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Samenvatting

Antibioticaresistentie is een ernstig probleem; de percentages ziekteverwekkende bacterién
die resistent zijn tegen verschillende antibiotica nemen steeds verder toe terwijl er nauwelijks
nieuwe antibiotica beschikbaar komen. De noodzaak voor nieuwe antimicrobi€le strategieén
wordt dan ook steeds urgenter.

In hoofdstuk | van dit proefschrift worden antimicrobiéle peptiden (AMP’s) en honing
geintroduceerd als mogelijk interessante aanvullingen dan wel alternatieven voor sommige
antibiotica. AMP’s zijn een evolutionair oud element van de afweer van multicellulaire
organismen tegen een grote variéteit aan micro-organismen. Dergelijke peptiden worden
voornamelijk geproduceerd in weefsels die in contact staan met de buitenwereld en in
afweercellen die betrokken zijn bij het onschadelijk maken van micro-organismen. Een
belangrijke eigenschap van AMP’s is de gecombineerde aanwezigheid van een positief geladen
domein en een hydrofoob (vet-minnend) domein op hun oppervlak. De positieve lading zorgt
voor specifieke interactie met de negatief geladen buitenkant van micro-organismen, terwijl
het hydrofobe domein noodzakelijk is voor interactie met de celmembraan. AMP’s doden
micro-organismen door permeabilisatie (“lek maken”) van de bacteriéle celmembraan, of
door het verstoren van essenti€le intracellulaire processen.

Thrombocidines (TC’s) zijn antimicrobiéle eiwitten uit menselijke bloedplaatjes. De meest
actieve variant, thrombocidine-1 (TC-1), is zeer nauw verwant aan het chemokine NAP-2
(ook wel CXCL7 genoemd). Bij ontstekingsreacties wordt NAP-2 gevormd uit voorloper
moleculen die zich o.a. in bloedplaatjes bevinden. NAP-2 is betrokken bij activatie van
neutrofielen, wat een belangrijk proces is in de afweer tegen infecties. Het enige verschil
tussen NAP-2 en TC-| is de afwezigheid van 2 aminozuren aan het uiteinde van TC-1, de
zogenaamde C-terminus.Chemokines zijn signaalstoffen die afweercellen naar infectiehaarden
aantrekken. Verschillende chemokines blijken echter ook directe antimicrobiéle activiteit
te bezitten. Deze antimicrobiele chemokines hebben dezelfde structuurelementen als
hierboven beschreven voor AMP’s, dus een positief geladen en een hydrofoob domein. NAP-
2 bezit echter geen sterke antimicrobiéle activiteit en de C-terminale truncatie (verkorting)
van NAP-2 die leidt tot vorming van TC- 1| is vereist voor sterke antimicrobi€le activiteit. De
reden voor het grote verschil in activiteit tussen deze twee moleculen was voorafgaand aan
deze studie nog onbekend.

Honing is een ander oud antimicrobieel middel dat al duizenden jaren gebruikt wordt
bij wondgenezing. De effectiviteit van honing tegen antibiotica resistente bacterién heeft
geleid tot een toename van interesse in dit oude antimicrobiéle middel vanuit de moderne
geneeskunde. Omdat honing van nature bacteriéle sporen kan bevatten die een potentieel
probleem zijn bij gebruik op wonden, worden “medical-grade” honingen gesteriliseerd om de
mogelijk aanwezige sporen te doden. Momenteel zijn Revamil® en de van Manuka afgeleide
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honingen Medihoney® en Active Manuka® goedgekeurd voor toepassing op wonden. Er
zijn vele publicaties die verbeterde wondgenezing door honing beschrijven, maar voor het
overgrote deel betreft dit bevindingen bij individuele patiénten of kleinschalige studies.
Grotere gerandomiseerd, gecontroleerde klinische trials zijn dan ook noodzakelijk om de
effectiviteit van honing voor specifieke toepassingen goed te bepalen. De variabiliteit van de
antimicrobiéle activiteit van honing en de onvolledige kennis van het werkingsmechanisme
zijn echter een groot obstakel voor de toepasbaarheid van medical-grade honing in de
moderne geneeskunde. Het doel van dit proefschrift was het nader bestuderen van de
mechanismen van antimicrobiéle activiteit van thrombocidines en honing en het toepassen
van deze kennis om de activiteit van deze middelen te verbeteren.

