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1 Uvod

Cilem mé prace je screening bakteridlnich virti neboli bakteriofagii. Zabyvala
jsem se hledanim novych bakteriofagt z trusu hlodavct, jako materidlu pro ptipadné
medicinské vyuziti. Je totiz znamo, ze hlodavci jsou pfirozenymi zdroji bakterii rodu
Borrelia, tudiz mohou byt v jejich organismech pfitomny i bakterialni viry (viz Margos
a kol. 2011, Burri a kol. 2014, Vostal a Zakovska 2003, Radzijevskaja a kol. 2013,
Khanakah a kol. 2006). Praci jsem rozsifila o screening klistéte (Ixodes sp.). Klistata
jsou dnes velmi znamymi pienaSeci jak bakterialnich, tak i virovych infekci (Papacek a
kol. 2000). Rovnéz je tedy velkd pravdépodobnost pifitomnosti bakteriofaglh v jejich
organismu. Vyuziti bakteriofag v budoucnosti je zfejmé. Existuje velky potencial
vyuziti fagl v 1écbé v kombinaci s antibiotiky (Viertel a kol. 2014). Bakteriofagova
terapie se rozvijela na zacitku dvacatého stoleti, s objevenim antibiotik vSak
bakteriofagova 1écba ustoupila (Fleming 1929, Sulakvelidze a Alavidze 2001). Zatim se
prili§ neuvazovalo o potencidlnim pouziti bakteriofagii v 1é¢beé neurodegenerativnich
chorob. N¢které neurodegenerativni choroby jsou totiz ziejmé zptisobené bakterialnimi

infekcemi (Miklossy 2011, 2012).



2 Bakteriofagy

Bakteriofagy neboli fagy jsou viry napadajici bakterialni bunky. Jsou
nejrozsifenéjSimi a nejhojnéj$imi biologickymi objekty na Zemi. Odhaduje se, Ze
existuje 10%! druht bakteriofagi. Nejvétsi koncentraci fagi obsahuje ziejmé moiska
voda. Hrub4 stavba a zivotni cyklus bakteriofagl jsou relativné dobfe zndmy (Morgan a
Pitts 2008). Vétsina bakteriofaghh ma specificky tvar. Jejich kapsid je tvofen hlavickou
ve tvaru mnohosténu, kde je ulozena molekula nukleové kyseliny. Dale valcovity,
kontraktilni, duty bi¢ik, na némz jsou bicikové hroty a bic¢ikova vlakna. Pomoci téchto
bicikovych vladken se bakteriofdg zachyti na povrchu hostitelské buiiky. Bicik se stdhne
a molekula DNA je vypusténa na principu injek¢ni sttikacky dovnitt bakterialni bunky
(Zavodska 2006). V tomto stadiu nemaji bakteriofagy schopnost pohybu, nedochazi u
nich k metabolismu ¢i replikaci (Morgan a Pitts 2008). Geneticky jsou bakteriofagy
velmi variabilni. Jejich nukleova kyselina miZze byt linearni ¢i cirkularni. Genom se
muze skladat z dvoufetézcové DNA (ds DNA) nebo jednotfetézcové DNA (ss DNA),
také z dvou nebo jednotfetézcové RNA (ds RNA nebo ss RNA) (Rosypal 2000). Pro

jednoduchost jsem se v této praci zaméfila pouze na DNA bakteriofagy.

~11 dutina bidiku

R <+ hroty bi¢iku

vidkna
biciku

Obrazek 1- Zakladni schéma bakteriofaga T4.

Zdroj: Rosypal 2000



2.1 Zivotni cyklus

Jak jsem jiz vySe zminila, bakteriofagy jsou viry, které pro své rozmnozeni
potiebuji hostitelské butiky, konkrétné buiiky bakteridlni. Bakteriofagy se mnozi uvnitf
bakterialnich bunék a timto zpisobem muize mimo jiné dochazet k pfenosu genli mezi
bakteriemi pomoci virti (Alberts 1998). Zivotni cykly bakteriofagh mizeme rozdélit na
lytické a lyzogenni (Morgan a Pitts 2008) nebo mirné a virulentni (Rosypal 2000).
Mirnym bakteriofaghm mizeme pfifadit zivotni cyklus lyticky a virulentnim zase
cyklus lyzogenni (Rosypal 2000).

Nehled¢ na rozdilné zivotni cykly bakteriofagt, zakladni kroky infikovani buiky
zUstavaji stejné. V roztoku bakterii se bakteriofagy nahodné pohybuji, dokud jejich
bicikova vladkna nezachyti specificky bakterialni membranovy receptor. Adsorpce viru k
hostitelské bufice zacind prilnutim bicikovych vldken k bakteridlni bunécné sténé.
Bic¢ikové hroty maji Casto enzymy, které degraduji bunécnou sténu a umoziuji tak
proniknuti virové nukleové kyseliny do hostitelské buriky. Do hostitelské buiiky pronika
pouze virova DNA, ostatni ¢asti bakteriofaga jako proteinova hlavicka, bic¢ik, bic¢ikova
vlakna a bi¢ikové hroty zlstavaji pfipojené k bunécné sténé bakterie. U dalSich krokt
Jiz zalezi, o jaky zivotni cyklus bakteriofaga se jednd. Obecné dochazi k expresi a
replikaci virové nukleové kyseliny, nasledné miize dochdzet k skladani a vypousténi
novych virionti (Morgan a Pitts 2008).

Pii lytickém cyklu bakteriofagovd DNA pronikd do hostitelské bunky, kde
dochazi k syntéze virovych proteinii, potiebnych pro tvorbu novych bakteriofagh
(Alberts 1998). Virova DNA dokaze pfeménit metabolismus hostitelské bunky tak, aby
burika syntetizovala proteiny pro stavbu nového bakteriofaga. Mezi prvnimi produkty
transkripce a translace virového genomu je totiz nukleadza, ktera degraduje Casti
hostitelské nukleové kyseliny. Virovy geneticky materidl je tedy syntetizovan
prednostné. Rovnéz dochazi k replikaci bakteriofagové DNA a jejimu zabaleni do
hotového, nového viru. Builka praskd, tento jev nazyvame lyze builky, a nové
bakteridlni viry se tak z hostitelské buniky uvolni (Obr. 2). Odhaduje se, Ze pii lytickém
cyklu miiZou byt namnoZeny stovky virionll v rdmci jedné bakterialni buniky (Morgan a
Pitts 2008).

Pii lyzogennim cyklu se bakteriofdgova DNA integruje do bakteridlniho
chromosomu. Integrovana nukleova kyselina bakteriofaga se oznacuje jako profag. Tato

¢ast DNA je pfitomna v hostitelském chromosomu, aniz by se né&jakym zplsobem
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projevovala na bakteridlnim fenotypu. Genom integrované bakteriofagové nukleové
kyseliny nema zadné homologické sekvence s bakterialnim genomem. Nelze se tak
integrovat do bakterialniho chromosomu homologni rekombinaci. Bakteriofagy
vyuzivaji mistné specifické rekombinace. Virus koéduje integracni enzym integrazu,
ktery rozeznava specifickou sekvenci bakterialniho chromosomu a ur¢itou sekvenci ve
virovém genomu. Tyto dvé sekvence integraza ptiblizuje k sob¢, katalyzuje rozstépeni
obou nukleovych kyselin a jejich opétovné spojeni tak, aby byl virovy genom
integrovan do bakteridlniho chromosomu. Pokud dochazi k mnozeni infikovanych
bakterialnich bun¢k, dochazi tak i k pfenaseni integrované bakteriofagové nukleové
kyseliny na budouci potomstvo. Profagovd DNA tak mize byt donekonecna
replikovéna jako ¢ast bakteridlniho chromosomu. V ptipadé nepiiznivych podminek,
napt. vystaveni infikovanych hostitelskych bun€k ultrafialovému zafeni, je genom
profaga aktivovan (Alberts 1998), nepokracuje dale v produkci represorového proteinu
a prechazi do lytické faze zivotniho cyklu (Morgan a Pitts 2008). Tento zlom nazyvame
indukéni moment. Integrovand bakteriofagova nukleova kyselina tak nemusi zaniknout
spolu s hostitelskou buiikou, ale ma Sanci uniknout v podob&é nové vzniklych
bakteriofagl. Pti excizi bakteriofagové nukleové kyseliny z hostitelského chromosomu
probihd integrace virové DNA v opatném sledu. Pii uvolnéni z bakteridlniho
chromosomu muze obfas dochazet k nepfesnému vystfiZzeni bakteriofagové nukleové
kyseliny a to tak, Ze misto ¢asti vlastni DNA je vystfiZzen i kus DNA bakterialni. Tato
bakterialni DNA je zabalena do nového viru spoleéné s bakteriofagovou. Pokud
takovyto modifikovany bakteriofag infikuje novou bakterii, kromé své vlastni nukleové
kyseliny vnese do hostitelské buiikky i DNA pfenesenou z predchazejiciho hostitele. V
ptipad¢, kdy virus nepoSkozuje hostitelskou buriku, se mliZze prenaSena bakterialni DNA
trvale zaclenit homologni rekombinaci do hostitelského chromosomu. Miize tak dojit k
pfenosu genti mezi bakteriemi. Tento jev se oznacuje jako transdukce (Alberts 1998).
Diky lyzogennimu Zivotnimu cyklu bakteriofagh muiZe u baktérii nastivat
latentni faze infekce. Bakteriofagovd DNA miiZe byt zabudovdna v genomové DNA a
pfi nepfiznivych podminkach dojde k jejimu namnoZeni a uvolnéni virionii z buiky.
Bakterie jsou pfirozenou i patologickou soucasti dalSich organismul. Bakteriofagy tedy
mohou obsahovat rostliny i zivo¢ichové, obsahujici zaroven 1 rizné bakterie, které vSak
nenapadaji eukaryotické buniky a parazituji jen na builkdch bakteridlnich (Zavodska

2006, Alberts 1998). Vyssi organismy, napiiklad savci, proto mohou §ifit bakteriofagy,
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ktefi parazituji v bakteriich vyskytujicich se v organismech savcii. Siii se ¢asto pomoci
savCich exkrementli. Dobrym zdrojem bakteriofaghh jsou proto odpadni vody z
nemocnic (viz napt. Shen a kol. 2012, Chaudhry a kol. 2014). Bakteriofagy ni¢i zcela
piirozen¢ bakterie, proto byly a znovu mohou byt vyuzity v Iékafstvi pro boj s

nékterymi bakteriemi (viz Miedzybrodzki a kol. 2007, Miedzybrodzki a kol. 2009).

Obrazek 2 - Lyticky cyklus bakteriofaga T4.

Zdroj: upraveno dle Eshelman a kol. 2010

Obr. 2: Nahodny pohyb bakteriofagi v bakterialnim roztoku. Fag je vné své hostitelské
buiiky (1). Priblizeni bakteriofaga k bakterii, adsorpce (2). Dochazi k vstiiknuti
bakteriofagové DNA do hostitelské bunky (3). Syntéza bakteriofagovych c¢asti a
replikace fagové DNA v cytoplazmé hostitelské bakterie (4,5). Lyze bunky a uvolnéni
novych bakteriofagti (6).



2.2 Historie vyzkumu bakteriofagi

V roce 1896 se vénoval bakterii Vibrio cholerae britsky bakteriolog Ernest
Hanbury Hankin a mezi prvnimi detekoval aktivitu bakteriofagl (viz Hankin 1896).
Fagy jako takové byly objeveny a pojmenovany pozdéji. Nezavisle na sobé
bakteriofagy objevili britsky patolog Frederick William Twortem roku 1915
(Ackermann 2003) a francouzsko-kanadsky mikrobiolog Felix d'Herelle v roce 1917.
Prvni pozorovani Dbakteriofagi byla francouzsko-kanadskému mikrobiologovi
umoznéna na zakladé prace s hospitalizovanymi vojaky, ktefi trp&li tplavici (d'Herelle,
1917). Nazev ,,bakteriofag" byl rovnéz navrzen podle d'Herelleho. Byl odvozen od slov
,,bacteria” jako bakterie a ,,phagein”, coz v ptekladu z feétiny znamena jist nebo pohltit.
Néazev mé ptedstavovat ,,pojidédni* ¢i ,,pohlcovani" bakterii bakteriofagy. Objeveni
bakteriofagli bylo vyznamné nejen pro studii samotnych fagli na molekuldrni urovni, ale

také pro fagovou terapii (viz Sulakvelidze a Alavidze 2001).

2.3 Déleni bakteriofaga

Fagy jsou klasifikovany do 13 rlznych rodin. Celkem 5 100 bakteriofagi bylo
od roku 1959 analyzovano pod elektronovym mikroskopem. Zhruba 96 % fagh jsou
fagy s bic¢ikem. Polyedrické, vlaknité a pleomorfni fagy tvofi méné nez 4 %
bakteridlnich vird. Bakteriofagy se vyskytuji u vice nez 140 rodt bakterii a archei.
Bakteriofagy jsou polyfyletické, coZ znamend, ze opakované vznikly z riznych predki
nebo u riznych hostiteli. Bicikaté fagy se jevi jako nejstar§i zndméa monofyleticka
skupina vird (Ackermann 2003).

