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SOUHRN

Zéanétliva onemocnéni kdize a mékkych tkani predstavuji vyznamnou skupinu infekci ¢lovéka. Jejich nejcastéjsimi plvodci jsou bakterie
Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes. S ohledem na pokracujici rlist antibiotické rezistence téchto patogent se aktudlni vyzkum
zaméfuje na hledani novych latek uc¢innych na infekce, u nichz selhdva konven¢ni antimikrobni terapie. Slibnou v tomto smyslu je 1é¢ba za-
loZzend na antibakterialnim Ucinku enzymatickych preparatd (tzv. enzybiotik), které degraduji bakteridlni bunécnou sténu. Tyto latky pdsobfi
specificky na dany patogen, nikoliv viak na kozni mikrobiom, coz ptiznivé ovliviiuje Ié¢ebny proces. Enzymy mohou byt $patné rozpustné,
nestabilni nebo se rychle eliminuji z organismu, a proto je snaha o vytvoreni tzv. ,biobetters”, enzymi s vylepsenymi vlastnostmi. Dlraz je
také kladen na vyvoj novych nosict pro enzybiotika ¢i krytl s hojivym efektem, do nichz jsou enzymy inkorporovany.
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ABSTRA(;T
Kobzova S., Vacek L., Lipovy B., Hanslianova M., Vojtova L., Janda L.: Enzyme-based treatment of skin and soft tissue
infections

Inflammatory diseases of the skin and soft tissues are an important group of human infections. The most common causes are the bacteria
Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. Given the growing resistance of these pathogens to antimicrobials, the current research
focuses on the search for novel therapeutic options that would be effective against infections refractory to conventional antimicrobials.
A promising alternative is the use of enzyme-based antimicrobials (enzybiotics) that degrade the bacterial cell wall. They target the specific
pathogen but do not affect the skin microbiome, thus helping the healing process. As enzymes can be poorly soluble, unstable, or subject to
rapid elimination from the body, efforts are made to create biobetters, i.e., enzymes with improved characteristics. Emphasis is also put on the

development of novel enzybiotic carriers or wound healing dressings with integrated enzymes.
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INFEKCE KUZE A MEKKYCH TKANI

Infekce kize a mékkych tkani (SSTls — Skin and Soft
Tissue Infections) predstavuji heterogenni skupinu
onemocnéni s Sirokym spektrem klinickych projevt
[1, 2]. V této skupiné jsou obsazena nejen relativné
mirnd a terapeuticky velmi dobfe ovlivnitelnd onemoc-
néni, ale také stavy, které bezprostfedné ohrozuji paci-
enta na zivoté. S timto typem infekéni komplikace se
proto muze setkat Iékaf v primarni péci i specialista na
urgentnim pfijmu.

Vzhledem ke klinické symptomatologii existuje né-
kolik klasifika¢nich schémat, které zpravidla respektuji
nasledujici kritéria [3]:

1. Rozsah kozniho poskozeni
2. Dynamika progrese (akutni a chronické infekce)
3. Pfitomnost nekrézy

Dalsim dllezitym parametrem, podle kterého se in-
fekce kiize a mékkych tkani tfidi, je hloubka tkanové-
ho postiZzeni (typicky epidermalni infekce — napf. im-
petigo nebo furunkl, nebo infekce zasahujici hloubéji
ulozené struktury - napt. myozitida nebo nekrotizujici
fasciitida).

Poslednim, ovéem neméné dulezitym klasifika¢nim
kritériem, je etiologie infekce (bakterie, viry, houby).

V souvislosti s SSTIs byla v USA zavedena nozologic-
ka jednotka,akutni bakterialni infekce klze a mékkych
tkani (ABSSTIs — Acute Bacterial Skin and Soft Tissue In-
fections)”. Pro ABSSTIs je diagnostickym kritériem bak-
terialni plvod infekce spolu s minimalnim rozsahem
postizené plochy nad 75 cm? [4].

SSTIs se vyskytuji celosvétové a ve viech vékovych
skupinach. K nejdllezitéjsim predisponujicim fakto-
rdm patii zejména diabetes mellitus, predchozi posti-
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Obr. 1. Klasifikace infekci klize a mékkych tkéani [7]

(foto archiv autort)

Figure 1. Classification of skin and soft tissue infections [7]
(photo: authors’archive)

Zeni klize, alkoholismus, malnutrice, kontakt se zvifaty,
malignita, imunosuprese, uzivani intravendznich Iéka,
periferni arterialni ¢i vendzni onemocnéni a trauma
(napf. popaleniny) [5].

Klasifikace SSTIS

Jedna z nejvice pouzivanych klasifikaci vychazi z lo-
kalizace a povahy primarné infikovanych struktur. Za-
kladni déleni je na povrchni a hluboké SSTls, jez se déle
¢leni na komplikované a nekomplikované s tim, ze hlu-
boké SSTls jsou vzdy komplikované (obr. 1) [6].

