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Einleitung

l. Einleitung

1 Die Multisystemkrankheit Lyme-Borreliose

Borrelia burgdorferi ist der Erreger der Multisystemerkrankung Lyme-Borreliose, die neben
der vom TBE-(tick-borne encephalitis-)Virus ausgeldsten Friihsommer-Meningoenzephalitis
(FSME) die hadufigste durch Zecken Ubertragene Infektionskrankheit in Nordamerika und
Europa darstellt (Steere, 1989). Schatzungsweise treten in Deutschland 30.000 bis 60.000
Neuinfektionen pro Jahr auf (Kraiczy, 2004). In den USA z&hlte man mehr als 23.000 neue
Falle fiir das Jahr 2002 (CDC, 2004).

Bereits Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts wurde von durch Zeckenbisse
hervorgerufenen Krankheitsbildern berichtet, deren Atiologie unklar war. Auf die Spur von
Borrelien als wichtigen von Zecken-lbertragenen Erregern fuhrte 1977 der Rheumatologe
A.C. Steere, der eine neue Form der Gelenkentziindung, die Lyme-Arthritis beschrieb (Steere
et al.,, 1977). W. Burgdorfer und A.G. Barbour konnten 1982 eine Spirochadte aus dem
Mitteldarm einer Zecke isolieren und kultivieren und den Nachweis erbringen, dass Sera von
an Lyme-Arthritis erkrankten Patienten mit den Spirochéten reagieren (Burgdorfer et al.,
1982). Diese Spirochaten erhielten nach dem franzdsischen Mikrobiologen A. Borrel und
nach W. Burgdorfer die Bezeichnung Borrelia burgdorferi.

Diese Borrelien wurden nicht nur als Erreger der Lyme-Arthritis identifiziert, sondern im
nachhinein auch als Ursache einer Multisystemerkrankung erkannt, bei der vor allem die Haut
(Dermato-Borreliose), die Gelenke (Lyme-Arthritis) und das Nervensystem (Neuroborreliose)
betroffen sein kdnnen (Duray und Steere, 1988; Stanek at al., 1996). Die Krankheit wird in
drei Stadien unterteilt, wobei das Auftreten aller drei Stadien nicht obligatorisch ist. Im
Stadium | (lokalisierte Infektion) zeigt sich Tage bis Wochen nach dem Zeckenbiss eine sich
ringférmig ausbreitende Hautrétung (Erythema migrans) um die Bisstelle, welche sich auch
ohne Therapie wieder zurlick bildet (Burgdorfer et al., 1982; Ackermann et al., 1984,
Ackermann, 1985; Schmidt et al., 1985; Steere, 1989). Stadium Il (akute Organmanifestation)
setzt in der Regel zwei bis zehn Wochen nach der Infektion ein. In diesem Stadium kénnen
sich Erkrankungen des peripheren Nervensystems, der Meningen, der Gelenke, des Herzens
und des Auges einstellen (Steere, 1989). Charakteristisch fiir das Monate bis Jahre spater
auftretende Stadium 11l (chronische Organmanifestation) ist die Ausbildung eines

chronischen, inflammatorischen, organzerstdrenden Prozesses der Haut (Acrodermatitis
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chronica atrophicans (ACA)), der Gelenke (Lyme-Arthritis) oder des Nervensystems
(progressive Enzephalomyelitis, Enzephalopathie, Neuropathie).

Die Klinik der Lyme-Borreliose verlduft aber nicht zwingend in drei Stadien, da Stadien
ubersprungen und Spétstadien als Erstmanifestation auftreten kdnnen.

2 Die Ubertrager der Lyme-Borreliose

Die Lyme-Borreliose wird durch den Biss einer mit Borrelien infizierten Zecke Ubertragen.
Zecken sind blutsaugende Ektoparasiten. Sie gehtren zu den Chelicerata (Spinnenartige) und
zéhlen in der Klasse der Arachnida (Spinnentiere) zur Ordnung der Acari (Milben). Die
Borrelia burgdorferi Ubertragenden Zecken stammen aus der Familie der Ixodidae
(Schildzecken). Hauptubertrager von Borrelien in Europa ist Ixodes ricinus, der gemeine
Holzbock. I. ricinus ist beheimatet in Ausléaufern von geschlossenen Laub- und Mischwéldern
und auf Lichtungen mit hohem Grasbewuchs.

Zecken leben bis zu sechs Jahre, wobei drei Entwicklungsstadien durchlaufen werden.
Abbildung 1.1 zeigt den typischen Entwicklungszyklus. Die sechsbeinigen Larven sind in der
Lage, auf Hohen von 25 cm zu Klettern und nehmen ihre Blutmahlzeit vor allem an
Kleinnagern ein. Anschliefend hduten sie sich am Boden zu achtbeinigen Nymphen, welche
sich in Hohen bis zu 50 cm aufhalten. Die Nymphen hduten sich nach einem Blutmahl auf
Kleinnagern oder Vogeln zu adulten Zecken. Die adulten weiblichen Zecken kénnen Hohen
bis zu 1,50 m erreichen und saugen vor allem an groReren S&ugetieren (Rehwild, Hirsche,
Haustiere, Menschen) Blut. Diese Blutmahlzeit kann einige Tage bis zu drei Wochen
andauern, wonach die Begattung auf dem Wirt stattfindet. Die Mannchen sterben kurze Zeit
spater. Die weibliche Zecke legt im darauffolgenden Friihling mehrere tausend Eier ab, aus
denen wenige Wochen danach die Larven schlipfen.

Eine mit Borrelien infizierte Zecke kann wahrend der Blutmahlzeit die Erreger auf den Wirt
iibertragen (Abb. 1.1). Dabei erfolgt eine Ubertragung der Borrelien in der Regel nach 24 bis
48 Stunden (Piesmann, 1993; des Vignes et al., 2001). Friihes Entfernen der Zecke senkt also
das Risiko einer Infektion.
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Dag Baktarum Borrelia |
burgdarfer kann jeder- |
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Abb. 1.1: Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus und potentielle Ubertragungswege von
Borrelia burgdorferi (aus Schéafer et al., 1999).

stadium der Zecke auf
sinan Wirt ibertragen
warden.

3 Die Erreger der Lyme-Borreliose

3.1  Taxonomische Einordung der humanpathogenen Borrelien

Seit der Isolierung des ersten Borrelienstammes 1982 (Burgdorfer et al., 1982) konnten
weltweit B. burgdorferi-Isolate aus verschiedenen geographischen Regionen und mit
unterschiedlicher biologischer Herkunft isoliert und kultiviert werden. Diese sind genetisch
und phanotypisch divergent. Daraufhin wurde eine nah verwandte Gruppe mit bis dato 12
Genospezies als B. burgdorferi sensu lato Komplex definiert (Johnson et al., 1984; Baranton
etal., 1992, 1998; Canica et al., 1993; Kawabata et al., 1993; Lebech et al., 1994; Postic et al.,
1994, 1998; Marconi et al., 1995; Fukunaga et al., 1996; Foretz et al., 1997; Le Fleche et al.,
1997; Wang et al., 1997, 1999; Masuzawa et al., 2001; Parola und Raoult, 2001, Richter et al.,
2004). Um zwischen dem Komplex B. burgdorferi und der Art B. burgdorferi unterscheiden
zu konnen, wurde der Komplex B. burgdorferi sensu lato (s.I) genannt und die Art als
B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) bezeichnet. Mit B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii
sind drei Genospezies dieses Komplexes als humanpathogen einzustufen und gelten als
Erreger der Lyme-Borreliose (Steere, 1989). Weiterhin werden die Genospezies B. valaisiana
und B. spielmani als humanpathogen diskutiert (Ryffel et al., 1999; Parola und Raoult, 2001,
Richter et al., 2004).

Taxonomisch werden Borrelien zur Ordnung der Spirochaetales gezahlt, welche sich in die
Familien Spirochaetaceae und Leptospiraceae unterteilt. Zur Familie der Spirochaetaceae

gehdren die Gattungen Treponema (mit Serpula hyodysenteriae und verwandte Spezies),
3
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Spirochaeta, Borrelia und Cristispira (Paster et al., 1991). Die Gattung Borrelia schliel3t mit
dem B. burgdorferi sensu lato Komplex die Erreger der Lyme-Borreliose sowie mit
B. recurrentis, B. duttoni, B. hermsii und anderen die Erreger des Ruckfallfiebers ein
(Abb. 1.3).

Leptospira
/ Leptospiraceae <:

Spirochaetales

Leptonema

Spirochaetaceae — Treponema (mit Serpula hyodysenteriae
+ verwandte Spezies)

Spirochaeta

Cristispira
Borrelia
B. burgdorferi-Komplex Erreger des Rickfallfiebers
(B. burgdorferi sensu lato (s.1.))
B. afzelii B. duttoni
B. andersonii B. hermsii
B. bissetii B. parkeri
B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) B. recurrentis
B. garinii B. turicatae
B. japonica u.a.
B. lusitaniae
B. sinica
B. spielmani
B. tanukii
B. turdi
B. valaisiana

Abb. 1.3: Taxonomische Einordnung der Gattung Borrelia.
Die wichtigsten humanpathogenen Genospezies sind in Fettdruck dargestellt.

4
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3.2 Zellaufbau der humanpathogenen Borrelienarten

Borrelien sind gram-negative Bakterien und wachsen unter mikroaerophilen Bedingungen.
Charakteristisch ist ihr langgestreckter (10-30 pum) dunner (g 0,2-0,5 pum) Zellkorper, welcher
spiralformig gewunden ist. Am Zellkorper befinden sich sieben bis 11 periplasmatische
Flagellen (Barbour und Hayes, 1986).

Abb. 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Borrelia burgdorferi s.s.
(aus Kraiczy, 2004).

Morphologisch gesehen sind Borrelien aus einem S-Layer und einer darunterliegenden
dreischichtigen hoch flexiblen Membran aufgebaut. Der S-Layer besteht aus einer 2-10 nm
dicken amorphen mukoiden Schicht (Kraiczy et al., 1999). Die dufere trilaminare Membran
umschliel3t den periplasmatischen Raum mit den Endoflagellen. Die Endoflagellen dienen der
Motilitat und Stabilitat der Borrelien (Goldstein et al., 1996; Abdul Motaleb et al., 2000; Li
etal., 2001) und sind aus Geilelfilament, GeilRelhaken und Basalkdrper aufgebaut. Die
Flagellenbundel inserieren subterminal an den Enden der Borrelienzelle. Durch deren
Kontraktion kdnnen sich die Borrelien rotierend fortbewegen. Die innere der dreischichtigen
Membran umhullt den protoplasmatischen Zylinder mit dem Nukleoplasma, den Ribosomen,
mesosomenartigen Komponenten und kristallinen Strukturelementen (Kraiczy et al., 1999).

Die &dulRere Membran der Borrelien umschlieBt den periplasmatischen Raum und den
protoplasmatischen Zylinder (Barbour und Hayes, 1986). Obwohl Borrelien zu den gram-
negativen Bakterien gezahlt werden, unterscheiden sich ihre dufieren Membrankomponenten
deutlich von denen anderer gram-negativer Bakterien. Die Unterschiede bestehen in der
aullergewohnlichen Flle an lipidierten Membranproteinen (Brandt et al., 1990), dem Fehlen
von Lipopolysacchariden (LPS) (Takayama et al., 1987) und Phosphatidylethanolaminen
(Belisle et al., 1994) sowie dem Vorhandensein von Glycolipid-Antigenen, die sich von den
LPS unterscheiden (Eiffert et al., 1991; Wheeler et al., 1993; Belisle et al., 1994). AuRerdem
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enthalt die Membran nur wenige Transmembranproteine (Walker et al., 1991; Radolf et al.,
1994).

3.3  Das Genom von Borrelia burgdorferi s.s.

Derzeit liegt nur das Genom des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 vollstandig sequenziert vor
(Fraser et al., 1997). In der Regel besitzen Bakterien ein einzelnes zirkuldres Chromosom und
eventuell noch ein oder mehrere autonom replizierende Plasmide. B. burgdorferi s.s. hat
dagegen mit einem linearen Chromosom mit einer GroRe von 910,725 kb und einem G/C-
Gehalt von 28,6 % eine ungewdhnliche Genomstruktur (Fraser et al., 1997). Zusétzlich tragt
das Bakterium bis zu 21 extrachromosomale DNA-Elemente in Form von 12 linearen und
9 zirkul&ren Plasmiden mit einer GesamtgroRe von 610,694 kb (Tab.1.1; Barbour, 1988, 1993;
Baril et al., 1989; Ferdows und Barbour, 1989; Bergstrom et al., 1992; Davidson et al., 1992;
Casjens und Huang, 1993; Ojaimi et al., 1994; Casjens et al., 1995, 2000; Xu und Johnson,
1995; Fraser et al., 1997). Der G/C-Gehalt der einzelnen Plasmide liegt zwischen 23,1 % und
32,3 % (Fraser et al., 1997). Die GesamtgroRe des Genoms von B. burgdorferi s.s. B31
betragt somit 1.521,419 kb plus ca. 2 kb unbestimmte Telomersequenzen (Casjens et al.,
2000).

Charakteristisch fur dieses verhéltnisméaRig kleine Genom ist das Fehlen von Genen fur die
Synthese von Aminoséuren, Fettsauren, Kofaktoren und Nukleotiden, wodurch bei der
Kultivierung von B. burgdorferi s.s. im Labor ein komplexes, serumsupplementiertes
Zellkulturmedium von Noten ist (Fraser et al., 1997). AuRerdem fehlen B. burgdorferi s.s. die
fir die Komponenten der Atmungskettenphosphorylierung kodierenden Gene.

Das Bakterium ist somit von der biochemischen Energiegewinnung uber die im Zytoplasma
stattfindende Substratphosphorylierung abhangig und verwendet Glukose als primére
Energiequelle (Fraser et al., 1997). Pyruvat als Produkt der Glykolyse wird zu Laktat
umgewandelt, was mit der mikroaerophilen Lebensweise der Borrelien (ibereinstimmt (Fraser
et al, 1997). Weiterhin besitzt B. burgdorferi s.s. keine fur die Enzyme des
Tricarbonséurezyklus und der oxidativen Phosphorylierung kodierenden Gene. Diese
limitierte Stoffwechselkapazitit bedingt, dass das Bakterium von einem Wirtsorganismus

abhangig ist, der ihm die notigen Nahrstoffe zum Uberleben liefert.
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Tab. 1.1: Die 22 Replikons des B. burgdorferi s.s.-l1solates B31 (verandert nach Casjens
et al., 2000).

Replikon Geometrie GroRe [bp]
Chromosom linear 910.725
cp9 zirkular 9.386
cp26 zirkular 26.498
cp32-1 zirkular 30.750
cp32-3 zirkular 30.223
cp32-4 zirkular 30.299
cp32-6 zirkular 29.838
cp32-7 zirkular 30.800
cp32-8 zirkular 30.885
cp32-9 zirkuldr 30.651
Ip5 linear 5.228
Ip17 linear 16.928
Ip21 linear 18.901
Ip25 linear 24.177
Ip28-1 linear 28.250
Ip28-2 linear 29.766
Ip28-3 linear 28.601
Ip28-4 linear 27.323
Ip36 linear 36.849
Ip38 linear 38.829
Ip54 linear 53.541
Ip56 linear 52.971

Bei Langzeitkultivierung von B. burgdorferi s.s. in der Zellkultur kann es zu spontanem
Verlust von Plasmiden kommen, was keinen Einfluss auf die Vermehrung der Zellen hat
(Schwan et al., 1988), aber die Infektitsitat herabsetzen oder sogar zu einem nicht-infektidsen
Phanotyp flihren kann (Sadziene et al., 1993a,b; Xu et al, 1996; Purser und Norris, 2000;
McDowell et al., 2001).
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4 Die Aktivierung des alternativen Komplementweges durch Borrelien

4.1  Der alternative Komplementweg

Beim menschlichen Immunsystem unterscheidet man die angeborene unspezifische
Immunitat und die erworbene adaptive Immunitat. Die erworbene adaptive Immunitat
generiert und aktiviert antigenspezifische T- und B-Zellen und wird somit erst Tage bis
Wochen nach dem ersten Kontakt mit dem Erreger aktiv. Die angeborene unspezifische
Immunitat besteht dagegen u.a. aus zirkulierenden Molekilen und Abwehrzellen und setzt
sofort nach dem Eindringen des Fremdorganismus ein. Ein wichtiger Teil der angeborenen
Immunitat ist das Komplementsystem. Dies spielt eine zentrale Rolle bei dem Schutz der
menschlichen Wirtszellen gegen eindringende pathogene Mikroorganismen (Medzhitov und
Janeway, 2000).

Die Aktivierung des Komplementsystems erfolgt entweder tber den klassischen Weg, den
alternativen Weg oder den Lektin-Weg (Law und Reid, 1995; Walport, 2001). Uber den
alternativen Weg kann das Komplementsystem spontan aktiviert werden. Die Aktivierung
wird durch eine spontane Konformationsédnderung der zentralen Komplementkomponente C3
ausgelost (Abb. 1.4). Durch die Konformationsédnderung entsteht aktiviertes C3b, welches an
alle benachbarten mikrobiellen Oberflachen binden kann. An das so gebundene C3b lagert
sich Faktor B zum C3bB-Komplex an. Dieser Komplex wird proteolytisch durch Faktor D
gespalten. Dabei erfolgt die Abspaltung des Fragmentes Ba, wahrend das Fragment Bb Teil
des Komplexes bleibt. Der C3bBb-Komplex wird als C3-Konvertase des alternativen
Komplementweges bezeichnet. Die Halbwertszeit des Komplexes wird durch die Anlagerung
von Properdin verlangert bzw. stabilisiert. Die C3-Konvertase wirkt enzymatisch auf die
Spaltung von C3 in C3a und C3b. Durch diese vermehrte C3b-Bildung kann eine mikrobielle
Oberflache innerhalb kirzester Zeit mit vielen C3b-Molekillen beladen werden
(Opsonisierung). Das oberflachengebundene C3b bindet kovalent an den C3bBb-Komplex,
wodurch die C5-Konvertase (C3bBb3b) entsteht. Diese spaltet C5 in C5b, wobei C5a
freigesetzt wird. C5a ist das starkste Anaphylatoxin im menschlichen Organismus und damit
der wichtigste vom Komplementsystem hergestellte Entziindungsmediator. C5b lagert sich
mit C6 und C7 zu einem hydrophoben Komplex (C5b67) zusammen. Dieser Komplex
inseriert in die Membran, wo durch Anlagerung von C8 und C9 der membrane attack complex
(MAC), auch terminal complement complex (TCC) genannt, gebildet wird. Der MAC wirkt

porenbildend und flhrt somit zur Zellyse.
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Bindung Proteolytische
an mikrobielle Spaltung durch
Oberflachen Faktor D
C3 —» C3b —» C3yupue, —> C3B —> C3bBD
+ Faktor B - Ba (C3-Konvertase)
Bindung an
mikrobielle
Oberflachen v
Opsonisierung < C3h «— (3
-C3a
+ C3bBb
C3bBb3b

(C5-Konvertase)

Zellyse «¥— MAC <—— C(C5b67 <4+—— (C5b <+—— C5
+ C8/C9 + C6/C7 -Cha

Abb. 1.4: Vereinfachte Darstellung der Aktivierung des alternativen Komplementweges.
C: Komplementkomponenten; MAC: membrane attack complex; C3a/C5a: Anaphylatoxine
(Entziindungsmediatoren).

Uber den alternativen Weg kann die Komplementkaskade spontan aktiviert werden. Die
Aktivierung des Komplementsystems wird Uber eine Vielzahl von Komplementregulatoren
gesteuert, indem diese die Reaktion auf kérpereigenen Zellen inhibieren. Bei Abwesenheit der
Regulatoren z.B. auf der Oberflaiche von Mikroorganismen lauft die Reaktion dagegen
vollstandig bis zur Eliminierung der Fremdorganismen ab. Mit Hilfe dieser Regulatoren ist
das Immunsystem in der Lage zwischen korpereigenen und korperfremden Zellen zu

unterscheiden.
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Zu den Regulatorproteinen des alternativen Weges zahlen z.B. Faktor H und factor H-like
protein-1/reconectin (FHL-1) (Zipfel und Skerka, 1994, 1999; Jokiranta et al., 1996;
Pangburn, 2000). Diese regulieren die Komplementaktivierung auf der Stufe der
C3-Konvertase, indem sie als Kofaktor fur die Faktor I-vermittelte Spaltung von C3b sowie
als Beschleunigungsfaktor (Decay-accelerating activity) fir den Zerfall der C3-Konvertase
dienen (Whaley und Ruddy, 1976; Pangburn at al., 1977; Vik et al., 1989). Weiterhin
konkurrieren sie mit Faktor B um die Bindung an C3b (Jokiranta et al., 1996, 2000). Dadurch
wird die Opsonisierung der Zellen und die Aktivierung des Komplementsystems verhindert.

4.2  Die Regulatorproteine Faktor H und FHL-1 des alternativen Komplementweges

Faktor H und faktor H-like protein-1/reconectin (FHL-1) sind Mitglieder der Faktor H-
Proteinfamilie (Zipfel und Skerka, 1994, 1999; Zipfel et al., 1999). Die Faktor H-Genfamilie
kodiert fur multifunktionale aus mehreren Domanen aufgebaute Proteine. Die Doménen
werden als short consensus repeats (SCRs) bezeichnet und bestehen aus ungefahr
60 Aminosdauren (Abb. 1.5). Je vier konservierte Cysteinreste bilden Disulfidbriicken (I-111
und 11-1V).

Die Proteine dieser Familie sind strukturell verwandt, tiben aber unterschiedliche Funktionen
aus. Die einzelnen Gene sind aufgrund ihrer sehr ahnlichen Struktur und Organisation
vermutlich durch Genduplikationen, Genmodifikationen oder Exonneukombinationen
entstanden. Sie liegen nebeneinander im regulators of complement activation-
(RCA-)Gencluster des menschlichen Chromosoms 1 (1g32) (Hourcade et al., 1989; Rodriguez
de Cordoba et al., 1995, 1999; Heine-Suner et al., 1997; Diaz-Guillen et al., 1999; Krushkal et
al., 2000). Zu dieser Familie gehdren sieben Glykoproteine, die eine hohe immunologische
Kreuzreaktivitat aufweisen (Zipfel und Skerka, 1994). Die primédre Synthese der Proteine
findet in der Leber statt, von wo aus sie ins Plasma sezerniert werden.

1965 wurde Faktor H erstmalig aus humanem Serum isoliert und als 3;H-Globulin bezeichnet
(Nilsson und Miller-Eberhard, 1965). Faktor H ist ein 155 kDa-Glykoprotein und liegt im
Plasma in Konzentrationen von ca. 500 pg/ml vor. Das sezernierte Protein besteht aus
20 SCRs (Abb. 1.6), wobei die N-terminalen SCRs 1-4 fir die komplementregulative
Aktivitat des Proteins verantwortlich sind (Abb. 1.7; Whaley und Ruddy, 1976; Pangburn et
al., 1977; Vik et al., 1989; Gordon et al., 1995).
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Abb. 1.5: Potentielle Struktur des SCR 4 von FHL-1 (aus Zipfel und Skerka, 1999).

Die vier konservierten Cystein-Reste sind grun dargestellt. Da die Reste I-1Il1 und 1I-1V
Disulfidbriicken formen, besteht ein einzelner short consensus repeat (SCR) aus drei
Schleifen. Die in der zweiten Schleife des SCR 4 lokalisierte Adhédsionserkennungssequenz
RGD ist rot markiert.
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Abb. 1.6: Struktureller Aufbau von Faktor H und FHL-1.

Die Plasmaproteine Faktor H und FHL-1 sind aus sich wiederholenden short consensus
repeats (SCRs) aufgebaut. Jede der dargestellten Kugeln reprasentiert einen SCR. Faktor H
besteht aus 20 SCRs, wahrend FHL-1 aus den ersten sieben SCRs von Faktor H aufgebaut ist.
FHL-1 besitzt zusétzlich vier konservierte Aminosduren am C-Terminus (als Rechteck
dargestellt). Die fur die komplementregulative Aktivitat zustdndigen SCRs 1-4 sind
dunkelgrau gekennzeichnet.

Zusétzlich enthélt Faktor H je drei Bindungsstellen fiir C3 und Heparin (Abb. 1.7; Pangburn et
al., 1993; Blackmore et al., 1996, 1998a; Jokiranta et al., 1996, 2000; Sharma und Pangburn,
1996; Pangburn, 2000; Giannakis et al., 2001, 2003). Jede der drei C3-Bindungsstellen
interagiert mit einer bestimmten Region im C3-Protein (Jokiranta et al., 2000).

Das FHL-1-Protein ist eine SpleiBvariante des Faktor H-Gens (Zipfel und Skerka, 1994, 1999;
Zipfel et al., 1999). Es besteht aus den sieben N-terminalen SCRs von Faktor H und besitzt
zusatzlich die vier Aminoséuren Serin, Phenylalanin, Threonin und Leucin am C-terminalen
Ende (Abb. 1.6). Die kalkulierte Masse des sezernierten FHL-1-Proteins betrégt 49 kDa. Im
Plasma liegt das Protein in Konzentrationen von 10-50 pg/ml vor. Analog zu Faktor H liegen
die regulativen Doménen innerhalb der SCRs 1-4 (Abb. 1.7; Kihn et al., 1995; Kuhn und
Zipfel, 1996). Diese enthalten weiterhin eine Bindungsstelle fir C3, wahrend in SCR 7 die
Heparinbindungsstelle  lokalisiert ist (Blackmore et al., 1996). Zusatzlich zur
komplementregulativen Aktivitat wirkt FHL-1 als Adhdsionsprotein. Die dafir notwendige
Arg-Gly-Asp-(RGD-)Sequenz befindet sich in SCR 4 (Abb. 1.5; Zipfel und Skerka, 1999).

12
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C3 Hep C3/Hep C3/Hep
—_— — —_— —
Faktor H 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20
FHL-1 123 4586 7]
|

Komplementregulation

Abb. 1.7: Darstellung der funktionalen Doméanen von Faktor H und FHL-1.
Gekennzeichnet sind die funktionalen short consensus repeats (SCRs) von Faktor H und
FHL-1. C3: Bindungsstelle fir C3; Hep: Bindungsstelle fiir Heparin; Komplementregulation:
fir die komplementregulative Aktivitat verantwortliche Doménen.

4.3  Strategien der Komplementresistenz von Borrelien

Die Aktivierung der Komplementkaskade wird durch das Eindringen eines Mikroorganismus
in den menschlichen Korper ausgeldst und fiihrt zur Lyse der Zellen. Die drei wichtigsten
humanpathogenen Borreliengenospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii
differieren in ihrer Resistenz gegeniber der lytischen Wirkung von Komplement und werden
in resistente, sensitive und intermediér resistente Isolate unterteilt (Brade et al., 1992;
Breitner-Rudddock et al., 1997; van Dam et al., 1997; Kraiczy et al., 2000a). Isolate der
Genospezies B. afzelii zeigen Uberwiegend einen komplementresistenten Phénotyp, wéhrend
B. garinii-Isolate komplementsensitiv sind. Die Genospezies B. burgdorferi s.s. verhalt sich
intermedidr komplementresistent gegentber der lytischen Komplementwirkung.

Aufgrund der  Aktivierung der Komplementkaskade missen  humanpathogene
Mikroorganismen zahlreiche Strategien entwickeln, um in ihren Wirten tberleben zu kénnen
(Joiner, 1988; Cooper, 1991; Horstmann, 1992; Wirzner, 1999). Eine dieser Strategien ist die
Bindung der Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 (Lindahl et al., 2000; Zipfel et al.,
2002) an die Oberflache zahlreicher Pathogene wie B. burgdorferi s.s. (Alitalo et al., 2001;
Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al., 2001b; Stevenson et al., 2002), B. hermsii (Hovis et al.,
2004), Candida albicans (Meri et al., 2002a), Echinococcus granulosus (Diaz et al., 1997),
HIV (Stoiber et al., 1996), Neisseria gonorrhoeae (Ram et al., 1998 a,b), Neisseria

meningitidis (Ram et al., 1999), Onchocerca volvulus (Meri et al., 2002b), Streptococcus
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pyogenes (Blackmore et al., 1998b; Kotarsky et al., 1998), Streptococcus pneumoniae (Jarva
et al., 2002) und Yersinia enterocolitica (China et al., 1993).

Untersuchungen zeigten, dass komplementresistente Borrelien im Gegensatz zu
komplementsensitiven Borrelien in der Lage sind, Faktor H und FHL-1 aus normalem
humanem Serum (NHS) zu adsorbieren und an ihre Oberflache zu binden (Kraiczy et al.,
2001a,b,d, 2002; Alitalo et al., 2001; Hellwage et al., 2001). Wie schon beschrieben,
inhibieren beide Faktoren die Komplementaktivierung, indem sie vor allem den C3b-Abbau
beschleunigen. Durch die Bindung dieser Faktoren sind komplementresistente Borrelien in
der Lage, die Komplementaktivierung direkt auf ihrer Oberflache zu regulieren und somit die
Opsonisierung und die anschlieBende Lyse zu verhindern. Dagegen konnten auf der
Oberflache komplementsensitiver Borrelien deutliche Ablagerungen der
Komplementkomponenten C3 und C6 sowie des MAC detektiert werden (Breitner-Ruddock
et al., 1997; Kraiczy et al., 2000a).

5 Mit den Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 interagierende

Oberflachenproteine von Borrelien

5.1  Complement regulator-acquiring surface proteins (CRASPS)

Studien zur Komplementresistenz von Borrelien ergaben, dass fur die Adsorption von Faktor
H und FHL-1 aus dem Serum bestimmte Borrelienproteine sog. complement regulator-
acquiring surface proteins (CRASPs) verantwortlich sind (Kraiczy et al., 2001a,b, 2002). Die
CRASP-Proteine  werden  nur von  komplementresistenten  und  intermediar
komplementresistenten Isolaten exprimiert. Faktor H und FHL-1 interagieren mit den
oberflachenstandigen CRASP-Proteinen. Die Bindung wird hauptséchlich Uber die
C-terminalen Doménen von Faktor H und FHL-1 vermittelt, wodurch die in den N-terminalen
SCRs 1-4 lokalisierte komplementregulative Aktivitat der Faktoren erhalten bleibt (Kraiczy et
al., 2001a,b, 2002). Die uber die CRASP-Proteine an die Borrelienoberflache gebundenen
Komplementregulatoren konnen deshalb als Kofaktoren fur die Faktor I-vermittelte
Inaktivierung von C3b zu iC3b fungieren (Abb.1.8). Diese Spaltung bewirkt die
beschleunigte Dissoziation der C3-Konvertase von der Borrelienoberflache und verhindert die
Opsonisierung und Lyse der Borrelienzelle. Die Bindung der Komplementregulatoren durch
die CRASP-Proteine inhibiert somit die Aktivierung des Komplementsystems direkt auf der

Borrelienoberflache.
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Wie schon erwéhnt, zeigen komplementsensitive Isolate keine Expression von CRASP-
Proteinen (Kraiczy et al., 2002). Die Aktivierung des klassischen und/oder alternativen
Komplementweges flhrt bei diesen Isolaten deswegen zur massiven Ablagerung von C3b auf
der Borrelienoberflache und schlielich zur Zellyse (Abb. 1.9; Brade et al., 1992; Breitner-
Ruddock et al., 1997; Kraiczy et al., 2000a).

