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1 Uvod

Cilem mé prace je vytvofit metodiku pro identifikaci a editaci sekvenci ,,vazebnych
proteinii*“ (binding proteins) u lyzujicich bakteriofagii, za icelem infikace bakterii bézné se
vyskytujicich v populacich Ixodes ricinus. V praci se zamétuji na obecnou charakteristiku
bakteriofagli - jejich vlastnosti, historii a soucasnost fagové terapie. Dale pak
charakteristiku bakterii z rodt Borrelia a Anaplasma a jejich soucasnou 1é¢bu, stejné tak i
na jejich prenaseCe — klisté obecné (Ixodes ricinus) — a problematiku jeho parasitismu.
Déle, mimo jiz zminénou metodiku, se zamétuji na potencialni vyuziti tzv. fagové terapie
(a ptidruzenych 1écebnych alternativ) jako alternativy k 1é¢bé pomoci antibiotik a jejich
nasledné vyuziti pii 16€bé onemocnéni zplisobenych bakteriemi, které jsou rezistentni vaci

antibiotikum.



2 Bakteriofagy

Bakteriofag (fag) je virus, ktery napada bakterie a vyuziva je ke svému mnozeni
(Vokurka et al. 2005, 95s). Bakteriofagy se hojn¢ vyskytuji v moiské vode. Pocet 10
viriond v cm® morské vody z nich tak ¢ini nejhojnéjsi entitu, kterd pievysuje pocty bakterii
5-25krat (Sharp 2001) V ramci celé biosféry mutze jejich jejich celkova pocetnost az
dosahnout az 10% jedincii. Z toho lze snadno vyvodit, Ze jsou nejhojn&jsim biologickym
Cinitelem na Zemi. Hrubd struktura a Zivotni cykly dsDNA (double strand DNA —
dvouvlaknovd DNA) bakteriofagti jsou pomérné dobife znamé (Morgan a Pitts 2008).
Bakteriofagy jsou velmi variabilni i z hlediska struktury jejich nukleové kyseliny, ta totiz
muze byt jak linearni tak i cirkuldrni. Genom se mtize vyskytovat ve form¢ dvoufetézcové
DNA (ds DNA) nebo jednoietézcové DNA (ss DNA), déle tak ve formé dvoutetézcove

RNA (dsRNA) nebo jednotetézcové RNA (ss RNA) (Alberts 1998; Rosypal 2000).
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Obr. 1. Zakladni schéma bakteriofaga. Prevzato z Rosypala (200()).

2.1 Historie fagové terapie

Historie objevu bakteriofagli je pfedmétem dlouhych debat. Ernest Hankin, britsky

bakteriolog, publikoval v roce 1896 praci o pfitomnosti antibakteridlni aktivity (proti



Vibrio cholerae), kterou pozoroval ve vodach fek Gangy a Jumny v Indii. Ve své praci
uvadél, ze neidentifikovana latka, ktera prosla jemnymi porceldnovymi filtry a byla tepelné
labilni, byla zodpovédna za tento jev a za omezeni Sifeni epidemii cholery. O dva roky
pozdéji pozoroval rusky bakteriolog Gamaleya podobny jev pii praci s Bacillus subtilis.
Nicmén¢, zadny z téchto vyzkumnikti dale nezkoumal tyto nélezy, dokud se touto
problematikou nezacal zabyvat Frederick Twort (Sulakvelidze et al. 2001).

Mizeme tedy tvrdit, ze bakteriofagy byly objeveny britskym bakteriologem
Frederickem Twortem v roce 1915. Avsak ,,fenomén bakteriofaga®“ zacal az v roce 1917 po
vydani publikace francouzsko-kanadskym mikrobiologem Felixem d’Herellem. B&hem
vySetfovani pozoroval ,neviditelné mikroby* ve filtratech ze stolice pacient trpicich
uplavici, které byly antagonistické vici bakteriim. Domnival se, Ze tento filtrovatelny virus
byl kofaktorem bakteridlni infekce. Nicméné, prokazal, ze titry fagh vzrostly pfi progresi
onemocnéni a dosdhly vrcholu béhem zotaveni. Po téchto uspésich se d’Herelle zaméfil se
svym vyzkumem na lidi. Nejprve testoval bezpeCnost fagli na sobé, svych
spolupracovnicich a svoji roding, poté na pacientech trpici bakteriadlni dysentérii (plavici)
a cholerou. Poté byly jako terapie aplikovany fagy na zotaveni ran. V dal$im experimentu
se zaméfil na 1é¢ivé hodnoty fagh, kdy zkoumal bakterii Salmonella gallinara jako
infekéni agens tyfu ptdkt (publikovano v roce 1926). Tento test také potvrdil
profylaktickou schopnost fagi i proti jinym druhtim, jako je Pasteurella multocida
(hemoragicka septikémie skotu). Nicméné prvni publikace o fagové terapii byla
publikovana Richardem Bruynoghem a Joséphem Maisinem v roce 1921 (Cisek et al.
2017).

I pfesto, Ze mnoho prvnich pokusii fagové terapie s sebou neslo pozitivni
vysledky, byla zde i néjaka zklamani. V roce 1934 byla publikovéana zprava, ve které byla
diive zvetejnénd data ostie kritizovana. Tykalo se to toho, Ze autorovi nebyla dostatecné
znama biologickd povaha bakteriofdga, stejné tak jeho silné i1 slabé stranky. Navic tato
zprava poukazovala na chyby, jako byla chybé¢jici standardizace fagové ptipravy, stejné tak
i chybéjici kritéria pro srovnani vysledkt vyzkumu (Cisek et al. 2017).

Druha svétova valka, konkrétné objev antibiotik, ve své podstaté zastavil
vyzkum bakteriofagl, pfedevsim ve Spojenych statech americkych. Jednoduchost vyroby,
Siroké spektrum a stabilita vyrobniho procesu byla jedna z vyhod antibiotik. Naopak
Vv Evropé dvé vojenské velmoci, Sovétsky svaz a Némecko, pouzivaly fagy jako 1écbu
zranéni. V Sovétském svazu byl vyzkum fagi fizen predev§im nakladové efektivnimi a

idealistickymi motivy (,,Pfevaha“ sovétské védy nad kapitalistickou, Zapadem). Kromé



toho, Statni sérologicky a vakcinologicky Institut v Tbilisi, v Gruzii, zaloZeny mimo jiné
d'Herellem, bylo jednim z hlavnich center fagové terapie v té dobé (Summers 2012; Cisek
etal. 2017).

Zajimavosti je ten fakt, ze Pasteriiv ustav, matefskd instituce d'Herellea, kde
pracoval na vyzkumu bakteriofagl, nejcastéji obdrzela fagy predevsim z Ruska ¢i Gruzie
(Abedon et al. 2011).

Dalsi davod upusténi fagové terapie v povalecné dobé byl problém bakterii
rezistentnich vii¢i faghm, to bylo dano neznalosti patogennich mechanisma u bakterii a
povahy interakci mezi fagem a jejich hostitelem (Cisek et al. 2017).

V 70. letech minulého stoleti bylo v Pakistanu provedeno nékolik experimentl za
vyuziti bakteriofagli (pfipravenych v SSSR) pii 1écb€ cholery. Tyto experimenty byly
sponzorovany WHO (Svétova zdravotnickd organizace). Vysledky poukéazaly na to, ze
1é¢ba cholery s pouzitim bakteriofagli neni tak ucinna jako lé¢ba pomoci antibiotik
(tetracyklin), fag vSak na rozdil od antibiotik mize selektivné redukovat vétSinu vibrii bez
toho aniz by poskozoval jiné stfevni mikroorganizmy a to bez jakéhokoliv znatelného
toxického ucinku na pacienta. Proto se bakteriofagy jevi jako jedna z perspektivnich cest k
dalsimu vyzkumu (Cisek et al. 2017).

Dalsi soubor ¢lankid o fagové terapii, kdy byla aplikovana jako 1écba prijmovych
onemocnéni u modelll mysi a hospodarskych zvitat nakazenych Escherichia coli, dospél k
zavéru, ze bakteriofagy mohou byt pouzity jak pti 1é€bé, tak 1 jako profylaxe, ochrana pied
ur¢itou nemoci, kterda by mohla nastat, Ié€ebnymi prostiedky (Iéky, ockovanim), (Vokurka
et al 2005, 737s). Tyto prace byly zacatkem renesance vyzkumu fagl, kterd byla bohaté
souvislosti s Hirszfeldovym institutem imunologie a experimentalni terapie ve Vratislavi a
zahrnuje tisice pacientll. Tyto studie jsou navic povazovany za jedny z nejpodrobnéjSich

dokumentaci (Summers 2012; Cisek et al. 2017).

2.2 Déleni bakteriofagu

ICTV (mezinarodni vybor pro klasifikaci vir) v sou€asnosti rozdéluje viry do 3
rada, 61 Celedi a 241 rodi, z toho konkrétné bakteriofagy zastupuji 1 fad, 13 celedi a 30
rodl. FAgy mohou rozliSovat na bicikaté, polyedrické, vlaknité a pleomorfni. Vétsina fagh
nese svoji genetickou informaci ve form¢ dsDNA, ale méné Casto mohou obsahovat i
SSDNA, ssRNA, dsRNA. Do roku 2003 bylo zndmo na 4950 bic¢ikatych fagh, které jsou

fazeny do fadu Caudovirales. Polyedrickych, vlaknitych a pleomorfnich bylo znamo pouze



okolo 190 druhii. Stejné jako v jinych systémech jsou viry definovany podle typu a povahy
nukleové kyseliny a také dle morfologie virovych ¢astic, avSak neexistuji zadna
univerzalni kritéria pro rody a druhy. Neexistuje vSak zadné vysvétleni pro zvlastni
rozdéleni virti v izolovanych rodech odlisSnych kment bez jakychkoliv meziclankii mezi
nimi. Vztahy mezi bakteriofagy a eukaryotickymi viry tedy zustavaji velmi slabé a

ponechavaji tak prostor dalsim dohadiim (Ackermann 2003).

2.2.1 Caudovirales

Viriony jsou tvofeny kubicky symetrickou hlavi¢kou a helikdlnim bi¢ikem, ktery je
binarné symetricky a ve vétsing pripadu disponuje strukturami K terminalni fixaci virt -
bazalni ploténka, hroty a vldkna. Nedisponuji zddnymi obaly, jsou tedy tvofeny pouze
bilkovinami a genetickou informaci nesenou ve formé¢ DNA. Struktura jejich virionu,
Z hlavicky a biciku, je mezi viry unikatni. Tato struktura se objevuje i u jinych virt, avsak
nikdy nedosahuje takové stability jako struktura Caudovirales. U vétSiny bicikatych fagi
ma hlavicka tvar icosaedru (dvacetistén) a u vSech znich si zachovava izometrickou
soumérnost. V soucasnosti Caudovirales zahrnuji 96% vSech zkoumanych bakteriofagt,
z toho celed’ Siphoviridae 61,7%, celed Myoviridae 24,5% a ¢eled” Podoviridae 13,9%
(Sharp 2001; Ackermann 2003).

