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Antibakterielle Resistenz

Antimikrobielle Peptide — Inspiration

aus der Natur
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Antimicrobial peptides (AMPs) are ancient immune effectors and are
considered as new anti-infective drugs. AMPs differ from conventional
antibiotics in their pharmacodynamics, speed of killing and they do not
increase mutagenesis. This results in a much lower probability of bac-
terial resistance evolution against AMPs. AMPs are usually expressed

as synergistic cocktails. If AMPs are to be used in the clinic to tackle
the antibiotic crisis, understanding their natural biology will be pivotal

to prevent resistance.
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B Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind seit
Anbeginn wichtige Verteidigungsmechanis-
men bei allen Formen des Lebens und beson-
ders bei vielzelligen Organismen und spielen
eine zentrale Rolle in der Abwehr und Kon-
trolle von Infektionen. Aufgrund dieses evo-
lutiven Erfolgs werden AMPs auch zuneh-
mend als alternative neuartige Antibiotika
untersucht und entwickelt [1]. Da bisher

kaum AMP-Resistenzen in der Natur beob-
achtet wurden, wird oft angenommen, dass
Resistenz gegen AMPs selten entstehen kann
[1]. So hat es bei dem ersten AMP, das als
Medikament eingesetzt wurde, Colistin (ein
AMP bakteriellen Ursprungs), iiber 50 Jahre
gedauert, bis Resistenzen beschrieben wur-
den [2], also 10- bis 20-mal ldanger als bei
Antibiotika.

Wir untersuchen, ob es generelle Eigen-
schaften von AMPs gibt, die die Evolution
bakterieller Resistenz gegen AMPs im Ver-
gleich zu Antibiotika reduzieren. Dariiber
hinaus erforschen wir, wie AMPs im natiirli-
chen Kontext wirken - einerseits, um die
Evolution von Insektenimmunsystemen bes-
ser zu verstehen und andererseits, um die
moglichen Anwendungen von AMPs bei bak-
teriellen Infektionen nachhaltiger zu
gestalten, also die Problematik der Resistenz-
evolution gleich von Anfang an zu beriick-
sichtigen.

Resistenzevolution

Resistenz gegen AMPs und auch gegen viele
Antibiotika ist oftmals im Genom codiert.
Von verschiedenen Antibiotika ist bekannt,
dass sie die Mutationsrate von Bakterien
erhohen konnen. Dies beruht darauf, dass die
Bakterien auf Antibiotikumstress mit der
SOS-Antwort oder einer RpoS-vermittelten
Stressantwort reagieren. Dies flihrt zur Repa-
ratur der DNA iiber alternative Polymerasen,
die hohe Fehlerraten haben. Im Gegensatz
dazu induzieren AMPs weder den SOS-noch
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A Abb. 1: Antimikrobielle Peptide (AMPs) attackieren meistens die Zelloberfliche und verursachen daher keine erhdhten Mutationsraten, im Gegen-
satz zu vielen Antibiotika. Dargestellt sind Hemmhofe fiir Escherichia colium eine Scheibe, die entweder mit Antibiotika (Positivkontrollen links, Cip:
Ciprofloxacin, AP: Ampicilin) oder mit AMPs (von links: Cecropin, Lysozym, LL-37, Mellitin, Maigainin, Pexiganan) getrankt ist. Die Bakterien sind mit
einem Reporter ausgestattet, der entweder die Aktivierung des SOS-Systems (oben) oder des rpoS-Systems (unten) anzeigt. Nur die Antibiotika aktivie-
ren diese Systeme; dies fiihrt zur Reparatur geschédigter DNA durch alternative Polymerasen mit erhdhter Fehlerrate und erhéht daher die Mutations-
rate (verdndert nach [3]); AMPs hingegen erhéhen die Mutationsrate nicht.
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A Abb. 2: Die Pharmakodynamik von AMPs und Antibiotika unterscheidet sich [12]. A, B, Dargestellt ist das bakterielle Populationswachstum im Ver-
héltnis zur Konzentration der antimikrobiellen Substanzen fiir Antibiotika (rosa) und AMPs (tiirkis). Die farbigen Unterlegungen zeigen jeweils die Breite
des MSW (mutant selection window) an, also den Konzentrationsbereich, in dem resistente Bakterien bei Antibiotika- bzw. AMP-Einsatz selektiert wer-
den (verandert nach [12]). Der MSW ist bei AMPs deutlich schmaler (tiirkis). C, Die Weite des MSW ist bestimmt durch die Steilheit der pharmakodyna-
mischen Kurve, beschrieben durch Kappa. Die experimentell gemessenen Kappa-Werte fiir AMPs (rechts, blau) und deren Kombinationen im Vergleich
zu den Werten fiir Antibiotika (links, rot) resultieren in deutlich kleineren MSW fiir AMPs [7].

