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Lé&ivo pro léceni stafylokokovych infekci, které jsou

alespon C¢astedné resistentni vicéi vankomycinu

Oblast techniky

Predkléddany vyndlez se tykd podédni lysostaphinu pro 1lécbu
stafylokokovych infekeci u savel, véetné 1idi, stejné& jako
farmaceutickych prost¥edk( pouZitych v takové 1é&&bé&. Predkladany
vynédlez se také zplsobl léCby nékterych onemocnéni, vietné
stafylokokové endokarditidy; stafylokokové bakteriemie; a
stafylokokovych infekci ledvin, plic, klZe, kosti, spélenin, ran
a protetickych prostfedkid. Vyndlez zahrnuje pouZiti lysostaphinu
obecn&, jak pt¥irozeného lysostaphinu, tak rekombinantniho
lysostaphinu; variant lysostaphinu, jejichZ aminokyselinovéa
sekvence se 1i8i od publikované p¥irozené sekvence zralé&ho
. proteinu (U.S. patent &. 4931390) z divodl genetick§ch mutaci
(jako jsou substituce, adice a delece), posttransladéniho
zpracovani, genetického zpracovani chimerickych fisnich proteind

a kombinaci takovych {prav.

Dosavadni stav techniky

Lysostaphin je enzym, ktery byl poprvé identifikovén v
Staphylococcus simulans (d¥ive znamy jako S. staphylolyticus),
ktery md antimikrobidlni aktivitu diky své proteolytické aktivité
na glycin-obsahujici mistky v peptidoglykanech bun&&né sté&ny
bakterii (Zygmunt et al., Progr. Drug Res. 16: 309-333 (1972)).

In vitro je lysostaphin aktivni zejména proti Staphylococcus
aureus, proto¥e mistky bun&&né stdny tohoto kmenu obsahuji velké
mnoZstvi glycinu, i kdyZ byla také prokédzéana aktivita proti jinym

kmentim Staphylococcus (ibid) .




Aktivita lysostaphinu byla také vySet¥ovdna na zviFecich
modelech infekce. Studie, ve kterych byla po intraperitonedlni
infekci provedena intraperitone&lni lé&ba jsou podobné in vitro
pokusim a nejsou zde brany v Gvahu. Existuji dvé studie
popisujici pfezivani 50% lélenych myS8i, které byly infikovéany
intraperitonedlné& a potom jim byla podana jedna nebo vice
podkoZnich ddvek lysostaphinu v celkovém mnoZstvi p¥ibliZné& 1
mg/kg (Schuhardt et al., J. Bacteriol. 88: 815-816 (1964);
Harrison et al., Can. J. Microbiol. 13: 93-97 (1967)). Bylo
popséno, %e celkova davka 6 mg/kg chrédnila 100% my3i v jedné =z
té&chto studii (Harrison et al., vySe). Zda se, Ze virulence
bakteridlni infekce pouZité v obou studiich byla dosti nizka,
protoZe nelélené my&i nezemfely vSechny b&hem kratkého &asového
obdobi.

N&kolik pokust pouZilo myS$i subakutni model mé¥ici obsah
bakterii v ledvindch po infekci Giorgio kmenem S. aureus (Dixon
et al., Yale J. Biol. Med. 41: 62-68 (1968); Schaffner et al.,
Yale J. Biol. Med. 39: 230-244 (1967); Harrison et al., J.
Bacteriol. 93: 520-524 (1967)). P¥i podani prostredku
obsahujiciho lysostaphin intravenosné& b&hem 6 hodin po infekci
bylo p¥i davkéach 1,5 mg/kg nebo vy$8ich pozorovdno vyznamné
sniZeni po&tu bakterii v ledvindch. Nicméné&, rozvinuté infekce

byly vice resistentni; pouze mirné sniZeni po&tu bakterii bylo

pozorovano tehdy, kdyZ byla lé¢ba zahdjena aZ za 24 hodin nebo za

del8i obdobi, i p¥i podani davek 125 nebo 250 mg/kg prosttredku
obsahujiciho lysostaphin. Efekt opakovanych podani nebyl

studovan.

Jedna studie, Goldberg et al., Antimicrob. Ag. Chemother.
1967, 45-53 (1967), pouZila omezené&ho poltu pst v neobvyklém
modelu endokarditidy. Psi model nebyl dale vyvijen. Pokus
Goldberga et al. nebyl srovndvaci a proto mid omezeny vyznamn pro




hodnoceni podavani lysostaphinu. Nicméné, vysoké davky
lysostaphinu (alesponl 50 mg/kg/1lé¢bu) byly pouze st¥edné G&inné,
jak bylo prokdzéno zdravotnim stavem psi a sniZenim podtu
bakterii v srdeénich chlopnich a ledvinéach.

Data dostupnéd v oboru pochazejici z dfivéjéich studii
provedenych na zvifecich modelech neukazuji na vyhodnost a
praktidnost pouZiti lysostaphinu pro 1lé&bu rozvinutych infekci
raznych orgéant. |

Byly provedené omezené studie na lidech, jejichZ cilem byla
eradikace nasdlnich nosidd S. aureus pomoci loké&lni aplikace
lysostaphinu do nosnich direk (Martin et al., J. Lab. Clin. Med.
70: 1-8 (1967); Martin et al., J. Lab. Clin. Med. 71: 791-797
(1968); Quickel et al., Appl. Microbiol. 22: 446-450 (1971)).
Nas&lni nosi¥stvi neni samo o sob& nemoci. Pfedstavuje rizikovy
faktor infekce pacientli lé¢enych kolonizovanymi zdravotnickymi
pracovniky nebo riziko samo-infikovani v pripad& kolonizovanych

pacientu.

V oboru je popsana léc¢ba velmi nemocného pacienta jednou
davkou parenterdlné podaného lysostaphinu, po kterém nésledovala
antibioticka 1é&ba gentamicinem, o t¥i dny pozdé&ji. Pacient
zem¥el, ale byla u néj prokazéna redukce bakteriemie (Stark et
al., N. Engl. J. Med. 291: 239-240 (1974)).

Imunogenni fenomen pozorovany v prib&hu studii na lidech a na
zvitatech md znadny vyznam. Kontaminace lysostaphinu cizorodjmi
substancemi miZe byt odpov&dna alesponl za Cast tohoto fenomenu.

Neprob&hl dal$i vyvoj enzymu jako terapeutického &inidla, z
davodd chyb&ni poZadované Gd¢innosti v popsanych studiich. DalSim
divodem miZe byt obtiZnd produkce a prelisténi lysostaphinu.

o



Nyni byl sekvenovédn a klonovén stafylokokovy gen pro
lysostaphin (U.S. patent &. 4931390). Lysostaphin pro pouZiti
jako laboratorni ¢inidlo byl p¥ipraven fermentaci nepatogenniho
rekombinantniho kmene Bacillus sphaericus, ze kterého miZe byt

snadno prefistén.

