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Abstrakt

Bakteriofagy, jako viry bakterii, jsou nejrozsifencjsi organismy, které osidluji
vSechny biotopy, v nichZ se nachazi i bakterie. Jednou z alternativ boje proti infekcim,
zpuisobenych rezistentnimi kmeny bakterii, se v soucasné dob¢ jevi bakteriofagova terapie,
ktera spociva v aplikaci lytickych bakteriofagl, ¢i pouze bakteriofagovych enzymu
K potladeni rustu bakterii. Prace zminuje historii fagové terapie, stéZejni Cast prace
se zabyva shrnutim soucasnych trendd v bakteriofagové terapii, kterd se zacina rozvijet
v poslednich letech. Mnoho studii se vénuje moznostem lé¢by bakterialnich infekci
fagovymi lyzaty, véetné geneticky modifikovanych bakteriofagi a dale moznosti pouziti
samotnych bakteriofagovych enzyml - endolysin, ¢i kombinaci fagovych lyzata
a endolysini s antibiotiky. Hlavnimi zajmy ve studiich jsou tucinnost, specifita
a bezpecnost terapie. U&innost bakteriofigové terapie byla prokdzdna mnoha studiemi,
jak in vitro, tak i in vivo. Bezpecnost terapie pro vyuziti v klinické praxi se ale musi

potvrdit stale malo prozkoumanymi in vivo experimenty.

Kli¢ova slova: bakteriofagy, Dbakteriofagova terapie, endolysiny, enzybiotika,

multirezistence,



Abstract

Bacteriophages, as viruses of bacteria, are the most abundand entity, populate every
biotope where also bacteria live. One of the alternatives to combat infections caused
by resistant strains of bacteria currently appear bacteriophage therapy, consists
in the application of lytic bacteriophage, or only bacteriophage enzymes to inhibit bacterial
growth. Thesis mentions the history of phage therapy, a crucial part of the thesis deals
with a summary of current trends in bacteriophage therapy, beginning to develop in recent
years. Many studies are dedicated to the possibilities of treatment of bacterial infections
by phage lysates, including genetically modified bacteriophages and also application
of bacteriophage enzymes themselves - endolysins, or a combination of the phage lysates
and endolysins with antibiotics. The main interests in studies are the efficiency, specificity
and safety of therapy. The effectiveness of bacteriophage therapy was already proved
by many studies, both in vitro and in vivo. The safety of therapy for clinical usage needs

to be prove by in vivo experiments.
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1 Uvod

Lécbou bakteriofagy, tedy fagovou terapii, se rozumi vyuziti vird, jez napadaji
bakterie ke snizeni, ¢i odstranéni infekce. Fagova terapie nachéazi uplatnéni v 1é¢bé infekci
u lidi, zvifat, ale i v kontrole ¢istoty vody i potravin. Po objeveni a uvedeni antibiotik
do klinické praxe se aplikovaly ve velkém rozsahu a bylo zaznamenano, ze bakterie,
zpusobujici lehka i zavazna onemocnéni, si zaCaly vuci antibiotikiim budovat rezistenci.
Vznik rezistentnich kment byl rychlejsi, nez vyvoj novych antibiotik a proto se nyni
hledaji nové cesty v antibakterialnich terapiich. Jednou z nich je bakteriofagova terapie.
Bakteriofagy byly k potlaceni bakterialnich infekci pouzivany pied objevenim antibiotik,

antibiotika vSak zcela prevladla a fagova terapie byla téméf zapomenuta.

Cilem prace je shrnout soucasné poznatky o bakteriofagové terapii a posoudit jeji
vhodnost pfi 1é€bé bakteridlnich infekci. Prace zminuje historii fagové terapie, ktera
polozila zdklady pro souCasnou terapii. Zamétuje se na lé€bu fagovymi lyzaty a jejich
pouziti in vitro, na animalnich modelech, ale i na vyuziti v klinické praxi na bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Dale se vénuje enzymm, které bakteriofagy produkuji
v konkrétnich fazich zivotniho cyklu a jejich aplikaci ve smérech medicinskych

a biotechnologickych.



2 Zakladni charakteristika bakteriofagi

Bakteriofagy jsou viry, které infikuji vyhradn¢ bakterie. Nazev je odvozen
od teckého slova "phagein" tzn. jist. Vyskytuji se v pidé, ve vod¢€, v travicim traktu
zivocichi, jsou vsude, kde se vyskytuji i1 jejich pfirozeni hostitelé, bakterie. Bakteriofagy
se 1i§1 morfologicky co do tvaru a velikosti, avSak zékladni strukturou jsou si podobni.
Tou je ikosahedralni proteinova hlavicka, kterd obsahuje a chrani genom, kréek, pochva
biciku, bazalni ploténka a stazitelné bicikové vldkno, jimz injikuje sviij geneticky material
do bunky. Geneticky jsou variabilni. Genom mtize byt cirkularni nebo linearni a sestava

z jednoietézcoveé nebo dvouretézcoveé formy DNA, ¢i RNA.
Zivotni cyklus

BakteriofdAgy maji rozdilné zivotni cykly. Znadme cyklus lyzogenni,
Pti lyzogennim cyklu fag integruje svij genom do genomu hostitele a vytvari se latentni
forma, tzv. profag. Z této faze ale mize kdykoliv vystoupit a zahajit cyklus lyticky.
V pseudolyzogennim cyklu mutize byt fag v hostitelské buice integrovan v genomu jako
profag, nebo mulze byt udrzovany ve form& plazmidu. Chronickd infekce spociva
v neustalé tvorbé novych bakteriofagl, bez lyze bunky. Pii lytickém cyklu se po infekci
zacne bakteriofag okamzité replikovat a vytvaret nové viriony, které jsou po 1yzi bunky
schopné infikovat dalsi bunky. I pfes rozdilné Zivotni cykly zlstavaji zdkladni kroky
infikovani buniky stejné. Adsorbce viru na povrch buiky, separace nukleové kyseliny
od proteinového plasté, exprese a replikace nukleové kyseliny, skladani a vypusténi
novych viriond. Jeden z nejvice prostudovanych bakteriofagl je virulentni bakteriofag T4,

ktery napada enterobakterie (Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma lytického cyklu bakteriofaga T4, upraveno dle (Eshelman et al., 2010):
Zivotni cyklus za¢ind vyskytujicim se figem u bakteridlni buiiky (1). Nasleduje nasednuti
bakteriofaga na bakterialni receptory (2). V dalsim kroku injikuje bakteriofag svou genetickou
informaci do bakterialni cytoplasmy (3). V cytoplasmé buriky dochazi k replikaci a tvorbé
strukturnich slozek (4) a jejich poskladdni za vzniku novych viriond (5). V poslednim kroku
dochazi k lyzi buiikky a nové vzniklé fagy hledaji nové hostitelské buinky, ¢imz znovu zacinaji

cyklus.



3 Historie bakteriofagové terapie

3.1 Objeveni bakteriofagt

V roce 1896 se britsky bakteriolog Ernest Hanbury Hankin vénoval bakterii Vibrio
cholerae, ktera se vyskytovala v fece Ganga (Hankin, 1896). Odebiral vzorky
z mist, kde feka tustila do mésta Agra a ven a zjistil, ze voda vytékajici z mésta ma mensi
infektivitu, nez voda, ktera do mésta pfitéka. Posléze Hankin navrhl, Ze neznamy material,
prochazejici jemnym filtrem, by mohl byt pfi¢inou antibakteridlni aktivity, avSak nadéale ho
jiz nezkoumal. V roce 1915 tento neznamy material studoval britsky bakteriolog Frederick
Twort a pouze rozsitil obecné znalosti, Ze se mtize jednat 0 virus. Bakteriofagy jako takové
byly tedy objeveny a pojmenovany az v roce 1917 Felixem d'Hérellem, francouzsko-
kanadskym mikrobiologem. Prvni pozorovani bakteriofagti vznikla na zakladé jeho prace
s hospitalizovanymi vojaky, jez trpéli uUplavici (d’Herelle, 1917). Béhem této studie
experimentaln¢ inokuloval smés, vytvofenou z upravenych vzorktl stolice a bakteridlniho
kmene Shigella izolovanych od pacientli, do pokusnych zvitat, ale i na agarové médium.
d’Hérelle pozoroval na médiu malé, ¢isté oblasti, které nazval plaky. Jeho vysledky byly
publikovany v zafi 1917 na setkani Akademie Véd (Sulakvelidze & Alavidze, 2001).
d"Héllerovo znovuobjeveni bakteriofagti bylo klicové pro skoro sto let vyzkumu nejen
bakteriofagové terapie, ale hlavné i pro studie fagi samotnych, na molekularni arovni

(Obr. 2).
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Obr 2: Schéma hlavnich milniki v historii studia bakteriofagi, upraveno dle
(Flaherty et al., 2009).



