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Zusammenfassung 

Shigellen sind enteroinvasive E. coli-Klone, die beim Menschen das Krankheitsbild der 

bakteriellen Ruhr verursachen. Wichtige Virulenzeigenschaften dieser Bakterien werden 

von dem 220 kb großen Plasmid pINV kodiert. Die für das Krankheitsbild typischen blutig-

eitrigen Durchfälle sind Folge der retrograden Zerstörung der Kolon-Mukosa ausgehend 

von der initialen Infektion im Bereich des Recto-Sigmoids. Die Infektion der Darmmukosa 

erfolgt über M-Zellen und assoziierte Makrophagen, nach deren apoptotischem Untergang 

das Bakterium Zugang zum basolateralen Pol der Enterozyten erhält; eine direkte 

Infektion der Enterozyten vom Darmlumen über deren apikalen Pol wird nicht beobachtet. 

Das eigentliche Ziel der invasiven Shigellen ist das Zytoplasma des Enterozyten, da nur 

dort eine relevante Replikation der Bakterien stattfindet. Dabei wird die Ausbreitung der 

Bakterien durch ihre Fähigkeit begünstigt, von einer primär infizierten Epithelzelle 

ausgehend benachbarte Epithelzellen über Plasmamembran-Ausstülpungen zu infizieren, 

ohne dabei den geschützten Raum des epithelialen Zytoplasmas zu verlassen. Die 

Aufklärung des epithelialen Invasionsmechanismus auf molekularer Ebene ist deshalb 

von essenzieller Bedeutung für das Verständnis sowohl der Pathogenese der Erkrankung 

als auch der Ökologie des Erregers. Die Infektion humaner Epithelzellen durch Shigellen 

erfolgt durch bakterielle Induktion von Membranausstülpungen, die über dem Bakterium 

fusionieren und morphologisch der Makropinozytose ähneln. Die Ausbildung der 

zellulären Protrusionen geht mit bedeutenden Umbauvorgängen des Zytoskeletts einher. 

Wir konnten zunächst in einer mikromorphologischen Analyse die einzelnen Etappen des 

Zytoskelett-Umbaus sowie die Mikroarchitektur der Protrusionen beschreiben. 

Anschließend gelang es, mit T-Plastin, Rho und einem Myosin IX Struktur- und 

Regulations-Moleküle zu identifizieren, die für die bakterielle Invasion funktionell 

bedeutend sind. Dabei fielen unterschiedliche bakteriell induzierte Rekrutierungsmuster 

verschiedener Rho-Isoformen und verschiedener Proteine der Rho-Familie auf. 

Insbesondere wurden RhoA und RhoC in unterschiedliche Bereiche des 

Invasionskomplexes rekrutiert. Mit umfangreichen Mutationsanalysen dieser Rho-

Isoformen gelang es schließlich erstmals, ein humanes Proteinmotiv mit Techniken der 

`zellulären Mikrobiologie´ zu charakterisieren. Das mit Hilfe unseres Shigellen-

Infektionsmodells an Epithelzellen beschriebene Rekrutierungsmotiv von Rho dürfte von 

fundamentaler Bedeutung sein für die räumliche Aktivitätsregulation dieser Proteinfamilie 

in normalen und in stimulierten Zellen. 

Schlagworte 
E. coli, Shigellen, Epithelzellen, Invasion, Zytoskelett, Kompartimente, GTPasen, Rho 
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Abstract 

Shigella comprise enteroinvasive clones of E. coli and are the cause of bacillary dysentery 

in humans. Important virulence traits of these bacteria are encoded by the 220 kb pINV 

plasmid. The bloody-purulent diarrhea typically seen in this disease results from 

retrograde destruction of colonic mucosa after inital infection of the recto-sigmoid. 

Infection of intestinal mucosa is via M-cells and associated macrophages. After apoptotic 

degradation of macrophages the microorganism gains access to the basolateral pole of 

enterocytes. Direct infection of enterocytes from the intestinal lumen via the apical pole is 

not observed. Invasive shigella target the cytoplasm of enterocytes since relevant 

microbial replication only takes place in this compartment. Microbial spread within the 

epithelial cell layer is via protrusions of the cytoplasmic membrane that reach from cell to 

cell thus enabling intercellular transitions without leaving the safe cytoplasmic 

compartment of epithelial cells. Insight into the molecular mechanisms of epithelial cell 

invasion is therefore essential for the comprehension of the pathogenesis of the disease 

as well as the ecology of the microorganism. Infection of human epithelial cells by Shigella 

results from bacteria-induced formation of membraneous protrusions that finally fuse 

above the bacterium and morphologically resemble macropinocytosis. The formation of 

cellular protrusions is associated with important rearrangements of the cytoskeleton. In a 

micromorphological study we first described the different steps of cytoskeletal 

reorganization and the microarchitecture of the protrusions. We then could identify 

structure and regulatory molecules that are functionally involved in bacterial entry: T-

plastin, Rho and a myosin IX. These studies also showed different bacteria-induced 

recruitment patterns of Rho isoforms and of various members of the Rho protein family. In 

particular, RhoA and RhoC were recruited into different regions of the invasion structure. 

Using exhaustive mutation analysis of these Rho isoforms, we for the first time 

characterized a human protein motif using methods of `cellular microbiology´. The 

recruitment motif described using our model of epithelial cell invasion by Shigella should 

be significant for the spatial regulation of activity of this protein family in normal and in 

stimulated cells. 

Keywords 
E. coli, Shigella, epithelial cells, invasion, cytoskeleton, compartments, GTPases, rho 
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1 Einleitung 
1.1 Shigellen als Erreger der bakteriellen Dysenterie 

Shigellen sind stäbchenförmige, unbewegliche, gramnegative Bakterien, die zur Familie 

der Enterobakteriazeen gerechnet werden. Sie sind fakultativ anaerob und gehören zu 

den sogenannten enteroinvasiven Bakterien, das heißt sie besitzen die Fähigkeit, in 

verschiedene Zellen der Darmwand einzudringen. Neuere phylogenetische 

Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei Shigellen eigentlich um Klone der 

Spezies Escherichia coli handelt (136; 204; 205; 217). Einer entsprechenden Übereinkunft 

in der Literatur folgend werden die traditionellen `Shigella-Spezies´ S. dysenteriae, S. 

flexneri, S. sonnei und S. boydii deshalb in dieser Arbeit als E. coli Dysenteriae, Flexneri, 

Sonnei oder Boydii angesprochen. Die Bezeichnungen `Shigellen´ oder `Shigella´ (jeweils 

in nicht-kursiver Schreibweise) werden zur allgemeinen Benennung der unter der 

traditionellen Gattungsbezeichnung `Shigella´ zusammengefassten E. coli-Klone 

verwendet. Nach phylogenetischen Studien entstanden Shigellen 8 mal unabhängig 

voneinander innerhalb der Spezies E. coli. 3 Klone haben sich zwischenzeitlich in 

verschiedene Serogruppen differenziert und bilden den Ursprung der cluster 1-3, die 

anderen 5 Klone sind serologisch homogen. Demnach sind cluster 1 und 2 vor etwa 50 

000-270 000 Jahren entstanden, während der Ursprung von cluster 3 ca. 35 000 bis 170 

000 Jahre zurückliegt (205). Das Genom umfasst ca. 4,6 Mio. Basenpaare mit einem 

durchschnittlichen G+C-Gehalt von 51%. Shigellen-DNA enthält eine Vielzahl mobiler 

genetischer Elemente einschließlich ca. 300 Insertions- (IS-) Elemente auf dem 

Chromosom und ca. 90 IS-Elemente auf dem Virulenzplasmid, womit das Shigella-Genom 

das IS-reichste aller bisher untersuchter Enterobakteriazeen-Genome darstellt (41; 118; 

308). Die meisten Virulenzfaktoren liegen auf dem Virulenzplasmid (pINV) oder sind Teil 

chromosomaler Pathogenitätsinseln (PAIs). Sieben Geninseln sind mit tRNA-Genen 

assoziiert: selC, leuX, aspV, asnT, argW, pheV und glyU; vier davon enthalten Integrasen 

(308). Neben der Integration von PAIs ist das Shigella-Genom auch charakterisiert durch 

eine große Zahl von Pseudogenen. Der Verlust von Genfunktionen korreliert mit der 

Adaption dieser Bakterien an eine vorwiegend intrazelluläre Lebensweise (118; 157). 

Zusätzlich zu dem obligaten pINV-Plasmid besitzen einige Shigellen weitere Plasmide. 

Weit verbreitet sind inzwischen Resistenzplasmide, deren Prototyp NR1 darstellt (315). 

Man nimmt an, dass ein chromosomaler PAI (SRL PAI), der für einen multiresistenten 

Phänotyp kodiert, durch Integration von Sequenzen eines NR1-artigen Plasmids 

entstanden ist (207). Das 3 kb kleine pHS-2 Plasmid wurde mit dem arthritogenen 

Potenzial von Shigellen assoziiert (262; 263) und kodiert im Wesentlichen für CldpHS-2, ein 

Faktor, der die Zahl polymerisierter Untereinheiten und damit die Kettenlänge der O-

Seitenkette des Lipopolysaccharids (LPS) modifiziert (261). pHS-2 positive Shigella-
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Isolate zeigen eine bimodale Verteilung der O-Seitenkettenlängen mit bevorzugten 

Kettenlängen von 15 und 90 Untereinheiten, die Kettenlängen von pHS-2 negativen 

Shigellen streuen um 15 Untereinheiten (111; 261). Wir konnten kürzlich zeigen, dass das 

pHS-2 Plasmid präferentiell bei cluster 3-Shigellen gefunden wird, die auch mit praktisch 

sämtlichen beim Menschen beobachteten Fällen von Shigella-induzierter Reaktiver 

Arthritis assoziiert sind (6). 

Shigellen sind weltweit endemisch und wurden bereits 1887 als Erreger der bakteriellen 

Ruhr beim Menschen beschrieben, wobei der Typstamm zunächst als Bacillus 

dysentericus bezeichnet wurde (250; 317). Der Mensch ist der einzige bekannte reguläre 

Wirt dieser enteroinvasiven Bakterien. Shigellen besitzen keine besondere 

Umweltresistenz und replizieren auch nicht - im Gegensatz zu Listerien oder Yersinien - 

bei geringer Umgebungstemperatur (316). Meim Menschen kommen keine 

Dauerausscheider mit Shigellen vor. Zur Aufrechterhaltung einer kritischen Masse 

vermehrungsfähiger Bakterien benötigen Shigellen deshalb einen hocheffizienten 

Infektionsmechanismus beim Menschen. Der hohen Kontagiosität des Erregers entspricht 

die sehr geringe Infektionsdosis von 10-100 Bakterien (72). Die Übertragung erfolgt meist 

fäkal-oral; dabei kann die Erkrankung nicht nur über direkten Kontakt, sondern auch über 

Nahrungsmittel (93; 106; 122) übertragen werden. Aufgrund der geringen Infektionsdosis 

kann die Shigellose auch in fäkal kontaminierten Badeseen (34; 124) erworben werden. 

Ist kontaminiertes Trinkwasser die Infektionsquelle (78; 251; 270), können große 

Shigellose-Ausbrüche resultieren. Die geringe Infektionsdosis dürfte auch Ursache dafür 

sein, dass Hausfliegen als Vektoren eine wichtige Rolle spielen können (55). Nicht selten 

findet man Shigellose-Epidemien in Kindertagesstätten, deren Beherrschung den Einsatz 

rigoroser Hygiene-Maßnahmen erfordert (110; 142; 196; 247). Schließlich kann die 

Shigellose auch als sexuell übertragbare Erkrankung auftreten (14; 120; 137; 314). 

Weltweit rechnet man jährlich mit ca. 163 Millionen Shigellosen in Entwicklungsländern 

und ca. 1,5 Millionen Fällen in Industrieländern (130). Dabei sind etwa 2/3 der Patienten in 

Entwicklungsländern und etwa 1/3 der Patienten in Industrieländern Kinder im Alter 

zwischen 0 und 4 Jahren. In Entwicklungsländern sterben ca. 1,1 Millionen Menschen 

jährlich an Shigellose, davon etwa 60% Kinder unter 5 Jahren (130). Für die 

Industrieländer geht man von ca. 3000 letalen Verläufen pro Jahr aus. Die Inkubationszeit 

der Shigellose hängt u.a. von der Infektionsdosis ab und beträgt ca. 1-4 Tage. Nach 

kurzen Prodromi mit Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen und Temperaturerhöhung 

bestimmen zunehmend abdominale Beschwerden das Krankheitsbild. Dabei stehen 

Übelkeit und abdominale Schmerzen mit Tenesmen im Vordergrund. Zahlreiche weiche, 

purulente Stühle, die im weiteren Verlauf blutig-schleimige Auflagerungen zeigen können 

und unter Schmerzen abgesetzt werden, charakterisieren den weiteren Verlauf der 
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Shigellose. Nicht selten sind aber auch wässrige Stühle, insbesondere in der 

Anfangsphase der Erkrankung (81; 278). Pathologisch-anatomisch imponieren 

Schleimhautdefekte und -infiltrationen im Sinne einer ulzerösen Rektosigmoiditis, deren 

retrograde Ausdehnung bis hin zur Pankolitis reichen kann und mit der Schwere der 

Erkrankung korreliert (153; 259). 

1.1.1 Tiermodelle für die Shigellose 

Der einzige regelmäßige Wirt von Shigellen ist der Mensch. Andere Primaten können 

auch von Shigellen infiziert werden; dabei handelt es sich um Affen, die meist in engem 

Kontakt mit Menschen in Gefangenschaft leben. Die Prävalenz von Shigellen bei Affen in 

freier Wildbahn ist nicht bekannt. Allerdings scheiden in Gefangenschaft gehaltene Affen 

nicht selten Shigellen aus, teilweise auch über mehrere Monate (23; 299). Als Tiermodell 

ist die Infektion von Makakken gut etabliert (186; 274). Diese Tiere zeigen nach Shigellen-

Infektion Symptome, die der humanen Erkrankung sehr ähnlich sind; allerdings werden für 

die Infektion von Makakken 1010-1011 Shigellen eingesetzt (123; 224), während die 

minimale Infektionsdosis der humanen Erkrankung bei 101-102 Bakterien liegt (72). 

