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Teil I: Kurzbericht 

 

Bi-Therapie gegen intrazelluläre Staphylococcus aureus-Infektionen: Bewertung von 

freiem und Liposom-gekapseltem AFN-1252 und Rifampicin bei Infektionen von 

Osteoblasten 

 

Ziel des im Rahmen des BMFTR-geförderten Verbundprojekts StopStaphGrowth durchgeführten 

Teilvorhabens war die Entwicklung und präklinische Bewertung neuartiger Kombinationsstrategien 

gegen intrazelluläre Staphylococcus-aureus-Infektionen in Knochenzellen. 

Persistente Infektionen mit Staphylococcus aureus im Knochen sind aufgrund der Fähigkeit des 

Erregers, intrazellulär zu überleben und zu persistieren, schwer zu behandeln. Insbesondere die 

intrazelluläre Lokalisierung schützt den Erreger nicht nur vor der Beseitigung durch Immunzellen, sondern 

verringert auch die Wirksamkeit herkömmlicher Antibiotika. Darüber hinaus erschwert die schlechte 

Penetration von Antibiotika in die tiefer liegenden infizierten Gewebeschichten die Behandlung zusätzlich 

und trägt zu wiederkehrenden Infektionen bei. 

 

In dieser Studie wurde die Wirksamkeit einer Kombination aus AFN-1252, einem Inhibitor des 

Fettsäuresynthesewegs, und bestimmten Antibiotika (Rifampicin, Mupirocin und Lysostaphin) 

untersucht. In den anfänglichen Experimenten zeigte Rifampicin die beste Wirksamkeit bei der 

Beseitigung der Bakterien im Zellkulturmodell, sodass sich die weiteren Experimente auf diese Substanz 

konzentrierten. Rifampicin ist zudem ein klinisch etabliertes Antibiotikum mit intrazellulärer Aktivität, das 

auch gegen den Stamm USA300 von S. aureus gute Wirkung zeigt. Die antimikrobielle Aktivität der 

ausgewählten Verbindungen wurde zunächst in Zellkultur-ähnlichen Medien getestet, um die minimale 

Hemmkonzentration (MHK) und mögliche Arzneimittelsynergien zu bestimmen. Anschließend wurde die 

Wirksamkeit von AFN und Rifampicin sowohl in Einzel- als auch in Doppelbehandlungen unter 

Verwendung der menschlichen Osteoblastenzelllinie Saos-2 als intrazelluläres Infektionsmodell getestet. 

Schließlich wurde die liposomenverkapselte Formulierung der drei Antibiotika im gleichen 

Infektionsmodell bewertet, um die Wirksamkeit der gekapselten Wirkstoffe mit der des jeweiligen freien 

Wirkstoffs zu vergleichen. 

 

AFN-1252 zeigte eine anti-Staphylokokken-Aktivität mit einer MHK von 2 µg/ml und verstärkte den Effekt 

bei einer niedrigeren Rifampicin-Konzentration (0,15 µg und 0,30µg/ml) in-vitro. Im intrazellulären 

Versuchsmodell mit der Saos-2-Zelllinie konnten wir jedoch keinen zusätzlichen Nutzen einer 

Doppelbehandlung feststellen. Ebenso konnten wir keine bessere Clearance mit den gekapselten 

Wirkstoffen erzielen. Unsere Ergebnisse können daher keinen zusätzlichen Effekt einer 

Doppelbehandlung in unserem Zellkultur-Infektionsmodell von Osteoblasten aufzeigen. Diese 

Ergebnisse liefern wichtige Erkenntnisse über die begrenzte Wirksamkeit kombinierter und liposomaler 

Ansätze gegen intrazellulär persistierende Staphylokokken und können zur Entwicklung neuer 

Therapiestrategien beitragen. 
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Das Teilvorhaben wurde im Rahmen des BMFTR-Verbundprojekts StopStaphGrowth in enger 

Kooperation mit den akademischen Partnern (Institute Pasteur (Paris, Frankreich), Institute National de 

la Recherche Medicale (Paris, Frankreich) und Universidade de Santiago de Compostela (Santiago de 

Compostela, Spanien) durchgeführt. Unsere spanischen Partner stellten die liposomalen 

Formulierungen bereit, während die experimentellen Untersuchungen am eigenen Standort erfolgten. 

Regelmäßige Abstimmungen im Verbund gewährleisteten eine enge inhaltliche Verzahnung der 

Arbeitspakete. 

 

Schlüsselwörter: Staphylococcus aureus, Osteomyelitis, AFN-1252, Rifampicin, liposomale 

Verabreichung, intrazelluläre Infektion 
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Teil II: Eingehende Darstellung 

 
Bi-Therapie gegen intrazelluläre Staphylococcus aureus-Infektionen: Bewertung von 

freiem und Liposom-gekapseltem AFN-1252 und Rifampicin bei Infektionen von 

Osteoblasten 

 

Einleitung 

Knochen- und Gelenkinfektionen, die durch Staphylococcus aureus (S. aureus) verursacht werden, 

stellen eine erhebliche klinische Herausforderung dar, insbesondere, wenn sie einen chronischen 

Verlauf nehmen (Zelmer et al., 2022). Die Persistenz der Infektion wird auf mehrere 

Überlebensstrategien des Erregers zurückgeführt, wie die Bildung von Biofilmen, das Eindringen in das 

osteozytäre- lakunäre Kanalikulärsystem (OLCN) und die Besiedlung von Knochenzellen (Rong et al., 

2025; Masters et al., 2021; Gimza & Cassat, 2021). 