Um die CRASP-Proteine der verschiedenen Genospezies unterscheiden zu kénnen, wurden
die in B. afzelii-Stdammen nachgewiesenen CRASP-Proteine als BaCRASPs und die von
B. burgdorferi s.s.-1solaten exprimierten CRASP-Proteine als BbDCRASPs bezeichnet. Wie die
Tabelle 1.2 zeigt, konnten fir diese Genospezies je flinf CRASP-Proteine detektiert werden.

Tab. 1.2: Ubersicht uber die von komplementresistenten B. afzelii- und
intermediar komplementresistenten B. burgdorferi s.s.-Isolaten exprimierten CRASP-
Proteine (modifiziert nach Kraiczy et al., 2002).

Protein Gruppe | Masse Bindungs- |Bindungs- |Bindungs- |Bindungs-
[kDa]* doméne intensitdt | domaéane intensitat
FHL-1 FHL-1 Faktor H Faktor H
BaCRASP-1 |1 27,5 SCRs 5-7 ++ SCRs 1-7 +
BaCRASP-2 |1 20,7 SCRs 6-7 ++ SCRs 1-7 ++
BaCRASP-3 |II 20,4 SCRs 6-7 + - -
BaCRASP-4 |11l 19,2 - - SCRs 19-20 +
BaCRASP-5 [l 22,6 - - SCRs 19-20 +
BbCRASP-1 |1 25,9 SCRs 6-7 ++ SCRs 1-7 ++/+
SCRs 19-20 +
BbCRASP-2 |1 23,2 SCRs 6-7 ++ SCRs 1-7 +
BbCRASP-3 |11l 19,8 - - SCRs 19-20 +
BbCRASP-4 |llI 18,5 - - SCRs 19-20 +
BbCRASP-5 |11l 17,7 - - SCRs 19-20 ++/+

(++) starke Bindungsaffinitat, (+) schwache Bindungsaffinitét, (-) keine Bindung
* Die Massenbestimmung erfolgte anhand 10 %iger Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgele.
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Abb. 1.8: Regulation der Komplementaktivierung auf der Oberflache
komplementresistenter und intermediar komplementresistenter Borrelien-Isolate (aus
Kraiczy et al., 2002).

AP: alternativer Weg; CP: klassischer Weg; Bb: gespaltene Form von Faktor B;
C3b: Fragment von C3; iC3b: inaktivierte Form von C3b; C3bBb: C3-Konvertase;
CRASPs: complement regulator-acquiring surface proteins; OM: &uRere Membran;
OspA-D: outer surface proteins A-D.
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Abb. 1.9: Modell der Komplementaktivierung bei komplementsensitiven Borrelien-
Isolaten (aus Kraiczy et al., 2002).

AP: alternativer Weg; KP: klassischer Weg; C3b: Fragment von C3; C5b: Fragment von C5;
TCC: terminal complement complex; OM: &uRere Membran; OspA-D: outer surface
proteins A-D.
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Anhand ihrer unterschiedlichen Bindungsprofile erfolgte die Einteilung der CRASP-Proteine
in drei Gruppen. Gruppe | reprasentiert die Proteine, die sowohl Faktor H als auch FHL-1
binden. Hierzu zdhlen BaCRASP-1, BaCRASP-2, BbCRASP-1 und BbCRASP-2.
Charakteristisch fiir Proteine dieser Gruppe ist die im Vergleich mit Faktor H starkere
Bindungsaffinitat zu FHL-1. Gruppe Il enthdlt BaCRASP-3, das nur mit FHL-1 interagiert.
Zur Gruppe Il gehéren mit BaCRASP-4, BaCRASP-5, BbCRASP-3, BbCRASP-4 und
BbCRASP-5 die spezifisch Faktor H-bindenden Proteine (Tab. 1.2; Kraiczy et al., 2001a,
2002).

Bis jetzt wurden zwei der CRASP-Proteine BbCRASP-1 und BbCRASP-3 weitgehend
charakterisiert. Mit Hilfe einer genomischen DNA-Expressionsgenbank konnte das
bbCRASP-3-Gen des B. burgdorferi s.s.-Stammes ZS7 identifiziert werden (Kraiczy et al.,
2003). Der analysierte Klon besitzt einen offenen Leserahmen von 558 nt und kodiert fur ein
20,7 kDa-Protein. Die Nukleotidsequenz des bbCRASP-3-Gens ist homolog zu dem
bbn38-Gen des B. burgdorferi s.s.-Stammes B31. Weiterhin weist die Aminosauresequenz
von BbCRASP-3 signifikante Homologien zu den Aminosauresequenzen der ebenfalls
Faktor H-bindenden Erp-Proteine (siehe auch 1.5.2) ErpP (99,8 % Sequenzidentitat), ErpA
(82,8 % Sequenzidentitat) und ErpC (76,1 % Sequenzidentitat) auf (Kraiczy et al., 2003).
Dies zeigt, dass BbCRASP-3 ein Mitglied der OspE/F-related protein-(Erp-)Proteinfamilie
ist, welche von Genen des zirkularen Plasmids cp32 kodiert wird (Stevenson et al., 1996,
1998a; Casjens et al., 2000). BbCRASP-3 bindet spezifisch an den C-Terminus von Faktor H.
Mit Hilfe von Deletionsmutanten konnten die neun C-terminalen Aminoséuren Leu-Glu-Val-
Leu-Lys-Lys-Asn-Leu-Lys (LEVLKKNLK) von BbCRASP-3 als Faktor H-Bindungsstelle
lokalisiert werden (Kraiczy et al., 2003).

Das duflere Membranprotein BbCRASP-1 stellt das dominierende Faktor H- und FHL-1-
bindende Protein der Borrelien dar (Kraiczy et al., 2004a). Das BbCRASP-1-Protein des
B. burgdorferi s.s.-Isolates ZS7 wird von dem cspA-Gen kodiert, welches auf dem linearen
Plasmid Ip54 lokalisiert ist und eine Sequenzidentitat von 99,9 % zu dem bba68-Gen des
Stammes B31 aufweist (Kraiczy et al., 2004a; Wallich et al., 2005). BbCRASP-1 zeigt keine
Homologie zu den Erp-Proteinen, sondern gehort der paralogen Genfamilie gbb54 an, die
14 Proteine mit bisher unbekannten Funktionen umfasst. Das cspA-Gen kodiert ein
oberflachenstandiges Lipoprotein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 28 kDa. Flr
BbCRASP-1 wurden drei potentielle Faktor H-Bindungsstellen in der Mitte und im
C-terminalen Bereich des Proteins lokalisiert. Weitere Analysen zeigten, dass die

C-terminalen 11 Aminosauren essentiell fir die Bindung an Faktor H und FHL-1 sind. Flr
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diese Interaktion sind auRerdem die SCRs 5-7 von Faktor H und FHL-1 verantwortlich.

Weiterhin konnte eine schwache Beteiligung der SCRs 19-20 von Faktor H detektiert werden.

5.2  OspE/F-related protein-(Erp-)Proteinfamilie

Neben den CRASP-Proteinen besitzen einige Mitglieder der outer surface protein (osp)E/F-
related protein-(Erp-)Proteinfamilie die F&higkeit, an Faktor H zu binden (Hellwage et al.,
2001; McDowell et al., 2002, 2004; Stevenson et al., 2002). Diese Erp-Proteine sind in der
aulleren Membran lokalisiert und auf der Oberflache exponiert (Lam et al., 1994; El-Hage et
al., 2001).

In der Literatur werden verschiedene Namen fur die erp-Gene verwendet. Zuerst wurde der
Genort bei dem B. burgdorferi s.s.-Isolat N40 identifiziert und als ospEF-Operon bezeichnet
(Lam et al., 1994). Weitere Bezeichungen fir die Gene sind p21, pG, elpA, elpB, bbk2.10,
bbk2.11 und upstream homology box (Lam et al., 1994; Akins et al., 1995, 1999; Suk et al.,
1995; Wallich et al., 1995; Marconi et al., 1996). Seitdem bei unterschiedlichen Stdmmen
mehrere dieser Genorte gefunden wurden, wird aber vor allem der Begriff erp-Gene
gebraucht. Die Erp-Proteine konnen aufgrund ihrer evolutiondren Abstammung drei
verschiedenen Gruppen zugeordnet werden (Stevenson et al., 1998b, 2003; Akins et al.,
1999). Die ospE-Gruppe enthélt die Gene, die dem ospE-Gen des Stammes N40 &hneln.
Verwandte Gene des ospF-Gens von N40 bilden die ospF-Familie, wahrend unter die
elp-(ospEF-like peptide)-Gruppe diejenigen Gene fallen, die weder zur ospE- noch zur ospF-
Familie gehdren, aber ospEF-ahnliche Leader-Peptidsequenzen besitzen (Akins et al., 1999).
Nach ihrer Familienzugehorigkeit werden die erp-Gene deswegen alternativ als ospE-, ospF-
oder elp-Gene bezeichnet (Stevenson et al., 2000).

Trotz der unterschiedlichen Abstammung besitzen die erp-Genorte einige grundsétzliche
Gemeinsamkeiten. Dazu gehdren nahezu identische 5° nicht-kodierende Regionen, welche die
Promotorsequenzen flr die Transkription sowie die regulatorischen Elemente enthalten (Lam
et al., 1994; Akins et al., 1995; Wallich et al., 1995; Marconi et al., 1996; Stevenson et al.,
1996, 1998a,b; Casjens et al., 1997, 2000b; Sung etal., 1998; Babb et al., 2004).
Sequenzanalysen zeigten, dass die erp-Gene fur Lipoproteine mit gleichen Leader-
Peptidsequenzen kodieren. Die untersuchten Proteine sind auch in vivo in B. burgdorferi s.s.
lipidiert. Weiterhin handelt es sich bei den Erp-Proteinen um stark geladene Proteine mit

vielen Glutamat- und Lysinresten.
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Die erp-Gene sind auf den cp32-Plasmiden lokalisiert (Casjens et al., 2000; Stevenson et al.,
2000). Der B. burgdorferi s.s.-Stamm B31 besitzt sieben homologe cp32-Plasmide mit einer
Groélie von 29 bis 32 kb (Stevenson et al., 1996, 1998a; Ziickert und Meyer, 1996; Casjens
etal., 1997, 2000). Jedes der cp32-Plasmide enthélt einen erp-Genort, welcher fir ein oder
zwei Erp-Proteine kodiert (Abb. 1.10). In Abbildung 1.10 ist ein Sequenzvergleich der sieben
cp32-Plasmide dargestellt. Wie der Abbildung entnommen werden kann, sind die Plasmide
stark homolog (Casjens et al., 2000). Es fallen drei Regionen auf, die eine hohere Diversitét
als die restliche cp32-DNA aufweisen. Diese Regionen sind bei 17 kb (Mlp-Lipoprotein),
22 kb (mutmaRliches Gensegregationscluster) und 27 kb (Erp-Lipoproteine) lokalisiert.
Die umfassende Ahnlichkeit der cp32-Plasmide legt nahe, dass die Plasmide durch
Rekombinationen entstanden sind. Aufgrund der hohen Variabilitdit der Erp- und Mlip-
Lipoproteine wird vermutet, dass diese Proteine eine wichtige Rolle bei der Immunevasion
spielen (Porcella et al., 1996; Stevenson et al., 1996, 1998a; Casjens et al., 1997)
Es wird weiterhin vermutet, dass die cp32-Plasmide Prophagen représentieren kénnten, da
a) einige B. burgdorferi s.s.-Stdamme Bakteriophagen-ahnliche Partikel produzierten
(Hayes et al., 1983; Neubert et al., 1993; Schaller und Neubert et al., 1994);
b) die Sequenzverwandtschaft der cp32-Plasmide an temperente Bakteriophagenfamilien
erinnert (Casjens et al., 1992, 1997);
c) Prophagen oft Gene exprimieren, welche die Interaktion zwischen Bakterium und
Wirt beeinflussen (Cheetham und Katz, 1995).
Diese Theorie wird durch Analysen untermauert, in denen mit B. burgdorferi s.s.-Kulturen
assoziierte Bakteriophagen-ahnliche Partikel isoliert werden konnten, die cp32-DNA-
Molekiile enthielten (Eggers und Samuels, 1999).
Das lineare Plasmid Ip56 enthélt eine identische Kopie eines cp32-dhnlichen Plasmids
(Abb. 1.10; Casjens et al., 2000). Diese Region ist nicht identisch mit einem der sieben cp32-
Plasmide, stellt aber ein Mitglied der cp32-Sequenzfamilie dar. Vermutlich entstand das 1p56-
Plasmid durch Integration eines zirkuldren cp32-Plasmids in ein lineares Plasmid (Casjens et
al., 2000).
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Abb. 1.10: Vergleich der cp32-Plasmide des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 (aus Casjens
et al., 2000).

Abgebildet sind die Genkarten von sieben cp32-Plasmiden und der cp32-ahnlichen Segmente
des Ip56-Plasmids. Die verschiedene Farbgebung der einzelnen Balken symbolisiert
Sequenzen, die sich um mehr als 10 % voneinander unterscheiden. Gleiche Farbgebung
kennzeichnet Sequenzfolgen, die zu mehr als 90 % identisch sind. Die schmalen Balken
stellen den vorhergesagten offenen Leserahmen dar. In blau dargestellt symbolisieren diese
Balken paraloge Gene, die in allen acht dargestellten Plasmiden vorkommen. Abschnitte, die
durch andere Farbgebung (rot, orange, griin) charakterisiert sind, symbolisieren Gene, die
nicht auf allen Plasmiden lokalisiert sind. Weil3e Schrégstriche innerhalb dieser schmalen
Balken markieren Stopkodons oder Leserasterverschiebungen. Horizontale schwarze und
schraffierte Balken stellen sequenzierte Regionen dar, welche zum Teil bereits friher
einzelnen cp32-Plasmiden zugeordnet wurden (Zickert und Meyer, 1996; Casjens et al.,
1997; Gilmore et al., 1997; Guina und Oliver, 1997; Stevenson et al., 1998a). Die
Nummerierung einiger dieser Balken bezieht sich auf diejenigen cp32-Plasmide, die in diesen
Regionen identisch sind. Die kurzen Pfeile markieren eine ~180 bp lange invertierte
Sequenzwiederholung zwischen dem BBP30-BBP34-Gencluster.

Bis jetzt konnten im B. burgdorferi s.s.-Stamm B31 auf zehn verschiedenen Genorten 17 erp-
Gene lokalisiert werden. Die kodierenden Regionen der drei bizistronischen Genorte erpAB,
erplJ und erpNO sind identisch. Aufgrund dessen sind ihre Proteinprodukte nicht voneinander

unterscheidbar und werden deshalb als ErpA/I/N (in dieser Arbeit ErpA) und ErpB/J/O (in
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dieser Arbeit ErpB) bezeichnet. Die anderen sieben Genorte kodieren flr Erp-Proteine, deren
Sequenzen Identitatsgrade zwischen 16 und 100 % zueinander aufweisen (Casjens et al.,
1997, 2000; Stevenson et al., 1998a,b; Akins et al., 1999; El-Hage et al., 2001).

In Kultur steigt die Synthese der Erp-Proteine bei Erhthung der Temperatur von 23 °C auf
35 °C an (Stevenson et al., 1995, 1998a; Akins et al., 1998). Dieser Temperaturwechsel
entspricht dem Anstieg der Temperatur, den Borrelien im Mitteldarm einer Zecke wahrend
der Blutmahlzeit erfahren. Weiterhin nimmt durch den Temperaturwechsel bzw. die
Blutmahlzeit die Zahl der Bakterien deutlich zu (Piesman et al., 1990; de Silva und Fikrig,
1995; Stevenson et al., 1995), wodurch ebenfalls Signale fiir eine erhohte Produktion an Erp-
Proteinen ausgeldst werden kdnnten. Andere Studien zeigten dagegen, dass die Synthese der
Erp-Proteine nicht nur durch den Temperaturwechsel, sondern ebenfalls von chemischen
Substanzen im Blut, in der Speicheldriise der Zecke oder in anderen beteiligten Geweben
ausgelost wird (Akins et al., 1995, 1998; Suk et al., 1995; Wallich et al., 1995; Das et al.,
1997; Babb et al., 2001).
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Il.  Zielsetzung

Durch die Bindung der Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 an die BbCRASP-
Proteine sind die Borrelien in der Lage, die Komplementaktivierung direkt auf ihrer
Oberflache zu inhibieren und somit der Bakteriolyse zu entgehen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung und Charakterisierung von BbCRASP-
Proteinen, wobei der Schwerpunkt auf der Identifizierung des bislang unbekannten
BbCRASP-2-Proteins lag. Fir diese Untersuchungen wurde das européische
B. burgdorferi s.s.-Isolat LW2 ausgewahlt, weil dieser Stamm alle fiunf BbCRASP-Proteine
exprimiert. Zusétzlich fand das nordamerikanische B. burgdorferi s.s.-Isolat B31
Verwendung, da dessen Genom vollstandig sequenziert vorliegt.

In friheren Arbeiten konnten mit BbCRASP-1 und BbCRASP-3 zwei der funf BoCRASP-
Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates ZS7 weitgehend charakterisiert werden.

Das BbCRASP-3-Protein interagiert spezifisch mit Faktor H und ist ein Mitglied der OspE/F-
related protein-(Erp-)Proteinfamilie (Kraiczy et al., 2003). BbCRASP-4 und BbCRASP-5
binden ebenfalls nur Faktor H (Kraiczy et al., 2001a, 2002). Da diese spezifische Bindung an
Faktor H auch fur drei Mitglieder der Erp-Proteinfamilie bekannt ist (Hellwage et al., 2001,
Alitalo et al., 2002; Stevenson et al., 2002; Kraiczy et al., 2003; McDowell et al., 2003),
wurde vermutet, dass die spezifisch Faktor H-bindenden CRASP- und Erp-Proteine
immunologisch verwandte Proteine darstellen. Um diese Theorie zu Uberpriifen, sollten die
Faktor H-bindenden CRASP-Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 sowie der
B. afzelii-Isolate EB1 und FEM1-D15 mittels Antikérpern gegen die Erp-Proteine ErpA und
ErpP immunologisch charakterisiert werden. Weitere Ziele waren die ldentifizierung der
Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2 und die
Lokalisierung der mit den CRASP- und Erp-Proteinen interagierenden Regionen von
Faktor H.

Im Gegensatz zu BbCRASP-3 bindet das BbCRASP-1-Protein sowohl Faktor H als auch
FHL-1. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das BbCRASP-1-Protein des Stammes LW?2
identifiziert und die erhaltene Sequenz mit den bekannten Sequenzen der BbCRASP-1-
Proteine der Isolate ZS7 und B31 verglichen werden.

Das BbCRASP-2-Protein stellt neben BbCRASP-1 das zweite Faktor H- und FHL-1-bindende
Protein dar. Nach der Identifizierung des bisher unbekannten BbCRASP-2-Proteins sollten
die Faktor H- und FHL-1-Bindestellen im Protein charakterisiert und die fur die Bindung an
das Protein verantwortlichen Regionen von Faktor H und FHL-1 ermittelt werden.
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III. Material und Methoden

1 Material

1.1 Stamme

1.1.1 Borrelienstimme

Das in dieser Arbeit verwendete Stammkollektiv setzte sich aus 17 Isolaten der drei
humanpathogenen Genospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii zusammen

(Tab. 111.1).

Tab. 111.1: Stammkollektiv der in dieser Arbeit verwendeten Borrelienisolate.

Isolat Genospezies Biologische Herkunft | Geographische Herkunft

Lw2 B. burgdorferi s.s. Haut BRD

B31 B. burgdorferi s.s. Zecke USA

PKa-1 B. burgdorferi s.s. Liquor BRD

297 B. burgdorferi s.s. Liquor USA

ZS7 B. burgdorferi s.s. Zecke BRD

N40 B. burgdorferi s.s. Zecke USA

Sh-2-82 B. burgdorferi s.s. Zecke USA

B31-e2 B. burgdorferi s.s. Klon des Isolates B31 Casjens et al., 1997

B313 B. burgdorferi s.s. Klon des Isolates B31 Sadziene et al., 1992,
1993a, 1995

297mut B. burgdorferi s.s. Klon des Isolates 297 Patarakul et al., 1999

PKo B. afzelii Haut BRD

FEM1-D15 |B. afzelii Haut BRD

EB1 B. afzelii Haut BRD

PSth B. garinii Haut BRD

A87Sg B . garinii Haut Niederlande

ZQ1 B. garinii Zecke BRD
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1.1.2 E. coli-Stamme

Tab. 111.2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stamme.

Stamm Referenz | Genotyp Verwendung

E. coli F'/endAl hsdr17(rcmi’) ginV44 thi-1 recAl | Transformation,

DH5aF gyrA (Nal") relA1 A(lacZY A-argF)U169 Uberexpression
deoR(¢80dlacA(lacZ)M15) rekombinanter

Proteine

E.coli Stratagene, | A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Wirtsstamm

XL1-Blue |Heidelberg |endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac |Phagengenbank

MRF’ [F proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet")]

E. coli Stratagene, | A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Wirtsstamm
XLOLR  |Heidelberg |endA1 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ Phagengenbank
proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet")] Su™ A

1.2 Kulturmedien

1.2.1 Kulturmedium zur Anzucht von Borrelien

Ein modifiziertes BSK-Kulturmedium (Barbour-Stoenner-Kelly-Medium) diente als

Né&hrmedium zur Anzucht aller verwendeten Borrelien-Stamme (Preac-Mursic et al., 1986).

Grundmedium

HEPES 6,0 g/l
Neopepton 5,0 g/l
Natriumcitrat 0,7 g/l
Glucose 5,09/l
Natriumbicarbonat 2,2 g/l
Natriumpyruvat 0,8 g/l
Natriumacetylglucosamin 0,4 g/l

Die Losung des Grundmediums erfolgte in 800 ml A. demin. Anschlie3end wurde die Lésung
mit 100 ml 10x CMRL-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) substituiert, der pH-Wert mit 1 M

NaOH auf 7,6 eingestellt und mit A. demin. auf ein Endvolumen von 1 | aufgefullt. Dieses
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Grundmedium wurde mit einem 0,22 um-Filter sterilfiltriert und konnte fir 3-4 Monate bei

-20 °C gelagert werden.

Kulturmedium

1000 ml Grundmedium

200 ml 7 % Gelatine (autoklaviert: 121 °C, 20 min)

72 ml Kaninchenserum (hitzeinaktiviert: 56 °C, 30 min; Sigma-Aldrich, Steinheim)
70 ml 35 %ige Losung Rinderserumalbumin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Die Lagerung des Kulturmediums erfolgte fir 3-4 Wochen bei 4 °C.

Alle verwendeten Festsubstanzen entsprachen dem hdchsten Reinheitsgrad.

1.2.2 Kulturmedien zur Anzucht von E. coli

LB Broth (Sambrook et al., 1989)

Natriumchlorid 10,0 g/l
Hefe-Extrakt 5,00/
Bacto-Trypton 10,0 g/l
ad 11 A. dest.

pH 7,5 (1 M NaOH)

2x YT Broth (Sambrook et al., 1989)

Natriumchlorid 10,0 g/l
Hefe-Extrakt 10,0 g/l
Bacto-Trypton 16,0 g/l
ad 11 A. dest.

pH 7,5 (1 M NaOH)
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NZY Broth (Stratagene, Heidelberg)

Natriumchlorid

Magnesiumsulfat x 7 H,O

Hefe-Extrakt
NZ Amine
ad 11 A. dest.

pH 7,5 (1 M NaOH)

5,0 g/l
2,09/l
5,049/l
10,0 g/l

Fur Festmedien wurden 1,8 % (w/v) Agar zugesetzt. Bei Bedarf erfolgte die Zugabe der

entsprechenden Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin je 50 pg/ml gel6st in A. dest.,

Tetracyclin 12,5 pg/ml geldst in 50 % (v/v) Ethanol). Fur Topagar wurde 0,7 % (w/v)

Agarose zu den Flussigmedien gegeben.

1.3

Vektoren

Tab. 111.3: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren.

Bezeichnung

Charakteristika

Verwendung

Referenz

PGEX-6P-1

4,9 kb,
Ampicillin-
Resistenzgen

Uberexpression
rekombinanter GST-

Fusionsproteine

(Genbank-Nummer: U78872)
(Amersham Biosciences, Freiburg)

ZAP Express |38,9 kb, Klonierung Genbank | (Stratagene, Heidelberg)
Vektor Neomycin-,

Kanamycin-

Resistenzgen
pBK-CMV 4,5 kb, In vivo-Exzision (Stratagene, Heidelberg)

Phagemid
Neomycin-,
Kanamycin-

Resistenzgen
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1.4 Plasmidkonstrukte

Tab. 111.4: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Bezeichnung

Charakteristika

Referenz

pGEX LW A69

ca. 615 bp Fragment des bba69-Gens des
Isolates LW2 in pGEX-6P-1;
Oligonukleotide: bba69-141(+), bba69-Eco

diese Arbeit

PGEX B31A69

ca. 615 bp Fragment des bba69-Gens des
Isolates B31 in pGEX-6P-1;
Oligonukleotide: bba69-141(+), bba69-Eco

diese Arbeit

pGEX B31 BBHO06

ca. 660 bp Fragment des bbh06-Gens des
Isolates B31 in pGEX-6P-1;
Oligonukleotide: bbh06-Bam, bbh06-Xho

diese Arbeit

pGEX B31 BBH06,1-230

ca. 630 bp Fragment des bbh06-Gens des

Isolates B31 in pGEX-6P-1; Oligonukleotide:

bbh06-Bam, 229-Xhol

diese Arbeit

pPGEX B31 BBH0621-220

ca. 600 bp Fragment des bbh06-Gens des

Isolates B31 in pGEX-6P-1; Oligonukleotide:

bbh06-Bam, bbh0617.220(-)

diese Arbeit

pGEX B31 BBHO6 21-191

ca. 510 bp Fragment des bbh06-Gens des

Isolates B31 in pGEX-6P-1; Oligonukleotide:

bbh06-Bam, bbh06;7-171(-)

diese Arbeit

pGEX B31 BBH0621146

ca. 380 bp Fragment des bbh06-Gens des

Isolates B31 in pGEX-6P-1; Oligonukleotide:

bbh06-Bam, bbh0617.156(-)

diese Arbeit

pGEX B31 BBHO0621-109

ca. 270 bp Fragment des bbh06-Gens des

Isolates B31 in pGEX-6P-1; Oligonukleotide:

bbh06-Bam, bbh0617.g9(-)

diese Arbeit

pGEX LW ErpC

ca. 477 bp Fragment des erpC-Gens des
Isolates LW2 in pGEX-6P-1,;
Oligonukleotide : 42(+), 3nc(-)

diese Arbeit
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Bezeichnung

Charakteristika

Referenz

pBK LW P38

mittels in vivo-Exzision aus dem ZAP Express
Vektor ausgeschnittenes pBK-CMV-
Phagemid, das als Insert DNA des Isolates
B31 (u.a. das erpA-Gen) enthalt

diese Arbeit

pBK LW N38

mittels in vivo-Exzision aus dem ZAP Express
Vektor ausgeschnittenes pBK-CMV-
Phagemid, das als Insert DNA des Isolates
B31 (u.a. das erpP-Gen) enthalt

diese Arbeit

pBK LW A68

mittels in vivo-Exzision aus dem ZAP Express
Vektor ausgeschnittenes pBK-CMV-
Phagemid, das als Insert DNA des Isolates
B31 (u.a. das bba68-Gen) enthalt

diese Arbeit

pBK LW OspB

mittels in vivo-Exzision aus dem ZAP Express
Vektor ausgeschnittenes pBK-CMV-
Phagemid, das als Insert DNA des Isolates
B31 (u.a. das ospB-Gen) enthalt

diese Arbeit

pBLS511 B31 ErpB

erpB-Gen in pProEx-1

(pProEx-1, Invitrogen, Karlsruhe)

Stevenson et al.,
1998a

pBLS513 B31 ErpD

erpD-Gen in pProEx-1
(pProEx-1, Invitrogen, Karlsruhe)

Stevenson et al.,
1998a

pBLS515 B31 ErpK

erpK-Gen in pProEx-1

(pProEx-1, Invitrogen, Karlsruhe)

Stevenson et al.,
1998a

pBLS517 B31 ErpM

erpM-Gen in pProEx-1
(pProEx-1, Invitrogen, Karlsruhe)

Stevenson et al.,
1998a

pBLS527 B31 ErpA

erpA-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a, El-Hage et
al., 2001

pBLS528 B31 ErpC

erpC-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a, El-Hage et
al., 2001
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Bezeichnung

Charakteristika

Referenz

pPBLS536 B31 ErpQ

erpQ-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a ; El-Hage
etal., 2001

pBLS537 B31 ErpL

erpL-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a ; El-Hage
etal., 2001

pBLS538 B31 ErpP

erpP-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a ; El-Hage
etal., 2001

pBLS539 B31 ErpX

erpX-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a ; El-Hage
et al., 2001

pBLS540 B31 ErpY

erpY-Gen in pET-15b
(PET-15b, Novagen, Bad Soden)

Stevenson et al.,
1998a; El-Hage et
al., 2001

1.5

Oligonukleotide

Tab. 111.5: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung

Sequenz (5" =2 3))

Verwendung

pGEX (+)? GGG CTG GCAAGCCACGTTTGG TG Sequenzierung
pGEX (-)! CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG Sequenzierung
M13 (+)* GTA AAA CGA CGG CCAGT Sequenzierung
M13 (-)! CAG GAA ACA GCT ATG AC Sequenzierung
T3-ZAP? CCCTTT AGT GAG GGT TAATT Sequenzierung
T7-ZAP? GTA ATACGA CTC ACT ATAGGGC Sequenzierung

bba69- 141(+)*

GAA AAA ACC CGC CAA TCC AGG GGG ATC CAT
CCAAAATTT TAA AG

PCR

bba69-Eco?

