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1. Uvod

Vzhledem k narustajici rezistenci bakterii vci antibiotik(im je potfeba hledat nové moznosti
v lécbé bakteridlnich infekci. Jednou z moZnosti je vyuZiti enzybiotik, tedy enzymu
s antimikrobidlni aktivitou. Mezi tyto enzymy fadime také enzym lysostafin. Lysostafin (EC
3.4.24.75) je monomerni enzym pattici do skupiny peptidd a proteind znamych jako
bakteriociny. Jedna se o extracelularni enzym produkovany bakterii Staphylococcus simulans.
Lysostafin hydrolyticky Stépi peptidovou vazbu mezi 3. a 4. glycinovym zbytkem
pentaglycinového linkru peptidoglykanu v bunécnych sténach bakterii Staphylococcus aureus.
Struktura aktivni formy lysostaphinu je tvorena katalytickou doménou a vazebnou doménou,
ktera interaguje s peptidoglykanem bunécnych stén. Obé domény jsou spojeny linkerem, coz
je fetézec asi 15 aminokyselin[1].

Soucasny vyzkum se zamérfuje na vyvoj novych forem kombinujicich antimikrobialni [atky
véetné enzybiotik s vhonym nosi¢em umoZznujicim aplikaci v misté postizeni. Tyto systémy s
fizenym uvolfiovanim mohou byt zvlasté zajimavé pro budouci vyvoj, protoZze umoZniuji
doddvani neporusenych enzybiotik na misto infekce v zavislosti na parametrech vyvolavajicich
zanét [7]. Nabizi se moZnosti jako enkapsulace do lipozoom, vyuZiti sférickych nanocastic a
nanoemulzi, pfidavani enzybiotik do adheziv, vidkennych systému (nano-mikro) a v neposledni
fadé zabudovani do hydrogell (ve vysusené formé xerogeld, lyofilizovanych aerogel(i nebo
filmu) [8]. Hydrogelové obvazové materidly na bazi chitosanu a kolagenu s imobilizovanym
lysostafinem vyvinuli Cui a kol. [9]. Vyrobeny material vykazoval vyhodné fyzikalné-chemické
parametry, antistafylokokovou aktivitu a byl Uspésné pouzit pfi Ié€eni ran u kralik(. Dllezité
je, Zze hydrogely dodavajici enzybiotikum lysostafin jsou Ucinné proti bakteriim rezistentnim
na antibiotika. Ve srovnani se systémovym dodanim, mistné cilené doddani antimikrobialnich
[é¢iv umozZnuje dosahnout vyssich koncentraci [éCiva v misté infekce po delSi casové obdobi s
nizsim rizikem toxicity. Zpusob aplikace pomoci dodavani enzybiotik ve formé hydrogel(i by
mohl byt vysoce Ucinny pfi [é€bé a prevenci bakterialnich infekci.

Jednou z mozZnosti aplikace lysostafinu je jeho inkorporace do karboxymethylcelulézového
gelu. Karboxymethylceluléza (CMC) zndma také jako karmeldéza se vyrabi chemickou
modifikaci celulézy, kdy v chemické struktufe CMC dominuji karboxymethylové skupiny (-CH2-
COOH). Jedna se o biopolymer rostlinného ptvodu s velmi dobrou vazebnou schopnosti k
Siroké skale biologickych povrchi, jako jsou sliznice, kiize nebo kosti [10]. Hydrogely na bazi
CMC se pfipravuji technikami chemického nebo fyzikalniho zesitovani.

V pfipadé funkéniho vzorku je hydrogel vytvoren fyzikdlnim sitovanim ze sodné soli
karboxymethylcelulézy (NaCMC), ktera se pouZiva pro své vazebni, stabiliza¢ni, zahustovaci a
botnajici vlastnosti v Siroké skale produktl pro farmaceutické, kosmetické i potravinarské
aplikace. Jeji pouziti je enormni v aplikacich tkanového inZenyrstvi a jako nosice 1é¢iv. Diky své
vysoce hygroskopické povaze se CMC rychle hydratuje [11]. Aplikacni laboratorni teplota pak
umozZnuje pouZiti vysoce viskdzniho gelu a jednoduchou aplikaci na ranu. Hydrogel na bazi
CMC je levny, netoxicky, bioresorbovatelny a obnovitelny material.