S. aureus hat Mechanismen entwickelt, um in Knochenzellen (Osteoblasten und Osteozyten) 

einzudringen, um dort zu persistieren (Collet et al., 2025; Garcia-Moreno et al., 2022). Nach der 

Internalisierung nehmen die Bakterien einen ruhenden Phänotyp an, der durch kleine Kolonievarianten 

(small colony variants; SCVs) gekennzeichnet ist, die eine verringerte Stoffwechselaktivität, 

langsameres Wachstum und eine Toleranz gegenüber Antibiotika aufweisen (Mashayamombe et al., 

2023; Tuchscherr et al., 2020). Eine aktuelle Studie hat Osteozyten als primäres Reservoir für die 

Persistenz intrazellulärer S. aureus Keime identifiziert, da sie im Vergleich zu Osteoblasten eine 

geringere antimikrobielle Aktivität aufweisen (Garcia-Moreno et al., 2022). Darüber hinaus haben aus 

chronischen Knocheninfektionen isolierte SCVs eine erhöhte Invasionsfähigkeit zur Besiedlung von 

Knochengewebe gezeigt, was zur Pathogenese der chronischen Osteomyelitis beitragen könnte (Cai et 

al., 2022; Kalinka et al., 2014). 

Die Eigenschaften von Knochengewebe zeigen einige Hindernisse für die Antibiotikatherapie. Es weist 

eine geringe Durchlässigkeit auf, was die Penetration des Medikaments insbesondere in infizierten 

Bereichen einschränkt (Nie et al., 2022). Studien zeigen, dass Antibiotika wie β-Lactam nur 10–40 % der 

Serumkonzentrationen im Knochengewebe erreichen, während Vancomycin nur begrenzt in den 

Knochen eindringt (Landersdorfer et al., 2009; Landersdorfer et al., 2022). Darüber hinaus sind die 

intrazellulären Bakterien oft vor Antibiotika geschützt, gerade wenn sie die Wirtszellmembran nicht 

effektiv durchdringen können (Hardie et al., 2022). 

AFN-1252 (AFN) ist ein selektiver Inhibitor der S. aureus-Enoyl-Acyl-Trägerprotein- Reduktase (FabI), 

einem Schlüsselenzym in der Biosynthese bakterieller Fettsäuren (Karlowsky et al., 2009). Diese 

Verbindung zeigt eine Wirksamkeit gegen klinische Isolate von S. aureus mit einer MHK von 0,002–

0,12 µg/ml. Die höchste für AFN beobachtete MHK beträgt 0,5 μg/ml für ein einzelnes Staphylococcus 

epidermidis- Isolat (Kaplan et al., 2012). Im Gegensatz dazu ist Rifampicin aufgrund seiner hohen 

Lipophilie wirksam bei der Bekämpfung intrazellulärer Infektionen und biofilmassoziierter Bakterien 

(Zimmerli & Sendi, 2018; Ferreira et al., 2024). Die lipophile Natur von Rifampicin (Rif) ermöglicht das 
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Eindringen des Wirkstoffs in die Wirtszellen und das Knochengewebe, wodurch eine Konzentration 

erreicht wird, die mit den Serumspiegeln vergleichbar ist (El Zein et al., 2023). Die schnelle Resistenz 

gegen Rif schränkt jedoch dessen Einsatz in der Monotherapie ein, sodass eine 

Kombinationstherapie erforderlich ist (El Zein et al., 2023). Darüber hinaus bieten liposomale 

Wirkstofffreisetzungssysteme erhebliche Vorteile für die Behandlung von Knocheninfektionen, da sie 

die Stabilität des Wirkstoffs erhöhen, die zelluläre Aufnahme verbessern und eine kontrollierte 

Freisetzung des Wirkstoffs ermöglichen (Ferreira et al., 2021; Ferreira, Ogren, et al., 2021). 

Ziel dieser Studie war die Bewertung folgender Aspekte: (1) des in-vitro-Potenzials einer 

Kombinationsbehandlung mit AFN-1252 und Rifampicin sowie (2), der Wirksamkeit freier Wirkstoffe im 

Vergleich zu verkapselten Wirkstoffen gegen intrazelluläre S. aureus-Bakterien. Es wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass die Kombinationsbehandlung der intrazellulären Bakterien mit AFN und Rif 

durch die Liposomenverkapselung (sowie weiterer Antibiotika) zu einer besseren Clearance führen 

könnte. 

 

 
Methoden 

Bakterienstamm und Kulturbedingungen 

Aufgrund seiner klinischen Relevanz und Verbreitung als Laborstamm wurde der Stamm S. aureus 

USA300 ausgewählt. Die Bakterien wurden in Brain-Heart-Infusion (BHI)-Bouillon mit 10 % FCS und 

einer Mischung aus langkettigen Fettsäuren im Verhältnis 1:1:1 (C14:0, C16:0 und C18:1) kultiviert. Die 

Bakterien wurden über Nacht (ONC) kultiviert, um Bedingungen im Wirt zu simulieren und die 

Expression der bakteriellen Virulenz zu verstärken. Logarithmische Phasenkulturen (OD578 = 1) 

wurden durch Verdünnen von ONC in frischem Brain Heart Infusion-Medium, ergänzt mit Serum und 

Fettsäuren (BHI-SerFa), hergestellt und 3 Stunden lang bei 37 °C in einem Schüttelinkubator (175 

U/min) inkubiert. Die Bakterienkonzentrationen wurden durch Ausplattieren der seriellen Verdünnung 

von OD1 auf einer Blutagarplatte bestimmt. Die OD1-Vorräte wurden bis zur weiteren Verwendung bei 

-80 °C gelagert. Die Wachstumskurven wurden ebenfalls unter verschiedenen Medienbedingungen 

unter Verwendung von TECAN bei OD600 nm erstellt. 

 

Antimikrobielle Wirkstoffe 

AFN-1252 wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst, um eine 10 mg/ml-Stammlösung herzustellen. 

Rifampicin wurde ebenfalls in absolutem Ethanol gelöst, um eine 10 mg/ml-Stammlösung zu erhalten. 

