetisiert (Abb. 4.16, S. 89). Um im
Fall einer Erkennung gleich die Konjugation und eine Immunisierung von Versuchstieren
zu ermöglichen, wurden die regioselektiven Acylierungen gleich und ausschlieÿlich mit
der funktionalisierten Fettsäure 5 bzw. 8 durchgeführt (s. 4.5.4.2, S. 89).

5.2.3 Funktionalisierung von ACGal

Die Kenntnis des antigenen Epitops zeigte (s. 5.3.5, S. 121), dass im ACGal vermut-
lich die Fettsäure und eventuell auch das Cholesterol entfernt von den Bindungsstellen
zur Galactose funktionalisiert werden können. Am einfachsten würde dies durch die
Verwendung von funktionalisierten Synthesebausteinen (modi�ziertes Cholesterol oder
modi�zierte Fettsäure) gelingen. Zwar ist Cholesterol mit Hydroxylgruppen in der Sei-
tenkette verfügbar, aber nur in kleinen Mengen, und es ist sehr teuer. Dagegen sind
Fettsäuren unterschiedlicher Kettenlänge mit zahlreichen verschiedenen ω-funktionellen
Gruppen kostengünstig erwerbbar. Auch aufgrund der 6-O-Acylierung als letztem Syn-
theseschritt wurde dieser Ansatz verfolgt. Da nukleophile Gruppen bei der Aktivierung
der Fettsäuren als Acetonoximester (EDC/DMAP) zur Polymerisation führen können,
müssen sie zunächst geschützt werden.

Bei den Trägerproteinen sind die freien Aminogruppen der zahlreichen Lysinseiten-
ketten die bevorzugten Reaktionspartner. Diese müssen allerdings entweder komple-
mentär zu den gewählten funktionellen Gruppen am ACGal aktiviert sein oder bei ei-
ner zweistu�gen Konjugation muss ein entsprechendes homo- oder heterobifunktionales
Reagenz (�Linker�) verwendet werden. Der einfachste Weg schien die Synthese eines ω-
Amino-ACGal und die Bindungsknüpfung mittels Glutaraldehyd sowie die Reduktion
der Schi�'schen Basen zu sein. Trotz erfolgreicher Vorversuche kam es bei der stark sau-
ren Entschützung (TFA) des ω-(Boc-amino)-ACGal bzw. der Aufarbeitung vermutlich
zu einer Spaltung der glycosidischen Bindung (S. 92). Eine Boc-Entschützung mit HCl
oder anderen Säuren wurde nicht versucht. Im nächsten Ansatz sollte ohne Schutzgrup-
pen ω-Maleimido-ACGal synthetisiert werden, um es an mercaptoaktivierte Proteine
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zu konjugieren. Jedoch hydrolysierten unter den Synthesebedingungen vermutlich die
Doppelbindungen der Maleimide, so dass keine Addition der Mercaptogruppen mehr
möglich war (S. 92).

Für eine Entschützung weiterer funktioneller Gruppen kamen wegen des Fettsäu-
reesters auch Basen nicht in Frage. Bei der Wahl einer orthogonalen Methode wurde
eine milde reduktive Entschützung favorisiert, die die Doppelbindung im Cholesterol
nicht angreift. Dafür geeignet sind Mercaptogruppen (-S-H), die sich leicht als Disul�de
schützen lassen. Die Trägerproteine müssen dann maleimidaktiviert sein oder es muss zur
Konjugation ein Linker mit einer Maleimidfunktion verwendet werden. Von einer sym-
metrischen Mercaptoschützung (R-S-S-R) wurde Abstand genommen, da diese durch
die deutlich gröÿere Hydrophobizität und sterische Hinderung die Ausbeute der enzy-
matischen Umesterung noch stärker reduzieren könnte. Bei der zunächst angewandten
unsymmetrischen Schützung von ω-Mercaptofettsäuren mit einer nicht�üchtigen Schutz-
gruppe (2,4-Dinitrothiophenyl, DNP) verlief die Synthese des geschützten mercaptofunk-
tionalisierten ACGal glatt (s. 4.5.6.1, S. 93). Nach der erfolgreichen Entschützung war es
aber unmöglich die freie Schutzgruppe (DNP-S-H), die mit dem entschützten ACGal-S-H
um die Maleimidreste am Protein konkurrieren würde, chromatographisch zu entfernen.
O�enbar durch kaum vermeidbaren Luftzutritt reoxidierte das ACGal-S-H ungewöhn-
lich schnell � sowohl zum Edukt als auch zum symmetrischen Disul�d. Es konnte somit
weder rein gewonnen werden noch mit Maleimiden reagieren (s. 4.5.6.2, S. 93).

Schlieÿlich war die Verwendung einer �üchtigen Mercaptoschutzgruppe � Thioethyl
(-S-Et) � erfolgreich. Diese konnte leicht mit Diethyldisul�d quantitativ an der ω-
Mercaptopentadecansäure angebracht werden 5 (Abb. 4.21, S. 93). Auf dem beschriebe-
nen Syntheseweg wurde damit das funktionalisierte ACGal-S-S-Et 15 hergestellt. Für die
reduktive Entschützung der Thioschutzgruppen reichten DTT, NaBH4 oder NaCNBH3

nicht aus. Aufgrund von NMR-Experimenten erwiesen sich jedoch Phosphine als Mit-
tel der Wahl, die innerhalb weniger Minuten zur vollständigen Reduktion der Disul�de
führten (Abb. 4.22, S. 94). Besonders geeignet war Triethylphosphin, da sowohl über-
schüssiges Reagenz als auch das Oxidationsprodukt Triethylphosphinoxid im Feinvaku-
um verdampft werden konnten. Da die gewählte Thioethylschutzgruppe leicht �üchtig
war, führte die Entschützung ohne weitere Aufreinigung zu einem fast vollständig sau-
beren ACGal-S-H 22 (94 % laut NMR) (Abb. 4.21, S. 93). Es ist damit gelungen, ACGal
so zu funktionalisieren, dass es in einfacher Weise � im medizinischen Labor auch durch
Abblasen im N2-Strom � an beliebige maleimidaktivierte Moleküle gebunden werden
kann.

5.2.4 Konjugation an Trägerproteine

Eine initiale Immunisierung von Versuchstieren mit nativem ACGal war nicht erfolgreich
� vermutlich aufgrund mangelnder Immunogenität von ACGal (s. 5.3.3.1, S. 119). Daher
musste das hierzu funktionalisierte ACGal 22 zunächst kovalent an immunogene Pro-
teine gebunden werden. Als Trägerproteine wurden die gebräuchlichen verwendet: KLH
(etwa 400 aktivierbare Lysine), BSA und OVA. Die Mercaptofunktion des ACGal-SH
22 kann allerdings nicht direkt mit diesen freien Aminogruppen reagieren, die daher zu-
nächst in Maleimidgruppen �umgewandelt� werden müssen. Die gröÿte Schwierigkeit bei
der Kopplung bestand darin, das hydrophobe Glycolipid mit dem hydrophilen Protein
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in Lösung zu halten und beide zur Reaktion zu bringen.
Ein erster Ansatz mit gekauften, maleimidaktivierten Proteinen (KLH, BSA) war

nicht erfolgreich, da ein oder beide Edukte im Wasser/DMSO-System als Niederschlag
aus�elen und die Mercapto- und Maleimidfunktion nicht miteinander reagieren konnten
(s. 4.6.1.1, S. 95). Bei einer danach verfolgten zweistu�gen Reaktion konnte zunächst
die Mercaptofunktion des ACGal 22 mit der Maleimidfunktion des heterobifunktio-
nalen Linkers (SMCC) in organischen LM reagieren � o�enbar der kritische Schritt.
Erst danach wurde in situ die zweite Funktion des Linkers � die NHS-aktivierte Car-
bonsäure � mit den Aminofunktionen des Proteins im wässrigen System zur Reaktion
gebracht (Abb. 4.23, S. 96). Es kam nun zu erfolgreichen Konjugationen, jedoch gab es
weiterhin Probleme mit der Löslichkeit. Die Ergebnisse waren hinsichtlich des Konju-
gationsgrades (Anzahl ACGal pro Molekül Protein) hochgradig unreproduzierbar � das
Mischen war ein entscheidender Faktor. Erst durch die Solubilisierung des Glycolipides
mit ionischen Detergenzien wie SDS gelang es reproduzierbar und mit hohen Konjuga-
tionsgraden ACGal zu konjugieren (s. 4.6.1.2, S. 96). Die Massenzunahme und damit
der Konjugationsgrad lieÿ sich sehr gut durch eine Gesamtmassenbestimmung mittels
MALDI-TOF (Abb. 4.25, S. 97) und PAGE (Abb. 4.24, S. 97) bestimmen, während der
spezi�sche Nachweis mittels WB (Abb. 4.26, S. 98) geführt wurde.

Mit diesem einfachen Verfahren ist es ohne Aufreinigungen gelungen, im Mittel 20-
21 Moleküle ACGal kovalent an ein Molekül BSA zu koppeln (15-25 Maleimidreste in
kommerziellen Produkten) und damit etwa ein Da ACGal pro drei Da Protein. Der
Konjugationsgrad von OVA lag im Mittel bei 10-11 (5-15 bei gekauftem maleimidakti-
viertem OVA) und mit etwa einem Da pro vier Da Protein weniger e�zient beladen
als BSA. Parallel zu meiner Arbeit ist eine Publikation von Pozsgay und Kubler-Kielb
(2007) erschienen, in der die Konjugation von im Mittel nur 18 Molekülen ACGal an
ein Molekül BSA beschrieben wurde. Dort wurde ACGal in einem komplizierteren Pro-
zess mit einer ω-Aldehydfunktion versehen und über diese mittels einer �umgekehrten
Mizellen�-Technik (�reverse micelles' technique�) an aminooxypropyliertes BSA konju-
giert.

5.3 Biologische Aktivität der Glycolipide

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit waren Untersuchungen, ob und wie die Borrelien-
lipide mit dem menschlichen Immunsystem interagieren. Zunächst wurde die Erkennung
der nativen und synthetischen Glycolipide durch AK von LB-Patientenseren eingehend
analysiert (s. 5.3.2, S. 116). Nach der Induzierung von spezi�schen AK gegen ACGal
in Versuchstieren (s. 5.3.3, S. 119) wurden diese vergleichend charakterisiert (s. 5.3.4,
S. 120) und mit Hilfe der Glycolipidbibliothek das Epitop des ACGal de�niert (s. 5.3.5,
S. 121). Schlieÿlich wurde untersucht, ob die Borrelienlipide auch von zellulären Rezep-
toren erkannt werden (s. 5.3.6, S. 123). Zunächst werden jedoch die zahlreich genutzten
serologischen Methoden und deren Aussagekraft kritisch betrachtet.

5.3.1 Einsatz der unterschiedlichen serologischen Methoden

Für die serologischen Untersuchungen wurden verschiedene Analysemethoden � zumeist
Blottingverfahren � verwendet.
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5.3.1.1 Dot-Blots

Dot-Blots werden eingesetzt, um eine spezi�sche Bindung von Serum-AK eines Isotypes
an isolierte AG nachzuweisen. Die Bindung wird kinetisch durch eine enzymatische Nach-
weisreaktion über Absorption (Farbniederschlag), Lichtemission (Chemolumineszenz =
ECL) oder radioaktiv detektiert (s. 3.1.14, S. 39). Die ECL ist � abgesehen von der
Radioaktivität � das sensitivste Detektionsverfahren (Abb. 3.1, S. 40). Das mehrstu�ge
Verfahren bietet vielfältigste Variationsmöglichkeiten � von der Wahl der Materialien
(Membran, Pu�er, AG, etc.), über Inkubationszeiten und Verdünnungen (Serum und
sekundärer AK) bis hin zu Belichtungs- und Entwicklungszeiten der Filme bei der ECL.
Vergleiche hinsichtlich der Signalintensität sind nur innerhalb eines Versuches möglich.
Wenn in einem Versuch bei identischer AG-Menge die Verdünnung der AK verändert
wird, korreliert die Intensität der Färbung direkt mit der Anzahl der AK. Dadurch ist
es möglich, für ein Serum die maximale Verdünnung zu ermitteln, bei der noch Signa-
le nachweisbar sind. Dieser Wert entspricht jedoch nur näherungsweise dem Titer und
muss mit ≥ angegeben werden, denn es ist weder ein Endpunktverfahren noch wird
ein Vergleich mit Kontrollen oder einem Standard gemacht. Durch eine Änderung der
Parameter könnte es möglich sein, eine noch gröÿere Verdünnung zu bestimmen.

