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Lysostaphin — sources and applications
Summary

Lysostaphin is a zinc metalloproteinase extracted from Staphylococcus simulans
biovar staphylolyticus that degrades the cell wall of almost all known staphylo-
coccal species. The target of the lysostaphin activity is the pentaglycine inter-
peptide bridges of the unique staphylococcal peptidoglycan, where the enzyme
cleaves the Gly-Gly bond and lyses cells in all metabolic states (growing, resting,
or heat killed). The specificity of the pentaglycine peptide is very high and other
gram—positive and gram—-negative bacteria are not susceptible to this enzyme.
The unique biological activity of lysostaphin presents numerous possibilities for
applications of this enzyme in the medical, veterinary, food industry and re-
search fields. Lysostaphin is frequently used as a staphylolytic agent for the lib-
eration of intracellular enzymes, nucleic acids, and cell membrane and surface
components. Lysostaphin was tested as a chemotherapeutic agent. Lysostaphin
application was also shown to be effective in reducing the nasal carriage of S.
aureus in humans. There are also examples for application of this enzyme in
food protection.
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1. Wstep

Lizostafyna jest zewnatrzkomorkowa glicylo-glicylowa endo-
peptydaza wytwarzang przez bakterie Staphylococcus simulans
biovar staphyloliticus. Enzym ten ma zdolnos¢ lizowania $cian ko-
morkowych praktycznie wszystkich gatunkow bakterii z rodzaju
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Staphylococcus (1,2). Ze wzgledu na aktywnos$¢ biologiczna rozwaza sie wykorzysta-
nie tego biatka jako alternatywny chemioterapeutyk przeciw infekcjom wywolywa-
nym przez gronkowce oraz do ochrony produktéow zywnosciowych przed zanie-
czyszczeniami gronkowcowymi. Czynnikiem uniemozliwiajacym wykorzystywanie
tego biatka na szerszg skale jest brak odpowiednio wydajnych zrédet i, co za tym
idzie, wysoka cena tego enzymu. Rozwigzaniem problemu moze by¢ otrzymywanie
lizostafyny jako biatka heterologicznego w systemach ekspresyjnych bakterii
Escherichia coli lub drozdzy Pichia pastoris.

2. Budowa i ogélna charakterystyka lizostafyny

Poczatkowo nazwa ,lizostafyna” odnosita sie do surowego preparatu hydrolaz
peptydoglikanu, wyizolowanych ze Staphylococcus simulans biovar staphyloliticus.
W przeprowadzonych doktadnych analizach wykazano, ze preparat ten zawierat trzy
biatka: muramidaze, glukozaminidaze oraz glicylo-glicylowa endopeptydaze (3,4). Obec-
nie nazwa lizostafyna odnosi sie tylko do lizujacej peptydoglikan gronkowcéw endo-
peptydazy glicylo-glicylowej. Lizostafyna lizuje peptydoglikan gronkowcéw poprzez
hydrolize wigzania peptydowego pomiedzy trzecig i czwartg resztg glicyny w pentagli-
cynowych mostkach miedzypeptydowych (5). Koagulazoujemne gronkowce, ktorych
mostki miedzypeptydowe zawierajg takze seryne sa mniej podatne na dzialanie lizo-
stafyny (6,7). Sktad aminokwasowy mostkéw miedzypeptydowych bakterii spoza ro-
dzaju Staphylococcus jest zupetnie odmienny, co powoduje, ze sg one niewrazliwe na
dziatanie tego enzymu. Duza specyficzno$¢ substratowa lizostafyny jest bardzo ko-
rzystna z punktu widzenia praktycznych mozliwosci zastosowania tego enzymu.

Gen kodujacy lizostafyne zlokalizowany jest w najwiekszym z pieciu plazmidow
(pACK1) wystepujgcych w komorkach S. simulans (8). Na podstawie analizy sekwengji
wykazano, ze lizostafyna jest biatkiem monomerycznym, syntetyzowanym jako pre-
probiatko (5,9,10). W jego czgsteczce mozna wyr6zni¢ trzy regiony (rys.): (1) se-
kwencje sygnatowa ,pre” — o dlugosci 36 reszt aminokwasowych; (2) sekwencje
»,pro” — o dtugosci 211 aminokwaséw, na N-koncu propeptydu znajduje sie se-
kwencja 12 reszt aminokwasowych, 195 nastepnych reszt aminokwasowych tworzy
15-trzynastoaminokwasowych moduléw o powtarzajgcej sie sekwencji, na C-koncu
znajduje sie sekwencja 4 reszt aminokwasowych; (3) biatko dojrzate — o dlugosci
246 reszt aminokwasowych, odpowiedzialne za aktywnos$¢ biologiczna, czyli zdol-
nos$¢ do rozktadu $cian komorkowych gronkowcéw (5).

Peptyd sygnatowy ,,pre” oraz N-koncowa sekwencja 12 aminokwas6w propepty-
du odpowiedzialne sg za wydzielanie enzymu poza komorke (5).

Cechg charakterystyczng lizostafyny jest obecno$¢ w propeptydzie 15-tandemo-
wo powtarzajacych sie motywow sekwencyjnych. Sktadaja sie one z 13 reszt amino-
kwasowych: Ala-Glu-Val-Glu-Thr-Ser-Lys-Ala-Pro-Val-Glu-Asn-Thr. Pietnasty modut r6z-
ni sie od pozostatych trzema aminokwasami: Ala-Glu-Val-Glu-Thr-Ser-Lys-Ala-Leu-
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Met Lys Lys Thr Lys Asn Asn Tyr Tyr Thr Arg Pro
Leu Ala Ile Gly Leu Ser Thr Phe Ala Leu Ala Ser
Ile Val Tyr Gly Gly Ile Gln Asn Glu Thr His Ala

Peptyd sygnatowy — ,,pre”

Ser Glu Lys Ser Asn Met Asp Val Ser Lys Lys Val

(1) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(2) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(3) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(4) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(5) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(6) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(7) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(8) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr Fragment ,,pro”
(9) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(10) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(11) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(12) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(13) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(14) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Pro Val Glu Asn Thr
(15) Ala Glu Val Glu Thr Ser Lys Ala Leu Val Gln Asn Arg
Thr Ala Leu Arg

Ala Ala Thr His Glu His Ser Ala GIn Trp Leu Asn Asn Tyr
Lys Lys Gly Tyr GlyTyr Gly Pro Tyr Pro Leu Gly Ile Asn
Gly Gly Meml'yr Gly VaPhe Phe Met Asn Ile Gly
Thr Pro Val Lys Ala Ile Ser Ser Gly Lys Ile Val Glu Ala
Gly Trp Ser Asn Tyr Gly Gly Gly Asn Gln Ile Gly Leu Ile
Glu Asn Asp Gly Val His Arg Gln Trp Tyr Met His Leu Ser
Lys Tyr Asn Val Lys Val Gly Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gln
Ile Ile Gly Trp Ser Gly Ser Thr Gly Tyr Ser Thr Ala Pro
His Leu Phe GIn Arg Met Val Asn Ser Phe Ser Asn Ser
Thr Ala Gln Asp Pro Met Pro Phe Leu Lys Ser Ala Gly Tyr
Gly Lys Ala Gly Gly Thr Val Thr Pro Thr Pro Asn Thr Gly
Trp Lys Thr Asn Lys Tyr Gly Thr Leu Tyr Lys Ser Glu Ser
Ala Ser Phe Thr Pro Asn Thr Asp Ile Ile Thr Arg Thr Thr