V oboru pretrvava potteba terapeutického &inidla, které miZe
byt podadno parenterdln& a které miZe byt pouZito pro 1léc&bu
stafylokokovych infekci obecn&, stejné& jako infekci urditych
tkani, jak je tomu nap¥iklad u endokarditidy.

Podstata vyndlezu

Parenteralni podani relativné& nizkych davek lysostaphinu (pod
50 mg/kg) je dramaticky G&innou terapii stafylokokovych infekci,
zejména té&ch infekci, které jsou resistentni na 1é&¢bu a/nebo téch
infekci, které jsou spojeny s v¥znamnou morbiditou a mortalitou.
Dile, je prokdzéno, Ze lysostaphin je G&innym ¢inidlem proti
stafylokokovym bakteriim, které jsou alespoii &stedn& resistentni
na dostupnd antimikrobidlni &inidla, jako jsou beta-laktamova
antibiotika v&etn& penicilinasa-stabilnich peniciling,

vankomycinu atd.

Vyndlez didle obsahuje kombinovanou terapii obsahujici
alternativni nebo simulténi podéni lysostaphinu a jednoho nebo
vice dal&ich antimikrobidlnich &inidel. Zejména vyhodnymi
antibiotiky pro poddni s lysostaphinem ve zplisobu podle
pfedkladaného vyndlezu jsou rifamyciny (izolované z
mikroorganismi nebo p¥ipravené synteticky nebo semi-synteticky,
jako je naptiklad rifampin) a glykopeptidy (skupina molekul, kde
p¥irozené molekuly obvykle obsahuji heptapeptid a jednu nebo vice
cukernych skupin), jak p¥irozené, tak izolované (jako je
vankomycin, teicoplanin atd.) nebo semisyntetické prost¥edky.




Dostupnost klonovaného, rekombinantniho a variantniho
lysostaphinu dédle roz8ifuje predkléadany vyndlez. Byly
identifikovany p¥ibuzné enzymy a tyto enzymy mohou byt déale
pouzity s lysostaphinem nebo misto lysostaphinu.

Klonovani a sekvenovani genu pro lysostaphin umoZiiuje izolaci
variantnich enzymi, které maji vlastnosti podobné nebo odlisné od
lysostaphinu. Byl charakterizovan jeden takovy enzym, ktery
obsahuje jednu aminokyselinovou zmé&nu a ktery je vysledkem naSi
prace, a bylo prokazano, Ze ma silnou anti-stafylokokovou

aktivitu in vitro a ve zvir¥ecim modelu infekce.

Dalsi analogy lysostaphinu, vetné& p¥irozenych enzymid s
homologii sekvence k sekvenci lysostaphinu a s endopeptidasovou
aktivitou, nebo i chimerické enzymy ziskané fazi vazebné domény
jednoho enzymu na katalytickou doménu jiného enzymu, budou
G¢innymi ¢inidly schopnymi 1é&by obtiZné lécitelnych
bakteridlnich onemocnéni zpuasobenych stafylokoky nebo jinymi
patogennimi bakteriemi.

Popis obrazk( na pripojenych vykresech
Obr. 1 je grafické znazornéni baktericidni aktivity
lysostaphinu proti kmenu S. aureus resistentnimu na meticilin, ve

srovnani s vankomycinem.

Obr. 2 je graf zndzortiujici baktericidni aktivitu lysostaphinu
proti rliznym kmenidm S. aureus s ruznou resistentni na
antibiotika.

Definice

Terminy pouZité v pfedklddaném vyndlezu jsou pouZity, pokud je




to moZné, ve svém obvyklém vyznamu. Né&které terminy jsou pouzity
pro popis mechanismu pisobeni nebo sloufenin, pro dosaZeni
generického popisu prvkl nebo védeckého fenomenu, které jsou

logicky v jedné skupiné.

Analog lysostaphinu - jakykoliv enzym, v&etné lysostaphinu
(pfirozeného), jakékoliv mutanty nebo varianty lysostaphinu,
jakékoliv rekombinantni nebo p¥ibuzné enzymy, které maji
proteolytickou aktivitu, in vitro a in vivo, plGsobeni na mistky
obsahujici glycin v peptidoglykanech buné&né stény stafylokoku.
Varianty mohou byt pfipraveny posttranslaénim zpracovanim
proteinu (jak pomoci enzymu pr¥itomného v kmenu vyrab&jicim
variantu, tak pomoci enzyml nebo ¢inidel pouZitych v jakémkoliv
stadiu zpracovani) nebo mutaci strukturdlniho genu. Mutace
zahrnuji mistni delece, inserce, odstran&ni domény a substituce.
Anylogy lysostaphinu podle predkladaného vyndlezu mohou

exprimovany rekombinantné& nebo jinak.

Parenterdlni podani - podani injekci, v&etné intravenosniho,
intramuskularniho, subkuténiho, intraorbitdlniho, intraspinalniho,
intraperitonedlniho podani a p¥imé perfuse nebo injek&niho podéni
primo do tké&né nebo organu (nap¥iklad intramedul&rné).

Staphylococcus aureus je vysoce virulentni lidsky patogen.
Zpisobuje mnoho lidskych onemocnéni, od lokalizovanych koZnich
infekci aZ po Zivot ohroZujici bakteriemii a infekci vit&lné
daleZitych orgénti. Pokud neni rychle kontrolovéna, miZe se infekce
S. aureus rychle $i¥it z prvotniho mista infekce do jinych
orgénti. A&koliv prvotni loZisko infekce nemusi byt z¥ejmé, patf¥i
mezi orgédny zejména citlivé na infekci srdeéni chlopné&, ledviny,
plice, kosti, mozkové pleny a kiZe u pacientl s popédleninami.
Chirurgické a traumatické rény a jakékoliv oblast, ve které je
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pritomno cizi t&leso, jsou také Casto infikovany. Tyto infekce,
které mohou vznikat v kolektivu nebo bé&hem hospitalisace, jsou
p¥i¢inou vyznamné morbidity a mortality, kterd miZe dossahovat aZz
60% u va¥nych infekci v urléité populaci, i p¥i pouziti nejlepsi
dostupné terapie. Jiné kmeny stafylokokl, koagulasa negativni
stafylokoky jako je S. epidermidis) jsou méné virulentni, ale
mohou kolonizovat katetry a protetické prost¥edky; to miZe mit
vazné disledky, naptriklad tehdy, je-1i prbstfedkem implantovand
srdedni chlopeil.

zda se, %e resistence na dostupnd antimikrobiédlni ¢inidla
vznik4a zvl1a3t snadno u stafylokokl, od resistence na penicilin u
S. aureus; tato resistence se objevila brzy po nastupu éry
antibiotik. V podstaté vsSechny stafylokokové infekce, at
vznikajici v kolektivu, nebo za hospitalisace, jiZ nejsou citlivé
na prvni generaci penicilind z divodl produkce penicilinasy; nyni
jsou vyznamnym problémem kmeny resistentni také na
penicilinasa-stabilni peniciliny (jako je methicillin), zejména u
nosokomidlnich infekci. (Center for Disease Control and
Prevention, 1997. Reduced susceptibility of Staphylococcus aureus
tovancomycin -- Japan, 1996. Morbidity and mortality. Weekly
report 46: 624-626 (1997)).