3.2 Pocatky terapie

Kratce po objeveni bakteriofagi d Hérelle rychle pochopil jejich mozny potencial
v 1é¢b¢ bakteridlnich infekci, ktery zacal studovat. Studie probihaly v Hopital des Enfants-
Malades v Pafizi, kde byl 1écen chlapec, trpici uplavici. Nez chlapci podali bakteriofagy,
vyzkouseli je d'Hérelle a n€kolik zaméstnanct na sobé&, kvuli oveéfeni bezpecnosti. Stacila
jedna davka bakteriofagii a par dni, aby se chlapec vylécil. Po vyléceni dalSich pacientli
byla potvrzena tc¢innost terapie. Nez vSak stihl publikovat Gspésné vysledky, svou studii o
moznostech bakteriofagové 1é¢by infekci, zpusobenych Staphylococcus sp., zvetejnili
Bruynoghe a Maisin, kteti injekéné aplikovali fagy do blizkosti koznich vieda.
d"Hérellovo pokracovani ve studii terapeutickych fagli a vysledky Bruynoghe a Maisina
podpofily vznikajici studie a zacala se zakladat centra pro komeréni vyrobu bakteriofagh a
celkové se stala fagova terapie zajmem mnoha studii po celém svété (Sulakvelidze &
Alavidze, 2001).

V roce 1928 sir Alexander Fleming objevil penicilin a tim nastala nova moderni éra
lé¢by infekei, éra antibiotik (Fleming, 1929). Protoze se antibiotika jevila jako lepsi
alternativa, farmaceuticky primysl se tohoto objevu chopil a cely svét zacal objevovat
a vyvijet nova antibiotika. Tak byla bakteriofagova terapie, kvili produkci antibiotik
ve velkém, odsunuta do pozadi a to prevazné v zapadnim svété. Oproti zapadu,
v byvalém Sovétském svazu bakteriofagové studie pietrvavaly. I kdyz z jejich vysledka
vyplyvalo, ze lé¢ba riznych infekci, vcetné Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa probiha uspésn¢, diky absenci kontrolnich skupin a publikovani
v nevyznamnych Casopisech, které byly v ruském jazyce, tyto studie neptesvédcCily svét
o uc¢innosti fagové terapie (Hraiech et al., 2015). Jiz pied 60 lety se predvidala rezistence
bakterii k ATB. Jednim z mnoha divodl rezistence bakterii v soucasnosti, je pfilisné
podavani antibiotik uzitkovym zvifatim. 75 % antibiotik podanych zvifeti projde jeho
zazivacim traktem, kde nejsou plné vstiebany a nasledné€ jsou vylouceny do prostiedi, kde
mohou vytvofit po setkdani s bakterii jejich nové rezistentni kmeny. NejCastéji jsou
uzitkova zvifata nadbytecné léCeny penicilinovymi, tetracyklinovymi a makrolidovymi

antibiotiky (Page & Gautier, 2012).



4 MoZnosti soucasné bakteriofagové terapie

V soucasné dob¢, kdy se hledaji alternativy K antibiotikiim, se veédci vraci
k moznosti pouziti fagové terapie. Myslenka, ze bézné infekce a nemoci budou moci
zabijet, jiz neni v jednadvacatém stoleti tak vzdalena, pravé z divodl rozsifeni
multirezistentnich kmend. Po celém svété se tedy zakladaji centra, kde se vénuji vyuziti
fagové terapie v boji proti infekcim zpisobenych multirezistentnimi kmeny bakterii,
vyuziti fagi v 1éCeni hospodarskych zvifat, oSetfeni potravin, v prumyslovych
a ckologickych aplikacich apod. (Pfiloha 1). Fagova terapic ma vice forem boje proti
bakteriim. Pacientim mize byt podan fagovy lyzat, nebo pouze enzymy produkované
bakteriofagy - enzybiotika. Jak fagovy lyzat, tak enzybiotika mohou byt podavany
v kombinaci s antibiotiky.

4.1 Vyuziti fagového lyzatu v terapii

Fagovy lyzat je bakterialni kultura, ktera podlehla fagové 1yzi a typicky obsahuje
nove vzniklé volné bakteriofdgy a lyzované kultury cilenych bakterii. Zplisob fagové
terapie Ize rozlisit podle poctu typu fagd, podavanych béhem 1é€by. V monofagové terapii
se aplikuje pouze jediny typ fagl, zatimco polyfagova terapie, nazyvana fagovy koktejl,
spociva v soucasné aplikaci dvou a vice typt fagi. Polyfagova terapie se zda byt ucinnéjsi
nez monofagova (Hall et al., 2012) a zaroven dle vysledku studie Barbosa et al. je pfi
polyfagové terapii mensi pravdépodobnost vzniku fag-rezistentnich bakteridlnich kmeni
(Barbosa et al., 2013). Jeho vysledky jsou v souladu s vysledky podobnych studii, které
pracuji s jinymi bakteriemi, napi. E.coli (Flynn et al., 2004), Vibrio cholerae (Kirby et al.,
2011) a Pseudomonas aeruginosa (Hall et al., 2012). Aplikace lyzati pacientim ma
mnoho forem. Mohou se aplikovat peroralné, ve formé kapek do usi, ¢i do nosu, aplikace

mize byt i do peritonealni dutiny, ¢i lokalné kolem ran v ptipadé koznich abscest.



4.1.1 Vyuziti fagového lyzatu v terapii proti Pseudomonas aeruginosa

Jednou ze studovanych rezistentnich bakterii je Pseudomonas aeruginosa. Nové
rezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa vznikaji na zaklad¢ jeji ptizpusobivosti

a schopnosti prokazat svou zivotaschopnost v piitomnosti antibiotik.

Pseudomonas aeruginosa je aerobni, gram-negativni pudni bakterie z rhizobia,
vyskytujici se t€Z v odpadnich vodach a nemocnic¢nich prostiedich. Kolonizuje sliznice
imunonosupresivnich osob, pfevazné dychaciho traktu i mocovych cest. V nemocni¢nich
prosttedich mulze kontaminovat medicinskou techniku a tvofit na ni biofilm,
ktery antibiotika jiz nejsou schopna znicit. Zv1asté nebezpecna je na jednotkach intenzivni
péce, ¢i u osob s cystickou fibrozou. Ke kolonizaci miize dojit i u zdravych jedinci,
u nichZ se nemusi onemocnéni projevit. Za zavaznost infekce zpisobené Pseudomonas

aeruginosa mohou virulentni faktory, ni¢ici hostitelské tkané toxiny.

Obtiznost 1é¢eni infekci zptisobenych Pseudomonas aeruginosa, vede k potiebé
objevovat stale nové, vhodnéjsi 1éky nebo alternativni cesty 1écby, ptipadné i v kombinaci
s ATB (Hagens, Habel, & Blési, 2006; Hochberg et al., 2014). Na nékolika védeckych
pracovistich provedli uspé$né experimentalni studie in vitro i na animalnich modelech.