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2021, roc. 70, ¢. 1

Jing, v literatufe casté, je déleni SSTIs podle pfi-
tomnosti ¢i absence nekrézy. Infekce nezpusobujici
nekrézu zahrnuji impetigo, furunkly, karbunkly, kozni
defekty zplsobené lidskym nebo zvifecim kousnutim
aj. Knim dale patii ABSSTIs jako erysipel, celulitida, chi-
rurgické infekce a abscesy. V druhé skupiné, nekrotizu-
jicich SSTIs patfi nekrotizujici fasciitida, myonekréza/
myozitida, gangréna aj. [6].

Vzhledem k velké rozmanitosti klinické manifestace
SSTIs nepfekvapi, Zze nozologickych jednotek repre-
zentujici jednotlivé typy je nepreberné mnozstvi. Na
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obrazku 1 popisujeme nejdllezitéjsi zastupce z této
skupiny.

S. aureus v etiologii SSTIs

Jak je patrné z obrazku 1, vétsina SSTIs je zplsobena
grampozitivnimi koky, zejména Staphylococcus aureus
a Streptococcus pyogenes, nicméné pomérné casté jsou
také infek¢ni komplikace zplsobené gramnegativnimi
bakteriemi nebo infekce smisené etiologie. Podob-
né jako u jinych infek¢nich komplikaci, dochézi také
v pfipadé SSTIs k narlstu rezistence plvodc(. Tyka se
to zejména S. aureus a jeho rezistence k methicilinu/
oxacilinu (S. aureus rezistentni k methicilinu/oxacilinu -
MRSA) [8]. K vankomycinu rezistentni S. aureus (VRSA)
zpUsobujici SSTIs byl popséan spise sporadicky u pfi-
padd z USA [9]. Naopak u gramnegativnich patogent
narlsta podil multirezistentnich kmend, a to zejména
u chirurgickych infekci (SSIs - surgical site infections)
[10].

V roce 1997 byl spustén program monitorujici an-
timikrobialni rezistenci v rlznych ¢astech svéta s na-
zvem ,SENTRY antimicrobial surveillance program”
[11]. Z jeho vysledkll plyne, Ze S. aureus byl predomi-
nantnim plvodcem SSTIs ve vsech sledovanych regio-
nech (nasledovany Pseudomonas aeruginosa a Escheri-
chia coli). Podil MRSA kolisa na rliznych kontinentech,
tradi¢né nejvyssi zastoupeni ma v Severni Americe
a v Evropé. Mezi lety 2003 a 2008 byl proveden sbér
dat u pacient(i s SSTIs ve 13 zemich napfti¢ Evropou
[12]. V této studii vyrazné dominoval S. aureus (71,1 %
pfipadd SSTIs), nasledovany beta-hemolytickymi
streptokoky (10,5 %) a enterokoky (9,3 %). Dalsi stu-
die, ktera byla provedena mezi lety 2008 a 2009 na
souboru vice nez 3000 SSTIs z 19 zemi Evropy ukaza-
la, Ze témér dvé tietiny téchto infekci byla zplisobena
S. aureus a podil MRSA dosahoval téméf 50 % [13]. Ray
et al. v roce 2013 publikovali rozsahlou epidemiolo-
gickou studii zahrnujici 648 699 SSTls u 495 458 pa-
cientll [2]. Dominantni SSTIs u téchto pacientl byla
celulitida a absces (63 % vsech pfipadu). Naptic¢ vsemi
typy SSTls byl identifikovan jako dominantni patogen
opét S. aureus (80 % vsech izolaci), nasledovaly -he-
molyticky streptokok (9 %), E. coli (4 %) a P. aeruginosa
(3 %).

Soucasné moznosti antimikrobialni terapie
stafylokokovych SSTIs

Zéakladnim antibiotikem pro terapii infekci vyvola-
nych S. aureus (mimo MRSA) je oxacilin. Antibiotikum
je baktericidni a mé& dobry prinik do cilovych tkani
a rychly nastup ucinku, proto zlstava i téméf 70 let po
svém uvedeni na trh u stafylokokovych infekci Iékem
volby pro parenteralni podani. U pacient(l alergickych
k penicilindm Ize vyuzit klindamycin nebo kotrimoxa-
zol. Kotrimoxazol je také hojné uzZivany u infekci vy-
volanych MRSA, vétsina téchto kmend ma vici kotri-
moxazolu stale zachovanou citlivost. | kdyz v sou¢asné

dobé narlstaji pocty VRSA patogen(, u vaznéjsich
infekci MRSA je mozné podat vankomycin, ktery je
stale bran jako rezervni antibiotikum. Déle se mohou
pouzivat antibiotika ze skupiny oxazolidinonu linezo-
lid ¢i ceftarolin fosamil. Uvedena antibiotika se uzivaji
v terapii infekci vyvolanych MRSA, pfipadné u zavazné
probihajicich infekci vyvolanych citlivymi stafylokoky.
Linezolid je zatizen vy3$3im rizikem vzniku rezistence,
i kdyz v nasich podminkach jde o vyskyt raritni. Pro
ambulantni podéani se pro nedostupnost peroralni
formy oxacilinu v CR vyuzivaji jina betalaktamova anti-
biotika (amoxicilin-klavulanat, cefuroxim ¢i cefadroxil),
perordlni klindamycin nebo kotrimoxazol — opét pro
pacienty alergické k penicilinGm. Vyuzit |ze také tetra-
cykliny. Pro lokalni aplikaci je vybér pfipravkli omeze-
ny, v nasich podminkdch Ize pouzit pouze mupirocin,
nebo kyselinu fusidovou, nebo individualné pfripra-
vované masti s antibiotiky podle potfeby a moznosti
vyroby.