Andererseits ist bei einer Variation der AG-Struktur die Intensität der Dot-Blot-
Signale ein ungefähres Maÿ für die Bindungsa�nität. Bei einer höheren A�nität binden
die AK das AG stärker; zudem binden mehr AK und es werden weniger AK weggewa-
schen, so dass die Flecken auch gröÿer werden können (Abb. 4.28, S. 101). Die Bindung
des AG an die Membran selbst bzw. ein mögliches Abwaschen des AG von der Mem-
bran hat keinen Ein�uss. Die hydrophoben Membranen binden vielfältigste Strukturen
� von polaren Proteinen, über Oligosaccharide bis hin zu neutralen Lipiden, so dass die
relativ geringe Variation der Hydrophobizität der synthetischen Glycolipide (Abb. 4.17,
S. 90) hierbei nicht ins Gewicht fällt. Zudem sind die aufgetragenen 1 µg ein mindestens
hundertfacher Überschuss über der für die Erkennung minimal notwendigen AG-Menge,
und die Signalintensität weist über einen Mengenbereich von fast drei Zehnerpotenzen
keinen Unterschied auf (Daten nicht gezeigt).

5.3.1.2 Western-Blots (WB)

Die WB sind ein in der Routinediagnostik (s. 1.4.2.1, S. 14) eingesetztes Verfahren,
um die spezi�sche Bindung von AK an elektrophoretisch getrennte und auf Membranen
übertragene Proteingemische zu untersuchen. Die erkannten AG werden u. a. mittels
Standards über die Gröÿe identi�ziert (s. 3.1.13, S. 38). In dieser Arbeit wurden die WB
verwendet, um die Qualität der Konjugate von ACGal an BSA und OVA zu beurteilen.
Während der Etablierung des Konjugationsverfahrens wurde untersucht, ob auf dem
Blot Immunfärbungen vorhanden sind, die Mono- oder Multimeren der Trägerproteine
entsprechen könnten. Dot-Blots des Reaktionsgemisches würden keine Aussage über eine
kovalente Bindung zwischen ACGal und dem Protein erlauben. Bei der Verbesserung der
Konjugationse�zienz wurde mit dem WB nach dem gröÿten Massenunterschied (d. h.
Verschiebung auf dem Gel aufgrund der unterschiedlichen Beladung mit SDS) zwischen
Trägerprotein und Konjugaten gesucht (Abb. 4.24, S. 97) und dieser zur Quanti�zierung
genutzt.
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5.3.1.3 Line-Blots

Die Line-Blots sind eine Weiterentwicklung der WB, bei der rekombinante Proteine
oder andere Moleküle als Streifen an de�nierte Stellen auf Membranen gesprüht wer-
den. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit deutlich verbessert und die Zuordnung der
Immunsignale erleichtert. Die Line-Blots von ACGal wurden nicht von mir durchge-
führt, sondern von der Fa. Virotech (s. 3.1.16, S. 41), basierend auf der Technologie für
kommerzielle Line-Blots (z. B. für Borreliose) mit der Zielstellung der Verwendung in
derartigen Serodiagnostikkits (s. 5.4.1, S. 125).

5.3.1.4 Dünnschichtchromatogramm-Blots (DC-Blots)

Die DC-Blots stellen für lipophile Moleküle eine ähnliche Methode dar wie der WB,
werden allerdings nicht routinemäÿig eingesetzt. Der Vorteil der Übertragung von den
DC auf Membranen (s. 3.1.15, S. 41) ist, dass keine isolierten AG vorliegen müssen. Die
Nachteile sind, dass die Lipide in unterschiedlicher Menge vorliegen � nämlich in dem
Verhältnis des Gemisches, dass die Lipide nicht so fokussiert sind wie die Punkte auf den
Dot-Blots und dass die Übertragung von den Aluminium-DC auf die Membran mittels
Hitze weniger e�zient ist. Die Methode wurde von mir bei den LB-Patientenseren für
eine Vorauswahl der Lipid-AG genutzt (Abb. 4.10, S. 80). Bei DC-Blots mit Kanin-
chenseren gab es eine vollständige Hintergrundfärbung, so dass sie nur für Humanseren
eingesetzt werden konnten (Abb. 4.11, S. 84).

5.3.1.5 Indirekter ELISA

Grundsätzlich werden indirekte ELISA in der Routinediagnostik (s. 1.4.2.1, S. 14) ange-
wendet; dieser mit einem neuen AG musste aber selbst etabliert werden. Bei der Methode
wird die Bindung von Kontroll- und Patientenseren an beschichtetes ACGal über die OD
der Immunfärbung vergleichend untersucht. Besonders kritisch ist die Wahl des Schwell-
bzw. Vergleichswertes und dessen Validierung, damit der Test eine hohe serologische
Spezi�tät7 und eine möglichst hohe Sensitivität8 aufweist. Da der ELISA ein kinetisch-
enzymatischer Test ist und auch unspezi�sche Bindungen mit ein�ieÿen, besteht die
Gefahr, zu viele positive Ergebnisse zu liefern. Von mir wurde ein ACGal-ELISA zur
Bestimmung der Titer verwendet und von Jones u. a. (2009) ähnliche zur Bestimmung
von ACGal- und MGalD-positiven Seren.

5.3.2 Erkennung durch Antikörper in Patientenseren

Frühere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe hinsichtlich der Antigenität benutz-
ten die drei bis dato bekannten Glycolipide von B. burgdorferi s. s. (s. 1.6.4, S. 19)
und eine geringe Anzahl Seren. Dabei wurden MGalD und ACGal als AG identi�ziert
(Schröder u. a., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst alle Borrelienlipide
der relevanten humanpathogenen Arten mit Patientenseren untersucht (s. 5.3.2.1). Die
identi�zierten AG wurden dann mit einer groÿen Anzahl nach Krankheitsstadien klas-
si�zierten Seren analysiert (s. 5.3.2.2) und die AK-Titer bestimmt (s. 5.3.2.3, S. 118).

7Anteil der negativ bestimmten Kontrollen
8Anteil der positiv bestimmten LB-Patienten
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Durch die Synthese von ACGal konnte dessen Antigenität bestätigt und die Bindung
mit den Glycolipiden der Bibliothek untersucht werden (s. 5.3.2.4, S. 118).

5.3.2.1 Identi�zierung der Antigene

Die Gesamtlipide von Bbu, Baf, Bga und Bhe wurden auf DC aufgetrennt, auf eine
Blottingmembran übertragen und mit nach Krankheitsmanifestationen (EM, NB, ACA,
LA) gepoolten NRZ-Seren immungefärbt (s. 3.1.15, S. 41). Es zeigte sich dabei, dass
bei den LB-Erregern nur MGalD und � dominant � ACGal im Spätstadium (ACA,
LA) mit den Seren reagierten (Abb. 4.10, S. 80). Sowohl die Neutral-, Phospho- oder
nichtacylierten Glycolipide als auch die Seren der Stadien I (EM) und II (NB) zeigten
keine Reaktion (s. 4.4.1, S. 80). Ebenfalls reagierte keines der Bhe Glycolipide mit den
Seren.

Zwar ist durch das mengenbedingte �Poolen� die Sensitivität des Testes verringert
(verglichen mit Einzelseren), aber ACGal und MGalD können als die einzigen relevanten
Lipid-AG der drei B. burgdorferis. l.-Arten betrachtet werden. Die folgenden serologi-
schen Untersuchungen wurden daher auf diese beiden Moleküle beschränkt.

5.3.2.2 Bestimmung der Antikörper der einzelnen Stadien

Die Bestimmung der ACGal-positiven LB-Patienten umfasste die Einzelseren zweier Kol-
lektive. Es wurden 88 vom Nationalen Referenzzentrum für Borrelien (s. 3.1.11.1, S. 36)
zur Verfügung gestellte Proben von mir mittels Dot-Blots (s. 3.1.14.1, S. 40) und 209
Seren von der Fa. Virotech (s. 3.1.11.3, S. 37) mittels Line-Blots untersucht (s. 3.1.16,
S. 41). Auf den Dot-Blots wurde zudem MGalD und als Kontrolle ACGlc von Bhe ein-
gesetzt. Bei den Patienten war klinisch und serologisch bestätigt eine LB diagnostiziert
(s. 1.4.2, S. 14) und der Manifestation zugeordnet. Die Kontrollseren waren von Gesun-
den oder von Kranken, deren Krankheiten häu�g serologisch mit LB Kreuzreaktionen
aufweisen (s. 1.4.2.1).

In beiden Kollektiven wurden IgG-AK ge-

Abbildung 5.2: Anteil der ACGal-positiven LB-Patien-
tenseren in den einzelnen Krankheitsstadien. Basie-
rend auf insgesamt 68 bzw. 106 Patientenseren vom Na-
tionalen Referenzzentrum f. Borrelien (NRZ) und der Fa.
Virotech, Rüsselsheim. (ACA = Acrodermatitis chronica
atrophicans, LA = Lyme Arthritis)

gen ACGal in allen LB-Krankheitsstadien, aber
in keiner bzw. 1 % (Virotech) der Kontrol-
len detektiert (s. Tab. 4.4 und 4.5, S. 81f).
Bei beiden Untersuchungen zeigte sich, dass
die Anzahl der ACGal-positiven Patientense-
ren mit Fortschreiten der Krankheit zunimmt
(Abb. 5.2) � 5 bzw. 8 % im Stadium I (EM,
MEM), 21 bzw. 27 % im Stadium II (NB) und
sogar 83 bzw. 62 % im Spätstadium (ACA,
LA). In den Dot-Blots wurden Anti-MGalD
IgG-AK dagegen nur in 12 % der gesamten
LB-Patientenseren gefunden � 10 % im Sta-
dium I und 21 % im Stadium III. MGalD ist
somit ein deutlich schwächeres AG als ACGal
und wurde auÿerdem in weiteren pathogenen
Bakterienarten nachgewiesen (s. 1.6.4, S. 19). Da es kein Alleinstellungsmerkmal von B.
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burgdorferi und daher für die Serodiagnostik wenig interessant ist, wurde es bei den wei-
teren serologischen Versuchen nicht mehr berücksichtigt. ACGlc aus Bhe wurde in den
Dot-Blots nur von einem einzigen Patientenserum detektiert, das zudem keine Reaktion
mit ACGal zeigte. Eine Kreuzreaktivität zwischen ACGal und ACGlc, die sich lediglich
in der Kon�guration der Hydroxylgruppe an C-4 der Hexose unterscheiden, kann daher
ausgeschlossen werden � die AK sind hochspezi�sch für ACGal.

