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ó Das humanpathogene Bakte-
rium Listeria monocytogenes ver-
ursacht vor allem bei immun-
geschwächten Menschen und
Schwangeren schwerwiegende
Infektionen, die mit Meningitis,
Sepsis oder Fehlgeburten ein-
hergehen können. Trotz gezielter
Antibiotika-Therapie endet diese
als Listeriose bezeichnete schwe-
re Form der Infektion in 30 Pro-
zent aller Fälle tödlich. Verant-
wortlich für die schlechte Thera-
pierbarkeit und hohe Mortalität
der Listeriose ist die Fähigkeit des
Keims, seine eigene Aufnahme in
normalerweise nicht phagozyto-
tisch aktive Zellen des Wirts zu
induzieren. L. monocytogenes
wird zumeist mit verdorbenen
Lebensmitteln aufgenommen.
Nach Passage des sauren Milie-
us des Magens gelangt das Bak-
terium in den Darm, wo es die
eigene Phagozytose in Epithel-
zellen der Darmmukosa erzwingt
und somit diesen als intestinale
Barriere bezeichneten Schutzwall
durchbricht. Das listerielle Ober-
flächenprotein Internalin (InlA)
spielt dabei eine entscheidende
Rolle. Es erkennt und bindet
das von humanen Epithelzellen
exprimierte Adhäsionsprotein
E-Cadherin. Durch die hohe Dich-
te von InlA-Molekülen auf der
bakteriellen Oberfläche zum
einen und von E-Cadherin-Mole-
külen auf der epithelialen Ober-
fläche zum anderen, stülpt sich
die epitheliale Membran um
das Bakterium. L. monocytogenes
lysiert die so gebildete phagoso-
male Membran und befindet sich
schließlich im Zytosol der Wirts-
zelle[1].

Der Komplex zwischen funk-
tionellen Domänen von InlA und
E-Cadherin konnte strukturbio-
logisch aufgeklärt werden[2] (Abb.

1). InlA gehört der Familie der
leucine-rich repeat(LRR)-Proteine
an. Die extrazelluläre Domäne
des E-Cadherins besteht aus fünf
Ig-ähnlichen Domänen, von
denen nur die N-terminale (hEC1)
an der Interaktion mit InlA betei-
ligt ist. Trotz einer überdurch-
schnittlich großen apparenten
Interaktionsfläche ist die Bin-
dungsaffinität beider Proteine
überraschend gering (KD = 8 μM).
Dies führt dazu, dass Aminosäu-
re-Substitutionen in der Interak-
tionsfläche zu InlA, wie sie in
homologen E-Cadherin-Molekü-
len anderer Spezies zu finden
sind, eine Interaktion beider Pro-
teine verhindern können. Konse-
quenz dieser Bindungsspezifität
von InlA ist eine Wirtsspezifität
des Bakteriums, da es ohne funk-
tionsfähiges InlA nicht in der
Lage ist, die intestinale Barriere
des potenziellen Wirts zu über-
winden. Mäuse sind beispiels-
weise gegen listerielle Infektio-
nen resistent. Ein Tiermodell zur
infektionsbiologischen Untersu-
chung der humanen Listeriose
steht somit nicht zur Verfügung.

Könnte die Bindungsaffinität
von InlA zu humanem E-Cadhe-
rin erhöht und somit eine Erken-
nung auch von murinem E-Cad-
herin ermöglicht werden, bestün-
de die Hoffnung, ein funktions-
fähiges Infektionsmodell in der
Maus etablieren zu können. Das
Ziel unserer Arbeit war somit
eine Verstärkung der Affinität
von InlA zu seinem humanen

Rezeptor E-Cadherin. Die hoch-
aufgelöste Komplexstruktur
ermöglichte einen rationalen
Optimierungsansatz[3]. Beide Pro-
teine weisen eine makroskopisch
gute Komplementarität auf. In der
Tat befinden sich jedoch über-
durchschnittlich viele Wasser-
moleküle zwischen beiden Pro-
teinen, was auf eine mikrosko-
pisch geringe Komplementarität
schließen lässt. Im sechsten LRR
von InlA befindet sich beispiels-
weise Serin-192, das eine über