ALTERNATIVNI MOZNOSTI LECBY

Vzhledem k nar(stajici antibiotické rezistenci je po-
tfeba hledat nové terapeutické postupy. Alternativni
|é¢bu Ize obecné rozdélit na chemickou a biologickou.
Chemicka lécba pouziva organické latky, kam patfi
i antibiotika. Kromé organickych sloucenin se nové vy-
uzivaji napf. latky zpusobujici fotooxidacni stresovou
reakci a hromadéni kyslikovych radikalu, které jsou pro
buriku toxické [14], nebo kovové nanocastice (Ag*),
které adheruji k mikrobialnim bunkam (obr. 2) [15]. Tyto
latky vSak nemaji selektivni u¢inek a mohou narusovat
mikrobiom kuze, coz mize prodlouzit hojeni rany. Na-
proti tomu biologickd l1é¢ba je vysoce selektivni, nebot
pfi ni nedochazi k poskozeni kozniho mikrobiomu ani
eukaryotickych bunék hostitele. Pro 1é¢bu pak stadi niz-
ké davky léciva [18]. Biologicka Ié¢ba zahrnuje fagovou
terapii, antimikrobidlni peptidy a enzymovou terapii.
Nasledujici text se zaméfi na popis enzym s antimik-
robialnimi ucinky, tzv. enzybiotik.

Enzybiotika predstavuji moznost lécby infekci klze
a mékkych tkani pomoci lytickych enzymu. Tyto en-
zymy hydrolyticky $tépi kovalentni vazby v peptidogly-
kanu bunécné stény, coz vede k lyze bunék disledkem
osmotické nerovnovahy [18]. Peptidoglykan je klico-
vd komponenta grampozitivnich bakterii, ktera tvofi
30-70 % jejich bunécné stény (obr. 3). Podle mista sté-
peni vazby v peptidoglykanu se enzybiotika klasifikuji
jako muramidazy, glukosaminidazy, amidazy a endo-
peptidazy. Diky unikdtnimu mechanismu ucinku pUso-
bityto enzymyina bakterie rezistentni ke véem hlavnim
skupinam antibiotik [19]. Peptidoglykanové hydrolazy
jako enzybiotika pfedstavuji rozsahlou skupinu a mo-
hou byt ziskany z rlznych zdrojd, napfiklad z bakterio-
fagu (endolysiny), z bakterii (autolysiny a bakteriociny)
¢i nékterych télnich tekutin (lysozymy) [20].
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Obr. 2. Hlavni strategie terapie bakteridlnich infekci

(upraveno podle obrazku z ¢lanku Mulani et al., 2019 [16])
Figure 2. The main therapeutic strategies for bacterial infections
(adapted based on the figure in Mulani et al., 2019 [16])
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Obr. 3. Struktura bunécéné stény grampozitivnich bakterii

Detail peptidoglykanu je zndzornén spolu se zasahovymi misty pro lysostaphin, endolysin (LysK) a lysozym.
(volné upraveno podle obrazku z ¢lanku Assis et al., 2017 [17] a podle obrazku z ¢lanku Kashani et al., 2017 [48])
Figure 3. Cell wall architecture of Gram-positive bacteria

A peptidoglycan detail is represented along with the target sites for lysostaphin, endolysin (LysK), and lysozyme.
(adapted based on the figures in Assis et al., 2017 [17] and Kashani et al., 2017 [48])
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Lysozym objevil Alexander Fleming v roce 1922 jako
prvni enzym s antibakteridlnimi ucinky. Produkuji ho
fagy, bakterie, houby, obratlovci i bezobratli. Patfi mezi
nejlépe prostudovana enzybiotika. Stépi B-1,4-glyko-
sidickou vazbu peptidoglykanu (mezi N-acetyl gluko-
saminem a kyselinou N-acetyl muramovou), nékteré
lysozymy také hydrolyzuji chitin [20].

Lysozym byl podroben rozsdhlému zkoumani jako
antimikrobidlni latka a 1é¢ivo. Obecné vykazuje in vit-
ro antimikrobialni aktivitu proti nékterym grampozi-
tivnim bakteriim, jako je S. aureus, Micrococcus luteus,
Geobacillus (dtive Bacillus) stearothermophilus ci Clost-
ridium tyrobutyricum.V mlékarenském pramyslu se pfi-
dava do tvrdych syrl pro zamezeni rlstu C. tyrobutyri-
cum [21].V mnoha zemich se diky své schopnosti branit
rlstu skodlivych bakterii pouziva jako konzervaéni pro-
stfedek v potravindch (véetné zeleniny, mofskych plo-
d, séjovych vyrobk(, masnych vyrobki a polotvrdych
syrd) [22].

