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1 Einleitung

1.1 Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi (Bb) gehort wie Treponema pallidum, dem Erreger der Syphilis, zur Gattung der
Spirochaten. Der spirale bzw. korkenzieherartig aussehende Erreger wurde von W. Burgdorfer als
Ausloser der Lyme Borreliose identifiziert und anschlieBend nach seinem Entdecker benannt.
(Burgdorfer et al., 1982) Unterschieden wird zwischen Bb sensu lato und Bb sensu stricto. Zu B.
burgdorferi sensu lato (,,im weiteren Sinn“) zdhlen die Arten B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B.
garinii, B. spielmanii, B. bavariensis, welche den Menschen infizieren kénnen. (Rudenko et al., 2011)
Borrelienstdamme, die nicht die Lyme-Erkrankung auslésen, werden nicht zum sensu lato Stamm
gezahlt. Dazu zahlt zum Beispiel Borrelia recurrentis. Dieser Erreger verursacht das Krankheitsbild des
Rickfallfiebers. (Cutler, 2010)

Der in dieser Arbeit genutzte Borrelienstamm ist Bb sensu stricto (Wild-type Borrelia burgdorferi B31
ATCC 35210). Weiterhin wurde sein GFP exprimierender Stamm GCB726 fir einige Experimente
genutzt.

Bei Bb handelt es sich um eine unregelmalig gewundene Spirochate, welche 10 - 40 uM lang und 0,2
- 0,3 uM breit werden kann (Aberer and Duray, 1991). Der spiralférmige Kérper von Bb kommt dadurch
zustande, dass im periplasmatischen Raum, dem Raum zwischen duflerer und innerer Membran,
sogenannte Endoflaggellen liegen. Diese Flagellen dienen der Spirochate der Fortbewegung und
besonders ist hierbei, dass diese zum Zellskelett der Borrelie gehdren (Dombrowski et al., 2009). Der
Erreger erreicht eine Geschwindigkeit von bis zu 4 pM/s im Gewebe (Moriarty et al., 2008). Dabei
bewegt sich Bb rotierend um die eigene Langsachse fort.

Borrelien werden (iber Zecken der Spezies (Ixodes ricinus) auf den Menschen lbertragen. Zecken
nehmen ihre Blutmahlzeit an Rehen, Nagetieren und Végeln zu sich. Durch die Blutmahlzeit gelangen
die Borrelien in ihren Wirt. Dann vermehren sich die Borrelien in den Organismen, vor allem in Mausen,
wobei diese nicht erkranken. Wenn eine Zecke erneut eine Blutmahlzeit von infizierten Tieren zu sich
nimmt, dann infiziert sich die Zecke mit den Borrelien. Befallt sie dann den Menschen, kann es zu einer
Ubertragung der Borrelien kommen, wobei der Mensch als unbeabsichtiger Wirt zu betrachten ist
(Lane and Loye, 1991, Lane et al., 1991, Mather et al., 1989).

Bb ist sehr anpassungsfahig. Der Erreger muss zunachst in Zecken tberleben und dann in Sdugetieren,
wobei sich pH-Wert und Temperatur in den Organismen unterscheiden. Ein Teil dieser
Anpassungsfahigkeit liegt in der Fahigkeit bestimmte Lipoproteine zu exprimieren. Das outer surface
protein A (OspA) wird im Zeckendarm exprimiert, wohingegen das outer surface protein C (Osp C)
wahrend der friihen Infektionsphase in Sdugetieren hergestellt wird. Dabei hat Osp A vor allem die
Funktion die Adhdsion am Darm der Zecke zu ermdglichen, Osp C spielt hingegen eine wesentliche
Rolle bei der Infektion der Sdugetiere (Pal et al., 2000, Schwan and Piesman, 2000, Tilly et al., 2006).

Dieser Zyklus von Bb konnte darin begriindet sein, dass dem Bakterium Gene fiir die Synthese von
Nukleotiden, Aminosauren, Fettsduren und Enzymkofaktoren fehlen (Fraser et al., 1997).

Bb B31 hat ein lineares Chromosom mit 910 725 Basenpaaren und enthalt zudem 17 lineare und
zirkulare Plasmide. Die Anzahl der Plasmide kann bei anderen Borrelienstimmen variieren. Das
Borrelienchromosom enthdlt 853 Gene, die Proteine fiir die unterschiedlichsten Aufgaben des
Bakteriums kodieren. Auf Plasmiden sind Oberflachenproteine kodiert, die wichtig fir die Zelladhasion
und Invasivitat des Bakteriums sind. Obwohl Bb zu den gramnegativen Bakterien gehort, fehlt das
typische Lipopolysaccharid (LPS) und die Lipoteichonsdure (LTA). Bb zeigt zudem keine ausgepragten
Virulenzfaktoren und bildet auch kein Sekret aus (Fraser et al., 1997, Kenedy et al., 2012).



1.1.1 Verbreitung in der Welt

Die Zeckenart Ixodes ricinus ist selbst mit 10-20% mit Borrelien infiziert, wobei die Infektionsrate bei
adulten Zecken in lokalen Gebieten lber 50% betragen kann. (Rauter and Hartung, 2005) Bei dem
Vorhandensein von Borrelien in Zecken spielt auch deren Stadium eine wichtige Rolle. Im Schnitt sind
adulte Zecken zu 19,7% befallen, wohingegen die Nymphen mit 9,3% und die Larven nur zu 1,2%
infiziert sind. Aus diesen Daten ldsst sich schlussfolgern, dass die Zecken die Borrelien im Laufe ihres
Lebens bei Blutmahlzeiten, vor allem aus Nagetieren und Vogeln, erwerben. (Fingerle et al., 1994)

Bb sensu stricto findet sich vor allem in Europa und Nordamerika. Die Stamme B. afzelii und B. garinii
kommen sowohl in Europa und auch Asien vor (Baranton et al., 1992).

Die Inzidenz fiir die Lyme Borreliose in Europa schwankt von Nord nach Sud. So gibt es in Landern in
Zentraleuropa wie in Slowenien eine Inzidenz von 206/100 000 (Fille / Einwohner) und in Osterreich
135/100 000 im Jahr 2005. Hingegen ist die Inzidenz in siidlichen européischen Landern viel geringer,
wie in Portugal und Italien, wo weniger als 1 Fall pro 100 000 Einwohner beschrieben ist (Smith et al.,
2006)- In Deutschland wurde fir die Region Wirzburg nach Analyse einer prospektiven Studie eine
Inzidenz von 111 / 100 000 errechnet. Hochrechnungen der Inzidenzen fir Deutschland ergeben 60
000 — 100 000 Falle pro Jahr (Huppertz et al., 1999, Poggensee et al., 2008).

1.1.2 Lyme Borreliose

Bei der Lyme Borreliose handelt es sich um die haufigste durch Vektoren (Zecken) libertragene
Infektionskrankheit. Es gibt jahrlich in den USA mehr als 300 000 Falle und in Europa mehr als 100 000
(Johnson et al., 2014, Lindgren et al., 2006).

Es handelt sich um eine systemische Erkrankung, die multifaktoriell Gelenke, Haut, Herz, Augen,
Nervensystem und das muskuloskelettale System betreffen kann. Ausldser sind gram-negative
Bakterien der Art Borrelia burgdorferi sensu lato. (Burgdorfer et al., 1982, Gupta and Tripathy, 2020,
Borgermans et al., 2014) Benannt wurde die Erkrankung nach dem Ort Lyme in Connecticut in den
USA. Dort traten seit 1972 gehauft eine Oligoarthritis bzw. Arthritis der groBen Gelenke, vor allem des
Kniegelenkes, auf. Die Gelenke waren dabei meist schmerzhaft angeschwollen. (Steere et al., 1977)
Ursache fir diese Erkrankung waren die Borrelien. (Burgdorfer et al., 1982)

Die Lyme Borreliose verlduft in drei Stadien, die durch typische Symptome gekennzeichnet sind. Bei
den drei Stadien handelt es sich um die friihe lokalisierte, die friihe ausgedehnte und die spate
persistierende Infektion. Bei 60% der Infizierten tritt im frithen Stadium ein Erythema chronicum
migrans (ECM) auf, welches sich um die Einstichstelle des Zeckenbisses ausbildet. Es handelt sich um
ein Ringerythem, das nach zentral hin abgeblasst ist. Die R6tung des ECMs kommt durch die reaktive
Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen aus beispielsweise Makrophagen oder dendritischen
Zellen auf die sich ausbreitenden Bakterien zustande. Dadurch, dass ein ECM nur in 60% der Falle
auftritt, kann eine Infektion mit Borrelia burgdorferi (Bb) zunachst unbemerkt bleiben. Somit kann es
sein, dass eine Therapie zu spat begonnen wird, wodurch sich eine Infektion manifestieren kann.
Neben der Manifestation als ECM kann sich die Borrelieninfektion auch als Lymphadenosis cutis
benigna (Lcb), auch Borrelienlymphozytom genannt, auf der Haut zeigen. Diese tritt erst Wochen bis
Monate nach der Infektion auf und es handelt sich dabei um eine gutartige Vermehrung von
lymphoretikuldarem Gewebe der Haut. Meist sieht man bei der Lcb eine rétliche, knotige Schwellung.
Im ersten Stadium treten neben dem ECM und/oder der Lcb zusatzlich oft grippeahnliche Symptome
auf, dazu gehdren Muskelschmerzen, Fieber, allgemeines Schwachegefiihl und Kopfschmerzen.
(Steere et al., 1983, Albrecht et al., 1991, Buechner et al., 1995, Neubert, 1984)



Haben sich die Borrelien Uber die Blutgefille ausgebreitet, so befindet sich der Patient im zweiten
Stadium der Erkrankung. Es kdnnen Wundldsionen wie z.B. multiple Erythema migrantia, Muskel- und
Gelenkschmerzen, Augenbindegewebsentziindungen, kardiale und neurologische Symptome wie
akute Neuroborreliose oder Meningopolyneuritis auftreten. (Steere et al., 2004) Im letzten Stadium
der Lyme Borreliose kommt es zu einem Anschwellen der Gelenke (Lyme Arthritis), vor allem grof3e
Gelenke wie das Kniegelenk sind betroffen. Eine Spatmanifestation der Lyme Borreliose, die ebenfalls
auf der Haut nach Monaten bis Jahren nach der Infektion auftreten kann, ist die Acrodermatitis
chronica atrophicans. Es handelt sich hierbei um eine blauliche Verfarbung der Haut mit einer
6dematoésen Schwellung. (Buechner et al., 1995)

Die gangige Therapie der Lyme Borreliose stellt das Antibiotikum Doxycyclin dar. Dabei ist eine friihe
Therapie nach Infektion am besten, um langfristige Manifestationen zu verhindern. Ein spateres
Stadium ist mit einer schwierigeren Therapie verbunden. (Zajkowska et al., 2012) Kommt es zur
Erregerpersistenz nach Antibiotikatherapie, so ist ein weiterer Antibiotikaversuch mit einer anderen
Substanzklasse indiziert. Bis jetzt konnte keine erworbene Resistenz fiir eine der empfohlenen
Antibiotika festgestellt werden. (Cerar et al., 2010, Hunfeld et al., 2005)

1.1.3 Intrazelluléare Verarbeitung von Borrelien in Makrophagen

Makrophagen als spezialisierte Phagozyten kénnen pro Zelle mehrere Borrelien aufnehmen und
eliminieren. (Gordon, 2016) Borrelien werden Uiber verschiedene Wege von Makrophagen erkannt und
aufgenommen. Hierzu zdhlen FcyR, Komplementrezeptor 3 und TLR 2. (Benach et al., 1984, Cervantes
et al., 2011, Hawley et al., 2012)

Die Aufnahme von Borrelien in Makrophagen findet im Wesentlichen durch zwei Strukturen statt. Zum
einen gibt es das Filopodium, dieses kann man mit einem ausgestreckten Finger vergleichen. Das
Filopodium hat die Aufgabe, die sehr beweglichen Borrelien festzuhalten. Es handelt sich um eine
aktinreiche Struktur, die ebenfalls Formine wie FMNL1, mDial und Daam1 enthalt. Die Formine spielen
bei der Ausbildung des Filopodiums durch Nukleation und Elongation der Aktin-Filamente, sowie auch
bei deren Stabilisierung innerhalb des Filopodiums eine wichtige Rolle. (Hoffmann et al., 2014, Naj et
al., 2013)

Eine weitere wichtige Aufnahmestruktur stellen die coiling-Pseudopoden dar. Hierbei handelt es sich
um aktinreiche Protrusionen, die sich um den Borrelienkérper winden, sobald dieser in der Nahe des
Makrophagen ist. Dieser Prozess findet bei 50-70% der Borrelienaufnahme statt. (Rittig et al., 1992)