GCCTTT TAT TAGATT GAATTC ATT TAG ATT
TAT TTG GAT CTG GG

PCR
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Bezeichnung |Sequenz (5" 2 3)) Verwendung
bbh06-Bam® CAATAAGTT TAT TAG GAT CCG ATG TTAGTA PCR
GAT TAA ATC
bbh06-Xho* CTT AAATTT ATACCT CGAGAT CTATAATAA PCR
AGTTTGC
229-Xhol” CTATAATAAAGT TTGCTC GAGAGCTTT ATA PCR
AGCC
bbh0617.220(-)° |CCC CCT CAA GTT CTC GAG CAG CAC CTAAAA |PCR
AATC
bbh0617.171(-)° | TAT CAT TAA CCA TAT CTC GAG TAGTTTTCA  |PCR
CAATAC
bbh06,7.126(-)° | ATA ACA TCA AAA CTC TCG AGG TAG GCT AAT |PCR
ACA AC
bbh0617-89(-)2 CTATAG CAA AAT CCT CGAGTAATTTACTTA PCR
AAA AC
42(+)2 GCT TTG ATA AGT GGA TCC AAA AAT CAT ACT PCR
TTATATG
3nc(-)2 GCTTTTTGATTC ATAATT GTT CTC GAG TAT PCR
ACT TCT AAC
Fla 3° CAT TAACGC TGC TAATCT TA PCR
Fla 4° GTACTATTCTTT ATAGATTC PCR
BB 5S° CTG CGA GTT CGC GGG AGA PCR
BB 23S TCC TAG GCATTC ACC ATA PCR
OSpEazo(-)° GTA GTG ATATTG CAT ATT CAG Sequenzierung
OspE37(+)1 GTTTTT ATACTC CCG GGT GCT TGC AAAATT Sequenzierung
CAT
uhb(+)" GTT GGT TAAAATTACATTTGCG Sequenzierung
CRASP-11,° CCA AAA AAA ATC ACC AAT CCG Sequenzierung
Osp A1 GGG AAT AGG TCT AAT ATT AGCC Sequenzierung
Osp A2 CTAGTGTTT TGC CATCTT CTT TGA Sequenzierung

Yaus Kraiczy, 2004, 2diese Arbeit, *aus Fischer, 2002
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1.6

Antikorper

Tab. 111.6: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper.

Bezeichnung | Zielprotein / Eigenschaften/ |Referenz zur Verfigung gestellt
Lokalisation Verdunnung von
LA3 Hsp70 monoklonal Kramer et al., | Prof. Dr. R. Wallich,
(Cytoplasma) (1:100) 1990 Institut fur Immunologie,
Universitat Heidelberg
LA22.1 p41/Flagellin monoklonal Kramer et al., | Prof. Dr. R. Wallich,
(Periplasma) (1:100) 1990 Institut fur Immunologie,
Universitat Heidelberg
LA25.1 OspB monoklonal Kramer et al., | Prof. Dr. R. Wallich,
(&4uRere (1:100) 1990 Institut fur Immunologie,
Membran) Universitat Heidelberg
LA28.1 OspA monoklonal Kramer et al., | Prof. Dr. R. Wallich,
(4uRere (1:100) 1990 Institut fur Immunologie,
Membran) Universitat Heidelberg
RH-1 BbCRASP-1 monoklonal Kraiczy et al., | Prof. Dr. R. Wallich,
(4uRere (1:100) 2004a Institut fur Immunologie,
Membran) Universitat Heidelberg
VIG8 SCRs 19 +20 | monoklonal Prodinger et |Prof. Dr. P. F. Zipfel,
von Faktor H (unverdunnt) al., 1998 Abteilung flr

Infektionsbiologie,
Leibniz-Institut fiir
Naturstoff-Forschung,

Jena
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Bezeichnung | Zielprotein/  [Eigenschaften / |Referenz zur Verfigung gestellt
Lokalisation | Verdinnung von
SCR1-4 SCRs 1-4 von | polyklonal Kihnetal., |Prof.Dr.P.F. Zipfel,
Faktor Hund | (unverdiinnt) 1995 Abteilung fir
FHL-1 Infektionsbiologie,
Leibniz-Institut fur
Naturstoff-Forschung,
Jena
B22 SCR 7 von monoklonal Prodinger et [Prof. Dr. P. F. Zipfel,
Faktor Hund [(1:100) al., 1998 Abteilung fur
FHL-1 Infektionsbiologie,
Leibniz-Institut fur
Naturstoff-Forschung,
Jena
ErpA ErpA polyklonal Kraiczy et Prof. Dr. B. Stevenson,
(AuRere (1:500) al., 2004b Department of
Membran) Microbiology,
Immunology and
Molecular Genetics,
University of Kentucky
College of Medicine,
Lexington, Kentucky,
USA
ErpP ErpP polyklonal Kraiczy et Prof. Dr. B. Stevenson,
(&uRere (1:500) al., 2004b Department of
Membran) Microbiology,

Immunology and
Molecular Genetics,
University of Kentucky
College of Medicine,
Lexington, Kentucky,
USA
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Bezeichnung | Zielprotein/ | Eigenschaften / | Referenz zur Verflgung gestellt
Lokalisation | Verdinnung von
GST GST polyklonal Amersham
(1:1000) Biosciences,
Freiburg

1.7 Rekombinante Proteine

An rekombinant hergestellten Proteinen wurden in dieser Arbeit FHL-1 (SCRs 1-7) und die
Deletionsmutanten von FHL-1 (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6) sowie
die Deletionsmutanten von Faktor H (SCRs 8-20, SCRs 15-20, SCRs 19-20) (Kihn et al.,
1995; Kihn und Zipfel, 1995) verwendet. Diese wurden von Herrn Prof. Dr. P. F. Zipfel
(Abteilung fiur Infektionsbiologie, Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung, Jena) zur
Verfligung gestelt.

Aulerdem stellte Prof. Dr. R. Wallich (Institut fir Immunologie, Universitat Heidelberg)
gereinigte GST-Fusionsproteine der Borrelienproteine BbCRASP-1 und BbCRASP-3 fir die

vorliegende Arbeit zur Verfiugung.

1.8 Normales humanes Serum (NHS)

Normales humanes Serum (NHS) wurde in dieser Arbeit als Quelle fiir Faktor H eingesetzt.
Es bestand aus einem Serumpool von 20-30 gesunden Blutspenderseren ohne bekannte
Manifestation einer Lyme-Borreliose oder anderer von Spirochéten verursachten Infektionen
wie z.B. Syphilis.

Nach der Abnahme wurden die Seren 30 min bei Raumtemperatur aufbewahrt und
anschlieRend bei 3.000 x g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Es erfolgte eine Analyse jedes
Serums auf spezifische Antikorper gegen B. burgdorferi mittels eines kommerziell
verfiigbaren ELISA (Dade Behring, Marburg) und eines Immunoblots (Mikrogen,
Martinsried). Der Pool setzte sich aus eindeutig negativen Seren zusammen und wurde in
Form von Aliquots (1,5 ml) bei —80 °C gelagert.

Zusétzlich wurde kommerziell erhaltliches normales humanes Serum AB (Fa. PAA, Cdlbe)

als Faktor H-Quelle zum Screenen der Lambda-Expressionsgenbank verwendet.
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1.9 Enzyme

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme aufgefiihrt:

DNase I (Boehringer, Ingelheim), Lysozym (Sigma-Aldrich, Steinheim), PreScission Protease
(Amersham Biosciences, Freiburg), Proteinase K (Sigma-Aldrich, Steinheim), RNase A
(Boehringer, Ingelheim), Restriktionsenzyme (Biolabs, Frankfurt), Sawady Pwo-DNA-
Polymerase (Peqglab, Erlangen), T4-DNA-Ligase (Biolabs, Frankfurt; Stratagene, Heidelberg),
Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe), Trypsin (Sigma-Aldrich, Steinheim), Trypsin
sequencing grade (Roche, Mannheim).

1.10 Saulen fur die Affinitatschromatographie/magnetische Partikel

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Materialien zur Reinigung rekombinanter
Proteine eingesetzt:

GSTrap FF, HiTrap Chelating HP, His MicroSpin, HiTrap NHS-aktiviert (Amersham
Biosciences, Freiburg), Dynabeads (Dynal, Hamburg).

1.11 Sonstige Reagenzien und Materialien

An dieser Stelle sind weitere in dieser Arbeit verwendete Reagenzien und Materialien
zusammengefasst:

ABI Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt), BCA
Protein Assay Reagent (Pierce, Bonn), Dokumol Entwicklungslésung (Tetenal, Norderstedt),
ECL direct nucleic acid labelling and detection system und Hyperfilm ECL (Amersham
Biosciences, Freiburg), Spezialindikator pH 6,5-10,0 (Merck, Darmstadt), Mineral6l (Serva,
Heidelberg), Nytran N und Protran BA85 (Schleicher & Schuell MicroScience GmbH,
Dassel), QIAmp DNA Kit (Qiagen, Hilden), Ready IPG Strip (Bio-Rad, Munchen),
recomBlot Waschpuffer und TMB Substratlésung (Mikrogen, Martinsried), Reversible
Protein Detection Kit (Sigma-Aldrich, Steinheim), Superfix Fixierungslosung (Tetenal,
Norderstedt), Ultrafiltrationseinheiten (Vivascience, Hannover), ZAP Express Predigested

Vector Kit und ZAP Express Predigested Gigapack Cloning Kit (Stratagene, Heidelberg).
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1.12 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden verwendet:

Acrylamid 2K (Applichem, Darmstadt), AEBSF (Sigma-Aldrich, Steinheim), Agarose
(Sigma-Aldrich, Steinheim), Agarose GTQ (Roth, Karlsruhe), Agarose LMP (Sigma-Aldrich,
Steinheim), Ameisensédure (Merck, Darmstadt), 6-Aminocapronsaure (Sigma-Aldrich,
Steinheim), Ammoniumbicarbonat (Sigma-Aldrich, Steinheim), Ammoniumsulfat (Sigma-
Aldrich, Steinheim), APS (Sigma-Aldrich, Steinheim), Borsaure (Merck, Darmstadt), Brij 58
(Sigma-Aldrich, Steinheim), Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim), CHAPS (Sigma-
Aldrich, Steinheim), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich, Steinheim), DEPC
(Sigma-Aldrich, Steinheim), Desoxycholat (Sigma-Aldrich, Steinheim), DMSO (Sigma-
Aldrich, Steinheim), DTT (Sigma-Aldrich, Steinheim), EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim),
Glutaraldehyd (Applichem, Darmstadt), Glutathion (Sigma-Aldrich, Steinheim), Harnstoff
(Roth, Karlsruhe), HEPES (Roth, Karlsruhe), Jodacetamid (Serva, Heidelberg),
Natriumcarbonat (Merck, Darmstadt), Natriumhydrogencarbonat (Merck, Darmstadt),
Natrium-Laurosyl-Sarkosin  (Sigma-Aldrich, Steinheim), Natriumthiosulfat (Applichem,
Darmstadt), ortho-Phosphorsdure (Sigma-Aldrich, Steinheim), PMSF (Sigma-Aldrich,
Steinheim), Servablau G (Sigma-Aldrich, Steinheim), Silbernitrat (Applichem, Darmstadt),
Silikon DC200 (Serva, Heidelberg), Thioharnstoff (Sigma-Aldrich, Steinheim), TEMED
(Roth, Karlsruhe), TFA (Sigma-Aldrich, Steinheim), Triton X-100 (Merck, Darmstadt),
Tween 20 (Applichem, Darmstadt).

Hier nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden mit dem jeweils héchsten Reinheitsgrad von den
Firmen Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)
und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.
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1.13 Puffer

Anodenpuffer
100 mM Tris

ad 11 A. dest.
pH 8,9

Aquilibrierungspuffer

6 M Harnstoff

50 mM Tris/HCI, pH 8,8

30 % Glycerin

2 % SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Inkubationspuffer

9 % Glycerin

20 % SDS

150 mM Tris

8 mg Servablau G

600 pl B-Mercaptoethanol
ad 10 ml A. dest.

pH 7,0

Kathodenpuffer
100 mM Tris
100 mM Tricin
0,1 % SDS

ad 11 A. dest.
pH 8,25
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Lyselésung
6 mM Tris-HCI

1 M Natriumchlorid

100 mM EDTA

0,5% Brij 58

0,2% Desoxycholat

0,5 % Natrium-Laurosyl-Sarkosin
20 pg/ml RNase A

1 mg/ml  Lysozym

Lysispuffer
7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff
1%DTT
4 % CHAPS

Lysozympuffer

50 mM Tris

150 mM Natriumchlorid
5 mM Magnesiumchlorid
3% BSA

400 pg/ml Lysozym

1 U/ml DNase |

Nukleasepuffer

50 mM Magnesiumchlorid
100 mM Tris, pH 7,0

50 pg/ml RNase A

100 pg/ml DNase |
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OM-Puffer

10 mM HEPES

150 mM Natriumchlorid
1 mM Magensiumchlorid
pH 7,4

PBS

140 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Proteinasepuffer
0,5 M EDTA

1 % Natrium-Laurosyl-Sarkosin

Rehydratisierungspuffer
8 M Harnstoff
2 % CHAPS

SM-Puffer

5,8 g Natriumchlorid

2,0 g Magnesiumsulfat x 7 H,O
50 ml 1 M Tris, pH 7,5

5,0 ml 2 % (w/v) Gelatine

ad 11 A. dest.

TBE

45 mM Tris
45 mM Borat
1 mM EDTA
pH 8,0
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TBS
50 mM Tris
200 mM Natriumchlorid

TE

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

TES

50 mM Tris

50 mM EDTA

15 % (w/v) Saccharose
pH 8,0

Trypsinpuffer
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat

5 mM Calciumchlorid

12,5 ng/ul Trypsin (sequencing grade)

Waschpuffer
10 mM Tris/HCI

1 M Natriumchlorid
pH 7,6
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2 Methoden

2.1  Kultivierung von Borrelien

Die Kultivierung von Borrelien (Tab. 111.1) erfolgte in einem modifizierten BSK-Medium
(111. 1.2.1). Dazu wurden 7 ml Medium mit ungefahr 3 ml einer bei —-80 °C gelagerten
Borrelienkultur angeimpft und diese primare Flussigkultur fir 5 Tage bei 33 °C angezogen.
Von dieser Kultur wurden dann 3 ml mit dem gleichen Volumen frischen BSK-Mediums
versetzt und erneut bebritet. Dieser Vorgang wiederholte sich bis die Kultur eine
Konzentration von ungefahr 1 x 10° vitale Borrelienzellen pro ml und einen Farbumschlag
von rot nach gelb innerhalb von 3-4 Tagen aufwies. Fir die Kultivierung (Passagierung)
wurden 0,5 — 1 ml einer bis zur spatlogarithmischen Phase gewachsenen Borrelienkultur in
10 ml BSK-Medium gegeben und bei 33 °C bis zum Erreichen der spét-logarithmischen
Phase angezogen. Bei jeder zweiten Passagierung wurden die Borrelienzellen auf ihre
Vitalitdt und Motilitdt, sowie auf Kontaminationen im Dunkelfeldmikroskop (Zeiss
Standard 25 mit Dunkelfeldkondensor) untersucht. In dieser Arbeit wurden nur niedrig-

passagierte (max. 15 Passagen) Borrelienkulturen verwendet.

2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 lsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA fur Restriktionsreaktionen (I11. 2.2.5) wurde mittels alkalischer Lyse nach dem
Protokoll von Kraft et al., 1988 isoliert. Um hochreine Plasmid-DNA fiur PCR- (I11. 2.2.4) und
Sequenzierungsreaktionen (I11. 2.2.9) zu erhalten, wurde das QIAmp DNA Aufarbeitungskit

(Qiagen, Hilden) verwendet.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Borrelien

Plasmid-DNA aus Borrelien wurde nach Barbour, 1988 isoliert. Dazu wurden die Zellen einer

30 ml Kultur sedimentiert (5.000 x g, 30 min, 4 °C) und in TES-Puffer gewaschen. Das

Sediment wurde in 240 pl TES-Puffer aufgenommen und mit 24 pl Lysozym (50 mg/ml)

versetzt. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden 300 pl TES-Puffer mit 1 % SDS und 7 pl

DEPC hinzugegeben. Die Suspension wurde fiir 10 min kréftig geschittelt. Danach erfolgte

die Ausfallung der Proteine, indem die Suspension mit 250 pl einer 7,5 M Ammoniumacetat-
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Losung versetzt wurde und fir 10 min bei 11.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert
wurde. Zu dem Uberstand wurde 850 pl Isopropanol gegeben und die DNA 30 min auf Eis
prazipitiert. Nach der Sedimentation (11.000 x g, 20 min, 4 °C) wurde die DNA mit 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen und anschlielend in 300 pl TES aufgenommen. Durch Zugabe von
3 il RNase A (10 mg/ml) und Inkubation ftr 30 min bei 37 °C erfolgte die Degradierung der
RNA. Danach wurden 2 pl DEPC hinzugegeben, fur 5 min kraftig geschittelt und die
RNase A anschlieBend durch Zugabe von 150 ul einer 7,5 M Ammoniumacetat-Ldsung und
Zentrifugation (11.000 x g, 5 min, Raumtemperatur) prézipitiert. Die sich im Uberstand
befindenden Plasmide wurden mit 1,3 ml eiskaltem Ethanol (100 %) fiir 20 min bei —20 °C

prazipitiert und nach dem Waschen mit 70 % (v/v) Ethanol in 20 ul TE-Puffer aufgenommen.

2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung erfolgte Giber Messung der optischen
Dichte (OD) bei Wellenldngen von 260/280 nm. Dabei entspricht eine optische Dichte von 1
einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml (Sambrook et al., 1989).

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Dazu wurde

folgender Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 100 pl

100 ng Matrizen-DNA

10 pl 10 x PCR-Puffer

5 ul Magnesiumchlorid

200 UM dNTPs

100 pmol pro Oligonukleotid
2,5 U Tag DNA-Polymerase
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nach folgendem Reaktionsprotokoll fir die Amplifizierung eingesetzt

Denaturierung: 94 °C, 1 min
Annealing: 50 °C, 1 min
Extension: 72 °C, 1 min/kb.

Insgesamt wurden 30 Zyklen durchgefiihrt.

2.2.5 Restriktion von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen, wobei die
Reaktionsbedingungen entsprechend der Herstellerangaben (Biolabs, Frankfurt) gewahlt

wurden.

2.2.6 Ligation von DNA

Fur Klonierungen eingesetzte DNA wurde mit der T4-DNA-Ligase (Biolabs, Frankfurt)
ligiert. Dazu wurde ein Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 15 pl tiber Nacht bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionsbedingungen entsprachen den Herstellerangaben.

2.2.7 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fur Transformationen wurden kompetente Zellen des E. coli-Stammes DH5a. nach dem
modifizierten Protokoll von Hanahan et al., 1983 hergestellt. Dazu wurde eine 30 ml Kultur
2 %ig mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln bis zu einer ODgoo
von 0,6 inkubiert. Die Resuspension der sedimentierten Zellen (5.000 x g, 10 min, 4 °C)
erfolgte in 30 ml eiskalter Calciumchlorid-Losung (50 mM). Anschlielend wurden die Zellen
30 min auf Eis inkubiert, erneut sedimentiert (5.000 x g, 10 min, 4 °C) und in 3 ml 50 mM
Calciumchlorid/20 % Glycerin aufgenommen. Die Lagerung erfolgte in 200 ul Aliguots bei
-80 °C.
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2.2.8 Transformation von E. coli

Das Transformationsprotokoll wurde in leicht modifizierter Form von Sambrook et al., 1989
ubernommen. Ein 200 pl-Aliquot kompetenter Zellen (I11. 2.2.7) wurde mit dem gesamten
Ligationsansatz (I11. 2.2.6) fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fur
3 min bei 43 °C und eine erneute 30 mindtige Inkubation auf Eis. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 1 ml 2x YT-Medium versetzt und fur 1 h bei 37 °C unter Schitteln
inkubiert. Das Ausplattieren erfolgte auf 2x YT-Agarplatten, die mit dem entsprechendem
Antibiotikum versetzt und tiber Nacht bei 37 °C bebrutet wurden.

2.2.9 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von DNA wurde das ABI Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) nach Herstellerangaben verwendet. Die weitere
Bearbeitung erfolgte bei einem kommerziellen Dienstleistungsunternehmen. Fir die Analyse

der Sequenzen stand das Programm DNASTAR (Lasergene, Version 4.0) zur Verfugung.

2.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8 - 2 %igen
Agarosegelen bei einer Spannung von 150 V. Als Elektrophoresepuffer wurde TBE
verwendet. Als Molekulargewichtsstandards diente mit Hind I11- (125-13.130 bp) bzw.
BstE 11- (117-8.454 bp) restringierte Lambda-DNA (Biolabs, Frankfurt) sowie der 123 bp
DNA Ladder (123-4.182 bp) (Invitrogen, Karlsruhe). Die Gele wurden mit Ethidiumbromid
angefarbt und die DNA im UV-Licht sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe

eines Geldokumentationssystems (Videodokumentationssystem CS-1, Cybertech, Berlin).
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2.2.11 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-(RFLP-) und Plasmidprofil-

Analyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese

Fur die Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-(RFLP-)Analyse wurde Gesamt-DNA
aus Borrelienzellen isoliert, mit der Restriktionsendonuklease Mlu I geschnitten und mittels
Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt (Belfaiza et al., 1993). Dazu wurden 30 ml Kulturen
der entsprechenden Borrelienisolate bis zur stationdren Phase angezogen, sedimentiert
(5.000 xg, 30 min, 4°C), in Waschpuffer gewaschen (2 ml) und im selben Puffer
aufgenommen (250-500 pl). Die resuspendierten Zellen wurden danach mit 2 ml einer auf
37 °C erwarmten 1,4 %igen (w/v) LM-Agarose-Ldsung (Sigma-Aldrich, Steinheim) versetzt
und in eine spezielle GieRvorrichtung gefillt. Die Suspension wurde bei —20 °C inkubiert bis
die Agaroseblocke aus der Vorrichtung geldst und halbiert werden konnten. Danach erfolgte
die Inkubation eines halben Agaroseblockes in 1 ml Lyselosung fiir mindestens 12 h unter
Schiitteln bei 37 °C. AnschlieRend erfolgte die Vorbereitung der Blocke fir die
Deproteinierung in 1 ml Proteinasepuffer bei 37 °C. Nach einer Stunde wurde frischer
Proteinasepuffer, mit 2 mg/ml Proteinase K versetzt, hinzugegeben und die Blocke fir
mindestens 12 h unter Schitteln bei 55 °C inkubiert. Danach erfolgte die Umpufferung und
Aquilibrierung in TE-Puffer fir 1 h bei Raumtemperatur. Die Blocke konnten in TE-Puffer
flir 4 Wochen bei 4 °C gelagert oder direkt fir die Restriktion eingesetzt werden.

Fur die Restriktion wurden die Blocke in Restriktionspuffer nach Herstellerangaben fir 1 h
bei Raumtemperatur aquilibriert, anschliefend mit 40 U Mlu I in Restriktionspuffer versetzt
und fir 20 h bei 37 °C inkubiert.

Fur die Auftrennung mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese wurden die Blécke in die Kammern
eines 1 %igen Agarosegels gefullt und mit flussiger Agarose Uberschichtet. Als
Molekulargewichtsstandard diente der MidRange PFG Marker (15-291 kb) (Biolabs,
Frankfurt). Die Elektrophorese wurde in der Pulsfeld-Gelapparatur CHEF DR Il (Bio-Rad,
Minchen) mit TBE als Laufpuffer durchgefihrt. Dazu wurden folgende Parameter eingestellt:
Laufzeit: 22 h

Pulswechselzeit zu Beginn: 5 s

Pulswechselzeit am Ende: 50 s

elektrische Feldstérke: 6 V/cm

eingeschlossener Winkel: 120 °

Temperatur: 14 °C (konstant)
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Nach der Auftrennung wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt, die DNA-Banden mit
UV-Licht visualisiert und mit Hilfe eines Geldokumentationssystems

(Videodokumentationssystem CS-1, Cybertech, Berlin) dokumentiert.

Fur die Plasmidprofil-Analyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese nach Kraiczy, 2004 wurde
die isolierte Plasmid-DNA (Ill. 2.2.2) submers in die Geltaschen pipettiert. Diese Proben
wurden nicht mit Agarose Uberschichtet, weswegen das Einschalten der Pumpe erst 15 min
nach Beginn der Elektrophorese erfolgte, damit die Proben nicht durch die kontinuierliche
Pufferumwalzung aus den Taschen gewaschen wurden. Als Molekulargewichtsstandard
diente der LowRange PFG Marker (2,03-194 kb) (Biolabs, Frankfurt). Die Elektrophorese
wurde in der Pulsfeld-Gelapparatur CHEF DR Il (Bio-Rad, Miinchen) mit TBE als Laufpuffer
durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Parameter eingestellt:

Laufzeit: 24 h

Pulswechselzeit zu Beginn: 0,9 s

Pulswechselzeit am Ende: 2,5 s

elektrische Feldstarke: 6 V/cm

eingeschlossener Winkel: 120 °

Temperatur: 14 °C (konstant)

Nach der Auftrennung wurde das Gel mit Ethidiumbromid geféarbt, die Plasmidbanden mit
UV-Licht visualisiert und mit Hilfe eines Geldokumentationssystems

(Videodokumentationssystem CS-1, Cybertech, Berlin) dokumentiert.

2.2.12 5S-23S-rDNA-Restriktionsanalyse von PCR-Fragmenten

Die 5S-23S-rDNA-Restriktionsanalyse von PCR-Fragmenten wurde nach Postic et al., 1994
durchgefiihrt. Dazu wurden 5S-23S-PCR-Fragmente diverser Borrelien-Isolate mittels PCR
(111. 2.2.4) mit den Oligonukleotiden BB 5S und BB 23S (lll. 1.5) amplifiziert. Die
Amplifikate wurden mit der Restriktionsendonuklease Mse | nach Herstellerangaben Uber
Nacht bei 37 °C geschnitten. AnschlieRend wurde die restringierte DNA gelelektrophoretisch
mittels eines 12 %igen nativen Polyacrylamidgels aufgetrennt. Nach einer 30 mindtigen
Einlaufzeit bei 180 V erfolgte die Auftrennung fiir 5 h bei 250 V. Als Puffer diente TBE und
als Molekulargewichtsstandard der 123 bp DNA Ladder (123-4.182 bp) (Invitrogen,
Karlsruhe). Die Gele wurden mit Ethidiumbromid angefarbt und die DNA im UV-Licht
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sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines Geldokumentationssystems

(Videodokumentationssystem CS1+, Cybertech, Berlin).

2.2.13 Southernblot-Analyse

Fur Southernblot-Analysen von Borrelien-DNA wurden aus 30 ml Kulturen der
entsprechenden Borrelienisolate Plasmid-DNA isoliert (I11. 2.2.2) und 1 ug der gereinigten
DNA mit der Restriktionsendonuklease Xba | nach Herstellerangaben tber Nacht bei 37 °C
geschnitten. AnschlieRend erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA mittels
eines 0,8 %igen Agarosegels (111. 2.2.10). Nach der Auftrennung wurde das Gel fiir 30 min in
0,5 M NaOH/1,5 M NaCl denaturiert, 5 min in A. dest. gewaschen und dann fir 60 min in
05M Tris (pH 7,5/3 M NaCl neutralisiert. Danach erfolgte der Transfer auf eine
Nylonmembran (Nytran N, Schleicher & Schuell MicroScience GmbH, Dassel) mittels eines
Vakuum-Blotters (Appligene/Boekel, Feasterville, Pennsylvania, USA). Die Detektion der
entsprechenden Gene erfolgte anhand des ECL direct nucleic acid labelling and detection
System (Amersham Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben. Als Sonden dienten PCR-
Fragmente der B. burgdorferi s.s. Gene bbh06 und flaB. Die Exposition erfolgte mittels
Rontgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Freiburg) fur 1-60 min bei
Raumtemperatur. Die Filme wurden anschliefend mit Dokumol Entwicklungslésung und

Superfix Fixierungslésung (Tetenal, Norderstedt) nach VVorgaben des Herstellers entwickelt.

2.2.14 Herstellung einer Lambda-Expressionsgenbank von B. burgdorferi s.s.

Fir die Herstellung einer Lambda-Expressionsgenbank des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2
wurde das ZAP Express Predigested Vector Kit und das ZAP Express Predigested Gigapack
Cloning Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet. Aus einer sich in der spéat-logarithmischen
Phase befindenden 250 ml Kultur wurde Plasmid-DNA isoliert (I112.2.2). Von dieser
Plasmid-DNA wurden 10 pg mit 0,3 U des Restriktionsenzyms Sau3A fur 1 h bei 37 °C
partiell restringiert. Nach Hitzeinaktivierung der Restriktionsendonuklease und Prézipitation
der DNA wurden 150 ng der geschnittenen DNA mit 1 pg ZAP Express Vektor
(vorgeschnitten mit BamH 1) nach Herstellerangaben ligiert. Danach erfolgte die Verpackung
der ligierten DNA in Lambda-Phagen-Extrakte mittels Packaging Extracts (Stratagene,
Heidelberg). Nach Herstellerangaben wurde die ligierte DNA zu einem Aliquot Packaging
Extract gegeben und fir 2 h bei 22 °C inkubiert. Anschlieend wurden 500 pl SM-Puffer
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sowie 20 pl Chloroform hinzugefiigt und vorsichtig zentrifugiert. Der abgenommene
Uberstand enthielt die Phagenpartikel. Um die Ligationseffizienz festzustellen, wurde ein
Blau-Weil3-Test nach Herstellervorschrift durchgefuhrt. AnschlieBend wurde der Titer des
Phagenlysates nach Angaben des Herstellers bestimmt und die Lambda-Expressionsgenbank
amplifiziert. Fur die Amplifizierung wurde 50 ml LB-Medium mit 0,2 % (w/v) Maltose sowie
10 mM Magnesiumsulfat versetzt und mit einer Kolonie des E. coli-Stammes XL1-Blue
MRF" angeimpft. Die Kultur wurde ber Nacht unter Schiitteln bei 30 °C angezogen und
anschlielend zentrifugiert (500 x g, 10 min, 4 °C). Die sedimentierten Zellen wurden mit
10 mM Magnesiumsulfat bis zu einer ODggo von 0,5 verdunnt. 600 pl dieser Zellen wurden
mit 5 x 10* Phagen fiir 15 min bei 37 °C préaadsorbiert und danach mit 6,5 ml NZY Topagar
(48 °C) auf einer 150 mm NZY Platte ausplattiert. Insgesamt 40 dieser Platten wurden fiir 7 h
bei 37 °C inkubiert und danach mit 10 ml SM-Puffer tberschichtet. Durch die Lagerung der
Platten tber Nacht bei 4 °C sollten die Phagen in den Puffer diffundieren. Der Puffer wurde
am folgenden Tag von den Platten gezogen, vereinigt und mit Chloroform bis zu einer
Endkonzentration von 5 % (v/v) versetzt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Phagenpuffer zentrifugiert (500 x g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand abgenommen. Zu
der Genbank wurde Chloroform bis zu einer Endkonzentration von 0,3 % (v/v) gegeben.
AnschlieBend erfolgte die Titerbestimmung der Genbank nach Herstellerangaben. Die
Genbank wurde bei 4 °C gelagert. Ein Aliquot wurde mit 7 % DMSO versetzt und bei -80 °C
gelagert.