ICTV (International Committee for Taxonomy of Viruses neboli Mezinarodni
komise pro taxonomii virdl) soucasné klasifikuje vétSinu objevenych bakteriofagii do
radu Caudovirales (bicikaté bakteriofagy), kam patii ¢eledi Myoviridae, Siphoviridae a
Podoviridae (Ackermann 2003). Dalsi celedi jiz stoji v syStému samostatné a nefadi se
pod zadny fad. Jsou to konkrétné celedi Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae,
Leviviridae a Cystoviridae. Do téchto celedi fadime mnohosténné fagy. Dale celedi
vlaknitych fagt: Inoviridae, Lipothrixviridae a Rudiviridae. V neposledni fadé celedi
polymorfnich fag: Plasmaviridae a Fuselloviridae (viz Morgan a Pitts 2008,
Ackermann 2003). Podle posledniho vyzkumu a scitdni bakteriofagh se 4 590
bicikatych fagn fadi do fadu Caudovirales (Ackermann 2003).



Bakteriofagy mizeme mimo jiné rozdélit na zaklad¢ zptisobu infekce bakterialni
buiky, tedy dle jejich zivotnich cykli, na fagy mirné a virulentni (vice o tomto
rozdéleni viz vyse kap. ,,Zivotni cyklus bakteriofagt"). Dalsi déleni bakteriofagi 1ze
brat podle nukleové kyseliny, kterou obsahuji (viz kap. ,,Uvod") (Rosypal 2000).
Vétsina fagh obsahuje dsDNA (Ackermann 2003).

Dle Morgana a Pittse je ¢lenéni bakteriofagh do taxonomickych jednotek velmi
obtizné, ba 1 nemozné. Nedavné prace genomiky vira totiz prokazaly velkou
roztiiSténost bakteriofagovych druhii, pravdépodobné¢ v disledku horizontalniho
pienosu genti (HGT - Horizontal gene transfer). S ohledem na tyto vysledky Morgan a
Pitts tvrdi, Ze jakékoliv zatazeni bakteriofagli do druhti vzdy selhalo. Dale se domnivaji,
ze bakteriofagy jsou nejrozSifenéjSimi organismy na Zemi, pravdépodobné se

schopnosti se vyvijet bez formovani do druhti (Morgan a Pitts 2008).
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Obrazek 3 - Schematicka ukazka nukleovych Kkyselin majoritnich skupin

bakteriofagii.

Zdroj: Ackermann 2003



2.3.1 Caudovirales

Bakteriofagy se skladaji z hlavicky s kubickou symetrii a ocasu s binarni
symetrii. Nemaji zadny lipidovy obal, obvykle se skladaji z proteinu a DNA. Jejich
nukleova kyselina je z jednoduchého linedrniho dvoufetézcového vlakna. Jedna se o
velmi rozmanité bakteriofagy, zejména v obsahu a slozeni DNA, rozmeérech
bakteriofagt, jejich slozeni, rozméri a fyziologie. Nékteré DNA obsahuji neobvyklé
baze, jako je 5-hydroxymethylcytosine (Ackermann 2003).

Do celedi Myoviridae se tfadi bakteriofagy s kontraktilnim bi¢ikem, ktery je
slozen z pochvy a centralni dutiny. Radime sem napiiklad bakteriofigy T4, P1, P2, Mu
atd. (Ackermann 2003). Genom faga T4 je tvofen dsDNA, tedy dvousroubovicovou
linearni DNA. Bakteriofag T4 se mnozi v bunikach E. coli. Po pfilnuti bakteriofaga k
hostitelské bakterialni butice a vsttiknuti dSDNA do buiiky nastdva pozastaveni syntézy
hostitelské DNA, RNA a proteind. Je to jeden z nejvice prostudovanych bakteriofagi,
ktery zatazujeme do skupiny fagd virulentnich (Rosypal 2000). Na skupinu téchto fagt
jsem se ve své praci zaméfila. Dvojice primertit Mzia jsou degenerované primery pro
ziskavani bakteriofagi z motské vody, konkrétné z rodiny T4 fagu (viz kap. ,,Material a
metody") (Filée a kol. 2005).

V Celedi Siphoviridae se vyskytuji bakteriofagy s dlouhym nestazitelnym
bicikem. Dle Ackermanna se do této Celedi zatazuji fagy A, T1, TS5, LS, c2, yM atd.
(Ackermann 2003). Bakteriofag A je fazen do skupiny mirnych fagt. Jeho hostitelskymi
bunikami jsou bakterie E. coli. Lyzogenni kmen E. coli nesouci profaga A se oznacuje
jako E. coli (2"). Genom faga A je tvofen dsDNA s koheznimi konci. Jako kohezni
konce oznacujeme vzdjemné komplementarni jednofetézcové 5’konce vycnivajici z
dvouretézcové molekuly DNA, které se mohou pérovat (Rosypal 2000). Nukleova
kyselina mé vSak linedrni tvar jen uvnitf viriond. V hostitelské buiice se nukleova
kyselina pfeméni na tvar kruznicové dsDNA. V tomto tvaru se také v hostitelské bunice
replikuje (Rosypal 2000).

V &eledi Podoviridae maji bakteriofagy kratky bi¢ik. Radime sem bakteriofaga
T7 (Ackermann 2003), coz je dalsi fag, ktery je pro mou préaci jeden z klic¢ovych. Jedna
dvojice primerti, kterou jsem pouzila, konkrétn¢€ primery Lav, se zamétfuje pravé na fagy
z rodiny bakteriofaga T7 (viz kap. ,,Materidl a metody"”) (Dwivedi a kol. 2012).
Bakteriofaga T7 mulZeme zafadit do skupiny virulentnich fagh. Strategie exprese

genomu faga T7 je zalozena na sledu tii skupin. Geny prvni skupiny, tj. geny brzké rané



faze exprese, jsou piepisovany RNA-polymerazou hostitelské bunky na jesté
nereplikované fagové DNA. Geny druhé skupiny neboli geny pozdé€jsi rané faze
exprese, zahrnuji kodujici enzymy pro rozklad DNA hostitelské buiikky. Mimo jiné
rovnéz zahrnuji geny koédujici enzymy potiebné pro replikaci fagové DNA. Do gent
treti skupiny, tj. geny pozdni faze exprese, se fadi geny kodujici proteiny kapsidi
(Rosypal 2000). Krom¢ bakteriofaga T7 fadime do této Celedi bakteriofagy P22, ¢29
atd. (Ackermann 2003).

2.3.2 Microviridae

Viriony jsou malé, nemaji obal. Genom je tvofen kruhovou jednofetézcovou
DNA (Obr. 3). Tyto bakteriofagy infikuji odlisné hostitele, napiiklad celed’
Enteroacteriaceae nebo rody Chlamydia nebo Spiroplasma. Tuto celed mizeme

rozdélit do Ctyi rodl (Ackermann 2003).

2.3.3 Corticoviridae

Tato skupina obsahuje zatim jen jeden zndmy druh a to bakteriofaga PM2. Jeho
kapsid se sklada ze dvou proteinovych skotapek a lipidové dvojvrstvy, ktera je seviena
mezi nimi. Dva podobné bakteriofagy byly izolovany z motské vody, zatim ale nebyly

podrobné prozkoumany (Ackermann 2003).

2.3.4 Tectiviridae

Fagy se skladaji z tuhého bilkovinného kapsidu, ktery obklopuje tlusty, flexibilni
lipoproteinovy obal. Pfi adsorpci na hostitelskou buiiku se tento vacek pfeméni na bicik
0 velikosti zhruba 60 nm, pomoci kterého je nukleova kyselina vpusténa do bakterialni
bunky. Piesto, ze jsou bakteriofagy z celedi Tectoviridae velmi vzacné, maji pomérné
siroké spektrum hostiteld Acinetobacter, Pseudomonas, Thermus, Vibrio, Bacillus,
Alicyclobacillus (Ackermann 2003).

2.3.5 Leviviridae

Jsou to ssSRNA viry, tedy viry s jednofetézcovou nukleovou kyselinou (Obr. 3).
Viriony pifipominaji spise poloviriony, jelikoz nemaji patii¢éné morfologické nalezitosti.
Levivirus MS2 nemd zadnou strukturni podobnost proteinového obalu s jinymi doposud

znamymi RNA viry. Nejznaméjsi viry z Celedi Leviviridae jsou plasmidove specifické



colifagy. Byly rozdéleny do dvou rodd sérologicky i na zékladé jinych kriterii
(Ackermann 2003).

2.3.6 Cystoviridae

Tato celed ma oficialné pouze jednoho zastupce. V posledni dobé vSak byla
zjisténa podobnost dvou dal$ich viri k této ¢eledi. Tyto viry jsou velmi vyjimeéné mezi
bakteriofagy, jelikoz obsahuji tfi molekuly dsRNA a RNA polymerazy. Kapsid je
obklopeny lipidovym obalem, obsahujicim dodekahedralni RNA polymerasovy
komplex. Pti infikovani hostitelské buiiky ztraceji bakteriofagy celedi Cystoviridae svij
lipidovy obal a jejich kapsid vstupuje mezi bunécnou sténu a cytoplazmatickou
membranu. Jejich hostitelskou buitkou mize byt pouze Pseudomonas syringae, coz je
fytopatogen (Ackermann 2003).

2.3.7 Inoviridae

Celed’ zahrnuje dva rody, Inovirus a Plectrovirus, které se vyskytuji v odlignych
hostitelich. Bakteriofagy rodu Inovirus se vyskytuji v enterobakteriich. P¥ibuzné druhy
se vyskytuji naptiklad v Clostridium. Genom téchto fagu je z hostitelské bunky, ktera
muze syntetizovat nové bakteriofagy jen po urcitou dobu, vytlacovan. Viry jsou citlivé
na chloroform, avsak velmi odolné vuci teplu. Tento rod obsahuje 42 fagi, které byly
Klasifikovany do 29 druhti. Maji dlouhd flexibilni ¢i tuha vlakna. Do rodu Plectrovirus
fadime bakteriofagy s kratkymi rovnymi bi¢iky. Vyskytuji se pouze u mykoplazmat
(Ackermann 2003).

2.3.8 Lipothrixviridae
Do této Celedi zahrnujeme viry z rodu Thermoproteus. Nové viriony téchto

bakteriofagl jsou z hostitelské buiiky uvoliiovany lyzi buiiky (Ackermann 2003).

2.3.9 Rudiviridae
Tato celed” zahrnuje dva bakteriofagy, které byly izolovany z extrémné
termofilnich archaebakterii. Viry jsou tuhé bez obalky a podobaji se viru tabakové

mozaiky (Ackermann 2003).
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2.3.10 Plasmaviridae

Je znam pouze jeden zastupce. Konkrétné Acholeplasma virus MVL2
nebo L2. Castice nemaji kapsid, ale obal a husté nukleoproteinové granule. P&t
podobnych bakteriofagli bylo nalezeno a izolovano. Nejsou vSak dost prozkoumané a
nelze je zatim s urcitosti zatadit do této Celedi. Plasmaviry infikuji své hostitele fuzi
virového obalu s mykoplazmatickou cytoplazmatickou membranou. Nukleova kyselina

je uvolnéna vstiiknutim (Ackermann 2003).

2.3.11 Fuselloviridae

Bakteriofagy obsahuji dvoutetézcovou DNA (Obr. 3). V této Celedi je také zatim
znam pouze jeden zastupce, bakteriofdg SSVI1. Bakteriofag se vyskytuje v
archaebakterii Sulfolobus shibatae jako plazmid a integrovany profag. Produkci SSV1
je mozno indukovat, ale nelze uméle pestovat, protoze neexistuje vhodny kultivovatelny
hostitel. Stavba bakteriofdga pfipomina tvar citronu s kratkymi hroty na jedné strané.
Obal se sklada ze dvou hydrofobnich proteint a lipidd hostitele. Tento obal Ize odbourat

chloroformem. Fuselloviry se uvoliiuji z hostitelské bakteridlni bunky vytla¢enim

(Ackermann 2003).

2.4 Zdroje bakteriofagi

Bakteriofagy je mozné izolovat zejména z odpadnich vod. Casto piimo ze
vzorkll odpadnich vod z nemocnic. Poté dochazi k filtraci ptes filtry, které maji otvory
mensi nez bakterie. Témito filtry tedy projdou pouze bakteriofagy, které se pak nakapou
na kolonie bakterii p&stované na Petriho miskach a pozoruje se, zda kultura bakterii
uhyne. V pfipadé¢, Ze se tak podaii, je k dispozici novy bakteriofag (Miedzybrodzki a
kol. 2009, Jiang a kol. 2011, Shen a kol. 2012, Chaudhry a kol. 2014). Cast&ji nez
nakapani bakteriofagii na Petriho misku se pouZziva ptelivova metoda pomoci mékkého
agaru (viz napt. Kudva a kol. 1999).

Je nanejvys pravdépodobné, ze se lytické bakteriofagy vyskytuji u savcet, ktefi
jsou pfirozenymi nositeli rodi Borrelia, ackoliv pro to zatim chybi dikazy. Pravé na
tyto savce jsem se ve své praci zaméfila a izolovala jsem tak bakteriofagovou DNA.
Piirozenym zdrojem rodd Borrelia, odkud se klistaty §iti na ¢loveka, je n€kolik druhd
Siroce rozsifenych hlodavci, napf. mySice (Apodemus sp.), nornik rudy (Myodes

glareolus), kiecek (Peromyscus sp.) a hrabo§ (Microtus sp.) (podrobnéji viz Margos a

11



kol. 2011, Burri a kol. 2014, Vostal a Zakovska 2003, Radzijevskaja a kol. 2013,
Khanakah a kol. 2006). Hlodavci mohou byt chytani zivi pomoci Shermanovych pasti
(viz kap. ,,Material a metody"). Je mozné ziskavat bakteriofagy z moci, eventualné
vykalt hlodavct (Betts a kol. 2013). V mém piipad¢ jsem izolovala fagovou DNA
pouze z vykalt ¢i Casti tlustého stieva hlodavcu (viz kap. ,,Material a metody"). Pro
roz$ifeni a porovnani jsem se dale zaméfila na klistata (Ixodes sp.). Klistata jsou dalSim
pfirozenym zdrojem bakterii rodu Borrelia, tudiz jsem ptedpokladala i vyskyt

bakteriofagi u nékterych jedincu.