Jejich nukleova kyselina je ve formé jednoduchého vlakna dsDNA. DNA nékterych
bi¢ikatych viri mohou obsahovat neobvyklé baze, jako je napiiklad 5 —
hydroxymethylcytosine. Délka jejich DNA je velmi variabilni, stejné tak 1 jejich
morfologie a fyziologie, coz z nich ¢ini nejvice diversifikovanou skupinu ze vSech virt.
Bicikaté fagy se déli na tfi ¢eledi (Ackermann 2003).

Do celedi Myoviridae spadaji bakteriofagy s kontraktilnim bi¢ikem, tvofenym z
pochvy a z centralni dutiny. Patfi sem naptiklad bakteriofagy T4, P1, P2, Mu, Mu, SPOI,
¢H (Ackermann 2003).

Bakteriofagy z celedi Siphoviridae disponuji dlouhym nestazitelnym bic¢ikem. Do
této celedi se tadi fagy A, T1, TS, LS, c2, yM (Ackermann 2003).

V celedi Podoviridae jsou bakteriofagy charakteristické kratkym bicikem a spadaji
sem bakteriofagy T7, P22, $29 (Ackermann 2003).

2.2.2 Microviridae

Viry jsou malé, neobalené a jednu kruhovou molekulu ssDNA. Tyto bakteriofagy

se specializuji a infikuji odlisné druhy bakterii, napiiklad ¢eled’ Enteroacteriaceae nebo



rody Chlamydia, Spiroplasma a Bdellovibrio. Microviridae se diferencuje na Ctyii rizné
rody (Ackermann 2003).

2.2.3 Corticoviridae

Tuto skupinu zastupuje pouze jeden zndmy druh - PM2 bakteriofag. Jeho kapsida
tvofena dvémi proteinovymi vrstvami a lipidovou dvojvrstvou sevienou mezi nimi. Genom
je ve form¢ dsDNA. Z moiské vody byly izolovany dalSi podobné fagy, ale stale jeste
nebyly podrobné prozkoumany (Ackermann 2003).

2.2.4 Tectiviridae

Fagy jsou tvofené tuhou bilkovinnou kapsidou, kterd je obklopena tlustym a
flexibilnim lipoproteinovym obalem. Po navdzani viru na hostitelskou buitkku dojde
k pfeméné tohoto obalu na bic¢ik o velikosti pfiblizn¢ 60 nm, ktery injektuje nukleovou
kyselinu do bakterialni bunky. Genom je ve formé dsDNA. I kdyz maji bakteriofagy
z Celedi Tectoviridae pomémné omezeny vyskyt, disponuji velmi Sirokym spektrem
hostitelit - Acinetobacter, Pseudomonas, Thermus, Vibrio, Bacillus, Alicyclobacillus
(Ackermann 2003).

2.2.5 Leviviridae

Fagy z ¢eledi Leviviridae disponuji ssRNA (jednofetézcova ribonukleova kyselina).
Viriony strukturalné odpovidaji spiSe polovirioniim, jelikoz jim schazi nutné morfologické
nalezitosti. Proteinovy obal Leviviru MS2 postrada jakoukoliv strukturni podobnost
proteinového obalu s jinymi zatim zndmymi RNA viry. VétSina znamych virt z Celedi
Leviviridae jsou plasmidové specifické colifagy. DEli se sérologicky i na zakladé dalsich
kritérii do dvou roda (Ackermann 2003).

2.2.6 Cystoviridae

Oficialné ma tato celed’ jednoho zastupce, avSak v posledni dobé byly objeveny
dalsi dva viry pravdépodobné piibuzné s touto celedi. Tyto fagy jsou mezi ostatnimi
bakteriofagy unikatni, nebot’ disponuji tfemi molekulami dsRNA a RNA polymerazou.
Kapsidu obaluje lipidovy obalem, obsahujici dodekahedralni RNA polymerasovy komplex.
Pii infikaci hostitelské bunky opada lipidovy obal bakteriofagim z celedi Cystoviridae a
jejich kapsida se dostdva mezi bunéénou sténu a cytoplazmatickou membranu.

Hostitelskou bunkou muze byt pouze Pseudomonas syringae (Ackermann 2003).



2.2.7 Inoviridae

Celed se déli na dva rody, Inovirus a Plectrovirus, které napadaji odlisné
hostitelské bunky. Bakteriofagy z rodu Inovirus se specializuji na enterobakterie. Jejich
ptibuzné druhy se mohou vyskytovat napiiklad v rodu Clostridium. Genom téchto fagu je
tvofen ssDNA a je z hostitelské bunky vytlacovan, proto mize syntéza novych fagh
probihat pouze po omezenou dobu. Fagy se vyznacuji citlivosti na chloroform a velkou
tepelnou odolnosti. Rod Inovirus zahrnuje 42 fagu, které byly dale klasifikovany do 29
druhti. Viriony charakterizuji dlouha flexibilni nebo tuha vlakna. Rod Plectrovirus tvoii
bakteriofagy s kratkymi rovnymi bi¢iky. Jejich vyskyt se omezuje pouze na mykoplazmata
(Ackermann 2003).

2.2.8 Lipothrixviridae

Tato Celed’ zahrnuje Ctyfi viry napadajici archaebakterie z rodu Thermoproteus.
Viriony charakterizuje kombinace lipoproteinového obalu a ty¢inkovitého tvaru. Genom je
nesen ve form¢é dsDNA. Nové vzniklé viriony téchto bakteriofagli jsou z hostitelské buiiky

uvolnény lyzi buiiky (Ackermann 2003).

2.2.9 Rudiviridae

Tato celed’ je zastoupena dvéma bakteriofagy, které byly izolovany z extrémné
termofilnich archaebakterii. Viry jsou neobalené tuhého tyckovitého tvaru s genomem ve

form¢& dsDNA. Podobaji se viru tabdkové mozaiky (Ackermann 2003).

2.2.10 Plasmaviridae

Doposud je z této Celedi znam pouze jeden virus, konkrétné je to Acholeplasma
virus MVL2 nebo L2. Viry jsou obalené a charakterizuje je absence kapsidy. Bylo jiz
objeveno pét dalSich podobnych bakteriofagl, av§ak zatim nebyly podrobné analyzovany a
nelze je tak zatim zatadit do této Celedi. Plasmaviry infikuji hostitele tak, Ze dojde k fuzi
virového obalu s mykoplazmatickou cytoplazmatickou membranou. Nukleova kyselina je

nesena ve form¢ dsDNA (Ackermann 2003).

2.2.11 Fuselloviridae

Genom bakteriofagli je tvofen  dsDNA. V ¢ledi Fuselloviridae je zatim znam
pouze jeden bakteriofag - SSV1. Vyskyt bakteriofaga je vazan na archaebakterii Sulfolobus

shibatae ve form¢ plazmidu a integrovaného profaga. Produkci bakteriofaga SSV1 je



mozno indukovat, ale protoze neexistuje jeho pfirozeny hostitel, neni mozné ho bézné
péstovat v laboratornich podminkéch. Stavba bakteriofaga se podoba tvaru citronu, na
jedné strané s kratkymi hroty. Obal je odbouratelny chloroformem a je tvofen dvéma

hydrofonimi proteiny a lipidy hostitele (Ackermann 2003).

2.3 Zdroje bakteriofagi a jejich potencialni hostitelé

Bakteriofagy mohou byt izolovany z vétSiny prostiedi, ve kterych se nachazeji
jejich prirozeni hostitelé — bakterie. Odpadni vody obvykle obsahuji velikd mnozstvi
colifagl, zatim co Cisté feky obsahuji o né€kolik fadii niz$i mnozstvi (Sharp 2001). Dulezité
je pfi izolaci bakteriofagli znat ekologii populaci bakterii, ve kterych se pfirozené
vyskytuji. Témét jakykoliv zdroj prostfedi obsahujici bakterie by mél obsahovat i piislu§né
druhy bakteriofagl, ptfipadné by se bakteriofagy mély vyskytovat v bakteriich ve formé
profagli. Zdroje mohou byt riizné naptiklad ptida, voda, odfezky rostlin, fekalni material ¢i
odpadni vody (Gill a Hyman 2010).

Vybér bakterii, ze kterych budeme ziskavat bakteriofagy, mizZeme specifikovat
podle riznych kritérii, naptiklad snadnosti manipulace s bakteridlnimi kulturami nebo
jejich patogenity. Naptiklad mykobakteridlni fag D29 je schopny infikovat jak
Mycobacterium tuberculosis, tak i ptibuznou nepatogenni ptidni bakterii Mycobacterium
smegmatis. Prace s kulturami M. smegmatis je mnohem bezpecnéjsi a navic M. smegmatis
je na rozdil od M. tuberculosis v laboratornich podminkach snaze kultivovatelné. Podobné,
fag P100 infikujici Listeria monocytogenes muze byt uspé$né kultivovan za vyuziti
nepatogenni bakterie Listeria innocua. Tento princip kultivace bakteriofagi tak vyrazné
eliminuje néktera rizika spjata s kultivaci na patogennich bakteriich (Gill a Hyman 2010).

V ramci této kapitoly se dale zaméfim na Ixodes ricinus a bakterie, které muze

pfenaSet, jako potencidlni zdroj bakteriofagh.

2.3.1 Ixodes ricinus

Klisté¢ obecné (Ixodes ricinus) je ektoparazit a vyznamny pienase¢ z Celedi
klistovitych (Ixodidae). U dosp€lct se na hibetni strané nachazi chitindzni stitek (scutum),
ktery u samcil zakryva téméft celé té€lo a u samic v nenasatém stavu zakryva télo piiblizné
Z jedné tretiny az z jedné poloviny. T¢€lo klistéte je rozliSitelné na idiosoma a gnathosoma.
Dospélci maji Ctyii pary kracivych koncetin, larvy pouze tii. Na tarzalnich c¢lancich
pifedniho paru se nachézi Hallertiv organ, jamka s citlivymi smyslovymi brvami, které

umoziuji klistéti vnimat teplo, CO2 a dalsi chemické slouceniny (Volf a Horak 2007).



Gnatohosoma je vybaveno charakteristickym Ustnim ustrojim. To se sklada
Z hypostomu, klepitek (chelicer) a makadel (pedipalp). Hypostom je dlatovity utvar,
opatfeny zpétnymi hacky ¢i zoubky, které umoznuji klistéti udrzet se na hostiteli béhem
sani. Nejsou nijak spiralovité orientovany, proto nehraje roli smér vytaceni pii extrakci
klistéte. Po ptisati klisté parazituje na hostiteli po fadu dni, a proto n€ktera klist'ata vylucuji
tzv. cement, bilkovinnou hmotu, ktera posiluje ukotveni hypostomu ve tkédni hostitele (Volf

a Horék 2007).