Aufgrund des engen Wirtsspektrums von Shigellen sind abgesehen vom Makakken-

Modell nur Tiermodelle verfügbar, die nicht das Vollbild der Erkrankung simulieren. So 

werden seit langem die Meerschweinchen-Konjunktivitis (248) und das Ileus-Schlingen-

Modell am Kaninchen (16; 206) als Tiermodelle zur Virulenzprüfung von Shigellen 

eingesetzt. Weiter haben sich Tiermodelle für die Erforschung des inflammatorischen 

Potenzials von Shigellen sowie der durch den Erreger induzierten Immunantwort als 

nützlich erwiesen. Dabei hat neben den oben beschriebenen Modellen auch die 

pulmonale Infektion von Mäusen Bedeutung erlangt (102; 151; 305). Dieses Modell wird 

auch für Studien zur Verwendung attenuierter Shigellen als Vektoren für DNA-Vakzinen 

eingesetzt (83). Neben dem Ileus-Schlingen-Modell am Kaninchen (17; 325) spielt die 

artifizielle Infektion von knock-out-Mäusen bei der Erforschung der Shigella-induzierten 

Apoptose eine Rolle (234). Schließlich werden Mäusemodelle für das Studium 

neurologischer Komplikationen der Shigellose eingesetzt (22; 182). 

1.2 Die Pathogenese der Shigellose 
Die Darstellungen zur Magendarmpassage, der Infektion von M-Zellen und der Rolle des 

Zytoskeletts folgen in Teilen einem von uns zum Thema erstellten Übersichtsartikel (3) 

sowie einem derzeit in Bearbeitung befindlichen Buchbeitrag zu dieser Thematik. 

1.2.1 Magen-Darm-Passage 

Nach oraler Aufnahme des Erregers erfolgt mit der Magenpassage ein erster kritischer 

Schritt der Pathogenese. Aus der geringen Infektionsdosis beim Menschen kann gefolgert 

werden, dass die Magenpasage der Shigellen sehr effizient sein muss, zumal eine initiale 
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orale Vermehrung der Bakterien nicht beschrieben ist. Dabei dürfte die relative 

Säureresistenz von Shigellen in der stationären Wachstumsphase von Bedeutung sein, 

die durch einen Wachstumsphase-abhängigen Sigmafaktor reguliert wird (89; 98; 255; 

304). Nach Überwindung der Magenbarriere werden die Shigellen durch die 

Darmwandperistaltik mit dem Darminhalt zum Rektosigmoid transportiert, wo sie in die 

Mukosa eindringen (259). Vom Rektosigmoid breitet sich die Infektion je nach Dauer und 

Schweregrad mehr oder weniger weit retrograd ins Kolon aus (259). 

1.2.2 Infektion von M-Zellen 

Der Zugang von Bakterien zu den Epithelzellen der Darmwand kann durch die auf der 

Darmwand gelegene Mukusschicht reguliert werden. So können Oligosaccharide der 

Mukusschicht als Rezeptoren für Bakterien fungieren und damit die Adhärenz an 

Epithelzellen inhibieren (66). Eine indische Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Shigellen 

an Muzin binden, eine Hauptkomponente der Mukusschicht des Darms. Dabei ist von 

besonderem Interesse, dass die Bakterien nur an Kolon-Muzin, nicht aber an Muzin aus 

anderen Bereichen des Darms banden (208). Welche Rolle Muzin für den 

Infektionsprozess beim Menschen tatsächlich spielt, ist bisher ungeklärt. Muzin könnte 

einerseits ein Kolonisierungsfaktor sein, der möglicherweise wichtig ist für die initiale 

Infektionslokalisation; andererseits könnte es sich um einen Abwehrmechanismus des 

Wirts handeln im Sinne einer Rezeptor-Kompetition. Histologische Untersuchungen an 

Patienten deuten darauf hin, dass Follikel-assoziierte Epithelzellen (FAE-Zellen) beim 

Menschen die ersten Zellen sind, die infiziert werden (153). FAE-Zellen bedecken 

lymphoide Follikel des Mukosa-assoziierten lymphoiden Systems (MALT) im Intestinum. 

Einzelne FAE-Zellen sind zu Mikrofalten- oder membranösen (M-) Zellen differenziert. 

Dabei handelt es sich um spezialisierte Epithelzellen, die Makromoleküle und 

Mikropartikel aus dem Darmlumen aufnehmen und per Transzytose an den lumennahen 

Teil eines darunterliegenden lymphoiden Follikels weitergeben. Man geht heute davon 

aus, dass Shigellen die Epithelzellbarriere des Darms über Transzytose von M-Zellen des 

Rektosigmoids überwinden (s. Abb. 1). 

9



 

Darmlumen

 

Abb. 1: Überwindung der Mukosabarriere durch Infektion rekto-sigmoidaler M-Zellen 
durch Shigellen 

Dazu müssen sie Zugang zu diesen Zellen erhalten. Der lumennahe Bereich der 

lymphoiden Follikel enthält T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Makrophagen und 

Dendritische Zellen (175; 190). Anhand elektronenmikroskopischer Studien am Ileum-

Schlingen-Modell des Kaninchens konnte dargestellt werden, dass die Shigellen-Invasion 

von M-Zellen morphologisch der Invasion von Epithelzellen ähnelt (226). Die 

Beobachtung M-Zell-adhärenter Shigellen lässt vermuten, dass M-Zellen bisher nicht 

identifizierte Rezeptoren für Shigellen exprimieren (226; 300). Epithelzellen können mittels 

des Fibronektin-Rezeptors alpha5beta1-Integrin und des Hyaluronan-Rezeptors CD44 mit 

Shigellen interagieren (253; 301). Da beide Rezeptoren nicht essentiell sind für die 

Shigellen-Invasion, ist zu vermuten, dass noch weitere Rezeptoren mit Shigellen 

interagieren und je nach Zelltyp unterschiedliche Moleküle Rezeptorfunktion haben 

können. Shigellen können mindestens in 3 verschiedene Zelltypen eindringen: M-Zellen, 

Makrophagen und Enterozyten. Für die Interaktion mit Shigellen könnten schließlich auch 

Glykosylierungsmuster von M-Zellen eine Rolle spielen. Dabei sind die 

Glykosylierungsmuster von M-Zellen sehr variabel. So konnte bei Mäusen gezeigt 

werden, dass die Glykosylierungsmuster nicht nur zwischen M-Zellen unterschiedlicher 

Darmabschnitte variierten, sondern auch zwischen verschiedenen M-Zellen, die sich auf 

demselben lymphoiden Follikel befanden (94). Interessanterweise wird beim Menschen 

10



 

das interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) von M-Zellen des Kolons, nicht aber von 

M-Zellen des Dünndarms exprimiert (290). Außerdem können Muzin-artige Epitope auf 

der apikalen Membran von M-Zellen exponiert sein (139; 140). Auch an eine 

unspezifische Bindung des invasiven Bakteriums an Epithelzellen auf der Basis 

hydrophober Wechselwirkungen muss gedacht werden, zumal virulente Shigellen 

hydrophober sind als nicht-virulente Mutanten (192). Schließlich könnte ein kürzlich 

identifizierter Phospholipase A-vermittelter Adhärenzmechanismus eine Rolle spielen 

(103). Ob die genannten Mechanismen bei der primären Interaktion zwischen Shigellen 

und M-Zellen des Rektosigmoid relevant sind, muss allerdings derzeit offen bleiben. Der 

Internalisierungsvorgang selbst scheint dem der bakteriellen Aufnahme in andere 

Epithelzellen, wie er hauptsächlich in Zellkulturmodellen studiert wurde, sehr ähnlich; 

allerdings gibt es bisher keine Studien zum molekularen Mechanismus der Internalisation 

in M-Zellen. Auch über den nächsten Schritt, der Transzytose durch die M-Zelle, ist auf 

molekularer Ebene bisher nichts bekannt. 

1.2.3 Infektion von Makrophagen und Apoptose 

Intestinale Makrophagen sind sehr eng mit M-Zellen assoziiert und liegen im lumennahen 

Bereich lymphoider Follikel (s. Abb. 2) .  

 

Abb. 2: Shigellen infizieren Makrophagen von M-Zellen aus, induzieren Apoptose und 
dringen in benachbarte Enterozyten über deren basolateralen Pol ein 

Nach Transzytose durch M-Zellen infizieren Shigellen direkt die T-Zell-assoziierten 

Makrophagen. In Makrophagen bindet und aktiviert das bakterielle Invasin IpaB die 

Protease caspase-1. Dies führt zur Reifung großer Mengen von IL-1beta und schließlich 
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zum Zelltod durch Apoptose (108; 279; 324). Untergehende Makrophagen setzen intakte 

Bakterien und die proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und IL-18 frei (234). Dadurch 

erhalten die Bakterien Zugang zur basolateralen Membran der Enterozyten. Zusätzlich 

führt die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine im Anfangsstadium der Infektion zu 

einer Beschleunigung der Ausbreitung der invasiven Bakterien in der Darmwand (227). 

Shigella funktioniert damit die Abwehrmechanismen des Wirts zu Beginn der Infektion um 

und fördert damit die eigene Ausbreitung im Wirtsgewebe. Erst im weiteren Verlauf nach 

verstärkter Freisetzung proinflammatorischer Zytokine auch aus infizierten Epithelzellen 

(121; 229) gelingt es dem Wirt, den Infektionsherd granulozytär zu demarkieren. So 

spricht die Beobachtung, dass caspase-1 (-/-) - Mäuse nicht in der Lage sind, die Infektion 

zu begrenzen, dafür, dass eine starke Entzündungsreaktion letztendlich doch wesentlich 

ist für die Elimination von Shigellen (234). 

1.2.4 Primäre Infektion von Epithelzellen 

Nach Freisetzung der Shigellen aus apoptotischen Makrophagen rektosigmoidaler 

lymphoider Follikel des MALT-Systems erhalten die Bakterien direkten Zugang zum 

basolateralen Pol von Enterozyten. Der Zugang zum basolateralen Pol von Enterozyten 

ist essentiell für die Pathogenese der Shigellose, da Shigellen – im Gegensatz etwa zu 

Salmonellen (60; 85; 162) – die polarisierten Epithelzellen des Darms nicht vom 

lumenseitigen apikalen Pol her infizieren können (169). Der `Umweg´ über M-Zellen und 

Makrophagen ermöglicht damit funktionell eine Umgehung der apikalen 

Enterozytenmembran, die von Shigellen nicht überwunden werden kann. Eine detaillierte 

Beschreibung der Zytoskelettveränderungen sowie der Signaltransduktionsvorgänge bei 

der Shigelleninvasion von Epithelzellen ist Hauptgegenstand dieser Arbeit und wird im 2. 

Abschnitt gegeben. 

1.2.5 Passive intrazelluläre Motilität in Epithelzellen 

Nach Lyse des Phagosoms befinden sich die Shigellen im Zytoplasma der Epithelzellen. 

Da Shigellen keine Flagellen besitzen, sind sie nicht in der Lage, sich aktiv in humanen 

Zellen zu bewegen. Umso überraschender war die Beobachtung einer 

intrazytoplasmatischen Lokomotion (187), die durch eine bakteriell induzierte Aktin-

Polymerisation zustande kommt. Durch die polarisierte Aktin-Polymerisation kommt es zu 

einer longitudinalen Netto-Kraft in Richtung des vorderen Bakterienpols, die den 

Mikroorganismus mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,1 µm/sec durch das Wirtszell-

Zytoplasma schiebt, wobei die Geschwindigkeit in Abhängigkeit von den jeweiligen 

Bedingungen stark variieren kann (320). Seitens der Bakterien genügt die Expression von 

ca. 4000 Molekülen IcsA (intercellular spread), syn. VirG, einem Virulenzplasmid-

kodierten Protein, am hinteren Bakterienpol zur Induktion der Aktin-Polymerisation (30; 
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97; 128; 147). Das icsA-Gen wurde auf dem 220 kb großen Virulenzplasmid (pINV) 

lokalisiert (149), seine Nukleotidsequenz (143) hat aber einen mit 41% deutlich höheren 

GC-Anteil als die Invasine (34%) (236; 296; 297). Ob IcsA und die Ipa-Proteine 

evolutionsgeschichtlich von verschiedenen Genomen abstammen, ist bisher nicht 

untersucht. IcsA ist ein 116 kDa großes Protein der äußeren Membran und besitzt 3 

Domänen, eine N-terminale Signalsequenz, eine 706 Aminosäuren umfassende alpha-

Domäne, sowie eine C-terminale beta-`core´-Domäne mit 344 Aminosäuren. Die beta-

`core´-Domäne ist in der äußeren Membran des Bakteriums verankert, während die 

alpha-Domäne exponiert ist und die biologische Aktivität des Moleküls bestimmt (265; 

268). Die Lokalisation von IcsA an einem Pol des Bakteriums wird dadurch bewirkt, dass 

das Protein nur an diesem Pol in die äußere Membran eingebaut wird und sich 

anschließend via Diffusion innerhalb der Membran lateral ausbreitet (215). Die 

charakteristische Verteilung von IcsA auf der äußeren Bakterienmembran setzt die 

Expression langer O-Seitenketten des Lipopolysaccharids (LPS) voraus (221-223; 291); 

dabei scheinen die langen O-Seitenketten der pHS-2 positiven Shigellen IcsA teilweise zu 

maskieren, sodass IcsA nur an dem Pol mit höchster Konzentration zugänglich ist und nur 

dort Aktin-Polymerisation induziert (163-165). IcsA wird durch SopA, eine vom 

Virulenzplasmid kodierte Protease, zwischen den Aminosäuren 758 und 759 gespalten 

(76; 88). Diese posttranslationale Modifikation von IcsA soll für die Funktion und die 

Lokalisation des Proteins von Bedeutung sein (67; 76); allerdings ist dieser Punkt in der 

Literatur strittig (223). IcsA bindet das Aktin-bindende Protein Vinkulin (134; 268) und das 

ubiquitäre Wiskott-Aldrich Syndrom Protein N-WASP (77; 269). N-WASP ist ein 

Effektorprotein der kleinen GTPase CDC42 und aktiviert den Arp2/3-Komplex zur 

Aktinnukleation (216). IcsA bindet und aktiviert N-WASP und induziert auf diese Weise die 

Nukleation und Polymerisation von Aktin (77). Dabei umgeht IcsA die CDC42-vermittelte 

Aktivierung von N-WASP. Deshalb sind kleine GTPasen für die intrazelluläre Bewegung 

von Shigella nicht notwendig (168; 249). Allerdings kann CDC42 initial die Aktivierung des 

N-WASP-Arp2/3-Komplexes verstärken (44; 266). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass 

IcsA an die pleckstring homology (PH)-Domäne und die Calmodulin-Bindungsstelle (IQ-

Domäne) von N-WASP, nicht aber an andere WASP-Isoformen bindet (267). Da in 

hämatopoetischen Zellen zwar WASP, nicht aber N-WASP exprimiert wird, erklärt sich 

aus der isoform-spezifischen Bindung von IcsA an N-WASP, dass Shigellen in 

Makrophagen keine IcsA-vermittelte Motilität zeigen. Ein zweiter Mechanismus IcsA-

vermittelter Aktinnukleation kann über eine Aktivierung von Vinkulin und das 

Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP; vasodilator-stimulated phosphoprotein) 

erfolgen. IcsA bindet an Vinkulin, das seinerseits mit VASP interagieren kann über eine 

Bindungsstelle, die durch Proteolyse freigelegt wird (45; 134). Für eine potenzielle Rolle 

13



 

dieses Mechanismus´ spricht, dass Vinkulin ein geschwindigkeitsbestimmender Faktor für 

die IcsA-vermittelte Motilität sein soll (258). Dabei würde Vinkulin-gebundenes VASP 

profilin-gebundenes G-Aktin immobilisieren und dadurch Aktin-Polymerisation induzieren. 