Borrelien werden bei der Aufnahme in Immunzellen in einem sogenannten Phagosom, eingeschlossen,
welches aus der sie umgebenden Zellmembran besteht. Unterschieden werden dabei das friihe und
das spate Phagosom als auch das Phagolysosom in dem dann ein Verdau von Proteinen, Lipiden und
Kohlenhydraten moglich ist. Durch Fusionen mit Endosomen und Lysosomen, die eine Ansduerung des
Kompartiments bewirken und Enzyme zum Verdau mitbringen, entsteht im Makrophagen das
sogenannte borrelienhaltige Phagolysosom. (Fairn and Grinstein, 2012) Das Borrelienphagosom ist
positiv fliir Rab22a. AuRerdem spielt Rab5a eine wichtige Rolle bei der Phagolysosomreifung. Hierbei
kommt es an bestimmten Stellen im borrelienhaltigen Phagosom zu Membranabschnirungen,
woraufhin die langgestreckten Borrelien zu kugelférmigen Strukturen verdichtet werden. (Naj and
Linder, 2015)

Borrelien-haltige Phagosomen im Makrophagen wurden im Rahmen dieser Arbeit in die kugelférmige
kompaktierte Variante wie in Abbildung 1 und in die noch nicht komplett verdichtete aber zum
Fixationszeitpunkt beginnende Verdichtung unterschieden (intermedidre Form). Eine weitere Form
stellt die lang gebliebene Spirochate dar, die noch nicht prozessiert wurde. Zwischen den drei Formen
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langgestreckt, intermedidr und kompaktiert, also kugelférmig verdichtet wurde in der Auswertung
unterschieden.

elongiert intermediir kompaktiert

Abb. 1: Borrelienzustéinde Man erkennt die drei Borrelienzustande, in die im Rahmen dieser Arbeit unterteilt wurden. Es
handelt sich um GFP-exprimierende Borrelien bei dieser Grafik. Mal3stab 1uM

Bei Rab22a und Rab5a handelt es sich um Proteine aus der RabGTPasen-Familie (Ras-related proteins
in brain), welche kleine GTPasen darstellen und Effektorproteine haben. RabGTPasen sind im GTP
gebundenen Zustand aktiv und im GDP-gebundenen Zustand inaktiv. Sie vermitteln Uber eine
Interkation mit anderen Proteinen zum Beispiel Funktionen wie Fusionen und
Membranabschnirungen. (Hutagalung and Novick, 2011)

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Sorting nexin 3 (SNX3) mit Rab5a positiven Vesikeln an das
Borrelien-Phagosom rekrutiert wird. Dies ist der Prozess durch den Rab5a an das Phagosom rekrutiert
wird. Hierbei bindet das SNX3 mithilfe seiner PX-Doméne (Phox-Domane) an PI(3)P der phagosomalen
Membran. Uber seinen C-Terminus rekrutiert das SNX3 dann weiterhin einen zweiten Effektor, das
Galectin-9 an das Phagosom. Bei Galectin-9 handelt es sich um ein Lektin welches am Protein- und
Membranrecycling beteiligt ist. (Klose et al., 2019) Fir Galectin-9 wurde bereits festgestellt, dass es
bei Infektionen hochreguliert wird und somit eine wichtige Rolle bei der Prozessierung spielen konnte.
(Pelletier et al., 2003)

Haben Reifungsprozesse mithilfe von Rab22a, Rab5a, SNX3 und Galectin-9 stattgefunden, so kann man
das gereifte Phagolysosom durch den Marker Lampl nachweisen. Im Phagolysosom wird Bb dann
endgiltig im Makrophagen verdaut und eliminiert. Zudem werden verdaute Borrelienproteine oder
deren Bruchstilicke mithilfe der MHC Klasse Il auf der Oberflache der Makrophagen prasentiert, da
diese zu den antigenprasentierenden Zellen gehoren.

1.2 Makrophagen

Makrophagen gehéren zum angeborenen Immunsystem und haben eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Sie prasentieren hierzu phagozytierte Bestandteile tber
Ihre MHC-lI-Molekile. Im Blut zirkulieren Monozyten, welche die Vorldufer der Makrophagen
darstellen. Die Monozyten werden im Knochenmark gebildet von wo sie aus in das Blutsystem
Ubergehen. (Parihar et al., 2010)

Bei Makrophagen handelt es sich um spezialisierte Phagozyten, die durch verschiedene Mechanismen
eine Vielzahl an Aufgaben erfiillen konnen. Zu den Mechanismen gehdren zum Beispiel die pattern
recognition Rezeptoren, Hormon- und Zytokinrezeptoren und Lysosomen, die einen Verdau von
Mikroorganismen oder Proteinen ermdglichen. Eine wichtige Aufgabe der Makrophagen ist u.a. die
Elimination von Mikroorganismen, wozu auch Bb gehort. Es wird auch eine Beteiligung von
Makrophagen an Wundheilungsprozessen beschrieben. (Elhelu, 1983) Weiterhin koénnen
Makrophagen die Extrazellularmatrix umbauen, abgestorbene Zellen und Zellreste als auch allgemein
den Detritus entfernen. Kommt es zur Gewebsverletzung, Inflammation oder Infektion so werden
Monozyten an den Ort mittels Chemokinen rekrutiert, wo sie sich zu Makrophagen differenzieren.
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Differenzierte Makrophagen kénnen selbst ebenfalls durch eine chemotaktische Anziehung zum Ort
der Entzindung wandern. (Varol et al., 2015, Ginhoux and Jung, 2014, Geissmann et al., 2010) Damit
eine Zellmigration stattfinden kann, wird die Aktinpolymerisation bendtigt, um die jeweilige Membran
nach vorne zu bewegen. So kann sich die Zelle durch Umstrukturierung ihres Aktinzytoskeletts
fortbewegen. (Smith et al., 2003)

Makrophagen kommen im Korper an den unterschiedlichsten Stellen vor und haben spezialisierte
Aufgaben. Sie werden auch als Kupfferzellen, Mikroglia und Langerhanszellen je nach Ort im Kérper
bezeichnet.

Makrophagen kdnnen unterschiedliche Zustdande annehmen. Sie werden in M1 und M2 unterteilt.
Weiterhin existieren auch noch tumorassoziierte Makrophagen, sogennante TAMs. Bei M1-
Makrophagen handelt es sich um die proinflammatorische Makrophagenform, die nach Stimulation
mit TLR-Liganden, M-CSF, TNF-a oder IFN-y ausgepragt wird. M1-Makrophagen gelten als
tumorsuppressiv und wehren Mikroorganismen durch die Produktion reaktiver Metabolite ab. M2-
Makrophagen, welche dem antiinflammatorischen Typ angehéren, werden als tumorférdernd
betrachtet. Sie differenzieren sich nach IL-4, IL-13, IL-1R Liganden, IL-10, Kortikosteroiden, TGF-$3
Stimulation aus (Quatromoni and Eruslanov, 2012). Tumorassoziierte Makrophagen konnen die
Extrazellularmatrix umbauen und dadurch Tunnel erschaffen, die es Tumorzellen vereinfachen zu
metastasieren (Mantovani et al., 2004, Sica and Mantovani, 2012, Shand et al., 2014). Deshalb gehen
Tumorassoziierte Makrophagen bei hoher Anzahl mit einer schlechteren Prognose fiir den Patienten
einher (Dandekar et al., 2011). Dies gilt zum Beispiel fir das Hodgkin Lymphom, Brustkrebs oder
Ovarialkrebs.

Ein wichtiges Auspragungsmerkmal der Makrophagen sind sogenannte Podosomen. Podosomen sind
an der Zelladhdsion und am Umbau der Extrazellularen Matrix (EZM) beteiligt. Der Umbau der EZM
kommt unter anderem durch die proteolytische Eigenschaft der Podosomen zustande (Linder et al.,
2011). Podosomen bestehen aus einer F-Aktin-reichen Kernstruktur, die von einem Ring aus
Zelladh3sionsmolekiilen umschlossen werden. Uber Integrine sind sie mit der EZM verbunden.
Makrophagen bilden die proteolytisch aktiven Podosomen aus und sind dadurch an der Zellinvasion
beteiligt (Wiesner et al., 2014).

1.3 Untersuchte Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Aktin-assoziierte Proteine auf ihren Einfluss auf die Aufnahme
von Borrelien durch Makrophagen bzw. Auf dir Ausbildung eines Borrelien-haltigen Phagosoms
untersucht. Hierzu gehéren Swiprosin-1 (SWS 1), das Src kinase-associated phosphoprotein 2 (SKAP 2)
und das Myosin 1f (Myo 1f).

1.3.1 Swiprosin1

SWS 1, welches auch als EFHD-2 in der Literatur bekannt ist, wird in Verbindung mit Immunzellen
(Vuadens et al., 2004), myokardialer Umstrukturierung (Giricz et al., 2020) und neurologischen
Erkrankungen (Borger et al., 2014, Kogias et al., 2019) in Verbindung gebracht. SWS1 wurde bereits in
CD8* Lymphozyten (Vuadens et al., 2004), B-Zellen (Mielenz et al., 2005), Neuronen (Vega et al., 2008),
Mastzellen und Melanomzellen (Kwon et al., 2013a, Ramesh et al., 2009) nachgewiesen.

Eine der Hauptaufgabe von SWS 1 besteht darin F-Aktin zu bindeln. Insgesamt besitzt ein SWS 1
Monomer drei Aktin Bindungsstellen. Um seine Aufgabe erfilllen zu konnen, spielt die Struktur des
SWS 1 eine wichtige Rolle. Das Protein besteht aus einem ungeordneten N-Terminus, einer
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prolinreichen Region, zwei EF-Handen, einer ligand mimic helix region und einer coiled-coil Region am
C-Terminus. Die Anwesenheit von Ca?*ist zudem notwendig, damit SWS 1 Aktin biindeln kann. Wenn
Ca?* vorliegt, dann dimerisieren zwei SWS 1 Monomere miteinander liber deren coiled-coil Struktur
(Kwon et al., 2013a). Somit ist die coiled-coil region des SWS 1 wichtig fiir dessen Dimerisierung und
damit dessen Aktin Biindlungsfahigkeit (Park et al., 2016). Ca®* tragt hierbei zur Homodimeriserung des
SWS 1 bei und steigert auRerdem dadurch die F-Aktin Bindelungsaktivitat. (Park et al., 2017) Weiterhin
fiihrt Ca?* Uiber die Bindung an den EF-Handen zu einer Steifheit des Swiprosins 1. Diese Starrheit des
Proteins ist essentiell fiir dessen Aktin Bindungsseiten. Ist kein Ca?* vorhanden, kann SWS 1 zwar F-
Aktin binden, aber verliert die Blindelungsaktivitat. (Park et al., 2016) Bei Fehlen der EF-Hande oder
verdnderter coiled-coil Region kommt es zu einer verminderten Aktinblindlung (Kwon et al., 2013b).

Die Funktion von SWS 1 wird durch Phosphorylierung reguliert. So fiihrt eine Phosphorylierung an
Ser183 zu einer Inhibition der F-Aktin Blindlung (Park et al., 2017).

SWS 1 ist an unterschiedlichen Funktionen beteiligt. So konnte eine Beteiligung an der Zelladhdsion
und Membranumstrukturierung nachgewiesen werden (Park et al., 2017). Durch die Aktinbindlung
ermoglicht SWS 1 weiterhin einen zytoskelettalen Umbau innerhalb der Zelle. Es konnte festgestellt
werden, dass SWS 1 sich an Mikrovilli dhnlichen Membranausstiilpungen und Lamellipodien anreichert
und zu erhohter Zellmotilitdt und Zellmigration fihrt (Kwon et al., 2013b). Zudem verhindert SWS 1
die durch Cofilin vermittelte Depolymerisation des Aktins. Hierzu inhibiert es die Bindung von Cofilin
an F-Aktin (Huh et al., 2013).