Obr. 2. Morfologie Ixodes ricinus. Prevzato z Volfa a Hordka (2007).
PA - palpy, HY - hypostom, GO - genitalni otvor, MD - medialni desticka, AO - analni otvor, AD - analni
desti¢ka, AR - andlni ryha, SD - stigmatalni desticka, ST — stigma (Volf a Horak 2007).

Ixodes ricinus ma tzv. tiihostitelsky zivotni cyklus, to znamena, ze k usp€snému
vyvoji potiebuje tii hostitele. Zivotni cyklus klistéte obecného tvofen tiemi vyvojovymi
stadii: larva, nymfa a dospélec. Kazdé stddium (instar) potiebuje ke svému vyvoji jeden
rok. Proto vyvoj klistéte obecného do dospélosti u nés trva zpravidla tii roky. Larvy
je tomu i u nymf, které mohou vyhledavat i vétsi obratlovce. Dospélé samicky napadaji

predev§im vétsi obratlovece — lesni zver, hospodarskd zvirata, psy a podobné. Hladové



klisté¢ hostitele vyhleda pomoci Hallerova organu, ktery je uzpusoben k jeho detekci (viz.
Obecna charakteristika). Kdyz se klisté dostane na hostitele, neptisaje se ihned, ale nejprve
vyhleda vhodné misto pomoci senzorickych organii na palpach. Po uspéSném nasati krve
klist¢ odpadne zhostitele a po natraveni krve dojde k pfeméné na vysSi instar
(metamorfdza). Tedy larva se pfeméni na nymfu a nymfa na dospélce. V pripadé samice uz
k dalsi metamorféze nedochazi, misto toho dojde k pocetné produkci vajicek, ktera se
uskutecni pouze jedenkrat za zivot. Samci krev nesaji, pfesto se s nimi mizeme nha
hostitelich setkat. T¢lo hostitele je totiz nejpravdépodobnéjsi misto, kde se samec muze se
samici setkat. Dochézi zde ke kopulaci. Ta probihé tak, ze samecek nasaje své pohlavni
buiiky do hypostomu a tim penetruje pohlavni otvor samicky, ktery je umistén mezi
zadnim parem koncetin (Volf a Hordk 2007).

Klist¢ obecné se nejCastéji vyskytuje v nizSich polohach a pahorkatinach, ve
vyssich nadmotskych vyskach je jeho vyskyt ojedin€ly. V ramci sezény jsou aktivni od
bfezna do listopadu. Nejvétsi vyskyt klistat u nas je ve smiSenych a listnatych lesich
s kfovinnym podrostem. Nebezpeci, které je s nimi spojovano spociva zejména v jejich
schopnosti pfenaset onemocnéni - klistovou encefalitidu (Volf a Hordk 2007). Jedna se 0
virové onemocnéni, jehoz pivodce (arbovirus, Flavivirus) je na ¢lovéka prenasen nejcastéji
kousnutim kliStéte. Onemocnéni ma nékolik forem a zanechava odolnost. Ptiznaky se
objevuji zhruba za 1 az 2 tydny a maji nejprve charakter jako chfipka. U ¢asti postiZenych
se po pfechodném zlepSeni objevuje za né€kolik dnli nervové poSkozeni. To se projevuje
jako zanét mozkovych blan (meningitida) s bolestmi hlavy, svétloplachosti, horeckou nebo
jako  zanét mozku (encefalitida) spojeny se zadnétem mozkovych  blan
(meningoencefalitida) nebo v nejtézsich pfipadech i michy (encefalomyelitida)(Vokurka et
al. 2005, 462s). Proti klistové encefalitidé 1ze o¢kovat (Volf a Horak 2007).

Dalsi rizikova onemocnéni s Sebou nesou bakterie z rodu Borrelia, zptsobujici
lymeskou boreliozu. Infekce se vétSinou projevuje skvrnou na kiizi v misté sani, ktera je ve
svém stiedu svétla a pii okraji Cervend (erythema migrans). Objevuje se pfiblizné dva az tfi
tydny po nakaZeni (Volf a Hordk 2007). Borrelie jsou pojmenovany po francouzském
bakteriologovi, ktery se jmenoval Borrel Amédé. Borrelie jsou rod bakterii z celedi
spirochet. Jedna se o velmi pohyblivé baktérie dobfe barvitelné methylenovou modii
(podle Giemsyho). Také je lze znazornit stiibfenim. Kultivace je u nich obtizna a vyzaduji
specidlni pudy. Parazituji na teplokrevnych organismech vcetné clovéka. K pienosu
dochazi pomoci vektoru, kterym je obvykle ¢lenovec (viz Zivotni cyklus Ixodes ricinus).

K jejich 1éEbe se v ranych stadiich onemocnéni mize podéavat penicilin, avsak jsou citlivé
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hlavné na tetracykliny (ceftriaxon, cefotaxim, doxycyklin)(Vokurka et al. 2005). | proti
boreliim lze ockovat. Vakcina je vyvinuta pro Severni Ameriku, kde se vyskytuje pouze
jeden genus borelii a to Borrelia burgdorferi sensu stricto, a proto neni dostate¢né u¢inna
pro evropsky komplex druhii Borrelia burgdorferi sensu lato, zahrnujici - Borrelia
burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia garini (Volf a Horak 2007). K diagndze se pouziva
prikaz protilatek (IgM a IgG) metodami ELISA, IFA a k potvrzeni se pouzivd imunoblot
(Vokurka et al. 2005).

Klistata také mohou prenaset bakterii Anaplasma phagophytophila (diive
oznaCovana jako Ehrlichia). Ta napada granulocyty a zplsobuje tak onemocnéni
granulomatozni anaplazmézu (HGA). Projevy jsou bolesti hlavy, Unavnost, svalové
bolesti, horecky, dyspepsie, kasel, nauzea a také muze postihovat plice, jatra ¢i centralni
nervovou soustavu (Ismail et al. 2010). U imunodeficitnich pacientl, pacienti po
transplantaci ¢i po odebrani sleziny mize byt toto onemocnéni smrtelné. Lécba probiha
podanim antibiotik (konkrétné¢ Doxycyklin a pfi chronickém pribéhu Chloramfenikol)[1].

V pfirod¢ se bézn¢ tyto viry a bakterie vyskytuji v drobnych hlodavcich, larvy ¢i
nymfy klistat parazitujici na téchto hlodavcich se pak stdvaji pienaseci téchto nemoci

(Papacek et al. 2000).

2.4 Zivotni cyklus bakteriofagt

Bakteriofdgy samy o sob& postradaji jakoukoliv schopnost samostatného
metabolismu a reprodukce. I pfes druhové specifické odliSnosti v Zivotnich cyklech
bakteriofagli zlstavaji zakladni kroky infikace bunék shodné. V roztoku bakterii se
bakteriofagy volné pohybuji, dokud nedojde k zachyceni proteini na jejich bicikovych
vlaknech specifickym bakterialnim membranovym receptorem. Pfipojovaci faze zacina
pfilnuti bicikovych vldken k povrchovym receptorim bakteridlnich bun€k. Tim dojde
Kk propojeni bakteriofaga s bunétnou sténou hostitelské burnky. Hroty bi¢iku jsou casto
opatieny enzymy (endolyziny), které dokazi hydrolyzovat bunécnou sténu a tim umoziiuji
proniknuti genomu viru do hostitelské buiiky. Do buiiky pronikd pouze virova nukleova
kyselina. Zbylé ¢asti bakteriofaga (proteinova hlavicka, bicik, bic¢ikova vldkna a bicikové
hroty) zistavaji vné buiiky, pfipojené k jeji bunécéné sténé. Dale pak zélezi, o jaky zivotni
cyklus bakteriofaga se jedna (Morgan a Pitts 2008).

Lytické (virulentni) bakteriofagy jsou charakteristické tim, ze po infekci tyto fagy
exprimuji geny, které jim umoziuji ovladnout (pfeprogramovat) proteosynteticky aparat

hostitelské¢ buiiky. Tyto Casné¢ exprimované geny jsou také zodpovédné za koddovani
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proteind, které dale prebiraji kontrolu nad hostitelskou buitkou. Pozd¢€ji exprimované geny
koéduji replikaci fagového genomu, kapsidovych proteind a ndsledné skladani nové
generace viriond. Po uplynuti ur¢itého ¢asového intervalu dojde k 1yzi hostitelské bunky a
uvolnéné viry tak mohou infikovat dalsi bakterie. Lyze je obecné povazovana za jeden
z klicovych faktort G¢innosti fagové terapie (Gill a Hyman 2010).

Mirné, lytické, bakteriofagy mohou vstupovat do dvou riznych Zzivotnich cykld,
lytického, ktery jsem byl popsan vyse, nebo do lyzogenniho. Fagovy genom lyzogennich
bakteriofagl po infikaci zacina expresi gent schopnych, u vétSiny mirnych fagt, integrovat
kopii genomu faga do genomu hostitele a pak potlacovat expresi vétSiny fagovych genti
kromé téch nezbytnych k udrzeni lyzogenniho stavu. Vzacné se mohou vyskytovat fagy i
ve formé neintegrovaného plasmidu (Gill a Hyman 2010).

Fagovy genom ve formé& profagu je replikovan spolu s replikaci hostitelské buiiky.
Profag muze zUstat stabilné integrovan v genomu bakteric po stovky generaci, dokud
nedojde k indukci opétovného vstupu do lytického cyklu. Spousti této indukce obvykle
byva zména metabolismu hostitelské builky a to tfeba v disledku nezvratného poskozeni
DNA (Gill a Hyman 2010).

Mechanismy odpovédné za 1yzu hostitelské buiky (tzv. lytické mechanismy) jsou

podrobnéji popsany dalsi podkapitole.

25 Lytické mechanismy

Pribéh replika¢niho cyklu u bakteriofagh je kritériem, podle kterého lze rozdélit
bakteriofagy na lytické a lysogeni, Né&které viry hostitelskou buniku znici (lytické infekce),
zatimco jiné maji schopnost svou dédi¢nou informaci vnést do jadra butiky a takto v buiice
dlouho piezivat ve form¢ proviru (lyzogenie)(Vokurka et al. 2005). Uvolnéni fagového
potomstva z infikovanych bun€k vSak vyzaduje lyzu bakteridlni buiiky. Védecké studie
zaméefené na fagové lytické mechanismy tak pfispivaji k vyvoji fagové terapie. Nekteré
lytické bakteriofagy pouzivaji jednotlivé proteiny, amuriny, k inhibici syntézy
peptidoglykanu. VétSina z nich vSak pouziva dvé skupiny proteinii k usmrceni hostitelské
bakterialni buniky. Prvni znich, holiny, synergizuji s endolyziny, a dohromady
zpusobujicilyzi. Spole¢né tak utvateji dvouslozkovy systém zahrnujici holin a lyzin (Cisek
etal. 2017).