Nach der Verö�entlichung dieser Daten (Stübs u. a., 2009) erschien eine Publikation,
die sich nur auf die in Nordamerika vorkommende Bbu sowie die Seren der drei Ma-
nifestationen EM, NB und LA (194 Seren) beschränkte und als Messmethode ELISA
benutzte (Jones u. a., 2009): Die hier aufgeführten Daten zu ACGal wurden im Wesent-
lichen bestätigt: EM � 10 % (5 % hier), NB � 29 % (21 %) und LA � 96 % (87 %) mit
einer Spezi�tät von 97 % (100 %). Die Angaben zu MGalD liegen dagegen deutlich über
meinen hier erzielten Ergebnissen: EM � 29 % (5 %), NB � 54 % (0 %) und LA � 99 %
(20 %), wobei besonders der Wert von 99 % in der serologischen Praxis auÿergewöhnlich
hoch ist. Da die Spiegel der Anti-ACGal- und Anti-MGalD-AK nach der Behandlung
nur langsam sinken, eignen sich beide AG somit nicht als Aktivitätsmarker.

5.3.2.3 Bestimmung der Titer mittels ELISA

Von den LB-Patienten, die im Dot-Blot ACGal-positiv waren, wurden mittels eines
selbst etablierten und validierten ELISA die AK-Titer bestimmt (s. 3.1.17, S. 41). Auf-
grund der unterschiedlichen Testverfahren war es nicht ungewöhnlich, dass die Ergeb-
nisse nicht komplett übereinstimmte. Während im Dot-Blot bei einer Verdünnung von
1:1000 29 LB-Patienten positiv waren, hatten im ELISA von diesen zehn einen gemes-
senen Titer von < 1000 (s. 4.6, S. 83). Die Ergebnisse der Titerbestimmung sind daher
als konservativ zu betrachten (s. 4.4.3, S. 82). Es zeigte sich, dass die Anzahl der se-
ropositiven Patienten im Verlauf der LB wie erwartet zunahm, andererseits aber auch
die Höhe des Titers anstieg. Der höchste bei NB gemessene Titer lag bei 4000, während
zwei LA-Patienten einen Titer von 32 000 aufwiesen. Für ein AG mit einer so kleinen
Strukturgröÿe bzw. einem einzigen Epitop (s. 5.3.5, S. 121) sind die Titer gegen das
Glycolipid ACGal als hoch zu bewerten. Leider war es mir aufgrund der fehlenden Do-
kumentation nicht möglich, die Höhe des Titers mit Patientendaten z. B. hinsichtlich
der Schwere der Erkrankung zu korrelieren.

5.3.2.4 Erkennung der synthetischen Glycolipide durch Antikörper

In biologischen Systemen kommt es vor, dass eine kleine chemisch nicht nachgewiesene
Verunreinigung für die biologische Aktivität einer vermeintlichen Reinsubstanz verant-
wortlich sein kann. Ein primäres Anliegen der Synthese von ACGal war daher die Bestä-
tigung dessen Antigenität. Dazu wurden in Dot-Blots identische Mengen von aus Bor-
relien isoliertem ACGal und synthetischem ACGal 14 mit einzelnen LB-Patientenseren
immungefärbt und verglichen (s. 4.5.3, S. 87). Aufgrund der identischen Reaktivität der
beiden chemisch weitgehend gleichen Moleküle9 (Abb. 4.14, S. 87), kann eine Kontamina-

9Das native ACGal enthält als Fettsäure ein Gemisch aus Öl- und Palmitinsäure. Das synthetische
ACGal 14 ist dagegen nur palmitoylsubstituiert.
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tion ausgeschlossen und ACGal zweifelsfrei als wichtigstes Lipid-AG von B. burgdorferi
betrachtet werden.

Nach der Synthese der Glycolipidbibliothek (s. 5.2.2, S. 111) wurden alle synthe-
tischen ACGal-Derivate mit absteigenden Verdünnungen der gepoolten LB-Seren in
Dot-Blots untersucht (s. 4.5.5.3, S. 91). Es zeigte sich, dass nur die ACGal mit einer
Fettsäurelänge von ≥ vier erkannt wurden und alle denselben Titer (8000) aufwiesen
(Abb. 4.20, S. 92). Die AK hatten somit für alle Derivate ungefähr die gleiche A�nität
� im Gegensatz zu den Kaninchen-AK (s. 5.3.4, S. 120). Die Glycolipide mit Methyl-
oder Phenyl- statt Cholesterylrest wurden nicht erkannt. Für weitere Ausführungen zum
Epitop siehe 5.3.5, S. 121.

5.3.3 Generierung von Antikörpern in Versuchstieren

Nach dem Nachweis von Anti-ACGal-AK in LB-Patientenseren (s. 5.3.2, S. 116) sollten
spezi�sche AK in Versuchstieren induziert werden. Diese polyklonalen Antiseren, die
im Gegensatz zu Patientenseren keine anderen Borrelien-AG erkennen dürften, sollten
die grundsätzliche Möglichkeit einer Immunisierung beweisen und für funktionelle Cha-
rakterisierungen verwendet werden. Als Versuchstiere wurden Mäuse und Kaninchen
verwendet, weil sie ein dem Menschen verwandtes Immunsystem besitzen, oft für diese
Zwecke verwendet werden und entsprechende Immunisierungsprotokolle etabliert sind.

5.3.3.1 Immunisierung mit nativem ACGal

Initial wurden fünf C3H/HeN-Mäuse, die für Lyme Arthritis empfänglich sind (Barthold
u. a., 1990), mit aus B. burgdorferi s. s. isoliertem ACGal immunisiert (s. 3.1.12.1, S. 37),
aber es waren keine spezi�schen AK im Serum nachweisbar (s. 4.6.2.1, S. 99). Das
genutzte Verfahren war zwar als erfolgreich beschrieben worden; jedoch ohne geeignete
Kontrollen und bei sehr geringer Serenverdünnung (Ben-Menachem u. a., 2003). Der
Grund für das Nichtproduzieren von Anti-ACGal-AK dürfte darin liegen, dass ACGal ein
Hapten ist und in der unkonjugierten Form keine vollständige Immunantwort auslösen
kann.

5.3.3.2 Immunisierung mit ACGal-KLH-Konjugat

Anschlieÿend wurde ein Kaninchen mit dem ACGal-KLH-Konjugat immunisiert (s.
3.1.12.2, S. 38), wobei die Kontrolle der Qualität und auch Quantität der Konjuga-
tion aufgrund der riesigen KLH-Masse nicht gelang. Ein zunächst im ACGal-ELISA
beobachteter Anstieg der AK-Bindung ist wohl durch gegen das Adjuvans (FCA) ge-
richtete unspezi�sche AK verursacht, denn in Dot-Blots konnten keine spezi�schen Anti-
ACGal-AK nachgewiesen werden (s. 4.6.2.2, S. 99). Das Misslingen der Immunisierung
rührt vermutlich aus einer nicht oder nur unzureichend stattgefundenen Konjugation
von ACGal an maleimidaktiviertes KLH her.

5.3.3.3 Immunisierung mit ACGal-BSA-Konjugat

Nach der Umstellung der Konjugation auf das Verknüpfen mit SMCC und der Verwen-
dung von BSA als Trägerprotein wurden Kaninchen mit dem ACGal- oder Kontrollkon-
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jugat immunisiert (s. 3.1.12.2, S. 38). Während die Immunisierung mit dem Kontroll-
konjugat (Cys-BSA) keine messbaren AK gegen natives ACGal induzierte, konnte beim
ACGal-BSA im Antiserum mittels Dot-Blots ein Titer von ≥ 4000 ermittelt werden (s.
4.6.2.3, S. 99). Die Immunisierung mit ACGal ist somit grundsätzlich gelungen und die
ganze Kaskade von der AG-Präsentation bis hin zur Di�erenzierung von B-Zellen und
der Sezernierung der spezi�schen Anti-ACGal-AK durchlaufen (s. 1.8.2.2, S. 25). Der
bestimmte Titer kann als gut betrachtet werden und liegt in dem Bereich, der auch in
LB-Patienten gefunden wurde.

5.3.3.4 Immunisierung mit ACGal-OVA-Konjugat

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Immuno�uoreszenz mit ganzen Borrelien durch AK
gegen das Trägerprotein BSA wurden Kaninchen mit den OVA-Konjugaten (s. 3.1.12.2,
S. 38) erfolgreich immunisiert. Die AK-Titer waren viermal so hoch wie bei dem BSA-
Konjugat (s. 4.6.2.4, S. 100). Mit diesen polyklonalen AK wurde die Bindung an die
nativen und synthetischen ACGal untersucht (s. 5.3.4) und die Immuno�uoreszenz mit
intakten Borrelien durchgeführt (s. 4.7, S. 102). Die NZW-Kaninchen bilden reproduzier-
bar und mit verschiedenen Trägerproteinen hohe AK-Titer gegen ACGal und wären für
weitere Tierversuche in Bezug auf die schützende Wirkung einer ACGal-Immunisierung
geeignet. Für Experimente mit borrelienin�zierten Zecken wurde diese Kaninchenrasse
bereits verwendet (Burgdorfer, 1984).

Da jedoch viele etablierte LB-Tiermodelle Mäuse verwenden, wurden sechs Mäu-
se mit OVA-Konjugaten (drei AG, drei Kontrollen) immunisiert (s. 3.1.12.1, S. 37).
Die Wahl �el auf C57BL/6 Mäuse, weil sie oft für Immunisierungen verwendet wurden
(Ma u. a., 1998), sie einfacher in der Handhabung und die injizierten Substanzmengen
geringer sind als in Kaninchen. Obwohl ein nur leicht abgewandeltes Immunisierungs-
protokoll verwendet wurde, konnten überraschenderweise keine AK gegen die nativen
ACGal-Strukturen nachgewiesen werden. Eine Reaktion auf die kurzen, synthetischen
ACGal war an der Nachweisgrenze (s. 4.6.2.5, S. 100). Momentan läuft eine Wieder-
holung dieser Immunisierung mit intramuskulärer Injektion, doppelter Substanzmenge
und einer zusätzlichen Boosterung. Sofern dabei auch keine AK gebildet werden, muss
man davon ausgehen, dass eine Stufe der Kaskade � vermutlich die AG-Präsentation �
in Mäusen nicht funktioniert. (s. Ausblick, S. 130)

5.3.4 Erkennung durch Antikörper in Tierseren

Nach der Generierung gegen ACGal gerichteter AK in den mit ACGal-BSA- und ACGal-
OVA-Konjugaten immunisierten Kaninchen wurde untersucht, welche Glycolipide von
den Antiseren erkannt werden und wie hoch die Titer sind. Dazu wurden die ACGal-
Derivate in Dot-Blots mit zehn Verdünnungen (1:1000-1:512 000) dieser Kaninchenseren
analysiert (s. 4.6.3.2, S. 101). Das Muster der erkannten Strukturen stimmte bei den
ACGal-BSA-Seren mit denen der LB-Seren überein; ging bei ACGal-OVA aber deutlich
darüber hinaus (Abb. 4.29, S. 102). Bei letzterem wurden alle ACGal-Derivate stark
und die cholesterolfreien Strukturen 20 und 21 schwächer erkannt. Darüber hinaus war
au�ällig, dass die Titer der einzelnen erkannten Glycolipide � im Gegensatz zu den
Humanseren (s. 4.5.5.3, S. 91) � sehr deutlich variierten. Dabei hatten bei ACGal-OVA
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das zur Immunisierung verwendete funktionalisierte ACGal 15 und das in Borrelien
vorkommende palmitoylierte CGal 14 einen um Faktor 32 niedrigeren Titer (≥ 16 000)
als die nicht natürlich vorkommenden ACGal-Derivate mit Butter- 18 und Hexansäure
17 mit dem höchsten gemessenen Titer (≥ 512 000). Das auch natürlich vorkommende
ACGal mit Ölsäure 13 lag mit ≥ 128 000 dazwischen.