Biatko dojrzate

Gly Pro Phe Arg Ser Met Pro Gln Ser Gly Val Leu Lys Ala
Gly Gln Thr Ile His Tyr Asp Glu Val Met Lys Gln Asp Gly
His Val Trp Val Gly Tyr Thr Gly Asn Ser Gly Gln Arg Ile
Tyr Leu Pro Val Arg Thr Trp Asn Lys Ser Thr Asn Thr Leu
Gly Val Leu Trp Gly Thr Ile Lys

Rys. Sekwencja aminokwasowa lizostafyny. Kursywa oznaczono powtarzajace sie w propeptydzie
13-aminokwasowe motywy sekwencyjne. Aminokwasy, ktore ulegly zmianie w ostatnim powtorzeniu
podkreslono. Reszty aminokwasowe, ktore wchodza w skiad sekwencji aminokwasowej charaktery-
stycznej dla grupy proteaz typu lizostafyny (Tyr — X — His — X;; — Val — X300 — Gly — Xs5¢ — His
— X — His) (X — oznacza dowolny aminokwas) oznaczono podkre$long kursywa. Na przyciemnionym
tle przedstawiono reszty aminokwasowe, ktore prawdopodobnie sg ligandami jonéw cynku.
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-Val-GIn-Asn-Arg (podkreslono réznice; rys.). Ta cze$¢ propeptydu nie jest istotna
dla aktywnosci, sekrecji enzymu oraz prawidtowego sktadania biatka i, co ciekawe,
powoduje nawet obnizenie aktywnosci biologicznej lizostafyny (5).

Lizostafyna syntetyzowana jest jako preprobiatko. W trakcie transportu poza ko-
moérke nastepuje degradacja propeptydu, co powoduje aktywacje enzymu. Dojrzata
forma lizostafyny ma aktywnos¢ ponad 4-krotnie wyzsza w poréwnaniu z proenzy-
mem (5). Degradacja fragmentu ,,pro” przeprowadzana jest przez kodowang w ge-
nomie jagdrowym proteaze sulfhydrylowg o masie czgsteczkowej okoto 18 kDa
(11,12). Propeptyd jest degradowany na male fragmenty, a ciecie nastepuje najpraw-
dopodobniej po kazdym 13-aminokwasowym powtérzeniu. Swiadczy o tym powsta-
wanie duzej liczby produktéw posrednich o masie czasteczkowej pomiedzy masg
proenzymu a produktem koncowym, dojrzata forma lizostafyny (5). Trawienie pro-
peptydu rozpoczyna sie juz w trakcie przechodzenia biatka przez $ciane komoér-
kowa i jest konczone na zewngtrz komorki, w srodowisku wzrostu bakterii.

Bakterie Staphylococcus simulans biovar staphylolitycus sa niewrazliwe na wytwa-
rzana przez nie lizostafyne, pomimo obecnos$ci w ich peptydoglikanie pentaglicyno-
wych mostkéw miedzypeptydowych. Jest to spowodowane wytwarzaniem biatka
opornosci na lizostafyne (lysostaphin immunity factor) (13,14). Biatko to wymienia trze-
cig i piagtg reszte glicyny mostka miedzypeptydowego na reszty seryny (15). Lizosta-
fyna nie wykazuje zdolnosci hydrolizowania potaczen Ser — Gly ani Gly — Ser, co
uniemozliwia lize zmodyfikowanego peptydoglikanu bakterii S. simulans (7). Synteza
lizostafyny w formie propeptydu, o obnizonej aktywnosci jest dodatkowa formg
ochrony komérek, zanim nastgpi wymiana aminokwaséw w mostkach miedzypepty-
dowych. Biatko opornosci na lizostafyne zbudowane jest z 413 reszt aminokwaso-
wych i ma mase czgsteczkowa 49 kDa. Gen kodujacy to biatko (/if), podobnie jak gen
lizostafyny, znajduje sie w plazmidzie pACK1 (5,14). Jest on odwrotnie zorientowa-
ny w stosunku do genu kodujgcego lizostafyne, a pomiedzy genami znajduje sie od-
cinek niekodujacy o dtugosci 208 pz (5).

»Dojrzata” lizostafyna jest biatkiem monomerycznym o masie czasteczkowej
26,9 kDa. Jest to metaloproteaza, ktora w centrum aktywnym zawiera jon cynku
(16). Optymalna temperatura dzialania enzymu wynosi okoto 40°C natomiast
pH 7,5. Punkt izoelektryczny pl wynosi 9,5 (3,4).

Oprocz aktywnosci stafylolitycznej lizostafyna wykazuje takze zdolnos¢ hydroli-
zowania biatek bogatych w glicyne, na przyktad elastyny, ktora jest jednym ze sktad-
nikow tkanki tacznej zwierzat i cztowieka (17). Optymalne warunki dziafania lizosta-
fyny na elastyne sg identyczne jak w przypadku aktywno$ci stafylolitycznej. Obie ak-
tywnosci enzymu sg hamowane w obecnosci chelatoréw jonéw dwuwartosciowych,
takich jak: EDTA i o-fenantrolina oraz jonéw metali ciezkich: Cu?2*, Pb2+. Co cieka-
we, silnym inhibitorem obydwu aktywnosci sg takze jony cynku (16), ktory jest sktad-
nikiem centrum aktywnego tego enzymu. Inkubacja z trypsyng powoduje catkowita
utrate aktywnosci lizostafyny do lizowania $cian komérkowych bakterii z rodzaju
Staphylococcus, natomiast zdolno$¢ do hydrolizy elastyny zmniejsza sie tylko o 18%
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(17). Centrum aktywne lizostafyny najprawdopodobniej znajduje sie w N-koncowej
czesci dojrzatego biatka, natomiast za wigzanie substratu, scian komoérkowych gron-
kowcow, odpowiedzialne sg 92 reszty C-koncowego regionu enzymu (18). Proteoli-
tyczne ciecie enzymu trypsyna powoduje rozdzielenie centrum aktywnego lizostafy-
ny od czes$ci biatka odpowiedzialnej za wigzanie do substratu, co powoduje utrate
aktywnosci stafylolitycznej. W przypadku aktywnoSci elastolitycznej centrum aktyw-
ne i centrum wigzania substratu prawdopodobnie nie ulegajg rozdzieleniu w wyniku
trawienia trypsyna i dlatego spadek aktywnoS$ci jest niewielki (17).

Pomimo intensywnych badan, jak dotad, nie udato sie ustali¢ struktury przestrzen-
nej lizostafyny. Nieznany jest tez mechanizm dzialania tego enzymu. Lizostafyna zali-
czana jest do nowej rodziny biatek, tj. proteinaz cynkowych (w literaturze spotyka sie
tez okreslenie z j. ang. lysostaphin — type peptidases). Cechg wspdlng tej grupy biatek
jest wystepowanie w czgsteczce silnie zakonserwowanej sekwencji aminokwasowej:
Tyr — X — His — X4 — Val — Xq3p9 — Gly — X564 — His (X — dowolny aminokwas)
(19,20). W przypadku dojrzalej formy lizostafyny sg to aminokwasy zajmujace pozycje:
Tyr80, His82, val®4, Gly'97 i His!13 (rys.). Bochtler i wsp. (21) proponujg rozszerzenie
przedstawionej sekwencji o kolejna reszte His, w przypadku lizostafyny His!1>, ktorej
obecnosc jest takze silnie zakonserwowana w tej grupie peptydaz. Jedynym enzymem
tej grupy proteaz, dla ktérego poznano strukture krystaliczng, jest biatko LytM (22).
Szczegolnie istotne w tym przypadku bylo poznanie struktury miejsca wigzania jonéw
Zn2*, ktora jest najprawdopodobniej taka sama takze dla pozostalych czionkow tej
grupy biatek. Biatko LytM jest takze wytwarzane jako preprobiatko. Ligandami jonu
cynku w preproenzymie sg: Asn!!7 (atom O grupy karbonylowej), His219 (atom N piers-
cienia imidazolowego), Asp2!4 (atom O grupy karboksylowej), His293 (atom N pierscie-
nia imidazolowego). Po odcieciu fragmentu ,,pro”, 185 N-terminalnych reszt amino-
kwasowych, nastapit zdecydowany wzrost aktywnosci biatka, natomiast miejsce reszty
Asn'17 najprawdopodobniej zajmuje czasteczka wody. Wbrew temu co sugerowali Li
i wsp. (23), ligandem jonéw cynku nie jest reszta His21, jest ona jednak bardzo istotna
dla stafylolitycznej aktywnos$ci enzymu. Wymiana reszty tego aminokwasu na reszte
alaniny powodowata utrate aktywnosci (22).

