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Neuer Aktivierungsmechanismus fiir ein
bakterielles Toxin erforscht

Rudolf Buchheim-Institut fir Pharmakologie an ,Nature”-Artikel beteiligt — Zusammenarbeit mit Universitat Mainz

Wissenschaftler der Johannes Gu-
tenberg-Universitit Mainz ha-
ben in Zusammenarbeit mit Kollegen
aus Gieflen, Maribor und der Mainzer
Firma Proteosys ein weiteres Ritsel um
eine durch Antibiotika hervorgerufene
bakterielle Darmerkrankung entschliis-
selt, von der jeder betroffen sein kann.
Die Forschungsergebnisse der Arbeits-
gruppen vom Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene und vom
Institut fiir Immunologie der Universi-
tdt Mainz in Zusammenarbeit mit dem
Rudolf Buchheim-Institut fiir Pharma-
kologie der Universitit Gieflen erdffnen
den Zugang zu einer vollkommen neu-
en Form der Behandlung von Antibio-
tika-assoziierter Colitis. Das Wissen-
schaftsjournal ,Nature“ publizierte in
seiner Ausgabe vom 22. Mirz 2007 die
Ergebnisse in Form eines ,Article. Gie-
Bener Forscher haben dabei einen
wichtigen Beitrag zur Aufklarung des
bislang unbekannten Mechanismus
dieser infektigsen Darmerkrankung ge-
leistet.

Die Antibiotika-assoziierte Colitis
wird von einem verbreitet vorkommen-
den Darmbakterium, dem Clostridium
difficile, hervorgerufen, das etwa 1-4 %
aller Menschen in ihrem Dickdarm mit
sich tragen. Krankenhauspatienten sind
sogar zu 20 bis 40 % damit infiziert. Ub-
licherweise wird die Massenvermehrung
von Clostridium difficile aber durch die
Uberzahl anderer gutartiger Bakterien
im Darm verhindert, so dass die Infekti-
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GroBenvergleich: Mikroskop und Teil der Mi-
kroinjektionsanlage, Kulturschale mit Zellen
und der Glas-Mikroinjektionspipette, Zelle mit
Spitze der Mikroinjektionspipette

on nicht zum Ausbruch kommt. Insbe-
sondere durch eine Antibiotikatherapie
konnen aber die gutartigen Darmbakte-
rien so stark geschidigt werden, dass es
dann doch zu einer explosionsartigen
Vermehrung der recht resistenten Clost-
ridien kommen kann. Dadurch steigt
auch die Konzentration der von diesen
Bakterien stindig ausgeschiedenen ,, To-
xine“ im Darm an. Diese Toxine, deren
wissenschaftliche Bezeichnung TcdA
und TcdB fiir Toxin Clostridium difficile
A bzw. B ist, sind komplexe Protein-

strukturen. Wenn sie in die Zellen der
Dickdarmwand gelangen, wirken sie als
Zellgifte und verursachen Funktionssto-
rungen der Zellen bis hin zu deren Ab-
sterben. Fiir die Erkrankten duf3ert sich
dies zundchst als Durchfall bis hin zu
blutig-schleimigen Stiihlen.

Das Bakterium galt bislang als relativ
harmlos und fiithrte nur in seltenen Fil-
len zu todlichen Komplikationen. Seit
etwa 2002 héufen sich jedoch Berichte
tiber eine genetische Verdnderung des
Bakteriums, die dazu fiihrt, dass es deut-
lich aggressiver wirkt. Zudem scheint es
wesentlich resistenter gegen die iibli-
cherweise eingesetzten Medikamente zu
sein. Nachdem 2004 in den USA und
Kanada mehrere hundert Menschen an
einer Infektion mit dieser aggressiveren
Variante gestorben sind, wurden 2006
auch 25 Todesfille in Grof8britannien
und den Niederlanden bekannt. Wissen-
schaftler schitzen, dass eine Infektion
mit dieser neuen Variante in etwa 7 %
aller Fille zum Tode fiihrt, wobei die To-
desrate bei édlteren Menschen sogar auf
etwa 15 % ansteigt. Verursacht wird die
erhohte Gefihrlichkeit dieser neuen
Bakterienvariante durch eine bis zu 23-
fach erhohte Ausscheidung der fiir die
Darmzellen todlichen Bakterientoxine.