Nasledné se fagova terapie aplikovala i pfi klinickych studiich.

Ve studiich in vitro byly pouzity bakteriofagy Pf3 a Pfl, které byly vénovany
pro studii univerzitou z Hohenheimu a bakteriofag JG024, izolovany z odpadnich vod
z Brunsviku (Braunschweig) v Némecku. Ve studii vénované Pf3 a Pfl dosli
Hagens et al. k vysledku, Ze fagova terapiec v kombinaci s niz§imi davkami ATB
je schopna omezit rist, dokonce zabit bakterialni kmeny Pseudomonas aeruginosa PAO1
a PAK ucinnéji, nez za pouziti samostatné davky antibiotik nebo fagt (Hagens et al.,
2006). Garbe et al. zjistovali hostitelské rozmezi bakteriofaga JG024 in vitro. Pouzili
19 klinickych izolatl z infekci mocovych cest. Bakteriofag JG024 byl schopny inhibovat
84 % procent klinickych izolatd. Na zaklad¢é této informace ovéfili, zda je tento fag
schopny infikovat Pseudomonas aeruginosa v ASM (artifical sputum medium), které
simulovalo prostfedi plic cystické fibrozy a dokazali, Ze podminky, které nasimulovali,

nejsou pro faga piekazkami, aby infikoval bunku a Gspésné se mnozil (Garbe et al., 2010).



Bylo také publikovano nékolik uspéSnych studii, vénujicich se 1écbé infekci
zpusobenych bakterii Pseudomonas aeruginosa na animalnich modelech. Bakteriofagy
pouzité¢ v téchto studiich, izolovany pievazné z odpadnich vod byly: MPK1 a MPKG6,
PAK-P1 (Debarbieux et al., 2010), M4 (Fu et al., 2010), LUZ7 (Ceyssens et al., 2010) a
PIK (Rao & Patel, 1983). Fagy MPK1 a MPK6 byly pouzity k 1éCeni infekce u mysi.
Davkovani probihalo intraperitonealn¢ nebo intramuskuldrné. I kdyz byla prokazéana vétsi
ucinnost faga MPK1 nez MPKG6, oba fagy, takto podavané, dokdzaly mysi ochranit pied
zanétem pobfiSnice a zaroven se u nich méné vyskytovaly bakterialni infekce jater, plic a
sleziny, zpiisobené kmenem Pseudomonas aeruginosa PAO1. Autofi této studie zaroven
zavedli novy mozny animalni model, Drosophila melanogaster, jimz byly fagy podavany v
krmeni. Oba fagy dokazaly redukovat umrtnost Drosophila melanogaster, zpisobenou
infekci kmenem Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Heo et al., 2009). Bakteriofag PAK-P1
byl pouzit k infekci bakterialniho kmene Pseudomonas aeruginosa PAK v plicich mysi.
Mysi byly léceny bakteriofagy v riznych pomérech bakteriofagy ku bakteriim. Pfi poméru
1:10 zemtely myS$i po pé€ti dnech. Mysi léceny pomérem 1:1 nebo 10:1 piezily dobu
experimentu (12 dni). My$i nelécené bakteriofagy zemiely béhem 48 hodin. Prace autorti

opét potvrdila potencial bakteriofagové terapie (Debarbieux et al., 2010).

Wright et al. pouzili bakteriofagovou terapii v klinické studii, ktera se tykala
pacientli, jez trp€li chronickym zanétem stfedniho ucha, zplsobenym bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Klinické studie se zacastnilo 24 pacientii ve véku 2 - 58 let,
ktefi byli rozdeleni do dvou skupin. Prvni, kontrolni skupin€, ve které byly 3 ZzZeny
a 9 muzq, se indikovalo placebo. Druhé skuping, sestavajici ze 4 Zen a 8 muzi se aplikoval
fagovy koktejl, ktery obsahoval 6 fagt, BC-BP-01 az BC-BP-06 (Soothill et al., 2013),
v koncentraci 10° PFU pfimo do ucha. Pacienti byli pozorovani po 6 hodinich
apo 7, 21 a 42 dnech po podani. Po ukonceni 1é¢by bylo u skupiny, ktera byla 1é¢ena fagy,
prokazano znatelné zlepSeni zanétu oproti kontrolni skupiné Digitalni fotografie zevniho
ucha pacienta pied a po 1écbé viz. Pfiloha 2. Vedlejsi ucinky nebyly pozorovany. Tato
studie ukazala tedy krom¢ uc¢innosti i bezpecnost 1é¢by lidi bakteriofagy v této infekci
(Wright et al., 2009). Aplikace fagové terapie proti rezistentnim kmenim bakterie

Pseudomonas aeruginosa se zda byt nadéjna.



4.2 Enzybiotika, enzymy produkované bakteriofagy

Néazev enzybiotika vznikl kombinaci slov enzym a antibiotika, v myslence vyuziti
endolysini misto antibiotik. Tento termin byl poprvé pouzit Fischetti et al.,
pii jejich studii mureinovych hydrolaz C1 bakteriofagi (Fischetti, Nelson, & Loomis,
2001). Vyuziti pouhych fagovych enzymu, je alternativni k podavani celych faga

ve form¢ fagovych lyzata.

Tyto enzymy, kodované genomem bakteriofagli, jsou produkovany beéhem
fagového replika¢niho cyklu. Déli se na dvé hlavni skupiny: VAPGHS (virion-associated
peptidoglycan hydrolases) a endolysiny. Rozdil v téchto enzymech je, v jaké fazi lytického
cyklu piasobi. VAPGHs puasobi pii degradaci peptidoglykanové vrstvy pii infekci
(Koch, 1996), zatimco endolysiny jsou fagem produkované enzymy v poslednim kroku
lytického cyklu a zajistuji lyzi hostitelskych bunék a néasledné uvolnéni nové vzniklych
fagovych partikuli. Na zakladé¢ porovnani sekvenci mezi VAPGHs a endolysiny se
predpoklada, ze oba enzymy hydrolyzuji vazby v peptidoglykanové vrstvé podobnym
mechanismem. Vysoky stupen podobnosti enzymi je v N-terminalni katalytické doméng, v

C-terminalni vazebné doméné se lisi (Rodriguez-Rubio et al., 2013).

4.2.1 Virion asociované peptidoglykanové hydrolazy

Virion asociované peptidoglykanové hydrolazy (VAPGHS) maji enzymatickou
aktivitu, kterou chemicky rozloZzi jednu ze ¢tyt hlavnich vazeb v peptidoglykanové vrstvé
bakterialni stény, ¢imz vytvoii maly otvor, kudy fag injikuje svij geneticky material
do hostitele (Koch, 1996).

VAPGHs se déli na zdkladé rozdilné enzymatické aktivity na 4 skupiny:
1) lysozymy (Arisaka et al., 2003); 2) lytické transglykosilazy (Rydman & Bamford,
2000); 3) glukosaminidazy a 4) endopeptidazy (Stockdale et al., 2013; Caldentey &
Bamford, 1992). Stale se objevuji nové VAPGHSs a u jiz objevenych a popsanych byla
prokézéna i antibakterialni aktivita, napt. protein HydHS z faga ®PLASS, jez vykazuje
antibakterialni aktivitu proti Staphylococcus aureus (Rodriguez et al., 2011), protein P5
z faga @6 s antibakterialni aktivitou proti E.coli a dal§im bakteriim, které maji nestabilni

vngj$i membranu (Caldentey & Bamford, 1992).



