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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vyuzitim bakteriofaga A jako nanotransportéru 1éCiv v teranostice.
Timto terminem se oznacuji v poslednich letech velmi studované systémy, umoziujici spojit
diagnostiku, cilenou dopravu lé¢iv a monitorovani odezvy pacienta na podanou lécbu. Tyto
systémy jsou velmi vhodné zejména pro 1écbu heterogennich onemocnéni, jako je rakovina.
Soucasné moznosti 1é¢by jsou totiz Casto zatézujici pro cely organismus pacienta a snizuji tak
schopnost jeho boje s touto chorobou. Teoreticka Cast prace je zaméfena na popis moznosti
virovych kapsid, proteinii a anorganickych sloucenin jako nanotransportért 1é¢iv.

V praktické ¢asti jsou srovnany rtizné¢ metody kultivace bakteriofdga A v tekutém i tuhém
médiu a s riznymi koncentracemi cukru maltézy, na jehoz receptory na hostitelské bunice se
bakteriofag vaze. Jako optimalni byla zvolena kultivace v tuhém médiu s 0,2% maltoézou.
Praktickd c¢éast je zaméfena zejména na vyuziti bakteriofiga A jako nanotransporétru
cytostatického 1é¢iva doxorubicinu. Byla sledovana enkapsulace 1é¢iva po aplikaci 0; 12,5;
25; 50; 100 a 200 pg/ml doxorubicinu s pouzitim fluorescen¢ni detekce. Bakteriofag A byl
prokazatelné schopen enkapsulovat vSechny aplikované koncentrace doxorubicinu. Byly
sledovany riizné doby enkapsulace 1é¢iva (2; 4; 8 a 12 hodin), pfi¢emz jako optimalni byly
zvoleny 2 hodiny, jelikoz pti delsi dobé nebylo enkapsulovano vétsi mnozstvi léciva. Na
zavér byly porovnany schopnosti enkapsulace 1é¢iva bakteriofdga A a proteinu apoferritinu.
Bakteriofdg A byl schopen enkapsulovat 4x véts$i koncentrace doxorubicinu a ten z néj byl
uvoliiovan b&hem promyvani 10x méné neZ v pfipadé¢ apoferritinu. V praci tak bylo

potvrzeno, ze bakteriofag A je vhodnou platformou pro cilené dopravovani 1é¢iv v teranostice.
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Abstract

Master thesis deals with the use of bacteriophage A as a theranostic drug nanocarrier. The
term theranostics is used in recent years for systems that allow connecting of diagnostics,
targeted drug delivery and monitoring of patient’s response to administered treatment in a
single modality. These systems are very suitable especially with heterogeneous diseases, such
as cancer. Nowadays, the treatment of cancer has often severe side effects to the patient’s
body, which lowers his capability to fight the disease. Theoretical part of this work is focused
on the properties of viral capsids, proteins and inorganic materials as drug nanocarriers.

In practical part of this work, different methods for cultivation of bacteriophage A are
compared, both in liquid and solid medium and with different concentrations of the maltose,
trough whose receptors bacteriophage A is able to enter the host cell. Optimal was cultivation
with 0.2% maltose in solid medium. Practical part is focused mainly on the use of
bacteriophage A as a nanocarrier for cytotoxic drug doxorubicin. Bacteriophage A was able to
encapsulate all applied concentrations of doxorubicin (0; 12.5; 25; 50; 100 and 200 pg/ml),
which was proved using fluorescent detection. Different times of encapsulation (2; 4; 8 and 12
hours) were studied. Optimal time was 2 hours. Encapsulation properties of bacteriophage A
were compared to apoferritin. Bacteriophage A was able to encapsulate 4x higher
concentrations of doxorubicin and its release during rinsing with water was 10x lower
compared to apoferritin. This work concludes that bacteriophage A is a very suitable platform

for targeted drug delivery in theranostics.
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1 UVOD

Ve vyspélych statech umie kazdy ctvrty ¢lovek kvili rakovinnému onemocnéni. Tato Cisla
jsou naprosto désiva, zejména pii védomi, kolik ¢lenlt mé primérné rodina, zkusebni komise
nebo olympijsky tym u kolektivnich sportl. Problémem, se kterym si souc¢asna medicina stale
nedokaze poradit, je obrovska heterogenita rakoviny. Kvili tomu se musi vyuzivat 1éCiva,
ktera jsou zaméfena na velmi drobné rozdily mezi rakovinnymi a zdravymi bunkami,
nejcastéji to, ze rakovinné buiilky se rychleji mnozi. Tato 1é¢iva jsou tak ale velmi toxickad i
pro zdravé buiiky, coz jen zatézuje jiz tak oslabené télo pacienta, ktery vSechny sily potiebuje
pro boj s touto zakefnou nemoci.

