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Abklrzungen

Abkirzungen

Die physikalischen und chemischen Einheiten sind $hStandard angegeben. Die
Bezeichnung einzelner Aminosauren erfolgt im DracBstaben-Code. Es werden

Standardabkirzungen fur Chemikalien und Verbindorimmutzt.

A Angstrom (1 A = 100 pm)

Abb. Abbildung

AG Antigen

aHUS atypisches hamolytisch-uramisches Syndrom
AK Antikdrper

ARMD ~Age-related Macula Degeneration*

C1-INH C1 Inhibitor

ca. circa

CEWA ~,Combined ELISA Western blot assay”

CD ,Cluster of Differentiation”

CHIPS »,Chemotaxis inhibitory protein &taphylococcus aurets
CItA ,Clumping factor A"

cp ,circular plasmid”

CR ~,complement receptor*

CRASP ~,Ccomplement regulator-acquiring surface pnte
CRIT ~complement C2 Receptor Trispanning*

CRP C-reaktives Protein

DAF .Decay accelerating factor”

d.h. das heil3t

Dpb .Decorin-binding protein®

Eap .Extracellular adherence protein®

Ecb ~Extracellular complement-binding protein*
EBV Epstein-Barr-Virus

ECM ~Extracellular Matrix"

Efb .Extracellular fibrinogen-binding protein®

Ehp ,Efb homology protein*®

ELISA ~-Enzyme-linked immunosorbent assay*

FALP ~,FHRP-associated lipoprotein particle”

Fba »Fibrinogen binding protein”

Fhb .Factor H-binding protein*®

FHL-1 .Factor H-like protein“-1

FHR .Factor H-related protein”

GIcNAC N-Acetylglukosamin

GPI Glykosylphosphatidylinositol

ap Glykoprotein

Gpml Phosphoglyceratmutase 1

Hic »Factor H-binding inhibitor of complement*
HIV Humanes Immundefizenz-Virus

HLA ~,Human leukocyte antigen®

hLFA-1 ~-human leukocyte function-associated antigen
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iIC3b inaktiviertes C3b

ICAM-1 »intercellular Adherence Molecule®-1
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MW ».molecular weight"

NF«B Nuklearer FaktokB

NS1 .Nonstructural protein 1*

PaAP Alkalinprotease vaAaseudomonas aeruginosa
PaE Elastase vdhseudomonas aeruginosa

PL Plasmin
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Por Porinprotein

PspC ~Pneumococcal surface protein C*

Omp ,2outer membrane protein*

Osp »outer surface protein”

RCA .Regulators of Complement Activation®

SAK Staphylokinase

Shi ~Staphylococcabinder of immunoglobulins®
SCIN ~Staphylococcal complement inhibitor”
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SMAP ,SsmallMBL-associated protein®
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SpA Protein A
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Tab. Tabelle
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TSST-1 »Toxic shock syndrom toxin“-1

Tuf Transkriptionselongationsfaktor
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VCP ,vaccinia Virus Complement-Control Protein”
VISE .variable major protein-like sequence E”
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Komplementsystem ist ein wesentlicher Bestdnder angeborenen Immunitat des
Menschen. In den Organismus eingedrungene Mikroisgen werden vom
Komplementsystem als ,fremd* erkannt und durch @pserung, Phagozytose oder Lyse
eliminiert. Die Aktivierung dieses Effektorsystemgolgt Gber drei verschiedene Wege, den
alternativen Weg, den klassischen Weg und den hékeg und flhrt Gber den terminalen
Weg zur Ausbildung des Membranangriffskomplexes. gesunde korpereigene Zellen zu
schitzen, ist die Aktivierung des Komplementsystelush Membran gebundene oder im
Plasma geloste Regulatorproteine streng regulbst. wichtigste Komplementregulator des
alternativen Komplementwegs ist Faktor H. Das P&motein inhibiert die
Komplementkaskade sowohl im Plasma als auch agiekéigenen Oberflachen, indem es als
Kofaktor fir die Faktor | vermittelte Spaltung va@3b agiert und den Zerfall der C3-
Konvertase des alternativen Wegs, C3bBb, besclgeunPathogene nutzen die
Regulationsmechanismen des Komplementsystems zgemex Vorteil, um sich vor dem
Angriff des Komplementsystems zu schiitzen, indenVgirtsregulatoren, wie z.B. Faktor H
und FHL-1 rekrutieren und an Oberflachenproteinedén. Die Komplement inhibitorische
Funktion von Faktor H verhindert die Aktivierung rd&Komplementkaskade auf der

Erregeroberflache und das Pathogen Uberlebt.

In der vorliegenden Dissertation wurden die Kommatevasionsmechanismen an zwei
bedeutenden humanpathogenen BakteBamyelia burgdorferiund Staphylococcus aureus
untersucht. Zum ersten Mal wurde die Bindung vorRFHan Pathogene gezeigt. FHR-1
bindet als weiteres Mitglied der Faktor H Protemiite neben Faktor H und FHL-1 &
burgdorferi Darliber hinaus wurde die Bindung von zwei FHRsMaus an die Oberflache
von B. burgdorferi gezeigt. B. burgdorferi exprimiert funf verschiedene ,Complement
regulator-acqiring surface proteins* (CRASPSs), daktor H und FHL-1 binden. CRASP-3,
CRASP-4 und CRASP-5 wurden als FHR-1 Liganden ifieetrt. Vergleichende
Bindungsstudien ergaben, dass die drei WirtspreteiiR-1, Faktor H und FHL-1 distinkte
Bindeprofile fiur die finf CRASPs voB. burgdorferiaufweisen und unterschiedlich stark
binden. FHR-1 bindet an CRASP-3, CRASP-4 und CRASPaktor H interagiert mit allen
funf CRASPs und FHL-1 bindet an CRASP-1 und CRASP-@&nzufolge isB. burgdorferi

in der Lage ein spezifisches Set an Komplementadgrgn an die Oberflache zu binden. Des
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Weiteren wurden funf Aminosauren in drei von insges vier Faktor H/FHL-1
Binderegionen in CRASP-2 durah-vitro Mutagenese identifiziert, die fur die Faktor H und
FHL-1 Bindung entscheidend sind. Diese Ergebnigsgen, dass die Interaktion mit Faktor
H wie bei CRASP-1 diskontinuierlich ist und mehréter CRASP-2 verteilte Binderegionen
involviert sind. Die Komplement regulatorische Ftiok von CRASP gebundenem Faktor H
korreliert mit der Bindungsstarke und ist am stéaks wenn Faktor H an CRASP-1 und
CRASP-5 gebunden hat. FHR-1 bindet mit der gleicketerminalen Bindedomane an
CRASPs wie Faktor H, konkurriert mit Faktor H une @indung an CRASP-3 und CRASP-5
und vermindert dadurch die Faktor H vermittelte I&pey von C3b. FHR-1 hat somit eine
inhibierende Wirkung auf die Komplement regulatchis Funktion von Faktor H bei der
Bindung an CRASPs vdB. burgdorferi

Erstmalig wurde in dieser Arbeit die Bindung vorktea H und FHR-1 ars. aureugezeigt
und das bakterielle Protein Shi als Bindeproteentdiziert. Das multifunktionalé&. aureus
Protein Sbi bindet Faktor H Uber einen neuen Meehaus. Sbi formt mit den
Komplementproteinen Faktor H und den C3 SpaltproetukC3b oder C3d einen ternéren
Komplex. Faktor H hat innerhalb dieses KomplexedaKwraktivitat fur Faktor | bei der
Degradation von C3b. Sbi agiert als Komplementinbibdes alternativen Wegs. Das
Staphylokokkenprotein verhindert die Lyse von Kahenerythrozyten in humanem Serum
Uber den alternativen Weg. Dieser inhibitorischieldfzeigt, dass Faktor H gebunden an Sbi

die C3-Konvertase des alternativen Weges inhibiert.

Diese Arbeit gibt Aufschluss Uber die Interaktiowisthen den Komplementregualtoren
Faktor H, FHR-1 und FHL-1 und bakteriellen Proteimer Krankheitserregd. burgdorferi
und S. aureusund identifiziert die Rekrutierung wirtseigener gR&atorproteine als

allgemeines Prinzip der Komplementevasion von Kiaitkerregern.
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Summary

The complement system is an important part of thendn innate immunity. Invading
microorganisms are recognized by the complemeriesyss foreign and are eliminated by
opsonization, phygocytosis and lysis. The compldénsystem is activated through three
different pathways, the alternative, the classi@adl the lectin pathway and leads to the
formation of the membrane attack complex via thienteal pathway. To protect intact host
cells the activation of complement is tightly remfeld by membrane bound and soluble
regulators. The most important complement regulatdhe alternative pathway is factor H.
The plasma protein inhibits the complement caséadkiid phase and on host surfaces by
acting as cofactor for factor | mediated cleavaj€3b and by accelerating the decay of the
C3 convertase of the alternative pathway, C3bBbthdggens utilize the regulatory
mechanisms of the complement system to protect sbkes from complement attack by
acquisition of the host regulators Factor H and AHto the surface of a pathogen. Bound
Factor H and FHL-1 retain their complement inhibjtiunction and prevent activation of the

complement cascade on the surface of a pathogech Yeads to survival of the pathogen.

In this thesis complement evasion mechanisms oftihe important human pathogenic
bacteriaBorrelia burgdorferiandStaphylococcus aureumve been studied. For the first time
binding of FHR-1 to the surface of a pathogen wasm. FHR-1, an additional member of
the Factor H protein family, binds B burgdorferi In addition, two murine FHRs bind to the
surface ofB. burgdorferi B. burgdorferi expresses five distinct complement regulator-
acquiring surface proteins (CRASPSs), which bindtéiael and FHL-1. CRASP-3, CRASP-4
and CRASP-5 have been identified as ligands for AHRComparative binding studies
revealed distinct binding profiles of the threethm®teins FHR-1, Factor H and FHL-1 to the
five CRASPs oB. burgdorferi FHR-1 binds to CRASP-3, CRASP-4 and CRASP-5, dfact
H interacts with all five CRASPs and FHR-1 bind€<2i@ASP-1 and CRASP-2. TherefoRe,
burgdorferi can attach a specific set of complement regulaimnés surface. Besides, five
amino acid residues were identified in the CRASR@quence using site-directed
mutagenesis, which are located in three of fourtdfad/FHL-1 binding regions and which
are essential for Factor H and FHL-1 binding. Thesellts show, that interaction with Factor
H is discontinuous and several binding sites omMRASP-2 sequence are involved similar as
in CRASP-1. The complement regulatory function &ASP-bound Factor H correlates with
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the binding intensity and was most prominent factéaH bound to CRASP-1 and CRASP-5.
The C-terminus of both FHR-1 and Factor H is ineolin CRASP binding. FHR-1 competes
with Factor H for binding to CRASP-3 and CRASP-%l éinereby inhibits Factor H mediated
cleavage of C3b. Thus, FHR-1 affects the complemegulatory function of Factor H in
binding to CRASPs dB. burgdorferi

For the first time binding of Factor H and FHR-1littactS. aureusvas shown. The bacterial

protein Sbhi was identified as ligand for Factor htld&HR-1. The multifunctional Sbi protein

binds Factor H by a new mechanism. Sbhi and the tmgnt proteins Factor H and the C3
cleavage products C3b or C3d form a ternary comgtactor H retains functional active
within the ternary complex. Shi is a complementibitbr of the alternative pathway. The

staphylococcal protein inhibits the alternativenpaty mediated lysis of rabbit erythrocytes in
human serum. This inhibitory effect shows, thattéadd bound to Shi inhibits the C3

convertase of the alternative pathway.

Taken together, this thesis contributes to shedht lign the interaction between the
complement regulators Factor H, FHR-1 and FHL-1 laexcterial proteins of the pathogdds
burgdorferi and S. aureusand identifies the acquisition of host regulatassa common

principle of complement evasion of pathogens.
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Einleitung

1 Das Komplementsystem

1.1  Historie und Uberblick

Das Komplementsystem des Menschen ist Teil derlsrgaen Immunabwehr und kann
innerhalb weniger Sekunden in den Organismus emgeéne Mikroorganismen oder
veranderte korpereigene Zellen erkennen und bgeeitiDie Existenz dieses zentralen und
entscheidenden humoralen Effektorsystems ist geit @inem Jahrhundert bekannt. Im Jahre
1888 machte der britische Parasitologe George NuEall die Beobachtung, dass Schafsblut
eine bakterizide Wirkung geg@®uacillus anthracisden Erreger des Milzbrandes, aufwies, die
jedoch durch Hitzeinaktivierung verloren ging (1Bjiese hitzelabile bakterizide Aktivitat
wurde als ,Alexin“ bezeichnet. Im Gegensatz daztteh&litze inaktiviertes Serum von
Meerschweinen, die an Cholera erkrankt und genesegan, eine schutzende Wirkung auf
gesunde Tiere, die gleichzeitig mit dem Choleragr¥ibrio choleraeinfiziert wurden. Der
belgische Biologe Jules J. B. V. Bordet schlussfiily daraufhin, dass die antibakterielle
Aktivitat zum einen von hitzestabilen Substanzes Bomunserum, die heute als Antikorper
bekannt sind, und von hitzelabilen Komponenten Rt&ammunserum oder Immunserum,
dem sog. ,Alexin“ abhangig ist (9). Er gilt als Betker des Komplementsystems, ein Begriff
der von Paul Ehrlich gepragt wurde, da es die aktdrielle Wirkung von Antikérpern
komplementiert. Bald darauf wurde bekannt, dasskaasplementsystem auch durch Hefen
oder das Gift der Kobra unabhangig von Antikorpaktiviert werden konnte. In den 20er
Jahren des 20. Jhd. wurden vier Komplementproi@ide C2, C3, C4) identifiziert, die nach
der Reihenfolge ihrer Entdeckung durchnummerieriden (18).

Bis heute sind mehr als 30 Plasma- und membrang&Rdoteine bekannt. Einige von ihnen
sind Serinproteasen, die selbst durch enzymatiSplaéung aktiviert werden. Somit wird das
Komplementsystem Uber  sog. Jriggered-enzyme* Kdeka analog  zur
Blutgerinnungskaskade sequentiell aktiviert. Dietitikrung des Komplementsystems kann
Uber drei verschiedene Reaktionswege erfolgen, kii@ssischen Weg, welcher als erstes
entdeckt wurde und durch die Bindung von Antikorpan Zelloberflachen eingeleitet wird,

den Lektin-Weg, bei dem als Initiationsschritt Liakin Mannose-Reste auf Bakterien bindet,
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und den alternativen Weg, der durch spontane Hyskeolon C3 ausgelost wird. Alle drei
Aktivierungswege konvergieren auf der Ebene dertralm Komplementkomponente C3,
fuhren zur enzymatischen Spaltung von C3 durch@BeKonvertase und minden in den
terminalen Komplementweg. An dessen Ende steht Aafbau eines lipophilen
Multiproteinkomplexes, der MembranangriffskomplexMAC, ,Membrane Attack
Complex®), welcher eine Pore in der Membran dedzéke bildet und so zur osmotischen
Lyse fuhrt. Die drei Aktivierungswege und die Tenation der Komplementkaskade sind in
Abb. 1 dargestellt. Die biochemischen Ablaufe didReaktionswege werden in Kapitel 1.2
ausfihrlich beschrieben.

Da die Komplementwege aus einer Abfolge von Preteasifgebaut sind und somit jedes
einzelne Enzym mehrere Subratmolekile umsetzti dag Komplementsystem ein enormes
Amplifikationspotential. Des Weiteren muss gewdaktlt sein, dass das Komplementsystem
ausschlie3lich auf Mikroorganismen und abgestonbeoder veréanderten Zellen aktiviert
wird. Um eine Uber- oder Fehlreaktion zu verhingésheine strenge Regulation bestimmter
Aktivierungsschritte durch Kontrollproteine, die fadelloberflachen gebunden sind oder
gelést im Plasma vorliegen, essenziell. Auf die Bagponsmechanismen im
Komplementsystem wird in Kapitel 1.3 umfassend egangen. Da das Hauptaugenmerk
dieser Arbeit auf den Regulatoren der Faktor H dwnéamilie liegt, werden diese

Plasmaproteine in Kapitel 1.4 explizit beschrieben.

Das Komplementsystem gehort als humorales Effeystes zur ersten Verteidigungslinie
gegen Infektionen. Dessen Aktivierung fuhrt zur Marung (Opsonisierung) von Zielzellen,
z.B. Mikroorganismen, fur Phagozyten, zur direktgse von Zielzellen und zur Aktivierung

und Mobilisierung inflammatorischer Zellen, z.B. kaphagen und Neutrophilen. Dariber
hinaus verbindet das Komplementsystem die angebomah der adaptiven Immunabwehr,
indem es die Antikorperantwort von B-Lymphozytenvedas immunologische Gedéachtnis
verstarkt und zusammen mit den Toll-ahnlichen Rexep (TLR, ,Toll-like receptor®) die

Zytokinantwort moduliert (69). Komplement ist eberdgaran beteiligt Inmunkomplexe und

apoptotische Zellen aus dem Gewebe zu entferner2263.
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Alternativer Weg Klassischer Weg Lektin-Weg
spontan initiiert AG-AK Komplexe Mannose, GIcNAc
C3b C1gq, MBL/Fikolin,
(oder C3,,0) Faktor B Cir, Cts, MASP1, MASP2,MASP3, sMAP

I ~ —

\ / N
Faktor D : %3%

I
e I

\_* C3bB D) /
/ \ . } _
Ba

—

— > C4bC2 «——
i y > C2
P C3bBb |__ __|C4bC2a C3-Konvertasen
..___:.' .......... ~ - - «— o
Plfikatio .. - l
) / C3b
C3b.,Bb C4bC2aC3b C5-Konvertasen
Legende: %@%/ l
<« — — Kkatalysierte Enzymreaktion
<«—— reagiert zu C5b
O  Komplementprotein l +CB+C7+C8+C9
[ Konvertase "
3% Anaphylatoxin MAC

Abbildung 1: Die Komplementkaskade. Die drei Weger cKomplementaktivierung unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Initiation, konvergieren jedoeluf Ebene der C3 Aktivierung zu C3b und leiten Blilelung
des Membranangriffskomplexes (MAC) ein. AG-AK Korapé: Antigen-Antikdrper Komplexe, GIcNAc: N-

Acetylglukosamin, MBL: Mannan bindendes Lektin, MASVMlannan assoziierte Serinprotease

1.2  Aktivierung des Komplementsystems

Der alternative Komplementweg

Der alternative Komplementweg wurde urspriinglicim vouis Pillemer als Properdin-Weg
bezeichnet, da er entdeckt hatte, dass Properdongen an Bakterien oder Hefezellen
unabhangig von Antikdrpern Komplement aktiviert L6 Spater wurde dieser
Aktivierungsweg in alternativer Weg umbenannt, dale zweiter nach dem klassischen Weg
entdeckt wurde. Der alternative Weg wird im Plasspontan iniziiert und ist deshalb
kontinuierlich aber in geringer Rate aktiv (155)e Enzymkaskade des alternativen Weges
beginnt direkt mit dem zentralen 190-kDa Komplemesiein C3, das aus zwei
Proteinketten, der 110-kD&Kette und der 75-kD@-Kette besteht. Beide Ketten sind tber

eine Disulfidbricke miteinander verbunden. C3 liggtPlasma in einer Konzentration von
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1000-1600 pg/ml vor (143). Durch die spontane Hiya® der Thioesterbindung in C3
entsteht C3(kD), welches durch seine veranderte KonformationBirelung von Faktor B
ermdglicht (156). Dieser Prozess ist #gbhangig. Innerhalb des Proteinkomplexes wird
Faktor B durch die Plasmaserinprotease Faktor dienFragmente Bb and Ba gespalten,
wobei Bb an C3(kD) im Plasma gebunden bleibt und so eine loslicBeK@nvertase,
C3(H,0)BDb, bildet. Diese Konvertase ist in der Lage €&Bb und C3a zu spalten. Letzteres
ist ein sog. Anaphylatoxin, das als N-terminaleagiment von der C8-Kette abgespalten
wird (84). C3a wird schnell durch Abspaltung dete@minalen Aminosaure Arginin in seine
inerte Form, C3a-desArg, umgewandelt. Gebildetels ®8d ebenfalls unverzuglich durch
Hydrolyse der Thioestergruppe inaktiviert oder Ieindkovalent Uber die reaktive
Thioestergruppe, deren Halbwertszeit 60 us beteagQberflachen (197). Ist C3b dabei an
Aktivatoroberflachen, z. B. mikrobielle Oberflaclstmukturen (LPS, Teichonsauren,
Zymosan u.a.), Erythrozyten von Kaninchen, Hihnerd Mausen oder Kohlehydrate (18),
gebundenen, akquiriert C3b Faktor B, der wiederumtld Faktor D gespalten wird. Die so
auf der Oberflache gebildete C3-Konvertase desnaltwen Weges, C3bBb, wandelt weiter
C3 Molekiile in aktives C3b um, das sich in groR3ehlzauf der Zelloberflache ablagert und
wiederum C3-Konvertasen generieren kann (117, 1#pperdin stabilisiert die C3-
Konvertase des alternativen Weges und verhindedesointrinsischen Abbau des C3bBb
Komplexes (46). Dadurch ist das Enzym langer akind der Effekt der positiven
Ruckkopplungsreaktion wird verstarkt (138). Inndibhason funf Minuten kann eine

Oberflache von mehr als zwei Millionen C3b Molekiilmeladen sein (18).

Der klassische Komplementweg

Die Aktivierung des klassischen Komplementwegs witgrch die Antigen spezifische
Bindung von Antikérpern an Oberflachenstruktureduniert. Gebundene Antikdrper werden
von dem hexameren Initiatormolekil C1q erkannt, migtsje zwei C1r und C1s Molekilen
assoziiert ist (123, 236). Die Stabilitat des Clnifbexes ist Ca-abhangig. Dabei bindet die
globulare Kopfregion einer C1g-Untereineinheit @&m d-c Teil eines Immunglobulins (IgM,
IgG). Die sechs Untereinheiten sind Uber Kollagenlidhe Domanen miteinander verbunden
und bilden eine ,Tulpenstrau®* formige Struktur.dda mehr als eine Kopfregion eines C1q
Molektls Kontakt zu Immunglobulinen, kommt es zurorfformationsdnderung und
autokatalytischen Aktivierung von C1r, welches veiran C1s spaltet und aktiviert (39). Die
Substrate der aktivierten Serinprotease Cls siadKkdmplementkomponenten C4 und C2.

Durch die Spaltung von C4 wird C4b, das kovalenA&tivatoroberflachen bindet, und der
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schwach wirksame Entztindungsmediator C4a gebi@&t 130). An das gebundene C4b
heftet sich ein C2 Molekul, welches durch Cls iis gadRere C2a und das kleinere C2b
Fragment umgewandelt wird (145, 147). Dabei entstig C3-Konvertase des klassischen
Wegs, C4bC2a, die fur die Spaltung von C3 und dimit verbundene Ablagerung des
Opsonins C3b auf der Oberflache zum Beispiel elehogens verantwortlich ist (24). Wie

auch im alternativen Weg entsteht hierbei das Aylapdixin C3a.

Der Lektin-Komplementweg

Der Lektin-Komplementweg wurde als dritter Aktiveigsweg des Komplementsystems
identifiziert, ist aber entwicklungsgeschichtlicbettachtet alter als der klassische Weg (37).
Mannose-bindendes Lektin (MBL) erkennt spezifiscldsgdndige Mannosestrukturen auf
mikrobiellen Oberflachen (127, 151). Homolog zu (desteht MBL aus zwei bis sechs
globularen Kopfdoméanen, die einen Komplex mit dwerschiedenen MBL-assozierten
Serinproteasen (MASP-1, MASP-2 und MASP-3) und reingerkirzten MASP-2 Protein,
dem ,smallMBL-associated protein* (sSMAP), bilder®(2.32, 215, 218). Es ist anzunehmen,
dass C1r, Cls und die MASPs durch Genduplikatiors ainem gemeinsamen
Vorlaufermolekil entstanden sind. Im Gegensatz 4w 6t die Funktion von MASP-1,
MASP-3 und sMAP noch unklar. Es ist bekannt, das&SM-1 in vitro C3 spaltet. Im
Tiermodell spielen MASP-1 und MASP-3 eine wichtigelle bei der Ablagerung von C3b
auf Oberflachen (216). Wenn der MBL-Komplex an emikrobielle Oberflache gebunden
hat, ist MASP-2 vergleichbar mit C1s fur die Spafjwon C4 und C2 verantwortlich (188).
Auf dhnliche Art und Weise wie im klassischen Wegsteht so die C3-Konvertase, C4bC2a
(133). Alternativ zu MBL kann der Lektin Weg aucheii Fikolin aktiviert werden, das
ebenfalls Kohlehydratstrukturen erkennt und mit MP&Sassoziert vorliegt. Fikolin hat eine
Fibrinogen-ahnliche Kohlehydrat bindenden Domang umterscheidet sich damit strukturell
von MBL (118, 131).

Der terminale Komplementweg

Alle drei Komplementaktivierungswege fuhren zurdBihg einer C3-Konvertase, C3bBb
oder C4bC2a, und damit zur Opsonisierung von Cherén mit aktiviertem C3b. Bindet C3b
an den C3bBb- oder C4bC2a-Komplex, entsteht di&k@drertase des alternativen Weges,
C3hBb oder des klassischen und des Lektin-Weges, CA6G8I2 (99, 217). C5 bindet Uber
C3b an diese Komplexe und wird daraufhin in C5b ded potenten Entziindungsmediator

Cb5a gespalten (224). C5a sowie die weniger wirksamnedermolekularen Spaltprodukte C3a
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und C4a sind wichtige proinflammatorische Mediatgréa sie die Kontraktion der glatten
Muskulatur induzieren, die Ausschuttung von Histaeni verursachen und die Permeabilitat
der BlutgefaRe erhéhen. C3a und Cba stimulieren unmellen zur Freisetzung von
Zytokinen und Endothelzellen zur Expression von @gibnsmolekilen (34, 223). Durch
Bindung von C5a an seinen Rezeptor C5aR werden koem, Neutrophile und Eosinophile
stimuliert und migrieren zum Infektionsherd (48)irklich wurde die Thrombin-vermittelte
Bildung von C5a unabhangig von einer C5-Konvertasschrieben und als mdglicher vierter
C3-unabhangiger Komplementweg postuliert (79). ikties C5b bindet nicht wie C3b oder
C4b kovalent an die Zelloberflache, sondern vebblen der C5-Konvertase und hat eine
hohe Spezifitat fir C6. Bindet C6 an C5b, reagiet Molekil mit C7. Der ternare Komplex
C5b-7 fixiert sich Uber die hydrophoben Bindesteltes aktivierten C7 Molekils in der
Zellmembran und fungiert als Rezeptor fur C8 (17A1,). Der C5b-8 Komplex verankert sich
noch tiefer in der Lipid-Doppelschicht und bildéte ~30 A groRe Pore, deren Durchmesser
sich auf ~100 A vergréRert, sobald sich mehreré@feine an den Komplex anlagern. Dabei
assoziiert das erste C9 Molekul direkt mit dem Kar{143). Die Polymerisation von bis zu
17 weiteren C9 Molekilen verlauft C5b-8-unabhangiDie dadurch entstehende
transmembrane Pore wird als Membranangriffskompl®AC, ,Membrane Attack
Complex®) bezeichnet und fihrt zur osmotischen Lgse Zelle. Fir die Lyse verédnderter
Kdrperzellen ist bereits der C5b-8 Komplex ausreinch die Poly-C9 Pore ist fir das Abtoten

von Bakterien essentiell.

1.3 Regulation des Komplementsystems

Das Komplementsystem wird sehr schnell aktiviert d unhat ein enormes
Amplifikationspotential mit destruktiver Wirkung. vy die Aktivierung zeitlich sowie
raumlich zu begrenzen und damit einen kompletterbMeich der Komplementkomponenten
zu verhindern, und um gesunde Kkorpereigene Zellan schitzen, wird das
Komplementsystem auf mehreren Ebenen der Enzymétasteguliert. Dies geschieht zum
einen durch die unverzugliche Inaktivierung readtiGruppen, wenn aktivierte Proteine, wie
C3b, nicht an Oberflachen binden, und zum anderechdmembrangebundene oder im

Plasma geltste Regulatorproteine, die in Abb. gekellt sind.
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Abbildung 2: Regulatoren des Komplementsystems imd Angriffspunkte in der Komplementkaskade.
Plasmaproteine sind blau unterlegt und membranstériRegulatoren sind gelb gekennzeichnet. C1-INH: C
Inhibitor, DAF: “Decay accelerating factor”’, MCPMgmbrane Cofactor Protein“, CR1: ,Complement Regept
1%, C4bp: ,,C4-binding protein“, FHL-1: , Factor Hke protein”-1

Besonders auf Ebene des zentralen Komplementpso@mist eine strenge Kontrolle der
Komplementaktivierung entscheidend. Die Thioestetbng von C3b und C4b ist sehr
reaktiv und unterscheidet bei der Bindung an O#&eiénmolekile nicht zwischen
korpereigenen und mikrobiellen Strukturen. Aus eiiesGrund und der bereits erwahnten
positiven Rickkopplungsreaktion, die besonders lierreativen Weg eine Rolle spielt, wird
die Bildung der C3- und der C5-Konvertase durch maeh Regulatorproteine kontrolliert.
Diese strengen Regulationsmechanismen laufen auhtdktivatoroberflachen, d.h.
gesunden korpereigenen Oberflachen, sehr schneleahindern die Aktivierung und tragen
so zum Erhalt der zellularen Integritdt bei, abeuf a@Aktivatoroberflachen, wie
Mikroorganismen oder veranderten Zellen, setzters&irk verlangsamt ein. Auf diese Weise

kann das Komplementsystem zwischen ,Selbst* und@hNBelbst* unterscheiden (18).