2.5 Charakteristika Zivocichi - potencialnich hostiteli bakterii a
bakteriofagi
2.5.1 Hlodavci

Jsou to mali, byloZravi, semenoZzravi, ptipadn¢ vSezravi savci rizného zevniho
vzhledu, ale jednotné anatomické stavby (Gaisler a Zima 2007). Jsou to mala zvifata s
télem drzenym pfi zemi. Na prstech maji drapy, na téle velmi pevnou srst (Jang a kol.
1965). Hlodavci se vyznacuji charakteristickou Upravou chrupu s jedinym parem
hornich a dolnich fezakli. Rezaky trvale dortistaji a maji sklovinu jen na pfedni strang,
takZe se neustdle ostfe dlatkovité zbruSuji. Misto Spicakd maji v chrupu mezeru
(diastemu), n¢kdy chybéji 1 zuby tfenové. Stolicky jsou vSak vzdy vytvofeny. Od
ostatnich placentarnich savcii se hlodavci odliSuji diferenciaci jejich Zvykacich svali.
Usporadani celistniho svalstva je vyznamné pro jejich systematiku (Gaisler a Zima
2007).

Hlodavci se neobycejné rychle rozmnozuji. Mnoho druhti ma kratkou graviditu,
velky pocet mlad’at, ktera rychle dospivaji a samice jsou také ¢asto schopny pareni zahy
po porodu (Gaisler a Zima 2007). Za ptiznivych podminek byva u n¢kterych druhii 51 6
vrhi do roka (Jang a kol. 1965). Hlodavci jsou znami z fosilniho zdznamu z pocatku
tietihor (Ischyromyidae), ale koteny jejich linie mohou sahat az do druhohor. Hlodavci
jsou vyvojove progresivni skupinou. Doslo u nich k rozsdhlejsi pfestavbé genomu nez u

jinych srovnatelnych savct nebo obratlovel. To naznacuje vysoké tempo evoluce viibec

(Gaisler a Zima 2007).
Hlodavci jsou druhové nejpocetnéjSim fadem Zijicich savct, ktery obsahuje 2
277 v soucasnosti uzndvanych druhli (Gaisler a Zima 2007), je to skupina velmi dobfie

vymezena jako snad zadny jiny fad savci (Jang a kol. 1965). Hlodavci osidlili cely svét
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kromé& Antarktidy a obsadili rozmanité ekologické niky od podzemnich, zemnich a
polovodnich aZ po stromové. Ziji také od tropickych destnych lesii az po vrcholky hor a
tundru (Gaisler a Zima 2007).

Hlodavci jsou vyznamnymi pfenaSeCi nebo rezervoary rtiznych onemocnéni.
Mnozi jsou pfirozenymi hostiteli parazitickych druht hmyzu a klistat, a tedy
pfirozenymi rezervoary zvifaty ¢etnych nakazlivych chorob (skvrnivky, leptospirdsy,
encefalitidy, boreliozy, moru aj.) i ¢etnych epizoocii, které jsou prenosné na ¢loveka,
napf. tularémie. Hlodavci maji znacny podil na trvalosti ohnisek téchto nemoci (Jang a
kol. 1965). Nékteti hlodavci jsou nejvyznamnéjsimi modely jakozto laboratorni zvifata

v biologickych a medicinskych vyzkumech (Gaisler a Zima 2007).

2.5.1.1 Hrabo$ (Mycrotus sp.)

Hrabose fadime do c¢eledi mySoviti (Muridae), coz je velmi rozmanita skupina s
jsou asi 10 cm dlouzi, ocas dosahuje délky 35-45 mm. Srst maji hrubou, rezavé
Zlutohnédou, na bfisni strané Sedobilou se zlutym naddechem. USni boltce maji pomérné
kratké (Jang a kol. 1965). Pii pfemnozeni, které¢ se opakuje v pomérné kratkych
intervalech, dosahuji populacni hustoty az kolem 1 000 jedincti na hektar. Na jate, po
zlomu pocetnosti, naopak piipada 1 jedinec na 2-5 hektart (Gaisler a Zima 2007).

ey

Hrabosi ziji na otevienych polich, lukach a pastvinach (Jang a kol. 1965).

2.5.1.2 Mysice (Apodemus sp.)

Mysice rodu Apodemus jsou nejhojnéj§imi volné zijicimi pfislusniky celedi
Muridae u nas (Gaisler a Zima 2007). MySice se vyznacuji napadné dlouhymi uSnimi
boltci a dlouhym ocasem. Ziji na lokalitach, kde jsou rozsifena téz klistata - tedy v
ohniscich klistovych onemocnéni. MySice mohou byt tedy zprosttedkovateli prfenosu

téchto chorob na synantropni hlodavce (Jang a kol. 1965).

2.5.2 Rejsek (Sorex sp.)

Radi se nikoliv do ¥adu hlodavci, ale do ¥4du hmyzozravci (Eulipotyphla), do
celedi rejskovitych (Soridacae). Jsou to mali hmyzoZravcei s nizkou protahlou lebkou

bez jafrmovych oblouki (Gaisler a Zima 2007).
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2.5.3 KIisté (Ixodes sp.)

Klistata jsou nejznamé;jsi skupinou roztocti (Acarina) celedi Ixodidae (Papacek a
kol. 2000, Volf a Hordk 2007). Na hibeté¢ maji dospéla klistata typicky tvrdy Stitek
(scutum). U samci Stitek zakryva témét celé t€lo, u samicek pak v nenasatém stavu
zasahuje pouze do poloviny ¢i tetiny. Télo klistéte d€lime na idiosoma a gnathosoma,
jenz vy¢€niva z obrysu téla a je vybavena typickym ustnim ustrojim. Klist¢ se ukotvuje
na svého hostitele pomoci hypostomu. Zivotni cyklus kliitéte mtizeme rozdélit do tif
Casti: nymfa, larva, dospélec. Kazdé stadium potiebuje ke svému vyvoji zpravidla jeden
rok. Takze cely vyvoj klistéte trvd obvykle tfi roky. U Kklistéte mluvime o
tifhostitelském cyklu. Rada klistat totiz potiebuje ke svému vyvoji tfi rtizné hostitele.
Larvy saji na drobnych hlodavcich, ptacich nebo jestérkdch podobné jako nymfy, které
vSak vyhledavaji 1 vétsi obratlovce. Dospélé samicky pak napadaji predevsim vétsi lesni
zveét, mohou vsak parazitovat i na ¢loveéku. Tento aspekt vyvojového cyklu je velmi
dialezity z hlediska pfenosu riznych nemoci. Hladova klistata zaznamenavaji svého
hostitele prostiednictvim citlivého Hallerova orgdnu, coZz je jamka se smyslovymi
brvami vnimajicimi teplo, CO; a dal$i chemické slou¢eniny (Volf a Hordk 2007).

Klistata se u nas vyskytuji pfedevS§im v listnatych a smiSenych lesich s
kfovinatym podrostem (Volf a Hordk 2007). Jejich nebezpecnost spo¢ivd zejména ve
schopnosti pfenosu vird, zpusobujicich klistovou encefalitidu, nebo bakterii rodu
Borrelia, které zpusobuji vazné metabolické onemocnéni - lymeskou boreliozu.
Ptirodnim ohniskem téchto virti a bakterii jsou drobni hlodavci. Larvy ¢i nymfy klistat
saji praveé na téchto drobnych hlodavcich a tak mohou s nasatou krvi nasat i nékteré viry
¢i bakterie (Papacek a kol. 2000). Pivodcem lymeské borelidzy jsou bakterie z
komplexu druhti Borrelia. U vétSiny lidskych ptipadi vyskytu borrelidzy se v misté sani
dva az tfi tydny po infekci objevi na kiizi postupné se zvétSujici skvrna, ktera je ve své
sttedni ¢asti svétld a na okrajich pak zarudla (tzv. erythema migrans) (Volf a Horak
2007). Zatimco proti klistové encefalitidé je k dispozici u¢inné ockovani, v ptipade
Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia garini. Vakcina vyvinuta pro Severni
Ameriku proto neni v Evropé dostateéné u¢inna. Evropska vakcina je dosud ve stadiu
vyvoje a testovani (Volf a Horak 2007). Klist'ata mohou také prenaset Anaplasmu (diive
Ehrlichia), ktera mze zpusobovat bolesti hlavy, horecky, zvySeni hodnoty jaternich

enzymu ¢i neurologické problémy (Ismail a kol. 2010).
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V nasledujici kapitole: ,,Potencialni vyuziti bakteriofagl v 1écbé" dale rozvadim
tuto problematiku a navrhuji pfipadné pouziti bakteriofagové terapie k 1é¢bé nékterych

chorob, zejména lymeské boreliozy.

W

2.6 Potencialni vyuziti bakteriofagii v 16¢bé

V soucasnosti je velmi Casto zminovana lécba pomoci bakteriofagh. Tento typ
1é¢by se ale jen ziidkakdy provadi v 1ékaiské praxi. LéCba bakteriofagy, ¢i fagovymi
prepalytickymi enzymy (enzymy, které rozkladaji bakteridlni buné¢nou sténu) by vsak
n¢kdy mohla byt mnohem ucinnéjs$i nez 1écba klasickymi antibiotiky. Soucasné totiz
globalné roste pocet bakteridlnich kment u zvifat 1 lidi, rezistentnich vii¢i antibiotikim.
Dale se neustdle zvySuji pozadavky na bezpecnost potravin, kde je nyni nepfipustna

zbytkova toxicita antibiotik (Tiwari a kol. 2014).

2.6.1 Pocatky lééby pomoci bakteriofagi

Netrvalo dlouho a po objevu bakteriofagh d'Herelle zac¢al pouZzivat objevené
fagy k 1é¢be¢, a to terapeuticky. Konkrétné 1é¢il pacienty trpici uplavici. Jeho prvni
pacient byl dvanactilety chlapec. Hned po prvnim podani se chlapcovy ptiznaky znacné
zlepsily a k uplnému uzdraveni pacienta doslo béhem néckolika nésledujicich dni.
Utinnost bakteriofagli byla zanedlouho potvrzena na dalsich pacientech trpicich rovnéz
bakterialni Uplavici. Vysledky téchto studii vSak nebyly okamzité publikovany. Prvni
aplikace bakteriofagh byla zaznamenina Richardem Bruynoghem a Josephem
Maisinem v roce 1921. Fagy pouzili v 1é¢bé proti stafylokokové kozni nemoci. Autofi
uvadéji regresi infekce béhem 24-48 hodin (viz Sulakvelidze a Alavidze 2001). V roce
1928 byl vsak objeven Penicilin sirem Alexanderem Flemingem a nastala tak nova éra v

1éCeni bakteridlnich onemocnéni, a to pomoci antibiotik (Fleming 1929).

2.6.2 Moznosti soucasné bakteriofagové 1écby

Podle nedavnych poznatkli se zdd, ze dlouhodobd chronickd spirochetalni
infekce zptsobuje vazné neurologické poruchy a neurodegenerativni onemocnéni, jako
napt. Alzheimerova choroba (Miklossy 2011, 2012). Nejsou soucasné¢ vyloucena ani
nékterd dals$i onemocnéni, jako roztrouSend sklerdza, amyotroficka lateralni skler6za ¢i

Parkinsonova choroba apod. (Halperin 2011). Navrhy na 1é¢bu Alzheimerovy choroby
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pomoci bakteriofagli se objevuji nejen v internetovych diskuzich, ale i v seridznich
pracich (viz Dezfulian a kol. 2008, Sohrab a kol. 2014).

I kdyz je fagova terapie navrhovana, nejsou prili§ detailné probirany postupy, jak
konkrétné terapii provadét. Klicoveé je nalezeni vhodnych bakteriofagi. Nejvhodnéjsi je
se v pripad¢ neurodegenerativnich chorob zaméfit v prvni fazi na bakterie rodu
Borrelia. Konkrétné na evropské a americké druhy, u kterych je potvrzeno nebo je
podezieni na vyvolani lymeské boreliozy. Konkrétné se jedna o druhy: B. afzelii, B.
burgdorferi, B. andersonii, B. bavariensis, B. bissettii, B. californiensis, B. carolinensis,
B. baronii, B. spielmanii (Margos a kol. 2011). U rodu Borrelia se bakteriofagy
ptirozené¢ vyskytuji. Jiz v roce 1983 a v roce 1999 byla jejich existence prokazana
(Hayes a kol. 1983, Eggers a Samuels 1999). N¢které fagy byly vyuzity jako modelové
objekty pfi studiu sbalovani, transdukce DNA a mechanismu pro pienos genti (Eggers a
kol. 2001). Je prokazano, ze u Borrelia burgdorferi existuji fagy i v bakterialnim
genomu ve formé profagii (Babb a kol. 2006). Je tedy pravdépodobné, Ze existuje Skala
bakteriofagli, napadajicich rod Borrelia. N¢které by tudiz mohly byt vyuzitelné pro
1é¢bu. Jako terapeuticky prostifedek v eliminaci gram-pozitivnich patogenti se osvédéilo
pouziti enzymu ziskanych z fagq, jako je napt. endolyzin (Viertel a kol. 2014). Fagové
prepalytické enzymy schopné lyze u Borrelia burgdorferi a pfibuznych druhii (Margos
a kol. 2011) by mohly poslouzit k potlaceni n€kterych typi Alzheimerovy choroby.
Nemeélo by vsak dojit ke komplexnimu odstranéni 1écby pomoci antibiotik. Lécba
pomoci fagl i antibiotik soucasné, snizuje signifikantné mnozstvi bakteridlnich
patogent (Viertel a kol. 2014).