Bis auf CGal 4 (< 1000) wurden alle Glycolipide von den hochtitrigen Kaninchen-
seren erkannt. Die ACGal-spezi�schen AK variierten in ihrem Titer um Faktor 32 und
somit in ihrer A�nität gegenüber den unterschiedlichen ACGal-Derivaten. Anders als
bei den Humanseren wurden die kurzkettigen Fettsäurederivate am stärksten gebunden.

5.3.5 De�nition des ACGal-Epitops

Um die Synthese eines Impfsto�kandidaten möglicherweise zu vereinfachen und um eine
Position für die Funktionalisierung von ACGal zu �nden, wurde das Epitop der Anti-
ACGal-AK bestimmt. Dazu wurden die Bindung der LB-Patienten- sowie Kaninchense-
ren an die nativen Lipide und die Glycolipidderivate analysiert. Das ACGal selbst wird
durch Kondensation von drei Bausteinen gebildet, die in allen tierischen Organismen
vorkommenden: Fettsäuren, Galactose und Cholesterol. Alle diese ACGal-Anteile lagen
in unterschiedlicher Anzahl modi�ziert entweder in der Glycolipidbibliothek oder aus
Borrelien isoliert vor. Über die von den AK minimal erkannte Struktur ermöglichten sie
indirekt die Aussagen zum Epitop. Zur Bestimmung dieser Minimalstruktur wurden alle
Moleküle in identischer Menge auf Membranen aufgebracht und mit einer Verdünnung
der gepoolten LB-Seren (1:4000) (s. 4.5.5.2, S. 91) oder ACGal-BSA-Antiseren (1:2000)
(s. 4.6.3.1, S. 100) immungefärbt. Die Erkenntnisse zum ACGal-OVA-Serum ergeben
sich aus der Titerbestimmung der synthetischen Lipide (s. 4.6.3.2, S. 101).

Die von den Seren erkannte Minimalstruktur ist in dem verwendeten Testverfahren
von der Höhe des Titers abhängig, wie man deutlich an den beiden Kaninchenseren
erkennen kann. Das mit ACGal-BSA-Konjugat immunisierte Kaninchen wies nur einen
Titer von ≥ 4000 für Palmitoyl-CGal 14 auf, da das eingesetzte Konjugat in der An-
fangsphase in Bezug auf den Konjugationsgrad noch stetig verbessert wurde (Abb. 4.28,
S. 101). Das andere Kaninchen wurde dagegen durchweg mit einem optimalen ACGal-
OVA-Konjugat immunisiert, erreichte einen viermal höheren Titer (≥16 000) und er-
kannte noch mehr Strukturen (Abb. 4.29, S. 102). Daraus ein unterschiedliches Epitop
herzuleiten, wäre ein Trugschluss. Auÿer dem Trägerprotein gab es keine Unterschiede
zwischen den beiden Kaninchen und daher sollten die beiden Epitope identisch sein. Der
höhere Titer erlaubt es nur, eine schwächere Bindung noch nachzuweisen.

5.3.5.1 Notwendigkeit einer Carbonsäure

Die Anzahl der synthetisierten ACGal-Derivate mit modi�zierten Fettsäuren ist recht
groÿ. Mit Ölsäure 13 liegt eine langkettige, ungesättigte FA vor; mit Palmitinsäure 14
eine langkettige, gesättigte. Die für die Konjugation verwendete Mercaptopentadecan-
säure 15 weist mit und ohne Schutzgruppe eine terminale Modi�kation auf und die
gesättigten, kurzkettigen Carbonsäuren reichen von der Hexan-, über die Butter- bis
zur Essigsäure. Alle diese Derivate wurden von den Kaninchenseren erkannt � aller-
dings mit unterschiedlicher A�nität. Bei den LB-Seren war eine Bindung bei Butter-
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säure nur schwach und bei Essigsäure gar nicht detektierbar (s. 4.5.5.1, S. 90). Es ist
jedoch möglich, dass bei LB-Patienten mit höherem Titer oder bei geringerer Serenver-
dünnung (die kleinste genutzte war 1:1000) eine Bindung nachweisbar wäre. Gar keine
AK-Bindung war jedoch bei CGal 4 nachweisbar. Die 6-O-Substitution der Galactose
mit einer Carbonsäure scheint notwendig zu sein, aber es ist egal, mit welcher. O�en
ist, ob ein Ameisensäure-Derivat für eine Bindung ausreichen würde. Dann wäre nur die
Carbonylgruppe Bestandteil des Epitops.

5.3.5.2 Notwendigkeit einer Galactose

Die Aussagefähigkeit über die notwendige Hexose ist aufgrund der lediglich zwei dort
variierenden Strukturen � ACGal und ACGlc aus B. hermsii (beides β-Anomere) �
sehr eingeschränkt. In den Experimenten zeigte sich jedoch, dass ACGlc (Cholesteryl-6-
O-acyl-β-D-glucopyranosid) von den ACGal-positiven LB-Seren (Abb. 4.19, S. 91) und
den Kaninchenseren (Abb. 4.28, S. 101) nicht detektiert wird. Andererseits erkannte
ein einziges LB-Patientenserum das ACGlc, jedoch nicht gleichzeitig auch das ACGal
(s. 5.3.2.2, S. 117). Beide AK � sowohl die Anti-ACGal als auch die Anti-ACGlc �
sind somit hochspezi�sch für ein Epimer und unzweifelhaft ist die Galactose Bestand-
teil des Epitops. Ob hingegen ein α-Anomer oder eine andere Hexose, z. B. die in der
Natur häu�g vorkommende β-Mannose, von diesen AK gebunden wird, bleibt o�en.
Es ist eher unwahrscheinlich, dass ein Galactofuranosid oder in Invertebraten seltenes
L-Galactopyranosid von den AK erkannt werden.

5.3.5.3 Notwendigkeit eines hydrophoben Aglycons

Es standen zwei ACGal-Derivate zur Verfügung, in denen im Vergleich zum funktiona-
lisierten ACGal 15 nur das Cholesterol durch Methyl (AMeGal) 20 oder Phenyl (APh-
Gal) 21 substituiert war. In den Blots wurde deutlich, dass die LB-Patienten (Abb. 4.19,
S. 91) und die ACGal-BSA-Seren (Abb. 4.28, S. 101) die beiden Glycolipide nicht erken-
nen. Das hochtitrige ACGal-OVA-Serum erkannte hingegen APhGal 21 mit ≥ 4000 und
AMeGal 20 schwach mit ≥ 1000 (Abb. 4.29, S. 102). Das Ersetzen des Cholesteryl- (15)
durch einen Phenylrest (21) führte somit nur zu einer Minderung des Titers um den
Faktor vier. Wenn vom Cholesterol (15) hingegen nur das �C-3 (Methyl) übrig bleibt�
(20), ist fast keine Bindung mehr nachweisbar.

Das Aglycon Cholesterol wird somit am besten erkannt � wohl aufgrund der Vielzahl
aliphatischer Ringe und Gruppen. Das scheint jedoch für die AK-Bindung nicht zwin-
gend erforderlich zu sein. O�enbar reicht stattdessen ein ausreichend hydrophober Rest
� idealerweise noch hydrophober als Phenyl. Zusätzlich kann man davon ausgehen, dass
ein zweiter hydrophober Arm im ACGal für dessen Gesamtkonformation und damit die
Erkennung durch die AK essentiell ist. Schlieÿlich ist Cholesterol ein körpereigenes Ste-
roid, das natürlich allein nicht erkannt werden darf, da es sonst zu Autoimmunreaktionen
kommt.

5.3.5.4 Minimalstruktur

Das ACGal besitzt ein einziges Epitop, das sowohl von AK in LB-Patienten- als auch
in Kaninchenseren erkannt wird. Die Minimalstruktur, die von diesen hochspezi�schen
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Anti-ACGal-AK gebunden wird, besteht aus einem hydrophoben 6-O-acyliertem β-D-
Galactopyranosid. Die Länge, Sättigung und Funktionalisierung der Carbonsäure spielen
für die Erkennung durch Humanseren keine Rolle (wenn es mindestens Buttersäure ist),
während die AK von Tierseren deutlich unterschiedliche A�nitäten dafür aufweisen.
O�enbar wird hier die AK-AG-Bindungsstärke aufgrund sterischer E�ekte auÿerhalb
des Epitops beein�usst.

Diese empirischen Daten sind auch ohne Kompetitionsexperimente ausreichend, um
das Epitop der AK von ACGal-immunisierten Kaninchen als weitgehend gleich mit
LB-Patienten-AK zu betrachten. Weitere Untersuchungen zum ACGal-Epitop wären
nach der Generierung von monoklonalen AK in Bindungsstudien mit anderen Metho-
den, wie z. B. der Sättigungstransfer-Di�erenz-Kernresonanzspektroskopie (STD-NMR),
möglich.

5.3.6 Interaktionen mit zellulären Rezeptoren

Eine Erkennung der Glycolipide durch Mustererkennungsrezeptoren (s. 1.8.1.2, S. 23)
und die Ausschüttung von Zytokinen würde das Immunsystem aktivieren. Dies hät-
te nicht nur Relevanz für die Immunabwehr gegen Borrelien und die Pathogenese der
LB, sondern auch Auswirkungen bei der Applikation der Glycolipide als Impfsto�. Die
prominentesten TLR-Liganden der Borrelien sind die Lipoproteine (TLR-2). Allerdings
verfügen die Borrelien nicht über Lipopolysaccharide (LPS) (Takayama u. a., 1987), die
in gramnegativen Bakterien die äuÿere Schicht der äuÿeren Membran bilden � einen der
potentesten TLR-Liganden überhaupt (TLR-4). Es war daher wichtig zu untersuchen,
ob die Glycolipide Makrophagen (s. 5.3.6.1) oder Natürliche-Killer-T-Zellen (s. 5.3.6.2,
S. 124) ähnlich potent aktivieren können.

5.3.6.1 Nichterkennung der Glycolipide durch Toll-like Rezeptoren

Die Fragestellung, ob Borrelienlipide durch TLR erkannt werden, war

Abbildung 5.3: DC
der Glycolipide von
Bbu � Ausschnitt
aus Abb. 4.4A, S. 72

in unserer Arbeitsgruppe schon untersucht worden, aber nicht endgültig
geklärt. Von den drei damals identi�zierten Glycolipiden waren ACGal
und MGalD inaktiv. Bei CGal zeigte sich insofern eine Diskrepanz als
aufgereinigtes CGal eine TLR-2-abhängige Aktivität aufwies; das durch
Deacylierung von ACGal erhaltene CGal aber nicht (Schröder u. a.,
2003). Die Ursache könnte das von mir entdeckte CGlc sein, das auf
den DC nur einen leicht höheren Rf-Wert als CGal hat (Abb. 5.3) und
dann im aufgereinigten CGal als Kontamination für die gefundene Ak-
tivität verantwortlich wäre.

In der vorliegenden Untersuchung (s. 4.3, S. 78) wurden alle Fraktionen der säu-
lenchromatographischen Trennung der Gesamtlipide von B. burgdorferi s. s. (s. 4.1.1.2,
S. 66) verwendet, um auch auf den DC eventuell nicht sichtbare Substanzen einzuschlie-
ÿen. Jedoch weder die Neutral- noch die Glycolipide führten zur Ausschüttung von Zy-
tokinen (TNF-α, IL-6) und konnten die Makrophagen somit nicht aktivieren (s. 4.3.1,
S. 78). Eine ursächliche hemmende Wirkung der genutzten organischen Lösungsmit-
tel (DMSO, tert-BuOH) konnte auch durch lösungsmittelfreies Arbeiten ausgeschlossen
werden. Eine Analyse von aufgereinigtem CGlc � aus B. burgdorferi und aus B. hermsii
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� ergab ebenfalls keine Anzeichen einer Zellaktivierung (s. 4.3.1.1, S. 79), so dass keines
der Glycolipide von TLR erkannt wird.