Die Aktivitat der C3-Konvertase wird auf drei velngadene Arten inhibiert. Erstens kann die
Bindung von Faktor B an C3b oder C2 an C4b komigediirch Regulatorproteine gehemmt

15



Einleitung

werden. Zweitens wird die Dissoziation der Kompdeandes Konvertasekomplexes
beschleunigt, was als Zerfall beschleunigende Atéti(sog. ,decay accelerating activity)
bezeichnet wird. Der dritte Mechanismus zur Inhiloig) der Konvertase ist die Spaltung von
C3b oder C4b durch die Serinprotease Faktor | nife Htine Kofaktors. Faktor | ist eine
entscheidende Serinprotease, die sowohl im aligeamatvie auch im klassischen Weg aktiv
ist und in Gegenwart des entsprechenden Kofakt@is @tler C4b an spezifischen Stellen
schneidet und damit inaktiviert (190). C3b wird iz8b abgebaut. Dabei wird deKette
zwei Mal geschnitten und es entstehen die Fragm&6& o'46 und o’43 (65). Faktor |
spaltet diea-Kette von C4b. Das Komplementsystem verfugt Uberbeeites Spektrum an
membranstandigen und im Plasma gelosten Regulateipen, die an den Konvertasen
angreifen (Tab. 1). Die Regulatoren der flussigehad® haben sowohl Zerfall
beschleunigende Aktivitdt als auch Kofaktoraktivitind agieren spezifisch entweder im
alternativen oder im klassischen Weg. Hingegen siiedauf Zellmembranen exprimierte
Regulatoren sowohl im alternativen als auch imdishen Weg aktiv.

Tabelle 1: Komplementregulatoren des RCA-Genclastdie auf Ebene der C3-Konvertasen die Komplement-

aktivitat regulieren

Zerfall

Kofaktor- . Alternativer Klassicher
Regulator o beschleunigende Referenz
aktivitat o Weg Weg
Aktivitat
im Plasma gel6st
Faktor H + + + - 227,230
FHL-1 + + + - 111, 112
C4bp + + - + 56
membrangebunder
CR1 + + + + 45, 80
DAF - + + + 148
MCP + - + + 193

FHL-1: , Factor H-like protein“ -1, C4bp: ,,C4-bindg protein, CR1: ,Complement Receptor 1", DAF: ‘G

accelerating factor”, MCP: ,Membrane Cofactor Piwte

Der C1 Inhibitor (C1-INH) ist ein Serinproteaserilsierendes Plasmaprotein, das an den
C1r:Cls Komplex bindet und dessen Dissoziation €dig bewirkt (64, 196, 237). Somit
wird die spontane Aktivierung von C1 im Plasma wadbert und die Aktivitdt des C1
Komplexes, C4 und C2 zu spalten, limitiert.
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Auch der terminale Komplementweg wird durch mehréRegulatorproteine streng
kontrolliert. Die im Plasma geldsten Regulatoretrdafiektin (S-Protein) und Clusterin (SP-
40,40) verhindern die Bindung des C5b-7 Komplexedi@ Zellmembran (146, 167). Im
Falle von Vitronektin lagern sich die weiteren Kamnpgnten C8 und C9 an, der MAC kann
jedoch nicht in die Membran inserieren (Preissi®89). Protektin (CD59), das auf allen
Zellen exprimiert wird, bindet an den C5b-8 Komplegrhindert aber nicht die Bindung des
ersten C9 Molekils an den Komplex, sondern inhibdée Polymersiation weiterer C9
Molektle und blockiert so die Bildung des MAC (14,3, 214). CD59 ist ebenso wie DAF
Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Zeémbran verankert, das den Regulatoren
erlaubt sich schneller als andere membrangebun@esteine in der Membran zu bewegen
(31, 139).

1.4 Die Faktor H Proteinfamilie

Faktor H

Der Komplementregulator Faktor H wurde 1965 ersigmiabliert und urspringlich algl H
Globulin beschrieben (149). Seine regulatorischigerischaften wurden jedoch erst 10 Jahre
spater entdeckt (227, 229, 230). Das Faktor H @#ril)(ist zusammen mit den Genen der
Regulatorproteine C4bp, CR1, DAF und MCP im RCA-Gester (,Regulators of
Complement Activation®) auf dem Chromosom 1 (1g3®alisiert (183). Das 150-kDa
Glykoprotein wird hauptsachlich in der Leber vonpiathozyten und Kupfferzellen, aber auch
von zahlreichen anderen Zellen exprimiert und in Beutkreislauf sezerniert. Faktor H liegt

im Plasma in einer Konzentration von ~500 pug/ml @&, 191, 227).

Faktor H besteht im Unterschied zu den anderen R&@teinen aus einer einzigen
Polypeptidkette und ist ausschlief3lich aus 20 taraieg angeordneten Einheiten, den ,Short
Consensus Repeats” (SCRs), aufgebaut. Ein SCRhbesis 60 Aminosauren, die in funf
antiparallelenB-Faltblattern angeordnet sind. Diese Peptidstrdegimmen zusammen mit
vier konservierten Cysteinresten, die tUber Disblfitken miteinander verbunden sind, die
globulare Tertarstruktur jedes einzelnen SCRs (4,181). Damit ergibt sich eine
perlschnurartige Struktur des Gesamtmolekils. Edekihmikroskopische Aufnahmen zeigen

Faktor H als lang gestrecktes, flexibles Molekid)(3
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Faktor H ist der wichtigste Komplementregulator éi&ssigen Phase im alternativen Weg.
Zum einen konkurriert Faktor H mit Faktor B um @mdung an C3b und inhibiert auf diese
Weise die Bildung der C3-Konvertase, C3bBb (230)m anderen kann Faktor H den Zerfall
des C3bBb-Komplexes beschleunigen, so dass die dd8dftase ihre Aktivitat verliert
(227). Weiterhin agiert Faktor H als Kofaktor fUakkor | bei der proteolytischen Spaltung
von C3b (157, 227, 230). Sowohl die Zerfall besghigende Aktivitat als auch die
Kofaktoraktivitat wird tGber die ersten vier N-temmalen SCRs vermittelt (58, 111, 112). Um
diese Funktionen ausfiihren zu koénnen, interagiakidf H Uber drei Bindesstellen mit
bestimmten Regionen im C3b Molekil. Die erste Bstele wurde im N-Terminus des
Proteins lokalisiert und befindet sich in den SAR& Uber die SCRs 12-14 bindet Faktor H
an C3c. Der C-Terminus bindet C3d (91, 194).

Regulation Erkennung
1.2 3 4712 13)14 (1516 (17)(18)(19) (20
—— S C3b-Bindung
C3b C3c c3d

Heparinbindung

Sialinsaurebindung

Abbildung 3: Struktur von Faktor H und funktionelRroteindoménen. Faktor H besteht aus 20 ,Short
Consensus Repeats” (SCRs). Die Komplement regidater Funktion liegt in den N-terminalen SCRs 1ydllf
unterlegt) und die Erkennungsfunktion ist im C-Tems, SCRs 19 und 20 (blau unterlegt) lokalisi&ie
Bindedoménen fur Faktor H Liganden sind mit Balkgkennzeichnet. Faktor H bindet C3b in den SCRs 1-4
12-13 sowie 19 und 20 (grin umrandet), hat ebentaki Bindestellen fir Heparin (SCRs 7, 13 sovéleufhd

20, orange umrandet) und interagiert mit Sialinedirer die SCRs 16-20 (violett umrandet).

Faktor H ist das einzige Molekll des alternativeeds/ das zwischen Aktivator- und Nicht-
Aktivatoroberflachen unterscheiden kann und die nsgo ablaufende Aktivierung des
alternativen Weges auf gesunden koérpereigenent8tark den Nicht-Aktivatoroberflachen,
auf einem niedrigen Niveau hélt. Zu diesem Zweakdbt Faktor H an Polyanionen, wie
Sialinsdure und Glykosaminoglykane (HeperansuHaparin), auf Zellmembranen oder der
Extrazellularen Matrix (ECM). Innerhalb des FakkbiMolekiils sind die SCRs 16-20 fur die
Bindung an Sialinsdure verantwortlich (175). Furpbien wurden drei Bindestellen
identifiziert: SCRs 7, 13 und 19-20 (7, 8, 90, 1394) Faktor H an diese negativ geladenen
Strukturen gebunden, kann das Protein seine Kongremegulatorischen Eigenschaften
austben und hat eine hohere Affinitat fur gebunde@igb (140). Die Bindung von Faktor H
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an Polyanionen schitzt korpereigene Zellen vor iemplementaktivierung, denn die
Modifizierung oder das Entfernen von Sialinsauré Aellmembranen wandelt eine Nicht-
Aktivatoroberflache in einen Aktivator (44). FuredBindung an korpereigene Zellen ist der
C-Terminus von Faktor H von entscheidender Bedeutwmd wird daher als

Erkennungsdoméne bezeichnet. Zahlreiche Untersgelmurzur Faktor H Bindung an

Pathogene zeigten, dass dieser Bereich auch beiFale@or H Bindung an pathogene
Oberflachenmolekile eine Rolle spielt. Abb. 3 zeigt schematische Struktur des Faktor H

Molektls mit den funktionalen Proteindomanen unddgistellen fur Liganden.

Darlber hinaus interagiert Faktor H mit weiteremgdnden. Faktor H bindet Uber CR3
(CD11b/CD18), der auch als Rezeptor fir iC3b undNIC1 bekannt ist, an Neutrophile und
kann somit die Bindung der Granulozyten an Endatilen vermitteln (35). Auf3erdem
wurde die Bindung von Faktor H an L-Selektin vonukezyten, das Sialoprotein der
Knochen, Osteopontin und an das C-reaktive Pr@¢@&RP) beschrieben (47, 88, 128).

Faktor H ist von entscheidender Bedeutung bei deguRation der Komplementaktivierung
auf Nicht-Aktivatoroberflachen und genetische Dédetider eine Faktor H Defizienz kdnnen
zu unterschiedlichen Krankheiten fihren. Vor allam SCR 20 wurden vermehrt
Punktmutationen identifiziert, die zur Ausbildungsdatypischen hamolytisch-uramischen
Syndroms (aHUS) fuhren, einer schweren thrombatisdfliikroangiopathie der Niere (129).
Der C-Terminus von Faktor H ist sowohl fur die Bimgy an Oberflachen als auch fur die C3b
Bindung verantwortlich. Demzufolge fuhren Verandeyen in dieser Region zum Verlust der
Funktionalitat von Faktor H und zur unkontrolliert@ktivierung des alternativen Wegs auf
Zelloberflachen, die mit der Zerstérung des Endstle den Glomeruli der Niere und der
Abnahme der C3 Plasmakonzentration einhergeht. Aatbrozygote Mutationen, die eine
verminderte Faktor H Konzentration im Plasma zufg&chaben oder die Funktion des
Regulators beeintrachtigen, resultieren in aHUS. Gegensatz dazu fuhren homozygote
Faktor H Genmutationen, die in einer defekten Fakit&ekretion resultieren, zur Entstehung
der seltenen Nierenerkrankung MembranoproliferaBl@merulonephritis Typ [l (MPGN 1)
(239). Bei dieser Erkrankung kommt es in Folge fédienden Faktor H Regulation u.a. zu
Ablagerungen in der glomerularen Basalmembranydieallem aus C3c und C3d bestehen.
Faktor H defiziente Mause entwickeln MPGN 11, d& diktivierung von C3 unkontrolliert
ablauft und C3b vermehrt abgelagert wird (165). rAfsech Autoantikdrper gerichtet gegen
SCR3 in Faktor H kénnen die Ursache fur MPGNII seia sie die regulatorische Doméane

19



Einleitung

blockieren (92). Kirzlich wurde auf genetischer Ebeezeigt, dass der Polymorphismus
Tyrd02His im Faktor H Protein ein erhohtes Risikargh an altersabhéngiger
Makuladegeneration (ARMD) zu erkranken (40, 10Q,)28ie Aminosaure 402 ist in SCR 7
lokalisiert, in dem eine Bindestelle fiir HeparirdudRP liegt. Bisher wurde gezeigt, dass die
Risikovariante Faktor H 402His vermindert an Hepa@RP und Pigmentzellen der Retina
bindet (201), was auf eine eingeschrankte Kompléragulation im Zusammenhang mit
ARMD schlieRen l&sst.

Faktor H-verwandte Proteine

Die funf Faktor H-verwandten Proteine (FHR-1, FHRFRIR-3, FHR-4 und FHR-5, ,Factor

H-related protein“) werden durch eigenstandige Geatiert, die direkt neben dem Faktor H
Gen im RCA-Gencluster lokalisiert sind (136, 24822 Die einzelnen FHRs sind aus vier,
funf oder neun SCRs aufgebaut und weisen eine Balg@enzhomologie vor allem zu den
SCRs 6-7 und den C-terminalen SCRs 18-20 des FekEnoteins auf (244). In Abb. 4 sind
die Strukturen der funf FHRs dargestellt. Die einee SCRs sind basierend auf der
maximalen Homologie vertikal angeordnet. Evolutlmo®gisch sind die FHRs konserviert
und wurden aus der Maus, der Ratte und dem Gestr&aandbarsch isoliert (70, 177, 241).

FHR-1 besteht aus funf SCRs (200). Die C-termina&DRs 3-5 sind bis auf zwei
Aminosauren in SCR 5 mit den SCRs 18-20 von Faktadentisch (42). FHR-1 ist das
einzige FHR, das eine so hohe SequenzubereinstigpinzunFaktor H aufweist. Diese
strukturellen Gemeinsamkeiten spiegeln sich inlabeenden Eigenschaften zwischen FHR-
1 und Faktor H wider. FHR-1 bindet an humane Enelatilen und Erythrozyten. Uber den
C-Terminus interagiert FHR-1 mit C3b, C3d und H&paund lasst die Fahigkeit zur
Diskriminierung in Aktivator- und Nicht-Aktivatoraflachen vermuten. Dariber hinaus ist
FHR-1 in der Lage mit Faktor H um die Bindung arb@8 konkurrieren (126). Jedoch wird
fur FHR-1 eine direkte Komplement regulatorischenlion in Form von Kofaktoraktivitat
und Zerfall beschleunigender Aktivitat ausgescldass(219). Bindungsstudien mit
unterschiedlichen humanpathogenen Mikroorganismabein die Bindung von FHR-1
gezeigt, was auf einen Einfluss von FHR-1 auf di@miglementaktivierung auf
Aktivatoroberflaichen  hinweist  (245). FHR-1 kommt imPlasma in zwei
Glykosylierungsformen vor. Das 37 kDa Protein FHRist einfach glykosyliert. FHRfLhat
zwei Kohlehydratketten gebunden und hat eine Mu@iilvon 43 kDa (219, 242). Die
Plasmakonzentration von FHR-1 betragt 20-50 pghRatk und Wright haben gezeigt, dass
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FHR-1 mit anderen FHRs Bestandteil von Lipoprotaitigeln im Plasma ist. Diese Partikel
bestehen zusatzlich aus Phospholipiden, ApolipeprotA-I, dem Lipopolysaccharid
bindenden Protein (LBP) und Fibrinogen, wobei FHRicldominierende Proteinkomponente
stellt und sie daher als ,FHRP-associated lipopmoparticle” (FALP) bezeichnet werden.
Das gesamte FHR-1 des Plasma liegt an FALPs asgomr (158, 159). Die Funktion dieser
neu identifizierten Lipoproteinpartikel ist bisheroch unbekannt. Kirzlich wurde bei
mehreren aHUS-Patienten eine FHR-1/FHR-3 Defizamrdeckt, die auf einer ausgedehnten
Deletion im Faktor H Genlokus beruht (238). Bei @&1Batienten korreliert diese Mutation
im RCA-Cluster dariber hinaus mit dem Vorhandenseam Faktor H spezifischen

Autoantikdrpern (94).

FHR-1 (D(2r--==mmmmm e 000
FHR-2 (D(@--—mmmm e -
FHR-3 (D3 mm -
FHR-4A (- (3)y === - @,

FHR-4B (D- -
FHR-5 00200000kt

FLNG 00000 00000DOOOOOODD
FHL1 - (D@EOEE

Abbildung 4: Die Faktor H Proteinfamilie. Die setiegten Proteine bestehen ausschlieRlich aus ,Short
Consensus Repeats” (SCRs), deren Anzahl sich jedotdrscheidet. Die einzelnen SCRs der Proteing sin
basierend auf der maximalen Homologie vertikal andeet. Die Sequenzen der FHRs und Faktor H zeigen
zwei konservierte Regionen in den SCRs 6 und 7imgetn C-terminalen SCRs 19 und 20 von Faktor tubr
umrandet). FHL-1 geht durch alternatives Spleil3en dem gleichen Gen hervor wie Faktor H und ishdks

mit den N-terminalen SCRs 1-7 von Faktor H idettisDer helle Balken am C-Terminus von FHL-1
reprasentiert die vier Aminosauren, in denen si¢hL-E von Faktor H unterscheidet. Die Komplement
regulatorische Domane in Faktor H und FHL-1 (SCRH ist gelb gekennzeichnet, die Erkennungsdoméne i
Faktor H (SCRs 19 und 20) blau.
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FHR-2 ist ebenfalls ein Plasmaprotein, das aus @€Rs aufgebaut ist und in einer
unglykolysierten a-Form und in einer einfach glykolysierteprForm vorliegt. FHR-3
bestehend aus finf SCRs, zeigt im N-Terminus eate tHomologie zu Faktor H und bindet
an Heparin und das Protein M6 v&treptococcus pyogen€$02). Von FHR-4 sind zwei
verschiedene Spleil3varianten bekannt, FHR-4A ung-BB. FHR-4B, das zuvor als FHR-4
bezeichnet wurde, ist die verkirzte Form und bésiek vier SCRs. Das lange Transkript,
FHR-4A bestehend aus neun SCRs, stellt ein ,nahig Dimer” dar, da vier SCRs dupliziert
und tandemférmig angeordnet sind (95). Ebenso widlR-E und FHR-2 liegt FHR-4
assoziiert mit Lipoproteinpartikeln im Plasma v&69, 199). Das kirzlich isolierte FHR-5
bindet C3b, Heparin und CRP (136, 137). FHR-5 istendalls Bestandteil von
Lipoproteinpartikeln. Anders als die FHRs 1-4 helfR-5 Kofaktoraktivitat und beeintrachtigt
die Aktivitat der C3-Konvertase, indem es die Biidwon C3a inhibiert (137).

FHL-1

Das 42-kDa Faktor H-ahnliche Protein 1 (FHL-1, ,féad-like protein“-1) wird von einem
Transkript kodiert, das sich von einer Spleidvagates Faktor H Gerableitet (43, 242).
Das Plasmaprotein besteht aus sieben SCRs, didemiN-terminalen SCRs 1-7 von Faktor
H identisch sind, und vier zusatzlichen Aminosdueen C-Terminus. FHL-1 besitzt die
gleiche komplementregulatorische Domane (SCRs Wwi#) Faktor H und hat ebenso
Kofaktoraktivitat bei der Faktor I-abhangigen Spali von C3b und beschleunigt den Zerfall
der C3-Konvertase im alternativen Weg (58, 111, 142). Die strukturelle und funktionelle
Verwandtschaft zu Faktor H wird in Abb. 4 verdetitti Im Plasma liegt FHL-1 in einer
Konzentration von 10-50 pg/ml vor. FHL-1 bindet OI%CR-7 an Heparin und mikrobielle
Oberflachenproteine (8, 244). FHL-1 wird auch a¢k&hektin bezeichnet, da es in ahnlicher
Weise wie Fibronektin an Zellen adhériert (243) Brg-Gly-Asp (RGD)-Domaéne in SCR-4
ist ein typisches Motiv von Matrixproteinen, wiebFonektin und Fibrinogen, und vermittelt
die Bindung adharenter Zellen an FHL-1. Obwohl Bakt ebenfalls tiber die RGD-Doméane
verfugt, ist diese Eigenschatft fir FHL-1 einziggur2).

2 Wirts-Pathogen Interaktionen

Die Oberflache eines Krankheitserregers ist dietratn Schnittstelle zwischen Wirt und

Pathogen. Die Erkennung dieser exponierten Obéld@urch das Immunsystem des Wirtes
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fuhrt zur Aktivierung von Abwehrmechanismen, diedareger eliminieren. Die Abwehr des
Angriffs des Immunsystems ist eine Schlusselfumkder Virulenz eines Pathogens.

Aus diesem Grund interagieren Pathogene auf Mgl Art und Weise mit dem
Wirtsorganismus, um der Immunantwort auszuweiclsa, zu verhindern oder gar zum
eigenen Vorteil auszunutzen und im Wirt zu Ubenrel@d sich auszubreiten. So haben
Neisserien mehrere unterschiedliche MechanismerAdegenvariation entwickelt, z.B. die
Expression hoch variabler Pilinproteine auf der @&ehe, um dem Immunsystem immer
wieder neue Oberflachenantigene zu prasentieren Q&mit ist der Erreger in der Lage
entweder eine Infektion unerkannt aufrechtzuerhalbeler den Wirt aufgrund fehlender
Immunitat neu zu infizierenBacillus anthracisunterdrickt Entziindungsreaktionen, indem
der Lethalitatsfaktor des Anthraxtoxins mit dem MARinase- und dem Né&B-
Signalstransduktionsweg interferiert (160¥. pestisverhindert die Phagozytose durch
Injizieren des Effektormolekils YopH Uber das Typ $ekretionssytem in Phagozyten.
YopH dephosphoryliert Proteine des Aktinzytosksl¢®22). AulRerdem exprimieren Yersinia
Spezies das Virulenzantigen LcrV, das Uber TLR-2l @D14 die Sekretion des anti-
infalmmatorischen Zytokins IL-10 stimuliert (198Ries ist eine begrenzte Auswahl an
Beispielen mikrobieller Immunevasionsstrategien. foigenden Kapitel wird speziell auf

Mechanismen der Komplementevasion eingegangen.

2.1 Komplementevasionsstrategien humanpathogener ktioorganismen

Mikroorganismen werden innerhalb weniger Sekundeam Komplementsystem erkannt und
angegriffen. Um eine Infektion zu etablieren, missefolgreiche Pathogene diese erste
wirksame Verteidigungslinie des Immunsystems abemhwder umgehen. Deshalb haben
Pathogene unterschiedliche Mechanismen entwiakétdenen sie der Kompelementattacke
des Wirtes entgehen. In den letzen Jahren wurdeinerzhe Komplementevasionsstrategien
und die daran beteiligten mikrobiellen Proteineniifeziert. Exemplarisch werden einige

komplementevasive Mechanismen vorgestellt.

Krankheitserreger sind der Lage allein durch disdBaffenheit ihrer Oberflache den Zugang
von Komplementkomponenten und die Aktivierung deamifplementkaskade abzuwehren.
Zum Beispiel verhindert die Peptidoglykanschichdargpositiver Baktieren die Insertion des
MAC in die Zellmembran (89).
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Eine andere Strategie basiert auf der Eliminienuoig Komplementproteinen in der flissigen
Phase durch proteolytische Degradation. Das graativeg Bakterium Pseudomonas
aeruginosasekretiert die beiden aktiven Enzyme Alkalinpreee®aAP und Elastase PaE, die
Immunglobuline, C1q und C3 spalten und damit di¢ivddrung Uber den klassischen Weg
sowie die Ablagerung von C3b verhindern (76, 192).

Die Aktivierung des Komplementsystems ist abhéngign einem abgestimmten
Zusammenspiel der einzelnen Komponenten. Bakteriekthogene, Parasiten und Viren
exprimieren Inhibitoren, die an Proteine des Komaatsystems binden, deren Funktion
blockieren und letztendlich den Ablauf der Enzynikeate aus dem Gleichgewicht bringen.
Das M-Protein von Streptococcus pyogenesein Vertreter der f-hamolysierenden
Streptokokken der Serogruppe A, ist ein stark aatjozytar wirkender Virulenzfaktor, der in
vielen verschiedenen Serovarietaten vorkommt. Dd&sPxbtein interagiert mit CR3 auf
Neutrophilen und verhindert damit die Phagozytoss Bakteriums (228). Der Trematode
Schistosoma mansgrder Erreger der Bilharziose, und der Einzellggpanosoma cruzider
die Chagas-Krankheit verursacht, exprimieren dasm@lement C2 Receptor Trispanning®
Protein (CRIT). CRIT verhindert die Bindung von &2 C4b und inhibiert so die Bildung der
C3-Konvertase des klassischen Wegs (81, 82).

Intrazellulare Erreger entgehen dem Komplementsystedem sie die Aktivierung zu ihrem
Vorteil nutzen und die Komplementrezeptoren auft8¥ellen als Eintrittspforte gebrauchen.
T. cruzi nutzt Clq, das an die Oberflache gebunden ist,iber den Clg Rezeptor in
mononukledre Phagozyten und Fibroblasten einzueinin@80). Das Epstein-Barr-Virus
(EBV) exprimiert das Glykoprotein gp350/220, dagzafisch an CR2 auf B-Lymphozyten
bindet, um in die Zellen zu gelangen und dadurcle difektibse Mononukleose

(Pfeiffer'sches Drusenfieber) hervorzurufen (49).

Ein weiterer Evasionsmechanismus besteht darinEdéiennung als Aktivatoroberflache zu
verhindern. Zum Beispiel haben Gruppe B-Streptokok&ine Kapsel, die Sialinsaure enthalt.
Sialinsdure ist normalerweise Bestandteil von wigsnen Zellmembranen und kennzeichnet
diese fur den alternativen Weg der Komplementadatung als Nicht-Aktivatoroberflache8.
agalactiaeimitiert damit Strukturen des Wirtes und prasentiem Komplementsystem eine
Nicht-Aktivatoroberflache, um die Aktivierung defieanativen Weges zu inhibieren (41).

Neisseria gonorrhoeatragt sialylierte Lipooligosaccharide auf der Gléshe, die Faktor H
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binden und Serumresistenz vermitteln, da die FakomBindung zu einer verstarkten
Inaktivierung von C3b fuhrt (175).

Einige Pathogene, darunter viele Viren, exprimideeateine, die die Struktur und Funktion
von Wirtsregulatoren nachahmen und auf diese WeiiseAktivierung des Komplements
verhindern. Die strukturelle Ahnlichkeit gegenubden Wirtsregulatoren lasst darauf
schlieRen, dass die Virus eigenen Regulatoren hemdnsprungs sind. Das ,Vaccinia Virus
Complement-Control Protein* (VCP) des Vaccinia \ditbesteht aus vier SCRs und wird von
infizierten Zellen sekretiert. VCP hat sowohl Kadfataktivitat als auch Zerfall
beschleunigende Aktivitdt (135). Der virale Kompktregulator weist eine sehr hohe
Ahnlichkeit zu dem Membran gebundenen WirtsregulB%aF auf (115).

Darlber hinaus binden viele humanpathogene Erreggulatorproteine des Wirtes an ihre
Oberflache und tarnen sich so, z.B. vor dem Angd#s Komplementsystems. Die
gebundenen Regulatoren verhindern die Aktivierures omplementsystems auf der
Erregeroberflache. Dieser Mechanismus der Kompléewasion ist Gegenstand der

vorliegenden Arbeit und wird im n&chsten Kapitesféinrlich beschrieben.

2.2 Pathogene nutzen Komplementregulatoren des Weast

Zahlreiche = pathogene  Mikroorganismen binden die inPlasma  geldsten
Komplementregulatoren Faktor H, FHL-1 und C4bp, dif Ebene der C3-Konvertase
agieren, an ihre Oberflache. Die gebundenen Regelatsind funktional aktiv und greifen
inhibierend in die Aktivierung des Komplementsysseauf Erregeroberflache ein, indem sie
die Opsonisierung mit C3b sowie den Ablauf der Kenentkaskade blockieren und so die
Phagozytose und/oder Lyse des Pathogens verhindafrdieses Weise ist die pathogene
Oberflache maskiert und die Erreger sind vor dergriindes Komplementsystems geschuitzt
und Uberleben. In Abb. 5 wird diese wichtige Stgae der Komplementevasion

veranschaulicht.
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Faktor H " 4
' Komplement-
iC3b evasion
« Faktor | A
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Oberflachenprotein 4
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CRASP)

—————— » Phagogytose/
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Abbildung 5: Komplementevasion durch die Bindungn \faktor H. Pathogene Mikroorganismen exprimieren
Oberflachenproteine, die Komplementregulatoren tiéistes, z.B. Faktor H, binden. Die Komplement
regulatorische Domane ist zuganglich und vermiti@t Spaltung von C3b zu inaktivierten C3b (iC3lyath
Faktor I. Auf diese Weise wird die Beladung derefgaroberflache mit aktiven C3b und die nachfolgend
Phagozytose und/oder Lyse verhindert (verandeti 844).

Die Akquirierung von Komplementregulatoren des ¥&rthat mehrere Vorteile flr den
Erreger. Diese Wirtsproteine sind in ihrer Funktdhe Komplementaktivierung zu inhibieren
optimal abgestimmt und in ausreichender Menge vatéa. Des Weiteren bestehen die
RCA-Proteine aus SCRs und sind sich untereinandektgrell ahnlich. Daraufhin kdnnen

unterschiedliche Regulatoren von ein und dem selsesgerprotein rekrutiert werden (115).

