Schweizerische Eidgenossenschaft Eidgendssisches Departement fur Verteidigung,
Confédération suisse Bevolkerungsschutz und Sport VBS
Confederazione Svizzera

) ) Bundesamt fur Bevdlkerungsschutz BABS
Confederaziun svizra

LABOR SPIEZ

FACT SHEET

Choleratoxin

1. Allgemeines

Das Choleratoxin (Abb. 2) ist ein von dem Bakterium Vibrio cholerae (Abb. 1) abgesondertes
Enterotoxin und ist verantwortlich fur die als Cholera bekannte schwere Durchfallerkrankung.
Es gehort zu der Familie der AB-Toxine, wobei die grossere rezeptorbindende B-Untereinheit
an die Zellen der Darmschleimhaut bindet und die Aufnahme des Toxins in die Zelle
ermdglicht. Die enzymatisch aktive Al-Doméane der A-Untereinheit ist verantwortlich fur die
permanente Aktivierung der Adenylylcyclase und somit fiir die Uberproduktion von cAMP.
Dies fiuhrt insbesondere zur Sekretion von Chlorid und damit verbunden zu einem
osmotischen Wasserausfluss aus der Zelle in das Darmgewebe hinein, resultierend in einer
schweren Diarrhé [1], [2].

Vibrio cholerae ist ein naturliches Mitglied der aquatischen mikrobiologischen Gemeinschaft
und kommt in warmem Wasser, insbesondere in den Tropen und Subtropen, bei moderater
Salinitat vor [3]. Die Infektion der Menschen wurde bislang via Umwelt, Trink- und Koch-
wasser, sowie durch Bewasserungswasser und den Verzehr von Quallen demonstriert [3].

Cholera, dessen erste Pandemie 200 Jahre zurickliegt, ist heute grdsstenteils aus den
entwickelten Landern verschwunden. In Entwicklungs- und Schwellenlandern mit unzu-
reichender Hygiene, verbunden mit fehlenden oder mangelnden sanitdren Anlagen und
Wasserreinigungssystemen, bleibt sie jedoch noch heute bestehen [3], [4]. Seit 1961 ist
bereits die siebte Pandemie im Gange, welche ausgehend von Indonesien sich in drei Wel-
len ausbreitete und jahrlich zu 3-5 Millionen gemeldeten Erkrankungen fuhrt [4], [5].

Bis heute sind ca. 200 Serogruppen von V. cholerae bekannt, von denen nur die Sero-
gruppen O1 (bestehend aus dem ,klassischen“ und ,El Tor" Biotypen) und 0139 fir die
Cholera-Pandemien verantwortlich sind [3], [5].

2. Chemische Struktur und Eigenschaften

Das Choleratoxin gehdrt zu der Familie der AB Toxine und ist ein Protein bestehend aus
einer heterodimeren A-Untereinheit (240 Aminosauren, ca. 27.4 kDa) und einer homopenta-
metrischen B-Untereinheit (ca. 58 kDa, Abb. 2). Die funf identischen B-Monomere (je 103
Aminosauren und ca. 11.6 kDa) sind ringférmig angeordnet, mit Wasserstoff- und Salzbri-
cken miteinander verbunden und besitzen jeweils eine Bindungsstelle fur den Plasmamemb-
ranrezeptor GM1 [1], [2], [6]-[9]. Gelbst in Natriumdodecylsulfat ist das Choleratoxin ausser-
gewdhnlich stabil und bleibt selbst bei Siedetemperatur aktiv [8].

17



Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Vibrio cholerae (Bilderverzeichnis: [1])

Die A-Untereinheit entspricht einer Polypeptidkette aus zwei Doménen, der A;-Domane (ca.
22 kDa) und der A,-Domane (ca. 5.4 kDa), verbunden mit einer Disulfidbriicke (Abb. 2).
Wahrend erstere fir die katalytische Funktion des Toxins verantwortlich ist, verlinkt letztere
die A- mit der B-Untereinheit durch eine nichtkovalente Bindung und spielt womoglich eine
Rolle beim Transport des Toxins innerhalb die Zelle [1], [2], [6]-[9].