Ve skutec¢nosti stale neni funkce VAPGHs béhem fagového cyklu zcela objasnéna.
Je znamo, ze degraduji bunécnou sténu, aby mohl fag injikovat svou genetickou informaci.
Rodriguez-rubio et al. ve své praci ale uvedli, z¢ VAPGH gp49, testovana za laboratornich
podminek, z faga ®11 Staphylococcus aureus, neni pro jeho infekéni cyklus nezbytna
(Rodriguez-rubio et al., 2013). VAPGHs, dokazou zpisobit i takzvanou lyzi zvendi.
Ta je zptisobena adsorbci vice fagh k bakteridlni butice, kterd je jiz infikovana jinym fagem
a zpusobi lyzi bunky. Je to brzka lyze a vyskytuje se tedy bez nové vzniklych viriont

(Delbriick, 1940). Lyzi zvenéi probira dikladnéji Abedon ve svém review (Abedon, 2011).

4.2.2 Endolysiny a jejich pouZiti v terapii

Endolysiny, nebo zkracené také lysiny, jsou bakteriofagem koédované mureinové
hydrolazy, produkované na konci jejich replikacniho cyklu, slouzici k degradaci
petidoglykanové vrstvy, lyzi buiiky a vypusténi nové vzniklych viriond (Obr. 3). Poprvé
byly objeveny v roce 1955 a nasledn¢ byla testovana jejich antibakterialni aktivita (Ralston
etal., 1955).

Obr. 3: Vliv lysinu na bunéénou sténu po 15 s pusobeni, upraveno dle (Fischetti et al., 2001):
Nejdiive dojde k oslabeni bunééné stény (A), coz ma za nasledek vytlaCeni membrany skrz

oslabenou ¢ast (B).

Endolysiny sestavaji ze dvou domén. Z C-terminalni vazebné domény, ktera vaze
bakterialni sténu a N-termindlni katalytické, ktera Stipe vazby bunécné stény bakterie.
Endolysiny se dé€li na jednotlivé typy podle enzymu, kterym se k peptidoglykanu vazou.
Byly indentifikovany 4 typy (Obr. 4): 1) lysozymy; 2) transglykosidazy; 3) amidazy;
4) endopeptidazy.
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Lysozymy a transglykosiddzy pusobi na glykosidické vazby mezi aminocukry v bunééné
stén¢, zatimco amidazy a endopeptidazy ptisobi na amidové a peptidové vazby zesit'ujici
oligopeptidy a vazby mezi nimi. V nékterych piipadech stafylokokovych bakteriofagn,

maji vice nez jednu enzymatickou aktivitu (Navarre et al., 1999).

Vétsina bakteriofagh vyuziva na konci replika¢niho cyklu dva enzymy, jez jsou
na sob¢ Casové zavislé, holin a endolysin. Kromé nékolika vyjimek (Loessner et al., 1997),
endolysiny nemaji signalni sekvenci a nemohou byt translokovany pfes cytoplazmatickou
membranu. K tomu potfebuji malé¢ membranové proteiny hydrofobniho charakteru,
zvané holiny, které zplsobi permeabilizaci membran, vmezeti se do cytoplasmatické

membrany, tim umozni pfistup endolysinu k peptidoglykanu a dojde k 1yzi buriky.

Polymery bunécné

Glykosidaz:
stény (G+) X 4

(1,2)

LRI Vnéjsi membrana (G-)

:‘T":ﬁ WMH—‘_"“: Peptidoglykanova vrstva

0000000 SOnOOOnInnnnnnnnuInniiE Vnitini membrana biolin .

Ll o T

Endopeptidazy (4)

Obr. 4: Schéma holin-lysinového systému, upraveno dle (Oliveira et al., 2013):
Schéma ukazuje vSechny rozstépitelné vazby, s piiklady hydrolaz, které na né ptsobi:
1) N-acetyl-B-D-muramidazy, 2) N-acetyl-pf-D-glukosaminidazy, 3) N-acetylmuramoyl-L-alanin
amidazy 4) L-alanoyl-D-glutamat endopeptidazy
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4.2.2.1 Medikalni a biotechnologické aplikace endolysint

Schopnost purifikovanych fagovych endolysinii zabijet bakterie byla poprvé
popsana Vv roce 1959 (Freimer et al., 1959), avsak az Fischetti et al. v roce 2001 prokazali
pfi in vitro i in vivo studiich na Streptococcus sp, Ze endolysiny jsou unikatni mureinové
hydrolazy. Myslenka, Ze by mohly byt vyuzity jako antimikrobialni latky v prevenci,
¢i niceni infekce v mukosalnich povrSich u mysi (Fischetti et al., 2001), podpotila rozvoj
vyzkumu endolysinti ve fagové terapii, ptrevazné ke kontrolam infekci gram-pozitivnich

bakterii, napt. Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium a Clostridium perfringens.

Novy pfistup ke kontrolam infekce Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium,
pomoci bakteriofagovych purifikovanych lytickych enzymu zaujali Fischetti et al. Pouzili
lysin PlyV12, izolovany z bakteriofdga ®1, jehoz hostitelem je kmen Enterococcus
faecalis V12. Vysledkem jejich studie bylo zjisténi, ze za 15 minut po aplikaci lysinu
PlyV12 na suspenzi Enterococcus faecalis doslo k poklesu optické density suspenze
0 50 % (Fischetti et al., 2004).

Loessner et al. pracovali s endolysinem ply3626 a holinem hol3626 z faga ®3626.
Ve své studii popsali pozici gent pro holin a endolysin a demonstrovali funkci holinovych
a endolysinovych genovych produktd. Prokazali, ze fag ®3626 je schopny zlyzovat
bakterialni sténu 48 kmena Clostridium perfringens, zatimco jiné druhy bakterii,
¢i klostridii nebyly postihnuty. Vzhledem k vysoké specificité Ply3626 k bakterii
Clostridium perfringens ptedpokladali, ze pravé C-terminalni vazebna doména sméfuje
enzymy na specifické receptory na bunkach Clostridium perfringens. Tuto myslenku
prokédzali pomoci mutanta HPL3626AC, ktery meél zkracenou C-termindlni doménu
a ztratil schopnost lyzovat bunky. (Loessner, Zimmer, et al., 2002). Tuto hypotézu zaroven
potvrzuji Loessner et al. jinou studii, kde se vénuji endolysinim Ply118 a Ply500, z faga
Listeria monocytogenes. Tyto endolysiny specificky hydrolyzuji sténu Listeria a maji
podobnou strukturu a funkci (Loessner, Kramer, et al., 2002). Tyto poznatky mohou byt
podle Loessner et al. velmi piinosné do budoucnosti, pro prevenci rastu Listeria
monocytogene ve stievech dribeze, nebo k prevenci kolonizace potravin bakteriemi

(Loessner, Zimmer, et al., 2002).
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4.2.2.2 Vyuziti endolysinii proti gram-negativnim bakteriim

Pii experimentalnich studiich lytické aktivity endolysini se zjistilo, Ze endolysiny
nepusobi lyticky na gram-negativni bakterie. Oproti gram-pozitivnim bakteriim, které maji
peptidoglykan zpfistupnén zvenci buinky, maji gram-negativni bakterie navic vné&jsi
membranu, ktera zabranuje vstupu lytickym enzymim. Vyuzivd se tedy rGznych
detergentd, nebo chelatacnich ¢inidel, naptiklad EDTA (MacGregor & Elliker, 1958),
pro rozruSeni vnéj$Si membrany gram-negativnich bakterii. Buiika se az poté stava

nachylnou k mureinovym hydrolazam.

