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1 Einleitung 

1.1 Der Erreger Borrelia miyamotoi 

1.1.1 Borrelien  

Bakterien der Gattung Borrelia (benannt nach dem franz. Bakteriologen Amédée Borrel 

(1867–1936)) zählen zu der Familie der Spirochaetaceae.1 Es handelt sich bei Borrelien 

um gramnegative Bakterien, deren Erscheinungsbild insbesondere durch ihre 

charakteristische Morphologie geprägt ist.1 Diese zwischen 10 – 30 µm langen 

Spiralbakterien bewegen sich durch Rotation um ihre eigene Achse fort.1,2 Als 

Reservoirwirte der Borrelien dienen in erster Linie Nagetiere, allerdings kommen auch 

Rotwild sowie bestimmte Vogelarten in Betracht.1,2 Die Übertragung findet über 

verschiedene Ektoparasiten statt.2 Die Gattung der Borrelien gliedert sich taxonomisch in 

die Borrelien des Borrelia (B.) burgdorferi sensu lato Komplexes und die Rückfallfieber-

Borrelien. Während Rückfallfieber-Borrelien sowohl von Leder- und Schildzecken als 

auch Läusen übertragen werden können, beschränkt es sich bei den Vektoren des Borrelia 

burgdorferi sensu lato Komplexes in erster Linie auf Schildzecken.3,4 Das Krankheitsbild 

der Lyme-Borreliose wird durch Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato 

Komplexes verursacht, wohingegen Rückfallfieber-Borrelien die Erreger des 

namensgebenden Rückfallfiebers sind.1,3  

 

 

Abbildung 1.1 Zellmorphologie von Borrelia miyamotoi 

Charakteristische, spiralförmige Morphologie von B. miyamotoi HT31 mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie. 
Übersichtsaufnahme (links), Nahaufnahme einer sich teilenden Borrelienzelle (rechts). 
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1.1.2 Borrelia miyamotoi  

Wie bereits erwähnt, lassen sich Borrelien in die Gruppe des B. burgdorferi sensu lato 

Komplexes und die der Rückfallfieber-Borrelien klassifizieren.3,4 B. miyamotoi zählt zur 

Gruppe Rückfallfieber-Borrelien.5 Dieses Bakterium, welches erstmals im Jahr 1995 von 

Fukunaga et al. beschrieben wurde, erhielt seinen Namen nach Professor Kenji Miyamoto 

und wurde in Ixodes persulcatus Zecken nachgewiesen.6 Der eindeutige Nachweis des 

humanpathogenes Potentials von B. miyamotoi wurde jedoch erst 16 Jahre später im Jahr 

2011 durch eine Fallserie aus Russland erbracht.7  

 

Inzwischen ist bekannt, dass für B. miyamotoi auf der nördlichen Hemisphäre auch andere 

Vektoren als Ixodes persulcatus infrage kommen.8 So wird B. miyamotoi in Nordamerika 

durch Ixodes pacificus und I. scapularis, in Europa durch I. ricinus und in Eurasien durch 

I. persulcatus übertragen (Abbildung 1.2). Diese Zecken-Arten sind zugleich Überträger 

von Lyme-Borreliose verursachenden Borrelien des B. burgdorferi sensu lato-

Komplexes.8 Die Zecken können sich dabei prinzipiell auf zweierlei Weisen mit  

B. miyamotoi infizieren. Zum einen ist eine transovarielle Übertragung von B. miyamotoi 

von einer Zecken-Generation auf die nächste möglich, was im Fall von I. persulcatus 

bereits bestätigt werden konne.9 Da diese Art der Verbreitung vermutlich langfristig nicht 

zum Erhalt von B. miyamotoi ausreicht,10,11 können Zecken während des Saugaktes am 

infizierten Wirt die Bakterien aufnehmen. Dabei wurden bisher Nagetiere wie die 

Weißfußmaus (Peromyscus leucopus),11,12 aber auch Vögel13 als Reservoirwirte 

nachgewiesen. 

Der Anteil der mit B. miyamotoi infizierten Zecken rangiert im Durchschnitt 

zwischen 1 – 2 %.3,5,14-17 Allerdings finden sich auch bestimmte Regionen mit besonders 

Abbildung 1.2 Globale Verteilung der B. miyamotoi übertragenden Zecken 

Dargestellt ist das Vorkommen der verschiedenen Zeckenspezies, welche B. miyamotoi übertragen können. In 
Nordamerika handelt es sich dabei um Ixodes pacificus und I. scapularis, auf dem eurasischen Kontinent um I. ricinus 
und I. persulcatus. Abbildung entnommen aus Krause et al. 2015.8 
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hoher Inzidenz an infizierten Zecken. So wurde in Kalifornien in Napa County für  

I. pacificus-Zecken eine Infektionsrate von 15,4 % und in Kurgan (Russland) eine 

Infektionsrate von 16 % der B. miyamotoi-positiven Zecken (I. persulcatus) 

dokumentiert.7,14 

Übertragung und Pathogenese 

Eine mit B. miyamotoi infizierte Zecke trägt den Erreger in ihren Speicheldrüsen und 

kann die Bakterien bereits beim Stechen auf den Wirt übertragen.18 Im Gegensatz dazu 

müssen die Erreger der Lyme-Borreliose zunächst aus dem Mitteldarm der Zecke in die 

Speicheldrüsen wandern, um dann in den Wirt übertragen werden zu können. Dies kann 

bis zu 48 Stunden in Anspruch nehmen.19-21 Zwar steigt auch im Fall von B. miyamotoi 

die Wahrscheinlichkeit für eine Infektion mit zunehmender Dauer des Saugaktes, 

allerdings findet bereits nach einer deutlich kürzeren Zeit (innerhalb von 24 Stunden) eine 

Übertragung statt.22 Die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Mensch durch eine mit  

B. miyamotoi-positiven Zecke infiziert, wird auf etwa 8,3 % geschätzt und ist somit 

vergleichbar mit – wenn nicht sogar etwas höher – als bei den Lyme-Borrelien.23-26 Allein 

in den Niederlanden wird von jährlich etwa 36.000 Personen ausgegangen, die von 

Zecken gestochen werden, welche mit B. miyamotoi infiziert sind.27 Vor diesem 

Hintergrund ist davon auszugehen, dass die Häufigkeit der Infektion bisher weitestgehend 

unterschätzt wurde und eine Behandlung einer B. miyamotoi-Infektion nur selten in 

Erwägung gezogen wird.28  

B. miyamotoi verfügt über verschiedene Immunescape-Mechanismen, um nach Infektion 

im menschlichen Wirt dauerhaft zu persistieren. Zu den Immunescape-Mechanismen 

zählt z.B. die Bindung des Komplementregulators Faktor H an die Spirochätenoberfläche, 

wodurch die Komplementaktivierung unterbunden wird und so der Erreger der 

Komplement-vermittelten Lyse entgeht.29-31 Zudem besitzt B. miyamotoi die Proteine 

FbpA and FbpB aus, welche die Komplementkomponeten C1r binden können. Für FbpA 

and FbpB konnte für einen Serum-sensitiven B. burgdorferi-Stamm eine Protektion vor 

Komplement-vermittelter Lyse gezeigt werden.32 Zudem scheint die Bindung von 

Vitronectin durch das Protein BOM1093 eine Rolle für die Serumresistenz von B. 

miyamotoi zu spielen.33 Ein weiterer Mechanismus besteht in der Fähigkeit der Borrelien 

zur Antigenvariation und der Produktion von sogenannten „Variable Membrane Proteins 

(Vmp)“ auf der Zelloberfläche, welche eine zielgerichtete Immunantwort des Wirts 
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erschweren.34 Zudem wurde bei B. miyamotoi ein Plasminogen-bindendes Protein, CbiA 

nachgewiesen.35 Das an CbiA gebundene Plasminogen kann zu Plasmin aktiviert werden 

und trägt somit zur Degradierung der Komponenten der extrazellulären Matrix bei.35 Die 

Bindung von Plasminogen könnte also die Penetration in tiefer liegende Gewebeschichten 

begünstigen und somit zur Dissemination des Erregers in extravaskuläre Gewebe 

beitragen.35-38 Darüber hinaus besitzt Plasmin eine Komplement-inhibierenden Wirkung, 

indem es die Komplementkomponenten C3, C3b und C5 degradiert,39 was letztlich zu 

Synergie-Effekten mit den zuvor beschriebenen Immunescape-Mechanismen von 

B. miyamotoi führen könnte. Nicht zuletzt könnte dieser Mechanismus auch bei der 

Überwindung der Blut-Hirn-Schranke in immunkomprimierten Patienten zum Tragen 

kommen, die aufgrund einer Infektion mit B. miyamotoi eine Meningoenzephalitis 

entwickelten.40-42 Das Entkommen des Erregers in immunprivilegierten Nischen wie zum 

z.B. das ZNS könnte sich positiv auf die Persistenz im humanen Wirt auswirken.43,44  

Klinik 

Die durch eine Infektion mit B. miyamotoi hervorgerufene Infektionskrankheit wird als 

„hard tick-borne relapsing fever (HTBRF)“ oder „B. miyamotoi disease (BMD)“ 

bezeichnet.45,46 Die Erkrankung ist durch Fieber, das intermittierend verlaufen kann, 

Kopfschmerzen, Fatigue, Übelkeit, Schüttelfrost sowie Myalgien und Arthralgien 

geprägt.7,30,47,48 Dabei treten die für Rückfallfieber-Borrelien sonst typischen 

intermittierenden, hohen Fieberschübe eher vereinzelt auf.5,7,49 In der Fallserie aus 

Russland wurde bei fünf der insgesamt 46 Patienten mit BMD von rezidivierenden 

Fieberschüben berichtet, welche im Schnitt 3,4 Tage andauerten und durch ein 

fieberfreies Intervall von 9 Tagen unterbrochen wurden.7 Hiervon erlitt ein Patient zwei 

Fieber-begleitete Rückfälle bevor er ins Krankenhaus eingeliefert wurde und für die 

restlichen vier Patienten konnte jeweils ein Rückfall vor einer antibiotischen Therapie 

verzeichnet werden. Es ist denkbar, dass durch die antibiotische Therapie weitere Fieber-

Rückfälle verhindert wurden.7 Die Fieberintervalle hatten sich jeweils in Höhe und Dauer 

nicht signifikant voneinander unterschieden. Insgesamt lag das Fieber der 46 

untersuchten Patienten mit BMD bei bis zu 39,5 °C.7  

Besonders schwerwiegende Verläufe von BMD mit Beteiligung des ZNS und daraus 

resultierender Meningoenzephalitis sowie Gedächtnisproblemen und Gangunsicherheit 

waren bis zum Jahr 2018 nur bei immunsupprimierten Patienten beschrieben.40-42 Jedoch 
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geht aus einem Fallbericht aus Schweden hervor, dass B. miyamotoi wohl auch in 

immunkompetenten Patienten das ZNS befallen kann.50 Folglich solle BMD in Fällen von 

Fieber und neurologischer Symptome nach einem Zeckenstich sowohl in 

immunsupprimierten als auch immunkompetenten Patienten als Differentialdiagnose in 

Erwägung gezogen werden.50  

Diagnostik 

Die diagnostischen Mittel, derer man sich zum Nachweis einer B. miyamotoi-Infektion 

bedienen kann, sind von der Dauer der Infektion abhängig.5 In der Akut-Phase der 

Erkrankung kann der Nachweis des Erregers im Blut oder im Liquor mittels Mikroskopie 

oder PCR-Verfahren erfolgen.5 Für den mikroskopischen Nachweis muss die 

Konzentration der Borrelien jedoch ≥ 104 Zellen pro Milliliter betragen. Als 

Färbetechniken kommen die Giemsa- oder Wright-Färbung infrage sowie der „Dicke 

Tropfen“ wie bei der Malaria-Diagnostik.8 Dadurch kann eine Infektion auch bei einer 

geringeren Erregerkonzentration nachgewiesen werden.8 In der Dunkelfeldmikroskopie 

und Phasenkontrastmikroskopie können die Spirochäten zudem aufgrund ihrer 

charakteristischen Motilität nachgewiesen werden.8 Für den Nachweis mittels PCR 

dienen Oligonukleotide, die zur Amplifikation von Genfragmenten des 16S ribosomale 

RNA-Gens, des flaB- oder des glpQ-Gen von B. miyamotoi dienen.11,41,42,51 Da die 

Erreger-Konzentration mit dem vierten Tag der Infektion jedoch drastisch abnimmt, sind 

diese Verfahren ab diesem Zeitpunkt aufgrund der geringen Sensitivität nicht mehr 

erfolgversprechend.52 Es ist jedoch denkbar, dass die beiden Verfahren im späteren 

Verlauf der Erkrankung wieder von Bedeutung sein können,5 da es zu rezidivierenden 

Fieberschüben kommen kann und die Erregerkonzentration im Blut zunimmt.5,7,49 Zudem 

kann durch Konzentrierung der Blutproben die Sensitivität dieser Methoden gesteigert 

werden.53  

Ein serologisches Nachweisverfahren bietet den Vorteil, trotz einer geringen 

Erregerkonzentration eine Infektion nachweisen zu können, insofern Antikörper während 

des Krankheitsverlaufes gebildet wurden. Somit kann die in vitro Diagnostik sowohl 

während der akuten als auch nach einer überstandenen Infektion zum Tragen kommen.54-56 

Hierfür bieten sich immunologische Tests (in Form von ELISA oder Western-Blot) an, 

bei denen Antikörper gegenüber GlpQ (Glycerophosphodiester phosphodiesterase) 

nachgewiesen werden. Dieses wird zwar von Rückfallfieber-Borrelien gebildet, jedoch 
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nicht von Lyme-Borrelien des B. burgdorferi sensu lato-Komplexes.56 Somit kann 

zwischen einer Lyme-Borreliose und einer Infektion mit Rückfallfieber-Borrelien 

differenziert werden. Jedoch ist GlpQ nicht B. miyamotoi spezifisch und somit kann 

hierdurch keine eindeutige Aussage darüber getroffen werden, mit welcher 

Rückfallfieber-Borrelienspezies oder anderen humanpathogenen Bakterien der Patient 

infiziert ist.57 Allerdings stehen derzeit keine kommerziellen Antigen- bzw. 

Antikörpertests zur Verfügung. 

Die Kultivierung von B. miyamotoi ist extrem anspruchsvoll und bedarf spezieller 

Flüssigmedien wie zum Beispiel einem sogenannten modifizierten Kelly-Pettenkofer-

Medium (MKP),58,59 dem BSK-M-Medium60 oder Medien, die mit einem Anteil von 50 % 

an humanem Serum versetzt sind.61 Eine wochenlange Kultivierung, gemessen an 

alternativen Optionen, ist für den klinischen Alltag ungeeignet und ist Speziallaboratorien 

vorbehalten. 

Therapie 

Die Therapie einer B. miyamotoi-Infektion orientiert sich an der der Lyme-Borreliose.5 

Aus beschriebenen Fallserien geht hervor, dass zur Therapie Antibiotika wie 

Doxycyclin,7,47 Penicillin G,41 Ceftriaxon,7,40,42,62 und Minocyclin62 appliziert wurden. 