Vankomycin se stal lékem prvni linie pro stafylokokové
infekce, zejména v nemocnicich. Nicméné&, jak je zjevné z
mortality, 24dn& dostupnd 1lé&ba neni idedlni pro urdité
onemocnéni, jako je endokarditida a bakteriemie zplisobend S.
aureus, které vyZaduji rychlé sniZeni poltu bakterii pro
zabranéni nevratného pofkozeni srdce a jinych orgdnld, do kterych
se infekce &asto &i¥i krevnim tokem. Jednim duvodem pro selhéni
dostupnych terapii je to, Ze pusobi relativné& pomalu, zejména in
vivo, i v pt¥ipadech, kdy je Zadouci rychlé sterilizace
infikovanych mist pro kompletni a rychlou Gzdravu pacienta. U




takovych Zzivot-ohroZujicich infekci, a u nékterych jingch infekci

(nap¥iklad u téch infekci, které vyZaduji dlouhodobou 1léé&bu
(nap¥iklad u osteomyelitidy)) mohou nova terapeutickéd ¢inidla a
nové kombinace terapeutickych ¢€inidel zna¢né zlep$it vyhlidky

pacienta.

Bylo zjisténo, %e lysostaphin je vysoce aktivni, p¥i st¥ednich

davkach. Toto bylo prokézano, jak je uvedeno dale, v dobre
charakterizovaném zvirecim modelu vazné infekce, kterou je
endokarditida kralikl zplsobend S. aureus resistentnim
namethicillin (MRSA). Pf¥esnéji, prokazali jsme kompletni
sterilizaci vegetaci srde&nich chlopni u tém&¥ vSech zvirat
lé%enych jednim z davkovych reZiml, coZ je bezprecedentni
vysledek, ktery nebyl dosaZen pri 1&&bé& dostupnymi
antimikrobidlnimi ¢inidly. D&ale jsme prokézali, Ze kombinace
ni¥&%ich dennich davek lysostaphinu se standardnim terapeutickym
¢inidlem potencuje antimikrobi&lni aktivitu sloZek v tomto
modelu.

Nl

PouZité davky lysostaphinu byly vyznamné& niZ$i neZ davky, u
kterych byl v minulosti prokédzan pouze omezeny G¢inek na
eliminaci bakterii z organid ve zvif¥ecich modelech (Zygmunt et
al., Progr. Drug Res. 16: 309-333 (1972); Goldberg et al.,

Antimicrob. Ag. Chemother. 1967, 45-53 (1967)).

Také jsme prokédzali, jak je uvedeno dédle, aktivitu alterované
formy lysostaphinu proti stafylokokim, in vitro a v mySim modelu
akutni infekce, kde tato alterovand forma lysostaphinu byla
pripravena mutagenesi rekombinantniho kmene Bacillus sphaericus
nesouciho gen pro lysostaphin. Dal$im aspektem vyndlezu je proto
poddni farmaceutického prost¥edku obsahujiciho analog
lysostaphinu, bud lysostaphin nebo jiné enzymy s
peptidoglykanovou endopeptidasovou aktivitou, v&etné geneticky

soe




modifikovanych enzymi obsahujicich jednu aZ pét aminokyselinovych
substituci; enzymld s delecemi a insercemi aZ 10 aminokyselin,
véetnd deleci a inserci na N-konci; nebo v¢etné chimerickych
enzymi, které vznikaji v disledku flze katalytické a vazebné
domény ruznych enzymd, kde uvedeny prosti¥edek je podan jako
terapeutické ¢inidlo pro 1é&&bu infekci u 1idi nebo zvifat.

Nap¥iklad, byla popsédna jind glycylglycin endopeptidasa (ALE-1
ze Staphylococcus capitis EPK1). ALE-1 je odliSna od
lysostaphinu, akoliv maji tyto dva enzymy vyznamnou homologii
aminokyselin (Sugai et al., J. Bacteriol. 179: 1193-1202 (1997)).
Jinad peptidoglykanovd hydrolasa s niZ$im stupném homologii k
lysostaphinu majici také endopeptidasovou aktivitu je zoocin A
produkovany Streptococcus zooepidemicus 4881 (Simmonds et al.,
Applied and Enviromental Microbiology 62: 4536-4541 (1996);
Simmonds et al., Gene 189: 255-261 (1997)). Chimerické proteiny
mohou byt p¥ipraveny ftzi domény té&chto nebo podobnych enzymid na

doménu analogu lysostaphinu.

Afkoliv ve drivé&j8ich studiich byly pozorovany nékteré
imunologické vedlejfi G¢inky, p¥i pouZiti vhodné p¥elifténych
prostiedkd lysostaphinu, které jsou ziskdny fermentaci nefkodnych
rekombinantnich kmeni bakterii, se neofeké&va indukce imunogennich

nebo jingch neZéddoucich G&inkd.

Mezi pouZitelné farmaceutické prostfedky obsahujici tyto
antimikrobi&lni enzymy pat¥i vodné roztoky nebo suché prostfedky
(napt¥iklad lyofilizované, krystalické nebo amorfni, s nebo bez
dal8ich solutl pro dosaZeni osmotické rovnovéahy) vhodné pro
rekonstituci s kapalinami, vhodné pro parenteralni podéni
aktivniho &inidla. Podani je vyhodn& provedeno intravenosné
(i.v.), intramuskuldrn& (i.m.), subkuténé (s.c.) nebo
intraperitonedln& (i.p.) nebo intrathekalné& nebo inhalaci nebo

*sse
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p¥imou instilaci do postiZeného mista tak, %e mohou byt dosaZeny
vy&81i ne¥ minimilni inhibiéni koncentrace (MIC) aktivniho &inidla
v krvi nebo ve tkéanich a tim miZe byt dosaZeno redukce podtu

bakterii, cof vede k vyléfeni nebo zmirnéni infekce.