CMC samotna nema dostatecné antimikrobialni vlastnosti, nicméné pro posileni tohoto Ucinku
se pfidava mnoho dalsich slozek. Antimikrobialni peptidy nebo enzymy (jako napf. lysostafin)
jsou perspektivni skupinou komponent, které umoznuji pouziti CMC i v pfipadé prevence ¢i
terapie infekénich komplikaci u akutnich ¢i chronickych ran.



2. Cil

Cilem bylo wvytvofit antimikrobidlni karboxymethylcelulézovy hydrogel modifikovany
lysostafinem s baktericidni aktivitou vac¢i S. aureus vtakové formé, aby byl injekéné
aplikovatelny na rany pacientt (Obr. 1).

Obr. 1: Pripraveny CMC
hydrogel aplikovany na
hibet ruky (vlevo) a na
| infekéni ranu animalniho
modelu prasete (vpravo).

3. Priprava rekombinantniho lysostafinu

3.1 Kultivaéni média

LB médium [g/L]

Objem 1000 ml 500 ml 100 ml
Tryptone 10 5 1
Yeast extract 5 2,5 0,5
NacCl 10 5 1
Glucose 1 0,5 0,1

Ztuzené LB médium [g/L]

Objem 1000 ml 500 ml 100 ml
Tryptone 10 5 1
Yeast extract 5 2,5 0,5
NacCl 10 5 1
Agar 30 15 3
Glucose 1 0,5 0,1
3.2 Pufry

Desintegracni pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HCI 121,14 100 12,1
NacCl 58,44 300 17,53
Triton-X-100 1
Imidazol 68,07 10 mMm 0,68
B-merkaptoethanol 0,1

Nanaseci pufr pH 7,5
[Da] [mM] [e/L]



Tris HCI 121,14 100 12,1

NaCl 58,44 500 29,22
Imidazol 68,07 10 mM 0,68
B-merkaptoethanol 0,1

Elucni pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HCI 121,14 100 12,1
NaCl 58,44 500 29,22
Imidazol 68,07 300 20,42
B-merkaptoethanol 0,1
Lyofilizacni pufr pH 5,5

[Da] [mM] [g/L]
Octan amonny 77,08 100 7,7
Kyselina octova 1,03 ml

3.3 Pfiprava bakteridlnich konzerv

Bakteridlni konzervy jsou suspenze expresnich bunék svloZzenym plasmidem pUbEx100
nesoucim gen kddujici lysostafin. 10 ml LB média s pfidavkem kanamycinu (10 pl) se inokulje
Cerstvé narostlymi koloniemi na ztuzeném LB médiu (cca 10 kolonii). Nasleduje kultivace pres
noc pfi 37 °C. 1 ml bunécné suspenze je pouzit pro inokulaci 100 ml LB média s kanamycinem
(50 pg/ml), ktery je kultivovan do ODeoo = 1. Kultura je zchlazena na ledu a sterilné
centrifugovana (6000 g/15 min./4 °C). Nasledné je supernatant slit a pelet rozpustén v 10 ml
sterilniho 10% glycerolu. Suspenze je rozdélena po 1 ml do zkumavek a Sokové zamrazena
v tekutém dusiku. Poté ihned prenesena do -80°C.

3.4 Exprese v LB médiu

Kultivace bunék probihd v Erlenmayerovych bankach. Podle objemu kultivaéniho média je
zvolen objem bakteridlnich konzerv, 1 ml bakteridlnich konzerv na 1L LB média. Dale je
médium obohacené o sterilni glukdézu (10 g/1) a kanamycin (50 pg/ml). Buriky jsou ponechany
na tfepacce (200 ot./min.) pfi 37 °C do dosazZeni optické denzity (OD = 0,6 — 0,8). Po dosazeni
optické denzity je pfidavkem IPTG (0,4 mM) indukovdna tvorba proteinu. Kultura je
ponechana 16-18 hod pfi 22 °C (200 ot./min.). Dalsi den jsou buriky sto¢eny (4000 ot./min. 10
min, 4 °C), a nasleduje desintegrace bunék a purifikaéni proces.