Sekwencja aminokwasowa lizostafyny jest w 83% homologiczna z sekwencja
aminokwasowg biatka LytM. Analizujac sekwencje aminokwasowe tych biatek moz-
na wyciagna¢ wniosek, ze w przypadku lizostafyny ligandami jonow cynku sa: His32,
Asp36 i His!1> (rys.). Obnizona aktywnos¢ prolizostafyny najprawdopodobniej wyni-
ka z chelatowania jonéw cynku przez jeden z aminokwaséw fragmentu ,,pro”, ktory
po aktywagji bialka zastepowany jest przez czasteczke wody.

3. Zrédta lizostafyny

W przyrodzie lizostafyna wytwarzana jest przez jeden szczep bakterii Staphylococcus
simulans biovar staphyloliticus ATCC1362 (1,2). Bakterie te wciaz sg jednym z podsta-
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wowych zZrédet tego bialka. Wydajno$¢ otrzymywania enzymu ze zrodta naturalne-
go jest jednak niewielka, a opisane metody oczyszczania skomplikowane. Metoda
opracowana w 1965 r. przez Schindlera i Schuhardta (2) polega na wstepnym frak-
cjonowaniu biatek siarczanem amonu, chromatografii jonowymiennej na ztozu
DEAE — celuloza oraz dodatkowym frakcjonowaniu siarczanem amonu. Marova
i Dadak (24) opracowali metode oczyszczania lizostafyny, sktadajgcg sie z ultrafiltra-
¢ji, chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE — celuloza oraz filtracji zelowej
na ztozu Sephadex G-50. Metoda ta, umozliwia co prawda otrzymywanie dobrze
oczyszczonego preparatu enzymu, ale z wydajnoscia na niskim poziomie, albowiem
w trakcie catego procesu oczyszczania traci sie ponad 90% lizostafyny. Najlepsza,
jak dotad, procedura oczyszczania lizostafyny z pozywki, w ktérej hodowano
S. simulans, zostala opracowana przez Fedorova i wsp. (25). W metodzie tej wyko-
rzystano nastepujace po sobie etapy: ultrafiltracje, chromatografie jonowymienng
i hydrofobowa. Catkowita wydajnos¢ tej metody wynosi okoto 50%, a otrzymywany
preparat jest dobrze oczyszczony.

Opisano takze kilka uktadéw ekspresyjnych umozliwiajacych otrzymywanie lizo-
stafyny w komérkach bakterii E. coli. Pierwszy z ukltadéw zostal skonstruowany
przez Chan’a (26), w ktérym gen kodujacy lizostafyne wklonowano do wektora eks-
presyjnego pET29b(+). Umozliwito to otrzymanie okoto 11 000 jednostek enzymu
z jednego litra hodowli bakterii, gdzie jako jednostke aktywnosci przyjeto ilos¢ en-
zymu, ktéra powoduje spadek absorbancji w 1 ml zawiesiny komorek S. aureus z 1,0
do 0,5 w ciggu 10 minut, w 37°C. Zastosowano jednak bardzo drogi, nie nadajgcy
sie do otrzymywania enzymu na wieksza skale, sposéb oczyszczania tego biatka za
pomocg chromatografii powinowactwa, stosujac jako zfoze $ciany komoérkowe gron-
kowcéw opornych na lizostafyne (26). Trzy kolejne ukfady ekspresyjne skonstru-
owano w Politechnice Gdanskiej, gdzie gen kodujacy dojrzatg forme lizostafyny
wklonowano do plazmidéw pTYB12 (27), pBAD/Thio — TOPO i pET23b(+) (28) i otrzy-
mano odpowiednio: 3000, 3000 i 13 000 jednostek enzymu z jednego litra hodowli.
Jednostke aktywnosci definiowano w tych przypadkach jako ilo$¢ biatka, ktéra po-
wodowata spadek absorbancji w 6 ml zawiesiny bakterii z rodzaju Staphylococcus
aureus z 0,25 do 0,125 w ciggu 10 minut (jednostka miedzynarodowa) i stad trudno
poréwnywac te wyniki z uzyskanymi przez Chan’a (26). We wszystkich przypadkach
lizostafyne potaczono z domenami fuzyjnymi utatwiajacymi oczyszczanie biatka re-
kombinowanego. Do regionu N-koncowego enzymu otrzymywanego w ukladzie
pTYB12 wprowadzono domene wiazaca chityne (CBD) umozliwiajgcg oczyszczanie
biatka na ztozu chitynowym oraz biatko inteiny, ktore umozliwito odciecie domen
fuzyjnych i otrzymanie lizostafyny identycznej z izolowang ze zZrodla naturalnego.
Do aminoterminalnego odcinka enzymu otrzymywanego w uktadzie pBAD wprowa-
dzono zmodyfikowang tioredoksyne oraz domene oligohistydynowa Hisg. Do kar-
boksyterminalnego regionu lizostafyny otrzymywanej w ukfadzie pET takze wpro-
wadzono domene oligohistydynowa Hisg. Dzieki tym domenom biatka z ukiadéw
pBAD i pET oczyszczano za pomoca chromatografii metalopowinowactwa. Ukfad
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pET jest najbardziej wydajnym zZrodtem lizostafyny jaki opisano dotychczas w litera-
turze (28).

Wydajne zrodla rekombinowanej lizostafyny opracowano prawdopodobnie
w brytyjskiej firmie Avecia. Firma ta jest dostawca lizostafyny dla amerykanskiego
koncernu Biosynexus (Gaithersburg, Meryland). W jednostce tej prowadzone sg in-
tensywne badania, dotyczace mozliwosci wykorzystania lizostafyny jako leku w me-
dycynie i weterynarii. Z nieoficjalnych informacji, jakie uzyskano od John Kokai Kun
(Director of Microbiology Biosynexus Incorporated) wynika, ze badany w firmie en-
zym otrzymywany jest w komorkach bakterii E. coli. Wydajny uklad ekspresyjny,
umozliwiajacy otrzymywanie enzymu w komorkach Bacillus sphaericus opracowano
w firmie Sigma. Niestety, podobnie jak w przypadku firmy Biosynexus, niedostepne
sg jakiekolwiek informacje dotyczace wykorzystywanych uktadéw ekspresyjnych
oraz sposobu oczyszczania bialka.

Ekspresje lizostafyny uzyskano takze w komoérkach bakterii Bacillus subtilis (29),
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus (30), Staphylococcus carnosus (5), E. coli (uktady
nieekspresyjne) (9), plesni Penicillium nalgoviense (31), a takze w komérkach ssaczych
(32). Wydajnos¢ syntezy enzymu we wszystkich przypadkach byfa na bardzo niskim
poziomie.