Systémovou toxicitu 1é¢iv by bylo mozné snizit jejich uzavienim do vhodného nosice,
ktery je navic jednoduse mozné cilit na povrchové antigeny konkrétniho typu rakoviny. Tento
pfistup se nazyva teranostika. V této praci je provedena literarni reSerSe o soucasném stavu
teranostického vyzkumu, jeho vyhodach i problémech a platformach, které pro néj lze vyuzit.
Jsou také diskutovdny moznosti jednotlivych typl nanotransportérd, at’ jiz zaloZzenych na
anorganickych slouc¢eninach, proteinech nebo virovych kapsidach. Prace je zamétena zejména
na viry, konkrétné bakteriofaga A, coz je lyzogenni fag napadajici bakterii Escherichia coli.

Experimentalni ¢ast této prace je zaméfena na vyuziti bakteriofaga A jako
nanotransportéru lé¢iva doxorubicinu, ktery je pfi volném podani velmi kardiotoxicky. Pro
ziskani velkého mnoZstvi bakteriofdga, které je nutné pro jeho nasledné vyuZziti jako
nanotransportéru 1é¢iv, bylo nutné nejdiive optimalizovat jeho kultivaci. Schopnosti
enkapsulace 1é¢iva do bakteriofaga A byly srovnany s bézné studovanym nanotransportérem,

proteinem apoferritinem.

16



2 TERANOSTIKA

Terminem teranostika je oznaCovan sytém, umoziujici spojit diagnostiku i v ranych stadiich
onemocnéni, cilenou dopravu lé¢iva, vysoce senzitivni zobrazovani a monitorovani odezvy
pacienta na 1é¢bu [1-3]. Umoziuje také znat presné umisténi onemocnéni v téle pacienta, coz
je pro tspé&snou 1é¢bu Casto velmi dulezité [3]. Toto spojeni diagnostiky a terapie je vyznamné
zejména u heterogennich onemocnéni, jako je rakovina [2]. Proto se teranostika pouziva
nejvice pravé v 1é¢bé nadorovych onemocnéni [4-8], ale i zanéth [9], kardiovaskularnich
onemocnéni [10], aterosklerozy [11] a degenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova
choroba [12]. Jelikoz rakovina ptedstavuje Sirokou skupinu heterogennich onemocnéni a
nadorové builky si mohou vyvijet rezistenci na aplikovanou 1éc¢bu, bylo by vhodné neustale
modifikovat 1écbu a strategii cileni nadoru a personalizovat tak terapii pro konkrétniho
pacienta. To by mohla umoznit prave teranostika [2].

Pro teranostiku je dilezité pouzit vhodnou platformu, kterou mize byt nanomedicina
[2,13] nebo proléciva [3]. Na platformé mohou byt pevné uchyceny diagnostické a
terapeutické agens a také ligandy, které mohou zajistit cileni platformy na néjaky povrchovy
antigen nemocnych bunék [3]. Je mozné cilit na né¢kolik markerd onemocnéni a dopravovat
rizna lé¢iva najednou [2]. Cileni mlze byt realizovano pasivné nebo aktivné [14,15]. Pro
aktivni cileni je mozné pouzit napfiklad monoklonalni protilatky [2]. Pro pasivni cileni se
vyuziva unikatnich vlastnosti nadorovych bun€k a jejich krevniho fecisté [16]. Cilenim
terapie na nemocné bunky dojde ke snizeni Casté systémové toxicity 1é¢iva [2].

Nejjednodussi teranostickou platformou jsou proléciva, coz jsou léciva podana
Vv inaktivni formé, kterd se aktivizuji v diisledku metabolickych procest v téle pacienta.
V piipadé pouziti cilicich ligandt jsou ty konjugovany piimo na IéCivo. U proléciv se
neobjevuje polydisperzita a je mozné pouzit rozdilné koncentrace diagnostickych a
terapeutickych slozek. Problémem miiZze byt priichod proléciv rendlni clearance a tim jejich
rychlé odstranéni z organismu [3]. Je mozné spojit jednotlivé teranostické platformy a uzaviit
prolécivo do nanomedicinského nosi¢e [17]. Lécivo nebo cilici ligand je mozné detekovat,
nebo Ize spojit prolécivo s detekovatelnou latkou, jako v piipadé (64-Cu-porfyrin)-peptid-
folatové sondy [18].
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2.1 Nanomedicina

Nanomedicina je pfistup védy a inzenyrstvi k biologickym aplikacim na Grovni nanometra,
vyuzivajici nanokomponenty a nanosystémy [19,20]. Tyto materialy mohou totiz dosahnout
jinych a Casto unikatnich vlastnosti oproti béZznym materidlim stejného chemického slozeni
[21], jelikoz kvantov€é mechanické vlastnosti atomovych interakci jsou ovlivnény
nanometrovou velikosti materiali. Lisi se 1 ve zcela zakladnich vlastnostech, jako je teplota
tani, magnetické vlastnosti nebo barva [1].

Cilem nanomediciny je dopravit 1é¢ivo selektivné k cilovému mistu, se zvySenou
efektivitou a snizenymi vedlejSimi u¢inky [21]. Diky tomuto piistupu je mozné odhalit i velmi
rand stddia onemocnéni (zejména nddorovych), cilené 1é¢it s minimdlni toxicitou pro zdravé
bunky a simultanné sledovat a 1é¢it onemocnéni [2].