3.5 Desintegrace bakterii

Cerstvy nebo zamraZeny pelet je na ledu 3$etrné rozpustén v dezintegraénim pufru
pipetovanim (na 10 g bakteridlniho peletu 50 ml desintegra¢niho pufru). K rozpusténému
peletu je pridano 5% objemu sonikacnich silika-zirkonovych kulicek o priméru 0,1 mm. Roztok
je umistén na mokry led a je do néj zanorena sonika¢ni sonda. Poté byl spustén program
s celkovym sonikacnim ¢asem 15 min pfi amplitudé 30, pulsu 2 sekundy, pauze 3 sekundy. Po
skonceni programu je suspenze promichana pipetovanim a nechana 5 minut na ledu. Postup
je opakovan celkem 4 krat. Sonikovana suspenze se naleje do kyvet a centrifuguje pfi 15000 g
po dobu 1 hodiny. Supernatant je slit a filtrovan pres 0,22 um filtr.



3.6 Purifikace

K purifikaci je vyuZit pfistroj pro proteinovou kapalinovou chromatografii (AZURA® BIO
PURIFICATION). K purifikaci se vyuzivd 5 ml Ni-NTA kolony (GE Health Care) pro zachyceni
proteinl s histidinovou kotvou. VSechny pouZité roztoky jsou filtrovany pres 0,22 um filtr,
odvzdusnény a schlazeny na 4 °C.

Kolona je nejprve promyta 25 ml sterilni vody a nasledné ekvilibrovana 25 ml ekvilibra¢niho
pufru (pratok 5 ml/min), déle je nanesen vzorek (pritok 3 ml/min). Poté je kolona promyta
ekvilibracnim pufrem dokud absorbance neklesla na uUroivent pozadi. Nasledné je kolona
proplachovdna 25 ml smési pufru o findlni koncentraci imidazolu cca 40 mM, tzv. WASH (10 %
eluéniho pufru, 90 % ekvilibra¢niho pufru). Cilovy protein je uvolnén elu¢nim pufrem. Po
ukonceni purifikace je vzorek ihned dialyzovan.

3.7 Dialyza

Vyména pufru probihd s vyuZitim pfistroje pro proteinovou kapalinovou chromatografii
AZURA® BIO PURIFICATION na koloné HiPrep 26/10 Desalting GE Health Care. Kolona je
nejprve promyta 50 ml (prdtok 5 ml/min), ddH,0, poté ekvilibrovana 100 ml lyofiliza¢niho
pufru, nasledné je nanesen vzorek a opét je kolona promyvdna pufrem. Frakce s cilovym
proteinem jsou sbirany. U ziskanych frakci proteinu je stanovena koncentrace proteinl a
zkontrolovana Cistota pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

3.8 Lyofilizace

Frakce obsahujici lysostaphin jsou zamrazeny v kapalném dusiku. Oteviené zkumavky
obsahujici lysostaphin jsou prekryty perforovanym parafilmem a zamrazeny v kapalném
dusiku. Poté jsou umistény do laboratorniho lyofilizatoru a lyofilizovany. Lyofilizované
proteiny jsou byt uchovavany pfti-20 °C.

3.9 SDS-PAGE elektroforéza
Postupné odebrané frakce naneseny na SDS-PAGE (12,5 % akrylamidovy gel — Obr. 2).

il 2 & 4 5
- Obr. 2: Gel znazornuje priibéh purifikace.
- = 1 — celkovy obsah proteint pred precisténim;
g 2 — kolonou nezachycena frakce;
3 -10% WASH;
. 4 — purifikovany lysostafin po afinitni chromatografii;
T w 5 — lysostafin po odsoleni v octanu amonném
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4. Priprava CMC hydrogelu s lysostafinem

Vypoctené mnoizstvi (6 - 8 %) praskové sodné soli karboxymethylcelulézy (Holzbecher, Zlig,
Ceska republika) — o priimérné molekulové hmotnosti MW = 250 000 g/mol — je navaZeno do
500 ml bariky a doplnéno ultracistou MILIQ vodou. Barika je umisténa pod refluxni zafizeni,
roztok je mirné michdn a zahtivan, dokud se karboxymethylceluléza nerozpusti. Rozpusténa
celuldza je nalita do sterilni nadoby a pred pouzitim uloZena v chladni¢ce. Na 100 ml gelu je
potfeba 8 g CMC, coZ odpovida pfi 2,5 ml gelu potfebu 0,2 g CMC rozpusténou ve sterilni vodé.