Holiny ve své podstaté spoustéji lyzi hostitelskych bunék. Béhem lyzogenniho
cyklu virové infekce v geneticky programovaném case dojde k aktivaci holinti, které vede

Kk letalnimu poskozeni cytoplasmatické membrany bakterialni buiky. Jejich role je
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perforovani cytoplasmatické membrany hostitelské bunky a spolupracuji tak s endolysiny,
nebot’ perforaci cytoplasmatické membrany endolysinim umozni pfistup do periplasmy a
Kk peptidoglykanu buné¢éné stény bakterialni bunky. Proto holiny determinuji dobu
bakterialni lyze. V konkrétnim casovém bod¢ umoziuji fagovym endolysinim pfistup
k bakterialnimu mureinu. Timto principem synchronizuji holin-lysin systém a pozdni fazi
fagového replikacniho cyklu (Savva a Dewey 2013; Cisek et al. 2017).

Primérni struktura holinu se v priabéhu evoluce pfili§ nezachovala. Avsak rozdily
v sekvencich jejich aminokyselin se nijak negativné neodrazi na jejich funk¢nosti. Kazdy
holin nese alespoii jednu hydrofobni transmembranovou doménu (TMD) stejné jako C-
terminalni hydrofilni doménu, ktera mé vysoky elektricky naboj. Holiny se déli do tii tiid.
Ttida 1. zahrnuje proteiny s délkou piesahujici 95 aminokyselinovych zbytkd. Tyto holiny
disponuji tfemi TMD. Holiny patiici do I. tfidy jsou reprezentovany Staphylococcus
aureus bakteriofagem p68, proteinem holl5 a Escherichia coli fagem A, S105 proteinem.
Holiny pattici do tfidy II. Maji 65 — 95 aminokyselinovych zbytk a disponuji dvéma
TMD. Lambdoidni fag s proteinem 21S a bakteriofag Clostridium perfringens A3626 s
proteinem hol3626 spadaji do této tfidy. Holiny III. tfidy tvoii pouze jednu TMD a jsou
reprezentovany fagem ¢ s proteinem ACP26F holin (Cisek et al. 2017).

Holiny se dale mohou rozdélovat do dvou v zasadé odlisnych typt. Prvni z nich,
tzv. kanonické holiny, tvofi léze, které umoznuji Unik plné aktivnich endolysint
z cytoplazmy buiiky do periplazmatického prostoru. Naopak pinohliny, utvareji
V cytoplazmatické membrané otvory o velikosti 2nm, které jsou pfili§ malé k uvolnéni
endolysinti. Misto toho slouzi k depolarizaci membrany. Pinholiny vyzaduji specifické
enodolysiny oznacované jako SAR (signal anchor release) endolysins (Savva a Dewey
2013).

Kanonicky holin S105, produkt exprese genu faga A, je nejvice studovany holin.
S105 lokalizuje plasmatickou membranu a ve spravném casovém okamziku tvoii smrtici
1éze (diry) v dvouvrstvé lipidi. Primérna velikost otvori v membrané piesahuje 340 nm
(Cisek et al. 2017).

Fagové endolyziny jsou enzymatické proteiny zpiisobujici degradaci bunécné stény.
Bakteriofagy je vyuZzivaji k hydrolyze peptidoglykenu v bunécné sténé infikovanych
bakterii. Endolysiny funguji jako endopeptidazy, amidazy, glykosidazy nebo lytické
transglykosylazy za tuc€elem usmrceni bakteridlni buiiky destrukci mureinu tvoficim
bakterialni bunécnou sténu. Na konci fagového replikaéniho cyklu endolysiny podporuji

uvoliiovani potomstva, novych virioni. Endolysiny pouzivané proti gram-negativnim
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bakteriim maji odlisné struktury na rozdil od téch, které jsou uzivany proti gram-
positivnim, to urcuje rozdily mezi enzymy. Gram-negativni bakterie obklopuje vnéjsi
membrana, proto je pristup endolysinli uzptisoben zvenci, a proto jsou endolyziny, zacilené
na gramnegativni bakterie malé globularni proteiny slozené pouze z jedné domény, tzv.
enzymaticky aktivni domény (EAD), zatimco endolyziny proti grampozitivnim
mikroorganismim disponuji navic vazebnou doménou bunécné stény (CBD). Enzym cilici
na grampozitivni bakterie se vaze na bunéfnou sténu pies jeho CBD a tak zstava
imobilizovan na povrchu peptidoglykanu. CBD také ptispiva k hydrolytickym u¢inkiim
endolyzinu synergii s EAD, ktery zodpovida za akatalytickou funkci enzymatického
proteinu. Béhem tohoto procesu endolysin zistdvd pevné navdzan na jedno misto

peptidoglykanové struktury (Cisek et al. 2017).

2.6 Bakteriofagy a imunitni systém

Fagova terapie s sebou muze nést riziko negativnich reakci imunitniho systému
pacienta, proto jsou nezbytné studie zabyvajici se interakcemi mezi fagy a imunitnim
syst¢émem. To je velmi dalezitd pro jeji potencidlni vyuziti pii 1é€bé. Imunitni odpovéd’
vici bakteriofagiim je zavisla na lokalizaci bakterialni infekce a misté injektovani faga do
organismu. Za piirozenych fyziologickych podminek se mohou bakteriofagy vyskytovat ve
stievech a byt 1 soucasti pozité potravy. Vysoka frekvence ptfirozeného kontaktu zvifat ¢i
lidi s rozliénymi druhy bakteriofagh je dolozena pfitomnosti anti-fagovych protilatek
Vv séru rozli¢nych druhil (v€etné Clovéka). Déle 1 oralni podani fagh béhem fagové terapie
pii 1é€be bakterialni infekce zplisobené bateriemi -Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia,
Proteus a Pseudomonas - také indukuje produkci protilatek. Neexistuji vSak zadné dikazy
o imunologickych komplikacich po pouziti velkého mnozstvi bakteriofagi béhem terapie.
Navic ani lokalni aplikace fagl nevykazovala zadné vedlejsi ucinky (Cisek et al. 2017).

Odlisné situace je pozorovana v jinych vnitinich orgdnech a v krevnim ob¢hu,
nebot’ nejsou piirozenym prostiedim pro fagy tak jako naptiklad travici trakt. Intravendzni
podavani bakteriofagl tedy siln¢ stimuluje jak vrozenou tak i adaptivni imunitu. Déle
studie ukazuji, ze se fagy mohou dostat do krevniho ob&hu nehledé na zpiisob podani.
Pokud se v organismu nenachazi zadna hostitelska bakterie pro specifické fagy, jsou velmi
rychle odstranény z orgént a krve fagocytujicimi buiitkami imunitniho systému. Navic jsou
tito bakteridlni predatofi internalizovani a eliminovani bufikami retikuloendotelidlniho
systétmu (RES) - soustava fagocytujicich bunék roztrouSena v fad¢ organi (zejména ve

slezing, jatrech, lymfatické tkani). Podili se tak na imunité organismu (Vokurka et al. 2005,
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784s). Je zajimavé, ze Kupfferovy bunky (specializované makrofagy nachézejici se v
jatrech) mohou fagocytovat fagy ctyrikrat rychleji nez makrofagy sleziny, to naznacuje, ze
zastavené fagy ve slezin€ mohou stimulovat lymfocyty k produkci protilatek. Vrozena
imunita - prvni linic obrany - je Casto vice nez dostaCujici k eliminaci patogenti pied
aktivaci adaptivni imunitni odpovédi. Studie ukazaly, ze pacienti, ktefi podstoupili fagovou
terapii, byli charakterizovani klesajici poctem zralych neutrofild a rostoucim poctem
prekurzorti neutrofill v perifernim krevnim fecisti. Tyto vysledky ukazaly, ze fagové
pfipravky mohou aktivovat vrozenou imunitni reakci, coz muize byt napomocné pfi
odstraniovani bakteridlni infekce. Na druhé strané bakteriofagy také mohou ovlivnit
metabolické aktivity imunitnich bunék. Napiiklad nekteré studie ukazaly, ze bakteriofagy
vyznamné¢ inhibuji produkci ROS (reaktivni slou€eniny kysliku) v reakci na patogenni
bakterie a naznacuji, ze fdgy snizuji vrozenou antibakterialni imunitu. Nicméné vyznam
téchto zjisténi ve vztahu ke klinickym situacim je diskutovan (Cisek et al. 2017).

Béhem fagové terapie mohou fagy indukovat specifické protilatky
(neutralizujici protilatky), které obvykle inhibuji fAgovou cinnost lyzy cilené bakterialni
buiiky. V pravdé, tyto neutralizujici protilatky jsou definovany jako protilatky vézajici
epitopy, (antigenni determinanty), v téch €astech virionu, které jsou kli¢ové pro infikaci
hostitelské bunky. Neni vSak stale jasné, jak dlouho potrva, nez vymizi z organismu tento
typ protilatek. Koncentrace protiladtek v organismu navic zavisi na velkém mnoZstvi
ruznych aspektl. Konkrétné to miZze zaviset na zpisobu podani (oralni a peroralni zplisobi
pouze maly nariist protilatek) a také na zptisobu davkovani. Existuji studie, které popisuji
anti-fagové neutralizaéni protilatky jako jeden z kardinalnich faktord zodpovédnych za
omezeni U¢innosti fagové terapie. Sulakvelidze a kol. (2001) publikovali prace, ve kterych
se zabyvaji touto problematikou. Vychdzi z toho principu, Ze fagy disponuji mnohem vétsi
reprodukéni kinetikou nez je produkce anti-fagovych neutralizacnich protilatek, proto by
V pocateCnim stadiu fagové terapie nemély byt protilatky problémem (Sulakvelidze et al.
2001).

Nicméné anti-fagové neutralizacni protilatky se stavaji pfekazkou, pokud jsou stale
pfitomny v organismu béhem podavani dalsiho cyklu fagové terapie. Existuji tedy alespon
tf1 alternativy, jak tento problém feSit. Prvni z nich je opakovani terapie stejnym zpiisobem
jako prvni cyklus 1 pfesto, ze dojde k vyraznému snizeni uc¢innosti. Dalsi alternativou je
zvySeni koncentrace bakteriofagii v druhém kole terapie. Tteti variantou je pouziti riznych
fagh, protoze protilatky jsou druhové specifické. I pies skutecnost, Ze anti-fagové

protilatky se objevuji v pritbé¢hu fagové terapie, dochazi také ke zvySovani urovné ne-
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neutralizujicich protilatek (IgM a IgG) v organismu, a posilovani imunitni odpovédi na
nékteré injekce bakteriofagt (Cisek et al. 2017).

Mimo humorélni imunitni reakce, hraje dilezitou roli proti faghm také bunécna
imunita. Existuji publikace, které na jednu stranu ptikladaji bunééné imunité maly vyznam,
avSak na druhou stranu tu jsou i publikace které popisuji pravy opak. Vzhledem
K protichidnym vysledkiim je ziejm¢ nezbytné dalsi studium. Zajimavé je vsak to, zZe
nekteré studie poukazuji na imunosupresivni vlastnosti nékterych bakteriofagl. Ve studii o
roli bakteriofagh pii rozvoji transplantacni tolerance, byla pozorovana inhibice aktivace T
— lymfocytt (Gorski 2006), dale také byl indikovan pokles humoralni imunity po podani
fagh (Cisek et al. 2017).

