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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)) zahlen zu der Familie der Spirochaetaceae.! Es handelt sich bei Borrelien
um gramnegative Bakterien, deren Erscheinungsbild insbesondere durch ihre
charakteristische Morphologie gepragt ist.! Diese zwischen 10 — 30 pm langen
Spiralbakterien bewegen sich durch Rotation um ihre eigene Achse fort.}? Als
Reservoirwirte der Borrelien dienen in erster Linie Nagetiere, allerdings kommen auch
Rotwild sowie bestimmte Vogelarten in Betracht.!? Die Ubertragung findet iber
verschiedene Ektoparasiten statt.? Die Gattung der Borrelien gliedert sich taxonomisch in
die Borrelien des Borrelia (B.) burgdorferi sensu lato Komplexes und die Rickfallfieber-
Borrelien. Wahrend Ruckfallfieber-Borrelien sowohl von Leder- und Schildzecken als
auch L&usen Ubertragen werden kdnnen, beschrankt es sich bei den Vektoren des Borrelia
burgdorferi sensu lato Komplexes in erster Linie auf Schildzecken.®* Das Krankheitsbild
der Lyme-Borreliose wird durch Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato
Komplexes verursacht, wohingegen Rickfallfieber-Borrelien die Erreger des

namensgebenden Riickfallfiebers sind.'?

—
15 um

Abbildung 1.1 Zellmorphologie von Borrelia miyamotoi

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

Wie bereits erwahnt, lassen sich Borrelien in die Gruppe des B. burgdorferi sensu lato
Komplexes und die der Riickfallfieber-Borrelien klassifizieren.3# B. miyamotoi zahlt zur
Gruppe Riickfallfieber-Borrelien.® 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.® Der eindeutige Nachweis des
humanpathogenes Potentials von B. miyamotoi wurde jedoch erst 16 Jahre spater im Jahr
2011 durch eine Fallserie aus Russland erbracht.’

I. persulcatus e
I.pa__oﬁcus Rt / ol ~T

>

1. scapularis

Abbildung 1.2 Globale Verteilung der B. miyamotoi Ubertragenden Zecken
Dargestellt ist das Vorkommen der verschiedenen Zeckenspezies, welche B. miyamotoi Ubertragen kénnen. In

Nordamerika handelt es sich dabei um Ixodes pacificus und I. scapularis, auf dem eurasischen Kontinent um . ricinus
und I. persulcatus. Abbildung entnommen aus Krause et al. 2015.8

Inzwischen ist bekannt, dass fir B. miyamotoi auf der nérdlichen Hemisphare auch andere
Vektoren als Ixodes persulcatus infrage kommen.® So wird B. miyamotoi in Nordamerika
durch Ixodes pacificus und I. scapularis, in Europa durch I. ricinus und in Eurasien durch
. persulcatus Gbertragen (Abbildung 1.2). Diese Zecken-Arten sind zugleich Ubertrager
von Lyme-Borreliose verursachenden Borrelien des B. burgdorferi sensu lato-
Komplexes.® Die Zecken kénnen sich dabei prinzipiell auf zweierlei Weisen mit
B. miyamotoi infizieren. Zum einen ist eine transovarielle Ubertragung von B. miyamotoi
von einer Zecken-Generation auf die nadchste mdglich, was im Fall von 1. persulcatus
bereits bestatigt werden konne.® Da diese Art der Verbreitung vermutlich langfristig nicht
zum Erhalt von B. miyamotoi ausreicht,'>!* konnen Zecken wahrend des Saugaktes am
infizierten Wirt die Bakterien aufnehmen. Dabei wurden bisher Nagetiere wie die
WeiRkfuBmaus (Peromyscus leucopus),’*? aber auch Vogel'®* als Reservoirwirte

nachgewiesen.

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

zwischen 1 — 2 %.3%17 Allerdings finden sich auch bestimmte Regionen mit besonders
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hoher Inzidenz an infizierten Zecken. So wurde in Kalifornien in Napa County fir
I. pacificus-Zecken eine Infektionsrate von 15,4 % und in Kurgan (Russland) eine
Infektionsrate von 16 % der B. miyamotoi-positiven Zecken (. persulcatus)

dokumentiert.” 14
Ubertragung und Pathogenese

Eine mit B. miyamotoi infizierte Zecke tragt den Erreger in ihren Speicheldrisen und
kann die Bakterien bereits beim Stechen auf den Wirt tibertragen.’® Im Gegensatz dazu
mussen die Erreger der Lyme-Borreliose zundchst aus dem Mitteldarm der Zecke in die
Speicheldrisen wandern, um dann in den Wirt Gibertragen werden zu kénnen. Dies kann
bis zu 48 Stunden in Anspruch nehmen.'®-?! Zwar steigt auch im Fall von B. miyamotoi
die Wahrscheinlichkeit fir eine Infektion mit zunehmender Dauer des Saugaktes,
allerdings findet bereits nach einer deutlich kiirzeren Zeit (innerhalb von 24 Stunden) eine
Ubertragung statt.?? Die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Mensch durch eine mit
B. miyamotoi-positiven Zecke infiziert, wird auf etwa 8,3 % geschétzt und ist somit
vergleichbar mit — wenn nicht sogar etwas héher —als bei den Lyme-Borrelien.?>2¢ Allein
in den Niederlanden wird von jahrlich etwa 36.000 Personen ausgegangen, die von
Zecken gestochen werden, welche mit B. miyamotoi infiziert sind.?” Vor diesem
Hintergrund ist davon auszugehen, dass die Haufigkeit der Infektion bisher weitestgehend
unterschatzt wurde und eine Behandlung einer B. miyamotoi-Infektion nur selten in

Erwagung gezogen wird.?

B. miyamotoi verfiigt Uber verschiedene Immunescape-Mechanismen, um nach Infektion
im menschlichen Wirt dauerhaft zu persistieren. Zu den Immunescape-Mechanismen
zahlt z.B. die Bindung des Komplementregulators Faktor H an die Spirochatenoberflache,
wodurch die Komplementaktivierung unterbunden wird und so der Erreger der
Komplement-vermittelten Lyse entgeht.?®3! Zudem besitzt B. miyamotoi die Proteine
FbpA and FbpB aus, welche die Komplementkomponeten C1r binden kénnen. Fur FbpA
and FbpB konnte flr einen Serum-sensitiven B. burgdorferi-Stamm eine Protektion vor
Komplement-vermittelter Lyse gezeigt werden.®> Zudem scheint die Bindung von
Vitronectin durch das Protein BOM1093 eine Rolle flr die Serumresistenz von B.
miyamotoi zu spielen.® Ein weiterer Mechanismus besteht in der Fahigkeit der Borrelien
zur Antigenvariation und der Produktion von sogenannten ,,Variable Membrane Proteins

(Vmp)*“ auf der Zelloberfliche, welche eine zielgerichtete Immunantwort des Wirts
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erschweren.3* Zudem wurde bei B. miyamotoi ein Plasminogen-bindendes Protein, CbiA
nachgewiesen.® Das an ChiA gebundene Plasminogen kann zu Plasmin aktiviert werden
und tragt somit zur Degradierung der Komponenten der extrazellularen Matrix bei.® Die
Bindung von Plasminogen konnte also die Penetration in tiefer liegende Gewebeschichten
begunstigen und somit zur Dissemination des Erregers in extravaskuldare Gewebe
beitragen.>*® Dariiber hinaus besitzt Plasmin eine Komplement-inhibierenden Wirkung,
indem es die Komplementkomponenten C3, C3b und C5 degradiert,® was letztlich zu
Synergie-Effekten mit den zuvor beschriebenen Immunescape-Mechanismen von
B. miyamotoi fiihren konnte. Nicht zuletzt kdnnte dieser Mechanismus auch bei der
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke in immunkomprimierten Patienten zum Tragen
kommen, die aufgrund einer Infektion mit B. miyamotoi eine Meningoenzephalitis
entwickelten.*-*2 Das Entkommen des Erregers in immunprivilegierten Nischen wie zum

z.B. das ZNS konnte sich positiv auf die Persistenz im humanen Wirt auswirken.*344
Klinik

Die durch eine Infektion mit B. miyamotoi hervorgerufene Infektionskrankheit wird als
,hard tick-borne relapsing fever (HTBRF)“ oder ,,B. miyamotoi disease (BMD)“
bezeichnet.*>#® Die Erkrankung ist durch Fieber, das intermittierend verlaufen kann,
Kopfschmerzen, Fatigue, Ubelkeit, Schittelfrost sowie Myalgien und Arthralgien
gepragt.”%4748  Dabei treten die fiir Riickfallfieber-Borrelien sonst typischen
intermittierenden, hohen Fieberschilbe eher vereinzelt auf.>’#° In der Fallserie aus
Russland wurde bei funf der insgesamt 46 Patienten mit BMD von rezidivierenden
Fieberschiiben berichtet, welche im Schnitt 3,4 Tage andauerten und durch ein
fieberfreies Intervall von 9 Tagen unterbrochen wurden.” Hiervon erlitt ein Patient zwei
Fieber-begleitete Rickfalle bevor er ins Krankenhaus eingeliefert wurde und fur die
restlichen vier Patienten konnte jeweils ein Rickfall vor einer antibiotischen Therapie
verzeichnet werden. Es ist denkbar, dass durch die antibiotische Therapie weitere Fieber-
Ruckfalle verhindert wurden.” Die Fieberintervalle hatten sich jeweils in Hohe und Dauer
nicht signifikant voneinander unterschieden. Insgesamt lag das Fieber der 46
untersuchten Patienten mit BMD bei bis zu 39,5 °C.”

Besonders schwerwiegende Verlaufe von BMD mit Beteiligung des ZNS und daraus
resultierender Meningoenzephalitis sowie Gedachtnisproblemen und Gangunsicherheit

waren bis zum Jahr 2018 nur bei immunsupprimierten Patienten beschrieben.*%*? Jedoch
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geht aus einem Fallbericht aus Schweden hervor, dass B. miyamotoi wohl auch in
immunkompetenten Patienten das ZNS befallen kann.*® Folglich solle BMD in Fallen von
Fieber und neurologischer Symptome nach einem Zeckenstich sowohl in
immunsupprimierten als auch immunkompetenten Patienten als Differentialdiagnose in

Erwégung gezogen werden.>
Diagnostik

Die diagnostischen Mittel, derer man sich zum Nachweis einer B. miyamotoi-Infektion
bedienen kann, sind von der Dauer der Infektion abhangig.®> In der Akut-Phase der
Erkrankung kann der Nachweis des Erregers im Blut oder im Liquor mittels Mikroskopie
oder PCR-Verfahren erfolgen.> Fir den mikroskopischen Nachweis muss die
Konzentration der Borrelien jedoch > 10* Zellen pro Milliliter betragen. Als
Féarbetechniken kommen die Giemsa- oder Wright-Farbung infrage sowie der ,,Dicke
Tropfen* wie bei der Malaria-Diagnostik.® Dadurch kann eine Infektion auch bei einer
geringeren Erregerkonzentration nachgewiesen werden.® In der Dunkelfeldmikroskopie
und Phasenkontrastmikroskopie konnen die Spirochaten zudem aufgrund ihrer
charakteristischen Motilitat nachgewiesen werden.® Fiir 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.'4425 Da die
Erreger-Konzentration mit dem vierten Tag der Infektion jedoch drastisch abnimmt, sind
diese Verfahren ab diesem Zeitpunkt aufgrund der geringen Sensitivitat nicht mehr
erfolgversprechend.®? Es ist jedoch denkbar, dass die beiden Verfahren im spateren
Verlauf der Erkrankung wieder von Bedeutung sein kénnen,® da es zu rezidivierenden
Fieberschiiben kommen kann und die Erregerkonzentration im Blut zunimmt.>"4 Zudem
kann durch Konzentrierung der Blutproben die Sensitivitat dieser Methoden gesteigert

werden.>?

Ein serologisches Nachweisverfahren bietet den Vorteil, trotz einer geringen
Erregerkonzentration eine Infektion nachweisen zu kénnen, insofern Antikorper wahrend
des Krankheitsverlaufes gebildet wurden. Somit kann die in vitro Diagnostik sowohl
wahrend der akuten als auch nach einer tberstandenen Infektion zum Tragen kommen.>*°®
Hierfur bieten sich immunologische Tests (in Form von ELISA oder Western-Blot) an,
bei denen Antikdrper gegeniber GlpQ (Glycerophosphodiester phosphodiesterase)

nachgewiesen werden. Dieses wird zwar von Ruckfallfieber-Borrelien gebildet, jedoch

-15 -



nicht von Lyme-Borrelien des B. burgdorferi sensu lato-Komplexes.®® Somit kann
zwischen einer Lyme-Borreliose und einer Infektion mit Ruckfallfieber-Borrelien
differenziert werden. Jedoch ist GIpQ nicht B. miyamotoi spezifisch und somit kann
hierdurch keine eindeutige Aussage darlber getroffen werden, mit welcher
Ruckfallfieber-Borrelienspezies oder anderen humanpathogenen Bakterien der Patient
infiziert ist.>” Allerdings stehen derzeit keine kommerziellen Antigen- bzw.
Antikorpertests zur Verfligung.

Die Kultivierung von B. miyamotoi ist extrem anspruchsvoll und bedarf spezieller
Flissigmedien wie zum Beispiel einem sogenannten modifizierten Kelly-Pettenkofer-
Medium (MKP),%8% dem BSK-M-Medium®® oder Medien, die mit einem Anteil von 50 %
an humanem Serum versetzt sind.®* Eine wochenlange Kultivierung, gemessen an
alternativen Optionen, ist fir den klinischen Alltag ungeeignet und ist Speziallaboratorien
vorbehalten.

Therapie

Die Therapie einer B. miyamotoi-Infektion orientiert sich an der der Lyme-Borreliose.®
Aus beschriebenen Fallserien geht hervor, dass zur Therapie Antibiotika wie
Doxycyclin,”*" Penicillin G,** Ceftriaxon,”*%4262 ynd Minocyclin®? appliziert wurden.
Doxycyclin wurde haufig bei Patienten mit einem unkomplizierten Verlauf fur 7 bis 14
Tage (100 mg oral alle 12 Stunden) eingesetzt.”41°4%63 |m Fall von schweren
Verlaufsformen wie z.B. einer Meningoenzephalitis wurde intravends Ceftriaxon (2 ¢
einmal taglich) fir zwei Wochen oder Penicillin G (24 Millionen U/Tag) fur vier Wochen
verabreicht.2 Als Alternative zu Doxycyclin und anderen Tetracyclinen, welche fiir
Schwangere, stillende Mutter und Kinder kontraindiziert sind, kann auf Amoxicillin oder
Cefuroxim zuriickgegriffen werden.® Azithromycin kame 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.® Aufgrund friiherer Studien zur Therapie der Lyme-Borreliose ist
davon auszugehen, dass B. miyamotoi eine Toleranz gegenuber Fluorchinolonen und
Aminoglykosiden aufweist.#%4% Zudem konnte in in vitro-Untersuchungen eine
Resistenz von B. miyamotoi gegenuber Amoxicillin im Vergleich zu B. burgdorferi sensu

lato nachgewiesen werden.®” Nichtsdestotrotz kam Amoxicillin bereits unter anderem in
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Kombination mit anderen Antibiotika erfolgreich zum Einsatz,% sodass zur endgiiltigen

Therapieempfehlung weiterfiinrende Studien notwendig sind.®’

Eine ernst zu nehmende mogliche 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 Falle auf.’”

Pravention

Fur die praventiven MalBnahmen gelten die gleichen Empfehlungen wie fiir andere
Zecken-(ibertragene Krankheitserreger wie zum Beispiel die der Lyme-Borreliose.® So
empfehlen die Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufklarung sowie das Robert-Koch-
Institut das Tragen von langer, geschlossener Kleidung solange man sich im hohen Gras
oder Unterholz aufhélt. Zudem konnten sogenannte Repellentien einen zusatzlichen,
wenn auch zeitlich begrenzten Schutz vor den Zecken bieten. Zudem solle man den
Korper nach dem Aufenthalt im Freien nach Zecken absuchen und diese moglichst zugig
entfernen. Die praferierten Stichstellen der Zecken sind der Haaransatz, Ohren, Hals,

Achseln, Ellenbeuge, Bauchnabel, Genitalbereich oder Kniekehle.®%

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
Ruckfallfieber-Borrelien vor, jedoch nicht bei Borrelien des B. burgdorferi sensu lato
Komplexes, was eine Differenzierung fur die Diagnostik beider Infektionskrankheiten
ermdglicht (1.1.2).72 Da GIpQ bei der Hydrolyse von Phospholipiden beteiligt ist und
somit auf ATP sparende Weise Glycerinaldehyd-3-phosphat fir den Zellmetabolismus
gewonnen werden kann, wird angenommen, dass die zusatzlich Energiegewinnung und
die Bereitstellung von Glukose uber die Gluconeogenese den Riickfallfieber-Borrelien
einen Vorteil verschafft, der die hohere Erregerkonzentration im Blut erklaren konnte.”?
Je nach Bakterienspezies ist GIpQ in E. coli im Periplasma lokalisiert,”® in Haemophilus
influenzae auf der duBeren Membran " und in Treponema pallidum in der &uReren
Membran’ oder aber im periplasmatischen Raum.”® Aufgrund der unterschiedlichen

Lokalisation ist bisher ungeklart, ob GlpQ unterschiedliche Funktionen innerhalb der
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Bakterienzelle innehat und somit zu den sogenannten ,,Moonlighting-Proteinen gezahlt
werden konnte. Dabei handelt es sich um Proteine, welche mehr als eine Funktion
austiben, ohne dass dabei das urspringliche Protein durch Proteolyse oder
posttranskriptionale Modifikation verandert wird. D. h., dass z. B. molekulare
Veranderungen (Genfusionen oder eine Proteolyse) in mehrere Fragmente nicht mit der
Multifunktionalitat einhergehen.”” So konnte fiir intrazellulare Proteine bereits eine
Plasminogenbindung auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden.”® Dazu zahlen
Aspartase’® von H. influenzae, DnaK von Mycobacterium tuberculosis®® und Neisseria
meningitidis®! , Enolase® von B. burgdorferi und GAPDH?®® und Endopeptidase 0% von
Streptococcus pneumoniae, welche als intrazellulare Proteine auf der d&uReren Membran
Plasminogen binden. Da in ersten Untersuchungen eine Plasminogenbindung fur GIpQ
nachgewiesen werden konnte,®® scheint GIpQ sich maoglicherweise in die Gruppe

multifunktionaler, Plasminogen-bindender Proteine einzureihen.
Das VIp15/16-Protein von B. miyamotoi