4. MoiliwoSci zastosowania lizostafyny

4.1. Badania laboratoryjne

Lizostafyna ma zdolnos¢ specyficznego lizowania $cian komérkowych bakterii
z rodzaju Staphylococcus. Te aktywnos$¢ wykorzystuje sie do efektywnej izolacji DNA
z gronkowcow w celach diagnostycznych do identyfikacji i réznicowania bakterii
tego rodzaju (33-35). Wrazliwo$¢ na lizostafyne jest przede wszystkim kryterium
umozliwiajgcym szybkie i tatwe odréznianie gronkowcow od bakterii z rodzaju
Micrococcus. Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo tych bakterii, nalezacych do ro-
dziny Micrococcaceae, identyfikacja za pomoca klasycznych testéw biochemicznych
czesto stwarza duzo probleméw. W przeciwienstwie do gronkowcéw, bakterie z ro-
dzaju Micrococcus sa catkowicie niewrazliwe na dziatanie lizostafyny (6,36-39).

Bakterie z rodzaju Staphylococcus sa stosunkowo odporne na dzialanie tradycyj-
nie stosowanych czynnikoéw lizujacych sciane komorkowa, takich jak: detergenty, li-
zozym, szok osmotyczny czy ucieranie z wodorotlenkiem glinu (alumina). Podczas
izolacji materiafu genetycznego, biatek, enzymow, struktur komoérkowych oraz otrzy-
mywania protoplastow bakterii tego rodzaju, liza peptydoglikanu najczesciej pro-
wadzona jest za pomoca lizostafyny. Enzym ten jest podstawowym elementem wiek-
szo$ci komercyjnie dostepnych zestawow do izolacji DNA z gronkowcéw. Zastoso-
wanie lizostafyny umozliwia otrzymywanie nienaruszonego DNA chromosomalne-
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go, ktore moze by¢ wykorzystywane do reakcji PCR fingerprinting, a nawet do réz-
nicowania szczepoéw za pomocg elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE)
(40). Z kolei izolacja nienaruszonego plazmidowego DNA umozliwia prawidlowe
wykonanie profili plazmidowych analizowanych szczepow (41-43). Za pomocg ba-
dan z uzyciem mikroskopu elektronowego wykazano, ze 20-minutowa inkubacja
komorek bakterii S. aureus z lizostafyng (1 u/ml) w 24% roztworze NaCl umozliwia
otrzymanie protoplastéw tych bakterii (44). Inkubacja z lizostafyng jest tez naj-
prostsza metoda izolacji biatek z komoérek gronkowcow. Metoda ta jest czesto wy-
korzystywana w trakcie przygotowywania probek do elektroforezy w zelu poliakry-
lamidowym z SDS — SDS PAGE (45,46), a nawet do wykrywania bakterii z rodzaju
Staphylococcus za pomocg metod immunochemicznych — testu ELISA (47).

4.2. Przemyst spozywczy i weterynaria

Ze wzgledu na zdolno$¢ do niszczenia gronkowcéw lizostafyna moglaby znalez¢
zastosowanie do ochrony produktow zywnos$ciowych. Innymi enzymami stosowany-
mi do poprawy mikrobiologicznej jako$ci zywnosci sa na przykiad lizozym czy ni-
zyna.

Bakterie S. aureus sa bardzo czestg przyczyna zatru¢ pokarmowych. Wedtug da-
nych PZH w 2003 r. bakterie te wywotaty 2% wszystkich odnotowanych w Polsce
przypadkéw zatru¢ pokarmowych, co stawia je na drugim miejscu po bakteriach
z rodzaju Salmonella (81,5%). Gronkowce wytwarzajg peptydowe termostabilne ente-
rotoksyny, ktére wywoluja intoksykacje. Najczestszym zrodiem zatru¢ bakteriami
tego rodzaju sa: ciasta, kremy i lody wyprodukowane z udzialem jaj lub bitej $mieta-
ny, gotowane mieso, dréb, ryby oraz produkty mleczarskie.

Ze wzgledu na wielkotonazowy charakter produkcji wykorzystanie lizostafyny
w przemysle zywnoSciowym wymagatoby opracowania bardzo wydajnych Zrédet
tego biatka oraz szybkich i niedrogich metod oczyszczania enzymu. W przypadku
produktéw fermentowanych mozna by takze wykorzystac lizostafyne produkowana
jako biatko heterologiczne w komorkach bakterii kultur starterowych. Préby takie,
z powodzeniem, podjeli Cavadini i wsp. (30). Gen kodujacy lizostafyne z odcinkami
»pre” i ,pro” wklonowano do komoérek bakterii z rodzaju Lactobacillus. Otrzymano
rekombinowane szczepy bakterii Lactobacillus curvatus LTH 1432 oraz Lactobacillus
sake LTH 673, ktore wykorzystywane sa do otrzymywania miesnych produktow fer-
mentowanych. W komoérkach obydwu gatunkéw bakterii uzyskano ekspresje biolo-
gicznie aktywnej lizostafyny, ktéra byta wydzielana do $rodowiska wzrostu. Wy-
dzielanie enzymu do podioza jest w tym przypadku szczegélnie korzystne ze wzgle-
du na mozliwos¢ niszczenia gronkowcéw obecnych w produkcie. Nie zauwazono
tez zadnego niekorzystnego wplywu wytwarzania lizostafyny na wzrost komérek
L. curvatus oraz L. sake (30). Bakterie L. curvatus zdolne do wytwarzania lizostafyny
(Lys+) wykorzystano nastepnie do ochrony przed gronkowcami miesnych produk-
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tow fermentowanych. Ze wzgledu na bezpieczehstwo eksperymentatoréw w po-
czatkowych uktadach modelowych w miejsce S. aureus uzyto bakterie S. carnosus.
Z powodu niskiego pH w trakcie dojrzewania produktéow enzym tracit ponad 90%
swojej aktywnosci, wystarczalo to jednak do zniszczenia w ciggu dwoch, trzech dni
sztucznie wprowadzanych do produktu bakterii S. carnosus w ilo$ci poczatkowej
10> CFU/g. Dla poréwnania, w produktach zawierajgcych bakterie L. curvatus nie
majacych zdolnosci do wytwarzania lizostafyny liczba gronkowcoéw wzrastata w tym
czasie do 10® CFU/g w czeSci zewnetrznej i nie ulegala zmianie w cze$ci centralnej
produktu (48). Otrzymany szczep L. curvatus (Lys+) bardzo skutecznie niszczy!t tez
bakterie S. carnosus w satatkach miesno-majonezowych. Liczba gronkowcow w sa-
tatce inkubowanej w 25°C w ciggu 24 godzin spadata od 10* CFU/g do poziomu po-
nizej granicy wykrywalnosci (102 CFU/g). W salatce kontrolnej, do ktdérej wprowa-
dzono szczep L. curvatus nie majgcego zdolnosci do wytwarzania lizostafyny, liczba
gronkowcow wzrastala w tym czasie do 107 CFU/g. W prébach przeprowadzonych
juz z S. aureus takze zaobserwowano bardzo szybki spadek liczby drobnoustrojow.
W kietbasach, do ktérych wprowadzono 10° komoérek S. aureus na gram produktu,
w ciaggu 2-3 dni liczba bakterii spadata praktycznie do zera, natomiast w probach
kontrolnych pozostawata na stalym poziomie.