Do hotového gelu je zamichan lysostafin 5 mg do objemu 2,5 ml gelu. Vysledna koncentrace
lysostafinu v gelu je 2 mg/ml. Gel je aplikovan do injekéni stfikacky (obr. 1) Na jednu rdnu o
velikosti 5x5 cm je naneseno 2,5 ml antistafylokokového gelu.

5. Overeni antimikrobialni aktivity

Testovani probihalo na miskach s krevnim agarem. Nejprve byla zamrazena bakteridlni
suspenze S. aureus (sekvencni typ 22, plvod - Narodni referencni laborator pro antibiotika)
rozetiena kfizovym roztérem na misku s krevnim agarem, inkubovana pres pfi 37 °C. Dalsi den
byly bakteridlni kolonie setfeny sterilni klickou a rozmichany v roztoku PBS, tak aby opticka
denzita dosahla 0,5 McFarland (cca 1,5°108 bunék). Poté byla kultura nalita na misku s agarem
a nasledné pipetou odsata. Na prichystané agarové plotny s inokulem byly naneseny vzorky
gell s lysostafinem. Pripravené misky byly inkubovany v termostatu pfi teploté 37 °C pres noc.
Nasledujici den byl pozorovan vznik inhibi¢nich zén (Obr. 3).

Obr. 3: Vysledek miskového lysaéniho testu. A — CMC gel bez lysostafinu; B — CMC gel
s lysostafinem; C — CMC gel slysostafinem skladovany 10 dnl v lednici, Koncentrace
lysostafinu: 1 - 300 pg/ml; 2 — 150 pg/ml; 3 - 75 pg/ml; 4 —37,5 pg/ml; 5-18,8 ug/ml; 6 — 9,4
ug/ml.

Pti aplikaci samotného gelu nedochazelo ke vzniku Cistych zdn (obr. 2A) — gel byl prerlstan
bakteriemi. Pti aplikace gelu spolecné s lysostafinem doslo k tvorbé Cistych zdn pti koncentraci
37,5 pug/ml a vyssi. Ukazalo se, Zze enzymy skladovany v gelu po dobu 10 dni je stale aktivni.

6. Srovnani novosti postupt

Enzym lysostafin je komeréné dostupny a také je pfedmétem mnoha studii, ale v kombinaci
s karboxymethylcelulézovym gelem se jednd o unikatni vyrobek. Neni nam znamo, Ze by



podobny vyrobek byl na trhu dostupny. Lysostafin si vCMC gelu zachovavad svou
antimikrobidlni aktivitu a gel umoZniuje snadnou aplikaci enzymu.

7. Uplatnéni funkéniho vzorku

In vitro testy prokazaly antimikrobidlni vlastnosti gelu s lysostafinem viéi bakterii S. aureus. Budouci
uplatnéni je predpokladano v prevenci rozvoje nebo terapii infekénich komplikaci v oblasti kize a
mékkych tkani zplsobenych kmeny S. aureus. VyuZiti bude u Sirokého spektra typl ran, od akutnich
(popaleniny, traumatické kozni defekty) po rdny chronické (diabetické defekty, bércové ulcerace,
dekubity, postradiacni defekty apod.). Zavedeni enzymové antimikrobidlni terapie do komplexni
strategie v pripadé infekcénich komplikaci v oblasti k(ize a mékkych tkani maze vést k redukci spotreby
etablovanych antimikrobialnich latek (antibiotik) a sniZit tak jejich selekéni tlak a riziko dalSiho rdstu
prevalence rezistentnich kmen0 bakterii.

8. Ekonomické aspekty

Aktivni slozka, kterou v tomto produktu pouzivame, obsahuje rekombinantné ptipraveny lysostaphin,
jehoz obvykla cena pro laboratot se pohybuje kolem 4700 K¢é/mg (Sigma Aldrich). Cena jednoho krytu
o rozmérech 5x5 cm, kdy je potfeba na 2,5 ml gelu 5 mg enzymu tak vychazi na 23 500 K¢&. Diky ndmi
optimalizované heterologni expresi v E. coli se ndklady na mnoZstvi pouZitého enzymu (5 mg)
pohybuji v relaci 75 K¢ za enzym a 2 K¢ za CMC = 77 K¢ antibakteridlni gel. Enzymy produkované

v GMP rezimu budou mit ndsobné vyssi naklady, presto cena antibakterialniho gelu se selektivnim
ucinkem proti S. aureus MRSA se bude pohybovat v ekonomicky Unosné relaci. Potencidlnim
partnerem pro vyrobu, je firma Holzbecher, spol. s r.o. barevna a bélidlo ZIi¢, Zli¢ 104, Ceska Skalice,
Ceska republika (IC: 45537933).