Celkove¢ tedy vysledky poukazuji na dilezitost testovani imunologické odpovedi u
kazdého jednotlivého druhu bakteriofagl, ptfedevsim pokud je planované jeho pouziti pii
intravendzni aplikaci. Nicméné zadné z klinickych studii a pokusii na laboratornich
zviratech nevedly k jakékoliv zavazné imunitni reakci béhem fagové terapie (Cisek et al.
2017).

Jako alternativa k aplikaci celych fagl se jevi vyuziti jednotlivych lytickych
enzyml izolovanych z bakteriofagli. Predev§im endolyziny , které hydrolyzuji
peptidoglykanovou bunénou sténu bakterii se projevovaly jako okamzita silna
bakteriolyticka ¢inidla uZz pifi nizkém davkovani. Stejné jako bakteriofagy vykazuji
endolyziny velkou cilovou specifitu (v pfipad€ gram-positivnich bakterii), tedy ve srovnani
s antibiotiky lze ocekavat mensi mnozstvi vedlejSich G¢inkd. Bylo identifikovano nékolik
endolyzini s vysokym baktericidni u¢innosti vii¢i kmentim Enterococcus faecalis a E.
faecium, véetné téch s rezistenci na vancomycin. Dokonce jeden endolyzin projevoval
Sirokou lytickou aktivitu vici streptokokiim ze skupin A, B a C. Dalsi studie prokazaly
ucinnost stafylokokovych endolyzint MV-L a LysK a chimérického endolyzinu ClyS vici
infekcim zpusobenych Staphylococcus aureus a to vcetné MRSA (meticilin-rezistentni

Staphyllococcus aureus) a vancomycin — rezistentniho S. aureus (Viertel et al. 2014).

2.7 Soucasnost fagové terapie, jeji potencial a rizika

Rostouci pocet bakterii rezistentnich vic¢i antibiotikim pifedstavuje zavaZzny
problém soucasné mediciny. Dilezity je vSak ten fakt, ze rezistence téchto bakterii se
neimplikuje vici lyzujicimu mechanizmu bakteriofagh. Fagy jsou tedy schopny zabit
bakterie rezistentni na antibiotika na konci fagové infekce. VétSina z nich vyuziva

dvoukomponentni systém 1yzy k rozbiti bakterialni stény u jejich hostitele, aby uvolnili
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dalsi generaci fagh. Tedy dalsi vyvoj bakteriofdgové terapie je jedna z cest s velkym
potencialem jak IéCit bakterialni infekce (Cisek et al. 2017).

Bakteriofagy jsou studovany téméf stoleti a to predevS§im v Polsku, Gruzii a
vV Rusku. V soucasnosti se k vyzkumu pfipojuji dal$i zemé napiiklad Francie, Belgie,
Svycarsko i Spojené staty americké. Centrum fagové terapie Hirszfeldova institutu
imunologie a experimentalni terapie ve Vratislavi nabizi svym pacientim fagové terapie
proti fadé bakterialnich onemocnéni. Konkrétné se jednd o onemocnéni zplisobovana
Acinetobacter, Burkholderia,Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Serratia,
Staphylococcus a Stenotrophomonas. S pozitivnim vysledkem zde bylo 1é¢eno az 50%
pacientli. Centrum zatim neposkytuje 1écbu infekce zpusobené Streptococcus spp.,
Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium acnes, Borrelia spp., Helicobacter pylori
a Haemophilus influenza, ani Chlamydia spp.. Za ucelem zvySeni G¢inku fagové terapie a
snizeni rizika vzniku fagové rezistence, je kazdy cyklus fagové terapie tvoren koktejlem,
ktery obsahuje nckolik bakteriofagovych kment. Stale vSak pfetrvava riziko uvolnéni
nebezpecnych bakteridlnich endotoxinli na konci lytického virového cyklu (Cisek et al.
2017).

Zvazuje se 1 vyuziti lyzogennich fagl v ramci fagové terapie, avSak Gill a Hyman
ve své praci popisuji tii rizika, ktera s sebou vyuziti téchto fagi nese (Gill a Hyman 2010).

V prvni fadé genom mirnych fagh mize obsahovat geny ménici fenotyp hostitelské
bunky (tzv. lyzogenni konverze). Napiiklad ve Vibrio cholerae geny ctxAB kodujici toxin
cholery jsou umistény uvnitt integrovaného genomu faga CTX¢. Podobné vétSina kmenti
Staphylococcus obsahuje jednoho nebo vice profagl, kodujici exotoxiny nebo jiné
virulentni faktory. Strucné feceno, nékteré lytické bakteriofagy koduji geny, které
proménuji patogenni bakterie, na jest€¢ ucinnéjSi choroboplodné Cinitele (Gill a Hyman
2010).

Dalsi riziko se tyké integrace genomu bakteriofaga do genomu hostitelské buriky.
To miiZze vést aZ k imunité bakterie vii¢i superinfekci stejnym nebo piibuznym fagem. Toto
riziko se da obejit pouzitim koktejlii obsahujici vice nesouvisejicich typl fagi. AvSak stéle
je nezadouci rozvoj bakterialni imunity vici potencialné vyuzitelnym bakteriofagim (Gill
a Hyman 2010).

Treti riziko se tyka toho, Ze nckter¢é mirné bakteriofagy jsou schopny
generalizované transdukce. Ta muze iniciovat vyménu velkého mnozstvi bakterialni DNA

mezi jednotlivymi bakteriemi a v navaznosti na to zvysit potencial patogennich bakterii.
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Tento problém se vSak neomezuje pouze na lyzogenni bakteriofagy ale i na lytické. Jedna
z nejucinngjSich cest, jak minimalizovat tato rizika je zamezeni pouzivani mirnych

bakteriofagn jako soucasti fagové terapie (Gill a Hyman 2010).

2.8 Technologie fagového displeje

Vyuziti bakteriofagli ma potencial i mimo 1écbu bakteridlnich onemocnéni.
Uplatnéni Ize nalézt 1 v jinych oborech, jako je monitorovani bezpecnosti jidla, kontrola
prostfedi ¢i klinickd diagnostika. Na to se konkrétné zameétuje technologie fagového
displeje, ktera se projevuje jako uziteCny a potencialni nastroj molekularni biologie, a to
predevsim diky své svym vlastnostem v oblastech exprese genl a cilové specifického
vybéru ligandli. V soucasnosti je to rozsifena a efektivni metoda pouZivana ke screeningu
peptidl, proteini a protilatek. Je zndmo, ze rizné cile, véetné iontli, malych molekul,
anorganickych materialdi, ptfirodnich a biologickych polymerti, nanostruktur, bun¢k,
bakterii a dokonce tkani, vytvareji specifické vazebné ligandy ve spojeni s fagy, které jsou
pouzivany v ramci technologie fagového displeje. Fagovy displej tak umoziuje tvorbu
biosenzorii na bazi fagh ¢i odvozenych struktur. V ramci této technologie se vyuzivaji,
z molekularniho hlediska, dobfe znamé bakteriofagy napt. fag A, fag T4, fagT7, tag M13
(Tan et al. 2016).
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3 Metody
3.1 Charakteristika PCR

Jednim z dulezitych cili v molekularni biologii je porozumét vztahu mezi
strukturou proteint a jejich funkci. Nejpouzivanéjsi strategii za timto tcelem je indukce
mutaci v riznych mistech oteviené¢ho Cteciho rdmce (ORF) cilovych gent a hodnotit tak
jejich vliv na funkci proteintt (Qi a Scholthof 2008). Stejn¢ jako anorganicka katalyza
Vv ropném a chemickém pramyslu zpisobila technologickou revoluci, objev polymerazové
fetézové reakce (PCR) zpusobil revoluci na poli molekularni biologie. PCR poskytuje
rychly a levny zpiisob izolace gen a vytvofeni pfesnych rekombinacnich genetickych
mutaci (Reikofski a Tao 1996).

PCR zahrnuje tvorbu kratkych komplementarnich sekvenci DNA, primert, které
jsou na zakladé¢ komplementarity schopny navadzani se na DNA, tzv. templatovou DNA,
kterou chceme replikovat. Po nasednuti primert, Taq polymerdza umoziuje navazovani
nukleotidii ve sméru k 3°-konci. Po extenzi je duplikovana DNA zahtatim separovéana a
dojde Kk opétovnému navazani primertu. Duplikovana DNA slouzi také jako templat
v dalSim kole replikace coZ vede k exponencidlnimu nartistu DNA produkti PCR. Navic
dochdzi k replikaci pouze toho tseku DNA, ktery se nachdzi mezi dvéma primery. PCR
tedy umoznuje jak amplifikaci DNA, tak i izolaci specifickych sekvenci (Reikofski a Tao
1996).

3.1.1 LongPCR

Modifikace klasické PCR metody, umoznujici amplifikaci DNA do délky
presahujici 40 kbp. Od klasické PCR se odliSuje tato metoda ve slozeni DNA polymeraz,
¢imz se zamezuje chybovosti béhem na dlouhych fetézcich DNA (Tellier et al. 2003).

3.2 Metoda podle Qi a Scholthof

3.2.1 Plazmidy a primery

Plazmid pUC119-SPMV (4 kbp) ptedstavuje cyklickou DNA (cDNA) plné délky
(824 nt - nukleotidl) viru SPMV (satellite panicum mosaic virus), ktera je klonovana
bezprostfedné¢ za promotor RNA polymerazy faga T7. Tento plazmid byl pouzit pro
vlozeni mutageneze. Plazmid pDEST17-SPCP (5 kbp) obsahuje cyklickou DNA sekvence
SPMV CP (kapsidové proteiny) ORF (open fading frame - otevieny c¢teci ramec)
vlozeného do plazmidu pDEST17 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Tento konstrukt byl
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puvodné navrzeny tak, aby nadmérné exprimoval kapsidové proteiny SPMV v E. coli.
V této metod¢ byl pDEST17-SPCP pouzit jako templat pro inzeréni, substitu¢ni a dele¢ni
mutagenezi. VSechny plazmidové templaty byly pfipraveny za pouziti soupravy QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Primery byly zakoupeny od firmy
Invitrogen a CiStény pomoci odsolovani bez 5° - modifikace, je to metoda, ktera je

komerc¢né dostupnd, nejméné purifikovana a nejlevnéjsi (Qi a Scholthof 2008).