Dile, aktivni analog lysostaphinu miZe byt poddn soulasné&,
simultan& nebo sekvendén&, s jinym antimikrobidlnim &inidlem,
tak¥e je dosa¥eno &in&js8i 1&&by infekéniho onemocnéni.
Prost¥edky mohou byt v malych objemech kapaliny (nebo mohou byt
rekonstituovany v malych objemech kapaliny pro bolusové i.v. nebo
periferni injekce nebo po ptridani vét¥iho objemu i.v. infusniho
roztoku (nebo po rekonstituci ve vétZim objemu) mohou byt podany
pomalou i.v. infusi. ¢inidla, kterd jsou podédna soulasné s
lysostaphinem nebo jinym antimikrobidlnim enzymem mohou byt
formulovédna spole&nd s uvedenym enzymem jako fixni kombinace,
nebo mohou byt pou¥ita improvizovan& v jakémkoliv prostfedku,
ktery je dostupny a ktery je vhodny a mohou byt podéna jakymkoliv
zptisobem, p¥i kterém je dosaZeno prisluSnych hladin téchto

¢inidel v misté infekce.

Vhodné déavky a re¥imy podani lysostaphinu se mohou 1li8it podle
zava¥nosti infekce a citlivosti infekéniho organismu, a v ptripadé
kombinované terapie mohou z&viset na pouZitém typu dalSiho
antimikrobidlniho &inidla. Davky mohou byt v rozmezi od 3 do
25-50 mg/kg/den, podanych v jedné davce nebo v délenych davkach,
vyhodn& podanych v kontinudlni infusi nebo rozdé&lenych do dvou az

¢ty¥ech davek za den.

P¥iklady provedeni vynédlezu

V&echny pokusy byly provedeny za pouZiti analogi lysostaphinu
pripravenych fermentaci rekombinantnich kmenQ B. sphaericus
upravenych tak, Ze obsahuji gen pro lysostaphin popsany Rescei
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(U.S. patent &. 4931390) nebo jeho mutant. P¥esn&ji, analogy
lysostaphinu pt¥ipravené fermentaci B. sphaericus se 1i81i od
publikované sekvence v tom, %e maji aZ o dv& méné nebo aZ o dvé

vice aminokyselin na N-konci.

Zde uvedend data jsou ziskdna z pokusd vyuZivajicich pripravky
rekombinantn& produkovanych analogl lysostaphinu, kde hlavni
sloZkou je analog, ktery nemd& dvé N-koncové aminokyseliny
publikované sekvence. Nicméné&, objevy nejsou omezené na tyto
pripravky. Podobné vysledky mohou byt ziskdny za pouZiti
jakéhokoliv p¥ipravku, ktery md vhodnou &istotu a aktivitu.

Priklad 1: Aktivita lysostaphinu in vitro

Jak ukazuje tabulka la, pokusy prokazaly, Ze pripravek
lysostaphinu byl aktivni a baktericidni in vitro proti nékolika
klinickym izolatlm S. aureus; pomoci standartnich mikrodilu&nich
metod ¥edé&ni v bujonu byly stanoveny minimdlni inhibidni
koncentrace (MIC) a minimdlni baktericidni koncentrace (MBC),
které byly s 1,0 pg/ml (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 1993, Approved Standard M7-A3. Methods for
dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that
grow aerobically - 3.vyddni. National Committee for Clinical
Laboratory Standards, Vilanova, PA; National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 192. Tentative GuidelineM26-T.
Methods for determining bactericidal activity of antimicrobial
agents. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Villanova, PA).

Dale bylo prokdzédno, e lysostaphin je aktivni proti mnoha
izol4tlm Staphylococcus epidermidis (koagulasa-negativni kmen) s
MIC s 8 pug/ml pro 11 ze 13 testovanych klinickych izolatd. MIC

byla definovédna jako nejniZsi testovand koncentrace, ktera

(X XX ]
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kompletn& inhibovala viditelny rGst bakterii a MBC byla
definovana jako nejniZ8i koncentrace, kterd usmrtila 99,9%
bakterii poate&niho inokula b&hem 24 hodin po expozici. Jak
ukazuje tabulka la, neni citlivost na lysostaphin ovlivnéna
resistenci nebo sni¥enou citlivosti na methicillin a/nebo
vankomycin. Kmeny S. aureus, kter@ jsou resistentni namethicillin
a které maji také pouze omezenou citlivost na vankomycin, se nové

objevuji v USA (Centers for Disease Control and Prevention,

Morbidity and Mortality Weekly Report 1997, 46:

813

- 815).

Tabulka 1: Predbé&?na studie in vitro citlivosti S. aureus na
lysostaphin
Kmen MIC (pg/ml) MBC (pg/ml)
1573€-™ 0,5 1
27619 ™ 0,25 0,25
coL=-™ 0,13 0,5
450M<-™ 0,25 0,5
402° 0,5 0,5
404<-™ 0,5 0,25
414 0,25 0,25
412 0,25 0,5
27286 ™ 0,25 0,5
27698 ™ 0,25 0,25
27222<'™ 0,25 0,25
27287¢™ 0,25 0,25
27295 ™ 0,13 0,25
29293¢-™ 0,06 0,25
27621<'™ 0,06 0,25
27622 ™ 0,06 0,25
27619VR™ 0,5 0,5
HP5827° - ™V 0,5 0,5
HP5836°< ™'V 0,5 1

= klinicky izoldt; ™ resistentni na methicillin; v VISA kmen

(st¥edni citlivost na vankomycin;

vankomycin laboratorné& odvozeny od klinického izolétu

registentniho na methicillin.

* kmen se st¥edni citlivosti na
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Lysostaphin adheruje na plastové materidly a miZe byt takto
ztracen z roztoku; tato skutefnost miZe ovlivnit jeho viditelnou
aktivitu. Proto byla nékterd stanoveni MIC provedena s pridénim
0,1% hové&ziho sérového albuminu (BSA) k FTedidlu. Jinak byla
technika stejnd jako technika uvedend vySe. Jak je uvedeno v
tabulce 1b, in vitro aktivita lysostaphinu proti testovanym
kmeniim se zlep3$ila 8- aZ 64-krat p¥i testovéani v p¥itomnosti
BSA. Proto toto pozorovani souvisi s afinitou lysostaphinu k
plastovym matridlim, lze o&ekdvat, %e stafylokokové kmeny jsou
citliv&j8i k lysostaphinu, neZ bylo pozorovano drive.