Pii vyzkumu lytické aktivity endolysinu SPN9CC zjistili Lim et al., ze tento
endolysin ma lytické u¢inky na gram-negativni bakterie i bez ptidani EDTA ¢inidla.
Antimikrobidlni aktivitu endolysinu SPNICC testovali na 8 gram-pozitivnich a 23 gram-
negativnich kmenech bakterii. Endolysin dokéazal zlyzovat vSechny pfitomné gram-
negativni kmeny bakterii, avSak zadné gram-pozitivni. Dale tedy studovali plsobeni
endolysinu SPN9CC na E.coli, s postupnym zvySovanim doby pisobeni endolysinu
samotného, ¢i endolysinu v kombinaci s EDTA v rGznych koncentracich. 1 kdyz je
endolysin schopny zredukovat gram-negativni bakterie sam, k nejvetsi redukcei
zivotaschopnych bunék doslo v kombinaci 1ImM EDTA a endolysinu v koncentraci
300 pg/ml, po dvou hodinach ptisobeni (Obr. 5). Pokud reakce probihala pouze s EDTA
¢inidlem, Zivotaschopnost bakterii nebyla vyznamné ovlivnéna, z ¢ehoz usoudili, Ze EDTA
pomahéd zvysit lytickou aktivitu SPN9CC pomoci permeabilizace vnéjSi membrany.
Zaroven urcili, ze endolysin SPNICC je aktivni v Siroké Skale teploty (24°C az 65°C)
a pH (7,0 az 9,5), avSak nejvyssi aktivitu vykazoval pfi teploté¢ 50°C a pH 7,5 az 8,5
(Lim, Shin, Heu, & Ryu, 2014).
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Obr. 5: Lyticka aktivita purifikovaného endolysinu SPN9CC, upraveno dle (Lim et al., 2014):
Na obrazku jsou znazornény pocty zivotaschopnych bakterii E.coli, po piidani endolysinu
SPNOCC. Zaroven s endolysinem byly k bunkam piidany rizné koncentrace EDTA. Doba
pusobeni byla 1 hodina (A) a 2 hodiny (B).

Lai et al. pracovali na exogenni aplikaci endolysinu LysAB2 z faga ®AB2.
Prokazali schopnost endolysinu LysAB2 lyzovat gram-negativni i gram-pozitivni bakterie
(Lai et al., 2011). Antibakterialni aktivitu endolysinu faga Bacillus amyloliquefaciens proti
gram-negativnimu bakterialnimu kmenu Pseudomonas aeruginosa PAO1 analyzovali
Morita et al. Vytvofili deleéni mutanty endolysinu, D1-D10 a ovéfovali jejich
enzymatickou aktivitu. Na zaklade pokusti Appelmelk et al. s laktoferrinem se predpoklada
podobna reakce U endolysinti (During et al., 1999), kterou je interakce peptidi tvorici
amfipatické helixové domény s negativné nabitymi membranovymi elementy, napf.
lipopolysacharidy, gram-negativnich bakterii (Appelmelk et al., 1994). U mutanti, s deleci

116 aminokyslinovych oblasti C-termindlni domény byla ztracena antibakterialni aktivita.
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Morita et al. na zakladé téchto znalosti usuzuji, ze navazani na lipopolysacharid
bakterialniho kmene Pseudomonas aeruginosa PAO1 by mohly zpiisobovat dva helikalni
peptidy, které jsou na zadklad¢ sekundarni struktury pravdépodobné ve vazebné
C-terminalni domén¢ endolysinu, ktera poskytuje katalytické N-terminalni domén¢ pristup
k bakterialni sténé. Dle experimentt s deleénimi mutanty predpokladaji, Ze mechanismus
lytické aktivity endolysinu vic¢i gram-negativnim bakteriim vyzaduje aktivitu obou domén
(Morita et al., 2001). Endolysin SPN9CC prokazal lytickou aktivitu, stejnou jako u téchto
dvou endolysind, bez nutného prvotniho rozruSeni peptidoglykanové vrstvy (Lim et al.,

2014).

Novou alternativu k doposud pouzivané EDTA nasli Oliveira et al. Ve své studii
pouzili bakteriofagovy endolysin Lys68 proti gram-negativnim bakteriim spolecné
s organickymi kyselinami. Kyselina citronova a jable¢na 1épe permeabilizovaly
vnéj§i bunécnou sténu v kombinaci s Lys68, nez kombinace Lys68 a EDTA

(Oliveira et al., 2014).

Dalsi novou alternativou je vytvateni hybridnich lysind. Lukacik et al. vytvofili
hybridni endolysin, ktery je schopny zahubit gram-negativni bakterie. K jeho vytvofeni
pouzili strukturu pesticinu (Obr. 6, A) a T4 lysozymu (Obr. 6, B), na zaklad¢ jejich
strukturni a funk¢éni podobnosti C-terminalni domény (Obr. 6, C). Pesticin je toxin
z bakterie Yersenia Pestis, ktery inhibuje rist blizce pfibuznych kment bakterii a sestava
ze dvou domén, spojenych kratkym linkerem. Z domény, ktera se vaze na FyuA receptor
a z domény, ktera degraduje peptidoglykan. FyuA je receptor pro siderofor yerseniabactin
ve vnéj$i membrang, kterym muze byt do periplasmy bakterie pfenasen i pesticin, ktery
zhydrolyzuje peptidoglykan (Vollmer et al., 1997). Na podobném principu je zalozena
inhibice gram-negativnich bakterii pomoci hybridniho lysinu (Obr. 7). Touto studii ukézali
Lukacik et al., Ze hybridni lysin je schopny zabijet bakterialni patogeny, bez rozruseni
vnéj$i membrany pouzitim chelatac¢nich ¢inidel, ¢i detergentii, ale jen ty kmeny, které

obsahuji FyuA receptor (Lukacik et al., 2012).
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Obr. 6: Modelova struktura pesticinu, T4 lysozymu a hybridniho lysinu, upraveno dle (Lukacik et
al., 2012): (A) zobrazuje domény pesticinu, spojené kratkym linkerem, "killing" doména odpovida
N-termindlni doméné a FyuA vazebnd doména odpovidd C-terminalni doméné.
(B) T4 lysozym je archetypalni lysin, sestavajici z katalytickych triad, odpovidajici E11, D20
a T26 na obrazku. (C) Dva zbytky jsou konzervovany v pesticinu jako E178 a T201. Po piekryti
AMK zbytkl jsou vidét rozdilné sekundarni struktury pesticinu (zlaty) a T4 lysozymu (zeleny)
kde jsou vidét funkcni zbytky pesticinu, podobné T4 lysozymu.

"FyuA vazebna"  lysozym-podobna doména

T4 lysozym

Pestlcm

3

oM IM Cytoplasma

Obr. 7: Schéma mechasnismu translokace pesticinu a hybridniho lysinu do periplasmy, upraveno
dle (Lukacik et al., 2013): 1) molekula pesticinu projde pomoci své FyuA vazebné domény
do periplasmatického prostoru pies Fyua receptor, kde rozstépi peptidoglykanovou vrstvu
a usmrti bunku. 2) Hybridni lysin projde stejnym zpuisobem jako pesticin do periplasmatického
prostoru, ale na rozdil od pesticinu, hybrid nebude inhibovan periplasmatickym Pim proteinem.

3) Samotny T4 lysozym neni schopny se dostat skrz vné&j$i membranu buiiky.
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4.2.3 Pouzivané databaze soucasné dostupnych enzybiotik

Enzybiotika Ize dohledat v mnoha databazich, naptiklad phiBIOTICS. Tento portal
obsahuje obecné shrnuti, chemické 1 biologické slozeni a vysledky ze studii,
kde byla enzibiotika pouzita (Hojckova et al., 2013). Dal$§im portalem je GMEnzy,
ktery se zamé&fuje na geneticky modifikovana enzybiotika (GME). Zde se mohou dohledat
strategie, produk¢ni a purifikaéni metody a udaje 0 biologické aktivité (Wu et al., 2014).
Dalsim portalem je EnzyBase, ktery obsahuje fadu aplikaci, napiiklad poc¢itacové michani
fagovych koktejla, apod. (Wu et al.,, 2012). Kazda tato databaze je volné piistupna

na internetu (Tab. 1).

Tabulka 1: Piehled internetovych stranek enzybiotickych databazi.