Das VIp15/16-Protein von B. miyamotoi gehort 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 VIps besitzen eine molekulare
Masse von etwa 40 kDa, wohingegen die monomeren Vsps eine molekulare Masse von
etwa 20 kDa aufweisen.*>®8" Beide Proteinfamilien werden von Genen, die auf linearen
Plasmiden lokalisiert sind, codiert.®” Mithilfe dieser immunogenen Oberflachenproteine
ist es den Borrelien durch nicht-reziproken Gentransfer maéglich, die Vmp-Proteine auf
der Zelloberflache zu variieren und dadurch verschiedene Serotypen auszubilden, welche
dem Erreger ermdglichen, der Antikorperantwort des Wirts zu entgehen.®-%! Da mehrere
Serotypen in einer Borrelienpopulation vorkommen kénnen und pro Bakterienzelle zu
jedem Zeitpunkt der Infektion immer nur ein immunogenes Vmp-Protein exprimiert
wird,® kann die Uberlebende Subpopulation erneute Fieberanstiege und somit das

typische klinische Bild des Riickfallfiebers verursachen.%2%

1.3 Plasminbindung als Pathogenitatsfaktor von Borrelien

Im fibrinolytischen System, dessen Aufgabe es ist, Fibringerinnsel aufzulésen, nimmt die
Serinprotease Plasmin die zentrale Funktion ein.*® 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.®® Plasminogen als Vorstufe des Plasmins ist ein in der
Leber hergestelltes Glykoprotein, welches mit einer Konzentration von etwa 2 pM im
Plasma vorliegt.” Die Aktivierung zu Plasmin erfolgt durch die Proteolyse der
Peptidbindung zwischen Argse1-Valss2 durch das Enzym , tissue-type Plg activator (tPA)*
oder ,,urokinase-type Plg activator (uPA)*.*® Aus der Proteolyse ergeben sich zwei, liber
eine Disulfidbriucke verbundene, Ketten. Die N-terminale o-Kette, die in ihren
sogenannten ,.kringle domains* die Lysin-Bindungsstellen beinhaltet, und die B-Kette,
welche die Katalytische Serin-Protease-Region enthilt.®® Die Aktivierung von
Plasminogen wird durch ,,Serpine Plg inhibitor type 1* (PAI-1) und PAI-2 inhibiert. PAI-
2 wirkt dabei insbesondere auf uPA.*>°" Als direkter Inhibitor von aktivierten Plasmin
fungiert a2-Antiplasmin, welches kovalent an die Kringle-Doménen bindet. Sobald
Plasmin jedoch an einen Rezeptor bindet, ist es vor Inaktivierung durch o2-Antiplasmin

geschitzt,%-100

Cell migration

ECM & Junction
Degradation

Monocyte

Complement Recruntment

Inhibition
a2-macroglobulin
i i Fibrinolysis - - = - = - -
a2-antiplasmin K—> l::} rinolysis
tPA / uPA
PAI

Abbildung 1.3 Funktionen von Plasminogen/Plasmin

Das Plasminogen wird mithilfe von tPA oder uPA zu Plasmin aktiviert, wohingegen PAI (Plasminogen activatol
inhibitors) der Aktivierung entgegenwirkt. Das Plasmin selbst wird wiederum von o2-Macroglobulin und o2-
Antiplasmin inhibiert. Neben seiner Funktion in der Fibrinolyse kann Plasmin auch zur Spaltung von extrazelluldren
Matrixkomponenten (EZM-Komponenten) sowie der Komplementkomponenten C3 und C5 dienen. Die Bindung von
Plasmin an mononukledre Zellen fuihrt zu einer erhéhten Expression an proinflammatorischen Zytokinen und ist daher
an der Chemotaxis beteiligt. Abbildung entnommen aus Raymond und Djordjevic 2015%°
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Das breite Wirkungsspektrum von Plasmin nutzen verschiedene pathogene Bakterien zu
ihrem eigenen Vorteil, um Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) zu
degradieren, zur Immunevasion sowie zur Dissemination des Erregers im infizierten
Wirt.%191-105 Dariiber hinaus wirkt Plasmin auch indirekt durch die Aktvierung von
Matrix-Metalloproteasen auf die EZM-Degradation ein.% Auch das Passieren der Blut-
Hirn-Schranke und einer Infektion des ZNS, wie es fir einige Borrelienspezies
beschrieben ist, lieRe sich durch Akquisition von Plasmin erklaren.®®%" Fir Borrelien
konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von Plasminogen (iber dessen Kringle-
Domanen vorzugsweise mit Lysin-Reste des betreffenden bakteriellen Proteins mediiert
wird.101.108-112 Da Borrelien iiber keine endogenen Plasminogenaktivatoren verfiigen, sind
sie auf die Akquisition von uPA oder tPA aus ihrer Umgebung angewiesen,101:109111-113
Hierflr binden Borrelien mdglicherweise auch uPA auf ihrer Zelloberflache, um lokal

eine erhohte Konzentration von Plasminogen-Aktivatoren zu erzielen.!*®

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 schlieBen, dass das an der Oberfliche der Bakterienzelle exponierte,
immundominante Protein VIp15/16 und das fur diagnostische Zwecke verwendete GlpQ-
Protein (Glycerophosphodiester phosphodiesterase) in der Lage sind, Plasminogen zu
binden.®® Aufbauend auf diesen Daten soll die Interaktion von VIp15/16 und GIpQ mit
Plasminogen funktionell charakterisiert werden. Dariiber hinaus soll untersucht werden,
ob Plasminogen nach seiner Bindung zu Plasmin aktiviert und sein natirliches Substrat
Fibrinogen degradieren kann. Zudem soll die Beteiligung von Lysin-Resten an der
Bindung naher beleuchtet und die mit Plasminogen interagierende Bindungsstelle
lokalisiert werden. AbschlieRend soll mittels Immunfluoreszenzmikroskopie die Bindung
von Plasminogen an intakten Borrelienzellen nachgewiesen werden. Dies konnte die
Hypothese, dass B. miyamotoi die Blut-Hirn-Schranke des Wirtes passieren kann,

zusatzlich untermauern.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme
2.1.1 Escherichia coli

Tabelle 2.1 Verwendete E. coli-Stamme

Bakterienstamm Genotyp Referenz, Quelle
NEB® 5-alpha fhuA2 A(argF-lacZ)U169 New England Biolabs
Competent E. coli (High  phoA ginVv44 ®80 Inc., C2987H
Efficiency) A(lacZ)M15 gyrA96 recAl

relAl endAl thi-1 hsdR17
BL21 (DE3) Competent fhuA2 [lon] ompT gal (A New England Biolabs
E. coli DE3) [dem] AhsdS Inc.,

A DE3 = A sBamHIo AEcoRI- C2527H

B

int::(lacl::PlacUV5::T7 genel)

121 Anin5

2.1.2 Borrelien

Tabelle 2.2 Verwendete Borrelien-Stamme

Bakterienstamm

Passage Referenz, Quelle

Borrelia miyamotoi
HT31

25 bis 46 Prof. Dr. Peter

Kraiczy3'6!

2.2 Antikorper

Tabelle 2.3 Verwendete priméare Antikdrper

Antikorper 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 sekundare Antikdrper

Antikorper Konjugat Ursprung Eigenschaft Referenz,
Quelle
Anti-Maus- Meerrettichperoxidase Kaninchen Polyklonal DAKO
Immunoglobulin Cytomation,
P0260
Anti-Ziege- Meerrettichperoxidase Kaninchen Polyklonal DAKO
Immunoglobulin Cytomation,
P0449

2.3 Proteine

Tabelle 2.5 Verwendete Restriktionsendonukleasen

Protein Erkennungssequenz (5’ = 3°) Referenz, Quelle

BamHI GGATCC New England Biolabs Inc.,
R0136S

Sall GTCGAC New England Biolabs Inc.,
R0138S

Dpnl G[A-CHs3]TC New England Biolabs Inc.,
R0O176S

Tabelle 2.6 DNA-Polymerasen

Protein Referenz, Quelle
HiFi DNA-Polymerase PCR Biosystems, PB10.41-02
Tag 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. 20134

Vspl Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande)

VIp15/16-N Schmidt et al., 2021

VIp15/16-C Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande)

VIp18-C Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande)

GlpQ Prof. Joppe Hovius (AMC, Niederlande)

CbiA Rottgerding et al., 2017; Nguyen et al.
201829,35

CspA Hallstrom et al., 2013; Hammerschmidt et

al., 2014115116

2.4 Verwendete Reagenzienpackungen

Tabelle 2.9 Verwendete Reagenzienpackungen

Name Verwendung Referenz, Quelle
MinElute Reaction Reinigung von DNA Qiagen, 28206

Cleanup Kit

Micro BCA Protein Bestimmung der Thermo Fischer Scientific,
Assay Kit Proteinkonzentration 23235

Monarch Plasmid Isolierung von Plasmiden New Englands Biolabs,
Miniprep Kit #T1010L

QIAquick PCR Reinigung von PCR- Qiagen, 28106

Purification Kit

Amplifikaten

2.5 Grofdenstandards

Tabelle 2.10 Verwendete GrolRenstandards

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-
Farbung)

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’ 2 3’) Funktion Referenz,
Quelle
GlpQ_Bmiya Bam GATATACATATGGCTGG Umklonierung Sigma-
ATCCTTTAAACAAGAAA desHis-Tagvon  Aldrich
TGGG GlpQ
GlpQ BmiyaSal GTGGTGGTCGACCTATT Umklonierung Sigma-
TTTTTATGAAATTCATTA des His-Tagvon  Aldrich
CTGTG GlpQ
GlpQ_K333- GACACAGTAATGAATTT Insertion eines Sigma-
Stop_FP CATATAAAAATAGGTCG  Stoppcodons an Aldrich
ACCTG Position 333
GlpQ_K333- GCTGCAGGTCGACCTAT Insertion eines Sigma-
Stop_RP TTTTATATGAAATTCATT Stoppcodons an Aldrich
ACTG Position 333
GlpQ_KB333A FP GACACAGTAATGAATTT Aminoséaure- Sigma-
CATAGCAAAATAGGTCG  substitution an Aldrich
ACCTG Position 333
(Lysin = Alanin)
GlpQ_K333A_RP GCTGCAGGTCGACCTAT Aminoséure- Sigma-
TTTGCTATGAAATTCAT  substitution an Aldrich
TACTG Position 333
(Lysin = Alanin)
GlpQ_K334A_FP GACACAGTAATGAATTT Aminoséure- Sigma-
CATAAAAGCATAGGTCG  substitution an Aldrich
ACCTG Position 334
(Lysin - Alanin)
GlpQ_K334A RP GCTGCAGGTCGACCTAT Aminoséure- Sigma-
GCTTTTATGAAATTCAT  substitution an Aldrich
TACTG Position 334
(Lysin - Alanin)
GlpQ_KB333A- GACACAGTAATGAATTT Aminosaure- Sigma-
K334A FP CATAGCAGCATAGGTCG substitution an Aldrich
ACCTG Position 333-334
(Lysin - Alanin)
GlpQ_KB333A- GCTGCAGGTCGACCTAT  Aminosaure- Sigma-
K334A RP GCTGCTATGAAATTCAT  substitution an Aldrich
TACTG Position 333-334

(Lysin - Alanin)
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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
Resistenz

3,5 kb; Ampicillin-

Qiagen, 33203

2.7 Chemikalien, Puffer, Materialien, Gerate 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-Aminohexansaure Sigma-Aldrich, 07260
APS Roth, 9592.2

Ampicillin Roth, K029.1

Bisacrylamid 2K

AppliChem, A1096,0500

Blocking Buffer 111 BSA

AppliChem, A7252

BSK-H Borrelia Growth Medium ohne
L-Glutamin

Bio&Sell, BS 2.12.0L.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
Essigsaure 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-Lo6sung (25%)

Sigma-Aldrich, G6257-100ML

Glycerol

Labo-Chem, LC-4522.2

Glyoxal-L6sung (40%0)

Sigma-Aldrich, 128465-100G
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HisPur™ 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

B-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

Salzsdure

Sigma-Aldrich, Nr. 30721-1L

Schwefelsaure

Applichem, A1446,1000

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth, CN30.3

Silbernitrat

Sigma-Aldrich, 31630-25-G-R

Tranexamsaure Sigma-Aldrich, 857653
TEMED Roth, 2367.3

TMB Mikrogen, MG-10038
Tricin Roth, 6977.3

Tris Sigma-Aldrich, T1503-1KG
2xYT Roth, 6676.2

WashBufB ftir recomBlot (5x)

Mikrogen, MG-10012

Wasserstoffperoxid (30%0)

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 NazHPO4
1 mM NaH2POq4
150 mM NacCl
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 fiir 20 min

TBS 50 mM Tris
200 mM NacCl
pH 7,5
autoklaviert bei 121 °C, 1 bar fuir 20 min

Tabelle 2.16 Puffer flr die Proteinisolierung

Name Substanzen

Imidazolpuffer 20 mM 50 mM NaH2PO4
300 mM NacCl
20 mM Imidazol
1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete
pH 8,0
sterilfiltriert (0,22 pum Porengrolie),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Imidazolpuffer 50 mM 50 mM NaH2PO4
300 mM NacCl
50 mM Imidazol
1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete
pH 8,0
sterilfiltriert (0,22 pum Porengrolie),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Imidazolpuffer 75 mM 50 mM NaH2PO4
300 mM NacCl
75 mM Imidazol
1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete
pH 8,0
sterilfiltriert (0,22 pum Porengrolie),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate
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Imidazolpuffer 100 mM

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

100 mM Imidazol

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete

pH 8,0

sterilfiltriert (0,22 um PorengroRe),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Imidazolpuffer 150 mM

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

150 mM Imidazol

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete

pH 8,0

sterilfiltriert (0,22 um PorengroRe),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Imidazolpuffer 200 mM

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

200 mM Imidazol

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete

pH 8,0

sterilfiltriert (0,22 pum Porengrolie),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Imidazolpuffer 250 mM

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

250 mM Imidazol

1/2 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
complete

pH 8,0

sterilfiltriert (0,22 pum Porengrolie),
Lagerung bei -20 °C fur maximal 3
Monate

Lysispuffer fur His-getaggte Proteine

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

10 mM Imidazol

1 mg/ml Lysozym

pH 8,0

sterilfiltriert (0,22 um Porengrolie)

Protein-Wasch-Puffer

50 mM Tris/HCI
pH 8,0
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Tabelle 2.17 Puffer fur 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 pum PorengroRe)

Anodenpuffer

100 mM Tris/ HCI
pH 8,9

Gelpuffer (3x)

3 M Tris

0,3 % (w/v) SDS

pH 8,45

sterilfiltriert (0,22 um PorengroRe)

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) B-Mercaptoethanol
150 mM Tris/ HCI

pH 7,0

ad 10 ml Aqua bidest.

Tabelle 2.18 Puffer flir ELISA

Name

Substanzen

Immobilisierungspuffer

0,05 M Na2COs

0,02 % (wi/v) Natriumazid

pH 9,6 (mit Na2COg eingestellt)
sterilfiltriert (0,22 um Porengrolie)

Substratpuffer 0,1 M KH2POq4

pH 6,0 (mit KOH eingestellt)
Stopplésung 430 ml H.0

70 ml konzentrierte H>SO4
ELISA-Waschpuffer PBS

0,05 % (w/v) Tween 20

-29 -



Tabelle 2.19 Puffer flir den Westernblot

Puffer Zusammensetzung
Anodenpuffer 300 mM Tris

100 mM Tricin

pH 8,7-8,8
Kathodenpuffer 300 mM 6-Aminohexanséure

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 Membran fir Westernblot GE Healthcare,

NC 10600001

Nunc Immuno Clear ELISA Nunc, 468667

Standard Module Plate

Poly Prep Affinitatschromotographiesaulen BioRad, 731-1550

Chromotography flr die Proteinaufreinigung

Columns

Vivaspin Turbo 15 Konzentration und Umpuffern Sartorius, VS15T02

(MW 5000) von aufgereinigten Proteinen

Whatman Cellulose Chromatographiepapier fir GE Healthcare,

Chromatography Westernblots 3030917

Papers

Glasstic Slides Bestimmung von Kova International,
Zellkonzentrationen 87144E

Tabelle 2.21 Gerate

Art Name Hersteller
Blotgerate Blotgerat Peglab, LFT
Brutschréanke B 20 Heraeus
BBD 6620 Thermo Scientific
Dispergierer MICCRA D-9 Homogenizer — Art Prozess- &
Disperser Labortechnik

Elektrophoresekammern Vertikale Kammer fur SDS-PAGE  Sigma-Aldrich
Elektrophorese-Kammer

Horizon11.14 Gibco-BRL
Digitale Densitometer GS710 BioRad
Dokumentationssysteme  Geldokumentationssystem Peglab

FAS V Geldokumentationssystem NIPPON Genetics
Magnetrihrer IKAMAG RET IKA

KMO 2 Basic IKA

MR 2002 Heidolph

MR Hei-Standard Heidolph
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Mikroskope Axio Imager M2 Zeiss
Standard 25 mit Zeiss
Dunkelfeldkondensor
Axiovert 40 CFL Zeiss
Telaval 31 Zeiss
Spannungsgeber E443 Consort
EV265 Consort
E835 Consort
PCR Thermocycler T 3000 Thermocycler Biometra
TProfessional Basic Gradient Biometra
Light Cycler 480 Il Roche
pH Meter pH-Meter 654 Metrohm
Pipetten Reference/ Research Plus Eppendorf
Pipetman Classic Gilson

Finnpipette Novus
Mehrkanalpipette

Thermo Scientific

Pipettierhilfen

Pipetboy acu

Integra Biosciences

Easypet Eppendorf
Schuttler Novotron Incubator Shaker Infors HAT
Schittler KL2 Buhler

Vortexer VF2
Minishaker MS2

IKA Labortechnik
IKA Labortechnik

Themomixer comfort Eppendorf
Sonifizierer mit Kihler  Sonifier B12 mit Becherresonator Heinemann/
Kihlgerat Multistar Branson
Fryka
Spektralphotometer PowerWave HAT BioTek Instruments
Ultraspec 3100 pro Amersham
Nanophotometer Pearl Biosciences
Implen
Sterilwerkbank Herasafe HS12 Heraeus
Waagen Feinwaage BP110S Sartorius
Analysenwaage 572 Kern
Wasserbéader Schttelwasserbad 1083 GFL
Zentrifugen Multifuge X3 FR Heraeus
Centrifuge 5417 R Eppendorf

