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Abstract

Abstract

¢ English:

The genus Borrelia belongs to the Spirochaetes phylum which is far related to Gram negative
bacteria. This phylum possesses a characteristic long helically coiled shape with lengths that
vary from 5 to 250 um. Other pathogens as Treponema and Leptospira which cause syphilis
and leptospirosis, also belong to the Spirochaetes. Borrelia itself is the causative agent of two

human diseases, the Lyme disease and relapsing fever.

Borreliae are pathogenic bacteria which cycle between their arthropod vector, in most cases a
tick, and a mammal host, very often small rodents. This complex life cycle requires an
extraordinary protein up- and down-regulation in order to survive in such different organisms

and avoid their immunologic systems.

Lyme disease is a multisystemic disease that can affect different organs like skin, joints and
nervous system. A red rash with concentric rings, called erythema migrans is a distinctive
manifestation that allows clinical diagnosis. It appears after the bite of an infected tick and
spreads out to diameters that can reach 15 cm. Relapsing fever is characterized by sudden
recurrent fever peaks accompanied with chills, headache, muscle and joint pain and nausea.

Both diseases are easily treated with antibiotics in early infection stages.

Borrelia species possess a small genome. Many of their genes are related with virulence and
the adaptation to the different hosts. The absence of genes in Borrelia involved in the
biosynthesis of amino acids, fatty acids or nucleotide is very remarkable. This metabolic

deficiency makes Borrelia species dependent on substances produced by the host.

The first step in nutrient uptake is accomplished by porins. Bacterial porins are water-filled
channels that facilitate the transport of essential molecules through the outer membrane.
Four porins have been described in Borrelia up to this point. P66, P13 and Oms28 have been
found in Borrelia burgdorferi while Oms38 was discovered in relapsing fever spirochetes. P66 is
a singular porin with an extremely high single channel conductance of 11 nS. P13 is a small
protein with an a-helical secondary structure which does not fit into the general porin model.
The function of Oms28 as a porin has been questioned recently due to its periplasmic
membrane-associated location. Finally, Oms38 is a specific porin for dicarboxilates with

homologues in Lyme disease species.

-13 -
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The aim of this thesis was to broaden the knowledge of the P66 and P13 porins described in
the genus Borrelia. Both differ in structure and size from the general Gram negative porin

model and could be highly involved in specific tasks in the genus Borrelia.

In the first project of this thesis, the presence and pore forming capacity of P66 was studied in
several Borrelia species including members of the relapsing fever group. P66 is the best
studied porin in Borrelia with a dual function as porin and adhesin. This knowledge is restricted
to B. burgdorferi and little or nothing is known about homologues in other Borrelia species.
Therefore, three Lyme disease and three relapsing fever species were chosen as representative
agents of the genus and the pore forming activity of their P66 homologues was studied. Five
out of the six homologues exhibited a similar single channel conductance in a range from 9 to
11 nS. All of them showed no selectivity for cations or anions, and they were voltage
dependent starting at different voltages from 30 to 70 mV. Only in the case of the B. hermsii
homologue no pore forming activity could be established. It remains unclear if the lack of
activity was due to an evolutionary loss of its porin function or to a higher sensibility to the

detergents used for purification.

In another project, the controversial P66 pore diameter of B. burgdorferi was analyzed with an
empirical method. In a former study, the diameter of the P66 channel was estimated to be 2.6
nm based on theoretical considerations. This diameter is rather large and could impair the
outer membrane protective function. Different non-electrolytes were used to study the P66
pore diameter indicating a 1.8 nm entrance diameter and a 0.8 nm inner constriction. In
addition, the blockage of the channel with some of those non-electrolytes disclosed an
oligomeric organization formed by approximately eight independent channels. Such a
structure has not been observed so far in any other living organism and could be exclusive of

Borrelia or spirochetes.