In sehr groÿen Konzentrationen zeigten lediglich die Phospholipide (Pool 10) eine
schwache und der Nachlauf der Chromatographie (Pools 11 und 12) mit Resten der
Phospholipide eine deutliche Aktivierung von Makrophagen. Diese Aktivität erwies sich
in Versuchen mit trans�zierten HEK-Zellen als TLR-2-abhängig (s. 4.3.2, S. 79). Da al-
le diese Fraktionen mit höherem Wasseranteil eluiert wurden, könnten auch amphiphile
Substanzen in die Präparation hineingelangt sein. Bekannte hochaktive TLR-2-Liganden
der Borrelien sind in der äuÿeren Membran verankerte Lipoproteine und -peptide (s. 1.7,
S. 20), die zum Teil nur etwa 7 kDa schwer sind (Katona u. a., 1992; Lahdenne u. a.,
1997). Aber auch gröÿere Lipoproteine könnten durch Proteolyse deutlich hydrophober
werden, ohne dass das aktivitätstragende Prinzip (Lipidanker) zerstört wird. Auÿerdem
wurde in einer früheren Trennung der Gesamtlipide eine TLR-2-abhängige Aktivität
von MGalD gefunden, die später nicht mehr reproduzierbar war. Zusammengenommen
erscheint es sehr wahrscheinlich, dass in den aufgereinigten Lipiden gefundene TLR-2-
Aktivitäten durch eine Kontamination mit geringen Mengen Lipopeptide hervorgerufen
wurden.

5.3.6.2 Erkennung von MGalD durch NKT-Zellen

Es war beschrieben, dass CD1d-de�ziente Mäu-

Abbildung 5.4: Strukturformeln von (A) α-Galacto-
syldipalmitoylglycerol und (B) α-Galactosylceramid

se im Gegensatz zu den Wildtyp-Mäusen eine
höhere Bakterienlast aufweisen und für Lyme
Arthritis empfänglich sind (Kumar u. a., 2000).
Da CD1d Lipid-AG für NKT-Zellen (s. 1.8.2.1,
S. 25) präsentiert, könnte eines der Borrelien-
lipide als Agonist der NKT-Zellen eine wich-
tige Rolle bei der Immunabwehr spielen. Der
wahrscheinlichste Kandidat war MGalD, das ei-
ne strukturelle Ähnlichkeit mit dem bekannten
NKT-Zell-Liganden α-Galactosylceramid (Abb. 5.4) und besonders die notwendige α-
Kon�guration des anomeren Zentrums aufweist (Kawano u. a., 1997). In einer Zusam-
menarbeit wurden daraufhin von S. Joyce10 die von mir isolierten Glycolipide von
B. burgdorferi s. s. dahingehend untersucht. Das Ergebnis war, dass sich unfraktio-
nierte Milzzellen von Wildtyp-Mäusen im Gegensatz zu denen von iNKT- und CD1d-
de�zienten Mäusen mit MGalD und CGal zur Proliferation und zur Bildung von IFN-
γ anregen lieÿen. ACGal erwies sich in diesen Tests als inaktiv. Der E�ekt von iso-
liertem CGal beruhte vermutlich auch nur auf einer kleinen MGalD-Verunreinigung
bei der Säulenchromatographie. Eine IL-4-Sekretion wurde nur von der Kontrolle α-
Galactosylceramid induziert. Eine umfassendere Untersuchung mit synthetischen MGalD-
Derivaten wurde kurze Zeit später publiziert (Kinjo u. a., 2006). Es wurde darin zweifels-
frei gezeigt, dass MGalD murine und humane NKT-Zellen aktiviert � allerdings schwä-
cher als α-Galactosylceramid. Die Präsentation erfolgt direkt über CD1d und ist TLR-
unabhängig. Weiterhin bekommen iNKT-de�ziente Mäuse eine schwerere LA und haben
eine verminderte Fähigkeit, die Borrelien zu beseitigen sowie höhere Antikörpertiter ge-

10Prof. Dr. Sebastian Joyce, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, TN, USA
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gen Protein- und Glycolipid-Antigene (Tupin u. a., 2008). (Ich vermute, dass letzteres
aufgrund der längeren und stärkeren Antigenpräsentation eher ein sekundärer E�ekt
ist.)

Da MGalD über CD1d aber den NKT- und nicht den B-Zellen präsentiert wird,
ist dies nicht der Mechanismus zur Bildung der AK gegen MGalD. Jedoch scheint die
direkte Aktivierung von B-Zellen durch über CD1d aktivierte NKT-Zellen ein wichtiger
Schritt für die Produktion von lipidspezi�schen AK zu sein (Leadbetter u. a., 2008).
Für B. hermsii wurde gezeigt, dass in CD1d-de�zienten Mäusen nur minimal B. herm-
sii -spezi�sche IgM produziert werden (Belperron u. a., 2005) � auch B. hermsii verfügt
über den CD1d-Liganden MGalD (Abb. 4.4, S. 72).

5.4 Mögliche Verwendung von ACGal

Die Arbeiten zu den Glycolipiden von B. burgdorferi waren nicht allein akademisch mo-
tiviert, sondern sollten nach den ersten Ergebnissen auch hinsichtlich einer möglichen
praktischen Einsetzbarkeit geführt werden. Für ein AG kommen sofort zwei Anwen-
dungszwecke in Betracht: als Impfsto� (s. 5.4.2, S. 126) und � falls die Serologie eine
labormedizinische Relevanz hat � in der Serodiagnostik (s. 5.4.1). Aufgrund der durch-
geführten Untersuchungen scheint das AG ACGal für beide Zwecke ein idealer Kandidat
zu sein. Es ist eine einmalige Struktur innerhalb aller Bakterien. Es ist eine � im Gegen-
satz zu den heterogenen Protein-AG � in allen B. burgdorferi s. l. konservierte Struktur
und es kommt in diesen Borrelien in sehr groÿen Mengen vor (s. 5.1, S. 105).

5.4.1 Verwendung von ACGal in der Serodiagnostik

In der Diagnostik der LB gibt es heute noch gravierende De�zite � besonders was das
Frühstadium sowie den Verlauf bzw. Aktivitätsmarker zur Therapiekontrolle angeht
(Poggensee u. a., 2008). In den von mir durchgeführten Experimenten mit nativen Gly-
colipiden konnte ich mittels diverser immunologischer Methoden zeigen, dass sich ACGal
für die Verbesserung der LB-Serodiagnostik eignet. Das Antigen weist eine sehr hohe
Spezi�tät auf und eine besonders hohe Seroprävalenz im Spätstadium der LB. Um die
klinische Verwendbarkeit zu beurteilen, hat die Fa. Virotech in einer Zusammenarbeit
das synthetische ACGal 14 mittels einer kommerziell eingesetzten Technologie (Line-
Blot) und über 200 Seren evaluiert (s. 4.4.2.2, S. 81). Die hohe Spezi�tät (99 %) und die
gute Sensitivität im Spätstadium (62-63 %) wurden als sehr positiv bewertet. Jedoch
ist ACGal bekannterweise kein frühes AG Die Serodiagnostik des zweiten und dritten
Stadiums konnte hingegen in den letzten Jahren durch die Einführung von homologen
rekombinanten Proteinen deutlich verbessert werden (Goettner u. a., 2005). Gegenüber
diesen verwendeten Protein-AG bot das Glycolipid ACGal nach Ansicht der Fa. Viro-
tech keinen Zusatznutzen, so dass sie es im Moment nicht einsetzt. Zum Zeitpunkt der
Beurteilung war allerdings noch nicht bekannt, dass ACGal auch in den �möglicherweise
humanpathogenen� B. burgdorferi s. l. (s. 1.2.2, S. 7) vorhanden ist und gerade diese blei-
ben von der gegenwärtigen Serodiagnostik unberücksichtigt. Die Fa. EUROIMMUN11

11EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Lübeck
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hingegen verwendet in einem kommerziellen Line-Blot für die Borreliendiagnostik12 zwei
nicht spezi�zierte native Lipide oder Lipidgemische von Bbu und Baf. Auch auf Tagungs-
postern wurde die aktive Struktur nicht o�engelegt. Es kann sich aber praktisch nur um
ACGal handeln, denn MGalD ist für B. burgdorferi nicht spezi�sch und die anderen
Lipide sind keine Antigene. Gegenüber einer umständlichen Gewinnung von nativem
ACGal durch Borrelienkultivierung, Lipidextraktion und anschlieÿende Chromatogra-
phie, ist ACGal dagegen chemisch auf dem von mir etablierten Syntheseweg einfach, in
reproduzierbarer Qualität und in groÿem Maÿstab darstellbar (s. 5.2.1, S. 109). Eine
zweite Firma wollte das synthetische ACGal 14 für den Einsatz in Screening-ELISA
austesten, hat jedoch keine Ergebnisse mitgeteilt.

5.4.2 Verwendung von ACGal als Impfsto�

Ein Humanimpfsto� gegen LB ist momentan nicht verfügbar; wird aber aufgrund der
hohen Prävalenz der LB in Endemiegebieten benötigt. Zum einen gibt es bei den aktuell
erforschten Lipoproteinen keinen wirklich guten Kandidaten und zum anderen weisen
diese zum Teil sehr groÿe Heterogenitäten auf, so dass für verschiedene Erdteile poly-
valente Impfsto�e notwendig wären. Der Impfsto�kandidat ACGal hätte nicht nur den
Vorteil, dass dieses Antigen identisch in allen LB-Erregern in groÿer Menge vorkommt,
sondern es wäre im Gegensatz zu rekombinanten Proteinen auch sehr günstig herstell-
bar. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Untersuchungen begonnen, ob sich
ACGal als Impfsto� gegen LB eignen würde. Zunächst wurde eine Methode etabliert,
mittels der das nichtimmunogene ACGal auf einfache Weise e�ektiv und reproduzierbar
an immunogene Trägerproteine konjugiert werden kann. Die für Tierversuche genutzten
Trägerproteine waren BSA und OVA, wobei hinsichtlich eines Humanimpfsto�es andere
Proteine, z. B. Tetanustoxoid, geeigneter sein würden. Die Immunisierungen von Kanin-
chen mit zwei ACGal-Konjugaten führten zur Bildung von spezi�schen Anti-ACGal-AK
mit teils sehr hohen Titern. Es wurde somit grundsätzlich bewiesen, dass diese Vor-
gehensweise bei Kaninchen � aber nicht bei Mäusen � erfolgreich ist. Während der
Immunisierungen wurde allerdings nicht der Anstieg der AK-Titer verfolgt, so dass der
Verlauf noch unklar ist. Die absolute Anzahl von jeweils vier Injektionen ist für einen
Einsatz bei Menschen u. a. aufgrund der problematischen Folgsamkeit (�Compliance�)
sicherlich zu hoch. Da ACGal selbst keine Zytokine induziert � weder in Makrophagen
noch in NKT-Zellen � und das Immunsystem selbst nicht aktiviert, sind diesbezügliche
Nebenwirkungen ausgeschlossen. Dadurch ist � anders als beim Lipoprotein OspA � bei
einer Immunisierung die Verwendung eines Adjuvans notwendig, was aber kein Nach-
teil ist. In Folgeuntersuchungen in Richtung Humanimpfsto� muss das FCA allerdings
durch ein milderes Adjuvans, z. B. Aluminiumhydroxid oder QS21, ersetzt werden � mit
Auswirkungen auf die Stärke der Immunantwort.