Dalsim enzymem, ktery se vyuzival jako antimikro-
bidlni agens k [é¢bé stafylokokovych infekci, byl bakte-
riocin lysostaphin. Toto enzybiotikum bylo poprvé na-
lezeno jako produkt bakterie Staphylococcus simulans,
kterd ho tvoii za Gcelem lyzy bunky jiného kmene nebo
druhu [23]. Mead-Johnson Research Center v roce 1965
zacalo vyrabét Cisty lysostaphin pfipraveny ze Staphy-
lococcus staphylolyticus. Ukazalo se, ze lysostaphin vy-
kazuje lytické ucinky pro vétsinu kmena S. aureus a je
schopen odstranit zédkal v bakteridlni suspenzi béhem
deseti minut [24, 25]. U¢inky lysostaphinu se testova-
ly napt. u pacientd s endokarditidou, pfi selhani ledvin
nebo pfi infekcich hornich cest dychacich, pficemz ly-
sostaphin nemél vedlejsi icinky na lidech ani zvifatech.

Uplné prvni klinické pouziti probéhlo roku 1967, kdy
se lysostaphin pouzil jako pfisada do nosniho spreje
proti S. aureus. U dospélych lidi byl pouzit 0,5% roztok
lysostaphinu, ktery redukoval 80 % S. aureus v rozmezi
7-12 dni [26]. Meznikem v testovani lysostaphinu byl
rok 1974, kdy bylo toto enzybiotikum poprvé pouzi-
to pii [é¢bé stafylokokové sepse u ¢lovéka, ktery trpél
akutni myeloidni leukémii. Infuzi mu bylo podano 500
mg lysostaphinu a jesté po ¢tyfech hodinach byla zjis-
téna koncentrace enzymu 10 ug v 1 ml krve. Po uply-
nuti 24 hodin nebyla zjisténa pfitomnost lysostaphinu
a doslo k ustupu znamek infekce [27]. Roku 1986 byla
urena sekvence strukturniho genu pro lysostaphin,
ktery byl ziskdn z pfirozeného hostitelského kmene
S. simulans. Tento kmen obsahoval plasmid pACKT, je-
hoz soucasti byl i lysostaphinovy gen [28, 29].

Bakteriocinova enzybiotika jsou zna¢né rozmanita,
lisi se velikosti, strukturou, mechanismem plsobeni
a inhibi¢nim spektrem. Vétsina bakteriocinovych en-
zybiotik je zaméfena na Uzké spektrum cilovych bunék
a vykazuji antimikrobidlni aktivitu pouze vuci pfibuz-
nym kmendm bakterii [30]. Diky produkci bakteriocinG
maji bakterie v pfirodnich podminkach kompetitivni
vyhodu vici okolnim mikroorganismdm. Syntéza bak-

teriocin(l za¢ind v burce tvorbou inaktivniho proen-
zymu, ktery se aktivuje ndslednym s$tépenim. Bakte-
riocinova enzybiotika byla v riznych studiich Uspésné
pouzita jako potravinové konzervanty, prostfedky proti
potlaceni rdstu biofilmu nebo jako aditiva ¢i alternativa
k antibiotikiim, aby minimalizovala vznik rezistentnich
kment [31].

Endolysinovd enzybiotika jsou peptidoglykanové
hydrolazy, které bakteriofagy produkuji na konci repli-
ka¢niho cyklu za U¢elem degradace peptidoglykanu
a svého nasledného uvolnéni do prostiedi. Endolysiny
stépi peptidoglykan i pokud plsobi na bakteridlni burn-
ky z vnéjsku. To umoznuje jejich vyuziti k cilené destruk-
ci bunék [32]. Pocinaje rokem 2001 fada preklinickych
studii prokazala schopnost endolysinovych enzybiotik
eliminovat patogeny mukdznich povrchd [33]. Napii-
klad v roce 2007 bylo vyuzito enzybiotika endolysinu
MV-L z faga ®MR11 k eliminaci MRSA v nosni sliznici
u mysi. U mysi byla pozorovéna mira preziti po dobu 60
dnll od infikace. Samotna infekce do 1 hodiny vyvola-
la fyzické zhorSeni mysi (snizena aktivita, zjeZzend srst),
smrt u vech testovanych mysi nastala do 24 hod. En-
dolysin byl aplikovan v ¢ase 0, 30 a 60 minut po infekci.
Pfi podéani do 30 minut prezilo 100 % mysi, po aplikaci
za 60 minut prezilo 60 % testovanych mysi [34]. Enzy-
biotikum endolysin PlyC je peptidoglykanova hydrolaza
izolovana ze streptokokového bakteriofaga C1. PlyC je
mezi lysiny jedine¢ny svym rychlym letalnim Gcinkem.
Relativné nizké koncentrace PlyC byly Uspésné pouzity
k degradaci biofilmu S. pyogenes (5 pg/ml) a také k pre-
venci a eliminaci S. pyogenes u mysi [33, 35]. Nékolik dal-
sich endolysinovych enzybiotik prokazalo uspéch také
pfi 1é¢bé systémovych infekci pfi intraperitonealnim
davkovani, napt. PlyG, MV-L, CF-301, Ply30 a PlyF307
cilici na Bacillus anthracis, S. aureus, S. pyogenes, Strepto-
coccus suis a Acinetobacter baumannii [36]. Endolysiny
byly také testovany v kombinaci s antibiotiky. Synergic-
ky ucinek byl pozorovan napfiklad u endolysinového
enzybiotika Cpl-1 v kombinaci s penicilinem ¢i genta-
mycinem proti kmenim S. pneumoniae s riznou kvanti-
tativni mirou citlivosti k penicilinu [37].