Allerdings ist dieses Modell strittig, da in Rekonstituierungsexperimenten mit gereinigten 

Proteinen Vinkulin nicht benötigt wurde für die Induktion von IcsA-vermittelter Bewegung 

(146). Es ist bemerkenswert, dass die IcsA-vermittelte Bewegung über zwei verschiedene 

Mechanismen vermittelt werden kann, via N-WASP und den Arp2/3-Komplex und via 

Vinkulin und VASP, wobei nach derzeitigem Kenntnisstand der Weg über N-WASP und 

Arp2/3 wichtiger zu sein scheint. Der auf diese Weise am hinteren Pol des Bakteriums 

gebildete Aktin-Schweif wird dann stabilisiert durch Aktin-bindende Proteine, die 

insbesondere eine Quervernetzung der Aktin-Filamente bewirken. Dabei konnten das 

Aktin-bündelnde Protein Plastin, das Aktin-vernetzende Protein Alpha-actinin, sowie das 

Aktin-bindende Protein filamin in Shigellen-Schweifen nachgewiesen werden (146; 202; 

320). 

Ein IcsA-unabhängiger, organellen-artiger Motilitäts-Phänotyp wurde zunächst in 

Fibroblasten beobachtet (295). Dabei werden die Bakterien entlang von Aktin-Filamenten 

zum Zellkern hin transportiert. In Experimenten mit der polarisierten Enterozyten-Zelllinie 

Caco2 wurde dieser Phänotyp mit der IcsA-abhängigen Bewegung verglichen. Dabei 

stellte sich heraus, dass der organellen-artige Bewegungstyp hauptsächlich in Höhe der 

"tight junctions" beobachtet wird, wo sich ein ausgedehnter Aktin-Ring befindet (294). 

Damit könnte der organellen-artige Motilitätstyp die Bakterien nach Invasion polarisierter 

Enterozyten von der Eintrittsstelle ins Zellinnere bewegen, während der IcsA-abhängige 

Bewegungstyp für die Bewegung von Zelle zu Zelle von Bedeutung ist (294). Bakterielle 

Mutanten, die sich im Epithel nicht effizient von Zelle zu Zelle ausbreiten können, sind im 

Tiermodell nicht pathogen. Insbesondere icsA-Mutanten spielen deshalb auch eine 

wichtige Rolle bei der Konstruktion attenuierter Vakzine-Stämme (86; 225; 228). 

1.2.6 Bewegung von Zelle zu Zelle 

Die direkte Infektion benachbarter Epithelzellen bietet Shigellen die Möglichkeit, von 

wenigen lymphoiden Follikeln im Rektosigmoid ausgehend innerhalb kürzester Zeit das 

Kolonepithel großflächig zu infizieren, ohne dabei jemals das Zytoplasma der Enterozyten 

verlassen zu müssen. Damit sichern sich die Bakterien Zugang zu einer reichhaltigen 

Nährstoffquelle, die, zunächst geschützt vor Abwehrmechanismen des Wirts, zur 

intrazytoplasmatischen Replikation genutzt wird. Allerdings ist durch die bakteriell 

induzierte Entzündungsreaktion (insbesondere im Zusammenhang mit der Makrophagen-

Apoptose) die ungestörte Ausbreitung und Vermehrung im Epithel nur zeitlich begrenzt 

möglich. Deshalb ist die hohe Effizienz des Zell-zu-Zell-Übergangs ein wichtiges 
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Virulenzmerkmal von Shigellen. Durch die IcsA-abhängige polarisierte Induktion von 

Aktin-Polymerisation gelangen die Bakterien an die Zytoplasmamembran und induzieren 

zelluläre Protrusionen, die in die benachbarte Zelle hineinragen. Diese fingerförmigen 

Ausstülpungen beinhalten meist zwei Shigellen, da sich die Bakterien während der 

Bewegung von Zelle zu Zelle in der fingerförmigen Protrusion häufig teilen. Der Übergang 

zur Nachbarzelle ist keineswegs ein rein mechanischer Vorgang, bei dem sich die 

Bakterien quasi in die Nachbarzelle `hineinbohren´; vielmehr hängt der Zell-zu-Zell-

Übergang von Zytoskelettstrukturen ab, deren Funktion bisher noch nicht voll verstanden 

ist. Physiologische Zell-Zell-Kontakte in Epithelzellschichten werden stabilisiert durch 

Kalzium-abhängige Zell-Adhäsions-Moleküle (Cadherine). Dabei handelt es sich um 

Membranproteine, die im Bereich der Kontaktstelle homotypisch mit Cadherinen der 

Nachbarzelle interagieren und über Catenine mit dem Zytoskelett verbunden sind ((286); 

siehe auch (26) als Übersichtsartikel zu Cadherinen/Cateninen). Unter Verwendung einer 

Cadherin-negativen Zelllinie konnte gezeigt werden, dass Cadherin-Expression eine 

wichtige Voraussetzung für die Ausbildung regelrechter Protrusionen und den effizienten 

Übergang von Zelle zu Zelle ist (233). Eine weitere zelluläre Funktion mit Bedeutung für 

die bakterielle Ausbreitung von Zelle zu Zelle wurde kürzlich identifiziert. So konnte 

gezeigt werden, dass der Phosphorylierungszustand leichter Myosinketten mit der 

Wanderungseffizienz der Bakterien korreliert. So wird die Infektion benachbarter 

Epithelzellen durch Inhibition der "myosin light chain kinase" (MLCK) stark herabgesetzt. 

Interessanterweise scheint dies ein Shigellen-spezifischer Mechanismus zu sein, da 

Listerien durch MLCK-Inhibition in dieser Funktion nicht beeinträchtigt werden (209). Da 

der Phosphorylierungszustand der leichten Myosinketten andererseits durch Rho-

abhängige Inhibition der "myosin light chain phosphatase" erhöht werden kann (13; 125), 

ist es denkbar, dass die bakterielle Ausbreitung von Zelle zu Zelle in der Epithelzellschicht 

auch von dieser kleinen GTPase abhängt. Experimentelle Daten hierzu sind allerdings 

bisher nicht publiziert. Neben IcsA werden die pINV-kodierten Proteine IcsB, IpaB, IpaC 

sowie das Chaperone-Protein IpgC für die Ausbreitung der Infektion von Zelle zu Zelle 

und insbesondere für die Lyse der Doppelmembran, die das eindringende Bakterium in 

der neu infizierten Wirtszelle umgibt, benötigt (10; 191). 

Anders als bei Makrophagen induzieren Shigellen in Epithelzellen keine Apoptose. Die 

Epithelzellen reagieren noch nicht einmal mit erhöhter Expression von Stressproteinen 

(152). Die Strategie der Shigellen gegenüber Epithelzellen deutet darauf hin, dass sich die 

Bakterien hier möglichst `unauffällig´ verhalten, um sich maximal lang – ggf. bis zum 

buchstäblichen `Platzen´ der Zellen -  im Zytoplasma dieser Wirtszellen replizieren zu 

können (52; 235). Die Infektion wird begrenzt durch den Afflux von polymorphkernigen 

neutrophilen Granulozyten (PMN), die eine hohe Phagozytose-Aktivität gegenüber 
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Shigellen zeigen. Interessanterweise sind Shigellen nicht in der Lage, das Phagosom in 

PMN zu lysieren. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu der raschen Lyse des 

Shigellen-Phagosoms in Makrophagen und Epithelzellen und ist vermutlich eine Folge der 

Degradation bakterieller Virulenzfaktoren durch die neutrophile Elastase (309). Nach 

Ablösung der infizierten Epithelien vom Gewebeverband bzw. Freisetzung aus 

`geplatzten´ Epithelzellen kehren die Bakterien ins intestinale Lumen zurück und werden 

auf natürlichem Wege fäkal ausgeschieden, womit sich der Infektionszyklus schließt. 

 

2 Die Epithelzellinvasion durch Shigella 
2.1 Epithelzellinvasion als zentrales Ereignis der Shigellose 

Für das Bakterium selbst wie für den Infektionsverlauf ist die Epithelzellinvasion von 

zentraler Bedeutung: Pathologisch-anatomisch wurde die Infektion von Epithelzellen 

schon früh als wesentlich für die Shigellose erkannt (92; 132; 275). Aus der Sicht des 

Bakteriums erfordert das enge Wirtsspektrum einen effizienten Infektionsmechanismus, 

der durch die geringe Infektionsdosis zum Ausdruck kommt. Da eine wesentliche 

Vermehrung der Shigellen außerhalb des Wirts nicht beschrieben ist, benötigt das 

Bakterium innerhalb seines Wirts einen Ort möglichst ungestörter Replikation zur 

Produktion der für die Übertragung der Erkrankung erforderlichen Zelldichte. Die 

Darmepithelzelle ist die Zielzelle der Shigelleninfektion, da sich das Bakterium im 

Zytoplasma von Epithelzellen für eine begrenzte Zeit in einer nährstoffreichen Umgebung 

weitgehend abgeschirmt von der Abwehr des Wirts vermehren kann (52; 235). In der Tat 

sind sämtliche Invasionsmutanten im Tierexperiment avirulent (161); auch wurden 

spontane Invasionsmutanten bei klinischen Primärisolaten bisher nicht beschrieben. Die 

Bedeutung der Epithelzellinfektion für die Shigellose selbst lässt sich daran ermessen, 

dass icsA-Mutanten im Tierexperiment nicht virulent sind und deshalb auch zur 

Herstellung von Lebendvakzinen verwendet werden (57; 129; 298). Da icsA-Mutanten 

sowohl in M-Zellen penetrieren als auch Apoptose in Makrophagen auslösen und 

Epithelzellen vom basolateralen Pol aus primär infizieren sollten, sind diese Mechanismen 

allein nicht ausreichend, eine relevante klinische Infektion zu induzieren. Dafür bedarf es 

offensichtlich der großflächigen Infektion von Enterozyten, zu der icsA-Mutanten nicht 

imstande sind. 

 

2.2 Bakterielle Voraussetzungen der Invasion 
Alle pathogenen Shigellen-Stämme tragen ein 220 kb Virulenzplasmid (pINV), das für die 

bakterielle Virulenz essentiell ist und sich auch bei enteroinvasiven E. coli (EIEC) findet 

(230-232). Phylogenetisch werden zwei Formen von pINV unterschieden: A und B. 
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Shigellen des clusters 1 enthalten pINV A, cluster 3 besitzt pINV B, Shigellen des clusters 

2 enthalten entweder pINV A oder pINV B und das Virulenzplasmid von E. coli 

Dysenteriae 1 ist eine separate Variante, die dem Typ A näher ist als dem Typ B (135). 

Diese Befunde deuten darauf hin, dass pINV von zwei verschiedenen donor-Bakterien 

stammt (135; 150). Die Fähigkeit, in Epithelzellen einzudringen, wird von einem 31 kb 

großen DNA-Fragment des 220 kb-Virulenzplasmids kodiert (156; 237). Dieses Fragment 

kodiert für folgende Gene: ipgA-F, mxiA,C,D,E,G,H,I,J,K,L,M, 

spa15,47,13,32,33,24,9,29,40,icsB, ipaA-D. 

Die Ipa-Genprodukte sind neben LPS die wesentlichen Antigene, die in Immunoblots von 

Rekonvaleszenten-Seren erkannt werden (105; 185). Sie bilden die sog. Invasine, von 

denen IpaB-D essentiell sind für die Invasion (161), während IpaA eine Steigerung der 

Invasionseffizienz bewirkt (37; 283). Die Mxi- und Spa-Proteine konstituieren ein TypIII-

Sekretionssystem, über welches die Invasine sezerniert werden (11; 32; 177; 194; 243). 

Mit Ausnahme von Spa15 sind deshalb alle bisher untersuchten Mxi-Spa-Proteine 

essentiell für die Epithelzellinvasion. Ipg-Proteine scheinen funktionell heterogen zu sein. 

IpgC erfüllt wichtige Helferfunktionen für die Synthese und die Stabilität von IpaB sowie 

für die kontrollierte Interaktion von IpaB und IpaC. Es ist somit ein bakterielles Chaperon, 

das für die Epithelzellinvasion essentiell ist (160). IpgB ist ebensowenig notwendig für die 

bakterielle Invasion wie IpgD und F (9); die Rolle von IpgA und E wurde bisher nicht 

untersucht. IcsB ist nicht mit der bakteriellen Invasion assoziiert, spielt aber eine wichtige 

Rolle bei der Lyse der Doppelmembran, von dem das Bakterium beim Übergang von Zelle 

zu Zelle umgeben ist (10). 

Das Zusammenspiel der verschiedenen bakteriellen Faktoren bei der Epithelzellinvasion 

durch Shigella ist recht gut untersucht. Die Invasine werden bereits vor der Invasion von 

Epithelzellen synthetisiert. Dabei ist IpgC für die Synthese und Stabilität vor allem von 

IpaB wichtig. Es bindet sowohl an IpaB als auch an IpaC und verhindert so eine 

Komplexbildung von IpaB und IpaC im Zytoplasma des Bakteriums (160). Die Ipa-

Proteine finden sich im nicht-induzierten Zustand praktisch vollständig im bakteriellen 

Zytoplasma; nur ein sehr geringer Anteil scheint mit der äußeren Membran assoziiert zu 

sein (15; 159; 160; 236). Lediglich in der stationären Phase können auch größere Mengen 

an Ipa-Proteinen auf der bakteriellen Oberfläche zu finden sein, wobei eine Reassoziation 

nach Sekretion ins Medium nicht auszuschließen ist (303). Auf ein Signal hin, das die 

Nähe oder den Kontakt zur Zielzelle anzeigt, werden IpaB und IpaC über den Typ III-

Sekretionsapparat sezerniert. Das Typ III-Sekretionssystem kann durch direkten Kontakt 

mit Wirtszellen induziert werden (159; 167; 303), aber auch durch extrazelluläre 

Matrixproteine wie Fibronektin, Laminin oder Typ IV-Kollagen (303), durch Gallensalze 
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(199) sowie durch nicht-physiologische kleine amphipathische Moleküle wie Congo-Rot 

oder Evans-Blau (21). Dabei ist die Sekretion während der exponentiellen 

Wachstumsphase deutlich stärker ausgeprägt als in der stationären Phase (21; 167) und 

erfolgt bevorzugt im Bereich der Teilungsfurche (167). 