SWS 1 hat eine wichtige Funktion bei der Reifung von neuronalen Zellen. Es konnte gezeigt werden,
dass SWS 1 das durch Kinesine hervorgerufene Mikrotubulusgleiten inhibiert. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass SWS 1 beim Kinesin abhangigen Transport entlang von Mikrotubuli interferiert.
SWS 1 kommt reichlich in Hirnzellen vor und interagiert dort mit mutiertem Tau Protein. Dieses spielt
wiederum eine wichtige Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. bei Alzheimer. (Purohit
et al., 2014)

In hochmetastatischen Zellen des nicht-kleinen Lungenkarzinoms (NSCLC) kommt SWS 1 ebenfalls vor.
Dort konnte eine Rolle bei der Umwandlung von Zellen vom epithelialen zum mesenchymalen Zustand
beobachtet werden. Weiterhin ist SWS 1 bei diesem Tumor an der Ausbildung von invasiven Strukturen
und der Zellmigration beteiligt. Aufgrund dessen koénnte SWS 1 daher als Marker fir ein
Wiederauftreten von NSCLC nach einer Operation in Frage kommen. (Fan et al., 2017)

1.3.2 SKAP?2

Bei Skap2 handelt es sich um ein Substrat der Src Familien Kinasen (SFK). Das Protein ist auch unter
den Namen Skap-Hom, Skap55R, Scap2, RA70 und PRAP in der Literatur beschrieben. (Shimamura et
al., 2013) Es kommt vor allem in myeloischen als auch in lymphatischen Zellen vor. (Alenghat et al.,
2012, Liu et al., 1998)

Aufgebaut ist Skap2 am N-Terminus aus einer coiled-coil Domane und zahlreichen phosphorylierbaren
Tyrosinresten. Es folgt eine Pleckstrin-homologe Doméane und am C-Terminus befindet sich eine SH3-
Domane. (Zhou et al., 2011) Die coiled-coil Struktur am N-Terminus dient der Homodimersierung.
Mithilfe der Pleckstrin Domane kann Skap2 mit Lipiden an Membranen interagieren. (Swanson et al.,
2008) Skap?2 liegt selbst inhibiert bei ruhenden Zellen vor (Alenghat et al., 2012) und kann durch SFK’s
wie zum Beispiel Fyn, Lyn und Hck phosphoryliert werden (Kouroku et al., 1998).
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Skap2 ist an unterschiedlichen Signalwegen beteiligt, da es ein Adapterprotein ist. Es spielt eine Rolle
bei Integrin vermittelten Signalen, bei der Interaktion mit dem Wiskott-Aldrich syndrome protein
(WASP) family Verprolin-homologous protein 2 (WAVE2), Cortaktin und NCK2. (Timms et al., 1999,
Pollard and Borisy, 2003, Zhou et al., 2011)

Normalerweise aktivieren Proteine wie WASP und WAVE2 die Aktinpolymerisation tGber den ARP
(actin-related protein) 2/3 Komplex. (Pollard and Borisy, 2003) Fiir Skap2 konnte gezeigt werden, dass
es die Aktinpolymerisation verhindert indem es mit WAVE2 und Cortaktin interagiert. (Ren et al., 2009,
Takenawa and Miki, 2001) Im Gegensatz dazu konnte in Neutrophilen gezeigt werden, dass Skap2 tGber
seine SH3 Domane an WASP bindet und so zur Aktinpolymerisation und Modellierung des
Aktinzytoskeletts fuhrt. (Boras et al., 2017) Skap2 interagiert auBerdem mit dem Tyrosinkinase
Adapterprotein (NCK2) und bildet einen Komplex mit F-Aktin aus. Dieser Komplex wurde bei
Lamellipodien an den ,,leading edges” von Zellen bei der Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts
gefunden. (Zhou et al., 2011)

Skap2 wird fur die durch Selektine und Chemokine vermittelte Integrin-Aktivierung bendtigt. Es konnte
festgestellt werden, dass Skap2 bei der B, Integrinaktivierung wichtig ist und weniger Skap2 zu einer
wesentlich geringeren Rekrutierung von Neutrophilen in vivo fiihrt. (Boras et al., 2017)

Integrine interagieren in Makrophagen mit dem Signal regulatory Protein a (Sirp a, auch als SHPS-1
bekannt), welches selbst zwischen Membranen gebunden ist. Um diese Interaktion zu ermoglichen
spielt das Adapterprotein Skap2 eine wichtige Rolle. Durch Skap2 kommt es, Integrin vermittelt, zur
Phosphorylierung von dem Adhesion and degranulation-promoting adapter Proteins (ADAP) und Sirp
a. Dabei ist das Binden von Phosphatidylinositol [3,4,5]-triphosphat an die Pleckstrin Doman von Skap2
und die Phosphorylierung an den Tyrosinresten wichtig um das Protein selbst zu aktivieren. (Alenghat
et al, 2012) Insgesamt bewirken Integrine eine Tyrosin Phosphorylierung bei Skap2, welches
seinerseits dann mit ADAP interagiert. (Timms et al., 1999) Es wird aber nicht nur Skap2 bei der durch
Integrine ausgeldsten Signalkaskade phosphoryliert sondern auch das Sirpa. (Alenghat et al., 2012,
Johansen and Brown, 2007) Durch diese Phosphorylierungen wird das Signal von aufRen nach innen in
die Zelle transportiert. Skap2 bewirkt letztendlich eine Umstrukturierung des Aktinskeletts, indem es
dieses Signal an Aktin weitergibt. Durch den folgenden Umbau des Aktinskeletts ergeben sich die
Funktionen wie die Migration der Makrophagen. So ist es moglich, dass es bei einer chemotaktischen
Anziehung der Makrophagen es zu einem Umbau des Aktinskeletts kommt und dann zur
Gesamtbewegung der Zelle. (Alenghat et al., 2012, Inagaki et al., 2000) AuBerdem wird fiir Skap2
angenommen, dass es an der Zelladhasion beteiligt ist, durch seine Assoziation mit Integrinen und F-
Aktin. (Bourette et al., 2005)

Skap2 lasst sich bei Makrophagen auch an Podosomen wahrend der Zellmigration nachweisen. Erste
Befunde aus der Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass Skap2 eine Rolle bei der Regulation der
Podosomen-Anzahl spielt. Es wurde aullerdem nachgewiesen, dass es bei Tumor assoziierten
Makrophagen die Tumorinvasion fordert (Tanaka et al., 2016). Die Podosomeninteraktion beim Skap2
kommt durch die Wechselwirkung mit WASP zustande. In Knockout-Mausen konnte bei Makrophagen
ohne Skap2 gezeigt werden, dass diese nach einer Skap2 Wiederherstellung wieder invasiver wurden.
Ferner wurde festgestellt, dass bei der Injektion von Skap2 negativen Makrophagen, diese keine
soliden Tumore angreifen konnten und somit das Tumorwachstum insgesamt férderten. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass Skap2 in Makrophagen die Invasion von Tumoren fordert und somit ein
interessantes Ziel sein konnte gegen TAM bedingte Tumor Progression. (Tanaka et al., 2016)
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Auch beim Glioblastom scheint Skap2 eine Rolle zu spielen. In Glioblastomzellen ist Skap2 in der
Zellperipherie angereichert und interagiert mit WAVE2 und Cortaktin. Skap2 inhibiert die
Zusammenlagerung von WAVE2 und Cortaktin und inhibiert damit die Rekrutierung von WAVE2 an die
Plasmamembran, was zur Supprimierung der WAVE2-abhangigen-Aktinpolymerisation fuhrt. Durch
Inhibierung der Aktinpolymerisation hat Skap2 einen negativen Effekt auf die Tumorprogression von
Glioblastomzellen und auf deren Migration. (Shimamura et al., 2013)

Bei Knockoutmdusen wurde gezeigt, dass SKAP2 defiziente Mause vermehrt Arteriosklerose
ausbildeten als die Kontrollgruppe. Weiterhin wurde festgestellt, dass SKAP2 keine Rolle in Monozyten
spielt, aber eine Atherosklerose-protektive Wirkung bei Schaumzellen (differenzierten Makrophagen)
hat. (Hyatt et al., 2019)

Skap2 hat einen wichtigen Effekt bei der Immunabwehr. So konnte beispielsweise in Skap2 defizienten
Mausen gezeigt werden, dass es zu einer erhéhten Bakterienlast von Klebsiella pneumoniae kam.
Daraus wurde geschlussfolgert, dass Skap2 wesentlich an der Immunabwehr beteiligt ist. (Nguyen et
al., 2020)

1.3.3 Myosin 1f

Myo1lf gehort zu den Myosinen der Klasse 1 und wird in Saugetieren exprimiert. Hierbei kommt Myo
1f vor allem in den Zellen des Immunsystems (Makrophagen, natirliche Killerzellen, dendritische
Zellen) vor, aber auch in Zellen der Milz, Lunge, Thymus, mesenterischen Lymphknoten und
lymphatischem Gewebe. (Kim et al., 2006) Das Protein wurde an sogenannten Aktinwellen lokalisiert
gefunden. Bei Aktinwellen handelt es sich um F-Aktin reiche Bereiche innerhalb der Zelle, die sich an
der Substrat-zugewandten Seite der Zelle wellenformig ausbreiten. (Brzeska et al., 2016) Flir Myosin
1f konnte eine Rolle bei der Endozytose, Exozytose, in Signalkaskaden, bei der Zelladhasion,
Zellmigration und allgemein der Zellbeweglichkeit gezeigt werden. (Maravillas-Montero and Santos-
Argumedo, 2012, Mermall et al., 1998)

Myolf ist ein Aktin-assoziiertes Motoprotein, welches chemische Energie aus der ATP-Hydrolyse
gewinnt und in mechanische Energie umsetzt und so die Fortbewegung von Fracht wie Vesikeln
entlang von Aktin-Filamenten bewirkt. Um dieser Aufgabe nachkommen zu kénnen, ist der Aufbau des
Proteins von entscheidender Bedeutung. Myo1f besteht aus einem N-Terminal gelegenen Kopf, der
ATP hydrolysiert und Aktin bindet. Darauf folgt ein kurzer Hals mit einem Isoleucin-Gluatmin Motiv,
welcher Calmodulin bindet und sensitiv fir Ca®* ist. AbschlieRend folgt der C-Terminus der als
Proteinschwanz bezeichnet wird. Der Proteinschwanz von Myo1f besteht aus einer Pleckstrin Domdne
und einer sogenannten ,tail homology” Domane 1. Mithilfe dieser beiden Bestandteile kann Myolf an
Membranen binden. AuRerdem besteht der Myo 1f-Schwanz noch aus einer- tail homology 2 Domane,
mit der Myo1f in der Lage ist Aktin zu binden. Als letzter Bestandteil des Proteinschwanzes folgt eine
SRC homology 3 Doméne (SH3-Domane). Die SH3-Domaéne ermoglicht es dem Protein mit anderen
Proteinen zu interagieren, indem eine Bindung an Prolin-reiche Sequenzen erfolgen kann. (Foth et al.,
2006, Navinés-Ferrer and Martin, 2020)

Dadurch, dass Myo 1f an Aktin gebunden ist, kann es andere Proteine bzw. Substrate mit Aktin
koppeln. So wurde in Mastzellen 3BP2 als Adaptormolekiil gefunden, welches an Myo 1f gebunden ist.
3BP2 ist an der Zellmigration beteiligt. Folgerichtig kommt es bei siRNA-induzierter Depletierung von
3BP2 zu verringerter Zellmigration. Hierbei interagiert 3BP2 mit dem Stammzellfaktor, der fir
Mastzellen ein wichtiges Chemokin darstellt. Uber die Bindung von 3BP2 an Myo1f und dieses an Aktin
wird letztendlich eine Verbindung von Aktin und dem Stammzellfaktor hergestellt (Navinés-Ferrer et
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al.,, 2019). Dies ist ein Beispiel dafiir, dass Bindungen von Molekiilen an Myosin 1f zu indirekter
Assoziation an das Aktinskelett fiihren kénnen.

Durch die Regulierung des Aktinzytoskeletts bei der Phagozytose kommt Myo 1f eine Bedeutung bei
der Aufnahme und Verarbeitung von Pathogenen, toten Zellen oder Proteinen zu. Auch an der
Zellmigration ist Myo 1f Uber die Beteiligung am Aktinzytoskelett involviert. Dabei spielt die
Zellmigration allgemein eine wichtige Rolle bei der Bekampfung von Infekten oder ist fiir Tumorzellen
wichtig um zu metastasieren. (Navinés-Ferrer and Martin, 2020)

In Myo 1f Knockout Mausen zeigten Immunzellen eine verminderte Motilitdit und eine erhdhte
Adhéasion. AuBerdem konnte bei einem Myosin 1f knockout in Neutrophilen eine geringere
Extravasation und Hostabwehr festgestellt werden. Die Myo 1f defizienten Maduse waren anfalliger fir
eine Infektion mit Listeria monocytogenes und hatten eine vermindert Neutrophilenreaktion. (Kim et
al., 2006) Ebenfalls in Myo 1f defizienten Mausen wurde gezeigt, dass weniger Neutrophile nach der
Induktion einer Inflammation in der Lunge, im Kremastermuskel und in der Peritonealhdhle vorhanden
waren. (Salvermoser et al., 2018)

Bei der Zellmigration von Neutrophilen hat man festgestellt, dass Myo1f eine Rolle bei der Deformation
des Nukleus im Rahmen der Uberwindung von 3D Barrieren spielt. In dem Experiment konnten sie bei
Fehlen von Myo1f kiinstlich angelegte Spalten nicht liberwinden. Dies bedeutet die Zellen waren nicht
flexibel genug die kiinstlichen Spalten zu durchdringen. Diese Eigenschaft von Myo 1f ist bedingt durch
die Fahigkeit des Proteins das Aktinzytoskelett mit Membranen verbinden zu koénnen. Auch
mechanischer Druck wird durch diese Bindung von Myosin 1f vom Aktinzytoskelett auf gebundene
Membranen, zum Beispiel des Nukleus, Gbertragen. Es kann geschlussfolgert werden, dass Myo 1f
somit auch zur zeitweiligen Formanderung von Zellen und deren Strukturen beitragt. (Salvermoser et
al., 2018)

Die Migration von Neutrophilen spielt eine wichtige Rolle beim ischdamischen Schlaganfall. So konnte
bei Mausen mit ischamischem Schlaganfall gezeigt werden, dass Neutrophile als Erste in der akuten
Phase des Schlaganfalls im Bereich des Infarkts vorkommen und dann andere Immunzellen anlocken.
Fir diese Migration der Neutrophilen hat das Myo1f eine wichtige Rolle gespielt in der Fortbewegung
der Zelle. (Wang et al., 2019)

In Makrophagen wird Myolf eine Rolle bei der Polarisation zum pro inflammatorischen M1-Typ
zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen von Myolf die Umwandlung zum pro
inflammatorischen Typ reduzierte. AuBerdem wurde bei dem Krankheitsbild der Kolitis festgestellt,
dass bei Fehlen von Myo1f weniger durch Makrophagen verursachter Epithelschaden vorhanden war.
Dies fuhrt man darauf zurlick, dass weniger proinflammatorische Makrophagen anwesend waren und
die Ausschittung von Zytokinen insgesamt vermindert wurden. (Piedra-Quintero et al., 2018)

Es wird auRerdem berichtet, dass mutiertes Myosin 1f die Tumorprogression von Schilddriisenkrebs
begiinstigen kann und einen Effekt auf die Mitochondrien hat. (Diquigiovanni et al., 2018) Weiterhin
wird far Myo 1f beschrieben, dass es an Schwerhérigkeit bzw. Taubheit beteiligt ist, da bei Patienten
entsprechende Mutationen im Myolf Gen gefunden wurden. Worauf die Schwerhdorigkeit genau
zuriickzufihren ist, auf eine erhohte Infektanfilligkeit oder eine abnormale Neutrophilen Reaktion ,
bleibt aber noch zu klaren. (Chen et al., 2001)
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1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Es wurden bereits einige Proteine und Mechanismen, die eine Rolle bei der Reifung von Borrelien-
haltigen Phagolysosomen in Makrophagen spielen, identifiziert. Der genaue Mechanismus, wie
Borrelien in Makrophagen letztendlich verdaut werden, ist bis jetzt jedoch unzureichend geklart. Es
wird eine Beteiligung weiterer Regulator- und Effektor-Proteine diskutiert.