Tabelle 2.22 Software

Name Quelle, Referenz
CorelDraw X5 Corel Corporation
Gen5.1.11 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 affinitdtschromato-
graphische Reinigung
Die fur Bindungsstudien bendtigten, rekombinanten Proteine wurden in E. coli

produziert. Hierzu wurde zunachst eine 100 ml Ubernachtkultur (UNK), bestehend aus
100 ml 2xYT-Medium, 100 pl Ampicillin (50 mg/ml) und 200 pl einer bestehenden E. coli-
Kultur bzw. einer Kryokultur angesetzt und tber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln (180 rpm)
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde dann eine 1000 ml-Tageskultur angesetzt,
indem 1000 ml 2xYT-Medium mit 1000 pl Ampicillin versetzt wurden. Durch Hinzugabe
einer entsprechenden Menge UNK, wurde die Tageskultur auf eine optische Dichte von
ca. 0,2 eingestellt. Die optische Dichte wurde bei einer Wellenldange von 600 nm (ODsoo)
bestimmt. Nun wurde die Tageskultur bei 37 °C und unter Schditteln (180 rpm) inkubiert,
bis eine ODeoo von 0,5 — 0,6 erreicht war. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Produktion der
Proteine durch Hinzugabe von 400 pl 0,5 M IPTG induziert. Daran anschlieBend wurden
die Kultur erneut fir 4 h bei 21 °C und 80 rpm inkubiert. Schlielich wurde die
Tageskultur in 50 ml Falcon-Rohrchen tberfihrt und fir 20 min bei 4 °C und 5000 x g
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstands wurden die verbliebenen

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

Zur Aufarbeitung des bendtigten Proteins wurde jedes Zellsediment in 2,4 ml Lysis-
Puffer fir His-tagged Proteine resuspendiert und die Suspensionen anschlieRend
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 fir 30 s durch Ultraschallbehandlung sonifiziert. Nach
jedem Sonifizierungschritt wurden die Zelllysate fur 30 s auf Eis gelagert und
anschlieRend fiir 20 min bei 4 °C und 5000 x g zentrifugiert. Die einzelnen Uberstande
wurden durch einen 0,45 um Filter sterilfiltriert. Das Filtrat wurde nun mit Ni-NTA-
Agarose versetzt (20 ul Agarose/ 1 ml Filtrat) und fiir 1 h bei 4 °C auf einer Schittelwippe
inkubiert. An die Inkubation schloss sich eine einminitige Zentrifugation bei 4 °C und
600 x g an. Nun wurde der Uberstand 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 fiir 1 min bei 4 °C zentrifugiert. Nach
dem Abnehmen der Uberstands 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 mi
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Imidazolpuffer (20 mM) geldst. AnschlieBend wurde eine Chromatografie-Sdule 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 konnen, wurden je 5 pl einer jeden Fraktion mit 15 pl
PBS™ und 6,8 pl 4 x TT-Inkubationspuffer versetzt. Alle Proben wurden fiir 5 min bei
95 °C erhitzt. Zusétzlich wurden 2 ul Precision Plus Protein Unstained Protein Standards
(Marker) mit 18 pul PBS™ und 6,8 pul 4 x TT-Inkubationspuffer versetzt. AnschlieRend
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 Kkleinen Versuchsmafistab

Um zu Uberprifen, ob die rekombinanten Proteine in den E. coli-Zellen produziert werden
oder ob sie mdglicherweise toxisch fir die Bakterienzellen sind, wurde zunéchst eine
Produktion der rekombinanten Proteine im Kkleinen VersuchsmaRstab (20 ml)

durchgefiihrt.

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur (UNK) aus 5 ml 2x YT-Medium, 5 pl Ampicillin
und 10 pl einer bestehenden Kultur angesetzt und Gber Nacht bei 37 °C und 180 rpm
inkubiert. Am ndchsten Tag wurde eine 20-ml-Kultur angesetzt (versetzt mit 20 pl
Ampicillin) und entsprechend viel Volumen aus der UNK uberfiihrt, um eine optische
Dichte (ODeog) von 0,2 zu erhalten. Diese Zellkulturen wurden nun bei 37 °C und 180 rpm
inkubiert, bis eine ODegoo von 0,5 — 0,6 gemessen wurde. AnschlieBend wurde zu den
Kulturen jeweils 4 pl 0,5 M IPTG hinzugefligt, um die Proteinproduktion zu induzieren
und die Kulturen fur 3 h bei Raumtemperatur und 80 rpm auf einem Schiittler platziert.
An die Inkubation anknupfend wurden die Kulturen bei 5000 x g, 4 °C und 20 min
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Die Zellsedimente wurden in 500 pl PBS*™
resuspendiert. Diese Suspension wurde sechs Mal fir jeweils 30 s sonifiziert. Daraufhin
wurden die Zelllysate bei 5000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der dabei
entstandene Uberstand wurde abgenommen und auf Eis gelagert. Das verbleibende
Sediment wurde erneut in 500 pl PBS™ resuspendiert und nochmals sechs Mal fir jeweils
30 s sonifiziert. AnschlieRend wurden je 20 pl des Uberstands und der Zellsedimente mit
6,8 pl TT-Inkubationspuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C erhitzt. Danach wurden die
Proben auf ein 10 % TT-Polyarcrylamid-Gel aufgetragen und die Proteine Uber Nacht
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separiert (s. Kapitel 2.8.3). Am néchsten Tag erfolgte ein Western-Blot. Hierbei wurden
die Proteine, insofern sie von den Zellen exprimiert wurden, mithilfe eines Anti-His-
Antikorpers auf der Membran detektiert. War das Ergebnis positiv, konnte das
gewiinschte Protein in einer groRen Uberexpression in gréReren Mengen gewonnen

werden.

2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Eine SDS-PAGE wurde durchgefihrt, um z. B. die Reinheit der gereinigten Proteine zu

uberprifen.

Tabelle 2.23 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Komponenten Sammelgel Trenngel
Acrylamid/ Bisacrylamid 0,67 ml 4 mi
Gelpuffer 3x konzentriert 2ml 6,67

Glycerin - 2 g (bei 100%)
Aqua. dest. 5,33 ml 7,33 ml

APS (10% w/v) 60 pl 100 pl
TEMED 6 ul 10 pl

Nachdem die Gelkammern zusammengesetzt und auf Dichtigkeit gepriift waren, wurde
zunachst das Trenngel zwischen die Glasplatten eingefillt und mit Ethanol tiberschichtet.
Nach Polymerisation des Trenngels, wurde das berschichtete Ethanol entfernt und das
Sammelgel hineingegossen und der Kamm flr die Geltaschen eingeschoben. Nach
vollstandiger Auspolymerisierung konnte das SDS-Polyarcrylamid-Gel verwendet bzw.

bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert werden.

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

Um die im SDS-Polyacrylamid-Gel separierten Proteine zu detektieren, musste das SDS-
Polyacrylamid-Gel zunachst aus der Gelkammer geldst und das Sammelgel vom Trenngel
abgetrennt werden. AnschlieBend wurde das Trenngel fir 30 min in der Fixierlésung
inkubiert. Nach dem AbgieRen der Fixierldsung folgte die Zugabe der Inkubationsldsung,
in welcher das SDS-Polyacrylamid-Gel 30 min geschittelt wurde. Im nachsten Schritt
wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel drei Mal fir 5 min in Aqua dest. gewaschen.
Daraufhin wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel fir weitere 20 min in der Silbernitratlésung
inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen mit Aqua dest. fur jeweils eine Minute
wurde schliellich die Entwicklerlésung auf das Polyacrylamid gegeben. Darin inkubierte

das Polyacrylamid-Gel unter Schitteln, bis eindeutige Signale sichtbar waren. Die
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Reaktion wurde dann nach AbgieRen der Entwicklerlésung mittels Stopplésung

abgestoppt.

Tabelle 2.24 Losungen fur die Silbernitratfarbung

Losung Ldsungen

Fixierldsung 100 ml Ethanol (> 96%)
25 ml Essigséaure
ad 250 ml Aqua dest.
Inkubationsldsung 0,5 g Natriumthiosulfat
17 g Natriumacetat
1,25 ml Glutaraldehyd (25%)
75 ml Ethanol
ad 250 ml Aqua dest.
Silbernitratlosung 625 mg Silbernitrat
350 ul Formaldehyd (37%)
ad 250 ml Aqua dest.
Entwicklerldsung 6,25 g Natriumcarbonat
175 pl Formaldehyd (37%)
ad 250 ml Aqua dest.
Stoppldsung 50 mM EDTA (pH 8,0)

2.8.5 Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung gereinigter Proteine

Die Proteinfraktionen mit dem héchsten Reinheitsgrad (s. Kapitel 2.8.1 und 2.8.4) wurden
zusammengefihrt und zur Volumenreduktion mittels Ultrafiltration (Vivaspin Turbo 15)
bei 4 °C und 4000 x g zentrifugiert. Um restliches Imidazol aus der Proteinldsung zu
entfernen, wurden insgesamt 30 ml 50 mM Tris/HCI-Puffer (pH 7,5) hinzugegeben und
die Proteinlosung anschliefend 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 Verdinnungen, eine
Standardreihe und Aqua dest. als Leerwert auf eine Mikrotiterplatte pipettiert.
AnschlieBend wurde in jede Kavitat 200 pl Reagenz hinzugegeben. Daraufhin wurde die
Mikrotiterplatte bei 37 °C fur 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 gegeniiber Plasminogen zu

untersuchen, wurde das ELISA-Verfahren herangezogen. Hierfir wurden die zu
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untersuchenden  Proteine in einer Konzentration von 0,5 pg/100
Immobilisierungspuffer Gber Nacht bei 4 °C auf einer Mikrotiterplatte unter Schtteln
inkubiert. Am Folgetag wurden die Kavitaten zunéchst drei Mal mit 200 pl ELISA-
Waschpuffer gewaschen und anschliefend mit 200 pl ELISA-Blockingpuffer (0,2 %
Gelatine in PBS™), zur Minimierung unspezifischer Bindungen, fir 1 h unter Schiitteln
bei Raumtemperatur geblockt. Nach drei Waschschritten mit jeweils 200 pl ELISA-
Waschpuffer wurden 100 pl Plasminogen-L6ésung (10 ng/pl verdinnt in PBS™) in die
Kavitaten pipettiert und die Mikrotiterplatte fir 1 h bei Raumtemperatur auf der
Schittelwippe inkubiert. Danach wurde erneut, wie zuvor beschrieben, mit 200 pl
Waschpuffer gewaschen und der primédre Antikorper (polyklonaler Anti-Plasminogen-
Antikorper (1:1000 in ELISA-Waschpuffer verdunnt)) hinzugegeben. Anschlielend
wurden die Kavitaten drei Mal mit jeweils 200 pl Waschpuffer gewaschen und 100 pl
des sekundéren Antikorpers (HRP-konjugierter Anti-Ziege-Antikdrper, 1:2000 verdiinnt
in ELISA-Waschpuffer) appliziert und fur eine weitere Stunde inkubiert. Nach erneutem
Waschen der Kavitaten wurden 100 ul der Substratlésung pro Kavitét pipettiert und die
Reaktion nach 200 s durch Hinzugabe von 50 pl Stopplosung beendet. Die

Mikrotiterplatte wurde dann bei 490 nm im Spektralphotometer gemessen.

2.9.1.1 Plasminogenbindungs-ELISA unter Verwendung von NaBr

Je nach Versuchsdurchfiihrung, wurde Plasminogen in verschiedenen Puffern gelost. Fur
die allgemeinen Bindungsversuche wurde Plasminogen in PBS™ gel6st. Um zu
uberprifen, inwieweit elektrostatische Wechselwirkungen fur die Protein-Plasminogen-
Bindung relevant sind, wurde Plasminogen in Lésungen mit steigenden Konzentrationen
an NaBr suspendiert (0 bis 1 M). Die ubrigen Versuchsbedingungen entsprachen denen
des Plasminogenbindungs-ELISA (siehe Kapitel 2.9.1).

2.9.1.2 Plasminogenbindungs-ELISA unter Verwendung von Tranexamsdure

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Bedeutung von Lysin-Resten flr die Bindung
untersucht. Hierzu wurde Plasminogen in unterschiedlich stark konzentrierten
Tranexamsdure (TXA)-Losungen gelost (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 uberprufen, wurde eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt. Zunachst 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 Ubereinandergelegt und alle Luftblasen entfernt. Die
Nitrocellulosemembran wurde zuerst in Aqua. dest. und daraufhin in Anodenpuffer
getrankt und anschlieRend 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 getrankt und
luftblasenfrei ber das Polyacrylamid-Gel angeordnet. Die Proteine wurden unter
folgenden Einstellungen transferiert: Leistung: 50 W, Spannung 50 V, Stromstarke: 1 mA/cm?,
Dauer: 2 h. Danach wurde die Nitrocellulosemembran entnommen und fir 30 min
getrocknet. Die Membran wurde anschlielend mithilfe des Reversible Protein Detection
Kit angefarbt, um den Erfolg des Transfers zu tberprifen. Die Membran wurde
mit 50 mM EDTA-L6sung (pH 8,0) entfarbt und ausgewéhlte Bereiche mit 5 % (w/v)
Milchpulver in Blockierungspuffer fir 1 h unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde die
Membran vier Mal fur 5 min in Blockierungspuffer gewaschen. Der entsprechende
primére Antikérper wurde in einer 1:1000 Verdinnung in recomBlot Washing Buffer B
gel6st und fir 1 h zur Inkubation hinzugegeben. Nachdem die Membran wiederholt vier
Mal fir 5 min in Westernblot-Waschpuffer geschwenkt wurde, wurde der sekundéare
Antikorper in einer Verdunnung 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. Abschlielend wurde zur

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

2.9.3 Far-Westernblot-Analyse

Das durchgefiinrte Far-Westernblot-Verfahren unterscheidet sich von einem
herkdmmlichen Westernblot darin, dass nach dem Blockieren der Membran Plasminogen
(20 pg/ml in PBS™) als Ligand hinzugegeben wurde. Nach einer Inkubation von einer
Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran vier Mal flr jeweils 5 min mit

Westernblot-Waschpuffer gewaschen und anschlieBend wurde der polyklonale Anti-
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Plasminogen-Antikorper (Verdinnung 1:1000) fur 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
Verdiinnungen der entsprechenden Kultur in PBS™ angesetzt (1:100; 1:1000; 1:2000).
Daraufthin wurden 10 pl aus den Verdiinnungen entnommen und in die Zdhlkammer
gegeben. Nun wurden in neun Quadranten der Z&hlkammer die Anzahl der Zellen
bestimmt und der Mittelwert folgendermafen berechnet:

Zellzahl_ nl+n2+n3+n4+n5+n6+n7+n8+n9
pl o 9

X 90 (Kammer faktor) x Verdinnungsfaktor

2.10.2 Herstellung von Borrelienzelllysaten

Zunachst wurde eine Borrelienkultur (in der mid- bis spéat-logarithmische
Wachstumsphase) bei 5000 x g und 4 °C fir 30 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde
der Uberstand dekantiert und das Zellsediment in 1000 pl PBS** resuspendiert. Danach
folgten drei Waschschritte, bei denen die Zellen zunachst fir 10 min bei 5000 x g und
4 °C zentrifugiert wurden und daraufhin erneut in 1000 pl PBS™ resuspendiert wurden.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellsediment in 200 pl PBS™ geldst. Nun
wurde die Zellsuspension funf Mal fir 30 s bei 4 °C sonifiziert. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde das Micro BCA Protein Assay Kit verwendet und die Lysate

anschlielend bei -20 °C gelagert.

2.10.3 Plasminogen-Aktivierungs-Assay
Um nachzuweisen, dass das gebundene Plasminogen anschliel3end auch zu Serinprotease

Plasmin aktiviert werden kann, wurde ein Plasminogen-Aktivierungs-Assay
durchgefihrt. Eine Schlisselkomponente hierfur 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.

Zunachst wurden die zu untersuchenden Proteine in einer Konzentration von 5 ng/ul in
100 pl Immobilisierungspuffer angesetzt und Uber Nacht bei 4 °C auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Am néchsten Tag wurden die Kavitaten drei Mal mit

jeweils 200 pl ELISA-Waschpuffer gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu
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unterbinden, wurden 200 ul Blocking Buffer 111 BSA in die Kavititen pipettiert und die
Mikrotiterplatte fir 2 h bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Hiernach wurde
die Mikrotiterplatte erneut, wie zuvor beschrieben, gewaschen und anschlieRend
Plasminogen (1 pg 100 pl PBS™) in die Kavitéten pipettiert. Ferner wurden zur Kontrolle
auch Kavitaten ohne Hinzugabe von Plasminogen (- Plg) oder ohne uPA (-uPA) beschickt
oder das Plasminogen in 50 mM TXA-L6sung gelost (+TXA), welche die Bindung von
Plasminogen inhibiert. Fur den anschlieBenden Waschschritt wurde eine 1:1 Losung aus
Substratpuffer und PBS™ angesetzt. Hiermit wurde die Mikrotiterplatte erneut drei Mal
mit je 200 pl gewaschen. Nachfolgend wurden 96 pl der Reaktionslésung in die Kavitaten
gegeben und abschlieBend 4 ul uPA, welches in Aqua dest. geldst wurde und in einer
Konzentration von 2,5 pg/ml vorlag. Das hinzugegebene uPA fungierte als Aktivator des
Plasminogens zu Plasmin. AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte mit einer
selbstklebenden Folie verschlossen, um ein Evaporieren der Flissigkeit zu verhindern
und fir 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 / Losung
Substratpuffer 0,32 M Tris/HCI (pH 7,5)

1,77 M NaCl
Reaktionslésung 36 pl 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

30 pl 0,01% (v/v) Triton X-100
18 ul Substratpuffer
12 ul S2251-Substrat (2,5 mg/ml)

2.10.4 Fibrinogen-Degradations-Assay
Mittels eines sogenannten Fibrinogen-Degradations-Assay sollte tberprift werden, ob
das gebundene und zu Plasmin aktivierte Plasminogen in der Lage ist, Fibrinogen als

natlrliches Substrat zu spalten.

Fr den Versuch wurden zunéchst die zu untersuchenden Proteine in einer Konzentration
von 0,5 pg/100 pl Uber Nacht bei 4 °C unter Schitteln in einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Am Folgetag wurden die Kavitaten drei Mal mit 200 pl ELISA-
Waschpuffer gewaschen. Im néchsten Schritt wurde mithilfe von 0,2 % (w/v) BSA in
PBS™ fir 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Bevor Plasminogen hinzugegeben wurde,

wurden die Kavitaten erneut drei Mal mit je 200 pl ELISA-Waschpuffer gewaschen. Das
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Plasminogen wurde in 50 mM Tris/HCI (pH 7,5) gel6st und in einer Konzentration von
10 ng/pl in die Kavitaten pipettiert und die Mikrotiterplatte fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde jeweils 100 pl der Reaktionsansatze 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 ausgewdhlten Zeitpunkten wurden die jeweiligen Reaktionsansatze entnommen und
33 ul TT-Inkubationspuffer hinzupipettiert, um eine weitere Proteolyse von Fibrinogen
zu stoppen. Anschlielend wurden die Reaktionsansétze fur 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 Reaktionsansdtzen wurden 30 pl fiir 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-Antikérper (1:1000) und die Antigen-
Antikdrper-Komplexe mit einem sekundéren Antikorper (HRP-konjugierten Kaninchen
Anti-Ziege Antikorper, 1:1000) detektiert.