Chemokines zijn opgebouwd uit een N-terminaal lineair segment,gevolgd door 3 antiparallelle
B-sheets en een C-terminale X-helix. In TC-1 en NAP-2 is de C-terminale &-helix sterk
positief geladen, maar het uiteinde bevat enkele negatieve aminozuren. Als gevolg van de
afwezigheid van één negatief geladen aminozuur, aspartaat, bij de C-terminus van TC-1, die bij
NAP-2 wel aanwezig is, is de negatieve lading van dit deel van het molecuul bij TC-1 kleiner
dan bij NAP-2. In hoofdstuk 2 hebben we de verschillen in 3-dimensionale structuur van
NAP-2 en TC-| onderzocht. Hieruit bleek dat het negatief geladen C-terminale deel van
NAP-2 weinig bewegingsvrijheid heeft en in de buurt van het positief geladen domein van
dit molecuul gepositioneerd is. In TC-1 is de C-terminus veel flexibeler en heeft daardoor
minder interactie met het positieve domein. Dit resultaat suggereert dat TC-| antimicrobiéle
activiteit verkrijgt doordat de storende werking van de negatief geladen C-terminus zoals
die bij NAP-2 aanwezig is, op het positief geladen domein is opgeheven.

Het positief geladen domein van chemokines bestaat uit aminozuren uit verschillende delen
van het molecuul die door een juiste vouwing van het eiwit gezamenlijk één domein vormen.
Op basis van de eerder opgehelderde 3-dimensionale structuur model van NAP-2 hebben
we vastgesteld dat het positieve domein van NAP-2 en TC-| bestaat uit verschillende
positief geladen aminozuren in één zijde van de C-terminale &-helix en in het keerpunt
tussen de tweede en derde B-sheet. Deze twee regio’s worden met elkaar verbonden tot
één groot positief geladen domein door aminozuur lysine-17. In hoofdstuk 3 hebben we
het belang van het positief geladen domein van TC-1 bestudeerd door te kijken naar het
effect van verstoring dan wel versterking van de positieve lading van dit domein op de
antimicrobiéle activiteit. Verstoring van dit positieve domein door lysine-17 te vervangen
voor het ongeladen aminozuur alanine leidde tot een sterke afname in de activiteit van TC-|
tegen de gist Candida albicans en tot enige afname in activiteit tegen bacterién.Verschillende
varianten met een versterkt positief domein (door het vervangen van neutrale of negatief
geladen aminozuren voor lysine) leidde tot verbeterde activiteit tegen de bacterién Bacillus
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subtilis, Staphylococcus aureus en Escherichia coli. Deze resultaten duiden op het belang van het
positieve domein voor antimicrobiéle activiteit van TC-1.Een interessante observatie was dat
ontvouwen TC-| sterke antimicrobiéle activiteit behoudt. Omdat het onwaarschijnlijk is dat
ontvouwen TC-1| spontaan de juiste conformatie aanneemt voor vorming van het positieve
domein, onderzochten wij of peptiden afgeleid van lineair TC-1 ook antimicrobi€le activiteit
vertonen. Hieruit bleek dat korte peptiden afgeleid van de TC-I N-terminus inderdaad
sterke activiteit bezitten, wat sterk suggereert dat dit gedeelte van TC-| verantwoordelijk is
voor de activiteit van het ontvouwen eiwit. De activiteit van deze peptiden kon ook worden
verbeterd door de positieve lading op specifieke posities te verhogen.

Bactericidal Peptide 2 (BP2) is een klein, synthetisch antimicrobieel peptide ontworpen op
basis van LPS-bindende domeinen van verschillende eiwitten. Dit peptide heeft zeer snelle
bactericide werking tegen een breed spectrum aan micro-organismen bij laag micromolaire
concentraties (hoofdstuk 4). BP2 behield sterke activiteit in aanwezigheid van fysiologisch
zout en in hoge concentraties humaan plasma. De in vivo activiteit van BP2 werd vervolgens
getest in een experimenteel model voor S. epidermidis biomateriaal-geassocieerde infecties.
Een bacterieel inoculum werd langs een onderhuids geimplanteerd kathetersegment
geinjecteerd en | uur na of 3 uur voor infectie werd BP2 lokaal toegediend, respectievelijk
als model voor behandeling en profylaxe (preventief gebruik). In het behandel model was
het percentage gekoloniseerde implantaten met 80% gereduceerd en het aantal bacterién in
het weefsel rond dit materiaal was |100-voudig verlaagd na toediening van BP2 in vergelijking
met implantaten waarbij geen BP2 toegediend werd. In het profylactische model waren de
aantallen bacterién op het implantaat en in het weefsel met respectievelijk 85% en 90%
afgenomen. BP2 heeft dus potente antimicrobiéle activiteit, zowel in vitro als in vivo.

