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In the face of multi-resistant pathogens it is time to find new antibacterial
strategies. A system-based approach to studying antibiotic action of
natural compounds, antimicrobial peptides, and small molecules allows
investigation of clinically unexploited antibiotic classes and targets as
well as intrinsic bacterial defence mechanisms. We also investigate the
antibacterial activity and mechanisms of action of technical plasmas
(ionized gases). They are promising wound disinfectants, which are in
clinical development to complement established antibiotic approaches.
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B Die industrielle Produktion von Antibio-
tika im TonnenmaBstab hat bis heute viele
Menschenleben gerettet, fiihrte aber gleich-
zeitig zu einer massiven Freisetzung von Anti-
biotika in die Umwelt. Nachdem Bakterien
seit Jahrmillionen mit Antibiotika konfron-
tiert sind, die von anderen Mikroorganismen
produziert werden, ist eine schnelle Anpas-
sung an die vom Menschen genutzten Anti-
biotika wenig verwunderlich — mit weitrei-
chenden Konsequenzen fiir die Gesellschaft.
Die Entstehung und Ausbreitung multiresis-
tenter Krankheitserreger stellt eine der gro-
Ben Herausforderungen unserer Zeit dar. Eine
Entwicklung neuer effektiver antibakteriel-
ler Strategien ist daher dringend erforderlich.

Unter den antibakteriellen Strategien, die
in unserer Arbeitsgruppe untersucht werden,
sind Naturstoffe, antimikrobielle Peptide und
kleine Molekiile (Abb. 1). Die Substanzen
selbst stammen haufig von akademischen
Kooperationspartnern oder Firmen. Wir unter-
suchen, wie diese Substanzen wirken. Dabei
sind wir auf der Suche nach Zielstrukturen
(Targets), die klinisch bisher noch nicht
genutzt werden, und nach Substanzen, die
klinisch bewdhrte Targets angreifen, aber

<« Abb. 1: Wirkmechanismen ausgewahlter
Naturstoffe, antimikrobieller Peptide und kleiner
Molekiile (small molecules). Acyldepsipeptid
(ADEP) bindet ClpP und bewirkt dadurch, dass
ATP-unabhéngig intakte Proteine von der Pro-
tease abgebaut werden. Calcimycin stort die
Metallhomd&ostase, indem es Metallkationen
liber Membranen transportiert. Platensimycin
inhibiert die Fettsdurebiosynthese durch Bin-
dung an FabF. Das Lantibiotikum Mersacidin
bindet Lipid Il und hemmt so die Zellwandbio-
synthese. Das kleine kationische Peptid MP 196
integriert in die bakterielle Membran, was zur
Depolarisierung und Delokalisierung peripherer
Membranproteine der Atmungskette (Cyto-
chrom c) und der Zellwandbiosynthese (MurG)
fihrt. Auch das hetero-tri-organometallische
FcPNA integriert in die Membran und fiihrt zur
Depolarisierung. KKL-35 hemmt die trans-Trans-
lation, einen Prozess, durch den Ribosomen von
defekten mRNAs (z. B. mRNAs ohne Stoppco-
don) abgeldst werden kénnen.
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bereits verbreitete Resistenzen umgehen.
Auch interessieren wir uns fiir die intrinsi-
schen bakteriellen Abwehrmechanismen, die
einer klinischen Anwendung neuer Antibio-
tika im Wege stehen konnten. Neben der eta-
blierten Strategie, Antibiotika zu entwickeln,
untersuchen wir das Potenzial von techni-
schen Plasmen, die aus ionisierten Gasen
bestehen und stark antibakteriell wirken.

Wirkmechanismen und intrinsische
Resistenzmechanismen

Wir nutzen einen systembasierten Ansatz,
um die Reaktion von Bakterien auf eine aku-
te Konfrontation mit Antibiotika zu unter-
suchen. Dabei liegt der Fokus auf der Unter-
suchung des bakteriellen Proteoms. Dieses
verrat uns, welche kompensatorischen Mecha-
nismen auf Proteinebene in Gang gesetzt
werden, die den Zellen ein Uberleben des
Antibiotikum-Stresses ermoglichen. Gleich-
zeitig werden direkte Auswirkungen der Anti-
biotikabehandlung auf die Proteinbiosyn-
these und spezifische Proteinmodifikationen
sichtbar [1]. Ergdanzend dazu untersuchen wir
bakterielle Metaboliten sowie die Zusam-
mensetzung der Membran und der Metall-
ionen [2].