2.2.15 Screening einer Lambda-Expressionsgenbank von B. burgdorferi s.s.

Fir das Screening der Genbank wurden 100 mm NZY Platten, die mindestens 24 h vor
Verwendung hergestellt wurden, 1 h bei 37 °C vorgewarmt. Eine unter Schiitteln bei 30 °C
angezogene Ubernachtkultur des E. coli-Stammes XL1-Blue MRF" in LB-Medium mit 0,2 %
(v/v) Maltose und 10 mM Magnesiumsulfat wurde sedimentiert (500 x g, 10 min, 4 °C) und
mit 10 mM Magnesiumsulfat auf eine ODgoo von 0,5 verdunnt. 200 pl dieser Zellen wurden
mit 1,5 x 10* Phagen fiir 15 min bei 37 °C préinkubiert und anschlieBend mit 3 ml NZY
Topagar (ca. 48 °C) auf den vorgewarmten NZY-Platten ausplattiert. Die Platten wurden flr
ca. 7 h bei 42 °C angezogen bis kleine Phagenplaques sichtbar wurden. Danach wurden in
10 mM IPTG (in A. dest.) getréankte Nitrozellulose-Rundfilter (Protran BA85, Schleicher &
Schuell MicroScience GmbH, Dassel) auf die Platten gelegt und diese fir weitere 3,5 h bei

37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Vorbereitung der Filter fir die Ligandenaffinitatsblot-
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bzw. die Westernblot-Analysen. Die Filter wurden viermal fir 15 min in TBS/0,1 % (v/v)
Tween 20 gewaschen und anschlieend 1 h in 5% (w/v) Milchpulver (in TBS/0,1 % (v/v)
Tween 20) bei Raumtemperatur geblockt. Nach viermaligen Waschen fir 10 min in
TBS/0,1 % (v/v) Tween 20 erfolgte die Inkubation mit rekombinantem FHL-1 bzw. NHS als
Faktor H-Quelle oder mit dem ersten Antikorper in entsprechender Verdiinnung tber Nacht
bei 4 °C. Das weitere VVorgehen erfolgte nach 1l1. 2.3.5 oder I1l. 2.3.6. Nach Auswertung der
Ligandenaffinitatsblot- bzw. der Westernblot-Analysen konnten die positiven Signale auf den
Filtern den Phagenplaques auf den entsprechenden Platten zugeordnet werden. Diese Plaques
wurden ausgestochen und Uber Nacht bei 4 °C in SM-Puffer gelagert. Die erhaltene
Phagensuspension wurde in den entsprechenden Verdiinnungen erneut fur weitere Screenings
eingesetzt. Der ganze Vorgang wiederholte sich vier- bis finfmal bis reine Phagenklone

vorlagen. Diese Phagen wurden dann fir die in vivo-Exzision (I11. 2.2.16) eingesetzt.

2.2.16 In vivo-Exzision

Mit Hilfe der in vivo-Exzision konnte aus dem 38,9 kb groRen ZAP Express Vektor das 4,5 kb
Phagemid pBK-CMV ausgeschnitten werden, wodurch die Analyse der inserierten DNA
vereinfacht wurde. Die Phagen wurden durch mehrfaches Screening (I1l. 2.2.15) bis zur
Klonalitat gereinigt und anschlieBend flr die in vivo-Exzision eingesetzt. Dazu wurde eine
Ubernachtkultur des E. coli-Stammes XL1-Blue MRF' in LB-Medium mit 0,2 % (v/v)
Maltose und 10 mM Magnesiumsulfat sowie des E. coli-Stammes XLOLR in NZY-Medium
bei 30 °C unter Schitteln angezogen. Nach Zentrifugation (500 x g, 10 min, 4 °C) wurden die
sedimentierten Zellen in 10 mM Magnesiumsulfat bis zu einer ODgg von 1,0 aufgenommen.
Zu 200 pl der Zellen des Stammes XL1-Blue MRF wurden 1x10° Phagen des
entsprechenden Phagenklons sowie 1 x 10° ExAssist Helferphagen gegeben und fiir 15 min
bei 37 °C préaadsorbiert. Danach erfolgte die Zugabe von 3 ml NZY-Medium und eine
Inkubation flr 3 h unter Schitteln bei 37 °C. Nach Lyse der Lambda-Phagen durch Erhitzung
fir 20 min auf 70 °C und Zentrifugation (1.000 x g, 15 min) wurde der Uberstand
abgenommen. Dieser enthielt die ausgeschnittenen pBK-CMV-Phagemide mit der inserierten
Borrelien-DNA. Um die ausgeschnittenen einzelstrangigen Phagemide auszuplattieren,
wurden 200 pl Zellen des Stammes XLOLR (in 10 mM Magnesiumsulfat) mit 100 pl bzw.
10 pl Uberstand gemischt und fiir 15 min bei 37 °C praadsorbiert. Nach der Inkubation
erfolgte die Zugabe von 300 pl NZY-Medium und eine Inkubation fir 45 min bei 37 °C. Von

dem Zellgemisch wurden dann 200 pl auf LB-Agarplatten mit Kanamycin ausplattiert und
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uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Auf der Platte gewachsene Kolonien enthielten das

doppelstrangige pBK-CMV-Phagemid mit der inserierten Borrelien-DNA.

2.3 Biochemische Methoden
2.3.1 Herstellung von Homogenaten ganzer Borrelienzellen

2.3.1.1 Herstellung von Homogenaten ganzer Borrelienzellen fir die Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Herstellung von Homogenaten ganzer Borrelienzellen wurde eine 30 ml
Borrelienkultur  sedimentiert (5.000xg, 30 min, 4°C), viermal in PBS/5 mM
Magnesiumchlorid gewaschen und resuspendiert. Anschliefend wurden die Zellen in einem
Branson B12 Ultraschallgerat (Heinemann, Schwabisch Gmind) flinfmal fur 30 s bei 4 °C auf
Einstellung 7 beschallt, so dass mikroskopisch keine intakten Zellen mehr nachgewiesen

werden konnten.

2.3.1.2 Herstellung von Homogenaten ganzer Borrelienzellen fir die zweidimensionale
(2D-) Elektrophorese

Fur die Herstellung von Homogenaten ganzer Borrelienzellen fir die 2D-Elektrophorese
wurden 21 des entsprechenden niedrig-passagierten Borrelienisolates bis zur spét-
logarithmischen Phase angezogen, sedimentiert (5.000 x g, 30 min, 4 °C) und dreimal mit
PBS gewaschen. Nach erneuter Sedimentation wurden die Borrelienzellen in 2 ml PBS
aufgenommen, wiederholt zentrifugiert (14.000 x g, 10 min, 4 °C) und in 50 pl Lysispuffer
aufgenommen. Um ein homogenes Proteinlysat zu erhalten, wurden die resuspendierten
Zellen in einem Branson B12 Ultraschallgerét (Heinemann, Schwabisch Gmund) finfmal fir
30 s bei 4 °C auf Einstellung 7 beschallt, so dass mikroskopisch keine intakten Zellen mehr
nachweisbar waren. Nach Zugabe von 20 pl Nuklease-Puffer und 5 ul 0,2 M AEBSF sowie
einer einstiindigen Inkubation bei 4 °C erfolgte eine Zentrifugation fir 60 min bei 4 °C. Der
abgenommene Uberstand wurde entweder bei -80 °C gelagert oder direkt fiir die 2D-

Gelelektrophorese eingesetzt.
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2.3.2 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

2.3.2.1 Expression rekombinanter Proteine in kleinem Kulturmalistab

Fur die Expression rekombinanter Proteine in kleinem KulturmaBstab wurden 5 ml 2x YT-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum sowie einer einzelnen E. coli-Kolonie versetzt
und Gber Nacht unter Schutteln bei 37 °C und 200 rpm bebritet. 10 ml 2xYT-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum wurden 2 %ig mit der Ubernachtkultur angeimpft und
unter Schitteln bei 37 °C bis zu einer ODggo vVon 0,5 — 0,6 angezogen. AnschlieRend erfolgte
die Induktion der Expression des entsprechenden rekombinanten Proteins durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration 10 mM) und die weitere Anzucht der Kultur fiir 3 h unter Schutteln
bei 21 °C. Danach wurden die Zellen sedimentiert (5.000 x g, 20 min, 4 °C) und in 500 pl
PBS/5 pl 1M DTT resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einem Branson B12
Ultraschallgerat (Heinemann, Schwaébisch Gmind) fiinfmal fir 30 s bei 4 °C auf Einstellung 7
beschallt. Nach Sedimentation der Zellreste (12.000 x g, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand
abgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.3.2.2 Expression rekombinanter Proteine in gréBerem Kulturmalfistab

Fur die Expression rekombinanter Proteinen in groflerem Kulturmal3stab wurden 10 ml
2x YT-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum sowie einer einzelnen E. coli-Kolonie
versetzt und Uber Nacht unter Schitteln bei 37 °C bebritet. 200 ml 2xYT-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum wurden 2 %ig mit der Ubernachtkultur angeimpft und unter
Schitteln bei 37 °C bis zu einer ODggo von 0,5 — 0,6 angezogen. Anschlieend erfolgte die
Induktion der Expression des entsprechenden rekombinanten Proteins durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration 10 mM) und die weitere Anzucht der Kultur fiir 4 h unter Schitteln
bei 21 °C. Nach Zentrifugation (5.000 x g, 20 min, 4 °C) wurden die sedimentierten Zellen
uber Nacht bei —70 °C eingefroren. Anschlielend erfolgte die Aufnahme der Zellen in 20 mi
PBS. Die resuspendierten Zellen wurden mit 200 pl Lysozym (10 mg/ml in 25 mM Tris,
pH 8,0) versetzt und 30 min unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte
die Beschallung in einem Branson B12 Ultraschallgerat (Heinemann, Schwéabisch Gmiind),
wobei die Zellen sechsmal fir 30 s bei 4 °C auf Einstellung 7 beschallt wurden. Anschliel}end
wurde 200 ul 2 %ige (v/v) Triton X-100-L6sung (in A. dest.) zugegeben und die Zellen unter

den gleichen Bedingungen erneut beschallt. Nach einer 60 minutigen Inkubation unter

50



Material und Methoden

Schiitteln auf Eis wurden die Zellreste sedimentiert (14.000 x g, 10 min, 4 °C) und der
Uberstand bei —20 °C gelagert.

2.3.2.3 Expressionstest

Fur den Expressionstest wurden je 3 pl einer bei —80°C eingefrorenen Kultur der jeweiligen
Klone auf eine LB-Agarplatte, die mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde,
pipettiert und Gber Nacht bei 37 °C bebriitet. Auf einer weiteren LB-Agarplatte wurden 100 pl
2 mM IPTG ausplattiert und ein Nitrozellulosefilter (Protran BA85, Schleicher & Schuell
MicroScience GmbH, Dassel) aufgelegt, auf welchen die Klone gepickt wurden. Es folgte
eine Inkubation der Platte fir 3 h bei 37 °C. AnschlieBend wurde der Filter zweimal fur 1 h in
12,5 ml Lysozympuffer inkubiert, mit 5 % (w/v) Milchpulver in TBS/0,1 % (v/v) Tween 20
geblockt und fir Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit NHS als Faktor H-Quelle eingesetzt.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte anhand des BCA Protein Assay Kits
(Pierce, Bonn). Anhand dessen lassen sich Proteinkonzentrationen zwischen 20 pg/ml und
2 mg/ml ermitteln. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben in Mikrotiterplatten.
Als Proteinstandard diente BSA (Pierce, Bonn).

2.3.4 Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 10 %ige Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamidgele nach Schagger und von Jagow, 1987 verwendet. Vor dem Auftragen
wurden die Proteinproben 3:1 mit Inkubationspuffer versetzt und fir 30 min bei 40 °C
inkubiert. Die Auftrennung im Sammelgel erfolgte fur ca. 1 h bei einer Spannung von 40 V.
Als Laufpuffer dienten Anoden- und Kathodenpuffer und als Molekulargewichtsstandard
wurde der Precision Plus Protein Standard All Blue (10-250 kDa) (Bio-Rad, Munchen)
verwendet. Wenn die Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde die Spannung auf 75 V
erhoht. Der Gellauf erfolgte flir ungeféhr 15 h, bis sich die blaue Farbfront am unteren Rand
des Gels befand. Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder mit Servablau G
(Schéagger, 1994) oder mit Silber (Heukeshoven und Dernik, 1988) angefarbt oder fiir die

Westernblot-Analyse eingesetzt.

51



Material und Methoden

2.3.5 Westernblot-Analyse

Fur die Westernblot-Analyse wurden die Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung
(111, 2.3.4) auf Nitrozellulosemembranen (Protran BA85, Schleicher & Schuell MicroScience
GmbH, Dassel) transferiert. Dazu wurde das Semi-dry-Blot-Verfahren (200 mA, 2 h,
Raumtemperatur) in einem Semy-dry-Blotter (LTF, Wasserburg) angewendet. Nach dem
Transfer wurden die Proteinbanden mit dem Reversible Protein Detection Kit (Sigma-
Aldrich, Steinheim) nach Herstellerangaben angefdarbt und mit A. dest. entfarbt. Nach
Inkubation fur 1 h in 5% (w/v) Milchpulver in TBS/0,1 % (v/v) Tween 20 und viermaligen
Waschen mit TBS/0,1 % (v/v) Tween 20 erfolgte die Inkubation mit dem primdren
Antikorper in adaquater Verdinnung in recomBlot Waschpuffer (Mikrogen, Martinsried) fur
1 h bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde die Nitrozellulosemembran viermal fir
je 10 min in TBS/0,2 % (v/v) Tween 20 gewaschen, um unspezifisch gebundenen Antikorper
zu entfernen. Danach erfolgte die Inkubation des sekundaren, Peroxidase-gekoppelten
Antikorpers fir 1 h bei Raumtemperatur in der jeweiligen Verdinnung in recomBlot-
Waschpuffer (Mikrogen, Martinsried). Die Nitrozellulosemembran wurde erneut viermal fir
je 10 min in TBS/0,2 % (v/v) Tween 20 gewaschen, bevor die Detektion des sekundéren

Antikdrper mittels TMB Substratlésung (Mikrogen, Martinsried) erfolgte.

2.3.6 Ligandenaffinitatsblot-Analyse

Die Ligandenaffinitatsblot-Analyse wurde zur Detektion FHL-1- und/oder Faktor H-
bindender Borrelienproteine durchgefiihrt (Kraiczy et al., 2001a,b). Die Homogenate ganzer
Borrelienzellen bzw. die rekombinanten Proteine wurden mittels Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (111. 2.3.4) aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen
transferiert (111. 2.3.5). Analog zum Westernblot erfolgte eine einstiindige Inkubation mit 5 %
(w/v) Milchpulver in TBS/0,1 % (v/v) Tween 20 bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden
die Membranen viermal fir 10 min mit TBS/0,1 % (v/v) Tween 20 gewaschen und uber
Nacht bei 4 °C mit Zellkulturtiberstand von FHL-1, den Deletionsmutanten von Faktor H (I11.
1.7) oder mit NHS (l11. 1.8) inkubiert. Danach wurden die Membranen viermal fir 10 min mit
TBS/0,2 % (v/v) Tween 20 gewaschen und mit den entsprechenden Antikérpern gegen FHL-1
bzw. Faktor H (I1l. 1.7) fr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligen
Waschen erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Peroxidase-gekoppeltem Antikorper fir 1 h
bei Raumtemperatur in der entsprechenden Verdinnung in recomBlot Waschpuffer
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(Mikrogen, Martinsried). Vor der Detektion mittels TMB Substratlésung (Mikrogen,

Martinsried) erfolgte ein erneutes viermaliges Waschen mit TBS/0,2 % (v/v) Tween 20.

2.3.7 Isolierung auBerer Membranen von Borrelien

Die Isolierung &ullerer Membranen erfolgte modifiziert nach Radolf et al., 1995 und Kraiczy
et al., 2000b. Dazu wurde eine 2 | Kultur des niedrig-passagierten Borrelienisolates B31 bis
zur spét-logarithmischen Phase angezogen und in einem Beckmann 19 Rotor sedimentiert
(13.000 x g, 30 min, 4 °C). AnschlieRend wurden die Zellen in OM-Puffer aufgenommen und
in einem Beckmann 50 Ti Rotor erneut sedimentiert (15.000 x g, 30 min, 4 °C). Die
Aufnahme der sedimentierten Zellen erfolgte in 6 ml OM-Puffer mit 20 % Saccharose (w/v)
und 0,2 M AEBSF. Die Zellen wurden fiir 2 h auf Eis inkubiert und nach der Inkubation auf
lineare Saccharosegradienten (20-60 % (w/v) Saccharose in OM-Puffer) appliziert. Die
Gradienten wurden in einem Beckmann SW 41 Rotor fir 18 h bei 160.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden Fraktionen mit einem Volumen von 1 ml von
der Gradientenoberflache abpipettiert und die Fraktionen, welche die daulRere Membran (obere
Gradientenbande) bzw. die innere Membran (untere Gradientenbande) enthielten, vereinigt.
Die Fraktionen wurden 1:2 mit OM-Puffer/0,2 M AEBSF verdinnt und in einem Beckmann
50 Ti Rotor sedimentiert (190.000 x g, 3 h, 4 °C). Danach erfolgte die Resuspension der
Membranen in OM-Puffer/0,2 M AEBSF und eine erneute Zentrifugation im selben Rotor
(190.000 x g, 3h, 4 °C). Die sedimentierten Membranen wurden in 50 pl Lysispuffer
aufgenommen und direkt fur die 2D-Gelelektrophorese (I11. 2.3.9) eingesetzt. Eine Lagerung
der isolierten Membranen war nicht moglich, da bei Lagerung tber Nacht (4 °C bis —80 °C)
das Signal des BbCRASP-2-Proteins in den Ligandenaffinitatsblot-Analysen signifikant
schwécher wurde. Ein Aliquot der Membranen wurde in OM-Puffer/0,2 M AEBSF
aufgenommen, die Proteine mittels Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt und die Gele fur Westernblot- und Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt.
Die Fraktionen, welche die Zellreste enthielten (Gradientenboden) wurden ebenfalls vereinigt,
1:4 mit OM-Puffer/0,2 M AEBSF verdinnt und analog zu den &ufReren und inneren
Membranen sedimentiert und gewaschen (5.000 x g, 1h, 4 °C). Die Resuspension der
Zellreste erfolgte in OM-Puffer/0,2 M AEBSF. Die darin enthaltenen Proteine wurden mittels
Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Gele fiir Westernblot-

und Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt.
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2.3.8 Protease-Assay

Protease-Assays zum Nachweis der Membranstandigkeit der entsprechenden Proteine wurden
modifiziert nach Bunikis und Barbour, 1999 durchgefuhrt. Dabei wurden ganze Zellen einer
30 ml Kultur des niedrig-passagierten Borrelienisolates B31 in situ mit den Proteasen Trypsin
oder Proteinase K behandelt. Die bis zur spat-logarithmischen Phase angeziichteten
Borrelienzellen wurden zweimal mit PBS/5 mM Magnesiumchlorid gewaschen und nach
Sedimentation (5.000 x g, 10 min, 4 °C) in 100 pl PBS/5 mM Magnesiumchlorid
resuspendiert. In einem Endvolumen von 500 pl wurden 1 x 107 intakte Borrelienzellen mit
Proteinase K in A. dest. bzw. Trypsin in 0,001 N HCI (Endkonzentrationen 12,5 — 100 pg/ml)
versetzt und fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die
Inhibierung der Proteasen. Proteinase K wurde durch Zugabe von 5 pl PMSF (50 mg/ml in
Isopropanol) inhibiert, wahrend den Ansétzen mit Trypsin zusétzlich zum PMSF noch 5 pl
AEBSF (100 mg/ml in A. dest.) hinzugefugt wurde. Danach erfolgten zwei Waschschritte mit
PBS/5 mM Magnesiumchlorid. Die in 10-20 ul PBS/5 mM Magnesiumchlorid
aufgenommenen Zellen wurden anschlieBend in einem Branson B12 Ultraschallgerat
(Heinemann, Schwaébisch-Gmiind) finfmal fir 30 s auf Einstellung 7 beschallt, so dass
mikroskopisch keine intakten Zellen mehr nachgewiesen werden konnten. Die Proteine
wurden mittels Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese separiert und die Gele fur

Westernblot- und Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt.

2.3.9 Zweidimensionale (2D-)Elektrophorese

Fir die zweidimensionale (2D-)Elektrophorese wurden entweder 50 pl der &uReren
Membranen (I11.2.3.7) oder 50 pl des Homogenats ganzer Borrelienzellen (I11. 2.3.1.2)
eingesetzt. Die Proteine wurden mit 300 pl Rehydratisierungspuffer versetzt, fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und auf immobilisierte pH-Gradienten (IPG) (17 c¢cm, pH 3-10,
Bio-Rad, Miinchen) appliziert. Nach Uberschichtung mit Mineralol (Serva, Heidelberg)
erfolgte die Rehydratisierung der IPG-Streifen fur 12 h in der Fokussierungskammer Protean
IEF Cell (Bio-Rad, Minchen). An die Rehydratisierung schloss sich die Fokussierung der
IPG-Streifen an. Dazu wurden folgende Parameter eingestellt:

Temperatur: 20 °C

Stromstérke: 50 pA/Streifen

Rehydratisierung: 250 V (12 h)
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Fokussierung: 150 V rapid (1 h)
300 V rapid (1 h)
600 V rapid (1 h)
1.200 V rapid (1 h)
2.400 V rapid (1 h)
7.000 V linear (1 h)
7.000 V rapid bis insgesamt 20.000 Voltstunden erreicht wurden
500 V (15 min)

Die fokussierten [PG-Gelstreifen wurden entweder direkt fir die Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt oder bei -80 °C gelagert. Vor der
gelelektrophoretischen Auftrennung erfolgte die Aquilibrierung der fokussierten IPG-Streifen
fir 2 x 15 min in Aquilibrierungspuffer. Die Losung des ersten Aquilibrierschrittes enthielt
zusatzlich 1 % (w/v) DTT, die des zweiten 260 mM Jodacetamid. Fir die zweite Dimension
wurde ein 10 %iges Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel hergestellt und mit 1 ml
wassergesattigtem 2-Butanol uberschichtet. Kurz vor Gebrauch der Gele wurde das 2-Butanol
abgeschiittet und die Geloberflache mit Kathodenpuffer gewaschen. Die &quilibrierten IPG-
Streifen wurden kurz mit einer Pipette in den Kathodenpuffer getaucht, luftblasenfrei auf das
Gel gelegt und mit einem Spatel leicht angedriickt. Als Molekulargewichtsstandard diente der
Precision Plus Protein Standard All Blue (10-250 kDa) (Bio-Rad, Munchen). Die Fixierung
der IPG-Streifen erfolgte mittels heiRer Agarose (0,5 % in Kathodenpuffer). Nach Erstarren
der Agarose erfolgte der Gellauf fir ungefahr 15 h bei 75 V bis sich die blaue Farbfront am
unteren Rand des Gels befand. Danach wurden die Gele entweder fiir Ligandenaffinitétsblot-
Analysen eingesetzt oder mit Servablau G gefarbt. Nach Entfarbung der Gele mit A. dest.
wurden die entsprechenden Spots aus dem Gel ausgestochen und (ber MALDI-

Massenspektrometrie analysiert.

2.3.10 Matrix-unterstitzte Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-MS)

Die Uber 2D-Elektrophorese (111. 2.3.9) isolierten Proteinspots wurden in Vorbereitung fir die
Matrix-unterstutzte Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) mit
Trypsin verdaut. Dazu wurden die Gelstiicke in 1 mm grol3e Teile zerkleinert und dreimal fir

15 min mit 50 % (v/v) Acetonitril/25 mM Ammoniumbicarbonat (pH 8,0) gewaschen.
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AnschlieRend erfolgte die Dehydrierung fur zweimal 10 min in 100 % Acetonitril und die
Trocknung der Gelstiicke fir 20 min in einem Vakuumkonzentrator Modell 5301 (Eppendorf,
Hamburg). Die getrockneten Gelstiicke wurden mit 10 mM DTT in 100 mM
Ammoniumbicarbonat fir 1 h bei 56 °C reduziert. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur
erfolgte die Zugabe von 55 mM Jodacetamid in 100 mM Ammoniumbicarbonat und eine
Inkubation fiir 45 min im Dunkeln. Danach wurden die Gelstlicke dreimal fir 5 min mit
100 MM Ammoniumbicarbonat gewaschen und anschliefend zweimal 5 min in 100 %
Acetonitril dehydriert. Nach Trocknung fir 20 min in einem Vakuumkonzentrator Modell
5301 (Eppendorf, Hamburg) wurde Trypsinpuffer zu den Proben gegeben und diese fr
45 min auf Eis inkubiert. Der Trypsinpuffer wurde abpipettiert und die Gelstlicke mit 50 mM
Ammoniumbicarbonat/5 mM Calciumchlorid Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben zentrifugiert (14.000 x g, 10 min, Raumtemperatur) und dreimal fur
20 min in 5 % (v/v) Ameisensdure/50 % (v/v) Acetonitril inkubiert. Danach erfolgte die
Zentrifugation der Proben (14.000 x g, 10 min, Raumtemperatur). Die Uberstande wurden
abgenommen, vereinigt und fir 1-2 h in einem Vakuumkonzentrator Modell 5301
(Eppendorf, Hamburg) getrocknet. Die getrockneten Proben wurden anschlieend in 5 pl
70 % (v/v) Acetonitril/1 % (v/v) TFA aufgenommen.

Die mit Trypsin behandelten Proben wurden fur die MALDI-MS eingesetzt. Die MALDI-MS
erfolgte in Zusammenarbeit mit Dipl.-Biol. C. Corvey und Prof. M. Karas (Institut flr

Pharmazeutische Chemie, Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat, Frankfurt).

2.3.11 Affinitatschromatographische Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

2.3.11.1 Affinitatschromatographie mittels GSTrap-Saulen

Rekombinante GST-Fusionsproteine wurden mittels 1 ml oder 5 ml vorgepackten GSTrap
Séulen (Amersham Biosciences, Freiburg) aufgereinigt. Dazu wurden die S&ulen mit
5 Saulenvolumen PBS aquilibriert. Nach Applikation von 1 ml Uberstand des Bakterienlysats
(1. 2.3.2) mit einer Flussrate von 1 ml/min erfolgten das Waschen der Sdulen mit
10 Séaulenvolumen PBS sowie die Elution der gebundenen Proteine mit 10 Saulenvolumen
reduziertem Glutathion (10 mM in 50 mM Tris, pH 8,0). Mit Hilfe von
Ultrafiltrationseinheiten (cut off 5.000 kDa, Vivascience, Hannover) wurden die eluierten
Proteine mit PBS umgepuffert und aufkonzentriert. Die proteolytische Spaltung der
gereinigten Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe der PreScission Protease (Amersham

Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben.
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2.3.11.2 Affinitatschromatographie mittels His Micro Spin-Saulen

Rekombinante Histidin-Fusionsproteine wurden mittels His MicroSpin S&ulen (Amersham
Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.3.11.3 Liganden-gekoppelte Affinitatschromatographie mittels FPLC

Bei der Liganden-gekoppelten Affinitdtschromatographie wurde 250 pg Faktor H bzw.
FHL-1 als Ligand an vorgepackte HiTrap NHS-aktivierte Sepharose S&ulen (Amersham
Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben gekoppelt. Die weitere Sdulenchromatographie
erfolgte bei 4 °C an einer FPLC-Anlage in Kooperation mit Prof. Dr. P. F. Zipfel (Abteilung
fur Infektionsbiologie, Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung, Jena). Nach Applikation
von 25 mg Homogenat ganzer Borrelienzellen in einem Volumen von 5 ml (I11. 2.3.1) wurde
mit 10 S&ulenvolumen PBS gewaschen und mit 10 S&ulenvolumen 0,1 M Glycin (pH 2,8)

eluiert. Dabei wurden die Elutionsfraktionen sofort mit 30 pl 1 M Tris neutralisiert.

2.3.11.4 Liganden-gekoppelte magnetische Partikel

Liganden-gekoppelte magnetische Partikel wurden als Alternative zu der Liganden-
gekoppelten Affinitatschromatographie eingesetzt. Analog zu dieser dienten auch hier 50 pg
Faktor H bzw. FHL-1 sowie ein Antikorper gegen FHL-1 (SCR1-4) (I1l. 1.6) als Ligand. Die
Liganden wurden nach Herstellerangaben an magnetische Partikel (Dynabeads, Dynal,
Hamburg) gekoppelt. Die magnetischen Partikel wurden mit 2,5 mg Homogenat ganzer
Borrelienzellen in einem Volumen von 500 pl (111. 2.3.1) Gber Nacht unter Rotationsschditteln
bei 4 °C inkubiert und anschlieend finfmal mit 500 pl PBS fir 4 min gewaschen. Die
Elution erfolgte mit dreimal 150 pl 0,1 M Glycin (pH 2,8), wobei die Elutionsfraktionen
sofort mit 1 M Tris neutralisiert wurden. Die zur Neutralisation bendtigte Menge 1 M Tris
wurde mittels eines Indikatorstabchens (Spezialindikator pH 6,5-10,0, Merck, Darmstadt)

bestimmt.
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IV. Ergebnisse

1 Charakterisierung von reprasentativen Borrelia burgdorferi s.l.-1solaten

1.1  Molekularbiologische Genotypisierung von Borrelienisolaten der drei
wichtigsten humanpathogenen Genospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und

B. garinii

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Mechanismen der Komplementresistenz
von Borrelien. Dabei standen vor allem die mit den menschlichen Komplementregulatoren
Faktor H und FHL-1 interagierenden CRASP-Proteine von Borrelia burgdorferi s.s. im
Mittelpunkt. Fir die Untersuchungen stand ein Stammkollektiv (Tab. 111.1) diverser
Borrelienisolate zur Verfugung.

Zu Beginn der Arbeit wurden reprasentative Isolate der drei wichtigsten humanpathogenen
Genospezies B. burgdorferi s.s., B.afzelii und B. garinii aus dem Stammkollektiv
ausgewahlt und molekularbiologisch mittels Plasmidprofil- und Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus-(RFLP-)Analyse typisiert. Borrelien besitzen neben einem
linearen Chromosom extrachromosomale DNA-Elemente in Form von bis zu 20 linearen
oder zirkuldren Plasmiden mit einem Molekulargewicht zwischen 8 kb und mehr als 60 kb
(Barbour, 1988, 1993; Baril et al., 1989; Ferdows und Barbour, 1989; Bergstrom et al.,
1992; Davidson et al., 1992; Casjens und Huang, 1993; Ojaimi et al., 1994; Casjens et al.,
1995, 2000; Xu und Johnson, 1995; Fraser et al., 1997).

Um die ausgewadhlten Isolate typisieren zu kénnen, wurden ihre Plasmide elektrophoretisch
in einem Pulsfeldgel aufgetrennt (111. 2.2.11; Kraiczy, 2004). Wie Abbildung IV.1 zeigt,
unterscheiden sich die einzelnen Isolate hinsichtlich der Anzahl und des
Molekulargewichts ihrer Plasmide deutlich voneinander (Picken et al., 1995; Xu und
Johnson, 1995; Busch et al., 1997). Mit Ausnahme der Isolate B31 und LW2 weisen die
Stdmme eine groRe Heterogenitdt untereinander auf. Anhand der individuellen
Plasmidmuster der Isolate konnte sicher gestellt werden, dass mit schon beschriebenen

Isolaten gearbeitet wurde (Kraiczy, 2004).
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Abb. IV.1: Plasmidprofil-Analyse repréasentativer Borrelienisolate der Genospezies
B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii.

In einem 1 %igen Agarosegel wurde 1 pg isolierte Plasmid-DNA der B. burgdorferi s.s.-
Isolate LW2, B31 und PKa-1 (schwarze Schrift), der B. afzelii-Isolate PKo, FEM1-D15
und EB1 (blaue Schrift) sowie der B. garinii-Isolate PSth, A87Sg und ZQ1 (rote Schrift)
mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Grofen des DNA-Standards sind
seitlich aufgefihrt und in kb angegeben.