Hoofdstuk 5 beschrijft de karakterisatie van de antimicrobiéle activiteit van Revamil®, een
medical-grade honing die onder gecontroleerde omstandigheden in kassen geproduceerd
wordt. Elf verschillende batches van deze honing toonden maximaal een 2-voudige
spreiding in de concentratie (8.9% — 16.7%) benodigd voor bactericide activiteit tegen B.
subtilis, wat aangeeft dat deze honing goede reproduceerbare antibacteri€le activiteit heeft.
Revamil® had sterke activiteit tegen Staphylococcus epidermidis, S. aureus en Enterococcus
faecium bij respectievelijk 10,20 en 30% honing, waarbij er geen verschil bleek te zijn in de
honinggevoeligheid van antibiotica gevoelige en —resistente isolaten.Als benadering voor een
mogelijke topicale klinische toepassing (op de huid) hebben we vervolgens onderzocht in
welke mate deze honing de huidkolonisatie van gezonde vrijwilligers kon verminderen. Na
48 uur applicatie van honing op de huid van de onderarm van gezonde vrijwilligers bleek de
mate van microbiéle kolonisatie 100-voudig afgenomen ten opzichte van de controle groep
zonder honing. Het percentage positieve kweken was afgenomen van 79% voor controle naar
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9% voor met honing behandelde huid. De reproduceerbare, breed spectrum antimicrobiéle
activiteit in vitro en de effectieve antimicrobiéle werking op humane huid geven aan dat deze
honing goede potentie heeft voor klinische topicale toepassingen.

In hoofdstuk 6 beschrijven we de volledige karakterisatie van de antibacteriéle activiteit
van “Revamil® Source” (RS) honing, de niet-gamma gesteriliseerde bronhoning voor
Revamil®. Dit is de eerste keer dat alle componenten betrokken bij de activiteit van een
sterk antibacteriéle honing beschreven worden. Om de rol van reeds bekende antibacteri€le
factoren voor de activiteit van honing te bepalen, werden deze factoren geneutraliseerd in
honing en werd het effect hiervan op de antibacteriéle activiteit gekwantificeerd. Het hoge
suikergehalte en productie van H,O, zijn de meest bekende antimicrobiéle componenten
in honing. Meer recent is daarnaast methylglyoxaal (MGO) beschreven als antimicrobiéle
component in sommige honingen. Na neutralisatie van H,O, behield RS honing beduidend
meer activiteit dan een oplossing die qua suikerconcentratie equivalent was aan honing. De
activiteit tegen de honinggevoelige bacterie B.subtilis nam zelfs helemaal niet af na neutralisatie
van H,O.,. B. subtilis is vervolgens gebruikt als indicator voor identificatie van additionele
componenten. Om de rol van MGO voor de activiteit van RS honing te kunnen bestuderen
werd een assay opgezet om deze component in honing te neutraliseren door middel van
een enzymatische omzetting met het enzym glyoxalase |. MGO droeg inderdaad bij aan de
activiteit van RS honing tegen B. subtilis, maar zelfs na neutralisatie van deze component
behield honing nog sterke activiteit. Uiteindelijk bleek het merendeel van deze resterende
activiteit veroorzaakt te worden door een klein, kationisch (= positief geladen) eiwit, ofwel
een peptide, dat we vervolgens hebben gezuiverd en geidentificeerd als bee defensin-1. Dit
is een bekend antimicrobieel peptide uit de bij, maar was niet eerder in honing aangetoond.
De lage pH van honing bleek verantwoordelijk te zijn voor de nog overgebleven activiteit.
Verschillende combinaties van de geidentificeerde componenten waren betrokken bij de
activiteit van RS honing tegen verschillende bacterién, en de combinatie van alle factoren -
de hoge suikerconcentratie, H,O,, MGO, bee defensin-1 en de lage pH - bleek noodzakelijk
voor de breed spectrum antibacteri€le activiteit.