den rpoS-Pfad (Abb. 1, [3]) und dement-
sprechend erhohen sich die Mutationsraten
nicht.

Die Evolution von Resistenz hiangt nicht
nur von Mutationsraten, bereits vorhande-
nen Mutationen und horizontalem Gentrans-
fer sowie der PopulationsgroBe ab, sondern
auch wesentlich vom Selektionsdruck. Aus
der Pharmakologie ist das Konzept des MSW
(mutant selection window) bekannt, jener
Konzentrationsbereich, in dem resistente
Bakterien gegeniiber nichtresistenten einen
Uberlebensvorteil haben (Abb. 2). Hierzu
fanden wir, dass AMPs normalerweise
wesentlich engere MSWs als Antibiotika
haben [4]: Die pharmakodynamische Kurve,
die den Zusammenhang von bakteriellem
Wachstum (auch negatives Wachstum -
wenn mehr Zellen sterben als sich teilen)
und antimikrobieller Konzentration
beschreibt, wird wesentlich steiler (Abb. 2),
damit schlieBt sich das MSW. Das schmale
MSW der AMPs hédngt vermutlich mit den
Mechanismen zusammen, wie AMPs Bakte-
rien toten. Oftmals sind dies Poren, die in der
Zellwand oder Zellmembran entstehen [1].
Diese fiihren auch dazu, dass AMPs wesent-
lich schneller toten als Antibiotika, namlich
innerhalb von Minuten anstatt Stunden.

In einem weiteren Schritt konnten wir
kiirzlich zeigen, dass sich auch die Pharma-
kodynamik selbst evolutiv dndern kann: Bak-
terien, die resistent werden, haben nicht nur
eine erhohte minimale Hemm-Konzentration
(die MHK-Bestimmung ist die Standardme-
thode, um Resistenz festzustellen), sondern
es andert sich auch der Kappa-Wert, also die
Steilheit der pharmakodynamischen Kurve
und damit die Weite des MSW [5]. Wie sich
diese Anderungen wiederum auf die Dyna-
mik der Resistenzevolution auswirken, ist

noch vollig unerforscht. Werden alle oben
genannten Faktoren in einem mathemati-
schen Modell integriert, wird deutlich, dass
das Risiko der Resistenzentwicklung fiir
AMPs wesentlich geringer ausféllt als das
Risiko fiir Antibiotika (Abb. 3, [4]). Unser
Modell gibt somit ein gutes Abbild fiir die
Realitat und erlaubt daher, Szenarien der
Resistenzevolution durchzuspielen.

Synergien von AMPs

In natiirlichen Situationen, also beispielswei-
se in der Immunabwehr eines Insekts oder
Saugetiers, werden gleichzeitig mehrere
AMPs exprimiert. Dies sind oft zehn oder
mehr AMPs aus unterschiedlichen Familien
[6]. Bei einer Injektion mit Staphyloccoccus
aureus in unserem Modelltier, dem Mehlka-
fer Tenebrio molitor, fanden wir zudem, dass
z. B. AMPs exprimiert werden, die in vitro
nicht gegen Gram-positive Bakterien wie
S. aureus wirken. Dies ist erstaunlich, denn
die Kédfer haben Toll- und ImD-Signalpfade,
die zwischen Gram-positiven und -negativen
Bakterien unterscheiden konnen. Diese
Beobachtung legt zwei Schlussfolgerungen
nahe: Erstens wirken die AMPs gemeinsam,
ohne dass jedes AMP in Isolation eine Wir-
kung gegen ein bestimmtes Bakterium haben
muss. Zweitens zeigt dies, dass die standar-
disierten in vitro-Messungen von AMPs viel-
leicht zu ungenau sind (ein Problem, das die
Antibiotikaforschung auch betrifft).