Je zfejmé, ze bakteriofagy proti Borrelia burgdorferi mohou vyfesit pouze
nékteré neurodegenerativni nemoci, které jsou zapfi¢inéné jen timto druhem. Je nutno
mit bakteriofagy i proti dalsim druhtim rodu Borrelia a dalsim spirochétam a jinym
kmenlim, které také zapficifiuji neurodegenerativni onemocnéni. Kone€nym cilem by
mélo byt vytvofeni fagového preparatu, ktery by obsahoval at' uz vice raznych typt
fagovych prepalytickych enzymi nebo piimo samotnych fagh, schopnych zacilit celou
skalu bakterialnich rodt, zejména Borrelia, Chlamydia, Treponemas. Ptipadné i jinych
dosud neuvazovanych kmenti, které bude nutno teprve identifikovat. U dalSich kmenti je
mozno postupovat obdobné. U kmene Chlamydia je znama uz cela fada bakteriofagt
(Sliwa-Dominiak 2013). Ze by §lo zfejmé 1é¢it Alzheimerovu chorobu vyvolanou

Chlamydia pneumoniae pomoci dvou fagi phiCPAR39 a ptibuzného faga phiCPG1,
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bylo navrhovano uz v roce 2008 (Dezfulian a kol. 2008). Jako zdroj dalsich fagii mohou
slouzit jak lidé, tak i zviteci druhy (papousci, kiecci, mysi a kocky), které nejsou sice
vzdy nositelé¢ druhti napadajicich ¢loveka, ale je pravdépodobné, Ze jejich bakteriofagy
mohou napadat i blizce piibuzné druhy, které jsou pro lidi infek¢ni. U rodu Treponema
je znalosti ohledn¢ jejich bakteriofagi zatim malo. Existence fagi je vSak i zde
prokdzana (Mitchell 2010). Likvidace téchto bakteridlnich kment v napadeném lidském
mozku by s velkou pravdépodobnosti zastavila degenerativni zmény popisované jako
Alzheimerova choroba, roztrousena sklerdza, Parkinsonova choroba apod. (viz Halperin
2011) a umoznila by postupnou obnovu mozkové tkang. Podle uinku by se preparat

mohl pouzivat samostatné, nebo v kombinaci s vhodnymi antibiotiky.

3 Material a metody

3.1 Postup pri ziskavani bakteriofagi

Hlavnim zdrojem bakteriofagl pro tuto praci jsou hlodavci a klist'ata, ktefi jsou
nositeli nebezpeénych bakterii zvlasté rodu Borrelia. Pro potfeby prace jsem se
zaméfila predevS§im na mysice a hraboSe, a to pro jejich dostupnost v lokalitach, kde
byla moznost ziskani relevantnich vzorkli. Sbér hlodavcl jsem provadéla pomoci
specialnich Shermanovych pasti, tzv. ,,zivochytek". Odchyt hlodavci byl uskute¢nén v
souladu se zakonem 246/92 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani (Ptiloha 1). Shermanovy
pasti umoznuji odchyt zivych zvifat a nasledné opétovné pusténi do piirody. Do pasti
byla vkladdna navnada. Po odchyceni Zivého zvifete v pasti jsem odebrala trus, ktery
obvykle v pasti zistal. Dale jsem hlodavce ziskavala jako kofist kocky domaci.
Fotografie n€kterych tlovkl kocky doméci uvadim v Ptiloze 2. Trus z mrtvého zvifete
jsem ziskavala z tlustého stfeva jednoduchou pitvou, kterou jsem provadé€la ve sterilnich
rukavicich. Rez byl provadén sterilni Ziletkou, ktera byla sterilizovdna ethanolem.
Vzorek tlust¢ho stfeva jsem nasledné vlozila pinzetou do plastikové zkumavky
(eppendorf), kterou jsem pfislusné oznacila. Urceni a zatazeni hlodavca do rodu jsem
provadéla pomoci pfirucky ,,Poznavame naSe savce" (And€ra a Horacek 2005).
Soucasné jsem pro porovnani provedla i screening klistat, které byly sbirany pomoci
vlajkovani a na domacich zvitatech (psi, kocka). Vlajkovani je velmi stard metoda sbéru
klistat, ale 1 jinych roztoc¢u. Pouzije se dfevéna ty¢, na kterou je zavéSen kus latky
ptiblizné 1 x 1 m (viz Guifoile, 2014). V mém ptipad¢ jsem pouzila bilé bavinéné
prostéradlo, na kterém byla tmava klistata dobfe viditelna. Klistata byla nésledné
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sebrana ze svétlé tkaniny do plastové zkumavky (eppendorf). Tuto zkumavku jsem

oznadila datumem a lokalitou.

3.1.1 Charakteristika lokalit

Odbér zivocichti jsem provadéla celkem na tfech lokalitach: Losina — okres
Plzefi-mésto, Jankov — okres Ceské Budgjovice, Ceriiovice — okres Plzeii-sever (Piiloha
3).

Klistata jsou v okrese Ceské Budgjovice bézna. Odhad vyskytu ptipadi kligtové
encefalitidy v lokalité Jankov — okres Ceské Budgjovice je vysoké aZ velmi vysoka, coZ
znamena 3-5,9 nakazenych na 1 000 obyvatel. Vyskyt lymeské borelidzy je rovnéz na
stupni vysokém az velmi vysokém [1]. V okrese Plzefi-mé&sto a Plzen-sever neni znamo
tak vysoké procento nakazenych klistat. Udava se okolo 10 % klistat pienasejicich
lymeskou borelidozu a okolo 3 % klistat pfenasejicich klistovou encefalitidu [2].

Na odchytovych lokalitach je vyskyt hrabost i mySic staly [3].

3.2 lzolace DNA

DNA byla izolovana klasickou fenol-chloroformovou metodou (Green a
Sambrook 2012). Homogenizace byla provadéna médénym homogenizatorem vlastni
vyroby. Sterilizaci jsem provadéla Zihdnim a néslednym chlazenim v ethanolu. Zaroven
je u tohoto homogenizatoru vyhoda, Ze jeden homogenizator lze sterilizovat opakované
v kratkém casovém intervalu na rozdil od béznych teflonovych homogenizatora, které
se pouzivaji na jednorazové sterilizovani a ndsledn€¢ se musi sterilizovat v tlakovém
hrnei ¢i sterilizatoru. Do plastové zkumavky (eppendorf) 1,5 ml bylo ptidano malé
mnozstvi sterilniho pisku a 500 pl destilované vody. Vzorek jsem rovnomérnymi
pohyby homogenizatorem zcela rozdrtila. V ptipadé klistéte jsem do plastové zkumavky
vlozila a nasledné rozdrtila celého jedince. Pisek byl pfedem sterilizovan v tlakovém
hrnci.

Pii vlastni izolaci DNA se v prvnim kroku do jiz rozdrceného vzorku s
destilovanou vodou ptidal fenol (500 ul) a chloroform (500 ul). Poté jsem provedla
silné tfepani na tfepacce Vortex po dobu 3 minut. Tiepani ve fenol-chloroformu
umoznuje separaci DNA od proteint a dalsich ¢asti tkani. Proteiny zlstanou na hranici
vodné faze a fenol-chloroformové faze, zatimco DNA je rozpuSténa ve vodné fazi

(Green a Sambrook 2012). Dale jsem plastové zkumavky vlozila do centrifugy.
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Centrifugace probihala po dobu 10 minut, pfi rychlosti 1 200 rpm (9 500 g). Poté jsem
ze zkumavek odebrala pipetou horni vodnou fazi, kterou jsem piepipetovala do novych
oznacenych plastovych zkumavek. Pfi kazdém kroku bylo nutno ménit Spicku na
automatické pipeté, abych zabranila mozné kontaminaci. Stejny postup s fenol-
chloroformem jsem jesté jednou zopakovala. V tfetim kroku jsem pouzila misto fenol-
chloroformu pouze odpovidajici mnozstvi chloroformu k jiz ziskanému mnozstvi vodné
faze. Po opétovném tiepani a cetrifugaci (stejn¢ jako v piedchozich krocich) jsem opét
odebrala horni vodnou fazi a odhadla objem této faze (pfi opakovaném odebirani vodné
faze dochazi k uréitym ztratam). Mnozstvi jsem odhadla diky kalibrovanym plastovym
zkumavkam (eppendorf). K takto ziskané vodné fazi jsem ptidala desetinu objemu SM
octanu sodné¢ho (CH3COONa). Pro vysrazeni ziskané DNA byl pouZit Cisty 96%
ethanol, ktery jsem pfidala v poméru 2,5x vét§im, nez byl objem v plastové zkumavce
(vodna faze + 5M octan sodny). Vzorky jsem ponechala po 24 hodin v mrazicim boxu
pii -20 °C. Po vyjmuti z mraziciho boxu byla provedena centrifugace 1 200 rpm (9 500
g) po dobu 10 minut. Poté jsem odebrala horni ethanolovou fazi, kterou jsem jiz dale
nepotiebovala. Na dn¢ plastové zkumavky byla vidét bila nebo hnéda srazenina, coz
byla pfevazné vlastni DNA. Tuto srazeninu jsem promyvala ¢istym 75% ethanolem.
Nasledné jsem vzorky opét centrifugovala 7 minut pii 1 200 rpm (9 500 g). Odstranila
jsem 75% ethanol pipetovanim, na dné zkumavky opét zlstala vysrazend DNA. Poté
jsem vysousSela zbytky ethanolu na vzduchu. Vysouseni je velmi citlivé, protoze vzorek
nesmi byt vysusen zcela, doSlo by tak k poSkozeni DNA. Dale bylo ke vzorku ptidano
50 pl eluéniho pufru (Nucleo Spin). Poté byly vzorky pripraveny pro PCR reakci.
Vzorky je mozné pied samotnou PCR reakci uchovavat, a to ve 4 °C, ne vSak po pfilis
dlouhou dobu. Vzorky by se nemély ukladat do mraziciho boxu, jelikoZz opakované
rozmrazovani a zamrazovani miize zpusobit posSkozeni dlouhych fetézcii genomové

DNA (Green a Sambrook 2012).

3.3 Primery

Byla upravena metoda, vytvofena pro ziskavani bakteriofagii z moiské vody z
rodiny T4 fagh, odkud byly pfevzaty primery nazvané Mzialbis (5'-
GATATTTGIGGIGTTCAGCCIATGA-3') a Mzia6 (5-
CGCGGTTGATTTCCAGCATGATTTC-3"). Tyto primery amplifikuji gen T4 G23,

ktery je pfitomen u vSech bakteriofagi z rodiny T4 (Filée a kol. 2005). Soucasné jsem
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pouzila i dal§i primery, vytvofené aplikaci PhiSiGns, kterd identifikuje specifické a
charakteristické sekvence genti pro kmeny bakteriofagli a provadi design sekvence
DNA oligonukleotidi. Tyto DNA oligonukleotidy jsou vyuzitelné jako primery pro
PCR reakce (Dwivedi a kol. 2012). Byla pouzita dvojice primeri navrhovana v této
studii (viz Dwivedi a kol. 2012), pro identifikaci fagh ptibuznych bakteriofagu T7.
Pracovné jsem je nazvala Lavl (5-ACHGARGGYGARATHG-3 ') a Lav 2 (5-
CVCCTTGYTGRTTDC-3"), protoze Dwivedi a kol. je navrhli na zaklad¢ podklada
ziskanych z Lavigneho préace (Lavigne a kol. 2008). Bakteriofagy pattici do rodiny T7
fagi se vyskytuji jako Enterobacteria phage T7, Enterobacteria phage T3,
Enterobacteria phage K1F, Yersinia pestis phage phiAl122, Yersinia phage Berlin,
Yersinia phage phiYeO3-12, Vibriophage VP4 and Pseudomonas phage gh-1 (viz
Lavigne a kol. 2008). Ob¢ dvojice primeri obsahuji specialni nespecifické baze, které
umoznuji amplifikaci DNA z Sirokého spektra odlisSnych bakteriofagi. Obé dvojice
tohoto typu primerd se oznacuji jako degenerované (angl. degenerate primers) (Filée a

kol. 2005, Lavigne a kol. 2008).

3.4 PCR

Pted PCR reakci s Mzia primery bylo nutné provést mnohonasobné tedéni.
Provedla jsem celkem 20 fedicich fad po 10 pl vzdy do 200 pl destilované vody, jinak
by doslo k namnozeni DNA z vice druhi fagul, sice riznych sekvenci, ale ve stejné
dlouhém useku, coZ piedstavuje zasadni problém pro sekvena¢ni reakci. Redéni bylo
provadéno v termobloku pfi 95 °C, aby doSlo k oddéleni fetézci DNA, rtznych
bakteriofagl, které mohly ¢asteéné hybridizovat (Wang a kol. 2014, Palumbi a kol.
2002).