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

Reaktionsansatz pro Kavitat 20 pg/ml Fibrinogen
6,5 ul uPA (2,5 pg/ml)
93,5 pul 50 mM Tris/HCI (pH7,5)
Gesamtvolumen: 100 pl

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

Immunfluoreszenz-Test (IFT) mit vitalen B. miyamotoi-Zellen durchgefihrt. Hierfir
wurden die Borrelienzellen bei 5000 x g und 4 °C fur 20 min zentrifugiert. Darauf folgten
zwei Waschschritte mit 1000 pl GVB™. Nach jedem der Waschschritte, wurden die
Zellen erneut fir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C sedimentiert. Daran anschlieRend wurde
die Zellkonzentration bestimmt (siehe Kapitel 2.10.1). Pro Versuchsansatz wurden 6 x10°
Zellen in 150 ul GVB™ verwendet. Bei einem Reaktionsansatz wurden 10 g gereinigtes
Plasminogen (Endkonzentration= 66,7 ng/ul) hinzugegeben, bei einem weiteren 20 pg
Plasminogen (Endkonzentration= 133,3 ng/ul). Die beiden Reaktionsansétze wurden fir
30 min bei 37 °C und 450 rpm im Thermomixer inkubiert. Darauffolgend wurden die
Zellen erneut fur 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C sedimentiert. AnschlieRend wurden die

Borrelienzellen zwei Mal in 100 pl PBS™/1% BSA (w/v) gewaschen und schlieflich in
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100 pl PBS™/1%BSA (w/v) resuspendiert. Die Borrelienzellen wurden unverdiinnt als
auch in einer 1:20 Verdlnnung (in PBS™/ 1% BSA (w/v)) auf vorbereitete Objekttrager
aufgetragen. Zuvor wurden die Objekttrager nacheinander mit Aceton, Methanol, Ethanol
und Agua dest. gereinigt. Pro Kavitat wurden 12 pl der Reaktionsansétze pipettiert und
verteilt. Die Objekttrager wurden anschlieBend tber Nacht getrocknet. Am Folgetag
wurden die Objekttrager zundchst fir 10 min in einer Glyoxal-Ldsung unter Schwenken
fixiert und alle Glyoxal-Reste vollstdndig entfernt. Fur die Detektion von
membrangebundenem Plasminogen wurde der monoklonale Anti-Plasminogen-
Antikorper 1:100 in PBS™/ 1% BSA (w/v) und der polyklonale, Anti-Plasminogen-
Antikorper 1:500 in PBS™/ 1% BSA (w/v) verdiinnt. Von den Antikdrper-Losungen
wurden 15 pl pro Kavitat aufgetragen und die Objekttrager fur 1 h in einer feuchten
Kammer bei 33 °C inkubiert. Danach wurden die Objekttrager drei Mal fur 5 min in
PBS** gewaschen. Anschlieend wurden die sekundéaren, Alexa Fluor 488®-konjugierten
Anti-Ziege-Antikorper (1:500 in PBS™/1% BSA (w/v)) verdinnt und 20 pl in die
entsprechenden Kavitédten pipettiert. Daraufhin wurden die Objekttrager wie zuvor
bei 33 °C in einer feuchten Kammer fiir 1 h inkubiert. Danach wurden die Objekttrager
wieder drei Mal mit PBS** fiir jeweils 5 min gewaschen, getrocknet und jede Aussparung
mit 40 pl DAPI-L6sung (1:500) tberschichtet. Die Objekttrager wurden dann fir 10 min
bei 4 °C gelagert. Es folgte abermals ein dreimaliges Waschen der Objekttrager in PBS*™.
SchlielRlich wurden die Objekttrager 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-Ldsung

Komponente Volumen
Aqua dest. 63,8 ml
Ethanol absolut 17,8 mi
Glyoxal (40 %, w/v) 7 mi
Essigsaure absolut 675 pl

Gesamtvolumen: 90 ml
Der pH-Wert wurde mit 1M NaOH auf 5,0 eingestellt. Lagerung bei 4 °C
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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 einzufugen,

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

Amplifikate zu erhalten, wurde eine Gradienten-PCR durchgeftihrt.

Substanz Menge
10x Polymerase-Puffer 5ul
Forward-Primer (100 pmol) 1pl
(Tabelle 2.11)

Reverse-Primer (100 pmol) 1pl
(Tabelle 2.11)

Tag-DNA-Polymerase (2,5 U) 0,5 ul
Template (pET21b-GIpQ) 100 ng
MgCl, 2,5 ul
dNTPs 1l
Agua dest. ad 50 pl

Bedingungen fir die PCR

95 °C — 5 min

72 °C — 1 min
72 °C — 7 min
4 °C —Ende

SHRAEIE N

95 °C — 1 min
60 °C — 1 min 24 X

Die PCR-Amplifikate wurden anschlieBend mit dem QIAquick PCR Purification Kit
gereinigt. Darauf folgte die Hydrolyse der Amplifikate.

Substanz Volumen
Gereinigte PCR-Amplifikate 30 pl

10x CutSmart-Puffer 5 ul
Restriktionsendonuklease BamHI 2 ul
Restriktionsendonuklease Sall 2 ul
Agua dest. ad 50 pl

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

anschliefend mit dem MinElute Reaction Cleanup Kit gereinigt. Schlielich wurden die

Ansatze in den vorbereiteten pQE-30 Xa-Vektor ligiert.

-42 -



Substanz Menge / Volumen

pQE-30 Xa BamHI/Sall 100 ng
Gereinigtes Amplifikat 3ul
10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase 1pl
Agua dest. ad 20 pl

Der Ligationsansatz wurde bei 16 °C und 350 rpm Uber Nacht inkubiert. Die
Transformation erfolgte daraufhin wie unter 2.11.4 beschrieben.

2.11.2 Invitro-Mutagenese
Um die Relevanz einzelner Aminosauren von GIlpQ in Bezug auf die Bindung von

Plasminogen n&her zu untersuchen, wurden Aminoséuresubstitutionen durch gezielte
Mutagenese im glpQ-Gen eingeflihrt. Als DNA-Matrize fungierte das neugenerierte
Plasmid pQE-GIpQ (s. Kapitel 2.11.1).

Tabelle 2.28 Allgemeiner Reaktionsansatz fiir die Gradienten-PCR

Substanz Menge / Volumen
5x PCR-Puffer 10 pul
Forward-Mutagenese Oligonukleotid 2 ul
Reverse-Mutagenese Oligonukleotid 2 ul
Hifi-Polymerase 0,5 ul

pQE-GIpQ Bm 100 ng

Agua dest. ad 50 pl

Die PCR wurde als Gradienten PCR mit den Temperatur-Abstufungen von 50 °C, 55 °C
und 60 °C durchgefiihrt.

Tabelle 2.29 Bedingungen der Gradienten-PCR

1. 95°C-5min

95 °C — 1 min

*°C —1 min 24 X
72 °C —5min

72 °C — 7 min

6. 4°C-Ende

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

S ESIR N

-43 -



Um die Matrizen-DNA zu fragmentieren, wurde nach erfolgter PCR eine Hydrolyse mit

Dpnl durchgefuhrt. Hierfur wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert.

Tabelle 2.30 Reaktionsansatz flir die Hydrolyse mit Dpnl

Substanz Volumen
10x CutSmart-Puffer 10 pl
PCR-Ansatz 50 pl
Dpnl (20.000 U/ml) 2 ul
Agua bidest. 38 ul

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

Zur Uberpriifung der PCR wurden die Reaktionsansitze nach erfolgter Hydrolyse auf ein
1 %-Agarose-Gel aufgetragen. Hierzu wurden 10 pl der Probe mit 2 ul Loading Dye und
0,5 ul Midori Green Direct versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 180 V fiir 40 min.

2.11.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRe, wurde die Agarose-
Gelelektrophorese eingesetzt. Hierfur wurden abhangig von der FragmentgréRe 0,8 % oder
2 % Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 100 ml 1 x TAE-Puffer geldst (w/v)
und die Gele anschlieRend gegossen. Fur die Elektrophorese wurden die Proben mit 6 x
Ladepuffer (Gene Loading Dye Purple 6 x, ohne SDS) und Midori Green Direct versetzt
und auf das Agarosegel aufgetragen. Als GréRenstandards wurden abhangig von der zu
erwartenden MolekilgroRe 7 pl des 100 Bp oder des 1 kBp Markers von New England
Biolabs verwendet. Die Elektrophorese der DNA-Fragmente erfolgte fur 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 Kihlschrank
entnommen und fr 10 min auf Eis aufgetaut. Daraufhin wurden 1 — 5 pl des gewtiinschten
Plasmids zu den Zellen pipettiert und die Suspension kurz vermischt. Die Zellen wurden
zunachst fur 30 min auf Eis inkubiert, um anschlieend fiir 30 s (NEB5-alpha) oder 10 s
(BL21 (DE3)) bei 42 °C im Wasserbad inkubiert zu werden (Hitzeschock-Methode). Die
Zellen sofort fur 5 min auf Eis gelagert und dann 950 pl SOC-Medium hinzu pipettiert.
Danach wurden die Zellen fiir 60 min bei 37 °C und 250 rpm im Thermomixer inkubiert.

SchlieBlich wurden 2/10 und 8/10 der Zellsuspension auf LB-Agar-Platte ausplattiert,
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welche zur Selektion Ampicillin (1:1000 verdunnt) enthielten. Die Platten wurden Uber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3 Ergebnisse

3.1 Reinheitsprufung der affinitatschromatographisch isolierten Proteine

Die fur die vergleichenden Untersuchungen bendtigten Proteine wurden, wie unter 2.8.1
beschrieben, isoliert und nach der Bestimmung der Konzentration (2.8.5) hinsichtlich
ihrer Reinheit Gberpruft. Daflr wurden jeweils 0,5 pg der gereinigten, His-getaggten
Proteine auf ein 10 %-TT-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und tber Nacht separiert. Am
néchsten Tag erfolgte die Farbung der Proteine mit Silbernitrat (2.8.4), um
Verunreinigungen nachzuweisen (Abbildung 3.1). Dartiber hinaus wurden die Proteine in
gleicher Weise auf ein zweites 10 %-TT-Polyacrylamid-Gel aufgetragen, welches
anschlieRend fiir eine Westernblot-Analyse (2.9.2) diente. Hierbei wurden die gereinigten
Proteine mithilfe eines monoklonalen Anti-Hiss Antikorpers detektiert. In Abbildung 3.1
ist zu erkennen, dass die zu untersuchenden Proteine einen hohen Reinheitsgrad

aufwiesen und einen Hiss-Tag enthielten.
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Abbildung 3.1 Reinheitspriifung der aufgereinigten Proteine

In Abbildung A sind die gereinigten Proteine dargestellt, die zur Reinheitsprifung mittels SDSPAGE separiert und
anschlieRen per Silbernitrat-Farbung visualisiert wurden. Hierfur 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 zusatzlich den His-Tag der gereinigten
Proteine nachzuweisen. Hierfir wurden ebenfalls jeweils 500 ng der gereinigten Proteine aufgetragen. Zum Nachwei:

diente ein monoklonaler Anti-Hiss-Antikdrper (1:1000). Als Marker wurde der Proteinstandard Precision Plus Protein
Dual Color Standards (BioRad) verwendet.

3.2 Untersuchung zum Bindungsverhalten gegeniiber Plasminogen
Zu Beginn wurde eine Bindungsanalyse von verschiedenen Borrelienproteinen
durchgefuhrt, um zu kléren, welche der gereinigten Proteine in der Lage sind,

Plasminogen zu binden.

Hierfur wurden jeweils 0,5 pg der gereinigten Proteine Uber Nacht auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Wie unter 2.9.1 beschrieben, wurde anschlieRend
Plasminogen in einer Konzentration von10 pg/ml hinzugegeben, und die Protein-Protein-
Interaktion mithilfe eines Anti-Plasminogen Antikoérpers bei 490 nm detektiert. BBA70

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

Fur VIpl15/16-N (His-Tag am N-Terminus) und GIpQ-C (His-Tag am C-Terminus)

konnte eine signifikante Bindung von Plasminogen nachgewiesen werden (Abbildung

-46 -



3.2). VIp15/16-C (His-Tag am C-Terminus) und VIp18-C hingegen zeigten keine
Plasminogen-Bindung und wurden deshalb in den nachfolgenden Analysen nicht weiter
untersucht. Da Vspl im Vergleich zu BSA ebenfalls keine Bindung aufwies, fungierte
dieses Borrelienprotein in den folgenden Versuchen als Negativkontrolle. Wie bereits in
friheren Untersuchungen beschrieben, zeigte BBA70 wie auch ChiA von B. miyamotoi

und CspA von B. burgdorferi eine signifikante Bindung an Plasminogen, 114116

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde der Fokus fir die weiteren Untersuchungen auf die
Interaktion von Plasminogen mit VIp15/16-N und GlpQ-C gelegt.

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

Die gefiihrten Proteine wurden in einer Konzentration von 5 pg/ml immobilisiert. Nach Blockieren mit 0,2 % Gelatine
erfolgte die Inkubation mit Plasminogen (10 pg/ml). Das gebundene Plasminogen wurde mittels polyklonalem Anti
Plasminogen Antikdrper (1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhéngigen

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.

3.3 Untersuchung der konzentrations-abhiangigen Bindung von
Plasminogen und Vlp15/16-N und GlpQ-C

Um die Interaktion von VIp15/16-N und GIpQ-C mit Plasminogen naher zu

charakterisieren, wurde die Starke der Bindung in Abhéangigkeit der Konzentration

untersucht. Fir diesen Test wurden ebenfalls 0,5 pug der gereinigten Proteine auf einer

Mikrotiterplatte Gber Nacht immobilisiert und Plasminogen in steigenden
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Konzentrationen (0 bis 2 pM) hinzugegeben. Der Nachweis der Bindung erfolgte wie in

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

Sowohl fur VIp15/16-N als auch fir GlpQ-C konnte eine dosisabhéngige Bindung
nachgewiesen werden, welche ab einer Konzentration von etwa 2 pM Plasminogen eine
Sattigung erreichte (Abbildung 3.3). Fir VIp15/16-N konnte eine Dissoziationskonstante
Kg von 354 nM £ 62 nM und fir GIpQ-C von 413 nM % 72 nM errechnet werden. Die

Dissoziationskonstanten wurden mittels linearer Regression bestimmt.

Vip15/16-N GlpQ-C
E E
[=J o
3 il
3 2
s s
g g
@ &
. -1
< Ky= 354 nM + 62 nM < Kg=413 nM+ 72 nM
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Plasminogen [pM] Plasminogen [pM]

Abbildung 3.3 Konzentration-sabhéngige Bindung von Plasminogen an VIp15/16-N und GlpQ-C

Um die Konzentrations-abhéngige Bindung von Plasminogen zu untersuchen, wurden VIp15/16-N und GlpQ-C
(jeweils 5 pg/ml) immobilisiert und mit steigenden Konzentrationen von Plasminogen versetzt. Die Bindungskurver
und Dissoziationskonstanten wurden mithilfe nicht-linearer Regression im einfachen Bindungsmodell mit Graphpad

Prism 7 ermittelt. Den Ergebnissen liegen Daten aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten, jeweils als Triplika
durchgefihrt, zugrunde.

3.4 Vergleichende Untersuchung zur ionischen Wechselwirkung und der
Beteiligung von Lysinen an der Interaktion von Vip15/16-N und GlpQ-C

mit Plasminogen
Da bereits in friheren Studien gezeigt wurde, dass ionische Wechselwirkungen sowie
Lysin-Reste verschiedener bakterieller Proteine eine tragende Rolle fir die Bindung von
Plasminogen spielen konnen,°%1%-112 \wyrde deren Einfluss auch fir VIp15/16-N und
GIpQ-C analysiert. Hierzu wurde Natriumbromid (NaBr), welches die ionische
Wechselwirkung von Plasminogen mit einem Liganden beeinflusst, sowie
Tranexamsdure (TXA), die spezifisch die Lysin-abhangige Bindung von Plasminogen

und dem interagierenden Protein inhibiert, verwendet. Wie unter 2.9.1 beschrieben,
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wurden Losungen mit steigenden Konzentrationen an NaBr- oder TXA hergestellt,
welche Plasminogen (10 ng/ul) enthielten. Um den Einfluss dieser Parameter zu
untersuchen, wurden Bindungs-ELISAs (2.9.1) wie folgt durchgefiihrt: Die zu
untersuchenden Proteine wurden Uber Nacht immobilisiert und nach Wasch- und
Blockierungsschritten mit Plasminogen in den entsprechenden NaBr- oder TXA-
Losungen inkubiert. Nach Hinzugabe des polyklonalen, Anti-Plasminogen Antikorpers
wurden die Antigen-Antikorper-Komplexe bei 490 nm gemessen.

In den Versuchen mit NaBr zeigte sich fur VIp15/16-N keine signifikante Reduktion der
Plasminogenbindung, wohingegen sich fiir GIpQ-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 liel} sich bei héheren
Konzentrationen an NaBr (0,5 — 1,0 M) nicht feststellen. BBA70 zeigte vergleichbare
Ergebnisse wie in friiheren Studien.*'* Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass bei
GIpQ-C ionische Wechselwirkungen eine tragende Rolle fir die Interaktion mit
Plasminogen spielen, wéhrend die Daten bei VIp15/16-N gegen eine solche Annahme
sprechen. D. h., dass die Bindung von Plasminogen an VIp15/16-N nicht Uber

elektrostatische Wechselwirkungen erfolgt.

Die Daten zur Untersuchung mit TXA zeigen dagegen ein anderes Bild (Abbildung 3.5).
Hier war es VIp15/16-N, dessen Bindung von Plasminogen signifikant durch die
Anwesenheit von TXA abnahm und dies bereits ab einer TXA-Konzentration von
0,5 mM. Fir GIpQ-C zeigte sich zwar auch eine signifikante Abnahme, jedoch bedurfte
es hierfur der 50-fachen Konzentration an TXA (25 mM). Insgesamt lasst sich daraus
folgern, dass die Lysin-Reste bei der Bindung von VIp15/16-N mit Plasminogen eine
essenzielle Rolle spielen kénnten. 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 VIp15/16-N und
GlpQ-C

Zundchst wurden VIp15/16-N, GlpQ-C sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vspl (Negativkontrolle) immobilisiert
(jeweils 5 pg/ml). Der Reaktionsansatz NK (Negativkontrolle) enthielt kein Protein. Alle Reaktionsansétze wurden mi
Plasminogen (10 pg/ml) in Gegenwart steigender NaBr-Konzentrationen versetzt. Das gebundene Plasminogen wurde
mit einem polyklonalen Anti-Plasminogen Antikdrper (1:1000) detektiert. Den Ergebnissen liegen mindestens drei
unabhangige 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
9%).
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Abbildung 3.5 Beteiligung von Lysin-Resten von VIp15/16-N und GIpQ-C bei der Plasminogen-Bindung

Zundchst wurden VIp15/16-N, GlpQ-C sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vspl (Negativkontrolle) immobilisiert
(jeweils 5 pg/ml). Der Reaktionsansatz NK (Negativkontrolle) enthielt kein Protein. Die Reaktionsansatze wurden mit
Plasminogen (10 pg/ml) in Gegenwart steigender TXA-Konzentrationen inkubiert. Mithilfe eines polyklonalen
Antikdrpers (1:1000) wurde das gebundene Plasminogendetektiert. Die Daten basieren auf Triplikaten aus mindestens
drei unabhéngigen 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 VIp15/16-N und GIpQ-C Plasminogen binden,

sollte untersucht werden, ob sich das an die Proteine gebundene Plasminogen durch uPA
zu Plasmin aktivieren l&sst. 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 Wellenlange von 405 nm
detektiert werden kann. Dabei nimmt die gemessene Absorption proportional mit der

Aktivitat von Plasmin zu.