Die B-Untereinheit bindet mit hoher Affinitat und Spezifitdit an das Gangliosid GM1 der
Darmschleimhautzellen. Dadurch wird das Choleratoxin von der Zelle internalisiert und in
endozytotischen Vesikeln retrograd durch den Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) transportiert (Abb.3) [1], [2], [6], [9], [10]. Dort angekommen bindet das Protein
Disulfid Isomerase (PDI) an die Al-Doméane und veranlasst dessen Abspaltung vom Rest
des Toxins sowie dessen Auffaltung [9], [11]. Schliesslich gelangt die enzymatisch aktive Al-
Doméne uber den Sec61p-Kanal in das Cytosol der Zielzelle [1], [2], [6], [7], [9]-

Als potente NAD-Glycohydrolase katalysiert das Al-Fragment die Produktion von ADP-
Ribose und veranlasst aufgrund der zusatzlichen ADP-Ribosyltransferase-Funktion dessen
Bindung an Gs-Proteine (Abb. 3). Gs-Proteine sind eine Subfamilie der GTP-bindenden Pro-
teine (G-Proteine) und regulieren die Aktivitat der assoziierten Adenylylcyclasen. Die ADP-
ribosylation des Gs-Proteins verhindert die Hydrolisierung des daran gebundenen GTPs und
somit die Inaktivierung der Adenylylcyclase. Diese produziert daraufhin vermehrt den Boten-
stoff CAMP, welcher seinerseits zur Offnung des Chloridkanals in der Zellmembran und somit
zu einem massiven Chlorid- sowie osmotisch bedingten Natrium- und Wasserverlust fuhrt.
Die durch das Choleratoxin verursachte Signalkaskade fiihrt somit zur Stérung des Elektro-
lythaushaltes der Darmschleimhautzellen und aussert sich schliesslich durch eine starke
Diarrh6, wobei enorme Wassermengen verloren gehen [1], [2], [6]-[9], [12].

Obwohl V. cholerae Teil der natirlichen Bakterienflora in Fluss- und Mindungsgebieten ist,
kommen die fur die Choleraerkrankung verantwortlichen Serogruppen O1 und 0139 weniger
in der Umwelt vor als andere Serogruppen. Abseits von Cholera-Gebieten fehlen den isolier-
ten O1 und 0139 Stammen sogar meist die auf Plasmiden lokalisierten Choleratoxin-Gene.
Es wird vermutet, dass sich die toxischen Bakterienstdmme an den Magen-Darm-Trakt des
Menschen adaptiert haben. Des Weiteren wird angenommen, dass die pathogenen Gene via
horizontalem Gentransfer weitergegeben werden kdnnen, womit sich weitere nattrliche Bak-
terienstamme von V. cholerae durch Aquisition der Virulenzgene an den menschlichen Kor-
per anpassen konnten [4].
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Abb. 2: Choleratoxin, bestehend aus einer A-Untereinheit und einer B-Untereinheit. Die A-Untereinheit besitzt
zwei Doméne (A: und Ay), die B-Untereinheit besteht aus funf identischen ringférmig angeordneten B-
Monomeren (Graphik Glbernommen aus [1]).

3. Toxizitat

Cholerainfektionen kommen mehrheitlich mangels Hygiene zustande, indem V. cholerae
durch mit Klarwasser kontaminiertes Wasser aufgenommen wird. Die Bakterien setzen sich
an der Darmwand fest und sondern das Choleratoxin ab. Cholera-Patienten kénnen pro
Stunde einen Liter oder mehr Flissigkeit verlieren, wobei der Kdrper schwerwiegend dehy-
driert wird [8]. In Extremféllen wurden kolossale Flussigkeitsverluste von 30 — 40 Liter pro
Tag dokumentiert [7]. Ohne ausreichende Behandlung hat eine Choleraerkrankung oftmals
den Tod zur Folge. Die Behandlung ist jedoch sehr simpel und besteht lediglich aus der
kunstlichen Rehydrierung des Patienten, oral oder intravenés, oft kombiniert mit Elektrolyten
und Antibiotika [1], [8].

Viele Forscher versuchten die fir den Menschen spezifische Cholera Erkrankung auch in
Versuchstieren hervorzurufen, scheiterten jedoch entweder bereits bei der Infektion oder
konnten ihre Ergebnisse nicht replizieren [13]. Aus diesem Grund liegen mit der uns zur Ver-
figung stehenden Literatur keine LDso-Werte des Choleratoxins vor.

Forcierte Infektionen in 10 Jahre alten Ratten sahen denen an Menschen beobachteten
Symptome am ahnlichsten. Dabei wurden die Tiere mit 10’000 Vibrio cholerae infiziert, in-
dem diese gezielt in den Darm der Ratten injiziert wurden. Nach einer durchschnittlichen
Inkubationszeit von 22 Stunden setzte anfanglich eine leichte Diarrh¢ ein, die immer heftiger
wurde. Die Versuchstiere starben nach durchschnittlich 32 Stunden. Der Krankheitsverlauf
war gekennzeichnet durch starken Durchfall, Dehydrierung und gelegentliche Muskel-
krampfe [13].
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Abb. 3: Prozesse in den Zellen der Darmschleimhaut, ausgeldst durch das Choleratoxin: Das Toxin gelangt
durch verschiedene endozytotische Wege in die Zelle hinein und wandert als Vesikel durch den Golgi-
Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum. Dort angekommen bindet das Protein Disulfid Isomerase
(PDI) an die A1-Doméne und veranlasst dessen Abspaltung vom Rest des Toxins sowie dessen Auffal-
tung. . Uber den Sec61p-Kanal gelangt das Fragment in das Cytosol und katalysiert die Produktion und
Bindung von ADP-Ribose an das Gs-Protein. Dies filhrt zur permanenten Aktivierung der Adenylylcycla-
se (AC) und somit zur vermehrten Produktion des Botenstoffs cAMP, welcher seinerseits zur Offnung
des Chloridkanals (CFTR) und damit verbunden zu einem massiven Chlorid- sowie osmotisch bedingten
Natrium- und Wasserverlust fuhrt (Graphik aus [1]).

