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Clostridium perfringens Toxine

1. Das Bakterium C.perfringens

1.1. Das Bakterium

C. perfringens ist ein gram-positives Bakterium das flr eine Vielfalt von Krankheiten fir
Mensch und Tier verantwortlich ist®>. Bekannt ist es vor allem als Erreger des Gasbrandes, in
90 % der Falle ist C. perfringens daftir verantwortlich. Es handelt sich um ein stabchen-
férmiges und unbewegliches Bakterium?. C. perfringens sind Uberlebenskiinstler, die Sporen
bilden und so auch widrigste Umweltbedingungen iiberstehen kénnen®. Die Bakterien kén-
nen im Boden, Lebensmittel sowie im Darm von Mensch und Tier gefunden werden®. Es ist
allerdings nicht bekannt, wo die fur den Menschen speziell gefahrlichen C. perfringens-
Typen gefunden werden kénnen, was eine gezielte Vermeidung erschwert’. Die Toxin-
produzierenden Bakterien werden hauptsachlich tber kontaminierte Lebensmittel, Getrénke,
Erdreich und Kot aufgenommen®.

1.2. Nomenklatur

C. perfringens verfugt Uber ein Vielzahl von Toxinen, wobei unterschiedliche Stamme nur
bestimmte Toxine bilden®. Die Produktion der vier potentesten Toxine, a- (alpha), B- (beta),
&- (epsilon) und 1- (iota) Toxine, erlaubt deshalb eine Einteilung in die finf Typen A bis EZ.
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Fig. 1: Klassifizierung von C. perfringens in Typen A — E. Das Bakterium C. perfringens ist in der Lage eine Vielzahl von
Toxinen zu produzieren. Die Einteilung in Unterklassen (Typen) erfolgt anhand der kombinatorischen Produktion der vier Typi-
sierungstoxine: Alpha-, Beta-, Epsilon- und lotatoxine (Tabelleg. Zur Visualisierung wurden die Kristallstrukturen des Alphato-
xins (a) [PDB: 1CA1] * und des Epsilontoxins (b) [PDB: 1UYJ] ° abgebildet. Diese Einteilung wird ausschliesslich zur Kategori-
sierung der Bakterienisolate verwendet und bezieht sich nicht auf die Eigenschaften der Toxine selbst. Dies wird unter anderem
durch das C. perfringens Enterotoxin, CPE [PDB: 3ZIX] ®, illustriert, das grosse Ahnlichkeiten aufweist, aber nicht zur Typisie-
rung verwendet wird (c). In den Proteinstrukturen wurden a-Helices rot, B-Faltblatter gelb und Loops griin dargestellt.

1/5



Dies basiert auf der Eigenschaft der Bakterien charakteristische Kombinationen der vier
Toxine zu synthetisieren?. Diese Einteilung beruht auf den urspriinglichen Neutralisations-
versuchen nach Wilsdon et al. 1931°. Dabei wurden die von einer Bakterienkultur produzier-
ten Toxine zusammen mit verschiedenen tierischen Antiseren an Labortiere verabreicht und
deren Krankheitsverlauf beobachtet®. Obwohl zwischenzeitlich 16 C. perfringens Toxine be-
kannt sind, hat diese Methode heute noch ihre Giiltigkeit™.

2. Toxine von C. perfringens

Mit der Ausnahme von a-Toxin agieren die hier beschriebenen Toxine als Porenbildner.
Diese membrandurchspannenden Komplexe werden nach heutigem Wissenstand aus bis zu
sieben Toxinproteinen gebildet und ermdglichen den Austausch kleiner Molekile (< ca. 1
kDa)'. Die toxische Wirkung beruht dabei meistens auf dem Verlust der Barrierewirkung
zwischen der Zelle und dem umgebenden Milieu.

2.1. CPE (Clostridium perfringens Enterotoxin)

Das CPE Toxin ist fir einen Grossteil der menschlichen Lebensmittelvergiftungen verant-
wortlich und deshalb das am eingehendsten untersuchte Vertreter der C-perfringens-
Toxine™?. Das Protein besteht aus 319 Aminosauren (AS) und weist ein Molekulargewicht
von 35 kDa auf*®. Nach der Produktion, zumeist im Darm, vermag das CPE-Toxin an Ober-
flachenproteine des Dunndarmepithels zu binden, wo sich mehrere Toxine zu einem Kom-
plex zusammenlagern'®. Diese &ndern die Membranpermeabilitat durch die Bildung von
porenartigen Strukturen®>*®. Dieser unkontrollierte Austausch fiihrt zum Zelltod und resultiert
in Entziindungen und Gewebeschaden in den betroffenen Kérperregionen'’. Eine Lebens-
mittelvergiftung durch C. perfringens Typ A kann alle Menschen betreffen’. Die Immunreakti-
on schiitzt nicht nachweislich gegen eine erneute Infektion®. Die beschriebene Porenbildung
verlauft bei anderen Toxinen von C. perfringens sehr ahnlich™.