3.2.2 PCR mutageneze

PCR amplifikace plazmidové cDNA byla provedena Qi a Scholthof (2008) za
vyuziti opravného Pfu Turbo systému (Stratagene). PCR reakce o objemu 50pul se skladala
Z 1ul templatu (~200ng), 1ul kazdého primeru (~20pM kazdy), 1ul ANTP smési, Spl 10x
bufferu, 1ul Pfu Turbo DNA polymerasy (2.5 U) a 40 pul dH,O. Reakce zacala pre-
denaturaci templatd pfi teplot¢ 95°C po dobu 2 minut. To bylo nasledovano 18 cykly
sestavajicich se z 1 minuty na teploté 95°C, 1 minuty na teploté 55°C a 1 minuty/kbp na
teploté 68°C. Po skonéeni prubéhu PCR reakce byl 1ul Dpnl (20 U) (NEB, Ipswich, MA)
pfidan do smési a ta byla 1 hodinu inkubovana pfi teploté¢ 37°C, aby doslo k degradaci
origindlnich nemodifikovanych plazmidovych templati. Po Stépeni Dpnl se pouzije Sul
smési k transfekci DNA do kompetentnich bunék XL1-Blue tepelnym Sokem. Po hodiné
regenerace v 300ul LB media bez antibiotik je transformovna XL1-Blue E. coli pfenesena
na Petriho misky s LB mediem obsahujici 50pg/ml ampicilinu a inkubovana pfi teploté
37°C pies noc. Kolonie byly vybrany a péstovany pies noc v 3ml LB media s 50ug/ml
ampicilinu. Plazmidovda DNA byla izolovana za pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) a nésledné sekvencovana (Qi a Scholthof 2008).
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Obr. 3. Strategii tvorby primert a jejich vyuziti pro inzerci, substituci a dele¢ni mutagenezi. Prevzato z Qi a

Scholthof (2008).

Na obr. 3 se nachazi dva castecné se prekryvajici primery (A). Pf je pfedni primer a
Pr je reverzni. Cerné $ipky reprezentuji sekvence nasedajici na iseky lemujici cilové misto.
Prazdné ramecky predstavuji komplementarni sekvenci tvofenou 18 nukleotidy, kterad se
meéni pro kazdy experiment mutageneze. Pro inzer¢ni nebo substituéni mutagenezi (B, C),
komplementarni oblast piedstavuje cizi sekvence, které maji byt zaclenény (pruhovany
ramecek). Pro delecni mutagenezi (D) se 5°‘-komplementarni sekvence sklada z 9
nukleotidl lemujicich fragment, ktery mé byt vymazan na 5‘-konci (kostkovany ramecek)
a 3‘-konci (vlnity rdmecek). (B) VloZend mutageneze (inzerce). Kromé templatu o plné
délce, linearni PCR produkt obsahuje inzertovanou sekvenci na svém 5°- a 3°- konci s 18
prekryvajicimi se nukleotidy. V E. coli jsou tyto prekryvajici se oblasti vyfeseny in vivo
rekombinaci, coz vede ke vzniku kruhového plazmidu s vloZzenou sekvenci v pozadovaném
misté. Pro zjednoduSeni jsou zobrazeny pouze oblasti iniciujici navazani primeru a

konecné mutované sekvence jsou zobrazeny jak pro substitu¢ni (C) tak i dele¢ni (D)

N
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mutagenezi. (C) Substituni mutageneze. Probihd podobné¢ jako inzeréni mutageneze s
vyjimkou toho, ze nedojde ke zméné cilového fragmentu tim zplsobem, Zze by po
rekombinaci cizi sekvence nahradila cilovy fragment. (D) Dele¢ni mutageneze. Odstranéna
oblast je znaCena Carkované. Pfipomina substituni mutagenezi, ale fragment, ktery ma byt
deletovan, neni amplifikovan. Primery obsahuji 9 nukleotidovych sekvenci (oznacenych
kostkované a ¢arkované) lemujicich fragment, ktery méa byt odstranén na druhé strané,
takze linearni PCR produkt mé& 18 nukleotidii ptekryvajici oblast endogenni sekvence
plazmidu na obou koncich. V diisledku toho odstranén z produktu PCR, ktery je pouzit pro
rekombinaci Qi a Scholthof (2008).

3.2.3  Design primera

Strategie designu primerid je znazornéna na obr. 3A. Primery se skladaji ze dvou
hlavnich casti: 5°-komplementarni Gsek o délce 18 nukleitidii a 3°-komplementarni tisek o
délce 25 nukleotidi. Primery byly navrzeny tak, aby nasedaly na templatové sekvence,
které lemuji pfedem stanovené sekvence. Ty poté mohou byt deletovany, substituovany
nebo zde mohou byt zaclenény inzerce. 18 nukleotidii dlouhy 5‘-komplementérni sekvence
se upravovala podle potieb. Pro vlozeni sekvence (obr. 3B) nebo substituci (obr. 3C), 5°-
komplementarni sekvence zahrnovaly 1 cizi sekvence, které maji byt integrovany. Pokud
byly cizi sekvence del$i nez 18 nukleotidii, pfebyvajici nukleotidy mohou byt zalenény
mezi 5’-komplementarni sekvenci a 3°‘-komplementdrni sekvenci pfisedajici na
templatovou DNA. V ptipad¢ delece, 18 nukleotidi dlouhd 5’-komplementarni sekvence
byla slozena z 9 nukleotidii bezprostfedné proti sméru 5°-konce fragmentu, ktery ma byt
vymazan a 9 nukleotidll za 3’-koncem (obr. 3D). Linearni PCR produkty tedy obsahovaly
prekryvajici se sekvenci o délce 18 nukleotidli na 5°- a 3°- konci. To umoznilo jejich
cirkularizaci do Zivotaschopnych plastidi po in vivo rekombinaci v transferovanych XL1-
Blue E. Coli. Pokud byly 5‘-komplementarni sekvence primerd, cizi sekvence, uspésné
navéazany plazmid se Uspé&s$né cirkularizoval a doslo k amplifikaci jeho délky, miZzeme pak
hovofit o inzerci (obr. 3B). Naopak pokud po navadzani 5°‘- komplementarnich cizich
sekvenci nedoslo k amplifikaci celého plazmidu, byla provedena substituce sekvence (obr.
3C). V piipadé, Ze cilova sekvence nebyla amplifikovana a lemujici sekvence byly soucasti
komplementarnich sekvenci, ptestava byt cilova sekvence pfitomna v dané PCR reakci a
doslo tedy k deleci dané sekvence (obr. 3D). Na zakladé€ téchto princip byla vytvotena

série primerd pro rizné typy manipulace se sekvencemi. Podrobné informace o primerech
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jsou uvedeny v tab 1. Mutagenezni PCR, transfekce a izolace DNA byla provedena podle
postupu uvedeného v podkapitole PCR mutageneze (Qi a Scholthof 2008).

Tab. 1. Primery pouzité pro mutagenezni PCR. Prevzato z Qi a Scholthof (2008).

Primer Mutace Sekvence (5¢ — 3¢)%

32HAr Inzerce TATGATGTGCCAGATTATGCCacggagcgagatactgatactacctc
32HAr ATAATCTGGCACATCATAAGGGTAcaaggtgacgtagcacgtatcgtac
43HAr Inzerce TATGATGTGCCAGATTATGCCagtttcccgactctcaaggggatgg
43HAr ATAATCTGGCACATCATAAGGGTActgcctctgaaaagaggtagtatc
82HAr Inzerce TATGATGTGCCAGATTATGCCacagactctgtccatgccaccggggtac
82HAr ATAATCTGGCACATCATAAGGGTAgtcgcccgggttatacaggcgcgeg
116HAr Inzerce TATGATGTGCCAGATTATGCCactgaagaagccgagaccattttggec
116HAr ATAATCTGGCACATCATAAGGGTAgttaccaaagaaccagttgttctgg
SPCP-82Ff  Inzerce GACTACAAGGACGATGACacagactctgtccatgccaccggggta
SPCP-82Ff GTCATCGTCCTTGTAGTCgtcgcecgggttatacaggegegeg
SPCP-NHAf Substituce TATGATGTGCCAGATTATGCCgcgggctceccgggctactgecacatce
SPCP-NHAf ATAATCTGGCACATCATAAGGGTAaggagccatatgtatatctccttc
SPCP-Bf Delece AATCGTCGGactctcaaggggatggggga

SPCP-Bf CTTGAGAGTccgacgattagatcgectgg

SPCP-Cf Delece AGTTTCCCGgacacagactctgtccatgc

SPCP-Cf GTCTGTGTCcgggaaactctgectctgaa

SPCP-Df Delece AACCCGGGCgaagaagccgagaccatttt

SPCP-Df GGCTTCTTCgcccgggttatacaggcgcg

SPCP-Ef Delece GGTAACACTggggattctcatcatcatca

SPCP-Er AGAACCCCCagtgttaccaaagaaccagt

# znazorfuje sekvence nasedajici na templatovou DNA. Ty jsou oznadeny malymi pismeny, cizi
sekvence pro inzerci nebo substituci jsou oznaceny tu¢nym pismem a komplementarni oblasti jsou podtrzené.
Pro dele¢ni mutagenezi jsou sekvence primeru kurzivou a velkymi pismeny, oznacuji 9 nukleotidd lemujicich

fragment, ktery ma byt vyfiznut, jak je znazornéno na obr. 3D (Qi aScholthof 2008).

V originalni publikované tabulce (Qi a Scholthof 2008) doslo ziejmé k zaméné
mezi primery SPCP-82Ff a SPCP-NHATf, protoze primer kodujici substituci je oznacen

jako inzer¢ni a naopak.
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4 Vysledky
4.1 Proteiny borelii

Protoze se fagy vazi na povrchové proteiny bakterii, bylo nutno stanovit konkrétni
sekvenci proteinu. Sekvence byla ziskana z online databaze sekvenci NCBI (narodni
centrum pro biotechnologické informace), ktera je soucasti narodni 1ékaiské knihovny ve

Spojenych statech americkych [2].

4.1.1 Struktura proteinu OspA (outer surface protein A)

MKKY LLGIGLILALIACKQNVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDLI
ATVDKLELKGTSDKNNGSGVLEGVKADKSKVKLTISDDLGQTTLEVFKEDGKTLV
SKKVTSKDKSSTEEKFNEKGEVSEKIITRADGTRLEYTGIKSDGSGKAKEVLKGYV
LEGTLTAEKTTLVVKEGTVTLSKNISKSGEVSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTST

LTITVNSKKTKDLVFTKENTITVQQYDSNGTKLEGSAVEITKLDEIKNALK
Struktura je ziskana z NCBI [3].

4.1.2 Nukleotidova sekvence OspA (outer surface protein A)

Sekvence je zpétné ptepsdna z proteinové struktury OSpA, to znamena, Ze se potadi
nukleotidii této sekvence nemusi shodovat s potfadim nukleotidd kodujici sekvence

v genomu Borrelia burgdorferi, ale stale budou kodovat stejny protein.

ATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGCATGTAA
GCAAAATGTTAGCAGCCTTGACGAGAAAAACAGCGTTTCAGTAGATTTGCCTG
GTGAAATGAAAGTTCTTGTAAGCAAAGAAAAAAACAAAGACGGCAAGTACGA
TCTAATTGCAACAGTAGACAAGCTTGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAAACA
ATGGATCTGGAGTACTTGAAGGCGTAAAAGCTGACAAAAGTAAAGTAAAATT
AACAATTTCTGACGATCTAGGTCAAACCACACTTGAAGTTTTCAAAGAAGATG
GCAAAACACTAGTATCAAAAAAAGTAACTTCCAAAGACAAGTCATCAACAGA
AGAAAAATTCAATGAAAAAGGTGAAGTATCTGAAAAAATAATAACAAGAGCA
GACGGAACCAGACTTGAATACACAGGAATTAAAAGCGATGGATCTGGAAAAG
CTAAAGAGGTTTTAAAAGGCTATGTTCTTGAAGGAACTCTAACTGCTGAAAAA
ACAACATTGGTGGTTAAAGAAGGAACTGTTACTTTAAGCAAAAATATTTCAAA
ATCTGGGGAAGTTTCAGTTGAACTTAATGACACTGACAGTAGTGCTGCTACTA
AAAAAACTGCAGCTTGGAATTCAGGCACTTCAACTTTAACAATTACTGTAAAC
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AGTAAAAAAACTAAAGACCTTGTGTTTACAAAAGAAAACACAATTACAGTACA
ACAATACGACTCAAATGGCACCAAATTAGAGGGGTCAGCAGTTGAAATTACAA
AACTTGATGAAATTAAAAACGCTTTAAAATAA

Pievedené aminokyseliny na nukleotidové sekvence jsou ziskané z NCBI [4].

4.2 Design primeri OspA

Design primerti provedu podobnym zptsobem jako Qi a Scholthof v jejich metodé
(viz podkapitola Design primert). Budu vychazet ze znalosti nukleotidové sekvence OspA
a z jeho prostorové orientace. Vyberu ty sekvence, které koduji povrchové aminokyseliny
proteinu. Na zékladé téchto sekvenci vytvorim né€kolik sad po dvou primerech s piesahem,
které budou navzajem komplementarni v useku pfesahu. Timto zpisobem nadefinuji pouze
presahovou ¢ast primeru, kodujici aminokyseliny cilici na OspA. Tento usek bude zaroven
zodpovédny za inzerci a substituci piivodnich tsekli genomu bakteriofaga.

Annealingova (dosedajici) ¢ast primeru by meéla byt nadefinovana dle znalosti
genomu E.coli bakteriofagt. Jelikoz jsou tyto bakteriofagy pfedmétem studii po fadu let, je
jejich genom dobie zmapovan a rozdélen na jednotlivé sekvence (geny). Na zakladé
znalosti téchto gent a jejich funkce specifikuji ty geny, které chci nahradit (substituovat,
inzertovat), a podle lemujicich sekvenci nadefinuji druhou ¢ast primerd. Sekvence se bude
lisit podle vybraného faga a také podle vybranych sekvenci v ramci genomu faga.

Pro zvyseni afinity k OspA bude pravdépodobné nezbytné nahradit vice sekvenci
genomu bakteriofaga. V tomto ptfipadé¢ se navaZe, na jiz zminénych metody astejna
substituce (¢i inzerci) bude do genomu vloZena vicekrat.

Analogicky lze takto nadefinovat primery 1 na OspB a dalsi povrchové proteiny
nejen u Borrelia burgorferi sensu lato, ale tfeba i u Anaplasma phagocytophilum a dalsi
bakterii.

Primery Ize ud¢€lat na zakézku na miru u spole¢nosti GENERI BIOTECH [5].

4.3 Vybér bakteriofagi

Vybér fagh je pomérné omezen. Vybiram pouze z bakteriofagl, které se projevuji
lytickym ¢i alespon ¢asteéné lytickym cyklem, jinak by jejich pfitomnost v Kultufe bakterii
nebyla snadno zjistitelna. Dalsi specifika tohoto vybéru spocivaji na podrobné znalosti
jejich genomu. Je nezbytné znat useky odpovédné za syntézu povrchovych proteind. Dalsi
faktory jsou snadnost péstovani daného bakteriofaga na kulturach E. coli, délka a struktura

DNA faga do 40 kbp (aby bylo mozné provést PCR amplifikaci genomu), rozméry virionu
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dostupnost dostani. Budu tedy vybirat z fagl bézné pouzivanych v biotechnologiich: fag A,

fag T4, fagT7, fag M13 (fag M13 ma cDNA)(Tan et al. 2016).

4.4 Metody mutageneze fagi

Protoze budu replikovat genom fagi a to az do délky 40 kbp, musim pouzit
modifikaci klasické PCR reakce, Long PCR. Ta umoziiuje totiz replikace DNA az do délky
ptesahujici 40 kbp. V ramci této metody pouziji LongAmp™ Taq PCR Kit (New England
biolabs, New England, USA).

Vsechny tyto metody jsou pouze teoretické a vychazeji z jiz zminénych ovéfenych

metod. Jejich funk¢nost je tedy nejprve nutné ovéfit v laboratornich podminkach.

441 PCR mutageneze

Vsechny metody PCR mutageneze, které jsou zde popsany, vychazeji z metody
podle Qi a Scholthof. Nékteré kroky z této metody byly pfizpisobeny typu DNA, se kterou
se pracuje. Vsechny metody také vyuzivaji Long PCR.

4411 PCR mutageneze faga s cirkularni DNA

Pro tuto PCR mutagenezi lze vyuzit faga M13, protoze disponuje cDNA. Qi a
Scholthof (2008) ve své metodé popisuji mutagenezi faga, ktery je soucasti plazmidu, tedy
se jednd o cDNA (Qi a Scholthof 2008). Pfi mutagenezi faga s cDNA by tedy doslo

k zachovani postupu jejich metody.

44.1.2 PCR mutageneze cirkularizovaného faga a nasledna mozna linearizace

Pti vybéru faga s linearni DNA by bylo nejprve tfeba pomoci ligazy ,,slepit® jeho
konce a cirkularizovat tak jeho genom. Dalsi pribéh by pokracoval dle metody podle Qi a
Scholthof (2008), ve které pracovali s plazmidovou cDNA. V tomto typu PCR modifikace
by tedy doslo pted PCR reakci k Upravé linearni DNA faga na cirkularni DNA, aby mohl
byt zachovan postup metody podle Qi a Scholthof. Pfed transfekci genomu faga do bunky
by byl genom faga ,pfestfizen” v mist¢ prvotni ligace pomoci restriktdzy a tak opét
linearizovan.

Je také mozné, ze u cirkularizovaného faga by si jeho genom zachoval funkénost,

tedy by krok finalni linearizace jeho DNA odpadal.
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4.4.1.3 PCR mutageneze linedrniho faga

Tato metoda na rozdil od jiz zminénych pracuje s linedrni DNA. Nedochazi k zadné
pre-PCR upravé. Vychazi z metody podle Qi a Scholthof (2008). V ramci této metody by
bylo nezbytné pouzit i dodate¢né primery k amplifikaci zbytku fetézce DNA, nebot’ by
nedoslo k jeho plné amplifikaci jako u mutagenezni PCR cirkularni DNA.

4.4.2 Enzymaticka mutageneze

Pii této metodé by se pouzily specifické restriktazy (restrikéni endonukledzy) na
,»Vyfiznuti“ nahrazovaného useku a ligdzy pak na ,,napojeni* pozadované sekvence na jeho
misto. Nésledovala by Long PCR reakce k amplifikaci modifikované¢ho fagového genomu

s nahrazenym Usekem za vyuziti specifickych primert nezbytnych k replikaci fagové dna.

4.5 Kaultivace modifikovanych fagi

Transfekei tepelnym $okem, nebo za pomoci T7Select™ Packaging Kit (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) bych dostal do bakterialnich bun€k tuto fagovou DNA a po
uspésném zaclenéni by buiikka sama produkovala fungujici modifikované bakteriofagy.
Kultivace by probihala na kulturach Borrelia burgdorferi v ptipadé, Zze by byly nahrazeny

wewvr

zachovany i nékteré receptory vazajici se na Escherichia coli .

4.6 Cile metodiky

4.6.1 Modifikace kapsidovych proteini

Jedna z moznosti jak zaméfit faga na OspA Borrelia burgdorferi je modifikovat
jeho kapsidové proteiny tak aby se vazaly na OspA. Na to bych vyuzil T7Select® Biopanig
Kit (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), obsahujici v§e potfebné k vytvoreni virionu, na jehoz
povrchu se objevi proteiny exprimované vlozenou DNA a to az do velikosti 50
aminokyselin. Sestaveni fagti probihd v cytoplazmé Escherichia coli a fag se uvoliuje
bunéénou lyzou. Vzniklé fagy by mély byt schopné se navazat kapsidou na OspA Borrelia
burgdorferi.

Problémem je vSak to Ze bude fag dosedat na bakterii kapsidou a tedy nebude
Vv poloze vhodné pro infikaci buiiky. Je tu vSak Sance nasledné autoinfikce bakterie, kvuli
jejimu dlouhému spiralovitému tvaru a kroutivému pohybu, proto zahrnuji do metodiky i

tuto moznost.
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4.6.2 Modifikace vazebnych proteinu bi¢iku

Ideélni by bylo modifikovat vazebné proteiny na bicikach bakteriofagh. To by Slo

uskutecnit dvéma zpiisoby.

4.6.2.1 Bicik s obéma receptory

Ponechat usek kodujici receptor faga na Escherichia coli a pfidat za néj usek
kodujici vazebné proteiny na OspA Borrelia burgdorferri tak aby nasledné¢ byla

indukovéna syntéza bic¢ika disponujicich obéma receptory.

4.6.2.2 Receptorové specifické biciky

Pfi neucinnosti ,,obojetnych® bi¢ikt by byl usek kodujici vazebné proteiny na OspA
u Borrelia burgdorferi vloZzen do genomu faga tak, aby byla indukovana syntéza jak bi¢ika
se specificitou na Escherichia coli, tak i se specificitou na Borrelia burgdorferi u dalsi

generace fagi.
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5 Diskuze
5.1 Srovnani antibiotik a bakteriofagu

Ve své praci Bacteriophage Therapy Sulakvelidze et al. (2001) popisuji vyhody a
nevyhody fagh ve srovnani s antibiotiky. Vyhodou bakteriofagh je jejich vysoka
specificita, tedy to, Ze cili pouze na konkrétni patogenni bakterie a nenapadaji pfirozenou
mikrofloru pacienta. Naopak antibiotika napadaji 1 tuto mikrofloru. Jeji poSkozeni pak
muze vést 1 k druhotnym infekcim. Ve vysledku vysoka specificita bakteriofagi se mize
stat 1 jejich nevyhodou, nebot’ je nejprve nezbytné zjistit, jaké konkrétni patogeny
zpusobuji onemocnéni (Sulakvelidze et al. 2001).