Tabulka 1b: Aktivita lysostaphinu proti S. aureus s a bez BSA

Kmen MIC

s BSA bez BSA
417 0,03
414 0,03 0,25
404°<-™ 0,008 0,5
401° 0,015 0,5
27619 ™ 0,008 0,25
27295¢-™ <0,004 0,13
27287 ™ 0,03 0,25
25756 ™ 0,008

€ klinicky izolat; ™ resistentni na methicillin

Tato data demonstruji velmi silnou aktivitu lysostaphinu proti
sou¥asnym klinickym izol&tém Staphylococcus aureus s resistenci

na vice antibiotik.

Baktericidni aktivita lysostaphinu proti S. aureus byla také
studovidna pomoci pokusu zavislosti usmrceni bakterii na &ase. V
jednom pokusu tohoto typu byl S. aureus kmene AG461, klinicky
izolat resistentni na methicillin z Genoa, Italy, inokulovén na
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Mueller-Hinton bujon (Difco) a byla provedena kultivace p¥i 37
°Cs mirnym t¥epénim, dokud nebylo dosaZeno p¥ibliZné& 10° Zivych
bun&k na ml (CFU/ml), jak bylo stanoveno absorbanci kultury p¥i
600 nm. Kultura byla potom ¥Yedéna do Cerstvého bujonu na
p¥ibliZn& 10° CFU/ml a 5 ml alikvoty byly umistény do né&kolika
raznych zkumavek, ve kterych byly vystaveny plsobeni rtiznych
koncentraci antibakteridlnich ¢inidel. Inkubace pokradovala, za
jemného t¥epani, p¥i 37 °C a v pravidelnych intervalech byly
odebirdny vzorky pro stanoveni poltu Zivych bunék. Seriova
10-ndsobna redéni vzorkl byla provedena ve sterilnim salinickém
roztoku (0,9% NaCl v destilované vodé) a 0,1 ml alikvoty
(dvakrat) ptripravenych roztokua byly umistény na Tryptic Soy
agarové plotny (Remel) za pouziti techniky inkluse v agaru. (V

tomto zplisobu je alikvota pr¥idéna do 2,5 ml vrchniho agaru, ktery

je promisen a nalit na plotnu. Vrchni agar se sklada z
rozpu$téného Tryptic Soy agaru (Difco) Fedé&ného 2-krat Difco
Tryptic Soy bujonem na kone&nou koncentraci agaru 0, 75%,

hmot ./obj.). Plotny se inkubuji po dobu 24-48 hodin p¥i 36 °C a
kolonie se politaji manudlné. VSechna ¥edéni lysostaphinu byla
provedena v p¥itomnosti 0,1 aZ 0,2% BSA, pro zabranéni adsorpce
lysostaphinu na plastové materidly. Vankomycin (SIgma Chemical

Co.) byl ¥edé&n ve sterilni destilované vodé.

Jak ukazuje obr. 1, mé&l lysostaphin v koncentracich 0,004 a
0,032 pug/ml rychlou baktericidni aktivitu, p¥i které usmrtil
alespoil 99,9% bakterii béhem jednohodinového kontaktu. P¥i

srovnédni byl baktericidni G¢inek vankomycinu sniZeny a mnohem

pomalej&i, kdy b&hem prvnich tf¥ech hodin kontaktu bylo pozorovéano

usmrceni velmi malého poctu bakterii, i p¥i pouZiti mnohem
vy§8ich koncentracich vankomycinu (2 a 16 pug/ml). PouZzité
koncentrace lysostaphinu a vankomycinu byly jednondsobek a

osmindsobek prislu&nych MIC.
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V jiném pokusu (obr. 2) byly t¥i rizné klinické izoléaty S.
aureus resistentni na methicillin a &tvrty kmen, 27619VR,

e

labortarné ziskany z VISA kmene (t.j. kmene se st¥edni resistenci

na vankomycin) odvozeného z klinického izol&tu resistentniho na
methicillin, inokulovany na kationtové upraveny Mueller-Hinton
bujon (Becton Dickinson) a byly kultivovany p¥i 37 °C pf¥es noc.
Tyto kultury byly potom Yedény do Cerstvého bujonu a byla
provedena kultivace p¥i 37 °C s mirnym t¥epédnim, dokud kultury
nedosdhly logaritmické faze ristu. Jak ukazuje obr. 2, titry
bakterii byly v této fazi v rozmezi od 2x10€ do 9x107 CFU/ml. Do
kazdé kultury byl p¥idan lysostaphin v koncentraci 1 ug/ml. V
pravidelnych intervalech byly odebirdny vzorky, které byly
seriové Yedény v 0,9% NaCl a které byly potom umistény na
Mueller-Hinton agar (Becton Dickinson). Agarové plotny byly
inkubovany po dobu 48 hodin p¥i 37 °C a kolonie byly politény
manudlné. Jak ukazuje obr. 2, vSechny tyto kmeny byly rychle

usmrceny lysostaphinem.

Tato data ukazuji, Zze lysostaphin mé& silnou a rychlou
baktericidni aktivitu proti soucfasnym klinickym izolatim S.
aureus, vietné kmenﬁ resistentnich na methicillin a kmen(
resistentnich jak na methicillin, tak se st¥edni resistenci na

vankomycin.
Studie na zvirecim modelu

P¥iklad 2: Komparativni i¢innost lysostaphin v mySim modelu
infekce S. aureus

O¢innost lysostaphinu byla srovnavédna s (&innosti vankomycinu
v my$im modelu akutni infekce. S. aureus Smith byl kultivovén
pfes noc, s mirnym t¥epdnim, ve Veal Infusion bujonu (Difco) a

byl ¥edén v bujonu obsahujicim 5% prasefi Zalude¢ni mucin
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(Difco) . Samci Swiss-Webster my8i (Taconic Farms, Germantown, NY)
p hmotnosti p¥ibliZné 20 g byly infikovani intraperitonedlné
10%-10° Zivymi bunkami, coz je p¥ibliZné desetindsobek inokula,
které reprodukovatelné& zabiji vS8echna nelélend zvitata b&hem 48
hodin. V ka¥dé 1é%ebné skupin& bylo 6 mySi. Lysostaphin byl podan
intravenosn& (v 0,1 ml 5% dextrosy pro injekce) nebo subkuténé (v
0,2 ml), b&hem 10 minut od infekce. Vankomycin byl podén
podkozné.

Jak ukazuje tabulka 2, lysostaphin chranil 100% infikovanych
my$i p¥i davce 0,16 mg/kg intravenosné nebo v davce 2,5 mg/kg
podkoZn&. Vankomycin, ktery je u my8i p¥i podkoZnim podani Gplné
biologicky dostupny a ktery md podobnou aktivitu p¥i podkoZnim i
nitroZilnim podédni, byl 100% G&inny v davce 2,5 mg/kg. VSechny
nelédené mysi pofli do 24 hodin.