Doxycyclin wurde häufig bei Patienten mit einem unkomplizierten Verlauf für 7 bis 14 

Tage (100 mg oral alle 12 Stunden) eingesetzt.7,41,54,55,63 Im Fall von schweren 

Verlaufsformen wie z.B. einer Meningoenzephalitis wurde intravenös Ceftriaxon (2 g 

einmal täglich) für zwei Wochen oder Penicillin G (24 Millionen U/Tag) für vier Wochen 

verabreicht.8 Als Alternative zu Doxycyclin und anderen Tetracyclinen, welche für 

Schwangere, stillende Mütter und Kinder kontraindiziert sind, kann auf Amoxicillin oder 

Cefuroxim zurückgegriffen werden.8 Azithromycin käme zur Behandlung zwar 

theoretisch infrage; jedoch haben sich Makrolide im Allgemeinen als weniger effektiv in 

der Behandlung von Borrelien-Infektionen gezeigt als Tetracycline und die meisten Beta-

Laktam-Antibiotika.8 Aufgrund früherer Studien zur Therapie der Lyme-Borreliose ist 

davon auszugehen, dass B. miyamotoi eine Toleranz gegenüber Fluorchinolonen und 

Aminoglykosiden aufweist.8,64-66 Zudem konnte in in vitro-Untersuchungen eine 

Resistenz von B. miyamotoi gegenüber Amoxicillin im Vergleich zu B. burgdorferi sensu 

lato nachgewiesen werden.67 Nichtsdestotrotz kam Amoxicillin bereits unter anderem in 
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Kombination mit anderen Antibiotika erfolgreich zum Einsatz,68 sodass zur endgültigen 

Therapieempfehlung weiterführende Studien notwendig sind.67  

Eine ernst zu nehmende mögliche Komplikation der anti-mikrobiellen Therapie ist die 

Jarisch-Herxheimer-Reaktion, die nach dem Beginn der Antibiose einsetzen kann. Bei 

den mit B. miyamotoi infizierten Patienten aus Russland trat diese Form der Komplikation 

in 15 % der Fälle auf.7  

Prävention 

Für die präventiven Maßnahmen gelten die gleichen Empfehlungen wie für andere 

Zecken-übertragene Krankheitserreger wie zum Beispiel die der Lyme-Borreliose.8 So 

empfehlen die Bundeszentrale für gesundheitliche Aufklärung sowie das Robert-Koch-

Institut das Tragen von langer, geschlossener Kleidung solange man sich im hohen Gras 

oder Unterholz aufhält. Zudem könnten sogenannte Repellentien einen zusätzlichen, 

wenn auch zeitlich begrenzten Schutz vor den Zecken bieten. Zudem solle man den 

Körper nach dem Aufenthalt im Freien nach Zecken absuchen und diese möglichst zügig 

entfernen. Die präferierten Stichstellen der Zecken sind der Haaransatz, Ohren, Hals, 

Achseln, Ellenbeuge, Bauchnabel, Genitalbereich oder Kniekehle.69-71  

1.2 Die Proteine GlpQ und Vlp15/16 von B. miyamotoi 

Eigenschaften des GlpQ-Proteins  

Das GlpQ-Protein (Glycerophosphodiester Phosphodiesterase) kommt neben anderen 

Bakterienspezies, wie z. B. E. coli und Haemophilus influenzae, insbesondere bei 

Rückfallfieber-Borrelien vor, jedoch nicht bei Borrelien des B. burgdorferi sensu lato 

Komplexes, was eine Differenzierung für die Diagnostik beider Infektionskrankheiten 

ermöglicht (1.1.2).72 Da GlpQ bei der Hydrolyse von Phospholipiden beteiligt ist und 

somit auf ATP sparende Weise Glycerinaldehyd-3-phosphat für den Zellmetabolismus 

gewonnen werden kann, wird angenommen, dass die zusätzlich Energiegewinnung und 

die Bereitstellung von Glukose über die Gluconeogenese den Rückfallfieber-Borrelien 

einen Vorteil verschafft, der die höhere Erregerkonzentration im Blut erklären könnte.72 

Je nach Bakterienspezies ist GlpQ in E. coli im Periplasma lokalisiert,73 in Haemophilus 

influenzae auf der äußeren Membran 74 und in Treponema pallidum in der äußeren 

Membran75 oder aber im periplasmatischen Raum.76 Aufgrund der unterschiedlichen 

Lokalisation ist bisher ungeklärt, ob GlpQ unterschiedliche Funktionen innerhalb der 
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Bakterienzelle innehat und somit zu den sogenannten „Moonlighting-Proteinen“ gezählt 

werden könnte. Dabei handelt es sich um Proteine, welche mehr als eine Funktion 

ausüben, ohne dass dabei das ursprüngliche Protein durch Proteolyse oder 

posttranskriptionale Modifikation verändert wird. D. h., dass z. B. molekulare 

Veränderungen (Genfusionen oder eine Proteolyse) in mehrere Fragmente nicht mit der 

Multifunktionalität einhergehen.77 So konnte für intrazelluläre Proteine bereits eine 

Plasminogenbindung auf der Zelloberfläche nachgewiesen werden.78 Dazu zählen 

Aspartase79 von H. influenzae, DnaK von Mycobacterium tuberculosis80 und Neisseria 

meningitidis81 , Enolase82 von B. burgdorferi und GAPDH83 und Endopeptidase O84 von 

Streptococcus pneumoniae, welche als intrazelluläre Proteine auf der äußeren Membran 

Plasminogen binden. Da in ersten Untersuchungen eine Plasminogenbindung für GlpQ 

nachgewiesen werden konnte,85 scheint GlpQ sich möglicherweise in die Gruppe 

multifunktionaler, Plasminogen-bindender Proteine einzureihen. 

Das Vlp15/16-Protein von B. miyamotoi 

Das Vlp15/16-Protein von B. miyamotoi gehört zu den sogenannten „Variable major 

proteins (Vmp)“, welche sich in die „Variable large proteins (Vlp)“ und die „Variable 

small proteins (Vsp)“ unterteilen lassen. Die monomeren Vlps besitzen eine molekulare 

Masse von etwa 40 kDa, wohingegen die monomeren Vsps eine molekulare Masse von 

etwa 20 kDa aufweisen.45,86,87 Beide Proteinfamilien werden von Genen, die auf linearen 

Plasmiden lokalisiert sind, codiert.87 Mithilfe dieser immunogenen Oberflächenproteine 

ist es den Borrelien durch nicht-reziproken Gentransfer möglich, die Vmp-Proteine auf 

der Zelloberfläche zu variieren und dadurch verschiedene Serotypen auszubilden, welche 

dem Erreger ermöglichen, der Antikörperantwort des Wirts zu entgehen.88-91 Da mehrere 

Serotypen in einer Borrelienpopulation vorkommen können und pro Bakterienzelle zu 

jedem Zeitpunkt der Infektion immer nur ein immunogenes Vmp-Protein exprimiert 

wird,88 kann die überlebende Subpopulation erneute Fieberanstiege und somit das 

typische klinische Bild des Rückfallfiebers verursachen.92,93  

1.3 Plasminbindung als Pathogenitätsfaktor von Borrelien 

Im fibrinolytischen System, dessen Aufgabe es ist, Fibringerinnsel aufzulösen, nimmt die 

Serinprotease Plasmin die zentrale Funktion ein.38 Aufgrund ihres breiten 

Wirkungsspektrums als relativ unspezifische Serinprotease ist Plasmin an zahlreichen 

weiteren physiologischen wie auch pathologischen Prozessen beteiligt, wie zum Beispiel 
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der Zellmigration, Gewebs-Remodeling, Thrombolyse, Wundheilung und der 

Ausbreitung von Krebszellen.38 Plasminogen als Vorstufe des Plasmins ist ein in der 

Leber hergestelltes Glykoprotein, welches mit einer Konzentration von etwa 2 µM im 

Plasma vorliegt.94 Die Aktivierung zu Plasmin erfolgt durch die Proteolyse der 

Peptidbindung zwischen Arg561-Val562 durch das Enzym „tissue-type Plg activator (tPA)“ 

oder „urokinase-type Plg activator (uPA)“.38 Aus der Proteolyse ergeben sich zwei, über 

eine Disulfidbrücke verbundene, Ketten. Die N-terminale α-Kette, die in ihren 

sogenannten „kringle domains“ die Lysin-Bindungsstellen beinhaltet, und die β-Kette, 

welche die katalytische Serin-Protease-Region enthält.38 Die Aktivierung von 

Plasminogen wird durch „Serpine Plg inhibitor type 1“ (PAI-1) und PAI-2 inhibiert. PAI-

2 wirkt dabei insbesondere auf uPA.95-97 Als direkter Inhibitor von aktivierten Plasmin 

fungiert α2-Antiplasmin, welches kovalent an die Kringle-Domänen bindet. Sobald 

Plasmin jedoch an einen Rezeptor bindet, ist es vor Inaktivierung durch α2-Antiplasmin 

geschützt.98-100  

 

Abbildung 1.3 Funktionen von Plasminogen/Plasmin 

Das Plasminogen wird mithilfe von tPA oder uPA zu Plasmin aktiviert, wohingegen PAI (Plasminogen activator 
inhibitors) der Aktivierung entgegenwirkt. Das Plasmin selbst wird wiederum von α2-Macroglobulin und α2-

Antiplasmin inhibiert. Neben seiner Funktion in der Fibrinolyse kann Plasmin auch zur Spaltung von extrazellulären 
Matrixkomponenten (EZM-Komponenten) sowie der Komplementkomponenten C3 und C5 dienen. Die Bindung von 
Plasmin an mononukleäre Zellen führt zu einer erhöhten Expression an proinflammatorischen Zytokinen und ist daher 
an der Chemotaxis beteiligt. Abbildung entnommen aus Raymond und Djordjevic 2015.99 
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Das breite Wirkungsspektrum von Plasmin nutzen verschiedene pathogene Bakterien zu 

ihrem eigenen Vorteil, um Komponenten der extrazellulären Matrix (EZM) zu 

degradieren, zur Immunevasion sowie zur Dissemination des Erregers im infizierten 

Wirt.36,101-105 Darüber hinaus wirkt Plasmin auch indirekt durch die Aktvierung von 

Matrix-Metalloproteasen auf die EZM-Degradation ein.106 Auch das Passieren der Blut-

Hirn-Schranke und einer Infektion des ZNS, wie es für einige Borrelienspezies 

beschrieben ist, ließe sich durch Akquisition von Plasmin erklären.38,107 Für Borrelien 

konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von Plasminogen über dessen Kringle-

Domänen vorzugsweise mit Lysin-Reste des betreffenden bakteriellen Proteins mediiert 

wird.101,108-112 Da Borrelien über keine endogenen Plasminogenaktivatoren verfügen, sind 

sie auf die Akquisition von uPA oder tPA aus ihrer Umgebung angewiesen.101,109,111-113 

Hierfür binden Borrelien möglicherweise auch uPA auf ihrer Zelloberfläche, um lokal 

eine erhöhte Konzentration von Plasminogen-Aktivatoren zu erzielen.113  

1.4 Fragestellung 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollen zwei Proteine von B. miyamotoi auf ihre 

Eigenschaft, Plasminogen zu binden, detaillierter untersucht werden. Erste Daten lassen 

darauf schließen, dass das an der Oberfläche der Bakterienzelle exponierte, 

immundominante Protein Vlp15/16 und das für diagnostische Zwecke verwendete GlpQ-

Protein (Glycerophosphodiester phosphodiesterase) in der Lage sind, Plasminogen zu 

binden.85 Aufbauend auf diesen Daten soll die Interaktion von Vlp15/16 und GlpQ mit 

Plasminogen funktionell charakterisiert werden. Darüber hinaus soll untersucht werden, 

ob Plasminogen nach seiner Bindung zu Plasmin aktiviert und sein natürliches Substrat 

Fibrinogen degradieren kann. Zudem soll die Beteiligung von Lysin-Resten an der 

Bindung näher beleuchtet und die mit Plasminogen interagierende Bindungsstelle 

lokalisiert werden. Abschließend soll mittels Immunfluoreszenzmikroskopie die Bindung 

von Plasminogen an intakten Borrelienzellen nachgewiesen werden. Dies könnte die 

Hypothese, dass B. miyamotoi die Blut-Hirn-Schranke des Wirtes passieren kann, 

zusätzlich untermauern. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Bakterienstämme 

2.1.1 Escherichia coli 

 

Tabelle 2.1 Verwendete E. coli-Stämme 

Bakterienstamm Genotyp Referenz, Quelle 

NEB® 5-alpha 

Competent E. coli (High 

Efficiency) 

fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 

phoA glnV44 Φ80 

Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 

relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

New England Biolabs 

Inc., C2987H 

BL21 (DE3) Competent 

E. coli  

fhuA2 [lon] ompT gal (λ 

DE3) [dcm] ∆hsdS 

λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-

B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) 

i21 ∆nin5 

New England Biolabs 

Inc.,  

C2527H 

 

2.1.2 Borrelien 

 

Tabelle 2.2 Verwendete Borrelien-Stämme 

Bakterienstamm Passage Referenz, Quelle 

Borrelia miyamotoi 

HT31 

25 bis 46 Prof. Dr. Peter 

Kraiczy31,61 

 

2.2 Antikörper 

 

Tabelle 2.3 Verwendete primäre Antikörper 

Antikörper Antigen Eigenschaft Referenz, Quelle 

Anti-Fibrinogen  Fibrinogen Polyklonal Acris Antibodies, 

AP09017PU-N 

Anti-Plasminogen  Plasminogen Polyklonal Acris Antibodies, 

R1598 

Anti-His AK Hexahistidin Polyklonal GE Healthcare, 

27471001 
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Tabelle 2.4 Verwendete sekundäre Antikörper 

Antikörper Konjugat Ursprung Eigenschaft Referenz, 

Quelle 

Anti-Maus-

Immunoglobulin 

Meerrettichperoxidase Kaninchen Polyklonal DAKO 

Cytomation, 

P0260 

Anti-Ziege-

Immunoglobulin 

Meerrettichperoxidase Kaninchen Polyklonal DAKO 

Cytomation, 

P0449 

 

2.3 Proteine 

 

Tabelle 2.5 Verwendete Restriktionsendonukleasen 

Protein Erkennungssequenz (5’ → 3’) Referenz, Quelle 

BamHI GGATCC New England Biolabs Inc., 

R0136S 

SalI GTCGAC New England Biolabs Inc., 

R0138S 

DpnI G[A-CH3]TC New England Biolabs Inc., 

R0176S 

 

Tabelle 2.6 DNA-Polymerasen 

Protein Referenz, Quelle 

HiFi DNA-Polymerase PCR Biosystems, PB10.41-02 

Taq DNA Polymerase Invitrogen, 10342-020 

 

Tabelle 2.7 Weitere Proteine 

Protein Referenz, Quelle 

T4-DNA-Ligase New England Bio Labs, M0202S 

BSA Sigma Aldrich, A7030 

Purified BSA New England Biolabs Inc., B9001S 

Fibrinogen Sigma Aldrich, F3879 

Human Glu-Plasminogen Heamatologic Technologies, HCPG-0130 

uPA Millipore, CC4000 
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Tabelle 2.8 Verwendete, gereinigte Borrelienproteine 

Protein Referenz 

BBA70 Koenigs et al. 2013114 

Vsp1 Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande) 

Vlp15/16-N Schmidt et al., 2021 

Vlp15/16-C Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande) 

Vlp18-C Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande) 

GlpQ Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande) 

CbiA Röttgerding et al., 2017; Nguyen et al. 

201829,35 

CspA Hallström et al., 2013; Hammerschmidt et 

al., 2014115,116 

 

2.4 Verwendete Reagenzienpackungen 

 

Tabelle 2.9 Verwendete Reagenzienpackungen 

Name Verwendung Referenz, Quelle 

MinElute Reaction 

Cleanup Kit 

Reinigung von DNA Qiagen, 28206 

Micro BCA Protein 

Assay Kit 

Bestimmung der 

Proteinkonzentration 

Thermo Fischer Scientific, 

23235 

Monarch Plasmid 

Miniprep Kit 

Isolierung von Plasmiden New Englands Biolabs, 

#T1010L 

QIAquick PCR 

Purification Kit 

Reinigung von PCR-

Amplifikaten 

Qiagen, 28106 

 

2.5 Größenstandards 

 

Tabelle 2.10 Verwendete Größenstandards 

Name Verwendung Referenz, Quelle 

1 kBp DNA Ladder Agarose-Gelelektrophorese New England Biolabs Inc., 

N3232S 

Precision Plus Protein 

Standards Dual Color 

SDS-PAGE (Westernblot) Bio-Rad, 161-0374 

Precision Plus Protein 

Unstained Protein 

Standards  

SDS-PAGE (Silbernitrat-

Färbung) 

Bio-Rad, 161-0363 
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2.6 Oligonukleotide und Vektoren 

2.6.1 Oligonukleotide  

 

Tabelle 2.11 Verwendete Oligonukleotide zur Generierung von Proteinvarianten 

Name Sequenz (5’ → 3’) Funktion Referenz, 

Quelle 

GlpQ_Bmiya Bam GATATACATATGGCTGG

ATCCTTTAAACAAGAAA

TGGG 

Umklonierung 

des His-Tag von 

GlpQ 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_Bmiya Sal GTGGTGGTCGACCTATT

TTTTTATGAAATTCATTA

CTGTG 

Umklonierung 

des His-Tag von 

GlpQ 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333-

Stop_FP 

GACACAGTAATGAATTT

CATATAAAAATAGGTCG

ACCTG 

Insertion eines 

Stoppcodons an 

Position 333 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333-

Stop_RP 

GCTGCAGGTCGACCTAT

TTTTATATGAAATTCATT

ACTG 

Insertion eines 

Stoppcodons an 

Position 333 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333A_FP GACACAGTAATGAATTT

CATAGCAAAATAGGTCG

ACCTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 333 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333A_RP GCTGCAGGTCGACCTAT

TTTGCTATGAAATTCAT

TACTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 333 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K334A_FP GACACAGTAATGAATTT

CATAAAAGCATAGGTCG

ACCTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 334 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K334A_RP GCTGCAGGTCGACCTAT

GCTTTTATGAAATTCAT

TACTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 334 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333A-

K334A_FP 

GACACAGTAATGAATTT

CATAGCAGCATAGGTCG

ACCTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 333-334 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 

GlpQ_K333A-

K334A_RP 

GCTGCAGGTCGACCTAT

GCTGCTATGAAATTCAT

TACTG 

Aminosäure-

substitution an 

Position 333-334 

(Lysin → Alanin) 

Sigma-

Aldrich 
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Tabelle 2.12 Verwendeter Oligonukleotide zur Sequenzierung 

Bezeichnung Sequenz in 5‘ → 3‘ Verwendungszweck 

pQE_FP_30 CTGAGGTCATTACTGGATCTATC Sequenzierung des 

pQE-Vektors 

 

2.6.2 Expressionsvektor 

 

Tabelle 2.13 Verwendeter Expressionsvektor 

Name Eigenschaft Hersteller, Art.-Nr. 

pQE-30 Xa 3,5 kb; Ampicillin-

Resistenz 

Qiagen, 33203 

 

2.7 Chemikalien, Puffer, Materialien, Geräte und Software 

 

Tabelle 2.14 Verwendete Chemikalien und Substanzen 

Substanz Referenz, Quelle 

Aceton Sigma-Aldrich, 32201 

Acrylamid 2K AppliChem, A1089,1000 

Agarose Roth, 3810.3 

6-Aminohexansäure Sigma-Aldrich, 07260 

APS  Roth, 9592.2 

Ampicillin Roth, K029.1 

Bisacrylamid 2K AppliChem, A1096,0500 

Blocking Buffer III BSA AppliChem, A7252 

BSK-H Borrelia Growth Medium ohne 

L-Glutamin 

Bio&Sell, BS 2.12.OL.500 

DMEM, High Glucose, GlutaMAX 

Supplement, Pyruvate 

Gibco, 31966-021 

DAPI Calbiochem®, Nr.5087410001 

DPBS-- Gibco, 14190-094 

DPBS++ Gibco, 14040-091 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, A2948 