Fur den Versuch wurden jeweils 0,5 pg der zu untersuchenden Proteine auf einer
Mikrotiterplatte bei 4 °C ber Nacht immobilisiert (2.10.3). Am nédchsten Tag wurde,
nachdem die freien Bindungsstellen blockiert worden waren, Plasminogen hinzugegeben
und die Mikrotiterplatte fir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die
entsprechenden Reaktionsansatze (siehe Tabelle 2.25) pipettiert und die Mikrotiterplatte
luftundurchléassig abgedichtet. Die Reaktionsansdtze wurden bei 37 °C fur 24 h im
Spektralphotometer inkubiert und alle 30 min gemessen. Neben BBA70 und Vspl wurde
auch gereinigtes Plasminogen auf der Mikrotiterplatte immobilisiert und diente als
weitere Kontrolle. Zudem enthielten bestimmte Reaktionsansatze Plasminogen, welches
in TXA (+TXA) gelost war. Weitere Kontrollen wurden entweder ohne Plasminogen
(-Plg) oder ohne uPA (-uPA) angesetzt (Abbildung 3.6).

Sowohl fir VIp15/16-N als auch fur GIpQ-C konnte ein kontinuierlicher Anstieg der
Absorptionswerte Uber 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 Reaktionsansatzen mit TXA konnte nur eine geringfiigige Aktivierung des
Plasminogens nachgewiesen werden, was sich auf die inhibierende Wirkung durch TXA
zuriickfihren lasst (Abbildung 3.6). Diese Ergebnisse zur Aktivierung von Plasminogen
bestatigen die erhobenen Daten zum Einfluss von TXA auf die Bindung von Plasminogen
und VIp15/16-N und GIpQ-C (Abschnitt 3.4). Wie erwartet, ergab sich fir die
Reaktionsansdatze mit BBA70 eine deutliche Plasminaktivierung, wahrend bei den

Reaktionsansatzen mit VVspl (Negativkontrolle) keine Aktivierung nachgewiesen werden
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konnte. Die Reaktionsansatze mit immobilisierten Plasminogen

zeigten ebenfalls eine starke Aktivierung zu Plasmin.!t

als Positivkontrolle
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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
VIp15/16-N, GIpQ-C, Vspl (Negativkontrolle), BBA70 (Positivkontrolle) sowie Plasminogen (Plg; Positivkontrolle)
auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert (5 pg/ml). Nach Blockierung wurden die Reaktionsansatze mit Plasminogen
(10 pg/ml) versetzt. Im Anschluss wurde das chromogene Substrat S2251 und uPA hinzugegeben. In weiteren
Kontrollansétzen wurde entweder TXA (+TXA; 50 mM) geldst oder kein Plasminogen (-Plg) oder kein uPA (-uPA)
hinzugefiigt. Die Reaktionsansdtze wurden schlieRlich fir 24 h bei 37 °C inkubiert und es erfolgte alle 30 min eine
Absorptionsmessung bei 405 nm. Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis aus mindestens drei unabhdnggen
Versuchen, welche jeweils in Triplikaten durchgefihrt 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.

Zunachst wurden wie unter Kapitel 2.10.4 beschrieben, die zu untersuchenden Proteine
(jeweils 0,5 pg) Uber 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 fir insgesamt
2 h bei 37 °C inkubiert. Zu den festgelegten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und
diese in 4x-TT-Inkubationspuffer gelést, um die Reaktion zu terminieren. Alle
Reaktionsansatze wurden anschlieBend 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-Antikorper 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 a-, f- und y-Kette
bezeichnet werden (Abbildung 3.7). Wahrend der Inkubation wird zunéchst die a-Kette
degradiert und nachfolgend die B- und y-Kette.'!

Fur VIp15/16-N lieB sich nachweisen, dass sich nach etwa 60 Minuten eine beginnende
Degradierung der a-Kette abzeichnete, die nach 120 Minuten deutlich nachweisbar war
(Abbildung 3.7). Fir den Reaktionsansatz mit TXA (+T) ergab sich eine geringfligig
starkeres Signal nach 2 h Inkubation, was sich durch die Inhibition der
Plasminogenbindung durch TXA erklaren liee. Im Fall von GIpQ-C zeigte sich eine
Degradierung der a-Kette nach etwa 40 Minuten. Nach einer Inkubationsdauer von 120
Minuten wurde die a-Kette grotenteils degradiert. Auch bei Vspl und BSA zeigte sich
ebenfalls ein charakteristisches Degradierungsmuster von Fibrinogen. Bei BBA70 liell
sich bereits ab 10 Minuten eine deutliche Degradierung erkennen und nach 40 Minuten
war die a- und B-Kette nahezu vollstandig degradiert. Dies entspricht den Ergebnissen
aus frilheren Experimenten zu BBA70.}'* Die Negativkontrolle (NK) und die

Reaktionsansdtze ohne Plasminogen (-Plg) sowie die Ansatze mit reinem Fibrinogen
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zeigten keine Degradation. Demgegenuber kam es bei der Positivkontrolle zu einer
vollstdndigen Spaltung des Fibrinogens. Die Kontrolle, in welcher ausschlieBlich
Fibrinogen und uPA enthalten waren (Fbg + uPA), wies eine dezente Degradation der a-
Kette auf (Abbildung 3.7).

Durch diesen Versuch liel sich zeigen, dass an VIp15/16-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 ul Tris/HCI (pH 7,5) + 1 ug Plg + 7,5 ul uPA
(2,5 pg/ml) + 2 pg Fibrinogen

Negativkontrolle 100 pl Tris/HCI (pH 7,5) + 1 ug Plg +
2 |g Fibrinogen

Fibrinogen 2 ug Fibrinogen in 100 pl 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

+T Plasminogen gel6st in 50 mM Tris/HCI-Lésung (pH
7,5) versetzt mit 50 mM TXA

-Plg Reaktionsansatz ohne Plasminogen

Fbg + uPA 20 pg/ml Fibrinogen + 6,5 pl uPA (2,5 pg/ml) +

93,5 ul 50 mM Tris/HCI (pH7,5)
Gesamtvolumen: 100 pl
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Abbildung 3.7 Degradation von Fibrinogen durch an VIp15/16 und GIpQ gebundenes Plasmin

Fir den Nachweis der Fibrinogendegradierung durch VIp15/16-N und GIpQ-C gebundenes und aktiviertes
Plasminogen wurden die zu untersuchenden Proteine immobilisiert (5 pg/ml). Nach Blockieren freier Bindungssteller
wurde das Plasminogen (10pug/ml) hinzugegeben. Nacherfolgter 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-Antikorper (1:1000) detektiert. Den Ergebnissen liegen mindestens drei unabhéngige Experimente
zugrunde, von denen jeweils ein représentatives Ergebnis dargestellt ist.

-56 -



3.7 Generierung von GlpQ-Mutanten mit einzelnen Lysin-Substitutionen

3.7.1 Reklonierung von GIlpQ zur Gewinnung einer Variante mit einem N-
terminalen His-tag

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

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

da sich die fur 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, durchgefihrt.

1517 -

1000 —

500 —

Abbildung 3.8 Nachweis der inserierten DNA nach Umklonierung

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass nach erfolgter PCR das Insert zur Umklonierung von GIlpQ-C mit dem C-
terminalen His-tag zu GIpQ-N mit einem N-terminalen His-tag in allen Plasmiden enthalten war. Flr den Nachweis
wurden 10 pl der Plasmide mit 2 ul Loading Dye und 0,5 ul Midori Green Direct versetzt und die Proben bei 180 V

fiir 40 min aufgetrennt. Als Marker diente der 100 bp DNA Ladder-Marker. Die Plasmide der Kulturen A1-A6 wurden
anschlielend sequenziert.

3.7.2 Deletion der Lysin-Reste in der Aminosaure-Sequenz

Ausgehend von der DNA-Sequenz der GlpQ-N-Variante (siehe Abbildung 3.9) wurde
zundchst mittels in vitro-Mutagenese (siehe Kapitel 2.11.2) ein Stoppkodon an Position
333 eingefiigt, 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 NEB5a-Zellen (siehe Kapitel 2.11.4.1) und Selektion positiver Klone auf
Ampicillin-haltigen Agarplatten, wurden die Plasmide isoliert und sequenziert. VVon
ausgewdhlten Klonen wurde anschlieend eine Produktion der rekombinanten Proteine
im kleinen Versuchsmafstab (20 ml) durchgefuhrt. Die Zellen aus den entsprechenden
Zellkulturen wurden lysiert und der Uberstand und das Sediment getrennt auf ein SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Am Folgetag erfolgte der Transfer mittels Westernblot
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auf eine Nitrocellulosemembran. Hierbei konnte die GIpQ-N-Variante sowohl im
Uberstand als auch im Sediment mittels Anti-His-Antikorpern nachgewiesen werden.
Anschlieend wurde die GlpQ-Variante affinitatschromatographisch gereinigt (siehe
Kapitel 2.8.1). Da sich bei der Silbernitrat-Farbung (siehe Kapitel 2.8.4) geringste
Mengen an Protein nachweisen lielen, 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-Farbung. Obwohl die GlpQ-Variante in
E. coli produziert wird und der His-tag nachgewiesen werden konnte, lie} sich dieses
Protein aber nicht reinigen. Eine veranderte Proteinfaltung als Folge der Deletion konnte
die Ursache dafir sein, dass der His-Tag in der nativen Konformation nicht in der Lage
ist, an die NTA-Agarosepartikel zu binden.

HHHHHHGSGSGSGIEGRPYNGTGSFRQEMGSNRRSPLIIAHRGASGYLPEHTLE
AKAYAYALGADYLEQDIVLTRDNIPVIMHDPEIDTTTNVAQLFPDRARENGRY
YATDFTLTELRSLSLSERFDPENKRPIYPNRFPLNEYNFRIPTLEEEIRFIQGLNKS
TGRNVGIYPEIKKPFWHRQQGKDISKIVIEILNRYGYRSKEDRIYLQTFDFDELK
RIRKELGYQGKLIMLVGENDWNEAPTDYEYIKSEEGIAEVAKYSDGIGPWIPQIII
DGKITELTSLAHKYNIEVHPYTFRTDSLPSYVKNENELLDLLFNRARVDGIFTDF
TDTVMNFIKK

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 griin hervorgehoben. Insgesamt enthélt das GlpQ-Protein 32 Lysin-Reste.

Hellblau: Histidin-Tag, Grau: pQE-30 Xa-Vektorsequenz, Gelb: Faktor Xa-Erkennungsstelle, Unterstichen: Lysine,
welche substituiert wurden.

3.7.3 Substitution einzelner Lysin-Reste in GlpQ

Um die Relevanz einzelner Lysine fur die Plasminogenbindung untersuchen zu kénnen,
wurde auf eine weitere Deletion verzichtet und stattdessen einzelne Lysin-Reste durch
Alanin-Reste substituiert. Die einzelnen Aminosaurenaustausche wurden ebenfalls per in
vitro Mutagenese (siehe Kapitel 2.11.2) eingefiigt. Es wurden insgesamt drei Varianten
von GIpQ 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 urspriinglichen Plasmides durch Dpnl wurden die Reaktionsansatze 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 Uberprifen, ob die Mutation an der
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korrekten Position eingefiihrt wurde. Zur ersten Orientierung wurde von ausgewahlten
Klonen eine Produktion der rekombinanten Proteine im kleinen VersuchsmaRstab (20 ml)
samt Westernblot-Analyse (siehe Kapitel 2.8.2) durchgefihrt. Alle drei Proteinvarianten
wurden in den E. coli-Zellen produziert, sodass anschlielend von allen drei GlpQ-
Varianten eine Produktion im groRen Versuchsmalistab durchgefiihrt und die Proteine

gereinigt wurden (siehe Kapitel 2.8.1).
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Abbildung 3.10 Nachweis der Lysin-substituierten GlpQ-Varianten und Reinheitspriifung 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 GIpQ-K334A war die Insertion in
allen Plasmiden erfolgreich. Fur den Nachweis wurden 10 pl der Plasmide mit 2 pl Loading Dye und 0,5 pl Midor
Green Direct versetzt und die Proben bei 180 V fur 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-Farbung dargestellt, mit deren Hilfe die Reinheit der isolierten

GlpQ-Mutanten nachgewiesen wurde. Hierfir wurden jeweils 500 ng der gereinigten Proteine aufgetragen. Als Marker
wurde der Precision Plus Protein Unstained Protein Standards von BioRad verwendet.

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 durchgefiihrt (Kapitel 2.9.1). Hierfir wurden 0,5 pg von GlpQ-N sowie jeweils
0,5 pg der GlpQ-Varianten (siehe Kapitel 3.7.3) auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert
(Abbildung  3.11). Zum  Vergleich eines weiteren  GlpQ-Proteins  aus
Ruckfallfieberborrelien wurde die Bindung des homologen GIlpQ-Proteins aus
B. recurrentis PAbJ in Bezug auf die Interaktion mit Plasminogen untersucht. Auf3erdem

wurde BBA70 und Vspl als Positiv- und Negativkontrollen hinzugenommen (Abbildung 3.12).
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Am néchsten Tag wurden die Kavitdten mehrfach gewaschen und freie Bindungsstellen
mit 0,1 % Gelatine geblockt (2.9.1). Danach wurde Plasminogen in einer Konzentration
von 10 ng/ul in die Kavitéaten pipettiert und die Mikrotiterplatte fir 1 h bei RT inkubiert.
Die Bindung von Plasminogen erfolgte mittels eines polyklonalen Anti-Plasminogen-
Antikorpers (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 gegenuber dem unverénderten GIpQ-N Protein. Die
Substitution des Lysin-Restes an Position 334 (GIpQ-K334A) fiihrte ebenfalls zu einer
Reduktion der Bindung, wahrend die Substitution an Position 333 (GIpQ-K333A) eine
Erh6hung der Bindung aufwies.
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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 dre
GlpQ-Varianten in einer Konzentration von 5 pg/ml immobilisiert. Nach Blockieren erfolgte die Inkubation mit
Plasminogen (10 pg/ml). Das gebundene Plasminogen wurde mittels polyklonalem, anti-Plasminogen Antikdrper
(1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen zugrunde.n.s.) nicht

signifikant; ****) p<0.0001 (Einfaktorieller ANOVA-Test mit multiplem Vergleich nach Bonferroni,
Konfidenzintervall= 95%).

Die Ergebnisse zur Bindung von Plasminogen an GIpQ von B. recurrentis PAbJ ergaben,
dass dieses homologe Protein deutlich geringere Absorptionswerte im Vergleich zur
Negativkontrolle Vspl aufwies (Abbildung 3.12). Das BBA70 verzeichnete in dieser

Versuchsdurchfiihrung wiederholt hohe Absorptionswerte wie schon in friiheren Studien.*!*
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Abbildung 3.12 Plasminogenbindung von GIpQ aus B. recurrentisPAbJ

Die Bindung von Plasminogen an GIpQ aus B. recurrentis PAbJ wurde mittels Bindungs-ELISA ermittelt. Hierflr
wurden GlpQ aus B. recurrentis PAbJ sowie BBA70 (Positivkontrolle) und Vspl (Negativkontrolle) (jeweils 5 pg/ml’
immobilisiert, mit Plasminogen (10 pg/ml) inkubiert und die Reaktion mittels polyklonalem AntiPlasminogen
Antikdrper (1:1000) detektiert. Dem Ergebnis liegen Triplikate aus mindestens drei unabhé&ngigen Versuchen

zugrunde. n.s.) nicht signifikant; ****) p<0.0001 (Einfaktorieller ANOVA-Test mit multiplem Vergleich nach
Bonferroni, Konfidenzintervall = 95 %).

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) durchgefuhrt. Hierzu wurden B. miyamotoi-Zellen flr
30 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen an Plasminogen versetzt und im
weiteren Verlauf auf Objekttragern fixiert. Das gebundene Plasminogen wurde

anschlieRend durch einen polyklonalen Anti-Plasminogen-Antikorper (1:500) detektiert.

Wie in Abbildung 3.13 dargestellt, zeigten die Borrelienzellen eine partielle Fluoreszenz,
was sich darauf zurtckfuhren Ilasst, dass Plasminogen nur in bestimmten
Arealen/Regionen an der Zelloberflache gebunden wird. Nur wenige Zellen zeigten eine
starke Fluoreszenz, die sich Uber die gesamte Zelle verteilte. Mit diesem Versuch konnte
grundsatzlich nachgewiesen werden, dass native B. miyamotoi-Zellen in der Lage sind,

Plasminogen an der Zelloberfldche zu binden.
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Ausschnitt 1

GFP DAPI Uberlagerung

Ausschnitt 2

GFP DAPI

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/pl) inkubiert und
auf Objekttragern fixiert. AnschlieRend wurde das Plasminogen mittels polyklonalen, Anti-Plasminogen-Antikdrper
(1:500) detektiert. Als sekundarer Antikorper diente der fluoreszierende Alexa Fluor 488® Anti-Ziege Antikorper
(1:500). Die Aufnahmen erfolgten mithilfe eines Axio Imager M2 Fluoreszenzmikroskops und einer Spot RT3

Kamera. Es wurden mindestens drei unabhangige Versuche durchgefihrt; dargestellt sind représentative Ausschnitte
aus einem Versuch. Skalierungsbalken: 15 pm.
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4  Diskussion

In Hinblick auf die zugrunde liegende Fragestellung lasst sich festhalten, dass im Rahmen
dieser Arbeit mit VIp15/16 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 dartber hinaus in der Lage war, das physiologische Substrat
Fibrinogen zu degradieren (siehe Kapitel 3.6). AuRerdem konnte nachgewiesen werden,
dass vitale B. miyamotoi-Zellen, Plasminogen auf der &uReren Zellmembran binden
kénnen (siehe Kapitel 3.8).