Typ III-Sekretionssysteme zeichnen sich dadurch aus, dass das sezernierte Produkt zu 

keinem Zeitpunkt im Periplasma auftaucht. Der Sekretionsapparat verbindet also das 

bakterielle Zytoplasma direkt mit dem Extrazellulärraum und muss deshalb eine Art Kanal 

bilden vom Zytoplasma durch die innere Membran, das Periplasma, die Zellwand und die 

äußere Membran (115). Nach außen bilden Typ III-Sekretionasapparate nadelartige 

Strukturen, durch die die zu sezernierenden Moleküle an den Extrazellulärraum 

abgegeben werden (32). Der in der Zellwand verankerte Teil des Typ III-

Sekretionssystems besteht im Wesentlichen aus den Mxi-Proteinen G, J, M und D, 

während die nach außen vorstehende nadelartige Struktur aus MxiH und I besteht (32; 

33; 148; 243-245). Spa 33 und 32 interagieren mit dem Typ III-Sekretionssystem und sind 

ebenso wie die Strukturelemente für die Funktion des Systems essentiell (245; 276). 

Man geht davon aus, dass während der Sekretion die intrazytoplasmatische Bindung von 

IpgC an IpaB bzw. IpaC durch die Bindung von IpaB an IpaC ersetzt wird. Diese beiden 

Proteine erscheinen im Extrazellulärraum als Teil eines Proteinkomplexes, der 

möglicherweise noch weitere Proteine enthält (160). Polystyren-Kügelchen, an die der 

IpaB und IpaC enthaltende Proteinkomplex gebunden ist, sind in der Lage, in 

Epithelzellen einzudringen und dort Zytoskelett-Veränderungen zu induzieren, die denen 

der Shigellen-Invasion ähnlich sind (158). In vivo scheint die Sekretion von Ipa-Proteinen 

eine wichtige Voraussetzung zu sein für die Invasion. So ist eine spa32-Mutante, die Ipa-

Proteine zwar auf der Oberfläche akkumuliert, nicht aber sezerniert, nicht invasiv (303); 

andererseits führen sezernierte Ipa-Proteine zur Aufnahme nicht-invasiver Bakterien in 

Epithelzellen (277; 303). Möglicherweise sind die Ipa-beladenen Polystyren-Kügelchen 

nur deshalb invasiv, weil ein Teil der Ipa-Proteine während des Invasionsvorgangs 

abgelöst wird. Dafür spricht auch, dass während der Aufnahme von Ipa-beladenen 

Polystyren-Kügelchen IpaC in endosomalen Einschlüssen von den Kügelchen entfernt 

lokalisiert wurde (158). 

Die Regulation der Sekretion der Ipa-Proteine erfolgt einerseits durch die oben 

beschriebenen Induktor-Moleküle, andererseits durch IpaB und IpaD, die eine nicht-

induzierte Sekretion verhindern. Im nicht-induzierten Zustand werden sowohl IpaB wie 

auch IpaD benötigt, um das Sekretionssystem `abzudichten´ (159). IpaB und IpD bilden 

einen Proteinkomplex in den bakteriellen Membranen, nicht aber im Zytosol oder 

extrazellulär (159). Offenbar blockieren beide Proteine den Sekretionskanal, bis ein 

18



 

Induktor den Komplex dissoziiert und damit den Kanal freilegt. Dafür würde auch 

sprechen, dass die nadelartige Sekretionsstruktur schon vor der Aktivierung des 

Sekretionsapparates vorhanden ist (32). Allerdings ist der genaue Mechanismus der 

Sekretionsblockade in Abwesenheit eines Induktors bisher nicht bekannt. IpaD wird zwar 

auch sezerniert, findet sich aber nicht in dem extrazellulären Ipa-Komplex mit IpaB und 

IpaC (160). Damit führt die Aktivierung des Typ III-Sekretionssystems zu einer 

Beendigung der Interaktion zwischen IpaB und IpaD in den bakteriellen Membranen, 

wobei der Sekretionskanal freigelegt wird; weiter kommt es zu einer Ablösung der 

intrazytoplasmatischen Protein-Protein-Bindungen zwischen IpaB bzw. IpaC und dem 

molekularen Chaperon IpgC durch die IpaB-IpaC-Bindung, die im Zuge der Sekretion 

dieser Proteine auftritt. Insgesamt sprechen die vorhandenen Daten für ein höchst 

effizientes Sekretionssystem, das insbesondere auf eine schnelle Reaktion auf externe 

Stimuli ausgelegt ist. 

IpaH9.8, das zu einer Proteinfamilie mit 5 pINV-kodierten und 4 chromosomal kodierten 

Genen gehört, wird nach Induktion des Typ III-Sekretionssystems synthetisiert und nach 

den Invasinen - wahrscheinlich zusammen mit VirA  - sezerniert (65; 282). 

Interessanterweise wird IpaH9.8 Mikrotubuli-abhängig in den Zellkern der Wirtszelle 

transloziert (282), während IpaH7.8, ein weiteres sezerniertes Protein der IpaH-

Proteinfamilie, für die Lyse des Phagosoms von Bedeutung zu sein scheint (84). 

2.2.1 Regulation der Expression der invasionsassoziierten Gene 

Die Regulation der Expression sowohl der Invasine samt ihrer Hilfsmoleküle als auch des 

Typ III-Sekretionsapparates erfolgt auf verschiedenen Ebenen. Das gesamte 220 kb-

Virulenzplasmid kann – vermutlich über recA-vermittelte homologe Rekombination - 

reversibel ins Chromosom integriert werden (319). Im integrierten Zustand ist die 

Expression der Invasine so stark reduziert, dass diese Bakterien avirulent werden. Im 

nicht-integrierten Zustand wird der virulente Phänotyp durch eine Kaskade verschiedener 

Aktivitäten reguliert. Dabei sind die wichtigsten Signalgeber Osmolarität, Temperatur, pH 

und Verdrillungszustand (Superhelizität) der DNA. Von besonderer pathogenetischer 

Bedeutung ist die Tatsache, dass die Expression des invasiven Phänotyps unterhalb von 

37°C deutlich reduziert ist. Die Bakterien sind unterhalb von 30°C praktisch nicht mehr 

invasiv (112; 200; 281). Die Expression der Proteine des Sekretionsapparates sowie der 

Invasine wird direkt durch das Virulenzplasmid-kodierte Protein VirB gesteuert (8; 28; 

280). VirB seinerseits wird durch VirF induziert, dem zentralen Schalter des 

Regulationssystems, der ebenfalls auf dem Virulenzplasmid liegt (8; 219; 220). Die 

Expression von VirB und VirF werden negativ reguliert durch VirR, einem Protein der H-

NS-Familie von Histon-Proteinen (79; 112; 200). Dabei spielt die negative Regulation 
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durch H-NS insbesondere eine Rolle bei der Temperaturregulation. H-NS (VirR) inhibiert 

unter nicht-permissiven Bedingungen (z.B. bei 30°C) die Transkription von virB sowohl 

direkt wie auch indirekt über eine Transkriptionsinhibition von virF (203); zusätzlich 

inhibiert H-NS die Transkription VirB-abhängiger Gene (27). Nach einer 

Temperaturerhöhung auf 37°C, wie sie bei der Infektion des Menschen auftritt, wird die 

Transkription von virF durch die chromosomal kodierten DNA-bindenden Proteine FIS und 

IHF aktiviert (80; 201). Eine zusätzliche Regulationsebene ist die Translation von virF-

mRNA, da die volle Expression von VirF und damit der Invasine das Vorhandensein 

modifizierter tRNAs voraussetzt (73; 74). Auf der Basis dieser Erkenntnis wurde kürzlich 

der erste Inhibitor eines bakteriellen Virulenzfaktors aufgrund der Kristallstruktur durch 

rationales Medikamenten-Design dargestellt (100). Da zusätzlich der pH (173; 174) sowie 

der Verdrillungszustand der DNA (73) für die Expression von VirF eine Rolle spielen, ist 

VirF der zentrale Regulator der Expression des invasiven Phänotyps. Darüberhinaus 

greifen osmolaritätsabhängige Regulationsgene in die Expression des virulenten 

Phänotyps ein, wobei diese Gene allerdings mehr die Bewegung von Zelle zu Zelle als die 

primäre Epithelzellinvasion steuern (29; 31) .  

2.2.2 Interaktionen der Shigellen-Invasine mit Wirtszellfaktoren 

Beim Eindringen von Shigellen in Epithelzellen haben wir es also mit einer 

wechselseitigen Beeinflussung durch Mediatoren zu tun, die auch als `crosstalk´ 

bezeichnet wird (56). Nach der Sekretion von IpaB und IpaC und der Ausbildung eines 

extrazellulären Komplexes interagieren die Invasine mit der Wirtszellmembran. Shigellen 

sind in der Lage, Erythrozyten zu lysieren, vorausgesetzt, sie werden passiv durch 

Zentrifugation mit den Erythrozyten in Kontakt gebracht (51). Essentielle 

Voraussetzungen für das Phänomen der Kontakthämolyse sind ein intakter Typ III-

Sekretionsapparat sowie die Expression von IpaB und IpaD, während IpaA und IpgD nicht 

mit dem Phänomen assoziiert sind (9; 12; 107; 161). IpaC ist zwar nicht essentiell für die 

Kontakthämolyse, eine ipaC-Mutante zeigt allerdings eine deutlich geringere Aktivität (25; 

32). Kürzlich konnte durch Osmoprotektionsassays gezeigt werden, dass Shigella 

tatsächlich die Bildung von Poren in der Erythrozytenmembran induziert, deren innerer 

Durchmesser im Bereich von 26 Å liegt (32). Dabei fanden sich IpaB und in geringerem 

Maß IpaC in der Erythrozytenmembran integriert, während IpgD und IpaA leicht von der 

Erythrozytenmembran ablösbar waren und IpaD gar nicht mit der Membran assoziiert 

gefunden wurde (32). Zusammen mit der Beobachtung, dass die Kontakthämolyse weder 

durch Antikörper gegen Ipa-Proteine noch durch Proteinase K-Zusatz zum Medium 

inhibiert wurde (32) und IpaC auch mit artifiziellen Membranen interagieren kann (63), 

sprechen die Ergebnisse dafür, dass IpaB zusammen mit IpaC durch das Typ III-

Sekretionssystem in die Erythrozytenmembran inseriert wird. IpaA und IpgD könnten dann 
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sekundär via IpaB oder IpaC an die zytoplasmatische Seite der Wirtszellmembran binden. 

IpaC induziert die CDC42- und rac-abhängige Bildung von Filopodien und Lamellipodien 

(284; 285). IpaA seinerseits aktiviert das Aktin-bindende Protein Vinkulin und induziert die 

Depolymerisation von F-Aktin (37; 283). Diese Aktivitäten erhöhen die Invasionseffizienz 

dadurch, dass die IpaC-abhängige Induktion zellulärer Protrusionen an der Kontaktstelle 

mit dem Bakterium verhindert wird. Das Bakterium kann somit nicht von diesen 

Zellausläufern zurückgestoßen werden. IpaB ist essentiell für die Lyse der 

Phagosomenmembran nach erfolgter Internalisation (107). Weiterhin induziert IpaB durch 

Aktivierung von Caspase-1 die Apoptose in Makrophagen und Lymphozyten (108; 279; 

325). Kürzlich wurde ein weiterer Mechanismus der Shigella-vermittelten Induktion von 

Apoptose in Makrophagen beschreiben, bei dem Tripeptidyl-Peptidase II, ein in der 

Signalisationskaskade oberhalb von IL-1ß-converting enzyme gelegenes Enzym, eine 

wichtige Rolle spielt (109); der bakterielle Auslöser dieses Mechanismus ist bisher nicht 

bekannt. IpgD, ein Homolog des von Salmonella dublin sezernierten Proteins SopB, 

besitzt eine Phosphatidylinositol Phosphatase-Aktivität (90; 184). Es ist im bakteriellen 

Zytoplasma an IpgE gebunden und bildet nach Sekretion einen Proteinkomplex mit IpaA 

(177). Die IpgD-Aktivität führt wahrscheinlich zu einer temporären Ablösung des 

Zytoskeletts von der Zellmembran und erleichtert dadurch die Ausbildung von zellulären 

Protrusionen, ist aber für die Invasion nicht essentiell (176; 177). 

2.3 Wichtige Wirtszellfaktoren für die bakterielle Invasion 
2.3.1 Zytoskelettveränderungen der Wirtszelle als essentielle Komponente des 

Internalisierungsprozesses 

Die morphologischen Veränderungen der Wirtszelle während des 

Internalisierungsprozesses mit der Ausbildung von Membran-Fältelungen, sogenannten 

`membrane ruffles´ (54), ließen schon früh an eine funktionelle Beteiligung des 

Zytoskeletts an der Aufnahme des Bakteriums denken. Ein weiterer Hinweis auf eine 

funktionelle Rolle des Zytoskeletts war die Beobachtung, dass die bakterielle Invasion 

durch Inhibition von Aktin-Polymerisation blockiert werden konnte (104). Für eine 

Zytoskelettbeteiligung sprachen weiterhin DNAase I/Aktin-Bindungsexperimente sowie die 

fluoreszenzmikroskopische Darstellung von F-Aktin (53). Ausgehend von diesen 

Beobachtungen studierten wir die Mikromorphologie des Internalisierungsprozesses am 

Modell der HeLa-Zell-Invasion. 