EDTA Honeywell, Fluka, 34549-1KG 

Essigsäure Fisher chemical, A/0400/PB17 

Ethanol Sigma-Aldrich, Nr. 32221-2.5L-M 

Formaldehyd (36,5%) Riedel de Haen, 33220 

Gelatine AppliChem, A1693,0500 

Glutaraldehyd-Lösung (25%) Sigma-Aldrich, G6257-100ML 

Glycerol  Labo-Chem, LC-4522.2 

Glyoxal-Lösung (40%) Sigma-Aldrich, 128465-100G 
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HisPurTM Ni-NTA Resin Thermo-Fisher-Scientific, 88221 

Imidazol Roth, 3899.2 

IPTG Roth, 2316,3 

Kaliumhydroxid AppliChem, A2180 

Kaliumdihydrogenphophat AppliChem, A3095 

LB-Agar Roth, X969.1 

Lysozym Sigma-Aldrich, L6876 

Magermilchpulver Frema Reform, 0203 V03 

β-Mercaptoethanol AppliChem, A1108,0100 

Methanol Fisher Scientific UK, M/4000/PC17 

Natriumacetat Roth, 6773.1 

Natriumazid Sigma-Aldrich, 71289-506 

Natriumbromid AppliChem, A2404 

Natriumcarbonat Roth, 8563.1 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, 31434-1KG-M 

Natriumdihydrogenphosphat AppliChem, 131965.1210 

Natriumhydrogenphophat AppliChem, A1046 

Natriumhydroxid VWR Chemicals, 31627.290 

Natriumthiosulfat-Pentahydrat AppliChem, A1883.1000 

Ortho-Phenylendiamin Sigma-Aldrich, P5412-100TAB 

Proteaseinhibitor Cocktail Tablets Roche, 04693124001 

S-2251 Sigma-Aldrich, V7127-5MG 

Salzsäure Sigma-Aldrich, Nr. 30721-1L 

Schwefelsäure Applichem, A1446,1000 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth, CN30.3 

Silbernitrat Sigma-Aldrich, 31630-25-G-R 

Tranexamsäure Sigma-Aldrich, 857653 

TEMED Roth, 2367.3 

TMB Mikrogen, MG-10038 

Tricin Roth, 6977.3 

Tris Sigma-Aldrich, T1503-1KG 

2x YT Roth, 6676.2 

WashBufB für recomBlot (5x) Mikrogen, MG-10012 

Wasserstoffperoxid (30%) Roth, 8070.2 

T4-DNA-Ligase-Puffer New England BioLabs, B0202A  
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Tabelle 2.15 Allgemeine Puffer 

Name Substanzen 

PBS 10 mM Na2HPO4 

1 mM NaH2PO4 

150 mM NaCl 

pH 7,4 

autoklaviert bei 121 °C, 20 min, 1 bar 

TAE 40 mM Tris 

1 mM EDTA 

pH 8,0 

autoklaviert bei 121 °C, 1 bar für 20 min 

TBS 50 mM Tris 

200 mM NaCl 

pH 7,5 

autoklaviert bei 121 °C, 1 bar für 20 min 

 

Tabelle 2.16 Puffer für die Proteinisolierung 

Name Substanzen 

Imidazolpuffer 20 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

20 mM Imidazol 

1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Imidazolpuffer 50 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

50 mM Imidazol 

1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Imidazolpuffer 75 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

75 mM Imidazol 

1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 
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Imidazolpuffer 100 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

100 mM Imidazol 

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Imidazolpuffer 150 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

150 mM Imidazol 

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Imidazolpuffer 200 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

200 mM Imidazol 

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Imidazolpuffer 250 mM 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

250 mM Imidazol 

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail 

complete 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße), 

Lagerung bei -20 °C für maximal 3 

Monate 

Lysispuffer für His-getaggte Proteine 50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 

10 mM Imidazol 

1 mg/ml Lysozym 

pH 8,0 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße) 

Protein-Wasch-Puffer 50 mM Tris/HCl 

pH 8,0 
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Tabelle 2.17 Puffer für die TT-SDS-PAGE 

Name Substanzen 

Acrylamid Acrylamid/ Bisacrylamid (49,5 % T, 3 % C) 

240 g Acrylamid 

7,5 g Bisacrylamid  

Ad 500 ml Aqua bidest. 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße) 

Anodenpuffer 100 mM Tris/ HCl 

pH 8,9 

Gelpuffer (3x) 3 M Tris 

0,3 % (w/v) SDS 

pH 8,45 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße) 

Kathodenpuffer 100 mM Tris 

100 mM Tricin 

0,1 % (w/v) SDS 

pH 8,25 

TT-Inkubationspuffer (4x) 30 % (w/v) Glycerol 

12 % (w/v) SDS 

0,03 % (w/v) Servablau 

6 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

150 mM Tris/ HCl  

pH 7,0 

ad 10 ml Aqua bidest. 

 

Tabelle 2.18 Puffer für ELISA 

Name Substanzen 

Immobilisierungspuffer 0,05 M Na2CO3 

0,02 % (w/v) Natriumazid 

pH 9,6 (mit Na2CO3 eingestellt) 

sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße) 

Substratpuffer 0,1 M KH2PO4 

pH 6,0 (mit KOH eingestellt) 

Stopplösung 430 ml H2O 

70 ml konzentrierte H2SO4 

ELISA-Waschpuffer PBS  

0,05 % (w/v) Tween 20 
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Tabelle 2.19 Puffer für den Westernblot 

Puffer Zusammensetzung 

Anodenpuffer 300 mM Tris 

100 mM Tricin 

pH 8,7-8,8 

Kathodenpuffer 300 mM 6-Aminohexansäure 

30 mM Tris 

pH 8,6-8,7 

Blockierungspuffer TBS + 0,1 % (v/v) Tween 20 

Westernblot-Waschpuffer TBS + 0,2 % (v/v) Tween 20 

 

Tabelle 2.20 Spezielle Utensilien 

Name Funktion Referenz, Quelle 

Amersham Protran 0,2 

NC 

Membran für Westernblot GE Healthcare, 

10600001 

Nunc Immuno Clear 

Standard Module Plate 

ELISA Nunc, 468667 

Poly Prep 

Chromotography 

Columns 

Affinitätschromotographiesäulen 

für die Proteinaufreinigung 

BioRad, 731-1550 

Vivaspin Turbo 15 

(MW 5000) 

Konzentration und Umpuffern 

von aufgereinigten Proteinen 

Sartorius, VS15T02 

Whatman Cellulose 

Chromatography 

Papers 

Chromatographiepapier für 

Westernblots 

GE Healthcare, 

3030917 

Glasstic Slides Bestimmung von 

Zellkonzentrationen 

Kova International, 

87144E 

 

Tabelle 2.21 Geräte 

Art Name Hersteller 

Blotgeräte Blotgerät Peqlab, LFT 

Brutschränke B 20 

BBD 6620 

Heraeus 

Thermo Scientific 

Dispergierer MICCRA D-9 Homogenizer – 

Disperser 

Art Prozess- & 

Labortechnik 

Elektrophoresekammern Vertikale Kammer für SDS-PAGE  

Elektrophorese-Kammer 

Horizon11.14  

Sigma-Aldrich 

 

Gibco-BRL 

Digitale 

Dokumentationssysteme 

Densitometer GS710 

Geldokumentationssystem 

FAS V Geldokumentationssystem 

BioRad 

Peqlab 

NIPPON Genetics 

Magnetrührer IKAMAG RET 

KMO 2 Basic 

MR 2002 

MR Hei-Standard 

IKA 

IKA 

Heidolph 

Heidolph 
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Mikroskope Axio Imager M2 

Standard 25 mit 

Dunkelfeldkondensor 

Axiovert 40 CFL 

Telaval 31 

Zeiss 

Zeiss 

 

Zeiss 

Zeiss 

Spannungsgeber E443  

EV265 

E835 

Consort 

Consort 

Consort 

PCR Thermocycler T 3000 Thermocycler 

TProfessional Basic Gradient 

Light Cycler 480 II 

Biometra 

Biometra 

Roche 

pH Meter pH-Meter 654 Metrohm 

Pipetten Reference/ Research Plus 

Pipetman Classic 

Finnpipette Novus 

Mehrkanalpipette 

Eppendorf 

Gilson 

Thermo Scientific 

 

Pipettierhilfen Pipetboy acu 

Easypet 

Integra Biosciences 

Eppendorf 

Schüttler Novotron Incubator Shaker 

Schüttler KL2 

Vortexer VF2 

Minishaker MS2 

Themomixer comfort 

Infors HAT 

Bühler 

IKA Labortechnik 

IKA Labortechnik 

Eppendorf 

Sonifizierer mit Kühler Sonifier B12 mit Becherresonator  

Kühlgerät Multistar 

Heinemann/ 

Branson 

Fryka 

Spektralphotometer PowerWave HAT 

Ultraspec 3100 pro 

Nanophotometer Pearl 

BioTek Instruments 

Amersham 

Biosciences 

Implen 

Sterilwerkbank Herasafe HS12 Heraeus 

Waagen Feinwaage BP110S 

Analysenwaage 572 

Sartorius 

Kern 

Wasserbäder Schüttelwasserbad 1083 GFL 

Zentrifugen Multifuge X3 FR 

Centrifuge 5417 R 

Heraeus 

Eppendorf 

 

Tabelle 2.22 Software 

Name Quelle, Referenz 

CorelDraw X5 Corel Corporation 

Gen 5.1.11 BioTek Instruments 

Graphpad Prism 7 GraphPad Software 

Quantity One 4.2.1 Bio-Rad 

Visiview Imaging Software Visitron Systems 

CLC Sequence Viewer 8.0  CLC Bio 
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2.8 Proteinbiochemische Methoden 

2.8.1 Produktion von rekombinanten Proteinen in E. coli und affinitätschromato-

graphische Reinigung 

Die für Bindungsstudien benötigten, rekombinanten Proteine wurden in E. coli 

produziert. Hierzu wurde zunächst eine 100 ml Übernachtkultur (ÜNK), bestehend aus 

100 ml 2xYT-Medium, 100 µl Ampicillin (50 mg/ml) und 200 µl einer bestehenden E. coli-

Kultur bzw. einer Kryokultur angesetzt und über Nacht bei 37 °C unter Schütteln (180 rpm) 

inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde dann eine 1000 ml-Tageskultur angesetzt, 

indem 1000 ml 2xYT-Medium mit 1000 µl Ampicillin versetzt wurden. Durch Hinzugabe 

einer entsprechenden Menge ÜNK, wurde die Tageskultur auf eine optische Dichte von 

ca. 0,2 eingestellt. Die optische Dichte wurde bei einer Wellenlänge von 600 nm (OD600) 

bestimmt. Nun wurde die Tageskultur bei 37 °C und unter Schütteln (180 rpm) inkubiert, 

bis eine OD600 von 0,5 – 0,6 erreicht war. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Produktion der 

Proteine durch Hinzugabe von 400 µl 0,5 M IPTG induziert. Daran anschließend wurden 

die Kultur erneut für 4 h bei 21 °C und 80 rpm inkubiert. Schließlich wurde die 

Tageskultur in 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und für 20 min bei 4 °C und 5000 × g 

zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Überstands wurden die verbliebenen 

Zellsedimente bei -80 °C bis zur weiteren Aufarbeitung eingefroren. 

Zur Aufarbeitung des benötigten Proteins wurde jedes Zellsediment in 2,4 ml Lysis-

Puffer für His-tagged Proteine resuspendiert und die Suspensionen anschließend 

vereinigt. Nach einer Inkubationsphase von 30 min bei 4 °C erfolgte der Zellaufschluss 

mittels Dispergierstab. Hierzu wurde 20 s bei Stufe D-E dispergiert. Im Anschluss daran 

wurde die Suspension sechs Mal für 30 s durch Ultraschallbehandlung sonifiziert. Nach 

jedem Sonifizierungschritt wurden die Zelllysate für 30 s auf Eis gelagert und 

anschließend für 20 min bei 4 °C und 5000 × g zentrifugiert. Die einzelnen Überstände 

wurden durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert. Das Filtrat wurde nun mit Ni-NTA-

Agarose versetzt (20 µl Agarose/ 1 ml Filtrat) und für 1 h bei 4 °C auf einer Schüttelwippe 

inkubiert. An die Inkubation schloss sich eine einminütige Zentrifugation bei 4 °C und 

600 x g an. Nun wurde der Überstand vorsichtig dekantiert und die Suspension auf Eis 

gelagert. Das Sediment wurde mit 20 ml Imidazolpuffer (20 mM) resuspendiert 

(1. Waschfraktion). Es wurde erneut bei 600 x g für 1 min bei 4 °C zentrifugiert. Nach 

dem Abnehmen der Überstands wurde das Sediment in 10 ml Imidazolpuffer (20 mM) 

resuspendiert (2. Waschfraktion). Dieser Durchgang wurde ein weiteres Mal wiederholt 

(3. Waschfraktion). Im letzten Schritt wurde das Sediment nochmals in 8 ml 
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Imidazolpuffer (20 mM) gelöst. Anschließend wurde eine Chromatografie-Säule mit der 

Agarose-Suspension beladen. Nach Absetzen der Agarosepartikel wurden die His-

getaggten Proteine durch steigende Imidazol-Konzentrationen eluiert. Die verschiedenen 

Fraktionen (3 x 50 mM, 2 x 75 mM, 1 x 100 mM, 1 x 150 mM, 1 x 200 mM und 1 x 250 mM) 

wurden aufgefangen und bei 4 °C gelagert. Um die Reinheit der eluierten Proteine in den 

einzelnen Fraktionen beurteilen zu können, wurden je 5 µl einer jeden Fraktion mit 15 µl 

PBS++ und 6,8 µl 4 x TT-Inkubationspuffer versetzt. Alle Proben wurden für 5 min bei 

95 °C erhitzt. Zusätzlich wurden 2 µl Precision Plus Protein Unstained Protein Standards 

(Marker) mit 18 µl PBS++ und 6,8 µl 4 x TT-Inkubationspuffer versetzt. Anschließend 

wurden alle Proben und der Marker auf ein 10% TT-SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen 

(siehe Kapitel 2.8.3). 

2.8.2 Produktion von rekombinanten Proteinen im kleinen Versuchsmaßstab 

Um zu überprüfen, ob die rekombinanten Proteine in den E. coli-Zellen produziert werden 

oder ob sie möglicherweise toxisch für die Bakterienzellen sind, wurde zunächst eine 

Produktion der rekombinanten Proteine im kleinen Versuchsmaßstab (20 ml) 

durchgeführt. 

Zunächst wurde eine Übernachtkultur (ÜNK) aus 5 ml 2x YT-Medium, 5 µl Ampicillin 

und 10 µl einer bestehenden Kultur angesetzt und über Nacht bei 37 °C und 180 rpm 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde eine 20-ml-Kultur angesetzt (versetzt mit 20 µl 

Ampicillin) und entsprechend viel Volumen aus der ÜNK überführt, um eine optische 

Dichte (OD600) von 0,2 zu erhalten. Diese Zellkulturen wurden nun bei 37 °C und 180 rpm 

inkubiert, bis eine OD600 von 0,5 – 0,6 gemessen wurde. Anschließend wurde zu den 

Kulturen jeweils 4 µl 0,5 M IPTG hinzugefügt, um die Proteinproduktion zu induzieren 

und die Kulturen für 3 h bei Raumtemperatur und 80 rpm auf einem Schüttler platziert. 

An die Inkubation anknüpfend wurden die Kulturen bei 5000 × g, 4 °C und 20 min 

sedimentiert und der Überstand verworfen. Die Zellsedimente wurden in 500 µl PBS++ 

resuspendiert. Diese Suspension wurde sechs Mal für jeweils 30 s sonifiziert. Daraufhin 

wurden die Zelllysate bei 5000 × g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Der dabei 

entstandene Überstand wurde abgenommen und auf Eis gelagert. Das verbleibende 

Sediment wurde erneut in 500 µl PBS++ resuspendiert und nochmals sechs Mal für jeweils 

30 s sonifiziert. Anschließend wurden je 20 µl des Überstands und der Zellsedimente mit 

6,8 µl TT-Inkubationspuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. Danach wurden die 

Proben auf ein 10 % TT-Polyarcrylamid-Gel aufgetragen und die Proteine über Nacht 
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separiert (s. Kapitel 2.8.3). Am nächsten Tag erfolgte ein Western-Blot. Hierbei wurden 

die Proteine, insofern sie von den Zellen exprimiert wurden, mithilfe eines Anti-His-

Antikörpers auf der Membran detektiert. War das Ergebnis positiv, konnte das 

gewünschte Protein in einer großen Überexpression in größeren Mengen gewonnen 

werden. 

2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Eine SDS-PAGE wurde durchgeführt, um z. B. die Reinheit der gereinigten Proteine zu 

überprüfen. 

Tabelle 2.23 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele 

Komponenten Sammelgel Trenngel 

Acrylamid/ Bisacrylamid 

Gelpuffer 3x konzentriert 

Glycerin 

Aqua. dest. 

APS (10% w/v) 

TEMED 

0,67 ml 

2 ml 

- 

5,33 ml 

60 µl 

6 µl 

4 ml 

6,67 

2 g (bei 100%) 

7,33 ml 

100 µl 

10 µl 

 

Nachdem die Gelkammern zusammengesetzt und auf Dichtigkeit geprüft waren, wurde 

zunächst das Trenngel zwischen die Glasplatten eingefüllt und mit Ethanol überschichtet. 

Nach Polymerisation des Trenngels, wurde das überschichtete Ethanol entfernt und das 

Sammelgel hineingegossen und der Kamm für die Geltaschen eingeschoben. Nach 

vollständiger Auspolymerisierung konnte das SDS-Polyarcrylamid-Gel verwendet bzw. 

bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert werden. 