2.2. «a-Toxin

Das a-Toxin besteht aus 370 Aminoséauren und hat eine Molekiilmasse von 43 kDa'. Das
Protein agiert als Phospholipase, ein Enzym welches ein breites Spektrum an eukaryoti-
schen Phospholipiden zu zersetzten vermag®. Phospholipide sind ein essentieller Bestandteil
von Zellmembranen in Mensch und Tier. Eine a-Toxinvergiftung fuhrt speziell in Blutzellen zu
einem Abbau der Membranstrukturen®. Diese Beeintrachtigung der Blutversorgung kann zu
schweren Gewebeschaden fithren?%,

2.3. B-Toxin

Das Beta-Toxin ist ein porenbildendes Toxin'! mit einer Lange von 336 AS* und einem Mo-
lekulargewicht von 35 kDa?’. Das Gen liegt auf einem Plasmid® und kommt in C. perfringens
Typ B und C vor. Die Folgen einer Infektion ist eine nekrotische Enteritis oder umgangs-
sprachlich ,Darmbrand”. Die Erkrankung zeichnet sich durch schwere Entziindungen und
Gewebeschéaden im Diinndarm aus®*?. Das Toxin aus den zwei Bakterientypen B und C ist
stark konserviert und bis auf den Austausch einer einzelnen Aminosaure identisch?.

Mutationsstudien haben zudem gezeigt, dass der Austausch einzelner Aminosauren die
Toxizitat des Proteins stark beeinflusst®’. Dieser Umstand ist im Hinblick auf mégliche Impf-
stoffe potentiell interessant, da inaktive Varianten des Toxins zur Immunisierung verwendet
werden kénnten. Das Toxin wird leicht durch Proteasen abgebaut.

2.4. B-Toxin

Obwohl der Name auf einen Bezug zu dem B-Toxin schliessen lasst, zeigen diese beiden
Toxine keine Sequenzhomologien®®. Das porenbildende B,-Toxin* wird als 265 AS Protein
produziert und beinhaltend an seinem N-Terminus eine 30 AS Signalsequenz, die die Exkre-
tion vermittelt?®?°. Das sekretierte Protein hat ein Molekulargewicht von 28 kDa*. Das B,
Toxin wird auf einem Plasmid codiert*® und kann in allen C. perfringens-Typen gefunden
werden®. Die Toxinproduktion wird durch das ViR/VisR System kontrolliert und erreicht in
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Kultur ihr maximales Level am Ende der exponentiellen Wachstumsphase®'. Das Protein
wird ebenfalls leicht durch Proteasen abgebaut, die das Toxin in zwei ahnlich grosse Frag-
mente zerteilen®

Die Toxizitat in Zelllinien liegt bei einer Konzentration von 0.2 — 20 pg/mi*®. Intravenése Injek-
tion in Mausen ergab einen LDs, Wert von 500 ng/kg*?. Es wird vermutet, dass das B,-Toxin
ebenfalls als porenbildendes Protein agiert.?*.

2.5. &€-Toxin

2.5.1. Proteinstruktur des Toxins

Das porenbildende e-Toxin'' weist ein Molekulargewicht von 33 kDa auf und ist das
potenteste Toxin das von C. perfringens produziert wird. Nach den Botulinum- und Tetanus-
neurotoxinen ist es das dritt-gefahrlichste Clostridiumtoxin® und die viert-giftigste Substanz,
die bis heute bekannt ist’. Das e-Toxin wurde als kausale Ursache der Infektion durch C.
perfringens Typ B und D bestatigt®. Studien in verschiedenen Tierarten konnten zeigen, dass
das aufgereinigte und intravends injizierte e-Toxin dieselben Symptome hervorzurufen ver-
mag, wie die natiirliche bakterielle Erkrankung®*. Die durch e-Toxin gebildeten Poren ha-
ben eine Heptamerstruktur, die den freien Austausch von lonen und Molekilen, welche eine
Masse von 1 kDa nicht Uiberschreiten, erlauben®.