Endolysinova enzybiotika nachazeji vyuziti nejen na
poli mediciny, ale také v potravindfstvi ¢i v zemédél-
stvi [38]. Mnohé studie poukazuji na jejich potencial
pfi kontrole a detekci patogenl v potravinach [39].
Jednou z moznosti je pfidani purifikovaného endoly-
sinu do potravin jako konzervaéni prostfedek. Jinou
moznosti je vytvofeni geneticky modifikovanych po-
travin produkujicich enzybiotika na bazi peptidogly-
kanovych hydrolaz. Ty se ukazaly jako uUspésné, ale
Celi regula¢nim a etickym problémdam [38]. Bylo téz
dolozeno, ze purifikované enzybiotikum endolysin
z bakteriofaga ®HS5 je schopno rychle zabijet S. aureus
rostouci v pasterizovaném mléce. Patogen nebyl de-
tekovan po Ctyfech hodinach inkubace pfi 37 °C [40].
Endolysinové enzybiotikum muze také slouzit k ochra-
né rostlin pred fytopatogennimi bakteriemi. Napfiklad
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transgenni brambory produkujici T4 lysozym byly
odolné vici patogenu Pectobacterium carotovorum
(dfive Erwinia carotovora) zpUsobujici mékkou hnilobu
[41]. Nahromadénych enzym v rostlinach se da vyuzit
nejen k ochrané samotnych rostlin, ale také k produkci
enzybiotik, které se mohou uplatnit v humanni a vete-
rinarni mediciné [39].

DULEZITE ASPEKTY PRO LECEBNE POUZITI
ENZYBIOTIK

Pro [é¢ebné vyuziti enzybiotik je potfebné je pfi-
pravit v dostate¢ném mnozstvi. Dnes se vyuziva ex-
presnich systému, kdy jsou proteiny ziskany vnesenim
rekombinantni DNA do heterologniho hostitele (napf.
E. coli nebo kvasinky), ve kterém dojde k expresi genu
[18, 42]. Nelson a kolegové v roce 2001 poprvé publi-
kovali pouziti purifikovanych rekombinantnich endoly-
sinovych enzybiotik [33]. Ty redukovaly vysoké mnoz-
stvi bakterii na zvifecim modelu. Po dvou hodinach od
peroralniho podani fagového enzybiotika lysinu C1
doslo ke kompletni eradikaci S. pyogenes, jenz koloni-
zoval ustni sliznici. Od té doby mnoho klinickych studii
demonstrovalo terapeuticky potencial enzybiotik [43].
Pfestoze byl vyfeSen problém s produkci enzybiotik,
neustale se pracuje na zlepSeni proteinovych vlastnos-
ti. Enzybiotika jsou nékdy Spatné rozpustna, nestabilni,
rychle se eliminuji z organismu ¢i hrozi vznik rezistence,
a proto se je snaha o vytvoreni tzv.,biobetters”, coZ jsou
enzybiotika s vylepsenymi vlastnostmi.

Jednim z aplikacnich omezeni je rychlad eliminace
enzybiotik z krevniho obéhu. Existuji zpUsoby, jak po-
locas rozpadu léciva prodlouzit. Jednou z moznosti je
fuze enzybiotika s dalsi molekulou (napf. doménou
vazajici albumin). Jinou je vytvofeni dimeru proteinu,
napf. lysostaphinu s prodlouzenym polo¢asem rozpa-
du [44]. Dalsi strategii, jak zlepsit vlastnosti enzybiotika,
je manipulace s jejich funkénimi doménami. Enzybio-
tikum se obvykle sklada z nékolika funkénich domén.
Zaménou a fuzi katalytickych a vazebnych domén riiz-
ného puvodu vznikaji chiméricka enzybiotika. P128 je
chiméricky antistafylokokovy protein, ktery ma kata-
lytickou doménu z bakteriofaga K a vazebnou domé-
nu z lysostaphinu. Pfitomnost vazebné domény vedla
k vice nez stonasobnému zvyseni baktericidni aktivity
ve srovnani s izolovanou katalytickou doménou. P128
stépil nékolik stafylokokovych druh(, véetné MRSA, byl
také ucinny pfi eradikaci biofilmu S. aureus a vykazo-
val mnohem vétsi termostabilitu nez lysostaphin. Jiné
pfistupy zahrnuji napfiklad Uplné odstranéni domény
z proteinu, nebo naopak jejich duplikovani, fuzi s pepti-
dy ¢i fuzi kompletnich enzybiotik. Pfikladem odstrané-
ni celé domény je F1 mutantni forma stafylokokového
endolysinu LysK (obr. 4). V rdmci molekuly se také pro-
vadi ndhodnd nebo mistné cilend mutageneze, ktera
taktéz mize vést ke zvyseni stability proteinu [45, 46].
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Obr. 4. Doménova struktura enzybiotika endolysinu F812
(LysK)

a) Endolysin obsahuje doménu zodpovédnou za vazbu k substra-
tu (SH3b) a dvé katalytické domény (peptidaza CHAP a amidaza)
b) Enzymaticky aktivni mutantni forma F1 bez amidazové domény
(volné upraveno podle obrazku z ¢lanku Kashani et al., 2017 [48])
Figure 4. Domain structure of the enzybiotic endolysin F812
(LysK)