2.8.4 Silbernitrat-Färbung von separierten Proteinen im SDS-Polyacrylamid-Gel 

Um die im SDS-Polyacrylamid-Gel separierten Proteine zu detektieren, musste das SDS-

Polyacrylamid-Gel zunächst aus der Gelkammer gelöst und das Sammelgel vom Trenngel 

abgetrennt werden. Anschließend wurde das Trenngel für 30 min in der Fixierlösung 

inkubiert. Nach dem Abgießen der Fixierlösung folgte die Zugabe der Inkubationslösung, 

in welcher das SDS-Polyacrylamid-Gel 30 min geschüttelt wurde. Im nächsten Schritt 

wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel drei Mal für 5 min in Aqua dest. gewaschen. 

Daraufhin wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel für weitere 20 min in der Silbernitratlösung 

inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen mit Aqua dest. für jeweils eine Minute 

wurde schließlich die Entwicklerlösung auf das Polyacrylamid gegeben. Darin inkubierte 

das Polyacrylamid-Gel unter Schütteln, bis eindeutige Signale sichtbar waren. Die 
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Reaktion wurde dann nach Abgießen der Entwicklerlösung mittels Stopplösung 

abgestoppt. 

Tabelle 2.24 Lösungen für die Silbernitratfärbung 

Lösung Lösungen 

Fixierlösung 100 ml Ethanol (≥ 96%) 

25 ml Essigsäure 

ad 250 ml Aqua dest.  

Inkubationslösung 0,5 g Natriumthiosulfat 

17 g Natriumacetat 

1,25 ml Glutaraldehyd (25%) 

75 ml Ethanol  

ad 250 ml Aqua dest. 

Silbernitratlösung 625 mg Silbernitrat 

350 µl Formaldehyd (37%) 

ad 250 ml Aqua dest. 

Entwicklerlösung 6,25 g Natriumcarbonat 

175 µl Formaldehyd (37%) 

ad 250 ml Aqua dest. 

Stopplösung 50 mM EDTA (pH 8,0) 

 

2.8.5 Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung gereinigter Proteine 

Die Proteinfraktionen mit dem höchsten Reinheitsgrad (s. Kapitel 2.8.1 und 2.8.4) wurden 

zusammengeführt und zur Volumenreduktion mittels Ultrafiltration (Vivaspin Turbo 15) 

bei 4 °C und 4000 x g zentrifugiert. Um restliches Imidazol aus der Proteinlösung zu 

entfernen, wurden insgesamt 30 ml 50 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,5) hinzugegeben und 

die Proteinlösung anschließend mittels Zentrifugation auf ein Volumen von 0,5 ml 

konzentriert. Zur Konzentrationsbestimmung wurde das Micro BCA Protein Assay Kit 

verwendet. Hierbei wurde das Protein in verschiedenen Verdünnungen, eine 

Standardreihe und Aqua dest. als Leerwert auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. 

Anschließend wurde in jede Kavität 200 µl Reagenz hinzugegeben. Daraufhin wurde die 

Mikrotiterplatte bei 37 °C für 30 min inkubiert. Darauffolgend wurde die Absorption im 

Spektralphotometer bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentration mithilfe des 

Standards berechnet. 

2.9 Immunologische Methoden 

2.9.1 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 

Um das Bindungsverhalten der gereinigten Proteine gegenüber Plasminogen zu 

untersuchen, wurde das ELISA-Verfahren herangezogen. Hierfür wurden die zu 
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untersuchenden Proteine in einer Konzentration von 0,5 µg/100 µl 

Immobilisierungspuffer über Nacht bei 4 °C auf einer Mikrotiterplatte unter Schütteln 

inkubiert. Am Folgetag wurden die Kavitäten zunächst drei Mal mit 200 µl ELISA-

Waschpuffer gewaschen und anschließend mit 200 µl ELISA-Blockingpuffer (0,2 % 

Gelatine in PBS++), zur Minimierung unspezifischer Bindungen, für 1 h unter Schütteln 

bei Raumtemperatur geblockt. Nach drei Waschschritten mit jeweils 200 µl ELISA-

Waschpuffer wurden 100 µl Plasminogen-Lösung (10 ng/µl verdünnt in PBS--) in die 

Kavitäten pipettiert und die Mikrotiterplatte für 1 h bei Raumtemperatur auf der 

Schüttelwippe inkubiert. Danach wurde erneut, wie zuvor beschrieben, mit 200 µl 

Waschpuffer gewaschen und der primäre Antikörper (polyklonaler Anti-Plasminogen-

Antikörper (1:1000 in ELISA-Waschpuffer verdünnt)) hinzugegeben. Anschließend 

wurden die Kavitäten drei Mal mit jeweils 200 µl Waschpuffer gewaschen und 100 µl 

des sekundären Antikörpers (HRP-konjugierter Anti-Ziege-Antikörper, 1:2000 verdünnt 

in ELISA-Waschpuffer) appliziert und für eine weitere Stunde inkubiert. Nach erneutem 

Waschen der Kavitäten wurden 100 µl der Substratlösung pro Kavität pipettiert und die 

Reaktion nach 200 s durch Hinzugabe von 50 µl Stopplösung beendet. Die 

Mikrotiterplatte wurde dann bei 490 nm im Spektralphotometer gemessen.  

2.9.1.1 Plasminogenbindungs-ELISA unter Verwendung von NaBr 

Je nach Versuchsdurchführung, wurde Plasminogen in verschiedenen Puffern gelöst. Für 

die allgemeinen Bindungsversuche wurde Plasminogen in PBS-- gelöst. Um zu 

überprüfen, inwieweit elektrostatische Wechselwirkungen für die Protein-Plasminogen-

Bindung relevant sind, wurde Plasminogen in Lösungen mit steigenden Konzentrationen 

an NaBr suspendiert (0 bis 1 M). Die übrigen Versuchsbedingungen entsprachen denen 

des Plasminogenbindungs-ELISA (siehe Kapitel 2.9.1). 

2.9.1.2 Plasminogenbindungs-ELISA unter Verwendung von Tranexamsäure 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Bedeutung von Lysin-Resten für die Bindung 

untersucht. Hierzu wurde Plasminogen in unterschiedlich stark konzentrierten 

Tranexamsäure (TXA)-Lösungen gelöst (0 bis 50 mM). Die restlichen 

Versuchsbedingungen entsprachen denen des Plasminogenbindungs-ELISA (siehe 

Kapitel 2.9.1). 
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2.9.2 Westernblot-Analyse 

Um den Reinheitsgrad der gereinigten His-getaggten Proteine mit einer weiteren Methode 

zu überprüfen, wurde eine Westernblot-Analyse durchgeführt. Zunächst wurden die zu 

untersuchenden Proteine in einem 10 % T/T-Polyarylamid-Gel separiert und die Proteine 

auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Nach erfolgter SDS-PAGE wurde die Anode 

der Blot-Apparatur sowie drei Chromatographie-Papiere mit Anodenpuffer befeuchtet. 

Die Whatman-Papiere wurden übereinandergelegt und alle Luftblasen entfernt. Die 

Nitrocellulosemembran wurde zuerst in Aqua. dest. und daraufhin in Anodenpuffer 

getränkt und anschließend auf die Chromatographie-Papiere platziert. Danach wurde das 

T/T-Polyacrylamid-Gel, welches zuvor in Kathodenpuffer getaucht wurde, aufgelegt. 

Zum Schluss wurden drei Chromatographie-Papiere in Kathodenpuffer getränkt und 

luftblasenfrei über das Polyacrylamid-Gel angeordnet. Die Proteine wurden unter 

folgenden Einstellungen transferiert: Leistung: 50 W, Spannung 50 V, Stromstärke: 1 mA/cm2, 

Dauer: 2 h. Danach wurde die Nitrocellulosemembran entnommen und für 30 min 

getrocknet. Die Membran wurde anschließend mithilfe des Reversible Protein Detection 

Kit angefärbt, um den Erfolg des Transfers zu überprüfen. Die Membran wurde 

mit 50 mM EDTA-Lösung (pH 8,0) entfärbt und ausgewählte Bereiche mit 5 % (w/v) 

Milchpulver in Blockierungspuffer für 1 h unter Schütteln inkubiert. Danach wurde die 

Membran vier Mal für 5 min in Blockierungspuffer gewaschen. Der entsprechende 

primäre Antikörper wurde in einer 1:1000 Verdünnung in recomBlot Washing Buffer B 

gelöst und für 1 h zur Inkubation hinzugegeben. Nachdem die Membran wiederholt vier 

Mal für 5 min in Westernblot-Waschpuffer geschwenkt wurde, wurde der sekundäre 

Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 in recomBlot Washing Buffer B 

hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur wurde die Membran 

erneut vier Mal 5 min in Westernblot-Waschpuffer gewaschen. Abschließend wurde zur 

Detektion TMB hinzugegeben und die Reaktion durch Zugabe von Aqua dest. gestoppt. 

2.9.3 Far-Westernblot-Analyse 

Das durchgeführte Far-Westernblot-Verfahren unterscheidet sich von einem 

herkömmlichen Westernblot darin, dass nach dem Blockieren der Membran Plasminogen 

(20 µg/ml in PBS--) als Ligand hinzugegeben wurde. Nach einer Inkubation von einer 

Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran vier Mal für jeweils 5 min mit 

Westernblot-Waschpuffer gewaschen und anschließend wurde der polyklonale Anti-
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Plasminogen-Antikörper (Verdünnung 1:1000) für 1 h hinzugegeben. Die folgenden 

Schritte entsprechen denen, die unter Kapitel 2.9.2 beschrieben wurden, identisch. 

2.10 Spezielle Methoden 

2.10.1 Bestimmung von Zellkonzentrationen mittels Dunkelfeldmikroskopie 

Zur Bestimmung der Konzentration von Borrelienkulturen wurden mehrere 

Verdünnungen der entsprechenden Kultur in PBS++ angesetzt (1:100; 1:1000; 1:2000). 

Daraufhin wurden 10 µl aus den Verdünnungen entnommen und in die Zählkammer 

gegeben. Nun wurden in neun Quadranten der Zählkammer die Anzahl der Zellen 

bestimmt und der Mittelwert folgendermaßen berechnet: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

µ𝑙
=  

𝑛1 + 𝑛2 + 𝑛3 + 𝑛4 + 𝑛5 + 𝑛6 + 𝑛7 + 𝑛8 + 𝑛9

9
× 90 (𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 

2.10.2 Herstellung von Borrelienzelllysaten 

Zunächst wurde eine Borrelienkultur (in der mid- bis spät-logarithmische 

Wachstumsphase) bei 5000 × g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. Anschließend wurde 

der Überstand dekantiert und das Zellsediment in 1000 µl PBS++ resuspendiert. Danach 

folgten drei Waschschritte, bei denen die Zellen zunächst für 10 min bei 5000 × g und  

4 °C zentrifugiert wurden und daraufhin erneut in 1000 µl PBS++ resuspendiert wurden. 

Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellsediment in 200 µl PBS++ gelöst. Nun 

wurde die Zellsuspension fünf Mal für 30 s bei 4 °C sonifiziert. Zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration wurde das Micro BCA Protein Assay Kit verwendet und die Lysate 

anschließend bei -20 °C gelagert. 

2.10.3 Plasminogen-Aktivierungs-Assay 

Um nachzuweisen, dass das gebundene Plasminogen anschließend auch zu Serinprotease 

Plasmin aktiviert werden kann, wurde ein Plasminogen-Aktivierungs-Assay 

durchgeführt. Eine Schlüsselkomponente hierfür stellt das chromogene Substrat D-Val-

Leu-Lys p-Nitroanilid-Dihydrochlorid (S-2251) dar. S-2251 fungiert als Substrat von 

Plasmin und kann nach proteolytischer Spaltung zu para-Nitroanilin (pNA) im 

Spektralphotometer bei 405 nm detektiert werden.  

Zunächst wurden die zu untersuchenden Proteine in einer Konzentration von 5 ng/µl in 

100 µl Immobilisierungspuffer angesetzt und über Nacht bei 4 °C auf einer 

Mikrotiterplatte immobilisiert. Am nächsten Tag wurden die Kavitäten drei Mal mit 

jeweils 200 µl ELISA-Waschpuffer gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu 
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unterbinden, wurden 200 µl Blocking Buffer III BSA in die Kavitäten pipettiert und die 

Mikrotiterplatte für 2 h bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Hiernach wurde 

die Mikrotiterplatte erneut, wie zuvor beschrieben, gewaschen und anschließend 

Plasminogen (1 µg 100 µl PBS--) in die Kavitäten pipettiert. Ferner wurden zur Kontrolle 

auch Kavitäten ohne Hinzugabe von Plasminogen (- Plg) oder ohne uPA (-uPA) beschickt 

oder das Plasminogen in 50 mM TXA-Lösung gelöst (+TXA), welche die Bindung von 

Plasminogen inhibiert. Für den anschließenden Waschschritt wurde eine 1:1 Lösung aus 

Substratpuffer und PBS-- angesetzt. Hiermit wurde die Mikrotiterplatte erneut drei Mal 

mit je 200 µl gewaschen. Nachfolgend wurden 96 µl der Reaktionslösung in die Kavitäten 

gegeben und abschließend 4 µl uPA, welches in Aqua dest. gelöst wurde und in einer 

Konzentration von 2,5 µg/ml vorlag. Das hinzugegebene uPA fungierte als Aktivator des 

Plasminogens zu Plasmin. Anschließend wurde die Mikrotiterplatte mit einer 

selbstklebenden Folie verschlossen, um ein Evaporieren der Flüssigkeit zu verhindern 

und für 24 h bei 37 °C im Spektralphotometer inkubiert und die Absorption alle 30 min 

bei 405 nm gemessen. 

Tabelle 2.25 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes des Plasminogen-Aktivierungs-Assays 

Komponente Puffer / Lösung 

Substratpuffer 0,32 M Tris/HCl (pH 7,5) 

1,77 M NaCl 

Reaktionslösung 36 µl 50 mM Tris/HCl (pH 7,5) 

30 µl 0,01% (v/v) Triton X-100 

18 µl Substratpuffer 

12 µl S2251-Substrat (2,5 mg/ml) 

 

2.10.4 Fibrinogen-Degradations-Assay 

Mittels eines sogenannten Fibrinogen-Degradations-Assay sollte überprüft werden, ob 

das gebundene und zu Plasmin aktivierte Plasminogen in der Lage ist, Fibrinogen als 

natürliches Substrat zu spalten. 

Für den Versuch wurden zunächst die zu untersuchenden Proteine in einer Konzentration 

von 0,5 µg/100 µl über Nacht bei 4 °C unter Schütteln in einer Mikrotiterplatte 

immobilisiert. Am Folgetag wurden die Kavitäten drei Mal mit 200 µl ELISA-

Waschpuffer gewaschen. Im nächsten Schritt wurde mithilfe von 0,2 % (w/v) BSA in 

PBS-- für 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Bevor Plasminogen hinzugegeben wurde, 

wurden die Kavitäten erneut drei Mal mit je 200 µl ELISA-Waschpuffer gewaschen. Das 
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Plasminogen wurde in 50 mM Tris/HCl (pH 7,5) gelöst und in einer Konzentration von 

10 ng/µl in die Kavitäten pipettiert und die Mikrotiterplatte für 1 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde jeweils 100 µl der Reaktionsansätze in die 

betreffenden Vertiefungen pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie 

abgedichtet, um ein Verdunsten zu verhindern und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

Zu ausgewählten Zeitpunkten wurden die jeweiligen Reaktionsansätze entnommen und 

33 µl TT-Inkubationspuffer hinzupipettiert, um eine weitere Proteolyse von Fibrinogen 

zu stoppen. Anschließend wurden die Reaktionsansätze für 5 min bei 95 °C erhitzt und 

auf ein 10 % TT-SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen oder bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. Von den einzelnen Reaktionsansätzen wurden 30 µl für die SDS-

PAGE verwendet. Die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mittels 

Westernblot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und die 

Fibrinogenfragemente mit einem Anti-Fibrinogen-Antikörper (1:1000) und die Antigen-

Antikörper-Komplexe mit einem sekundären Antikörper (HRP-konjugierten Kaninchen 

Anti-Ziege Antikörper, 1:1000) detektiert. 