The third project of this thesis deal with the recombinant production of a B. burgdorferi
protein with immunogenic potential. This protein might be used to develop new diagnosis
tests and therapeutic treatments. P13 is an outer membrane protein present in LD and RF
species and it does not have any other known bacterial homologue. These facts make of P13 a
good candidate to be used as a therapeutic target. For such purpose, P13 was cloned in two
organisms. First, in Escherichia coli were two different constructs were designed to establish
the role of a periplasmic cleaved C-terminus. Second, in a virus based vector delivered by
Agrobacterium tumefaciens into tobacco plant cells. The vector replicates inside the plant cells

spreading the infection to adjacent cells and at the same time producing the recombinant
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protein. This second expression method should enable the production of large amounts of the

recombinant protein reducing time and costs.

The last project of this thesis looked into the outer membrane complexome of B. burgdorferi
focusing on the P13 and P66 porin complexes. Blue Native Page and second dimension
SDS-Page were the technique chosen for this purpose. P66 could be shown to be the only
protein involved in the formation of the 11 nS pore which complex is probably formed by eight
monomers. It was also possible to divide this complex in two halves with approximately half
the molecular weight and a conductance of 5.5 nS. In the case of the P13 complex, a possible
association with the lipoprotein OspC was revealed. The gel extraction of the P13 complex and
its test with the Back Lipid Bilayer assay exhibited a 0.6 nS activity. This is in high contrast with

the 3.5 nS activity previously described for this protein.

To sum up, P66 is a porin present in many Borrelia species including not only LD but also RF
species and which homologues show similar biophysical properties. The diameter of this pore
is smaller than previously thought and it has molecular weight sieving properties. In the case of
P13, its recombinant procurement will allow the use of P13 as a diagnostic and therapeutic
target. The possible association with OspC could facilitate to unravel in future experiments the

function of this intriguing protein.
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e Deutsch:

Die Gattung Borrelia gehort zur Familie der Spirochaetes, welche sich den Gram-negativen
Bakterien zuordnen lassen. Fiir diese Familie charakteristisch ist eine langliche, helikale Form,
die Ldngen von 5 — 250 um erreichen kann. Den Spirochaeten gehoren diverse Pathogene an
wie Treponema und Leptospira, die Erreger der Syphillis und der Leptospirose. Borrelien
verursachen beim Menschen zwei schwere Krankheiten: Die Lyme-Borreliose (LB) und das

Ruckfallfieber (RF).

Als Pathogen besitzen Borrelien einen Lebenszyclus, in dem sie zwischen GliederfiiBern als
Vektoren und Siugetieren (oft kleinen Nagetieren) als Wirt wechseln. Um das Uberleben in
derart unterschiedlichen Organismen zu sichern und die Immunantwort des Wirtes zu
unterdriicken, bendtigt ein Organismus mit einem solch komplexen Lebenszyklus eine

auBergewodhnliche Regulierung der Proteinexpression.

Die Lyme-Borelliose stellt eine multisystemische Krankheit dar, die verschiedene Organe, wie
Haut, Gelenke und das Nervensystem betreffen kann. Haufig kommt es zu einer sich
kreisformig ausbreitenden Rotung, die erythema migrans genannt wird, die zur klinischen
Diagnose genutzt wird. Sie erscheint nach einem Zeckenbiss und kann einen Durchmesser von
bis zu 15 cm weit erreichen. Rickfallfieber erkennt man an plotzlich auftretenden
Fieberschiiben, die von weiteren Symptomen wie Schittelfrost, Kopfschmerzen, Muskel und
Gelenkschmerzen oder Ubelkeit begleitet werden. Beide Krankheiten kénnen in frithen Stadien

der Infektion leicht mit der Gabe von Antibiotika behandelt werden.

Die verschiedenen Arten der Gattung Borrelia besitzen ein relativ kleines Genom. Da
aullerdem viele der vorhandenen Gene fiir Virulenzfaktoren und wirtsspezifische Anpassungen
codieren, fehlen den Borrelien wichtige Genen fiir die Biosynthese von Aminosduren,
Fettsduren oder Nukleotiden. Diese metabolischen Defizite werden durch die Aufnahme von

durch den Wirt produzierten Nahrstoffen ausgeglichen.