Die Arbeitskonzentrationen wurden durch serielle Verdünnung in phosphatgepufferter Kochsalzlösung 

(PBS) hergestellt. Die endgültige DMSO-Konzentration wurde in allen Assays unter 2 % gehalten, um 

zytotoxische Effekte zu vermeiden. Darüber hinaus stellte der Unternehmenspartner 

liposombeschichtete Medikamente zur Verfügung, die später in unserem Zellkulturmodell getestet 

wurden. Lysostaphin (Lys) und Mupirocin (Mup) wurden ebenfalls in einer Stammlösung von 10 µg/ml 

hergestellt. Sie wurden weiter auf die Arbeitskonzentration verdünnt, entsprechend den getesteten 

Konzentrationen in den Zellkulturexperimenten in freier und liposomaler Form. 

 

Bestimmung der MHK 

Der Test zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) wurde unter Verwendung einer 

Mikrodilutionsmethode in 96-Well-Platten durchgeführt, um die niedrigste Konzentration der Antibiotika 

zu bestimmen, die das sichtbare Wachstum hemmt. Die Bakterienstämme wurden über Nacht in Muller-

Hinton-Bouillon kultiviert, auf 0,5 McFarland eingestellt und auf 5 x 105 KBE/ml verdünnt. Eine zweifache 

serielle Verdünnung der Antibiotika wurde über die Platte hinweg vorbereitet, und die Wells wurden mit 

der Bakteriensuspension beimpft und 16 bis 24 Stunden lang ohne Schütteln bei 37 °C inkubiert. Das 

Bakterienwachstum wurde sowohl visuell als auch durch Ausplattieren auf Blutagarplatten anhand der 

sichtbaren Koloniebildung beurteilt. 

 

Zellkultur und Osteoblasten-Infektionsmodell 

Als Osteoblasten-Modellsystem wurden aus menschlichem Osteosarkom gewonnene SaOS-2-Zellen 
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verwendet. Diese Zelllinie wurde für die Untersuchung intrazellulärer Infektionen mit S. aureus 

umfassend validiert und bietet ein reproduzierbares Modell für die Untersuchung von Wirt-Pathogen-

Interaktionen. Die Zellen wurden in Advanced DMEM, ergänzt mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin und 100 

μg/ml Streptomycin, bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphäre mit 5 % CO₂ kultiviert. 

Für Infektionsexperimente wurden SaOS-2-Zellen mit einer Dichte von 1 × 10⁵ Zellen pro Vertiefung in 

12-Well-Kulturplatten ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Vor der Infektion wurden 

die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und frisches antibiotikafreies Invasionsmedium mit 10 mM 

HEPES und 1 % Humanalbumin (HAS) hinzugefügt. S. aureus USA300 OD1-Stämme wurden 

hinzugefügt, um eine Multiplizität der Infektion (MOI) von 100:1 Bakterien pro Zelle zu erreichen, 

basierend auf Optimierungsstudien, die zeigen, dass dieses Verhältnis eine konsistente intrazelluläre 

Infektion ohne übermäßige Zytotoxizität erzeugt. 

Die infizierten Zellen wurden 90 Minuten lang bei 37 °C inkubiert, um die Internalisierung der Bakterien 

zu ermöglichen. Nach dieser Invasionsphase wurden die extrazellulären Bakterien durch zweimaliges 

Waschen mit PBS entfernt, und die Zellen wurden 30 Minuten lang mit Lysostaphin (2 μg/ml) behandelt, 

um nicht internalisierte Bakterien zu eliminieren. Diese Konzentration wurde auf der Grundlage früherer 

Studien gewählt, die eine wirksame Abtötung von extrazellulären S. aureus bei minimaler Wirkung auf 

intrazelluläre Bakterien gezeigt hatten. Nach der Behandlung wurden die Zellen gewaschen und weitere 

24 Stunden in frischem Vollmedium inkubiert, um vor der medikamentösen Behandlung eine stabile 

intrazelluläre Infektion herzustellen. 

 

Antibiotikabehandlung 

24 Stunden nach der Infektion wurden die infizierten Zellen mit AFN, Rif (und weiteren Antibiotika) und 

deren Kombination in freier und liposomaler Formulierung behandelt. Die getesteten 

Wirkstoffkonzentrationen umfassten: AFN-1252 (0,5, 1, 2 und 4 × MHK), Rifampicin (0,5, 1, 2 und 

4 × MHK) und Kombinationen in äquipotenten Verhältnissen. Liposomale Formulierungen wurden bei 

äquivalenten Wirkstoffkonzentrationen getestet. Die Behandlung wurde 24 Stunden lang bei 37 °C 

fortgesetzt. 

Nach der Behandlung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 10 Minuten lang mit eiskaltem 

Wasser auf Eis lysiert, um intrazelluläre Bakterien freizusetzen. Die Zelllysate wurden in PBS seriell 

verdünnt und zur Koloniezählung auf Blutagarplatten ausplattiert. Die Platten wurden 24 Stunden lang 

bei 37 °C inkubiert und die Bakterienlasten wurden als log CFU/ml ausgedrückt. 

 

 
Abb. 1. Versuchsablauf des intrazellulären Infektionsmodells mit S. aureus USA300 in SaOS-2-Zellen. Nach Infektion (MOI 
100:1) und Eliminierung extrazellulärer Bakterien mit Lysostaphin erfolgte eine 24-stündige Inkubation zur Etablierung einer 
stabilen intrazellulären Infektion. Anschließend wurden die Zellen mit AFN-1252, Rifampicin oder deren Kombination (frei bzw. 
liposomal formuliert) behandelt. Nach der Therapie wurden die Zellen lysiert, und die intrazellulären Bakterien als log CFU/ml 
quantifiziert. 