Eine zunehmende Anzahl von Pathogenen, wie grat8akterien §. pneumoniaandsS.
pyogenes gramnegative Bakterien A¢tinobacillus actinomycetemcomitan®Borrelia
burgdorferi s.l., Borrelia hermsij Escherichia coli Leptospira interogans Moraxella
catarrhalis N. meningitidis N. gonorrhoeaeund P. aeruginosg humanpathogene Pilze
(Aspergillus fumigatusund Candida albicang Parasiten Echinococcus granulosuand
Onchocerca vulvulysund Viren (HIV und Westnilvirus) nutzen den glen Mechanismus
der Komplementevasion. Jedes dieser Pathogenet drel&komplementregulatoren Faktor
H, FHL-1, FHR-1 und/oder C4bp an ihre Oberflache.vielen Fallen wurden bereits die
Liganden auf der Pathogenoberflache identifizierd wharakterisiert (244). Die Tab. 2 gibt
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eine Ubersicht zu den bekannten Komplementevasiotepen, die Mitglieder der Faktor H
Proteinfamilie binden. Die Oberflachenproteine spadymorph zeichnen sich jedoch durch
die gleiche Funktion aus Komplementregulatoren zunddn, die mit der

Komplementaktivierung auf der Erregeroberflacheriigrieren. Die Binderegionen in Faktor
H wurden bereits fir einige dieser Proteine lokalts Bindungsstudien mit Faktor H
Fragmenten zeigen, dass vor allem der C-Terminugli&iBindung an Oberflachenproteine

entscheidend ist.

Tabelle 2: Mikrobielle Oberflachenproteine, die Kgementkomponenten der Faktor H Proteinfamilie bind

Pathogen Oberflachenprotein Interagierende Proteine SCRs, die in die Referenz
der Faktor H Familie Bindung involviert sind
Bakterien
Actinobacillus sp Omp100 Faktor H unbekannt 2
Borrelia afzelii BaCRASP-1 Faktor H, FHL-1 SCRs 5-7 107, 225
BaCRASP-2 Faktor H, FHL-1 SCRs 6 und 7
BaCRASP-3 FHL-1 SCRs 6 und 7
BaCRASP-4 Faktor H SCRs 19 und 20
BaCRASP-5 Faktor H SCRs 19 und 20
Borrelia burgdorferi s.s. BbCRASP-1 Faktor H, FHL-1 SCRs 5-7, 19 und 20 1, 73, 103, 107
BbCRASP-2 Faktor H, FHL-1 SCRs 5-7, 19 und 20
BbCRASP-3 Faktor H SCRs 19 und 20
BbCRASP-4 Faktor H SCRs 19 und 20
BbCRASP-5 Faktor H SCRs 19 und 20
OspE Faktor H SCRs 15-20
p21 Faktor H SCRs 19-20
Borrelia hermsii FhbA Faktor H, FHL-1 SCRs 1-7, 16-20 78, 189
BhCRASP-1 Faktor H,FHR-1 SCR 20
Leptospira interogans LenA (LfhA) Faktor H,FHR-1 unbekannt 210, 220
LenB Faktor H unbekannt
Neisseria gonorrhoeae PorlA Faktor H unbekannt 125, 174
PorlB Faktor H unbekannt
Pseudomonas aeruginosa Tuf Faktor H,FHR-1 SCRs 6 und 7, 19 und 20; 113
SCRs 3-5
Streptococcus agalactiae  B-Protein Faktor H SCRs 8-11, 12-14 86
Streptococcus pneumoniaePspC Faktor H SCRs 8-11,19 und 20 30, 63, 85-87
Hic Faktor H SCRs 8-11, 12-14
Streptococcus pyogenes M-Protein Faktor H, FHL-1 SCR-7 6, 16, 77, 102, 152,
Fba Faktor H, FHL-1 SCR-7 153
Scll Faktor H,FHR-1 unbekannt
Treponema denticola FhbB FHL-1 unbekannt 134
Yersinia enterocolitica YadA Faktor H unbekannt 20
Pilze
Candida albicans Gpm1 Faktor H, FHL-1 SCRs 6 und 7, 19 und 20 168
Viren
HIV gp4l Faktor H unbekannt 211
gp120 Faktor H unbekannt
Westnilvirus NS 1 Faktor H unbekannt 21
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In den letzten zwei Jahren wurde eine Reihe vorrftalsbenproteinen identifiziert, die neben
dem Wirtsregulator Faktor H das verwandte ProtéiRF binden aber nicht FHL-1, wie z.B.
das Membranprotein LfhA vor. interrogans CRASP-1 vonB. hermsij der auf der
Oberflache nachgewiesene Transkriptionselongatdtf Tuf vonP. aeruginosaund das
Scll Protein vors. pyogeneSerovar M6 (16, 113, 189, 220). Fur Tuf v@naeruginosaund
CRASP-1 vorB. hermsiiwurde die Binderegion in Faktor H bestimmt und @eferminus
identifiziert, der in Faktor H und FHR-1 eine haBequenzibereinstimmung aufweist aber in
FHL-1 fehlt (113, 189). Auf Grund der Homologieden drei C-terminalen SCRs akquirieren
diese Erregerprotein FHR-1 zusatzlich zu FaktowHds auf eine Bedeutung von FHR-1 fur
die Komplementregulation auf der Erregeroberflduineveist.

3 Ausgewahlte bakterielle Pathogene

In der vorliegenden Arbeit wurden gezielt die Koemkntevasionsstrategien der
humanpathogenen Bakteridh burgdorferi und Staphylococcus aureugntersucht. Beide
Erreger sind vorwiegend extrazellular und durchdaufbei der Disseminierung im
Wirtsorganismus eine ausgepragte bakteridmischeePbad sind dabei dem Angriff des
Komplementsystems ausgesetzt, kénnen jedoch Ubkerlebd eine Infektion etablieren. In
den letzten Jahren hat die epidemiologische BedgutanB. burgdorferiundS. aureusstark
zugenommen. Die Gesamtinzidenz der Lyme-Borrelgiggy in dem 5-Jahreszeitraum von
2002 bis 2006 in den Ostlichen Bundeslandern deddBsrepublik Deutschland um ca. 100 %
(2002 17,8 und 2006 37,3 Erkrankungsfalle pro 100 Binwohner) (182). Gegenwatrtig liegt
der Anteil von Methicillinresistentef. aureufMRSA)-Stammen af. aureudnfektionen in
Krankenh&dusern in Deutschland bei Uber 20 % (1403.diesen Grinden ist die Aufklarung
der Interaktion zwischen dem humanen Komplemergaysind den ErregefB. burgdorferi
undS. aureusron entscheidender Bedeutung fur die Entwickluegen Therapeutika.

3.1 Borreliaburgdorferi

Biologie
Borrelia burgdorferi ist ein flexibles, schraubenférmiges, gramnegatiBakterium, das

obligat parasitisch lebt und zur Familie der Spiaetaceae gehort. Zu dieser Familie zahlen
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weitere bedeutende Pathogene, z.B. die RuckfadlfieBorrelien B. hermsii und B.
recurrentis Treponema pallidumder Erreger der Syphilis urd interogans der Errereger
der Leptospirose. Alle Spirochaten zeichnen sicithduhre Gestalt und ihre Beweglichkeit
aus, die in dem Aufbau der Zelle begriindet liegesP Bakterien verfigen Uber helikale
Filamente, sog. Endoflagellen, die an den Zellpolegrankert sind und sich im
periplasmatischen Raum zwischen dem Zytoplasmanemwibellwvand Komplex und der
auBeren Membran um den Zellzylinder winden. DieaRoh der Endoflagellen induziert
Veranderungen in der Zellmorphologie und treibt dahe Zelle voranB. burgdorferiist ein
relativ grof3es Bakterium mit einem Durchmesser@®@&3 pum und einer Lange von 10-20 um
(57). Es tragt an beiden Enden 7-11 Endoflagetlengsich in der Mitte der Zelle tGberlappen
(3). Die aulRere Membran vdB. burgdorferiist anders als bei typischen gramnegativen
Bakterien eher labil und enthalt kein LPS, sondstrreich an Lipoproteinen, wie z.B. die
,Outer surface proteins® (Osp) A-F. Das Genom vBn burgdorferi ist ein weiteres
aulBergewohnliches Merkmal. Die Sequenz Bedurgdorferi Stammes B31 wurde 1997
veroffentlicht (52). Es besteht aus einem lineacan 1 Mb groRen Chromosom, welches
hauptsachlich ,Housekeeping® Gene kodiert, und firfeadren sowie neun zirkuldren
Plasmiden, die 40 % des DNA Gehalts ausmachen ALB)den Plasmiden liegen die Gene
fur Lipoproteine, die mehr als 8 % der kodieren&eguenz umfassen, und zahlreiche offene
Leserahmen mit unbekannter Funktion der Proteinegdsamt wurden im Genom 105
potentielle Lipoproteine identifiziert (52). Vielelieser Lipoproteine sind als wichtige
Virulenzfaktoren bekannt, die sich durch ihre halmtigenvariabilitat auszeichnen. Einerseits
besitzt B. burgdorferiwenige Gene mit biosynthetischer Aktivitat und dsther in seinem
Nahrstoffbedarf stark vom Wirtsorganismus abhangi&). Rotwild, kleine Nager,
Amphibien und Vogel stellen das Erregerreservols. Yeektor dient die Zecke. Andererseits
verfigt das Bakterium Uber eine enorme Flexibilitiitder Genexpression. Bei seinem
standigen Wirtswechsel idB. burgdorferiin der Lage in kirzester Zeit abhangig von
Temperatur, Nahrstoffen und dem pH-Wert sein Exgpoesschema umzustellen und an den
Wirt anzupassen (14, 141).

Pathogenese und Krankheitsbild

Borrelia burgdorferisensu latast der Erreger der Lyme-Borreliose, einer auf mi@dlichen
Hemisphare weit verbreiteten Zoonose, die in Mattebpa durch Zecken der Speziesdes
ricinus Ubertragen wird. Die Lyme-Borreliose ist eine NBystem-Krankheit, die in

mehreren Stadien ablauft und anderen Erkrankungaeltda Wahrend der Blutmahlzeit der
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Zecke gelangen die Borrelien aus dem Mitteldarnt dieH&molymphe in die Speicheldrise
der Zecke und werden in den menschlichen Organisimimert. An der Einstichstelle
beginnen die Bakterien sich zu vermehren, was 8&&h Tagen und in ca. 70-80 % der Falle
mit einer sich ausbreitenden Hautrétung, dem Erngthenigrans, einhergeht (202, 204, 209).
Begleitet wird diese lokale Infektion des erstemtdheitsstadiums oft durch grippedhnliche
Symptome. Bleibt die Infektion unbehandelt, geladgt Erreger Uber den Blutkreislauf in
unterschiedliche Organe und kann im zweiten Staddatnmerzen in Muskeln, Knochen und
Nerven, akute Meningitiden oder Facialisparesen ufblgorreliosen) verursachen. Die
Spirochaten binden Uber verschiedene Adhasionsiilelekz.B. P66 und die ,Decorin-
binding proteins* A und B (DbpA, DbpB) an EndotHeel oder Kollagen des Bindegewebes,
um sich so innerhalb des Wirtes auszubreiten unthran Zielorganen vorzudringen (22).
AulRerdem aquirierB. burgdorferiiber das Lipoprotein OspA humanes Plasminogen JPLG
das Vorlauferprotein der Protease Plasmin (55). Birelung des Plasmaproteins fuhrt zu
einer verstarkten Umwandlung in aktives Plasmircdu?LG-Aktivatoren des Wirtes, deren
Sekretion durch OspA induziert wird (54). Durch Aukzen dieses Wirtssystems sind
Borrelien in der Lage Komponenten der ECM zu deigrad und innerhalb des Wirts Uber
Gewebsbarrieren hinweg zu migrieren. Borrelien le@inim immunprivilegierten Organen,
z.B. in Gelenken, im Nervensystem oder der Hauer itbehrere Jahre persistieren und im
dritten Stadium der Lyme-Borreliose zu chronisclghkrankungen wie der Lyme-Arthritis,
Enzephalomyelitiden, der Acrodermatitis chroniceopliicans oder zu Manifestationen in
Auge oder Herz fuhren. Einzelne Krankheitsstadietnnlen ausbleiben, und eine
Spontanheilung ist in jedem Stadium maoglich. Jedsprlechen 10 % der Lyme-Arthritis Falle
in den USA nicht auf eine Antibiotikatherapie a®7{2 Dabei handelt es sich wahrscheinlich
weniger um eine persistierende Infektion, da deedar in der Synovialflissigkeit mittels
PCR nicht nachweisbar ist (150, 172). Vielmehrdisise therapieresistente Form der Lyme-
Arthritis vermutlich eine Autoimmunerkrankung, di& snit der Expression des HLA-DR4
Allels assoziiert ist (96, 205). Dartber hinaugdsinZelllinien dieser Patienten spezifisch flr
OspA (98, 121). Eine molekulare Mimikry zwischemdd@-Zellepitop von OspA (Osphe-
1739 und einem humanen homologen Peptid ist demzufetdescheinlich die Ursache fir die
Autoimmunerkrankung. Das ,human leukocyte functamsociated antigen 1 (hLFA-1)
wurde als homologes Peptid identifiziert, reagigper nicht mit allen HLA Allelen, die
typischerweise bei Patienten mit therapieresistelyene-Arthritis vorkommen und wurde
deshalb als relevantes Autoantigen wieder ausgessgm (59, 206). Diese
Autoimmunerkrankung scheint deshalb eher multifagliobedingt zu sein. Zum Beispiel
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induziert OspA vorB. burgdorferidie Differenzierung von T-Helferzellen, die IL-1ihd
TNF-o exprimieren (83). IL-17 ist ein proinflammatomss Cytokin, das bei rheumatischer
Arthitis vorkommt und ausschlief3lich durch mikrdkee.ipopeptide induziert wird (17, 83).
Aus diesem Grund konnte IL-17 zusammen mit and@remflammatorischen Cytokinen,
z.B. IL-6, an der Entstehung der therapieresistehyene-Arthritis beteiligt sein (97).

Einige Symptome der Lyme-Borreliose wurden bereiis Beginn des 20. Jahrhunderts
mehrfach beschrieben (zusammengefasst in 203)cledarde die Erkrankung erst 1977 von
Allen C. Steere naher untersucht und als Lyme-Arshbezeichnet, nachdem in Lyme im
U.S. Bundesstaat Cunneticut geh&uft Falle von rlagigoher Arthritis bei Kindern auftraten
(208). 1982 isolierte Willy Burgdorfer den Erregiar Lyme-Borreliose aus dem Mitteldarm
von Ixodes scapularig13). Damit wurde der anféangliche Verdacht, dassieh um eine von
Arthropoden Ubertragene Infektionskrankheit handdiestéatigt. Die Genotypisierung
unterschiedlicher Isolate ergaben, dass sich dggriurglich alsB. burgdorferi benannte
Pathogen in mehrere Genospezies aufteilt. In derA W8rd die Lyme-Borreliose
ausschlie3lich vorB. burgdorferi sensu stricteerursacht. In Europa sind hingegen drei
humanpathogene Borrelia Spezies bekanBt burgdorferi s.s.B. afzelii B. garinii. Wobei
die Mehrzahl der Erkrankungen in Europa duBchafzeliiundB. garinii hervorgerufen wird
(204). Es wurden auch Félle in Europa beschriebendenen die Spezidd. bissettij B.
lusitaniag B. spielmaniund B. valaisianamit der Lyme-Borreliose in Verbindung gebracht
werden (23, 36, 178, 179, 212).

Immunevasion

Trotz einer aktiven Immunantwort des Wirtes kamh burgdorferi wéhrend des
Ausbreitungsprozesses Uberleben. Der Erreger Ins¢hiedene Mechanismen entwickelt, der
Abwehrreaktion zu entgehenB. burgdorferi kann sowohl die Expression von
Oberflachenproteinen verdndern oder minimierenaaish direkt in das Immungeschehen
eingreifen, indem das Bakterium die Immunantwors deirtes inhibiert. Das Lipoprotein
VISE ist ein Beispiel fur Antigenvariation bdd. burgdorferi (232). Die Frequenz der
Antigenrekombination ist in immunkompeteten Maukéher als in immundefizienten (233).
Die Immunreaktion des Wirtes hat auch zur FolgesdaB. das Oberflachenprotein OspC im
Mausmodel als Antwort auf die Bildung spezifisciartikbrper in seiner Expression runter

reguliert wird. Bis dahin gebildete Antikdrper werdsomit unwirksam (122).
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SobaldB. burgdorferiin den Wirtsorganismus eindringt, wird es mit déomplementsystem
konfrontiert. B. burgdorferiaktiviert den alternativen und den klassischen Wean aber
dem Komplementangriff widerstehen (101). Jedoch ensoheiden sich einzelne
Borrelienisolate in ihrer Serumresistenz gegenileen Komplementsystem (10) und werden
danach klassifiziertB. burgdorferilsolate werden als intermediar resistent einggstiaf die
Serumresistenz eines Isolats variieren k&rafzeliilsolate gelten als Serum resistent &nd
garinii Isolate sind Serum sensitiv und werden starkerkmihplementproteinen beladen als
Serum resistente Stamme (105, 109, 114). Die Sesistenz korrespondiert mit der
Fahigkeit der Borrelien die Komplementregulatorektbr H und FHL-1 an ihre Oberflache
zu binden (108). FuB. burgdorferiwurden bis zu flnf Lipoproteine auf der Oberflache
identifiziert, die fir die Bindung der beiden Regolproteine verantwortlich sind und
entsprechend als ,Complement regulator-aquiringaser proteins“ (CRASPS) bezeichnet
werden (107, 108). Die Anzahl der exprimierten CIRASunterscheidet sich je nach Isolat.
Die CRASPs lassen sich in zwei Gruppen aufteileRASP-1 und CRASP-2 gehdren zur
Gruppe | und binden Faktor H und FHL-1. Hingegeteragieren CRASP-3, CRASP-4 und
CRASP-5 der Gruppe Il ausschlieRBlich mit Faktor GRASPs bilden eine heterogene
Proteinfamilie und sind bis auf CRASP-3, CRASP-4 U WRASP-5, die zur Familie der
»OSpE/F related proteins” (Erp) gehoren, nicht m@ader verwandt (Tab. 3).

Tabelle 3: Mitglieder der CRASP Familie v8n burgdorferi(verandert nach 66)

Gen Genlokalisation MW (kDa) Ligand

Gruppe |

CRASP-1 cspA Ip54 25,9 Faktor H, FHL-1

CRASP-2 cspZz Ip28-3 23,2 Faktor H, FHL-1
Gruppe Il

CRASP-3 erpP cp32-9 20,7 Faktor H

CRASP-4 erpC cp32-2 18,5 Faktor H

CRASP-5 erpA cp32-1 17,7 Faktor H

Ip: ,linear plasmid*, cp: ,circular plasmid“, MW:molecular weight"

Vergleichende Analysen der CRASP-Expressionsmusédren gezeigt, dass alle Serum
resistenten und intermedidr resistenten Stdmme CERASxprimieren, was auf eine
bedeutende Rolle fir die Komplementresistenz d8bhdasst (161, Peter Kraiczy personliche
Mitteilung). Diese Hypothese wird durch die Beolacdgen gestitzt, dass CRASP-1
~Knock-out* Mutanten und Borrelienstdimme, denen dlasare Plasmid 54 (Ip54) fehlt,
welches das CRASP-1 kodierende @spAtragt, Serum sensitiv sind (11). Seit 2005 ist die
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dreidimensionale Struktur von CRASP-1 bekannt (2Bas Protein weist eine helikale
Lollipop-Struktur auf. Zwei Molektle bilden UberedC-terminalen Helices ein Homodimer
aus (Abb. 6). Das CRASP-1-Dimer formt eine hydrdmhdrasche, in der Aminosauren
lokalisiert sind, die fur die Bindung von Faktordder FHL-1 essentiell sind (25, 26). Faktor
H und FHL-1 binden Uber die SCRs 5-7 und SCRs 182@ruppe | CRASPs (CRASP-1
und CRASP-2). Die Binderegion fur die Gruppe Il C&2s ist im C-Terminus von Faktor H
den SCRs 19-20 lokalisiert (104, 107, 244). Fakiaund FHL-1 besitzen Kofaktoraktivitét

und vermitteln die enzymatische Spaltung von C3fxldulie Protease Faktor I, wenn die
Wirtsproteine an CRASPs gebunden sind (66, 103)).1G8b wurde auch inaktiviert,

nachdem Borrelienzellen entweder mit humanem Serden FHL-1 inkubiert wurden (108).

Demzufolge sind Serum resisteri@e burgdorferiStamme in der Lage Faktor H/FHL-1 aus
dem Serum zu rekrutieren und die Komplementakiivigr direkt auf der Oberflache zu
kontrollieren. Damit nutzen die Bakterien einen breiteten Mechanismus der
Komplementevasion. Zusatzlich exprimiBrtburgdorferiein CD59 ahnliches Protein, das an
das Komplementprotein C9 bindet und die Bildung B&SC inhibiert (162). Mit diesen

Immunevasionsstrategien sind die Spirochaten voKdenplement vermittelten Phagozytose

und Lyse geschitzt und kénnen im Wirt Gberlebensicll ausbreiten.

Abbildung 6: Dreidimensionale Struktur des CRASHdmodimers vorB. burgdorferi(26).

3.2  Staphylococcus aureus

Biologie

Das grampositive, kugelférmige Bakteriugtaphylococcus aureugehoért zur Familie der
Micrococcaceae. Dem Namen nachSstiureusinter dem Mikroskop héufig in Traubenform
oder paarweise angeordnet. Staphylokokken sindlasaaositiv, fakultativ anaerob und
konnen bei Mensch und Tier schwere Infektionen dreufen. S. aureusunterscheidet sich
von anderen Staphylokokkenspezies durch eine gelddgmentierung der Kolonien, die
durch Karotinoide verursacht wird, und die Anwesshihder Enzyme Koagulase und
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Desoxyribonuklease. Das Genom besteht aus eineilll2,§rol3en zirkularen Chromosom,
Prophagen, Plasmiden und Transposons. Gene, digleNrr und Antibiotikaresistenz
vermitteln, liegen sowohl auf dem Chromosom alshaauaf extrachromosomalen Elementen,

Uber die diese Genen zwischen Bakterien ausgetawsctien (124).

Pathogenese und Krankheitsbild

S. aureusist ein opportunistisches Pathogen, das fur eirufe Zahl von nosokomialen
Infektionen verantwortlich ist. In den vergangedahren haben vor allem MRSA-Stamme an
Bedeutung gewonnen, die durch den weit verbreitAtdibiotikaeinsatz entstanden sind und
nunmehr eine erfolgreiche Therapie erschweren. Bei% der Bevolkerung lebt das
Bakterium dauerhaft als Kommensale auf der Haut devd Schleimhauten des Oropharynx
(163). Abhangig vom Immunstatus kann das Bakteljetioch Hautinfektionen in Form von
Pyodermien oder lebensbedrohliche invasive Infeltip z.B. Osteomyelitis, Pneumonie,
septische Arthritis und Endokarditis, verursach£uosatzlich produzieren einige Stamme
Toxine, die zu den Toxikonosen ,Staphylococcal dedlskin syndrome® (SSSS), Toxisches

Schock-Syndrom und Lebensmittelvergiftungen fuhren.

S. aureus gehért zur Standortflora und besiedelt Schleimdadurch Adhasion an
Oligosaccharidketten der Muzine (,Schleimstoffef)e durch Oberflachenproteine vermittelt
wird (195). Um eine Infektion hervorzurufen wirkemeist disponierende Faktoren
beglnstigend. So spielen neben Fremdmaterialiea, Kathetern oder Plasikimplantaten,
immunsupressive Faktoren oder Vorschadigungen dert Hine wichtige Rolle. Vor allem
Fremdmaterialien fordern das Eindringen @naureusin den Organismus. Diese werden
schnell von Fibrinogen, Fibronektin und Kollagenhiitt und verbessern die Adharenz des
Erregers Uber sog. ,Microbial Surface Componentsogeizing Adhesive Matrix Molecules*”
(MSCRAMM), die an Proteine der ECM binden. Die Eegsion von Adh&sinen ist nicht nur
fur die Anlagerung an Gewebe entscheidend, songsmlft S. aureuszur Ausbildung eines
Schutzmantels aus wirtseigenen Proteinen, um sahitdszor dem Immunsystem zu tarnen.
Besonders bei invasiven Infektionen sind Endothielzeson BedeutungS. aureusadhariert
an Endothelzellen und wird daraufhin von diesengplstiert (60). Das intrazellulare Milieu
fordert die Bildung von ,small-colony variants” (R Auf diese Weise ist der Erreger vor
dem Immunsystem und Antibiotika geschitzt und pdesende oder rezidivierende
Infektionen werden beglnstigt (1735. aureus sekretiert ein breites Spektrum an

zytolytischen Toxinen, wie dema-Toxin, und Enzymen, z.B. Hyaluronidasen, Lipasen,
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Desoxyribonukleasen, Kollagenasen und andere Batediese Faktoren ermdglichen es
dem Erreger Wirtsgewebe zu zerstoren, um Nahrstoffsich zuganglich zu machen sowie
um sich innerhalb des Wirts Uber den Blutkreislaulszubreiten oder in angrenzendes
Gewebe vorzudringen. Die Expression von Virulentdedn wird Uber ein Set von

regulatorischen Genen koordiniert, die als ,Accegsgene regulator® ggr) bezeichnet

werden. Ist eine bestimmte Zelldichte erreicht,dwidie Expression von extrazellularen
Proteinen induziert. Gleichzeitig wird die Bildungon Oberflachenproteinen, die zur

Anlagerung an Wirtsgewebe von Bedeutung sind, sonpgnt (164).

S. aureudbildet bei lokalen Infektionen mit Hilfe des Fibagenrezeptors ,Clumping factor
A" (CIfA) und der Koagulase eine Fibrinkapsel auslgrenzt sich so von der Umgebung ab.
Einwandernde Granulozyten lagern sich um den Ilidekherd. Aufgrund von
N&ahrstoffmangel breitet sich diese Kapsel zunehnarglund es entsteht ein Abszess. Die
Abszedierung ist eine typische Wirtsantwort aufeeiokaleS. aureusinfektion und auf3ert

sich auf der Haut als Karbunkel oder beim Versckerelnehrerer Karbunkel als Furunkel.

Einige S. aureusStamme produzieren Exotoxine, wie das ,Toxic shegkdrom toxin“-1
(TSST-1), die Lebensmittelintoxikationen verursaaken Enterotoxine A-E oder die beiden
Exfoliatintoxine A und B. TSST-1 und Enterotoxined Superantigene, die direkt an die
invariante Doméane des  Haupthistokompatibilitatskiexgs  (MHC, »,major
histocombatibility complex”) der Klasse Il bindemds diesen mit dem T-Zellrezeptor
verbinden. Folglich kommt es zu einer unspezifiscA&tivierung und Proliferation von bis
zu 20 % der ruhenden T-Zellen und zu einer massirersetzung von Zytokinen, das zu
hohem Fieber, Schock, verstarkter Pemabilitat defae und Multiorganversagen fihrt
(124). Hingegen bewirken die Exfoliatintoxine einaicht-entziindungsassoziierte
blasenférmige Abhebung der Haut durch proteolygs8paltung des Stratum granulosum
vom Stratum spinosum. Diese Erkrankung kommt viemalbei Kleinkindern vor und wird

als ,Staphylococcal scaled skin syndrom* oder Lgthdrom bezeichnet.

Immunevasion

Um im menschlichen Organismus zu uberleben, $ataureusmehrere Mechanismen
entwickelt, vor allem die angeborenen Immunantwies Menschen zu umgehen. Bisher
wurden zahlreiche Faktoren identifiziert, mit dender Erreger in der Lage ist die

Wirtsabwehr auf unterschiedlichen Ebenen zu togyedi Dabei spielen
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Komplementevasionsstrategien eine zentrale R&leaureusexprimiert eine Reihe von
Immunevasionsproteinen, die an der Oberflache gddursind oder sekretiert werden. Die
Proteine blockieren die Migration von neutrophi@ranulozyten oder interferieren direkt mit

der Opsonophagozytose durch Immunzellen (Abb. 7).

SCIN

CIfA

CHIPS OO Ecb :
Ehp

C5aR,
FPR

Abbildung 7: Mechansimen, mit den&naureusier Opsonophagozytose entgeht. Die Funktion ddeliiée ist
im Text beschrieben. Sbi: ,Staphylococcal binderimmunoglobulins®, SpA: Protein A, Eap: ,Extracddu
adherence protein“, Efb: ,Extracellular fibrinogbmding protein®, Ecb: ,Extracellular complementbding
protein“, Ehp: ,Efb homology protein“, CHIPS: ,Chetaxis inhibitory protein ofStaphylococcus auretis
CIfA: ,Clumping factor A“, SCIN: ,Staphylococcal eoplement inhibitor‘, SAK: Staphylokinase, PLG:
Plasmingogen, PL: Plasmin (verandert nach 51).

Dabei sind auch einige kirzlich identifizierter Kplementinhibitoren von entscheidender
Bedeutung.S. aureussekretiert das 14 kDa Protein ,Chemotaxis inhttyit@rotein of
Staphylococcus aureuigCHIPS), das spezifisch an die beiden verwandRezeptoren auf
Neutrophilen, den C5a Rezeptor und den Rezeptorfaditnylierte Peptide (FPR), bindet.
CHIPS blockiert die Bindung der natiurlichen Ligandeaund die nachgeschaltete
Signalstransduktionskaskade. So verhin@raureudie Aktivierung und Rekrutierung von
Neutrophilen, die durch das Komplementsystem veethitvird (32, 169). Die Chemotaxis
von Neutrophilen wird auch durch das ,Extracellddherence protein* (Eap) inhibiert. Eap
blockiert durch die direkte Interaktion mit dem tgncellular Adherence Molecule*-1 (ICAM-
1) auf Endothelzellen die Adh&asion von Neutrophiégendie BlutgefaRwand und verhindert
die Diapedese und Migration zum Infektionsherd (19) aureussekretiert zytolytische
Toxine mit einer starkten Spezifitat fir Leukozyteng. Leukotoxine (51). Von Neutrophilen

phagozytierte Bakterien kénnen in den Phagolysosaiberleben, indem sie zum einen mit
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den Enzymen Staphylokinase und Aureolysin antinmigite Defensine neutralisieren und
zum anderen mit Hilfe von zwei Superoxiddismutasken, Katalase und Karotinoidpigmenten

reaktive Sauerstoffspezies abbauen (186).