Den ersten Schritt der Nahrstoffaufnahme (bernehmen Porine. Dies sind wassergefiillte
Kanale, die die Aufnahme und den Transport von essentiellen Molekiilen lber die dullere
Membran ermoglichen. P66, P13 und Oms28 wurden bei Borrelia burgdorferi, Oms38 bei
Riickfallfieber verursachenden Spirochaeten gefunden. P66 ist ein einzelnes Porin mit einer
extrem hohen Leitfahigkeit von 11 nS. P13 ist ein kleines Protein (13kDa) mit einer a-helikalen

Sekundérstruktur, die keinerlei Ahnlichkeit zu den bisherigen Modellen von bekannten Porinen
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aufweist. Aufgrund seiner Assoziation mit der periplasmatischen Seite der Membran wurde die
Funktion als Porin fir Oms28 in letzter Zeit stark angezweifelt. Oms38 ist ein Dicarboxylat-

spezifisches Porin mit Homologen bei Lyme-Borreliose verursachenden Arten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war das vorhandene Wissen iber P66 und P13 als Porine der
Gattung Borrelia zu erweitern. Die beiden Proteine unterscheiden sich strukturell stark von
den bisher bekannten Porine Gram-negativer Bakterien und sind daher geeignete

Forschungsobjekte, um die speziellen Anforderungen an Borrelienporinen zu erforschen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Erforschung der beiden in Borrelien beschriebenen Proteine P66
und P13. Gerade weil sich beide in Aufbau und GréRe von bekannten Porinen Gram-negativer
Bakterien unterscheiden und somit in spezifische Prozesse bei der Gattung Borrelia involviert

sein konnten, ist die Forschung auf diesem Gebiet auch weiterhin von hochstem Interesse.

Im ersten Projekt dieser Arbeit wurden das Vorkommen und die porenformende Aktivitdt von
P66 in verschiedenen Borrelia-Arten (Lyme-Borreliose und Riickfallfieber) untersucht. Bei P66
handelt es sich um das am besten untersuchte Porin der Borrelien, das eine Doppelfunktion
als Porin und als Adhesin besitzt. Da sich alle bisherigen Ergebnisse auf B. burgdorferi
beziehen, ist wenig bis gar nichts Gber homologe Proteine in anderen Borrelien-Arten bekannt.
Deswegen wurden jeweils drei Arten, die Lyme-Borreliose und Riickfallfieber verursachen,
ausgewahlt und an deren P66-Homologe die porenformende Aktivitat Gberpriift. Finf von
sechs zeigten dabei eine dhnliche Einzelkanalleitfahigkeit wie P66, die im Bereich von 9 — 11 nS
lagen, bei gleichzeitig kaum vorhandener Selektivitat fiir eine bestimmte lonensorte. Auch eine
Spannungsabhangigkeit, die bei 30 — 70 mV begann, war messbar. Nur im Fall von B. hermsii
konnten keine Poren gefunden werden. Dabei ist noch nicht geklart, ob das Fehlen der
porenbildenden Aktivitdt einem evolutiondren Verlust der Funktion als Pore oder einer

héheren Anfilligkeit gegeniber den verwendeten Detergenzien geschuldet ist.

In einem weiteren Projekt wurde der kontrovers diskutierte Porendurchmesser von P66 aus
B.burgdorferi mit empirischen Mitteln analysiert. In friiheren theoretischen Studien wurde der
Kanaldurchmesser auf 2,6 nm geschatzt. Dieser sehr groBe Durchmesser wiirde allerdings die
Schutzfunktion der AuBenmembran verhindern. Mit Hilfe von ungeladenen Substanzen gelang
eine Bestimmung des Innendurchmessers von P66 auf 1,8 nm am Eingang und 0,8 nm an der
Engstelle der Pore. Zusétzlich fihrte eine unerwartete Blockierung der Pore durch einige dieser
Substanzen zu der Erkenntnis, dass P66 einen oligomeren (wahrscheinlich oktameren) Aufbau
besitzt. Ein solcher Aufbau konnte bisher noch nie nachgewiesen werden und kénnte von