Fur die Genotypisierung wurde die RFLP-Analyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE) nach Belfaiza et al., 1993 (lll.2.2.11) durchgefihrt, die allgemein als
Goldstandard fur die Typisierung von Borrelienisolaten gilt. Dabei werden jeder
Genospezies charakteristische DNA-Fragmente zugeordnet. Wie in Abbildung 1V.2
dargestellt, ergab sich fir die B. burgdorferi s.s.-Isolate ein charakteristisches 135 kb-
Fragment, wahrend die Isolate der Genospezies B. afzelii drei typische Fragmente mit einer
GroRe von 460 kb, 320 kb und 90 kb aufwiesen. Kennzeichnend flr die B. garinii-Isolate

waren zwei Fragmente der GroRRen 220 kb und 80 kb.
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Abb. 1V.2: RFLP-Analyse reprasentativer  Borrelienisolate der Genospezies
B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii.

Gezeigt werden mit der Restriktionsendonuklease Mlu | restringierte DNA der
B. burgdorferi s.s.-Isolate LW2, B31 und PKa-1 (schwarze Schrift), der B. afzelii-Isolate
PKo, FEM1-D15 und EB1 (blaue Schrift) sowie der B. garinii-lsolate PSth, A87Sg und
ZQ1 (rote Schrift), separiert in einem 1 %igen Agarosegel. Die GroRen der DNA-
Fragmente sind seitlich aufgefiihrt und in kb angegeben.

Alternativ zur RFLP-Analyse kann eine 5S-23S-rDNA-Restriktionsanalyse von PCR-
Fragmenten nach Postic et al., 1994 (I11. 2.2.12) angewendet werden. Mit dieser Methode
erzielt man bei der Typisierung von Borrrelienisolaten mit geringerem Arbeitsaufwand ein
vergleichbares Ergebnis wie mit der RFLP-Analyse mittels PFGE. Analog zur RFLP-
Analyse kdnnen jeder Genospezies charakteristische Fragmente zugeordnet werden. Wie in
Abbildung 1V.3 zu sehen, sind Fragmente der GroRen 38 bp, 29 bp und 28 bp fir
B. burgdorferi s.s.-Isolate kennzeichnend. Fir die Genospezies B. afzelii wurde ein
charakteristisches 68 bp-Fragment ermittelt, wéhrend fir B. garinii-Isolate ein 95 bp-
Fragment typisch ist.
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Abb. 1V.3: 55-23S-rDNA-Restriktionsanalyse von PCR-Fragmenten reprasentativer
Borrelienisolate der Genospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii.

Mittels PCR erfolgte die Amplifizierung der rDNA-Abschnitte zwischen dem 5S und dem
23S Gen der B. burgdorferi s.s.-Isolate LW2, B31 und PKa-1 (schwarze Schrift), der
B. afzelii-Isolate PKo, FEM1-D15 und EB1 (blaue Schrift) sowie der B. garinii-Isolate
PSth, A87Sg und ZQ1 (rote Schrift). Die amplifizierte DNA wurde anschlieBend mit der
Restriktionsendonuklease Mse | Dbehandelt und in einem 12 %igen nativen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die GroRRen der DNA-Fragmente sind seitlich aufgefiihrt
und in bp angegeben.
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1.2 Charakterisierung von B. burgdorferi s.s.-Isolaten in Hinblick auf
Faktor H- und FHL-1-bindende Proteine

In  friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass hinsichtlich der
Komplementresistenz  deutliche  Unterschiede zwischen den drei  wichtigsten
humanpathogenen Borreliengenospezies B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii
bestehen (Brade et al., 1992; Breitner-Ruddock et al., 1997; van Dam et al., 1997; Kraiczy
et al., 2000a). Die meisten B. afzelii-Isolate sind resistent gegentber der lytischen Wirkung
von Komplement, wahrend der Grofteil der B. burgdorferi s.s.-Isolate eine intermediére
Komplementresistenz aufweist. Isolate der Genospezies B. garinii sind dagegen
hauptsachlich komplementsensibel (Kraiczy et al.,, 2001c). Die Komplementresistenz
korreliert mit der F&higkeit der Borrelien, die Komplementregulatoren Faktor H und
FHL-1 zu binden (Hellwage at al., 2001; Alitalo et al., 2001, 2002; Kraiczy et al., 2001a,
2001b, 2003; Kurtenbach et al., 2002; Stevenson et al., 2002; Metts et al., 2003; McDowell
et al., 2003, 2004, 2005). Komplementresistente und intermediar komplementresistente
Isolate exprimieren bis zu finf oberflachenstdndige Proteine, die als complement
regulator-acquiring surface proteins oder CRASPs bezeichnet werden (Kraiczy et al.,
2001a, 2001b, 2001c, 2002, 2003, 2004a, 2004b). Diese Proteine binden Faktor H
und/oder FHL-1, wodurch die Borrelien die Komplementaktivierung direkt auf ihrer
Oberflache kontrollieren und inhibieren kdnnen (Kraiczy et al., 2001c). Anhand der
Bindungsprofile konnten die Borrelienproteine in drei Gruppen unterteilt werden. Zur
Gruppe | gehoren die Proteine, die sowohl Faktor H als auch FHL-1 binden. Gruppe Il
enthalt die Proteine, die nur FHL-1 binden, wéhrend Gruppe 11l die Faktor H-bindenden
Proteine représentiert (Kraiczy et al., 2001a, 2002).

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die aus dem Stammkollektiv ausgewahlten Isolate der
Genospezies B. burgdorferi s.s. mit Hilfe von Ligandenaffinitatsblot-Analysen (111. 2.3.6)
auf das Vorhandensein Faktor H und FHL-1 bindender Proteine untersucht. Daflr erfolgte
die Auftrennung von Proteinen aus Homogenaten ganzer Borrelienzellen (111. 2.3.1.1) der
verschiedenen Isolate in einem 10 %igen Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (111. 2.3.4).
Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese fur
Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt. Der Ligandenaffinitatsblot zum Nachweis der
Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteine ist in Abbildung V.4 dargestellt. Dafir wurde die
Nitrozellulosemembran mit NHS als Faktor H-Quelle inkubiert und die Faktor H-Bindung

mit einem spezifischen Antikdrper gegen Faktor H (V1G8) detektiert.
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Abb. 1V.4: Identifizierung der Faktor H-bindenden Proteine in reprasentativen
Isolaten der Genospezies B. burgdorferi s.s.

Proteine aus Homogenaten ganzer Zellen verschiedener Borrelienisolate wurden in einem
10 %igen Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Die Membran wurde fir eine Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt und
mit NHS als Faktor H-Quelle inkubiert. Die Detektion der Bindung erfolgte mit VIG8 als
a-Faktor H-Antikorper. Das Molekulargewicht der Markerproteine [kDa] ist seitlich
aufgefiihrt.

Zur ldentifizierung der FHL-1-bindenden Proteine wurden die Nitrozellulosemembranen
mit rekombinantem FHL-1 inkubiert und die FHL-1-Bindung mit dem polyklonalen
Antikorper SCR1-4 (Abb. IV.5) und dem monoklonalen Antikérper B22 (Abb. 1V.6)
detektiert. Wahrend der SCR1-4-Antikérper BbCRASP-1 und BbCRASP-2 entdeckt,
detektiert der B22-Antikorper ausschlielRlich BoCRASP-2.

Anhand der Abbildungen 1V.4-1V.6 erkennt man, dass die Anzahl der von den Isolaten
exprimierten BbCRASP-Proteine differierte. Nur das Isolat LW2 exprimierte alle fiinf
Proteine (BbCRASP-1 bis BbCRASP-5). Je vier BbCRASP-Proteine konnten bei den
Stammen B31 (BbCRASP-1, BbCRASP-2, BbCRASP-3, BbCRASP-5) und P1F
(BbCRASP-1, BbCRASP-3, BbCRASP-4, BbCRASP-5) gefunden werden. Das Isolat ZS7
exprimierte zwei Proteine (BbCRASP-1, BbCRASP-3), wahrend flr das Isolat 297 nur
BbCRASP-1  nachgewiesen werden konnte. Fir den Stamm Sh-2-82 konnte die
Expression von BbCRASP-1, BbCRASP-2 und BbCRASP-3 gezeigt werden. Die Stdimme
B31-e2 und B313 sind Klone des B31-Isolates (Sadziene et al., 1992, 19933, 1995; Casjens
et al., 1997). Der Stamm B31-e2 exprimiert BoCRASP-1 und BbCRASP-5, wahrend der
Stamm B313 keine Expression von BbCRASP-Proteinen zeigte.

Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse zeigt Tabelle IV.1.
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Abb. IV.5: Identifizierung der FHL-1-bindenden Proteine in reprasentativen Isolaten
der Genospezies B. burgdorferi s.s.

Proteine aus Homogenaten ganzer Zellen verschiedener Borrelienisolate wurden in einem
10 %igen Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Die Membran wurde fir eine Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt und
mit rekombinantem FHL-1 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit SCR1-4 zum Nachweis
der FHL-1-Bindung. Das Molekulargewicht der Markerproteine [kDa] ist seitlich
aufgefunhrt.
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Abb. 1V.6: Identifizierung des BbCRASP-2-Proteins in représentativen Isolaten der
Genospezies B. burgdorferi s.s.

Proteine aus Homogenaten ganzer Zellen verschiedener Borrelienisolate wurden in einem
10 %igen Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Die Membran wurde flr eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse eingesetzt und
mit rekombinantem FHL-1 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit B22 zum Nachweis der
FHL-1-Bindung. Das Molekulargewicht der Markerproteine [kDa] ist seitlich aufgefihrt.
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Tab. 1V.1: Expression der BbCRASP-Proteine in reprasentativen B. burgdorferi s.s.-

Isolaten.
Isolat BbCRASP-1 |BbCRASP-2 |BbCRASP-3 |BbCRASP-4 | BbCRASP-5
B31 + + + - +
LW2 + + + + +
P1F + - + + +
ZS7 + - + - -
297 + - - - -
SH-2-82 + + + - -
B31-e2 + - - - +
B313 - - - - -

(+) Expression nachweisbar, (-) keine Expression nachweisbar
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2 Charakterisierung und Identifizierung der Faktor H-bindenden
CRASP-/Erp-Proteine

2.1  Immunologische Charakterisierung der Faktor H-bindenden CRASP-/Erp-

Proteine

Gruppe 11l repréasentiert die Faktor H-bindenden CRASP-Proteine. Dazu gehdren bei der
Genospezies B. burgdorferi s.s. BbOCRASP-3, BbCRASP-4 und BbCRASP-5 und bei der
Genospezies B. afzelii BaCRASP-4 und BaCRASP-5 (Kraiczy et al., 2001b; Kraiczy et al.,
2002). Weiterhin ist bekannt, dass auch Mitglieder der Erp-(OspE/F related protein-)
Proteinfamilie in der Lage sind, Faktor H zu binden (Hellwage et al., 2001; Alitalo et al.,
2002; Stevenson et al., 2002; Kraiczy et al., 2003; Metts et al., 2003; McDowell et al., 2004).
Aufgrund der Sequenzidentitat (Kraiczy et al., 2003) der Proteine BbCRASP-3 und ErpP von
99,8 % sowie ihres identischen Bindungsverhaltens liegt es nahe, dass die Faktor H-
bindenden CRASP- und die Erp-Proteine immunologisch verwandte Proteine darstellen. Um
diese Hypothese zu Uberprufen, wurden Isolate der humanpathogenen Genospezies
B. burgdorferi s.s. und B. afzelii mit Antikdrpern gegen die Proteine ErpA und ErpP auf
Kreuzreaktionen der CRASP-Proteine mit den Antikdrpern untersucht. Es erfolgte keine
Analyse von Isolaten der ebenfalls humanpathogenen Genospezies B. garinii, da diese keine
Faktor H-bindenden CRASPs exprimieren (Kraiczy et. al, 2002).

Homogenate ganzer Borrelienzellen des B. burgdorferi s.s.-lsolates B31 und der B. afzelii-
Isolate EB1 und FEM1-D15 wurden tber Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
separiert und die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membranen wurde
fiir Ligandenaffinitatsblot-Analysen zum Nachweis der Faktor H-bindenden CRASP-Proteine
sowie flr Westernblot-Analysen mit den polyklonalen Antikérpern ErpA und ErpP (l11. 1.6)
eingesetzt. Bei den Ligandenaffinitatsblot-Analysen erfolgte die Detektion der Faktor H-
Bindung mit dem Antikdrper VIG8. Dabei konnten fiir den B. burgdorferi s.s.-Stamm B31
mit BbCRASP-2, BbCRASP-3 und BbCRASP-5 drei CRASP-Proteine detektiert werden
(Abb. IV.7, Spur 1). Die B. afzelii-Isolate exprimierten ebenfalls drei CRASP-Proteine. Fir
das Isolat EB1 wurden BaCRASP-1, BaCRASP-2 und BaCRASP-4 nachgewiesen
(Abb. 1\V.8, Spur 1), wahrend der Stamm FEM1-D15 die Expression von BaCRASP-1,
BaCRASP-2 und BaCRASP-5 zeigte (Abb. IV.9, Spur 1).

Weiterhin wurden die Homogenate ganzer Borrelienzellen der oben genannten Isolate mit
dem polyklonalen Antikdrper ErpP auf Kreuzreaktionen mit den CRASP-Proteinen getestet.
Dabei konnten Kreuzreaktionen mit BbCRASP-3 des Isolates B31 (Abb. 1V.7, Spur 3) und
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BaCRASP-5 des Stammes FEM1-D15 (Abb. IV.9, Spur 2) detektiert werden. Weiterhin
reagierte der Antikérper mit BaCRASP-2 und BaCRASP-4 des Isolates EB1 (Abb. 1V.8,
Spur 2), wobei BaCRASP-2 ein deutlich schwécheres Signal als BaCRASP-4 zeigte. Diese
CRASP-Proteine scheinen also eng verwandt mit dem ErpP-Protein des Stammes B31 zu
sein.

Der polyklonale Antikorper gegen ErpA wies Kreuzreaktionen mit BbCRASP-5 des Isolates
B31 (Abb. V.7, Spur 2), mit BaCRASP-2 und BaCRASP-4 des Isolates EB1 (Abb. IV.8,
Spur 3) sowie mit BaCRASP-2 und BaCRASP-5 des Stammes FEM1-D15 auf (Abb. IV.7,
Spur 3). Das detektierte Signal von BaCRASP-2 war dabei deutlich schwécher als das Signal
von BaCRASP-5. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Sequenzhomologien zwischen dem
ErpA-Protein und den detektierten CRASP-Proteinen bestehen.

Die Ergebnisse der immunologischen Charakterisierung der CRASP-/Erp-Proteine sind in
Tabelle 1VV.2 zusammengefasst.
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- BbCRASP-5

Abb. 1V.7: Nachweis der CRASP-/Erp-Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31.

Ein Homogenat ganzer Borrelienzellen des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 wurde Uber
Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert und die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde flr eine Ligandenaffinitatsblot-
Analyse mit NHS als Faktor H-Quelle (Spur 1) sowie fir Westernblot-Analysen (Spur 2
und 3) mit den polyklonalen Antikérpern ErpP und ErpA eingesetzt. Bei den
Ligandenaffinitatsblots erfolgte die Detektion der Bindung mit dem monoklonalen a-Faktor
H-Antikorper VIGS.
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Abb. 1V.8: Nachweis der CRASP-/Erp-Proteine des B. afzelii-1solates EB1.

Ein Homogenat ganzer Borrelienzellen des B. afzelii-lsolates EB1 wurde tber Tris/Tricin-
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  separiert und  die  Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde flr eine Ligandenaffinitatsblot-
Analyse mit NHS als Faktor H-Quelle (Spur 1) sowie fir Westernblot-Analysen (Spur 2
und 3) mit den polyklonalen Antikérpern ErpP und ErpA eingesetzt. Bei den

Ligandenaffinitatsblots erfolgte die Detektion der Bindung mit dem monoklonalen a-Faktor
H-Antikorper VIGS.
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Abb. 1V.9: Nachweis der CRASP-/Erp-Proteine des B. afzelii-Stammes FEM1-D15.

Ein Homogenat ganzer Borrelienzellen des B. afzelii-Stammes FEM1-D15 wurde uber
Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert und die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde flr eine Ligandenaffinitatsblot-
Analyse mit NHS als Faktor H-Quelle (Spur 1) sowie fir Westernblot-Analysen (Spur 2
und 3) mit den polyklonalen Antikérpern ErpP und ErpA eingesetzt. Bei den

Ligandenaffinitatsblots erfolgte die Detektion der Bindung mit dem monoklonalen a-Faktor
H-Antikorper VIGS.
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Tab. 1V.2: Immunologische Charakterisierung der CRASP-/Erp-Proteine mittels
polyklonaler Antikorper.

Protein Masse Kreuzreaktion Kreuzreaktion
[kDa] mit a-ErpP mit a-ErpA

BbCRASP-1 25,9 - -
BbCRASP-2 23,2 - -
BbCRASP-3 19,8 ++ -
BbCRASP-4 18,5 - -
BbCRASP-5 17,7 - ++
BaCRASP-1 27,5 - -
BaCRASP-2 20,7 + +/++
BaCRASP-4 19,2 ++ ++
BaCRASP-5 22,6 ++ +

(++) starke Kreuzreaktion, (+) schwache Kreuzreaktion, (-) keine Kreuzreaktion
(+/++) schwache Kreuzreaktion bei dem Isolat FEM1-D15, starke Kreuzreaktion bei dem Isolat EB1

2.2 Analyse der Erp-Proteine auf Bindung an Faktor H und FHL-1

Drei Mitglieder der Erp-(OspE/F related protein-)Proteinfamilie konnten in fritheren Studien
als Faktor H-bindende Proteine charakterisiert werden (Hellwage et al., 2001; Alitalo et al.,
2002; Stevenson et al., 2002; Kraiczy et al., 2003; Metts et al., 2003; McDowell et al., 2004).
Ziel dieser Untersuchung war die Analyse des Bindungsverhaltens weiterer Erp-Proteine.
Dafiir stellte Prof. Dr. B. Stevenson (Department of Microbiology, Immunology and
Molecular Genetics, University of Kentucky College of Medicine, Lexington, Kentucky,
USA) Plasmidkonstrukte fur die Expression Polyhistidin-fusionierter Erp-Proteine zur
Verfligung (I11. 1.4; Stevenson et al., 1998a; El-Hage et al., 2001). In B31 kodieren die Gene
erpA, erpl und erpN sowie die Gene erpB, erpJ und erpO jeweils identische Proteine
(Casjens et al., 1997; Stevenson et al., 1998a; El-Hage et al., 2001). Deswegen werden diese
Proteine in der vorliegenden Arbeit zusammengefasst und als ErpA und ErpB bezeichnet.

Die rekombinanten Erp-Proteine wurden exprimiert (Il1. 2.3.2.1) und mittels eines
Expressionstests (111. 2.3.2.3) auf Bindung an Faktor H und FHL-1 untersucht. Nur fir drei
der getesteten 11 Erp-Proteine konnte eine Bindung an Faktor H detektiert werden. Es
handelte sich hierbei um die schon friiher als Faktor H-bindend beschriebenen Proteine ErpA,

ErpC und ErpP. Weiterhin war keine Interaktion der untersuchten Erp-Proteine mit FHL-1
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nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Die Erp-Proteine ErpA, ErpC und ErpP binden somit
spezifisch Faktor H, wéhrend die anderen Mitglieder der Erp-Proteinfamilie keine Faktor H-
bzw. FHL-1-bindenden Proteine darstellen. Die Ergebnisse der Bindungsstudie fasst

Tabelle 1VV.3 zusammen.

Tab. 1V.3: Analyse von Mitgliedern der Erp-Proteinfamilie auf Bindung an Faktor H
und FHL-1.

Protein Bindung an Faktor H Bindung an FHL-1

ErpA + -

ErpB - -

ErpC + -

ErpD - -

ErpK - -

ErpL - -

ErpM - -

ErpP + -

ErpQ - -

ErpX - -

ErpY - -

(+) Bindung detektierbar, (-) Bindung nicht detektierbar

2.3  Lokalisation der mit den Erp-Proteinen interagierenden Regionen von Faktor H

Die Bindung der drei Faktor H-bindenden Erp-Proteine ErpA, ErpC und ErpP an Faktor H
sollte durch Lokalisation der mit diesen Proteinen interagierenden Regionen von Faktor H
weitergehend charakterisiert werden. Diese Untersuchung erfolgte mit Hilfe wvon
Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit den affinitdtschromatographisch gereinigten Erp-
Proteinen (I11. 2.3.11.2) und Deletionsmutanten von Faktor H und FHL-1 (SCRs 1-2 bis SCRs
1-7, SCRs 8-20, SCRs 15-20, SCRs 19-20; IlI. 1.7). Dazu wurden je 200 ng rekombinante
Erp-Proteine auf ein 10 %iges Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamidgel appliziert und nach dem
Gellauf auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, welche mit Deletionsmutanten von
FHL-1 und Faktor H sowie rekombinantem FHL-1 (SCRs 1-7) inkubiert wurde. Die
Detektion der Bindung erfolgte mit Antikérpern gegen FHL-1 (SCR1-4) bzw. Faktor H
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(VIG8). Anhand der Abbildungen IV.10 — IV.12 ist zu sehen, dass die Erp-Proteine ein
einheitliches Bindungsverhalten an Faktor H zeigten. Es konnte flr alle drei Proteine eine
Bindung an die Deletionsmutanten SCRs 8-20, SCRs 15-20 und SCRs 19-20 von Faktor H
detektiert werden, wobei die Mutante SCRs 19-20 die starkste Bindung aufwies. Dagegen
konnte fir FHL-1 und die N-terminalen Deletionsmutanten von Faktor H keine Bindung
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse indizieren, dass die Bindung von Faktor H an die
Erp-Proteine Gber den C-Terminus von Faktor H erfolgt.

Als Kontrolle wurde 15 pg eines Homogenats ganzer Borrelienzellen des Isolates B31
(Spur 1) aufgetragen, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese mit
NHS als Faktor H-Quelle inkubiert. Die Bindungsdetektion erfolgte mit dem monoklonalen
Antikdérper VIG8, wodurch BbCRASP-1, BbCRASP-2, BbCRASP-3 sowie BbCRASP-5
dargestellt werden konnten.
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Abb. 1V.10: Lokalisation der mit dem ErpA-Protein interagierenden Regionen von
Faktor H.

200 ng rekombinantes ErpA-Protein wurde in einem 10 %igen Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel separiert, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese fir
Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt. Die Membran wurde mit Deletionsmutanten von
FHL-1 und Faktor H (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6, SCRs 8-20,
SCRs 15-20, SCRs 19-20) sowie rekombinantem FHL-1 (SCRs 1-7) inkubiert. Die Detektion
der Bindung erfolgte mit Antikdrpern gegen FHL-1 (SCR1-4) und Faktor H (VI1G8). In Spur 1
wurde als Kontrolle 15 ug eines Ganzzellhomogenats von B31 aufgetragen, mit NHS als
Faktor H-Quelle inkubiert und die Faktor H-Bindung mit dem VIG8-Antikorper detektiert.
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Abb. 1V.11: Lokalisation der mit ErpC interagierenden Regionen von Faktor H.

200 ng rekombinantes ErpC-Protein wurde in einem 10 %igen Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel separiert, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese fir
Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt. Die Membran wurde mit Deletionsmutanten von
FHL-1 und Faktor H (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6, SCRs 8-20,
SCRs 15-20, SCRs 19-20) sowie rekombinantem FHL-1 (SCRs 1-7) inkubiert. Die Detektion
der Bindung erfolgte mit Antikdrpern gegen FHL-1 (SCR1-4) und Faktor H (VI1G8). In Spur 1
wurde als Kontrolle 15 pg eines Ganzzellhomogenats von B3l aufgetragen, mit NHS
inkubiert und die Faktor H-Bindung mit dem VIG8-Antikdrper detektiert.
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Abb. 1V.12: Lokalisation der mit dem ErpP-Protein interagierenden Regionen von
Faktor H.

200 ng rekombinantes ErpP-Protein wurde in einem 10 %igen Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel separiert, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese fir
Ligandenaffinitatsblot-Analysen eingesetzt. Die Membran wurde mit Deletionsmutanten von
FHL-1 und Faktor H (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6, SCRs 8-20,
SCRs 15-20, SCRs 19-20) sowie rekombinantem FHL-1 (SCRs 1-7) inkubiert. Die Detektion
der Bindung erfolgte mit Antikorpern gegen FHL-1 (SCR1-4) und Faktor H (V1G8). In Spur 1
wurde als Kontrolle 15 pug eines Ganzzellhomogenats von B31 aufgetragen, mit NHS als
Faktor H-Quelle inkubiert und die Faktor H-Bindung mit dem VIG8-Antikorper detektiert.
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2.4  ldentifizierung der spezifisch Faktor H-bindenden CRASP-Proteine des
B. burgdorferi s.s.-I1solates LW?2

Ein Ziel dieser Arbeit war es, saimtliche CRASP-Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW?2
zu identifizieren. Der Stamm LW2 exprimiert als einziges Isolat alle fliinf BbCRASP-Proteine
(IV.1.2). Fur die Isolierung der Proteine wurde eine Lambda-Expressionsgenbank dieses
Isolates hergestellt und 80.000 Phagen mit NHS als Faktor H-Quelle auf die Expression der
CRASP-Proteine getestet (I11. 2.2.15). Nach Auswertung der Ligandenaffinitatsblots und
Identifikation der positiven Phagenklone konnten 89 Phagen isoliert werden. Davon wurden
zehn Phagenklone erneut fur weitere Screenings mit den polyklonalen Antikérpern ErpA und
ErpP eingesetzt. Aufgrund der Kreuzreaktionen dieser Antikérper mit BbCRASP-3 bzw.
BbCRASP-5 konnte anhand dieses Screenings zwischen ErpA-/BbCRASP-5- und
ErpP-/BbCRASP-3-exprimierenden Phagen unterschieden werden. Die Screenings wurden
wiederholt bis reine Phagenklone vorlagen. Diese Phagenklone wurden dann fir die in vivo-
Exzision (11l. 2.2.16) eingesetzt. Mit Hilfe der in vivo-Exzision konnte aus dem 38,9 kb
grolen ZAP Express Vektor das 4,5 kb Phagemid pBK-CMV ausgeschnitten werden,
wodurch die Analyse der inserierten DNA vereinfacht wurde. Das Insert wurde anschlie3end
mittels spezifischer Oligonukleotide (I11.1.5) sequenziert (I11.2.2.9). Auf diese Weise
konnten die Proteine BbCRASP-3 und BbCRASP-5 des Isolates LW?2 identifiziert werden.
Die anhand der Klone abgeleiteten Aminosauresequenzen der Proteine sind in den
Abbildungen V.7 und 1V.8 im Vergleich mit den homologen der Datenbank entnommenen
Sequenzen der Proteine ErpP und ErpA des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 dargestellt. Wie
man den Abbildungen entnehmen kann, sind die Sequenzen von BbCRASP-3 und ErpP sowie
BbCRASP-5 und ErpA identisch.
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Abb. 1V.13: Vergleich der BbCRASP-3-Aminosauresequenz des B. burgdorferi s.s.-
Isolates LW2 und der ErpP-Aminosauresequenz des B. burgdorferi s.s.-l1solates B31.
Dargestellt ist die mittels der Lambda-Expressionsgenbank identifizierte Aminosauresequenz
des BbCRASP-3-Proteins des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2 im Vergleich mit der
homologen der Datenbank enthommenen Aminosauresequenz des ErpP-Proteins (Datenbank-
Nr. AAF07678) des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31.
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Abb. 1V.14: Vergleich der BbCRASP-5-Aminosauresequenz des B. burgdorferi s.s.-
Isolates LW2 und der ErpA-Aminosauresequenz des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31.
Dargestellt ist die mittels der Lambda-Expressionsgenbank identifizierte Aminosauresequenz
des BbCRASP-5-Proteins des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2 im Vergleich mit der
homologen der Datenbank entnommenen Aminosduresequenz des ErpA-Proteins des
B. burgdorferi s.s.-1solates B31 (Datenbank-Nr. AAF07400).

Da kein geeigneter Antikdrper gegen BbCRASP-4 zur Verfligung stand, war es nicht
maoglich, dieses Protein mit Hilfe der Lambda-Expressionsgenbank zu isolieren. Anhand der
aus der Datenbank stammenden Sequenz des ErpC-Proteins des Stammes B31 wurden die
Oligonukleotide 42(+) und 3nc(-) (Ill. 1.5) so konstruiert, dass das fir BbCRASP-4/ErpC
kodierende Gen ohne die N-terminale Lipidierungssequenz amplifiziert werden konnte. Mit
Hilfe dieser Oligonukleotide erfolgte die Amplifizierung des bbcrasp-4-/erpC-Gens ab
Aminosdure 21 aus dem Isolat LW2. Das Amplifikat wurde zur Erzeugung eines GST-
fusionierten BbCRASP-4-/ErpC-Proteins in den pGEX-6P-1 Vektor kloniert und sequenziert.
Die abgeleitete Aminosduresequenz des BbCRASP-4-/ErpC-Proteins ist in Abbildung 1V.15
im Vergleich zu der aus der Datenbank stammenden Aminosduresequenz des ErpC-Proteins
von B3l dargestellt. Dieser Vergleich zeigt, dass an Position 18 ein einzelner

Aminosaureaustausch statt gefunden hat.
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Abb. 1V.15: Vergleich der Aminosauresequenzen des BboCRASP-4-/ErpC-Proteins des
B. burgdorferi s.s-lIsolates LW2 und des ErpC-Proteins des B. burgdorferi s.s-l1solates
B31.

Dargestellt ist die klonierte Aminosauresequenz des BbCRASP-4-/ErpC-Proteins des
B. burgdorferi s.s-Isolates LW2 ab Aminoséaure 21 im Vergleich mit der aus der Datenbank
stammenden Aminosduresequenz des ErpC-Proteins des B. burgdorferi s.s-Isolates B31
(Datenbank-Nr. AAC34910). Griin dargestellt ist die Position des Aminoséureaustausches.
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3 Identifizierung des Faktor H- und FHL-1-bindenden BbCRASP-1-Proteins

3.1  Identifizierung des BbCRASP-1 Proteins des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2

Wie bereits in Abschnitt 1V. 2.3 erwéhnt, war ein Teilziel der vorliegenden Arbeit die
Identifikation sémtlicher CRASP-Proteine des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2. Dazu zéhlen
neben den Faktor H-bindenden CRASP-/Erp-Proteinen (Gruppe Ill) die zur Faktor H- und
FHL-1-bindenden Gruppe | gehorenden Proteine BbCRASP-1 und BbCRASP-2. Analog zu
den Faktor H-bindenden CRASP-Proteinen (IV. 2.4) sollte BbCRASP-1 mit Hilfe der
Lambda-Expressionsgenbank des Isolates LW2 (l11. 2.2.14) isoliert werden.
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Abb. 1V.16: Vergleich der Aminosdauresequenzen der BbCRASP-1-Proteine der
B. burgdorferi s.s.-Isolate B31, ZS7 und LW2.