Databaze Internetové stranky

phiBIOTICS http://www.phibiotics.org/

GMEnzy http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/gmenzy/

EnzyBase http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/EnzyBase/home.php

4.3 Fagova terapie v kombinaci s antibiotiky

Jiz v nékolika studiich se doslo k zavéru, ze kombinace antibiotik s bakteriofagy,

¢i endolysiny, vykazuje vysledky slibn&jsi, nez pouziti fagovych produktti samostatné.

Tato myslenka, odhalit u¢inky samostatné nebo kombinované 1écby, byla cilem
studie Hochberg et al. Pouzili lyticky bakteriofag LUZ7 a bakterialni kmen Pseudomonas
aeruginosa PAOI, ktery byl infikovan samostatné bakteriofagem LUZ7 i kombinované
se streptomycinem. Opticka densita populace bakterii byla zaznamenavana po dobu
70 hodin a uZ po prvnich 24 hodinach dokazala samostatna davka antibiotik i bakteriofagi
siln¢ zredukovat hustotu bakterii. Kombinace fagi se streptomycinem zpusobila radikalné
vetsi redukei oproti samostatnym davkam a dokézala potlacit obnoveni bakterii v populaci.
Snazili se tedy rozvinout kombinovanou Ilécbu a zvaZzovali, zda ma davkovani
streptomycinu k fagiim vliv na G¢innost 1é€by. ATB pfidali soucasné s bakteriofagy, dale
12 a 24 hodin po podani bakteriofagii. Optickd densita byla na konci experimentu nejmensi
v ptipad¢, kdy se podal streptomycin po 12 hodinach od podani bakteriofagti. Bakterie,

kterym byla aplikovana pouze samostatna davka streptomycinu si vyvinuly rezistenci.
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Rezistence na bakteriofagy v kombinaci s antibiotiky vznikala vyrazné¢ pomaleji.
(Hochberg et al., 2014).

Studiu pusobeni kombinace antibiotik s endolysiny se vénovali Schuch et al.
Studovali vliv lysinu CF-301, ktery je vyvijen k 1é¢bé bakterialni infekce Staphylococcus
aureus. Lysin CF-301 byl testovan na 250 kmenech Staphylococcus aureus,
z nichz 103 bylo MSSA (methicillin-sensitives Staphylococcus aureus) a 120 MRSA
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Lysin CF-301 dokazal tyto kmeny plné
inhibovat. Na zakladé téchto vysledkti se mohli vénovat uéinku kombinaci endolysinu
CF-301 s antibiotiky. Lysin s antibiotiky testovali in vitro. Antibiotika a CF-301 byly
v jejich nejmensi koncentraci, kdy redukuji bakterie, testovany na 20 MSSA a 42 MRSA
laboratornich kmenech. Kombinace CF-301 a antibiotik se potvrdila jako G¢inngjsi 1é¢ba
nez pouhym endolysinem, ¢i antibiotiky proti bakterii Staphylococcus aureus
(Schuch et al., 2014).

4.4 Aplikace fagové terapie pro kontrolu biofilmu

Proti biofilmu ATB neplisobi a mohou vznikat zavazné infekce koncici smrti.
Ve svém review popisuji Holban et al., ze nasledkem vznikajicich fenotypovych zmén,
kterymi se odliSuji oproti volné Zzijicim bakterii stejného druhu, je v biofilmu rostouci
bakterie vice odolna vi¢i vné&jsim vliviim, stresu i imunitni odpovédi hostitele. Biofilm
je populace bun¢k, pfilnutd k povrchu, ktery kolonizuji a vytvaii EPS (extracelularni
polysacharidova substance). Timto povrchem muze byt lidska kiize, gastrointestinalni
trakt, infikovana tkan, ustni dutina, ale i medikalni ptistroje apod. Véda teprve nyni za¢ina

chapat celé procesy biofilmu (Holban et al., 2016).

EPS sestdva z mnoha variaci chemickych, ale i fyzikalnich vlastnosti. Primarné
je tvofena z polysacharidii, z mensi ¢asti jsou to neutralni makromolekuly, majoritni ¢ast
tvoii polyanionové molekuly. Aniontovy charakter zajiStuji uronové kyseliny, napiiklad
D-glukuronova, D-galakturonova kyselina apod. nebo ketal-vazané pyruvaty. Na zakladé
téchto vlastnosti vznikaji dvojmocné vazby aniontli vapniku a magnesia, které zesit'uji

vazby s polymerovymi vldkny a zvétSuji vazebnou silu vznikajiciho biofilmu.
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RozruSeni biofilmu je zasadni krok v lékafstvi i v pramyslovych aplikacich
ke kontrole biofilmu. Studie a jejich pokusy jsou zalozeny na fyzickych, chemickych
a biologickych metodach, které slouzi jako prevence jeho vzniku, nebo maji zni¢it biofilm
jiz utvoteny. Slibné jsou biologické studie, ve kterych se vénuji fagové kontrole biofilmu,
kde se za adekvatni cil k determinaci povazuje pravé EPS. Bakteriofagy produkuji
polysacharidové depolymerazy, které maji potencial mezibunéénou hmotu degradovat,
ale nemusi se vzdy dostat do spodnich vrstev, az k hostitelské bunice (May et al., 2010).
Jednou z prvnich studii prevence biofilmu Listeria monocytogenes na povrsich z nerezové
oceli byla publikovana Hibma et al. v roce 1997 a prispéla k tendencim budouciho
vyzkumu (Hibma et al., 1997). Na Hibma et al. navazali Curtin a Donlan, ktefi inhibovali
biofilm Staphylococcus epidermidis na lékatskych zafizenich (Obr. 8). Pouzili fag 456,
ktery byl testovan proti Staphylococcus epidermidis jiz Dean et al. v roce 1973 (Dean et
al., 1973; Curtin & Donlan, 2006). Na tuto studii navazali Fu et al., ktefi zkoumali aplikaci
fagh proti Pseudomonas aeruginosa. K inhibici pouzili bakteriofag M4, ktery tspésné
zredukoval vice nez 99 % biofilmu béhem 24 hodin (Fu et al., 2010).
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Obr. 8: Snimky biofilmu Staphylococcus epidermis na katetru ze skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM), upraveno dle (Curtin & Donlan, 2006): A) Povrch neosetfeného Katetru
po 24 hodinové tvorbé biofilmu bakterii Staphylococcus epidermidis. B) Povrch stejného katetru,

preléceného bakteriofagem 456.
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5 ZvazZeni vyhod a nevyhod bakteriofagové terapie

Pro aplikaci bakteriofagové terapie je potieba znat vSechny okolnosti, vyplyvajici

z jejiho pouziti, biologie bakteriofagu, ¢i jejich enzymd, které se pouzivaji v terapii, jejich

ucinkii na bakterie, pfipadné¢ interakce s infikovanym hostitelem. Nejvyznamnéjsi

vlastnosti fagovych produkti a antibiotik jsou pro prehlednost shrnuty v Tab. 2.

Tab. 2: Porovnani bakteriofagli, endolysint a antibiotik jako antimikrobialni latky, upraveno dle

(Knoll & Mylonakis, 2013). Vlastnosti jsou porovnavany, bez ohledu na jejich vyhodnost,

¢i nevyhodnost.