Pro PCR reakci s Mzia primery pro rodinu T4 bakteriofagh byly pouzity
35 cykla byla denaturace 94 °C po dobu 45 sekund, anelacni teplota 50 °C, 1 minutu,
extenze v 72 °C, 45 sekund a konecna faze extenze 72 °C po dobu 5 minut (viz Filée a
kol. 2005).

Pro PCR reakce s degenerovanymi primery pro rodinu T7 fagh (Lav 1,2) byly

.....

35 cyklu byla denaturace 94 °C po dobu 1 minuty, anela¢ni teplota 51,1 °C - 0,5 °C/na
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cyklus po dobu 1 minuty, extenze v 72 °C, 2 minuty, a kone¢na faze extenze 72 °C po
dobu 10 minut (Dwivedi a kol. 2012).

3.5 Agarozovy gel

Produkty PCR reakce byly vizualizovany na 2% agarozovém gelu v TAE pufru
(Tris-acetate-EDTA). Byla pouzita elektroforéza (Consort) pii 100 V po dobu 60 minut.
Gel jsem pfipravovala z 2% agarozy (Serva), a to navazenim 1 g agarozy do 50 ml TAE
pufru. Déle jsem smés vafila v mikrovinné troubé do vyjasnéni roztoku 2% agarozy s
TAE pufrem. Po mirném zchladnuti jsem tento roztok nalila do agarozové vanicky, ve
které byl umistén tzv. hieben. Tento hifeben do gelu vytvofi jamky (angl. wells). Po
utuhnuti, pfiblizné za 20 minut, jsem vyjmula opatrné hieben, umistila gel do
elektroforézy a ptelila TAE pufrem. Poté jsem do jamek napipetovala vzorky po PCR
reakci a soucasn¢ do jedné tzv. ladder (marker), ve kterém jsou nadefinované DNA

fragmenty o urcitych velikostech 50 - 1 350 bp.

3.6 Cisténi PCR produkti

P1i ¢isténi PCR byla pouzita klasicka metoda vyfezani pruhu s pfisluSnou DNA
z agarozoveho gelu (Green a Sambrook 2012). Metod je celd Skala, v této praci jsem
DNA v gelu doplnila elu¢nim pufrem (Nucleo Spin) v poméru 3:1 k objemu gelu. Pak
byl gel v plastikové zkumavce rozdrcen médénym homogenizitorem a zahiivan na
teplotu 65 °C po dobu 10 minut. Nasledné byly vzorky zmrazeny na teplotu -20 °C v
mrazicim boxu po dobu 20 min. Vhodné&jsi by bylo zmrazit vzorky na teplotu -70 °C,
tento mrazici box jsem vSak neméla k dispozici. Dale byly vzorky podrobeny
centrifugaci 1 200 rpm (9 500 g) po dobu 10 minut. Tento postup byl dvakrat opakovan.
Nasledné bylo mozno odebrat elucni pufr s DNA.

V této praci byla pro produkty Lav 1 a Lav 2 primert pouzita metoda dvojiho
¢isténi na agarozovém gelu (dvakrat PCR a fezani z gelu). Pro ¢isténi produktu PCR
reakce byl taktéz pouzit 10% akrylamidovy gel. Po PCR reakci z jednoho vzorku se na
gelu mnohdy objevilo vice pruhil. Kazdy pruh zfejmé predstavoval namnozenou DNA z
jednoho druhu bakteriofdga. V té€chto pruzich vSak zfejmé byly obsaZeny i piimési
dal$ich druhd bakteriofagii. Snad v disledku ¢aste¢né hybridizace (Wang a kol. 2014,
Palumbi a kol. 2002). Cely tento problém znemoznoval sekvenaci. Pro odstranéni

tohoto problému byla pouzita denaturace PCR produktu pii 95 °C po dobu 5 minut a
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okamzitd separace v novém zahtatém 2% agarozovém gelu. Timto zptisobem doslo k
oddéleni pfiméesi. Opétovné vyfezani a Cisténi piineslo Cistou DNA z jednoho druhu
bakteriofaga, kterou jiz bylo mozno sekvenovat.

Obdobnym zptsobem byly ¢istény 1 produkty PCR reakce s Mzia primery s

nafedénou genomovou DNA.

3.7 Sekvenace

Sekvenaci provadéla firma BioGen [4], (Ke sv. Isidoru 2293/4a, 149 00 Praha 4-
Chodov) a to Sangerovou metodou. Sangerova metoda vyuziva piirozeného procesu
replikace DNA. D4 se tedy opét vyuzit PCR reakce. Sekvence se vlozi do reak¢éni smési,
kterd v piivodni verzi obsahovala vhodné radioaktivné oznaceny primer (a-P32-dATP)
volné nukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), nyni se piidavaji fluorescencni barviva
navazana na jednotlivé nukleotidy. V reakci je nutna pfitomnost jesté jednoho druhu
nukleotidu, ktery neobsahuje OH skupinu, na kterou by se mohl navazat dalsi nukleotid.
Reakce se provadi ctyfikrat s pokazdé jinym upravenym nukleotidem, ktery je pritomen
vedle normdlnich s OH skupinou. Diky tomu vznikaji rizné dlouhé sekvence v potadi,
kdy kazda znaci piislusny nukleotid v pivodni sekvenci (viz Sanger a Coulson 1978,
Smith a kol. 1986).

3.8 Vyhodnoceni sekvence

Sekvence byla analyzovana na webovych strankdch NCBI (The National Center
for Biotechnology), kde jsem sekvence porovnavala s jiz znamymi sekvencemi
bakteriofaga T7 nebo bakteriofaga T4 [5].

Vytvareni fylogenetickych stromli jsem provadéla v programu Mega7
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) [6]. V tomto programu jsem analyzu
fylogenetickych stromli provadéla pomoci dvou metod. Metoda maximalni
vérohodnosti (angl. The Maximum Likelihood) (viz Tamura a Nei 1993, Kumar a kol.
2016). Druha metoda nazvana Neighbor-joining (viz Saitou a Nei 1987, Tamura a kol.
2004, Kumar a kol. 2016).

Pro alignment neboli srovnani sekvenci jsem pouzila online program Institut

de Génétique Humaine, 141 rue de la Cardonille, Montpellier, France [7].
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4  Vysledky

Pii praci jsem se potykala s problémem, kdy jsem méla ve vzorku vice druht
bakteriofagq, Cili vice fetézci DNA. Pokud jsou ve vzorku pro Sangerovu metodu rizné
sekvence, metoda obtizn¢ detekuje sekvenci jednotlivych fetézct. Ve vysledku pak
vznika necitelny chaos. V Tabulce 1 uvadim veSkery pichled vSech vzorki, a zda se
podatilo amplifikovat bakteriofAgovou DNA, ¢i nikoliv, nehledé¢ na uspéSnost pii
sekvenovani. V Tabulce 2 uvadim vzorky, které se podafilo vycistit a nasledné
sekvenovat. Uvadim zde i nazvy nove objevenych bakteriofagt.

Vzorky s oznacenim Al, A2, B, C1, C2, C3, C4, D, 11, 12, J obsahovaly trus ¢i
kus stfeva hrabosia (Microtus sp.) (Tab. 1). Nejvétsim pfinosem pro mou praci byl
vzorek C4, jelikoz jsem namnozila bakteriofagovou DNA jak s primerem Lav (Obr. 4),
tak i s primerem Mzia (Obr. 6). Ve vzorku jsem identifikovala ¢tyfi nové bakteriofagy.
Na Obr. 7 pro piiklad uvadim graf sekvence (sekvenogram) bakteriofdga WhisL1 ze
sekvenovani Sangerovou metodou. Ziejmé vSak v tomto vzorku bylo pfitomno
bakteriofagl vice (Obr. 5). Sbér hrabosu jsem provadéla ve vSech tech lokalitach (viz
kap. ,,Material a metody"), av§ak jen v Losiné, okres Plzefi-mésto a v Jankové, okres
Ceské Budgjovice jsem byla usp&sna. Pozitivni vzorky na figy byly pouze v lokalité
Losind, okres Plzen-mésto. Dalsi pozitivni vzorky s primery Mzia 1 Lav byly I1 a 12.
Vzorky C1, C2, C3 byly pozitivni pouze s primerem Lav, ale nebylo mozZzné je dale
sekvenovat 1 po Cisténi z gelu. U vzorku D jsem amplifikovala fagovou DNA pouze s
primerem Mzia, s primerem Lav nikoliv (Obr. 4).

Vzorky s oznacenim E1, E2, F, G, L, M, N, P (Tab. 1) obsahovaly substrat z
mysSice (Apodemus sp.). Odchyt mysic jsem provedla na vSech tfech lokalitach (viz kap.
,Materidl a metody"). U vzorku N se mi podafilo namnozit fagovou DNA s primerem
Lav. DNA vsak nebylo dale mozné sekvenovat. U vzorki El, E2, F, G se
bakteriofagova DNA nepodafila amplifikovat.

Pokusné byl otestovan také rejsek (Sorex sp.), vzorek s oznacenim CH (Tab. 1).
Z4dné bakteriofagy jsem zde neamplifikovala.

Dale jsem provadéla namnoZeni bakteriofagové DNA z organismu klistéte
(Ixodes sp.). Konkrétn¢ vzorky s oznacenim H1, H2, H3, H4, K, a O (Tab. 1).
Vlajkovani ¢i sbér klistat na domacich zvitatech (pes, kocka) jsem provadéla na vSech
tiech lokalitach (viz kap. ,,Material a metody"). U vzorka s ozna¢enim H1 - H4 jsem

amplifikovala fdgovou DNA primery Mzia (Obr. 4), s primery Lav nikoliv. U vzorku O
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to bylo pravé naopak. U tohoto vzorku se podafilo bakteriofagovou DNA sekvenovat
(Tab. 2). Vzorek H4 se mi rovnéz podafilo sekvenovat a nalezla jsem novy druh

bakteriofaga (Tab. 2).

4.1 Nové nalezené bakteriofagy

Ze vzorku C4 jsem po vyfezani z gelu (Obr. 4) provedla ¢isténi s kazdym
jednotlivé vyfiznutym pruhem (A, B, C, E). Fagovou DNA z jednotlivych pruhil jsem
denaturovala pii 95 °C a opét pustila za horka na gelu (Obr. 5). Nize uvadim sekvence
jednotlivych bakteriofagl a jejich pojmenovani.

Bakteriofag WhisL1 (vzorek C4 - pruh E):
AGAGAACCAGTGAGTACCATACGTATGCGGTGATATCATTGTTGAAACCCG
CTATGACGGCAACGGTGACCCATACGATTGGTACGTCCTGCAAACCACGCT
GACAGTCACGCCGCTGTCCACCATCATTTCAGGCAGTCTGGCCCCCGGTGAG
CAGACCGACCGGTACAGCGTATACCAGCAGACCCTCGGCAACCAACAAGGG
GA

Bakteriofag WhisL2 (vzorek C4 - pruh B):
AAGGTTCTGACGGGACAGGCAGACCGCGTCCGTCTCGGATTGATCGGTGAG
GAGCCTCTCCCGATGCGGACGGCACTCCGAACGGCACGGATATGTCCCGTG
TCGCTGTTGTGCGCGCTGCCTGCGGCATCACTCTTCTCGCCGTTGACCTCGA
CAAGGACGGCCAGCTGGTGGGCACTCCCATGGAGAACAACGTCGAGATGA
GCTCGCACGATGTTGTTTTCTCGGCCAGCGATTCCGGCACTTATACTTTTGG
AGCTTCTCTCGTTCACGACGGCCAGACCGATAAGGTTTCCGCCGATCGCTCC
CGAACTTTACGCTGTCTCTTATGGCTCCGACTCTGTCCAGCGTAACCAGCGG
GGGG

Bakteriofag WhisL3 (vzorek C4 - pruh D):
GTTTGTGTATTTGCCCCTATCTCGCTGGTTTCGCCTGCCTTCGGCATGGAGTT
GTTACGCCCATAAGGCAATTAAATCGTTTAATGAGTTGGAAACAAGTCTTTA
TTTTCGCTGTCCACATGTTTTCTTCATCAAGTTGGCTTTTGGTAAAAATGGGT
CTACACTTTGAGGTTCTGTCTTGTTGATGCTTTCAACTGACACTTGTATACGA
CCTTTTCCTATCTCGTATATA

Bakteriofag WhisL4 (vzorek O):
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ATTTCTTAAATTATAATCGTTTCTACTTTATCTAATGCCTTTATGACATGAGA
TGGTGCTACCATATACTTTGTTTAAGGAGTTTGAACCATACTTACTTTGCCTG
ACTTGAATCACTGTTTCTGGTTCACACTTGCAAGTGTACTATTGATGTTCTCT
ACACATTAACCGTGTCCACTGCTTATGTATTTCAATATTCTCTCCGGAATAT
AAAATCATGATGATGATTACTATT

Bakteriofag WhisM1 (vzorek H4):
GGGGTTGGGGGGCTTCGGGGGGATGCCGCGCGTTTGCTTCGTCGCGAGCTG
CTGTCTCGGCTGGGGCTGTCGTTCCAGCCCTCTTATGCCGGCCTGTCCTACCT
CAGCCTCTCTGGTTGTTTGGACCCCTGTTACAGACGGCCAAGATTCGAAGGG
GGTGAAGGCTTACTGGAAGGAAAGTGTGCTCTGCCCCCACCACAAACCAGG
CCCCGCCCCTGTGGAATTCATCTATAGTCCGTCAACCGGCCCCCTGGGATCC
CAGATCAATTCTCTGGCTCCAACTCGCGAAGGTCTGCGACCCTGGCCATCTC
TGATGCCGAGCCGGGGATGTGCTGACTATGACTTTCAGGTGTGAGACATCCT
CTTTGCGGTGGGCGGCTATAGACTA

Bakteriofag WhisM2 (vzorek C4):
ATTTTAGGGAGCTCTCGCGTGTTCTTATCGCGATACCTGCGCCCTAATCCTC
AAGGCCTAACGCTTTTAGCTCCTTTTATGGCAGCCAACCAGGGTTTCCATTC
CCGTTTTCTCCCTATGCTTTCCCCCTCAGATTTAAGTTATGCCAGAGACTGCA
CACAATTCTAATATTCAACAGATCTTAACATTTCAACGCTACACCTGCACTT
TACCTACCATCTCAAAATAGCAAACCACCCCCTAATATCCCTCAAAATTCAC
TTGGTCTATTTCAC

4.2 Tvorba fylogenetickych stromii

Pti vytvareni fylogenetickych stromt byla zjiSténa piibuznost objevenych
bakteriofagl (primery Mzia) s moiskou skupinou bakteriofagti T4 (Ptiloha 4).