Ekspresje lizostafyny uzyskano réwniez w komérkach plesni Penicillium nalgoviense,
ktore wykorzystywane sg do otrzymywania miesnych produktéw fermentowanych.
Zastosowanie plesni pozwolifo na skuteczne niszczenie gronkowcoéw tylko w po-
wierzchniowej czesci kietbasy, wewngtrz produktu enzym byt nieskuteczny (31).

Wspomniano juz, ze zatrucie enterotoksynami gronkowcowymi czesto jest efek-
tem spozycia mleka i jego przetworéw zanieczyszczonych tego rodzaju bakteriami.
Przyczyna obecnosci gronkowcéw w mleku sa: niezachowanie podstawowych zasad
higieny w trakcie pozyskiwania mleka, jego transportu i przetwarzania, a przede
wszystkim przewlekie zapalenia wymion krow, tak zwane mastitis. Bakterie S. aureus
sg jednym z gtownych patogenéw wywotujacych mastitis, powoduja one od 15 do
30% tych schorzen. Szacuje sie, ze w Stanach Zjednoczonych roczne straty w prze-
mysle mleczarskim wynikajgce z zachorowan kréw na mastitis wynoszg 1,7 miliarda
dolaréw. Obecnie leczenie mastitis wymaga stosowania antybiotykéw, co uniemoz-
liwia dalsze wykorzystanie mleka, az do momentu zakonczenia antybiotykoterapii.
Ponadto czesto jest ona malo skuteczna, diugotrwala i, co za tym idzie, bardzo
kosztowna; obserwowane sg takze nawroty choroby. Prowadzone sg intensywne ba-
dania, ktérych celem jest sprawdzenie mozliwosci wykorzystania lizostafyny do le-
czenia mastitis. Otrzymano genetycznie zmodyfikowane myszy zdolne do wytwa-
rzania lizostafyny w komérkach gruczotu mlekowego. W sekwencji aminokwasowej
lizostafyny znajduja sie dwie tréjpeptydowe sekwencje, ktére w trakcie modyfikacji
potranslacyjnej w komoérkach organizmoéw eukariotycznych ulegajg glikozylacji:
Asn!2> Ser126 Thr127 graz AsnZ32 Ser233 Thr234 (w obydwu przypadkach reszta cukro-
wa dotaczana jest do reszty Asn). Proby otrzymywania biologicznie aktywnej lizosta-
fyny w komorkach gruczotu mlekowego myszy konczyly sie niepowodzeniem, do-
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poki obydwie reszty Asn nie zostaly zastapione resztami Gln. Wyniki wstepnych
eksperymentow byty bardzo obiecujace. Ekspresja lizostafyny skutecznie hamowata
rozwoj bakterii w gruczole, czes¢ enzymu przechodzita do mleka, co zabezpieczato
go przed rozwojem bakterii z rodzaju Staphylococcus, nie zaobserwowano przy tym
jakichkolwiek negatywnych skutkéw obecnosci w mleku nowego biatka (49). Naj-
nowsze doniesienia sg juz jednak mniej optymistyczne. Okazuje sie, ze noworodki
myszy karmione mlekiem matek, u ktorych zachodzi ekspresja lizostafyny rosng
w pierwszym tygodniu zycia wolniej w poréwnaniu z osobnikami karmionymi mle-
kiem matek, ktére nie wytwarzajg enzymu (50). Ekspresja lizostafyny w komérkach
gruczolu mlekowego kéz wywotuje silng odpowiedZ immunologiczng. Powstajace
przeciwciata zwrdcone sa przeciwko samej lizostafynie, jak i adenowirusowi, ktory
zostal uzyty do wprowadzenia genu kodujacego biatko do komérki zwierzecej.
W ciggu 2-3 tygodni od momentu wprowadzenia genu nastepuje zahamowanie wy-
twarzania aktywnego biologicznie enzymu (51). Zjawisko to w zasadzie catkowicie
dyskwalifikuje ten sposéb zwalczania mastitis. Z powodzeniem natomiast stosowa-
no preparaty lizostafyny wprowadzane do gruczolu przez kanaly strzykowe. Bram-
ley i Foster (52) stwierdzili, ze podanie 10 pg lizostafyny do gruczotu mlekowego
myszy, do ktorego wprowadzono 108 CFU gronkowcéw, powoduje stukrotny spa-
dek liczby bakterii w ciggu zaledwie 30 minut. Oldham i Daley (53) przeprowadzili
badania na grupie 30 kréow rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Do gruczotéw mlekowych
krow wprowadzano bakterie S. aureus ATCC 29740, po czym po trzech kolejnych
udojach wieczornych wprowadzono do gruczotu roztwor lizostafyny (lacznie
100 mg enzymu). Krowe uwazano za wyleczonag, jesli w 28 kolejnych udojach nie
stwierdzono obecno$ci gronkowcéw. W wyniku terapii 20% strzykéw zainfekowa-
nych kréw zostato oczyszczonych z bakterii z rodzaju Staphylococcus. Dla poréwna-
nia terapia cefarynianem sodu pozwolita na oczyszczenie 29% strzykéw, natomiast
za pomoca komercyjnie dostepnej mieszaniny antybiotykéw stosowanej standardo-
wo do leczenia mastitis bakterie usunieto z 57% strzykéw. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze lizostafyna moze by¢ wykorzystywana do leczenia
zapalenia gruczotu mlekowego. Zwiekszenie dawki enzymu lub czestotliwosci jego
podawania prawdopodobnie pozwoli poprawi¢ skutecznosc¢ terapii. Ci sami autorzy
stwierdzili, ze podawanie lizostafyny do gruczotu mlekowego krow przez dtuzszy
czas u wiekszosci zwierzat nie wywoluje wyraznej odpowiedzi immunologicznej na-
wet po podaniu 18-21 dawek enzymu (2-3 g biatka). Nawet u nielicznych osobnikow,
u ktérych wystgpita wyrazna reakcja immunologiczna nie zaobserwowano zadnych
niekorzystnych symptoméw. W warunkach in vitro powstajace przeciwciata w bar-
dzo niewielkim stopniu hamowaty aktywnos$¢ enzymu (54). Wprowadzanie lizostafy-
ny do strzykow jest zatem zdecydowanie lepszym sposobem leczenia mastitis,
anizeli ekspresja tego biatka w komoérkach gruczotu mlekowego. Nalezy zauwazy¢,
ze metoda ta zostata opisana ponad 10 lat temu i, jak dotychczas, nie zostata wpro-
wadzona do praktyki weterynaryjnej, co wynika przede wszystkim z braku odpo-
wiednio wydajnych Zrodet enzymu i w efekcie wysokich kosztéw potencjalnej tera-
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pii. Na metody leczenia mastitis lizostafyng sg 2 patenty (US Patent 5760026 Met-
hod for treating mastitis and other staphylococcal infections; US Patent 5858962
Composition for treating mastitis and other staphylococcal infections).