Funfundsiebzig Prozent aller human8n aureusinfektionen werden von Staphylokokken
verursacht, die eine Polysaccharidkapsel des Ser&tyder 8 produzieren (124). Die Kapsel
lasst zwar die Bindung von Komplementfaktoren anZillwand zu, macht diese aber fiir die
entsprechenden Rezeptoren auf Neutrophilen unziigingnd vermittelt somit Resistenz
gegeniber Phagozytose (51). ,Clumping factor A“deinFibrinogen und verhindert durch
den sich bildenden Fibrinogenmantel die Ablagerungn Opsoninen auf der
Erregeroberflache. Damit i§. aureusvor der Phagozytose durch Makrophagen geschitzt
(74). Das auf der Oberflache exprimierte ProteiiSfpA) bindet den Fc Teil von 1gG (50).
Demzufolge werden die Immunglobuline in umgekeh@eientierung an die Zelloberflache
gebunden und kdénnen so weder vom Fc Rezeptor awtrdydilen noch von Clq erkannt
werden. Das Protein Sbi wurde als zweites IgG lnidde Protein irS. aureusdentifiziert
(235). Zusatzlich interagiert Shi nfit-Glykoprotein I, das auch als Apolipoprotein H beki
ist (234). Die Protease Staphylokinase wandelt mesa Plasminogen, das uber
unterschiedliche Rezeptoren an die Bakterienolmd&ebunden ist, in seine aktive Form
Plasmin um. Diese Serinprotease wiederum spakebeiden Opsonine 1gG und C3b (187).
S. aureuskann somit auf unterschiedlichen Wegen Immungioleuinaktivieren und die

Aktivierung des Komplementsystems tber den klaksiséVeg hemmen.

In Abb. 8 sind die Komplement inhibitorischen Pmgevon S. aureusmit den jeweiligen
Angriffpunkten in der Komplementkaskade dargestélt aureusexprimiert dabei mehrere
Proteine, die auf der Ebene von C3 inhibierenddieifKomplementaktivierung wirken. Das
sekretierte 10-kDa Protein ,Staphylococcal completehibitor® (SCIN) blockiert alle drei
Komplementaktivierungswege. SCIN interagiert mit @berflachen gebundenen C3-
Konvertasen und stabilisiert zum einen die C3bBld @¥#bC2a Komplexe, so dass die
Aktivitat der Konvertasen blockiert wird. Zum ander verhindert diese Interaktion die
Bildung neuer Konvertasen (185). Das SCIN Gen (s&hyusammen mit den Genen der
sekretierten Proteine CHIPS (chp), Staphylokinaak)(und des Superantigens Enterotoxin A
(sea) auf der Pathogenitatsinsel SaPI5 lokalistig, als erstes ,Immue Evasion Cluster®
(IEC) beiS. aureudeschrieben wurde (32, 185).
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Alternativer Weg Klassischer Weg Lektin-Weg
spontan initiiert AG-AK Komplexe Mannose, GIcNAc
C3b Ciq, MBL/Fikolin,
(oder C3,,,,) (Faktor B Cir, Cis, MASP1, MASP2,MASP3, sMAP
[ " |
SpA | !
| |
Faktor D | %3%‘/ \C4b |
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~ | |
A C30B SAK [ |
| |

—_——
—_——

C3bBb C3-Konvertasen
ket ..
v
C3b;Bb C5-Konvertasen
Legende:
<« — — katalysierte Enzymreaktion
<«—— reagiert zu
O Komplementprotein +CB+C7+C8+C9
[ Konvertase "
% Anaphylatoxin MAC

Abbildung 8: Komplementinhibitoren voB. aureusund ihre Angriffspunkte in der Komplementkaska8pA:
Protein A, Shi: ,staphylococcal binder of immundgldins®, SAK: Staphylokinase, SCIN: ,Staphylococcal
complement inhibitor”, Efb: ,Extracellular fibrin@mp-binding protein“, Ecb: ,Extracellular complemdsihding

protein“, Ehp: ,Efb homology protein®, CHIPS: ,Chetaxis inhibitory protein oStaphylococcus aurets

Das ,Extracellular fibrinogen-binding protein“ (Bfburspringlich als Fibrinogen bindendes
Protein beschrieben, bindet zusatzlich an C3. Hibibiert den alternativen und den
klassischen Weg der Komplementaktivierung und hedimmOpsonophagozytose (119, 120).
Dabei blockiert Efb die Aktivierung von C3 zu C3hdem es an die C3d Domane im C3
Molekul bindet und Konformationsanderungen herbeifidie eine Spaltung zu C3a und C3b
verhindern (62)S. aureusexprimiert das ,Efb homology protein“ (Ehp), dassbnders im C-
terminalen C3 bindenden Teil eine hohe Homologid#uaufweist. Im Unterschied zu Efb
verfugt Ehp Uber zwei C3d Bindestellen und inhibidre Spaltung von C3 Uber den
alternativen Weg in einem starkeren Mal3e als Ef}). (&lrzlich wurde ein zweites ,Immue
Evasion Cluster{IEC-2) beschrieben, das die SCIN homologen Prot8@iN-B und SCIN-

C sowie Efb und ein weiteres Efb verwandtes Proj&ixtracellular complement-binding
protein® (Ecb) kodiert und vermutlich durch horizalen Gentransfer entstanden ist. Die
homologen Proteine wurden ebenfalls als Konvemédatoren identifiziert und
charakterisiert (93). Obwohl bisher keine Kompletnegulator bindenden Proteine f&r.

aureusbekannt sind, wurde eine Faktor | vermittelte &paj von gebundenem C3b zu iC3b
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unabhangig von Faktor H beschrieben, die zu eieeminderten Phagozytoseaktivitat von
Neutrophilen fuhrt (27, 28). Auf einer weiteren Radenitatsinsel ist das Gen flur das Protein
~Staphylococcal Superantigen-like-7 (SSL-7) lok#&rt, welches C5 bindet und die durch
das Komplementsystem vermittelte Hamolyse und dasdtdn von E. coli inhibiert.
Unabhangig davon bindet SSL-7 an IgA und verhindertErkennung tber dendRl (116).
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4 Fragestellung

Humanpathogene Krankheitserreger haben zahlreithée§en entwickelt, die Aktivierung
der Komplementkaskade zu unterbinden, um den Andjeses potenten Effektorsystems zu
Uberleben und eine Infektion etablieren zu konnEm bei vielen Pathogenen weit
verbreiteter Mechanismus ist die Rekrutierung dahtigsten Komplementregulatoren des
alternativen Weges, Faktor H und FHL-1, an ihre @&ehe. Als Inhibitoren der
Komplementaktivierung sind die gebundenen Regylabbeine funktional aktiv und
schitzen den Erreger vor Komplement vermittelteagelzytose und Zelllyse. Das Protein
FHR-1 weist im C-Terminus eine starke Homologie Faktor H auf. Diese strukturelle
Verwandtschaft lasst ahnliche Funktionen fir FHBel der Immunevasion von Pathogenen
vermuten.

Ziel dieser Arbeit war es die Bindung von FHR-1 ame Faktor H bindenden
Oberflachenproteine CRASP vdd. burgdorferi zu untersuchen und zu charakterisieren.
Vergleichende Bindungsstudien sollten Aufschlussritbe Bindeeigenschaften von FHR-1,
Faktor H und FHL-1 gegeniiber den CRASPs geben.Hdeafiinaus sollte die Funktion von
FHR-1 bei der Bindung an CRASPs analysiert werdeifderdem befasst sich die Arbeit mit
der Fragestellung, ob die Rekrutierung der Komplamegulatoren der Faktor H
Proteinfamilie ein allgemeines Prinzip der Immursé@a von humanpathogenen Erregern ist.
Dies sollte am Beispiel vo8. aureudiberprift werden, da das Bakterium bei der Strguun
innerhalb des Wirtes eine ausgepragte bakteriamigeiase durchlauft und somit dem
Komplementsystem ausgesetzt ist. Dabei sollte dreluhig von Faktor H Proteinen aus
humanem Serum aB. aureusuntersucht werden, der bakterielle Ligand idexngfit und der
Mechanismus der Interaktion charakterisiert werdeetztendlich soll die Arbeit dazu
beitragen, die Interaktionmechanismen zwischen \WhAd Pathogen weiter aufzuklaren, die
es dem Pathogen ermoglicht der Immunantwort dese¥/au entkommen und eine Infektion
zu etablieren. Diese Ergebnisse sollen dann alsxdkage fur die Entwicklung neuer

therapeutische Wirkstoffe und Vaccine dienen.
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Ubersicht zu den Manuskripten

Die vorliegende Dissertation basiert auf folgentamuskripten.

1

Haupt K, Kraiczy P, Wallich R, Brade V, Skerka C, Zipfel PF.

Binding of Human Factor H-Related Protein 1 to Serm-ResistantBorrelia
burgdorferi is Mediated by Borrelial Complement Regulator-Acquring
Surface Proteins.

J Inf Dis 2007; 196:124-133

Inhalt des Manuskripts:

B. burgdorferj der Erreger der Lyme-Borreliose, bindet FHR-1&tzigch zu
Faktor H und FHL-1. Die FHR-1 Bindung wird Uber digrei
Oberflachenproteine  CRASP-3, CRASP-4 und CRASP{&r anicht uber
CRASP-1 und CRASP-2 vermittelt. Die drei Faktor HotRine zeigen
unterschiedliche Interaktionsprofile gegenuber d&nf CRASPs. FHR-1
konkurriert mit Faktor H um die CRASP-Bindung undduliert dabei die
Komplement regulatorische Aktivitat von Faktor Hasvauf eine entscheidende

Relevanz fir FHR-1 bei der Immunevasion vBnburgdorferihinweist.

Umfang und Inhalt des Eigenanteils:

Katrin Haupt hat folgende Experimente konzipiergplant, durchgefihrt,
ausgewertet und interpretiert: Expression und Awigeng der rekombinanten
Proteine FHR-1 und FHL-1, Absorptionsversuche it burgdorferi LW2,

Immunfluoreszenzversuche mitB. burgdorferi LW2, Proteinbindungs-
experimente, ELISA und Kofaktorassay. Die ,Surf@élmsmon Resonance*
Experimente wurden von ihr konzipiert und interget Die Ergebnisse des
Ligandenblot mit Zelllysaten unterschiedlicher BRbenstamme hat Katrin

Haupt interpretiert. Ebenfalls hat sie das Manyslgeschrieben.
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Haupt K, Kraiczy P, Wallich R, Brade V, Skerka C, Zipfel PF.
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Binding of Human Factor H-Related Protein 1
to Serum-Resistant Borrelia burgdorferi

Is Mediated by Borrelial Complement
Regulator—Acquiring Surface Proteins

Katrin Haupt,"* Peter Kraiczy,** Reinhard Wallich,® Volker Brade,’ Christine Skerka,' and Peter F. Zipfel'*
'Department of Infection Biology, Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology, and “Friedrich Schiller University,
Jena, *Institute of Immunology, University of Heidelberg, Heidelberg, and “Institute of Medical Microbiology, University Hospital of Frankfurt,
Frankfurt, Germany

Background. Isolates of Borrelia burgdorferi, the causative agent of Lyme disease, express up to 5 distinct
complement regulator—acquiring surface proteins (CRASP-1, -2, -3, -4, and -5).

Methods. By use of ligand affinity blotting, enzyme-linked immunosorbent assay, surface plasmon resonance,
and functional complement assays, we have identified factor H-related protein 1 (FHR-1) as a novel protein that
binds to the bacterium via CRASP-3, -4, and -5.

Results. When incubated in serum, serum-resistant Borrelia burgdorferi strain LW2 bind FHR-1, an additional
member of the human factor H protein family, and, similarly, 2 mouse FHR proteins bind to the surface. Re-
combinant FHR-1 binds to 3 borrelial surface proteins (CRASP-3, -4, and -5) but not to CRASP-1 and -2. A
comparative analysis of the individual CRASPs revealed common as well as distinct binding profiles for the 3
human regulators. FHR-1 binds to 3 CRASPs, and factor H binds to all 5 CRASPs. In addition, factor H-like

protein 1 interacts with CRASP-1 and -2 but with no other borrelial proteins.

Conclusions.

Thus, by expressing multiple surface proteins with different binding properties, the pathogen

can attach a unique combination of host complement regulators to its surface. For the pathogen, this type of
surface decoration and specific acquisition of different host plasma proteins allows fine-tuning of the host immune

attack.

Lyme borreliosis, the most commonly reported vec-
torborne infectious disease in Eurasia and the United
States, is caused by bacteria of the Borrelia burgdorferi
sensu lato complex, which includes B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, and B. afzelii [1, 2]. Spirochetes cause
local skin rash (erythema migrans), and untreated Lyme
disease can result in chronic, multisystemic disorders
that primarily affect the joints, the central nervous sys-
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tem, and the skin, thereby causing Lyme arthritis, neu-
roborreliosis, or acrodermatitis chronica atrophicans
[1]. Upon infection, complement, which represents the
first line of innate immune defense, is activated. One
central strategy of B. burgdorferi to avoid a destruc-
tive complement attack is the binding of host fluid-
phase complement regulators, such as factor H and/or
factor H-like protein 1 (FHL-1) to their surface [3, 4].
Acquisition of these host proteins allows innate im-
mune control and inhibition of the complement cas-
cade at the level of C3 directly on the surface of the
pathogen [4].

Factor H and FHL-1, the main human fluid-phase
regulators of the alternative pathway of complement,
are structurally related and are both encoded by the
factor H gene, which is located on chromosome band
1932 [5]. In their secreted forms, the 2 plasma proteins

are exclusively composed of individual protein domains
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Absoarption of host immune regulators from human and mouse serum. Borrelia burgdorferi strain LW2 bacteria were incubated in human

(A and B) or mouse (C) serum or with purified proteins (D). After extensive washing, bound proteins were eluted, separated by SDS-PAGE, and
identified by Western blotting using specific antibody or antiserum. Panel A shows that monoclonal antibody VIG8 reacted with the C-terminus of
factor H and with factor H-related protein 1 (FHR-1). Panel B shows that anti-SCR1-4 reacted with the N-terminus of factor H and identifies factor
H and factor H-like protein 1 (FHL-1). In panel C, factor H antiserum that reacts with mouse factor H and with the 2 FHR proteins present in mouse
serum was used. In panel D, Borrelia cells were incubated with either recombinant human FHR-1, purified human factor H, or recombinant human
FHL-1. Bound proteins were identified in the elute fraction with specific antiserum. The mobility of the marker proteins is indicated.

termed “short consensus repeats” (SCRs). The 42-kDa FHL-1
protein consists of 7 SCRs, and the 150-kDa factor H protein
includes 20 SCRs [6]. The SCRs of FHL-1 are identical to the
N-terminal domain of factor H; however, the protein has a
unique C-terminal extension of 4 aa [7]. Factor H and FHL-
1 are members of the factor H protein family, which in humans
includes 6 additional factor H-related proteins (FHR-1, -2,
-3, -4A, -4B, and -5) [8]. The FHR proteins represent plasma
proteins that are structurally and antigenically related to each
other and to factor H and that are transcribed from separate
genes. The human FHR-1 protein is composed of 5 SCR do-
mains and exists in 2 forms. The 37-kDa FHR-1o has 1 and
the 43-kDa FHR-18 has 2 carbohydrate side chains attached
[9]. The 3 most C-terminal SCRs of FHR-1 (SCR3, -4, and
-5) display a high homology to SCR18, -19, and -20 of factor
H, suggesting similar and conserved function(s). The C-ter-
minal SCRs of both FHR-1 and factor H bind to heparin and

C3b, which is indicative of a regulatory role in complement
activation [10, 11]. The precise function(s) of the FHR proteins
is currently under investigation. FHR genes are conserved in
evolution and have been identified in humans, chimpanzees,
rats, mice, and the bony fish barred sand bass [12, 13].
Serum-resistant B. afzelii as well as moderately serum-resis-
tant B. burgdorferi strains express surface proteins that bind the
human complement regulators factor H and/or FHL-1 [14].
These borrelial lipoproteins are termed “complement regula-
tor—acquiring surface proteins” (CRASPs). CRASPs have been
divided into 2 groups: proteins that bind both factor H and
FHL-1 (CRASP-1 and -2 of B. afzelii and B. burgdorferi) and
proteins that exclusively bind factor H (CRASP-4 and -5 of B.
afzelii and CRASP-3, -4, and -5 of B. burgdorferi) [3]. The 5
CRASPs of B. burgdorferi form a functionally related but struc-
turally heterologous group of proteins. The factor H- and FHL-
1-binding CRASP-1 belongs to the paralogous family gbb54
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Figure 2. Binding of factor H—related protein 1 (FHR-1) to serum-resistant, but not serum-sensitive, Borrelia burgdorferi strains. Cell lysate prepared
from serum-resistant (LW2, B31, ZS7, 297, PKa-1, and N40; /anes 7-6) and serum-sensitive (PBi, PSth, G1, G2, 1/B29, and A87S;; lanes 7—12) strains
was separated by SDS-PAGE, transferred to a membrane, and probed with FHR-1. The mobility of the various complement regulator—acquiring surface

proteins (CRASPs) and that of the size markers is indicated.

[15], and CRASP-2, which lacks amino acid homology to any
other CRASP, is encoded by a single gene located on 1p28-3
[16]. CRASP-3, -4, and -5 are members of the polymorphic
Erp (OspE/F-related proteins) family of B. burgdorferi strain
B31 [17], with CRASP-3 corresponding to ErpP, CRASP-4 to
ErpC, and CRASP-5 to ErpA [18, 19]. Serum resistance of
Borrelia strains correlates with CRASP expression, suggesting
that factor H and FHL-1 attach to the microbial surface and
regulate complement activation [3, 20].

In the present study, we have identified FHR-1 as an addi-
tional human plasma protein that binds to serum-resistant, but
not to serum-sensitive, B. burgdorferi. B. burgdorferi binds to
FHR-1 via CRASP-3, -4, and -5. Each of these borrelial surface
proteins also binds factor H. The different recognition and
binding patterns of the individual CRASPs are relevant for

immune evasion.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions. Serum-resistant B.
burgdorferi strains (LW2 [skin isolate, Germany], B31, ZS7, 297,
PKa-1, and N40) as well as serum-sensitive strains (PBi, PSth,
G1, G2, 1/B29, and A87S;) were grown at 33°C for 5-6 days
up to a cell density of 1X 107cells/mL in modified Barbour-
Stoenner-Kelly medium, as described elsewhere [14].
Expression of recombinant FHR-1 and FHL-1.
nant FHR-1 and FHL-1 were expressed in insect cells infected

Recombi-

with recombinant baculovirus [7, 11]. Briefly, adherent Spo-
doptera frugiperda cells (Sf9) grown at 28°C in monolayer cul-
tures were infected with recombinant virus at an MOI of 5.
Construction of expression plasmids and purification of
CRASPs.  Construction and expression of plasmids harboring
the cspA, cspZ, and erpP genes encoding for CRASP-1, -2, and
-3 was done as described elsewhere [15, 17]. CRASP-4 was
amplified using primers ErpC42 (forward; 5-GCTTTGATAA-
GTGGATCCAAAAATCATACTTTATATG-3') and ErpC3nc

(reverse; 5-GCTTTTTGATTCATAATTGTTCTCGAGTAT-
ACTTCTAAC-3') of strain B31-MI [21]. The amplified DNA
fragment was digested with restriction enzymes BamHI and
Xhol, resulting in a gene lacking the hydrophobic leader—en-
coding sequences and ligated in frame into the pGEX-6P-1
vector, which includes a glutathione-S-transferase (GST) tag.
Similarly, the gene for CRASP-5 was amplified using primers
OspE37 (forward; 5-GTTTTTATACTCCCGGGTGCTTGCA-
AAATTCAT-3) and ErpA3nc (reverse; 5-GTTTTTTTATTCA-
TATACGGGCCCTCCTATATTTCTAAC-3') and were digested
with Smal. The gene lacking the hydrophobic leader sequence
was ligated into expression vector pGEX-6P-1. All 5 CRASPs
were expressed as GST-fusion proteins in Escherichia coli JM109
and were purified on glutathione-Sepharose, as described else-
where [17].

Absorption experiments. Absorption experiments were per-
formed as described elsewhere [14]. Briefly, B. burgdorferi cells
(5 X 10° cells) were grown to mid-log phase, harvested by cen-
trifugation (5000 g for 30 min at 4°C), and resuspended in
veronal buffered saline (supplemented with 1 mmol/L Mg,
0.15 mmol/L Ca*, and 0.1% gelatine [pH 7.4]). B. burgdorferi
strain LW2 was incubated either in normal human serum
(NHS), 750 pL of mouse serum, or PBS supplemented with
purified FHR-1 (2.5 pg), factor H (2.5 pg; Calbiochem), or
FHL-1 (2.5 pg).

Immunofluorescence assay.  B. burgdorferi strain IW2, which
expresses all 5 CRASPs, was grown to mid-log phase, harvest-
ed, washed, and resuspended in 300 uL of PBS. Spirochetes
(2 X 10*) were incubated with 5 ug of purified FHR-1, factor
H, or FHL-1 for 1 h at room temperature. After 4 washes with
PBS containing 0.2% BSA (PBSA), cells were collected and
resuspended in PBSA. After incubation with polyclonal anti-
serum specific for the N-terminus of factor H and FHL-1 or
monoclonal antibodies (MAbs) specific for the C-terminus of
FHR-1 and factor H (VIG8 and C18), cells were washed. Ali-
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Figure 3. Binding of human complement regulators to intact Borrelia
burgdorferi cells. B. burgdorferi strain LW2 bacteria were incubated with
purified factor H-related protein 1 (FHR-1; A), factor H (B), or factor H—
like protein 1 (FHL-1; C) or in human serum (D). Bound proteins were
detected by immunofluorescence after staining with either specific mono-
clonal antibodies or polyclonal antiserum. Bacteria incubated with human
serum (D) were treated with monoclonal antibody VIG8, which is specific
for the common C-terminus of FHR-1 and factor H and, consequently,
identifies both proteins.

quots of 10 uL were spotted on microscopic slides and allowed
to dry overnight. After fixation with acetone, samples were
dried at room temperature and incubated in a humidified
chamber with secondary Alexa 555— and Alexa 488-labeled
antibodies. Slides were then washed with PBSA and mounted
on ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes) before
being sealed. Slides were visualized by confocal microscopy
using an LSM microscope (Carl Zeiss).

Recombinant CRASPs (5 pg/mL
each) or cell extract prepared from cells expressing an unrelat-

Protein-binding assays.

ed protein were immobilized on wells of a microtiter plate
(MaxiSorb; Nunc) overnight at 4°C. After 3 washing steps with
PBS containing 0.05% Tween 20, unspecific binding sites were
blocked with 0.2% gelatin in PBS for 6 h at 4°C. The immo-
bilized proteins were incubated with NHS (diluted 1:10) over-
night at 4°C. After being washed 3 times in PBS, protein com-
plexes were removed from the well using SDS buffer (60 mmol/
L Tris [pH 6.8], 2% SDS, and 25% glycerin). This mixture was
subjected to SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using

polyclonal rabbit anti—-factor H SCR1—4 antiserum [7] or MAb
VIGS [22].

SDS-PAGE and Western blot analysis. Wash and elute
fractions (obtained from the adsorption experiments) or sam-
ples obtained from the cofactor assays were separated by SDS-
PAGE, and factor H SCR1-4 antiserum or MAb VIG8 or C3b
antiserum was used for Western blotting.

ELISA. Recombinant CRASPs (5 pg/mL each) were im-
mobilized on wells of a microtiter plate overnight at 4°C. Un-
specific binding sites were blocked with 0.2% gelatin in PBS
for 6 h at 4°C. FHR-1, factor H (Calbiochem), or FHL-1 was
added to the wells and left overnight at 4°C. After addition of
factor H SCR1-4 antiserum or MAb VIG8 for 2 h at room
temperature, protein complexes were identified using secondary
horseradish peroxidase—coupled antiserum. The reaction was
developed with 1,2-phenylenediamine dihydrochloride (Dako-
Cytomation), and absorbency was measured at 490 nm.

Ligand-affinity blotting. Cell extract was prepared from
serum-resistant and serum-sensitive Borrelia strains and was
analyzed by ligand-affinity blotting, as described elsewhere [16].

Surface plasmon resonance. Protein-protein interactions
were analyzed using surface plasmon resonance with a Biacore
3000 instrument (Biacore AB), as described elsewhere [23].

Cofactor assay. Cofactor activity of factor H bound to
CRASPs was analyzed by measuring factor I-mediated con-
version of C3b to inactive C3b (iC3b) [24].

RESULTS

Binding of FHR proteins derived from human and mouse
serum to B. burgdorferi. B. burgdorferi strain IW2 was in-
cubated either in human or mouse serum, and bound proteins
were eluted, separated by SDS-PAGE, and analyzed by Western
blotting. MAb specific for the common C-terminus of FHR-1
and factor H identified FHR-1a, FHR-1f, and factor H in the
elute fraction (figure 1A, lane 2). An antiserum reacting with
SCR1-4 identified factor H and FHL-1 (figure 1B, lane 2).
Because mice represent a common reservoir for B. burgdorferi,
mouse serum was used. This approach identified mouse factor
H (150 kDa) and 2 murine (m) FHR-proteins, mFHR-C (100
kDa) and mFHR-E (40 kDa), in the elute fraction (figure 1C,
lane 2). The results obtained with human serum were confirmed
using purified FHR-1, factor H, and FHL-1. All 3 human pro-
teins were detected in the elute fraction (figure 1D, lanes 2, 4,
and 6). These experiments demonstrate binding of FHR pro-
teins from human and mouse sources to borrelial cells.
Correlation between binding of human FHR-1 and serum
resistance. 'To analyze whether FHR-1 binding correlates with
serum resistance, serum-resistant and serum-sensitive isolates
were used. FHR-1 bound to all lysates prepared from serum-
resistant strains (LW2, B31, ZS7, 297, PKa-1, and N40) but not
from serum-sensitive strains (PBi, PSth, G1, G2, 1/B29, and
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A87S;) (figure 2). The serum-resistant strains express several
FHR-1 binding proteins, and on the basis of mobility, it can
be concluded that binding occurs via CRASP-3, -4, and -5.
Binding of human FHR-1 to intact B. burgdorferi.
nofluorescence microscopy was used to visualize the distribu-

Immu-

tion on the surface. FHR-1 binding to intact B. burgdorferi
strain TW2, which expresses all 5 CRASPs, showed a patchy
pattern, indicating a clustering of the borrelial FHR-1 binding
surface proteins (figure 3A). Bound factor H and FHL-1 showed
a more homogenous distribution over the entire bacterial sur-
face (figure 3B and 3C). When B. burgdorferi was incubated
with human serum, the staining pattern suggested that the pro-
teins bind simultaneously to the borrelial surface (figure 3D).
Binding of human serum proteins FHR-1, factor H, and
FHL-1 to CRASPs. To identify which CRASP binds FHR-1,
a combined ELISA and Western blot assay was used, one that
allows the identification of the bound host regulators according
to their mobility and reactivity. This assay showed weak binding
of FHR-1a and FHR-18 to CRASP-3 and strong binding to
CRASP-4 and -5 (figure 44, top). Factor H bound strongly to

CRASP-1, -2, and -5 and weakly to CRASP-3 and -4 (figure
4A, middle). In addition, FHL-1 did bind to CRASP-1 and -2
(figure 44, bottom) but to no other CRASP. Thus, FHR-1, factor
H, and FHL-1 bind to several CRASPs and show differential
preference for individual CRASPs.

Binding was further assayed by ELISA to quantify and com-
pare the intensity of binding. Purified FHR-1 bound weakly to
CRASP-3 and -4 and strongly to CRASP-5. Factor H showed
prominent binding to CRASP-1, -2, and -5. FHL-1 bound to
CRASP-1 and -2 but no other CRASP (figure 4B).

Surface plasmon resonance. Having identified FHR-1 as a
ligand for CRASP-3, -4, and -5, the binding profiles of FHR-
1 and factor H were compared using surface plasmon reso-
nance. FHR-1 bound to CRASP-3, as indicated by the strong
association and dissociation profile (figure 5A). FHR-1 binding
to CRASP-3 was more pronounced than factor H binding.
When equimolar amounts of FHR-1 were used, CRASP-3 in-
teraction was almost twice as strong as factor H interaction.
Factor H dissociation was more rapid, and FHL-1 did not bind
to CRASP-3. FHR-1 showed strong binding to CRASP-4 (figure

A S -
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Figure 4. Binding of human immune regulators to individual complement regulator—acquiring surface proteins (CRASPs). In panel A, individual
CRASPs were immobilized on a microtiter plate and incubated with normal human serum (NHS). After extensive washing, bound proteins were eluted
from the wells, separated by SDS-PAGE, and assayed by Western blotting. The various bound proteins (indicated on the left) were identified because
of their mobility and reactivity with the indicated antibody or antiserum. In panel B, individual CRASPs were immobilized on the wells of a microtiter
plate and incubated with purified host immune regulators factor H-related protein 1 (FHR-1), factor H, or factor H-like protein 1 (FHL-1), and binding

was assayed by ELISA.
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Figure 5. Surface plasmon resonance analyses. Individual complement
regulator—acquiring surface proteins (CRASPs) were immobilized, and pu-
rified host immune regulators factor H-related protein 1 (FHR-1), factor
H, and factor H-like protein 1 (FHL-1) were applied in fluid phase. A,
CRASP-3. FHR-1 bound with strong intensity to CRASP-3, as indicated
by the prominent association profile and the slow dissociation profile.
Factor H binding was of lower intensity, and FHL-1 binding was low or
absent. B, CRASP-4. FHR-1 interacted strongly with immobilized CRASP-
4, as indicated by the prominent association profile and the slow dis-
sociation profile. Factor H binding was rather low, and FHL-1 binding was
absent. C, CRASP-5. FHR-1 bound strongly to immobilized CRASP-5, as
indicated by the very prominent association profile and the slow disso-
ciation profile. Factor H binding was of similar intensity, and FHL-1 binding
was again low or absent.