Im Rahmen einer frilheren Vorarbeit wurden die Proteine SWS1, Skap2 und Myolf an Borrelien-
haltigen Phagosomen massenspektrometrisch nachgewiesen. Meine Arbeit verfolgt das Ziel zu klaren,
ob die oben genannten Proteine tatsdchlich an Aufnahmestrukturen oder an Phagosomen lokalisieren
und diese Prozesse beeinflussen. So kdnnten diese Proteine moglicherweise einen Einfluss auf den
Kompaktierungsprozess von Borrelia burgdorferi in primdaren humanen Makrophagen haben, der eine
notwendige Zwischenstufe in der intrazelluldren Prozessierung der Spirochate darstellt.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate
Tab. 1: Gerate

Gerat Hersteller

Autoklavierer

Thermo Scientific

Automatische Pipette

Eppendorf

Flockeneisbereiter AF-10

Scotsman

Gelkammer (SDS-Page)

Peqlab und Bio-Rad

Handschuhe WRP Dermagrip

iBlot2 Life Technologies

Inkubatoren Binder, Thermo Scientific, Sanyo
Li-Cor Bioscience

Mikroskope:

- Dragonfly 505 - Andor

- ECLIPSE Cu - Nikon

- ECLIPSE TS100 - Nikon

- TCSSP8 - Leica

NanoDrop ND-1000 PeqglLab

Neubauer Zdhlkammer

Hartenstein

NEON Transfektionssystem

Life Technologies

Netzgerate (PegPower 250/300) Peglab
pH-Meter Mettler-Toledo
Pipetboy Integra
Scanner (CanoScan 4400F) Canon
Schittelinkubator (Certomat BS-1) Sartorius

Schittler

Edmund Bihler GmbH

Spektrometer

Amersham Bioscience

Thermocycler

PeqglLab

- Sorvall RC-5B/ RC28S
- 5417R/5810R/MiniSpin,

Vortexer Janke&Kunkel GmbH&Co. KG
Waage (440-47N) Kern

Wasserbad Grant Instruments
Werkbank Hera Safe Thermo Scientific
Zentrifugen

- Thermo Scientific
- Eppendorf

2.1.2 Computerprogramme

Tab. 2: Computerprogramme

Computerprogramm Hersteller

Imagel

NIH

Image Studio

Li-Cor Biosciences

Imaris Viewer

Oxford Instruments Group

Leica LAS X Core

Leica Microsystems

Office (Word, Excel, Powerpoint)

Microsoft

Paint

Microsoft
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Medienlésungen

Tab. 3: chemische Substanzen

Name Hersteller

- 20% Serum +

- 1% (Penicillin und Streptomycin)

2-Propanol Chemsolute
Accutase Invitrogen
Antifect Schiilke

APS BioRad
Borrelienmedium:

- BSK-H - Bio & Sell

- Kanamycin - Serva

- Gentamycin - Serva

- Kaninchenserum - Bio & Sell
Bradfordreagenz BioRad

BSA Roth

CD14 beads Miltenyi Biotec
Dimethylsulfoxid Roth

DPBS Thermo Scientific
EDTA Roth

Ethanol 96% Roth
Formaldehyd-Losung 37 % Sigma-Aldrich
Hoechst 33342 Life Technologies
Lymphozyten Separations Medium 1077 PAA Laboratories
Milchpulver Roth
Monozytenmedium Im Labor hergestellt
- RPMI 1640 + - Thermo Scientific

- Von Spendern des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf
(Transfusionsmedizin)

- Sigma-Aldrich

Mowiol

Roth

PageRuler Plus prestained

Thermo Scientific

Phalloidin Thermo Scientific
Proteaseinhibitor Roche

RPMI Thermo Scientific
SDS Roth

SuperSignal West Femto und Pico Thermo Scientific
TEMED BioRad

Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
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2.1.4 Vebrauchsmaterialien

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

Deckplattchen Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG

Eppendorf tube: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt
Falcon Réhrchen: 15 und 50 ml Sarstedt
Multiwell Platte Sarstedt

Objekttrager Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG
Parafilm ,,M“ American Can Company

Pinzette Manufactures D’Outils Dumont SA
Pipettenspitzen: 10 ul, 100ul, 200 ul, 1000 ul | Sarstedt

Serologische Pipettenspitze: 5ml, 10 ml, Sarstedt

25ml

Servietten Tapira

Skalpel B. Braun Melsungen AG

Sterilfilter Sarstedt

2.1.5 Borrelienstamme
Tab. 5: Borrelia burgdorferi Stamme

Stammbezeichnung Herkunft

B31 ATCC 35210 (wt-BB)

Peter Kraiczy (Universitatsklinikum Frankfurt
am Main)

genR) (GFP-BB)

GBC726 5A4 NP1 (kanR) + pTM61 (GFP,

(Moriarty et al., 2008)

2.1.6 Antikorper

Tab. 6: Primédre und sekundare Antikorper

Name des Antikorpers Spezies Hersteller
Anti-Borrelia burgdorferi Kaninchen Antikoerper-online
Anti-Borrelia burgdorferi Maus Novus Biologicals
Anti-SWS1 Kaninchen Invitrogen
Anti-SKAP2 Kaninchen Proteintech
Anti-Myo1f Maus Santa Cruz
Anti-Maus-HRP Schaf GE Healthcare
Anti-Kaninchen-HRP Esel GE Healthcare

Anti-Maus-Alexa Fluor 488,

Esel oder Ziege

Thermo Scientific

568, 647

Anti-Kaninchen-Alexa Fluor Esel oder Ziege Thermo Scientific
488, 568, 647

Phalloidin Alexa Flour 488, - Thermo Scientific
568, 647

Hoechst 33342 - Thermo Scientific
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2.1.7 Proteinkonstrukte

Tab. 7: Plasmide fiir Konstrukte der Uberexpression und live cell imaging

GFP-SWS1 Von P. Cervero erhalten
mCherry-SWS1 Von P. Cervero erhalten
GFP-SKAP2 (zhou et al., 2011)
GFP-Myo1f Von M. Krendel erhalten
mCherry-Myo1f Von M. Krendel erhalten
RFP-SNX3 (Pons et al., 2008)
RFP-Rab5a Von S. Grinstein erhalten
2.1.8 siRNA

Tab. 8: Oligonucleotidsequenz der siRNA fiir Knockdown Experimente

SWS1 #1 Invitrogen 5-GACUUUGACAGCAAGCUGA-3'
SKAP2 #1 Von P. Cervero erhalten 5‘-CAGAUAUACUGAAAGGAGA-3*
Myolf #7 Dharmacon 5-“ACAUGGAGCCCGACCAGUA-3’

2.2 Methoden

2.2.1 Experimente mit Makrophagen

Es wurden Monozyten aus der humanen Vollblutspende isoliert und bei uns im Labor zu Makrophagen
herangeziichtet. Der Name primare humane Makrophagen leitet sich davon ab, dass ich die
Experimente mit Makrophagen aus Vollblutspenden von humanen Blutspendern des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf durchgefiihrt habe, also keine Zelllinie benutzt habe,
sondern Zellen direkt von unterschiedlichen Spendern.

Nach der Anzucht und Kultivierung der Makrophagen wurden Experimente mithilfe der
Elektroporation oder mithilfe des Viromer Blue Transfektionsreagenz durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Zellen im live cell imaging oder mittels Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen
Lasermikroskop ausgewertet.

2.2.1.1 Monozytenisolierung und Makrophagenanzucht

Die Monozytenisolierung erfolgte aus dem buffy coat, einer milchig aussehenden Schicht, nach
Zentrifugation (Eppendorf 5810 R) von Vollblut. Der buffy coat bildet sich als optisch differenzierbare
Schicht zwischen den Erythrozyten und dem Plasma und enthalt Monozyten, Lymphozyten aber auch
Thrombozyten. Die CD14 positiven Monozyten werden liber magnetische Beads die gegen CD14
gerichtet sind an einer Magnetsaule festgehalten und isoliert.

Zunéchst wird 15 ml vom Lymphozytenseperationsmedium in ein 50ml Falcon gefillt. Hierauf wird
vorsichtig 20ml vom buffy coat pipettiert, damit sich dieses nicht mit dem
Lymphozytenseperationsmedium mischt, sondern sich darauf absetzt. AnschlieBend wird die zuvor
schon auf 4°C heruntergekihlte Zentrifuge fiir 30 min bei 1500 rpm mit den Falcons beladen. Wahrend
der Zentrifugation wurden 50ml Rohrchen mit RPMI mit je 10 ml vorbereitet. In diese kommt dann der
milchig weilRe Teil, der nach der 30 mintigen Zentrifugation entstanden ist. Auch dieser Schritt wurde
vorsichtig durchgefiihrt um nix wieder zu vermischen. Anschliefend wurden die 50 ml Falcons mit
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RPMI auf 50 ml aufgefiillt und erneut bei gleichen Bedingungen fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nachdem
sich ein Sediment gebildet hatte, wurde der Uberstand an RPMI verworfen und erneut die Zellen in
RPMI resuspendiert und schlieRlich in ein GefaR zusammengefiihrt. Dieses wurde erneut bei 4°C, 1500
rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Es entstand nun ein Sediment am Boden des Falcons, welches mit
Monozytenpuffer 1,5 ml resuspendiert wurde, nachdem der Uberstand verworfen wurde. Der
Monozytenpuffer besteht aus 5mM EDTA und 0,5% humanes Serumalbumin in DPBS (Dulbecco’s
phosphate-buffered saline). Zu der Suspension aus Zellen und Monozytenpuffer wurden die auf Eis
gelagerten magnetischen CD14-beads hinzugegeben. Man inkubiert diese Suspension fiir 15 Minuten
auf Eis, damit die anti-CD14-beads binden kdnnen. Die Sdulen am Magnetstander wurden mit 1 ml
Monozytenpuffer benetzt, sodass nun die Monozyten mit den an CD14 gebundenen beads
hinzugegeben wurden. Anschliefend wurde die Sdule 2x mit Monozytenpuffer gespiilt, sodass nur die
Monozyten mit beads an der Magnetsdule hdngenbleiben. Danach wurde die Saule vom
Magnetstander entfernt und 3 ml Monozytenpuffer auf die Saule pipettiert in ein 20 ml Falcon mit
RPMI. Es wurde dann mithilfe einer Neubauerzahlkammer die Zellzahl bestimmt.

AnschlieBend begann die Aussaat von 2*10 Zellen mit 1ml| RPMI in ein well einer 6 well Platte. Diese
Platte wurde im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit bebriitet. Das anfanglich
benutzte RPMI wurde nach 3h mit teilweise toten bzw. nicht adhdrenten Zellen entfernt und durch
1,5ml Monozytenmedium ersetzt. Das Monozytenmedium bestand aus Humanserum und einem Mix
aus 100 mg/mL Penicillin-Streptomycin. Nach einem Tag wurde das Monozytenmedium gewechselt.
Die im Monozytenmedium vorhandenen Wachstumsfaktoren und Zytokine des Humanserums fiihren
nun innerhalb einer Woche im Inkubator unter oben genannten Konditionen zur Ausdifferenzierung
der Monozyten zu primaren humanen Makrophagen.