 
Bewertung der Zytotoxizität 

Die Lebensfähigkeit der Wirtszellen wurde mittels Propidiumiodid (PI)-Färbung und anschließender 

Durchflusszytometrie (FACS) nach Behandlung mit AFN und Rif bewertet. Da PI ein 

membranunbeständiger Farbstoff ist, der selektiv nicht lebensfähige Zellen anfärbt, ermöglicht er eine 

genaue Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen mittels FACS. Nach der medikamentösen 

Behandlung wurden die Zellen 10 Minuten lang mit PI in unterschiedlicher Konzentration inkubiert und 

anschließend sofort mittels FACS analysiert, um den Prozentsatz der PI-positiven Zellen zu 

quantifizieren. 
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Statistische Analyse 

Alle Experimente wurden in mindestens drei biologischen Replikaten durchgeführt. Die Bakterienzahl 

wurde vor der statistischen Analyse in CFU 106 umgewandelt, um die Verteilung zu normalisieren. 

Gruppenvergleiche wurden mittels Einweg-ANOVA mit anschließendem Kruskal-Wallis-Test für 

multiple Vergleiche durchgeführt. *p < 0,05; 

**p < 0,01; ***p < 0,001. Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism Version 9.0 (GraphPad 

Software) durchgeführt. 

 

 
Ergebnisse 

Bakterienwachstum mit Serum und Fettsäuren 

Die Wachstumskinetik von USA300 wurde in Standard-BHI-Medien mit SerFa-Zusatz untersucht (Abb. 

2a). Die Wachstumskurve zeigt, dass USA300 ohne SerFa über einen Zeitraum von 24 Stunden ein 

ähnliches Wachstum aufwies. Wir haben auch die Anpassung des Stammes an AFN-Antibiotika 

getestet (Abb. 2b). Das Wachstumsmuster von S. aureus USA300 wurde unter gastgeberähnlichen 

Bedingungen durch Zugabe von SerFa zum BHI-Medium bewertet, um die Rolle des 

Fettsäurestoffwechsels bei der Persistenz von Bakterien mit und ohne AFN zu untersuchen. Ohne das 

Medikament zeigt USA300 ein stetiges Wachstum, das nach etwa 3 Stunden seinen Höhepunkt 

erreicht. Im Gegensatz dazu führt die Behandlung mit dem AFN-Medikament zu einer 

Wachstumshemmung, wobei die Werte nach etwa 10 Stunden ihren Höhepunkt erreichen. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass AFN das Bakterienwachstum in einem mit Fettsäuren 

angereicherten Medium hemmt. Wie in der Literatur berichtet, findet an diesem Punkt eine bakterielle 

Anpassung statt, und die Bakterien können Fettsäuren aus der Umgebung aufnehmen und Wachstum 

zeigen. 

 

(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Abb. 2. Wachstumskurve von S. aureus-Stämmen, gemessen anhand der optischen Dichte bei 600 nm 
unter verschiedenen Bedingungen. (a) Wachstum des Wildtyp- Stammes in BHI- und SerFa-Medien. USA300 

zeigt in beiden Medien ein robustes Wachstum. Die Referenzkurve stellt das Medium ohne Bakterienbeimpfung 
dar. (b) Wachstum des Wildtyp-Stammes USA300 in BHI-SerFa-Medien in Anwesenheit und Abwesenheit des 
Medikaments AFN. Die Kurve zeigt eine Hemmung/Verzögerung des Wachstums in Anwesenheit von AFN. Die 
Daten stellen den Mittelwert der OD600- Messungen über 24 Stunden dar. Die statistische Signifikanz wurde mittels 
einseitiger ANOVA mit anschließendem Kruskal-Wallis-Test für multiple Vergleiche bestimmt. 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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Antibiotikaempfindlichkeit von S. aureus gegenüber AFN-1252 

Es wurde ein Diffusionstest (Abb. 3) durchgeführt, um die Empfindlichkeit von S. aureus USA300 und 

einer FakA-Mutante (Fettsäurekinase A), in der die Phospholipidsynthese dysreguliert ist, gegenüber AFN 

zu bewerten. Beide Stämme zeigten einen deutlichen Hemmhof ohne Anzeichen einer Resistenz bei 20 

ng/ml. Der mittlere Durchmesser des Hemmhofes betrug bei beiden Stämmen etwa 3 cm. 

 
                                      fakA mutant                    USA300 

 
Abb. 3. Disk-Diffusionstest zur Bewertung der Wirksamkeit von AFN-1252 gegen S. aureus USA300 (rechts) 
und dessen isogenen fakA-Mutanten (links). Filterpapierscheiben wurden mit AFN-1252 in einer Konzentration 

von 20 ng beladen. Beide Stämme zeigten deutliche Hemmzonen von etwa 3 cm, was auf eine vergleichbare 
Empfindlichkeit gegenüber AFN-1252 und das Fehlen einer nachweisbaren Resistenz hinweist. 

 
 

Antimikrobielle Aktivität: Test der minimalen Hemmkonzentration 

Zunächst wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) von AFN gegen S. aureus USA300 anhand 

der koloniebildenden Einheiten (KBE) nach Behandlung mit verschiedenen AFN-Konzentrationen im 

Bereich von 0,03 µg/ml bis 2 µg/ml bestimmt. Bei der visuellen Untersuchung konnte selbst bei der 

niedrigsten Konzentration keine Trübung oder ein Wachstum im Medium festgestellt werden (Abb. 4a). 

Nach dem Ausplattieren des Mediums auf Blutagarplatten wurden jedoch KBE beobachtet. Mit 

steigender Konzentration des Wirkstoffs von 0 auf 2 µg/ml nahm die logarithmische CFU-Zahl von 

S. aureus deutlich ab. Die Ergebnisse weisen auf eine ausgeprägte dosisabhängige antimikrobielle 

Wirkung hin. Die Grafik (Abb. 4b) zeigt zudem, dass die höchste getestete Konzentration (2 µg/ml) zu 

der stärksten Reduktion lebensfähiger Kolonien führte. Auf Grundlage dieser Daten wurde 2 µg/ml als 

geeignete Konzentration für nachfolgende Experimente festgelegt. 