Bei der weiterfihrenden Untersuchung wurde fir beide Proteine eine
konzentrationsabhangige Bindung von Plasminogen festgestellt. Die sich hieraus jeweils
ergebende Dissoziationskonstante betrug fur VIp15/16 Kq= 354 nM £ 62 nM und fur
GlpQ K¢ =413 nM = 72 nM (siehe Kapitel 3.3). Das Plasminogen-bindende Protein
BBA70 von B. burgdorferi LW2 weist mit einer Kq =55.1 nM % 10.3 nM eine
vergleichsweise hohere Bindungsaffinitat auf, wéhrend das CbiA-Protein, welches
ebenfalls aus B. miyamotoi stammt, eine vergleichbare Bindungsaffinitat aufwies
(K¢ =347 nM 41 nM).>%* Ab einer Konzentration von etwa 2 puM flacht die
Bindungskurve fur VIp15/16 und GIpQ ab und es stellte sich eine Sattigung ein (siehe
Kapitel 3.3). Dieses Bindungsverhalten konnte auch bei BBA70 und CbiA beobachtet
werden, obgleich sich die Sattigung bei BBA70 — entsprechend dem niedrigeren Kg-Wert
— friiher einstellt.*>!% Da Plasminogen im menschlichen Plasma mit einer Konzentration
von etwa 2 UM vorliegt,®* ist also davon auszugehen, dass VIp15/16 und GlpQ auch im
Wirt dazu in der Lage sind, Plasminogen in ausreichenden Mengen zu binden. Die
Bindungsdaten fiur das GlpQ-Protein von B. recurrentis (siehe Abbildung 3.12) lassen
vermuten, dass dieses Protein schwacher mit Plasminogen interagiert als GIpQ von
B. miyamotoi. Mdglicherweise liegt die Ursache hierfir in der Aminosauresequenz der
beiden Proteine begriindet (siehe Abbildung 4.1). Wie sich im weiteren Verlauf der
Untersuchungen gezeigt hat, ist die C-terminale Region, in der bei GIpQ von
B. miyamotoi die beiden letzten Lysine lokalisiert sind, relevant fiir die Plasminogen-
Bindung (siehe Abbildung 3.11). Diese fehlen jedoch bei B. recurrentis Stamm Al, was

wiederum die schwéchere Bindung erklaren konnte.
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Abbildung 4.1 GlpQ-Sequenzen verschiedener Borrelien-Stamme
Aminoséure-Alignment von GlpQ-orthologen Proteinen verschiedener Ruckfallfieber-Spirochédten. Aminosaurereste,
die sich von der GlpQ-Sequenz des Stammes HT31 unterscheiden, sind mit schwarzen Késten 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, Dénemark) erstellt.

Interessanterweise scheinen sich VIp15/16 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 flir andere Borrelienproteine bereits
gezeigt werden konnte, dass die Plasminogen-Bindung Uber Lysin-Reste vermittelt wird,
wurde auch fir VIp15/16 und GlpQ die Bedeutung von Lysin-Resten und elektro-
statischen Wechselwirkungen fiir die Interaktion beider Proteine untersucht,0%108-112
den Bindungsanalysen mit NaBr und TXA reagierte VIpl15/16 lediglich auf die
Anwesenheit des Lysin-Analogons TXA, was sich in einer verminderten Plasminogen-
Bindung manifestierte. Im Fall von GIpQ hingegen zeigte sich in Gegenwart von NaBr
und TXA eine reduzierte Plasminogen-Bindung (siehe Kapitel 3.4). BBA70 und ChiA
zeigten bereits ab einer TXA-Konzentration von 0,1 mM einen signifikanten,
inhibitorischen Einfluss auf die Bindung.*>!* Bei VIp15/16 stellte sich eine
vergleichbare Inhibition erst ab einer Konzentration von 1 mM TXA und bei
GlIpQ ab 50 mM TXA ein. In Gegenwart von NaBr konnte wie bereits fur BBA70 und
CbiA nachgewiesen, eine signifikante Inhibition fir GIpQ beobachtet werden 311
Insgesamt deuten die erhobenen Ergebnisse darauf hin, dass fir VIp15/16 vor allem

Lysin-Reste eine tragende Rolle bei der Bindung spielen, wohingegen bei GlpQ neben
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Lysin-Resten auch elektrostatische Interaktionen beteiligt sind. Damit reihen sich

VIp15/16 und GIpQ in die Gruppe Plasminogen-bindender Proteine zahlreicher anderer

Bakterienspezies ein, bei denen die Daten ebenfalls fur 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- Inhibition der Inhibition der Plg-Bindungsstelle
Spezies Plg-Bindung Plg-Bindung
durch Lysin- durch ionische
Analoga Wechselwirkung
CipA™® A. baumannii + - Bindung durch Lysin K369;
Interaktion mit Kringle-
Doméne 1 und 4
BBA70™ B. burgdorferi + + a-Helix am C-Terminus;
Interaktion mit
Kringle-Doméne 4
Enolase® B. burgdorferi + - K.A.
VIp15/16 B. miyamotoi + - k.A.
GIpQ B. miyamotoi + + C-terminale Lysin-Reste an
Position 333 und 334
CbiA™® B. miyamotoi + + C-terminalen Lysin-Reste
nicht beteiligt
ORF7*® B. recurrentis + + N-Terminus vermutlich
unbeteiligt
ORF9'® B. recurrentis + + KA.
ORF10'% B. recurrentis + - KA.
Pra 1'* C. albicans + + K.A.
G-Fimbrien*® E. coli + K.A. K.A.
Protein E**  H. influenzae + + N-terminale
Aminoséurereste 41-68
Typ 1l Salmonella + k.A. k.A.
Fimbrien'?  enterica
serovar
typhimurium
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 fur die Plasminogen-Bindung genauer untersucht. Wie sich in
vorangegangenen Versuchen mit VIpl18 bestatigte, scheinen Veranderungen an VIp-
Proteinen nur sehr eingeschrankt moglich, weshalb sich der Fokus fur diese
Untersuchungen auf GIpQ beschrénkte.®> Da bei BBA70 aus B. burgdorferi und CipA
aus Acinetobacter baumannii die am C-Terminus gelegenen Lysin-Reste als essenziell
fiir die Interaktion mit Plasminogen identifiziert werden konnten, wurden auch im Fall
von GIpQ die C-terminalen Lysin-Reste substituiert.**1® Allerdings lieR sich keine
GlpQ-Variante mit  einer  Deletion am  C-Terminus generieren, die
affinitatschromatographisch gereinigt werden konnte, obgleich eine Produktion in E. coli
und der His-tag mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen werden konnte. Eine
maogliche Erklarung konnte in einer veranderten Proteinfaltung infolge der Deletion sein,
so dass der His-Tag nicht frei zuganglich 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 durchgefuhrt, um die Relevanz der Lysine fiir die Plasminogenbindung zu
untersuchen. Hierfur 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 Aminoséure-Sequenzen der GlpQ-Proteine verschiedener Borrelien-
Stamme aufgefiihrt und die Lysin-Reste hervorgehoben. Nach der erfolgreichen
Transformation konnten alle drei GlpQ-Varianten in E. coli-Zellen exprimiert und
anschlieend gereinigt werden. In den sich anschliefenden Plasminogenbindungs-
Versuchen zeigte sich fir die Variante GIpQ-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) fuhrte zu einer
verminderten Bindungsfahigkeit, wohingegen die Variante GlpQ-K333A eine verstarkte
Bindung zeigte. Die erhéhten Werte im Fall von GlpQ-K333A lassen sich am ehesten auf
eine Strukturanderung im Protein zurtckflhren, welche eine erhdéhte Bindung bedingt.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die C-terminalen Lysin-Reste direkt an der Interaktion
mit Plasminogen beteiligt und der Lysin-Rest an Aminosaureposition 334 im Speziellen
eine wichtige Rolle spielen konnte. Flr das Plasminogen-bindende Protein BBA70 aus

B. burgdorferi wurde die Bedeutung der am C-Terminus lokalisierten Lysin-Reste flr die
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Interaktion mit Plasminogen bereits verifiziert.''* Fir dieses Protein konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass eine Deletion der Lysin-reichen Region am C-Terminus die Bindung
von Plasminogen vollstandig eliminiert.!** Demgegentiber hatte die Substitution der
Lysine durch Alanin-Reste im Fall von CbhiA aus B. miyamotoi keinen Einfluss auf die
Plasminogen-Bindung.®® Dies zeigt, dass die Bindung von Plasminogen nicht
ausschliel3lich Gber Lysine erfolgen muss, sondern beispielsweise wie im Fall des
M-Proteins der Gruppe A Streptokokken ebenfalls Arginin- und Histidin-Reste als
bindende ~ Aminosduren  infrage  kommen.}**  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 fur 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 vollstandigen Verlust der Bindung geflhrt haben, ist davon auszugehen, dass

noch weitere Lysin-Reste an der Bindung beteiligt sind.

Neben der Charakterisierung der Bindungseigenschaften von VIp15/16 und GlpQ fir
Plasminogen beinhaltete die Zielsetzung der Arbeit, die Protein-Plasminogen-Interaktion
funktionell zu charakterisieren. Im ersten Schritt wurde untersucht, ob das an VIp15/16
beziehungsweise GIpQ 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 Aktivitat von Plasmin
zunimmt. Die Ergebnisse aus diesem Versuch zeigten fur VIpl15/16 und GIpQ eine
kontinuierliche Zunahme der Absorptionswerte fiir den gesamten Messzeitraum von
24 Stunden (siehe Abbildung 3.6). Daraus lasst sich folgern, dass das an die beiden
Borrelienproteine gebundene Plasminogen durch uPA zu Plasmin aktiviert werden kann.
Dariiber hinaus lieRen sich in den Reaktionsansdtzen mit TXA nur dezente Anstiege in
den Absorptionswerten messen, was den Einfluss von TXA auf die Plasminogenbindung
mit VIp15/16 und GlpQ bestatigte. Wéhrend das CbiA-Protein aus B. miyamotoi eine
vergleichbare Aktivierungskurve des gebundenen Plasminogens aufweist, zeigte BBA70
einen deutlich steileren Anstieg der Plasminaktivitat.>>4 Dies lasst sich am ehesten

auf die Bindungsaffinitaten der Proteine zuruckfihren, welche bei CbiA mit
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Ka =347 nM £41 nM in einem vergleichbaren Bereich wie bei VIp15/16 (K¢= 354 nM £
62 nM) und GlpQ (K¢ =413 nM + 72 nM) liegt.**11° Demgegeniiber bindet BBA70
mit einer Kq von 55.1 nM % 10.3 nM deutlich starker Plasminogen, was wiederum die
starkere Plasmin-Aktivitat erklart.!t

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 dartber hinaus dazu in der Lage ist, Fibrinogen als
physiologisches Substrat von Plasmin zu degradieren. Daraus konnte man im Hinblick
auf die Pathogenese von B.miyamotoi Ruckschliisse ziehen, ob eine Penetration durch die
EZM durch die Degradation der EZM-Komponenten prinzipiell gegeben ist. Zum
Nachweis der Plasminaktivitat wurde zu den Reaktionsansatzen Fibrinogen hinzugefigt,
nachdem zuvor Plasminogen an VIp15/16 beziehungsweise GIlpQ binden konnte. Die
Westernblot-Analyse zeigte deutlich, dass das an VIp15/16 und GlpQ gebundene Plasmin
Fibrinogen spalten kann. Allerdings zeigte das gebundene Plasmin bei beiden Proteinen
eine vergleichsweise geringere proteolytische Aktivitét als in Untersuchungen mit CspA
und ChiA.35116125 Das BBA70-Protein, welches eine sehr starke Plasminogen-Bindung
aufweist, zeigte wie in friheren Studien eine ausgepragte Fibrinogen-Degradation.!'*
Trotz Optimierung der Versuchsparameter und der Verwendung verschiedener Chargen
von UPA und Plasminogen zeigte sich eine partielle Degradation der a-Kette des
Fibrinogens in den Reaktionsansatzen mit Vspl und BSA sowie in den Kontrollen, in
welchen TXA hinzugefugt 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
vaskuldren Basalmembran und Komponenten der extrazelluldren Matrix zu degradieren,
um in tiefere Gewebsschichten vorzudringen, wie es bereits fur B. burgdorferi
beschrieben wurde.*?® Insbesondere die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie,
die eine Bindung von Plasminogen an B. miyamotoi bestatigte, (siehe Abbildung 3.13)
untermauern diese Annahme. Folglich ware auch eine Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke durch B. miyamotoi denkbar, was bei der Entstehung einer Meningoenzephalitis

zum Tragen kommen kénnte, wie sie bereits beschrieben wurden.*42
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In der Zusammenschau der erhobenen Ergebnisse zeigt sich, dass es sich bei VIp15/16
und GIpQ um zwei neu-identifizierte Plasminogen-bindende Proteine handelt, die sich
jedoch in ihrer Eigenschaft, Plasminogen zu binden, voneinander unterscheiden (siehe
Abschnitt 3.4). Daruber 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 Zelloberflache 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. 127128 Eiir Borrelien stellt die Akquisition solcher Proteasen wie
Plasminogen aus dem Serum des Wirts einen effektiven Mechanismus der Immunevasion
dar.36:1921% Dapei kénnen Plasminogen-bindende Proteine in zwei Gruppen unterteilt
werden. Erstere Gruppe umfasst Proteine, welche in der duReren Membran der Zelle
verankert sind und daher direkten Kontakt zur extrazelluldaren Umgebung haben. In die
zweite Gruppe fallen mikrobielle Proteine, welche vornehmlich im Zytoplasma und /oder
Periplasma verbleiben.’?® Zur Gruppe der membranstindigen Proteine gehéren
beispielsweise CbiA von B. miyamotoi®®, BBA70, CspA, OspA und OspC der Lyme-
Borrelien'!4116125126129 " Ty 1 Fimbrien von E. coli und Salmonella enterica serovar
typhimurium®??, das PE-Protein von H. influenzae'®® oder Pral von C. albicans'?’.
Proteinen der zweiten Gruppe Gben multiple Funktionen inner- oder auRerhalb der Zelle
aus, weshalb sie auch als ,,moonlighting proteins* bezeichnet werden.'3%3! Hierzu zahlen
beispielweise Enolase, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase,  Fructose-1,6-
bisphosphatase, DanK, sowie der Elongations-Faktor Ef-Tu verschiedener
humanpathogener Bakterien.'?8132 VIp15/16 lieRe sich demnach als membranstandiges
Protein der ersten Gruppe zuordnen, wéhrend GlpQ, welches an der Spaltung von
Glycerol beteiligt ist, als potentielles ,,moonlighting protein® in die zweite Gruppe
einzuordnen ware. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass GIpQ
von E. coli, Treponema pallidum und Borrelia hermsii vermutlich im Periplasma
vorkommt und an der AulRenseite der Innenmembran beziehungsweise an der Innenseite
der AulRenmembran verankert ist und potentiell nicht mit Plasminogen in Kontakt
kommt.”>73’® Demgegeniiber wird GIpQ von H. influenzae auf der AuRenflache
exponiert.”*133 Es ist allerdings bekannt, dass intrazellulire ,,moonlighting“-Proteine
auch auf der AulRenmembran zahlreicher Bakterien vorkommen kénnen, wie z. B.
Enolase, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Fructose-1,6-bisphosphatase und

der Elongations-Faktor Ef-Tu.**42 F{ir B. miyamotoi ist die Lokalisation von GlpQ nicht
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voll umfanglich geklart und bedarf weiterer Untersuchungen. Diese kdnnten dartber
Aufschluss liefern, ob GIpQ auch bei B. miyamotoi auf der AuBenmembran exponiert
wird. In diesem Fall wiirde die Funktion von GIpQ als Plasminogen-bindendes Protein
im Kontext der Degradation extrazellularer 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 VIp15/16 und GIpQ aus B. miyamotoi
hinsichtlich ihrer Eigenschaft, mit Plasminogen zu interagieren, charakterisiert.

Da einige Falle von ZNS-Beteiligungen bei B. miyamotoi-Infektionen berichtet wurden,
ist anzunehmen, dass diese Borrelienspezies tber molekulare Mechanismen zur
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke verfiigt. Eine solche Strategie kénnte die Bindung
wirtseigener Proteasen wie z.B. Plasminogen sein, um Komponenten der extrazellularen

Matrix zu degradieren und dadurch die Dissemination des Erregers zu erleichtern.

Wahrend Vmps, zu welchen auch VIp15/16 gehort, als membranstandige Proteine durch
Variation der antigenen Oberflachenmatrix zur Immunevasion des Erregers beitragen, ist
GIpQ bei der Hydrolyse von Phospholipiden in den Zellstoffwechsel eingebunden. Trotz
dieser unterschiedlichen Funktionen, die den beiden Proteinen zukommen, binden beide
Molekiile Plasminogen. Die Eigenschaften dieser Interaktion wurden in dieser Arbeit im
Detail untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass VIp15/16 und GIpQ Plasminogen
konzentrationsabhdngig binden und die Dissoziationskonstanten (VIp15/16:
Kq¢ =354 nM % 62 nM; GIpQ: K¢ =413 nM £ 72 nM) flr beide Proteine im Bereich der
Serumkonzentration von 2 uM liegen. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass den
beiden Proteinen unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen, Plasminogen zu
binden. Wahrend die erhobenen Daten fiir VIp15/16 darauf hindeuten, dass Lysin-Reste
essenziell fur die Interaktion sind, scheinen bei GIpQ ionische Wechselwirkungen von

Bedeutung zu sein.

Um die Beteiligung von C-terminal lokalisierten Lysin-Resten fur die Plasminogen-
Bindung von GIpQ nachzuweisen, wurden Varianten mit einzelnen Lysin-Substitutionen
an zwei unterschiedlichen Positionen (333 und 334) sowie eine Variante mit einer
Zweifach-Substitution (GIpQ-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 VIp15/16 beziehungsweise GIlpQ
gebundene Plasminogen zu Plasmin aktiviert werden konnte und dartiber hinaus dazu in

der Lage war, das physiologische Substrat Fibrinogen zu degradieren.
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Abschlielend wurde die Plasminogen-Bindung an nativen B. miyamotoi-Zellen mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen VIp15/16 und GlpQ als Plasminogen-bindende
Proteine aus, mit deren Hilfe B. miyamotoi befahigt ist, Komponenten der extrazellularen

Matrix zu degradieren und somit prinzipiell zur Dissemination des Erregers beizutragen.
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5.2 Summary
In this study, VIp15/16 and GIpQ 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 VIp15/16 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
VIp15/16 and GIpQ bound plasminogen in a concentration-dependent manner
and that the dissociation constants (VIp15/16: Kg = 354 nM + 62 nM; GIpQ:
Kd =413 nM £ 72 nM) for both proteins were in the range of 2 uM 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 VIp15/16
are essential for plasminogen binding, ionic interactions appeared to play a role for the

interaction plasminogen with GIpQ.