Die generierten Anti-ACGal-AK erweisen sich als hochspezi�sch für ACGal, aller-
dings muss dessen Epitop in den Borrelien für eine wirksame Impfung so lokalisiert und
präsentiert sein, dass die AK an intakte Borrelien binden. Die ersten Versuche der Im-
muno�uoreszenz mit ganzen Borrelien zeigen dies, sind aber nicht ganz zweifelsfrei (s.
4.7, S. 102). Wie bei Protein-AG auch, sind besonders im LB-Spätstadium Anti-ACGal-

12Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT, http://www.euroimmun.de/index.php?id=42&L=0&uid=176,
Zugri�: 20. April 2010

http://www.euroimmun.de/index.php?id=42&L=0&uid=176
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AK im Serum nachweisbar, ohne dass die Borrelien dadurch eradiziert werden können.
Dies bedeutet nicht, dass die Anti-ACGal-AK selbst wirkungslos sind, denn vermutlich
halten sich die Borrelien im chronischen Krankheitsstadium in anderen Kompartimen-
ten auf und weichen den AK so aus. Das Ziel einer Impfung mit ACGal ist jedoch,
dass die AK zum Zeitpunkt der Infektion vorhanden sind. Die Borrelien könnten dann
durch die AK lokal an der Infektionsstelle oder � wie beim OspA-Impfsto� � durch das
aufgenommene Blut in der Zecke abgetötet werden.

Durch die Identi�zierung des Epitops der Anti-

Abbildung 5.5: Strukturformeln von (A) 6-O-acy-
liertem Cholesteryl-β-galactosid und (B) 6-O-
acyliertem β-Galactocerebrosid

ACGal-AK (s. 5.3.5, S. 121) ist es möglich, autore-
aktive Strukturen im Menschen zu postulieren. Bei
einem derartigen Molekül müsste es sich um 6-O-
veresterte β-Galactoside mit hydrophobem Agly-
con handeln. Tatsächlich wurden 6-O-acylierte β-
Galactocerebroside (Abb. 5.5) aus dem Gehirn von
Menschen (Klenk und Löhr, 1967), Rindern sowie
Walen (Yasugi u. a., 1982, 1983) isoliert. Die Cere-
broside insgesamt (s. 1.6.2, S. 18) machen je nach
Lebensalter 12,4-21,5 % der Gesamtlipide der wei-
ÿen Substanz des menschlichen Gehirns aus (Pilz, 1968). Davon stellen die unterschied-
lich veresterten Cerebroside nur 1,2 % mit einem Anteil der 6-O-Acylierung daran von
25 % (Klenk und Doss, 1966; Klenk und Löhr, 1967). Der e�ektive Anteil der 6-O-
acylierten β-Galactocerebroside ist mit ≈ 0,04-0,06 % der Gesamtlipide daher sehr
gering. Die Lokalisation dieses Moleküls im � vermutlich � Myelin und die mögliche
Exposition für Anti-ACGal-AK ist ebenfalls noch unbekannt.

Gegen wirkliche Autoimmunprozesse sprechen allerdings fehlende Berichte über ge-
häufte Assoziationen von LA- und ACA-Patienten mit neurologischen Symptomen. Die
ermittelte Seroprävalenz für ACGal bei früher NB ist sogar deutlich geringer als im
LB-Spätstadium (s. 5.3.2, S. 116). Hinzu kommt, dass die � aufgrund einer Infektion
oder Impfung � im Blut vorhandenen AK die Blut-Hirn-Schranke nur zu einem geringen
Maÿ passieren können. Trotz einer vermuteten und noch zu untersuchenden Kreuzreak-
tion der Anti-ACGal-AK mit 6-O-acylierten β-Galactocerebrosiden aus dem Gehirn des
Menschen erscheint eine Autoimmunreaktion somit recht unwahrscheinlich.
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Kapitel 6

Ausblick

Die chemischen Analysen zu den Glycolipidstrukturen von B. burgdorferi s. l. können
mit dieser Arbeit als im Wesentlichen abgeschlossen betrachtet werden. Die vier Gly-
colipide sind chemisch analysiert und in den unterschiedlichen Borrelienarten in einer
ähnlichen Zusammensetzung nachgewiesen. Es wurde jedoch noch nicht untersucht, ob
sich die Zusammensetzung der Lipide bei den natürlichen Umgebungstemperaturen der
Borrelien (≈ 20 ◦C und 37 ◦C ) ändert. Weiterhin sollte untersucht werden, ob andere
Rückfall�eberborrelien auÿer B. hermsii ebenfalls über CGlc/ACGlc statt CGal/ACGal
verfügen. Zudem wäre es von Interesse, ob ACGlc ein Antigen ist und in Rückfall�eber-
Patienten Antikörper nachweisbar sind.

Bisher sind wenige bzw. keine Informationen über die Bildung, Lokalisation und
Funktion der Sterylglycoside von B. burgdorferi bekannt. Wahrscheinlich ist der ers-
te Schritt der Biosynthese die Inkorporation von Cholesterol in die äuÿere Membran.
Danach erfolgt vermutlich in der Zellwand die Glycosylierung zum CGal und die lipase-
katalysierte Acylierung zum ACGal. Eine Klonierung der putativen Gene würde Verglei-
che mit anderen Bakterien oder die Überexpression und Inhibition der entsprechenden
Enzyme mit kleinen Molekülen (als �Screening�) erlauben. Da ACGal ein Viertel der Ge-
samtlipide stellt, könnte es � analog dem LPS � vollständig eine der vier Lipidschichten
ausmachen und eine Barrierefunktion haben. Andererseits könnte es auch über eine oder
beide Membranen verteilt sein und deren Eigenschaften insgesamt modulieren. Es ist
grundsätzlich bekannt, dass Cholesterol die Fluidität von Membranen senkt und daher
ist es denkbar, dass CGal/ACGal für die auÿergewöhnliche Beweglichkeit der Borrelien
durch Gewebe und viskose Flüssigkeiten essentiell sind. Zur Klärung dieser Fragestellung
sollte die genaue Lokalisation von ACGal in den Borrelien mittels einer Immunogold-
färbung mit spezi�schen Anti-ACGal-Antikörpern und Elektronenmikroskopie ermittelt
werden.

Eine mögliche direkte oder indirekte (durch Anti-ACGal-AK) Beteiligung von ACGal
an der Pathogenese der LB ist bisher ebenfalls kaum betrachtet worden. Da ACGal auch
in nichtpathogenen Borrelien vorkommt, sind für die Infektiösität andere Faktoren (z. B.
LP) entscheidend. Jedoch dürfte ACGal nach einer Borrelieninfektion im menschlichen
Körper in gröÿeren Mengen frei werden � bei der Teilung oder dem Absterben der
Borrelien, nach der Phagozytose oder nach Antibiotikagabe. Folgende Fragen stellen
sich: Wäre es möglich den ACGal-Plasmaspiegel von LB-Patienten trotz eines einzigen
ACGal-Epitops zu messen? Könnte das ACGal als Lipid mit menschlichen Membra-
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nen interagieren? Es gibt Berichte, dass Sterylglycoside hämolytisch wirken (Segal u. a.,
1978) und andererseits auch B. burgdorferi eine hämolytische Aktivität aufweist (Wil-
liams und Austin, 1992). Es sollte daher untersucht werden, ob CGal/ACGal dafür
verantwortlich sind und wie stark dieser E�ekt ist. Einen ersten Hinweis darauf, ob die
Anti-ACGal-AK am Krankheitsgeschehen beteiligt sind, könnte man durch die � mir
nicht mögliche � Korrelation der spezi�schen AK-Titer mit der Schwere der LA bzw.
ACA bekommen. Aufgrund der hohen ACGal-Seroprävalenz im Spätstadium wäre es
denkbar, dass gerade die LB-Patienten, die im früheren Stadium Anti-ACGal-AK bil-
den, ins Spätstadium kommen. Daher erscheint es notwendig � besonders hinsichtlich
einer ACGal-Immunisierung � serologisch das Vorhandensein von Autoantigenen (z. B.
6-O-acylierte β-Galactocerebroside) im Menschen auszuschlieÿen.

Die gesammelten Erkenntnisse zur Serologie der Glycolipide zeigen, dass ACGal in
kommerziellen Serodiagnostikkits eingesetzt werden kann und auch wird. Da die Antikör-
per in den Kaninchenseren jedoch die gröÿte Bindungsa�nität für die ACGal-Derivate
mit Butan- 18 und Hexansäure 17 aufwiesen, sollte eingehender untersucht werden, ob
bei Humanseren nicht auch die Derivate mit kürzeren Fettsäuren eine höhere Sensiti-
vität zeigen. Darüber hinaus würde der Einsatz von de�nierten synthetischen ACGal-
Derivaten in den Serodiagnostikkits im Gegensatz zu aufgereinigtem nativen ACGal
eine bessere Reproduzierbarkeit versprechen. Die Verwendung von ACGal-enthaltenden
Line-Blots in klinischen Laboratorien würde nach Konzeption einer prospektiven Studie
die Evaluierung des ACGal-Nutzens mit einer deutlich gröÿeren LB-Patientenanzahl als
bisher erlauben. Weiterhin sollte mit einer groÿen Anzahl europäischer LB-Seren zu un-
terschiedlichen Zeiten nach einer Antibiotikatherapie untersucht werden, ob sich ACGal
als Verlaufsmarker eignet.

Die Untersuchungen zur Eignung von ACGal als Impfsto� be�nden sich noch im
experimentellen Stadium. Zunächst sollte die Immuno�uoreszenz der Borrelien mit den
Immunseren der Kaninchen verbessert werden; sie könnte alternativ mit Patientense-
ren durchgeführt werden. Um jedoch die Verfälschung durch darin enthaltene andere
Anti-Borrelien-AK zu vermeiden, müssten die spezi�schen Anti-ACGal-AK mittels ei-
ner A�nitätschromatographie � in Form von an ein Säulenmaterial konjugiertem ACGal
� aus den Humanseren aufgereinigt werden. Auch die Generierung monoklonaler Anti-
ACGal-AK sollte überlegt werden. An die Immuno�uoreszenz sollte sich ein funktio-
naler in vitro-Test mit lebenden Borrelien anschlieÿen, in dem untersucht wird, ob die
Anti-ACGal-AK die Borrelien opsonieren oder abtöten können. Sofern dieser Test erfolg-
reich ist, wäre der nächste logische Schritt zu in vivo-Versuchen überzugehen. In einem
experimentellen Tiermodell würden geeignete Versuchstiere mit ACGal- oder Kontroll-
Konjugaten immunisiert und mit B. burgdorferi in�ziert. Im einfachsten Fall könnte eine
schützende Wirkung von ACGal durch einen Vergleich der Bakterienlast in den Orga-
nen beurteilt werden. Sofern ein richtiges LB-Tiermodell zur Verfügung steht, könnten
die konkreten Manifestationen, z. B. eine Gelenkschwellung, verglichen werden. Auch
das noch einfacher zu synthetisierende cholesterolfreie ACGal-Derivat 21 sollte bei der
Forschung an einem ACGal-basierten Impfsto� nicht von vornherein ausgeklammert
werden.

Im Zusammenhang mit der Immunisierung von Tieren und später möglicherweise
Menschen sollte die Antigenpräsentation von ACGal (und MGalD) erforscht werden.
Aufgrund der nicht erfolgreichen Generierung von AK in Mäusen kann man vermuten,



131

dass die antigenpräsentierenden Moleküle zur Gruppe-1 der CD1 (CD1a, CD1b oder
CD1c) gehören, die dort nicht vorhanden sind (s. 1.8.2.2, S. 25). Eine Identi�zierung des
antigenpräsentierenden Moleküls könnte daher z. B. mit transgenen Mäusen erfolgen,
die die einzelnen CD1-Proteine des Menschen exprimieren.