10,24

Das porenbildende® e-Toxin wird als Prototoxin produziert (LDso, vaus = 70 g / kg®). Aus
dieser inaktiven Form geht im Darmtrakt nach der Abspaltung von N- und C-terminalen Ami-
nosauren das aktive e-Toxin hervor®® 243 (29 kDa, LDs, = 65 ng/kg *°). Diese Aktivierung wird
durch Enzyme gesteuert, die sowohl vom Menschen wie auch vom Bakterium selbst produ-
ziert werden, wobei beide einzeln bereits ausreichend sind®. Die Toxizitatswerte beziehen
sich auf intravendse Verabreichung des Toxins an Mause und einer Auswertung nach 24
Stunden.

Auf Grund seiner enormen Potenz wird das Toxin als potentieller Biokampfstoff eingestuft*.

2.5.2. Aufnahme und Verteilung im Korper

Das Toxin beglnstigt seine eigene Aufnahme im Verdauungstrakt und kann so in den Blut-
strom Ubertreten®**. Der zu Grunde liegende Mechanismus ist dabei unklar, da das Darme-
pithel nicht stark verandert wird®. Dies deutet darauf hin, dass das Toxin neben der direkten
Zellschadigung auch spezifisch die Durchléassigkeit der Darmwand modulieren kann, indem
es die Verbindungen zwischen den Zellen abbaut®’. Einmal im Kreislaufsystem reichert sich
das Toxin gezielt in seinen Zielorganen an. Nagahama et al. 1991% konnte mit Hilfe von
radioaktivem e-Toxin dessen Verteilung in Mausen beobachten. Insbesondere die Nieren
und das Gehirn zeigten stark erhéhte Toxinwerte®**. Diese Aufnahme ins Gehirn verlauft
nach heutigem Wissensstand zumindest teilweise Uber einen spezifischen Aufnahmeweg
und nicht durch eine generelle Schadigung der Blut-Hirnschranke®. Schlussendlich schadigt
das Toxin dabei das mikrovaskuldare Endothel wodurch es zu einer erhdhten vaskularen
Permeabilitat und dann im zweiten Schritt zum Hirnédem kommen kann®®. Dies wird durch
Beobachtungen an Mausen gestitzt, die gezeigt haben, dass das Prototoxin die darauffol-
gende Aufnahme des aktiven Toxins verzogert®®. Vermutlich binden beide an Rezeptoren der
Blut-Hirn Schranke, doch nur das aktive Toxin vermag die Endothelzellen zu durchqueren®.
Hirschberg et al. 2009* zeigten in Ratten, dass diese Eigenschaft genutzt werden kann, um
das Gehirn fur das Krebsmedikament Bleomycin besser zuganglich zu machen. Das e-Toxin
ist das einzige C.perfringens-Toxin, das die Blut-Hirnschranke zu {iberqueren vermag®.

2.5.3. Schadigende Auswirkungen auf den Organismus

In den Zielgeweben fiihrt das e-Toxin zu Odemen und Blutungen?“*. Im speziellen Fall des
Gehirns zeigen sich in Folge Symptome wie Zuckungen und schwere Muskelkrampfe der
Nacken- und Riuckenmuskulatur auf. Dies fuhrt bei hohen Konzentrationen zu einem Durch-
biegen und Uberstrecken der Riickenmuskulatur. Die Symptome sind wahrscheinlich eine
Folge des Hirnédems und der gesteigerten Transmitteraktivitat®®. Tierstudien haben gezeigt,
dass das e-Toxin Oberflachenrezeptoren von bestimmten Nervenzellen und unterstitzend
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agierende Gliazellen erkennt®. Das &-Toxin stimuliert gezielt die exzessive Ausschiittung des
Neurotransmitters Glutamat®. Durch die hohen Glutamatkonzentrationen werden die Hirnzel-
len Uberreizt, was zum Absterben des betroffenen Nervengewebes fiihrt****. Die beschriebe-
nen Symptome wie Zuckungen und Krampfanfille spiegeln die Uberreizung des Zentralen
Nervensystems wieder®. Das Toxin kann dadurch sowohl direkt wie auch indirekt das Gehirn
des Betroffenen schadigen.