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 VIp15/16 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 VIp15/16 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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Interaction between Borrelia
miyamotoi variable major
proteinsVIp15/16 and VIp18

with plasminogen and complement

Frederik L. Schmidt>, Valerie Surth:>, Tim K. Berg®?, Yi-Pin Lin%*3, Joppe W. Hovius* &
Peter Kraiczy"’

Borrelia miyamotoi, a relapsing fever spirochete transmitted by Ixodid ticks causes B. miyamotoi
disease (BMD).To evade the human host’s immune response, relapsing fever borreliae, including B.
miyamotoi, produce distinct variable major proteins. Here, we investigated Vsp1, VIp15/16, and VIp18
all of which are currently being evaluated as antigens for the serodiagnosis of BMD.Comparative
analyses identified VIp15/16 but not Vspl and VIp18 as a plasminogen-interacting protein of B.
miyamotoi. Furthermore, VIp15/16 bound plasminogen in a dose-dependent fashion with high affinity.
Binding of plasminogen to VIp15/16 was significantly inhibited by the lysine analog tranexamic acid
suggesting that the protein—protein interaction is mediated by lysine residues. By contrast, ionic
strength did nothave an effect on binding of plasminogen to VIp15/16.Of relevance, plasminogen
bound to the borrelial protein cleaved the chromogenic substrate S-2251 upon conversion by
urokinase-type plasminogen activator (UPa), demonstrating it retained its physiological activity.
Interestingly, further analyses revealed a complement inhibitory activity of VIp15/16 and VIp18 on the
alternative pathway by a Factor H-independent mechanism. More importantly, both borrelial proteins
protect serum sensitive Borrelia garinii cells from complement-mediated lysis suggesting multiple
roles of these two variable major proteins inimmune evasion of B. miyamotoi.

Borrelia (B.) miyamotoi is a vector-borne human pathogenic spirochete transmitted by ixodid ticks and causes
the so-called hard tick-borne relapsing fever (HTBRF) or B. miyamotoi disease (BMD)'-*. Initially isolated
from Ixodes persulcatus in Hokkaido®, B. miyamotoi has also been detected in other Ixodes (1) species such as
I ricinus, I. persulcatus, I. scapularis, and I. pacificus*-*. These ticks also carry other tick-borne pathogens, includ-
ing, but not limited to Lyme Disease (LD) spirochetes, Anaplasma phagocytophilum, and Babesia microti, raising
a concern of multiple tick-borne pathogens that can be transmitted next to or simultaneously with B. miyamo-
toi’. Upon infection, B. miyamotoi may hematogenously spread to distant tissues and causes acute high-grade
fever accompanied with headache, fatigue, myalgia, arthralgia, chills, and nausea'*-"*. Compared to relapsing
fever caused by B. duttonii, the soft ticks-transmitted relapsing fever, B. miyamotoi infection only occasionally
triggers numerous episodes of recurrent high fever'®!#-'5, In addition, a detailed comparative sequence analyses
revealed that B. miyamotoi identified in ticks collected from an individual region exhibit a very low sequence
variability. In contrast, sequences obtained from ticks collected from different geographical regions with distinct
Ixodes tick species as vectors showed considerable diversity, allowing the classification of B. miyamotoi into at
least three separate clades®!*-%3.

Multiple episodes of recurrent high fever, the hallmark presentation of relapsing fever, are thought to be
caused by the humoral immune responses to spirochete surface antigens?, the decrease and resurgence of Borrelia
populations, including B. miyamotoi, producing antigenically variant surface proteins'"?*-*". This system consists
of polymorphic genes encoding for immunodominant variable major proteins (Vmps), which are dispersed as
silent promoter-less vmp gene cassettes on archival linear plasmids®*®. By a nonreciprocal gene transfer of a
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silent vimp cassette into the single vmp expression site, antigenically diverse Vmps are sequentially produced by a
single bacterial cell. Based on the molecular mass, Vmps are devided into two families: the variable small proteins
(Vsp) of ~ 20 kDa and variable large proteins (Vlp) of ~40 kDa whereas at least 19 vsp and vlp sequences have
been identified in B. miyamotoi LB-2001 of which six encode for a full signal peptide, and 38 vip as well as 10
vsp genes have been identified in strain Izh-4?3?. A recent study investigating the role of Vmp’s in B. miyamotoi
pathogenesis demonstrated that anti-Vsp1 IgG antibodies were able to efficiently eliminated Vsp1 producing
spirochetes by a complement-dependent mechanism from the bloodstream of C3H/HeN mice?. Moreover, this
study also revealed that patients elicited robust antibody responses to several Vmps including Vsp1, Vlp15/16,
and VIp18 suggesting that the humoral immune response, even transiently, can induce clearance of the infection.
Interestingly, Vmps of B. hermsii bind to extracellular-matrix glycosaminoglycans (GAGs) such as heparin and
chondroitin sulfate’®?, and thus appear to be associated with spirochete adhesion.

In addition to humoral immune responses, other host systems are exploited by RF borreliae to promote
dissemination®**'. One of these systems is the fibrinolytic pathway, which requires the presence of plasminogen.
Previously, it was suspected that recruitment of host-derived plasminogen is a potential strategy for Borrelia
invasion and may facilitate spirochete’s dissemination and migration into extravascular tissues by utilizing
the proteolytic activity of plasmin®*>-*%. Plasminogen is synthesized in the liver as an inactive proenzyme and
circulates in the bloodstream (~ 2.4 M) and many extravascular fluids. This protein consists of a N-terminal
pre-activation peptide, five lysine-binding, disulfide-bonded kringle domains (K1-K5) and a C-terminal ser-
ine protease domain®. Proteolytic cleavage of plasminogen by urokinase-type plasminogen activator (uPA) or
endogenous tissue-type plasminogen activator (tPA) results in the conversion of this protein to its active version,
plasmin®*. Owing to its broad substrate specificity, plasmin also degrades many components of the extracellular
matrix, matrix metalloproteases and complement components.

Another host system that RF borreliae modulate is complement, the first line of host immune defence®®°.
Like a well-organized network consisting of membrane-bound and fluid-phase molecules, this system is tightly
controlled by diverse regulators and inhibitors to avoid destruction of host cells. The complement cascade can be
activated by three distinct routes, the alternative (AP), the classical (CP), and the lectin pathway (LP). Independ-
ent of the route of activation, highly reactive C3b molecules affixed to the microbial surface are generated by the
so-called C3 convertases to flag and prepare invading microorganisms for opsonophagocytosis. Upon progres-
sion, binding of C3b to the C3 convertases of the AP or CP/LP result in the formation of the C5 convertases
that cleave C5 into C5b and C5a. C5b attached to the foreign surface initiates the terminal sequence in which
C6, C7, C8, and several molecules of C9 are assembled together to form the C5b-9 complex or membrane attack
complex (MAC). Concerning regulation of the AP, Factor H (FH) plays a crucial role to prevent excessive and
an uncontrolled complement activation on self surfaces***!. By serving as cofactor for Factor I (FI), FH either
inactivates surface-bound C3b or accelerate the dissociation of the C3 convertase of the AP from the foreign
surface (decay-accelerating activity) and thereby completely terminate all down streaming activation processes.
As a cofactor for FH and the C4b binding protein, FI controls all three pathways due to its proteolytic cleavage
activity to C3b and C4b.

A sophisticated strategy developed by RF borreliae, including B. miyamotoi, to escape complement and
fibrinolytic pathway is to produce several outer surface proteins that bind to complement inhibitors or
plasminogen*-*’. Such binding down-regulates complement-mediated killing and activates plasminogen-
mediated ECM component degradation, which is thought to confer efficient dissemination. In light of the
severe manifestations caused by B. miyamotoi in some patients and the tropism to neural tissues, we aimed at
investigating the molecular mechanism utilized by B. miyamotoi to traverse endothelial barriers to reach deeper
tissues by interacting with host-derived plasminogen. In this study, we aimed to functionally characterize Vsp1,
VIp15/16, and VIp18 of B. miyamotoi concerning their potential to bind to host plasminogen and to display
complement-inhibitory activities.

Results

Identification of potential plasminogen-binding proteins of B. miyamotoi HT31. CbiA has pre-
viously been identified as a multifunctional outer surface protein of B. miyamotoi HT31 exhibiting complement
and plasminogen binding properties and thereby promoting resistance to complement-mediated killing and
enabling spirochetes to degrade extracellular matrix proteins**#¢. In the present study, we set out to examine if
there are additional plasminogen-binding proteins of B. miyamotoi by selecting three variable major proteins
including Vsp1, VIp15/16, and VIp18 previously evaluated as promising candidates for the serodiagnosis of
BMDZ* due to their structural relatedness to OspC of B. burgdorferi known to bind plasminogen™.

Initially, binding of plasminogen to Vspl, Vlp15/16, and Vlp18 was assessed by ELISA. In addition, three
proteins previously identified as plasminogen-interacting molecules were used as positive controls namely CbiA
of B. miyamotoi HT31 as well as CspA and BBA70 of B. burgdorferi LW2°5! while bovine serum albumin
(BSA) served as negative control. To detect binding of plasminogen, purified His,-tagged borrelial proteins were
immobilized on microtiter plates (5 ug/ml each) and the protein-protein interaction was then assessed by using
a polyclonal anti-plasminogen antibody. As shown in Fig. 1A, VIp15/16 as well as the borrelial control proteins
CbiA, CspA, and BBA70 significantly bound plasminogen by ELISA. In contrastVsp1, Vlp18, and BSA did not
bind to the host protein. Additional analysis disclosed a dose-dependent binding of VIp15/16 to plasminogen
whereby the interactions revealed a strong affinity in the nanomolar range with a calculated dissociation constant
of K;=354 nM (+ 62 nM) (Fig. 1B).

Influence of ionic strength on the binding of plasminogen to VIp15/16. Having demonstrated
binding of VIp15/16 to plasminogen, we sought to characterize the nature of the protein-protein interaction
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Figure 1. Identification of plasminogen-binding proteins in B. miyamotoi. (A) Binding of plasminogen

to recombinant proteins by ELISA. VIp15/16, Vlp18, Vsp1, CbiA, CspA, BBA70, and BSA (5 pg/ml each)
immobilized were incubated with 10 pg/ml plasminogen. Bound plasminogen was detected using a polyclonal
antibody. (B) Dose-dependent binding of plasminogen to Vlp15/16. VIp15/16 (5 ug/ml) were immobilized

and incubated with increasing concentrations of plasminogen. Binding curve and dissociation constant were
approximated via non-linear regression, using a one-site, specific binding model using GraphPad Prism version
7. Data represent means and standard deviation of at least three different experiments, each conducted in
triplicate. ****p <0.0001, n.s., no statistical significance, one-way ANOVA with post-hoc Bonferroni multiple
comparison test (confidence interval =95%).

in more depth. To this end, an ELISA with NaBr was conducted known to adversely affect electro-static inter-
actions between interacting proteins™. Vlp15/16, Vsp1 (negative control), and BBA70 (positive control) were
immobilized and subsequently incubated with a mixture containing plasminogen and increasing concentrations
of NaBr. Of note, NaBr was used instead of NaCl because chloride anions are known to alter the conformation
of plasminogen® and thus, may influence the accessibility of plasminogen to a potential ligand. Binding of plas-
minogen to VIp15/16 remained completely unaffected even at the highest concentration applied (1 M) (Fig. 2).
As expected, increasing concentrations of NaBr affected the BBA70-plasminogen interaction® but did not influ-
enced the interaction of Vsp1 with plasminogen. These findings suggested that electrostatic forces do not play a
role in the nature of the interaction of Vlp15/16 to plasminogen.

Roles of lysine residue for the binding of plasminogen to VIp15/16. To further assess the involve-
ment of lysine residues in the interaction of plasminogen with VIp15/16, additional binding assays were
performed by using tranexamic acid as a lysine analog™. Lysine-binding sites located within the five kringle
domains, in particular kringle domain 1, are mainly involved in the interaction of plasminogen with compo-
nents of the ECM, host proteins and receptors as well as diverse bacterial proteins™**. VIp15/16, Vsp1, and
BBA70 were incubated with plasminogen dissolved in increasing concentrations of tranexamic acid and binding
was detected using a specific anti-plasminogen antibody. Concerning the VIp15/16-plasminongen interaction,
increasing concentrations of tranexamic acid significantly reduced the binding of the host protein in a dose-
dependent manner, suggesting that lysine residues mediate binding of plasminogen to VIp15/16 (Fig. 3A). As
previously shown, binding of BBA70 to plasminogen was readily affected in the presence of merely 0.1 mM
tranexamic acid (Fig. 3B)*'. As expected, the absorbance values did not change when Vspl1 as an additional
protein was employed (Fig. 3C).

Plasminogen bound to VIp15/16 is converted to plasmin. Plasminogen, an active precursor of the
serine protease plasmin, circulate in human blood as and is activated by tissue-type (tPA) or urokinase-type
plasminogen activator (uPA)*. Independent from the activator, the cleavage site of plasminogen bound to a
ligand (e.g. fibrinogen or a protein of bacterial origin) needs to be accessible to maintain its proteolytic func-
tion as serine protease. To demonstrate whether plasminogen bound to VIp15/16 and BBA70 is converted to
plasmin, proteins were first immobilized to microtiter plates. As negative control proteins, Vspl and BSA were
also included. Following incubation with plasminogen, uPA was added to the reactions together with the plas-
min-specific chromogenic substrate D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilide dihydrochloride (S-2251) and cleavage of the
molecule was monitored for a period of 24 h. As demonstrated in Fig. 4A, reactions with purified plasminogen
revealed a strong proteolytic activity to S-2251 after conversion of plasminogen to plasmin in the presence of
uPA, while no cleavage occurred when uPA was omitted from the reaction mixture. Furthermore, degradation
of §-2251 was also detected when plasminogen was bound to VIp15/16 indicating that bound plasminogen
was converted to plasmin (Fig. 4B). By employing BBA70, known to exhibit a strong affinity to plasminogen, a
clear signal was monitored after 24 h of incubation (Fig. 4C). In contrast, additional control reactions contain-
ing Vsp1 did not result in degradation of the chromogenic substrate (Fig. 4D). As expected, no cleavage of the
chromogenic substrate was observed in the presence of tranexamic acid (preventing binding to plasminogen) or
when plasminogen or uPA were omitted from the reactions. These findings indicate that plasminogen is readily
accessible to uPA and converted to active plasmin upon binding to VIp15/16 and BBA70.
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Figure 2. Influence of plasminogen binding by ionic strength. To determine influence of ionic strength on the
plasminogen binding, Vlp15/16, BBA70 (positive control), and Vsp1 (negative control) (5 ug/ml each) were
immobilized and incubated with plasminogen in the presence of increasing concentrations of NaBr. Bound
plasminogen was detected using a polyclonal antibody (1:1000). Data represent means and standard deviation
of at least three independent experiments, each conducted in triplicate. ****p <0.0001, one-way ANOVA with
post-hoc Bonferroni multiple comparison test (confidence interval =95%). n.s., no statistical significance.

VIp15/16 and Vlp18 of B. miyamotoi inhibit activation of the alternative pathway by a FH-inde-
pendent mechanism. Diverse bacterial plasminogen-binding proteins as well as plasmin(ogen) play a role
in inactivating complement™*"*7*%, We thus aimed to examine the ability of all three variable major proteins
(Vlp15/16, Vlp18, and Vspl) in inhibiting the activation of complement cascades. Microtiter plates prepared
with either IgM, mannan or LPS for initiating activation of the CP, LP, and AP, respectively, were incubated
with the respective purified proteins previously treated with NHS. These proteins included VIp15/16 as well as
the C-terminal fragment of BBK32 (BBK32-205) and CspA from B. burgdorferi as the control proteins for the
CP and AP, respectively (Fig. 5). Following incubation with the NHS-treated reactions, the generation of the
MAC was measured by applying a neoepitope-specific antibody as described previously™. As shown in Fig. 5A,
among the borrelial proteins investigated, only VIp18 inhibited the CP to some extent while none of the three B.
miyamotoi proteins affected activation of the LP (Fig. 5B). Concerning the AP, VIp15/16 and VIp18 significantly
inhibited activation of this pathway similar to CspA in a dose-dependent manner (Fig. 5C,D). However, Vspl
appeared to slightly affected activation of the AP. BSA used as an additional control did not influence comple-
ment activation to at least 2 uM. These findings indicate that Vmp s are able to interact with complement in
different ways by influencing activation of the CP to some extent (VIp18) or strongly affected the AP (VIp15/16
and VIp18).

Having demonstrated AP inactivation capacity of VIp15/16 and VIp18, we next assessed binding of FH, C3b,
and Factor B (FB) to these B. miyamotoi proteins. CspA was used as a control protein known to be the key FH-
binding protein of B. burgdorferi® and as a further control, CbiA was utilized known to bind C3b**. Microtiter
plates were coated with the purified proteins and binding of FH, C3b, C5, and FB was detected by specific poly-
clonal antibodies. Except CspA, none of the proteins analysed bound to the key regulator of the AP (Fig. 5E) as
well as C3b, C5, and FB (Fig. 5EG,H) indicating that Vlp15/16 and VIp18 neither terminate AP activation by
a FH dependent mechanism nor by direct binding to the central component C3b. To assess the functional role
of Vlp15/16 and VIp18 for serum resistance of B. miyamotoi, a serum bactericidal assay with serum sensitive B.
garinii cells as surrogate were conducted. As depicted in Fig. 51, both proteins protected spirochetes from bacte-
riolysis to up to 45% compared to cells treated with 50% NHS. Complement inhibition was observed when CspA
was assayed under the same conditions and incubation with heat-inactivated NHS did not influence viability of
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Figure 3. Involvement of lysine residues in the interaction of VIp15/16 with plasminogen. To determine
involvement of lysine residues increasing concentrations of the lysine analog tranexamic acid (TXA), Vlp15/16,
BBA70, and Vsp1 (5 ug/ml each) were immobilized and incubated with plasminogen in the presence of
increasing concentrations of tranexamic acid. Bound plasminogen was detected by a polyclonal antibody
(1:1000). Three independent experiments were conducted in triplicate and graphs represent means+ SEM.
*p<0.033; *p<0.002; ***p <0.0002; ****p <0.0001; n.s., no statistical significance, one-way ANOVA with post-
hoc Bonferroni multiple comparison test (confidence interval =95%).

the spirochetes over the whole incubation period. Complement was still active when NHS was pre-incubated
with 4 uM of BSA or with Tris/HCI as buffer control indicating that complement activation was attenuated by
Vlp15/16 and V1p18, respectively.