Aufklarung des Aktivierungsmechanismus

In diesem Zusammenhang ist es ver-
stindlich, das Forscher stark daran inte-
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Linke Spalte von oben nach unten: (1) Kontrolle normal wachsende Zellen, (2) Zellen mit extra-

zellular appliziertem Toxin, (3) Zellen mit extrazellular appliziertem verdnderten Toxin: Nur die

Zellen mit dem unverandertem Toxin zeigen die typischen toxininduzierten morphologischen

Veranderungen.

Rechte Spalte von oben nach unten, alle griin eingefarbten Zellen wurden injiziert : (1) Kontroll-

injektion mit Tragerlésung und Farbstoff, der GréBenmarker (liegender Balken) entspricht 20

um. (2) injiziertes normales Toxin, (3) injiziertes verandertes Toxin.

Die Kontrolle zeigt, dass die Injektion an sich sowie der Farbstoff (FITC-Dextran) unschadlich fir

die Zellen sind. Dagegen fuhrt die Injektion des nativen sowie des veranderten Toxins jeweils zur

typischen Abrundung der Zellen. Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Zerstérung des auto-

katalytischen Zentrums zwar die normale Aufnahme des Toxins in das Cytosol verhindert, grund-

satzlich die Funktion als Zellgift bei Injektion ins Cytosol jedoch nicht beeintrachtigt. Weiterfuh-

rend war dies zusammen mit den Daten aus anderen Experimenten der Beweis fir den bis dahin

unbekannten Mechanismus der autokatalytischen Abspaltung des eigentlich zellgiftigen Mole-

kulbestandteils aus dem Gesamt-Toxinmolekdil.
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ressiert sind herauszufinden, wie genau
diese bakteriellen Toxine in die Zellen
gelangen und vor allem, wie sie aktiviert
werden. Urspriinglich besteht das von
den Bakterien ausgeschiedene Toxin aus
mindestens drei aneinanderhingenden
Funktionsgruppen eines langen Protein-
molekiils, die alle eine bestimmte Aufga-
be erfiillen. Nur ein kleiner Teil des ge-
samten Molekiils ist die eigentlich als
Zellgift wirkende Funktionsgruppe. Sie
muss, um in der Zelle wirksam werden
zu kénnen, zunichst mit dem vollstin-
digen Molekiil von der Zelle aufgenom-
men werden und darf erst im Zellinne-
ren, dem so genannten ,,Cytosol®, vom
gesamten Molekiil abgespalten werden.
Der Rest des Molekiils bleibt, nachdem
es seine Aufgaben erledigt hat, im ,,En-
dosom® oder ,,Lysosom*, dem Verdau-
ungssystem der Zelle, stecken und wird
dort abgebaut.

Wie diese Abspaltung vor sich geht
war bislang noch nicht bekannt. Deswe-
gen haben Mitarbeiter der Arbeitsgrup-
pen von Prof. Dr. Christoph von Eichel-
Streiber und Prof. Dr. Hansj6rg Schild
der Universitit Mainz versucht, diese
Frage zu klaren. Zwei Mitarbeitern die-
ser beiden Arbeitsgruppen, Dipl. Biol.
Jessica Reinecke und Dr. Stefan Tenzer,
gelang es dann durch analytische Me-
thoden, den in den Zellen vorhandenen
»Aktivator, der fiir die Abspaltung des
eigentlich giftigen kleineren Bruchstiicks
des Molekiils verantwortlich ist, zu fin-
den. Uberraschenderweise und im Ge-
gensatz zur bisher weit verbreiteten Mei-
nung handelte es sich dabei allerdings
nicht um eine Korper- bzw. zelleigene
Protease (ein Enzym, das Proteine — also
auch das Toxin — spalten kann), sondern
um ein sehr kleines und in den Zellen
hiufig vorkommendes Molekiil, das
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Inositol-6-Phosphat. Dieses Molekiil hat
keine eigene spaltende Wirkung, son-
dern es aktiviert wiederum einen Teil
des Toxinmolekiils, der daraufhin selbst
den Rest seines eigenen Molekiils ab-
spaltet, so dass er als Zellgift aktiv wer-
den kann. Wissenschaftlich bezeichnet
man diesen Vorgang der ,,Selbstspal-
tung® als Autoproteolyse.