2.3.1.1 Die Architektur des Invasionskomplexes 

Wir wollten zunächst wissen, welche strukturellen Verändeurngen des Zytoskeletts 

während des Internalisierungsvorgangs zu beobachten sind. Dazu führten wir 

elektronenmikroskopische Studien mit transmissions- und scanning-Techniken durch. 
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Dabei konnten wir zeigen, dass initial an der Invasionsstelle zelluläre Ausläufer gebildet 

werden, von denen jeweils 3 oder 4 zusammenstehen und eine Art Pfeiler bilden. Diese 

Pfeiler werden nachfolgend durch ein aufsteigendes Blatt Plasmamembran verbunden, 

während die den Pfeiler konstitutierenden zellulären Ausläufer fusionieren. Die 

Komponenten dieser Pfeilerarchitektur sind auch noch bei der reifen, blütenartigen 

Struktur erkennbar, da die Membran meist nicht ganz bis zur Spitze der Pfeiler aufsteigt 

und auch die zellulären Fortsätze häufig nicht bis hin zur Spitze fusionieren (4). Die 

detaillierte Betrachtung der Lagebeziehungen zwischen Wirtszellmembran und Bakterium 

zeigte, dass die Zellmembran der bakteriellen Zirkumferenz nicht streng folgt, sondern 

dass die zelluären Protrusionen nur akzidentiellen Kontakt zum Bakterium haben. Diese 

Beobachtung wird noch dadurch ergänzt, dass das Bakterium Protrusionen induziert, die 

offensichtlich für den Internalisierungsvorgang nicht wesentlich sind. Damit ist die 

Shigellen-Invasion im HeLa-Zellmodell paradigmatisch für einen sogenannten hit-and-run-

Mechanismus, der von alleine abläuft, wenn er einmal induziert ist. Dafür spricht auch, 

dass die Shigella-induzierten zellulären Ausläufer oft weit über das Bakterium 

hinausragen, teilweise gar keinen physischen Kontakt zum Bakterium haben und zudem 

noch persistieren können, nachdem das Bakterium längst internalisiert ist (4). Schließlich 

ist für diese Art von Internalisierungsmechanismus charakteristisch, dass auch nicht-

invasive Bakterien internalisiert werden können, sobald der Mechanismus erst einmal 

induziert ist (277; 303). Dies im Gegensatz zu einem Internalisationsvorgang, bei dem 

eine Rezeptor-Ligand-Interaktion zwischen der Wirtszellmembran und der äußeren 

Bakterienmembran vorliegt, wie man es bei der durch das Yersinia-Invasin Inv 

vermittelten Epithelzellinvasion beobachten kann, die durch die Interaktion zwischen dem 

bakteriellen Inv-Protein und beta1-Integrinen der Epithelzellen charakterisiert ist (116; 

117; 141; 246; 271). Zur näheren Analyse der Zytoskelettstruktur im Bereich der 

Invasionsstelle führten wir S1-myosin-Markierungen von F-Aktin durch. Damit lassen sich 

Aktinfilamente elektronenoptisch darstellen und bei hoher Auflösung auch hinsichtlich 

ihrer Polarität charakterisieren (126). Dabei fiel insbesondere auf, dass die zellulären 

Protrusionen im Bereich der Invasionsstelle angefüllt sind mit parallelen Aktinfilamenten 

mit positivem Pol in Richtung der Wirtszellmembran. Weiter fiel auf, dass es im Bereich 

der bakteriellen Invasion verschiedene Aktinnukleationsstellen gibt. Aus diesen entwickeln 

sich die zellulären Protrusionen, vorausgesetzt die Nukleationsstelle liegt nicht direkt 

unterhalb des Bakteriums. Im letzteren Fall entwickelt sich kein Zellausläufer, der ggf. das 

Bakterium zurückstoßen würde und insofern kontraproduktiv wäre, sondern eine 

Sprinkler-artige abortive Zytoskelettstruktur, die möglicherweise durch das 

Zusammenspiel von Faktoren entsteht, die eine Aktin-Polymerisation begünstigen, mit 

solchen Faktoren, die eine Inhibition von Aktin-Polymerisation bewirken (37; 283).  
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2.3.1.2 T-Plastin als Aktin-bündelndes Prinzip in Shigella-induzierten Zellausläufern 

Die auffällige parallele Bündelung der Aktinfilamente in den Shigella-induzierten 

Zellausläufern motivierte uns, nach einem orientierungssensitiven Aktin-bündelnden 

Protein in den zellulären Protrusionen zu suchen. Ein solches fanden wir mit T-Plastin, 

einem Protein, das ubiquitär in humanen Zellen vorkommt, parallele F-Aktin-Filamente 

bündelt und für die Zytoskelett-Struktur von Mikrovilli von Bedeutung ist (18; 61; 82; 145). 

Wir konnten zunächst zeigen, dass T-Plastin stark in den Shigella-induzierten 

Protrusionen angereichert wird und dort mit F-Aktin kolokalisiert. Zur funktionellen Analyse 

des Moleküls brachten wir ein modifiziertes T-Plastin-Molekül in Epithelzellen zur 

Expression, bei dem eine von zwei Aktin-Bindungsstellen fehlte. Dieses Molekül sollte 

also durch die noch vorhandene Aktin-Bindungsstelle mit endogenem T-Plastin um die 

Aktin-Bindung kompetieren, aber nicht in der Lage sein, zwei F-Aktin-Filamente zu 

bündeln. Mit diesem Konstrukt transfizierte Zellen sind somit dominant negativ für die T-

Plastin-Funktion. Indem wir zeigen konnten, dass diese für die T-Plastin-Funktion 

dominant negativen Epithelzellen teilweise resistent wurden gegen die Infektion mit 

Shigella, konnte eine funktionelle Rolle von T-Plastin für die Shigellen-Invasion 

nachgewiesen werden (4). Nachdem wir bereits gezeigt hatten, dass auch 

enteropathogene E. coli (EPEC) in der Lage sind, T-Plastin zu rekrutieren (4), wurde 

kürzlich auch eine funktionelle Rolle von T-Plastin für die Salmonella-Invasion 

nachgewiesen (323). Diese Befunde deuten darauf hin, dass T-Plastin möglicherweise 

über den Invasionsvorgang bei Shigellen hinaus von Bedeutung ist bei der zellulären 

Aufnahme pathogener Enterobacteriaceae. 

2.3.1.3 Die Steuerung der Shigella-induzierten Zytoskelettveränderungen 

Die Signalkaskaden, die von der induzierten Sekretion der bakteriellen Invasine zu den 

Zytoskelettveränderungen führen, sind bisher noch nicht verstanden. Zur Identifikation 

zellulärer Proteine, die funktionell mit der Ausbildung der Shigella-induzierten 

Veränderungen der Zellmorphologie assoziiert sind, gingen wir von der 

Zytoskelettarchitektur des Invasionskomplexes aus. Von besonderem Interesse waren die 

zellulären Protrusionen, die neben dem Bakterium aufsteigen, es umschließen und 

schließlich internalisieren. Die dabei beobachteten langen, in der Membran verankerten, 

Aktinfilamente erinnerten an fokale Adhäsionen (FA), wo Stress-Filamente 

zusammenlaufen und in der Zytoplasmamembran fixiert werden (58; 59). Da die Struktur 

der FA von der Funktion von Rho abhängt (213), untersuchten wir eine mögliche 

Regulation der Shigella-induzierten Zytoskelett-Rearrangements durch dieses Enzym. 

2.3.1.3.1 Kleine GTPasen der Rho-Familie als Regulatoren der Zytoskelett-Dynamik 

In eukaryoten Zellen wurden mehr als 100 verschiedene kleine GTP-bindende Proteine 
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beschrieben. Sie unterteilen sich in mindestens 5 Superfamilien: Ras, Rho, Rab, 

Sar1/ARF und Ran und besitzen unterschiedliche Funktionen in der Zellphysiologie (s. 

Tabelle 1). 

Tabelle 1: Kleine G-Proteine bei Mammaliern (nach Ref. (272)) 

Ras-Familie Rho-Familie Rab-Familie Sar1/Arf-
Familie 

Ran-
Familie 

Ha-Ras Tc21 RhoA Rac1 Rab1A Rab9 Rab22 Arf1 Arl1 Ran 

Ki-Ras Rit RhoB Rac2 Rab1B Rab10 Rab23 Arf2 Arl2  

N-Ras Rad RhoC Rac3 Rab2 Rab11A Rab24 Arf3 Arl3  

R-Ras Kir/Gem RhoD Cdc42 Rab3A Rab11B Rab25 Arf4 Arl4  

M-Ras Rheb RhoE/
Rnd3/
Rho8 

Rnd1/Rho6 Rab3B Rab12 Rab26 Arf5 Arl5  

RalA κB-Ras1 RhoG Rnd2/Rho7 Rab3C Rab13 Rab27A Arf6 Arl6  

RalB κB-Ras2 RhoH/
TTF 

Tc10 Rab3D Rab14 Rab27B Sar1a Arl7  

Rap1A    Rab4 Rab15 Rab28 Sar1b Ard1  

Rap1B    Rab5A Rab16 Rab29    

Rap2A    Rab5B Rab17 Rab30    

Rap2B    Rab5C Rab18 Rab31    

    Rab6 Rab19 Rab32    

    Rab7 Rab20 Rab33A    

    Rab8 Rab21 Rab33B    

 

Während Ras-Proteine die Expression von Genen steuern, Rab und Sar1/ARF-Proteine 

den Vesikeltransport kontrollieren und Ran-Proteine den nukleo-zytoplasmatischen 

Transport beeinflussen, sind Rho-Proteine wichtig für die Zytoskelett-Dynamik (272). Rho 

ist das namengebende Protein der Familie der Rho-artigen GTPasen. Die wesentlichen 

Proteine dieser Gruppe sind CDC42 und Rac und Rho mit Molekulargewichten im Bereich 

von 20-24 kDa. Die GTPase-Aktivität dieser Proteine ist mit ihrem Aktivitätszustand 

assoziiert. Im GTP-gebundenen Zustand sind sie aktiv, im GDP-gebunden inaktiv.  
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Abb. 3: Steuerung der Aktivität von Rho-Proteinen über den GTP/GDP-
Bindungszustand 

Die Steuerung der kleinen G-Proteine erfolgt über die Beeinflussung des GTPase-Zyklus 

(s. Abb. 3): Proteine, die die intrinsische GTPase von Rho aktivieren (GTPase activating 

proteins oder GAPs), führen die GTPasen in den GDP-gebundenen Zustand über und 

schalten die biologische Aktivität des G-Proteins dadurch ab. Demgegenüber führen 

Faktoren zu einer Aktivierung der kleinen G-Proteine, die den Austausch von GDP gegen 

GTP fördern – sogenannte GTPase exchange factors (GEFs). Die GTPase-Funktion 

selbst wird für die Ausübung der biologischen Funktion nicht benötigt; so sind auch solche 

GTPasen biologisch aktiv, die an ein modifiziertes Nukleotid gebunden haben, das von 

der GTPase nicht hydrolysiert werden kann. Rho-Proteine werden am prä-C-terminalen 

Zystein geranylgeranyliert und liegen im Zytoplasma an Rho-GDI gebunden vor. Über 

ihren lipophilen C-Terminus können Rho-Proteine an die Plasmamembran binden. So 

besteht ein labiles Gleichgewicht zwischen GDI- und Zytoplasmamembran-gebundenem 

Rho in der Zelle. Die verschiedenen Proteine der Rho-Familie besitzen unterschiedliche 

biologische Eigenschaften. So kontrolliert CDC42 die Polarität in Hefezellen sowie die 

Ausbildung fingerartiger Zellfortsätze, sog. Filopodien (119; 181); Rac reguliert die 
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Aktivität der NADPH-Oxidase in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen und 

induziert Membran-Falten nach Aktivierung durch Wachstumsfaktoren (1; 38; 127; 213); 

Rho ist essentiell für die Bildung von Stress-Filamenten und fokalen Adhäsionen in der 

Zelle (213). Weiter kann Rho Membran-Fältelungen in KB-Zellen induzieren, die 

Beweglichkeit von Zellkultur-Zellen beeinflussen und in Blutplättchen und 3T3-Zellen die 

Phosphatidylinositol 3-Kinase aktivieren (180; 273; 322). Schließlich beeinflusst Rho die 

Orientierung und Stabilität von Mikrotubuli (193) und spielt eine wesentliche Rolle für den 

Zellzyklus (310) sowie für die Größe von Zellen (257). Die Rho-vermittelte Bildung von 

Stress-Filamenten kann in vitro durch Lysophosphatidylsäure oder Bombesin induziert 

werden und ist mit der Aktivierung einer durch Genistein hemmbaren Tyrosinkinase 

assoziiert (131; 214). Die spezifische Inhibition von Rho durch das Clostridium botulinum-

Toxin C3, einer ADP-Ribosylase, führt zur Depolymerisation von Aktin (46; 138; 195; 

218). 

2.3.1.3.2 Funktionelle Rolle von Rho für die Shigellen-Invasion 

Die morphologische Ähnlichkeit fokaler Adhäsionen zur Zytoskelettarchitektur der von 

Shigellen induzierten zellulären Ausläufer veranlasste uns, die Rolle von Rho für die 

Shigelleninvasion von Epithelzellen zu untersuchen. Dazu bedienten wir uns eines 

Hybridmoleküls, das die Rho-inhibierende Eigenschaft von C3 mit der 

Internalisierungsfunktion des Diphtherietoxins kombiniert (19; 95; 289). Mit Hilfe dieses 

Konstrukts konnten wir zeigen, dass die Shigella-induzierten Zytoskelettrearrangements 

Rho-abhängig sind. Nach spezifischer Hemmung von Rho kommt es lediglich zu einer 

geringgradigen Akkumulation von F-Aktin um das Bakterium herum. Die für die Invasion 

essentiellen zellulären Membranausstülpungen werden nicht beobachtet (5). C3-

behandelte Zellen waren gegen eine Shigelleninfektion resistent. In EM-Studien konnten 

wir zeigen, dass die peribakteriellen Zellausläufer in C3-behandelten Zellen zwar im 

Ansatz noch vorhanden sind, die langen, parallel angeordneten, Aktinfilamente aber 

fehlen. Damit war gezeigt, dass die Ausbildung der in den Shigella-iinduzierten 

Protrusionen beschriebenen langen Aktinfilamente Rho-abhängig ist und die 

Polymerisation langer Aktinfilamente eine Voraussetzung der Entstehung Shigella-

induzierter Zellausläufer darstellt. Die Bedeutung von Rho für die Shigelleninvasion wurde 

später von einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt ((302); s. auch (2)). 

2.3.1.3.3 Differentielle Rekrutierung von Rho-Isoformen während der Shigellen-
Invasion 

Nachdem die funktionelle Rolle von Rho für die bakterielle Invasion gezeigt war, wollten 

wir wissen, ob Rho auch in den Invasionskomplex rekrutiert wird. Dazu untersuchten wir 

das Rekrutierungsverhalten verschiedener Rho-Isoformen während der Shigelleninvasion. 