In hoofdstuk 7 is de kinetiek van bactericide activiteit van RS honing en Manuka honing met
elkaar vergeleken.RS honing had beduidend betere activiteit tegen B. subtilis, E. coli en Pseudomonas
aeruginosa dan Manuka na 2 uur incubatie. H,O, en bee defensin-1 waren de belangrijke
componenten voor deze snelle bactericide activiteit van RS honing. Deze componenten waren
geheel afwezig in Manuka honing.Vanneer bacterién 24 uur in honing werden geincubeerd had
Manuka juist veel potentere activiteit dan RS honing, vooral tegen S. aureus en B. subtilis. MGO
was de belangrijkste factor voor deze sterke maar trage bactericide werking, maar ook suiker, de
lage pH en onbekende kationische en niet-kationische factoren droegen bij aan deze activiteit.
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Wanneer honing op wonden wordt aangebracht wordt deze snel verdund door het aantrekken
van wondvocht. Snelle bactericide activiteit is dan ook belangrijk voor toepassing van honing
voor behandeling van geinfecteerde wonden. RS honing is beduidend effectiever voor snelle
bactericide werking dan Manuka, maar desondanks worden de belangrijke wondpathogenen
methicilline-resistente S. aureus (MRSA) en enhanced-spectrum beta-lactamase-producing
(ESBL) E. coli niet snel gedood. In tegenstelling tot bee defensin-1, dat vrij specifiek werkt op
een beperkt aantal bacteriesoorten, hebben veel andere AMP’s een snelle, breed spectrum
antimicrobiéle activiteit. Dit bracht ons op de gedachte dat de antibacteri€le activiteit van
honing mogelijk verbeterd zou kunnen worden door verrijking met exogene AMP’s.

In hoofdstuk 8 hebben we onderzocht of de snelle bactericide activiteit van RS honing
verbeterd kon worden voor toevoegen van hogere concentraties van zijn endogene
antimicrobiéle componenten, of van exogene AMP’s. Van de geteste micro-organismen bleek
MRSA het meest bestand tegen snelle doding door RS honing. Verrijking met endogene
honing componenten bleek niet haalbaar, want er waren potentieel toxische concentraties
H,O, of MGO benodigd voor snelle doding van MRSA, en bee defensin-1 had nauwelijks
activiteit tegen deze bacterie na 2 uur incubatie. Aangezien verschillende AMP’s, waaronder
TC’s, LL-37 en BP2, wel in staat zijn om MRSA snel te doden, onderzochten of verrijking
van RS honing met de bovengenoemde peptiden leidde tot verbeterde snelle doding van
deze bacterie. Toevoeging van 75 pM TC-|, TC-| afgeleide peptiden of LL-37 aan honing
leidde niet tot aanzienlijke verbetering van de snelle activiteit, maar BP2-verrijkte RS honing
doodde MRSA binnen 2 uur, zelfs wanneer de honing tot 20 keer verdund werd. BP2-
verrijkte honing had ook verbeterde activiteit tegen vrijwel alle geteste bacterién, inclusief
E. coli ESBL. Burkholderia cepacia is ongevoelig voor BP2, maar werd wel snel gedood door
componenten uit de honing. Dit geeft aan dat honing verrijkt met antimicrobiéle peptiden
zoals BP2 een verbeterd antimicrobieel spectrum heeft ten opzichte van het spectrum van
honing of peptide alleen.

De resultaten beschreven in dit proefschrift leveren een aanzienlijke bijdrage aan het inzicht
in het werkingsmechanisme van de antimicrobiéle activiteit van thrombocidine-1 en honing
(hoofdstuk 9). Met het verkregen inzicht in het werkingsmechanisme van de activiteit
van zowel TC-1| als van honing bleek het mogelijk om de activiteit van deze middelen te
verbeteren. Kennis van de antibacteri€le activiteit van verschillende medical-grade honingen
maakt het mogelijk om een betere rationele keuze te maken voor gebruik van specifieke
honing voor klinische toepassingen. Daarnaast is het mogelijk om met de beschreven aanpak
andere honingen te identificeren die sterke antimicrobiéle activiteit bezitten en eventueel
interessante nieuwe componenten bevatten.
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