Tabulka 2: U¢innost lysostaphinu proti infekci S. aureus u mySi

Davka % preziti
(mg/kg)
lysostaphin i.v. 1lysostaphin s.c. vankomycin

0 0 0 0
0,08 33

0,16 100

0,31 100

0,63 100 0
1,25 67 83
2,5 100 100
5 100 100
10 100
20 100

Tento priklad ukazuje, Ze lysostaphin je G&€inny proti infekci
S. aureus v my&im modelu akutni infekce vyuZivajicim vysoce
virulentni infek&ni davky bakterii. P¥i intravenosnim podéni byly
G&inné mimoradn& nizké davky prelifténého rekombinantniho
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lysostaphinu. Podle hmotnostniho srovnani byl lysostaphin 16-krat
¢iné€jsi nez vankomycin; podle moldrniho srovnani byl lysostaphin
ptibliZné& 200-krat (finé&jsi neZ vankomycin.

Priklad 3: In vitro a in vivo aktivita varianty lysostaphinu

Kmen B. sphaericus obsahujici klonovany gen pro lysostaphin
popsany v U.S. patentu &¢. 4931390 byl podroben mutagenesi za
pouZiti N,N-nitrosoguanidinu. P¥eZivajici kolonie byly
vySet¥ovany na pritomnost lytické aktivity tak, Ze byly umistény
na vrstvu teplem usmrcenych bun&k S. aureus kmene RN4880 a byla
provedena inkubace p¥es noc p¥i 32 °C. Byly vybradny ty kolonie,

které produkovaly vyznamné jasné zony.

Jeden z té&chto klond byl dédle charakterizovan. Gen pro
lysostaphin byl sekvenovan a bylo zjisSténo, Ze obsahuje jednu
G-na-A mutaci v kodonu odpovidajicim pozici 218 zralého
lysostaphinu, kteréd vedla ke zmé&né kodonu z GGT (glycin) na GAT
(kyselina asparagova) . Fermentaci tohoto mutantniho kmenu bylo
ziskdno dostatelné mnoZstvi materidlu pro in vivo a in vitro

testovéni.

Jak ukazuje tabulka 3, byl variantni enzym vysoce aktivni
proti S. aureus in vitro, ackoliv prirozeny lysostaphin byl o
né&co vice aktivni. V tomto pokusu byly MIC stanoveny makroredénim
bujonu v 1 ml kone&nych objemech ve sklenénych zkumavkach. Jinak

byl postup stejny jako postup popsany vySe.




‘e LR J LR ]

18 L XN .:.. (X )

Tabulka 3: Aktivita variantniho lysostaphinu proti S. aureus in

vitro
MIC (pg/ml)
AG417 AG404°-™ AG402° AG414
Gly218Asp 0,03 0,06 0,06 0,03
ptirozeny
lysostaphin 0,004 0,008 0,008 0,004

© klinicky izolat; ™ resistentni na methicillin

Jak ukazuje tabulka 4, byl variantni lysostaphin také vysoce
aktivni proti S. aureus v my8im modelu akutni infekce. Opét byl
variantni lysostaphin o né&co méné aktivni neZ prirozeny

lysostaphin, ale byl aktivnéjSi neZ vankomycin.

Tabulka 4: Aktivita variantniho lysostaphinu proti S. aureus v

my$im modelu infekce

Davka % preziti
(mg/kg)
kontrola lysostaphin Gyl218Asp vankomycin
0 0
0,04 0
0,08 17 0
0,16 83 17
0,31 33
0,63 83 0
1,25 83
2,5 100

P¥iklad 4: Antimikrobidlni aktivita v séru kralikd 1léZenych

lysostaphinem

Bilim kralikim New Zealand o hmotnosti p¥iblizZné 5 kg bylo
intravenosni infusi poddno 125 mg lysostaphinu. Vzorky krve byly
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odebirdny v intervalech do 4 hodin a bylo p¥ipraveno sérum; byla

pripravena dvojnédsobnd seriovad Yedéni a byl stanoven baktericidni

titr séra proti kmenu S. aureus resistentnimu na methicillin (MRSA

-

27619) . Baktericidni titr séra‘je nejvys8i ¥edéni, které zabiji
99,9% inokula b&hem 24 hodin. V tomto testu je pF¥eZivani bakterii
hodnoceno v podstat& zplisobem pouZitym p¥i stanoveni minimélni
baktericidni koncentrace s tou vyjimkou, Ze mikrotitradni jamky
obsahuji rtznid ¥ed&ni séra misto riznych koncentraci roztoku

predist&ného antimikrobidlniho ¢inidla.

Jak ukazuje tabulka 5, obsahovalo sérum vysoce baktericidni
koncentrace lysostaphinu b&hem celého obdobi. Konkrétn&, v obdobi
od 30 minut do 120 minut byl titr vy38i neZ 1:256 (nejvy$88i
testované Yedéni), co¥ naznafuje, Ze 256-ndsobné redéni bylo
stédle schopno usmrtit 99,9% bakterii. V nejzassi testovanou dobu,

ve 240 minutédch, byl titr 1:64.

Tabulka 5: Sérovy baktericidni titr lysostaphinu po podani 125 mg
5 kg kralikum

Doba po podani Sérovy baktericidni
infuse (min) titr
0 1:128
30 >1:256
60 >1:256
90 >1:256
120 >1:256
240 1:64

Tento p¥iklad ukazuje, %e lysostaphin si zachovava
baktericidni aktivitu v séru kralikl a Ze zUstéva pfitomny a

aktivni v cirkulaci po dobu alesponl 4 hodin po injekci.

Priklad 5: O&innost lysostaphinu p¥i experiment&lni endokarditidé
u kralikt
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Endokarditida aortdlni chlopné byla vyvolédna u New Zealand
bilych krdlikd o hmotnosti p¥ibliZné& 3 kg. Krdlici byli uvedeni
do anestesie a byla obnaZena prava arteria carotis a byla
kanylovédna polyethylenovym katetrem, ktery byl zasunut do levé
srde&ni komory. Po alespoll 24 hodindch byli kralici intravenosné
infikovani 10° aZ 10”7 bunék S. aureus resistentniho na methicillin
(MRSA 27619). O dvacet ¢ty¥i hodin pozdéji byla zvifata ndhodné
rozdé&lena do raznych léfebnych skupin: nelédené kontroly (9
kralikl); pozitivni kontroly, vankomycin 30 mg/kg dvakrat denné
(15) ; lysostaphin 5 mg/kg t¥ikrédt denn& (11); lysostaphin 5 mg/kg
jednou denné (10); lysostaphin 5 mg/kg jednou denné + vankomycin
30 mg/kg dvakrat denné (11). Krdlici, jejichZz infekce nebyla
potvrzena predléfebnou hemokulturou, byly vyloufeni. Kromé& toho,
u v8ech krdlikd v testu bylo pf¥i pitvé potvrzeno, Ze mély
rozvinutou endokarditidu, jak bylo potvrzeno p¥itomnosti
aortdlnich vegetaci, které ukazuji na probihajici nebo v

minulosti p¥itomné onemocnéni.