Wir verwendeten Rho-Konstrukte, an deren N-Terminus ein Peptid fusioniert war, das von 
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einem monoklonalen Antikörper spezifisch erkannt wurde ("Peptid-tag" oder "tag"). Durch 

Kotransfektion verschieden `markierter´ (ge-`tag´-ter) Konstrukte kam das 

Rekrutierungsverhalten mehrerer Rho-Isoformen in derselben infizierten Zelle zur 

Darstellung. Dabei zeigten unsere Studien, dass Rho tatsächlich im Invasionskomplex 

akkumuliert; allerdings wurden die Isoformen unterschiedlich rekrutiert: Während RhoA 

peribakteriell akkumulierte, fanden sich RhoB und RhoC in den von Shigella induzierten 

Zellausläufern (5). Die unterschiedlichen Rekrutierungsmuster der Rho-Isoformen in 

unserem System legen unterschiedliche Funktionen dieser Proteine nahe. Zum damaligen 

Zeitpunkt waren keine Funktionsunterschiede von Rho-Isoformen beschrieben, weshalb 

biochemische Studien fast ausschließlich mit RhoA durchgeführt worden waren. Erst 

kürzlich konnte mit einem molekularbiologischen Ansatz gezeigt werden, dass RhoC im 

Gegensatz zu RhoA eine wichtige Rolle bei der Metastasierung von Melanomen spielt 

(50). Außerdem ist RhoC ein Onkogen für humane Epithelzellen der Mamma, dessen 

Überexpression zur Induktion angiogener Faktoren führt und eine Rolle bei der 

Pathogenese des inflammatorischen Brustkrebses spielen könnte (292; 293). Schließlich 

wird in Metastasen des Adenokarzinoms des Pankreas RhoC, nicht aber RhoA, stark 

überexprimiert im Vergleich zum Primärtumor (264). Diese Ergebnisse weisen auf eine 

besondere Rolle von RhoC für die Metastasierungskapazität verschiedener Karzinome 

hin. Aufgrund der ausgeprägten Sequenzhomologie der beiden Isoformen RhoA und 

RhoC ist es wahrscheinlich, dass die von uns beschriebenen Rekrutierungsunterschiede 

von großer Bedeutung für diese Eigenschaften von RhoC sind. 

2.3.1.3.3.1 Proteinlokalisation in eukaryoten Zellen 
Mit Ausnahme einiger weniger (ca. 10) mitochondrialer Proteine werden sämtliche 

zellulären Proteine im Zytoplasma synthetisiert. Zytoplasmatische Proteine bleiben 

entweder frei verteilt im Zytosol oder werden Teil eines makromolekularen, mehr oder 

weniger dynamischen Proteinkomplexes (z.B.: Zytoskelett), während sämtliche anderen 

Proteine je nach Zielorganell an ihren bestimmungsgemäßen Ort transportiert werden. Die 

Information für den eigentlichen Bestimmungsort liegt als N-terminale 

Aminosäuresequenz – `leader-Sequenz´ – vor, mit der die jeweiligen Translokations-

Apparate interagieren. Als Destinationen kommen in Frage: intrazelluläre membranhaltige 

Strukturen (z.B.: Zellkern, Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Mitochondrien, 

Endosomen, Lysosomen), Zytoplasmamembran und Extrazellulärraum. Dabei ist 

grundsätzlich zu unterscheiden zwischen solchen Proteinen, die ihr Zielkompartiment 

direkt erreichen (post-translationaler Transfer: im Zytoplasma synthetisierte 

mitochondriale Proteine, Kernproteine) und Proteinen, die ihren Bestimmungsort über ein 

System miteinander über Vesikel kommunizierender Kompartimente erreichen (alle 
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anderen nicht-zytoplasmatischen Proteine). Letztere werden bereits während der 

Proteinsynthese ins Endoplasmatische Retikulum (ER) importiert (co-translationaler 

Transfer) und von dort weiterverteilt. Die leader-Sequenzen sind in der Regel sowohl 

notwendig als auch hinreichend für den Transportvorgang. So können mit 

entsprechenden leader-Sequenzen versehene zytoplasmatische Proteine beispielsweise 

zur Sekretion gebracht werden. Der Proteinimport ins ER erfolgt über mehrere 

Zwischenschritte. Zunächst bindet die leader-Sequenz des naszierenden Polypeptids an 

Signalerkennungspartikel (SRP, signal recognition particle), worauf die Proteinsynthese 

zunächst sistiert. SRP sind Ribonukleoproteinkomplexe, die aus jeweils 6 Proteinen und 

einer strukturbildenden 7S RNA bestehen. Der SRP bindet daraufhin an ER-ständigen 

SRP-Rezeptor. Die leader-Sequenz wird dann vom SRP freigesetzt und kann in die ER-

Membran inserieren, während das Ribosom selbst an die ER-Membran bindet (sog. 

`raues ER´) und SRP wieder von SRP-Rezeptor dissoziiert. Die Proteinsynthese wird nun 

fortgesetzt, wobei die Polypeptidkette über einen Kanal ins ER geleitet wird. Auf der 

lumenalen Seite dieses Kanals wird die leader-Sequenz ganz oder teilweise abgespalten 

und das Protein - z. T. mit Hilfe von Chaperone-Proteinen - korrekt gefaltet. Die Faltung ist 

wichtig für den weiteren Transport, da nicht korrekt gefaltete Proteine nach Rücktransport 

ins Zytosol wieder abgebaut werden. Eine weitere wichtige Funtion des ER für den 

Proteintransport ist die Glykosylierung. 

2.3.1.3.3.1.1 Kleine G-Proteine als Regulatoren der 
Kompartimentalisierung von Molekülen und Membranen 

Die Charakterisierung einer Adressierungsdomäne von RhoA und RhoC mit unserem 

Infektionsmodell könnte auf eine bisher nicht verstandene Funktion von Rho für den 

intrazellulären Transport von Molekülen zu spezifischen Zytoplasmamembrandomänen 

hindeuten. Durch diese neue, isoformspezifische Eigenschaft von Rho können Abschnitte 

der Zytoplasmamembran Rho-vermittelt angesteuert werden. Damit könnten Rho-Proteine 

für die Steuerung von Membran-assoziierten Aktivitäten eine wichtige Rolle spielen. 

Eine funktionelle Rolle für den intrazellulären Transport von Molekülen und Vesikeln ist für 

verschiedene Ras-artige kleine G-Proteine beschrieben. Insbesondere Ran und Rab-

Proteine sind hierzu gut untersucht. Während Ran-Proteine (Ras-related nuclear protein) 

wichtig sind für den Proteinaustausch zwischen dem Kern und dem Zytoplasma, spielen 

Rab-Proteine (Ras genes from rat brain) eine wichtige Rolle sowohl für den exozytischen 

wie den endozytischen Transport von Proteinen und Membranen.  

Der Molekülverkehr zwischen Kern und Zytoplasma wird in Abhängigkeit von der Größe 

des Moleküls unterschiedlich geregelt. Während kleine Moleküle bis ca 50 kDa frei durch 

Kernmembranporen diffundieren können, wird der Transport größerer Moleküle aktiv 
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gesteuert. Neben Transportrezeptoren (Importine und Exportine) und Adaptermolekülen 

kommt hier dem kleinen G-Protein Ran und seinen Bindungspartnern eine besondere 

Bedeutung zu. Transportrezeptoren erkennen Transportsignalsstrukturen und binden das 

zu transportierende Molekül entweder direkt oder über Adapter, um es anschließend 

durch Kernmembranporen zu schleusen. Transportsignalstrukturen sind entweder NLS 

(nuclear localization signal) für den Transport vom Zytoplasma in den Zellkern oder NES 

(nuclear export signal) für die entgegengesetzte Richtung. Dabei hat Ran 

unterschiedliche Funktionen für den Import und den Export. Eine wesentliche Funktion 

besteht in der Rolle eines Transportvermittlers, indem es in GTP-gebundenem Zustand im 

Kern zusammen mit der `Fracht´ und einem exportin einen Komplex bildet, der nach dem 

Transport ins Zytoplasma wieder dissoziiert . Letzteres ist Folge der Aktivierung der 

intrinsischen GTPase-Aktivität von Ran durch ein Ran-GAP, durch die Ran in den GDP-

gebundenen Zustand übergeführt wird. Dabei kommt Ran-GAP praktisch ausschließlich 

im Zytoplasma, Ran-GEF aber nur im Kern vor. Dadurch liegt im Zellkern überwiegend 

GTP-Ran, im Zytoplasma überwiegend GDP-Ran vor. Der Rücktransport von GDP-Ran in 

den Kern erfolgt als Proteinkomplex mit NTF2 (nuclear transport factor 2) (212). Der 

Rücktransport von NTF2 erfolgt als Homodimer über `erleichterte Diffussion´ mit 

Transferraten von >1000 Molekülen pro Kernpore und Sekunde (211). Während GTP-Ran 

durch Konformationsänderung am Exportin die Bindung an nukleozytoplasmatische 

`Fracht´ begünstigt, bewirkt GTP-Ran bei in den Kern importierten Proteinkomplexen 

(Importin plus `Facht´) eine Dissoziation dieser Komplexe im Zellkern und anschließend 

den Export des Importins aus dem Kern als Importin-Ran-Komplex. Insofern ist jeder 

aktive Molekültransport zwischen Zytoplasma und Zellkern unabhängig von der Richtung 

mit einem nukleozytoplasmatischen Transport von GTP-Ran verbunden. 

Interessanterweise ist Ran aber auch involviert in die Tubulus-Nukleation während der M-

Phase des Zellzyklus (311; 312), einer Funktion, die wesentlich ist für den Aufbau der 

Teilungsspindel. In dieser Phase der Zellteilung ist die Kernmembran aufgelöst, sodass 

keine Kerntransportfunktionen wahrzunehmen sind. 

Während Ran essentiell ist für die meisten Transportprozesse zwischen Zytoplasma und 

Zellkern, steuern Rab-Proteine wesentliche Vorgänge im Zusammenhang mit dem 

Transport von Proteinen und Membranen in verschiedene Zellkompartimente, 

einschließlich der Exozytose und Endozytose. Bisher wurden beim Menschen 60 Rab-

Proteine beschrieben (197). Damit stellen Rab-Proteine die größte Familie Ras-artiger 

Proteine beim Menschen, deren Funktionen sich auf praktisch sämtliche Schritte des 

exozytischen (vom ER zur Zytoplasmamembran) wie auch des endozytischen Vesikel-

Transports (von der Zytoplasmamembran zum Trans-Golgi-Netzwerk bzw. zu 

Vakuolen/Lysosomen) verteilen (s. Review zu diesem Komplex: (321)). Eine wesentliche 
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Funktion von Rab-Proteinen besteht in der spezifischen Fusion von Membranen. Dabei 

fungieren Rab-Proteine als Membranmarker, die die Spezifität des Fusionsvorgangs 

gewährleisten. So steuert etwa Rab5 die Fusion von frühen Endosomen dadurch, dass 

das kleine G-Protein sowohl auf der Donor- wie auch auf der Akzeptor-Membran 

vorhanden sein muss. Die Membranfusion selbst wird dann durch Bindung von Rab5 an 

EEA1 (early endosome antigen 1) bewirkt, wobei EEA1 wahrscheinlich eine Brücke bildet 

zwischen Rab5-Molekülen der beiden Membranen (24; 48; 99). Rab-GTPasen sorgen 

aber nicht nur für die Spezifität von Membranfusionen, sondern auch für den gerichteten 

Vesikeltransport. So steuert Rab5 die Bindung von frühen Endosomen an Mikrotubuli 

sowie deren Bewegung entlang dieser Mikrofilamente (75; 179). Die Verteilung von Rab in 

der Membran scheint eine wichtige Rolle zu spielen für die Funktion dieser Proteine. Rab 

wird in Membrandomänen angereichert, die nicht identisch sind mit sog. `lipid rafts´ - 

Membran-`Inseln´, in denen neben verschiedenen Proteinen insbesondere Sphingolipide 

und Cholesterol angereichert sind (62; 170; 252; 256). Rab-Domänen sind charakterisiert 

durch das Zusammenspiel der GTPase mit Phospholipiden. So sind Phosphatidylinositol-

3-Kinasen unterschiedlicher Substratspezifität Effektoren von Rab5 (49). Damit steuert 

Rab5 sowohl räumlich (Membrandomäne) als auch zeitlich (nur in aktiviertem Zustand) 

die Phospholipidzusammensetzung der Membranen, die diese GTPase gebunden haben. 

Ob für die Stabilisierung der Membrandomäne Funktionen des Zytoskeletts benötigt 

werden, ist derzeit nicht bekannt. Man geht davon aus, dass andere Rab-Proteine in 

anderen Membrandomänen akkumulieren und dass die komplexen Interaktionen 

zwischen verschiedenen Rab-Domänen durch Effektoren von Rab vermittelt werden, die 

auch eine Verbindung des Rab-Steuerungssystems mit der für Membranfusionen 

wichtigen Gruppe der SNARE Proteine (soluble NSF attachment protein receptor; NSF: 

N-ethyl-maleimide-sensitive fusion protein) herstellen (178). 

Stellt man unsere Daten zu einem isoformspezifischen Rekrutierungsmotiv (s. 3.1) in den 

größeren Kontext von Transport- und Sortierfunktionen kleiner G-Proteine, liegt die 

Vermutung nahe, dass auch Rho-Proteine in isoformtypischen Membrandomänen 

konzentriert sind, wobei diese im Fall von Rho auf der Zytoplasmamembran liegen. 

Möglicherweise lassen sich die wesentlichen Funktionen von Rho vor diesem Hintergrund 

als dynamische lokale Beeinflussung der Membraneigenschaften verstehen, wobei 

externe Stimuli gezielt und lokal begrenzt an Regulatoren der Zytoskelettdynamik 

übertragen werden. Die Spezifität dieser Vorgänge könnte durch die Isoformspezifität von 

RhoGEFs und/oder von Rho-Effektoren bestimmt sein. 

2.3.1.3.4 Ein Klasse IX-Myosin als Rho-Antagonist mit Myosin-Funktion 

Nach unserer Analyse der Ultrastruktur mussten die Shigella-induzierten 
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Zytoskelettrearrangements das Resultat einer sehr feinen Steuerung sein. Wir 

interessierten uns daher auch für die Gegenregulation der Rho-Aktivierung. Eine 

überschießende Aktin-Polymerisation sollte aus mehreren Gründen für das eindringende 

Bakterium nachteilig sein. Zum einen würden zelluläre Protrusionen direkt unter dem 

Bakterium den Mikroorganismus von der Zelle wegstoßen. Zum anderen sollte aber auch 

die Aktin-Polymerisation im Bereich der neben dem Bakterium entstehenden Zellfortsätze 

limitiert werden, damit die Protrusionen über dem Bakterium fusionieren können. 