Eine Studie aus den 60er Jahren wies e-Toxin-produzierende Bakterien auch im menschli-
chen Verdauungstrakt nach®. Trotzdem werden e-Toxinvergiftungen nicht mit normalerweise
auftretenden menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht*®*’. In Ausnahmefallen
fielen geschwachte Patienten einer Infektion durch C. perfringens und e-Toxin Vergiftung
zum Opfer®.

2.6. 1-Toxin

Das lotatoxin ist ein binares Toxin, das aus zwei getrennten Polypeptidketten besteht, dem 1,
- und 1, -Toxin*. Die beiden Toxine werden ausschliesslich vom C. perfringens Typ E produ-
ziert™®. Sie sind nicht immunologisch verwandt und haben unterschiedliche physikalische
Eigenschaften®. Das ca. 48 kDa 1, -Toxin ist bis 85°C uneingeschrankt funktionsfahig, wah-
rend das ca. 70 kDa 1, -Toxin ab 45°C stark an Aktivitat einbiisst*. Die beiden Toxine wirken
synergistisch*® und werden zusammen als I-Toxin bezeichnet. Das 1, -Toxin schadigt Struktu-
ren im Zellinneren und das v, -Toxin ermdglicht dessen Aufnahme durch die Bildung von
Poren™ in empfanglichen Zelltypen. Das lotatoxin erhéht unter anderem die Durchlassigkeit
des Gefasssystems®™.

3.  Analytik

Die Analytik der C. Pefringens Toxine fokussiert sich fast ausschlieBlich auf das e-Toxin®.

3.1. Funktionstest (in vitro /in vivo)

Der Neutralisationsassay des Toxins mit Hilfe von Antiserum wird als Standardmethode ver-
wendet, um das Toxin nachzuweisen und zu klassifizieren. Der Tierversuch hat den Vorteil,
dass neben der Typisierung auch die biologische Aktivitat des Toxins gemessen wird. Eine
Alternative zum Tierversuch stellt das Neutralisationsexperiment mit MDCK-Zellen in Kultur
dar (15 ng &-Toxin / ml)®2.

3.2. ELISA

Clostridium perfringens Toxin ELISA KIT, Bio-X Diagnostics, Belgien. Der Hersteller gibt an,
dass das Kit sowohl fir die Analyse von Bakterienkulturen sowie fir Umweltproben geeignet
ist. Monoklonale Antikorper sind dabei fUr die Toxine alpha, beta und epsilon sowie fiir Ober-
flachenstrukturen des C. perfringens-Bakteriums vorhanden. Das Kit wurde in wissenschaft-
lichen Arbeiten verwendet®® und erlaubt einen zuverlassigen Toxinnachweis (Nachweisgren-
ze fiir e-Toxin von 0,075 MLDso/ml ')

3.3. LC-MS Nachweis

In diesem massenspektrometrischen Assay wird in einem ersten Schritt das in der biologi-
schen Probe enthaltene Toxin konzentriert. Dazu werden mit Hilfe spezifischer Antikorper die
Toxine auf Beads angereichert. e-Toxin konnte mit diesem Verfahren bis zu einer Konzentra-
tion von 5ng/ml in Milch und Serum nachweisen werden®*.

3.4. Komplikationen beim Nachweis von C.-perfringens-Toxinen

Bei der Analytik von Toxinvergiftungen, denen eine Infektion vorausgeht und bei denen es
sich somit um klassische Toxikoinfektionen handelt, ist grosse Vorsicht geboten. Hier werden
haufig falsch positive wie falsch negative Diagnosen gestellt. Als Beispiel kann hier der
Nachweis des C. perfringens-Enterotoxins (CPE) angefuhrt werden. Um das Problem der
Keimung zu umgehen, kann die toxinkodierende DNA mit Hilfe der PCR nachgewiesen wer-
den*®. Die Anwesenheit des CPE-Gens geniigt allerdings nicht fiir eine abschliessende
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Diagnose einer CPE Vergiftung®. CPE-positive Bakterienstamme kénnen im Stuhl eines
Patienten vorkommen, ohne fiir eine Vergiftung verantwortlich zu sein™*’. Es gibt keinen gut
etablierten Tierversuch fur den Enterotoxin-Nachweis. Tierversuche im Sinne von Belas-
tungsversuchen sind erforderlich, um die diagnostische Aussagekraft der jeweiligen Ansatze
zu validieren®.
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