4.3. Potencjalny czynnik terapeutyczny

0d momentu wykrycia lizostafyny prowadzono intensywne badania, ktérych ce-
lem byto sprawdzenie mozliwosci wykorzystania tego enzymu w chemioterapii in-
fekcji wywotanych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus. W latach sze$édziesia-
tych i siedemdziesigtych ubiegtego wieku przeprowadzono liczne proby stosowania
tego biatka do leczenia eksperymentalnych zakazen w zwierzecych uktadach mode-
lowych (55,56). W trakcie tych badan stwierdzono, ze lizostafyna mogtaby by¢ bar-
dzo skutecznym lekiem przeciwgronkowcowym. Wykazano takze skutecznos¢ en-
zymu w usuwaniu gronkowcéw z jamy nosowo-gardlowej ludzi (57-59). Opisano
przypadek zastosowania lizostafyny do leczenia ropienia, wywotanego przez bakte-
rie z rodzaju Staphylococcus w gardle cztowieka. W wielu pracach wykazano takze
zdolno$¢ lizostafyny do lizowania klinicznych izolatow bakterii S. aureus w warun-
kach in vitro. Metoda zastosowania lizostafyny do leczenia infekcji gronkowcowych
zostala opatentowana (US Patent 6028051 Method for the treatment of staphylo-
coccal disease). Pomimo uzyskiwania bardzo obiecujacych rezultatéw, brak dostepu
do odpowiednio wydajnych Zrédet enzymu, problemy z jego oczyszczaniem oraz
dostep do szerszej gamy coraz doskonalszych antybiotykéw zahamowat badania
dotyczace mozliwosci wykorzystania lizostafyny w medycynie na wiele lat. W ostat-
nim czasie ponownie obserwuje sie bardzo duze zainteresowanie lizostafyng jako
potencjalnym czynnikiem terapeutycznym. Jest to przede wszystkim spowodowane
wzrostem opornosci gronkowcéw na antybiotyki. W wielu osrodkach prowadzone
sg intensywne badania dotyczace mozliwosci wykorzystywania lizostafyny do walki
z gronkowcami wielolekoopornymi.

Climo i wsp. (60) wykazali, ze lizostafyna jest bardzo skuteczna w leczeniu zapa-
lenia wsierdzia wywolanego przez gronkowce oporne na metycyline (S. aureus
MRSA), a nawet szczepy o obnizonej wrazliwos$ci na wankomycyne (S. aureus VISA).
Kroliki nowozelandzkie szczepiono 1 ml zawiesiny zawierajacej 107 CFU szczepu
S. aureus 27619 (metycylino-oporny) lub odpowiednio S. aureus HIP5827 (majacy ob-
nizong wrazliwo$¢ na wankomycyne). Liczbe gronkowcow w zastawkach zwierzat
badano po czterech dniach od zaszczepienia. W grupie kontrolnej krélikéw, ktéra
w ogole nie byta leczona, liczba bakterii S. aureus 27619 w zastawce wynosila
10,79 logqo CFU/g tkanki. W grupie osobnikéw, ktorej podawano lizostafyne 3 razy
dziennie przez trzy dni w ilosci 5 mg/kg masy ciala, liczba gronkowcow spadata
$rednio do poziomu 2,26 log;y CFU/g tkanki, przy czym 10 sposrod 11 badanych
osobnikéw miato zupetnie sterylne zastawki. Do$¢ skuteczna byla tez terapia,
w ktorej krélikom przez trzy dni podawano raz dziennie lizostafyne w ilo$ci 5 mg/kg
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masy ciala i dwukrotnie wankomycyne w ilo$ci 30 mg/kg masy ciata. W tym przypad-
ku liczba bakterii w zastawce wynosita srednio 3,23 log;o CFU/g tkanki, przy czym
7 z 10 badanych osobnikéw miato sterylng zastawke. Trzydniowa terapia za pomoca
samej lizostafyny podawanej raz dziennie w ilo$ci 5 mg/kg masy ciata, jak i samej
wankomycyny podawanej dwa razy dziennie w dawce 30 mg/kg masy ciata data zde-
cydowanie gorsze rezultaty. Liczba bakterii w zastawce wynosita odpowiednio
7,08 logg CFU/g tkanki, przy czym tylko 3 z 10 badanych osobnikéw mialy sterylng
zastawke (terapia lizostafyna) i 5,89 log;y CFU/g tkanki, sterylng zastawke stwier-
dzono u 10 z 15 badanych osobnikéw (terapia wankomycyng).

Bardzo podobne wyniki uzyskano po zaszczepieniu krolikow szczepem o obni-
zonej wrazliwosci na wankomycyne. W zalezno$ci od rodzaju prowadzonej terapii
zwierzeta podzielono na cztery grupy. Liczbe bakterii w zastawce takze okreslano
cztery dni po zaszczepieniu krolikow. W grupie kontrolnej liczba bakterii wzrosta
do 10,3 log;o CFU/g tkanki. Zgodnie z przewidywaniami zupelnie nieskuteczna oka-
zala sie terapia wankomycyna. Osobniki, ktéorym podawano ten antybiotyk przez
trzy dni w ilo$ci 30 mg/kg masy ciala zawieraty Srednio 9,66 log;o CFU/g tkanki, za-
den z 9 badanych osobnikéw nie miatl jatowej zastawki. Jednokrotne podanie lizo-
stafyny w ilosci 100 mg/kg masy ciata spowodowata spadek ilo$ci bakterii do pozio-
mu 3,03 logqo CFU/g tkanki, zastawki trzech sposrod siedmiu badanych osobnikow
byly sterylne. Najbardziej skuteczna okazatla sie terapia, w trakcie ktérej krolikom
przez trzy dni podawano lizostafyne w dwoch dawkach po 30 mg/kg masy ciala.
W tym przypadku $rednia liczba bakterii w tkance spadta do poziomu 2,03 log;g
CFU/g, a zastawki pieciu sposrod szesciu badanych osobnikéw byly sterylne (61).

Badano tez wptyw dlugotrwatego podawania lizostafyny na organizm krélikow
nowozelandzkich. Codziennie przez 9 tygodni dwom samicom podawano enzym
w ilo$ci 15 mg/kg masy ciala. W surowicy krwi stwierdzono obecnos$¢ przeciwcial
w niewielkim stopniu neutralizujgcych aktywnos$¢ lizostafyny, nie zaobserwowano
zadnych symptoméw niebezpiecznych dla organizméw badanych osobnikéw (60).

W wyniku traktowania oksycylino-opornych szczepéw S. aureus niewielkimi daw-
kami lizostafyny (1/2-1/4 wartosci MIC), zaréwno w warunkach in vitro, jak i w kréli-
czym uktadzie modelowym zapalenia wsierdzia, izolowano mutanty oporne na dzia-
lanie tego biatka. MIC lizostafyny dla uzyskanych mutantéw wynosit od 2 do
512 pg/ml, podczas gdy wzrost szczepow wyjsciowych byt hamowany juz przy ste-
zeniu 0,015-0,06 pg/ml. W przeprowadzonej analizie sktadu chemicznego peptydo-
glikanu wykazano, ze mostki miedzypeptydowe wyizolowanych mutantéw sktadaty
sie tylko z jednej reszty glicyny, co byto efektem mutacji w obrebie genu femA.
Obecno$¢ mutacji w tym genie potwierdzono za pomocg techniki PCR. W wyniku
dziatania niskich dawek lizostafyny doszto do wyselekcjonowania mutantéow femA,
opornych na dziatanie tego biatka. Zmiana w budowie mostka miedzypeptydowego
powoduje wzrost opornos$ci na dziatanie lizostafyny, a jednocze$nie zdecydowanie
spada oporno$¢ na oksycyline. Warto§¢ MIC tego antybiotyku dla mutantow ma-
jacych jedng reszte glicyny w mostku miedzypeptydowym wynosi od 0,25 do
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1,0 pug/ml, podczas gdy warto$¢ MIC dla szczepoéw wyjsciowych miescita sie w zakre-
sie 16-1024 pg/ml. Wprowadzenie do komérek wyselekcjonowanych mutantéw pla-
zmidu pBBB31, zawierajacego gen femA, spowodowato przywrécenie wrazliwosci na
lizostafyne i opornosci na oksycyline. Traktowanie bakterii mieszaning tych dwdéch
substangji (lizostafyny i antybiotyku) skutecznie zapobiegalo rozwojowi mutantow
i byto bardzo skuteczne w terapii. W ukladzie modelowym zapalenia wsierdzia
u osobnikéw, ktorym przez trzy dni dwa razy dziennie podawano lizostafyne w ilo-
Sci zaledwie 1 mg/kg masy ciala oraz nafcyline w ilosci 200 mg/kg masy ciata, liczba
bakterii w zastawce spadia o ponad 8 rzedéw wielkosci w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Tymczasem podawanie tylko lizostafyny i tylko nafcyliny w tych samych
ilosciach spowodowato spadek liczby bakterii odpowiednio o 1,6 i 1,3 rzedu wielko$-
ci (62). Kombinacja lizostafyny i nafcyliny okazata sie takze bardzo skuteczna w tera-
pii zakazen wywotanych przez oksycylino-oporne szczepy S. epidermidis. W analo-
gicznym uktadzie modelowym zapalenia wsierdzia terapia mieszaning lizostafyny
i nafcyliny (w ilo$ciach jak w oméwionym uktadzie) powodowata spadek liczby bak-
terii 0 5,3 rzedéw wielko$ci w porownaniu z grupa kontrolna (z 9,4 log;o CFU/g do
4,1 logyo CFU/g), przy czym tylko u jednego na 8 badanych osobnikéw stwierdzono
sterylng zastawke. Skuteczno$¢ terapii samg lizostafyng byla zdecydowanie mniej-
sza, liczba bakterii spadata tylko o 1,25 rzedu wielko$ci, natomiast sama nafcylina
powodowata spadek liczby bakterii tylko o 0,8 rzedu wielkosci (63).