Die fiir eine liickenlose Beweisfiih-
rung noch ausstehenden Untersuchun-
gen an lebenden Zellen wurden dann
von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Dreyer, Rudolf-Buchheim-Ins-
titut fiir Pharmakologie der Universitit
Gieflen, durchgefiihrt. Dazu musste das
Toxin und eine abgewandelte Form da-
von durch Mikroinjektion kiinstlich in
die Zelle eingebracht und die Wirkung
beobachtet werden. Dr. Andreas Ko-
schinski konnte mit Hilfe der Mikro-
injektionstechnik und einer Kombinati-
on aus Normaloptischer- und
Fluoreszenzmikroskopie die letzten Be-
weise dafiir erbringen, dass das Toxin
tatsichlich eine Inositolphosphat-indu-
zierte autoproteolytische Aktivitit besit-
zen muss und keine zelleigene Protease
an der Freisetzung der katalytischen
Untereinheit beteiligt ist. Das bedeutet,
das von Clostridium difficile ausgeschie-
dene grofle Toxinmolekiil spaltet sich
also im Gegensatz zur gingigen Lehr-
meinung unter Einfluss eines in den
Zellen vorkommenden kleinen Mole-
kiils selbst und benotigt kein weiteres
zelleigenes Enzym zur Freisetzung des
eigentlich giftigen kleineren Bruch-
stiicks. Dies ist das erste Mal, dass ein
solcher Mechanismus fiir ein bakteriel-
les Toxin gezeigt werden konnte.

Klinische Relevanz dieser Ergebnisse

Dieses Ergebnis ist einer der wenigen
Gliicksfille, in denen sich eine aus der
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universitdren Grundlagenforschung ge-
wonnene Erkenntnis fast direkt in ein
Therapiekonzept umsetzen lisst. So ist
es denkbar, dass man in Zukunft die
Auswirkungen einer Clostridieninfekti-
on einfach durch die Einnahme einer
Pille, die Inositol-6-phosphat enthilt,
beheben kann. Das Inositol-6-phosphat
wiirde dann eine Spaltung des gesam-
ten Toxinmolekiils noch auflerhalb der
Darmzellen bewirken, woraufhin der
eigentlich zellgiftige kleinere Teil des
Toxins nicht mehr in die Zelle gelangen
kann, sondern einfach abgebaut wird.
Da auflerdem Inositol-6-Phosphat eine
in Korperzellen natiirlich vorkommen-
de Substanz ist und die zur Aktivierung
des Toxins notwendige Konzentration
sehr niedrig ist, wiirde man zunichst
auch wenig Nebenwirkungen erwarten.
Im Laufe der Zeit wiirden sich dann die
normalen, gutartigen Darmbakterien
wieder vermehren und die Clostridien
in ihrer Vermehrung unterdriicken. Das
wire ein eleganter alternativer Thera-
pieansatz, um ohne den Einsatz der we-
nigen noch gegen Clostridien wirksa-
men Antibiotika eine solche Infektion
selektiv zu bekdmpfen.

Die Bedeutung dieser Entdeckung
hat sich auch darin gezeigt, dass die in-
ternational renommierte Fachzeit-
schrift ,Nature® die Ergebnisse dieser
Untersuchung als fiinfseitigen Artikel
verdffentlicht hat. Dieser Artikel mit
dem Titel: ,,Autocatalytic cleavage of
Clostridium difficile Toxin B von Jessi-
ca Reinecke, Stefan Tenzer, Maja Rup-
nik, Andreas Koschinski, Oliver Hassel-
mayer, André Schrattenholz, Hansjorg
Schild und Christoph von Eichel-Strei-
ber ist am 5. Midrz 2007 zunichst onli-
ne (doi:10.1038/nature05622) und am
22. Mirz auch in gedruckter Form er-
schienen (Nature 2007, Vol 446, 415-
419).
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