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Das von Clostridium botulinum abgegebene C3 Exoenzym (C3) ist eine ADP-Ribosyl-

transferase, die eine ADP-Ribose von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) selektiv auf 

die GTPasen RhoA, B und C [1] überträgt, wodurch die GTPasen funktionell inaktiviert 

werden [2]. Bei C3 handelt es sich um ein einkettiges Exoenzym, dem im Gegensatz zu 

anderen bakteriellen Toxinen, wie z.B. dem clostridialen C2-Toxin, eine Rezeptorbinde- und 

Translokationsdomäne fehlt, mit der sich Toxine selbst in intakte Zellen einschleusen und in 

das Zytosol gelangen können. Um dennoch C3 effizient in eukaryontische Zellen 

einzubringen, erfolgten Manipulationen wie Mikroinjektionen, Elektroporation oder Permea-

bilisierung mit Digitonin oder der Einsatz von chimären C3-Toxinen [3-6]. Unsere 

Arbeitsgruppe konnte jedoch durch den Nachweis des intrazellulären ADP-ribosylierten Rho 

zeigen, dass C3 in verschiedene Zelllinien, die aufgrund fehlender C3-induzierten morpho-

logischen Veränderungen in der Literatur als insensitiv gegenüber C3 beschrieben waren, 

innerhalb weniger Minuten bis Stunden das Zytosol erreicht [7]. Mit verschiedenen Bindungs-

Assays wurde gezeigt, dass C3 trotz Fehlens einer klassischen Bindedomäne an intakte 

Zellen bindet und diese Interaktion durch posttranslationale Modifikationen beeinflussbar ist 

[8]. Die Kombination von Overlay-Assays und Massenspektrometrie führte zur Identifikation 

des Intermediärfilamentes Vimentin als membranärer Interaktionspartner von C3 [9]. 

Weiterführende Experimente mit Vimentin siRNA und Vimentin knock-out Zellen zeigten, 

dass Vimentin nicht nur an der Bindung von C3 beteiligt ist, sondern auch bei der Aufnahme 

des C3 Exoenzyms eine wesentliche Rolle spielt [10].Trotz der erfolgreichen Reduktion des 

Vimentingehaltes durch den Einsatz von siRNA und auch in den Vimentin knock-out Zellen 

konnte die Aufnahme von C3 nicht vollständig gehemmt werden. Dies deutet auf wenigstens 

einen weiteren Bindepartner hin. Deshalb erfolgten Strukturanalysen an verschiedenen C3-

Isoformen, die zeigten, dass C3 in der Aminosäurensequenz ein sogenanntes RGD-Motiv 

enthält. Aminosäuresequenzen wie das Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) dienen Integrinen als 

Bindungsepitop. Integrine sind heterodimere, transmembrane Glykoproteine, die 

extrazelluläre Liganden, z.B. Fibronektin, binden und die in der Endozytose verschiedener 

Liganden involviert sind.  



Das Ziel der Studie war es, die funktionelle Rolle des RGD-Motivs in der Bindung und 

Aufnahme des C3 Exoenzyms zu untersuchen. In Versuchen an der immortalisierten 

hippocampalen Zelllinie HT22 führte die Inkubation mit dem RGD-bindenden Protein 

GRGDNP zu einer signifikant verminderten C3-Bindung an den intakten Zellen sowie zu 

einer deutlich geringeren Aufnahme von C3. Auch die Vorinkubation der HT22 Zellen mit 

einem Antikörper gegen β1-Integrin führte zur reduzierten Bindung von C3 an den Zellen. 

Dies deutet auf eine Beteiligung des RGD-Motivs an der Bindung von C3. Deshalb wurde 

das RGD-Motiv von C3 durch Mutation verändert und Bindungs-Analysen an verschiedenen 

Zelllinien mit diesen C3-RGD-Mutanten durchgeführt. Die Ergebnisse bestätigten eine 

verminderte Bindung der C3-RGD-Mutanten im Vergleich zu dem mitgeführten C3-Wildtyp.  

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass das C3-RGD-Motiv an der Bindung an 

intakte Zellen beteiligt ist. Die Relevanz des in C3 enthaltenden RGD-Motivs an der Bindung 

wird zurzeit im neuronalen Modell an Synaptosomen untersucht. 
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