Bakterie z rodzaju Staphylococcus sa bardzo czesta przyczyng bakteryjnego zapa-
lenia rogéwki oraz wnetrza oka. Zapalenie rogéwki czesto wystepuje u oso6b uzy-
wajacych szkiet kontaktowych, moze by¢ tez skutkiem urazu mechanicznego oka,
na przykiad wbicia opitka. Szczegoélnie niebezpieczne w skutkach jest zapalenie
wnetrza oka, ktéore moze doprowadzi¢ nawet do utraty wzroku. Szacuje sie, ze
okoto 70% tych schorzen jest nastepstwem wprowadzenia do oka bakterii w czasie
operacji chirurgicznej. Bakterie S. aureus i S. epidermidis powoduja co najmniej 50%
wszystkich przypadkéw. Najbardziej istotnymi problemami w leczeniu tych scho-
rzen sg rosngca oporno$c¢ bakterii na antybiotyki, a takze staba penetracja lekéw do
tkanki. Proby wykorzystania lizostafyny do leczenia schorzen oczu, wywotanych
przez gronkowce, prowadzono w ostatnich latach w zespole O’Callaghana z Luisia-
na State University (64-66). W kroliczym uktadzie modelowym wykazano bardzo
duzg efektywnos$¢ enzymu w terapii zapalen rogowki, jak i wnetrza oka wywotanych
przez bakterie z rodzaju Staphylococcus. Rogoéwki oczu zwierzat zaszczepiano
50 CFU metycylino-opornego szczepu S. aureus MRSA. Leczenie prowadzono 0,28%
roztworem lizostafyny oraz w celach poréwnawczych 5% roztworem wankomycyny.
Do oczu krélikéw zakraplano 45 pl roztworéow lekéow co 30 minut, przez 5 godzin,
od 4 do 9 lub od 10 do 15 godziny po zainfekowaniu bakteriami. Szybsza terapia li-
zostafyng (od 4 do 9 godziny po zainfekowaniu) spowodowata calkowite usuniecie
bakterii ze wszystkich rogéwek. Dla poréwnania w grupie kontrolnej, ktorej nie po-
dawano zadnych lekéw liczba bakterii wzrosta do 6,52 log;o CFU/rogéwke, nato-
miast w grupie leczonej wankomycyna do 2,3 log;o CFU/rogéwke. Jeszcze wieksze
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roéznice w skutecznosci dziatania badanych substancji zaobserwowano w przypadku
terapii prowadzonej od 10 do 15 godziny po zainfekowaniu. W rogéwkach trakto-
wanych lizostafyng liczba bakterii wyniosta 0,58 log;o CFU/rogéwke, podczas gdy
w grupie leczonej wankomycyng liczba bakterii wzrosta az do 5,83 log;o CFU/ro-
gowke (64). W porownaniu z antybiotykami lizostafyna jest substancja o bardzo du-
zej masie czasteczkowej. Zaskakujgca jest zatem stosunkowo duza zdolnos$¢ pene-
tracji tego biatka do tkanki. Wynika to prawdopodobnie ze zdolnosci do hydrolizy
elastyny (17). W praktyce klinicznej do leczenia zapalenia rogowki stosuje sie anty-
biotyk cefazolin w kombinacji z aminoglikozydami lub fluorochinolonami. Mieszani-
na antybiotykéw, w postaci kropli podawana jest co 30 minut przez 48 godzin, a za-
tem znacznie dfuzej anizeli lizostafyna w przedstawionym ukladzie modelowym.
Bardzo obiecujace rezultaty otrzymano takze w przypadku terapii eksperymentalne-
go zapalenia wnetrza oka krélikbw powodowanego przez ten sam szczep S. aureus.
W tym przypadku do wnetrza oka krolikéw wprowadzano 50 CFU gronkowcow. Jed-
norazowe podanie 0,1 ml roztworu lizostafyny o stezeniu 0,01 mg/ml po 8 godzi-
nach od momentu zainfekowania spowodowato spadek liczby bakterii srednio o 6
rzedoéw wielko$ci w poréwnaniu do osobnikéw grupy kontrolnej, przy czym 75%
oczu zostato catkowicie wysterylizowanych. Liczbe bakterii oznaczano po 24 godzi-
nach od momentu zainfekowania zwierzat. Podanie lizostafyny 8 godzin po zainfe-
kowaniu zdecydowanie ograniczylo tez zmiany patologiczne tkanek oka (65). Dtu-
gotrwate podawanie krolikom lizostafyny wywotalo odpowiedZ immunologiczna,
przy czym nie zaobserwowano zadnych niebezpiecznych dla organizmu zwierzat
symptoméw. Obecnos$¢ w surowicy przeciwciat skierowanych przeciwko lizostafy-
nie nie spowodowato spadku efektywnosci terapii prowadzonej z wykorzystaniem
tego biatka. W analogicznym uktadzie modelowym zapalenia rogéwki oka u osobni-
kéw wytwarzajgcych przeciwciata, liczba bakterii takze spadata o okofo 6 rzedéw
wielkosci, natomiast podanie pojedynczej dawki lizostafyny o stezeniu 0,1% w ukta-
dzie eksperymentalnym zapalenia oka wewnetrznego spowodowalo wyjalowienie
wszystkich badanych oczu (66). Terapia gronkowcowego zapalenia rogéwki oraz
wnetrza oka za pomoca lizostafyny zostala opatentowana (US Patent 6315996 Topi-
cal lysostaphin therapy for staphylococcus okular infections).

Intensywne badania dotyczgce mozliwosci wykorzystania lizostafyny w terapii
infekcji wywotanych przez gronkowce prowadzone sg w ostatnich latach w amery-
kanskiej firmie Biosynexus. Wynikiem tych badan jest opracowanie kremoéw do
zwalczania gronkowcow zasiedlajgcych jame nosowo-gardiowa, wykazanie skutecz-
nosci lizostafyny w niszczeniu biofilméw wytwarzanych przez bakterie S. aureus
i S. epidermidis oraz do zapobiegania rozwojowi tych bakterii na powierzchni cewni-
kéw. Zaproponowano takze metode ograniczania odpowiedzi immunologicznej po
podaniu lizostafyny.