In einer in vitro-Studie, in der wir fiinf ver-
schiedene AMPs unterschiedlicher Herkunft
und Aktivitdat untersuchten [7], wirkten die
meisten Zweifach-Kombinationen synergis-
tisch. Bei Dreifach-Kombinationen war dies
sogar noch starker ausgepragt [4]. Eine Stu-
die zu Antibiotikakombinationen konnte
ebenfalls zeigen, dass mit zunehmender Zahl

an Komponenten die synergistischen Effekte
zunahmen [8]. Wie diese Interaktionen
berechnet und vielleicht auch prognostiziert
werden konnen, ist im Moment unklar und
Gegenstand aktiver Forschung [9]. Erst fiir
einige wenige AMPs sind die Synergien von
zwei AMPs recht gut untersucht. Antimikro-
bielle Peptidcocktails haben Vorteile: Syner-
gie erlaubt eine geringere Konzentration
eines Peptids; dies reduziert die mogliche
Toxizitat.

Geféhrdet Kreuzresistenz die
Wirksamkeit der wirtseigenen AMPs?

Fiir den medizinischen Einsatz der AMPs
sind aktuell etwa 20 in der Erprobung, und
mehr als 3.000 beschrieben [10]. Ein mogli-
ches Risiko des Einsatzes von AMPs in der
Medizin ist die Entstehung von Kreuzresis-
tenzen: Wenn Resistenz gegen das eingesetz-
te AMP evolviert, konnten die Bakterien auch
gegen die wirtseigenen AMPs, also einen
wichtigen Arm der angeborenen Immun-
abwehr, resistent werden [1], mit moglicher-
weise dramatischer Konsequenz fiir den
Menschen, aber auch z. B. Millionen Insek-
tenarten. Eine systematische in vitro-Studie
[11], bei der Escherichia coli gegen 15 ver-
schiedene AMPs Resistenz entwickelte, zeig-
te vor allem Kreuzresistenz, wenn die AMPs
ahnliche Wirkmechanismen hatten. Erstaun-
licherweise gibt es dazu keine tiefergehen-
den Studien mit humanen AMPs.

In unserem T. molitor-Modell fanden wir,
dass S. aureus-Stamme, die gegen AMPs des
Kafers resistent sind, nicht virulenter waren
als nicht-resistente Stimme [12]. Ein mogli-
cher Grund konnte sein, dass die Staphylo-
kokken aufgrund der AMP-Resistenz sensiti-
ver gegen andere Effektoren des Kafer-
immunsystems werden.
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<« Abb. 3: Die Wahr-
scheinlichkeit, dass
Bakterien Resistenz
entwickeln, wenn sie
einem typischen Anti-
biotikum (oben) aus-
gesetzt werden, ist
wesentlich hoher als
bei einem typischen

AMP (unten). Dieses

-

Wahrscheinlichkeit der Resistenzevolution
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Pharmakodynamik,
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stanzen (veréndert
nach [4]).

AMPs anwenden und Resistenz
minimieren

Eine Kombination aus dem Wissen um die
evolutiondre Diversifikation der AMPs, ihre
Aktivitdt im Zusammenhang mit (synergisti-
schen) Cocktails und die Kenntnisse zur
Resistenzevolution konnen hoffentlich dazu
beitragen, dass beim Einsatz von AMPs in
der Behandlung bakterieller Infektionen die
Fehler, die zur derzeitigen Antibiotikakrise
gefiihrt haben, vermieden werden konnen
[10]. Eine der vielversprechenden Anwen-
dungen von AMPs konnte dann die Bekdmp-
fung von multiresistenten Bakterien werden.
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