(a) Endolysin carries a domain responsible for substrate binding
(SH3b) and two catalytic domains (peptidase CHAP and amidase)
(b) Enzymatically active mutant F1 without amidase domain
(adapted based on the figure in Kashani et al., 2017 [48])

Vétsina enzybiotik na bazi peptidoglykanovych hyd-
rolaz je druhové specifickd. Vysoka specificita je pova-
zovana za jednu z jejich hlavnich prednosti, jelikoz pfi
aplikaci nedochazi k selektivnimu tlaku na komenzalni
populaci a také snizuje pravdépodobnost vzniku rezis-
tence [47]. Tato enzybiotika $tépi konzervované struk-
tury bunécné stény na vnéjsi strané. Do bunky tedy ne-
vstupuji, a proto nedochazi ke vzniku nékterych forem
antibiotické rezistence (aktivni transport z buriky a sni-
zena propustnost membrany) [39, 47, 48].

Navzdory témto pozitiviim vsak existuji Udaje o vzni-
ku rezistentnich bakterii vici enzybiotikim na bazi
peptidoglykanovych hydrolaz. Prikladem je lidsky ly-
sozym, u néhoz doslo ke vzniku rezistence modifikaci
peptidoglykanu pomoci enzym( O-acetyl transferazy
¢i N-acetylglukosamin deacetyldzy [49, 50]. Mezi bak-
terie odolné vici lysozymu patfi také stafylokoky, coz
vyrazné prispiva k jejich kolonizaci sliznic a kdze ¢lo-
véka. U S. aureus byla prokazana pfitomnost O-acetyl
transferazy, enzymu zodpovédného za O-acetylaci ky-
seliny muramové v peptidoglykanu [51, 52]. Podobné
byly identifikovany kmeny S. aureus rezistentni k ly-
sostaphinu. Pfi¢inou rezistence bylo nahrazeni penta-
glycinového mstku peptidoglykanu jednim glycinem.
Lysostaphin ndsledné nebyl schopen peptidoglykan
Stépit [42, 53]. Dalsi moznosti vzniku rezistence je za-
¢lenéni jinych aminokyselin (serin nebo alanin) do pen-
taglycinovych mustka [54]. Ackoli byly identifikovény
kmeny rezistentni k lysostaphinu, ziskana rezistence
vedla k vyznamnému zvyseni citlivosti vici betalakta-
movym antibiotikm a zvyseni citlivosti MRSA kmen
k methicilinu. Pentaglycin zaroven slouzi jako opora
pro vazbu proteini na bunécny povrch. Bez pfitom-
nosti tohoto mUstku maji nékteré bakterialni adheziny
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snizenou schopnost vazat se na bunécnou sténu, coz
muze vést ke snizené schopnosti bakterii kolonizovat
povrchy [54].

Vici enzybiotiku endolysinu vznik rezistence zatim
popsan nebyl. Podle dosavadnich studii opakovana
expozice nizkymi koncentracemi endolysinu nevede
ke snizeni citlivosti bakterie na toto endolysinové en-
zybiotikum [55, 56]. Nizké riziko rezistence je spojova-
no s vysokou specificitou a rychlym ucinkem. Zatimco
lysostaphin $tépi pouze méné konzervovany pentagly-
cin stafylokok(, endolysinova enzybiotika mohou mit
i dvé katalytické domény, které hydrolyzuji rizné vazby
v peptidoglykanu [57]. Pro terapeutickou aplikaci by se
dalo vyuzit synergického ucinku nékolika enzybiotik,
kdy Ize zvysit pocet cilovych mist v peptidoglykanu.
Dalsi moznosti je pouziti enzybiotik v kombinaci s an-
tibiotiky, nebot byly pozorovany synergické ucinky ne-
jen mezi samotnymi endolysinovymi enzybiotiky, ale
také mezi endolysiny a jinymi antimikrobialnimi latka-
mi [39, 48, 53, 58].

Jeden z dalsich faktor(, ktery maze snizit ucinnost
proteinu jako terapeutika, je indukce imunitni odpové-
di [59]. Rada studii v3ak prokazala, Ze specifické proti-
latky neblokuji, ale mirné snizuji antibakterialni aktivitu
enzybiotik [19, 60]. U mysi, které dostaly trojndsobnou
dévku enzybiotika Cpl-1, byla prokdzdna pfitomnost
protilatek tfidy I1gG proti Cpl-1 v péti ze Sesti pripadu.
Loeffler et al. zjistili, Ze preinkubace Cpl-1 s hyperimun-
nim krali¢im sérem po dobu 10 nebo 60 minut vedla
pouze k mirnému poklesu aktivity enzybiotika in vitro
[61]. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim téchto ne-
ocekavanych nalez( je velmi vysoka afinita enzybiotik
k substratu na bakteridIni bunécné sténé [60].