Vlastnost Bakteriofagy Endolysiny Antibiotika
ﬁéinky Baktericidni Baktericidni Baktericidni nebo
bakteriostatické
Inhibice ANO ANO NE
biofilmu
Antibakteridlni | Specifické rozhrani Specifické rozhrani Nespecifické rozhrani
spektrum, Zadné vedlejsi skody | Zadné vedlejsi skody | Miize zpisobit vedlejsi
nasledky na tkani hostitele na tkani hostitele Skody na tkani hostitele
infekce infekce infekce
MozZnost Nizsi pii polyfagové Neregistrovana Faktory vyvolavajici
rezistence terapii rezistenci jsou znamé
bakterii Rezistentni mutanty Vyvoj novych
1ze potlacit aplikaci antibiotik, vici vzniku
novych fagi rezistentnich kmeni
bakterii je Casové
naro¢ny
Rezistentni mutace Rezistentni mutace
muze negativneé muze zvysit nebo snizit
ovlivnit virulenci virulenci bakterii
bakterii
Vedlejsi efekty Nepozorovany Nepozorovany Znamy
Udinnost Neprokazana Neprokazana Prokazana




5.1 Vyhody fagové terapie

Oproti antibiotikiim, jakmile se fig dostane do bunky, je schopen se aktivné
replikovat. Kazdy bakteriofag primérné vyprodukuje béhem lytického cyklu az 200
dcefinych fagi, v zavislosti na podminkach (Delbriick, 1945). Lze tedy aplikovat fagy
pouze v jedné davce a diky potencialu fagi pro aktivni replikaci, lze dosahnout
"aktivni" terapie (Payne & Jansen, 2001). Avsak nelze piedpokladat, ze jedina davka fagt
bude dostatecna k dosazeni zadanych vysledki. Rozhodnuti, zda sta¢i jedina davka,
¢i je nezbytnych davek vice, zalezi na 1écené infekcei a rychlosti ristu bakterialni populace.
K tomu svou studii prispéli Capparelli et al. Pokud populace bakterii roste rychle, staci
jedna davka. U pomalu rostoucich bakterii, je nezbytna potieba vice davek (Capparelli et
al., 2010). Dukazu, ze by aplikace vicenasobné davky vyvolavala vedlejsi G¢inky, existuje

v literatufe malo anebo vedlejsi G¢inky pozorovany viubec nebyly. (Fischetti et al., 2003).

Diky schopnosti fagi se replikovat, tedy zvysit svou hustotu pii infekci in vivo,
by se mohla snizit potfebna davka na minimum a tim snizit i naklady na 1é¢bu. Naklady
na vyrobu a 1é¢bu jsou zvlasté dulezité pro rozvojové zemé. Snizenim davky by se také
mohla zlepsit kontrola 1éCby, protoze fag zvysi svou hustotu pouze tehdy, kdyz aktivné

zabiji bakterie.

Dalsi vyhodou fagové terapie je jejich vysoka specifita vuci hostiteli. (Hall et al.,
2013; Poullain et al., 2007). S fagovou terapii nastava moznost vyhnout se sekundarnim
infekcim, vznikajicich uZivanim antibiotik, ktera se zaméfi jak na patogen,
tak 1 na mikrofloru pacienta. FAg ma jen minimalni dopad na zdravi prospésnou floru v téle
hostitele. Antibiotika se Sir§imi oblastmi plisobeni maji tendenci navozovat superinfekce
(Clostridium difficile, Candida albicans apod.) (Ramos et al., 2005). Specifita bakteriofagi
spociva v komplementarité receptort na povrchu bakterialni buiky, kde jsou i rozeznavané
sloZky, napftiklad lipopolysacharidy, peptidoglykan, kyselina teichoové, olichosacharidy
apod.

V soucasnosti, kdy vznikaji geneticky modifikované endolysiny a bakteriofagy

vewr

maji vyhodu oproti antibiotikim v degradaci biofilmi. Lze vytvofit bakteriofag, ktery bude
exprimovat nejucinngj§i EPS specificky degradujici enzym. Tyto enzymy soucasné

napadaji jak buniky v biofilmu, tak EPS (Lu & Collins, 2007).
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Velkou vyhodou bakteriofagh je, Zze maji nizkou toxicitu, protoze se skladaji
predevs§im z nukleovych kyselin a proteinii. V podstaté jsou netoxické. Jejich slozeni
ma nizky dopad na Zivotni prostiedi. Na rozdil od Sirokospektrych antibiotik, vyloucené,
plné nevstiebané fagy budou mit maximalné vliv pouze na malou c¢ast bakterialnich
populaci. Fagy mimo hostitele mohou byt velmi rychle inaktivovany slune¢nim svétlem,
vysuSenim, teplotnimi extrémy a dal§imi vlivy, na které nejsou adaptované (viz. kapitola

5.2 Nevyhody fagové terapie).

5.2 Nevyhody fagové terapie

Mezi mozné nevyhody patii fakt, Ze pfiblizn€ 50 % bakterii ma vlastni primitivni
imunitni systém, nazyvan CRISPRs (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats), ktery zasahuje proti cizorodé DNA, plazmidim a virdm (Jansen et al., 2002;
Mojica et al., 2005). Jsou znamé tii typy (I-1l1), ale jejich struktury se stale vyviji.
Mechanismus putisobeni na fagy lze rozdé€lit do tii fazi: faze adaptace, faze exprese
a zpracovani a faze umléeni. Nejprve Cas bilkoviny rozpoznaji cizorodou nukleovou
kyselinu, kterou zacleni do repetitivni oblasti. Tyto oblasti jsou dale piepisovany
do dlouhého transkriptu primarni RNA, ktery je zpracovan do malych tisekiit CRISPR RNA
(crRNA). Tyto crRNA obsahuji sekvence, komplementarni k cizorodé nukleové kyseliné
a jsou parovany s Cas bilkovinami na efektorovém komplexu, ktery rozeznava cilové
sekvence v cizorodé nukleové kyseliné na zakladé komplementarity bazi. Zahaji
se specifické Stépeni fetézcl a tim dojde k zabrané Sifeni cizorodé nukleové kyseliny.
Podrobnéji popisuje molekularni mechanismy CRISPR ve svém shrnuti Gasiunas
a Sinkunas (Gasiunas & Sinkunas, 2014).

Ve vyhodach bylo jiz feCeno, ze bakteriofagy jsou v podstaté netoxicke.
To ale neznamena, Ze fagy nekomunikuji s imunitnim systémem hostitele infekce.
Merril et al. pozorovali, Ze po injikaci vysokého titru faglh mysim, jsou bakteriofagy jako
cizi struktura v téle hostitele infekce velmi rychle odstrafiovany filtraénimi organy

retikulo-endotelialniho systému (Merril et al., 1973).

Dalsi nevyhodou je stabilita fagovych partikuli a faktory omezujici jejich
aktivitu. Existuje mnoho faktort, které ovliviluji preziti faga v jeho ptirozeném prostiedi.
Muniesa et al. navrhli, ze mezi strukturou fagh a jejich prezitim muze byt spojitost
(Muniesa et al., 1999). Jednim z faktoru, které urcuji jejich aktivitu je teplota (Hurst et al.,
1980; Olson et al., 2004). N¢které bakteriofagy dokazou piezit ve vysokych teplotach
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(40-90°C), bakteriofagy Lactoccocus dokonce i pasterizaci (Madera et al., 2004). Dalsi
dulezity faktor ovliviwjici stabilitu fagh je pH. V piipadé podani fagovych produkth
peroraln¢ miize dojit k deaktivaci produktd, diky kyselému prostiedi v zaludku, protoze ne
vSechny bakteriofagy snasi kyselé prostiedi (Davis et al., 1985; Sharp et al., 1946).
Avsak vliv na stabilitu a aktivitu fagu muze mit i zasadité pH. Fischetti et al. pracovali
s lysinem PlyV12 a dosli k zavéru, ze PlyV12 vykazuje pii pH 6,0 maximalni aktivitu,
ktera ale klesa se zvySovanim pH a pii pH 8,5 dochazi az k inaktivaci (Fischetti et al.,
2004).