VeSkera lélba byla intravenosni a byla provadéna po dobu 3
dnd. Zdravotni stav kralikid byl hodnocen v pravidelnych
intervalech. Krdlici byly utraceni 18 hodin po posledni 1é&c&bé.
Aortdlni vegetace byly odstranény a zvazZeny a analyzovany na
pocet Zivych bakterii, ktery byl vyjadfen jako log CFU/gram.
Limit detekce je 10® CFU/gram (log CFU/gram = 2,0). Prum&rné
titry bakterii na gram byly porovnévény jednocestnou analyzou
variance. Student-Newman-Keulsuv test byl pouZit pro Gpravu pro
mnoholetnd srovndni. Srovndni rychlosti sterilizace bylo _
provedeno za pouziti Fisherova exaktniho testu. Statisticka
vyznamnost byla definovéna jako p < 0,05.

Jak ukazuje tabulka 6, reZim 5 mg/kg lysostaphin t¥i-krat
denné& byl neja¢iné&js&i lécbou. Vyznamné je, Ze tato lé&ba
kompletné sterilizovala vegetace srde&ni chlopné u vSech kralikl
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krom& jednoho. Toto byl mnohem lep$i vysledek, ne% je vysledek
dosaZeny pt¥i pouziti standardniho reZimu, ktery byl v tomto
modelu infekce pouZit jako pozitivni kontrola. ReZim 5 mg/kg
lysostaphinu jednou denné& byl méné& G&inny neZ reZim obsahujici
podani t¥ikrat denn&, ale byl témd¥ stejnd G&inny jako vankomycin
v redukci poltu bakterii ve vegetacich; tento efekt nebyl
statisticky vyznamn€ odlisny od efektu p¥i poddni vankomycinu.
Pri pouZiti reZimu podéni lysostaphinu jednou denn& bylo také u
nékterych zvi¥at dosaZeno kompletni sterilizace n&kterych zviFat.
Pri pridani lysostaphinu jednou denné ke standardnimu reZimu
obsahujicimu podéni vankomycinu do$lo k vyraznému sni¥eni
prumé&rného podtu bakterii, tém&¥ na Groveii pozorovanou p¥i
podavani lysostaphinu t¥ikrat denné. Nicmén&, v podtu kompletnd
sterilizovanych vegetaci bylo podavani lysostaphinu t¥ikrat denné
jasné lep8i neZ jiné reZimy.

Tabulka 6: Uinnost lysostaphinu proti endokarditid¥ zptisobené §S.

aureus u kraliku

Létba Prim&r log_  CFU/gram| Polet sterilnich
vegetace + standardni|vegetaci/celkovy polet
odchylka lé&enych zvirat

nelécend kontrola 10,73 + 1,58 0/9

vankomycin 30 mg/kg 5,91 + 1,67= 0/15

dvakrat denné

lysostaphin 5 mg/kg 7,08 + 3,74% 2/10

jednou denné

lysostaphin 5 mg/kg 2,26 + 0,85='"F 10/11°<

t¥ikrat denné

lysostaphin 5 mg/kg 3,23 + 1,41="" 3/11

jednou denné +
vankomycin 30 mg/kg
dvakrat denné

® p < 0,05 pri srovnani s nelédenou kontrolou;

¥ p < 0,05 p¥i srovnani s vankomycinem;

0,008 vs lysostaphin jednou denné + vankomycin

°p
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Ledvinné abscesy byly také hodnoceny na p¥itomnost stafylokoku.
Podavani lysostaphinu t¥ikrat denné vyrazné redukovalo obsah
bakterii ve srovndni s neléfenou kontrolni skupinou na té&sné& nad
10% CFU/gram tké&n& ve skupin& lé¢ené lysostaphinem ve srovnani s

o ndco mén& ne¥ 10® CFU/ gram tké&né u kontrol.

Pozorovani zvitat prokdzalo, Ze kralici 1é&eni lysostaphinem
t¥ikrat denné& byli v8ichni v dobrém zdravotnim stavu brzy po

zahdjeni 1lécby.

Tyto vysledky nemohly byt pfedviddny na zdkladné ptedeZlych
studii. Konkrétné&,sterilizace v podstaté& vSech vegetaci nebyla
nikdy pfedtim popsédna pro Z&dné antimikrobidlni Cinidlo v tomto
modelu infekce. Skutelnost, Ze ke sterilizaci do$lo b&hem
relativné kratké 1é¢by, 3 dnl, naznaluje, ¥%e lysostaphin G&inkuje
velmi rychle in vivo a naznaluje také, Ze analogy lysostaphinu s
antimikrobidlni G&innosti mohou znalné& zlep#it vyhlidky pacienti
s vasnymi stafylokokovymi infekcemi, které vyZaduji rychle

sniZeni poltu bakterii.

Vy%e uvedend data dokazuji G¢innost analogl lysostaphinu proti
S. aureus, vdetnd MRSA (S. aureus resistentni na methicillin).
Kmeny, které jsou resistentni jak na methicillin, tak na
vankomycin, jsou novym problémem. RGzné kmeny tohoto typu byly
vybrany po cyklech kultivace na mediu obsahujicim glykopeptid.
MIC vankomycinu pro vybrany kmen byla 8 ug/ml, jak je popsano
také pro prirozené VISA kmeny izolované od pacientd v USA a.
Japonsku (Centers for Disease Control and Prevention, Morbidity
and Mortality Weekly Report 1997, 46: 813 - 815). Stafylokokové
izoldty se povaZuji za citlivé na vankomycin tehdy, je-1i MIC
ni¥%i nebo rovna 4 pug/ml a povafuji se za zcela resistentni na
vankomycin, je-1li MIC vy&S8i nebo rovna 32 ug/ml (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1993, Approved




standard M2-A5. Performance standards for antimicrobial disk
susceptibility tests - 5. vydéni. (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, Villanova, PA).

Jak ukazuje tabulka 7, lysostaphin byl G&inny p¥i 1&Cbé&
kralikdl s infekdni endokarditidou zpusobenou VISA kmenem

resistentnim na methicillin.