2.2.1.2 Ablosen der Makrophagen und Ausséaen und Kultivierung auf
Deckplattchen

Nachdem sich die Monozyten innerhalb einer Woche ausdifferenziert hatten, wurde das
Monozytenmedium entfernt von der 6-well Platte und die Makrophagen mit DPBS einmal gewaschen.
AnschlieBend wurde in ein well 500 pL Accutase hinzugegeben fiir 30 min, damit sich die Zellen von
der Platte l6sen lassen. AnschlieRend wurden weitere 500 uL Monozytenmedium hinzugegeben,
wodurch die Reaktion gestoppt wurde. Durch Auf und Abpipettieren von dann insgesamt 1ml pro well
wurden die Zellen abgeldst und in einem 15ml Falcon gesammelt. Dieses wurde dann bei 20°C fiir 5
min bei 1500 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
3ml DPBS resuspendiert. Es wurde dann mithilfe der Neubauerzahlkammer die Zellzahl pro
Volumeneinheit ermittelt. Nach Ermittlung der Zellkonzentration wurde erneut unter gleichen
Bedingungen fir 5 min zentrifugiert und die bendtigten Zellen entnommen. Hierzu wurden
Deckplattchen in einer 15-well Platte vorbereitet. Pro Plattchen wurden 100 - 200 000 Zellen ausgesét,
die nun adhérent werden konnten und mit denen nun die Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt
werden konnte, beispielsweise um SWS1 endogen anzufarben. Weitere Zellen wurden entnommen
und nicht direkt ausgesat fur die Elektroporation oder Knockdown Experimente.

2.2.1.3 Elektroporation mittels Neon Elektroporationssystems (Invitrogen)
Die Transfektion erfolgt mit dem Neon Elektroporationssystem von Invitrogen. Hierbei werden jeweils
Zellen auf ein Deckplattchen von 12 mm oder 18 mm Durchmesser verteilt. Flir die Konstrukte GFP-
SWS1, mCherry-SWS1, GFP-SKAP2 und mCherry-Myo1f wurde 0,5ug hochreiner Plasmid-DNA fir 100
000 Zellen benutzt. Fir die Konstrukte RFP-SNX 3 und RFP-Rab5a wurde 1ug hochreiner Plasmid-DNA
verwendet.
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Zunachst wurden die Zellen zentrifugiert und in 12uL R-Puffer resuspendiert. Es wurde dann jeweils
die DNA zur Zellsuspension gegeben. Weiterhin wurde eine Kivette mit 3ml E2-Puffer in das
Transfektionsgerat eingesetzt. Aus der Suspension von Zellen, R-Puffer und DNA wird mit den
Transfektionsspitzen, ohne Luftblasenaufnahme, 10uL pipettiert. Luftblasen sind unbedingt zu
vermeiden, da diese den elektrischen Stromimpuls storen kdnnten. Die Transfektionsspitze wird in die
Kivette mit dem E2-Puffer gesetzt und anschliefend erfolgt der Stromimpuls zweimal fiir 40 ms bei 1
000 V. Durch den Stromimpuls wird die Zellmembran permeabilisiert und die Plasmid-DNA kann
aufgenommen werden in die Zelle.

Die transfizierten Zellen werden direkt auf das 12 mm Deckplattchen gegeben und mit 100uL
Monozytenmedium, welches schon vorbereitet und auf 37°C erwarmt wurde. Die Zellen werden fir
1h bei 37°C bebritet. Nach einer Stunde wurde auf 1 ml mit Monozytenmedium aufgefiillt. Die Stunde
dient den Zellen adharent auf dem Deckplattchen zu werden. Insgesamt wurde 4 Stunden gewartet,
bis die Uberexpression stattgefunden hatte, bevor die niachsten Schritte erfolgten.

Wurde das 18 mm Durchmesser fassende Deckplattchen verwendet, so wurde die Prozedur jeweils
zweimal durchgefiihrt, sodass auf dem Plattchen 200 000 Zellen anstatt 100 000 vorhanden waren.
Das Monozytenmedium wurde entsprechend verdoppelt und es wurde zweimal transfiziert, also auch
doppelt so viel R-Puffer verwendet.

2.2.1.4 Knockdown Experimente

Die Knockdown Experimente erfolgten mit der Ubertragung von siRNA (small interfering RNA) mittels
Viromer Blue als Transfektionsreagenz in die Makrophagen. Zunachst wurden die Makrophagen, die
auf der 6-well Platte ausgesat waren bereitgestellt. Dafiir hat man das Monozytenmedium entfernt
und die Zellen einmal mit DPBS gewaschen. Dann wurde frisches Monozytenmedium 2 ml pro well
hinzugegeben. Wahrenddessen mixte man den Blue Buffer mit dem Viromerpolymer fir 5 Sekunden
auf dem Vortexer und lieR das Gemisch fiir 15 min bei Raumtemperatur wirken einschlieBlich der
jeweils zu verwendenenden siRNA.

Nach den 15 Minuten wurde das Gemisch auf die Zellen getropft und die Makrophagen wurden fiir 72
h inkubiert bzw. im Fall von Myo1f-siRNA fiir 96 h.

2.2.2 Experimente mit Borrelien

Makrophagen wurden mit Borrelien nativ infiziert und dann wurden die endogenen Proteine SWS1,
SKAP2 und Myolf angefarbt. AuRerdem wurden die Makrophagen mit Borrelien infiziert nach
erfolgtem Knockdown der oben genannten Proteine. Zusatzlich wurden die Makrophagen nach der
Elektroporation zur Uberexpression bzw. Expression bestimmter Konstrukte mit Borrelien infiziert und
zwecks live cell imaging.

Fir das Experiment der nativen Anfarbung der Proteine SWS1, SKAP2 und Myolf wurden die nach
Accutase Abloseprozedur abgelésten Makrophagen auf 12 mm Deckplattchen ausplattiert.
AnschlieRend erfolgte die Infektion mit wt-Borrelien (MOl = 100:1) bzw. GFP-exprimierende Borrelien
(MOI = 15:1) jeweils in RPMI fiir 20 — 40 min bei 37°C im Inkubator. Nach der Inkubationszeit wurden
die Zellen 3x mit PBS gewaschen und mit 3,7 %-igem Methanol haltigem Formaldehyd fiir eine Dauer
von 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Fir die endogene Farbung wurde eine Permeabilisierung der
Makrophagen mit 0,1 % Triton-X-100 in PBS erreicht bei einer Dauer von 10 min unter
Raumtemperatur. Danach wurde das Triton abgesaugt und erneut mit PBS gewaschen. Nun standen
die fixierten und permeabilisierten fiir die Immunfluoreszenzfarbung bereit.
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Bei den Knockdownexperimenten wurden die Zellen nach der 3 bzw. 4-tdgigen Inkubation mit dem
Viromer-siRNA-Gemisch mittels Accutase wie oben beschrieben abgeldst. Analog zum Experiment der
endogenen Farbung erfolgte die Ausplattierung auf 12 mm Deckplattchen. AnschlieRend wurde eine
Infektion mit wt-Borrelien (MOI = 100:1) in RPMI fir 40 min bei 37°C im Inkubator durchgefiihrt.
Daraufhin erfolgte die Absaugung des RPMI-Borrelien-Gemisches, gefolgt von drei Waschschritten mit
PBS. Danach wurden die Zellen mit 3,7 %-igem Methanol haltigem Formaldehyd fir 10 min bei
Raumtemperatur fixiert. Genau wie bei der endogenen Farbung erfolgte die Permeabilisierung mit
Triton fir 10 min bei Raumtemperatur und folgendem Waschschritt. AnschlieRend wurde abgesaugt
und erneut mit PBS gewaschen. Nun fand die Immunfluoreszenzfarbung statt.

Fiir die Experimente nach der Elektroporation zur Uberexpression wurden die Zellen, die direkt auf
Deckplattchen ausgesat waren nach einer Dauer von 4 h mit Borrelien infiziert. Hierzu wurde das
Monozytenmedium abgesaugt und anschliefend mit DPBS 2x gewaschen. Anschliefend erfolgte die
Infektion mit wt-Borrelien (MOI = 100:1) fir 40 min im Inkubator bei 37°C. Danach wurde erneut
abgesaugt und 3x mit PBS gewaschen. Es erfolgte nun die Fixierung mit 3,7 %-igem Methanol haltigem
Formaldehyd fiir 10 min bei Raumtemperatur und einem erneuten Absaug- und Waschschritt mit PBS.
Wie bei der endogenen Farbung als auch den Knockdown Experimenten wurden die Zellen mit Triton
unter gleichen Bedingungen permeabilisiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Danach wurde die
Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Die Zellen, die auf dem 18mm Deckplattchen kultiviert wurden, wurden fir das live cell imaging
genutzt. Hier erfolgte die Infektion direkt nach dem Entfernen des Monozytenmediums. Anschliefend
wurde die Mikroskopie am Dragonfly 505 Mikroskop durchgefiihrt.

Die wt-Borrelien wurden in BSK-H (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bzw. die GFP-Borrelien in
BSK Il Medium (mit 6% Kaninchenserum) aufbewahrt und unter Antibiotika Druck angeziichtet. Es
wurde 100ug/ml Gentamicin und 200ug/ml Kanamycin genutzt. Die Borrelien wurden im Inkubator bei
33°C, 1% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit gehalten.

2.2.3 Herstellung eines Western Blots

Zunéachst wurde das Gel fur die SDS-Page hergestellt. Nachdem die Zelllysate in richtiger Konzentration
bereit standen, fand die elektrophoretische Auftrennung statt. AnschlieBend wurde der Western Blot
durchgefiihrt und die Membran entwickelt und ausgewertet.

2.2.3.1 Gelherstellung fir die Proteinauftrennung

Es wurde ein Gel der Firma BioRad fir die SDS-PAGE hergestellt. Dieses bestand aus einem Trenngel
und einem Sammelgel. Zundchst hat man die Kammer fiir das Gel zusammengesetzt. Anschliefend
wurde das Trenngel gegossen, hierzu wurde jeweils 3ml des Produktes Resolver A und Resolver B
gemischt. AnschlieBend wurde 30 pL 10 %-iges APS und 3 pL TEMED hinzugegeben um die Reaktion
der Polymerisation zu starten. AnschlieRend wurde eine kleine Schicht Ethanol hinzugefiigt, damit ein
glatter Rand entsteht bevor das Sammelgel gegossen wurde. Nach Verdampfen des Ethanols wurde
das Sammelgel bestehend aus jeweils 1 ml Stacker A und Stacker B sowie 10 %-igem APS der Menge
10 pL und 2 pL TEMED hergestellt. Nach ca. 1h war das Gel bereit zur Benutzung oder wurde mit
Wasser angefeuchtet bei 4°C gelagert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Spannung von
200 V far 45 min.
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2.2.3.2 Zelllysate Herstellung

Zur Herstellung der Zelllysate wurden die mit dem Viromer-siRNA-Gemisch behandelten Zellen
zunachst auf Eis gestellt und das Nahrmedium abgesaugt. Anschliefend wurde 1 ml Lysepuffer
bestehend aus 50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 und Proteaseinhibitor
hinzugegeben je well und fiir 10 min auf Eis wirken gelassen. Dann wurden mit einem Zellschaber die
Zellen aus dem well abgekratzt und jeweils in ein Eppendorf tube Ulberfiihrt. Es erfolgte eine
Zentrifugation bei 12 000 rpm bei 4°C fir 10 min, sodass die Zelltrimmer getrennt werden konnten.
AnschlieRend erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung des Uberstandes und die Beladung mit
dem SDS-Ladepuffer (125 mM Tris-HCl pH 6,8; 4% SDS, 10% Glycerin, 10% [B-Mercaptoethanol und
0,02% Bromphenolblau)

2.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mithilfe der Methode nach Bradford
Damit im Polyacrylamid Gel eine Beladung ahnlicher Proteinkonzentrationen erfolgen kann, wird eine
Konzentrationsbestimmung durchgefihrt. 1 ml Bradford Reagenz wurde hierzu in ein Eppendorf tube
gegeben und dazu 2 pL vom Lysat bzw. fir die Kalibrierlésung 2 pL Lysepuffer. Die Eppendorf tubes
wurden kurz gevortext und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte nach
Kalibrierung die Messung am Spektrometer (Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience). Je nach
Abweichung der auf eindeutigen BSA-Verdiinnungen basierenden Kalibrierkurve wurden die Proben
verdlinnt.

2.2.3.4 Proteinubertragung auf die Membran

Die Proteinilibertragung auf die Nitrocellulosemembran von der SDS-Page erfolgte am iBlot2 (Thermo
Scientific). Hierzu wurde das Sammelgel vom Trenngel getrennt und das Gel kurz mit ddH,0 gewaschen
und in die zuvor aufgebaute Transferkammer des iBlot ohne Blasenbildung gebracht. Die Blasenbildung
ist zu vermeiden, da dadurch die Proteine nicht vom Gel auf die Membran ibergehen kdnnen. Die
Proteinlibertragung erfolgte bei Auswahl des Programm P3 (7min, 20V). AnschlieRend wurde die
Membran angefdrbt und entwickelt.