4. Anwendungen

Das Choleratoxin |0st eine starke immunologische Aktivitat aus, wodurch das Toxin als po-
tentielles Hilfsmittel zur Immunisierung weiterer oral aufgenommener Antigene diskutiert
wird. Verstarkte Immunantworten werden dabei bereits mit geringen Dosen an Choleratoxin
erreicht, die unterhalb von toxischen Nebeneffekten liegen. Da die rezeptorbindende B-
Untereinheit als das eigentliche immunogene Hilfsmittel identifiziert wurde, kénnen durch
dessen intranasalen oder intravendsen Verabreichung toxische Effekte ganz ausgeschlos-
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sen werden. Die orale Aufnahme hingegen benétigt das gesamte Protein, womdglich um
unbeschadigt den Magen passieren zu konnen [1], [9], [14].

Gleichzeitig wurde demonstriert, dass die B-Untereinheit umgekehrt auch als Immunomodu-
lator dienen und Immuntoleranz hervorrufen kann [9], [15]. Die damit verbundene Hemmung
der Immunreaktion birgt in der Medizin grosses Potential in der Milderung von Autoimmun-
krankheiten sowie der Organabstossung nach Transplantationen [14], [15].

Die Widersprichlichkeit dieser beiden Funktionen des Choleratoxins zeigt auf, in welche
komplexe Immunsystem Interaktionen das Toxin involviert ist. Es wird vermutet, dass die Art
der Immunreaktion von der Natur der Krankheit abhangt, fur die das Choleratoxin eingesetzt
wird [14].

Da Cholera gegenwartig insbesondere in Afrika und Asien noch immer prasent ist, wurden
mehrere Impfmittel entwickelt und getestet. Der international lizenzierte orale Impfstoff Duko-
ral® besteht aus inaktivierten V. cholerae Bakterien, kombiniert mit rekombinanten B-
Untereinheiten des Choleratoxins (rCTB-WC) [16], [17]. Bei umfassenden Feldversuchen in
Bangladesch mit 62'285 Probanden stellte sich nach drei Jahren mit dreifacher Impfung noch
eine kumulative Schutzwirkung von 50 % ein. Im ersten Jahr betrug die Schutzwirkung 62 %
[18]. Durch die Einfuhrung der rekombinanten DNA-Technologie zur Herstellung der Chole-
ratoxin B-Untereinheit wurde die umfangreiche und kostengiinstige Produktion des Cholera
Impfstoffs Dukoral® erméglicht [19].

5. Analytik

51 Immunosensoren

Sowohl der ,flow-injection capacitive immunosensor” als auch der ,flow-injection impedi-
metric immunosensor” stellen kostenglnstige und hoch sensible Nachweismethoden fir das
Choleratoxin dar. Erstere weist eine Nachweisgrenze von 1.0 x 107" M auf, wahrend der
zweite Immunosensor als Biochip aufgebaut ist und minimale Toxinkonzentrationen von 0.5
x 10" M nachweisen kann [20], [21].

5.2 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Sandwich-ELISA stellt ebenfalls eine verlassliche Nachweismethode fiir Choleratoxin dar,
dessen Nachweisgrenze bei 1.2 x 107'? M liegt [21].

5.3 Chromatografie

Van Baar et al. (1999) konnten mittels ,Flow-Injection Electrospray Mass Spectrometry” (FIA-
ESI-MS) eine Mdoglichkeit fir den direkten Nachweis der A- und B-Untereinheiten aufzeigen.
Eine erweiterte Identifikationen gelang anhand tryptischem Verdau des Choleratoxins und
anschliessendem Nachweis der Fragmente mittels ,Liquid Chromatography Electrospray
Mass Spectrometry* (LC-ESI-MS). In einer weiteren Stufe konnte er fir die eindeutige Identi-
fikation mittels LC-ESI-MS/MS an ausgewahlten tryptischen Fragmenten Sequenzinformati-
onen erhalten [22].
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