Um die kombinierte Wirkung von AFN und Rif gegen S. aureus zu bewerten, wurden die 

Bakterienkulturen mit einer konstanten Konzentration von AFN (2 µg/ml) und einer steigenden 

Konzentration von Rif behandelt. Die log-CFU-Werte wurden nach der Behandlung und Ausplattierung 

aufgezeichnet. Eine sichtbare Hemmung des Wachstums für Rif allein wurde bei 0,31–0,62 µg/ml 

festgestellt, während bei 5 µg/ml eine deutliche Abnahme der lebensfähigen Kolonien beobachtet 

wurde. Eine vollständige Eliminierung der Bakterienkolonien wurde bei 10 µg/ml beobachtet (Abb. 4c, 

e). Dies steht im Einklang mit den in der Literatur angegebenen MHK-Werten für Rif (Guardabassi et 

al., 2019). 

Die Behandlung mit AFN (µg/ml) in Kombination mit Rif führte im Vergleich zu Rif allein über mehrere 

Verdünnungen hinweg zu einer geringeren CFU-Zahl, was auf einen möglichen additiven Effekt 

hindeutet. Die Daten bestätigten, dass die Doppelbehandlung bei der Abtötung der Bakterien wirksam 

ist, insbesondere bei niedrigen Konzentrationen (0,15 und 0,31 µg/ml) von Rif (Abb. 4d, e) 
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(a) 

 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(c) 

(d) 
 
 

 

 
 
 
 
 
(e) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
Abb. 4. Antimikrobielle Aktivität von AFN und Rif gegen S. aureus. (a, b) Die MHK von AFN wurde durch 

Messung der KBE nach Behandlung mit verschiedenen AFN- Konzentrationen im Bereich von 0,03 µg/ml bis µg/ml 
bestimmt. Trotz fehlender sichtbarer Trübung im Medium zeigte die KBE-Plattierung auf der Platte das Überleben 
von Bakterien bei niedrigeren Dosen. Bei 2 µg/ml wurde eine maximale dosisabhängige Abnahme der KBE 
beobachtet. (c, e) Eine Einzelbehandlung mit Rif zeigt bereits eine signifikante Verringerung der KBE. (d, e) Die 

Kombinationsbehandlung mit 2 µg/ml AFN und unterschiedlichen Rif-Konzentrationen (0,15 and 0,31 µg/ml) führte 
zu einer geringeren KBE-Zahl im Vergleich zur Einzelbehandlung, was auf einen additiven Effekt hindeutet. Die 
Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung aus sechs Experimenten dar.  

0 µg 0.03 µg 0.06 µg   0.12 µg  0.25 µg   0.5 µg 1 µg 2µg 

0 µg 0.15 µg 0.31 µg 0.62 µg 1.25 µg 2.5 µg 5 µg 10 µg 

0 µg 0.15 µg 0.31 µg 0.62 µg 1.25 µg 2.5 µg 5 µg 10 µg 
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Behandlung der intrazellulären Infektion 

Um die intrazelluläre Wirksamkeit von AFN in Kombination mit Rifampicin (Rif), Lysostaphin (Lys) und 

Mupirocin (Mup) zu bewerten, wurden Saos-2-Zellen mit dem Stamm S. aureus USA300 bei einem 

MOI von 100 infiziert. 24 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit den Medikamenten 

behandelt. Die Konzentration von AFN wurde während der gesamten Versuche bei 2 µg/ml gehalten. 

24 Stunden nach der Behandlung wurde die intrazelluläre Belastung durch Lyse des Wirts und CFU- 

Zählung erfasst. 

In (Abb. 5a) wurde bei der Behandlung mit Mup oder Lys keine signifikante Verringerung der 

intrazellulären Bakterienlast beobachtet. Da Lys derzeit nicht klinisch eingesetzt wird und Mup in erster 

Linie für topische Anwendungen zugelassen ist, haben diese Ergebnisse unsere Entscheidung 

beeinflusst, uns in nachfolgenden Studien auf Rif zu konzentrieren, ein weit verbreitetes und klinisch 

relevantes Antibiotikum zur Behandlung von Staphylokokkeninfektionen. (Abb. 5b) zeigt, dass die 

Behandlung mit AFN allein zu einer moderaten Verringerung der intrazellulären KBE im Vergleich zu 

unbehandelten Kontrollen führte. 

Wie in (Abb. 5c) gezeigt, führte die Behandlung mit AFN allein zu einer moderaten Verringerung der 

intrazellulären CFU im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen. Die Monotherapie mit Rif in steigenden 

Konzentrationen von 0,15 bis 1,25 µg/ml führte zu einer dosisabhängigen Verringerung der bakteriellen 

Belastung. Bemerkenswert ist, dass die Kombinationstherapie mit AFN und Rif im Vergleich zur 

Monotherapie keine große Verringerung der intrazellulären Bakterienlast zeigte. Dieser Effekt wurde 

auch bei höheren Medikamentendosen bestätigt (Abb. 5c). Die intrazelluläre Bakterienlast wurde 

bei solchen hohen Dosen von Rif (5 µg/ml–10 µg/ml) reduziert, jedoch konnten wir keinen 

zusätzlichen Nutzen der Doppelbehandlung gegenüber der Monotherapie feststellen. 
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Abb. 5. Intrazelluläre Abtötung von S. aureus 
USA300 in der Saos-2-Zelllinie nach 
Behandlung mit AFN und anderen 
Medikamenten. (a) KBE pro 106 für Mup- und 