Déle byla zjisténa ptibuznost objevenych bakteriofagh (primery Lav) s rodinou
bakteriofagt T7 (Piiloha 5). AvSak pii porovnavani sekvenci bakteriofaga WhisL1 s
bakteriofagem Enterobacteria bakteriofag T7 byla nalezena shoda pouze v 0,5 %
(Ptiloha 6, Obr. 1). Shoda byla pouze v ojedinélych sekven¢nich motivech. Dochazelo k
porovnavani kratké sekvence bakteriofaga WhisL1 s celym genomem Enterobacteria
bakteriofag T7. Dale byla zjisténa piibuznost nové objevenych bakteriofagi s primery
Lav mezi sebou (Ptiloha 6, Obr. 2-5).

25



Tabulka 1 - Piehled veskerych vzorki, ve kterych byla amplifikovana bakteriofagova

DNA na gelu, nehled¢ na uspésnost pii sekvenovani.

Oznaceni

Datum

vzorku Druh organismu Lokalita <béru Lav | Mzia
Al hrabo$ (Microtus Jankov, (31'<re§ Ceské 30 4.2016 | - i
sp.) Budgjovice
A2 hrabog (Microtus Jankov, okres Ceské 5 5 2016 | - ]
sp.) Budgjovice T
5 hrabog (Microtus Jankov, okres Ceské 25 5 2016 | - )
sp.) Bud¢jovice o
c1 hrabo$ (Microtus Losina, okres Plzen- 7 12 2016 | - i
sp.) mésto T
C2 hrabosS(Fl)\/;lcrotus Losina, H(igtes Plzen- 7122016 | - +
c3 hrabo§ (Microtus Losina, olfres Plzen- 7122016 | - +
sp.) meésto
ca hrabosS(Fl)\/;lcrotus Losina, H(igtes Plzen- 7122016 | + +
D hrabo§ (Microtus Losina, olfres Plzen- 30.6.2016 | - N
sp.) mésto
mysSice Losind, okres Plzen- i i
El (Apodemus sp.) mésto 10.7. 2016
mysice Losina, okres Plzei- i i
B2 (Apodemus sp.) meésto 21.7.2016
mysice Jankov, okres Ceské i i
F (Apodemus sp.) Budgjovice 18.8.2016
mysice Jankov, okres Ceské i i
G (Apodemus sp.) Budgjovice 23.7.2016
H1 kligt& (Ixodes sp.) Cemom; \‘;lgrres Plzefi- 115 g 2016 | - | +
H2 | Kiiste (hodes sp) | CSTOVICS OKIES I 55 8 2016 | - |+
H3 kit (Ixodes sp.) Losma’rzlg;f; Plzef- 130 8. 2016 | - | +
HA | KIists (Ixodes sp) | JAMKOV: okres Ceské | 0y g o6 | L |
Bud¢jovice
CH rejsek (Sorex sp.) Losma’rglgsrtes Plzefi- 31.8.2016 | - -
11 hraboss(é\/l)lcrotus Losina, Izgf()s Plzen- 31.8.2016 | + +
12 hraboss(é\/l)lcrotus Losina, Izgf()s Plzen- 292016 | + +
hrabo§ (Microtus Losina, okres Plzen-
J sp.) mésto 4.9.2016 | - -
v x Losina, okres Plzen- 13. 10.
K klisté (Ixodes sp.) mésto 2016 - -
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L TRysIce Losing, okres Plze-mésto | 21.9.2016 | - | -
(Apodemus sp.)
M mysice Cernovice, okres Plzen- 1.3 2017 i i
(Apodemus sp.) sever
N mysice Losina, olfres Plzen- 332017 | + i
(Apodemus sp.) mésto
0 Kliste (Ixodes sp.) | oS okres Plzei-—) g 5 597 | 4|
mesto
p mysice Losina, olfres Plzen- 8.9 2016 i i
(Apodemus sp.) meésto
Tabulka 2 - Vysledky sekvence.
Oznaceni Druh . Datum . Nové objevené
. Lokalita . Primery Y
vzorku organismu sbeéru bakteriofagy
hrabo$ ., WhisL1
C4 (Microtus Iff;;letg‘t’rg;r;s 22%1% Lav WhisL2
sp.) WhisL3
klist¢ (Ixodes Losina, okres 3.3. )
© sp.) Plzen-mésto 2017 Lav WhisL4
rvox Jankov, okres
Ha | KISt (Ixodes Ceské 3L.8. | \zia WhisMm1
sp.) o 2016
Budéjovice
hrabos .
C4 (Microtus Losuia’ ka res 28. 6. Mzia WhisM2
sp.) Plzen-mésto 2016
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C4 D H1T H2 H3 H4 11 12

Obrazek 4 - Nékteré amplifikace vzorkii na gelu.

Obr. 4: C4,D: hrabo$ (Microtus sp.) - primer Lav; H1- H4: klisté (Ixodes sp.) - primer
Mzia (nefedéné); 11, 12: hrabos (Microtus sp.) - primer Mzia (nefedéné).

Obrazek 5 - Separace a dalSi amplifikace vzorku C4 po vyfezani jednotlivych

pruhi z gelu (viz Obr. 4).

Obr. 5: C4 pruhy A, B, C, E.
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Obrazek 6 - Nékteré amplifikace vzorkii na gelu.

Obr. 6: JL: hrabo$ (Microtus sp.) - primer Lav; LL-ML: mysice (Apodemus sp.) -
primer Lav; OL: klist¢ (Ixodes sp.) - primer Lav; PL: mySice (Apodemus sp.) - primer
Lav; H1IM- H4M: klisté (Ixodes sp.) - primer Mzia (fedéné dvacetkrat); C4M: hrabos
(Microtus sp.) - primer Mzia (fedéné dvacetkrat); C4BM - hrabo§ (Microtus sp.) -

primer Lav (opakovéana PCR po vyfezéni z gelu).
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Obrazek 7 - Graf sekvence (sekvenogram) bakteriofaga WhisL1.
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5 Diskuze

Pilotni prace ohledné screenovani bakteriofaghh u hlodavct a klistat prokédzala
pouzitelnost metody izolace a amplifikace bakteriofagové DNA pomoci
degenerovanych primeri. Jednalo se o dvé dvojice raznych primerd, prvni pivodné
urcena na screening motskych bakteriofagii z rodiny T4 a druha vytvofena pro testovani
bakteriofagt z rodiny T7.

Praci jsem rozsitila rovnéz o screening bakteriofagl z klistéte (Ixodes sp.). Je
mozno predpokladat, ze bakteriofagy vyskytujici se u klistat jsou spiSe vyuzitelné k
terapii, jelikoz je v organismu kliStéte zfejm¢é méné bakteriofdgii nez v organismu
hlodavcii. U hlodavet je mozno ocekavat vétsi vyskyt bakterii zejména v zazivacim
traktu, tudiz i vétsi procento vyskytu bakteriofagi, ktefi na téchto bakteriich parazituji.
Nalezené bakteriofagy u klistat mohou byt s urcitou pravdépodobnosti parazité na
bakteriich (Borrelia, Anaplazma; viz kap. ,,Charakteristika zivocichli - potencialnich
hostitelti bakterii") (Volf a Hordk 2007, Ismail a kol. 2010), které jsou nebezpecné pro
nékteré savce, véetné Cloveka. Jak jsem jiz v této praci uvedla (viz kap. ,,Charakteristika
zivocichl - potencialnich hostitelti bakterii"), klistata jsou pfenaSeci riznych nemoci
(Papécek a kol. 2000, Volf a Horak 2007). Nalezené bakteriofadgy v jejich organismech
by tudiz mohly byt vyuzity k 1é¢bé téchto nemoci.

5.1 Bakteriofagy a neurodegenerativni choroby

Cilem této prace bylo mimo jiné 1 nalézt takové fagy, které by se mohly vyuzit
pro 1écbu bakteridlnich ¢i neurodegenerativnich chorob vyvolanych infekénimi
bakteriemi. Otazkou zlstava, zda jsou neurodegenerativni choroby opravdu zptsobené
bakteriemi. Védeckych praci, které tuto myslenku podporuji, neni zatim ptili§ mnoho a
jejich citovanost neni velkd. Presto jiz existuje navrh, ze Ize Alzheimerovu a
Parkinsonovu chorobu 1é¢it pomoci bakteriofagii (Messing 2016). V této praci ale neni

zfejmé, jak a kde potiebné bakteriofagy ziskavat.

5.2 Problematika pri ziskavani Cisté bakteriofagové DNA

Nejvétsim problémem pfi identifikaci fAgové DNA bylo jeji CiSténi. Pokusila
jsem se o tradi¢ni Cisténi pomoci akrylamidového gelu, jez bylo ptekvapiveé neuspesné.
Proto jsem se rozhodla pouzit gel agarozovy. Veskerou DNA jsem tésné pied

nanesenim na gel zahtdla na 95 °C. Zabranila jsem tak promiseni a ¢aste¢né hybridizaci
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homologickych i ¢astecné homologickych fragmenti DNA. Tim doslo i k denaturaci
vSech DNA fetézcti ve vzorku. Po vyfezani z gelu se ukazalo, Ze vétSina produktt byla
natolik Cistd, Ze je bylo mozné po extrakci z gelu sekvenovat.

U dvojice primert Mzia (identifikace fagi z rodiny T4 z moiské vody) se dale
prokazalo, Ze pouhé Cisténi na agarozovém gelu, popsané vySe, bylo nedostatecné.
Dodatecné se tedy jevi jako vhodna myslenka fedit trus hlodavci natolik, aby mohly byt
amplifikovany jednotlivé bakteriofagové fetézce DNA, nikoliv celé skupiny
bakteriofagi soucasné. Nutnost fedéni substratu z literatury (viz Filée a kol. 2005)
nebyla zfejma, ale koncentrace bakteriofagti v motské vodé je ziejmé nizsi nez v trusu
hlodavci. Na zaklad¢ této problematiky jsem provadéla fedici fady, a to celkem 20krat
jiz z genomové DNA. U pozitivnich vzorki, kde se zdafila amplifikace bakteriofagoveé
DNA, bylo bohuzel jiz na zafatku malo substratu, nemohla jsem jej tedy dodate¢né

zfedit a provést dalsi identifikaci.

5.3 Porovnani klist’at a hlodavci

Cilem této prace nebylo zmapovat vyskyt bakteriofagii u hlodavci ¢i u klist'at na
riznych lokalitdich. Zaméfila jsem se na ovéfeni a fungovani metodiky na uplné jinych
objektech, nez na které jsou primery ureny. Rovnéz bylo cilem nalézt nové druhy
bakteriofagl, v ¢emz byla tato prace uspésna.

Ohledn¢ celkového porovnani nové nalezenych bakteriofagli jsem byla
primery Lav a jednoho bakteriofdga s primery Mzia. Déle jsem naSla dva nové
bakteriofagy u klistat (Ixodes sp.) a to s obéma dvojicemi primeri. Nepodafilo se mi
osekvenovat bakteriofagovou DNA z organismu mysice (Apodemus sSp.), pfestoze jsem
fagovou DNA amplifikovala. Ztejmé se ji nepodafilo dostatecné vycistit od primesi
dalsich druhii bakteriofagi. Amplifikované sekvence, které¢ se nepodafilo sekvenovat
Sangerovou metodou, by ziejmé bylo mozno sekvenovat pomoci nékteré z novych
metod sekvenovani, napi. Illumina (Caporaso a kol. 2012). Touto sekvena¢ni metodou
bych piesahla finan¢ni moznosti mé prace.

Je zde urcita pravdépodobnost, Ze bakteriofagy, které jsem izolovala z klistat,
byly hostiteli pravé bakterii rodu Borrelia. Klistata prenaseji z bakterialnich
onemocnéni nejcastéji lymeskou boreliézu (Volf a Hordk 2007), kterda je zplsobena

pravé rodem Borrelia. Nelze vyloudit, ze by tyto bakteriofagy mohly byt piipadné
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pouzity pro lé¢bu lymeské borelidzy. Bakteriofagy, které jsem nasla, vSak nemusi byt
hostiteli pouze v Borreliich, ale samoziejme i v jinych rodech bakterii, naptiklad rodu
Anaplasma a dalSich. Bakteriofagy anaplasmat nejsou dostate¢né prozkoumany.
Screening bakteriofaghi vyskytujicich se potencialné u bakterii rodu Anaplasma je do
budoucna velmi dualezity, jelikoz kli§t'ata mohou byt rovnéz jejich pienaSeci (Ismail a
kol. 2010). Neni tedy ani vylouceno, Ze jsem v praci identifikovala bakteriofagy
parazitujici praveé u téchto bakterii. Samoziejme je také moznost, ze byly identifikovany
bakteriofagy nckterych neSkodnych bakterii, tvofici piirozenou soucdst organismu
klistat. Bylo by nutné vyzkouSet izolované nativni bakteriofdgy pifimo na cCistych
kulturach jednotlivych druht bakterii napt. Borrelia burgdorferi. Zde je siroké pole pro
dalsi vyzkum.