9. Seznam pouzité literatury

1. Kumar JK. Lysostaphin: an antistaphylococcal agent. Appl Microbiol Biotechnol. 2008
Sep;80(4):555-61. doi: 10.1007/s00253-008-1579-y. Epub 2008 Jul 8. PMID: 18607587.

2. QUICKEL, Kenneth E., Richard SELDEN, Jacques R. CALDWELL, Nedo F. NORA a William
SCHAFFNER. Efficacy and Safety of Topical Lysostaphin Treatment of Persistent Nasal
Carriage of Staphylococcus aureus. Applied Microbiology [online]. 1971, 22(3), 446-450 ;
ISSN 0003-6919. d0i:10.1128/am.22.3.446-450.1971

3. Stark, F. R., C. Thornsvard, E. P. Flannery A M. S. Artenstein. Systemic lysostaphin in man-
-apparent antimicrobial activity in a neutropenic patient. The New England journal of
medicine [online]. 1974, 291(5), 239-40. ISSN 00284793.
doi:10.1056/NEJM197408012910507

4. Szweda, Piotr, Marta Schielmann, Roman Kotlowski, Grzegorz Gorczyca, Magdalena
Zalewska A Slawomir Milewski. Peptidoglycan hydrolases-potential weapons against
Staphylococcus aureus. Applied Microbiology and Biotechnology [online]. 2012, 96(5),
1157-1174. ISSN 01757598. d0i:10.1007/s00253-012-4484-3

5. VacekL, Kobzovd S, Cmelik R, Pantiéek R, Janda L. Enzybiotics LYSSTAPH-S and LYSDERM-
S as Potential Therapeutic Agents for Chronic MRSA Wound Infections. Antibiotics (Basel).
2020 Aug 15;9(8):519. doi: 10.3390/antibiotics9080519. PMID: 32824115; PMCID:
PMC7459665

6. Jayakumar J, Kumar VA, Biswas L, Biswas R. Therapeutic applications of lysostaphin
against Staphylococcus aureus. J Appl Microbiol. 2021 Sep;131(3):1072-1082. doi:
10.1111/jam.14985. Epub 2021 Jan 18. PMID: 33382154.



10.

11.

10.

Haddad Kashani H, Schmelcher M, Sabzalipoor H et al. Recombinant Endolysins as
Potential Therapeutics against Antibiotic-Resistant Staphylococcus aureus: Current
Status of Research and Novel Delivery Strategies. Clinical Microbiology Reviews, 2017;
31 (1): e00071-17.

Kobzova, S.; Vacek, L.; Lipovy, B.; Hanslianova, M.; Vojtova, L.; Janda, L. Enzymova lé¢ba
infekci kiize a mékkych tkani. Epidemiologie, Mikrobiologie, Imunologie, 2021, ro¢. 1, C.
70, s. 52-61. ISSN: 1210-7913.

Cui H, Yuan L, Lin L. Novel chitosan film embedded with liposome-encapsulated phage
for biocontrol of Escherichia coli 0157: H7 in beef. Carbohydrate Polymers; 2017; 177,
156-164.

V. Kanikireddy, K. Varaprasad, T. Jayaramudu, C. Karthikeyan, and R. Sadiku,
‘Carboxymethyl cellulose-based materials for infection control and wound healing: A
review’, Int J Biol Macromol, vol. 164, pp. 963—-975, Dec. 2020, doi:
10.1016/j.ijbiomac.2020.07.160.

ERGUN, R., J. GUO a B. HUEBNER-KEESE, 2016. Cellulose. Encyclopedia of Food and
Health. Elsevier, 2016, 694-702. ISBN 9780123849533. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-
12-384947-2.00127-6.

Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvoren v rdmci projektu: Studium terapeutické aplikace antibakterialniho
kryti rany pro infekce klize a mékkych tkani u epidemiologicky relevantnich kmenu S. aureus -
rezistentnich na meticilin (NV19-05-00214).



Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




	FV5076_Obal_Janda.pdf
	Stránky 1
	Stránky 2