Lys- Mono- und -Bi-Behandlung (b, c) KBE pro 
106 Zellen für Mono- und Bi-Behandlung mit 2 
µg/ml AFN und verschiedenen Rif-
Konzentrationen, gefolgt von Zelllyse und KBE-
Plattierung 24 Stunden nach der Behandlung. 
Die statistische Signifikanz wurde mittels 
einseitiger ANOVA mit multiplem Vergleich nach 
dem Kruskal-Wallis-Test bestimmt. *p < 0,05; **p 
< 0,01; ***p < 0,001. 
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Lebensfähigkeit der Wirtszellen und Sicherheitsprofil 

Um festzustellen, ob die im intrazellulären Infektionsmodell verwendete Antibiotikabehandlung eine 

Zytotoxizität im Wirt induzierte, wurden Saos-2-Zellen 24 Stunden nach der Infektion 2 µg/ml AFN und 

verschiedenen Konzentrationen von Rif (1 µg–10 µg/ml) ausgesetzt, die auch im intrazellulären 

Behandlungsexperiment zur Bestimmung der CFU verwendet wurden. Die Zytotoxizität wurde mittels PI-

Färbung durch Durchflusszytometrie bewertet. Abb. 6 zeigt eine Gesamtzytotoxizität von weniger als 10 

% für alle Fälle, was auf die Erhaltung der Integrität der Wirtszellen hinweist. AFN allein oder in 

Kombination mit Rif verstärkte die Zytotoxizität im Vergleich zu Rif oder unbehandelten Proben nicht, 

was darauf hindeutet, dass die medikamentöse Behandlung unter den getesteten Bedingungen nicht 

zytotoxisch ist. 

 

 

 
 
Abb. 6. Zytotoxizität der Antibiotikabehandlung in mit S. aureus infizierten Saos-2- Zellen, gemessen anhand 
der PI-Aufnahme. Saos-2-Zellen wurden mit dem Stamm USA300 bei einem MOI von 100 infiziert und 24 Stunden 

nach der Infektion mit AFN (2 µg/ml) und Rif (1 µg/ml-10 µg/ml) oder einer Kombination aus beiden in einer 
Doppelbehandlung behandelt. Nach 24 Stunden Behandlung wurden die Zellen mit PI angefärbt und mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Die Balken stellen den Mittelwert ± SD der nicht lebensfähigen Zellen dar. Die mit 
Antibiotika behandelte Gruppe zeigt im Vergleich zu den unbehandelten Proben keine deutlich erhöhte Zytotoxizität, 
die auf die medikamentöse Behandlung zurückzuführen ist. Die statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger 
ANOVA mit anschließendem Kruskal- Wallis-Test für multiple Vergleiche bestimmt. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 
0,001. 

 

 
Wirksamkeit von Liposomenformulierungen 

Um zu untersuchen, ob die liposomale Verkapselung die intrazelluläre Antibiotikaeffizienz verbessert, 

wurden Saos-2-Zellen mit USA300 bei einem MOI von 100 infiziert und anschließend mit freien oder 

verkapselten Wirkstoffen (F2) allein und in Kombination behandelt. Die Zelllysate wurden 24 Stunden 

nach der Behandlung ausplattiert und die CFU notiert. (Abb. 7a, b) zeigen eine Verringerung der 

intrazellulären CFU im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei ähnlicher oder leicht verbesserter 

Wirksamkeit. Ähnliche Experimente mit Mup und Lys (Abb. 7c) konnten nicht fortgesetzt werden, da 

die Liposomenformulierungen weiter optimiert und Kontaminationsprobleme bei den von unserem 

Unternehmenspartner gelieferten Liposomen behoben werden mussten. 
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Abb. 7. Intrazelluläre antibakterielle Aktivität von freien und eingekapselten Antibiotika in Saos-2-Zellen, 
die mit USA300 infiziert sind. Freies Medikament: AFN, Rif, Mup, Lys eingekapselte Medikamente: F2-AFN, F2-

Rif, F2-Mup, F2-Lys (einzeln eingekapselte Medikamente); F2-AFN + F2-Rif, F2-AFN+F2-Mup, F2-AFN+F2Lys 
(Kombination einzeln eingekapselter Medikamente); F2-(AFN+Rif), F2-(AFN+Mup), F2-(AFN+Lys) (gemeinsam 
eingekapselte Arzneimittelformulierung) und unbehandelte Kontrolle. (a,b) KBE pro 106 Zellen nach Zelllyse. 

Sowohl einzeln eingekapselte als auch gemeinsam eingekapselte Arzneimittel zeigten eine ähnliche Wirkung wie 
die nicht eingekapselten Arzneimittel. Es wurde zwar eine Verringerung der KBE beobachtet, diese war jedoch 
statistisch nicht signifikant. Die statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit anschließendem 
Kruskal-Wallis-Test für multiple Vergleiche bestimmt. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.  
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Diskussion 

 
In dieser Studie wurde eine kombinierte Antibiotikabehandlung gegen intrazellulär persistente 

S. aureus unter Verwendung der menschlichen Osteoblastenzelllinie untersucht. Die Ergebnisse 

zeigen, dass AFN in vitro wirksam ist und eine niedrige MHK gegen planktonische Bakterien aufweist. 

Selbst bei einer sehr geringen Konzentration des Wirkstoffs wurde kein sichtbares Wachstum im Medium 

beobachtet; die Ausplattung des Mediums ergab jedoch überlebende Bakterien, was darauf hindeutet, 

dass einige Bakterien trotz fehlendem sichtbaren Wachstum persistieren. Bei AFN wurde eine 

dosisabhängige abtötende Wirkung beobachtet, die bei 2 µg/ml ihren Höhepunkt erreichte und zu der 

größten Reduktion lebensfähiger Bakterien führte; daher wurde diese Konzentration in den 

nachfolgenden Experimenten verwendet. 