Außerdem sollte nach erfolgreicher Invasion noch ausreichend G-Aktin zur Verfügung 

stehen, damit nach Lyse der Phagosomenmembran eine intrazelluläre Bewegung möglich 

ist, die ebenfalls von Aktin-Polymerisation abhängt. Wir studierten deshalb Myr5, ein 

Klasse IX-Myosin, bezüglich einer potentiellen Rolle für die bakterielle Invasion. Myr5 

besitzt eine im Vergleich zum klassischen Myosin II leicht modifizierte Myosin-

Kopfdomäne mit einer N-terminalen Extension und einer Insertion in der zweiten flexiblen 

Windung; weiter besitzt das Molekül 4 IQ-Motive (20; 47) zur Bindung von leichten Ketten 

des Myosins sowie im Schwanzbereich eine C6H2-Domäne zur koordinativen Bindung 

von zwei Zink-Ionen (68; 166); schließlich enthält das Molekül ein GAP-Motiv, mit dem 

kleine G-Proteine der Rho-Familie durch Überführung in den inaktiven, GDP-gebundenen 

Zustand antagonisiert werden können (210). Dabei ist die GAP-Aktivität für RhoA etwa 

100 mal höher als für CDC42 und etwa 1000 mal höher im Vergleich Rac1 (171). Diese 

Eigenschaften machten Myr5 zu einem interessanten Kandidatenprotein für den Rho-

Antagonismus. Nachdem unsere Studien unterschiedliche Funktionen der Rho-Isoformen 

aufgrund ihrer differentiellen Lokalisation nahegelegt hatten (5), studierten wir zunächst 

die in vitro-Aktivität des Myr5-GAP-Moduls bezüglich verschiedener Rho-Isoformen, wobei 

wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den Substraten RhoA, RhoB oder RhoC 

fanden (101). So scheint das GAP-Modul dieses Myosins für alle Rho-Isoformen, nicht 

aber für eine der Rho-Isoformen spezifisch zu sein. Eine in vivo-Interaktion zweier 

Proteine setzt eine zumindest zeitweise Kolokalisation voraus. Wir untersuchten daher 

das Rekrutierungsverhalten von Myr5 während der bakteriellen Invasion. Dabei zeigte 

sich, dass Myr5 zwar mit RhoC, nicht aber mit RhoA kolokalisiert. Dieses Ergebnis ist von 

besonderer Bedeutung, da es zumindest in unserem System eine in vivo-Interaktion von 

Myr5 mit RhoA unwahrscheinlich macht, obwohl sie biochemisch in vitro möglich ist. 

Dieser Befund unterstreicht also die besondere Bedeutung von Relokalisationsvorgängen 

in der Zelle, die erst die Voraussetzung für eine spezifische Interaktion von Proteinen 

schaffen. Demnach kommt in unserem System der Shigelleninvasion von Epithelzellen 

ein Klasse IX-Myosin zwar als Antagonist von RhoC, nicht aber von RhoA in Betracht. 

Damit kann das Klasse IX-Myosin die Rho-Aktivität in den peribakteriellen Zellausläufern 

antagonisieren. Myr5 scheidet hingegen als Rho-Antagonist unterhalb des Bakteriums 
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aus, da RhoA, nicht aber RhoC unterhalb des eindringenden Bakteriums akkumuliert. In 

der Tat konnte ein anderer Mechanismus zur Verhinderung zellulärer Protrusionen 

unterhalb des eindringenden Bakteriums beschrieben werden, der über eine Bindung des 

sezernierten bakteriellen Proteins IpaA an das zelluläre Aktin-bindende Protein Vinkulin 

zu einer Inhibition der Aktinpolymerisation führt (37)(s. Abb. 4). 

 

Abb. 4: Inhibition der Ausbildung zellulärer Protrusionen unterhalb des in die Zelle 
eindringenden Bakteriums 

Interessanterweise führt die Überexpression einer GAP-Mutante von Myr5 zu einer 

Erhöhung der Invasion (101). Damit ist auch die funktionelle Bedeutung der Myosin-

Kopffunktion für die Shigellen-Invasion gezeigt und erlaubt diesem Molekül eine 

Doppelrolle während der bakteriellen Internalisation: zum einen durch initiale 

Stabilisierung der Zytoskelettstrukturen über die Myosinkopffunktion, zum anderen über 

eine Limitierung der zellulären Protrusionen durch Antagonisierung von RhoC. 

Interessanterweise konnten wir auch zeigen, dass CDC42 und Rac einen RhoA-ähnlichen 

Rekrutierungstyp aufweisen (101). So sind auch diese Proteine von einer Interaktion mit 

Myr5 unabhängig. 
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2.3.1.3.5 Rolle weiterer GTPasen der Rho-Familie für initiale 
Zytoskelettveränderungen 

Nachdem gezeigt worden war, dass Rho für die bakterielle Invasion essentiell ist und die 

Signalisationswege dieser GTPasen miteinander interferieren, lag es nahe, auch die Rolle 

anderer Proteine der Rho-Familie für den Invasionsprozess zu untersuchen. So konnte 

gezeigt werden, dass insbesondere die initiale Ausbildung fingerförmiger 

Membranausstülpungen (Filopodien) CDC42-abhängig ist, während Rac für die 

Membranverbindungen zwischen den Filopodien von Bedeutung ist (168; 284). Dabei 

scheint CDC42 durch eine C-terminale Domäne des bakteriellen Invasins IpaC aktiviert zu 

werden (284). Dies ist konsistent mit dem von uns festgestellten RhoA-artigen 

Rekrutierungstyp von CDC42 und Rac (101), denn dieser Rekrutierungstyp ist bereits 

sehr früh während des Invasionsvorgangs zu beobachten. 

2.3.1.3.6 Aktin-bindende Proteine im initialen Invasionskomplex 

Neben den kleinen GTPasen der Rho-Familie RhoA, CDC42 und Rac wird eine ganze 

Reihe von Zytoskelett-Proteinen im initialen Invasionskomplex gefunden. Dazu gehören 

Alpha-actinin (283), Talin (301; 302), Vinkulin (37; 283; 301; 302) und Cortactin (64). Die 

meisten dieser Proteine kommen auch in fokalen Adhäsionen vor. Das am besten 

untersuchte Protein ist Vinkulin. Die Aktivierung dieses Proteins führt zur Demaskierung 

von Bindungsstellen für Alpha-actinin und Talin (260), wohingegen die Bindung von 

Paxillin nicht über diesen Mechanismus erfolgt (96). Vinkulin wird IpaA-abhängig an die 

bakterielle Invasionsstelle rekrutiert (283) und bildet mit IpaA einen Proteinkomplex, der 

zur Aktindepolymerisation unterhalb des eindringenden Bakteriums führt (37). Diese 

Vorgänge führen zur Ausbildung einer tassenartigen Struktur, die initial das Bakterium wie 

eine geöffnete Hand teilweise umgibt und möglicherweise für die Vermittlung des 

Kontaktes zwischen Bakterium und Zelle eine Rolle spielt. 

2.3.1.3.7 Zelluläre Proteine mit Bedeutung für die reife, blütenartige Invasionsstruktur 

Wenn sich in einem zweiten Schritt lange Zellausläufer ausbilden, bekommt die 

mechanische Stabilität der Zytoskelettstruktur zunehmende Bedeutung. In dieser Phase 

dürften die Bündelung und Stabilisierung von F-Aktin durch T-Plastin und RhoC wichtig 

werden (4; 5; 302). Bisher kann nur spekuliert werden, welche Proteine für den so 

wichtigen Übergang von der tassenartigen Struktur in die reife Blütenstruktur wichtig ist. 

Mit seinen Bindungsstellen für die "focal adhesion kinase (FAK)", Aktin, Vinkulin, beta1-

Integrine und Layilin könnte Talin eine Mittlerfunktion zukommen, indem es Signale von 

verschiedenen Transmembranmolekülen wie den beta1-Integrinen und dem C-Typ-Lektin 

Layilin zusammenführt und an das Zytoskelett weiterleitet (36; 43; 96; 198). Zwar wird 

Talin in den Shigella-induzierten Invasionskomplex rekrutiert (301; 302); allerdings ist eine 

mögliche funktionelle Rolle dieses Proteins für den Invasionsvorgang bisher nicht 
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untersucht. 

2.3.2 Invasionsassoziierte Signalisationsvorgänge 

Während die für die Epithelzellinvasion notwendigen bakteriellen Faktoren gut untersucht 

und auch die Zytoskelettrearrangements, die zur bakteriellen Internalisation führen, recht 

gut beschrieben sind, ist die genaue Abfolge der Signale, die letzlich zur Aufnahme des 

Bakteriums in die Wirtszelle führen, bisher nur bruchstückhaft bekannt (s. Abb. 5). 

 

Abb. 5: Shigella-induzierte Signalisationsvorgänge in humanen Zellen 

Nach Induktion des bakteriellen Typ III-Sekretionsapparates durch Kontakt mit Fibronektin 

oder einem anderen Faktor können die Bakterien an beta1-Integrine und/oder über den 

Hyaluronan-Rezeptor CD44 der Wirtszelle binden (133; 253; 303). CD44 akkumuliert in 

temporären Mikrodomänen der Zytoplasmamembran mit charakteristischer 

Lipidzusammensetzung (`lipid rafts´, (252)) und ist mit dem Zytoskelett verbunden über 

ERM (Ezrin-Radixin-Moesin)-Proteine, die zur Aktivierung aufgefaltet werden (91), wobei 

dem ERM-Protein Ezrin eine funktionelle Rolle im Invasionsprozess zukommt (254). 

ERM-Proteine können durch die CDC42-bindende Kinase MRCK (172), einem Effektor 

von CDC42 (144), an einem C-terminalen Threonin phosphoryliert werden. 

Phosphorylierte ERM-Proteine wiederum akkumulieren in den Spitzen von CDC42-

induzierten Filopodien (172). Außerdem hat die Rho-abhängige Phosphorylierung von 

ERM-Proteinen einen morphogenetischen Effekt für die Ausbildung von Mikrovilli (189). 

Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob etwa die Phosphorylierung von Moesin via Rho-
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kinase erfolgt (189) oder nach Rho-induzierter, aber Rho-kinase unabhängiger, 

Aktivierung der Phosphatidylinositol 4-Phosphat 5-Kinase über Phosphatidylinositol 4,5-

Biphosphat (PIP2) (155). ERM-Proteine können Signale von einer ganzen Reihe von 

Transmembranproteinen, CD43, CD44 und ICAM-2, an das Zyoskelett weiterreichen 

(318). 

Auch die Tyrosin-phosphorylierten Proteine Cortactin und Paxillin werden nach 

Phosphorylierung durch die Tyrosin-Kinase Src in den bakteriellen Invasionskomplex 

rekrutiert (64; 302). Cortactin ist ein Aktin-bindendes Protein, das in 3 Isoformen 

vorkommt. Dabei ist CortactinA ein Aktin-vernetzendes Protein (188). Die Tyrosin-

Phosphorylierung durch Src verringert die Vernetzungsaktivität von Cortactin, was 

möglicherweise Src-vermittelte Zytoskelettrearrangements begünstigt (113; 114). 

Cortactin kann auch mit dem Arp2/3-Komplex direkt interagieren und somit 

Aktinnukleation induzieren (307), wobei zumindest in einem experimentellen System die 

Rekrutierung von Cortactin Rac-abhängig ist (306). Ob dies auch für die Shigellen-

Invasion zutrifft, ist allerdings bisher nicht bekannt. Interessanterweise kann die Src-

vermittelte Phosphorylierung von Cortactin durch Interferon-alpha inhibiert werden, was in 

einer reduzierten Invasionseffizienz resultiert (70). Paxillin ist ein Adaptor-Molekül, das in 

fokalen Adhäsionen gefunden wird, und Substrat von Src. Die Rekrutierung von Paxillin in 

fokale Adhäsionen ist ARF-1-abhängig und geht mit einer zusätzlichen Serin/Threonin-

Phosphorylierung einher (39; 40; 183). Mit seinen Bindungsstellen für FAK und Vinkulin 

(288) kann Paxillin Proteinphosphorylierungskaskaden mit Zytoskelettveränderungen 

verbinden. Außerdem bindet Paxillin einen Proteinkomplex, der auch PAK und PIX enthält 

(287), wodurch Paxillin auch eine Verbindung zu CDC42- und Rac-abhängigen Signalen 

herstellen könnte (s. Übersicht in (35)). Interessanterweise kann Paxillin nach 

Stimulierung von Makrophagen mit LPS Tyrosin-phosphoryliert und in Membran-

Fältelungen rekrutiert werden (313); allerdings ist bisher nicht untersucht, ob Paxillin eine 

funktionelle Rolle bei der Epithelzellinvasion durch Shigella zukommt. FAK ist eine 

Tyrosinkinase mit einer zentralen katalytischen Region zwischen großen N- und C-

terminalen regulatorischen Domänen (238). FAK kann in zwei Schritten aktiviert werden: 

Der initialen Autophosphorylierung an einem Tyrosin folgt die Phosphorylierung dreier 

weiterer Tyrosine durch Src (42; 239). Die dadurch entstehenden SH2-Bindungsstellen 

begünstigen die Interaktion von FAK mit Src und dem SH2-SH3 Adaptor-Protein Grb2, 

womit eine Verbindung zur ERK2-Signalisationskaskade hergestellt wird (241; 242). Eine 

zweite, Grb2-unabhängige Verbindung zwischen FAK und ERK2-Signalisation besteht 

über die Phosphorylierung von p130Cas und die Aktivierung von Nck (240). Außerdem 

verbindet Grb2 möglicherweise Phosphorylierungskaskaden mit der 

Zytoskelettreorganisation: In einem in vitro-System der Aktin-Polymerisation und Shigella-
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Motilität konnte mit einem aus bekannten Komponenten rekonstituierten Medium gezeigt 

werden, dass Grb2 ein Aktivator von N-WASP ist und via Aktivierung des Arp2/3-

Komplexes Aktinnukleation induziert (44). Ob dieser Mechanismus auch für die 

Zytoskelettrearrangements während der Invasion eine Rolle spielt, ist nicht bekannt. 