daher ein einzigartiges Merkmal von Borrelien oder Spirochaeten sein.
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Das dritte Projekt beschaftigte sich mit der rekombinanten Produktion eines Proteins von B.
burgdorferi mit immunogenen Eigenschaften. Dieses konnte dazu verwendet werden, neue
Diagnose Tests und Therapien zu entwickeln. P13 kommt in verschiedenen LB- und RF-Arten
vor und besitzt kein bekanntes bakterielles Homolog. Diese Fakten machen aus P13 einen
geeigneten Kandidaten als therapeutisches Ziel. Aus diesem Grund wurde das P13-Gen in zwei
unterschiedliche Organismen kloniert. Zum einen in E. coli, wo zwei verschiedene Konstrukte
zur Klarung der Rolle des periplasmatisch verdauten C-Terminus dienen sollten. Zum anderen
in Tabakpflanzen Gber Agrobacterium tumefaciens, mittels eines Virus. Dabei vermehrt sich
der Vektor in den Zellen der Pflanze, breitet sich aus und produziert gleichzeitig das
gewdinschte Protein. Mit Hilfe dieser zweiten Expressionsmethode sollte es moéglich sein, groRe
Mengen des rekombinanten Proteins zu erzeugen und gleichzeitig die Kosten und den

Zeitbedarf zu senken.

Das letzte Projekt beschaftigte sich mit dem AuRenmembran-Komplexom von B. burgdorferi
und konzentrierte sich dabei auf die Komplexe von P13 und P66. Blue Native PAGE und 2D-SDS
PAGE wurden als Techniken ausgewadhlt. Es konnte gezeigt werden, dass P66 das einzige
Protein ist, das am vermutlich oktameren Aufbau der 11 nS Pore beteiligt ist. Zusatzlich gelang
es, den Komplex in zwei Hélften zu spalten, die ungefahr das halbe Molekulargewicht bei einer
Leifahigkeit von 5,5 nS zeigten. Im Fall des P13-Komplexes konnte eine mogliche Verknipfung
mit OspC entdeckt werden. Die Gelelution des Komplexes und anschlieRende Tests mit Hilfe
der Black-Lipid-Bilayer-Methode ergaben eine Aktivitdit von 0,6 nS. Dies steht im starken

Gegensatz zu der vorher fir P13beschriebenen GréRe von 3,5 nS.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass P66 ein in vielen Borrelienarten vorkommendes und
damit weit verbreitetes Porin mit Homologen in LB- und RF-Spezies ist, die ahnliche
Charakteristika besitzen. Der Durchmesser dieser Pore konnte unter Berlicksichtigung der
Eigenschaften eines molekularen Siebes genauer bestimmt werden. Im Fall von P13 konnte
dessen rekombinante Produktion es erlauben, dieses Protein als Hilfsmittel zur Diagnose und
zur medizinischen Therapie einzusetzen. Zusatzlich kénnte der gefundene Bezug zu OspC dazu

beitragen, in Zukunft mehr tber die Funktion dieses interessanten Proteins herauszufinden.
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e Espaiiol:

El género Borrelia pertenece al filo Spirochaetes, que esta lejanamente relacionado con las
bacterias Gram negativas. Este filo posee una forma caracteristica enroscada con longitudes
gue varian desde los 5 hasta los 250 um. Otros patdégenos como Treponema y Leptospira,
agentes etioldgicos de la sifilis y la leptospirosis, pertenecen también a filo Spirochaetes.
Borrelia por su parte puede producir dos enfermedades, la enfermedad de Lyme o fiebres

recurrentes.

Las especies de Borrelia son agentes patdgenos cuyo ciclo de vida transcurre entre un vector
artrépodo, en la mayoria de los casos una garrapata, y un hospedador mamifero, en muchos
casos pequefios roedores. Este complejo sistema de vida requiere una extraordinaria
regulacién proteica para poder sobrevivir en organismos tan diversos y a su vez poder esquivar

su sistema inmunoldgico.

La enfermedad de Lyme es una enfermedad que afecta a diversos érganos incluyendo entre
otros la piel, las articulaciones y el sistema nervioso. Una erupcidon roja con anillos
concéntricos, denominada eritema migrans, es una manifestacion tipica que permite un
diagnostico clinico. Aparece después de la picadura de la garrapata y se va extendiendo hasta
alcanzar didmetros de hasta 15 centimetros. Las fiebres recurrentes se caracterizan por picos
febriles que aparecen repentinamente y que van acompanados de escalofrios, dolor de
cabeza, dolor muscular y de las articulaciones, asi como de nausea. Ambas enfermedades son

faciles de tratar con antibidticos en estadios tempranos de la infeccién.