5B). With surface plasmon resonance, binding of neither factor
H nor FHL-1 to CRASP-4 was detectable. FHR-1 bound
strongly to CRASP-5, as demonstrated by the strong association
and the stability of the complex after removal of the ligand
(figure 5C). Also, factor H bound to CRASP-5, and dissociation
of the factor H: CRASP-5 complex was faster than that of FHR-
1:CRASP-5 complex. FHL-1 did not bind to CRASP-5. These
assays revealed that FHR-1 binds to 3 CRASPs and that the
binding is stronger relative to that of factor H.

The affinity for the strongest associating partners—that is,
FHR-1 binding to CRASP-5—was analyzed on a kinetic level.
On immobilization of CRASP-5 and using FHR-1 from 0 to
15 nmol, the interaction followed a 1:1 model and reached a
dissociation constant of 3 X 10~° mol/L, with an association
rate of 3.8 X 10° 1/ms and a dissociation rate of 1 X 107 1/s.

When CRASP-3 and -4 were immobilized at the same con-
centration, the interaction was not sufficient to determine ki-
netic values. Therefore, the interaction between FHR-1 and
each of the 3 CRASPs was compared at higher levels, allowing
a relative comparison of the association and dissociation rates.
FHR-1 showed the strongest association with CRASP-5, and
the association with both CRASP-4 and -3 was <3.8 X 10° 1/
ms. Similarly, the interaction between FHR-1 and CRASP-3
was the most stable, with a dissociation rate <1 X 107° 1/s.

Competition between FHR-1 and factor H for CRASP
binding. The binding preferences of FHR-1 and factor H to
CRASP-3, -4, and -5 were compared. When increasing amounts
of FHR-1 and a constant concentration of factor H was used,
simultaneous binding of both proteins was detected. Binding
of factor H was detected with the factor H—specific MAb B22,
and binding of both FHR-1 and factor H was detected with
MADb VIGS. For CRASP-3, an increase in the concentration of
FHR-1 resulted in decreased reactivity of the factor H—specific
MAD and in increased reactivity of MAb VIGS8, which reacts
with both proteins (figure 6A). This pattern shows that CRASP-
3 binds both proteins simultaneously. When a ratio reflecting
the physiological condition was used (FHR-1:factor H ratio of
0.37:1), FHR-1 and factor H binding was comparable. Again,
FHR-1 bound to CRASP-4, but factor H binding was weak
(figure 6B; note the different scales of the Y-axes). Both FHR-
1 and factor H also bound to CRASP-5 under the physiological
setting. Increasing FHR-1 concentrations influenced factor H
binding; thus, FHR-1 and factor H seem to share the same
binding site(s) (figure 6C).

Cofactor activity of factor H bound to CRASPs. Factor H
displays cofactor activity when bound to CRASP-1, -2, or 3
[15, 16]. To link binding with regulation, the cofactor activities
of factor H bound to various CRASPs were compared. Prom-
inent cofactor activity, demonstrated by the appearance of o/68,
o/46, and /43, was observed for factor H bound to CRASP-1
and -5 (figure 7A, lanes 1 and 5). These cleavage products
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Figure 6. Binding competition. The indicated complement regulator—
acquiring surface proteins (CRASPs) were immobilized on microtiter plates,
and the binding of factor H-related protein 1 (FHR-1) and factor H was
analyzed by ELISA. Binding of factor H was determined in the absence
of FHR-1. On addition of increasing amounts of FHR-1 (molar ratios are
shown), binding was visualized with antibody specific for factor H (mono-
clonal antibody [MAb] B22) or with MAb VIG8, which reacts with the C-
terminus of both FHR-1 and factor H. A, CRASP-3. FHR-1 competed with
factor H for binding, as indicated by the reduction of factor H—specific
MADb B22 reactivity when FHR-1 was added. In addition, the reactivity
of MAb VIG8 was increased. The FHR-1:factor H ratio of 0.37:1 reflects
the physiological condition. B, CRASP-4. Factor H binding was not affected
by the addition of FHR-1. The reactivity of MAb B22 remained constant,
and that of MAb VIG8 increased. C, CRASP-5. Factor H bound strongly
to CRASP-5, as indicated by the high absorbency. However, when FHR-
1 was added, factor H binding decreased, as indicated by the reduction
of factor H-specific MAb B22 reactivity, and MADb VIG8 increased. Note
the different scales of the Y-axes.

appeared at lower levels when factor H was bound to CRASP-
2 (lane 2) and -3 (lane 3). Thus, factor H-mediated regulatory
activity does directly correlate with the binding intensity of
CRASPs.

CRASP-5 binds the host complement regulator factor H, but
it also binds FHR-1, which lacks complement regulatory ac-
tivities. Previously, a cofactor enhancing activity was demon-
strated for FHR-1 [25]. Thus, we analyzed how FHR-1 mod-
ulates the cofactor activity of CRASP-5-bound factor H. Factor
H was bound in the presence of increasing amounts of FHR-
1, and cofactor activity was analyzed. FHR-1, which competes
with factor H for binding, decreased cofactor activity in a dose-
dependent manner. Reduced cofactor activity resulting in less
C3b cleavage was indicated by the intensity of the /43 band
(figure 7B). Quantitative analyses of the degradation product
iC3b showed that, at equal molar FHR-1:factor H ratios, deg-
radation was reduced by 21%, and, at a 2:1 ratio, complement
inhibition was reduced by 50% (data not shown). Thus, FHR-
1 inhibits the regulatory functions of CRASP-5-bound factor H.

DISCUSSION

Borrelia species express different CRASPs, and CRASP surface
expression is associated with serum resistance. Here, we have
shown that FHR-1, an additional human plasma protein, binds
to the surface of intact serum-resistant, but not serum-sensitive,
B. burgdorferi strains. Recombinant FHR-1 binds to CRASP-3
(ErpP), -4 (ErpC), and -5 (ErpA). Thus, each CRASP binds at
least 2 members of the factor H family: CRASP-3, -4, and -5
bind FHR-1 and factor H, and CRASP-1 and -2 bind factor H
and FHL-1. This preference suggests that, on infection, B. burg-
dorferi acquire simultaneously 3 proteins of the factor H family
and that this type of surface decoration facilitates immune es-
cape of the pathogen and survival in the immunocompetent
host.

Human FHR-1 and, similarly, mFHR-C and mFHR-E bind
to borrelial strain LW2 (figure 1C) [5]. The 100-kDa mFHR-
C, the 40-kDa mFHR-E, and mouse factor H bind to intact B.
burgdorferi (figure 1C). Binding of mouse factor H to CRASP-
orthologous Erp and OspE proteins has been shown recently
[4]. Binding of human and mouse FHR proteins, which seem
to be enriched on the borrelial surface (figure 1C), suggests a
role for human FHRs and mFHRs in immune evasion. Cur-
rently, the biological functions of the FHRs are unknown [26,
27]. FHR-1 has a plasma concentration of ~50 pg/mL, is a con-
stituent of lipoprotein particles, and binds heparin and the central
complement components C3b and C3d [9, 11, 22, 28-30].

Serum-resistant Borrelia strains express different numbers
and combinations of CRASPs. Each CRASP binds at least 2
factor H family proteins and has a preference for 1 host reg-
ulator. CRASP-1 preferentially binds factor H, CRASP-2 pref-
erentially binds FHL-1, CRASP-3 and -4 show a preference for
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Figure 7. Complement regulatory activity of complement regulator-acquiring surface protein (CRASP)-bound factor H. Panel A shows that attached
factor H retains cofactor activity and that this activity correlates with binding intensity. The indicated CRASPs or an unrelated control protein (p65)
were immobilized on microtiter plates. Factor H, C3b, and factor | were added, and, after incubation for 15 min at 37°C, the mixture was separated
by SDS-PAGE; C3b degradation fragments were then analyzed by Western blotting. The mobility of the o/ chain and the 3 chain of C3 and the

cleavage products of the o chain—a/68, /46, and o/43—are indicated.

Panel B shows that factor H—related protein 1 (FHR-1) influences the cofactor

activity of factor H bound to CRASP-5 in a dose-dependent manner (molar ratios are shown).

FHR-1, and CRASP-5 binds FHR-1 and factor H at similar
levels. These preferences correlate with the inhibitory potential:
prominent cofactor activity is observed for factor H attached
to CRASP-1 and CRASP-5 (figure 7). FHR-1 lacks cofactor
activity (data not shown) but competes with factor H for bind-
ing to 3 CRASPs and thereby inhibits the complement regu-
latory activity of factor H. When FHR-1 is present in 2-fold
molar excess to factor H, complement inactivation is reduced
by 50%. Thus, local expression and distribution of the 2 reg-
ulators does clearly affect complement inactivation. It has been

reported previously that, in fluid phase, FHR-1 enhances co-
factor activity of factor H [25]. Although both regulators bind
to CRASP-5, CRASP-5-bound FHR-1 lacks complement en-
hancing activity but shows an inhibitory role. Because FHR-1
negatively affects the complement inhibitory activity of factor
H, Borrelia species, which express multiple factor H-binding
proteins, may have an advantage on contact with plasma. Thus,
because FHR-1 modulates the complement regulatory activity,
surface decoration with various host regulatory proteins influ-
ences C3b inactivation and immune evasion.
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An increasing number of human pathogens are being iden-
tified that express surface molecules that bind host complement
regulators of the factor H protein family (i.e., factor H, FHL-
1, and FHR-1). In addition to B. burgdorferi and B. garinii,
gram-positive Streptococcus pyogenes and S. agalacticae bind fac-
tor H via the bacterial surface proteins streptococcal M, Fba,
and B protein [31, 32], and S. pneumonia does so via the PspC
and Hic surface proteins [33, 34]. In the gram-negative bacteria
Neisseria gonorrhoeae and B. hermsii, the Por1A and Fhba pro-
tein have been identified [35, 36]. It was recently shown that
Treponema denticula bind FHL-1 [37]. For several proteins, the
factor H and/or FHL-1 binding sides have been mapped either
to the C-terminus (e.g., 8 protein; CRASP-1, -3, and -5; and
the OspE paralogs p21, ErpA, and ErpC) or the N-terminus
(e.g., M5, M6, Fba, PspC, and Hic) [27].

In summary, we have identified human FHR-1 as well as
mFHR-C and mFHR-E as additional host plasma proteins that
bind to the surface of borrelia. Binding of human FHR-1 is
mediated by 3 CRASPs (CRASP-3 [ErpP], -4 [ErpC], and -5
[ErpA]). FHR-1 seems to be relevant for immune evasion of
the pathogen, given that FHR-1 competes with factor H for
binding and thus modulates the regulatory activity of factor H
in complement control. Apparently by decorating its surface
with distinct host proteins, the pathogen can modulate and
fine-tune its immune escape during infection and in different
hosts.
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Abstract

The Borrelia burgdorferi strain LW2, a causative agent of Lyme disease, expresses up to five distinct complement
regulator-acquiring surface proteins (CRASPs) that bind the human immune regulators factor H and/or FHL-1. In the
present study, we identify FHR-1, a member of the human factor H protein family, as an additional ligand for
CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5 but not for CRASP-1 and CRASP-2. A comparative analysis of the binding
characteristics revealed unique and distinct binding profiles of the three host immune regulators to CRASPs. FHR-1
binds to CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5; factor H binds to all five CRASPs, and FHL-1 binds preferentially to
CRASP-1 and CRASP-2. On the pathogen site, CRASP-3 interacts predominantly with factor H; CRASP-4 shows a
preference for FHR-1, and CRASP-5 binds strongly and with equal intensity FHR-1 and factor H. Thus, expression of
several CRASPs with distinct binding properties for host proteins allows the pathogen to attach various functionally
distinct host proteins to its surface.
© 2008 Published by Elsevier GmbH.

Keywords: Borrelia burgdorferi; Complement regulator-acquiring surface proteins; CRASP; Factor H; FHR-1
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Introduction is subdivided into multiple species, e.g. B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, and B. spielmanii 59
Borrelia burgdorferi sensu lato causes Lyme disease (Wang et al., 1999; Richter et al., 2004), which are all
(Lyme borreliosis), a severe emerging multi-systemic pathogens to humans. Lyme borreliosis occurs in stages 61
infection, which is transmitted by ticks of the genus and mimics other diseases. Following transmission
Ixodes (Steere et al., 2004). The B. burgdorferi complex through tick bite, a local skin rash (erythema migrans) 63
can appear. If untreated, the spirochete can establish a
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chanisms to inhibit the host immune response. B.
burgdorferi binds the human complement regulators
factor H and its splicing variant factor H-like protein 1
(FHL-1) onto its surface (Kraiczy et al., 2001b). The
bound host regulators are functionally active and inhibit
complement-mediated killing (Alitalo et al., 2001;
Brooks et al., 2005). The two immune regulators of
the alternative pathway of the complement system
factor H and FHL-1 consist of homologous globular
domains named short consensus repeats (SCR) (Zipfel
and Skerka, 1994). These human plasma proteins inhibit
the complement cascade at the level of C3b. They act as
cofactors for factor I-mediated degradation of C3b and
accelerate the decay of the C3 convertase of the
alternative pathway by competing with factor B for
C3b-binding (Pangburn et al., 1977; Kiihn et al., 1995;
Kiihn and Zipfel, 1996). Binding of factor H and FHL-1
to the cell surface of B. burgdorferi is mediated by
complement regulator-acquiring surface proteins
(CRASPs) (Kraiczy et al., 2001a). B. burgdorferi
expresses five CRASPs, ie. CRASP-1, CRASP-2,
CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5, which are distinct
from each other. Both CRASP-1 and CRASP-2 (group
1) interact with factor H and FHL-1 via SCRs 5-7 and
the C-terminus of factor H (SCRs 19 and 20). In
contrast, CRASP-3, CRASP-4 and CRASP-5 (group II)
are members of the polymorphic Erp (OspE/F-related
proteins) family (Kraiczy et al., 2003) that bind
exclusively factor H via SCRs 19 and 20 (Kraiczy et
al., 2001a). Expression of CRASPs enhances survival of
B. burgdorferi in human serum due to factor H and/or
FHL-1 binding to the surface of the spirochetes (Brooks
et al., 2005).

The factor H protein family includes factor H, FHL-
1, and further six factor H related proteins (i.e. FHRI,
FHR-2, FHR-3, FHR-4A, FHR-4B, and FHR-5),
which are encoded by separate genes and are structu-
rally and antigenically related to factor H (Estaller et al.,
1991; Skerka et al., 1991; Zipfel et al., 1999; Jozsi et al.,
2005). FHR-1 consists of five SCR domains. The three
C-terminal SCRs of factor H, i.e. the SCRs 18-20, and
of FHR-1, i.e. the SCRs 3-5, show high homology,
differing only in two amino acid residues, thus suggest-
ing similar and conserved function(s) (Zipfel et al.,
2002). In the present study, we analyzed if FHR-1 binds
to CRASPs of B. burgdorferi.

Materials and methods
Expression of recombinant FHR-1 and FHL-1
Recombinant FHR-1 and FHL-1 were expressed in

insect cells infected with recombinant baculovirus
(Kihn et al., 1995; Majno, 2003). Briefly, adherent

Spodoptera frugiperda cells (Sf9) grown at 28°C in
monolayer cultures were infected with recombinant
virus using a multiplicity of infection of five.

Construction of expression plasmids and purification
of CRASP proteins

Construction and expression of plasmids harboring
the c¢spA, cspZ, and the erpP genes encoding for
CRASP-1, CRASP-2, and CRASP-3, has been de-
scribed (Kraiczy et al., 2003, 2004). CRASP-4 and
CRASP-5 were expressed as reported (Haupt et al.,
2007). All five CRASPs were expressed as GST-fusion
proteins in Escherichia coli JM 109 and purified on
glutathione-Sepharose as described (Kraiczy et al.,
2003).

ELISA

Recombinant CRASP proteins (0.25pg each), cell
extract prepared from cells expressing an unrelated
protein (p65) or BSA, were immobilized onto wells of a
microtiter plate overnight at 4°C. Unspecific binding
sites were blocked with 0.2% gelatin in PBS for 6h at
4°C. Human serum (diluted 1:100), FHR-1 or factor H
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) were added to the
wells and left overnight at 4 °C. After addition of SCR
1-4 antiserum (Kiihn et al., 1995) or mAb VIGS8
(Prodinger et al., 1998) for 2h at room temperature,
protein complexes were identified using secondary HRP-
coupled antisera. The reaction was developed with 1,2-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (DakoCyto-
mation, Glostrup, Denmark), and the absorbency was
measured at 490 nm.

Affinity blot interaction assay by micro-sample
filtration (slot blot)

Recombinant CRASP-1, CRASP-2, CRASP-3,
CRASP-4, and CRASP-5 (0.5 pug each) or cell extract
prepared from cells expressing an unrelated protein
(p65) were transferred onto a nitrocellulose membrane
using the micro-sample device Bio-Dot®™ SF (BioRad,
Miinchen, Germany). The membranes were blocked in
PBS supplemented with 2.5% BSA and 1/10 Rotiblock®
(Roth, Karlsruhe, Germany) for 30min at room
temperature and incubated in FHR-1, factor H, and
FHL-1 (10nM each) overnight at 4°C. After three
washing steps in PBS supplemented with 0.05% Tween-
20, the membranes were probed with the mAb VIG8 or
anti SCR 14, followed by a secondary HRP-coupled
antiserum, and the bound proteins were detected by
ECL.
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Results and discussion

In order to compare the binding characteristics of the
five CRASPs to various factor H family proteins,
ELISA experiments were performed. The individual
CRASPs were immobilized onto the surface of a
microtiter plate, incubated with human serum and the
bound immune regulators were detected using specific
polyclonal antiserum SCR 1-4 that interacts with the
first four N-terminal SCRs and consequently detects
factor H and FHL-1. In addition, mAb VIG8 was used,
which binds to the conserved C-termini of factor H and
FHR-1. This approach showed that all five CRASPs
bind members of the factor H family, however, with
different intensities (Fig. 1). The reactivity of anti SCR
1-4 indicated strong binding of factor H and FHL-1 to
CRASP-1 and CRASP-2. Monoclonal antibody VIG8
showed binding of factor H to all CRASPs and
displayed most prominent binding to CRASP-4 and
CRASP-5. The different binding profiles of the two
antibodies suggest binding of an additional factor H-
related protein to CRASP-3 and CRASP-4.

To identify which factor H family protein binds to the
individual CRASP, slot blot experiments were per-
formed. The individual CRASPs were immobilized on a
nitrocellulose membrane and binding of purified FHR-
1, factor H, and FHL-1 was analyzed. FHR-1 bound to
CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5. Factor H bound
to all CRASPs but weakly to CRASP-4. FHL-1 bound
to CRASP-1 and CRASP-2 but to no other CRASPs
(Fig. 2).

To evaluate the binding characteristics of FHR-1 and
factor H to the three borrelial proteins CRASP-3,
CRASP-4, and CRASP-5, dose-depending binding was
assayed. Again, individual CRASPs were immobilized
to the surface of a microtiter plate and incubated with
increasing concentrations of FHR-1 or factor H. Used
at equal molar amounts, FHR-1 binding to CRASP-3
was lower than factor H binding (Fig. 3, upper panel).

In contrast, FHR-1 bound with higher intensity to
CRASP-4 than factor H (Fig. 3, middle panel). FHR-1
and factor H bound CRASP-5 with almost equal
intensities, and binding was rather prominent (Fig. 3,
lower panel). In summary, FHR-1 and factor H bound
to each of the three CRASPs, i.e. CRASP-3, CRASP-4,
and CRASP-5, in a dose-dependent manner.

Q_!* 0(2* >
N N
& & &
CRASP-1 D
CRASP-2 € ov— e
CRASP-3
CRASP-4 - e
CRASP-5 — e
Controls
VG8 anti-SCR1-4

Fig. 2. Binding of FHR-1, factor H, and FHL-1 to individual
CRASPs (slot blot). The five CRASPs were applied to a
nitrocellulose matrix by vacuum and incubated with the
purified proteins FHR-1, factor H, and FHL-1. The bound
proteins were detected with the indicated antibodies after
extensive washing.

24

22 mVIG8

2.0 1 Oanti-SCR1-4

A490 nm

CRASP-1

0.4
L
0.0 -

CRASP-2 CRASP-3 CRASP-4 CRASP-5

Controls

Fig. 1. Binding of factor H proteins from human serum to individual CRASPs. CRASP-1, CRASP-2, CRASP-3, CRASP-4, and
CRASP-5 (0.25 pg) were immobilized onto a microtiter plate and incubated with human serum. After extensive washing, the bound

proteins were assayed by ELISA using the indicated antibodies.
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n (nM) CRASP-2 CRASP-4
CRASP-5
CRASP-4
1.0 Fig. 4. Linear structures of FHR-1, factor H, and FHL-1 and
W FHR-1 positions of binding domains for CRASPs of B. burgdorferi.

- 0 factor H Proteins of the factor H family are composed of a different
e 06 number of short consensus repeats (SCRs). FHR-1, which is
§ encoded by a unique gene located within the factor H gene

< 04 cluster, consists of five SCRs, which are aligned according to

02 their sequence similarity with the SCRs of factor H. The level

of sequence identity on the amino acid level between the SCRs

0.0 18 36 7 144 c of FHR-1 and factor H is indicated. Factor H consists of 20

ontrols SCRs. FHL-1 is derived from the factor H gene by alternative
n (M) splicing and is identical in sequence with the seven N-terminal
CRASP-5 SCRs of factor H plus a C-terminal extension of four amino

3.0 acids. Group I CRASPs — CRASP-1 and CRASP-2 — bind

25 I FHR- factor H and FHL-1 in SCRs 5-7 and at the C-terminal SCRs

50 L factor H 19 and 20 of factor H, indicated in grey. In contrast, group 1I
£~ CRASPs — CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5 — interact
g 15 with factor H exclusively at SCRs 19 and 20, indicated in

< 10 diagonal stripes.

0.5

0.0 —

18 36 72 144 Controls
n (nM) not bind FHR-1. This lack of binding is explained by the

Fig. 3. Dose-dependent binding of FHR-1 and factor H to
CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5. The three CRASPs were
immobilized onto a microtiter plate and incubated with FHR-
1 or factor H at equimolar amounts at increasing concentra-
tions. Binding was assayed by ELISA using the mAb VIGS.

To prevent serum-mediated killing, B. burgdorferi
expresses five CRASPs that bind the complement
regulators factor H and FHL-1. Here we demonstrate
that FHR-1, an additional human plasma protein of the
factor H protein family, binds to three CRASPs, i.e.
CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-5. Each of these
group IT CRASPs showed a different binding preference
for FHR-1. FHR-1 binds CRASP-5 with the strongest
intensity. Comparing the binding characteristics of
FHR-1 and factor H at equimolar levels showed that
FHR-1 is the prominent ligand for CRASP-4. Both host
plasma proteins bind CRASP-5 with the same intensity.
Based on the similarity of the binding preferences, we
speculate that FHR-1 binds to CRASP-3, CRASP-4,
and CRASP-5 via the C-terminus. CRASP-1 and
CRASP-2, which bind factor H in two domains, did

weak sequence similarities between SCR 1 and 2 of
FHR-1 and SCR 6 and 7 of factor H with 36% and
45%, respectively (Fig. 4) (Zipfel et al., 2002). Further-
more, FHR-1 lacks a SCR domain equivalent for SCR 5
of factor H, and SCR 5 is likely involved in CRASP
binding. The high sequence homology between the C-
termini of FHR-1 and factor H argues for a CRASP
binding region in SCR 3-5 of FHR-1. Currently, the
biological functions of FHR-1 are unknown. FHR-1 has
a plasma concentration of approximately 100 pg/ml, is a
constituent of lipoprotein particles, and binds heparin
and the central complement components C3b and C3d
(Skerka et al., 1991; Park and Wright, 1996, 2000;
Prodinger et al., 1998; Zipfel et al., 1999; Majno, 2003).

Comparing the binding profiles of the three host
plasma proteins, FHR-1, factor H, and FHL-1 for the
borrelial CRASPs, we conclude that FHR-1 binds to
group II CRASPs, ie. CRASP-3, CRASP-4, and
CRASP-5. Factor H binds to all five CRASPs, and
FHL-1 interacts exclusively with CRASPs of group 1,
i.e. CRASP-1 and CRASP-2 (Table 1).

Thus, at least two members of the factor H family
bind to the same single CRASP. Group I CRASPs —
CRASP-1 and CRASP-2 — bind factor H and FHL-1,
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Table 1. Binding preferences of the individual borrelial
CRASPs for the host immune regulators FHR-1, factor H,
and FHL-1

FHR-1 Factor H FHL-1

Group 1 - + +

CRASP-1

CRASP-2 — + +
Group II

CRASP-3 + + -

CRASP-4 + + —

CRASP-5 + + -

group II CRASPs — CRASP-3, CRASP-4, and CRASP-
5 — bind FHR-1 and factor H. This preference suggests
that upon infection borrelia simultaneously acquire
three proteins of the factor H family, and this type of
surface decoration facilitates immune escape of the
pathogen and survival in the immunocompetent host.
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Abstract

The ability of Borrelia burgdorferi sensu lato to survive and persist in a variety of vertebrate hosts is a multifactorial
process. Several potential mechanisms of immune evasion have been identified. We have shown that some Borrelia
species can bind host-derived fluid-phase immune regulators FHL-1 and factor H to their surface via complement
regulator-acquiring surface proteins (CRASPs). Factor H and FHL-1 serve as cofactors for factor I, a serine protease
that cleaves C3b directly on the cell surface and thereby confers resistance of spirochetes to complement-mediated lysis.
Among the CRASP molecules produced by B. burgdorferi, BBCRASP-2 represents a novel FHL-1 and factor H
binding protein that is distinct from other borrelial CRASP molecules and is predominantly expressed by serum-
resistant Borrelia strains. The goal of this study was to identify BBCRASP-2 determinants required for FHL-1 and
factor H binding. A high number of recombinant BbCRASP-2 mutants were generated by in vitro mutagenesis and
tested for factor H and FHL-1 binding employing ligand affinity blotting and ELISA. Up to 8 amino acid substitutions
in the proposed binding regions 2 and 3 of BbCRASP-2 resulted in reduced or complete loss of FHL-1 and/or factor H
binding ability. This finding suggests that the factor H/FHL-1 binding site is discontinuous and long distance
interaction is involved in binding of both immune regulators. Furthermore, putative coiled-coil structural elements as
recently discussed to be important in the interaction of BbCRASP-1 with factor H seem to play a subordinate role for
binding of BbCRASP-2 to FHL-1 and factor H. The elucidation of host—pathogen interactions will help to develop
novel therapeutic strategies against Lyme disease/borreliosis.
© 2008 Published by Elsevier GmbH.
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hosts frequently requires complex environmental sen-
sing mechanisms involving coordinated expression of
proteins essential to overcome host defense, in particular
the innate and adaptive immune responses. It has
recently been shown that B. burgdorferi sensu stricto
(s.s.) resists complement-mediated killing by hijacking
host-derived fluid-phase immune regulators FHL-1 and
factor H from human serum (Kraiczy et al., 2001;
Alitalo et al., 2001). Factor H and FHL-1, the main
immune regulators of the alternative pathway of
complement activation, act as cofactors for factor I, a
serine protease that inactivates C3b directly on the cell
surface and thereby confers resistance of spirochetes to
complement-mediated lysis (Zipfel and Skerka, 1999).
Binding of factor H and FHL-1 to B. burgdorferi s.s.
mainly depend on the expression of distinct complement
regulator-acquiring surface proteins or CRASPs (Kraic-
zy et al., 2001). B. burgdorferi s.s. strain LW2 expresses
all 5 CRASP proteins, termed BbCRASP-1 to
BbCRASP-5 of which BbCRASP-1 and BbCRASP-2
bind both immune regulators (factor H and FHL-1) and
BbCRASP-3 to -5 interact solely with factor H (Fig. 1).
BbCRASP-1 detected in all B. burgdorferi s.s. isolates is
the dominant factor H/FHL-1 binding protein and
belongs to the gbb54 paralogous gene family (Kraiczy et
al., 2001, 2004). The factor H-binding CRASP proteins
BbCRASP-3 to -5 has been identified as members of the
polymorphic Erp (OspE/F-related protein) family
(Kraiczy et al., 2003). BbCRASP-2 represents a novel
FHL-1 and factor H-binding protein that is distinct
from every other borrelial CRASP protein (Hartmann et
al., 2006). The aim of the present study was to identify
the amino acid residues within BbCRASP-2 directly
involved in binding of FHL-1 and factor H.