Diese Abbildung zeigt die mittels einer Lambda-Expressionsgenbank identifizierte
Aminosauresequenz des BbCRASP-1-Proteins des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2 (C) im
Vergleich mit den homologen Sequenzen der B. burgdorferi s.s.-Isolate ZS7 (B) (Kraiczy et
al., 2004a) und B31 (A) (Datenbank-Nr. AAC66286).
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Das Screening der Expressionsgenbank (I1l. 2.2.15) mit rekombinantem FHL-1 lieferte
62 positive Phagenklone aus 230.000 getesteten Phagen. Anhand des gegen das BbCRASP-1-
Protein des Stammes ZS7 gerichteten monoklonalen Antikérpers RH-1 (11l. 1.6) konnte
zwischen den BbCRASP-1-exprimierenden Phagenklonen und denen, die BbCRASP-2
exprimierten, unterschieden werden. Die 62 Phagenklone zeigten durchweg positive Signale
mit dem RH-1-Antikdrper. Vier Klone wurden fir die in vivo-Exzision (I11. 2.2.15) eingesetzt
und sequenziert. Abbildung 1V.16 vergleicht die aus den Klonen abgeleitete
Aminoséuresequenz des isolierten BbCRASP-1-Proteins des B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2
mit den homologen BbCRASP-1-Sequenzen der B. burgdorferi s.s.-Isolate ZS7 (Kraiczy et
al., 2004a) und B31 (Datenbank-Nr. AAC66286). Die Sequenzen weisen keine Unterschiede

auf.
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4 Identifizierung und Charakterisierung des BboCRASP-2-Proteins

4.1  ldentifizierung des BbCRASP-2-Proteins der B. burgdorferi s.s-Isolate LW2 und
B31

4.1.1 Screening der Lambda-Expressionsgenbank zur Isolierung des BbCRASP-2-

Proteins

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Ligandenaffinitatsblot-Analysen ein Faktor H-
und FHL-1-bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 23,2 kDa im Homogenat
ganzer Borrelienzellen einiger Isolate der Genospezies B. burgdorferi s.s. nachgewiesen
werden (Abb. 1V.6; Kraiczy et al., 2001a, 2001b). Das BbCRASP-2-Protein gehort wie
BbCRASP-1 zur Faktor H- und FHL-1-bindenden Gruppe I, wobei mit Faktor H ein
schwécheres Bindungssignal detektiert wurde als mit FHL-1.

In dieser Arbeit sollte das BbCRASP-2-Protein der B. burgdorferi s.s.-Isolate LW2 und B31
identifiziert und charakterisiert werden. Dazu erfolgte wie schon unter Abschnitt 1V. 3.1
beschrieben ein Screening der Lambda-Expressionsgenbank des Stammes LW2 (111. 2.2.15)
mit rekombinantem FHL-1. Aus 230.000 getesteten Phagen konnten dabei 62 positive Phagen
isoliert und gereinigt werden. Da sowohl das BbCRASP-2-Protein als auch das BoCRASP-1-
Protein an FHL-1 bindet, wurden die positiven Phagen fir weitere Screenings mit dem
monoklonalen a-BbCRASP-1-Antikérper RH-1 eingesetzt. So konnten BbCRASP-1-
exprimierende Phagen von den Phagen unterschieden werden, die BbOCRASP-2 exprimierten.
Die 62 der im FHL-1 Screening als positiv getesteten Phagen reagierten mit dem RH-1-
Antikorper, enthielten also alle ein DNA-Insert, das fir BbCRASP-1 kodiert. Eine Isolierung
von BbCRASP-2 auf diesem Weg war demnach nicht méglich.

4.1.2 Datenbanksuche nach Proteinen mit putativen Bindungsregionen fur Faktor H
und FHL-1

Da es nicht mdoglich war, BbCRASP-2 mit Hilfe der Lambda-Expressionsgenbank zu
isolieren, mussten zur ldentifizierung des Proteins andere Methoden gewéhlt werden. Das
BbCRASP-2-Protein bindet wie BbCRASP-1 sowohl an Faktor H als auch an FHL-1.
Aufgrund der bereits charakterisierten Bindung des BbCRASP-1-Proteins des Isolates ZS7 an
Faktor H und FHL-1 (Kraiczy et al., 2004a) konnte die identifizierte Faktor H- und FHL-1-

Bindungsregion als Basis fir eine Datenbanksuche nach Proteinen mit putativen
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Bindungsregionen fiir Faktor H und FHL-1 dienen. Fur BbCRASP-1 wurden zwei putative
Faktor H-Bindungsstellen in der Mitte und eine in der C-terminalen Region des Proteins
ermittelt (Kraiczy et al., 2004a). Weiterhin wiesen Analysen C-terminaler Deletionsmutanten
des BbCRASP-1-Proteins daraufhin, dass die C-terminalen 11 Aminosduren relevant fir die
Bindung an Faktor H und FHL-1 sind.

Die Datenbanksuche erfolgte mittels des basic local alignment search tool (BLAST) anhand
der Sequenz des BbCRASP-1-Proteins. Dafur wurde der Stamm B31 ausgewéhlt, weil das
Genom dieses Isolates vollstandig sequenziert vorliegt. Die bei der Suche erhaltenen
Sequenzen wurden mittels der C-terminalen putativen Faktor H- und FHL-1-Bindungsregion
des BbCRASP-1-Proteins (Ala-Glu-His-Phe-Asn-Lys-Tyr-Tyr-Lys-Asp-Phe-Asp-Thr-Leu-
Lys-Pro) auf das VVorhandensein eventueller Faktor H- und FHL-1-Bindungsstellen analysiert.
Dabei wurde mit dem BbCRASP-1 paralogen Protein BBAG9 ein potentieller Kandidat
gefunden.
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BBAG9 B31
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Abb. IV.17: Alignment des BbCRASP-1-Proteins des B. burgdorferi s.s-1solates ZS7 und
des BBA69-Proteins des B. burgdorferi s.s-1solates B31.

Vergleich der Aminoséuresequenz des BbCRASP-1-Proteins des B. burgdorferi s.s-Isolates
ZS7 (Kraiczy et al., 2004a) und der BBA69-Sequenz des B. burgdorferi s.s-Stammes B31
(Datenbank-Nr. AAC66287). Die putative Faktor H- und FHL-1-Bindungsregion (Kraiczy et
al., 2004a) ist durch einen roten Rahmen gekennzeichnet. Rote Balken kennzeichnen die
homologen, blaue Balken die nicht-homologen Regionen.
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Die Proteine BbCRASP-1 und BBAG69 sind zu 61,4 % homolog, wobei die C-terminale
putative Bindungsregion des BboCRASP-1-Proteins eine 76,5 %ige Sequenzidentitat zu dem
C-Terminus von BBAG9 aufweist. Ein Alignment der beiden Proteine zeigt Abbildung I1V.17.
Das fur BBA69 kodierende Gen wurde mittels entsprechender Oligonukleotide amplifiziert
und in den pGEX-6P-1-Vektor kloniert. Das GST-fusionierte BBAG9-Protein wurde
exprimiert und fur eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt.
Wie in der Abbildung IV.18B zu sehen ist, konnte keine Bindung an FHL-1 detektiert
werden. Dieses Ergebnis indiziert, dass es sich bei dem BBA69-Protein nicht um das gesuchte
BbCRASP-2-Protein handelt. Die als Kontrolle durchgefiuhrte Westernblot-Analyse mit
einem Antikérper gegen GST war positiv (Abb. 1V.18A). Als Positivkontrolle der
Ligandenaffinitatsblot-Analyse diente rekombinantes GST-BbCRASP-1-Protein.
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Abb. 1V.18: Bindungsanalyse des BbCRASP-1 paralogen Proteins BBAG9.
Rekombinantes GST-BBA69 und rekombinantes GST-BbCRASP-1 (Positivkontrolle)
wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und fiir Westernblot-Analysen mit einem
Antikorper gegen GST (A) sowie flr eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse mit rekombinantem
FHL-1 (B) eingesetzt. Die FHL-1-Bindung wurde mit dem SCR1-4-Antikorper detektiert.
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4.1.3 Spezifische Adsorption des BbCRASP-2-Proteins aus dem Homogenat ganzer
Zellen des B. burgdorferi s.s-1solates LW?2 tber Bindung an Faktor H und FHL-1

Liganden-gekoppelte Affinitadtschromatographien (I11.2.3.11.3) und Liganden-gekoppelte
magnetische Partikel (I11. 2.3.11.4) stellen weitere Methoden zur Isolierung von Proteinen,
die mit spezifischen Liganden interagieren, dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde FHL-1 bzw.
Faktor H als Ligand an eine Saulenmatrix bzw. an magnetische Partikel gekoppelt, um das
BbCRASP-2-Protein aus dem Proteingemisch des Homogenats ganzer Zellen des
B. burgdorferi s.s-1solates LW2 zu adsorbieren. Beide Methoden wurden in Kooperation mit
Prof. Dr. P.F. Zipfel (Abteilung fur Infektionsbiologie, Leibniz-Institut fir Naturstoff-
Forschung, Jena) durchgefuhrt. Die Sédulenchromatographie erfolgte an einer fast performance
liquid chromatography-(FPLC-)Anlage. Sowohl bei der S&dulenchromatographie als auch bei
den magnetischen Partikeln konnten in den Elutionsfraktionen keine Proteine detektiert
werden. Es fand also weder eine Bindung des BbCRASP-2-Proteins an die FHL-1- bzw.
Faktor H-gekoppelten S&ulen noch an die auf die gleiche Weise gekoppelten magnetischen
Partikel statt (Daten nicht gezeigt). Vermutlich veranderte sich das Bindungsverhalten von
Faktor H und FHL-1 durch die Kopplung an das Tragermaterial, so dass BbCRASP-2 nicht
mehr binden konnte. Demnach war eine Isolierung des Proteins auf diesem Weg nicht
maoglich.

Um das Bindungsverhalten des Liganden bei der Kopplung zu erhalten, wurde versucht
FHL-1 indirekt Uber den o-FHL-1-Antikorper SCR1-4 an das Tragermaterial zu binden.
Danach erfolgte die Inkubation der gekoppelten Partikel mit einem Homogenat ganzer
Borrelienzellen des Isolates LW2 und als Positivkontrolle mit rekombinantem BbCRASP-1-
Protein. Wie in den Abbildungen 1V.19 und IV.20 zu sehen ist, enthielten die
Elutionsfraktionen keine Proteine. Die Proteine BbCRASP-2 und BbCRASP-1 konnten in der
ersten Waschfraktion nachgewiesen werden (Abb. I1V.19). Ebenso befand sich das zur
Kontrolle eingesetzte rekombinante BbCRASP-1-Protein in der ersten Waschfraktion
(Abb. 1V.20).

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass keine Bindung des BbCRASP-2- oder des
BbCRASP-1-Proteins an die gekoppelten magnetischen Partikel stattgefunden hat. Das
Bindungsverhalten von FHL-1 schien sich auch bei der indirekten Kopplung mittels eines
Antikorpers gegen FHL-1 zu verdndern. Deswegen konnte mit dieser Methodik keine
Isolierung des BbCRASP-2-Proteins erreicht werden.
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Abb. 1V.19: Liganden-gekoppelte magnetische Partikel inkubiert mit einem Homogenat
ganzer Zellen des B. burgdorferi s.s.-I1solates LW?2.,

FHL-1 wurde indirekt Ober den a-FHL-1-Antikorper SCR1-4 an das Tragermaterial der
magnetischen Partikel gekoppelt. Diese wurden dann mit einem Homogenat ganzer Zellen des
B. burgdorferi s.s.-Isolates LW?2 inkubiert und mit Glycinpuffer (0,1 M, pH 2,8) eluiert. Das
Homogenat ganzer Zellen des Isolates LW2, die Waschfraktionen 1-5 (W1-WS5) und die
Elutionsfraktionen 1-3 (E1-E3) sind in einer Ligandenaffinitatsblot-Analyse zum Nachweis
der FHL-1-bindenden Proteine BbCRASP-1 und BbCRASP-2 dargestellt. Dazu wurde die

Membran mit rekombinantem FHL-1 inkubiert und die FHL-1-Bindung mit dem SCR1-4-
Antikorper detektiert.
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Abb. 1V.20: Liganden-gekoppelte magnetische Partikel inkubiert mit rekombinantem
BbCRASP-1-Protein.

FHL-1 wurde indirekt Ober den a-FHL-1-Antikorper SCR1-4 an das Tragermaterial der
magnetischen Partikel gekoppelt. Diese wurden dann mit rekombinantem BbCRASP-1-
Protein (BbCRASP-1.k) inkubiert und mit Glycinpuffer eluiert. Das Homogenat ganzer
Borrelienzellen (LW2), die Waschfraktionen 1-5 (W1-WS5) und die Elutionsfraktionen 1-3

(E1-E3) sind in einer Westernblot-Analyse mit einem Antikorper gegen das BbCRASP-1-
Protein (RH-1) dargestellt.
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4.1.4 Identifizierung des BbCRASP-2-Proteins mittels zweidimensionaler (2D-)
Elektrophorese und  Matrix-unterstitzter  Laserdesorptions-/lonisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS)

4.1.4.1 2D-Elektrophorese mit dem Homogenat ganzer Zellen des B. burgdorferi s.s-
Isolates B31

Die zweidimensionale (2D-)Elektrophorese stellt die Methode mit dem hochsten
Auflosungsvermogen fir die Analyse komplexer Proteingemische wie z.B. Homogenate
ganzer Zellen dar. Diese Methode sollte in der vorliegenden Arbeit genutzt werden, um das
BbCRASP-2-Protein aus dem Proteingemisch des Homogenats ganzer Borrelienzellen zu
isolieren. Eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse der 2D-Gele mit rekombinantem FHL-1
erlaubt anschlielend die Identifizierung des BbCRASP-2-Proteinspots in dem 2D-Gel. Die
Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-/ lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) liefert
dann die Daten des isolierten BbCRASP-2-Proteinspots, welche fiir eine Datenbanksuche
nach dem BbCRASP-2-Protein eingesetzt werden kann.

Fur die 2D-Elektrophorese (Il1l. 2.3.9) wurde ein Homogenat ganzer Borrelienzellen
(1. 2.3.1.2) der B.burgdorferis.s.-Stamme B31 und B31-e2 verwendet. B31-e2 ist die
Bezeichnung flr einen Klon des Stammes B31 (Casjens et al., 1997). Dieser Klon entstand
aus einer Einzelkolonie eines hoch-passagierten B31-lsolates, das auf BSK-Festmedium
ausplattiert wurde. Aufgrund der hohen Passagierung enthalt der Klon im Vergleich zum
Wildtypstamm B31 eine deutlich reduzierte Plasmidanzahl. Der Klon besitzt mit den
Plasmiden cp32-1, cp32-3, cp32-4, cp26, Ip17, Ip38 und Ip54 nur sieben der 21 Plasmide des
Wildtyps. In Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit Faktor H und FHL-1 konnte gezeigt
werden, dass dieser Plasmidverlust den Verlust an Faktor H- und FHL-1-bindenden
BbCRASPs bedingt. Der Klon B31-e2 exprimiert nur die Proteine BbCRASP-1 und
BbCRASP-5 (1V. 1.2), zeigt also im Gegensatz zu B31 keine BObCRASP-2-Expression und
wurde deswegen als Kontrollstamm eingesetzt. Weiterhin konnte ausgeschlossen werden,
dass sich das fir das BbCRASP-2-Protein kodierende Gen auf den in B31-e2 enthaltenen
Plasmiden cp32-1, cp32-3, cp32-4, cp26, Ipl7, Ip38 oder Ip54 befindet.

Zur Herstellung eines Homogenats ganzer Borrelienzellen fir die 2D-Elektrophorese wurden
je 2 Liter des Isolates B31 und des Kontrollstammes B31-e2 verwendet. Die Auftrennung der
darin enthaltenen Proteine erfolgte in der ersten Dimension anhand immobilisierter pH-
Gradienten (IPG, 17 cm, pH 3-10, Bio-Rad, Munchen). Die fokussierten IPG-Streifen wurden
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anschlieBend  fur  die  Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  eingesetzt
(2. Dimension). Nach den Gellaufen erfolgte entweder die Farbung der Gele mit Coomassie
(Abb. 1V.24B) oder der Transfer der zweidimensional aufgetrennten Proteine auf
Nitrozellulosemembranen, die dann fiir Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit rekombinantem
FHL-1 eingesetzt wurden. Wie in Abbildung IV.21 zu sehen ist, konnten anhand der
Ligandenaffinitatsblot-Analysen die Proteine BbCRASP-1 und BbCRASP-2 im Stamm B31
nachgewiesen werden (Abb. IV.21A), wéhrend der Kontrollstamm B31-e2 wie erwartet keine
Expression des BbCRASP-2-Proteins (Abb. I1V.21B) zeigte. Es war allerdings nicht moglich,
das BbCRASP-2-Protein einem einzelnen Proteinspot zuzuordnen, da das BbCRASP-Signal
horizontal tber die Nitrozellulosemembran verlief. Zudem war dieses Signal nur schwach
ausgepréagt.

A

BbCRASP-1 2%
BbCRASP-2

BbCRASP-1

Abb. 1V.21 Ligandenaffinitatsblot-Analyse der Uber 2D-Elektrophorese separierten
Proteine aus einem Homogenat ganzer Borrelienzellen der Stamme B31 und B31-e2.
Mittels 2D-Elektrophorese wurde das Homogenat ganzer Borrelienzellen der Stimme B31
(A) und B31-e2 (B) aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
diese fur Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt. Die
Detektion der FHL-1-Bindung erfolgte mit dem SCR1-4-Antikorper.
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4.1.4.2 2D-Elektrophorese mit aufleren Membranen des B. burgdorferi s.s.-1solates B31

Um eine Anreicherung des BbCRASP-2-Proteins im 2D-Gel zu erzielen, wurden duflere
Membranen aus dem B. burgdorferi s.s.-Isolat B31 isoliert (I1l. 2.3.7; Radolf et al., 1995;
Kraiczy et al.,, 2000b). Dafur wurden die Borrelienzellen in hypertonischer Saccharose
inkubiert und aus den plasmolysierten Zellen mittels isopyknischer Zentrifugation die &uReren
Membranen isoliert. Von der 2 | Borrelienausgangskultur wurden 30 ml zur Herstellung eines
Homogenats ganzer Zellen abgenommen, das als Kontrolle diente.

Um die Reinheit der Membranisolierung zu tberprifen, erfolgten Westernblot-Analysen der
aulleren Membranen und der bei der Isolierung der &uferen Membranen entstandenen
Zellreste sowie des Homogenats ganzer Borrelienzellen mit Antikérpern gegen das
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) und das Filamentprotein der Flagellen (FlaB) sowie gegen das
aullere Membranprotein OspA. Das 41kDa groRe periplasmatische FlaB-Protein und das
70 kDa grolle zytoplasmatische Protein HSP70 wurden zur Identifizierung von
Kreuzkontaminationen ausgewahlt. Wie in Abbildung V.22 zu sehen ist, konnten beide
Proteine erwartungsgemaf in groflen Mengen in dem Homogenat ganzer Borrelienzellen und
in den Zellresten detektiert werden. Die dufleren Membranen zeigten dagegen bei Inkubation
mit Antikorpern gegen die beiden Proteine nur schwache Banden und somit eine leichte
Kontamination mit nicht-oberflachenexponierten Proteinen. Als Marker fur Bestandteile der
aulleren Membranen diente das OspA-Protein, welches in allen untersuchten Fraktionen
detektiert werden konnte (Abb. 1V.22).

Weiterhin wurden das Homogenat ganzer Borrelienzellen, die Zellreste und die &ulleren
Membranen fir eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt.
Dabei konnten sowohl BbCRASP-1 als auch BbCRASP-2 in allen untersuchten Fraktionen
nachgewiesen werden (Abb. 1V.23). Auffallig ist eine deutliche Anreicherung des
BbCRASP-2-Proteins in den duf3eren Membranen.

Die Auftrennung der Proteine der &ufReren Membranen erfolgte (ber 2D-Elektrophorese.
Dabei liefen zeitgleich zwei Gele unter den selben Bedingungen, wobei auf das eine Gel nur
1/9 der Proteinmenge des anderen Gels appliziert wurde.

Nach der 2D-Elektrophorese erfolgte die Farbung des Gels mit der hoheren
Proteinkonzentration mit Coomassie. Abbildung IV.24 zeigt dieses Gel (Abb. 1V.24A) im
Vergleich zu dem unter Abschnitt 1V. 4.1.4.1 beschriebenen 2D-Gel (Abb. 1V.24B). Wie zu
erwarten enthielten die &uBeren Membranen im Gegensatz zu den ganzen Zellen deutlich

weniger Proteine.
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Abb. 1V.22: Westernblot-Analysen zur Uberpriifung der Reinheit der isolierten duReren
Membranen des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31.

Ein Homogenat ganzer Zellen des Stammes B31 (Spur 1) und die bei der &uReren
Membranisolierung entstandenen Zellreste (Spur 2) sowie die duReren Membranen (Spur 3)
wurden fir eine Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. Nach Transfer
der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde diese mittels Westernblot-Analysen mit
Antikdrpern gegen HSP70 (LA3), FlaB (LA22.1) und OspA (LA28.1) untersucht.
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Abb. 1V.23: Ligandenaffinitatsblot-Analyse zum Nachweis des BbCRASP-2-Proteins in
den aufReren Membranen des B. burgdorferi s.s-1solates B31.

Ein Homogenat ganzer Zellen des Stammes B31 (Spur 1) und die bei der &uReren
Membranisolierung entstandenen Zellreste (Spur 2) sowie die duf’eren Membranen (Spur 3)
wurden fir eine Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. Nach Transfer
der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde diese fur Ligandenaffinitatsblots mit
rekombinantem FHL-1 eingesetzt. Die Detektion der FHL-1-Bindung erfolgte mit dem SCR1-
4-Antikorper.
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IV.24: Vergleich der zweidimensional aufgetrennten Proteine der &ufleren
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Membranen (A) und des Homogenats ganzer Zellen (B) des B. burgdorferi s.s.-Isolates

Proteine aus duBeren Membranen (A) bzw. einem Homogenat ganzer Zellen (B) wurden Uber
2D-Elektrophorese separiert und mit Coomassie angeférbt. Das Molekulargewicht der
Markerproteine [kDa] ist seitlich aufgefiihrt. Der lineare pH-Gradient der IPG-Streifen ist am
unteren Rand des Gels dargestellt.
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BbCRASP-1
BbCRASP-2

Abb. 1V.25: Ligandenaffinitatsblot-Analyse der zweidimensional aufgetrennten Proteine
der auReren Membranen des B. burgdorferi s.s.-Stammes B31.

Proteine aus duBeren Membranen wurden Uber 2D-Elektrophorese aufgetrennt, die Proteine
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und diese fiir eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse
mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt. Die Detektion der FHL-1-Bindung erfolgte mit dem
SCR1-4-Antikdrper.

Das Gel mit der niedrigeren Proteinkonzentration wurde fir eine Ligandenaffinitatsblot-
Analyse mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt. Wenn man Abbildung 1V.25 mit
Abbildung 1V.21 vergleicht, sieht man, dass sich das BbCRASP-2-Signal in den &ufleren
Membranen (Abb. 1V.25) im Vergleich zu dem Homogenat ganzer Borrelienzellen
(Abb. IV. 21) deutlich verstéarkte.

Durch einen Vergleich des Ligandenaffinitatsblots (Abb. 1V.25) mit dem gefarbtem Gel
(Abb. IV.24A) konnten die Proteinspots identifiziert werden, die sich in der Né&he des
BbCRASP-2-Signals befanden. Diese Proteinspots wurden isoliert und fur die
matrixunterstitzte Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS)
(1. 2.3.10) eingesetzt. Die MALDI-MS erfolgte in Zusammenarbeit mit Dipl.-Biol.
C. Corvey und Prof. M. Karas (Institut fir Pharmazeutische Chemie, Johann-Wolfgang-

Goethe-Universitét, Frankfurt).

4.1.4.3 Analyse der Proteine BBH06 und BBH37 auf Bindung an Faktor H und FHL-1

Die mit Hilfe der MALDI-MS erhaltenen Massendaten wurden mit denen der
Borreliendatenbank verglichen. Unter den Ergebnissen befanden sich mit BBE20, BBHO06
und BBH37 drei stark geladene Proteine, bei denen es sich aufgrund der kalkulierten Masse
und des Genortes um das BbCRASP-2-Protein handeln konnte. BBE20 hat eine kalkulierte
Masse von 22,8 kDa. Der zugehorige Genort befindet sich auf dem linearen Plasmid Ip25.
Das kalkulierte Molekulargewicht von BBHO6 betragt 27,2 kDa und das fur dieses Protein
kodierende Gen liegt auf dem linearen Plasmid 1p28-3. Auf dem gleichen Plasmid befindet
sich auch der Genort von BBH37. Die fur BBH37 kalkulierte Masse liegt bei 35,3 kDa.
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Zwei dieser Proteine, BBH06 und BBH37, wurden als potentielle Membranproteine
charakterisiert, da die N-Termini der beiden Proteine signifikante Sequenzhomologien zu der
fiir Lipoproteine von Spirochéten charakteristischen Lipobox aufweisen (Haake, 2000). Aus
diesem Grund wurden die Gene bbh06 und bbh37 in den pGEX-6P-1-Vektor kloniert, als
GST-Fusionsproteine uberexprimiert (111. 2.3.2.2) und fir Ligandenaffinitatsblot-Analysen
mit rekombinantem FHL-1 eingesetzt. Wie in Abbildung IV.26 dargestellt, konnte fiir das
BBHO06-Protein eine starke Bindung an FHL-1 detektiert werden. Das BBH37-Protein wies
dagegen keine Bindung an den Komplementregulator auf.

Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse erfolgten weitere Analysen des BBHO06-Proteins.
Abbildung 1V.27 zeigt Ligandenaffinitatsblot-Analysen des GST-BBHO06-Fusionsproteins mit
rekombinantem FHL-1, wobei in Spur 1 mit dem SCR1-4-Antikdrper und zum Vergleich mit
dem B22-Antikorper (Spur 2) detektiert wurde. Man sieht in beiden Spuren eine Bindung an
FHL-1. In Spur 3 ist eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse mit NHS als Faktor H-Quelle
dargestellt, bei der die Bindung des BBHO06-Proteins an Faktor H nachgewiesen werden
konnte. Es handelt sich bei dem BBHO6-Protein demnach um ein FHL-1- und Faktor H-
bindendes Protein. In Spur 4 wurde BBHO06 mit dem gegen BbCRASP-1 gerichteten
monoklonalen Antikdrper RH-1 inkubiert, wobei kein Signal detektiert werden konnte. Diese
Ergebnisse beweisen, dass es sich bei dem BBHO06-Protein um das gesuchte BbCRASP-2-

Protein handelt.

BBHO06
BBHO06
BBH37
BBH37

Abb. 1V.26: Nachweis der FHL-1-Bindung der Proteine BBHO06 und BBH37.

BBHO06 und BBH37 wurden als GST-Fusionsproteine Uberexprimiert, mittels Tris/Tricin-
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Anschlielend erfolgte die Analyse der FHL-1-Bindung der Proteine in einer
Ligandenaffinitatsblot-Analyse mit rekombinantem FHL-1. Die Detektion der FHL-1-
Bindung erfolgte mit dem monoklonalen Antikorper B22.
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Abb. 1V.27: Bindungsstudie des BBHO6-Proteins.

BBHO06 wurde als GST-Fusionsprotein berexprimiert und fiir Ligandenaffinitatsblot- und
Westernblot-Analysen eingesetzt. Spuren 1 und 2: Ligandenaffinitatsblots mit rekombinantem
FHL-1. Die FHL-1-Bindung wurde mit den Antikérpern SCR1-4 (Spur 1) und B22 (Spur 2)
detektiert. Spur 3: Ligandenaffinitatsblot mit NHS als Faktor H-Quelle. Die Detektion der
Faktor H-Bindung erfolgte mit dem VIG8-Antikorper. Spur 4: Westernblot mit dem gegen
BbCRASP-1 gerichteten Antikdrper RH-1.
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4.2  Charakterisierung des BbCRASP-2-Proteins des B. burgdorferi s.s-1solates B31

4.2.1 Charakterisierung des fir BbCRASP-2 kodierenden Gens

Die charakteristische Faktor H- und FHL-1-Bindung des BBHO6-Proteins (IV. 4.1.4.3) weist
darauf hin, dass das BbCRASP-2-Protein des Isolates B31 von dem auf dem linearen Plasmid
1p28-3 lokalisiertem bbh06-Gen kodiert wird (Abb. IV.29). Das aus der Nukleotidsequenz des
bbh06-Gens abgeleitete BbCRASP-2-Protein besteht aus 236 Aminoséduren (Abb. 1V.29) mit
einem stark hydrophoben N-Terminus (Abb. IV.28). Die N-terminale Sequenz des
BbCRASP-2-Proteins zeigt signifikante Homologien zur der fiir Lipoproteine von
Spirochdten charakteristischen Lipobox (Haake, 2000): -Leu(Ala,Ser).s-Leu(Val,Phe,lle).s-
Ile(Val,Gly).,-Ala(Ser,Gly).;-Cys+1-. Diese Sequenz ist in Abbildung IV.28 in roter Schrift
dargestellt.

Eine Proteinstrukturanalyse mittels des Heidelberg Unix sequence analysis resources-
(HUSAR-)Programms zeigte mehrere flexible Sequenzen im Protein (Abb. 1V.30) sowie
mogliche Antigenstellen (Abb. 1V.31) auf. Das anhand der Aminosduresequenz kalkulierte
Molekulargewicht des BbCRASP-2-Proteins betrdgt 27,2 kDa, wohingegen die mittels
Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese berechnete Masse bei 23,3 kDa liegt
(Kraiczy et al., 2001a). Das BbCRASP-2-Protein unterscheidet sich deutlich von dem
BbCRASP-1-Protein und den spezifisch Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteinen. Die
Sequenzvergleiche der fiinf BbCRASP-Proteine ergaben eine Identitét von 21,1 % fiir die
Sequenzen von BbCRASP-2 und BbCRASP-1 sowie Sequenzidentititen von ca. 20 % fiir
BbCRASP-2 und die Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteine (Sequenzvergleiche nicht
gezeigt). Im Gegensatz zu BbCRASP-1 und BbCRASP-3 gehort das BbCRASP-2-Protein

laut Casjens et al. (2000) zu keiner bekannten Proteinfamilie von B. burgdorferi s.s.
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Abb. 1V.28: Nukleotid- und abgeleitete Aminosduresequenz des fur das BbCRASP-2-

Protein des B. burgdorferi s.s.-1solates B31 kodierenden bbh06-Gens.