Tabelle 2.26 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für den Fibrinogen-Degradations-Assay 

Reaktionsansatz pro Kavität 20 µg/ml Fibrinogen 

6,5 µl uPA (2,5 µg/ml) 

93,5 µl 50 mM Tris/HCl (pH7,5) 

Gesamtvolumen: 100 µl 

 

2.10.5 Immunfluoreszenz-Test 

Um die Plasminogen-Bindung an der intakten Borrelienzelle nachzuweisen, wurde ein 

Immunfluoreszenz-Test (IFT) mit vitalen B. miyamotoi-Zellen durchgeführt. Hierfür 

wurden die Borrelienzellen bei 5000  g und 4 °C für 20 min zentrifugiert. Darauf folgten 

zwei Waschschritte mit 1000 µl GVB++. Nach jedem der Waschschritte, wurden die 

Zellen erneut für 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C sedimentiert. Daran anschließend wurde 

die Zellkonzentration bestimmt (siehe Kapitel 2.10.1). Pro Versuchsansatz wurden 6 106 

Zellen in 150 µl GVB++ verwendet. Bei einem Reaktionsansatz wurden 10 µg gereinigtes 

Plasminogen (Endkonzentration= 66,7 ng/µl) hinzugegeben, bei einem weiteren 20 µg 

Plasminogen (Endkonzentration= 133,3 ng/µl). Die beiden Reaktionsansätze wurden für 

30 min bei 37 °C und 450 rpm im Thermomixer inkubiert. Darauffolgend wurden die 

Zellen erneut für 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C sedimentiert. Anschließend wurden die 

Borrelienzellen zwei Mal in 100 µl PBS++/1% BSA (w/v) gewaschen und schließlich in 
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100 µl PBS++/1%BSA (w/v) resuspendiert. Die Borrelienzellen wurden unverdünnt als 

auch in einer 1:20 Verdünnung (in PBS++/ 1% BSA (w/v)) auf vorbereitete Objektträger 

aufgetragen. Zuvor wurden die Objektträger nacheinander mit Aceton, Methanol, Ethanol 

und Aqua dest. gereinigt. Pro Kavität wurden 12 µl der Reaktionsansätze pipettiert und 

verteilt. Die Objektträger wurden anschließend über Nacht getrocknet. Am Folgetag 

wurden die Objektträger zunächst für 10 min in einer Glyoxal-Lösung unter Schwenken 

fixiert und alle Glyoxal-Reste vollständig entfernt. Für die Detektion von 

membrangebundenem Plasminogen wurde der monoklonale Anti-Plasminogen-

Antikörper 1:100 in PBS++/ 1% BSA (w/v) und der polyklonale, Anti-Plasminogen-

Antikörper 1:500 in PBS++/ 1% BSA (w/v) verdünnt. Von den Antikörper-Lösungen 

wurden 15 µl pro Kavität aufgetragen und die Objektträger für 1 h in einer feuchten 

Kammer bei 33 °C inkubiert. Danach wurden die Objektträger drei Mal für 5 min in 

PBS++ gewaschen. Anschließend wurden die sekundären, Alexa Fluor 488®-konjugierten 

Anti-Ziege-Antikörper (1:500 in PBS++/1% BSA (w/v)) verdünnt und 20 µl in die 

entsprechenden Kavitäten pipettiert. Daraufhin wurden die Objektträger wie zuvor 

bei 33 °C in einer feuchten Kammer für 1 h inkubiert. Danach wurden die Objektträger 

wieder drei Mal mit PBS++ für jeweils 5 min gewaschen, getrocknet und jede Aussparung 

mit 40 µl DAPI-Lösung (1:500) überschichtet. Die Objektträger wurden dann für 10 min 

bei 4 °C gelagert. Es folgte abermals ein dreimaliges Waschen der Objektträger in PBS++. 

Schließlich wurden die Objektträger mit einem Deckglas versiegelt und bei 4 °C in 

Dunkelheit gelagert. Die Versuchsauswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop 

Axio Imager M2 und einer Spot RT3 Kamera. 

Tabelle 2.27 Glyoxal-Lösung 

Komponente Volumen 

Aqua dest. 

Ethanol absolut 

Glyoxal (40 %, w/v) 

Essigsäure absolut 

63,8 ml 

17,8 ml 

7 ml 

675 µl 

Gesamtvolumen: 90 ml 

Der pH-Wert wurde mit 1M NaOH auf 5,0 eingestellt. Lagerung bei 4 °C 
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24 x 

2.11 Molekularbiologische Methoden 

2.11.1 Reklonierung des GlpQ-kodierenden Gens in den pQE-30 Xa Vektor 

Um Punktmutationen am C-terminalen Ende des GlpQ-kodierenden Gens einzufügen, 

musste ein GlpQ-Protein mit einem N-terminalen His-Tag generiert werden. Um PCR-

Amplifikate zu erhalten, wurde eine Gradienten-PCR durchgeführt. 

Substanz Menge 

10x Polymerase-Puffer 5 µl 

Forward-Primer (100 pmol)  

(Tabelle 2.11) 

1 µl 

Reverse-Primer (100 pmol)  

(Tabelle 2.11) 

1 µl 

Taq-DNA-Polymerase (2,5 U) 0,5 µl 

Template (pET21b-GlpQ) 100 ng 

MgCl2 2,5 µl 

dNTPs 1 µl 

Aqua dest. ad 50 µl 

 

Bedingungen für die PCR 

1. 95 °C – 5 min 

2.  95 °C – 1 min 

3. 60 °C – 1 min 

4. 72 °C – 1 min 

5. 72 °C – 7 min 

6. 4 °C – Ende 

 

Die PCR-Amplifikate wurden anschließend mit dem QIAquick PCR Purification Kit 

gereinigt. Darauf folgte die Hydrolyse der Amplifikate. 

Substanz Volumen 

Gereinigte PCR-Amplifikate 30 µl 

10x CutSmart-Puffer 5 µl 

Restriktionsendonuklease BamHI 2 µl 

Restriktionsendonuklease SalI 2 µl 

Aqua dest. ad 50 µl 

 

Der Restriktionsansatz wurde bei 37 °C und 350 rpm über Nacht inkubiert und 

anschließend mit dem MinElute Reaction Cleanup Kit gereinigt. Schließlich wurden die 

Ansätze in den vorbereiteten pQE-30 Xa-Vektor ligiert.  
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24 x 

Substanz Menge / Volumen 

pQE-30 Xa BamHI/SalI 100 ng 

Gereinigtes Amplifikat 3 µl 

10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 µl 

T4-DNA-Ligase 1 µl 

Aqua dest. ad 20 µl 

 

Der Ligationsansatz wurde bei 16 °C und 350 rpm über Nacht inkubiert. Die 

Transformation erfolgte daraufhin wie unter 2.11.4 beschrieben. 

 

2.11.2 In vitro-Mutagenese 

Um die Relevanz einzelner Aminosäuren von GlpQ in Bezug auf die Bindung von 

Plasminogen näher zu untersuchen, wurden Aminosäuresubstitutionen durch gezielte 

Mutagenese im glpQ-Gen eingeführt. Als DNA-Matrize fungierte das neugenerierte 

Plasmid pQE-GlpQ (s. Kapitel 2.11.1). 

Tabelle 2.28 Allgemeiner Reaktionsansatz für die Gradienten-PCR 

Substanz Menge / Volumen 

5x PCR-Puffer 10 µl 

Forward-Mutagenese Oligonukleotid 2 µl 

Reverse-Mutagenese Oligonukleotid 2 µl 

Hifi-Polymerase 0,5 µl 

pQE-GlpQ_Bm 100 ng 

Aqua dest. ad 50 µl 

 

Die PCR wurde als Gradienten PCR mit den Temperatur-Abstufungen von 50 °C, 55 °C 

und 60 °C durchgeführt. 

 

Tabelle 2.29 Bedingungen der Gradienten-PCR 

 

 

 

*Temperatur-Gradient: 50 °C, 55 °C und 60 °C 

1. 95 °C – 5 min 

2.  95 °C – 1 min 

3. *°C – 1 min 

4. 72 °C – 5 min 

5. 72 °C – 7 min 

6. 4 °C – Ende 
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Um die Matrizen-DNA zu fragmentieren, wurde nach erfolgter PCR eine Hydrolyse mit 

DpnI durchgeführt. Hierfür wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert. 

Tabelle 2.30 Reaktionsansatz für die Hydrolyse mit DpnI 

Substanz Volumen 

10x CutSmart-Puffer 10 µl 

PCR-Ansatz 50 µl 

DpnI (20.000 U/ml) 2 µl 

Aqua bidest. 38 µl 

 

Der Reaktionsansatz wurde für 1 h bei 37 °C inkubiert.  

Zur Überprüfung der PCR wurden die Reaktionsansätze nach erfolgter Hydrolyse auf ein 

1 %-Agarose-Gel aufgetragen. Hierzu wurden 10 µl der Probe mit 2 µl Loading Dye und 

0,5 µl Midori Green Direct versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 180 V für 40 min. 

2.11.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe, wurde die Agarose-

Gelelektrophorese eingesetzt. Hierfür wurden abhängig von der Fragmentgröße 0,8 % oder 

2 % Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 100 ml 1 x TAE-Puffer gelöst (w/v) 

und die Gele anschließend gegossen. Für die Elektrophorese wurden die Proben mit 6 × 

Ladepuffer (Gene Loading Dye Purple 6 ×, ohne SDS) und Midori Green Direct versetzt 

und auf das Agarosegel aufgetragen. Als Größenstandards wurden abhängig von der zu 

erwartenden Molekülgröße 7 µl des 100 Bp oder des 1 kBp Markers von New England 

Biolabs verwendet. Die Elektrophorese der DNA-Fragmente erfolgte für 1 h bei 140 V, 

220 mA und 110 W. 

2.11.4 Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmiden 

2.11.4.1 Transformation von NEB5-alpha und BL21 (DE3)-Zellen 

Die jeweiligen kompetenten E. coli-Zellen wurden aus dem -80 °C Kühlschrank 

entnommen und für 10 min auf Eis aufgetaut. Daraufhin wurden 1 – 5 µl des gewünschten 

Plasmids zu den Zellen pipettiert und die Suspension kurz vermischt. Die Zellen wurden 

zunächst für 30 min auf Eis inkubiert, um anschließend für 30 s (NEB5-alpha) oder 10 s 

(BL21 (DE3)) bei 42 °C im Wasserbad inkubiert zu werden (Hitzeschock-Methode). Die 

Zellen sofort für 5 min auf Eis gelagert und dann 950 µl SOC-Medium hinzu pipettiert. 

Danach wurden die Zellen für 60 min bei 37 °C und 250 rpm im Thermomixer inkubiert. 

Schließlich wurden 2/10 und 8/10 der Zellsuspension auf LB-Agar-Platte ausplattiert, 
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welche zur Selektion Ampicillin (1:1000 verdünnt) enthielten. Die Platten wurden über 

Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

3 Ergebnisse 

3.1 Reinheitsprüfung der affinitätschromatographisch isolierten Proteine 

Die für die vergleichenden Untersuchungen benötigten Proteine wurden, wie unter 2.8.1 

beschrieben, isoliert und nach der Bestimmung der Konzentration (2.8.5) hinsichtlich 

ihrer Reinheit überprüft. Dafür wurden jeweils 0,5 µg der gereinigten, His-getaggten 

Proteine auf ein 10 %-TT-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und über Nacht separiert. Am 

nächsten Tag erfolgte die Färbung der Proteine mit Silbernitrat (2.8.4), um 

Verunreinigungen nachzuweisen (Abbildung 3.1). Darüber hinaus wurden die Proteine in 

gleicher Weise auf ein zweites 10 %-TT-Polyacrylamid-Gel aufgetragen, welches 

anschließend für eine Westernblot-Analyse (2.9.2) diente. Hierbei wurden die gereinigten 

Proteine mithilfe eines monoklonalen Anti-His6 Antikörpers detektiert. In Abbildung 3.1 

ist zu erkennen, dass die zu untersuchenden Proteine einen hohen Reinheitsgrad 

aufwiesen und einen His6-Tag enthielten. 
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3.2 Untersuchung zum Bindungsverhalten gegenüber Plasminogen 

Zu Beginn wurde eine Bindungsanalyse von verschiedenen Borrelienproteinen 

durchgeführt, um zu klären, welche der gereinigten Proteine in der Lage sind, 

Plasminogen zu binden. 

Hierfür wurden jeweils 0,5 µg der gereinigten Proteine über Nacht auf einer 

Mikrotiterplatte immobilisiert. Wie unter 2.9.1 beschrieben, wurde anschließend 

Plasminogen in einer Konzentration von10 µg/ml hinzugegeben, und die Protein-Protein-

Interaktion mithilfe eines Anti-Plasminogen Antikörpers bei 490 nm detektiert. BBA70 

von B. burgdorferi fungierte als Positivkontrolle und BSA als Negativkontrolle. 

Für Vlp15/16-N (His-Tag am N-Terminus) und GlpQ-C (His-Tag am C-Terminus) 

konnte eine signifikante Bindung von Plasminogen nachgewiesen werden (Abbildung 

A B 

Abbildung 3.1 Reinheitsprüfung der aufgereinigten Proteine 

In Abbildung A sind die gereinigten Proteine dargestellt, die zur Reinheitsprüfung mittels SDS-PAGE separiert und 
anschließen per Silbernitrat-Färbung visualisiert wurden. Hierfür wurden jeweils 500 ng der gereinigten Proteine 
aufgetragen. Als Marker wurde der Proteinstandard Precision Plus Protein Unstained Protein Standards (BioRad) 
verwendet. 

In Abbildung B ist der Western-Blot mit den gleichen Proteinen dargestellt, um zusätzlich den His-Tag der gereinigten 
Proteine nachzuweisen. Hierfür wurden ebenfalls jeweils 500 ng der gereinigten Proteine aufgetragen. Zum Nachweis 
diente ein monoklonaler Anti-His6-Antikörper (1:1000). Als Marker wurde der Proteinstandard Precision Plus Protein 
Dual Color Standards (BioRad) verwendet. 
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3.2). Vlp15/16-C (His-Tag am C-Terminus) und Vlp18-C hingegen zeigten keine 

Plasminogen-Bindung und wurden deshalb in den nachfolgenden Analysen nicht weiter 

untersucht. Da Vsp1 im Vergleich zu BSA ebenfalls keine Bindung aufwies, fungierte 

dieses Borrelienprotein in den folgenden Versuchen als Negativkontrolle. Wie bereits in 

früheren Untersuchungen beschrieben, zeigte BBA70 wie auch CbiA von B. miyamotoi 

und CspA von B. burgdorferi eine signifikante Bindung an Plasminogen.35,114,116 

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde der Fokus für die weiteren Untersuchungen auf die 

Interaktion von Plasminogen mit Vlp15/16-N und GlpQ-C gelegt. 

 

 

3.3 Untersuchung der konzentrations-abhängigen Bindung von 

Plasminogen und Vlp15/16-N und GlpQ-C 

Um die Interaktion von Vlp15/16-N und GlpQ-C mit Plasminogen näher zu 

charakterisieren, wurde die Stärke der Bindung in Abhängigkeit der Konzentration 

untersucht. Für diesen Test wurden ebenfalls 0,5 µg der gereinigten Proteine auf einer 

Mikrotiterplatte über Nacht immobilisiert und Plasminogen in steigenden 

Abbildung 3.2 Nachweis von Plasminogen-bindenden Proteinen aus B. miyamotoi HT31 

Die geführten Proteine wurden in einer Konzentration von 5 µg/ml immobilisiert. Nach Blockieren mit 0,2 % Gelatine 
erfolgte die Inkubation mit Plasminogen (10 µg/ml). Das gebundene Plasminogen wurde mittels polyklonalem Anti-
Plasminogen Antikörper (1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhängigen 
Versuchen zugrunde. Die statistische Analyse erfolgte mit einem einfaktoriellen ANOVA-Test mit multiplem 
Vergleich nach Bonferroni (Konfidenzintervall= 95%) .n.s.) nicht signifikant; ****) p ≤ 0.0001. 



- 48 - 

 

Konzentrationen (0 bis 2 µM) hinzugegeben. Der Nachweis der Bindung erfolgte wie in 

3.2 beschrieben, durch einen polyklonalen, Anti-Plasminogen Antikörper.  

Sowohl für Vlp15/16-N als auch für GlpQ-C konnte eine dosisabhängige Bindung 

nachgewiesen werden, welche ab einer Konzentration von etwa 2 µM Plasminogen eine 

Sättigung erreichte (Abbildung 3.3). Für Vlp15/16-N konnte eine Dissoziationskonstante 

Kd von 354 nM ± 62 nM und für GlpQ-C von 413 nM ± 72 nM errechnet werden. Die 

Dissoziationskonstanten wurden mittels linearer Regression bestimmt. 

 

 

3.4 Vergleichende Untersuchung zur ionischen Wechselwirkung und der 

Beteiligung von Lysinen an der Interaktion von Vlp15/16-N und GlpQ-C 

mit Plasminogen 

Da bereits in früheren Studien gezeigt wurde, dass ionische Wechselwirkungen sowie 

Lysin-Reste verschiedener bakterieller Proteine eine tragende Rolle für die Bindung von 

Plasminogen spielen können,101,108-112 wurde deren Einfluss auch für Vlp15/16-N und 

GlpQ-C analysiert. Hierzu wurde Natriumbromid (NaBr), welches die ionische 

Wechselwirkung von Plasminogen mit einem Liganden beeinflusst, sowie 

Tranexamsäure (TXA), die spezifisch die Lysin-abhängige Bindung von Plasminogen 

und dem interagierenden Protein inhibiert, verwendet. Wie unter 2.9.1 beschrieben, 

Abbildung 3.3 Konzentration-sabhängige Bindung von Plasminogen an Vlp15/16-N und GlpQ-C 

Um die Konzentrations-abhängige Bindung von Plasminogen zu untersuchen, wurden Vlp15/16-N und GlpQ-C 
(jeweils 5 µg/ml) immobilisiert und mit steigenden Konzentrationen von Plasminogen versetzt. Die Bindungskurven 
und Dissoziationskonstanten wurden mithilfe nicht-linearer Regression im einfachen Bindungsmodell mit Graphpad 
Prism 7 ermittelt. Den Ergebnissen liegen Daten aus mindestens drei unabhängigen Experimenten, jeweils als Triplikat 
durchgeführt, zugrunde. 
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wurden Lösungen mit steigenden Konzentrationen an NaBr- oder TXA hergestellt, 

welche Plasminogen (10 ng/µl) enthielten. Um den Einfluss dieser Parameter zu 

untersuchen, wurden Bindungs-ELISAs (2.9.1) wie folgt durchgeführt: Die zu 

untersuchenden Proteine wurden über Nacht immobilisiert und nach Wasch- und 

Blockierungsschritten mit Plasminogen in den entsprechenden NaBr- oder TXA-

Lösungen inkubiert. Nach Hinzugabe des polyklonalen, Anti-Plasminogen Antikörpers 

wurden die Antigen-Antikörper-Komplexe bei 490 nm gemessen. 