FHL-1-and FH- {
binding proteins

FH-binding
proteins

Materials and methods

To introduce single amino acid substitutions into
BbCRASP-2 a site-directed mutagenesis approach was
conducted as described by the QuikChange™ protocol
(Stratagene). Briefly, PCR reactions were carried out for
18 cycles (95°C for 30s, 55°C for 30s and 68 °C for
13min) using 50ng expression vector pCSPZ (Hart-
mann et al., 2006), 125 ng of each mutagenic primer, and
2.5U Pfu polymerase (Stratagene) in a final volume of
50pul. Before transformation of Escherichia coli, the
PCR reaction was treated with 10 U Dpnl to eliminate
the remaining vector DNA. Expression of the mutated
GST-BbCRASP-2 fusion proteins and affinity purifica-
tion on Glutathione-Sepharose columns were performed
as recommended by the manufacturer (GE Healthcare).
Factor H and FHL-1 binding to the mutated fusion
proteins were then analyzed by employing ELISA.

Purified GST-BbCRASP-2 fusion protein, mutated
GST-BbCRASP-2 proteins, and GST (2.5ng/pul each)
were immobilized using Nunc Immobilizier glu-
tathione microtiter plates (Nunc, Wiesbaden, Germany)
overnight at 4 °C. Unspecific binding sites were blocked
with 0.2% gelatin in PBS for 6h at 4°C. Factor H
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) or purified FHL-1
(5 pg/ml each) was added to the wells and left overnight
at 4°C. After addition of polyclonal anti-factor H
antibodies for 2h at room temperature, protein com-
plexes were identified using a secondary peroxidase-
conjugated anti-goat IgG antibody. The reaction was
developed with 1,2-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich), and the absorbance was measured at
490 nm.

= | «— BbCRASP-1 = BBA68 (gbb54 protein family)
<+— BbCRASP-2 = BBH06

<+— BbCRASP-4/ErpC

{ W | «— BDCRASP-3/ErpP = BBNSS} ORpEIF(ErD-)
W« BbCRASP-5/ErpA = BBL39

protein family

Fig. 1. Demonstration of the FHL-1 and factor H-binding capability of Borrelia burgdorferi s.s. LW2. Binding of immune
regulators FHL-1 and factor H to B. burgdorferi was analyzed by ligand affinity blot analyses. Cell lysate (15 pg) was subjected to
10% Tris/Tricine SDS-PAGE and blotted to nitrocellulose membranes. The membranes were then incubated with NHS for
detection of factor H and FHL-1 binding by using a polyclonal anti-factor H antibody (Calbiochem). The description of the gbb54
and gbbl62 paralogous protein family was used according to the nomenclature for type strain B31 (Fraser et al., 1997; Casjens et al.,

2000).
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Results and discussion

In the present study, we used a site-directed mutagen-
esis approach to identify and localize distinct amino acid
residues critical for interaction of BbCRASP-2 with
human immune regulators FHL-1 and factor H. In an
initial attempt, we introduced 33 single amino acid
substitutions within three different regions encompass-
ing amino acid positions 70-88, 127-145, and 202-226
all of which are proposed to be involved in binding of
immune regulators (Hartmann et al., 2006). Each amino
acid residue selected was replaced by alanine to
minimize folding problems and to reduce side effects.
Five amino acid substitutions (F81A, D84A, R139A,
Y207A, and Y211A) could be identified to either
significantly reduced or completely abolished binding

A

10 20

of FHL-1 and/or factor H (Fig. 2). These data support
the conclusion that the factor H/FHL-1 binding site in
BbCRASP-2 is discontinuous and long distance inter-
action are involved in binding of both immune
regulators. Furthermore, demonstration that substitu-
tions of charged (D84A and R139A) and hydrophobic
(F81A, Y207A, and Y211A) amino acid residues have
an impact on interaction suggest that long-range
electrostatic forces and ion pairings as well as hydro-
phobic interaction are involved in binding of factor H/
FHL-1 to BbCRASP-2. The elucidation of the hos-
t—pathogen interaction could help to develop new
therapeutic agents for the prevention of Lyme disease.

30 40 50

MKKSFLSIYMLISISLLSCDVSRLNQRN INELKII FVEKAKYYSIKLDAIY

0 70

6 90
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binding region 2

110 120
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80 100

0 4Q 150
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binding region 3
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Fig. 2. Binding of immune regulators to BbCRASP-2 mutants. (A) Amino acid sequence of BbCRASP-2. The postulated factor H/
FHL-1 binding regions 1-4 (Hartmann et al., 2006) are indicated by boxing and substitutions introduced into BbCRASP-2 that
reduce or completely abolish binding of host immune regulators are indicated by white fonts with black background. (B)
Recombinant GST-BbCRASP-2 fusion protein, mutants F81A, D84A, R139A, Y207A, and Y21 1A as well as purified GST protein
(2.5ng/ul) were immobilized onto a microtiter plate and incubated with purified factor H or FHL-1. Binding of factor H or FHL-1
was assayed by employing an ELISA together with polyclonal anti-factor H antibodies. Three independent experiments were
conducted, each with very similar results. For clarity, only data from a representative experiment is shown.
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The Staphylococcus aureus protein Sbhi acts as a complement inhibitor and forme a
ternary complex with host complement Factor H and Gb
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The Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus,
similar to other pathogens binds human complement
regulators Factor H and FHR-1 from human serum.
Here we identify the excreted protein Shi as a ligad
that interacts with Factor H by a — to our knowledg —
new type of interaction. Factor H binds to Shi in
combination with C3b or C3d, and forms ternary
Shi:C3:Factor H complexes. Apparently the isoform
of C3 further influences the stability of the compéx;
surface plasmon resonance studies revealed a higher
stability of C3d complexed to Sbi, as compared to b
or C3. As part of this ternary complex Factor H is
functionally active and displays complement
regulatory activity. Shi, which recruits C3b and
Factor H, acts as a potent complement inhibitor,
which inhibits alternative pathway-mediated lysis &
rabbit erythrocytes by human serum and other sera
Thus Sbhi is a multifunctional bacterial protein, which
binds host complement components Factor H and C3
as well as 1gG andp,-glycoprotein | and interferes
with both innate and adaptive immune recognition.

Introduction

In order to establish an infection pathogens have
developed multiple mechanisms to avoid immune
recognition and to escape host immune attack. Aabe
that has crossed a physiological barrier, like gkie or
mucous membranes of the host, is directly recognize
and attacked by the complement system [1,2].
Complement, which mediates a powerful innate immune
defense of vertebrate hosts, is activated immdgijate
within seconds upon entry of a foreign invader.
Activation of the complement system occurs through
three pathways, the alternative, the classicatheiectin
pathway. The activated system cleaves the central
complement protein C3 into the fragments C3a and C3b

Running title: A novel type of Factor H acquisitibp S.
aureus
Key words: human, complement, bacterial infecti@migens

Abbreviation

CEWA: Combined ELISA and Western blot Assay, Sbi:
Staphylococcus auretsnder of IgG
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and deposits C3b onto the surface of a microbectwhi
normally results in opsonization and eliminationtio
microbe by phagocytosis. In addition the activated
complement system forms the membrane attack
complex (MAC), which kills the microbe by
complement-mediated lysis. The cleavage products C3a
and C5a serve as potent anaphylatoxins, which attrac
immune effector cells to the site of infection. Non
pathogenic microbes are effectively killed and
eliminated by the complement system [3].

In order to restrict complement activation to the
surface of an invading microbe host cells are ptetk
from complement attack by membrane bound and
soluble regulators. Factor H is the major fluid-gdha
complement regulator that controls alternative wath
activation at the level of C3. The 150-kDa Factor H
protein is exclusively composed of 20 structural
repetitive protein domains, termed short consensus
repeats (SCR) [4]. Factor H is a member of a protein
family, thatincludes the Factor H like protein H(E1),
derived from a splicing variant of the Factor H gen
and five Factor H related proteins (FHRs) that are
encoded on separate genes [5]. Factor H controls
complement activation by acting as a cofactor for t
serine protease Factor |, which cleaves surfacedbou
C3b into iC3b. In addition, by competing with FacBr
for C3b binding Factor H accelerates the decay ef th
alternative pathway C3 convertase. Thus, Factor H
blocks C3b deposition and amplification of the
complement cascade on the cell surface [5,6].

In order to survive and to establish an infection,
pathogens need to inhibit the host complementlatiad
apparently utilize diverse escape mechanisms. Sever
pathogens acquire host fluid-phase complement
regulators, like Factor H, FHL-1, FHR-1 and C4bpriro
host plasma and body fluids. Bound to the surfaca of
pathogen, host regulators retain complement regylat
functions, and inhibit complement activation. THere,
acquisition of the host regulators masks the pathing
surface, which results in survival of the pathofj&s].

This common strategy of complement evasion has
been identified for multiple pathogens, includinga®-
positive and Gram-negative bacteria, human pattiogen
fungi, parasites and viruses [1]. For many pathegée
corresponding surface proteins were identified and
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characterized, e.g. the M protein and Fba of
Streptococcus pyogeneCRASP-1 to CRASP-5 of
Borrelia burgdorferi, PorlA of Neisseria gonorrhoeae
Tuf of Pseudomonas aerugings@spC ofStreptococcus
pneumoniae and Gpml from Candida albicans
[9,10,11,12,13,14,15,16]. Several of these pathiagen
surface proteins bind additional host plasma pnsteind
display multiple functions. The M protein of
Streptococcus pyogenbmds the complement regulators
Factor H, FHL-1 and C4bp as well as other plasma
proteins, i.e. plasminogen, fibronectin, thrombin,
fibrinogen, IgA, IgG and kininogen [1,17,18,19].8G.
albicans surface protein Gpml binds Factor H, FHL-1
and plasminogen [16]. In addition, CRASP-1Bafrrelia
hermsiiand Tuf ofP. aeruginosabind Factor H, FHR-1
and plasminogen [14,20]. These pathogenic surface
proteins display multiple functions and interferghwthe
complement regulation and coagulation. Thus, mieltip
or potentially all pathogens acquire soluble hestdrs
and utilize these proteins for immune evasion [1].

S. aureuds a major human pathogen responsible for
hospital- and community-acquired infection. The 1Gra
positive bacterium permanently colonizes the husidn
and mucous membranes of ca. 20 % of the population
[21]. Once the pathogen has crossed host immune
barriers S. aureuscan cause superficial skin infection,
toxin-mediated diseases or serious invasive irdasti
depending on the interaction of the pathogen’slence
factors and the defense mechanisms of the host T22]
pathogen utilizes complex strategies to survive and
disseminate within the host and expresses several
virulence factors to block both innate and adaptive
immune response [23].

S. aureusutilizes several proteins to control and
evade the host complement attack. The cell wall-
anchored protein A (SpA) binds the Fc region of IgG
[24]. S. aureusxpresses the protease staphylokinase, that
cleaves human plasminogen into active plasmin, lwiric
turn cleaves 1gG. In both cases recognition of the
pathogen by C1q, the initial component of the ctadsi
complement activation pathway, is inhibited [25,28bi
is an additional staphylococcal IgG-binding protdimat
similar to SpA interacts with the Fc part of IgG7]2
Furthermore, Sbi bindB,-glycoprotein |, which is also
termed apolipoprotein H [28]. Recently, additional
effector molecules ofS. aureusare identified, that
directly interfere with complement activation aetlevel
of C3. The extracellular fibrinogen-binding prot€kfb),
the Efb homologous protein (Ehp), and the extratsll
complement-binding protein (Ecb), bind C3 and C3d,
prevent further activation of C3b and consequenitglb
the activity of  C3b-containing convertases
[29,30,31,32,33]. The staphylococcal complement
inhibitor (SCIN) acts on surface-bound C3 convertases
C3bBb and C4b2a, by stabilizing these complexes,
thereby reducing the enzymatic activity [34,35].

Here we show binding of Factor H and FHR-1 to the
surface of intactS. aureusand in addition identify the
excreted staphylococcal Shi protein as a FactoinHirg
protein. Native Factor H from human serum bindSiv,
and this binding is mediated by a second serunorfact
which was identified as C3. Factor H binding is eased
in the presence of C3b or C3d suggesting formatioa of
ternary complex. This complex blocks activationtloé
alternative complement pathway. The Factor H bigdin
site of Shi was located to domains Ill and IV ahdstis
distinct from the IgG binding sites which are conéal in
the N-terminal domains | and Il [28]. Here, we
demonstrate a novel mechanism for Factor H binbing
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Shi. Shiforms a ternary complex withactor H and C3b
or C3d and the Sbi bound regulators interfere with
complement activation.

Materials and Methods

Bacterial strain and culture condition.

S. aureusstrain H591 (MSSA clinical isolate, UK) was groah37°C in
tryptic soy broth (TSB, Sigma).

Adsorption experiments.

Overnight cultures ofS. aureuswere diluted to OR¢=0.2 in TSB and
incubated for about 1.5 h at 37°C to Q1.0 (approximately 1.2 x 20
cfu). Cells (2 x 1®cfu) were harvested by centrifugation (6000 g,i& m
at room temperature), resuspended in veronal fdfealine (GVE',
Sigma) supplemented with 10 mM EDTA and incubateith veither
normal human serum (NHS, diluted 1:10) or Factof5Hug, Aventis
Behring) for 1 h at 37°C with agitation. Subseqlenthe cells were
washed four times with EDTA-GVB and bound proteins were eluted
with SDS buffer (60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2 % SDSJ % glycerine) for
5 min at 98°C. Wash and elute fractions were sépdray SDS-PAGE,
transferred to a membrane and analyzed by Westetting using a
polyclonal goat Factor H antiserum (Merck).

Cloning, expression and purification of recombinantSbi constructs.
Recombinant fragments of the N-terminal region bf @djacent to the
poly-proline region) were engineered, expressedpamified as described
previously by [Burman et al. submittédThe following Sbi constructs
were used in this study: Sbi-E (amino acids 28-26é6)taining IgG-
binding domains | and Il and C3 interacting domalihsand 1V; Sbi-I
(amino acids 42-94); Sbi-lI-IV (amino acids 15063&nd Sbi-IV (amino
acids 197-266).

Expression of Factor H deletion mutants.

The Factor H deletion mutants SCRs 1-7, SCRs 8CRs 11-15, SCRs
15-18 and SCRs 19-20 were expressed in insect ggtsted with
recombinant baculovirus as described earlier [B3]efly, Spodoptera
frugiperda cells (Sf9) were grown at 28°C in monolayer cudgirin
protein-free expression medium for insect cello{Bhittaker). Adherent
Sf9 cells were infected with recombinant virus gsim multiplicity of
infection of five. The culture supernatant was kated after 9 days and
recombinant Factor H constructs were purified byfinay
chromatography using Ni-NTA-Agarose (Qiagen).

Antibody binding to Shi-fragments.

The complete extra cellular region, Shi-E, and ¢kga cellular deletion
mutants Sbi-1, Sbi-ll/IV, Sbi-IV, BSA (0.1 ug eachnd Factor H (0.05
pg) were immobilized onto a microtiter plate foh 2t room temperature.
Unspecific binding sites were blocked with 0.2 %atiee in DPBS
(Lonza) over night at 4°C. After extensive washimigh PBSI (3.3 mM
NaH,PO;xH,0, 6.7 mM NaHPQ,, 145 mM NaCl, pH 7.2) supplemented
with 0.05 % Tween 20 a polyclonal rabbit SCR1-d4semum and the two
mABs B22 and C18 (all specific for Factor H) wedslad for 2 h at room
temperature. Protein-antibody complexes were dedensing secondary
horseradish peroxidase (HRP)-coupled antiserum. ahllibodies and
antisera were used at 1:1000 dilutions. The reactias developed with
1,2-phenylenediamine dihydrochloride (OPD, Dakoj éime absorbency
was measured at 490 nm.

Protein binding assay - CEWA.

A combined ELISA and Western blot approach (CEWA9swsed to
assay Factor H binding to Sbi-E and the deletionstracts Sbi-I, Sbi-
III/IV and Sbi-IV [36]. The proteins (0.5 pg) weiemmobilized onto a
microtiter plate over night at 4°C. After blockingth 0.2 % gelatine in
DPBS (Lonza) for 6 h at 4°C, NHS (diluted 1:10)cféa H (0.25 pg), a
combination of Factor H (0.25 pg) and C3b (0.5 Mgyck), or Factor H
(0.25 pg) and C3d (0.13 pg, Merck) were added aadbiated over night
at 4°C. After extensive washing protein complexesenremoved with
SDS buffer, separated by SDS-PAGE and analyzed bgtékh blotting
using the mAB C18, which is specific for SCR 20 [edctor H. As
positive controls the borrelial Factor H bindingotein CRASP-1, and
also the Factor H/FHR1 binding protein CRASP-5 dkinprovided by
Dr. Peter Kraiczy (University of Frankfurt a. M.)na by Prof. Dr.
Reinhard Wallich (University of Heidelberg)) and megative control
BSA were used.

Enzyme-linked immunosorband assay (ELISA).

The Sbi deletion fragments Sbi-11l/IV, Sbi-IV or @8P-1 and BSA (0.1
ung) were immobilized onto a microtiter plate oveght at 4°C. After
blocking with 0.2 % gelatine in DPBS (Lonza) fothéat 4°C, Factor H
(0.125 pg), a combination of Factor H (0.125 pg) &8b (0.25 pg) or
C3d (0.065 pg), the Factor H deletion mutants SCRs SCRs 8-11,
SCRs 11-15, SCRs 15-18 and SCRs 19-20 used at elquiamounts to
Factor H in combination with C3b (0.25 pg) were edldBound Factor H
or Factor H deletion mutants were detected withygohal Factor H
antiserum (1:4000, Merck) and an appropriate semgndhorseradish
peroxidase-coupled antiserum (1:4000, Dako). Thectien was
developed with 1,2-phenylenediamine dihydrochloi(@®D, Dako) and
the absorbency was measured at 490 nm.

Inhibition of protein binding with an antiserum.

Sbi-E and the extra cellular deletion mutants SI88i-111/1V, Sbi-IV or
CRASP-1, and BSA (0.5 pg) were immobilized and enffir binding
sites were blocked as described. Factor H (0.25 padyclonal Factor H
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antiserum (diluted 1:100) and C3b (0.5 pg) werenpihated for 2 h at
4°C. Subsequently the mixture was added to the ipilimed proteins and
incubated over night at 4°C. After extensive waghimotein complexes
were removed from the well with SDS buffer, sepedaby SDS-PAGE
and analyzed by Western blotting with the polyclorebbit SCR1-4
antiserum.

Complement cofactor assay.

For determining the regulatory activity of Sbi-bdurractor H, the
regulator (0.15 pg) together with C3b (0.3 pg) 80@0.3 pg) alone were
added to immobilized Sbi-E, Shi-1, Sbi-lll/IV, SBi:, CRASP-1, or BSA
(0.5 pg) incubated over night at 4°C. After exteasiwashing Factor |
(0.8 png) was added and the mixture was incubate®@omin at 37°C.
C3b conversion to inactive C3b (iC3b) was detectfer separating the
protein solution by SDS-PAGE with Western blot gsa using a
polyclonal goat C3 antiserum (Merck).

SDS-PAGE and Western blot analysis.

Samples were separated by SDS-PAGE using 10 % 284 dels. After
the transfer of the proteins onto nitrocellulosembeanes by semi-dry
blotting [40], the membranes were blocked with §Wtv) dried milk in
PBSI for 30 min at room temperature and incubatéth vhe indicated
primary antibodies over night at 4°C. Antibodiesreveliluted in 2.5 %
(w/v) dried milk in PBSI. The proteins were detettey ECL using
appropriate secondary antisera that was coupled whibrseradish
peroxidase.

Surface plasmon resonance studies.

Protein-protein interactions were analyzed by thefase plasmon
resonance technique using a Biacore 3000 instrurfi@atore AB) as
described [41]. Briefly, the staphylococcal progeiSbi-E, Sbi-l, Sbi-
1I/IV or human C3d were coupled to the surfacethsf flow cells of the
sensor chip via a standard amine-coupling procedaseboxylated
dextran chip CM5, Biacore AB) until about 2000 nesoce units were
reached. A control cell was prepared under idehtéa@mditions that
lacked a protein. Sbhi-E, Factor H, C3, C3b or C3tendiluted in DPBS
(Lonza), adjusted to equal molarities and injeatéth a flow rate of 5
ul/min at 25°C. Alternatively, Nf and Sbi-E was loaded to a NTA-chip,
and C3d followed by Factor H were injected at eqiégmamounts. Each
interaction was analyzed at least three times.

Hemolytic assays.

In order to analyze the complement regulatory efteficSbi, hemolytic
assays were performed using rabbit erythrocytes, ®&ckland).
Following preincubation of NHS with Sbi-E or Sbi/IV for 30 min at
37°C, 5 x 18 rE were added (150 pl total volume) and furtheubated
for 30 min at 37°C. After centrifugation (2 min,@Drpm) the absorbency
of the supernatant was measured at 414 nm. NHSE Sinid Sbi-lI/IV
were used at the indicated concentrations. Sample diluted in
HEPES buffer (20 mM HEPES, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl0 mM
EGTA, 1 % BSA, pH 7.4). The effect of Sbi on dif@t animal sera
(Innovative Research) was assayed using 30 % arseraim and 2 pg
Sbi-E.

In order to analyze and distinguish between thermdttive and the
classical/lectin pathway complement activation wassued in different
buffers. Alternative pathway activity was measuiadEGTA-HEPES
buffer. Activation of all three pathways was asshye C&*-HEPES
buffer (20 mM HEPES, 144 mM NaCl, 5 mM CaQ2,5 mM MgC}, pH
7.4). The effect of the classical and the lectithpay was assayed in
Factor B deficient serum (Complement Technology,)land the CH-
HEPES buffer. All three approaches (AP, AP+CP/LE &#/LP) were
analyzed in the presence of none, 0.3 pg and 1Sbj&.

Results

Factor H binds to the surface ofS. aureus.

In order to analyze binding of host complement
regulators toS. aureus,strain H591 was incubated in
human serum. After extensive washing bound proteins
were eluted, separated by SDS-PAGE, transferred to
membrane and analyzed by Western blotting. This
approach identified three bands of 150, 43 and 3, k
which represent Factor H, FHR-land FHR-%,
respectively (Figure 1A, lane 2). These proteingewe
absent in the final wash fraction, thus suggesting
specificity of binding (Figure 1A, lane 1 and lake The
same proteins were also identified in human serum
(Figure 1A, lane 3). When bacteria were incubatéth w
purified Factor H binding of the purified proteiragvalso
detected in the elute fraction (Figure 1B, lane 2).

Factor H binds to excreted protein Shi.

In order to characterize the bacterial ligand mtaatigthis
interaction we hypothesized that the staphyloco&tal
protein might represent the binding protein. The N-
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Figure 1: Adsorption of Factor H and FHR-1 to intact S.
aureus. Cells of S. aureus strain H591 were incubated in human
serum (A) or with purified Factor H (B). After extensive washing,
bound proteins were eluted, separated by SDS-PAGE and
analyzed by Western blotting using polyclonal Factor H antiserum.
(A) In the elute fraction (lane 2) polyclonal Factor H antiserum
reacted with three bands of 150, 43 and 37 kDa representing
Factor H, FHR-1B and FHR-1a, respectively. The same proteins
were also identified in human serum (lane 3). (B) Purified Factor H
bound to the bacteria and was detected in the elute fraction (lane
2). The mobility of the marker proteins is indicated. NHS, normal
human serum.

terminal region of Sbi (i.e. Shi-E) is composedfadr
domains and includes the 1gG binding domains | knd
[28, Burman et al. submitt&d IgG binding of Sbi-E and
Shi-1 was confirmed for one polyclonal antiserundan
two mABs, which are directed to Factor H (Figure 2,
columns 1 and 2). The Constructs Shi-lll/IV and 8bi-
did not bind these antibodies. Antibody binding was
rather strong and exceeded the reactivity for ffeciéic
ligand Factor H (Figure 2, compare columns 5 and 1)

Factor H binding and localization of the Factor H
binding domains in Sbi.

As Shi is an IgG binding protein, interaction with
additional ligands cannot be studied by standartSEL
Consequently we used the previously described cardbin
ELISA and Western blot approach (CEWA) to study
binding of human serum proteins to Shi [36]. CEWA,
which allows the identification of Sbi bound serum
proteins by size and by reactivity with specifidisera,
revealed that Factor H as well as both FRRahd

Burman JD, Leung E, Atkins KL, O'Seaghdha MN, Lahgd®ernadé P,
Bagby S, Svergun DI, Foster TJ, Isenman DE, van Hien JMH.
Interaction of Human Complement with Sbi, a Stapbgtcal
Immunoglobulin-binding Protein: Indications of aWl Mechanism of
Complement Evasion bgtaphylococcus aureusubmitted
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Figure 2: Antibody binding of Sbi constructs. Recombinant
constructs Shi-E, Sbi-1, Sbi-1ll/IV and Sbi-IV were immobilized and
binding of a polyclonal Factor H antiserum (anti-SCR 1-4) and the
two mABs B22 and C18 specific for Factor H was assayed by
ELISA. Binding is mediated by the immunoglobulin binding regions
which are positioned in the N-terminal domains | and II.
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Figure 3: Binding of Factor H and FHR-1 to Shi. (A) CEWA was
used to analyze interaction of host complement regulators with the
1gG binding Sbi protein. Sbhi-E, Sbi-I, Sbi-lll/IV and Sbi-IV were
immobilized onto the surface of a microtiter plate and human serum
was applied. After extensive washing bound proteins were eluted,
separated by SDS-PAGE and identified by Western blotting based
on their mobility and their reactivity with mAB C18 that is specific
for the C-terminal SCR domain of Factor H and FHR-1. The
borrelial Factor H binding CRASP-1, the Factor H/FHR-1 binding
CRASP-5 and BSA were used as controls. The mobility of the
marker proteins is indicated. (B) Purified Factor H was used in the
same assay.
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FHR-18 bind to Sbi-E comprising the domains I-IV
(Figure 3A, lane 1). Both Factor H and FHRAHR-13
bound to the deletion constructs Sbi-lll/IV and twit
lower intensity to Sbi-1V (Figure 3A, lanes 3 and Zhe
IgG binding domain Sbi-l did not bind the host
complement regulators (Figure 3A, lane 2). As dbsdr
previously Factor H bound to borrelial CRASP-1 and
CRASP-5 and FHR4a/FHR-13 to CRASP-5 (Figure 3A,
lanes 5 and 6)[36].

Having demonstrated binding of Factor H, FH&R-1
and FHR-B from human serum to Sbi via domains Il
and IV, we wanted to confirm this interaction with
purified proteins. However purified Factor H didt txind
to Sbhi, but did bind to CRASP-1 and CRASP-5 (Figure
3B). These results suggest that binding of Factty Sbi
is mediated by an additional serum factor.

Identification of a serum factor that mediates

Factor H:Shi interaction.

In order to identify the additional serum factoratth
mediates binding of the complement regulator, we
hypothesized that the central complement compo@ant
which binds to the staphylococcal inhibitors EftypEand
Ecb [29,30,32] might be such a mediator. Consequentl
binding of purified Factor H in the presence of the
complement proteins C3b and C3d was analyzed by
CEWA.

Factor H + C3b

Factor H + C3d

mFactor H
BFactor H+C3b
DFactor H+C3d
=) Buffer

BSA

Sbi-llNv Sbi-lv CRASP-1

Figure 4: Binding of Factor H to Shi fragments in the presence
of C3b or C3d. (A) Shi-E, Sbi-l, Shi-lll/IV and Sbi-IV, CRASP-1
and CRASP-5 of Borrelia burgdorferi and BSA were immobilized
and incubated with Factor H together with C3b or C3d. After
washing bound proteins were eluted from the wells, separated by
SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using the mAB C18.
In the presence of C3b or C3d Factor H bound to Shi-E, Shi-1ll/IV,
Sbhi-IV, CRASP-1 and to CRASP-5. (B) Sbi-1ll/IV, Shi-IV, CRASP-1
and BSA were immobilized and binding of Factor H alone, Factor H
and C3b, or Factor H and C3d was assayed by ELISA using
polyclonal Factor H antiserum. Again in the presence of C3b or
C3d Factor H bound to Shi-1ll/1V, to Sbi-IV weakly and to CRASP-
1. Factor H alone did bind to CRASP-1.
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When coincubated with either C3b or C3d Factor H host immune regulators, as Shi binds Factor H in

bound to Shi-E, Shi-lll/IV and Sbi-IV, but not ®bi-I combination with a second host ligand, namley C3.
(Figure 4A). This effect suggests that Shi fornteraary
complex with Factor H and C3. Characterization of the Sbi:C3:Factor H ternary
Factor H binds to domains lll and IV of Shi, butt no complex.
to the IgG binding domain I. The interaction to then- Having identified staphylococcal Sbi as a protdiatt
IgG binding domains was confirmed by standard ELISA binds the host complement components Factor Hheget
Purified Factor H bound to Shi-Ill/IV in the presenof with C3b or C3d, we analyzed C3 bhinding and ternary
purified C3b or C3d (Figure 4B, columns 1). Bindirfg o complex formation in more detail. First binding thfe
Factor H together with C3b or C3d to Shi-IV was eath various forms of C3 was analyzed to immobilized Bbi-
low. Apparently Factor H bound with stronger intigns in real time using surface plasmon resonance. C®estho
to Shi-lll/IV as compared to the Factor H binding t a strong association and a relative fast dissociati

borrelial CRASP-1 (Figure 4B, compare columns 1 and (Figure 5A: C3).
3). This result reveals a novel mechanism of capgur
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Figure 5: Analyzing Shi:C3 interaction by surface plasmon resonance. (A) Sbi-E was immobilized and C3, C3b and C3d were applied in fluid
phase. C3 showed strong association and after removal of the analyte a relative fast dissociation (dash-dotted line). C3b showed a slower
association profile as compared to unprocessed C3, however the complex was rather stable (dotted line). In addition C3d showed a prominent
association profile and the complex was rather stable (dashed line). (B) Dose-dependent interaction of Shi-E to immobilized C3d. (C) Effect of C3b
on Factor H-Shi interaction. Shi-E was immobilized and binding of the single components Factor H or C3b, or of a combination of the two proteins
Factor H and C3b was analyzed. (D) Effect of C3d on Factor H-Sbi interaction. Shi-E was immobilized and binding of the single components
Factor H or C3d, or of a combination of the two proteins Factor H and C3d was analyzed. As identical concentrations were used the binding
profiles can be directly compared and thus demonstrate stronger interaction of the complex in the presence of C3d as compared to C3b. (E) The
various fragments Shi-E, Sbi-l and Sbi-11l/IV were coupled to the surface of a sensor chip and binding of proteins Factor H alone or C3d alone or in
combination was analyzed. C3d bound to Shi-E and Shi-Ill/IV with comparable intensities, but did not bind to Sbi-I. The Factor H:C3d complex
showed stronger binding to Sbi-E and Sbi-11l/IV, but did not bind to Sbhi-I. (F) Subsequent association of Shi-E, C3d and Factor H to an NTA-chip
forming a stable Sbi-E:C3d:Factor H complex.
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In addition C3d, the degradation product of C3, shibwe
more pronounced association and also a slow rate of
dissociation (Figure 5A: C3d).This slow dissociation
profile of both C3d and C3b suggests a high stabilfty
the Shi:C3b and Sbi:C3d complexes.