Las especies de Borrelia poseen un genoma muy reducido. Ademds, muchos de sus genes
estan relacionados con su virulencia y con la adaptacién a los diferentes organismos en los que
viven. La ausencia de genes relacionados con la biosintesis de aminoacidos, acidos grasos y
nucledtidos resulta sorprendente. Esta deficiencia metabdlica hace de las especies de Borrelia

dependientes de las sustancias producidas por el hospedador.

El primer paso en la captacidon de alimentos en bacterias es realizado por las porinas. Las
porinas bacterianas son canales rellenos de agua que permiten el transporte de sustancias
esenciales a través de la membrana externa. Hasta la fecha, cuatro porinas han sido descritas
en el género Borrelia. P66, P13 y Oms28 fueron encontradas en Borrelia burgdorferi mientras
que Oms38 fue descubierta en especies que causan fiebres recurrentes. P66 es una porina

atipica por una conductancia fuera de lo comun de 11 nS. P13 es una pequefia proteina de 13
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kDa con una estructura secundaria en a-hélice que no encaja en el modelo general de porina.
La funcién de Oms28 ha sido puesta en tela de juicio recientemente debido a una posible
localizaciéon periplasmica asociada a la membrana externa. Finalmente, Oms38 es una porina
con especificidad por los dicarboxilatos con homdlogos en las especies que causan la

enfermedad de Lyme.

El objetivo de esta tesis era ampliar el conocimiento de las porinas P66 y P13 descritas en el
género Borrelia. Ambas difieren en estructura y tamafio del modelo general de porina en

bacterias Gram negativas y por lo tanto podrian tener un papel muy relevante en este género.

En el primer proyecto de esta tesis la presencia y capacidad formadora de poros de P66 fue
estudiada en varia especies incluyendo miembros del género que causan fiebres recurrentes.
P66 es la porina mejor estudiada en Borrelia, con una funcién dual como porina y adhesina.
Este conocimiento esta restringido a B. burgdorferi y nada o muy poco es conocido sobre sus
homdlogos en otras especies de Borrelia. Por ello, tres especies representantes de la
enfermedad de Lyme y tres de las fiebres recurrentes fueron seleccionadas como
representantes del género y la capacidad formadora de poros de sus homdlogos de P66 fue
estudiada. Cinco de los seis homdlogos mostraron una conductancia de canal en un rango de
entre 9 y 11 nS. Todos ellos resultaron ser no selectivos para cationes o aniones y una
dependencia de voltaje comenzando a diferentes voltajes desde 30 a 70 mV. Tan solo en el
caso del homodlogo de B. hermsii no pudo ser establecida una actividad formadora de poros. Se
desconoce si la falta de esta capacidad para formar poros es consecuencia de una perdida de
la funcién como porina a lo largo de la evolucidn o si por el contrario este homélogo es mas

sensible a la presencia de los detergentes que se requieren para el proceso de purificacion.

En otro proyecto, el controvertido diametro del poro formado por P66 en B. burgdorferi fue
analizado con un método empirico. En un estudio previo, el didmetro de P66 fue estimado en
2,6 nm basandose exclusivamente en consideraciones tedricas. Este didmetro para un poro es
considerablemente grande y podria afectar a la funcidn protectora de la membrana externa.
Varios no electrolitos fueron usados para estudiar el didmetro del poro formado por P66
poniendo de manifiesto un didmetro de la entrada del poro de 1,8 nm y una constriccion
interna de 0,8 nm. Ademas, el bloqueo del canal por alguno de los no electrolitos revelé una
conformacién oligomérica formada por aproximadamente ocho canales independientes
asociados en un solo complejo. Una estructura tal no habia sido previamente observada en