Discussion

In this study, we identified Vlp15/16 as a novel ligand for the host-derived serine protease plasminogen. Our
functional characterization revealed, that Vlp15/16 displayed a strong affinity for plasminogen and that the nature
of the interaction is partially mediated by lysine residues but not influenced by ionic strength. Furthermore,
plasminogen bound to VIp15/16 was converted to active plasmin in the presence of uPA®". Moreover, our com-
parative analysis also discloses that Vlp15/16 and VIp18 exhibit complement inhibitory capacity on the CP and
AP. In summary, the plasminogen binding properties of VIp15/16 as well as the complement inhibitory activity
of Vlp15/16 and VIp18 associated with their immune evasion properties may enable B. miyamotoi to overcome
innate as well as adaptive immunity and may promote spirochetes dissemination.

A common strategy of invading pathogens to combat and evade host responses is to camouflage themselves
with potent proteolytic enzymes, regulators, and inhibitors continuously circulating in the blood often as inac-
tive precursors or zymogens®"***2. Moreover, the recruitment of host-derived proteases such as plasminogen
endows pathogens lacking such powerful enzymes with a broad-spectrum proteolytic activity (e.g. Borrelia spe-
cies) and may increase the invasiveness of those bacteria that are categorically equipped with diverse proteases
(e.g. Candida albicans, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes)®>-5°. Generally, plasminogen-binding pro-
teins can be grouped into two main categories: first, proteins which are anchored in the outer membrane and
exposed to the external environment and second, molecules that reside in the cytoplasm or periplasm®. Here,
we identified an additional plasminogen-interacting protein of B. miyamotoi, Vlp15/16, which can be grouped
as a typical category 1 outer surface protein exhibiting crucial function in immune evasion (Fig. 1). Independent
of their localization (cellular or membrane-associated) bacterial proteins characterized so far display, which a
strong affinity to plasminogen, e.g. CbiA (347 nM) of B. miyamotoi, enolase (23 nM) and BBA70 (125 nM) of B.

ScientificReports|

(2021) 11:4964 | https://doi.org/10.1038/s41598-021-84533-x

nature portfolio

-94 -



www.nature.com/scientificreports/

A

Absorbance at 405 nm

1.54

Plg Vip15/16

—— +uPA
- -uPA

- +Plg

0.34

- -Plg
0.24 —— -uPA

0.1+

Absorbance at 405 nm

(9]

Absorbance at 405 nm

1'0 20 0 1'0 20
Time [h] Time [h]

BBA70 D Vsp1

—- +Plg
- +TXA
— -Plg
—— -uPA

- +Plg
+TXA
— -Plg

t

0.44 —— - uPA

Absorbance at 405 nm

seseseesens

eeotd

o
o

10 20 10 20
Time [h] Time [h]

o

Figure 4. Plasminogen is converted to plasmin by uPA when bound to VIp15/16. Microtiter plates were either
coated with 5 pug/ml of plasminogen (Plg) (A) or with 5 pg/ml of purified V1p15/16 (B), BBA70 (C) or Vsp1
(D). The plasminogen-coated wells were then incubated with (filled circle) or without uPA (filled square). The
immobilized borrelial proteins were subsequently incubated with 10 ug/ml plasminogen. Following incubation
uPA and the chromogenic substrate D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilide dihydrochloride (S-2251) was added (filled
circle). Control reactions included 50 mM of the lysine analog tranexamic acid (T) (filled square) or omitted
plasminogen (filled triangle) or uPA (filled inverted triangle), respectively. Microtiter plates were incubated

at RT for 24 h and absorbance at 405 nm was measured at 30 min intervals. At least three independent
experiments were conducted, each in triplicate. Data shown are from a representative experiment.

burgdorferi; CipA (36 nM) and Ef-Tu (57 nM) of Acinetobacter baumannii; enolase (360 nM) of Mycobacterium
tuberculosis*®>"56-6,

In nature, the interaction of plasmin is mediated via the lysine-binding sites within the kringle domains
K1, K2, K4, and K5, lysine and/or arginine residues in the respective ligand, e.g. fibrin*”* or diverse bacterial
proteins*®*'#76573-77 Egpecially, C-terminal lysine residues or lysine-rich motifs have been identified as essential
determinants for the plasminogen-protein interaction as previously demonstrated for enolase of S. pneumoniae,
CipA of A. baumannii, ErpP and BBA70 of B. burgdorferi®"*7757¢, The VIp15/16 protein contains a single lysine
residue at the C-terminus and several clusters of lysines all of which are randomly distributed over the whole
molecule as also shown among VIp15/16 orthologs of B. miyamotoi (Supplementary Figs. 1 and 2). However,
substitution of the C-terminal lysine residues by alanine using in vitro mutagenesis was unsuccessful, thus we
did not further narrow down the structural determinants responsible for the Vlp15/16-plasminogen interac-
tion. The lysine analog tranexamic acid was initially used to identify the high affinity binding sites in the five
kringle domains of plasminogen’. As mentioned, our analyses support the notion that lysine residues are more
relevant for the VIp15/16-plasminogen interaction as previously shown for BBA70 (Fig. 3). Such an impact of
tranexamic acid on the interaction with plasminogen has previously been observed for CspA of B. burgdorferi
as well as for HepA of B. recurrentis and BACRASP-1 of B. hermsii***>7". The noticeable effect of tranexamic acid
revealed that the interaction of plasminogen with VIp15/16 is preferentially mediated by lysine residues rather
than other factors, e.g. electrostatic forces. As clearly shown, NaBr had a negligible effect on VIp15/16 binding
even at the highest concentration utilized (1.0 M) (Fig. 2). These findings indicate that binding of plasminogen
to VIp15/16 depends on hydrophobic interaction as also demonstrated for the Lpp protein of Escherichia coli,
CbiA of B. miyamotoi, and BBA70 of B. burgdorferi***'7® or complement regulator C4BP™.

Accessibility of plasminogen to the plasminogen activators uPA or tPA is a prerequisite for the conversion
to proteolytic active plasmin. Here we demonstrated that plasmin promotes degradation of the chromogenic
substrate D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilide dihydrochloride (S-2251) upon binding to Vlp15/16 in the presence of
uPA (Fig. 4). Furthermore, cleavage of the chromogenic substrate was either completely or at nearly abrogated
in control reactions in which uPA was omitted or when tranexamic acid was added suggesting that plasminogen
bound to its ligands is fully accessible.

Pathogenic bacteria developed numerous artful strategies to escape from recognition and elimination by the
human complement system*”*"**. Here we show that both, Vlp15/16 and VIp18 inhibited the AP, and VIp18 also
affected the CP to some extent. Unexpectedly, activation of the AP was inhibited by both Vmp s independently
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from the interaction with complement regulator FH known to be a common immune evasion mechanism utilized
by diverse bacteria including LD borreliae and relapsing fever spirochetes (Fig. 5D,E)''#°. S. aureus has developed
a sophisticated strategy to inhibited AP activation. At least four bacterial proteins from S. aureus including Efb,
Ehp, Sbi, and SCIN have previously been described to interact with either the C3b thioester domain (TED)
[Efb, Ecb (also known as Ehp), and Sbi] or the C3 convertases of the AP and CP (SCIN) and thereby efficiently
counteract the bactericidal effects of complement®-**. Our findings suggest that VIp15/16 and VIp18 might
strike similar targets to combat AP activation like the staphylococcal protein SCIN®! as both molecules did not
interact with C3b, C5 or FB (Fig. 5EG,H). Additional analyses revealed that plasminogen bound to VIp15/16
did not recruit C3b, C3, C5 or FB as a potential mechanism to target complement (Supplementary Fig. 3). Thus,
further studies are required to disclose whether Vmp 's (Vlp15/16) of B. miyamotoi as well as other RF borreliae
inhibit the complement cascade at the level of C3 activation and amplification by affecting the formation of the
C3 convertase. The data presented herein also revealed that purified VIp15/16 and VIp18 are able to protect serum
sensitive B. garinii cells from complement-mediated lysis by up to 45% (Fig. 5I) indicating that both proteins
participate in serum resistance and play a role in immune evasion of B. miyamotoi. Furthermore, a recent study
showed that a vimp-deficient relapsing fever borreliae triggered bacteraemia in SCID mice at levels 28-fold lower
than the parental wild-type spirochete®. This result raises a possibility that Vmp contributes to spirochete survival
in the host bloodstream by evading a response independent of adaptive immunity, which is, in fact, supported
by our finding of complement evasion and plasminogen binding conferred by this protein.

In summary, we here describe additional roles of variable major proteins Vlp15/16 and Vlp18 involved in
immune evasion. Overall, elucidating the complex interplay of these multifactorial proteins in vivo will certainly
proof to be an important step towards understanding the pathogenic processes triggered by the relapsing fever
spirochete B. miyamotoi.

Material and methods

Bacterial strains and culture conditions. B. miyamotoi HT31 was cultivated at 33 °C in a modified
Kelly-Pettenkofer medium supplemented with 40% fetal calf serum as previously described®. B. garinii G1
was cultured until mid-exponential phase (5x 107 cells per ml) at 33 °C in Barbour-Stoenner-Kelly (BSK-H)
medium (Bio&SELL, Feucht, Germany). For production of hexahistidine (His,)-tagged proteins, Escherichia
(E.) coli BL21 (DE3) cells (New England Biolabs, Frankfurt, Germany) grown in yeast tryptone (YT) broth at
37 °C were utilized.

Human serum, proteins, and antibodies. Human serum (NHS) was collected from healthy blood
donors as described previously™. Human glu-plasminogen was purchased from Haematologic Technologies
(Essex Junction, VT, USA) and urokinase plasminogen activator (uPA) (Merck, Darmstadt, Germany) were used
for the activation of plasminogen to plasmin. The chromogenic substrate S-2251 (D-Val-Leu-Lys p-nitroanilide
dihydrochloride) were from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Factor H, Factor B, C3b, and C5 were pur-
chased from Complement Technology (Tyler, TX, USA). Polyclonal anti-plasminogen antibody was purchased
from Acris Antibodies (Herford, Germany), and the monoclonal anti-plasminogen antibody (clone 10-V-1) was
from Calbiochem, Merck, Darmstadt, Germany). The polyclonal anti-FH and anti-C3 antibody were obtained
from Merck Biosciences (Bad Soden, Germany) and the polyclonal anti-C5, anti-Factor B antibody as well as
the neoepitope-specific monoclonal anti-C5b-9 antibody was from Quidel (San Diego, CA, USA). The mouse
anti-His antiserum was obtained from Novagen (Merck Darmstadt, Germany) and Qiagen (Hilden, Germany)
and the horseradish peroxidase (HRP)-conjugated immunoglobulins were purchased from Dako (Hamburg,
Germany).

Generation of Hisg-tagged proteins. The generation of His,-tagged CspA and BBA70 from B. burgdor-
feri LW2 as well as CbiA from B. miyamotoi HT31, and the cloning of the Vsp1, Vlp15/16, and VIp18 encoding
genes of B. miyamotoi HT31 has been previously described””**#%°>! To generate recombinant proteins carrying
the identical hexahistidine tag at the N-terminus, the Vsp1, VIp15/16, and VIp18, respectively, encoding genes
without the N-terminal signal sequence were re-cloned into pQE-30 Xa (Supplementary Table 1). For control
purposes, a variant of the BBK32 protein encompassing amino acids 205 to 354 required for binding of comple-
ment Clr to maintain its inhibitory activity on the CP* was also constructed. First, a DNA fragment encoding
amino acid residues 21 to 354 of BBK32 of B. burgdorferi B31 was PCR-amplified from the pMalc-BBK32 vec-
tor using oligonucleotides BBK32 Bam_FP and BBK32 Hind_RP (Supplementary Table 1). After digestion, the
DNA fragment was sub-cloned into pQE-30 Xa. To generate a truncated variant of BBK32, the generating vector
PQE-BBK32 was used as template for amplifying a DNA fragment encoding residues 205 to 354 using oligonu-
cleotides BBK32-205 BamHI and BBK32 Hind_RP. DNA fragments digested were then sub-cloned into pQE-30
Xa. Plasmids from selected clones were then purified and sequenced to ensure that the genes are cloned in frame
and no random mutations have been introduced. The production of recombinant proteins in E. coli BL21(DE3)
and their purification by affinity chromatography have previously been described*.

SDS-PAGE, Western blotting, and silver staining. For separation of purified proteins, 10% Tris/Tri-
cine SDS gels have been used*®. Visualization of recombinant proteins by Western blotting applying anti-His
antibodies and silver staining (Supplementary Fig. 4) were performed as described previously*.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). To assess binding of plasminogen or FH, 96-well
microtiter plates (MaxiSorp, Nunc) were coated with recombinant proteins or BSA (5 ug/ml) in 100 pl PBS at
4 °C overnight with gentle agitation as described recently***’. Briefly, following blocking 100 pl plasminogen
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«Figure 5. VIp15/16 and VIp18 inhibit complement activation independently from binding to FH and protect
serum sensitive B. garinii from complement-mediated lysis. Assessment of the inhibitory capacity of Vmp’s on
complement activation by an ELISA-based assay. Microtiter plates immobilized with IgM (CP) (A), mannan
(LP) (B), and LPS (AP) (C) were incubated with NHS pre-incubated with the purified proteins or BSA (10 pg
each). Formation of the MAC was detected by a monoclonal anti-C5b-9 antibody. Dose-dependent inactivation
of the AP (D). Microtiter plates immobilized with LPS and after blocking, wells were incubated with NHS
pre-incubated with increasing concentrations of the borrelial proteins or BSA. Formation of the MAC was
detected by a monoclonal anti-C5b-9 antibody. Binding of recombinant borrelial proteins to FH (E), C3b (F),
C5 (G), and Factor B (FB) (H). Microtiter plates were coated with recombinant proteins, incubated with purified
FH, C3b, and FB, respectively, and antigen-antibody complexes were detected using specific antisera. All
experiments were performed at least three times, with each individual test carried out in triplicate. *p <0.033;
***p <.0002; ****p<0.0001, one-way ANOVA with Bonferroni post-hoc test (confidence interval=95%). n.s.,
no statistical significance; NC, negative control. Protection of serum sensitive B. garinii by VIp15/16 and VIp18
(I). NHS pre-incubated with 4 M of the respective proteins was added to 1x 10% spirochetes and viability and
motility of borrelial cells were determined at 0, 1, 2, 3,4, 5, and 6 h of incubation. At least three independent
experiments were conducted and + SEM were calculated.

(10 ug/ml) or complement components FH, C3b, C5, and FB (5 pg/ml each) were added and the plates were
incubated at room temperature for 1 h. The wells were subsequently washed and incubated for 1 h at room
temperature with a polyclonal antiserum (1:1000) raised against human plasminogen or FH, C3b, C5, and FB
respectively. After incubation with an HRP-conjugated anti-goat antiserum (1:2000), the plates were washed
and developed with o-phenylenediamine (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and the absorbance was read at
490 nm (PowerWave HT, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

To determine dose-dependent binding of plasminogen and to calculate the dissociation constants, VIp15/16,
Vspl, and BBA70 coated to the wells were incubated with increasing amounts of plasminogen (0 to 20 puM).
In the presence of increasing concentrations of the lysine analog tranexamic acid (0 to 50 mM) or NaBr (0 to
1000 mM), plasminogen was added to the wells coated with either VIp15/16, Vsp1 or BBA70 to determine the
role of lysine residues and the effect of ionic strength on plasminogen binding as described previously*.

Plasmin(ogen) activation assay. To analyse conversion of protein-bound plasminogen to active plasmin,
cleavage of the chromogenic substrate D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilide dihydrochloride was assayed as described
previously*!. In brief, microtiter plates coated with 100 ul of His.-tagged proteins or BSA (5 pg/ml each) in
PBS were incubated with 10 pg/ml of glu-plasminogen for 1 h at room temperature. Following three wash steps,
wells were incubated with a reaction mixture containing 50 mM Tris/HC, pH 7.5, 300 mM NaCl, 0.003% Triton
X-100, and 0.3 mg/ml S-2251. Finally, 4 ul of 2.5 pg/ml urokinase plasminogen activator (uPA) were added to
each well to activate protein-bound plasminogen to plasmin. Plates were then sealed and placed in an ELISA
reader and incubated at 37 °C for 24 h. The absorbance was measured every 30 min at 405 nm. Reaction mixtures
containing 50 mM tranexamic acid or in which plasminogen or uPA were omitted served as controls.

Complement inactivation assay. The inhibitory capacity of borrelial proteins on the CP, LP or the AP was
analysed by a microtiter-based approach as described previously™. Briefly, microtiter plates were coated with either
human IgM (30 ng/ml) (Merck, Darmstadt, Germany) for the CP, mannan (1 pg/ml) (Merck, Darmstadt, Germany)
for the LP or LPS (100 ng/ml) (Hycult Biotech, Beutelsbach, Germany), for the AP at 4 °C overnight. Following
blocking, NHS (1% for the CP, 2% for the LP, and 15% for the AP) pre-incubated with His,-tagged proteins (10 ug
each or increasing concentrations thereof) were added to initiate complement activation. Formation of the MAC
was detected by using an anti-C5b-9 antibody (1:500) (Quidel, Athens, USA) and antigen-antibody complexes
were visualized by applying HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulins (1:1000). The reactions were developed
by adding o-phenylenediamine (Merck, Darmstadt, Germany) and measuring the absorbance at 490 nm.

Serum bactericidal assay. Protection from complement-mediated lysis mediated by recombinant pro-
teins was assessed by pre-incubation of 50 ul human serum with 4 uM of either VIp15/16, VIp18, CspA or BSA
for 15 min at 37 °C with gentle agitation. The pre-incubated serum samples were then adjusted to 100 pl with
BSK-H medium. As additional reaction mixtures, native NHS (not pre-treated), heat-inactivated NHS and a
Tris/HCl-buffer control were also included. In parallel, 1 x 10° spirochetes of serum sensitive B. garinii strain G1
were sedimented by centrifugation and resuspended in the pre-treated serum samples as well as the controls.
All reaction mixtures were then incubated for 6 h at 37 °C with gentle agitation. The percentage of motile and
viable cells was determined by dark field microscopy at every hour as described previously*’. Spirochetes in nine
microscopy fields were counted by using Glasstic slides 10 (KOVA International Inc., CA, USA). Each test was
performed three times and + SEM was determined by using GraphPad Prism version 7.

Sequence analysis. Vectors constructed were purified and sequenced by using a commercial sequenc-
ing service (Eurofins Genomics, Germany GmbH, Ebersberg, Germany). For bioinformatic analyses, the CLC
sequence Viewer 8.0 (QITAGEN Aarhus A/S, Denmark) was utilized.

Statistical analysis. The data collected represent means from at least three independent experiments, and
error bars indicate SD. For statistical analyses, one-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison post-
hoc test (95% confidence interval) were conducted by applying GraphPad Prism version 7.
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Ethics statement. Collection of blood samples and consent documents were approved by the ethics com-
mittee at the University Hospital of Frankfurt (control number 160/10 and 222/14), Goethe University of Frank-
furt am Main. All healthy blood donors provided written informed consent in accordance with the Declaration
of Helsinki.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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