Wasser vermittelte Interaktion
mit dem Rückgrad des E-Cadhe-
rin eingeht. Durch den Austausch
des Serins gegen eine etwas län-
gere Seitenkette, wie sie Aspara-
gin besitzt, so die Hypothese,
könnte die Lücke zwischen bei-
den Proteinen geschlossen und
eine direkte Wasserstoffbrücke
zum E-Cadherin ausgebildet wer-
den. In der Tat ergab die rönt-
genkristallografische Analyse des
InlASer192Asn/hEC1-Komplexes,
dass Asn-192 direkt mit hEC1
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˚ Abb. 1: Strukturen des Internalin(InlA)/hEC1-Komplexes und der
InlA-Varianten mit erhöhter Affinität zu hEC1. InlA (gelb: Cap-, hellrot:
LRR-, dunkelrot: Interrepeat-Domäne) erkennt mit seiner LRR-Domäne
spezifisch die N-terminale Ig-ähnliche Domäne des humanen E-Cad-
herins (hEC1). Die Detailabbildungen zeigen strukturelle Änderungen in
den InlA-Varianten. Die Substitution von Ser-192 durch Asparagin
(oben) führt zur Ausbildung einer direkten Wasserstoffbrückenbindung
zu hEC1, der Austausch des Tyr-369 gegen Serin (unten) ersetzt eine
sterisch ungünstige Interaktion mit Asn-27 des hEC1 durch eine was-
servermittelte Wasserstoffbrücke.
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wechselwirkt (Abb. 1) und ein
Wassermolekül aus der Interak-
tionsfläche ausgeschlossen wur-
de. Die Bindungsaffinität dieser
InlA-Variante zu hEC1 war 15-
fach erhöht. Ein weiteres Beispiel
findet sich im 13. LRR des InlA.
Ein Tyrosin kommt hier Asn-27
des E-Cadherins zu nahe. Die-
se ungünstige Interaktion wurde
beseitigt, indem das zu große
Tyrosin gegen das kleinere Serin
ausgetauscht wurde. Die
InlATyr369Ser-Variante weist, ver-
glichen mit Wildtyp-InlA, tat-
sächlich eine 33-fach höhere Bin-
dungsaffinität zu hEC1 auf. Beide
Substitutionen isoliert, erhöhen
die Bindungsaffinität von InlA zu
E-Cadherin schon erheblich. Was
geschieht jedoch bei deren Kom-
bination? Erstaunlicherweise
besitzt die InlASer192Asn-Tyr369Ser-
Variante eine 2.500-fach erhöhte
Affinität zu hEC1 (KD = 1 nM).
Die Interaktion beider Proteine
ist somit fester als die hochaffi-
ner Antikörper mit ihren Antige-
nen.

Zudem erkennt die InlASer192Asn-

Tyr369Ser-Variante murines E-Cad-
herin mit einer Affinität (KD =
10 μM), die der des InlA/hEC1-
Komplexes gleicht. Führt man
beide Mutationen genomisch in
inlA von L. monocytogenes ein,
entsteht ein Stamm, der das hoch-
affine InlASer192Asn-Tyr369Ser expri-
miert. In der Tat ist dieser Stamm
im Gegensatz zu den unverän-
derten Bakterien in der Lage,
Mäuse zu infizieren[4]. Histologi-
sche Untersuchungen zeigten,
dass die veränderten Bakterien
die Darmbarriere der Maus effi-
zient überwinden können und
somit eine systemische Infektion
herbeiführen, die symptomatisch
mit der des Menschen vergleich-
bar ist.

Durch rationale, anhand der
Kristallstruktur des Komplexes
von InlA und hEC1 identifizierte
Veränderungen des Invasions-
proteins InlA ist es gelungen, ein
universelles Infektionsmodell der
humanen Listeriose in der Maus
zu schaffen.

Zudem konnte das erste Mal
der Wirtswechsel eines Patho-
gens, wie er in der Vergangenheit
gerade bei viralen Krankheitser-
regern häufig vorgekommen ist,
dokumentiert und der Mecha-
nismus untersucht werden.
Geringe Veränderungen von
Virulenzfaktoren, wie sie durch
spontane Mutation entstehen
können, genügen offensichtlich,
um einen Wirtswechsel herbei-
zuführen. Beispielsweise konn-
ten sich der AIDS-Erreger HIV,
das Influenza-Virus und das
SARS-Coronavirus durch mini-
male Veränderungen in Viru-
lenzfaktoren an den Menschen
anpassen und globale Pandemien
auslösen. ó
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