ningun otro organismo y podria ser exclusiva de Borrelia o de las espiroquetas.
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El tercer proyecto de esta tesis se centrd en la produccién recombinante de una proteina de
B. burgdorferi con potencial inmunogénico. Esta proteina podria ser usada en el desarrollo de
nuevas estrategias de diagndstico y terapias. P13 es una proteina situada en la membrana
externa de especies causantes de la enfermedad de Lyme y las fiebres recurrentes y no se
conoce ningun otro homologo en otra bacteria. Esto hace de P13 un buen candidato para ser
usado como diana terapéutica. Para tal fin, P13 fue clonado en dos organismos. Primero, en
Escherichia coli donde dos injertos diferentes fueron disefiados para esclarecer la funcién de
un péptido C-terminal digerido en el preriplasma. Y segundo, en un vector basado en el virus
de la patata introducido en las células de la planta del tabaco a través de Agrobacterium
tumefaciens. Este vector se replica dentro de las células vegetales infectando a las adyacentes
a la vez que produce la proteina recombinante. Este segundo método hace posible la

produccién de grandes cantidades de la proteina recombinante reduciendo tiempo y costes.

La ultima parte de esta tesis profundiza en el estudio de los complejos proteicos en la
membrana externa de Borrelia burgdorferi centrandose en P13 y P66. Blue Native Page y
SDS-Page en segunda dimension fueron las técnicas elegidas para tal propdsito. Se demostrd
que P66 era exclusivamente la responsable de la formacién del complejo que forma poros de
11 nS y que probablemente se trate de un octdmero. Fue posible dividir el complejo en dos
partes iguales con la mitad del peso molecular y una conductancia de 5,5 nS lo que denota una
cierta simetria. En el caso del complejo formado por P13, una posible relacién con la
lipoproteina OspC fue puesta de manifiesto. La extraccidon del complejo formado por P13 y su
anadlisis en membranas artificiales mostré una actividad formadora de poros de 0,6 nS. Este

resultado contradice la conductancia de 3,5 nS atribuida a P13 en un estudio previo.

En conclusidn, P66 es una porina presente en muchas especies de Borrelia incluyendo no solo
miembros causantes de la enfermedad de Lyme, sino también de las fiebres recurrentes y
cuyos homalogos presentan propiedades biofisicas similares. El didmetro de este poro es mas
pequefio de lo que se consideraba actuando como filtro de sustancias en referencia a su peso
molecular. En el caso de P13, su produccidon recombinante permitird su uso para desarrollar
nuevos test de diagndstico mas seguros y terapias contra la infeccién por esta bacteria. La
posible asociacién con OspC podria facilitar esclarecer en futuros experimentos la funcién de

esta proteina tan fascinante.
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1.1 The genus Borrelia

1.1.1 Characteristics

The genus Borrelia is included in the Spirochaetacea family. It is composed by 37 species
described to the present. They have a very characteristic long and screwed shape [1] (Fig. 1-1).

The size of an individual cell goes from 8 to 30 um in length and from 0.2 to 0.5 um wide.

Fig. 1-1: Dark-field microscope image of

B. burgdorferi cultivated in the laboratory.

They have a peculiar small genome. Each cell holds a 0.9 Mbp chromosome and a set of linear
and circular plasmids up to 21 described for B. burgdorferi B31 Ml [2, 3]. The C+G content is
around 27%. Having a reduced genome decreases the metabolic capacity of these species,
which force them to live in association with a host that provides essential nutrients and

substances [4-7].

Also typical from this genus is the periplasmic endoflagella. They are situated in both ends of
the cells in groups of 7 to 11 endoflagella and they coil around the cell in the periplasmic
space[8-10]. These flagella rotate around the longitudinal axis propelling the cell forward

which makes Borrelia exhibit chemotaxis [11].
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Borrelia in vitro culture is complicated and it is cultivated in a rich growth medium called
Barbour-Stoenner-Kelly Il (BSK 1) supplemented with rabbit serum [12]. The generation time of

Borrelia is around 10 hours, much slower than the around 40 minutes required by E. coli [13].

Is also distinctive the fact that Borrelia had antigenic variation which helps avoiding the host

immune system [14].

1.1.2 Classification

Spirochetes have been included in the group of the Gram negative bacteria because of
possessing an outer membrane although they have many particular characteristics [15]. Inside
this Phylum several genus are included like Treponema, Leptospira, Brachyspira and Borrelia.

Borrelia is the subject of study in this thesis and it is as following classified:

Kingdom Bacteria
Phylum Spirochaetes
Class Spirochaetes
Order Spirochaetales
Fam