Zusammengenommen ist das Glycolipid ACGal ein sehr bedeutsames Antigen, das
die Serodiagnostik der Lyme-Borreliose verbessern kann und sich nach weiteren Unter-
suchungen möglicherweise als neuartiger Impfsto� gegen Lyme-Borreliose eignen könnte.
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Anhang A

NMR-Spektren

A.1 NMR-Spektren der natürlichen Strukturen

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm
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NAME         hkgs640121
EXPNO                20
PROCNO                1
Date_          20040121
Time              14.31
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT            MeOH
NS                   16
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
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SI                65536
SF          600.4500225 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

 hkgs640121 20   1H/CDCl3:MeOD 9:1/ 300K
Borreliaburg. Saeule 2 Lipid Pool 5
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Abbildung A.1: 1H-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) aus B. burgdorferi s. s. in
CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.1.3, S. 67)
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NAME         hkgs640204
EXPNO                 5
PROCNO                1
Date_          20040204
Time              13.53
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                  512
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.4528521 MHz
SI                65536
SF          600.4500158 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

hkgs640204 5  1H/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borrelia afzelii ACG 2
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Abbildung A.2: 1H-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) aus B. afzelii in
CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.2.3, S. 74)
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NAME         hkgs640204
EXPNO                10
PROCNO                1
Date_          20040204
Time              14.02
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                322.5
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.4528521 MHz
SI                65536
SF          600.4500156 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

hkgs640204 10  1H/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borreliai ACG Saeule 3  Pool 3
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Abbildung A.3: 1H-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-galactopyranosid (ACGal) aus B. garinii in
CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.2.3, S. 74)



A.1. NMR-SPEKTREN DER NATÜRLICHEN STRUKTUREN 135

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm

0
.
6
0
5

0
.
7
8
1

0
.
7
8
6

0
.
7
9
2

0
.
7
9
7

0
.
8
0
5

0
.
8
1
7

0
.
8
3
5

0
.
8
4
6

0
.
9
1
0

0
.
9
3
0

0
.
9
3
9

0
.
9
8
2

0
.
9
8
5

0
.
9
9
3

1
.
0
0
4

1
.
0
0
8

1
.
0
2
4

1
.
0
3
7

1
.
0
4
8

1
.
0
6
1

1
.
0
6
7

1
.
0
7
7

1
.
0
8
2

1
.
0
8
9

1
.
1
8
1

1
.
1
9
5

1
.
2
1
5

1
.
2
2
3

1
.
2
5
6

1
.
2
6
3

1
.
2
9
1

1
.
3
6
5

1
.
3
7
3

1
.
3
9
0

1
.
4
0
9

1
.
4
1
6

1
.
4
2
0

1
.
4
2
6

1
.
4
3
1

1
.
4
4
2

1
.
4
5
3

1
.
5
0
7

1
.
5
1
0

1
.
5
2
3

1
.
5
3
7

1
.
5
4
4

1
.
7
6
4

1
.
7
6
8

1
.
7
9
0

1
.
8
8
8

1
.
9
2
3

1
.
9
3
1

1
.
9
4
2

1
.
9
5
2

2
.
2
4
0

2
.
2
5
2

2
.
2
6
5

3
.
2
0
4

3
.
2
0
6

3
.
2
1
9

3
.
2
4
9

3
.
3
4
5

3
.
3
6
0

3
.
3
7
5

3
.
4
0
5

4
.
2
7
5

4
.
2
7
8

4
.
2
8
8

4
.
2
9
4

4
.
3
0
1

5
.
2
6
6

5
.
2
6
8

5
.
2
7
3

5
.
2
7
5

5
.
2
8
5

5
.
2
9
0

5
.
2
9
3

1.
32

1.
33

1.
05

1.
78

2.
04

4.
94

0.
51

1.
20

1.
96

1.
09

1.
27

1.
51

15
.6

0
12

.8
1

0.
92

0.
79

1.
84

1.
49

1.
09

3.
11

1.
38

0.
51

1.
58

3.
59

1.
00

2.
03

0.
84

0.
92

1.
00

1.
65

0.
91

1.
00

1.
89

0.
82

1.
07

NAME         hkgs640206
EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20040206
Time               9.45
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                   32
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                161.3
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.4528521 MHz
SI                65536
SF          600.4500149 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

hkgs640206 1   1H/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borrelia hermsii ACG -Saeule 4 Pool 6
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Abbildung A.4: 1H-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) aus B. hermsii in CDCl3/MeOD
9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.2.4, S. 74)
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NAME         hkgs340210
EXPNO                 2
PROCNO                1
Date_          20040210
Time              13.52
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG            zgpg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                24576
DS                    8
SWH           21645.021 Hz
FIDRES         0.660554 Hz
AQ            0.7569908 sec
RG                724.1
DW               23.100 usec
DE                22.00 usec
TE                300.2 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
DELTA        1.89999998 sec
MCREST       0.00000000 sec
MCWRK        0.01500000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                11.50 usec
PL1               -3.00 dB
SFO1         90.5638160 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2              bb
NUC2                 1H
PL2              120.00 dB
PL12              18.50 dB
PL13              26.00 dB
SFO2        360.1314405 MHz
SI                65536
SF           90.5547696 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 2.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

hkgs340206  2   13C/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borrelia hermsii ACG -Saeule 4 Pool 6
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Abbildung A.5: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) aus B. hermsii in
CDCl3/MeOD 9:1 [90,6 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 4.1.2.4, S. 74)
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NAME         hkgs640209
EXPNO                 2
PROCNO                1
Date_          20040209
Time               9.26
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG          inv4tp
TD                 2048
SOLVENT             D2O
NS                   72
DS                   16
SWH            4194.631 Hz
FIDRES         2.048160 Hz
AQ            0.2442908 sec
RG                161.3
DW              119.200 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
CNST2       145.0000000
d0           0.00000300 sec
D1           1.00000000 sec
d2           0.00344828 sec
d13          0.00000300 sec
IN0          0.00001035 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 7.25 usec
p2                14.50 usec
PL1               -3.00 dB
SFO1        600.4521016 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2            garp
NUC2                13C
P3                11.50 usec
PCPD2             65.00 usec
PL2               -3.00 dB
PL12              14.50 dB
SFO2        150.9953517 MHz
ND0                   4
TD                  256
SFO1           150.9954 MHz
FIDRES        94.353867 Hz
SW              159.969 ppm
FnMODE             TPPI
SI                 2048
SF          600.4500018 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00
SI                  512
MC2                TPPI
SF          150.9831582 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB                 0.00 Hz
GB                    0

hkgs640209 2   hmqc/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borrelia hermsii ACG -Saeule 4 Pool 6

ppm
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Abbildung A.6: HMQC-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) aus B. hermsii in
CDCl3/MeOD 9:1 [für 1H: 600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, für 13C: 90,6 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K]

NAME         hkgs640209
EXPNO                 7
PROCNO                1
Date_          20040211
Time              10.00
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG    inv4gplplrnd
TD                 2048
SOLVENT             D2O
NS                   64
DS                    2
SWH            4194.631 Hz
FIDRES         2.048160 Hz
AQ            0.2442908 sec
RG                 8192
DW              119.200 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
CNST2       145.0000000
d0           0.00000300 sec
D1           1.00000000 sec
d2           0.00344828 sec
D6           0.08000000 sec
d13          0.00000300 sec
D16          0.00010000 sec
IN0          0.00001656 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 7.25 usec
p2                14.50 usec
PL1               -3.00 dB
SFO1        600.4521016 MHz

======== CHANNEL f2 ========
NUC2                13C
P3                11.50 usec
PL2               -3.00 dB
SFO2        150.9976164 MHz

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1         sine.100
GPNAM2         sine.100
GPNAM3         sine.100
GPX1               0.00 %
GPX2               0.00 %
GPX3               0.00 %
GPY1               0.00 %
GPY2               0.00 %
GPY3               0.00 %
GPZ1              50.00 %
GPZ2              30.00 %
GPZ3              40.10 %
P16             1000.00 usec
ND0                   2
TD                  256
SFO1           150.9976 MHz
FIDRES       117.924530 Hz
SW              199.928 ppm
FnMODE               QF
SI                 4096
SF          600.4500003 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 1.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00
SI                 1024
MC2                  QF
SF          150.9832050 MHz
WDW                SINE
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0

hkgs640206  7   hmbc/CDCl3:MeOD 9:1/300K
Borrelia hermsii ACG -Saeule 4 Pool 6
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Abbildung A.7: HMBC-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acyl-β-D-glucopyranosid (ACGlc) aus B. hermsii in
CDCl3/MeOD 9:1 [für 1H: 600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, für 13C: 90,6 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K]
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NAME         hkgs640128
EXPNO                10
PROCNO                1
Date_          20040128
Time              16.17
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                  128
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.4528521 MHz
SI                65536
SF          600.4500023 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

 hkgs640128 10   1H/CDCl3:MeOD 9:1/ 300K
Borreliaburg. Saeule 2 Lipid Pool 7

10 8 6 4 2 ppm
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Abbildung A.8: 1H-NMR-Spektrum von Mono-α-galactopyranosyl-diacylglycerol (MGalD) aus B. burgdorferi s. s. in
CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.1.4, S. 68)

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm
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NAME         hkgs640121
EXPNO                30
PROCNO                1
Date_          20040121
Time              15.13
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT            MeOH
NS                   64
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                456.1
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.4528521 MHz
SI                65536
SF          600.4500230 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

 hkgs640121 30   1H/CDCl3:MeOD 9:1/ 300K
Borreliaburg. Saeule 2 Lipid Pool 8

10 8 6 4 2 ppm

7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Abbildung A.9: 1H-NMR-Spektrum des Gemischs von MGalD (Abb. A.8) und CGlc (Abbn. A.10 u. A.11, S. 138) aus B.
burgdorferi s. s. in CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.1.5, S. 68)
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NAME         hkgs660317
EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20060317
Time              13.50
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT            MeOH
NS                    8
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                228.1
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec
MCREST       0.00000000 sec
MCWRK        0.01500000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.1728508 MHz
SI                65536
SF          600.1699647 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

hkgs660317 1 1H/CDCl3:MEOD 9:1/300K
Cholesteryl beta-glucoside (Reserch Plus)

10 8 6 4 2 ppm

7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Abbildung A.10: 1H-NMR-Spektrum von kommerziellem Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (CGlc) in CDCl3/MeOD 9:1 als
Referenz [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.1.5, S. 68)
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NAME         hkgs650610
EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20050610
Time               9.52
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm Multinucl
PULPROG              zg
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
NS                    8
DS                    4
SWH            8389.262 Hz
FIDRES         0.256020 Hz
AQ            1.9530824 sec
RG                  512
DW               59.600 usec
DE                22.00 usec
TE                300.0 K
D1           1.00000000 sec
MCREST       0.00000000 sec
MCWRK        0.01500000 sec

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                 6.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1        600.3128515 MHz
SI                65536
SF          600.3100030 MHz
WDW                  no
SSB                   0
LB                 0.00 Hz
GB                    0
PC                 1.00

 hkgs650610 1 1H/CDCl3:MeOD  9:1/300K
Lipid Borrelia bugdorferi  Column#6  Pool#7
0.65mg

10 8 6 4 2 ppm
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Abbildung A.11: 1H-NMR-Spektrum von natürlichem Cholesteryl-β-D-glucopyranosid (CGlc) aus B. burgdorferi s. s. in
CDCl3/MeOD 9:1 [600 MHz, δH (TMS) = 0,00 ppm, 300 K] (s. 4.1.1.5, S. 68)
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A.2 NMR-Spektren der synthetischen Strukturen
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NAME       gs2006-07-07
EXPNO                11
PROCNO                1
Date_          20060707
Time              18.18
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT             Pyr
NS                 2048
DS                    2
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                 25.4
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                 9.90 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878220 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4804179 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 4b cp #5 filtrated ab. 100 mg/ml