In den Versuchen mit NaBr zeigte sich für Vlp15/16-N keine signifikante Reduktion der 

Plasminogenbindung, wohingegen sich für GlpQ-C bereits ab einer Konzentration von 

0,25 M NaBr eine signifikante Abnahme der gemessenen Absorptionswerte zeigte 

(Abbildung 3.4). Eine weitere Abnahme der Absorptionswerte ließ sich bei höheren 

Konzentrationen an NaBr (0,5 – 1,0 M) nicht feststellen. BBA70 zeigte vergleichbare 

Ergebnisse wie in früheren Studien.114 Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass bei 

GlpQ-C ionische Wechselwirkungen eine tragende Rolle für die Interaktion mit 

Plasminogen spielen, während die Daten bei Vlp15/16-N gegen eine solche Annahme 

sprechen. D. h., dass die Bindung von Plasminogen an Vlp15/16-N nicht über 

elektrostatische Wechselwirkungen erfolgt.  

Die Daten zur Untersuchung mit TXA zeigen dagegen ein anderes Bild (Abbildung 3.5). 

Hier war es Vlp15/16-N, dessen Bindung von Plasminogen signifikant durch die 

Anwesenheit von TXA abnahm und dies bereits ab einer TXA-Konzentration von 

0,5 mM. Für GlpQ-C zeigte sich zwar auch eine signifikante Abnahme, jedoch bedurfte 

es hierfür der 50-fachen Konzentration an TXA (25 mM). Insgesamt lässt sich daraus 

folgern, dass die Lysin-Reste bei der Bindung von Vlp15/16-N mit Plasminogen eine 

essenzielle Rolle spielen könnten. Beim GlpQ-C scheinen die Lysin-Reste zwar auch zur 

Bindung von Plasminogen beizutragen, allerdings sind vermutlich auch noch weitere 

Komponenten an der Bindung beteiligt. 
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Abbildung 3.4 Einfluss elektrostatischer Wechselwirkungen auf die Bindung von Plasminogen an Vlp15/16-N und 
GlpQ-C 

Zunächst wurden Vlp15/16-N, GlpQ-C sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vsp1 (Negativkontrolle) immobilisiert 
(jeweils 5 µg/ml). Der Reaktionsansatz NK (Negativkontrolle) enthielt kein Protein. Alle Reaktionsansätze wurden mit 
Plasminogen (10 µg/ml) in Gegenwart steigender NaBr-Konzentrationen versetzt. Das gebundene Plasminogen wurde 
mit einem polyklonalen Anti-Plasminogen Antikörper (1:1000) detektiert. Den Ergebnissen liegen mindestens drei 
unabhängige Experimente mit Triplikaten zugrunde. ****) p ≤ 0.0001; n.s.) nicht signifikant. Die statistische Analyse 
erfolgte mit einem einfaktoriellen ANOVA-Test mit multiplem Vergleich nach Bonferroni (Konfidenzintervall = 95 

%). 
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Abbildung 3.5 Beteiligung von Lysin-Resten von Vlp15/16-N und GlpQ-C bei der Plasminogen-Bindung 

Zunächst wurden Vlp15/16-N, GlpQ-C sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vsp1 (Negativkontrolle) immobilisiert 
(jeweils 5 µg/ml). Der Reaktionsansatz NK (Negativkontrolle) enthielt kein Protein. Die Reaktionsansätze wurden mit 
Plasminogen (10 µg/ml) in Gegenwart steigender TXA-Konzentrationen inkubiert. Mithilfe eines polyklonalen 

Antikörpers (1:1000) wurde das gebundene Plasminogen detektiert. Die Daten basieren auf Triplikaten aus mindestens 
drei unabhängigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem einfaktoriellen ANOVA-Test mit 
multiplem Vergleich nach Bonferroni (Konfidenzintervall=95%). *) p ≤ 0.033; **) p ≤ 0.002; ***) p ≤ 0.0002; ****) 
p ≤ 0.0001; n.s.) nicht signifikant.  
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3.5 Plasminogen-Aktivierungs-Assay 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Vlp15/16-N und GlpQ-C Plasminogen binden, 

sollte untersucht werden, ob sich das an die Proteine gebundene Plasminogen durch uPA 

zu Plasmin aktivieren lässt. Die Aktivierung zu Plasmin wurde mithilfe des chromogenen 

Substrats D-Val-Leu-Lys p-Nitroanilid Dihydrochlorid (S-2251) nachgewiesen, welches 

durch Plasmin gespalten wird. Aus der Spaltung geht das photometrisch messbare 

Produkt para-Nitroanilin (pNA) hervor, welches bei einer Wellenlänge von 405 nm 

detektiert werden kann. Dabei nimmt die gemessene Absorption proportional mit der 

Aktivität von Plasmin zu. 

Für den Versuch wurden jeweils 0,5 µg der zu untersuchenden Proteine auf einer 

Mikrotiterplatte bei 4 °C über Nacht immobilisiert (2.10.3). Am nächsten Tag wurde, 

nachdem die freien Bindungsstellen blockiert worden waren, Plasminogen hinzugegeben 

und die Mikrotiterplatte für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 

entsprechenden Reaktionsansätze (siehe Tabelle 2.25) pipettiert und die Mikrotiterplatte 

luftundurchlässig abgedichtet. Die Reaktionsansätze wurden bei 37 °C für 24 h im 

Spektralphotometer inkubiert und alle 30 min gemessen. Neben BBA70 und Vsp1 wurde 

auch gereinigtes Plasminogen auf der Mikrotiterplatte immobilisiert und diente als 

weitere Kontrolle. Zudem enthielten bestimmte Reaktionsansätze Plasminogen, welches 

in TXA (+TXA) gelöst war. Weitere Kontrollen wurden entweder ohne Plasminogen 

(-Plg) oder ohne uPA (-uPA) angesetzt (Abbildung 3.6).  

Sowohl für Vlp15/16-N als auch für GlpQ-C konnte ein kontinuierlicher Anstieg der 

Absorptionswerte über die 24 h hinweg gemessen werden, woraus geschlossen werden 

kann, dass das gebundene Plasminogen zu Plasmin aktiviert wurde (Abbildung 3.6). Die 

Negativkontrollen ohne uPA (-uPA) beziehungsweise ohne Plasminogen (-Plg) zeigten, 

wie zu erwarten war, keinen oder einen nur minimalen Anstieg der Absorptionswerte. 

Auch in den Reaktionsansätzen mit TXA konnte nur eine geringfügige Aktivierung des 

Plasminogens nachgewiesen werden, was sich auf die inhibierende Wirkung durch TXA 

zurückführen lässt (Abbildung 3.6). Diese Ergebnisse zur Aktivierung von Plasminogen 

bestätigen die erhobenen Daten zum Einfluss von TXA auf die Bindung von Plasminogen 

und Vlp15/16-N und GlpQ-C (Abschnitt 3.4). Wie erwartet, ergab sich für die 

Reaktionsansätze mit BBA70 eine deutliche Plasminaktivierung, während bei den 

Reaktionsansätzen mit Vsp1 (Negativkontrolle) keine Aktivierung nachgewiesen werden 
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konnte. Die Reaktionsansätze mit immobilisierten Plasminogen als Positivkontrolle 

zeigten ebenfalls eine starke Aktivierung zu Plasmin.114 

 

  

Abbildung 3.6 Aktivierung von gebundenen Plasminogen zu Plasmin 

Zur Untersuchung, ob das gebundene Plasminogen durch uPA zu Plasmin aktiviert werden kann, wurden die Proteine 
Vlp15/16-N, GlpQ-C, Vsp1 (Negativkontrolle), BBA70 (Positivkontrolle) sowie Plasminogen (Plg; Positivkontrolle) 
auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert (5 µg/ml). Nach Blockierung wurden die Reaktionsansätze mit Plasminogen 
(10 µg/ml) versetzt. Im Anschluss wurde das chromogene Substrat S-2251 und uPA hinzugegeben. In weiteren 
Kontrollansätzen wurde entweder TXA (+TXA; 50 mM) gelöst oder kein Plasminogen (-Plg) oder kein uPA (-uPA) 
hinzugefügt. Die Reaktionsansätze wurden schließlich für 24 h bei 37 °C inkubiert und es erfolgte alle 30 min eine 
Absorptionsmessung bei 405 nm. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus mindestens drei unabhängigen 

Versuchen, welche jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. 
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3.6 Fibrinogen-Degradations-Assay 

Aufgrund der erhobenen Daten zur Aktivierung von gebundenen Plasminogen zu Plasmin 

(Abschnitt 3.5), sollte mittels eines Fibrinogen-Degradations-Assays nachgewiesen 

werden, ob aktiviertes Plasmin in der Lage ist, Fibrinogen als physiologisches Substrat 

zu degradieren. 

Zunächst wurden wie unter Kapitel 2.10.4 beschrieben, die zu untersuchenden Proteine 

(jeweils 0,5 µg) über Nacht auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach den 

verschiedenen Wasch- und Blockierungsschritten wurde Plasminogen hinzugegeben. 

Nach einer Inkubation von 1 h wurde zur Aktivierung des gebundenen Plasminogens uPA 

sowie Fibrinogen hinzugeben. Die Mikrotiterplatte wurde abgedichtet und für insgesamt 

2 h bei 37 °C inkubiert. Zu den festgelegten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und 

diese in 4x-TT-Inkubationspuffer gelöst, um die Reaktion zu terminieren. Alle 

Reaktionsansätze wurden anschließend mittels SDS-PAGE in einem 10 %-TT-Gel 

separiert und auf eine Nitrocellulosemembran (2.9.2) transferiert. Die 

Degradationsprodukte von Fibrinogen wurden mittels Westernblot-Analyse mit einem 

Anti-Fibrinogen-Antikörper visualisiert (2.10.4). 

Zur Kontrolle wurde bei allen Analysen zudem gereinigtes Fibrinogen (Fbg) mit 

aufgetragen. Fibrinogen setzt sich aus drei Ketten zusammen, die als α-, β- und γ-Kette 

bezeichnet werden (Abbildung 3.7). Während der Inkubation wird zunächst die α-Kette 

degradiert und nachfolgend die β- und γ-Kette.117  

Für Vlp15/16-N ließ sich nachweisen, dass sich nach etwa 60 Minuten eine beginnende 

Degradierung der α-Kette abzeichnete, die nach 120 Minuten deutlich nachweisbar war 

(Abbildung 3.7). Für den Reaktionsansatz mit TXA (+T) ergab sich eine geringfügig 

stärkeres Signal nach 2 h Inkubation, was sich durch die Inhibition der 

Plasminogenbindung durch TXA erklären ließe. Im Fall von GlpQ-C zeigte sich eine 

Degradierung der α-Kette nach etwa 40 Minuten. Nach einer Inkubationsdauer von 120 

Minuten wurde die α-Kette größtenteils degradiert. Auch bei Vsp1 und BSA zeigte sich 

ebenfalls ein charakteristisches Degradierungsmuster von Fibrinogen. Bei BBA70 ließ 

sich bereits ab 10 Minuten eine deutliche Degradierung erkennen und nach 40 Minuten 

war die α- und β-Kette nahezu vollständig degradiert. Dies entspricht den Ergebnissen 

aus früheren Experimenten zu BBA70.114 Die Negativkontrolle (NK) und die 

Reaktionsansätze ohne Plasminogen (-Plg) sowie die Ansätze mit reinem Fibrinogen 
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zeigten keine Degradation. Demgegenüber kam es bei der Positivkontrolle zu einer 

vollständigen Spaltung des Fibrinogens. Die Kontrolle, in welcher ausschließlich 

Fibrinogen und uPA enthalten waren (Fbg + uPA), wies eine dezente Degradation der α-

Kette auf (Abbildung 3.7). 

Durch diesen Versuch ließ sich zeigen, dass an Vlp15/16-N und GlpQ-C gebundenes 

Plasminogen zu Plasmin aktiviert werden kann und dieses Fibrinogen degradiert. 

Tabelle 3.1 Zusammensetzung der Kontrollen des Fibrinogen-Degradations-Assays 

Kontrollen Zusammensetzung des Reaktionsansatzes 

Positivkontrolle 92,5 µl Tris/HCl (pH 7,5) + 1 µg Plg + 7,5 µl uPA 

(2,5 µg/ml) + 2 µg Fibrinogen 

Negativkontrolle 100 µl Tris/HCl (pH 7,5) + 1 µg Plg +  

2 µg Fibrinogen 

Fibrinogen 2 µg Fibrinogen in 100 µl 50 mM Tris/HCl (pH 7,5) 

+T Plasminogen gelöst in 50 mM Tris/HCl-Lösung (pH 

7,5) versetzt mit 50 mM TXA 

-Plg Reaktionsansatz ohne Plasminogen  

Fbg + uPA 20 µg/ml Fibrinogen + 6,5 µl uPA (2,5 µg/ml) +  

93,5 µl 50 mM Tris/HCl (pH7,5) 

Gesamtvolumen: 100 µl 
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Abbildung 3.7 Degradation von Fibrinogen durch an Vlp15/16 und GlpQ gebundenes Plasmin  

Für den Nachweis der Fibrinogendegradierung durch Vlp15/16-N und GlpQ-C gebundenes und aktiviertes 
Plasminogen wurden die zu untersuchenden Proteine immobilisiert (5 µg/ml). Nach Blockieren freier Bindungsstellen 

wurde das Plasminogen (10µg/ml) hinzugegeben. Nach erfolgter Bindung wurden Fibrinogen und uPA hinzupipettiert. 
Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und diese durch Zugabe von TT-Inkubationspuffer terminiert. 
In der Westernblot-Analyse wurden die Degradierungsprodukte des Fibrinogens mit einem polyklonalen anti-
Fibrinogen-Antikörper (1:1000) detektiert. Den Ergebnissen liegen mindestens drei unabhängige Experimente 
zugrunde, von denen jeweils ein repräsentatives Ergebnis dargestellt ist. 
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3.7 Generierung von GlpQ-Mutanten mit einzelnen Lysin-Substitutionen 

3.7.1 Reklonierung von GlpQ zur Gewinnung einer Variante mit einem N-

terminalen His-tag 

Um Mutationen in der Sequenz von GlpQ zu erzeugen, wurde zunächst eine GlpQ-

Variante erzeugt, bei welcher der His-Tag am N-Terminus des Proteins positioniert ist, 

da sich die für eine potenzielle Plasminogenbindung infrage kommender Lysin-Reste am 

C-Terminus befinden. Die Umklonierung des GlpQ-kodierenden Gens in den pQE-30 Xa 

Vektor wurde, wie unter Abschnitt 2.11.1 beschrieben, durchgeführt.  

 

3.7.2 Deletion der Lysin-Reste in der Aminosäure-Sequenz 

Ausgehend von der DNA-Sequenz der GlpQ-N-Variante (siehe Abbildung 3.9) wurde 

zunächst mittels in vitro-Mutagenese (siehe Kapitel 2.11.2) ein Stoppkodon an Position 

333 eingefügt, um eine Deletion der letzten beiden C-terminal lokalisierten Lysin-Reste 

zu erzeugen (unterstrichene Lysin-Reste in Abbildung 3.9). Nach Transformation des 

Plasmids in NEB5α-Zellen (siehe Kapitel 2.11.4.1) und Selektion positiver Klone auf 

Ampicillin-haltigen Agarplatten, wurden die Plasmide isoliert und sequenziert. Von 

ausgewählten Klonen wurde anschließend eine Produktion der rekombinanten Proteine 

im kleinen Versuchsmaßstab (20 ml) durchgeführt. Die Zellen aus den entsprechenden 

Zellkulturen wurden lysiert und der Überstand und das Sediment getrennt auf ein SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Am Folgetag erfolgte der Transfer mittels Westernblot 

Abbildung 3.8 Nachweis der inserierten DNA nach Umklonierung 

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass nach erfolgter PCR das Insert zur Umklonierung von GlpQ-C mit dem C-

terminalen His-tag zu GlpQ-N mit einem N-terminalen His-tag in allen Plasmiden enthalten war. Für den Nachweis 
wurden 10 µl der Plasmide mit 2 µl Loading Dye und 0,5 µl Midori Green Direct versetzt und die Proben bei 180 V 
für 40 min aufgetrennt. Als Marker diente der 100 bp DNA Ladder-Marker. Die Plasmide der Kulturen A1-A6 wurden 
anschließend sequenziert.  



- 58 - 

 

auf eine Nitrocellulosemembran. Hierbei konnte die GlpQ-N-Variante sowohl im 

Überstand als auch im Sediment mittels Anti-His-Antikörpern nachgewiesen werden. 

Anschließend wurde die GlpQ-Variante affinitätschromatographisch gereinigt (siehe 

Kapitel 2.8.1). Da sich bei der Silbernitrat-Färbung (siehe Kapitel 2.8.4) geringste 

Mengen an Protein nachweisen ließen, wurde das Plasmid in E. coli BL21 (DE3)-Zellen 

transformiert, da sich diese Zellen besser zur Proteinproduktion eignen. Es zeigten sich 

jedoch ebenfalls keine Signale in der Silbernitrat-Färbung. Obwohl die GlpQ-Variante in 

E. coli produziert wird und der His-tag nachgewiesen werden konnte, ließ sich dieses 

Protein aber nicht reinigen. Eine veränderte Proteinfaltung als Folge der Deletion könnte 

die Ursache dafür sein, dass der His-Tag in der nativen Konformation nicht in der Lage 

ist, an die NTA-Agarosepartikel zu binden. 