Jun et al. v klinické studii testovali imunogenicitu fa-
gového enzybiotika Sal200. Anti- rSAL-1 protilatky byly
detekovany u 37 % ucastnik(. Hladiny protilatek anti-
-rSAL-1 v séru se pohybovaly od 2 do 5 pg/ml. Nejvyssi
hladina byla 12,055 pg/ml. Co se tyka vztahu mezi hla-
dinou protilatky anti-rSAL-1 a davkou, zda se, ze hladi-
na protilatky se zvySuje umérné s davkou, nicméné en-
zybiotikum Sal200 v klinickych studiich nevykazovalo
7adné vyznamné nezadouci Ucinky, resp. vétsina z nich
byla mirné zdvaznosti, prechodného razu ¢i spontanné
vymizela u vsech 36 muzskych ucastnikt [62, 63].

Ukazuje se, ze zjevna imunogenicita enzybiotik
nemusi po opakovaném systémovém podani vyraz-
né snizovat jejich terapeutickou uc¢innost [55]. Je
ale tfeba brat v Uvahu, Ze nékterd enzybiotika maji
urcitd omezeni (kratky cas trvani aktivity in vivo,
produkce zanétlivych cytokinl a protilatek) a vétsi-
na enzybiotik nebyla testovdna na animélnich mo-
delech. Oviem existuji ptistupy, jako je proteinové
inzenyrstvi, vyvoj dorucovacich (delivery) systému
a cilené 1é¢by, jejichz cilem je konstruovat, upravo-
vat a cilené smérovat enzymy do mista plisobeni za
pouziti novych strategii, coz m{ize snizit rizika spo-
jend s rozvojem imunitni odpovédi [64].

APLIKACE ENZYMU

Vyzkum se dnes zaméfuje na vyvoj novych nosicu
pro antimikrobidlni latky véetné enzybiotik. Tyto systé-
my s fizenym uvolfiovanim mohou byt zvlasté zajimavé
pro budouci vyvoj, protoZze umoznuji dodavani nepo-
rusenych enzybiotik na misto infekce v zavislosti na pa-
rametrech vyvoldvajicich zanét [48]. Nabizi se mozZnosti
jako enkapsulace do lipozom{, vyuziti sférickych nano-
¢astic a nanoemulzi, pfidavani enzybiotik do adheziv,
vldkennych systému (nano-mikro) a v neposledni fadé
zabudovani do hydrogel(, ve vysusené formé pak xero-
gelq, lyofilizovanych aerogelli nebo filma (obr. 5) [65].
Pham et al. poukazuji na fibroinové nanocastice (FNP).
Diky jejich univerzalnosti a chemické modifikovatel-
nosti jsou tyto nanocastice schopny zapouzdfit rtizné
typy terapeutickych sloucenin, véetné malych a vel-
kych molekul, proteint, enzymd, vakcin a genetického
materialu [66]. V literatufe jsou rlizné pfiklady popisuiji-
ci konjugaci nebo kombinovanou aplikaci fagovych en-
zybiotik s riznymi typy nanocastic. Napiiklad konjugat
enzybiotika Ply500 s nanocasticemi oxidu kfemicitého
(SNP) byl schopen uspésné nicit buriky Listeria innocua
v suspenzi obsahujici 10° CFU/ml (Colony forming unit)
[67].

Valni
[bez nosiée)

Hydrogely

[nerogely,
lyogely, filmy)

Lipozomy
[enkapsulace)

Mositové
systémy pro

dodavani
enzybiotik
MNanoéastice
(sféricke,
emulte)

Mane (mikro)
wvlakna

Obr. 5. Systémy pro cilené dorucovani enzybiotik
(upraveno podle obrazku z ¢lanku Pinto et al., 2020 [65])
Figure 5. Targeted enzybiotic delivery systems
(adapted based on the figure in Pinto et al., 2020 [65])

Lipozomy, ptirodni lipidové kapsle, byly studova-
ny kvuli biokompatibilité s fagy, bioresorpci, toxicité
a imunogenicité a jsou obecné uznavané jako bez-
pecné (Generally Recognized As Safe — GRAS) [68].
Zapouzdieni enzybiotik do lipozomu také umoznuje
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antibakteridlnim latkdm proniknout vnéjsi membra-
nou gramnegativnich bakterii. Bai et al. v roce 2019
pripravili fdgové enzybiotikum BSP16Lys (izolovano
z bakteriofaga infikujiciho Salmonella typhimurium)
a pouzili ho pro enkapsulaci do kationtového lipozo-
mu slozeného z DPPC (dipalmitoylfosfatidylcholin),
cholesterolu a hexadecylaminu. Lipozomy obsahujici
enzybiotika (BSP16Lys nebo lysozym) tGcinné lyzovaly
bunky S. typhimurium i E. coli bez pfedchoziho o3etieni
membranovym permeabilizérem [69].

Antibakterialni kryty

Kromé systémového vyuziti enzym( se také nabizi
moznost vyuzit enzymy lokalné, napf. pro vytvoreni
krytl na infek¢ni rdny. Biologicky aktivni kryt se snazi
konjugovat enzym s biomateridlem, ktery zabranuje
kolonizaci bakterii. Enzybiotikum lysostaphin byl Siroce
testovan jako potencidlni terapeuticka latka na mnoha
zvitecich modelech, bylo viak jen malo pokust o pou-
ziti tohoto proteinu jako slozky biologicky aktivnich ob-
vazU pro lé¢bu koZnich infekci. Ve srovnani se systémo-
vym doddanim, mistné cilené dodani antimikrobialnich
[é¢iv umoziuje dosdhnout vyssich koncentraci [é¢iva
v misté infekce po delsi ¢asové obdobi s nizsim rizikem
toxicity [70, 71].