Die Behandlung mit Lys und Mup führte im Vergleich zur unbehandelten Probe zu keiner signifikanten 

Verringerung der intrazellulären Bakterienlast. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der 

vorhandenen Literatur, die zeigt, dass Lys nicht in der Lage ist, die intrazelluläre Zellmembran wirksam 

zu durchdringen, was seine Aktivität gegen intrazelluläre Bakterien einschränkt (Wang et al., 2018). In 

ähnlicher Weise zeigt Mup eine minimale Verringerung der Bakterienzahl, was aufgrund seiner 

begrenzten Wirksamkeit gegen intrazelluläre Bakterien bereits zuvor untersucht wurde (J Rigaill et al., 

2018). 

Die Studie von Tuchscherr et al. (2016) zeigte, dass S. aureus seine Resistenz gegen Antibiotika 

während einer chronischen Osteomyelitis durch die Bildung dynamischer kleiner Kolonievarianten 

(SCVs) erhöht, die intrazellulär persistieren und therapeutische Behandlungen überleben können, die 

in vitro normalerweise wirksam sind. Von allen in ihren Zellkultur- und Tiermodellen getesteten 

Antibiotika reduzierte nur Rifampicin die intrazelluläre Bakterienlast signifikant und war sowohl im akuten 

als auch im chronischen Stadium der Infektion wirksam. Andere häufig verwendete Antibiotika verloren 

entweder ihre Wirksamkeit gegen intrazelluläre Persister oder förderten sogar die SCV-Bildung, was 

möglicherweise zur Chronifizierung und zum Rückfall beitrug. Angesichts dieser Ergebnisse und der 

überlegenen Wirksamkeit von Rifampicin, die in ihren chronischen Infektionsmodellen berichtet wurde, 

beschlossen wir, unsere Hauptexperimente auf die Bewertung von Rifampicin zu konzentrieren, sowohl 

als Einzelwirkstoff als auch in Kombination, um intrazelluläre S. aureus zu bekämpfen. Dieser Ansatz 

zielt darauf ab, auf der nachgewiesenen Fähigkeit von Rifampicin aufzubauen, persistente 

Bakterienpopulationen in Osteoblastenzellen zu beseitigen, und Strategien zu entwickeln, mit denen 

die mit SCV verbundenen Behandlungsherausforderungen überwunden werden können. 

 

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde beschlossen, sich stärker auf das klinisch verwendete Medikament 

Rif zu konzentrieren, um eine bessere bakterielle Clearance zu erreichen und das Problem der 

Resistenz durch eine Doppelbehandlung anzugehen. Ähnlich verhielt es sich mit den gekapselten 

Arzneimittelformulierungen: Leider schränkten die laufenden Optimierungsbemühungen unserer 

Kooperationspartner und der Erhalt kontaminierter Arzneimittelproben unsere Möglichkeiten ein, 

zusätzliche Replikate für diese Experimente herzustellen. 

 

Rifampicin allein zeigte ebenfalls eine starke Aktivität und erzielte in diesem Test eine signifikante 

Reduktion der KBE und eine vollständige Ausrottung bei 10 µg/ml. Bemerkenswert ist, dass die 

Doppelbehandlung in der Planktonkultur eine additive antimikrobielle Wirkung bei einer niedrigeren 

Konzentration erzielte. Bei höheren Konzentrationen wurde kein zusätzlicher Nutzen beobachtet. Dies 

deutet darauf hin, dass AFN die Rif-Aktivität gegen wachsende S. aureus unter extrazellulären 

Bedingungen selbst bei sehr niedrigen Konzentrationen verstärken kann. Diese in-vitro-Ergebnisse 

stimmen weitgehend mit der Literatur zur Kombinationstherapie überein, die im Allgemeinen die 

bakterizide Aktivität verbessert oder zur Unterdrückung der Resistenzentwicklung beiträgt (Francesc 

Escrihuela-Vidal et al., 2025; Nakamura et al., 2025). Dies war jedoch bei intrazellulären Infektionen in 

den Zellkulturexperimenten nicht erkennbar. In der infizierten menschlichen Osteoblastenzelllinie Saos-

2 führte die Behandlung mit Rif allein zu einer dosisabhängigen Verringerung der intrazellulären 

Bakterienlast; die zusätzliche Verabreichung von AFN verstärkte die Clearance nicht. Ebenso konnte 
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die intrazelluläre Wirksamkeit des Wirkstoffs durch die Einbindung der Wirkstoffe in liposomale 

Nanotransporter im Vergleich zum freien Wirkstoff nicht verbessert werden. Zusammenfassend 

unterstreichen die Ergebnisse den Unterschied zwischen extrazellulären und intrazellulären 

Ergebnissen und verdeutlichen die Herausforderungen bei der Ausrottung von S. aureus in der 

geschützten intrazellulären Nische. 

 

Die mangelnde Effizienzsteigerung von AFN-1252 in Kombination mit Rifampicin und anderen 

Antibiotika innerhalb der Wirtszellen trotz ihrer additiven Wirkung im Medium kann auf verschiedene 

Faktoren zurückgeführt werden. (i) Die intrazelluläre Umgebung ermöglicht es den Bakterien, SCV mit 

verlangsamtem Stoffwechsel und veränderter Physiologie sowie erhöhter Antibiotikaresistenz zu 

bilden. In unserem Modell führte AFN allein zu einer moderaten Verringerung der CFU im Vergleich zu 

unbehandelten Kontrollen; dies steht im Einklang mit Studien, die zeigen, dass 

Fettsäuresynthesehemmer weniger wirksam sind, wenn der Stoffwechsel der Bakterien 

verlangsamt ist. Die SCVs haben einen geringeren Bedarf an Fettsäurebiosynthese, was den AFN-

Mechanismus intrazellulär möglicherweise weniger wirksam macht (Morvan et al., 2016; Bazaid et al., 