Naturstoffe - eine vielversprechende
Quelle fiir neue Antibiotikaklassen

Die meisten Antibiotikaklassen, die heute sys-
temisch angewendet werden, leiten sich von
Naturstoffen ab, und diese sind nach wie vor
eine sehr vielversprechende Quelle fiir neue
Substanzklassen. Gerade mithilfe von natiir-
lichen Substanzen ist es moglich, neue Tar-
gets zu identifizieren. Ein Beispiel sind die
Acyldepsipeptide, die die Protease ClpP
angreifen und sie dazu bringen, intakte zel-
lulére Proteine abzubauen [3].

Auch der strikt regulierte bakterielle Ionen-
haushalt konnte ein lohnendes Target dar-
stellen, sofern eine Selektivitat fiir bakteriel-
le Zellen gewéhrleistet ist. Insbesondere Eisen
ist in der Wirt-Mikroben-Interaktion oft stark
umkampft. Da uns derzeit noch keine Iono-
phore zur Verfligung stehen, die selektiv fir
Bakterien sind, untersuchten wir die Effekte
des Tonophors Calcimycin, das sehr effizient
divalente Kationen iiber Membranen trans-
portiert. Insbesondere unter Eisen- und Man-
gan-Mangelbedingungen zeigt es eine starke
antibakterielle Aktivitat. Der Modellorga-
nismus Bacillus subtilis reagiert umgehend
durch die Produktion von hochaffinen Sidero-
phoren [4]. An diesem Beispiel wird deutlich,
welche wertvollen Hinweise die Proteom-
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antwort fiir eine Abschédtzung des mit einem
neuen Target verbundenen Risikos geben
kann. Siderophore sind wichtige Virulenz-
faktoren vieler Krankheitserreger und eine
verstarkte Synthese ist sicher kontraproduk-
tiv.

Des Weiteren sind mogliche intrinsische
Toleranzmechanismen, die mit neuen Targets
verbunden sind, von Interesse. Die Fettsau-
rebiosynthese ist ein Target, das aktuell Kkli-
nisch validiert wird. Wir beobachteten, dass
in Antwort auf die Fettsdaurebiosynthese-Hem-
mer Platencin, Platensimycin und Cerulenin
in B. subtilis der gesamte Biosyntheseweg
stark induziert wird [5]. Es sind bereits Punkt-
mutationen in Zielgenen beschrieben, die zu
einer erhohten Toleranz gegeniiber Fett-
saurebiosynthese-Hemmern fiihren. Auch
die Uberproduktion des molekularen Tar-
gets kann hier schnell zu erhohter Toleranz
fiihren.

Antimikrobielle Peptide - jeder
nutzt sie

Antimikrobielle Peptide werden sowohl von
Mikroorganismen als auch von Pflanzen und
Tieren produziert. Sie stellen eine strukturell
recht diverse Gruppe von Antibiotika dar. Die
Lantibiotika, natiirlich vorkommende Lan-
thionin-haltige Peptide, sind in der Lage, die
Zellwandbiosynthese-Vorstufe Lipid II zu bin-
den und so die Zellwandbiosynthese zu blo-
ckieren. Markerproteine fiir Zellmembran-
stress zeigen, wie sich die verschiedenen Lan-
tibiotika in der Fahigkeit, zusdtzlich mit der
Lipiddoppelschicht der Membran zu inter-
agieren, unterscheiden [6, 7].

Kleine kationische Peptide interagieren
haufig direkt mit der Phospholipiddoppel-
schicht der bakteriellen Membran. So kann
ein Hexapeptid aus alternierenden Arginin-
und Tryptophanresten effektiv das Wachstum
von grampositiven Bakterien hemmen.
Anhand dieses Peptids untersuchen wir die
Wirkung dieser Peptidklasse auf lebende Zel-
len [2]. Das Peptid integriert direkt in die
Lipiddoppelschicht. Durch die Interaktion mit
der Membran werden proteinvermittelte Pro-
zesse, die an der Membran ablaufen, wie die
Zellwandbiosynthese und die Atmungskette,
durch das Ablésen peripherer Membranpro-
teine gehemmt. Eines der betroffenen Enzy-
me der Zellwandbiosynthese, MurG, wurde
parallel als Antibiotikum-Target des synthe-
tischen kleinen Molekiils Murgocil identifi-
ziert [8]. Eine Abwehrstrategie von B. subtilis
gegeniiber verschiedenen antimikrobiellen
Peptiden besteht darin, den osmotischen
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Druck der Zelle durch das Ausschleusen von
Aminoséduren herabzusetzen und so ein Plat-
zen der Zelle zu verhindern [2].