Die GTPasen der Rho-Familie sind Teil verschiedener Signalisations-Aktivitäten in der 

Zelle. Rho selbst ist an einer ganzen Reihe von Invasions-assoziierten Phänomenen 

beteiligt: 

1. Ausbildung langer Aktin-Filamente sowie der reifen, blütenartigen 
Zytoskelettstruktur (5) 

2. Rekrutierung von Vinkulin, Talin, tyrosin-phosphorylierten Proteinen, Ezrin und 
Src (71; 302) 

3. Aktivierung der Proteinkinase C (302) 
4. Phosphorylierung von FAK und Paxillin (302) 

Dieses Muster Rho-abhängiger Prozesse deutet darauf hin, dass die Rolle von Rho für 

die bakterielle Invasion komplex ist. Rho könnte seine Wirkung über 

Signalisationskaskaden ausüben, in die auch CDC42 und Rac involviert sind (siehe 

(154)). Dies könnte erklären, weshalb die Inhibition von Rho durch das C. botulinum-Toxin 

C3 auch mit der Ausbildung von Filopodien und Lamellipodien interferiert, Strukturen, die 

eher der Aktivierung von CDC42 oder Rac zugeschrieben werden (284), wobei die 

Aktinnukleation Rho-unabhängig zu sein scheint (5; 284; 302). Außerdem kann Rho die 

Funktion von ERM-Proteinen auf verschiedenen Wegen modulieren: Zum einen ist die 

Rekrutierung von Ezrin in den bakteriellen Invasionskomplex Rho-abhängig (254); zum 

anderen kann Moesin über die Rho-abhängige Rho-kinase oder via Rho-abhängiger 

Phosphatidylinositol 4-Phosphat 5-Kinase phosphoryliert werden und schließlich ist die 

Erhaltung des phosphorylierten Zustands von Moesin abhängig von der Rho-vermittelten 

Inaktivierung der MLCP, einem Inaktivator von Moesin (87). 

2.3.2.1 Invasionsassoziierte Regelkreise der Signalisation 

Die Zytoskelettstruktur des reifen Invasionskomplexes ist das Resultat einer Balance 

zwischen Signalen für Depolymerisation, Kürzung durch Kettenbruch (`severing´), 

Nukleation, Polymerisation, Bündelung und Quervernetzung von Aktin. Verschiedene 

Gegenregulationsmechanismen scheinen für die Shigella-induzierten 

Zytoskelettveränderungen von Bedeutung zu sein. Neben der IpaA/Vinkulin-induzierten 

Aktin-Depolymerisation, die die Entstehung zellulärer Protrusionen unter dem Bakterium 

verhindern (37; 283), spielt die Src-vermittelte Signalisation eine Rolle bei der 

Gegenregulation initial aktivierter Kaskaden. Während die Rekrutierung von Src Rho-

abhängig ist, scheint Src selbst Rho über ein RhoGAP zu inaktivieren (71), wobei 

aufgrund der Lokalisationsverhältnisse in vivo hauptsächlich an einen Antagonismus zu 
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RhoA zu denken ist. Demgegenüber scheint RhoC im wesentlichen durch ein Klasse IX-

Myosin mit Rho-spezifischer GAP-Funktion inaktiviert zu werden (101). Die Beobachtung, 

dass die Zelle zwei verschiedene Gegenregulationsmechanismen für die Steuerung der 

Rho-Aktivität einsetzt, unterstreicht sowohl die Schlüsselrolle von Rho für die Shigella-

induzierten Zytoskelettrearrangements wie auch die Bedeutung der isoformspezifischen 

Rekrutierung dieser Moleküle. Ob die kürzlich beschriebene Regulation der Rho-Aktivität 

durch das CNF1-Toxin uropathogener E. coli über die Abbaukinetik (69) bei der Shigellen-

Invasion von Bedeutung ist, wurde bisher nicht untersucht. 

3 Bisher nicht publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe zur Pathogenese 
der Shigellose 

3.1 Charakterisierung des Rekrutierungsmoduls von RhoA im 
Epithelzellinvasionssystem 

Die Ausgangsbeobachtung, dass RhoA und RhoC trotz weitgehender Homologie in ganz 

unterschiedliche Regionen des Invasionskomplexes rekrutiert werden ((5); s. auch (2)), 

veranlasste uns zu der Hypothese eines Rekrutierungsmotivs am C-Terminus des 

Moleküls, da sich hier einige nicht-konservative Aminosäureaustausche befinden. Die 

Ergebnisse dieser Studien sind in einem zur Publikation vorbereiteten Manuskript 

niedergelegt, sodass hier nur eine kurze Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse 

erfolgt. 

 

Abb. 6: Variable, polybasische prä-C-terminale Region von Rho-Isoformen A und C. 
Farbig dargestellte Positionen unterscheiden sich zwischen den Isoformen, unterstrichene 
Aminosäuren sind basisch. 

Der prä-C-terminale Molekülabschnitt lässt sich in zwei Teile untergliedern: in einen prä-

C-terminalen Bereich (AS181-189) und in die C-terminale CAAX-Box (7)(s. Abb. 6). 

Letztere ist essentiell für das Rekrutierungsphänomen, da CAAX-Deletionsmutanten nicht 

rekrutiert werden. Der Austausch von CAAX-Boxen zwischen den Rho-Isoformen ändert 

aber nicht deren Rekrutierungsmuster, sodass die CAAX-Box nicht das 

Rekrutierungsmuster determiniert. Wird hingegen der prä-C-terminale Abschnitt (AS181-

188) zwischen RhoA und RhoC ausgetauscht, kommt es zur Konversion des 

Rekrutierungsmusters. Weiter fanden wir, dass der Austausch von 2 der 6 Aminosäuren 

bereits ausreicht, um eine vollständige Konversion des Musters zu erzielen. Für das 
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Translokationsphänomen unerheblich sind sowohl das Serin188 von RhoA, welches 

Substrat für die Protein Kinase A (PKA) ist, noch die vom GTP/GDP-Bindungszustand 

abhängige Signal-Aktivität von RhoA. Deshalb interessierte uns die Frage, ob die C-

terminale Region hinreichend ist, um ein beliebiges anderes Protein an die Shigellen-

Invasionsstelle zu rekrutieren. Indem wir zeigen konnten, dass Fusionsproteine bestehend 

aus "enhanced green fluorescent protein" (EGFP) und den AS181-193 von RhoA oder 

RhoC wie die entsprechenden Rho-Isoformen in die bakterielle Invasionszone rekrutiert 

werden, ist der C-Terminus als Rekrutierungsmotiv etabliert. Dabei handelt es sich um 

das erste mit Methoden der `Mikrobiellen Zellbiologie´ identifizierte humane Proteinmotiv. 

Insgesamt unterstreichen unsere Ergebnisse die herausragende Bedeutung von 

Relokalisations-Phänomenen für das Verständnis von mikrobiell induzierten 

Umbauvorgängen des Zytoskeletts. Die von uns beobachteten Relokalisationsvorgänge 

sind so deutlich ausgeprägt, dass die Relokalisation eines Proteins bei unveränderter 

Basis-Aktivität eine so starke lokale Erhöhung dieser Aktivität am Wirkort bringen würde, 

dass eine zusätzliche spezifische Aktivierung nicht unbedingt erforderlich erscheint. 

Protein-Rekrutierung ist deshalb bei Proteinen mit Basis-Aktivität per se Ausdruck eines 

Signalisationsereignisses. Kommt eine Aktivierung des rekrutierten Proteins hinzu, 

potenziert sich das Signal um das Produkt von Aktivierungs- und Rekrutierungs-

Koeffizient. Dies wird insbesondere auch dadurch deutlich, dass die von uns studierten 

Rekrutierungsvorgänge in den Invasionskomplex sowohl bei Rho wie auch bei Myr5 

unabhängig von sonstigen Aktivitäten des Proteins gesteuert werden. Damit wird die 

Rekrutierungseigenschaft zu einer wesentlichen Eigenschaft des Moleküls selbst. Gerade 

der Befund, dass Myr5 zwar in vitro RhoA, B und C in gleicher Weise inhibiert aber 

lediglich mit RhoC (und RhoB), nicht aber mit RhoA (und Rac) in vivo kolokalisiert (101), 

zeigt deutlich, dass das Rekrutierungsmuster ein Parameter eigener Art ist, dessen 

Studium eine Voraussetzung darstellt für das Verständnis von bakteriell induzierten 

Signalisationskaskaden. Die isoform-typische Adressierung von Rho könnte von 

fundamentaler Bedeutung für diese G-Proteine sein. So wurde kürzlich gezeigt, dass 

RhoC für die Metastasierung des Melanoms eine wichtige Rolle spielt (50). Dabei fiel der 

Unterschied zwischen RhoC und RhoA hinsichtlich der Förderung der Metastasierung auf, 

da biochemisch bisher keine Unterschiede zwischen diesen Isoformen gefunden wurden. 

Wir glauben, dass der wesentliche Unterschied zwischen diesen Rho-Isoformen in der 

von uns dargestellten Membranadressierung besteht. Unsere Beobachtung bildet die 

theoretische Grundlage für die Markierung von Rho-Isoform-typischen Membrandomänen, 

für die Rekrutierung beliebiger Proteine an diese Domänen sowie für eine isoform-

typische Inhibition von Rho mit potenziellen Anwendungen im Bereich der Zellbiologie 

aber auch der Krebstherapie (50; 264; 292; 293) durch selektive Inhibition der 
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Membranadressierung bestimmter Rho-Isoformen. 

3.2 Phospholipidmetabolismus während der Shigellen-Invasion 
Die nachgewiesene Schlüsselfunktion von Rho für die Epithelzellinvasion wirft die Frage 

nach weiteren Elementen der Signalisationskaskaden oberhalb von Rho auf. Dabei 

kommt den Vorgängen an der Zytoplasmamembran und insbesondere dem 

Phospholipidmetabolismus besondere Bedeutung zu. Wir untersuchten in diesem 

Zusammenhang den Metabolismus von Phosphatidylcholin (PC) sowie den 

Inositolphosphatmetabolismus während der Shigellen-Invasion. Dabei konnten wir 

zunächst zeigen, dass eine Inhibition der Phosphatidat-Phosphohydrolase die bakterielle 

Invasion um knapp 90% inhibiert und den Invasionskomplex mikromorphologisch stark 

verändert. Diese Studien wurden dann in Kooperation mit Michel Record und Bernard 

Payrastre (beide Toulouse) erweitert. So konnten wir eine bakterielle Induktion des PC-

Metabolismus´ nachweisen, wobei es zu einer Erhöhung von Phosphatidat (Diacyglycerol-

Phosphat) kommt. Dieser Befund passt gut zu unseren initialen Beobachtungen einer 

Rolle der PPH im Infektionsgeschehen, da Phosphatidat das Substrat der PPH darstellt. 

Zu unserer Überraschung fanden wir während der Infektion auch die Induktion einer 

Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat-Phosphatase-Aktivität bakteriellen Ursprungs. Das 

mit dieser Aktivität assoziierte Genprodukt ist IpgD (177), eine Shigellen-Phosphatase, die 

eine vorübergehende Ablösung des Zytoskeletts von der Plasmamembran zur 

Erleichterung der Ausbildung von Zellausläufern bewirkt (176), vom Virulenzplasmid 

kodiert und im Labor von P. Sansonetti bearbeitet wird. 
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Anhänge 

 

Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb. Abbildung 

Arf `ADP-ribosylation factor´; ursprünglich als Stimulator der Choleratoxin-
vermittelten ADP-Ribosylierung von Gs identifiziert 

Arl `Arf-like protein´ 

bzw. beziehungsweise 

CDC42 `cell-division-cycle protein 42´, gehört zur Rho-Proteinfamilie 

CD43 Leukozyten-Marker; syn. Leukosialin 

CD44 Hyaluronan-Rezeptor 

EEA1 `early endosome antigen 1´ 

EGFP `enhanced green fluorescent protein´ 

EIEC Enteroinvasive E. coli 

EPEC Enteropathogene E. coli 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERM Ezrin-Radixin-Moesin 

FA Fokale Adhäsionen 

FAE Follikel-assoziiertes Epithel 

FAK `focal adhesion kinase´ 

GAP GTPase aktivierendes Protein; führt G-Protein in den inaktiven, GDP-
gebundenen Zustand über 

GDP Guanosindiphosphat 

GEF `GTPase exchange factor´; führt G-Protein in den aktiven, GTP-
gebundenen Zustand über 

GTP Guanosintriphosphat 

H-NS Histon-artige Proteinfamilie, syn. VirR 

ICAM-1 Interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 

ICAM-2 Interzelluläres Adhäsionsmolekül 2 

IcsA `intercellular spread-associated molecule A´ 

IQ-Domäne die Aminosäuren Isoleucin (I) und Glutamin (Q) in bestimmter 
Konfiguration enthaltende Calmodulin-Bindungsstelle 

IS Insertionselement 

LPS Lipopolysaccharid 
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MALT Mukosa-assoziiertes lymphoides Gewebe 

MLCK `myosin light chain kinase´ 

M-Zellen Mikrofalten- oder membranöse Zellen 

NES Kern-Exportsignal 

NLS Kern-Lokalisationssignal 

NSF `N-ethyl-maleimide-sensitive fusion protein´ 

NTF2 Kern-Transportfaktor 2 

PAI Pathogenitätsinsel 

PC Phosphatidylcholin 

PH-domain `pleckstring homology´-Domäne 

pINV 220 kb großes Virulenzplasmid; kodiert für wichtige Invasine 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphat 

PKA Protein Kinase A 

PMN Polymorphkernige neutrophile Granulozyten 

PPH Phosphatidat Phosphohydrolase 

Rab `ras genes from rat brain´; Familie kleiner G-Proteine 

Rac `ras-related C3 botulinum toxin substrate´, gehört zur Rho-Familie; ist 
entgegen ursprünglicher Annahme kein Substrat für C3 

Ral `ras-related gene´; Ral-Proteine gehören zur Ras-Familie 

Ran `ras-related nuclear protein´; Familie kleiner G-Proteine mit nur einem 
Vertreter bei Säugetieren 

Rap `ras-related protein´; Rap-Proteine gehören zur Ras-Familie 

Ras Familie und Superfamilie kleiner G-Proteine; ursprünglich als Homologa 
zu Onkogenen der Harvey- (Ha-Ras) and Kirsten- (Ki-Ras) 
Mäusesarkomviren beschrieben 

Rho `ras homolog´; Familie kleiner G-Proteine 

s. siehe 

SNARE `soluble NSF attachment protein receptor´ 

SRL PAI Pathogenitätsinsel, die für einen Multiresistenz-Phänotyp kodiert 

SRP `signal recognition particle´ 

syn. synonym 

u.a. unter anderem 

VASP `vasodilator-stimulated phosphoprotein´ 

VirR Synonym von H-NS 

WASP Wiskott-Aldrich Syndrom-Protein 
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