Die Nummerierung der Nukleotide bezieht sich auf das putative ATG-Startkodon. Der offene
Leserahmen kodiert ein Polypeptid mit einer Linge von 236 Aminosduren. Der N-Terminus
zeigt signifikante Homologien zur der fiir Lipoproteine von Spirochdten charakteristischen
Lipobox (Haake, 2000). Hier dargestellt in roten Schriftzeichen. Die putative C-terminale

Faktor H- und FHL-1-Bindungsregion ist durch blaue Schrift gekennzeichnet.
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Abb. 1V.29: Lokalisierung des fir das BbCRASP-2-Protein des B. burgdorferi s.s-
Isolates B31 kodierenden bbh06-Gens auf dem linearen Plasmid Ip28-3.

Abb. 1V.30-31: Proteinstrukturanalysen des BboCRASP-2-Proteins mittels des HUSAR-
Programms (siehe Anhang).

Zum Nachweis des bbh06-Gens in anderen Isolaten der Genospezies B. burgdorferi s.s.
erfolgten Southernblot-Analysen (II1. 2.2.13) mit Xba I-restringierter DNA diverser Stimme.
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA und Transfer auf eine Nylonmembran
wurde die Membran mit einem mittels der Oligonukleotide bbh06-bam und bbh06-xho
(II1. 1.5) amplifizierten Fragment des bbh06-Gens (ca. 660 bp) hybridisiert. Wie in
Abbildung IV.32B dargestellt, konnte das bbh06-Gen in den Isolaten B31, LW2, 297 und
Sh-2-82 nachgewiesen werden. Der Stamm ZS7 zeigte dagegen nur ein schwaches bbh06-
Signal, wahrend fiir das Isolat P1F und die Stamme B31-e2, B313 und 297mut keine Signale
detektiert werden konnten.

Zur Kontrolle wurde die Membran zusétzlich mit einem 792 bp-Fragment des flaB-Gens
rehybridisiert. Dazu erfolgte die Amplifikation des flaB-Gens mit den Oligonukleotiden Fla3
und Fla4 (III. 1.5). Das gereinigte Fragment wurde anschlieBend als Sonde fiir die
Southernblot-Analysen eingesetzt, wobei das Gen erwartungsgemifl in allen Stimmen

nachgewiesen werden konnte (Abb. IV.32C).
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Abb. 1V.32: Southernblot-Analyse zum Nachweis des bbh06-Gens in Isolaten der
Genospezies B. burgdorferi s.s.

Xba I-restringierte DNA der B. burgdorferi s.s.-Isolate B31, LW2, P1F, ZS7, 297, Sh-2-82,
B31-e2, B313 und 297mut wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (A) und in
Southernblot-Analysen mit Fragmenten der Gene bbh06 (B) und flaB (C) hybridisiert.

4.2.2 Analyse der Oberflachenexposition des BbCRASP-2-Proteins

In Ligandenaffinititsblot-Analysen mit &uleren Membranen des Stammes B31 (IV. 4.1.4.2;
Abb. 1V.23) konnte eine deutliche Anreicherung des BbCRASP-2-Signals im Vergleich zum
Homogenat ganzer Zellen nachgewiesen werden. Dies charakterisiert BbCRASP-2 als
membranstindiges Protein. Zudem ldsst die Sequenzhomologie des N-Terminus von
BbCRASP-2 mit der fiir Spirochdten charakteristischen Lipobox vermuten (Abb. 1V.28;
Haake, 2000), dass es sich bei BbCRASP-2 ebenfalls um ein Lipoprotein handelt.

Aufgrund der Membranstindigkeit des BbCRASP-2-Proteins lag es nahe, die
Oberfldchenexposition des Proteins anhand von Protease-Assays zu untersuchen (III. 2.3.8).

Dazu erfolgte eine zweistliindige Inkubation nativer Borrelienzellen mit aufsteigenden
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Proteinase K- und Trypsinkonzentrationen. Das Homogenat der behandelten Borrelienzellen
wurde anschlieBend in Westernblot- und Ligandenaffinitdtsblot-Analysen getestet.
Abbildung IV.33A zeigt weder fiir die Behandlung mit Proteinase K noch fiir die Inkubation
mit Trypsin eine Reduktion der Signale der Proteine FlaB und HSP70. FlaB diente als
Markerprotein fiir die im Periplasma lokalisierten Proteine und HSP70 als Marker fiir die
zytoplasmatischen Proteine. Dagegen konnte fiir das oberflichenstindige duflere
Membranprotein  OspB ein Signalriickgang bei Behandlung mit Proteinase K der
Konzentrationen >12,5 pg/ml festgestellt werden. Bei Inkubation mit ansteigenden
Trypsinkonzentrationen verdnderte sich das OspB-Signal dagegen im Vergleich zur
Nullkontrolle nicht.

Die in Abbildung IV.33B dargestellte Ligandenaffinitétsblot-Analyse mit Faktor H zeigte
einen vollstandigen Riickgang der Signale von BbCRASP-3 und BbCRASP-5, wenn die
Borrelienzellen mit Proteinase K der Konzentrationen >12,5 pg/ml behandelt wurden. Eine
Inkubation der Borrelienzellen mit der spezifischer angreifenden Protease Trypsin ergab
ebenfalls eine deutlichen Abnahme der Signalintensititen der beiden Proteine bei
Konzentrationen >12,5 pg/ml, aber keinen vollstaindigen Riickgang der Signale. Dies
induziert eine Oberflachenexposition des BbCRASP-3- und des BbCRASP-5-Proteins,
welche schon in fritheren Analysen nachgewiesen wurde (Kraiczy et al., 2004a).

In Ligandenaffinitdtsblot-Analysen mit FHL-1 konnte dagegen keine Verdnderung der
Intensitidt des BDCRASP-2-Signals bei Behandlung mit Proteinase K oder Trypsin festgestellt
werden (Abb. IV.33B).
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Abb. 1V.33: Protease-Assay zur Analyse der Oberflachenexposition des BbCRASP-2-
Proteins.

Native Borrelien wurden fiir 2 h mit den angegebenen Konzentrationen an Proteinase K und
Trypsin inkubiert. Das Homogenat der behandelten Borrelienzellen wurde tiber Tris/Tricin-
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  aufgetrennt und die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Diese wurde fiir Westernblot-Analysen (A) mit
Antikorpern gegen HSP70 (LA3), FlaB (LA22.1) und OspB (LA25.1) sowie fiir
Ligandenaffinitétsblot-Analysen (B) mit FHL-1 bzw. Faktor H eingesetzt. Die Detektion der
Bindung erfolgte bei den Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit dem a-FHL-1-Antikorper B22
bzw. dem gegen Faktor H gerichteten Antikorper VIGS.
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4.2.3 Lokalisation der mit dem BbCRASP-2-Protein interagierenden Regionen von
Faktor H und FHL-1

Zur Charakterisierung der Bindung von Faktor H und FHL-1 an das BbCRASP-2-Protein
wurden  Ligandenaffinititsblot-Analysen ~ mit  rekombinantem  BbCRASP-2  als
GST-Fusionsprotein und verschiedenen Deletionskonstrukten Faktor H und FHL-1
durchgefiihrt. Faktor H und FHL-1 sind strukturell verwandt und aus individuell gefalteten
Proteindoménen, sogenannten short consensus repeats (SCRs) aufgebaut (Zipfel und Skerka,
1994; Zipfel et al., 2002). Faktor H besteht aus 20 SCRs, wihrend FHL-1 als Spleif3variante
von Faktor H, aus den ersten sieben SCRs von Faktor H aufgebaut ist. Zusitzlich besitzt
FHL-1 vier hydrophobe Aminosduren am C-Terminus.

Nitrozellulosemembranen mit rekombinantem GST-BbCRASP-2-Protein wurden mit
rekombinantem FHL-1 und NHS als Faktor H-Quelle sowie mit den Deletionskonstrukten
von Faktor H und FHL-1, welche die einzelnen SCRs repridsentieren, inkubiert. Wie
Abbildung 1V.34 zeigt, wird die Bindung von Faktor H und FHL-1 an das BbCRASP-2-
Protein nur iiber SCR 7 vermittelt. Es konnte keine Bindung an eine der anderen

Deletionsmutanten detektiert werden.
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Abb. 1V.34: Lokalisation der fiur die Bindung an das BbCRASP-2-Protein
verantwortlichen Doméanen von Faktor H und FHL-1.

Rekombinantes GST-BbCRASP-2-Protein wurde iiber eine Tris/Tricin-SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese separiert und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Diese wurde mit
NHS als Faktor H-Quelle (Spur 1) und rekombinantem FHL-1 (SCRs 1-7, Spur 7) sowie
Deletionskonstrukten von FHL-1 (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6
(Spuren 2-6)) und Faktor H (SCRs 8-20, SCRs 15-20, SCRs 19-20 (Spuren 8-10)) inkubiert.
Die Bindung wurde mit spezifischen Antikoérpern gegen die SCRs 1-4 von FHL-1 (SCR1-4)
und gegen SCR 20 von Faktor H (VIGS) detektiert.
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4.2.4 Lokalisation der mit Faktor H und FHL-1 interagierenden Regionen des
BbCRASP-2-Proteins

Zur Lokalisation der mit Faktor H und FHL-1 interagierenden Regionen des BbCRASP-2-
Proteins wurden C-terminale Deletionsmutanten von BbCRASP-2 hergestellt. Einen
Uberblick iiber die Deletionskonstrukte gibt Abbildung IV.35A. Wie in der Abbildung zu
sehen ist, wurden fiinf Deletionsmutanten unterschiedlicher Lange konstruiert und zur
Kontrolle in einer Westernblot-Analyse mit einem gegen GST gerichteten Antikrper
untersucht (Abb. IV.35B). Die Konstrukte wurden weiterhin mittels Ligandenaffinitatsblot-
Analysen auf Bindung an Faktor H und FHL-1 analysiert. Als Positivkontrollen dienten dabei
rekombinante GST-BbCRASP-1 und GST-BbCRASP-3 Proteine. Beide Proteine zeigten eine
Bindung an Faktor H, aber keine Interaktion mit FHL-1. Die FHL-1-Bindung wurde mit dem
gegen FHL-1 gerichteten Antikorper B22 nachgewiesen, welcher die FHL-1-Bindung an
BbCRASP-2 detektiert. Die Interaktion von BbCRASP-1 mit FHL-1 ist mit diesem
Antikorper nicht nachweisbar (Abb. IV.6 und IV.35C).

Wie die Abbildungen IV.35B und IV.35C zeigen, konnten nur fiir das nicht mutierte
BbCRASP-2-Protein und fiir die Deletionsmutante BbCRASP-2,, 530 eine Bindung an FHL-1
und Faktor H detektiert werden. Die anderen Deletionsmutanten zeigten keine Faktor H- und
FHL-1-Bindung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich die mit Faktor H und FHL-1
interagierende Region innerhalb der letzten 16 Aminosduren des BbCRASP-2-Proteins

befindet. Diese Region ist in Abbildung IV.28 in blauer Schrift dargestellt.

A

Bindung von
FHL-1 FH
BbCRASP-2 (nativ) | | ++ '
| 236
BbCRASP-2 (rek.) | | | T '
) 236
BOCRASP-2,, 50 | | | ++ '
» 230
BbCRASP-2, | | |
9 220
BbCRASP-2,, 10; | | |
71 191
BbCRASP-2,, 1, | | |
21 146
BOCRASP-2,, 100 | | |
21 109

(++) starke Bindung, (+) schwache Bindung, (-) keine Bindung 99
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Abb. 1V.35: Lokalisation der Faktor H- und FHL-1-Bindungsregion im BbCRASP-2-
Protein.

Schematische Darstellung des nativen und des rekombinanten BbCRASP-2-Proteins sowie
der Deletionsmutanten von BbCRASP-2 (A). Die Nummern beziehen sich auf die Anzahl der
Aminosduren. Weile Késtchen symbolisieren den GST-Anteil, graue Késtchen den
BbCRASP-2-Anteil am GST-BbCRASP-2-Fusionsprotein. Die iiber Tris/Tricin-SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese separierten Proteine wurden auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und fiir Westernblot-Analysen mit einem gegen GST
gerichteten Antikorper (B) und fiir Ligandenaffinititsblot-Analysen mit FHL-1 (C) und NHS
als Faktor H-Quelle (D) eingesetzt. Die Detektion der Bindung bei den
Ligandenaffinitétsblot-Analysen erfolgte mit dem gegen FHL-1 gerichteten Antikérper B22
und dem gegen Faktor H gerichteten Antikdrper VIGS.
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V. Diskussion

1 Charakterisierung der Faktor H-bindenden CRASP-/Erp-Proteine

1.1 Immunologische Charakterisierung der CRASP-/Erp-Proteine

In Europa werden neben der auch in Nordamerika vorkommenden Genospezies
B. burgdorferi s.s. die ebenfalls humanpathogenen Genospezies B. afzelii und B. garinii aus
Zecken und Patienten isoliert. Zahlreiche Studien belegen einen Organotropismus der drei
wichtigsten humanpathogenen Borreliengenospezies. Das Auftreten von Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) wird zumeist auf B. afzelii-Isolate zurlckgefihrt, wéhrend fur
die Lyme-Arthritis vor allem B. burgdorferi s.s.-Stdmme verantwortlich sind (Assous et al.,
1993; Anthonissen et al., 1994; van Dam et al., 1993; Ohlenbusch et al., 1996; Peter et al.,
1997; Dunand et al., 1998; Ryffel et al., 1999; Wang et al., 1999). Neurologische Symptome
wie z.B. die Lahmung eines Gesichtsnervs (Facialisparese) werden dagegen oft von Isolaten
der Genospezies B. garinii verursacht (Assous et al., 1993; Anthonissen et al., 1994; van Dam
et al., 1993; Demaerschalck et al., 1995; Cinco et al., 1996; Peter et al., 1997; Ryffel et al.,
1999).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dass die Faktor H-bindenden
CRASP- und Erp-Proteine aufgrund ihres &hnlichen Bindungsverhaltens und der
nachgewiesenen Sequenzhomologie zwischen dem BbCRASP-3-Protein des européischen
B. burgdorferi s.s.-lsolates ZS7 und dem ErpP-Protein des nordamerikanischen
B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 verwandte Proteine darstellen konnten (Kraiczy et al., 2001a,
2003). In der vorliegenden Studie erfolgte die immunologische Charakterisierung der
Faktor H-bindenden CRASP- und Erp-Proteine mittels polyklonaler Antikdrper gegen die
Proteine ErpA und ErpP des Isolates B31l. Dazu wurden neben dem intermediér
komplementresistenten B. burgdorferi s.s.-Isolat B31 mit den Stammen EB1 und FEM1-D15
auch zwei komplementresistente B. afzelii-Isolate untersucht. Es erfolgte keine Analyse der
komplementsensitiven B. garinii-lsolate, da diese keine Faktor H-bindenden CRASP-Proteine
exprimieren.

Mit dem Antikdrper gegen ErpP konnten in allen drei Isolaten Faktor H-bindende CRASP-
Proteine detektiert werden (Abb. 1VV.7-1V.9). Es wurden starke Kreuzreaktionen mit dem
BbCRASP-3-Protein des Isolates B31 sowie mit dem BaCRASP-5-Protein des Stammes
FEM1-D15 und dem BaCRASP-4-Protein des Isolates EB1 nachgewiesen. Diese Ergebnisse
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zeigen, dass die detektierten CRASP-Proteine und das ErpP-Protein des lIsolates B3l
identische Bindungsepitope aufweisen. Das BaCRASP-2-Protein von EBL1 reagierte nur
schwach mit dem ErpP-Antikorper, was vermutlich auf eine unspezifische Bindung schlie3en
l&sst.

Der Antikorper gegen ErpA erkannte ebenfalls Faktor H-bindende CRASP-Proteine in allen
drei Isolaten (Abb. IV.7-1V.9). Es ergaben sich starke Kreuzreaktionen mit dem BbCRASP-5-
Protein des Stammes B31 sowie mit den Proteinen BaCRASP-2 und BaCRASP-4 des Isolates
EBL1. Diese CRASP-Proteine sind wahrscheinlich mit dem ErpA-Protein des Stammes B31
verwandt. Nur schwache Bindungen konnten dagegen fur das BaCRASP-2- und das
BaCRASP-5-Protein des Stammes FEM1-D15 nachgewiesen werden, wobei es sich
vermutlich ebenfalls um eine unspezifische Bindung des Antikorpers handelt.

In dieser Studie fallt auf, dass keine immunologische Verwandtschaft zwischen den Erp-
Proteinen und den Faktor H- und FHL-1-bindenden CRASP-Proteinen der Gruppe | sowie
dem spezifisch FHL-1-bindenden Protein BaCRASP-3 der Gruppe Il gefunden wurde. Diese
Proteine scheinen demnach keine Mitglieder der Erp-Proteinfamilie zu sein. Einzige
Ausnahme ist das Gruppe I-Protein BaCRASP-2 des Isolates EB1, welches eine starke
Kreuzreaktionen mit dem ErpA-AntikOrper aufwies. Dieses Ergebnis indiziert, dass das
BaCRASP-2-Protein ahnliche immunogene Epitope wie das ErpA-Protein des Stammes B31
besitzt.

Die spezifisch Faktor H-bindenden Proteine BbCRASP-3 und BbCRASP-5 der Gruppe Il
zdhlen dagegen vermutlich zu der Erp-Proteinfamilie. In dieser Arbeit konnte eine starke
Bindung des ErpP-Antikorpers an das BbCRASP-3-Protein des Isolates B31 nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Untersuchungen (berein, in denen gezeigt
wurde, dass die Aminosduresequenz des BbCRASP-3-Proteins des Stammes ZS7 eine
Identitat von 99,8 % mit der Sequenz des ErpP-Proteins des Stammes B31 aufweist (Kraiczy
et al., 2003). Aufgrund dieser Daten sind die Proteine BbCRASP-3 und ErpP als identisch
anzusehen. Weiterhin indiziert die starke Kreuzreaktion des ErpA-Antikérpers mit dem
BbCRASP-5-Protein, dass BbCRASP-5 und ErpA ebenfalls identisch sind. Keine
Kreuzreaktion mit den beiden Antikdrpern wies das ebenfalls zur Gruppe 11l gehorende
BbCRASP-4-Protein des Stammes B31 auf. Es liegt die Vermutung nahe, dass BbOCRASP-4
dem dritten Faktor H-bindenden Erp-Protein ErpC entspricht. Dieses Protein konnte bei der in
dieser Studie durchgefiinrten immunologischen Charakterisierung nicht bertcksichtigt

werden, weil kein geeigneter Antikdrper gegen ErpC zur Verfligung stand.
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Die ebenfalls zur Gruppe Il gehérenden Proteine BaCRASP-4 und BaCRASP-5 der Isolate
EB1 und FEM1-D15 zeigten starke Kreuzreaktionen sowohl mit dem ErpP- als auch dem
ErpA-Antikorper. Es besteht also immunologische Verwandtschaft zwischen diesen CRASP-
Proteinen und den Erp-Proteinen des Stammes B31. Friihere Untersuchungen zeigten, dass
die Faktor H-bindenden CRASP-Proteine der Genospezies B. burgdorferi s.s. und B. afzelii
sowie die Erp-Proteine des Stammes B31 &hnliche MolekulargewichtsgréfRen aufweisen
(Stevenson et al., 1996; Kraiczy et al., 2001a, 2003). Diese Ergebnisse lassen auf eine
Verwandtschaft der CRASP- und der Erp-Proteine unterschiedlicher Genospezies schliel3en,
was in weiterfihrenden Analysen der bis jetzt noch wenig untersuchten BaCRASP-Proteine
der B. afzelii-Isolate bestatigt werden misste. Zur Bestimmung der tatsdchlichen
Verwandtschaftsgrade ist eine Klonierung und Sequenzierung der fir die BaCRASP-Proteine
kodierenden Gene unumgéanglich.

Die Faktor H-bindenden CRASP- und Erp-Proteine werden aufgrund ihrer
Bindungseigenschaften als ausschlaggebende Determinanten fir die Komplementresistenz
von B. burgdorferi s.s. und B. afzelii beschrieben (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al.,
2001a,b,c, 2003, 20044a; Alitalo et al., 2002; McDowell et al., 2002; Stevenson et al., 2002).
Um verschiedene Wirte infizieren zu konnen, missen die Borrelien die Synthese einer
Vielzahl von Proteinen in den wechselnden Umgebungen koordinieren. Mehrere Studien
zeigten, dass infizierte Menschen und Labortiere in den ersten zwei bis vier Wochen der
Infektion Antikorper gegen Erp-Proteine produzieren, was eine Synthese der Erp-Proteine
wahrend des Anfangsstadiums der Infektion nahe legt (Nguyen et al., 1994; Akins et al.,
1995; Stevenson et al., 1995; Suk et al., 1995; Wallich et al., 1995; Das et al., 1997;
Stevenson et al., 1998a, Miller at al., 2000; Sung et al., 2000).

Eine Anhebung der Kulturtemperatur von 23 °C auf 35 °C bewirkt eine verstarkte Expression
der Erp-Proteine (Stevenson et al., 1995; Akins et al., 1998; Stevenson et al., 1998a). Dieser
Temperaturanstieg entspricht dem Wechsel, den Bakterien im Darm einer Zecke wahrend der
Blutmahlzeit erfahren. Die Erhéhung der Kulturtemperatur bewirkt aulerdem einen drei- bis
vierfachen Anstieg der Wachstumsrate der Bakterien, was im Gegenzug Signale fir eine
gesteigerte Synthese der Erp-Proteine hervorrufen konnte (Stevenson et al., 1995, 2001).
Andere Studien legen fiir die Regulation der Synthese der Erp-Proteine chemische Signale
nahe (Akins et al., 1995; Suk et al., 1995; Wallich et al., 1995; Das et al., 1997; Akins et al.,
1998; Stevenson und Babb, 2002; Miller und Stevenson, 2004), da in einigen Kulturmedien
ein Temperaturanstieg keine Auswirkungen auf die Erp-Proteinsynthese zeigte (Babb et al.,

2001). Diese Studien favorisieren den sogenannten quorum sensing Mechanismus, der auf der
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Erp-Proteinsynthese mit Hilfe des Autoinducer-2 (Al-2) basiert und einer Temperatur-
abhangigen Regulation unterliegt (Stevenson und Babb, 2002).

Wahrend der Ubertragung der Borrelien von den Nymphen auf ihre Séugetierwirte nimmt die
Synthese der Erp-Proteine zu (Miller und Stevenson, 2004). Borrelien in Nymphen vor der
Blutmahlzeit exprimieren keine Erp-Proteine, wahrend fiir samtliche auf den Wirt Gibertragene
Borrelien die Expression der Erp-Proteine nachgewiesen wurde. Aufgrund dieser Befunde
postulierten die Autoren ein Modell, wonach die Synthase LuxS, die den letzten
enzymatischen Schritt der Al-2-Biosynthese katalysiert (Schauder et al., 2001; Chen et al.,
2002), von den Borrelien im Darm der Nymphen vor der Blutmahlzeit nicht transkribiert wird
(Miller und Stevenson, 2004). Folglich ist kein Al-2 zur Stimulation der Erp-Proteinsynthese
vorhanden. Wéhrend der Blutmahlzeit steigt die Temperatur im Darm der Nymphen aufgrund
des eingesaugten Blutes an, worauf die Borrelien die LuxS-Synthase transkribieren. Diese
produziert Al-2 in ausreichenden Konzentrationen, wodurch wiederum die Synthese der Erp-
Proteine induziert wird.

Die Produktion der oberflachenstandigen Erp-Proteine erlaubt den Borrelien wahrend der
Ubertragung auf den Wirt die Bindung des Komplementregulators Faktor H, wodurch sie die
Aktivierung des alternativen Komplementweges direkt auf ihrer Oberflache kontrollieren
kdnnen. Diese Ergebnisse weisen auf die Bedeutung der Erp- und der mit ihnen verwandten

CRASP-Proteine fiir die Etablierung persistierender Borrelieninfektionen im Wirt hin.

1.2  Lokalisation der mit den BbCRASP-/Erp-Proteinen interagierenden Domanen

von Faktor H

Die CRASP-Proteine der Gruppe Il (BbCRASP-3, BbCRASP-4, BbCRASP-5) und drei
Mitglieder der Erp-Proteinfamilie (ErpA, ErpC, ErpP) binden spezifisch an den
Komplementregulator Faktor H (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al., 2001b, 2002, 2003;
Alitalo et al., 2002; Stevenson et al., 2002; Metts et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden in Ligandenaffinitatsblot-Analysen mittels Deletionsmutanten von Faktor H vor allem
die Domédnen SCR 19 und SCR 20 als die fur die Interaktion mit den Erp-Proteinen
verantwortlichen Regionen von Faktor H lokalisiert (Abb. 1V.10-1V.12). Es konnte somit
erstmalig gezeigt werden, dass alle Faktor H-bindenden Erp-Proteine spezifisch mit dem
C-Terminus des Komplementregulators interagieren. Diese Ergebnisse stimmen mit friiheren
Untersuchungen dberein, in denen fur das BbCRASP-3-Protein des Isolates ZS7 ebenfalls
eine Bindung an die SCRs 19 und 20 von Faktor H ermittelt wurde (Kraiczy et al., 2003). Da
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die komplementregulatorischen Domanen von Faktor H im N-Terminus des Proteins
lokalisiert sind (Abb. 1.7; Whaley und Ruddy, 1976; Pangburn et al., 1977; Vik et al., 1989;
Gordon et al., 1995), kann Faktor H aufgrund der C-terminalen Bindung an die BbCRASP-
und die Erp-Proteine seine komplementregulatorische Aktivitat behalten und die Aktivierung

des Komplementsystems auf der Oberfldche der Borrelien regulieren.

2 Identifizierung der BbCRASP-Proteine

2.1  ldentifizierung von BbCRASP-1, BbCRASP-3, BbCRASP-4 und BbCRASP-5

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Isolierung der funf BbCRASP-Proteine
des européischen B. burgdorferi s.s.-Isolates LW2 und dem Vergleich der erhaltenen
Sequenzen mit den entsprechenden Proteinsequenzen anderer B. burgdorferi s.s-Stamme.

Mit Hilfe einer Lambda-Expressionsgenbank konnten die fir BbCRASP-3- und BbCRASP-5
kodierenden Gene des Isolates LW?2 identifiziert werden. Die aus den Nukleotidsequenzen
abgeleiteten Aminosauresequenzen der BbCRASP-Proteine wurden mit den Sequenzen der
Proteine ErpA (Datenbank-Nr. AAF07400) und ErpP (Datenbank-Nr. AAF07678) des
nordamerikanischen Isolates B31 verglichen. Die Sequenzvergleiche zeigten, dass
BbCRASP-3 identisch mit ErpP und BbCRASP-5 identisch mit ErpA ist (Abb. 1V.13-1V.14).
Diese Daten bestatigen den durch die immunologische Charakterisierung (V. 1.1) erhaltenen
Hinweis und charakterisieren die CRASP-Proteine BbCRASP-3 und BbCRASP-5 als
Mitglieder der Erp-Proteinfamilie.

Es war nicht moglich, das BbCRASP-4-Protein mittels der Lambda-Expressionsgenbank zu
isolieren, da kein geeigneter Antikorper gegen ErpC zur Verfligung stand. Deswegen wurde
das BbCRASP-4-Protein des Isolates LW2 mittels PCR amplifiziert. Fir die Auswabhl
geeigneter Oligonukleotide konnte die Sequenz des ErpC-Proteins des Stammes B3l
verwendet werden, da ErpC und BbCRASP-4 wahrscheinlich identische Proteine darstellen
(V. 1.1). Analog zu den anderen BbCRASP-Proteinen erfolgte nach Klonierung und
Sequenzierung des amplifizierten Gens aus dem lIsolat LW2 ein Sequenzvergleich der
abgeleiteten Aminosduresequenz mit der Aminosduresequenz des ErpC-Proteins von B3l
(Abb. 1V.15). Mit Ausnahme eines wahrscheinlich auf die Klonierung zuriickzufiihrenden
Aminosaureaustausches an Position 18 sind die Sequenzen der beiden Proteine identisch.
Anhand der Lambda-Expressionsgenbank konnte neben den spezifisch Faktor H-bindenden
BbCRASP-Proteinen auch das Faktor H- und FHL-1-bindende BbCRASP-1-Protein des
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Isolates LW2 identifiziert werden. Das BbCRASP-1-Protein wurde in friheren Studien als
das dominierende Faktor H- und FHL-1-bindende Protein von B. burgdorferi s.s. beschrieben
(Kraiczy et al., 2004a). Die Isolate der Genospezies B. burgdorferi s.s. variieren in der Anzahl
der von ihnen exprimierten BbCRASP-Proteine, wobei aber bei sdmtlichen untersuchten
Isolaten die Expression von BbCRASP-1 nachgewiesen werden konnte (Abb. IV.4 und 1V.5;
Kraiczy et al., 2004a). Die in der vorliegenden Arbeit identifizierte BOCRASP-1-Sequenz des
europdischen Isolates LW2 wurde mit der bekannten Aminosauresequenz des BbCRASP-1-
Proteins des ebenfalls in Europa isolierten Stammes ZS7 (Kraiczy et al., 2004a) sowie der
BbCRASP-1-Sequenz des nordamerikanischen Isolates B31 (Datenbank-Nr. AAC66286)
verglichen (Abb. 1V.16). Der Sequenzvergleich ergab, dass die BbCRASP-1-Proteine der
untersuchten B. burgdorferi s.s.-1solate identisch sind.

Auffallend an diesen Ergebnissen ist, dass die BbCRASP-Proteine der in verschiedenen
Verbreitungsgebieten isolierten B. burgdorferi s.s-Stdimme keine Sequenzunterschiede
aufweisen. In dieser Arbeit wurden die Aminosauresequenzen der aus européischen Stammen
isolierten BOoCRASP-Proteine mit den Sequenzen der entsprechenden BbCRASP-Proteine des
nordamerikanischen Isolates B31 verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die Sequenzen
der BbCRASP-Proteine der verschiedenen Isolate identisch sind, obwohl die Stdmme auf
verschiedenen Kontinenten isoliert wurden. Diese ldentitat ist auflergewohnlich, da viele
Borrelienproteine starke Heterogenitaten zeigen. Die Erp-Proteine ErpA und ErpB des
Stammes B31 weisen z.B. nur eine Identitdt ihrer Aminosduresequenzen von 19 % auf
(Stevenson et al.,, 1998b). Die identischen Sequenzen der BbCRASP-Proteine der
verschiedenen B. burgdorferi s.s.-Stdimme lassen einen gemeinsamen Vorfahren oder einen
genetischen Austausch der aus verschiedenen Verbreitungsgebieten stammenden Isolate
vermuten (Marti Ras et al., 1997).