Based on the strong association of C3d to Shi-E, this
interaction was analyzed in more detail. Shi-E stdw
dose-dependent binding to immobilized C3d when used
at a range of 200, 400 and 800 nM (Figure 5B). Emes
dose-dependent binding was observed in a revettiegse
with immobilized Shi-E (data not shown). These Hssu
demonstrate that C3, C3b and C3d bind directly to the
staphylococcal Sbi.

In order to further analyze the interaction and
complex formation Shi-E representing domains I-I'ssw
immobilized and complex formation was followed &ak
time. In this setting Factor H bound rather weatdy
immobilized Sbi-E, while the C3b binding was streng
(Figure 5C). A strong increase was observed in the
presence of both Factor H and C3b confirming the
formation of a ternary complex (Figure 5C). Formatid
the ternary complex was also analyzed with Factantl
C3d (Figure 5D). Binding of C3d was almost comparable
to that of C3b (compare Figure 5D and Figure 5C)
however the ternary Shi:C3d:Factor H complex was
stronger.

Binding and ternary complex formation was analyzed
to immobilized Sbi-constructs, i.e. Shi-E, Shi-ldasbi-
II/IV, to localize the C3 binding domains in Ski3d did
not bind to the IgG binding domain Sbi-I, but toi-&b
and also to the construct Sbi-lll/IV (Figure 5E). dC3
interaction to Sbhi-E and Sbi-1ll/IV was comparaltieys
confirming the role of domains Ill and IV for thergtact.
Based on the strong interaction of the Sbhi:C3d:Fadtor
complex to Shi-E and to Shi-lll/IV (Figure 5E) it i
concluded that the C3/Factor H interaction regiorsbi
is located exclusively in Sbi domains Ill and IV.

To characterize the formation of Shi:C3d:Factor H
complex Shi-E was coupled to an NTA-chip and comple
formation was followed upon sequential additionG#d
and Factor H (Figure 5F). Immobilization of Sbi-Easv
observed and upon addition of C3d formation of the
Shi:C3d complex was followed in real time (Figur€, 5
middle part). Upon addition of Factor H, an asstmia
was detected by the increase in the surface plasmon
resonance signal.

OSCR17 |
BSCR 811
BWSCR 11-15
WSCR 15-18
WSCR 19-20
O Buffer

0.25

0.20

A490 nm

0.15

0.05

0.00

Sbi-liNv Sbi-IvV BSA

Figure 6: Localization of the Sbi binding regions within Factor
H. Sbi-lll/IV and Sbi-IV were immobilized to the surface of a
microtiter plate and the indicated Factor H deletion constracts and
C3b were added. Binding was assayed by ELISA using polyclonal
Factor H antiserum. SCRs 1-7 bound weakly and SCRs 19-20
bound with strong intensity to Shi-11l/IV. Binding of SCRs 1-7 to Shi-
/IV and Sbi-IV was comparable however binding of SCRs 19-20
to Shi-IV was reduced. The additional Factor H deletion mutants
did not bind to Sbi.
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These results demonstrate that Factor H bindsttjirex
the Shi:C3d complex and that Factor H does not etenp
with C3b for Sbi-E binding (Figure 5F, last parther
observed mass increase at the surface of the sehigor
during association of Factor H to the Sbhi:C3d campl
was higher than that of Factor H to immobilized C3d
(data not shown).

Localization of the Shi binding domains within

Factor H.

To further characterize this novel type of Factor H
acquisition with C3, we decided to identify the Feadt
domains that are involved in this interaction. Badt
deletion constructs were used in an ELISA experimian

the presence of C3b Factor H SCRs 1-7 bound and
stronger binding of SCRs 19-20 to immobilized Sbi-
II/IV was observed (Figure 6, column 1). Two Shi
binding regions within the Factor H protein were
localized, one with relative weak Sbi binding, lexh
within the N-terminal SCRs 1-7 and a second stronger
binding site was localized within the C-terminal
recognition region of Factor H, within SCRs 19-20.

Factor H fixed in the Shbi:C3b ternary complex
displays cofactor activity.

Factor H bound to pathogenic ligands maintains
complement regulatory activity which relates to
complement evasion [1]. It was therefore of impocta

to assay if Factor H fixed in this novel ternarymgex is
also functionally active and has complement regujat
activity. Factor H and C3b were incubated
simultaneously with immobilized Sbi-E or the dedeti
fragments Sbi-l, Sbi-lll/IV and Shi-IV. Subsequentl
Factor | was added and the mixture was incubated
further. Following this treatment the proteins wehated,
separated by SDS-PAGE and after transfer to a
membrane the C3b degradation products were idehtifie
by Western blotting.

. Factor H ,
. C3b ,
. Factor | |
Q N Q
@ o N Koo N
o e o e o o
o> O 9o O o 9
130- s — . . al
95- :
72- W el B -
55- ’
43- — a‘43
34- {

1. 2 3 4 5 6 7 8

Figure 7: Factor H retains cofactor activity within the
Sbi:C3b:Factor H complex. Shi-E, Sbi-I, Sbi-1ll/IV and Shi-V, and
the borrelial CRASP-1 were immobilized to the surface of a
microtiter plate. Factor H and C3b were added and following
extensive washing Factor | was applied. After 30 min incubation the
mixture was harvested and separated by SDS-PAGE. C3b
degradation was analyzed by Western blotting using a polyclonal
C3 antiserum. The mobility of the o’ and ' chain of C3b and the
cleavage products a’68 and a’43 are indicated. Factor H mediated
cofactor activity is detected when the complex is coupled to Shi-E
and Sbi-1ll/IV (lanes 1 and 3). The borrelial CRASP-1 protein and
BSA were used as controls (lane 5 and 6). In the absence of Factor
H C3b remains intact (lanes 7 and 8).
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Figure 8: Characterization of the ternary Shi:Factor H:C3 complex. (A) Polyclonal Factor H antiserum blocks the formation of the
Sbi:C3b:Factor H complex. Sbi-E, Sbi-1, Shi-11l/IV and Sbi-IV were immobilized onto the surface of a microtiter plate and Factor H and C3b (upper
panel) or Factor H, C3b preincubated with polyclonal Factor H antiserum (lower panel) were added. After extensive washing the bound proteins
were eluted, separated by SDS-PAGE and Factor H was identified by Western blotting using polyclonal SCR 1-4 antiserum. Polyclonal Factor H
antiserum inhibited formation of the ternary complex. CRASP-1 of B. burgdorferi and BSA were used as controls. (B, C, D) The formation of the
ternary Sbi-1Il/IV:C3d:Factor H complex was studied with ELISA experiments using polyclonal Factor H antiserum for detection of Factor H
binding. (B) Sbi-1ll/IV and BSA were immobilized, incubated with C3d and increasing dilutions of C3d antiserum was added. After washing Factor
H was added and binding was assayed. (C) Saturating concentrations of C3d (0.2 pg) were added to immobilized Sbi-lll/IV and BSA.
Simultaneously Factor H was preincubated with increasing amounts of C3d and the protein mixture was added to the immobilized Sbi-111/IV:C3d
complexes. Subsequently, Factor H binding was measured. (D) Again Sbi-Ill/IV and BSA were immobilized and Factor H and increasing amounts
of C3d were added measuring the minimal amount of C3d required to gain an increase in Factor H binding to Sbhi-1ll/IV.

Factor H bound to Sbi-E in the presence of C3b digu that Factor H attached to Sbi in a ternary complex
cofactor activity as indicated by the disappearasfcine maintains complement regulatory activity.

o’ band and the appearance of ti68- anda’43 bands

(Figure 7, lane 1). The same degradation profil€3b Characterization of the binding mechanism within tre
was observed when Factor H was bound to Shi-IlI/IV ternary complex.

(Figure 7, lane 3) or to borrelial CRASP-1 (Figurdane Ternary Shi:C3b:Factor H and Sbhi:C3d:Factor H
5). In the absence of Factor H no degradation df @&s complexes represent a novel mechanism for Factor H
observed (Figure 7, lanes 7 and 8). These reshti& s attachment. Factor H has a C3b/C3d binding region

within the C-terminal recognition region, which als
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forms the major contact with Sbi. Therefore we dske
whether the ternary complex is based on a sandyjh
interaction, by which Sbi binds first intact C3, C8b
C3d and then Factor H. Alternatively a tripartitengdex
may be formed, in which Factor H directly contaBts
and C3. Inhibition experiments were performed td tes
this hypothesis and to characterize this interactio
more detail. First Factor H and C3b were incubatetie
presence of Factor H antiserum and Factor H bintting
immobilized Sbhi was studied. Preincubation of Fa¢io
with the specific antiserum decreased binding to-ESb
and blocked binding to the fragments Sbi-Ill/IV agi-

IV (Figure 8A, lower panel). The weak binding of
antiserum treated Factor H to intact Shi-E andhibl $s
explained by Factor H binding to Sbi via IgG.

Secondly, Sbi-lll/lV was immobilized, C3d was
added and Sbi-lll/IV bound C3d was blocked with
increasing amounts of specific C3d antiserum.
Subsequently, the binding of Factor H was analyzed.
Factor H binding was not impaired with antisereeitup
to 1:1000 but was reduced and not completely bibcke
the highest titres (1:100 and 1:10) (Figure 8B)sTriesult
shows direct binding of Factor H to Sbi and indésathat
the presence of C3d Shi enhances formation of the
ternary complex.

Similarly, Sbi-lll/lV  was immobilized and a
saturating amount of C3d was bound. In order tokbloc
C3d binding sites on the Factor H protein, Factova$
preincubated with increasing concentrations of C8arp
to binding. The preincubated Factor H:C3d complexes
were added to the immobilized Sbi:C3d complexes and
after incubation Factor H binding was analyzed. iAga
ternary Shi:C3d:Factor H complexes were detected and
complex formation was independent of the amount of
C3b used for preincubation (Figure 8C). This resulhi
agreement with a direct Factor H:Shi contact.

Next binding of Factor H with increasing amounts of
C3d to immobilized Sbi-lll/IV was studied. Already &
low amount of C3d (1ng) resulting in a molar Factor
H:C3d ratio of 25:1, Factor H:Sbi interaction was
enhanced (Figure 8D). In summary the inhibition and
blocking experiments reveal that Factor H bindedatly
to Shi and that binding is assisted by C3d.

Shi is a complement inhibitor.

Staphylococcal Sbi forms a ternary complex withthos
complement proteins Factor H and C3. Consequeindly t
complement inhibitory activity of Sbi was assayedai
standard hemolysis assay, using human serum abd rab
erythrocytes. In this assay Shi-E and also ShiMIl/
inhibited complement-mediated lysis of rabbit
erythrocytes in a dose-dependent manner. Complete
inhibition was observed at a concentration of 6¢0oh
either Sbi-E or Sbi-1ll/IV (Figure 9A). In contrassbi-I
had no effect (data nor shown) indicating that C8d a
Factor H binding is relevant for complement inrobyt
activity. These results demonstrate that Sbhi astsaa
potent complement inhibitor. Hemolysis of rabbit
erythrocytes in human serum was dose-dependenteover
range from 5 to 15 % and Shi blocked hemolysis
efficiently at all serum concentrations (Figure 9B).

To analyze the species range of Sbi-E the inhipitor
effect of Sbi-E was tested in different animal sera
Complement mediated inhibition was observed in hyman
mouse and guinea pig sera, and no effect was ddtect
dog, goat and sheep sera (Figure 9C). Thus Shiimcts
human serum but also displays a broader specigs.ran

Shi is a potent complement inhibitor. Therefore we
investigated the inhibitory effect of Shi-E in dhree
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complement pathways. Shi-E clearly inhibited aladirre
pathway activity (Figure 9D, column 2 and 3). Whadh
pathways were activated hemolysis was reduced in a
dose-dependent manner, indicating that the aligmat
pathway, which was blocked by Sbi-E, is involved an
that the classical and lectin pathway are unaftecte
(Figure 9D, columns 7 and 8). This effect was aomdid
upon analyzing the impact on the classical andebin
pathway. Sbi-E did not inhibit hemolysis of rabbit
erythrocytes when complement was activated via the
classical and the lectin pathway (Figure 9D, colsri@
and 13). These results demonstrate that Sbi-Eiexffly
inhibits the alternative, but not or not as effitlg the
classical and the lectin pathway.

Discussion

The Gram-positive bacteriur@. aureussimilar to other
human pathogens binds the complement regulatotsi~ac
H and FHR-1 from human serum. We identify the
staphylococcal Sbi protein as one ligand for the hest
complement regulators. Apparently Sbi binds Faktdry

a new mechanism, as this human regulator bindsbto S
together with C3, which likely results in formatiaf a
ternary Shi:C3:Factor H complex. Arranged in this
ternary complex Factor H is functionally active and
displays complement regulatory activity. Thus Sbiai
potent complement inhibitor, and inhibits the heytiol
activity of human and rodent serum on rabbit
erythrocytes via the alternative pathway. Thus the
multifunctional bacterial Sbi protein interferestivboth
innate and adaptive immune recognition, by acdaisit
of multiple host proteins in form of the complement
components Factor H, C3 as well as 1gG ghd
glycoprotein I.

Purified Factor H bound to intact bacteria, but
dependent on the assay showed weak or even nagindi
to Shi (compare Figure 1 and Figure 3B). This diffce
in binding suggests th&. aureusexpresses an additional
Factor H binding surface protein. The identificatiof
this protein is subject of further studies. The
staphylococcal Shi protein was identified as arldydor
Factor H. However Factor H binding is strong in the
presence of an additional complement protein Chéo t
purified Sbi protein and forms a ternary compleig(Fe
4 and Figure 5).

Factor H has two contact regions for Shi, which are
located within SCRs 1-7 and SCRs 19-20 (Figure 6).
Very similar contact domains were identified fohet
microbial Factor H binding proteins, e.g. CRASP-1 and
CRASP-2 ofB. burgdorferj Tuf of P. aeruginosaand
Gpml of C. albicans [12,14,16,37]. Inhibition
experiments showed that polyclonal Factor H antiser
blocks Factor H binding to Sbi, however a mAB dieglct
against the C-terminus of Factor H did not afféoding
(Figure 8A and data not shown). These results sigge
that the C-terminus alone is not sufficient fordimg and
that additional regions of Factor H are involved.
However, in the proposed ternary complex the ragnja
region of Factor H (i.e. SCRs 1-4) is freely accdesits
demonstrated by the Factor | mediated cleavage bf C3
(Figure 7).

The staphylococcal Sbi protein is composed of four
globular N-terminal domains connected to a tyrosioe
C-terminal domain via a prolin-rich region [38]. A
recombinant fragment with domains I-1V (Sbi-E),vesll
as constructs Shi-1ll/IV and Sbi-1V, but not Sbbdund
Factor H in combination with C3b or C3d (Figure s
localizing the Factor H binding region to Sbhi donsalll
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Figure 9: Shi is a complement inhibitor. (A) Alternative pathway-mediated hemolysis of rabbit erythrocytes was assayed in the presence of
increasing amounts of Shi-E (columns 3-8) or Shi-1ll/IV (columns 9-14). Hemolysis of rabbit erythrocytes with ddH,O is shown in column 1;
hemolysis in human serum is shown in column 2. (B) Hemolysis of rabbit erythrocytes following incubation in increasing concentrations of
complement active human serum in the absence (open squares) or the presence of Shi-E (filled rhombi). (C) Lysis of rabbit erythrocytes in serum
(30 %) derived from the indicated species; i.e. human, mouse, guinea pig, dog, goat and sheep. (D) Comparing the effect of Shi on alternative
pathway (AP)-, alternative, classical and lectin pathway (AP + CP/LP)-, as well as classical and lectin pathway (CP/LP)-mediated hemolysis of
human serum on rabbit erythrocytes. Background lysis was subtracted for (A) and (C). NHS, normal human serum, AFB-HS, Factor B depleted

human serum.

and IV. As the Factor H/C3b binding sites in domidin
and IV and the IgG binding sites in domain | anduié
separated, the Sbhi protein may simultaneously bind
several host proteins.

The binding properties of Sbi are unique as — to ou
knowledge — Sbhi is the only bacterial protein thetds
Factor H in combination with an additional complene
component, i.e. the processed fragments of C3, C8b an
C3d. It will be of interest to demonstrate whethéreo
pathogenic proteins or virulence factors form such
ternary complexes.

The three proteins Shi, C3 and Factor H form a
ternary complex, in which Shi interacts directlytwC3b
or C3d. Factor H binds to the Sbhi:C3b complex by
forming an additional contact likely with both C3ica
Shi. The Sbi:C3 interaction appears rather compdex,
intact C3 and the two processed forms C3b and C3d
display different binding profiles resulting in fiifent
stabilities (Figure 5A). C3d complexed to Shi showfeel
highest binding intensity, and C3b or C3 a lower
interaction. In addition the rate constants of C8d &bi-
I/IV when assayed by surface plasmon resonande di
not fit a 1:1 model of interaction, but ratherdibivalent
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analyte model (data not shown and Figure 1A and [1B).
addition it was shown that Sbi also binds to the C3a
fragment [Burman et al. submittéd’he proposed
bivalent analyte interaction together with the eliéint
binding profiles for the three C3 forms suggest tGa
undergoes a conformational change upon bindingbio S
and exposes additional binding epitopes, whichcafibi
interaction, or that these C3b/C3d binding regioig/gre
differently accessible to the bacterial Sbi protein

During complement activation C3 is cleaved, the C3
cleavage products bind to Shi, increase Factorndibg
and enhance the stability of the ternary complexchSa
feed back regulation may increase the amount of
inhibitory host regulators like Factor H at theesif
infection and result in protection of the pathodemm
complement attack.

This inhibition of the alternative pathway by Sbi
indicates that Factor H bound to Sbhi affects the C3
convertase. Within the ternary complex Factor hbldigs
complement regulatory activity (Figure 7), whicteses
to be responsible for inhibition of hemolytic aétyv This
explains why Sbi domains IlIl and IV display an
inhibitory effect, but not domain | (Figure 9A auidta
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not shown). Compared to the other staphylococcal
complement regulators Efb and Echb, Shi does not
interfere with C5 convertase activity of the claakic
pathway and did not affect hemolysis mediated gy th
classical pathway (Figure 9D) [29]. Thus Sbi forams
ternary complex with the two human complement
proteins Factor H and C3, revealing a novel mecmani
for complement inhibition.

The inhibitory activity of Shi is not restricted to
human complement as the protein also blocks
complement in other species i.e. mouse and guiiga p
Demonstrating that Sbi is a staphylococcal viruenc
factor with a broader species range as comparatieto
human specific inhibitor SCIN, which acts specifigah
the human system [29,34].

Shi is a potent complement inhibitor, which inteefe
with the hemolytic activity of human serum. In héptic
assays with rabbit erythrocytes Shi used at 2 p#ml3
Kg) exclusively blocked the alternative pathway relas
the classical and the lectin pathways were unaftect
(Figure 9D). However when wused at higher
concentrations of 1000 pg/ml in an ELISA approdu t
Shi-1lIl/IV fragment blocks all three activation patays
of human complement but the Sbi-IV fragment is a
specific inhibitor for the alternative pathway [Buamet
al. submitted|. This activity differs from that of SCIN
and its homologues SCIN-B and SCIN-C, which affects
all three complement pathways [29,34].

The staphylococcal Shi protein is a multifunctional
protein which binds the complement effectors Fattor
FHR-1 and C3 and also the processed forms C3b and
C3d, as well as 1gG anfl,-glycoprotein I. Thus Sbi
mediates innate and adaptive immune escape (i) by
acquiring host complement inhibitors, which correta
with the activation state of complement, (ii) byiliting
complement activation at the level of alternatieghgvay
C3 convertase, (iii) by binding and inactivationlg6 to
avoid recognition by phagocytes, and (iv) mostlikey
blocking C3dg binding to complement receptor 2 (CR2)
[Burman et al. submittéfl
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Diskussion

Diskussion

Interaktion von FHR-1, Faktor H und FHL-1 mit CRASP s vonB. burgdorferi

Jeder Mikroorganismus wird vom menschlichen Immsteay erkannt und angegriffen.
Deshalb haben humanpathogene Krankheitserregae@aa entwickelt, mit denen sie der
effizienten Immunantwort des Wirtes entkommén. burgdorferj der Erreger der Lyme-
Borreliose, entgeht der angeborenen Immunabwehrdemn das Bakterium
Komplementregulatoren des Wirtes, wie Faktor H &htL-1, an seine Oberflache bindet.
Diese Interaktion wird Uber ,Complement regulatoguairing surface proteins” (CRASPS)
vermittelt und verleiht dem Erreger sog. Serumtesis d.h.B. burgdorferiist durch die
Akquirierung der funktional aktiven Regulatoren d&gtes vor der durch das Komplement
vermittelten Phagozytose und Lyse geschiitzt una lsanin humanem Serum Uberleben. In
dieser Arbeit wird erstmalig mit Hilfe von Adsorptisversuchen und
Immunfluoreszenzexperimenten die Bindung von hummaReiR-1, einem weiteren Mitglied
der Faktor H Proteinfamilie, an die Oberflache ®nburgdorferi gezeigt. FHR1 spielt
offensichtlich eine wichtige Rolle fur die Immunei@n, da auch andere pathogene Erreger,
wie die verwandten Spirochat& hermsiiundL. interogans aber auchP. aeruginosaund
Streptokokken der Gruppe A, FHR-1 spezifisch binflé) 113, 189, 220). Ebenfalls wird in
dieser Arbeit gezeigt, dass zwei FHR-Proteine daus) mFHR-C und mFHR-E, an die
Oberflache von intakten Borrelien binden. Zudemdeudie Bindung von Faktor H der Maus
an das Oberflachenprotein OspE beschrieben (1seDiBendung zeigt, dadd. burgdorferi
auch in anderen Wirten, wie zum Beispiel den Nagdas Prinzip der Rekrutierung von

Komplementregulatoren der Faktor H Proteinfamilgelenmunevasionsstrategie nutzt.

FHR-1 bindet anB. burgdorferi Uber die bakteriellen Proteine CRASP-3, CRASP-d un
CRASP-5. Dabei handelt es sich um CRASPs der Gripdes bisher ausschliellich fur die
Bindung an Faktor H bekannt waren (107). Faktoriktiét an CRASPs der Gruppe Il Uber
die C-terminalen SCRs 19 und 20 (107). Der C-Teasinon FHR-1 weist eine starke
Sequenzibereinstimmung zu dem von Faktor H auf @&se Homologie lasst vermuten,
dass FHR1 mit den C-terminalen SCRs 4 und 5 adrdieBorrelienproteine bindet. Fir die
Bindung von Faktor H an CRASPs der Gruppe |, dRASP-1 und CRASP-2, sind neben
den SCRs 19 und 20 vor allem die SCRs 5-7 entsehei(iLl03, 107). FHR-1 bindet nicht an
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CRASPs der Gruppe |, da einerseits die Sequenziogmoctwischen den SCRs 1 und 2 von
FHR-1 und den SCRs 6 und 7 von Faktor H mit entdéped 36 % und 45 % zu gering ist
und andererseits ein dem SCR 5 von Faktor H emdispneles SCR in FHR-1 fehlt (Abb. 9,
(240).

(=) % o004
() % o004
(=) %26

FHR-1 @
ELIL 000000000 D0OOODOODODD)
FHL1 (D@ XOEEE)

Gruppe | Gruppe I
CRASP-1 CRASP-3
CRASP-2 CRASP-4

CRASP-5

Abbildung 9: Lineare Strukturen von FHR-1, Faktorudd FHL-1 mit Binderegionen der CRASPs vBn
burgdorferi CRASPs der Gruppe | binden SCRs 5-7 und SCRy1@®0Q in Faktor H und SCRs 5-7 in FHL-1
(gelb unterlegt). CRASPs der Gruppe Il binden S@rRsd 5 in FHR-1 und SCRs 19 und 20 in Faktor tauybl
untertlegt) (verandert nach 68 = Manuskript 2).

Vergleichende Analysen der Bindung von FHR-1, Faktaund FHL-1 haben gezeigt, dass
aus der Perspektive des Pathogens jedes der filhEB&Rzwei Proteine der Faktor H Familie
bindet. Die CRASPs der Gruppe I, CRASP-1 und CRASBinden Faktor H und FHL-1.

Hingegen binden die CRASPs der Gruppe Il, CRASERBASP-4 und CRASP-5, FHR-1

und Faktor H (Tab. 4). AuBerdem bindet jedes CRAB®Irzugt an eines der drei Faktor H
Proteine. CRASP-1 interagiert am starksten mit érakdtund CRASP-2 mit FHL-1. CRASP-

3 bindet starker an FHR-1. Fir CRASP-4 ist FHR-1 ldedeutendere Interaktionspartner.
CRASP-5 bindet FHR-1 und Faktor H mit gleicher hsigat. Die Ergebnisse beruhen auf
ELISA Experimenten und ,Surface Plasmon Resonartidien. Die unterschiedliche

Bindungsstarke spiegelt sich auch in der Aktivilés gebunden Faktor H wider, die mit
Komplementkofaktorassays untersucht wurde. So AktoF H gebunden an CRASP-1 oder
CRASP-5 das grof3te komplementinhibitorische Patebgi der Spaltung von C3b durch die
Serinprotease Faktor |. Jed&: burgdorferi Stamm exprimiert ein bestimmtes Set an
unterschiedlichen CRASPs, die verschiedene Bindesihaften aufweisen. Das ermdglicht
dem Erreger je nach Lokalisation im Wirtsorganisradsr Infektionsphase eine Kombination

von Regulatorproteinen an seine Oberflache zu teken.
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Tabelle 4: Interaktionsprofile der KomplementproeeFHR-1, Faktor H
und FHL-1 fur die einzelnen CRASPs. Die Anzahl gerkennzeichnet
die Bindungsstarke.

FHR-1 Faktor H FHL-1

Gruppe |

CRASP-1 - +++ +

CRASP-2 - + ++
Gruppe Il

CRASP-3 + +

CRASP-4 ++ +

CRASP-5 +++ +++

Kompetitionsexperimente zeigen, dass FHR-1 mit étakt um die Bindung an CRASP-3
und an CRASP-5 konkurriert und Faktor H verdrabgéses Ergebnis bestétigt, dass FHR-1
und Faktor H Uber die gleiche Binderegion, d.h.ricthe C-terminalen SCRs, an die CRASPs
der Gruppe Il binden. FHR-1 hat keine Kofaktoraikditv per se. Konkurrieren die beiden
Faktor H Proteine um die Bindung an CRASP-5, wiaktbr H durch FHR-1 verdréngt und
die Komplement inhibierende Aktivitat auf der Oltéche nimmt ab. Obwohl fur FHRs
beschrieben wurde, dass sie in Gegenwart von Fakidie Kofaktoraktivitat steigern (71),
hat FHR-1 gebunden an CRASP-5 so eine indirektenteamde Wirkung. FHR-1 bindende
CRASPs der Gruppe Il konnen die Opsonisierung Boburgdorferinegativ beeinflussen.
Aus diesem Grund haben Borrlienstdimme einen Vorgig# mehrere unterschiedliche
CRASPs exprimieren, um in humanem Plasma oder Gawemit hoherer FHR-1
Konzentration als im Plasma zu Uberleben. Vor alBerburgdorferiStamme, die CRASP-1
in ihrem Repertoire an Lipoproteinen haben, sindu®eresistent oder intermediar resistent

(161, Peter Kraiczy personliche Mitteilung).

CRASPs bilden die Schnittstelle bei der Interaktmvischen Wirt und Pathogen und sind
damit sowohl optimale Targets fur die Entwicklurfgeriapeutischer Wirkstoffe als auch
wichtige Impfstoffkandidaten. Deshalb ist die Aulking der Interaktionsmechanismen
zwischen CRASPs und den Wirtsregulatoren Faktor fd &HL-1 von entscheidender
Bedeutung. Hier wurden fur CRASP-2 funf Aminosauneentifiziert (81Phe, 84Asp,

129Arg, 207Tyr und 211Tyr), die fur die Bindung Baktor H und FHL-1 essentiell sind.
Diese Aminosauren liegen in drei von insgesamt fAaktor H/FHL-1 Binderegionen, die
mittels Peptidspot Analyse als Bindestellen lokeftswurden (66, Abb. 10). Fur CRASP-1
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wurden drei Domanen inklusive der C-Terminus dexdfns als potentielle Bindestellen fir
Faktor H und FHL-1 identifiziert (103). CRASP-1 v8n burgdorferiist das erste Faktor H

bindende bakterielle Protein, fir das die Kristalistur vorliegt und nun Aufschluss Uber die
Faktor H Interaktion mit dem mikrobiellen Proteiibty(26). Die dreidimensionale Struktur
von CRASP-1 zeigt, dass der C-Terminus fur die Hdimerisierung von CRASP-1

verantwortlich ist und somit indirekt fir die Faktd Bindung notwendig. Der Verlust des C-
Terminus zerstort die Dimerstruktur, die eine wightVoraussetzung fir die Bindung von
Faktor H/FHL-1 ist (25). Aminosduren im mittlerereildes Proteins sind fur die direkte
Bindung von Faktor H und FHL-1 entscheidend. Digsminosauren liegen in einer
hydrophoben Tasche, die das Dimer formt wund einendd&stelle fur die

Komplementregulatoren darstellt (Peter Kraiczy Pelishe Mitteilung).