 

3.7.3 Substitution einzelner Lysin-Reste in GlpQ 

Um die Relevanz einzelner Lysine für die Plasminogenbindung untersuchen zu können, 

wurde auf eine weitere Deletion verzichtet und stattdessen einzelne Lysin-Reste durch 

Alanin-Reste substituiert. Die einzelnen Aminosäurenaustausche wurden ebenfalls per in 

vitro Mutagenese (siehe Kapitel 2.11.2) eingefügt. Es wurden insgesamt drei Varianten 

von GlpQ erzeugt, bei denen der Lysin-Rest entweder an Position 333, 334 oder beiden 

Positionen durch Alanin-Reste ersetzt wurde. Nach erfolgter in vitro Mutagenese und 

Hydrolyse des ursprünglichen Plasmides durch DpnI wurden die Reaktionsansätze in 

BL21 (DE3)-E. coli-Zellen transformiert (siehe Kapitel 2.11.4.1). Die Plasmid-tragenden 

Klone wurden auf Ampicillin-haltigen Agarplatten selektioniert und aus positiven Klonen 

Plasmide isoliert. Diese wurden sequenziert, um zu überprüfen, ob die Mutation an der 

Abbildung 3.9 Proteinsequenz des His-getaggten GlpQ-Protein von B. miyamotoi LB-2001 (WP_020954631.1) 

Dargestellt ist die Proteinsequenz des GlpQ-Proteins von B. miyamotoi mit dem His-Tag am N-Terminus. Die Lysin-
Reste des GlpQ sind grün hervorgehoben. Insgesamt enthält das GlpQ-Protein 32 Lysin-Reste. 

Hellblau: Histidin-Tag, Grau: pQE-30 Xa-Vektorsequenz, Gelb: Faktor Xa-Erkennungsstelle, Unterstichen: Lysine, 
welche substituiert wurden. 
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korrekten Position eingeführt wurde. Zur ersten Orientierung wurde von ausgewählten 

Klonen eine Produktion der rekombinanten Proteine im kleinen Versuchsmaßstab (20 ml) 

samt Westernblot-Analyse (siehe Kapitel 2.8.2) durchgeführt. Alle drei Proteinvarianten 

wurden in den E. coli-Zellen produziert, sodass anschließend von allen drei GlpQ-

Varianten eine Produktion im großen Versuchsmaßstab durchgeführt und die Proteine 

gereinigt wurden (siehe Kapitel 2.8.1).  

 

 

3.7.4 Plasminogen-Bindungsverhalten der GlpQ-Varianten 

Um die Auswirkungen der Lysin-Substitutionen in den einzelnen GlpQ-Varianten in 

Hinsicht auf die Plasminogen-Bindung zu untersuchen, wurden Plasminogenbindungs-

ELISA durchgeführt (Kapitel 2.9.1). Hierfür wurden 0,5 µg von GlpQ-N sowie jeweils 

0,5 µg der GlpQ-Varianten (siehe Kapitel 3.7.3) auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert 

(Abbildung 3.11). Zum Vergleich eines weiteren GlpQ-Proteins aus 

Rückfallfieberborrelien wurde die Bindung des homologen GlpQ-Proteins aus 

B.  recurrentis PAbJ in Bezug auf die Interaktion mit Plasminogen untersucht. Außerdem 

wurde BBA70 und Vsp1 als Positiv- und Negativkontrollen hinzugenommen (Abbildung 3.12). 

A B 

Abbildung 3.10 Nachweis der Lysin-substituierten GlpQ-Varianten und Reinheitsprüfung isolierter Proteine 

In Abbildung A ist das Agarose-Gel dargestellt, mit welchem die Inserts im Plasmid zur Substitution der oben 
beschriebenen Lysin-Reste, nachgewiesen wurden. Bis auf den 50 °C Ansatz von GlpQ-K334A war die Insertion in 
allen Plasmiden erfolgreich. Für den Nachweis wurden 10 µl der Plasmide mit 2 µl Loading Dye und 0,5 µl Midori 
Green Direct versetzt und die Proben bei 180 V für 40 min in einem 1 % Agarosegel separiert. Als Marker diente ein 
1 kb DNA Marker. Es wurde jeweils der 60 °C Ansatz zur Transformation verwendet. 

In Abbildung B ist die SDS-PAGE nach Silbernitrat-Färbung dargestellt, mit deren Hilfe die Reinheit der isolierten 
GlpQ-Mutanten nachgewiesen wurde. Hierfür wurden jeweils 500 ng der gereinigten Proteine aufgetragen. Als Marker 
wurde der Precision Plus Protein Unstained Protein Standards von BioRad verwendet. 



- 60 - 

 

Am nächsten Tag wurden die Kavitäten mehrfach gewaschen und freie Bindungsstellen 

mit 0,1 % Gelatine geblockt (2.9.1). Danach wurde Plasminogen in einer Konzentration 

von 10 ng/µl in die Kavitäten pipettiert und die Mikrotiterplatte für 1 h bei RT inkubiert. 

Die Bindung von Plasminogen erfolgte mittels eines polyklonalen Anti-Plasminogen-

Antikörpers (1:1000). 

Wie in Abbildung 3.11 dargestellt, zeigt die GlpQ-Variante, in der beide Lysin-Reste 

durch Alanin-Reste ersetzt wurden (GlpQ-K333A-334A), eine signifikante Reduktion in 

der Plasminogen-Bindung gegenüber dem unveränderten GlpQ-N Protein. Die 

Substitution des Lysin-Restes an Position 334 (GlpQ-K334A) führte ebenfalls zu einer 

Reduktion der Bindung, während die Substitution an Position 333 (GlpQ-K333A) eine 

Erhöhung der Bindung aufwies.  

 

Die Ergebnisse zur Bindung von Plasminogen an GlpQ von B. recurrentis PAbJ ergaben, 

dass dieses homologe Protein deutlich geringere Absorptionswerte im Vergleich zur 

Negativkontrolle Vsp1 aufwies (Abbildung 3.12). Das BBA70 verzeichnete in dieser 

Versuchsdurchführung wiederholt hohe Absorptionswerte wie schon in früheren Studien.114 

Abbildung 3.11 Vergleichende Untersuchung zur Plasminogen-Bindung verschiedener GlpQ-Varianten 

Um die Auswirkungen von Substitutionen auf die Plasminogenbindung von GlpQ zu untersuchen, wurden die die drei 
GlpQ-Varianten in einer Konzentration von 5 µg/ml immobilisiert. Nach Blockieren erfolgte die Inkubation mit 
Plasminogen (10 µg/ml). Das gebundene Plasminogen wurde mittels polyklonalem, anti-Plasminogen Antikörper 
(1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhängigen Versuchen zugrunde. n.s.) nicht 
signifikant; ****) p ≤ 0.0001 (Einfaktorieller ANOVA-Test mit multiplem Vergleich nach Bonferroni, 
Konfidenzintervall= 95%). 

 



- 61 - 

 

 

 

3.8 Nachweis der Plasminogen-Bindung an intakten Borrelia miyamotoi-

Zellen mit einem Immunfluoreszenz-Test 

Zur Darstellung der Bindung von Plasminogen an intakten Borrelienzellen wurden 

Immunfluoreszenz-Tests (2.10.5) durchgeführt. Hierzu wurden B. miyamotoi-Zellen für 

30 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen an Plasminogen versetzt und im 

weiteren Verlauf auf Objektträgern fixiert. Das gebundene Plasminogen wurde 

anschließend durch einen polyklonalen Anti-Plasminogen-Antikörper (1:500) detektiert. 

Wie in Abbildung 3.13 dargestellt, zeigten die Borrelienzellen eine partielle Fluoreszenz, 

was sich darauf zurückführen lässt, dass Plasminogen nur in bestimmten 

Arealen/Regionen an der Zelloberfläche gebunden wird. Nur wenige Zellen zeigten eine 

starke Fluoreszenz, die sich über die gesamte Zelle verteilte. Mit diesem Versuch konnte 

grundsätzlich nachgewiesen werden, dass native B. miyamotoi-Zellen in der Lage sind, 

Plasminogen an der Zelloberfläche zu binden. 

 

 

Abbildung 3.12 Plasminogenbindung von GlpQ aus B. recurrentis PAbJ 

Die Bindung von Plasminogen an GlpQ aus B. recurrentis PAbJ wurde mittels Bindungs-ELISA ermittelt. Hierfür 
wurden GlpQ aus B. recurrentis PAbJ sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vsp1 (Negativkontrolle) (jeweils 5 µg/ml) 
immobilisiert, mit Plasminogen (10 µg/ml) inkubiert und die Reaktion mittels polyklonalem Anti-Plasminogen 
Antikörper (1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhängigen Versuchen 

zugrunde. n.s.) nicht signifikant; ****) p ≤ 0.0001 (Einfaktorieller ANOVA-Test mit multiplem Vergleich nach 
Bonferroni, Konfidenzintervall =  95 %). 
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Abbildung 3.13 Nachweis der Bindung von Plasminogen an native B. miyamotoi-Zellen 

Die in der Abbildung dargestellten B. miyamotoi HT31-Zellen wurden mit Plasminogen (133,3 ng/µl) inkubiert und 
auf Objektträgern fixiert. Anschließend wurde das Plasminogen mittels polyklonalen, Anti-Plasminogen-Antikörper 

(1:500) detektiert. Als sekundärer Antikörper diente der fluoreszierende Alexa Fluor 488®-Anti-Ziege Antikörper 
(1:500). Die Aufnahmen erfolgten mithilfe eines Axio Imager M2 Fluoreszenzmikroskops und einer Spot RT3 
Kamera. Es wurden mindestens drei unabhängige Versuche durchgeführt; dargestellt sind repräsentative Ausschnitte 
aus einem Versuch. Skalierungsbalken: 15 µm. 

Ausschnitt 1 

GFP DAPI Überlagerung 

Ausschnitt 2 

GFP DAPI Überlagerung 
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4 Diskussion 

In Hinblick auf die zugrunde liegende Fragestellung lässt sich festhalten, dass im Rahmen 

dieser Arbeit mit Vlp15/16 und GlpQ zwei neue, Plasminogen-bindende Proteine 

von B. miyamotoi identifiziert werden konnten (siehe Kapitel 3.2). Funktionelle Analysen 

ergaben, dass das gebundene Plasminogen nicht nur zu Plasmin aktiviert werden konnte 

(siehe Kapitel 3.5), sondern darüber hinaus in der Lage war, das physiologische Substrat 

Fibrinogen zu degradieren (siehe Kapitel 3.6). Außerdem konnte nachgewiesen werden, 

dass vitale B. miyamotoi-Zellen, Plasminogen auf der äußeren Zellmembran binden 

können (siehe Kapitel 3.8). 

Bei der weiterführenden Untersuchung wurde für beide Proteine eine 

konzentrationsabhängige Bindung von Plasminogen festgestellt. Die sich hieraus jeweils 

ergebende Dissoziationskonstante betrug für Vlp15/16 Kd = 354 nM ± 62 nM und für 

GlpQ Kd =413 nM ± 72 nM (siehe Kapitel 3.3). Das Plasminogen-bindende Protein 

BBA70 von B. burgdorferi LW2 weist mit einer Kd =55.1 nM ± 10.3 nM eine 

vergleichsweise höhere Bindungsaffinität auf, während das CbiA-Protein, welches 

ebenfalls aus B. miyamotoi stammt, eine vergleichbare Bindungsaffinität aufwies 

(Kd =347 nM ±41 nM).35,114 Ab einer Konzentration von etwa 2 µM flacht die 

Bindungskurve für Vlp15/16 und GlpQ ab und es stellte sich eine Sättigung ein (siehe 

Kapitel 3.3). Dieses Bindungsverhalten konnte auch bei BBA70 und CbiA beobachtet 

werden, obgleich sich die Sättigung bei BBA70 – entsprechend dem niedrigeren Kd-Wert 

– früher einstellt.35,114 Da Plasminogen im menschlichen Plasma mit einer Konzentration 

von etwa 2 µM vorliegt,94 ist also davon auszugehen, dass Vlp15/16 und GlpQ auch im 

Wirt dazu in der Lage sind, Plasminogen in ausreichenden Mengen zu binden. Die 

Bindungsdaten für das GlpQ-Protein von B. recurrentis (siehe Abbildung 3.12) lassen 

vermuten, dass dieses Protein schwächer mit Plasminogen interagiert als GlpQ von 

B. miyamotoi. Möglicherweise liegt die Ursache hierfür in der Aminosäuresequenz der 

beiden Proteine begründet (siehe Abbildung 4.1). Wie sich im weiteren Verlauf der 

Untersuchungen gezeigt hat, ist die  C-terminale Region, in der bei GlpQ von 

B. miyamotoi die beiden letzten Lysine lokalisiert sind, relevant für die Plasminogen-

Bindung (siehe Abbildung 3.11). Diese fehlen jedoch bei B. recurrentis Stamm A1, was 

wiederum die schwächere Bindung erklären könnte. 
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Interessanterweise scheinen sich Vlp15/16 und GlpQ allerdings in ihrer Art und Weise 

Plasminogen zu binden, voneinander zu unterscheiden. Dies zeigte sich in vergleichenden 

Untersuchungen zur Protein-Protein Interaktion. Da für andere Borrelienproteine bereits 

gezeigt werden konnte, dass die Plasminogen-Bindung über Lysin-Reste vermittelt wird, 

wurde auch für Vlp15/16 und GlpQ die Bedeutung von Lysin-Resten und elektro- 

statischen Wechselwirkungen für die Interaktion beider Proteine untersucht.101,108-112 In 

den Bindungsanalysen mit NaBr und TXA reagierte Vlp15/16 lediglich auf die 

Anwesenheit des Lysin-Analogons TXA, was sich in einer verminderten Plasminogen-

Bindung manifestierte. Im Fall von GlpQ hingegen zeigte sich in Gegenwart von NaBr 

und TXA eine reduzierte Plasminogen-Bindung (siehe Kapitel 3.4). BBA70 und CbiA 

zeigten bereits ab einer TXA-Konzentration von 0,1 mM einen signifikanten, 

inhibitorischen Einfluss auf die Bindung.35,114 Bei Vlp15/16 stellte sich eine 

vergleichbare Inhibition erst ab einer Konzentration von 1 mM TXA und bei 

GlpQ ab 50 mM TXA ein. In Gegenwart von NaBr konnte wie bereits für BBA70 und 

CbiA nachgewiesen, eine signifikante Inhibition für GlpQ beobachtet werden.35,114 

Insgesamt deuten die erhobenen Ergebnisse darauf hin, dass für Vlp15/16 vor allem 

Lysin-Reste eine tragende Rolle bei der Bindung spielen, wohingegen bei GlpQ neben 

Abbildung 4.1 GlpQ-Sequenzen verschiedener Borrelien-Stämme 

Aminosäure-Alignment von GlpQ-orthologen Proteinen verschiedener Rückfallfieber-Spirochäten. Aminosäurereste, 
die sich von der GlpQ-Sequenz des Stammes HT31 unterscheiden, sind mit schwarzen Kästen unterlegt, und die 
entsprechenden Lysinreste sind mit einem Sternchen gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit dem CLC Sequence 
Viewer, Version 8.0 (QIAGEN, Aarhus A/S, Dänemark) erstellt. 
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Lysin-Resten auch elektrostatische Interaktionen beteiligt sind. Damit reihen sich 

Vlp15/16 und GlpQ in die Gruppe Plasminogen-bindender Proteine zahlreicher anderer 

Bakterienspezies ein, bei denen die Daten ebenfalls für eine Beteiligung von Lysin-

Resten an der Bindung von Plasminogen sprechen (siehe Tabelle 4.1). 

Tabelle 4.1 Bindungseigenschaften Plasminogen-bindender Proteine verschiedener Bakterienspezies 

Protein Bakterien-

Spezies 

Inhibition der 

Plg-Bindung 

durch Lysin-

Analoga 

Inhibition der 

Plg-Bindung 

durch ionische 

Wechselwirkung 

Plg-Bindungsstelle 

CipA
118 A. baumannii + - Bindung durch Lysin K369; 

Interaktion mit Kringle-

Domäne 1 und 4 

BBA70
114

 B. burgdorferi + + α-Helix am C-Terminus; 

Interaktion mit 

Kringle-Domäne 4 

Enolase
82

 B. burgdorferi + - k.A. 

Vlp15/16 B. miyamotoi + - k.A. 

GlpQ B. miyamotoi + + C-terminale Lysin-Reste an 

Position 333 und 334 

CbiA
119

 B. miyamotoi + + C-terminalen Lysin-Reste 

nicht beteiligt 

ORF7
120

 B. recurrentis + + N-Terminus vermutlich 

unbeteiligt 

ORF9
120

 B. recurrentis + + k.A. 

ORF10
120

 B. recurrentis + - k.A. 

Pra 1
121

 C. albicans + + k.A. 

G-Fimbrien
122

 E. coli + k.A. k.A. 

Protein E
123

 H. influenzae + + N-terminale 

Aminosäurereste 41–68 

Typ 1 

Fimbrien
122

 

Salmonella 

enterica 

serovar 

typhimurium 

+ k.A. k.A. 

 
Legende: „+“ = Inhibition vorhanden, „-‘‘ = keine Inhibition, k.A. = keine Angabe 
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde durch Substitution von Lysin-Resten deren 

Bedeutung für die Plasminogen-Bindung genauer untersucht. Wie sich in 

vorangegangenen Versuchen mit Vlp18 bestätigte, scheinen Veränderungen an Vlp-

Proteinen nur sehr eingeschränkt möglich, weshalb sich der Fokus für diese 

Untersuchungen auf GlpQ beschränkte.85 Da bei BBA70 aus B. burgdorferi und CipA 

aus Acinetobacter baumannii die am C-Terminus gelegenen Lysin-Reste als essenziell 

für die Interaktion mit Plasminogen identifiziert werden konnten, wurden auch im Fall 

von GlpQ die C-terminalen Lysin-Reste substituiert.114,118 Allerdings ließ sich keine 

GlpQ-Variante mit einer Deletion am C-Terminus generieren, die 

affinitätschromatographisch gereinigt werden konnte, obgleich eine Produktion in E. coli 

und der His-tag mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen werden konnte. Eine 

mögliche Erklärung könnte in einer veränderten Proteinfaltung infolge der Deletion sein, 

so dass der His-Tag nicht frei zugänglich ist und daher nicht an die NTA-Agarosepartikel 

binden konnte.  