Podobné u hrabost se v travicim traktu vyskytuje nespocet rtiznych bakterii.
Nemohu tedy s pfesnosti vyc¢lenit bakterialni rody, na kterych bakteriofagy, objevené v
této praci, parazitovaly.

Je znamo, Ze bakteriofagy se mohou v hostitelské bunice rovnéz vyskytovat ve
formé profaga (Alberts 1998). Otazkou zustava, zda bakteriofagy, které jsem izolovala,
byly obsazeny v buiikach bakterii jakozto lyzujici patogeny, ¢i pravé ve formé profaga.
PouZitou metodou zatim nelze zjistit, v jakém stadiu jsem bakteriofagy objevila. Bylo
by nutné sekvenovat jednotlivé bakteridlni genomy ptvodnich hostitelt.

Hlavni pfinos prace vidim v ovéfeni funkénosti zejména primertt Lav, které
nebyly doposud pouzity v praxi. Do budoucna by mohly byt dvojice primerti Mzia i Lav
pouzity pro metagenomické bakteriofagové studie, podobné jako napi. Edwards a kol.
(2015). Primery vytvofené aplikaci PhiSiGns se uplatnily i v dalSich identifikacich
bakteriofagi (Hopkins a kol. 2014). Pro budouci metagenomické bakteriofagové studie
na klistatech a hlodavcich povazuji za potfebné vytvofit vice podobnych primert pro

dalsi skupiny bakteriofagt, nejen pro rodiny T4 a T7.

5.4 Charakteristika fylogenetickych stromu
5.4.1 Primery Mzia

Jednotnou molekuldrni taxonomii je nemozné vytvofit, jelikoZ viry nemaji
spolecné sdilené sekvence. V dusledku toho na bakteriofazich sledujeme jejich ekologii
a celkovou rlznorodost, vcetné odliSnych molekularnich useklt jejich DNA,

specifickych pro dané typy fagi. Analyza pomoci téchto specifickych sekvenci je
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zamétena v této praci predev§im na rodinu fagi T4, kterd ndm déava pomérné presnou
fylogenezi pro cely ziskany genom. Ukézalo se, Ze fylogeneze T4 fadga na zakladé
konzervativnich zbytkli v centralni ¢asti hlavniho kapsidového proteinu g23 byla
shodna s fylogenezi, ktera byla zalozena na zaklad¢ ne€kterych dalsich fagovych funkci.
K dispozici je celkem 16 kompletné sekvenovanych genomt T4 bakteriofaga. U vSech
T4 tagi je hlavni kapsidovy protein kddovan homolognim genem T4 G23. Na zakladé
toho Filée a kol. (2005) navrhli primery, které jsem ve své praci pouzila. Je dulezité
rovnéZz poznamenat, ze ne u vSech rodin bakteriofagl existuji tak jednoznacné a
jednoduché fylogenetické sekvence. Nékteré skupiny fagh maji znacné vétsi modularni
genetickou vyménu v jejich genech nez skupina T4. U nékterych vird dokonce ani
nebyly dosud identifikovany specifické genetické znaky ¢i sekvence (Filée a kol. 2005).

V Piiloze 4 uvadim fylogenetické stromy, kde jsou uvedeny veSkeré
bakteriofagy objevené Filéem a kol. (2005). Do téchto stromi jsou zaroven umisténé i
dva nové bakteriofagy objevené v této praci. Prvni strom je vytvofen metodou
maximalni vérohodnosti (viz Tamura a Nei 1993, Kumar a kol. 2016). Druhy strom
jsem vytvotila metodou Neighbor-joining (viz Saitou a Nei 1987, Tamura a kol. 2004,
Kumar a kol. 2016). V obou piipadech je zde jednoznacna piibuznost, ale je rovnéz
jasné, Ze se jednd o novou skupinu bakteriofagi. U kazdé metody se prokazala
ptibuznost s moifskymi bakteriofagy z rodiny T4 fagh. Pokazdé vSak vysSlo postaveni
nove objevenych bakteriofagii ve fylogenetickém stromé pon€kud odlisné. V této praci
jsem dokazala, Ze primery Mzia jsou pouZitelné pro T4 fagy, které se vyskytuji nejen v
mofiské vode, ale i u hlodavcu a klist’at.

Ptibuznost fagovych genoml mezi moiskymi a sttedoevropskymi bakteriofagy
je pravdépodobné zplisobena rliznymi vymeénami biologického materialu z pevninského
prostiedi na prostfedi moiské ¢i oceanské. Difuze je mozna napiiklad diky fekam, at’ uz
pfimo pfes organismy nebo lze uvazovat, Ze bakteriofdgy se pfenasi separatné v ficni
vodé. Obracené je asi pfenos méné¢ vyrazny a pravdépodobny, ale dochazi k nému
zfejmé také. Ptikladem migrujicich Zivocicht, potencidlnich pienaSect bakteriofagt,
mohou byt ryby migrujici z motského prostiedi do fek. Dalsi pravdépodobny pienos
muze byt uskutecnény pomoci prachu, jelikoz viry jsou malé organismy a mohou byt

tudiz soucasti prachovych cCastic.
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5.4.2 Primery Lav

Pro screenovani bakteriofagi jsem vyuzila i dal§i moznost, a to pomoci primerti
Lav. Z mé prace vyplyva, Ze metoda vytvofeni primert na detekci fagli pomoci
databaze a aplikace PhiSiGns (Dwivedi a kol. 2012) je pouzitelna v praxi. AvSak
bohuzel v databazi chybi vygenerovani primert pro fagy napadajici rod Borrelia
(Dwivedi a kol. 2012), [8]. Nicmén¢ jsem pomoci téchto degenerovanych primeri
detekovala bakteriofagy u klistat. Je tedy urcita pravdépodobnost, Ze tyto bakteriofagy
mohly parazitovat na bakteriich rodu Borrelia. Dale jsem pomoci téchto primert nalezla
bakteriofagy i v trusu hlodavci, kde je vSak $irsi spektrum bakterialnich kment, které
mohly bakteriofagy napadat.

V Pfiloze 5 uvadim fylogenetické stromy pro bakteriofagy izolované s primery
Lav. Pro tvoru fylogenetickych stroml jsem vybrala genomy na zakladé prace Dwivedi
a kol. (2012) z rodiny T7 bakteriofagt. Pravé na zakladé téchto sekvenci byly vytvoieny
primery Lav (Dwivedi a kol. 2012). Sekvence téchto genomi jsem pievzala z NCBI.
Stromy byly stejné jako s primery Mzia vytvofeny dvéma riiznymi metodami. Metodou
maximalni v€érohodnosti (viz Tamura a Nei 1993, Kumar a kol. 2016) a metodou
Neighbor-joining (viz Saitou a Nei 1987, Tamura a kol. 2004, Kumar a kol. 2016).
Prokazala se ptibuznost nové objevenych bakteriofagl s bakteriofagy rodiny T7.

Zatimco u primerti Mzia byly porovnavany sekvence stejné délky, namnozené
stejnymi primery - porovnavala jsem nové objevené bakteriofagy s bakteriofagy
objevenymi v praci Filée a kol. 2005. U primert Lav tomu tak nebylo. Byly srovnavany
kratké useky sekvenci nové objevenych bakteriofagii s celymi genomy bakteriofagh
rodiny T7. Doslo tedy k nepoméru piti fylogenetické analyze. Povazuji fylogenetické
stromy pro primery Lav za mnohem méné vérohodné nez pro primery Mzia. Pti
alignmentu bakteriofdga Enterobacteria bakteriofag T7 s bakteriofagem WhisL1 byla
shoda naprosto minimalni (0,5 %) (Ptiloha 6, Obr. 1), a to pouze v roztrouSenych
sekvenCnich motivech, nicméné analyza programem MEGA7 urcitou piibuznost
zobrazuje. S velkou pravdépodobnosti existuje piibuznost mezi vSemi noveé
izolovanymi bakteriofagy, amplifikovanymi primery Lav. V Pfiloze 6 uvadim vybrané
piiklady alignmentl téchto fagl. Sekvence bakteridlnich virt WhisL.3 a WhisL4 se
shoduji v 51 % (Ptiloha 6, Obr. 5). Podobnost téchto dvou sekvenci nové objevenych
bakteriofagli je dle mého néazoru relativné vysoka. Dalsi piiklady srovnavani nové

objevenych bakteriofagi v Piiloze 6 se pohybuji v rozmezi 36-45 %.
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6 Zavér

Klicovym vysledkem v této praci je prokazani fungovani nové aplikace
metodiky amplifikace bakteriofagové DNA. Celkem se mi podafilo izolovat patnact
druhti bakteriofagové DNA, nacez jsem Sest bakteriofagl identifikovala a ziskala jejich
sekvence. Novym poznatkem je zjiSténi piibuznosti a postaveni téchto objevenych
bakteriofagh ve fylogenetickych stromech. Prokazala se pfibuznost moiskych
bakteriofagli a fagl, parazitujicich na bakteriich, z organismi hlodavct ¢i klistat.
Ptibuznost nové objevenych bakteriofdgii s rodinou bakteriofaghh T7 je diskutabilni,
prestoze byly tyto nové objevené bakteriofagy izolované primery pravé pro rodinu T7
bakteriofag. Dvojice pouzitych primerdt mohou byt do budoucna vhodné pro

metagenomické studie na bakteriofazich.
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8 Resumé

This bachelor thesis examines bacteriophage screening, a modified methodology
for the amplification of bacteriophage DNA. It is known that rodents or ticks could be
natural carriers of the bacteria of genus Borrelia. It is likely presence bacteriophages in
their organisms. This bacteriophages can be used to treat some neurodegenerative
diseases such as lyme boreliosis. Six new bacteriophages from rodents and ticks was
found. It is demonstrated related between marine bacteriophages and new
bacteriophages from the organisms of rodents or ticks. The relationship of some new
bacteriophages, to the T7 family of bacteriophages, remains indeterminate. These
primers could be used to make appropriate professional metagenomic study on

bacteriophages.
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Priloha 1: Zakon 246/92 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani

V zédkoné 246/92 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani podle § 15 odstavce 1
pismeno f) se mohou pokusy na zvifatech provadét za tcelem vyuky. Podle sbirky
zakonu 409/2008 § 15 odstavce 1 pismene e) a g) mohou byt pokusy povoleny, jsou-li
nezbytné z divodu vyuky a vyzkumu. V zdkoné 246/92 Sb. na ochranu zvifat proti
tyrani podle § 15 odstavce 3 pismene €) se zakon nevztahuje na ukony, jejichz hlavnim

ucelem je identifikace zvifete.



Priloha 2: Fotografie n¢kterych vybranych ulovka kocky domaci
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Obr. 1: Mysice (Apodemus sp.), ulovek koc¢ky domaci, 10. 7. 2016, Losina okres Plzen-
meésto, vzorek E1.

Zdroj: vlastni fotografie, 10. 7. 2016
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Obr. 2: Hrabos$ (Microtus sp.), tlovek ko¢ky domaci, 2. 9. 2016, Losina okres Plzen-
meésto, vzorek 12.

Zdroj: vlastni fotografie, 2. 9. 2016



Priloha 3: Mapy lokalit, na kterych byl provadén sbér zivocicha
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Obr. 1: Lokalita Ceriiovice, okres Plzefi-sever.

Zdroj: www.mapy.cz [9]

- v )
® Seznam.cz a5, © OpenSirestiap

Obr. 2: Lokalita Jankov, okres Ceské Bud&jovice.
Zdroj: www.mapy.cz [9]
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Priloha 4: Fylogenetické stromy - primery Mzia

DQ105877 .1 Uncultured Myoviridae clone 37540 major capsid protein (gp23) gene partial ods

DA0587:
DQiD:

partial
05078075

(9p23) geng

Protein

C8159158.1 Sequence 10 from Patent WOZ 0l

Prof;

Myoviridae of

sid protein (gp23) gene partial cds

yaviridae clone 37320N major cap:

VoVEidaa clone 37541 majer

1 Uncultured M,

58791

CS143668.1 Sequence 10 from Patent EP 1564286

9ene partial ogs

psid protein (gp23)

Uneultured py

56850400
 paarinoun L EGE30L
250V
508a0

> ene partial o8
sore or capsid protein (gp23) gene par
iridae clone CS8 mMal

Itured Myovindae o

DQ1D5867 ‘1 ﬂ:xnureu Wyoviridas clone 37323 major capsid prot
DQ105865 1 Uncultured Myoviridse dlone 37317 major capsid protein (gp23) gene partial cds
DO i
Baosese S::::i:: ovindas clone CS26 major capsid protein (gp23) gene partal ods

05675 23) gene partial ods
08820 (op

od

8 oAy
weoad prsded Jofew OZSBY suop 9P

spo jerved susb (£ZdD)

Obr. 1: Fylogeneticky strom - primery Mzia.
Vytvoreno v programu MEGA7, metoda maximalni verohodnosti. Pouzité sekvence viz

Filée a kol. (2005) a dale nové objevené bakteriofagy.
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Obr. 2: Fylogeneticky strom - primery Mzia.
Vytvoreno v programu MEGA7, metoda Neighbor-joining. Pouzité sekvence viz Filée a

kol. (2005) a dale nove objevené bakteriofagy.