Tabulka 7: O%innost lysostaphinu p¥i endokarditid& u kralikh
zpisobené VISA kmene S. aureus resistentnim na

methicillin
Léc¢ba CFU/g vegetace” sterilni vegetace/
vegetace celkem

kontrola 10,3 0/10
vankomycin 30 mg/kg 6,95 0/13
dvakréat denné

lysostaphin 5 mg/kg 6,29 2/10

t¥ikrdt denné

lysostaphin 15 mg/kg 4,0%" 0/5

dvakrat denné

" vyjadteno jako log_ , pruméru
** gignifikantn& lep3i neZ vankomycin nebo niZ8i davka

lysostaphinu (p < 0,05).

V p¥ipad& VISA kmenu byl lysostaphin v dévce 5 mg/kg t¥ikrat
denn& stejn& G&inny jako vankomycin ve sniZeni poltu bakterii v
aortalnich vegetacich. Davka lysostaphinu 15 mg/kg dvakrdt denné
byla &in&j%i ne¥ standardni reZim poddvani vankomycinu
(statisticky vyznamn&) a také byla statisticky vyznamn& lepSi neZ
lysostaphin v davce 5 mg/kg poddvany t¥ikrat denn&. Dale, pfi
podédvéni vankomycinu, i v dévce 30 mg/kg dvakrat denné&, nebylo
dosa¥eno kompletni sterilizace vegetaci srde&ni chlopn& u Zadného
testovaného zvifete. Naopak, kompletni sterilizace byla dosaZena
u n¥kterych zvi¥at p¥i podavéani lysostaphinu t¥ikrat denné.
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Model kralic¢i endokarditidy je v soudasnosti velmi dobfre
standardizovéan a je pfijiman jako rigorosni test schopnosti
antimikrobidlni &inidel vylé&it z&va¥né infekce u lidi. PredeSlé
prace tykajici se lysostaphinu v 1&&bé& rozvinutych infekci
ukazaly omezené sniZeni po&tu bakterii v ledvinadch v my8im modelu
a v srdeCnich chlopnich a jinych organech v modelu endokarditidy
u psl, pfi pouZiti davek od 50 do 250 mg/kg/1ébu. I pres vysoké
davky pouZité v té&chto studiich nebyla pozorovéna G&innost
dostatefnd pro 1é&bu zavainych stafylokokovych infekci. Vysledky
predeslych studii nemohly vést k pFfedpokladu rychlé, aplné
sterilizace prakticky v8ech vegetaci srdecni chlopné&, jak bylo
pozorovano nyni p¥i pouZiti nizkych davek lysostaphinu v modelu
endokarditidy u kralikt.

Vysledky zde uvedené dokazuji nejen neofekdvanou G&innost
lysostaphinu p¥i endokarditidé zplisobené S. aureus, ale také
ukazuji, Ze tato G&innost je mnohem lep8i neZ G&innost odekavana
pfi standardni 1&¢b&. Soulasné dostupné 1&&by nejsou dasto G&inné
v 1&Cbé& Zivot ohroXujicich infekeci, které mohou vést k nevratnému
poSkozeni tkani a které proto vyZaduji rychlé sni%eni podtu

z N

bakterii, aby se zabrénilo takovému postiZeni, stejn& jako Fireni
infekce do jinych vit&lnich organt. Vy$e uvedené vysledky
naznacuji, Ze analoga lysostaphinu, samostatné nebo v kombinaci s
jinymi ¢inidly, maji potenciil G&innosti pro lécbu takovych
infekci. DAle, podle té&chto vysledkld a podle in vitro aktivity
lysostaphinu proti stafylokoktm je moZno odekavat, Ze analogy
lysostaphinu, samostatn& nebo v kombinaci s jinymi ¢inidly, budou
pouZitelné proti jinym kmentim stafylokokd neZ je S. aureus. Mezi
¢inidla, kter&d jsou vhodna pro pouziti spolu s lysostaphinem,
patfi vankomycin a jiné glykopeptidy, rifampin a jiné rifamyciny
a jind anti-infek&ni &inidla, ktera maji aktivitu proti
stafylokoklm.
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Analogy lysostaphinu mohou byt pouZity nejen p¥i 1&&bé
stafylokokové endokarditidy, ale také jinych potencidlné
letalnich stafylokokovych onemocnéni, jako je bakteriemie a
infekce jinych vitdlnich orgédnu, jako jsou ledviny, plice kiZe a
kosti. Zplisoby podle p¥edkldddného vynidlezu jsou také pouZitelné
pro 1é&bu infekci p¥i popélenindch, infekce ran a protetickych
prost¥edkl. Stejné metody mohou byt pouZity konkrétné& p¥i 1é&bé
onemocnéni jako je osteomyelitida, kterd je infekci vyZadujici
dlohodobou lé¢bu soufasnymi antimikrobidlnimi &inidly.
Predkladany vyndlez dale zahrnuje pouZiti analogl lysostaphinu
infekci a onemocnéni, které jsou zpusobeny stafylokoky

resistentnimi na béZné pouzivand antibiotika.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZziti lysostaphinu nebo jeho varianty, ktera
si zachovava schopnost lysostaphinu proteolyticky stépit
glycin-obsahujici mistky v peptidoglykanu bunécéné stény
stafylokokl, pro vyrobu léciva pro léceni stafylokokovych
infekci, které jsou alespon c¢astec¢né resistentni vaci

vankomycinu.

2. Pouziti podle naroku 1, kde léceni zahrnuje
poddvani davky 3 az 50 mg/kg/den.

3. Pouziti podle ndroku 2, kde léc¢eni zahrnuje

podavani davky 3 aZ 25 mg/kg/den.

4. Pouziti podle naroku 1, 2 nebo 3, kde léceni
zahrnuje podavani lysostaphinu nebo jeho varianty spolu

s alesponn jednim jinym antimikrobidlnim ¢inidlem.

5. Pouziti podle naroku 4, kde jinym

antimikrobidlnim ¢inidlem je rifamycin nebo glykopeptid.

6. Pouziti podle naroku 1, 2, 3, 4 nebo 5, kde
infekce sidli v srdec¢nich chlopnich, krvi, ledvinach,
plicich, kostech nebo mékkych plenadch mozkovych nebo je

spojena s pouZitim katetru nebo protetického zarizeni.

7. Pouziti podle naroku 6, kde infekci je

endokarditida, osteomyelitida nebo bakteriemie.

8. Pouziti podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6 nebo 7,

kde lé¢ena infekce je lidska.
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9. Pouziti podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 nebo
8, kde lysostaphin nebo jeho varianta je vyrobena
rekombinantné.

10. PouZiti podle naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 nebo
9, kde infekce je vyvolana kmenem Staphylococcus aureus,

ktery je methicillin-resistentni a vykazuje stredni

susceptibilitu k vankomycinu.
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