Vor diesem Hintergrund wurde von einer weiteren Deletion am C-terminalen Ende des 

Proteins abgesehen und stattdessen eine Substitution der am C-Terminus lokalisierten 

Lysine durchgeführt, um die Relevanz der Lysine für die Plasminogenbindung zu 

untersuchen. Hierfür wurden mittels in vitro-Mutagenese an den Positionen 333, 334 oder 

beiden Positionen die Lysin-Reste durch Alanin-Reste ersetzt. Zum Vergleich sind in 

Abbildung 4.1 die Aminosäure-Sequenzen der GlpQ-Proteine verschiedener Borrelien-

Stämme aufgeführt und die Lysin-Reste hervorgehoben. Nach der erfolgreichen 

Transformation konnten alle drei GlpQ-Varianten in E. coli-Zellen exprimiert und 

anschließend gereinigt werden. In den sich anschließenden Plasminogenbindungs-

Versuchen zeigte sich für die Variante GlpQ-K333-334A, in der beide Lysin-Reste durch 

Alanin-Reste ersetzt wurden, eine signifikante Reduktion der Plasminogenbindung 

(Abbildung 3.11). Auch die Substitution an Position 334 (GlpQ-K334A) führte zu einer 

verminderten Bindungsfähigkeit, wohingegen die Variante GlpQ-K333A eine verstärkte 

Bindung zeigte. Die erhöhten Werte im Fall von GlpQ-K333A lassen sich am ehesten auf 

eine Strukturänderung im Protein zurückführen, welche eine erhöhte Bindung bedingt. 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die C-terminalen Lysin-Reste direkt an der Interaktion 

mit Plasminogen beteiligt und der Lysin-Rest an Aminosäureposition 334 im Speziellen 

eine wichtige Rolle spielen könnte. Für das Plasminogen-bindende Protein BBA70 aus 

B. burgdorferi wurde die Bedeutung der am C-Terminus lokalisierten Lysin-Reste für die 
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Interaktion mit Plasminogen bereits verifiziert.114 Für dieses Protein konnte ebenfalls 

gezeigt werden, dass eine Deletion der Lysin-reichen Region am C-Terminus die Bindung 

von Plasminogen vollständig eliminiert.114 Demgegenüber hatte die Substitution der 

Lysine durch Alanin-Reste im Fall von CbiA aus B. miyamotoi keinen Einfluss auf die 

Plasminogen-Bindung.35 Dies zeigt, dass die Bindung von Plasminogen nicht 

ausschließlich über Lysine erfolgen muss, sondern beispielsweise wie im Fall des 

M-Proteins der Gruppe A Streptokokken ebenfalls Arginin- und Histidin-Reste als 

bindende Aminosäuren infrage kommen.124 Aufgrund der reduzierten 

Plasminogenbindung in den Versuchen mit dem Lysin-Analogon TXA (siehe 

Abbildung 3.5) und der signifikant verminderten Plasminogenbindung nach der Lysin-

Substitution (siehe Abbildung 3.11) ist für GlpQ jedoch anzunehmen, dass Lysin-Reste 

zumindest zu einem Teil in der Interaktion mit Plasminogen beteiligt sind. Da die 

Plasminogenbindung durch die Substitutionen an den Stellen 333 und 334 jedoch nicht 

zu einem vollständigen Verlust der Bindung geführt haben, ist davon auszugehen, dass 

noch weitere Lysin-Reste an der Bindung beteiligt sind. 

Neben der Charakterisierung der Bindungseigenschaften von Vlp15/16 und GlpQ für 

Plasminogen beinhaltete die Zielsetzung der Arbeit, die Protein-Plasminogen-Interaktion 

funktionell zu charakterisieren. Im ersten Schritt wurde untersucht, ob das an Vlp15/16 

beziehungsweise GlpQ gebundene Plasminogen zu Plasmin aktiviert werden kann. 

Hierzu wurde die Aktivierung des gebundenen Plasminogens durch uPA mithilfe des 

chromogenen Substrats D-Val-Leu-Lys p-Nitroanilid Dihydrochlorid (S-2251) 

nachgewiesen. S-2251 wird durch Plasmin zu para-Nitroanilin (pNA) gespalten, welches 

photometrisch nachgewiesen werden kann und proportional mit der Aktivität von Plasmin 

zunimmt. Die Ergebnisse aus diesem Versuch zeigten für Vlp15/16 und GlpQ eine 

kontinuierliche Zunahme der Absorptionswerte für den gesamten Messzeitraum von 

24 Stunden (siehe Abbildung 3.6). Daraus lässt sich folgern, dass das an die beiden 

Borrelienproteine gebundene Plasminogen durch uPA zu Plasmin aktiviert werden kann. 

Darüber hinaus ließen sich in den Reaktionsansätzen mit TXA nur dezente Anstiege in 

den Absorptionswerten messen, was den Einfluss von TXA auf die Plasminogenbindung 

mit Vlp15/16 und GlpQ bestätigte. Während das CbiA-Protein aus B. miyamotoi eine 

vergleichbare Aktivierungskurve des gebundenen Plasminogens aufweist, zeigte BBA70 

einen deutlich steileren Anstieg der Plasminaktivität.35,114 Dies lässt sich am ehesten 

auf die Bindungsaffinitäten der Proteine zurückführen, welche bei CbiA mit  
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Kd = 347 nM ±41 nM in einem vergleichbaren Bereich wie bei Vlp15/16 (Kd = 354 nM ± 

62 nM) und GlpQ (Kd = 413 nM ± 72 nM) liegt.35,119 Demgegenüber bindet BBA70 

mit einer Kd von 55.1 nM ± 10.3 nM deutlich stärker Plasminogen, was wiederum die 

stärkere Plasmin-Aktivität erklärt.114 

Aufbauend auf die erhobenen Daten zur Plasminogen-Aktivierung wurde mithilfe des 

Fibrinogen-Degradations-Assays untersucht, ob das gebundene Plasminogen nicht nur 

aktiviert werden kann, sondern darüber hinaus dazu in der Lage ist, Fibrinogen als 

physiologisches Substrat von Plasmin zu degradieren. Daraus könnte man im Hinblick 

auf die Pathogenese von B.miyamotoi Rückschlüsse ziehen, ob eine Penetration durch die 

EZM durch die Degradation der EZM-Komponenten prinzipiell gegeben ist. Zum 

Nachweis der Plasminaktivität wurde zu den Reaktionsansätzen Fibrinogen hinzugefügt, 

nachdem zuvor Plasminogen an Vlp15/16 beziehungsweise GlpQ binden konnte. Die 

Westernblot-Analyse zeigte deutlich, dass das an Vlp15/16 und GlpQ gebundene Plasmin 

Fibrinogen spalten kann. Allerdings zeigte das gebundene Plasmin bei beiden Proteinen 

eine vergleichsweise geringere proteolytische Aktivität als in Untersuchungen mit CspA 

und CbiA.35,116,125 Das BBA70-Protein, welches eine sehr starke Plasminogen-Bindung 

aufweist, zeigte wie in früheren Studien eine ausgeprägte Fibrinogen-Degradation.114 

Trotz Optimierung der Versuchsparameter und der Verwendung verschiedener Chargen 

von uPA und Plasminogen zeigte sich eine partielle Degradation der α-Kette des 

Fibrinogens in den Reaktionsansätzen mit Vsp1 und BSA sowie in den Kontrollen, in 

welchen TXA hinzugefügt wurde oder Plasminogen nicht enthielten. Es ist daher 

anzunehmen, dass das Testsystem zum Nachweis der Fibrinogendegradation zu 

unspezifisch ist, um die Unterschiede, die mit dem chromogenen Substrat S-2251 

gefunden wurden, ebenfalls nachzuweisen. Aufgrund der Aktivierbarkeit des gebundenen 

Plasminogen ist deshalb anzunehmen, dass auch B. miyamotoi in der Lage ist, die 

vaskulären Basalmembran und Komponenten der extrazellulären Matrix zu degradieren, 

um in tiefere Gewebsschichten vorzudringen, wie es bereits für B. burgdorferi 

beschrieben wurde.126 Insbesondere die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie, 

die eine Bindung von Plasminogen an B. miyamotoi bestätigte, (siehe Abbildung 3.13) 

untermauern diese Annahme. Folglich wäre auch eine Überwindung der Blut-Hirn-

Schranke durch B. miyamotoi denkbar, was bei der Entstehung einer Meningoenzephalitis 

zum Tragen kommen könnte, wie sie bereits beschrieben wurden.41,42  
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In der Zusammenschau der erhobenen Ergebnisse zeigt sich, dass es sich bei Vlp15/16 

und GlpQ um zwei neu-identifizierte Plasminogen-bindende Proteine handelt, die sich 

jedoch in ihrer Eigenschaft, Plasminogen zu binden, voneinander unterscheiden (siehe 

Abschnitt 3.4). Darüber hinaus konnte das gebundene Plasminogen zu Plasmin aktiviert 

werden und war dazu in der Lage, sein physiologisches Substrat Fibrinogen zu spalten 

(siehe Abschnitt 3.6). Das Prinzip, an der Zelloberfläche regulatorische Proteine und 

Enzyme aus dem Serum des Wirts zu binden und somit den Abwehrreaktionen zu 

entgehen, ist eine weit verbreitete Strategie von humanpathogenen 

Mikroorganismen. 38,127,128 Für Borrelien stellt die Akquisition solcher Proteasen wie 

Plasminogen aus dem Serum des Wirts einen effektiven Mechanismus der Immunevasion 

dar.36,102,105 Dabei können Plasminogen-bindende Proteine in zwei Gruppen unterteilt 

werden. Erstere Gruppe umfasst Proteine, welche in der äußeren Membran der Zelle 

verankert sind und daher direkten Kontakt zur extrazellulären Umgebung haben. In die 

zweite Gruppe fallen mikrobielle Proteine, welche vornehmlich im Zytoplasma und /oder 

Periplasma verbleiben.128 Zur Gruppe der membranständigen Proteine gehören 

beispielsweise CbiA von B. miyamotoi35, BBA70, CspA, OspA und OspC der Lyme-

Borrelien114,116,125,126,129, Typ 1 Fimbrien von E. coli und Salmonella enterica serovar 

typhimurium122, das PE-Protein von H. influenzae123 oder Pra1 von C. albicans121. 

Proteinen der zweiten Gruppe üben multiple Funktionen inner- oder außerhalb der Zelle 

aus, weshalb sie auch als „moonlighting proteins“ bezeichnet werden.130,131 Hierzu zählen 

beispielweise Enolase, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Fructose-1,6-

bisphosphatase, DanK, sowie der Elongations-Faktor Ef-Tu verschiedener 

humanpathogener Bakterien.128,132 Vlp15/16 ließe sich demnach als membranständiges 

Protein der ersten Gruppe zuordnen, während GlpQ, welches an der Spaltung von 

Glycerol beteiligt ist, als potentielles „moonlighting protein“ in die zweite Gruppe 

einzuordnen wäre. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass GlpQ 

von E. coli, Treponema pallidum und Borrelia hermsii vermutlich im Periplasma 

vorkommt und an der Außenseite der Innenmembran beziehungsweise an der Innenseite 

der Außenmembran verankert ist und potentiell nicht mit Plasminogen in Kontakt 

kommt.72,73,76 Demgegenüber wird GlpQ von H. influenzae auf der Außenfläche 

exponiert.74,133 Es ist allerdings bekannt, dass intrazelluläre „moonlighting“-Proteine 

auch auf der Außenmembran zahlreicher Bakterien vorkommen können, wie z. B. 

Enolase, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Fructose-1,6-bisphosphatase und 

der Elongations-Faktor Ef-Tu.134-142 Für B. miyamotoi ist die Lokalisation von GlpQ nicht 
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voll umfänglich geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen. Diese könnten darüber 

Aufschluss liefern, ob GlpQ auch bei B. miyamotoi auf der Außenmembran exponiert 

wird. In diesem Fall würde die Funktion von GlpQ als Plasminogen-bindendes Protein 

im Kontext der Degradation extrazellulärer Matrix und somit der Dissemination von  

B. miyamotoi weiter untermauert werden. 
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5 Zusammenfassung 

5.1 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine Vlp15/16 und GlpQ aus B. miyamotoi 

hinsichtlich ihrer Eigenschaft, mit Plasminogen zu interagieren, charakterisiert.  

Da einige Fälle von ZNS-Beteiligungen bei B. miyamotoi-Infektionen berichtet wurden, 

ist anzunehmen, dass diese Borrelienspezies über molekulare Mechanismen zur 

Überwindung der Blut-Hirn-Schranke verfügt. Eine solche Strategie könnte die Bindung 

wirtseigener Proteasen wie z.B. Plasminogen sein, um Komponenten der extrazellulären 

Matrix zu degradieren und dadurch die Dissemination des Erregers zu erleichtern.  

Während Vmps, zu welchen auch Vlp15/16 gehört, als membranständige Proteine durch 

Variation der antigenen Oberflächenmatrix zur Immunevasion des Erregers beitragen, ist 

GlpQ bei der Hydrolyse von Phospholipiden in den Zellstoffwechsel eingebunden. Trotz 

dieser unterschiedlichen Funktionen, die den beiden Proteinen zukommen, binden beide 

Moleküle Plasminogen. Die Eigenschaften dieser Interaktion wurden in dieser Arbeit im 

Detail untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Vlp15/16 und GlpQ Plasminogen 

konzentrat ionsabhängig binden und die Dissoziationskonstanten  (Vlp15/16: 

Kd = 354 nM ± 62 nM; GlpQ: Kd = 413 nM ± 72 nM) für beide Proteine im Bereich der 

Serumkonzentration von 2 µM liegen. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass den 

beiden Proteinen unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen, Plasminogen zu 

binden. Während die erhobenen Daten für Vlp15/16 darauf hindeuten, dass Lysin-Reste 

essenziell für die Interaktion sind, scheinen bei GlpQ ionische Wechselwirkungen von 

Bedeutung zu sein.  

Um die Beteiligung von C-terminal lokalisierten Lysin-Resten für die Plasminogen-

Bindung von GlpQ nachzuweisen, wurden Varianten mit einzelnen Lysin-Substitutionen 

an zwei unterschiedlichen Positionen (333 und 334) sowie eine Variante mit einer 

Zweifach-Substitution (GlpQ-K333A-K334A) generiert. Die Bindungsanalysen ergaben, 

dass insbesondere der Lysin-Rest an Position 334 bei der Interaktion mit Plasminogen 

beteiligt ist. 

Die funktionellen Analysen zeigten, dass das an Vlp15/16 beziehungsweise GlpQ 

gebundene Plasminogen zu Plasmin aktiviert werden konnte und darüber hinaus dazu in 

der Lage war, das physiologische Substrat Fibrinogen zu degradieren. 
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Abschließend wurde die Plasminogen-Bindung an nativen B. miyamotoi-Zellen mittels 

Immunfluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen Vlp15/16 und GlpQ als Plasminogen-bindende 

Proteine aus, mit deren Hilfe B. miyamotoi befähigt ist, Komponenten der extrazellulären 

Matrix zu degradieren und somit prinzipiell zur Dissemination des Erregers beizutragen.  
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5.2 Summary 

In this study, Vlp15/16 and GlpQ of B. miyamotoi were characterized regarding their 

ability to interact with plasminogen.  

As a few cases of CNS involvement have previously been reported for B. miyamotoi 

disease, it is reasonable to assume that B. miyamotoi developed strategies to cross the 

blood-brain barrier. One particular strategy involves acquisition of host proteases such as 

plasminogen to degrade components of the extracellular matrix to support dissemination 

of the pathogen.  

Vmps including Vlp15/16 are membrane-bound proteins that contribute to immune 

evasion of the pathogen by varying the composition of the outer surface. In contrast, GlpQ 

participates in cellular metabolism and hydrolyses phospholipids. Despite their different 

functions, both proteins are capable to bind plasminogen. The nature of the protein-

protein interaction were investigated in more detail in this work. The data showed that 

Vlp15/16 and GlpQ bound plasminogen in a concentration-dependent manner 

and that the dissociation constants (Vlp15/16: Kd = 354 nM ± 62 nM; GlpQ: 

Kd = 413 nM ± 72 nM) for both proteins were in the range of 2 µM which corresponds to 

the concentration of plasminogen in serum. Furthermore, it could be demonstrated that 

both proteins differentially interact with plasminogen. While lysine residues in Vlp15/16 

are essential for plasminogen binding, ionic interactions appeared to play a role for the 

interaction plasminogen with GlpQ.  

To demonstrate the involvement of C-terminal located lysine residues for plasminogen 

binding, GlpQ variants with single lysine substitutions at two different positions (333 and 

334) and one variant with a double substitution (GlpQ- K333A-K334A) were generated. 

The data generated suggest that the lysine residue at position 334 is of relevance for the 

interaction with plasminogen. 

Further functional analyses revealed that plasminogen bound to Vlp15/16 and GlpQ, 

respectively, could be activated to plasmin and was also capable of degrading its 

physiological substrate fibrinogen. 

Finally, plasminogen binding to native B. miyamotoi cells could be detected by employing 

immunofluorescence microscopy. 
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In sum, the collected data revealed Vlp15/16 and GlpQ as novel plasminogen-binding 

proteins of B. miyamotoi. Interaction with plasminogen enables B. miyamotoi to degrade 

components of the extracellular matrix and, thus could contribute in the dissemination of 

the pathogen.
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