2.2.3.5 Farbung und Entwicklung des Western Blots

Die Membran wurde zunachst mit 5%igem Magermilchpulver in TBS-T bestehend aus 50 mM Tris-HCl
pH 7,8; 150 mM NaCl und 0,3% Tween 20 fir 1h behandelt. AnschlieBend wurde der erste Antikorper
(gegen SWS1, SKAP2, Myolf und BB) in einer 5 %-igen BSA Losung in TBS-T Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde drei mal mit TBS-T fiir 5 min auf dem Schiittler gewaschen. Es
wurde nun der sekundare Antikorper in einer 5 %-igen Magermilchlosung in TBS-T, welcher die
Peroxidase enthalt, die spater das Substrat umsetzt, fiir 1h mit der Membran auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgten drei 10-miniitige Waschschritte mit TBS-T. Das
Substrat fir die Peroxidase stammt aus dem SuperSignal West Pico oder Femto Chemiluminescent
Produkt der Firma Thermo Scientific. Die Detektion erfolgte mit dem Li-Cor der Firma Bioscience.
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2.2.4 Immunfluoreszenzfarbung

Die permeabiliserten und gewaschenen Zellen wurden nun mit 30 pL einer 3 %-igen BSA Losung fir 45
min geblockt. Danach wurde die Blocklosung abgesaugt und der erste Antikorper (gegen wt-BB, SWS1,
SKAP2 oder Myo1f) ebenfalls in einer Blockierlésung aber 1:1000 verdinnt fir 1h hinzugegeben und
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach abgelaufener Zeit wurde abgesaugt und drei mal mit PBS
gewaschen. Der sekunddre Antikoérper, welcher jeweils gegen den Fc-Teil des ersten Antikorpers
gerichtet war, wurde in 1:200 Verdinnung und das Phalloidin in 1:50 Verdinnung jeweils in PBS fiir 45
min inkubiert bei Raumtemperatur. Hierzu fand eine Abdunkelung der Platte statt, da am sekundaren
Antikorper jeweils das lichtsensible Fluorophor gebunden war. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
zweimal mit PBS gewaschen und die Deckplattchen standen fiir Ubertragung auf den Objekttriger
bereit. Hierzu wurde 6 pL Mowiol Lésung (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 10% Mowiol, 25 % Glycerol und
2,5% Triethylendiamin) auf den Objekttrager pipettiert. Die Deckplattchen wurden luftblasenfrei auf
die Lésung mit einer desinfizierten Pinzette gebracht. Nach Abdunkelung der Objekttrager aufgrund
der gebundenen Fluorophore, wurden diese tiber Nacht zum Ausharten der Mowiol Losung gelagert.
AnschlieBend wurden die Praparate mikroskopiert.

2.2.5 Mikroskopie

Mikroskopiert wurden die fixierten als auch die lebenden Zellen am konfokalen Mikroskop. Genutzt
habe ich hierzu das Leica SP8 X und das Andor Dragonfly 505. Dabei werden die Fluorophore mit einem
Laser angeregt und ein Detektor nimmt das dann emittierte Licht auf und Uibertragt dieses Signal an
den Computer. So kann mit dem Laser Punkt fir Punkt die Zelle durchgerastert werden und die mit
Fluorophor markierten Proteine bzw. Bestandteile sichtbar gemacht werden.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Interaktionen der drei Proteine SWS1, SKAP2 und Myo1f bei der
intrazelluldren Prozessierung von Borrelia burgdorferi an Aufnahmestrukturen und Borrelien-haltigen
Phagosomen untersucht, wenn diese in primaren humanen Makrophagen aufgenommen werden. Die
Resultate fir die drei Proteine sind nachfolgend dargestellt.

3.1 SWS1ist an Podosomen, Filopodien und Pseudopodien lokalisiert

Zunachst wurde die Verteilung von SWS1 in primaren humanen Makrophagen dargestellt. In fixierten
Zellen wurde endogenes SWS1 mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers sichtbar gemacht. Eine Rolle
von SWS1 an Lamellipodien und Zellprotrusionen wurde beschrieben in Krebszellen z.b. des malignen
Melanoms. (Huh et al., 2015)

Eine Co-Farbung in fixierten Zellen von F-Aktin durch Alexa568-Phalloidin zeigte, dass SWS1 wie zu
erwarten an Podosomen lokalisiert ist (Abb. 2)

Im live cell imaging konnten die sogenannten ,,membrane ruffles” zu deutsch Pseudopodien sichtbar
gemacht werden. Hierfir wurde ein mCherry-SWS1-Konstrukt in die Makrophagen mittels
Elektroporation eingebracht und dadurch im konfokalen Lasermikroskop sichtbar. Im Querschnitt
zweier Makrophagen (Abb. 3) zeigt sich eine Verteilung des mCherry-SWS1 in den Pseudopodien.

Anschlieend wurde eine weitere Zelle im live cell imaging beobachtet, die ebenfalls mCherry-SWS1
exprimiert und lifeact blue. Dieses dient dazu F-Aktin sichtbar zu machen. In dieser Zelle wurde ein
Filopodium beobachtet, dass gerade nach einer Borrelie greift. Man erkennt, dass mCherry-SWS1
nebst lifeact blue in dem Filopodium lokalisiert ist. (Abb. 4 H-H1)

SWS1

Phalloidin

Uberlagerun

Abb. 2: SWS1 reichert sich in Podosomen in primiren humanen Makrophagen an. A: Ubersicht iiber das F-Aktin in der Zelle
mittels Alexa568-Phalloidin. B: endogenes Staining von SWS1 mittles eines SWS1 spezifischen Antikérpers. C: Uberlagerung
beider Kanile. Man erkennt anhand der weifen Punkte in der Uberlagerung, dass SWS1 in Podosomen vorkommt. MaRstab
10 uM und 1 uM.
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Abb. 3: Querschnitt zweier Makrophagen im live cell imaging bei der Expression von mCherry-SWS1. D: Man erkennt im
Querschnitt den Nukleus in blau bei einer konfokalen Aufnahme. Man sieht die Verteilung des mCherry-SWS1 in den Zellen,
wobei vor allem in den mit Pfeilen markierten Zellprotrusionen SWS1 angereichert ist. MafRstab 10uM.

Abb. 4: mCherry-SWS1 und lifeact blue in einem Makrophagen, welches dabei war eine GFP-Borrelie mit seinem ,,Arm“
dem Filopodium zu fangen. E: lifeact blue Verteilung in der Zelle. Man erkennt das Grundgerist der Zelle und die GFP-
Borrelie. F — F1: mCherry-SWS1 mit in der Zellprotrusion welche nach der Borrelie greift. G: Uberlagerung von liefact blue,
mCherry-SWS1 und GFP-Borrelie. H-H1: Man erkennt, dass lifeact blue und SWS1 in dem Filopodium kolokalisieren. MaRstab
1und 10 uM
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3.2 SKAP2 und Myolf lassen sich an Podosomen nachweisen

Wie bereits die Arbeiten (Tanaka et al., 2016) und (Zhang et al., 2019) nahelegen, sind die Proteine
SKAP2 und Myo le am Aufbau und der Regulation der Podosomen beteiligt. Es wurde SKAP2 und
Myolf wie bereits SWS1 endogen mit einem spezifischen Antikorper und Alexa568-Phalloidin
dargestellt, um die Verteilung der Proteine in primaren, humanen Makrophagen darzustellen. In
meinen Experimenten konnte ich eine Beteiligung an den Podosomen in den Makrophagen ebenfalls
nachweisen und die bisherigen Ergebnisse verifizieren.

Phalloidin SKAP 2

Abb. 4: SKAP2 ist teilweise an Podosomen in primdren humanen Makrophagen lokalisiert. A: Ubersicht {iber das F-Aktin in
der Zelle mittels Phalloidin. B: endogenes Staining von SKAP2 mittles eines SKAP2 spezifischen Antikdrpers. C: Uberlagerung
der Phalloidin und SKAP2. Man erkennt, dass SKAP2 an den Podosomen lokalisiert ist. MaRstab 10uM und 1 puM.

Uberlagerung

Phalloidin Myolf

Abb. 5 Myolf lokalisiert an den Podosomen in primidren humanen Makrophagen. A: Ubersicht (iber das F-Aktin in der Zelle
mittels Alexa568-Phalloidin. B: endogenes Staining von Myo1f mittles eines Myo1f spezifischen Antikérpers. C: Uberlagerung
der Phalloidin und Myo1f markierten Bereiche. Man erkennt anhand der weien Punkte in der Uberlagerung, dass Myo1f mit
F-Aktin am Aufbau von Podosomen beteiligt ist. MaRstab 10 uM und 1 pM.

Uberlagerung

3.3 SWS1 lokalisiert an Aufnahmestrukturen von Borrelien und an
Phagosomen

Es wurden Versuche gemacht, um zu prifen ob SWS1 an Borrelien-haltigen Phagosomen lokalisiert

und ob es auch an Zellprotrusionen vorzufinden ist, bei der intrazellularen Aufnahme von Borrelien.

Hierzu wurden die Makrophagen mit Borrelien infiziert und anschlieRend nach 10, 20, 30 und 40
Minuten Infektionsdauer fixiert. Ziel war es zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu untersuchen, wo das
SWS1 lokalisiert. Es erfolgte eine Immunfarbung. Durch die friihzeitige Fixierung nach 10 Minuten
Infektionsdauer sollte geprift werden, ob SWS1 an den Aufnahmestrukturen der Makrophagen
beteiligt ist. Durch spatere Zeitpunkte sollte der schon ablaufende Verdauungsprozess untersucht
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werden, ob das SWS1 an den Borrelien-haltigen Phagosomen beteiligt ist im Sinne einer Anreicherung
und Lokalisierung. Ausgewertet wurden die Slides am konfokalen Lasermikroskop.

Es konnte gezeigt werden, dass SWS1 sowohl bei der Aufnahme der Borrelien in den Makrophagen an
Zellprotrusionen vorhanden ist, als auch an den Borrelien-haltigen Phagosomen selbst akkumuliert.

Hierbei war das SWS1 an allen Formen von langgestreckter Borrelie bis intermedidrem Zustand, als
auch globulérer, also schon kugelférmig, verdichteter Form, angereichert.

Insgesamt lie} sich eine Akkumulation von SWS1 an den Borrelien-haltigen Phagosomen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Borrelienprozessierung feststellen. SWS1 konnte an Windungen
(Abb. 6) als auch an den Enden der Borrelien (Abb. 7) nachgewiesen werden.

Dies bedeutet, dass das SWS1 zumindest eine Relevanz im Prozess der Aufnahme von Borrelien in
Makrophagen als auch bei der intrazellularen Prozessierung von Borrelia burgdorferi zu haben scheint,
da es sich an den Aufnahmestrukturen und den Borrelien-Phagosomen wahrend der Prozessierung
anreichert.
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SWS1 Borrelia Uberlagerung

==
—

Abb. 6: SWS1 akkumuliert an Borrelien-haltigen Phagosomen in primaren humanen Makrophagen. In den Abbildungen A-
| erkennt man, dass das SWS1 an Windungen der Borrelien sowohl an der gestreckten Form (A-C) der Borrelien akkumuliert
als auch an den Zwischenformen zwischen gestreckt und globuldr (D-1). J-K zeigt die Anreicherung von endogenem SWS1 an
der globuldaren Form.
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Abb. 7: 3D-Darstellung eines Makrophagen in dem sich mehrere Borrelien befinden und SWS1 in magenta dargestellt ist.
Die Borrelie hangt mit ihren Enden in zwei Podosomen fest, an den SWS1 angereichert ist. In der Mitte beginnt sie sich
einzurollen in die globulare Form.

Abb. 8: Makrophage mit mCherry-SWS1, lifeact blue und GFP-Borrelien im live imaging. O: mCherry-SWS1 im live cell
imaging, Man erkennt wieder die Pseudopodien und auch Filopodien, die SWS1 haltig sind und an den Borrelien anliegen. P:
GFP-Borrelien in der Lsung. Q: Uberlagerung von mCherry-SWS1 und GFP-Borrelien. Man sieht wie das SWS1 sich direkt an
die Borrelien anlegt. In der VergroRerung Q1 erkennt man, dass ein SWS1 haltiger Zellfortsatz direkt an die Borrelie angelagert
ist. R: Uberlagerung mit lifeact blue und mCherry-SWS1 plus die GFP-Borrelien. MaRstab 10 pM.
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3.4 SKAP2 und Myolf sind nicht an Borrelien-haltigen Phagosomen
angereichert

In ersten Experimenten wurden die Proteine SKAP2 und Myo1f endogen angefarbt und die Verteilung
in den Makrophagen dargestellt.

Es wurde anschlieRend in mehreren Experimenten nach Infektion, Fixation und Immunfarbung, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht, ob Myolf und SKAP2 an Borrelien-haltigen Phagosomen
lokalisieren.

Es konnte keine Anreicherung an Borrelien-haltigen Phagosomen gefunden werden. Sowohl bei der
Aufnahme der Borrelien in die Zelle als auch bei Borrelien, die in den Makrophagen prozessiert wurden,
konnte keine spezifische Anreicherung von SKAP2 oder Myo1f gefunden werden Es ist somit von keiner
spezifischen Rolle der genannten Proteine bei der Prozessierung auszugehen.