Kolonizacja jamy nosowo-gardtowej przez bakterie z rodzaju Staphylococcus po-
woduje zdecydowany wzrost zagrozenia rozwoju infekcji wywotanych przez te bak-
terie. Von Eiff i wsp. (67) wykazali, ze ponad 80% izolatow S. aureus wywotujgcych in-
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fekcje byto identycznych ze szczepami zasiedlajgcymi jame nosowo-gardiowa. Sza-
cuje sie, ze 20% populacji ludzkiej to chroniczni nosiciele gronkowcéw w jamie no-
sowo-gardlowej, a u 60% ludzi wystepujg one czasowo (68). Usuniecie gronkowcow
z jamy nosowo-gardiowej zdecydowanie obnizytoby prawdopodobienstwo wysta-
pienia infekcji wywolywanych przez te bakterie. W firmie Biosynexus opracowano
kremy wazelinowe z dodatkiem lizostafyny, ktore bardzo skutecznie niszczyly gron-
kowce zasiedlajgce btony Sluzowe nosa. Trzykrotne podanie kremu zawierajacego
0,5% lizostafyny (450 ug) spowodowato catkowite usuniecie gronkowcow u 100% te-
stowanych zwierzat zainfekowanych 10° CFU bakterii S. aureus MBT5040. Juz jedno-
razowe podanie kremu (150 pg biatka) byto bardzo skuteczne i powodowato catko-
wite usuniecie gronkowcéw u 93% testowanych zwierzat. Krem zawierajacy lizosta-
fyne byt zdecydowanie bardziej skuteczny niz stosowane w praktyce klinicznej kre-
my zawierajgce 2% mupirocyny. Jednorazowe podanie kremu zawierajacego ten an-
tybiotyk spowodowato usuniecie gronkowcéw u 2 z 5 badanych zwierzat, poza tym
coraz czesciej notuje sie izolacje szczepéw opornych na mupirocyne (69).

Lizostafyna bardzo skutecznie likwiduje takze biofilmy tworzone przez bakterie
S. aureus i S. epidermidis. Bakterie tworzgce biofilm sg okoto 1000 razy bardziej opor-
ne na stosowane antybiotyki niz zyjace w srodowisku ptynnym. Tymczasem roztwo-
ry lizostafyny juz w stezeniu 1 pg/ml nie tylko zabijaly bakterie S. aureus tworzace
biofilm, ale niszczyly takze macierz zewngtrzkomorkowej otoczki chronigcej bakte-
rie przed dzialaniem antybiotykoéw. Roztwory lizostafyny o stezeniu 200 pg/ml
w ciagu trzech godzin catkowicie degradowatly biofilm wytwarzany przez bakterie
S. epidermidis. W przeprowadzonych probach kontrolnych stwierdzono, ze roztwory
antybiotykéw: oksycyliny (400 pg/ml), wankomycyny (800 pg/ml), klindamycyny
(800 pg/ml) nie wywolywaty praktycznie zadnego niekorzystnego oddziatywania na
bakterie tworzace biofilm (70). Stwarza to mozliwos$ci wykorzystywania lizostafyny
do niszczenia biofilméw wytwarzanych przez gronkowce na powierzchni implan-
tow, czy uszkodzonych tkanek.

Potgczenie lizostafyny z czgsteczkami ,rozgatezionego” glikolu polietylenowego
(PEG) o masie czasteczkowej 10 lub 40 kDa powoduje, co prawda niewielki spadek
aktywno$ci enzymu in vitro, ale bardzo korzystnie wpiywa na jego trwato$¢ w wa-
runkach in vivo. Po podaniu dozylnym czas poéitrwania enzymu potaczonego z PEG
wzrasta z jednej (wolna lizostafyna) do 24 godzin. Przeciwciata skierowane przeciw-
ko lizostafynie maja 10-krotnie nizsze powinowactwo do enzymu potaczonego
z PEG, co takze korzystnie wplywa na jego aktywno$¢ w warunkach in vivo (71).

Oszacowano, ze w Stanach Zjednoczonych co roku chorym zaktada sie okoto
200 milionéw cewnikéw. Niestety doS¢ czesto zdarza sie, ze sa one zrodlem infek-
¢ji, gtownie wywolywanych przez gronkowce. W badaniach przeprowadzonych
w firmie Biosynexus wykazano, ze lizostafyna mogtaby by¢ doskonalym i niedrogim
czynnikiem zabezpieczajacym cewniki przed rozwojem na ich powierzchni bakterii
z rodzaju Staphylococcus. Lizostafyna ulega adsorpcji na powierzchni tworzyw
sztucznych. Zaledwie 15-minutowa inkubacja cewnika w roztworze o stezeniu
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0,1 mg/ml pozwala zwigza¢ dostateczng ilo$¢ tego biatka, aby uniemozliwi¢ rozwdj
bakteriom z rodzaju Staphylococcus. Cewniki inkubowane w roztworze lizostafyny
zachowuja wlasciwosci bakteriobojcze, przez co najmniej 4 dni. Osadzona na po-
wierzchni cewnika lizostafyna, nie tylko skutecznie uniemozliwia rozwoj bakterii
S. aureus i S. epidermidis, ale takze powoduje ich zabijanie w roztworze, ktéry prze-
plywat przez cewnik (72).

We wszystkich wymienionych ukfadach eksperymentalnych wykazano bardzo
duzg efektywnos$¢ lizostafyny w hamowaniu infekcji wywotywanych przez bakterie
z rodzaju Staphylococcus. Potencjalna terapia zakazen gronkowcowych wymagatoby
jednak stosowania enzymu w bardzo duzych ilo$ciach, na przyktad w leczeniu zapa-
lenia wsierdzia 30 mg/kg masy ciala. Biorgc pod uwage aktualne ceny lizostafyny,
wprowadzenie tego biatka do praktyki klinicznej ciagle, jak sie wydaje, jest matlo
prawdopodobne.

5. Uwagi koficowe

Opracowanie wydajnej biotechnologicznej produkgji lizostafyny — enzymu ma-
jacego zdolnos¢ lizowania $cian komérkowych bakterii z rodzaju Staphylococcus po-
winno przyczyni¢ sie do wdrozenia wielu nowych technologii z uzyciem tego enzy-
mu. Rozwaza sie powaznie mozliwosci wykorzystania tego biatka jako alternatywny
chemioterapeutyk przeciw infekcjom wywolywanym przez gronkowce oraz jako
czynnik ochrony produktéw zywnos$ciowych przed zanieczyszczeniami gronkowco-
wymi. Brak odpowiednio wydajnych zZrédet tego enzymu, a co za tym idzie, wysoka
cena uniemozliwiajg obecnie jego stosowanie na szerszg skale. W Politechnice Gdan-
skiej trwajg od kilku lat bardzo zaawansowane badania nad opracowaniem wydaj-
nych technologii produkgji lizostafyny w postaci biatka heterologicznego w komor-
kach bakterii E. coli oraz drozdzy Pichia pastoris. Opracowane dotychczas technolo-
gie produkgji i oczyszczania lizostafyny pozwalajg obecnie na podjecie na szeroka
skale badan wdrozeniowych.

Praca finansowana ze srodkoéw KBN jako projekt badawczy nr 2 PO6T 10026.
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