Small molecules - das Potenzial
naturfremder Molekiile

Vollsynthetische Substanzen, insbesondere
solche mit Strukturelementen, die in der
Natur nicht vorkommen, haben das Potenzial,
eine Resistenzbildung dadurch zu verzogern,
dass die im Genpool vorhandenen Resistenz-
mechanismen nicht greifen. Eine solche
Strukturklasse sind die hetero-tri-organo-
metallischen PNAs (Peptidnukleinsduren),
die drei verschiedene organometallische Res-
te tragen. Als Targetstruktur dieser Substan-
zen konnten wir die Zellmembran identifi-
zieren. Durch den Austausch eines Rutheno-
cens gegen ein Redox-aktives Ferrocen konn-
te in der Zelle zusitzlich oxidativer Stress
ausgelost werden [9]. Da oxidativer Stress das
Uberleben von Bakterienzellen unter Anti-
biotikastress erheblich erschwert, konnte es
sich als interessante Strategie erweisen, oxi-
dativen Stress in bewéahrte Antibiotikaklas-
sen quasi hineinzudesignen.

Kiirzlich wurde eine neue Klasse von klei-
nen Molekiilen beschrieben, die die trans-
Translation inhibieren [10]. Dieser Prozess
sorgt dafiir, dass Ribosomen von mRNAs abge-
16st werden konnen, die z. B. durch einen
Strangbruch kein Stoppcodon besitzen. Die
trans-Translation kommt nur in Bakterien vor
und stellt moglicherweise ein attraktives neu-
es Target dar. Derzeit untersuchen wir die
Reaktion von B. subtilis auf eine Hemmung
der trans-Translation, um Erkenntnisse iiber
mogliche intrinsische Resistenzmechanismen
und die molekulare Zielstruktur am Ribosom
Zu gewinnen.

lonisierte Gase im Kampf gegen
bakterielle Krankheitserreger?

Ein gezielter und begrenzter Einsatz von Anti-
biotika wird als sehr wichtig erachtet, wenn
es darum geht, die Wirksamkeit dieser wert-
vollen Ressourcen moglichst lange zu erhal-
ten. In bestimmten Bereichen wéren alterna-
tive antibakterielle Strategien denkbar. Plas-
men sind ionisierte Gase. Zur Erzeugung tech-
nischer Plasmen verwendet man haufig Luft
oder Edelgase, denen Sauerstoff oder Stick-
stoff beigemischt sein kann. Die beachtliche
antibakterielle Aktivitdt von Niederdruck-
plasmen, die bei vakuumnahen Driicken
geziindet werden, wird in industriellen Ste-
rilisationsprozessen bereits ausgenutzt. Seit
etwa zehn Jahren konnen ,kalte“ Plasmen
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<« Abb. 2: Der For-
schungsreaktor erzeugt
Plasmen mit verschiede-
nen Gasmischungen. In
der Heliumkammer wer-
den Sekundarreaktionen
minimiert. Kanal A ist so
gebogen, dass nur die
vom Plasma emittierten
Teilchen die Probe errei-
chen. In Kanal B werden
die Teilchen durch einen
seitlichen Heliumstrom
abgelenkt, und nur die
UV-Strahlung gelangt auf
die Probe. Bei Kanal C
trifft der gesamte
Effluent auf die Probe.
(Bild: J.-W. Lackmann,
Universitat Bochum)

mit Helium geflutete Kammer

mit Gastemperaturen um 37°C auch bei
Atmosphérendruck erzeugt werden. Erste kli-
nische Versuche zeigen einen positiven Ein-
fluss dieser Plasmen auf die Heilung von chro-
nischen Wunden, der sowohl auf eine desin-
fizierende als auch eine Wundheilung-sti-
mulierende Wirkung zuriickgefiihrt wird [11].
Uns interessiert, welche molekularen Mecha-
nismen der desinfizierenden Wirkung von
Plasmen zugrunde liegen [12] und wie sich
diese bei verschiedenen Plasmaquellen und
Gasmischungen unterscheiden (Abb. 2). Es
bleibt abzuwarten, inwiefern sich kalte Atmo-
spharendruckplasmen fiir einen breiten Ein-
satz zur Behandlung von Hauterkrankungen
eignen und ob sie beispielsweise auch fiir
eine praoperative und intraoperative Des-
infektion geeignet sind.
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