Skutec¢nost, ze bakterie mohou byt rezistentni nejen na antibiotika,
ale 1 na bakteriofagy je dalsi nevyhodou, avSak diky specificit¢ bakteriofagii se riziko
fagové rezistence jevi jako nizsi oproti ATB, cozZ mlizeme pokladat za vyhodu oproti ATB.
Pro adsorbci fagh na bakterialni bunku je potfeba rozeznani bakteridlnich receptor
(Obr. 9, al). Bakterie se mohou stat fag-rezistentni tak, ze zméni strukturu povrchovych
receptorll, ale bakteriofag se dokaze novym receptorim piizpusobit (Obr. 9, a2). Proto
bakterie nasledné¢ maskuje fagové receptory, produkci maskovacich proteinu (Obr. 9, a3).
Napf. Staphyloccocus aureus produkuje imunoglobulin G, na jehoz Fc fragment
se vaze protein A. Tim maskuje bakterie své receptory a redukuje fagovou adrosbci
(Obr. 9, a4). Bylo prokazano ze produkce fagu se zleps$i, kdyZ bakterie produkuje méné
proteinu A (Nordstrom & Forsgren, 1974). Bakterie se muze branit fagové adsorbci
i tvorbou vrstvy EPS. Tento krok mize fag ale obejit a zhydrolyzovat EPS produkci
polysacharidovych hydrolaz (Obr. 9, b) (Stirm & Rieger-Hug, 1981). Bakteriofagy ziskaly
také schopnost specificky rozpoznavat polysacharidy,jako jsou O antigeny, ¢i K antigeny
(Obr. 9, ¢) (Steinbacher et al., 1997).

"Q
Modifikovany

EPS X

0 Protein A . Polysacharidoveé hydrolazy OO Fagoveé receptory 88 EPS & Maskovaci protein

Obr. 9: Fag-resistentni mechanismy, upraveno dle (Labrie et al., 2010). Popis viz text.
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6 Zaveér

Cilem prace bylo shrnout dosavadni poznatky o bakteriofagové terapii
a moznosti vyuziti pii 1é¢bé infekci, zvlast¢ zpusobenych bakteriemi, rezistentnimi
na ATB. Terapeutického potencidlu bakteriofagh si byli védomi jiz jejich objevitelé

pred téméf sto lety a moznosti se stale rozviji s moderni dobou.

Fagovy lyzat, podavany ve formé fagovych koktejld, pouzivali jiz d’Hérelle
v roce 1919 k 1écbé uplavice, ¢i Bruynoghe a Maisin v roce 1921 k lécbé kozniho
stafylokokového onemocnéni. V soucasnosti se pouziva pii klinickych studiich infekei
Pseudomonas aeruginosa. Mize se davkovat jako monofagovy lyzat nebo polyfagovy,
ve form¢ fagového koktejlu. Zdad se, ze polyfagova terapie je vhodnéj$i, protoze
je mensi pravdépodobnost vzniku fag-rezistentnich kment bakterii. Pokud ale rezistentni
mutant vznikne, bakteriofag je schopny se na néj adaptovat. Dal§i moznosti terapie jsou
enzybiotika, VAPGHs a endolysiny. VAPGHs asistuji pii vstupu fagové genetické
informace do buiky, jejich uplatnéni v terapii, ale zatim neni jasné nebot’ jejich presna
funkce neni objasnéna. Endolysiny zpisobuji 1yzi bunky a uvolnéni nové sestavenych
virionll. Aby se dostali k peptidoglykanové vrstvé, vyuzivaji holinového systému. Holiny
permeabilizuji membranu a umozni endolysinim pfistup k peptidoglykanu. Oproti
fagovym lyzatim, vznik rezistentnich mutantd na endolysiny nebyl doposud pozorovan.
V soucasnosti se vytvari geneticky modifikované endolysiny i bakteriofagy. Geneticky
modifikované endolysiny jsou schopné zni¢it 1 gram-negativni bakterie a modifikované
bakteriofagy lépe inhibuji biofilm. Velmi slibné vysledky se dostavaji pfi kombinaci
antibiotik s fagovymi produkty. Neni zcela jasné, zda bakteriofagova terapie pln€ nahradi
1écbu antibiotiky, ale z vysledki kombinace antibiotik a fagovych produktt lze usoudit,

ze nejméné mohou byt ucinné doplitky pii 1é€be antibiotiky.

Autofi mnoha studii si pokladaji otazku, zda je bakteriofagova terapie bezpecna.
Od narozeni prichazi lidé do kontaktu s bakteriofagy, avSak nelze usuzovat, Ze nejsou
nebezpecné. Nelze ani piedpokladat, ze v terapii se budou bakteriofagy chovat stejné,
jako v jejich pfirozeném prostfedi. Na zaklad¢ téchto obav stdle neni bakteriofagova
terapie dostupnou a schvalenou klinickou metodou. Aby se mohla bakteriofagova terapie
zavést v budoucnosti jako konven¢ni metoda, bude potieba ziskat jeSt¢ mnoho znalosti

o chovani fagovych produktii viici bakteriim i vii€i imunitnimu systému hostitele infekce.
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K ziskani téchto znalosti bude zapotiebi mnoho experimentalnich studii in vitro a hlavné
in vivo.

Avsak na zaklad¢ studii popsanych v této praci, mé bakteriofagova terapie skuteCny
potencidl 1écit infekce zplsobené multirezistentnimi kmeny bakterii samostatné,
¢1 ve spolupraci s antibiotiky. Vyuziti bakteriofagl, ¢i jejich enzyml ma budoucnost

1 v oblastech tykajici se zeméed€lstvi, bezpecnosti potravin i vody.
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8 Prilohy
Piiloha 1: Svétové spoleCnosti, zabyvajici se bakteriofagy a jejich enzymy, upraveno dle
(Thiel, 2004).

Spole¢nost (Umisténi) Zaméreni ZaloZeni

Biophage Pharma Pouziti E.coli, Salmonella typhumurium u 1995

(Montreal, Kanada) hospodarskych zvirat

Enzybiotics / New Horizons Lytické enzymy jako diagnostické agens 2003

y yt ymy

Diagnostic

(Kolumbie, MD, USA)

Exponential Biotherapies Klinické experimenty proti bakterii VRE 1994

hi (Vancomycin-resistant Enterococci) a MRSA,
(Port Washington, NY,USA) biochrana
GangaGen Nelytické fagy, pro pouziti v medicné, 2000
. . h daistvi a ekologii

(Bangalore, Indie, San Francisco, CA, ospocatsivi a ckologll

USA, Ottawa, Canada)

Intralytix Vyuziti fagi ve zpracovani potravin, v 1ékarstvi 1998

USA. Baltimore a Vv zivotnim prostredi

Hexal Gentech Fagy jako prostiedky pro doruceni letalnich 1998

lazmida do bakteri

(Némecko, Holzkirschen) praziict €o baiderle

Intralytix Fagy pro aplikaci v ekologii, oSetfeni potravin a 1998
. diciné

(Baltimore, MD, USA) v medieine

MicroStealth Technologies Fagy jako prostiedky pro doruéeni 2002

(USA. Cambridge) antimikrobialnich peptida

Phage biotech Technologie lytickych bakteriofagi pro 2001
| Tel Avi klinické, veterinarni, zemédélské, primyslové a

(Israel, Tel Aviv) ekologické aplikace

Phage Therapeutic Fagy v uziti proti bakterialnim infekcim 1997

(Bothell, WA, USA)

PhaGen Vyuziti bakteriofagt v terapii a jako prenase¢ 2000

teint

(Las Vegas, NV, USA, difive Regma proteIf

Bio Technologies v Londyn¢)

PhageTech Fagova genomika 1997

(Montreal, Canada)

Phage-Therapy Logisticka podpora pro pacienty, hledajici 1é¢bu 2000
_ o pe Gruzii

(Gruzie, Thilisi) agy vzl

Phico Therapeutics Fagy jako transportéry letalnich proteind 2000

(Cambridge, UK)
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Piiloha 2: Digitalni fotografie zevniho ucha pacienta A0012, upraveno dle (Wright et al., 2009):
Digitalni fotografie pied (a) a po (b) 1éCbé pacienta A0012. Pacient trpél dlouhodobé zanéty

zevniho ucha.
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