SKAP 2 Borrelia Uberlagerung

Abb. 9 SKAP2 endogene Anfirbung mit Borrelien. Es wird die langgestreckte Form (A-C) der Borrelie und SKAP2 dargestellt,
wobei keine spezifische Akkumulation des SKAP2 an der Borrelie zu eruieren ist. Auch bei der globularen Form (D-F) erkennt
man keine SKAP2 Anreicherung. MaRstab 1 pM bzw. 10 uM
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Myo1f Borrelia Uberlagerung

Abb. 10: Myo1f endogene Anfarbung mit Borrelie. Man erkennt in den Bildern G-L wieder deutlich die Myolf haltigen
Podosomen. Es sind in den Bildern G-I die langgestreckte Form der Borrelien und in den Bildern J-L die globuldare Form
erkennbar. Im Gegensatz zu Abb. 6 bei der SWS1 eindeutig angereichert war, lasst sich hier keine Anreicherung an den
Phagosomen erkennen. MaRstab 1 uM bzw. 10 uM

Erganzend zu den Farbungen der endogenen Proteine wurden anschlieend Experimente mit einer
SKAP2 Uberexpression und einer Myo1f Uberexpression durchgefiihrt mit entsprechend Fluoreszenz
markierten Konstrukten (GFP-SKAP2, GFP-Myolf). Nach Elektroporation und Aufnahme der
Konstrukte wurde am konfokalen Mikroskop gepriift, ob eine Anreicherung besteht. Auch in den
Uberexpressionsexperimenten konnte keine Anreicherung an Borrelien-haltigen Phagosomen
gefunden werden.
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GFP-SKAP2 Borrelia Uberlagerung

Abb. 11: GFP-SKAP2 Uberexpression mit je einer globuliren Borrelie. Auch bei der Uberexpression von SKAP2 zeigt sich
keine spezifische Anreicherung des Proteins an den Borrelien. Maf3stab 1 uM bzw. 10 uM

GFPIVI|01f Borrelia Uberlagerung

Abb. 12: GFP-Myo1f Uberexpression mit je einer globuldren Borrelie. Auch bei der Uberexpression von Myo1f zeigt sich
keine spezifische Anreicherung des Proteins an den Borrelien. Es fallt auf, dass Zellen mit Myo1f etwas runder aussehen als
Zellen ohne Myo1f Uberexpression. MaRstab 1 pM bzw. 10 pM.
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3.5 SWSI1 beeinflusst die phagosomale Kompaktierung von Borrelien
Nachdem gezeigt wurde, dass SWS1 an den Borrelien-haltigen Phagosomen lokalisiert, wurde nun ein
moglicher Einfluss auf die Kompaktierung Borrelien-haltiger Phagosomen untersucht.

Hierbei wurde mittels siRNA ein Knockdown des SWS1 in den Makrophagen hervorgerufen. Die
Depletion von SWS1 wurde mittels Western Blot flir die jeweiligen Experimente Uberprift. Die
Restexpression von SWS1 betrug 14,11%, sodass von einem ausreichenden Knockdown
ausgegangenen werden kann. Nach dem Knockdown fand die Infektion statt mit anschlieBender
Fixation und die Auszdhlung der Borrelienformen (elongiert, intermediar, kompaktiert) in den
Makrophagen.
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Abb. 13: Western Blot fiir SWS1 Knockdown. Es ist der Western Blot fiir ein Lysat, Makrophagen, die mit siRNA fir SWS1
bzw. einer Kontroll-siRNA (Luziferase) transfiziert wurden, dargestellt.

Es wurden die Formen elongiert und intermediar als gestreckt von kompaktierten Borrelien-haltigen
Phagosomen unterschieden. Borrelien, die teilweise in der Zelle und auflerhalb oder ganz aulRerhalb
der Zellen in der 3D Projektion sich darstellten, wurden vom Zahlprozess ausgeschlossen.

Nach Auswertung der Datensdtze, ist von einem signifikanten Unterschied zwischen den SWS1-
Knockdownzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen auszugehen von 57% in Bezug auf die
kompaktierten Borrelien.
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Abb. 14: Anzahl der Phagosomen abhdngig vom Phagosomenzustand. Balken zeigen die internalisierten Borrelienanzahl,
die kompaktiert oder gestreckt vorliegen (n= 30 Makrophagenzellen) fur die Kontrolle und die Anzahl bei den SWS1
depletierten Zellen an.
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3.6 SKAP2 und Myolf haben einen geringen Effekt auf die Kompaktierung
Nachdem keine Lokalisation an Borrelien-haltigen Phagosomen gezeigt werden konnte, sollte dennoch
ein moglicher Einfluss auf die intrazelluldre Borrelienprozessierung untersucht werden. Hierzu wurde
jeweils ein Knockdown mittels siRNA etabliert, der mittels Western Blots quantifiziert wurde. Die
Restexpression fiur SKAP2 betrug 55,77% und fir Myolf 32,37%, sodass von einem ausreichenden
Knockdown auszugehen ist.
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Abb. 15: Western Blot fiir SKAP2 und MYO1f Knockdown. Es ist der Western Blot fiir ein Lysat, Makrophagen, die mit siRNA
flr SKAP2 einmal bzw. ein anderes Mal fiir MYO1f, sowie einer Kontroll-siRNA (Luziferase) transfiziert wurden, dargestellt.

Es wurden die Formen elongiert und intermediar als gestreckt von kompaktierten Borrelien-haltigen
Phagosomen unterschieden. Borrelien, die teilweise in der Zelle und auRerhalb oder ganz aulRerhalb
der Zellen in der 3D Projektion sich darstellten, wurden vom Zahlprozess ausgeschlossen.

Fir die SKAP2- und Myo1f-Depletion ergab sich jeweils ein nicht signifikanter Unterschied von 26%.
Schlussfolgernd kann von keinem wesentlichen Effekt bei dem Prozess der Borrelienprozessierung fir
SKAP2 und Myolf ausgegangen werden, der sich auch mit einer nicht vorhandenen Kolokalisation an
den Borrelien-haltigen Phagosomen deckt.

Quantifizierung der Phagosomenzustande fur SKAP2 und
MYO1f Knockdown
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Abb. 16: Anzahl der Phagosomen abhangig vom Phagosomenzustand. Balken zeigen die internalisierten Borrelienanzahl (n=
30 Zellen) fur die Kontrolle und die SKAP2 bzw. MYO1f depletierten Zellen an.
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3.7 SWS1 ko-lokalisiert weder mit SNX3 noch mit RAB5a in priméaren, humanen
Makrophagen

Ergebnisse aus (Klose et al., 2019) hatten gezeigt, dass das Adaptorprotein Sorting Nexin-3 (SNX3) mit
Borrelien-haltigen Phagosomen lokalisiert und bei der Prozessierung der Bakterien in primaren
humanen Makrophagen eine Rolle spielt. Auch fir die kleine GTPase RAB5a zeigte die Arbeit von (Naj
and Linder, 2015) in diesem Prozess eine Funktion. Im live cell imaging am Dragonfly-Mikroskop wurde
gepriift, ob im Makrophagen eine Ko-Lokalisation fiir GFP-SWS1 und RFP-SNX3 bzw. fiir GFP-SWS1 und
RFP-Rab5a vorliegt. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Proteine nicht miteinander in der
Nativzelle colokalisieren. Ob ein Zusammenspiel bei der Prozessierung der Borrelien vorhanden ist,
muss noch geprift werden, da alle drei Proteine an diesem Prozess beteiligt zu sein scheinen.

GFP-SWs1 RFP-SNX3 Uberlagerung

Abb. 17: GFP-SWS1 und RFP-SNX3 zusammen exprimiert in einem Makrophagen. A: Man erkennt die Verteilung des GFP-
SWS1 in der Zelle. B: Dargestellt sind die RFP-SNX3 Vesikel in der gleichen Zelle. C: Bei der Uberlagerung zeigt sich keine
Kolokalisation fiir GFP-SWS1 und RFP-SNX3, da es zu keinen gelben Uberlagerungen kommt.

GFP-SWS1 RFP-Rab5a Uberlagerung

Abb. 18: GFP-SWS1 und RFP-Rab5a zusammen exprimiert in einem Makrophagen. D: Man erkennt die Verteilung des GFP-
SWS1 im Makrophagen. E: Das RFP-Rab5a ist dargestellt in der Zelle. F: Bei der Uberlagerung beider Proteine, zeigte sich
keine Ko-Lokalisation.
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4 Diskussion

Ziel meiner Fragestellung war es, die Relevanz der Proteine SWS1, SKAP2 und Myolf fir die
Verarbeitung und intrazelleuldre Prozessierung von Borrelia burgdorferi durch humane Makrophagen
zu prifen. Auch die Beteiligung der Proteine an Podosomen in humanen Makrophagen wurde
untersucht. Dabei nutzte ich unterschiedliche Methoden wie die Uberexpression, den siRNA-
vermittelten Knockdown und das live cell imaging.

Meine Ergebnisse kdnnen einmal hinsichtlich der Podosomen betrachtet werden und andermal
bezliglich der Beteiligung an der Borrelienprozessierung.

Zum ersten Punkt haben meine Ergebnisse eine Anreicherung von SWS1, SKAP2 und Myolf an
Podosomen in primaren humanen Makrophagen gezeigt. Bei SKAP2 ist die Anreicherung an
Podosomen bereits beschrieben worden, sodass meine Ergebnisse diese Kenntnis bestatigt haben
(Tanaka et al., 2016). Die Anreicherung von SWS1 und Myo1lf an Podosomen wurde bis jetzt (April
2023) noch nicht beschrieben, sodass sich die Frage, um die Bedeutung und die Funktion stellt.

Weiterhin zeigte sich in meinen Ergebnissen, dass die Proteine SKAP2 und Myo1lf keine spezifische
Anreicherung an Borrelien-haltigen Phagosomen haben noch eine Beteiligung bei der Aufnahme dieses
Erregers aufweisen. Auch eine funktionelle Bedeutung bei Depletion der Proteine blieb nicht
signifikant. Fir SWS1 konnte ich eine Anreicherung in verschiedenen Stadien der
Borrelienprozessierung feststellen. So akkumulierte SWS1 sowohl bei der Aufnahme als auch bei der
intrazelluldren Verarbeitung. Hierbei zeigte sich sowohl an der lang-gestreckten Borrelie, als auch an
der globuldren und der Zwischenform zwischen gestreckt und globuldr eine Anreicherung am
borrelienhaltigen-Phagolysosom. Im live cell imaging konnte das SWS1 direkt an der lebenden Borrelie
nachgewiesen werden, sodass auch hier von einer Funktion auszugehen ist. Bei der Depletion von
SWS1 konnte ein signifikantes Ergebnis festgestellt werden. Es kam zu einer geringeren Kompaktierung
und damit Verdichtung der Borrelien in SWS1-Knockdownzellen, sodass das SWS1 funktionell als
bedeutend fir den Prozess der Kompaktierung einzustufen ist. Es stellt sich nun die Frage, ob SWS1
ein neuer Regulator der Aufnahme von Borrelien und deren Verarbeitung im Makrophagen ist.

4.1 SWS1 und Myolf - neue Kandidaten fur die Podosomenstruktur in
Makrophagen?

Podosomen wurden als aktinreiche Adhasionsstrukturen in primdren humanen Makrophagen
beschrieben, die auch der Fortbewegung der Zelle dienen (Linder et al., 1999). Uber 300 Bestandteile
bilden den Podosomen des Makrophagens und sind am Lebenszyklus dieser Zellstruktur beteiligt. In
Bezug auf meine Ergebnisse wurde bereits gezeigt, dass das Myosin lla mit Forminen, die in
Podosomen eine Rolle spielen, interagiert (Linder and Cervero, 2020). Das Myosin lla wird hierbei an
neue Aktin Strukturen rekrutiert (Gateva et al., 2017).

In meinen Ergebnissen konnte ich die Anreicherung von einem weiteren Myosin, namlich dem Myo1f
an Podosomen in Makrophagen bei der Anfarbung von endogenem Myo1f nachweisen. Es stellt sich
nun die Frage, ob Myo1f ein weiteres Myosin ist, welches beispielsweise mit Forminen in Podosomen
interagiert oder generell welche Rolle es im Lebenszyklus eines Podosomen hat. Die Beteiligung
weiterer Myosine in den Podosomen, so z.B. des Myo1f, wiirde auch die gute mechanische Fahigkeit
des Podosomen erklaren (Linder and Cervero, 2020).

Flr SWS1 zeigte sich ebenfalls bei der Anfarbung von endogenem SWS1 eine Anreicherung in den
Podosomen in meinen Ergebnissen. Diese Anreicherung war wie beim Myolf oder nicht infizierten

Zellen vorhanden, sodass auch von einem weiteren Bestandteil an der Podosomenbildung im
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Makrophagen gesprochen werden kann. Ein moglicher Grund der Beteiligung von SWS1 an
Podosomen, kdnnte dessen Funktion sein. So ist das Protein in der Lage Aktin zu biindeln und da es
sich bei Podosomen um aktinreiche Strukturen handelt, konnte dies die Beteiligung von SWS1 an
Podosomen erkladren.