Zminéné vyhody patnéct let po vydani publikace od Sulakvelidze et al. dale rozviji
Cisek et al. (2017) ve své praci také vyvraci tvrzeni o nevyhodach fagové specificity
moznosti pouziti ,,fAgového koktejlu“, ktery by zahrnoval vétsi mnoZzstvi druhové
odlisnych fagt v pribéhu terapie (Cisek et al. 2017).

Osobné si myslim, ze timto zplGsobem by bylo ziejmé mozné bakteriofagim
ponechat jistou specificitu a zdroven tak cilit na vétsi spektrum patogennich bakterii bez
jakychkoliv zasahli do pfirozené mikroflory organismu. K Gspé$né 1écbé by tak stacila
pouze piiblizna diagndza.

Dalsi vyhodou, kterou popisuji Sulakvelidze et al. je to, Ze se fagy replikuji v misté
infekce, kde je jich potieba, na rozdil od antibiotik, které jsou navic odbourdvany
metabolismem pacienta a vyluovany z organismu. V tomto ptipadé¢ je také nezbytné brat
uvahu roli imunitniho systému pacienta. Uziti antibiotik s sebou také nese velké mnoZzstvi
vedlejsich ucinki, jako jsou stfevni poruchy, alergické reakce a sekundarni infekce
(Sulakvelidze et al. 2001).
rezistentnich bakterii. Vyvoj novych antibiotik je pomérné casové naro¢ny proces, ktery se
pohybuje v ¢asovém rozsahu v fadu let, obzvlasté pii vyvoji alternativ vici rezistentnim
bakteriim. Naopak selekce novych bakteriofagl je pomérné rychly proces (Sulakvelidze et
al. 2001).

K tomuto nazoru se priklangji i dalsi autofi - Gill a Hyman (2010), Viertel et al.
(2014), Cisek et al. (2017) - zabyvajici se vyzkumem ve spojitosti s bakteriofagy ¢i
vyzkumem jinych alternativnich metod 1€cby rezistentnich bakterii. Podle mého nazoru a
podle autora piedkladané préace, rezistence bakterii je jednim z kardinalnich problémut

soucasné mediciny.
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5.2 Problematika imunitniho systému ve vztahu k fagim

Problematika fagh a imunitniho systému nespociva pfilis v rizicich zavaznych
imunitnich reakci, jak je zminéno vyse, jako spi$ ve snizovani ucinku fagové terapie (vice
viz podkapitola Bakteriofagy a imunitni systém)(Cisek et al. 2017).

Cisek et al. (2017) se ve své praci zaméfuji na problematiku vztahu bakteriofaga a
imunitniho systému hostitele. Z jimi publikovanych vysledki I1ze stru¢né uvést, Ze nedoslo
k zadné zavazné imunitni reakci béhem klinickych studii a studii na zvifatech pfi pouziti
fagové terapie a to vcetné lokalni aplikace bakteriofagi (Cisek et al. 2017).

Viertel et al. ve své publikaci dokonce popisuji jako jednu z alternativ fagové
terapie vyuziti lytickych enzymi produkovanych bakteriofagy k lyze bakteridlnich bunék.
To lze vsak vyuzit jen k niceni gram-pozitivnich bakterii, nebot’ u gram-negativnich nemaji
endolysiny pfistup k peptidoglykanové bunécné sténé (Viertel et al. 2014).

Moznosti jak obejit imunitni systém a zvysit tak uc¢innost 1é¢by je nékolik. Cisek et
al. (2017) popisuje tii alternativy, jak tento problém fesit. Prvni z nich je opakovani terapie
stejnym zpisobem jako prvni cyklus i pifesto, Zze dojde k vyraznému sniZeni ucinnosti.
V tomto ptipadé pocita tedy s moznosti, ze i€innost fagl ziistane zachovana do dostate¢né
miry (Cisek et al. 2017).

Dal8i alternativou, kterou popisuje, je postupné zvySovani koncentrace
bakteriofagli v druhém a dalSich kolech terapie. Tim by se zvedla pravdépodobnost
infikace bakterialni buniky bakteriofagem dfive, nez by doslo k jejich uplné eliminaci
imunitnim systémem (Cisek et al. 2017).

Tteti variantou je pouziti riznych druhi fagl, protoZe protilatky jsou velmi
charakteristické svoji druhovou specificitou. Problémem neni jen tvorba anti-fagovych
protilatek v pribé¢hu fagové terapie, dochazi také ke zvySovani urovné IgM a IgG
protilatek v organismu, a posilovani imunitni odpovédi na nékteré injekce bakteriofagi
(Cisek et al. 2017).

Dalsi z cest, jak obejit imunitni systém, by spocivala v mutagenezi fagh na miru
danému organismu. Stacilo by modifikovat kapsidové proteiny virionu tak aby byly
rozpoznatelné jako soucast organismu pacienta a nebyly tak napadiny jeho imunitnim
systétmem. To by jisté vyzadovalo dal$i vyzkum, ale je pravdépodobné, ze s upravenymi
metodami fagové mutageneze, znalosti povrchovych receptorti specifickych pro dany

imunitni systém pacienta a za pouziti mnou vyse vypracovanych metod, metody podle Qi a
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Scholthof (2008) a metody fagového displeje (Tan et al. 2016), by tato modifikace

fagového genomu byla realizovatelna.

5.3 Problematika 1écby pacientii s imunodeficitem

Dalsi problém ktery by dokézala fagova terapie fesit, by byl problém 1é¢by pacienti
s imunodeficitem, pacienti bez fungujiciho imunitniho systému (AIDS, Iécba
leukemie,...), nebo pacientlii po transplantaci na imunosupresivni lécbé. VSichni tito
pacienti jsou mnohem vice nachylni k onemocnéni nez bézni zdravi lidé. Problémem je ten
fakt, ze 1écba antibiotiky funguje pouze za spoluprace s imunitnim systémem pacienta a
tedy v jejich pfipadé se mize projevit az jako neucinna.

V tomto piipad€ by jako jedind fungujici 1é€ba mohla nastoupit fagova terapie.
Fagy totiz potiebuji k GspéSné replikaci pouze bakteridlni buiiku a za absence ¢i snizené
ucinnosti imutniho systému by naopak jejich potencial nebyl omezovan. Cisek et al. (2017)
dokonce ve své praci popisuji ¢innost imunitniho systému jako jeden z hlavnich problémi

snizujicich G¢innost fagové terapie (Cisek et al. 2017).

5.4 Problematika laické verejnosti

Je také potieba pracovat s laickou vetejnosti. Strach a obavy z nezndmého se uz
diive ve spousté jinych oborl projevily jako téZce piekonatelné piekazky. Proto je
nezbytné nezapominat na toto riziko a v€as zacit pfipravovat vefejnost na mozny nastup
fagové terapie jako alternativy 1€¢by antibiotiky.

Laicka vetejnost méa predevS§im obavy z toho, Ze by doSlo béhem fagové terapie k
mutacim u bakteriofagh do té miry, Ze by ziskali schopnost infikovat eukaryotické buiiky.
Toto je vSak planda obava, nebot’ bakteriofagy jsou striktné specializované viry na
bakterialni — prokaryotické — buiiky. Mutace takového rozsahu by byla pravdépodobné
nerealizovatelna pfi cilené mutagenezi faga, natoz aby prob&hla samovolné. Muselo by

totiz dojit ke zménam genomu v jeho celém rozsahu.

5.5 Problematika metod

Metody, které popisuji, jsou stale limitovany celkovymi znalostmi molekularni
biologie. Moznosti v oblasti modifikace virli, bakteriofagli v pfipadé této prace, jsou
limitovany znalosti jejich genomu. Konkrétné je nezbytné znat projevy jednotlivych gend.
Na zéklad¢ této znalosti lze pak utvaret hypotézy o zmeénéach zpiisobenych cilenou

mutagenezi fagového genomu. S piesnéjs$i znalosti jednotlivych gent a vlastnosti, které
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koduji, 1ze vyvodit pfesnéjsi hypotézy ohledné planovanych modifikaci genomu. Stale je
vsak nezbytné tyto hypotézy ovéfit jejich postupnym uvedenim v praxi.

Znalost genomu bakteriofagt, jednotlivych gend a jejich projevi, s sebou nese
znaény potencial. Qi a Scholthof (2008) ve své praci modifikovali plazmid, tak aby
produkoval fagové kapsidové proteiny. V této praci jsou popsané inovativni metodiky na
modifikaci vazebnych proteinti. Znalosti ohledné této problematiky se stale rozristaji.
Osobn¢ si myslim, ze to bude pokracovat do té miry, kdy bude realné na zéklad¢ téchto
znalosti libovolné sestavit faga schopného infikace bakteridlni buniky na zaklad¢ jejich

povrchovych proteint a replikace za vyuziti jejiho proteosyntetického aparatu.
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6 Zavér

V ramci této prace jsem popsal zakladni problematiku bakteriofagi, jejich historii,
soucasnost, vyuziti a potencial do budoucnosti. Dale jsem popsal bakterie Anaplasma
phagocytophilum a Borrelia burgdorferi ve spojeni s problematikou parasitismu Ixodes
ricinus. Vymyslel jsem né¢kolik metodik jak na PCR mutagenezi, tak enzymatickou
mutagenezi bakteriofagli, vV rdmci nichz popisuji modifikaci sekvenci odpovédnych za
koédovani vazebnych proteint u fagi napadajicich Escherichia coli, tak aby byly schopné
kodovat vazebné proteiny na OspA u Borrelia burgdorferi. Tyto metodiky jsou analogicky
pouzitelné i u dalSich bakterii s vyskytem v populaci Ixodes ricinus i mimo ni. Mimo jiz
zminénych metodik jsem srovnal fagovou terapii a 1é¢bu antibiotiky. Dale jsem popsal
problematiku vztahu imunitniho systému pacientti a fagh pouzitych ve fagové terapii,
problematiku laické vefejnosti. Na zavér jsem shrnul potencidlni vyuziti fagové terapie a

zminil mozné sméry, kterymi by se vyzkum bakteriofdgii mohl v budoucnu ubirat.
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8 Resumé

In this work | described the basic issues of bacteriophages, their history, recent
state, thein use and potential for the future. | also described the bacteria Anaplasma
phagocytophilum and Borrelia burgdorferi in connection with the parasitism of Ixodes
ricinus. | have invented several methodologies for both PCR mutagenesis and enzymatic
mutagenesis of bacteriophages. In these methodologies | describe the modification of
sequences responsible for coding binding proteins in phages attacking Escherichia coli, so
as to be able to encode bindig proteins for OspA proteins which are specific for Borrelia
burgdorferi. These methodologies are equally applicable to other bacteria found in and
outside the Ixodes ricinus population. In addition to the aforementioned methodologies, |
compared phage therapy and antibiotic treatment. Furthermore, | described the issue of the
relationship between the immune system of patients and phages used in phage therapy and
the issue of the laic public. In conclusion | described the potential use of phage therapy,

and mentioned possible directions that bacteriophage research might take in the future.
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