2018). (ii) Aus dem Wirt stammende Fettsäuren können es S. aureus ermöglichen, den 

Fettsäurebiosyntheseweg (FASII), das Ziel von AFN-1252, zu umgehen. Eine Fülle von Fettsäuren im 

Medium (z. B. Serum) kann es den Bakterien ermöglichen, die exogenen Umweltlipide aufzunehmen 

und in ihre Membran einzubauen. Dies führt auf natürliche Weise zu einer metabolischen Umgehung, 

selbst wenn FabI gehemmt ist, da die Bakterien die Fettsäuren des Wirts zur Aufrechterhaltung der 

Membransynthese nutzen (Pruitt et al., 2023). Studien zeigen, dass die Exposition gegenüber externen 

Fettsäuren zu einer schnellen Anpassung und der Entstehung einer Resistenz gegen FabI-Inhibitoren 

führt, ohne dass Mutationen an der Zielstelle erforderlich sind. Vor diesem Hintergrund wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass S. aureus die Fettsäuren des Wirts nutzen kann, wodurch die 

Abhängigkeit von der Fettsäuresynthese verringert und die Wirkung von AFN-1252 aufgehoben 

wird. Dies könnte erklären, warum die Kombination von Rifampicin und AFN innerhalb der Wirtszellen 

keine bessere Abtötungswirkung zeigt als Rifampicin allein (Frank et al., 2020). (iii) Die Penetration und 

Verteilung von Antibiotika könnte eine entscheidende Rolle bei der Beseitigung intrazellulärer Bakterien 

spielen. Rifampicin ist stark lipophil und kann effizient in die eukaryotische Zellmembran eindringen 

(Tanner et al., 2021). Andererseits wurde auch berichtet, dass AFN frei in Phagozyten eindringen kann. 

Die Studie legt nahe, dass die intrazelluläre Wirksamkeit von Rif bei den höchsten Dosen deutlich 

reduziert war, während AFN im getesteten Zeitrahmen nur minimale zusätzliche Wirkungen zeigte. Die 

bakterizide Wirkung von Rif gegen S. aureus wird durch die statische Wirkung von AFN überschattet. 

Wenn AFN in die Wirtszellen eindringt, verlangsamt es zwar das Bakterienwachstum oder induziert 

Stress, aber dies reicht möglicherweise nicht aus, um über die Wirkung von Rif hinaus zu steigern. 

In den planktonischen Kulturen vermehrten sich die Bakterien im Gegensatz zum intrazellulären Modell 

aktiv und waren auf FASII angewiesen, sodass die Unterbrechung der Fettsäuresynthese mit AFN eine 

deutlichere Wirkung hat, die durch die abtötende Wirkung von Rif noch verstärkt wird. Darüber hinaus 

ist zu berücksichtigen, dass die MHK-Tests und Experimente mit der planktonischen Kultur 

möglicherweise nicht in der Lage sind, die Anpassungsstrategien von S. aureus zu erfassen. 

Schließlich deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine Synergie in-vitro keine intrazelluläre Abtötung 

garantiert, was die Bedeutung von Antibiotikatests unter Wirtsbedingungen unterstreicht. 

Daraufhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Verkapselung von AFN und Rifampicin in 

Liposomen den Transport zu den Osteoblasten verbessern und die intrazelluläre antibakterielle 

Wirkung verstärken könnte. Liposomen-Träger können möglicherweise die Aufnahme des 

Antibiotikums durch die Wirtszellen erleichtern und das Medikament vor dem Abbau schützen, während 

sie gleichzeitig die Freisetzung des Medikaments modulieren (Wang et al., 2023). In der Studie führte 

die liposomale Verkapselung jedoch zu keiner statistisch signifikanten Verbesserung der 

intrazellulären Clearance im Vergleich zum freien Medikament. Sowohl freies als auch liposomales 

AFN und Rif reduzieren die intrazelluläre CFU in ähnlichem Maße. Dafür könnte es verschiedene 

Erklärungen geben (i) Osteoblasten sind keine professionellen Phagozyten, und ihre Fähigkeit, 

Liposomen aus dem Medium aufzunehmen, ist im Vergleich zu Makrophagen möglicherweise begrenzt 

(Gandek et al., 2023). Möglicherweise drang in unserem Versuchsaufbau freies Rif aufgrund seiner 

Permeabilität schnell in die Osteoblasten ein und entfaltete dort seine Wirkung, während das 
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eingekapselte Rif möglicherweise erst aufgenommen und aus den Endosomen freigesetzt werden 

musste, wodurch es keinen Zeitvorteil bot. 

 

Es ist zu beachten, dass für die Infektionsexperimente eine einzige aus Osteosarkomen gewonnene 

Zelllinie (Saos-2) verwendet wurde. Obwohl die Zelllinie gut etabliert ist, spiegelt sie möglicherweise 

nicht perfekt das Verhalten der primären Knochenzellen bei den Patienten wider. Darüber hinaus 

handelt es sich bei dem verwendeten intrazellulären Infektionssystem um ein reines Zellkulturmodell, 

sodass der Einfluss des Immunsystems des Wirts, das zur Beseitigung von Bakterien oder zur 

Wechselwirkung mit Antibiotika beitragen kann, außer Acht gelassen wird. Außerdem sind die von den 

Unternehmenspartner bereitgestellten liposomalen Medikamente möglicherweise nicht vollständig für 

die Bekämpfung der intrazellulären Knocheninfektion optimiert. In Zukunft könnten verschiedene 

liposomale Designs getestet werden, um die Verabreichung und Beseitigung zu verbessern. 

 

Die aus diesem Projekt erzielten Ergebnisse wurden den Kooperationspartnern zur Verfügung gestellt. 

Aktuell sind wurden sie noch nicht publiziert. Eine gemeinsame Veröffentlichung ist geplant, wenn die 

Ergebnisse der Partner vorliegen. 
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