4.2 Swiprosin 1 - Ein neuer Kandidat fur die Aufnahme von Borrelien und
Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts in den Makrophagen?

Das Zytoskelett ist ein Netzwerk von Proteinen, das die Form und Bewegung von Zellen beeinflusst. In
meinen Experimenten konnte ich nachweisen, dass SWS1 an verschiedenen Strukturen wie Filopodien,
Membranprotrusionen und Podosomen beteiligt ist. Diese sind an der Fortbewegung und Adhasion
der Zelle beteiligt.

Makrophagen als mobile Zellen bewegen sich an den Ort der Infektion mit Borrelien, wie beim
Erythema migrans nachgewiesen wurde (Jones et al.,, 2008). Ich konnte in meiner Arbeit die
Mitbeteiligung des SWS1 an Filopodien und coiling-Pseudopodien nachweisen. Filopodien und coiling-
Pseudopodien sind Strukturen, mit denen der Makrophage Borrelien fangt und immobilisiert. Das
SWS1 als Bestandteil beider Strukturen kénnte mafligeblich an der Ausbildung und Motilitdt beteiligt
sein.

Die Bedeutung von SWS1 fiir die Migration des Makrophagen miisste noch weiter geklart werden,
hinsichtlich, ob die Beweglichkeit der Zellen bei einem Knockdown oder Knockout beeinflusst wird. So
wurde in Kardiomyozyten nach einem Herzinfarkt gezeigt, dass SWS1 vermehrt angereichert war. Nach
einem Herzinfarkt findet generell ein Umbau der Zellstrukturen im Herzen statt. Die Anreicherung von
SWS1 in den sich reorganisierenden und migrierenden Zellen spricht fur eine Funktion des SWS1 bei
der Bewegung der Zellen (Giricz et al., 2020).

Weiterhin wurde herausgefunden, dass SWS1 bei der Invasion und Migration von Melanomzellen eine
Rolle haben kdnnte. So metastasierten Melanomzellen, die endogenes SWS1 exprimieren mehr als
Melanomzellen, bei denen ein Knockdown von SWS1 durchgefiihrt wurde. Die Uberexpression von
SWS1 in Melanomzellen fiihrte im Mausmodell beispielsweise zu mehr Lungenmetastasen (Huh et al.,
2015).

Mittels KEGG Untersuchung wurde auBerdem gezeigt, dass SWS1 reichlich an Phagosomen, aber auch
bei Epstein Barr Virus Infektion oder Staphylococcus aureus Infektion vorkommt (Wang et al., 2022).
Meine Resultate stiitzen die Tatsache, dass an Phagosomen in diesem Fall borrelienhaltigen
Phagosomen SWS1 vermehrt aufzufinden ist, sodass generell ein Einfluss bei Infektionen vorhanden
zu sein scheint und das SWS1 eine Rolle am Reifungsprozess des Phagosomen zu spielen scheint.

SWS1 im Allgemeinen biindelt F-Aktin nachdem es zu einer Homodimerisierung des Proteins
gekommen ist. Hierflir ist das Ca2+ von wichtiger Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass
bestimmte Bakterien wie P. aeruginosa, Salmonellen oder Escherichia coli in der Lage sind, die
Calciumkonzentrationen der Wirtszellen zu dndern. (King et al., 2020) Ob Borrelia burgdorferi ebenfalls
zu einer Kalziummobilisation in Makrophagen fihrt und damit zur Homodimerisierung des SWS1
beitragt, bleibt weiter zu erforschen. Es konnte bis jetzt gezeigt werden, dass Borrelia burgdorferi zur
Calciummobilisation in Neutrophilen flihrt. (Suhonen et al., 2000) Fir Makrophagen misste dieser
Zusammenhang noch eruriert werden, wirde aber einen moglichen Mechanismus fiir die
Anreicherung und Funktion des SWS1 an den borrelienhaltigen Phagosomen erklaren.
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Weiterhin scheint SWS1 an der generellen Entziindungsreaktion beteiligt zu sein. So konnte gezeigt
werden, dass SWS1 proinflammatorische Zytokine wie z.b. TNF alpha in Mastzellen verstarkt. (Thylur
et al., 2009) Ob dies auch bei der Borrelienbekdmpfung des Organismus in Makrophagen eine Rolle
spielt, miisste noch weiter erforscht werden.

4.3 Steigert SWS1 Knockdown das intrazellulare Uberleben der Borrelien?

Ich konnte zeigen, dass ein Knockdown von SWS1 in Makrophagen zu einer signifikant geringeren
Kompaktierung und damit Prozessierung der Borrelien fihrt. Ob dies auch mit einem ldngerem
intrazelluldren Uberleben der Borrelien einhergeht, miisste in einem Uberlebensassay beispielsweise
weiter erforscht werden.

Es wird zudem berichtet, dass SWS1 in septischen Mausen eine wichtige Rolle spielt. So fihrte eine
SWS1 Depletion in septischen Mausen zu einer erhohten Mortalitdt, schwererem Organschaden und
einer geringeren Makrophagenrekrutierung in Niere und Lunge. Der SWS1 Mangel ging mit einer
Immunsuppression einher und es wurden weniger HLA- Molekiile auf den Makrophagen reprasentiert.
AulRerdem wurden weniger proinflammatorische Zytokine hergestellt (Zhang et al., 2018) Dies zeigt,
dass SWS1 eine wichtige Rolle bei einer Bakterieninfektion wie einer Sepsis fir die Makrophagen zu
haben scheint. Es zeigt sich, dass SWS1 eine wichtige Rolle bei der Migration von Makrophagen in
Organen bei der bakteriellen Abwehr hat, als auch bei der Herstellung proinflammatorischer Zytokine
und der besseren Antigenprasentierung. So konnte ein SWS1 Mangel den erhéhten Organschaden
durch Bakterien und die hohere Mortalitat septischer Mause erkldaren und damit auch das verlangerte
Uberleben der Bakterien.

Weiterhin konnte (Tu et al., 2018) nachweisen, dass mehr SWS1 in Makrophagen produziert wird,
wenn die Makrophagen durch LPS stimuliert werden. Das bedeutet, dass das SWS1 eine zentrale Rolle
bei der bakteriellen Abwehr zu spielen scheint. Ich konnte ebenfalls eine Anreicherung des SWS1 an
Borrelien-haltigen Phagosomen feststellen. Es handelt sich bei BB um ein gramnegatives und ein LPS
negatives Bakterium. Es bleibt zu diskutieren auf welchem Weg das SWS1 bei BB aktiviert wird,
moglicherweise wie oben beschrieben (iber eine Calciummobilisation. Weiterhin musste eruiert
werden, ob Bakterien mit einer ausgepragten LPS Exprimierung zu mehr SWS1 fiihren und somit besser
abgewehrt und prozessiert werden als Bakterien mit geringerer LPS Exprimierung.

4.4 Ausblick

Meine Experimente und Ergebnisse lassen sich in den aktuellen Stand der Forschung um Podosomen
und deren Aufbau als auch um die Prozessierung von Borrelien in Makrophagen einbetten.

Fortfilhren kdnnte man die Forschung von SWS1 und Myolf an den Podosomen, indem man
untersucht, wie sich ein Knockdown dieser Proteine auf die Podosomenformation, den Aufbau und
den Lebenszyklus auswirkt. Man kénnte hierzu die Anzahl der Podosomen und deren Lebensdauer
begutachten.

Weiterhin bliebe der molekulare Mechanismus des SWS1 fiir die Borrelienprozessierung zu eruieren.
So kénnte man Plasmide mit unterschiedlichen Domanenanteilen des Proteins herstellen. Dann wiirde
man das SWS1 in den Zellen herunterregulieren und die Plasmide einschleusen und sehen, wie sich
das Protein ohne bestimmte Domanen verhdlt. So kdnnte man die Signifikanz der einzelnen
Proteindomanen fir die Funktion des SWS1 entschlisseln. So wird beispielsweise postuliert, dass die
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Calciumbindung fiir die Homodimerisierung und damit die Funktion wichtig ist. Ein Knockout dieser
Domane, misste das SWS1 beispielsweise funktionslos machen.

Des Weiteren liel§ sich das Projekt mit anderen Bakterien erweitern um die Bedeutung des SWS1 wie
bereits in der KEGG Untersuchung von Wang et al. zu untersuchen.

Ein weiteres aktuelles Paper von (Moreno-Layseca et al., 2020) bringt auRerdem das Rab21 und
Integrine mit SWS1 in Verbindung. So habe ich mich mit dem Rab5a und einer mdglichen Kolokalisation
beschéftigt, jedoch ware das Rab21 ebenfalls ein interessanter zu untersuchender Kandidat in
Zusammenhang mit Borrelien. Es lassen sich insgesamt viele weitere Experimente basierend auf
meinen Ergebnissen und der aktuellen Literatur anschliefen, um die neuen Resultate einordnen zu
kénnen.
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5 Zusammenfassung

Borrelia burgdorferi ist der Erreger der Lyme Borreliose und wird durch Zeckenstiche auf den
Menschen Ubertragen. Makrophagen als Teil des Immunsystems sind an der Beseitigung dieses
Erregers mitbeteiligt. Hierbei wird das Bakterium iber Membranprotrusionen aufgenommen und im
Makrophagen im Phagolysosomen prozessiert. Am Prozess der Verdichtung des lang gestreckten
Bakteriums in die globular, verdichtete Form sind verschiedene Proteine beteiligt.

In meiner Arbeit habe ich mich mit der Bedeutung der Proteine SWS1, SKAP2 und Myo1f beim Prozess
der Borrelienprozessierung und bei der Bedeutung fiir die intrazellulare Aufnahme des Bakteriums
beschéaftigt. In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass alle drei Proteine an Podosomen des
Makrophagen beteiligt sind. Weiterhin konnte ich die Beteiligung von SWS1 an Aufnahmestrukturen
flir Borrelien nachweisen.

Fiir den Prozess der Phagolysosomreifung konnte ich zeigen, dass die Proteine SKAP2 und Myolf
keinen wesentlichen Einfluss haben. Sodass diese weder an den Phagolysosomen selbst beteiligt
waren, als auch keinen signifikanten Einfluss auf die Kompaktierung der Borrelien haben. Jedoch
konnte flir SWS1 eine Akkumulation spezifisch an den Phagolysosomen gezeigt werden, sowohl bei
lang gestreckten als auch bei schon verdichteten, globuldren Borrelien. AulRerdem konnte in
Knockdown Experimenten eine wichtige Funktion fiir die Borrelienprozessierung dargestellt werden.

Summary

Borrelia burgdorferi is the causative agent of Lyme borreliosis and is transmitted to humans through
tick bites. Macrophages as part of the immune system are involved in the elimination of this pathogen.
Here, the bacterium is taken up via membrane protrusions and processed in the macrophage in the
phagolysosome. Various proteins are involved in the process of condensing the elongated bacterium
into the globular, condensed form.

In my work, | dealt with the importance of the proteins SWS1, SKAP2 and Myo1f in the process of
Borrelia processing and in the importance for the uptake of the bacterium. | was able to show that all
three proteins are involved in podosomes of the macrophage. Furthermore, | could prove the
involvement of SWS1 in uptake structures for Borrelia.

For the process of phagolysosome maturation, | could show that the proteins SKAP2 and Myolf have
no significant influence. Thus, they were neither involved in the phagolysosomes themselves, nor did
they have any significant influence on the compaction of the Borrelia. However, SWS1 was shown to
accumulate specifically at the phagolysosomes, both in elongated and in already compacted globular
Borrelia. In addition, an important function for Borrelia processing could be shown in knockdown
experiments.
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6 Abklrzungsverzeichnis

ADAP Adhesion and degranulation-promoting adapter protein
Arp actin related protein

Bb Borrelia burgdorferi

BSA bovines Serumalbumin

BSK-H Barbour-Stoenner-Kelly H

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline
ECM Erythema chronicum migrans

EFHD2 EF-hand domain-containing protein D2
EZM Extrazelluldre Matrix

F-Aktin filamentoses Aktin

FcyR Fc gamma receptors

GDP Guanosindiphosphat

GFP green fluorescent protein

GTP Guanosintriphosphat

IFN-y Interferon gamma

IL Interleukin

Lampl Lysosomal-associated membrane protein 1
LCB Lymphadenosis cutis benigna

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsaure

M-CSF Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
MHC major histocompability complex

MOI multiplicity of infection

Myo1f Myosin 1f

OspA outer surface protein A

Ospc outer surface protein c

Page Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS phosphate buffered saline

Rab Ras-related proteins in brain

Rpm rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Natriumdodecylsulfat

SFK Src Familien Kinasen

SH3-Domane SRC homology 3 Domadne

Sirpa Signal regulatory protein a

SKAP2 Src kinase-associated phosphoprotein 2
SNX3 Sorting nexin 3

SWS1 Swiprosin-1

TAM Tumor assoziierte Makrophagen
TBS-T Tris buffered saline with tween

Temed Tetramethylethylendiamin

TGF B Transforming growth factor

TLR Toll like receptor

TNF-a Tumor Nekrose Faktor a

Wt-Borrelien

wild type Borrelien
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