Piiloha 5: Fylogenetické stromy - primery Lav

Yersinia pestis phage phiA1122 complete genome.

Enterobacteria phage T7 complete genome.

Yersinia phage phiYeO3-12 complete genome.
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Obr. 1: Fylogeneticky strom - primery Lav.

Vytvoreno v programu MEGA7, metoda maximalni vérohodnosti.



— Yersinia pestis phage phiA1122 complete genome.

—— Enterobacteria phage T7 complete genome.

— Yersinia phage phiYeO3-12 complete genome.

—— Enterobacteria phage T3 complete genome.

Yersinia phage Berlin complete genome.

hisL1 (C4E)

—— Pseudomonas phage gh-1 complete sequence.

— Enterobacteria phage K1F complete genome.

Vibriophage VP4 complete genome.

Obr. 2: Fylogeneticky strom - primery Lav.
Vytvoreno v programu MEGA7, metoda Neighbor-joining.



267 nt vs.
39937 nt
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2

8.5% identity; Global alignment score: -78980

457676 -
TCTCACAGTGTACGGACCTAAAGT TCCCCCATAGGGGGTACCTAAAGCCCAGCCAATCAC
10 20 30 40 50 60
457676 === === oeoiiiioooo- AGAGAAC--- -
_ GTGATAACCTTTAATCATTGTCTTTATTAATACAACTCACTATAAGGAGAGACAACTTAA
370 380 390 400 ale 420
10
457676
730 740 750 768 770 780
30
457676 ----GTATGCG--- - === === =========--—=oooooooooooooo GTGA----
TTAAGTATGCGTAACTTCGAAAAGATGACCAAACGTTCTAACCGTAATGCTCGTGACTTC
5010 6020 6030 6040 6050 5060
40
457676 -------------- TATCATT- === === === = mmmmmmmmmmomm oo
AACGAAGCTGACGGTATCATTCAGGGTCTGGTATGGGGTACAAAAGGTC TGGC TAATGAA
7210 7220 7230 7240 7250 7260
ASTET6 === eoeeiooeoooooooooo- G
TGGCTCACCTTCGEGTGGGCCTTTCTGECGTTTATAAGGAGACACTTTATGTTT,
7570 7588 7590 7600 7610 7620
457676 TTG- - === === === ==mmmsmsemomssooeooeooooooooooooooo
TTGGTAAATTCCTTGCGGCTTTGGCAGCTATCCTGACGCTTGCGTATATTCTTGCGGTAT
7640 7650 7660 7670 7680
457676 ------- TATGAC- === == === == s = s mmm ool
CTAACGATATGACCGAACGTGAACAAGAGATGATCATTAAGTTGATAGACAATAATGAAG
8290 8300 8310 8320 8330 8340
70
457676 ----------- GTGAC- == - == === ===
ACCGTATGAGGGTGACATGCCGTTCTTCGATAACGGTGACGGTACGACTACCTTTAAGTT
9430 9440 9450 9460 9470 9480
457676 ~--=-------m oo CCATAC- === === == ===
GCTGAAAGTTAAATATTCTCTGGTTCCATACAAGTGGAACACTGCTETAGETGCEAGCGT
9610 9620 9630 9640 9650 9660
80
457676 -GATTGG--------=--------======~ TA-===-mmmommmsommom oo
CGATTGGGCTGACGAAGT TGAAGAGAACGGCTATGTTGCCTCTGGTTCTGCCAAAGCGAG
9730 9740 9750 9760 9770 9780
%

457676 - --CGTCCTGEA- - -~ - === =

TACCGTCCTGCACTCCTGTGATAATCCATTATGTTGTAACCCTGAACACCTATCCATAGG
10038 leeda 1lease 10060 10670 10080

_ TTACAACCACAACTCTATCGGCGTCTGCCTTGTTGGTGGTATCGACGATAAAGGTAAGTT
10938 18948 18950 10960 10970 18988

Piiloha 6: Srovnani (alignmenty) sekvenci

100
L ... __ GcT
CGACGCTAACTTTACGCCAGCCCAAATGCAATCCCTTCGCTCACTGCTTGTCACACTGET
16998 11008 11018 11820 11030 11048
A5T676 G- —mm oo
GGCTAAGTACGAAGGCGCTGTGCTTCGCGCCCATCATGAGGTGECGCCGAAGECTTGLCC
11050 11060 11676 11088 11098 11100
110
457676 ------ ACAGTCACGE ~= = === == === m = mm oo e
GGCCACACAGTCACGCGCTCTGGCGATTCGCTCCAACGAACTEGCTGACAGTGCATCCAC
13450 13460 13470 13480 13490 13500
120
L, CGCTETCCAC -~
GAGGACGTTAAGTACCATGAAGCTAAGACTCGCTCCGCTGTTCACATCTTGAAGAACTTA
13998 14000 14016 140208 14638 14040
457676 —--------—--——- CATCATTTC- - - m oo oo
CATTCGTAGTACGTACATCATTTCGTGAGGCCATTAAGGACATGCACGAAGAGTATGCAG
17058 17068 17070 17680 17698 17108
457676
_ CGTTGTCATTAATCCTGAGGCAGACTCTAAGGGC TTACAGCGATTCCTAGCGAAACGCTT
19390 19400 19410 19420 19430 19440
457676
GGTTECTGECGGTCTAGCTEETCTGGCTGGTGGTACTGGTEAAGCACAGATGGTGGAAGT
19636 19648 19650 19660 19676 19680
457676 e el S,
GCAGTTACTGAGCGACCCCEATGGACTCGCTAAGETCEATGAGEGCC TCTCEATGGTAGA
26536 20546 20558 20560 28570 20586
150
457676 === ==mmmmmmmmmmm oo GTGAGCAGA= == === === =========mmm oo
CAACGTTCTGCAAATGGTGACTCGTGACCAGATAGCTTTTEGTGCTCTCCCTGAGGACAT
20770 20780 20790 20800 20810 20820
188
457676

CCAACCTGATGAGCAGATGACACCACAACGTGAGTGGCTAATCTCCGCACAGGAACAAGT
29350 29368 293780 29380 29390 29400

190

B ol [« = c e,

GCCCTCEETCTGCEAGTTACCGATGGTCCAGACGACGACCGACTGAACCCTGAGTTAGCT
38798 30800 30810 36820 30836 30848

457676 ~----mmemmmeaae CAACCAA

_ AAAGCTGCCCTTGCGTACAACCAAGGCGAGGGACGCTTGGGTAATCCACAACTTGAGGCG
30918 30920 38930 30940 30950 30968

Obr. 1: Alignment bakteriofaga WhisL1 a Enterobacteria bakteriofig T7 (shoda
0,5%).

Vytvoreno v programu Institut de Génétique Humaine. Sekvence bakteriofaga

Enterobacteria bakteriofaig T7 prevzata z databdze NCBI (National Center for
Biotechnology Information ).



364 nt wvs.

287 nt
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2
36.7% identity; Global alignment score: -178
1@ 20 38 48 50 =12}

744525 AAGGTTCTGACGGGACAGGCAGACCGCGTCCGTCTCGGATTGATCGGTGAGGAGCCTCTC

744525 CCGATGCGGACGGCACTCCGAACGGLACGLEATATGTCCCGTGTCGCTGTTGTGLGCGLTG

N 30 40
130 140 150 160 170 180

744525 CCTGCGGCATCACTCTTCTCGCCGTTGACCTCGACAAGGACGGLCAGLTGETGGGCACTC

———————— AACCCGCTA--------TGACGGCAACGGTGAC - -CCATACGATTGGTACGT

N 50 60 70 8e
190 200 210 220 230 240

744525 CCATGGAGAACAACGTCGAGATGAGCTCGCACGATGTTGTTTTCTCGGCCAGCGATTCCG

CC-TGCA-AACCACGCTGACAGT ------ CACGCCGLTGT----+- CCACCATCATTTCAG

- g8 laa 118 12a 138
258 2608 278 280 290 300

744525 GCACTTATACTTTTGGAGCTTCTCTCGTTCACGACGGCCAGACCGATAAGGTTTCCGLCG

148 158 1c@ 17e

31a 320 338 348 350 368
744525 ATCGCTCCCGAACTTTACGCTGTCTCTTATGGCTCCGACTCTGTCCAGCGTAACCAGLGG

180 19@ 208
744525 GGGG-
GGGGA

Obr. 2: Alignment Bakteriofaga WhisL1 a bakteriofaga WhisL2 (shoda 36,7%).

Vytvoreno v programu Institut de Génétique Humaine.



> Whisl1l (C4E) 287 nt vs.

> WhisL4 (0) 235 nt
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2
45.4% identity; Global alignment score: -65
18 28 3@ 48 =15 (515}

1% <15 7a 20 98 lee

128 13@ 148 158
491258 TGTCCACCATCA---TTTCAGG--CAGTCTGGCCCCCGG-~---- TGAG-------- CAGA
TGACTTGAATCACTGTTTCTGGTTCACACT TGCAAGTGTACTATTGATGTTCTCTACACA
118 128 138 14@ 158 168

168 178 188 19@ 2088
491258 CCGACCG-GTACA--GC----GTATACCAGCAGACCCTCGGCAACCAACAA----GGGGA

TTAACCGTGTCCACTGCTTATGTATTTCAATATTCTCTCCGGAATATAAAATCATGATGA
170 180 190 200 210 220
491258 -----------

TGATTACTATT
238

Obr. 3: Alignment Bakteriofaga WhisL1 a bakteriofaga WhisL4 (shoda 45,4%).

Vytvoreno v programu Institut de Génétique Humaine.



> WhislL2 (C4B) 363 nt vs.

> WhisL3 (C4D) 232 nt
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2
37.9% identity; Global alignment score: -194
18 28 3@ Ad 5@ 58

199281 AAGGTTCTGACGGGACAGGCAGACCGCGTCCATCTCGGATTGATCGRTRAGGAGCCTCTC

~-GTTTGTGT - === == === === === mm e e e e eme ATTTGCC-------~- CCTATC

- 10 20
70 80 90 100 110 120

199281 CCGATGCGGACGGCACTCCGAACGGCACGGATATGTCCCGTGTCGCTGTTGTGLGLGLTG

TCGCTG-~ -~ —===== === == === mmm o meeee GTTTCGC----------- cTG
30

138 14@ 15@ 1e@ 17@
159281 CCTGCGGCATCACTCTTCTCGLCGTTG--ACCTCGACAAGGACGGCCAGCTGGTGGGCAC

CCTTCGGCAT---------- GRAGTTGTTACGCCCATAAGG-CAATTAAATCGTT--TAA

4 5@ 60 7e 88
18@ 158 200 21e 228 238

N 140 150 160 178
300 310 320 330 340 350

199281 CGATCGCTCCCGAACTTTACGCTGTCTCTTATGRCTCCGACTCTGTCCAG---CGTAACC
C--TTGTTGATG--CTTTCAACTGACACT - -TGTATACGACCTTTTCCTATCTCGTATAT
18@ 1%@ 288 21@ 226 238

368
199281 AGCGGGGGG

Obr. 4: Alignment Bakteriofaga WhisL2 a bakteriofaga WhisL3 (shoda 37,9%).

Vytvoreno v programu Institut de Génétique Humaine.



> WhisL3 (cC4D) 232 nt vs.

> WhisL4 (0) 235 nt
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2
51.8% identity; Global alignment score: 63

1@ 20 30 48 =1t}

261315 GTTTGTGTATTTGCCCCTATCTCGCTGGTTTCGCCTGCCTTC - -GGCATGGAGTTGTTALC

ﬂTTTCTTAAATTATﬂﬂTCGTTTCTACTTTﬂTCTﬁﬁTGCETTTATGAC&TG ﬂGATGGTGC
1@ 28 38 48 5e

1% 78 88 Se 188 11@
261315 GCCCATAAGGCAATTAAATCGTTTAATGAGTTGGAAACAAGTCTTTATTTTCGCTGTCCA

TACCATA------- TﬂCTTTGTTTAAGG&GTTTG&&CC&——TACTTﬂCTTTGEETGAETT

&1% 78 80 98 188 118

12@ 13a 14a 15@ le@ 178

261315 ----CATGTTTTCTTCATCAAGTTGGLCTTTTGG - -TAAARATGGG-TCTACACTTTGAGG

Gﬁ&TCﬂETGTTTETGGTTC&E&ETTGCAﬂGTGTﬁCTﬂTTGﬂTGTTCTCT&C&E&TTAACC
128 13e 146 158 168 178e

ls@ 1@ 200 218 228
261315 TTCTGTCTTGTTGATGC-TTTCAACTGACACTT --GTATACGACCTTTTCCTATCTCGTA

GTGTCE&ETGCTTﬂTGT&TTTCﬂﬂTATTCTCTCCGG&&TATAAﬂﬁTC&TGﬂTGﬂTGATTﬂ
188 19@ 200 218 228 230

23@
261315 -TATA

CTATT
Obr. 5: Alignment Bakteriofaga WhisL3 a bakteriofaga WhisL4 (shoda 51%).

Vytvoreno v programu Institut de Génétique Humaine.