Miao et al. Uspé3né pouzili enzybiotikum pro pfi-
pravu celulézového obvazu s antistafylokokovou
aktivitou. Autofi modifikovali celulézova vldkna tak,
aby vytvarela aldehydové skupiny pro kovalentni
imobilizaci lysostaphinu. Vyslednd celul6zova vidkna
s lysostaphinem byla dale zpracovana za ucelem zis-
kani obvazového materidlu, ktery vykazoval aktivitu
proti S. aureus v in vitro modelu kdze [72]. Cui et al.
vyvinuli hydrogelové obvazové materidly na bazi chi-
tosanu a kolagenu s imobilizovanym lysostaphinem.
Vyrobeny material vykazoval vyhodné fyzikaIné-che-
mické parametry, anti-stafylokokovou aktivitu a byl
Uspésné pouzit pfi 1é¢eni ran u kralik( [73]. Desbois
et al. pouzili kombinaci lysostaphinu s antimikrobidl-
nim peptidem ranalexinem k |é¢bé ran infikovanych
stafylokoky. Kombinace enzybiotika s antibakterial-
nim peptidem vykazovala synergicky antibakterialni
ucinek pfi 1é¢bé ran infikovanych MRSA v rané krali-
¢iho modelu. V této studii se viak jako obvaz na rany
pouzila klasickd gaza [74].

Lytické enzymy v nosicich, jako jsou masti, krémy
a pletové vody by také mohly vylepsit proces hojeni
ran. Spole¢nost Biosynexus Inc. se zacala zabyvat vy-
robou lysostaphinového krému, aby se snizila intra-
nazalni kolonizace S. aureus. Humanni klinické studie
prokdzaly bezpec¢nost a ucinnost této latky, ovsem
klinickému standardu mupirocinu skoncila patentova
ochrana, ¢imz se stal vyvoj lysostaphinového krému
ekonomicky nerentabilni [75]. Na zékladé téchto studii
vsak existuje vyznamny potencidl pro pouziti tohoto
enzybiotika u antibakteridlnich krytd k 1é¢bé stafyloko-
kovych infekci.
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Ortopedické implantaty

Ortopedické infekce implantatl obvykle vyzaduji
dlouhodobou antibiotickou terapii, aby nedochaze-
lo k selhdni s naslednym odstranénim implantatu. Na
bazi polyethylen glykolu (PEG) se podafilo vytvofit in-
jektovatelny hydrogel, ktery ulpiva na exponovanych
povrsich tkané a fraktur. Spolu s enzybiotikem lysosta-
phinem, pokud je aplikovan do infikovanych implan-
tovanych fixovanych mysich femoralnich zlomenin,
je velice ucinny proti S. aureus. Ukazalo se, ze pfitom-
nost lysostaphinu v hydrogelu zvysuje stabilitu enzy-
mu a poskytuje zvysenou antibiofilmovou aktivitu.
Testovani ortopedickych implantatt u preklinického
zvifeciho modelu poukdzalo na schopnost hydrogelu
s enzybiotikem lysostaphinem odstranit infekci a zaro-
ven podpofit regeneraci kosti. Dulezité je, Ze hydrogely
dodavajici enzybiotikum lysostaphin jsou Ucinné proti
bakteriim rezistentnim na antibiotika. ZpUsob aplikace
pomoci dodavani enzybiotik ve formé hydrogeld by
mohl byt vysoce ucinny pfi 1é¢bé a prevenci bakterial-
nich infekci [76].

SHRNUTI

Rust rezistence bakteridlnich patogent ke konvenc-
nim antibiotikim a nedostupnost novych antimikrob-
nich latek vedla k zdjmu o vyuziti enzybiotik k 1é¢bé
SSTIs. Vysoka antibakteridlni aktivita, nizké riziko rezis-
tence, antibiofilmova aktivita enzybiotik a jejich syner-
gie s antibiotiky z nich ¢ini slibnou alternativu pro lé¢-
bu infekci vyvolanych multirezistentnimi kmeny véetné
dominantniho patogenu S. aureus.

Enzybiotika s optimalizovanymi nebo novymi vlast-
nostmi umozni efektivnéjsi 1écebné postupy. Vétsina
enzybiotik je biochemicky a strukturalné charakteri-
zovana, coz umoznuje tvorbu jejich vylepsenych ,bio-
betters” variant, a tim i rozsifuje pole jejich plGsobeni.
Diky rekombinantnim technikdm lze zlep3ovat vlast-
nosti enzymu a umoznit jejich zavedeni do praxe. Cet-
né preklinické studie jiz prokazaly 1éCebny potencial
enzybiotik. V sou¢asné dobé probiha nékolik klinickych
studii, které priblizuji vyuziti téchto k prirodé setrnych,
lehce odbouratelnych antibakteridlnich latek v human-
né-medicinské praxi.
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