Im Gegensatz zu den intermedidr komplementresistenten B. burgdorferi s.s.-Stdimmen sind
die Isolate der Genospezies B. afzelii Gberwiegend komplementresistent, obwohl die Anzahl
der von ihnen exprimierten CRASP-Proteine geringer ist (Kraiczy, 2001a). Die meisten
B. afzelii-Isolate exprimieren ein einzelnes Faktor H- und FHL-1-bindendes Protein, das als
BaCRASP-1 bezeichnet wird (Kraiczy et al., 2001a, 2002). BaCRASP-1 und BbCRASP-1
gehoren beide zur orthologen gbb54-Proteinfamilie, werden aber von unterschiedlichen
Genen kodiert (Wallich et al., 2005). Nach der Nomenklatur des Institute for Genomic
Research (TIGR) kodiert das bba68-Gen fir BoCRASP-1, wéhrend BaCRASP-1 von dem
bba71-Gen kodiert wird. Das BaCRASP-1-Protein des B. afzelii-Isolates MMS weist eine
48 %ige Sequenzidentitdt zu dem BbCRASP-1-Protein des B. burgdorferi s.s.-lsolates LW2
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auf (Wallich et al., 2005). BaCRASP-1 zeigt weiterhin eine starkere Bindungsaffinitat zu
FHL-1 als BbCRASP-1 und ist mdoglicherweise in hoheren Konzentrationen auf der
Oberflache der Borrelienzelle représentiert, was die Unterschiede in der Komplementresistenz
der Genospezies B. burgdorferis.s. und B. afzelii erklaren konnte (Kraiczy et al., 2001,
Wallich et al., 2005).

2.2  ldentifizierung des BbCRASP-2-Proteins

Analog zu BbCRASP-1 und BbCRASP-3-5 sollte das bislang unbekannte BbCRASP-2-
Protein ebenfalls mittels der Lambda-Expressionsgenbank des B. burgdorferi s.s.-lsolates
LW?2 identifiziert werden. Da die FHL-1-Bindung des BbCRASP-2-Proteins signifikant
starker ist als die Interaktion mit Faktor H (Kraiczy et al., 2001a, 2001b), wurde die
Phagengenbank mit rekombinantem FHL-1 gescreent. Die positiven Phagen enthielten jedoch
DNA-Inserts, die fiir das ebenfalls an FHL-1 bindende BbCRASP-1-Protein kodierten. Somit
war eine Isolierung des BbCRASP-2-Proteins auf diesem Wege nicht moglich. Ein Grund
dafiir konnte die starkere Bindungsaffinitdt von FHL-1 zu BbCRASP-1 als zu BbCRASP-2
sein (Kraiczy et al., 2001a).

Sowohl das BbCRASP-1-Protein als auch das BbCRASP-2-Protein sind in der Lage,
Faktor H und FHL-1 zu binden. Aufgrund ihres dhnlichen Bindungsprofils wurde zu Beginn
der Arbeit spekuliert, dass beide CRASP-Proteine eine vergleichbare Bindungsregion fur die
Komplementregulatoren aufweisen. Aus diesem Grund wurde die bekannte Bindungsregion
des BbCRASP-1-Proteins (Kraiczy et al., 2004a) als Basis fir eine Datenbankrecherche nach
Proteinen mit putativen Faktor H- und FHL-1-Bindungsregionen verwendet. Das auf diesem
Weg identifizierte BbCRASP-1 paraloge Protein BBAG9 des Isolates B31 zeigte aber trotz
einer Sequenzidentitat von 76,5 % zwischen seinem C-Terminus und der C-terminalen
Binderegion des BbCRASP-1-Proteins in Ligandenaffinitatsblot-Analysen keine Bindung an
FHL-1 (Abb. IV.18). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich die Faktor H- und FHL-1-
Bindungsregion des BbCRASP-2-Proteins vermutlich deutlich von der des BbCRASP-1-
Proteins unterscheidet.

Ein neuer Ansatzpunkt zur ldentifizierung des BbCRASP-2-Proteins war die spezifische
Adsorption des Proteins aus dem Homogenat ganzer Zellen tber Faktor H- und FHL-1-
gekoppelte Affinitatschromatographien bzw. magnetische Partikel. Mit beiden Methoden
konnte jedoch keine Isolierung des BbCRASP-2-Proteins erreicht werden. Vermutlich

verénderte sich das Bindungsverhalten von Faktor H und FHL-1 durch die Kopplung an das
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Trégermaterial, so dass das BbCRASP-2-Protein nicht mehr binden konnte. Ebenso schlug
der Versuch fehl, die Konformation von FHL-1 durch indirekte Kopplung Uber einen
Antikorper zu erhalten. Weder das BbCRASP-2-Protein noch das zur Kontrolle eingesetzte
rekombinante BbCRASP-1-Protein interagierte mit den mit einem Antikorper gegen FHL-1
gekoppelten magnetischen Partikeln (Abb. 1V.19-1V.20). Dies l&sst vermuten, dass sich auch
bei dieser Kopplung die Konformation von FHL-1 veranderte, so dass keine Bindung mit den
BbCRASP-Proteinen mehr zustande kommen konnte.

Die in dieser Arbeit als weitere Methode zur Identifikation des BbCRASP-2-Proteins
durchgefiihrte 2D-Elektrophorese des Homogenats ganzer Zellen des Isolates B31 offenbarte
nur geringe BbCRASP-2-Konzentrationen. Zudem konnte in einer Ligandenaffinitatsblot-
Analyse des 2D-Gels das BbCRASP-2-Signal nicht eindeutig einem einzelnen Proteinspot
zugeordnet werden, weil das Signal horizontal Uber die Membran verlief (Abb. 1V.21).
Deswegen war es nicht moglich, das BbCRASP-2-Protein auf diese Weise zu identifizieren.
Sowohl BbCRASP-1 als auch BbCRASP-3 wurden in friiheren Untersuchungen als
oberflachenstandige Proteine charakterisiert (Kraiczy et al., 2003, 2004a). Deswegen lag die
Vermutung nahe, dass es sich bei BbOCRASP-2 ebenfalls um ein &uReres Membranprotein
handeln konnte. Die Préparation der &ufleren Membranen des Isolates B31 bewies diese
Annahme. Im Vergleich zu dem Homogenat ganzer Zellen war in den &uBeren Membranen
ein deutlicher Anstieg des BbCRASP-2-Signals sichtbar (Abb. 1V.23).

Da die dulReren Membranen eine hthere BbCRASP-2-Konzentration als das Homogenat
ganzer Zellen aufwiesen, wurde die 2D-Elektrophorese mit den duBeren Membranen
wiederholt. Eine Ligandenaffinitatsblot-Analyse des 2D-Gels erlaubte die Identifizierung der
Proteinspots im 2D-Gel, die sich in der Nédhe des BbCRASP-2-Signals befanden. Diese
wurden isoliert und fur eine MALDI-Massenspektrometrie eingesetzt. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden mit den Proteinmassen aus der Borreliendatenbank verglichen. Aulierdem
konnten anhand des Kontrollstammes B31-e2, der kein BboCRASP-2-Protein exprimiert, die
Proteine ausgeschlossen werden, die auf den in B31-e2 enthaltenen Plasmiden cp32-1, cp32-
3, cp32-4, cp26, Ipl7, 1p38 oder Ip54 lokalisiert sind. Der Vergleich der Proteinmassen mit
der Borreliendatenbank ergab drei stark geladene Proteine, bei denen es sich aufgrund der
kalkulierten Masse und des Genortes um das BbCRASP-2-Protein handeln konnte. Zwei
dieser Proteine, BBH06 und BBH37, stellen potentielle Lipoproteine dar, da ihre
N-terminalen Sequenzen signifikante Sequenzhomologien zu den Signalpeptidase-
Schnittstellen anderer bakterieller Lipoproteine zeigen (Haake, 2000). Aus diesem Grund

wurden die Proteine BBHO06 und BBH37 (berexprimiert und in Ligandenaffinitatsblot-
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Analysen mit rekombinantem FHL-1 auf Bindung an den Komplementregulator getestet. Das
BBHO6-Protein interagierte stark mit FHL-1, wahrend das BBH37-Protein keine Bindung
aufwies. Weiterhin konnte in Ligandenaffinitatsblot-Analysen mit NHS als Faktor H-Quelle
gezeigt werden, dass das BBHO6-Protein ebenfalls an Faktor H bindet. Zur Kontrolle wurde
das Protein fur eine Westernblot-Analyse mit dem gegen das BbCRASP-1-Protein gerichteten
monoklonalen Antikérper RH-1 eingesetzt. Dabei konnte kein Signal detektiert werden. Diese
Ergebnisse beweisen, dass es sich bei dem BBHO06-Protein um das gesuchte BbCRASP-2-
Protein handelt.

3 Charakterisierung des BbCRASP-2-Proteins

3.1  Charakterisierung des fur das BbCRASP-2-Protein kodierenden bbh06-Gens

Das BbCRASP-2-Protein des B. burgdorferi s.s.-Stammes B31 wird von dem bbh06-Gen
kodiert, welches auf dem linearen Plasmid 1p28-3 lokalisiert ist. Die aus der
Nukleotidsequenz des bbh06-Gens abgeleitete Aminosauresequenz von BbCRASP-2
unterscheidet sich deutlich von den Aminoséuresequenzen der anderen BbCRASP-Proteine
(Abb. 1V.28). Mit Hilfe von Sequenzvergleichen der finf BbCRASP-Proteine konnten
Identitdten von 21,1 % fiur BbCRASP-2 und BbCRASP-1 sowie von ca. 20 % fur
BbCRASP-2 und die Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteine ermittelt werden. Diese Daten
belegen, dass das BbCRASP-2-Protein kein Mitglied der Erp- oder der gbb54-Proteinfamilie
ist. Weiterhin gehdrt BbCRASP-2 laut Casjens et al. (2000) zu keiner anderen bekannten
B. burgdorferi s.s-Proteinfamilie. Die Faktor H- und FHL-1-bindenden BbCRASP-Proteine
werden also im Gegensatz zu den spezifisch Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteinen der
Erp-Proteinfamilie nicht von Genen einer Familie kodiert. Die in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Ergebnisse charakterisieren das BbCRASP-2-Protein als ein neues
eigenstandiges Protein.

Mittels Southernblot-Analysen konnte das bbh06-Gen in den B. burgdorferi s.s.-Isolaten B31,
LW2 und Sh-2-82 nachgewiesen werden (Abb. 1V.32). Diese drei Stamme zeigten in
Ligandenaffinitatsblot-Analysen ebenfalls eine starke Expression des BbCRASP-2-Proteins
(Abb. IVV.6). Schwache Signale wurden sowohl fir das bbh06-Gen als auch fiir das
BbCRASP-2-Protein des Isolates ZS7 detektiert, wéhrend der Stamm P1F in beiden Analysen
keine Signale zeigte. Wie erwartet konnten fiir die klonalen Isolate B31-e2 und B313 weder

in Ligandenaffinitatsblot-Analysen noch in Southernblot-Analysen die Existenz wvon
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BbCRASP-2 nachgewiesen werden. Mit 297mut zeigte ein weiteres Isolat, fiir das in der
Ligandenaffinitatsblot-Analyse keine BbCRASP-2-Expression detektierbar war (Daten nicht
gezeigt), kein bbh06-Signal. Southernblot- und Ligandenaffinitatsblot-Analysen stimmen bei
diesen Isolaten tberein.

Dagegen wurde fir das Isolat 297 Uberraschenderweise ein starkes bbh06-Signal in der
Southernblot-Analyse detektiert, obwohl dieser Stamm in der Ligandenaffinitatsblot-Analyse
keine Expression von BbCRASP-2 zeigte. Dieses Isolat sollte demnach eine Kopie des fur das
BbCRASP-2-Protein kodierenden Gens besitzen, zeigt aber keine Expression des
BbCRASP-2-Proteins. Langzeitkultivierung von B. burgdorferi s.s. in der Zellkultur kann zu
spontanem Verlust von Plasmiden flihren, was aber keinen Einfluss auf die Vermehrung der
Zellen hat (Schwan et al., 1988). Fir die Southernblot- und die Ligandenaffinitatsblot-
Analyse wurde die DNA und das Ganzzellhomogenat der selben Passage eines niedrig-
passagierten 297-Isolates verwendet. Die fehlende Expression des BbCRASP-2-Proteins in
der Ligandenaffinitatsblot-Analyse kann also nicht auf den Verlust des 1p28-3-Plasmids durch
zu lange Passagierung des Isolates zurtickgefiihrt werden. Eine mdgliche Erklarung fur die
fehlende Expression des BboCRASP-2-Proteins des Stammes 297 waren Mutationen innerhalb
des Promotors. Weiterhin konnte das bbh06-Gen dieses Stammes ein Pseudogen darstellen,
da die meisten identifizierten Genabschnitte des Ip28-3-Plasmids Pseudogene darstellen
(Casjens et al., 2000) Fur zukinftige Projekte wére es deswegen interessant, das bbh06-Gen
des Stammes 297 zu isolieren und auf etwaige Unterschiede zu dem homologen Gen des

Stammes B31 zu untersuchen.

3.2 Analyse der Oberflachenexposition des BOCRASP-2-Proteins

Die N-terminale Sequenz des BboCRASP-2-Proteins zeigt eine signifikante Homologie zur der
fir Lipoproteine von Spirochéten charakteristischen Lipobox (Abb. 1V.28; Haake, 2000).
Diese Sequenzhomologie lasst vermuten, dass das BbCRASP-2-Protein analog zu den
anderen BbCRASP-Proteinen lipidiert ist. Die Anreicherung des BbCRASP-2-Signals in den
isolierten dulReren Membranen von B. burgdorferi s.s. charakterisiert das BOCRASP-2-Protein
als ein duBeres Membranprotein (Abb. 1V.23). In Protease-Assays mit nativen Borrelien
konnte aber keine Empfindlichkeit des BbCRASP-2-Proteins fiir Proteinase K und Trypsin
nachgewiesen werden (Abb. 1V.33B). Dieser Assay legt zugrunde, dass oberflachenstandige
Proteine bei Behandlung mit Proteasen degradiert werden, wahrend nicht-

oberflachenexponierte Proteine aufgrund ihrer Lokalisation vor dem Proteaseabbau geschtzt
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sind. Die Proteine FlaB und HSP70 dienten als Marker flr periplasmatische und zytosolische
Proteine und wiesen wie erwartet keine Empfindlichkeit fur die Proteasen auf (Abb. 1V.33A).
Das aulRere Membranprotein OspB zeigte dagegen Sensitivitat flr Proteinase K, aber keine
Empfindlichkeit fur Trypsin. Diese Trypsinresistenz des OspB-Proteins wurde schon in
friheren Studien belegt (Lefebvre et al., 1993; Probert et al., 1995).

Die Proteaseresistenz des BoCRASP-2-Proteins legt die Vermutung nahe, dass das Protein
trotz seiner Membranstandigkeit im Gegensatz zu BbCRASP-1 und BbCRASP-3 nicht auf
der Oberflache der Borrelien exponiert wird. Andererseits konnte das BbCRASP-2-Protein
eventuell durch andere Proteine vor dem Abbau durch Proteasen geschiitzt werden. Dies ist
zum Beispiel fur das duRBere Membranprotein P66 von B. burgdorferi s.s. bekannt (Bunikis
und Barbour, 1999). Bunikis und Barbour zeigten, dass sich die Empfanglichkeit von P66 flr
die Spaltung durch Trypsin erhohte, wenn den getesteten Zellen die &duReren
Membranproteine OspA, OspB und OspC fehlten. Vor allem die Anwesenheit von OspA
schien die Zugénglichkeit von Trypsin zu dem P66-Protein zu limitieren.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass die als ausschlieBlich
oberflachenstandig charakterisierten Proteine OspA, OspB und OspC nur in begrenzten
Mengen auf der Oberflache der Borrelien vorhanden sind (Cox et al., 1993). Anhand dieser
Daten wurde ein Modell fir die molekulare Membranstruktur von B. burgdorferi s.s.
entwickelt (Abb. V.1). Dabei wird zugrunde gelegt, dass B. burgdorferi s.s. zwei Klassen
integraler Membranproteine aufweist (Brandt et al., 1990). Die eine Klasse besteht aus den
Polypeptiden, die membraniberspannende Domanen besitzen und wenig immunogen sind,
wahrend zur zweiten Klasse hydrophile, immunogene Proteine gehdren, die Uber N-terminale
Lipide in der Membran verankert sind (z.B. Lipoproteine). Das Modell schlagt einen
sekretorischen Mechanismus zur Translokation der polaren Polypeptide der Lipoproteine
durch die &dul3ere Membran auf die Oberfl&che der Borrelien vor (Cox et al., 1993). Weiterhin
wird angenommen, dass der sekretorische = Mechanismus die Menge an
oberflachenexponierten Proteinen regulieren kann, was die Anzahl dieser Proteine auf der
Oberfl&che limitieren wirde und die Antigenitat der pathogenen Borrelien verringern konnte.
Zusammenfassend kann man sagen, dass es sich bei dem BbCRASP-2-Protein um ein
membranstandiges Lipoprotein handelt, wobei zum gegenwartigen Zeitpunkt ungeklért ist, ob
das BbCRASP-2-Protein auf der Oberflache der Borrelien exponiert wird.
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Abb. V.1: Modell der molekularen Membranstruktur von B. burgdorferi s.s. (aus Cox et
al., 1993).

OM: &ulere Membran; CM: cytoplasmatische Membran; PG: Peptidoglycan der
Bakterienzellwand; Tmp®"/Tmp®™: Proteine der auReren/cytoplasmatischen Membran, die
transmembrane Domanen besitzen; LP™®: Lipoproteine, die nicht auf der Oberflache der
aulReren Membran lokalisiert sind.

3.3  Lokalisation der fur die Bindung an das BbCRASP-2-Protein verantwortlichen
Regionen von Faktor H und FHL-1

Frihere Untersuchungen zeigten, dass einige humanpathogene Mikroorganismen
oberflachenstandige Proteine exprimieren, welche mit Faktor H und zum Teil auch mit FHL-1
interagieren. Dazu gehdren zum Beispiel das Fhba-Protein von Borrelia hermsii (Hovis et al.,
2004), das M-Protein der Gruppe A-Streptokokken (Horstmann et al., 1988; Blackmore et al.,
1998b; Johnsson et al.,, 1998; Kotarsky et al., 1998), das R-Protein der Gruppe
B-Streptokokken (Jarva et al., 2004), das PspC- und das Hic-Protein von Streptococcus
pneumoniae (Dave et al., 2004; Jarva et al., 2004) sowie das PorlA-Protein von Neisseria
gonorrhoeae (Ram et al., 1998a,b). Fir einige der Proteine konnten die fir die Bindung
verantwortlichen Regionen von Faktor H und FHL-1 lokalisiert werden. Das M-Protein von
Streptococcus pyogenes bindet zum Beispiel ber SCR 7 an beide Komplementregulatoren
(Blackmore et al., 1998b; Johnsson et al., 1998; Kotarsky et al., 1998), wéhrend das [3-Protein
von Streptococcus agalactiae tber die Doméane SCR 13 oder SCR 20 mit Faktor H interagiert
(Jarva et al., 2004). Weiterhin wurden fir die Proteine PspC und Hic von Streptococcus
pneumoniae Bindungen an die Domdnen SCRs 13-15 bzw. SCRs 8-11 und 12-14 von
Faktor H detektiert (Dave et al., 2004, Jarva et al., 2004).
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Die BbCRASP-Proteine von B. burgdorferi s.s. stellen die bislang am besten charakterisierten
Faktor H- und FHL-1-bindenden Proteine dar. Frihere Daten ergaben fur das BoCRASP-1-
Protein eine starke Interaktion mit den SCRs 5-7 von Faktor H und FHL-1 sowie eine
schwache Interaktion mit SCR 20 von Faktor H (Kraiczy et al., 2004a). Das BbCRASP-3-
Protein und die Faktor H-bindenden Erp-Proteine interagieren dagegen ausschlielRlich tber
die Domanen SCR 19 und SCR 20 mit Faktor H (IV. 2.2; Kraiczy et al., 2001a, 2003).

Die vorliegende Arbeit komplettiert die Charakterisierung der fir die Interaktion mit den
BbCRASP-Proteinen verantwortlichen Regionen der Komplementregulatoren. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bindung von FHL-1 und Faktor H an das
BbCRASP-2-Protein nur (iber die SCR 7-Doméne von Faktor H und FHL-1 vermittelt wird
(Abb. 1VV.34). Die Interaktion des BbCRASP-2-Proteins mit FHL-1 und Faktor H
unterscheidet sich somit von der Bindung der anderen BbCRASP-Proteine an die
Komplementregulatoren.

Analog zur Interaktion des BbCRASP-1-Proteins mit Faktor H und FHL-1 behalten beide
Komplementregulatoren vermutlich auch nach Bindung an das BbCRASP-2-Protein ihre in
den SCRs 1-4 lokalisierte komplementregulatorische Aktivitat. Sie wéren somit trotz Bindung
an das BbCRASP-2-Protein in der Lage, die Komplementaktivierung zu regulieren.

Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der gegen FHL-1 gerichtete Antikorper
B22 als spezifisch die FHL-1-Bindung des BbCRASP-2-Proteins detektierender Antikorper
charakterisiert. Die Interaktion von FHL-1 mit dem zweiten FHL-1-bindenden BbCRASP-1-
Protein kann mit diesem Antikorper nicht nachgewiesen werden. Das BbCRASP-1-Protein
interagiert mit den Doménen SCRs 5-7 von FHL-1 (Kraiczy et al., 2004a), wéhrend das
BbCRASP-2-Protein wie oben beschrieben nur ber die SCR 7-Domane an FHL-1 bindet.
Aufgrund der Interaktion von BbCRASP-1 mit drei nebeneinanderliegenden Doménen von
FHL-1 scheint der Antikorper nicht mehr an den FHL-1-/BbCRASP-1-Komplex binden zu
kdnnen. Maglicherweise ist die Bindung des BbCRASP-2-Proteins an FHL-1 flexibler, so
dass der Antikérper sein Bindungsepitop noch erkennen kann. Aufgrund der
unterschiedlichen Interaktion der Proteine BbOCRASP-1 und BbCRASP-2 mit FHL-1, kann
der B22-Antikorper daher als spezifischer Antikorper fiir die Detektion der FHL-1-Bindung
an das BbCRASP-2-Protein verwendet werden.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden Faktor H- und FHL-1-
Deletionsmutanten sowie rekombinantes FHL-1 in Ligandenaffinitatsblot-Analysen

verwendet. Die vorliegenden Daten stammen somit aus Versuchen, die unter denaturierenden
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Bedingungen durchgefuhrten wurden, und mdissten zur Kontrolle unter physiologischen

Bedingungen z.B. mittels surface plasmon resonance-Analysen wiederholt werden.

3.4 Lokalisation der Faktor H- und FHL-1-Bindestellen im BbCRASP-2-Protein

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die mit Faktor H und FHL-1 interagierende Doméne des
BbCRASP-2-Proteins innerhalb der C-terminalen 16 Aminosduren des Proteins lokalisiert
werden (Abb. 1V.35). Fruhere Analysen C-terminaler BbCRASP-1-Deletionsmutanten
zeigten, dass eine Doméne von 11 C-terminalen Aminosauren essentiell fir die Bindung des
BbCRASP-1-Proteins an Faktor H und FHL-1 ist (Kraiczy et al., 2004). Weiterhin konnten
fir das BbCRASP-3-Protein neun C-terminale Aminosduren als Faktor H-Bindestelle
identifiziert werden (Kraiczy et al., 2003). Diese Ergebnisse legen dar, dass alle naher
charakterisierten BbCRASP-Proteine trotz deutlicher Sequenzunterschiede (Uber den
C-Terminus an Faktor H und/oder FHL-1 binden. Dagegen sprechen allerdings neuere Daten
zum BbCRASP-1-Protein, welche zeigen, dass die fehlende Bindung an Faktor H und FHL-1
der C-terminalen BbCRASP-1-Deletionsmutanten nicht auf einen Verlust der Bindungsstelle,
sondern auf eine strukturelle Destabilisierung des Proteins zuriickzufiihren ist (Cordes et al.,
2005). Die von den Autoren postulierte Struktur des BbCRASP-1-Proteins ist in
Abbildung V.2 dargestellt.

Abb. V.2: Struktur des BbCRASP-1-Monomers (aus Cordes et al., 2005).

Darstellung der Struktur des BbCRASP-1-Monomers. Die einzelnen Helices sind ausgehend
vom N-Terminus (Aminosdure 70) zum C-Terminus (Aminoséure 250) von blau nach rot
farbig dargestellt. Koordinaten und Strukturdaten sind unter den Datenbank-Nummern 1W33
(natives Protein) und 1W3Z (SeMet-markiertes Protein) hinterlegt.
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Die atomare Struktur des BbCRASP-1-Proteins ergab, dass sich das Protein aus zwei
Monomeren zusammensetzt, welche ein Homodimer bilden (Abb. V.3).

Die BbCRASP-1-Monomere werden uber die C-Termini zusammengehalten, wobei die
C-terminale Halfte eines Monomers Uber der N-terminale Halfte der langen E-Helix des
anderen Monomers liegt. Eine Deletion des C-Terminus fiihrt zur Destabilisierung des
biologisch relevanten Dimers, weswegen fir die C-terminalen Deletionsmutanten des
BbCRASP-1-Proteins keine Bindungen an Faktor H und FHL-1 nachgewiesen werden
konnten. Die Analysen der Deletionsmutanten identifizierten deshalb nicht die Faktor H- und
FHL-1-Bindestelle, sondern eine strukturell sensitive Region.

Es kann daher spekuliert werden, dass das BoCRASP-2-Protein ebenso wie das BoCRASP-1-
Protein in der biologisch relevanten Form als Dimer vorliegt. Dies legt die
Wahrscheinlichkeit nahe, dass die C-terminalen Deletionsmutanten des BoCRASP-2-Proteins
aufgrund der Destabilisierung des Dimers keine Bindung an Faktor H und FHL-1 zeigten und
nicht, wie bisher angenommen, aufgrund der Deletion der Bindungsstelle. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen der BboCRASP-2-Deletionskonstrukte wiirden
demnach auf eine strukturell sensitive Region hinweisen. Diese Theorie misste z.B. durch die
Kristallisation des BbCRASP-2-Proteins bestétigt werden.

Abb. V.3: Struktur des BbCRASP-1-Dimers (freundlicherweise zur Verfigung gestellt
von Dr. S. M. Lea).

Computergraphische Darstellung des BbCRASP-1-Dimers als schematisches Modell (oben)
und als Kalottenmodell (unten).
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4 Ausblick

Fir die weiterfihrende Charakterisierung des BbCRASP-2-Proteins sollte vor allem die
Kristallisation zur Aufklarung der Struktur dieses Proteins unter physiologischen
Bedingungen ein wichtiges Ziel sein. Informationen Uber die Organisation des BoCRASP-2-
Proteins als Monomer oder als Dimer waéren hilfreich bei Fragestellungen zur Art der
Interaktion mit FHL-1 und Faktor H. Die Kokristallisation des Proteins mit FHL-1 und/oder
Faktor H konnte die Frage nach den genauen Bindungsstellen der Komplementregulatoren im
BbCRASP-2-Protein l6sen. Eine weitere Moglichkeit, die Bindungsstelle zu charakterisieren
waren Analysen mittels in vitro-Mutagenese.

Aulerdem misste die Bedeutung des BbCRASP-2-Proteins flr die Komplementresistenz der
Borrelien geklart werden, indem z.B. BbCRASP-2-Deletionsstimme mit dem bbh06-Gen
transformiert und auf etwaige Unterschiede in ihrer Komplementresistenz analysiert wirden.
Zudem ware es von Interesse, die Expression des BoCRASP-2-Proteins wéhrend des Zecken-
Wirt-Infektionszyklus zu klaren.

Ein weiteres Ziel konnte die Identifizierung und Charakterisierung der CRASP-Proteine aus
Isolaten der Genospezies B. afzelii sein. Fir die CRASP-Proteine BaCRASP-4 und
BaCRASP-5 der komplementresistenten B. afzelii-Isolate EB1 und FEM1-D15 konnten in der
vorliegenden Arbeit immunologische Verwandtschaft mit den Proteinen ErpA und ErpP des
B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 nachgewiesen werden. Eine Identifizierung dieser Proteine

wirde Auskunft Uber die tatsachlichen Verwandtschaftsgrade geben.

117



Zusammenfassung

V1. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation liefert einen Beitrag zur Identifizierung und Charakterisierung
der an der Komplementresistenz von Borrelien beteiligten CRASP-Proteine aus Isolaten der
Genospezies B. burgdorferi s.s. und B. afzelii.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es mittels Identifizierung und immunologischer
Charakterisierung der spezifisch Faktor H-bindenden BbCRASP-Proteine BbCRASP-3,
BbCRASP-4 und BbCRASP-5 deren Zugehdrigkeit zur Erp-Proteinfamilie zu beweisen. Als
verantwortliche Domanen fiir die Interaktion der CRASP-/Erp-Proteine mit Faktor H wurden
die SCRs 19 und 20 von Faktor H identifiziert.

Die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls aufgezeigte immunologische Kreuzreaktion der Erp-
Proteine ErpA und ErpP des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31 mit den CRASP-Proteinen
BaCRASP-4 und BaCRASP-5 der B. afzelii-Isolate EB1 und FEM1-D15 ldsst eine
immunologische Verwandtschaft zwischen CRASP-Proteinen aus Isolaten unterschiedlicher
Genospezies vermuten.

Weiterhin  konnte das Faktor H- und FHL-1-bindende BbCRASP-1-Protein des
B. burgdorferi s.s.-1solates LW?2 identifiziert werden. Ein Vergleich der Aminosiuresequenz
dieses Proteins mit den Sequenzen der BbCRASP-1-Proteine der Stamme ZS7 und B3l
ergab, dass die BbCRASP-1-Proteine der aus verschiedenen geographischen Regionen
stammenden B. burgdorferi s.s.-Isolate identisch sind.

Mit dem BbCRASP-2-Protein wurde ein bis dahin unbekanntes Faktor H- und FHL-1-
bindendes CRASP-Protein aus den &ufleren Membranen des B. burgdorferi s.s.-Isolates B31
isoliert und charakterisiert. BOCRASP-2 stellt innerhalb der CRASP-Proteinfamilie ein neues
eigenstandiges Lipoprotein mit einer Ladnge von 236 Aminosduren dar. Es ist lokalisiert auf
dem linearen Plasmid 1p28-3 und wird von dem bbh06-Gen kodiert. Die Aminoséuresequenz
des BbCRASP-2-Proteins unterscheidet sich deutlich von den Sequenzen der anderen
CRASP-Proteine. Es ist weder ein Mitglied der gbb54- oder der Erp-Proteinfamilie, noch
gehort es zu einer anderen bekannten Proteinfamilie von B. burgdorferis.s. In
Ligandenaffinitatsblot-Analysen konnte mit Hilfe von rekombinantem FHL-1 sowie
Deletionsmutanten von Faktor H und FHL-1 gezeigt werden, dass die Bindung von Faktor H
und FHL-1 an das BbCRASP-2-Protein ausschlielflich (iber die SCR 7-Doméne vermittelt
wird. Die Analysen C-terminaler Deletionsmutanten von BbCRASP-2 unterstrichen die
Bedeutung der letzten 16 Aminosduren des BbCRASP-2-Proteins fur die Interaktion mit
Faktor H und FHL-1.
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Abb. 1V.30: Proteinstrukturanalysen des BbCRASP-2-Proteins mittels des HUSAR-
Programms. Untersucht wurde die Flexibilitat des BoCRASP-2-Proteins.
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Anhang

Abb. 1V.31: Proteinstrukturanalyse des BbCRASP-2-Proteins mittels des HUSAR-
Programms. Das BbCRASP-2-Protein wurde auf antigene Regionen untersucht.
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