MKKSFLSIYM LI SI SLLSCD VSRLNQRNI N 30

ELKI FVEKAK YYSIKLDAIY NECTGAYNDI 60
Region 1
MTYSEGTFSD QSKVNQAI S| FEKKDNKI VNK 90
Regi on 2
FKELEKI I EE YKPMFLSKLI DDFAI ELDQA 120

VDNDVSNARH VADSYKKLRK SVVLAYI ESF 150
Regi on 3
DVI SSKFVDS KFVEASKKFV NKAKEFVEEN 180

DLI ALECI VK TI GDMVNDRE | NSRSRNNNF 210
NKKEADFLGA AVELEGAYKA | KQTLL 236
Regi on 4

Abbildung 10: Aminosauresequenz von CRASP-2 desburgdorferi Stammes B31. Faktor H/FHL-1
Binderegionen sind gelb unterlegt. Die fuinf Aminasih 81Phe, 84Asp, 129Arg, 207Tyr und 211Tyr (grin)
sind fur die Faktor H und FHL-1 Bindung essentfeirdndert nach 106 = Manuskript 3).

Die funf fur die Bindung der Regulatorproteine bat@@aden Aminosauren wurden durch
gerichtete Mutagenese im CRASP-2 Gen identifizienl sind in drei Faktor H/FHL-1

Binderegionen von CRASP-2 lokalisiert. Dieses Ergelzeigt, dass die Bindung an Faktor
H/FHL-1 diskontinuierlich ist und linear weit entfdée Interaktionspunkte involviert sind,

was darauf schlie3en lasst, dass ahnlich wie beASFR1 die dreidimensionale Struktur
Einfluss auf die Bindung hat. Die identifiziertemm#osauren sind geladen (84Asp, 129ArQ)
oder hydrophob (81Phe, 207Tyr, 211Tyr) und zeigeéass sowohl ionische als auch
hydrophobe Wechselwirkungen bei der InteraktionseWwen den Faktor H Proteinen und
CRASP-2 eine Rolle spielen. Die dreidimensional@k&tr von CRASP-2 und die Analyse

78



Diskussion

von Kokristallen mit Faktor H-Fragmenten oder FHIlwgrden Uber die Faktor H/FHL-1
Bindung umfassend Aufschluss geben.

Faktor H bildet einen ternédren Komplex mit dem Komplementinhibitor Sbi von S.
aureus und dem Komplementprotein C3

S. aureusverursacht als opportunistischer Krankheitserregaht nur oberflachliche
Hautinfektionen sondern auch tief-invasive und eyssche Infektionen, die meist mit einer
bakteriellen Streuung Uber den Blutkreislauf eigkeéen. Wahrend der bakteridmischen
Phase wird der Erreger von der humoralen Abwehratggborenen Immunsystems, dem
Komplementsystem, angegriffen. Um sich dennochlgnéah auszubreiten, nut®&. aureus
zahlreiche Immunevasionsmechanismen, mit denen dashBakterium vor dem potenten
Effektorsystem des Wirtes schitzt. Erstmalig wird dieser Arbeit gezeigt, dass das
Bakterium die Komplementproteine Faktor H und FHR&is humanem Serum an seine
Oberflache bindet und somit Faktor H neben einexl2dhl von inhibitorischen Proteinen
nutzt, um die Komplementaktivierung auf der Zelldldehe zu kontrollieren (186). Mib.
aureuswurde ein weiterer Erreger identifiziert, der séwbaktor H als auch FHR-1 an seine
Oberflache bindet. Die Bindung der Komplementkongdan wurde ahnlich wie bd.
burgdorferiin Adsorptionsversuche mit humanem Serum und uigexeinigten Proteinen an

intaktenS. aureu<ellen nachgewiesen.

Das Staphylokokkenprotein Shi ist ein multifunkides Protein. Shi wurde als erstes Faktor
H und FHR-1 bindendes Protein voi®. aureus identifiziert und bindet das
Komplementprotein C3 sowie dessen Spaltprodukte @8bC3d. Darlber hinaus interagiert
Sbi mit 1gG und demp,-Glykoprotein | (234, 235). Damit ist Sbi als wigjds
Immunevasionsprotein vdd. aureusn der Lage sowohl die angeborene als auch diptadga
Immunantwort des Wirtes zu beeinflussen. Indemdi&bKomplementproteine Faktor H und
C3/C3d bindet, inhibiert das Protein die weitereivikrung des Komplementsystems Uber
den alternativen Weg. Zusétzlich bindet Sbi Immobgline in umgekehrter Orientierung
und verhindert damit die Opsonophagozytose 8omureus Gebunden an C3dg verhindert
Sbi auRerdem die Erkennung durch B-Zellen undkialfire dendritische Zellen tber CR2
(Jean van den Elsen personliche Mitteilung). Kommaet bindende Proteine mit multiplen

Funktionen wurden auch iB. hermsii (CRASP-1), inP. aeruginosa(Tuf) und in der
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humanpathogenen He@ albicans(Gpm1l) identifiziert (113, 168, 189). Diese dreofeine
binden sowohl Faktor H als auch Plasminogen, dadawrprotein der Wirtsprotease
Plasmin. Demnach kénnen Pathogene mit ein und delbers Protein auf mehrere
Umwelteinflisse im menschlichen Organismus, sei €& Aktivierung des
Komplementsystems und andere Abwehrmechanismendagdgéerinnungssystem, reagieren,
um sich innerhalb des Wirtes erfolgreich zu etabhe und durch Auflésen von

Gewebestrukturen zu disseminieren.

Sbi wurde als Ligand fur Faktor H und FHR-1 idamidrt. Dieses bakterielle Protein ist fur
die Bindung an das PlasmaprotdinGlykoprotein | bekannt, das aus funf SCRs besteht
(176). Basierend auf der strukturellen Ahnlichkaitischen den Komplementregulatoren der
Faktor H Proteinfamilie und demy-Glykoprotein | wurde die Bindung von Faktor H und
FHR-1 an Shi als potentieller Interaktionspartnetessucht. Faktor H aus humanem Serum
bindet an Shi, nicht aber aufgereinigtes FaktowEs vermuten lasst, dass ein oder mehrere
weitere Serumfaktoren an der Bindung beteiligt sibokse Serumfaktoren wurden als C3b
oder C3d identifiziert. Faktor H bindet an Sbhi tbaren neuen Mechanismus, bei dem Faktor
H zusammen mit dem zentralen Komplementfaktor GBlr dessen Spaltprodukt C3d an Shi
bindet und so einen terndaren Komplex aus Shi, C3bithd Faktor H formt.

S. aureusexprimiert mehrere Faktor H bindende Proteineadfgereinigtes Faktor H allein
an die Oberflache voB. aureushindet, aber nur sehr schwach bis gar nicht an Sieise
Ergebnisse lassen auf die Existenz zusatzlicheandgn fur Faktor H schlie3en, die in
weiterfihrenden Studien untersucht werden sollerdelr Regel besitzen Pathogene mehrere
Faktor H bindende Proteine, was zeigt, dass dieukiaung von Faktor H fur die
Komplementresistenz pathogener Mikroorganismen emtscheidender Bedeutung ist (Tab.
5). Zum Beispiel zeigt die Deletion des Faktor iHdanden Proteins Gpm1 v@h albicans
eine geringe Reduktion in der Faktor H Bindung an &rreger, was auf das Vorhandensein

weiterer Faktor H Liganden auf der Oberflache @ralbicanshinweist (168).
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Tabelle 5: Pathogene, die mehrere Faktor H bind@ndi=ine exprimieren.

Pathogen Faktor H Liganden Referenz
B. afzelii CRASP-1, CRASP-2, CRASP-3, CRASP-4, CRASP-5 107

B. burgdorferi CRASP-1, CRASP-2, CRASP-3, CRASP-4, CRASP-5, OpplE, 1, 73,107
B. hermsii FhbA, CRASP-1 78, 189

L. interogans LenA (LfhA), LenB 210, 220
S. pneumoniae PspC, Hic 30, 85

S. pyogenes M-Protein, Fba, Scll 16, 77, 152

Sbi kann gleichzeitig mehrere Wirtsproteine bindds,die beiden Binderegionen fir Faktor
H und IgG raumlich voneinander getrennt liegen. B&sphylokokken Protein besteht aus
vier N-terminalen globularen Domanen, die Uber énain reiche Region mit einer Tyrosin
reichen C-terminalen Domane verbunden ist (Abb. Di§ Faktor H Binderegion ist in der
dritten und vierten globuldren Doméane von Sbhi (BbiShi-1V) lokalisiert. Sbi bindet
Immunglobuline Uber die erste und zweite globuRmenéane (Sbi-1, Shi-1l) (235, Jean van
den Elsen personliche Mitteilung). Die Tatsachessd&8bi ein 1gG bindendes Protein ist,
macht die Durchfiihrung von ELISA Experimenten mii-Bragmenten, die die globularen
Doménen | und Il enthalten, unmaéglich. Hier kameeilethode zum Einsatz, die im Rahmen
dieser Doktorarbeit entwickelt wurde und bereits flie Bindungsstudien von Faktor H
Proteinen an CRASPs voR. burgdorferi aus humanem Serum etabliert wurde und als
.combined ELISA Western blot assay* (CEWA) bezeiehwird. CEWA ermdglicht es die
gebundenen Liganden sowohl nach ihrer Reaktivithtdem spezifischen Antikérper als auch

hinsichtlich ihrer GroRe zu detektieren.

O = Faktor H Binderegion
O =1gG Binderegion

S = Signalpeptid
P = Prolin reiche Region
Y = Tyrosin reiche Region

Abbildung 11: Struktur von Shi mit den Binderegiarfér Faktor H und 1gG.
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Innerhalb des Faktor H Proteins wurden zwei SbdBregionen lokalisiert, die sich in den N-
terminalen SCRs 1-7 und in den C-terminalen SCRsrd 20 befinden. Da innerhalb des
terndren Komplexes aus Shi, C3b und Faktor H, demplementregulator Faktor H
funktional aktiv ist, ist die regulatorische Dom&S&CRs 1-4) frei zuganglich und nicht in die
Bindung involviert. Das gleiche Interaktionsprinagitens des Faktor H Molekuls wurde fir
die Faktor H bindenden Proteine CRASP-1 und CRAS2B. burgdorferj Tuf von P.
aeruginosaund Gpm1 vorC. albicansidentifiziert (103, 107, 113, 168). Diese pathagen
Oberflachenproteine interagieren ebenfalls mit &iakt ber die SCRs 5-7 und die SCRs 19-
20.

Faktor H bindet an Shi Uber einen neuen MechanisBeisle Proteine bilden in Gegenwart
von C3b oder C3d einen ternaren Komplex aus. $liais einzig bisher bekannte bakterielle
Protein, das Faktor H zusammen mit einem weiter@mpdementprotein, den Spaltprodukten
von C3, C3b oder C3d, bindet. Detaillierte Analysias Sbi:C3b/C3d:Faktor H Komplexes
zeigen, dass Shi direkt mit den C3 Spaltproduktgeragiert und Faktor H vermutlich mit
beiden Proteinen, Sbi und C3b/C3d, eine Bindungetih Um den tatsachlichen Aufbau
dieses ternaren Komplexes aufklaren zu konnen,rbedaler Analyse von Kokristallen mit
Shi, C3d und dem kleineren, weniger flexiblen FHRuistelle von Faktor H, da FHR-1
ebenfalls an Sbi bindet. AuRerdem soll untersuadriden, ob andere C3 bindende Proteine
von S. aureuswie z.B. Efb, Faktor H binden und in &hnlicherigéeeinen ternaren Komplex
bilden.

Durch die Ausbildung des terndren Komplexes wirdneghrt Faktor H zum Infektionsherd
rekrutiert und schitzg. aureusvor der Opsonierung mit C3b. Diese Hypothese wluicch

die Ergebnisse der ,Surface Plasmon Resonanz” &tugistitzt, die zeigen, dass bereits die
Interaktion zwischen Sbhi und den C3 Molekilen dadmplex ist. C3 und die untersuchten
Derivate von C3, C3b und C3d, unterscheiden sioBitttlich ihrer Bindungsstarke an Shi.
C3d bindet mit der héchsten Intensitat an Shi-E,\ier globularen Doménen von Sbi. C3b
formt einen stabilen aber schwacheren Komplex ritES Die Bindung zwischen C3 und
Shi-E ist eher instabil. Diese Resultate lassemuén, dass in den C3 Spaltprodukten C3b
und C3d Epitope fur Sbhi besser zuganglich sindimsintakten Molekil, welches aus
sterischen Grunden die Bindung eher behindert etler Konformationsanderung wahrend
der Interaktion mit Sbi sich unginstig auf den Kéempauswirkt. Zusatzlich ist die Bindung
von Faktor H an den Sbi-E:C3d Komplex starker ailsdan Sbi-E:C3b Komplex. Diese
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unterschiedlichen Interaktionsprofile haben somitfless auf die Komplementaktivierung.
Im Zuge der C3 Aktivierung binden die Spaltprodukten C3 an Sbi, rekrutieren Faktor H
und erhéhen die Stabilitat des ternaren Komplexgaf diese Weise wird durch
komplementaktives Faktor H vermehrt C3 inaktivieibfolge wirde eine positive

Ruckkopplungsreaktion entstehen, die Faktor H Getstan Shi binden lasst.

Darlber hinaus ist Sbhi innerhalb des ternaren Kergd mit Faktor H ein potenter
Komplementinhibitor und hemmt die Aktivierung deromdplementkaskade Uber den
alternativen Weg. Hamolyseexperimente mit Kaninehghrozyten zeigen, dass die Faktor
H bindenden Sbi-Fragmente die Lyse der Zellen igegdwart von humanem Serum
inhibieren. Sbi blockiert die Hamolyse im altermati Weg nicht aber im klassischen und
Lektin-Weg. Diese spezifische Inhibition zeigt, sldaktor H als Regulator des alternativen
Wegs gebunden an Sbhi die Aktivitat der C3-KonvexrtaS3bBb, auf der Oberflache der
Erythrozyten hemmt. Verglichen mit SCIN, einem Kdempentinhibitor vonS. aureusder
Einfluss auf alle drei Komplementaktivierungswegat, hinhibiert Sbi ausschliel3lich den
alternativen Weg (185). Sbi blockiert die Komplenadtivierung auch im Serum von
Mausen und Meerschweinchen und ist nicht wie SClUxhdnspezifisch. Sbi hat keinen
Einfluss auf die C5-Konvertase des klassischen WageGegensatz zu Efb und Ecb (93).
Demzufolge hemmt das Staphylokokkenprotein Shi, odis den Komplementproteinen
Faktor H und C3b/C3d einen ternédren Komplex eingdiet Komplementkaskade Uber einen
neuen bisher noch unbekannten Mechanismus. Indemdigb Komplementregulatoren
abhangig vom Status der Komplementaktivierung zasammit den C3 Derivaten C3b oder
C3d bindet, inhibiert Shi die weitere Aktivierungesd Komplementkaskade tber den

alternativen Weg.

Bedeutung der Bindung von FHR-1 an Pathogene

In der vorliegenden Arbeit wird fiBB. burgdorferierstmalig die Bindung von FHR-1 an die
Oberflache von Pathogenen beschriecben. FHR-1 bimtenfalls an das untersuchte
humanpathogene Bakteriu®. aureus Fiur beide Erreger wurden die FHR-1 Liganden
identifiziert — CRASP-3, CRASP-4, CRASP-5 vén burgdorferiund Sbhi vonS. aureus

Mittlerweile ist bekannt, dass die FHR-1 Bindung spezifische Oberflachenproteine von
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Pathogenen ein allgemein verbreiteter Mechanisrsysder fur die Krankheitserreger von

immunologischer Relevanz ist (245).

Die FHR-1 Bindung an die bakteriellen Oberflachetg@ine CRASP-3, CRASP-4 und
CRASP-5 vonB. burgdorferiund Tuf vonP. aeruginosawird Gber den C-Terminus des
Wirtsproteins vermittelt (67, 68, 113). FHR-1 waisiden C-terminalen SCRs 3-5 eine starke
Sequenzhomologie zum C-Terminus von Faktor H, dBRsS18-20, auf (42). Uber diese
Region bindet Faktor H an Zellen und reguliert se &omplementaktivierung auf
Oberflachen. Fur FHR-1 wurde somit gezeigt, dads die strukturelle Homologie zu Faktor
H in &hnlichen Eigenschaften widerspiegelt und FHRber die gleiche Doméne an Zellen
bindet wie Faktor H.

FHR-1 konkurriert mit Faktor H um die Bindung arktaielle Oberflachenproteine und ist in
der Lage Faktor H zu verdrangen. Beide Wirtspretdiimden an CRASPs der Gruppe Il von
B. burgdorferiund konkurrieren um die Bindung. Wird Faktor HduFHR-1 verdréangt, hat
dies negative Folgen fir den Erreger, da FHR-1e&k&omplement regulatorische Funktion
besitzt wie Faktor H. Dabei kdnnte es sich um eiiehutzmechanismus des Wirtes handeln
als Antwort auf die Strategie des Pathogens dusdtriRierung von Regulatorproteinen dem
Komplementangriff zu entgehen. Jedoch verfBgtburgdorferije nach Stamm Uber ein
unterschiedlich groRes Arsenal an CRASPs, die @ Heeger ermdglichen bestimmte
Kombinationen an Faktor H Proteinen zu akquirieeB, Faktor H und FHL-1 an CRASPs
der Gruppe I, und die Bindung von FHR-1 zu kompenesi.

Die verdrangende Eigenschaft von FHR-1 ist dieeefsinktion, die flr das Faktor H Protein
im Zusammenhang mit Immunevasion bisher beschriehgde. Da Pathogene gezielt FHR-
1 an ihre Oberflache binden, hat diese Bindung guaditive Effekte fir den Erreger. Somit
kann die Bindung von FHR-1 vielfaltige Funktioneaben. FHR-1 liegt im Plasma mit
Lipoproteinpatikeln (FALPs) assoziiert vor und isinerhalb der FALPs an Fibrinogen
gebunden (158, 159). In dieser Arbeit wurde gezeaiigissS. aureusFHR-1 an seine

Oberflache bindet. Diese FHR-1 Bindung konnte sodm Rekrutierung von weiterem
Fibrinogen férdern und den Schutz vor Phagozytoséhen. Ahnlich wie mit dem ternéren
Komplex aus Shi, C3b/C3d und Faktor H gezeigt, kérsich in diesen Fall ebenfalls ein
Multiproteinkomplex ausbilden. Dieser Fragestellusgjlte in weitererfiihrenden Studien

nachgegangen werden. Des Weiteren kann FHR-1 gehuad Komplement bindende

84



Diskussion

Oberflachenproteine anderer Erreger als PlatzhélitreFaktor H fungiert. Das molekulare
Verhéltnis von Faktor H zu FHR-1 im Plasma betragt 3:1, d.h. Faktor H liegt im
Uberschuss vor. Insofern kann Faktor H dann FHR+1 der Bindung verdrangen und seine

Funktion als Komplementinhibitor auf der Erregendlidehe ausiben.

Schlussfolgerung

Pathogene Mikroorganismen exprimieren Proteineitaef Oberflache, die Regulatoren des
Komplementsystems binden und tarnen sich somitdeon Immunsystem des Wirtes. Die
Bindung von Faktor H und FHL-1 an gesunde kérpemggZellen verhindert normalerweise
die Komplementaktivierung auf Nicht-Aktivatorobédhen. Damit wird die Bildung und

gleichzeitig auch die Bindung des Opsonins C3b gehieund die nachfolgende Bildung des
MAC findet nicht statt. Krankheitserreger nutzeasdis Prinzip zu ihrem eigenen Vorteil und
verhindern auf diese Weise die Opsonierung mit C3kas einen wichtigen

Virulenzmechanismus darstellt, um im menschlichega@ismus der Wirtsantwort in Form

des Komplementsystems zu entgehen und zu tberleben.

Vermutlich alle Pathogene, die mit dem Komplemestesy konfrontiert werden, so auBh
burgdorferi und S. aureus akquirieren die Regulatorproteine der Fllssigphaies
alternativen Wegs. Hier ist ein allgemeines Prindgy Immunevasion erkennbar, das von
zahlreichen Krankheitserregern auf gleiche Art uWeise, aber unter Verwendung
unterschiedlicher Werkzeuge genutzt wird. Zum einémal in dieser Arbeit die Interaktion
zwischen Wirt und Pathogen weiter aufgeklart unah zinderen mit Sbi ein neues bakterielles
Komplement bindendes und Komplement inhibierendesel? identifiziert. Die umfassende
Aufklarung der Immunevasionsstategien und der #ktgwnsmechanismen zwischen Wirt
und Pathogen sowie die Identifizierung wichtigerrdeds bilden die Grundlage fur die

Entwicklung neuer therapeutischer Wirkstoffe unat&iae.
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Anhinge

Manuskript 1

Haupt K, Kraiczy P, Wallich R, Brade V, Skerka C, Zipfel PF. Binding of Human Factor H-
Relaied Protein 1 lo Serum-Resistant Borrelia burgdorferi is Mediated by Bomelial
Complement Regulator- Acquiring Surface Proteins. J Inf Dis 2007; 196:124-133

Katrin Haupt hat folgende Experimente konzipiert, geplant, durchgefiihri, ausgewertet und
interpretiert: Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine FHR-1 und FHL-1,
Absorptionsversuche mit 8. burgdorferi LW2, Immunfluoreszenzversuche mit 8. burgdorferi
LW2, Protcinbindungsexperimente, ELISA und Kofaktorassay. Die ,Surface Plasmon
Resonance Experimente wurden von ihr konzipicrt und interpretiert. Die Ergebnisse des
Ligandenblot mit Zelllysaten unterschicdlicher Borrelicnstimme hat Katrin  Haupt
interpretiert. Ehenfalls hat sic das Manuskript verfasst.

Peter Kraiczy hat die Plasmide fiir die Expression von rckombinantcn CRASP konstruiert, die -
Fusionsproteine exprimicrt und die CRASPs nachfolgend aufgereinigt sowie den
Ligandcnblot mit Zelllysaten unterschiedlicher Borrelienstdmme konzipiert, durchgefilhrt,
gusgewertet  und die  Ergebmisse  interpretiert. Die  Absorptionsversuche und
Immunfluoreszenzversuche mit B. burgdorferi L.W2 wurden von Peter Kraiczy konzipiert,
geplant und durchgefiihrt Fiir die Experimente hat er die Kultivierung der Borrelienstimme

iibernommen. Peter Kraiczy war am Schrciben der Publikation beteiligt.

Reinhard Wallich stellte ebenfalls CRASPs zur Verfilgung und war @m der Interpretation der
Ergebnisse beteiligt

Volker Brade interpretierte und diskutierte die Ergebnisse zu den Versuchen mit Borrelien.

Christine Skerka konzipiertc und analysierte Experimente und war am Schreiben des
Manusknipts beteilipt.

Peter F. Ziplel war maBgeblich an der Konzeption der Experimente, an der Interpretation der
Ergebnissc und am Schreiben der Publikation beteiligt.
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anuskrint 2:

Haupt K, Kruiczy P, Wallich R, Brade V, Skerka C, Zipfel PF. FHR-1, an additional human
plasma protein, binds to complement regulator-acquiring surface proteins of Borrelia
buwgdorferi. J Int Med Microbiol (im Druck)

Katrin Haupt hat folgende Experimer;tz konzipiert, geplamt, durchgefiihrt, ausgewertet und
interpretiert: Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine FHR-1 und FHL-1,
ELISA und ,Slot blot* Versuche. Ebenfalls hat sie das Manuskript verfasst.

Peter Ksaiczy hat dic Plasmide fir die Expression von rekombinanten CRASP konstruiext, die
Fusionsprotejne exprimiert und dic CRASPs nachfolgend aufgercipigt und fir die
Experimente bereitgestellt. Peter Kraiczy war an der Interpretation der Ergebnisse beteiligt.
Reinhard Wallich ste{lte ebenfalls CRASPs zwr Verfigung und interpretierte die Ergebnisse.

Volker Brade interpretierte und diskutierte die Ergebnisse zu den Versuchen mit Borrelien.

Christine Skerka konzipierte und analysierte Experimente und war am Schreiben des
Manuslripts beteiligt.

Peter F. Zipfel war maBgeblich an der Konzeption der Experimente, an der Interpretation der
Ergebnisse und am Schreiben dex Publikation beteilj gt

Unterschriften der Autoren:
Katrin Haupt s AL f Peter Kraiczy =
Reinhard Wallich . Volker Brade “ /[

Christine Skerka j ﬂv Peter F. Zipfel -
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Manuskript 3:

Kraiczy P, Schreiber J, Skerka C, Haupt K, Brade V, Wallich R, Zipfcl PF. Assessment of
the regions within complement regulator-acquiring surfacc protcin (CRASP)-2 of Borrelia
burgdorferi requircd for interaction with host immune regulators FHL-1 and factor . J Int
Med Microbiol (im Druck)

Katrin Raupt hat rekombinanles FHL-1 exprimiert und aufgereinigt und (ir die Expcrimente
bereitgestellt. Der ELISA Versuch wurde von Katrin Haupt konvipiert.

Peter Kraiczy war maBgcblich an der Konzeption aller Experimente und der Interpretation der
Ergebnisse beteiligt. Die Publikation wurde hauptverantwortlich von ihm verfasst.

Johanna Schreiber hat folgende Experimente konzipiert, durchgefiinit, ausgewcrtct und
interpretiert: Mutagenese von CRASP-2, Expression und Aufreimgung der CRASP-2
Mutanten, Ligandenblot mit Zelllysat von B, burgdorferi LW2 und ELISA mit rekombinanten

CRASP-2 Mutanten.

Cbristine Skerka konzipierte und analysierte Experimente und war am Schreiben des
Manuskripts beteiligt.

Volker Brade interpretierte und diskutiertc die Ergebnisse zu den Versuchen mit Borrelien.

Reinhard Wallich konzipierte Experimente, stellte rekombinante Proteine zur Verfligung und
beteiligte sich bei der Auswertung der Ergebnisse und dem Schreiben des Manuskripts.

Peter F. Zipfel war an der Konzeption der Experimente, der Interpretation der Ergebnisse und
dem Schreiben des Manuskripts beteiligt.
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Christine Skerka

Volker Brade
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Manuskript 4;

Haupt K, van den Elsen J, Burman J, Hilbich S, Reuter M, Richter J, Skerka C, Zipfel PF.
The Staphylococcus aureus protein Sbi acts as a complement inhibitor and forms a ternary
complex with host complement Factor H and C3b. (eingercicht)

Katrin Haupt hat folgende Experimente konzipiert, geplant, durchgefiihrt, ausgewertet und
interpretiert: Kultivierung des S. aureus Stammes H591, Adsorptionsversuche mit S. aureus
H591, ELISA, Proteinbindungsexperimente (CEWA), Inhibition der Proteinbindung mit
Antikdrpern und Kofaktorassay. Die ,,Surface Plasmon Resonance® Experimente sowie die
Hamolyseassays wurden von ihr konzipiert und interpretiert. Ebenfalls hat sie die Publikation
geschricben.

Jean van den Elsen hat die Sbi-Fragmente kloniert, exprimiert und aufgereinigt und fiir dic
Experimente zur Verfilgung gestellt. Er hat den S. aureus Stamm H591 bereitgestellt. Jean
van den Elsen ist an der Konzeption der Experimente, der Interpretation der Ergebnisse und
am Schreiben der Publikation beteiligt.

Julia Burman hat die Sbi-Fragmente kloniert, exprimiert und aufgereinigt.

Steffi Hélbich hat die ,,Surface Plasmon Resonance” Experimente konzipiert, geplant,
durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert.

Michael Reuter hat die Hamolyseassays konzipiert, geplant, durchgefiihrt, ausgewertet und
interpretiert. Er war am Schreiben der Publikation beteiligt.

Julia Richter hat die Himolyseassays konzipiert und durchgefiihrt und die Ergebnisse

ausgewertet.

Christine Skerka konzipierte und analysierte Experimente und war am Schreiben der
Publikation beteiligt.

Peter F. Zipfel war maBgeblich an der Konzeption der Experimente, an der Interpretation der
Ergebnisse und am Schreiben der Publikation beteiligt.

I L.

111



Anhange

18/081/2088 12:17 081225386779 UNIVERSITY OF BATH PAGE 83/83

Anhinge

Unterschriften der Autoren:

Katrin Haupt L'// #f éjé/ﬂ/j% " Jean van den Elsen

:/%?&\
Julia Burman ‘éM Steffi Halbich <l Y '4(?/ )

Michael Reuter Va ﬁ/é/ Julia Richter S0
Christine Skerka // ((L, Peter F. Zipfel / 5 ﬁé/

Jena, 14. Januar 2008

112



	Titelblatt[2]
	Gutachter
	Gesamtdokument final.pdf