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 ppm
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Abbildung A.12: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-β-D-galactopyranosid 4 in Pyridin-d5 [75,5 MHz, δC (Pyr) = 123,5
ppm, 300 K] (s. 3.2.6.4, S. 49)
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NAME       gs2009-07-28
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20090728
Time              17.56
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    2
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  812
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1               -1.20 dB
PL1W        41.22582626 W
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              15.00 dB
PL2W         0.00000000 W
PL12W        0.42695144 W
SFO2        300.1815000 MHz
SI               262144
SF           75.4803253 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 1.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 66a column 2 fractions #17-31 filtered
pure oleic ACGal
200 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.13: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-oleoyl-β-D-galactopyranosid 13 in CDCl3 [75,5 MHz, δC (CDCl3)
= 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.1, S. 53)
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NAME       gs2009-07-28
EXPNO                13
PROCNO                1
Date_          20090728
Time              18.16
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG            dept
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    2
SWH           16666.666 Hz
FIDRES         0.254313 Hz
AQ            1.9661300 sec
RG                 2050
DW               30.000 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
CNST2       145.0000000
D1           2.50000000 sec
D2           0.00344828 sec
D12          0.00002000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.50 usec
P2                21.00 usec
PL1               -2.00 dB
PL1W        49.56434250 W
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
P0                15.00 usec
P3                10.00 usec
P4                20.00 usec
PCPD2             80.00 usec
PL2               -1.20 dB
PL12              15.00 dB
PL2W        17.79829788 W
PL12W        0.42695144 W
SFO2        300.1815000 MHz
SI               262144
SF           75.4803253 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 1.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 66a column 2 fractions #17-31 filtered
pure oleic ACGal
200 mg/ml in CDCl3/TMS

100 ppm

Abbildung A.14: DEPT-135-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-oleoyl-β-D-galactopyranosid 13 in CDCl3 [75,5 MHz, δC
(CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.1, S. 53)
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NAME       gs2007-08-08
EXPNO                42
PROCNO                1
Date_          20070809
Time               5.43
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                 1024
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  114
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803243 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 21b column 1 fractions #29-35 filtered
pure palmitic ACGal
130 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
2

9
.

1
3

2
9

.
3

7
2

9
.

4
7

2
9

.
6

9
2

9
.

7
8

3
1

.
9

2
3

3
.

8
8

3
4

.
2

7
3

5
.

8
0

3
6

.
2

0
3

6
.

6
5

3
7

.
3

2
3

8
.

8
2

3
9

.
5

0
3

9
.

8
0

4
2

.
3

1
5

0
.

1
6

5
6

.
2

5
5

6
.

7
8

6
3

.
1

3
6

8
.

8
7

7
1

.
0

4
7

2
.

5
0

7
3

.
4

7
7

6
.

5
8

7
7

.
0

0
7

7
.

4
2

7
9

.
7

0
1

0
1

.
7

5

1
2

1
.

9
6

1
4

0
.

4
0

1
7

3
.

5
9

1
7

7
.

9
5

Abbildung A.15: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-palmitoyl-β-D-galactopyranosid 14 in CDCl3 [75,5 MHz, δC
(CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.2, S. 54)
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NAME       gs2009-07-28
EXPNO                22
PROCNO                1
Date_          20090731
Time               1.43
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                 6144
DS                    2
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  575
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1               -1.20 dB
PL1W        41.22582626 W
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              15.00 dB
PL2W         0.00000000 W
PL12W        0.42695144 W
SFO2        300.1815000 MHz
SI               262144
SF           75.4803245 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 1.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 65a column 1 fractions #29-35 filtered
pure SSEt ACGal
20 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.16: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid
15 in CDCl3 [75,5 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.3, S. 55)
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NAME       gs2007-07-23
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20070723
Time              23.09
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                 1024
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                 90.5
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803298 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 64a column 2 fractions #25-27
decanoic-ACGal
250 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.17: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-decanoyl-β-D-galactopyranosid 16 in CDCl3 [75,5 MHz, δC
(CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.4, S. 56)

2030405060708090100110120130140150160170 ppm
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NAME       gs2007-08-06
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20070807
Time               8.17
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  114
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803258 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 67a column 1 fractions #27-30 filtred
pure hexanoic ACGal
200 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.18: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-hexanoyl-β-D-galactopyranosid 17 in CDCl3 [75,5 MHz, δC
(CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.5, S. 56)
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NAME       gs2007-10-08
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20071008
Time              22.16
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                 2048
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  181
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803246 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 70a column 1 fractions #21-25
100 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

2
4

.
2

6
2

7
.

9
7

2
8

.
2

0
2

9
.

6
1

3
1

.
8

5
3

1
.

9
2

3
5

.
7

6
3

6
.

0
6

3
6

.
1

7
3

6
.

6
4

3
7

.
2

8
3

8
.

8
1

3
9

.
4

9
3

9
.

7
8

4
2

.
3

0
5

0
.

1
5

5
6

.
1

9
5

6
.

7
6

6
3

.
0

1
6

8
.

8
4

7
1

.
0

4
7

2
.

4
4

7
3

.
4

8
7

6
.

5
8

7
7

.
0

0
7

7
.

2
0

7
7

.
4

2
7

9
.

5
9

1
0

1
.

6
9

1
2

1
.

9
9

1
4

0
.

3
7

1
7

3
.

4
2

Abbildung A.19: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-butanoyl-β-D-galactopyranosid 18 in CDCl3 [75,5 MHz, δC
(CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.6, S. 57)
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NAME       gs2007-08-08
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20070808
Time              16.29
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  512
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                 80.6
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803258 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 68a column 1 fractions #32-36 filtred
pure acetic ACGal
180 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.20: 13C-NMR-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acetyl-β-D-galactopyranosid 19 in CDCl3 [75,5 MHz, δC (CDCl3)
= 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.7, S. 58)
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NAME       gs2007-05-29
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20070529
Time              17.08
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  512
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  144
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                296.8 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803305 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 58a column 1 fractions #63-90
ab. 180 mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 ppm

1
8

.
1

6
2

4
.

8
0

2
8

.
4

1
2

9
.

1
3

2
9

.
2

2
2

9
.

4
0

2
9

.
5

4
3

2
.

6
6

3
4

.
0

4
3

9
.

1
7

5
6

.
9

3
6

3
.

0
9

6
8

.
8

0
7

0
.

8
7

7
2

.
5

0
7

3
.

3
2

7
6

.
5

8
7

7
.

0
0

7
7

.
4

2

1
0

3
.

9
0

1
7

3
.

6
6

20253035404550556065707580859095100 ppm

1
4

.
3

6

1
8

.
1

6

2
4

.
8

0

2
8

.
4

1
2

9
.

1
3

2
9

.
2

2
2

9
.

4
0

2
9

.
5

4

3
2

.
6

6

3
4

.
0

4

3
9

.
1

7

5
6

.
9

3

6
3

.
0

9

6
8

.
8

0

7
0

.
8

7

7
2

.
5

0
7

3
.

3
2

7
6

.
5

8
7

7
.

0
0

7
7

.
4

2

1
0

3
.

9
0

ppm

1
7

3
.

6
6

Abbildung A.21: 13C-NMR-Spektrum von Methyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid 20 in
CDCl3 [75,5 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.8, S. 59)
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NAME       gs2007-05-22
EXPNO                12
PROCNO                1
Date_          20070523
Time               8.19
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgdc30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    4
SWH           18028.846 Hz
FIDRES         0.275098 Hz
AQ            1.8175818 sec
RG                  128
DW               27.733 usec
DE                 6.00 usec
TE                300.0 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         75.4878210 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             80.00 usec
PL2              120.00 dB
PL12              16.00 dB
SFO2        300.1815000 MHz
SI                32768
SF           75.4803303 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 3.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40

reaction 57a column 2 fractions #35-56
ab. 200mg/ml in CDCl3/TMS

200 150 100 50 ppm

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Abbildung A.22: 13C-NMR-Spektrum von Phenyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid 21 in
CDCl3 [75,5 MHz, δC (CDCl3) = 77,0 ppm, 300 K] (s. 3.2.8.9, S. 60)



Anhang B

Massenspektren

MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA 
sample: 4 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 23
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Abbildung B.1: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-β-D-galactopyranosid 4 (exakte Masse: 548,408 Da) (s. 3.2.6.4,
S. 49) mit THAP in ACN/TFA im Positivmodus (s. 3.2.5.1, S. 47)
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MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 66 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 27
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Abbildung B.2: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-oleoyl-β-D-galactopyranosid 13 mit THAP in ACN/TFA im
Positivmodus (exakte Masse: 812,653 Da) (s. 3.2.8.1, S. 53)

MALDI-TOF-MS Matrix: 20 mg/ml DHB in 50% MeOH / 0,1 % TFA    
sample: GS Rkt 21b_ACGal (1mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_030309, Spot  43
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Abbildung B.3: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-palmitoyl-β-D-galactopyranosid 14 mit DHB in MeOH/TFA
im Positivmodus (exakte Masse: 786,637 Da) (s. 3.2.8.2, S. 54)
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MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 65 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 26
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Abbildung B.4:MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid
15 mit THAP in ACN/TFA im Positivmodus (exakte Masse: 864,597 Da) (s. 3.2.8.3, S. 55)

MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 67 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 28

499.0 559.2 619.4 679.6 739.8 800.0
Mass (m/z)

8417.1

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 In

te
ns

ity

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP = 669.4, 8417]

66
9.

43
85

61
2.

94
53

57
9.

99
12

57
6.

00
10

77
5.

98
71

68
5.

40
39

54
2.

99
87

61
4.

94
44

59
6.

97
22

57
7.

99
92

55
1.

04
43

77
8.

96
93

71
7.

40
58

66
7.

39
42

68
3.

41
75

54
1.

98
48

56
7.

01
70

70
1.

41
96

73
9.

37
45

61
8.

94
81

76
4.

00
43

77
2.

00
28

63
4.

94
64

78
8.

99
62

Abbildung B.5: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-hexanoyl-β-D-galactopyranosid 17 mit THAP in ACN/TFA
im Positivmodus (exakte Masse: 646,481 Da) (s. 3.2.8.5, S. 56)
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MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 70 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 44
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Abbildung B.6: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-butanoyl-β-D-galactopyranosid 18 mit THAP in ACN/TFA
im Positivmodus (exakte Masse: 618,450 Da) (s. 3.2.8.6, S. 57)

MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 68 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 43
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Abbildung B.7: MALDI-TOF-Spektrum von Cholesteryl-6-O-acetyl-β-D-galactopyranosid 19 mit THAP in ACN/TFA im
Positivmodus (exakte Masse: 590,418 Da) (s. 3.2.8.7, S. 58)
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MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 58 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 25
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Abbildung B.8: MALDI-TOF-Spektrum von Methyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid 20
mit THAP in ACN/TFA im Positivmodus (exakte Masse: 510,269 Da) (s. 3.2.8.8, S. 59)

MALDI-TOF-MS Matrix: 15 mg/ml THAP in 60% ACN / 0,3 % TFA    
sample: 57 (0,3 mg/ml) SpotSet: HS_Stuebs_200409, Spot 24
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Abbildung B.9: MALDI-TOF-Spektrum von Phenyl-6-O-(15-(2-ethyldisulfanyl)pentadecanoyl)-β-D-galactopyranosid 21
mit THAP in ACN/TFA im Positivmodus (exakte Masse: 572,284 Da) (s. 3.2.8.9, S. 60)
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