Rozmach nanomediciny byl podpoifen chovanim nanoc¢astic v tumorech mys$i, znamym
jako EPR efekt (Enhanced Permeability and Retention Effect) [21]. Jde o vlastnost nékterych
molekul o vhodné velikosti (nanocastic, lipozomii a makromolekularnich 1é¢iv) akumulovat
vV nadorové tkani vice nez ve zdravé [16,22]. Tento fenomén se vysvétluje tim, Ze nadorové
buiiky stimuluji angiogenezi pro zrychleni svého ristu. V angiogenezi se uplatiiuji vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF) a dalsi ristové faktory. Jiz agregaty nadorovych bunék o
velikosti 150-200 pm jsou zavislé na krevnim zasobeni pro vyzivu a dostatek kysliku. Tyto
nové cévy jsou &asto abnormalni svoji formou i stavbou. Casto jde o defektni, $patné
propojené endotelialni bunky s velkymi pory bez vrstvy hladkého svalstva nebo inervace a se
Sirokym lumen. Maji také narusené receptory pro angiotensin II [23]. Navic nadorové bunky
Casto postraddaji lymfatické cévy. Z téchto diivodi je v nddorech abnormadlni transportni
dynamika molekul i tekutin, zejména pro makromolekularni 1é¢iva [24]. EPR efekt muze byt
zvySen ruznymi patofyziologickymi faktory, které se podili na zvySeni extravazace
makromolekul v solidnich nadorovych tkanich. Mezi nimi je bradykinin, oxid dusnaty,
prostaglandiny, VEGF, naddorovy nekroticky faktor a dalsi. Nedostatek lymfy v oblasti nadoru
je také vyznamnym faktorem zvySujicim retenci, jelikoZ lymfa za normdlnich okolnosti
filtruje tyto Castice [24].

Diky nanocasticim je mozné vytvofit vodny roztok i Spatné rozpustnych léCiv pro

intraven6zni podani, a to bez pouziti nezadoucich rozpoustédel [25]. Pouzitim nanocastic
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dochazi ke zvysSeni koncentrace 1é¢iva v okoli nadoru o 100-400 % [21], ale celkova
aplikovana davka pacientovi je vyrazné nizsi [26]. Je to zpusobeno tim, ze nanocastice
zustavaji v okoli nadoru déle, protoze nedifunduji zpét do krevniho fecisté jako v piipadé
volnych molekul 1é¢iva [21]. Povrch nanocastic je mozné pokryt peptidem nebo protilatkou a
povaha tohoto ciliciho ligandu ovlivituje extravaskularni transport i cileni nanocastic na
nadorové bunky [27]. Uzavienim do nanocastic se zvysi specifita a biokompatibilita [28],

stejné jako doba skladovatelnosti [29].

Tabulka 1 Srovnani vlastnosti teranostickych platforem

Proléciva Nanomedicina

Cileni ligandem Cileni ligandem
Vazba diagnostickych latek Vazba diagnostickych latek
Monodisperzni Polydisperzni
Odstranény rendlni clearance Neprojdou ptes rendlni clearance
EPR EPR
Aktivace vnéj$imi podminkami Uvolnéni obsahu vnéj$imi podminkami
Znama koncentrace 1éciva Nutno definovat obsah 1é¢iva

Snizeni toxicity 1é¢iv pro zdravé bunky Snizeni toxicity 1é¢iv pro zdravé bunky

Mensi povrch VEétsi povrch
Omezené moznosti vazby cilicich nebo Vic moznosti vazby cilicich nebo
diagnostickych latek diagnostickych latek

- Enkapsulace proléciv

Nanocastice maji stejnou velikost jako nékteré biologické prvky. Jsou mensi nez
lidské buniky (pramér 10-20 pm) a organely (0,2-1 um) a podobné velké v porovnani s
biologickymi makromolekulami jako enzymy a receptory. Nanocastice mensi nez 50 nm
mohou lehce vstupovat do bunék a ty, které jsou mensi nez 20 nm, mohou prochazet st€énou

cév. Diky tomu mohou nanocastice interagovat s biomolekulami na povrchu bunék i uvnitt
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nich, Casto bez ovlivnéni chovani a biochemickych vlastnosti téchto molekul [1]. Srovnani

pozitivnich a negativnich vlastnosti jednotlivych teranostickych platforem viz Tabulka 1.

2.2 Nanotransportéry

Nanomedicinsky pfistup k dopravé 1éCiv do bunék se soustfedi na vyvijeni nanocastic
ozna¢ovanych jako nanotransportéry [5,30,31] zvySujicich dostupnost 1é¢iva na specifickych
mistech po urCitou dobu v téle pacienta [32]. Jsou pouzivany pro enkapsulaci nebo
rozpousténi chemoterapeutickych 1é¢iv pro zvySeni cileného dopravovani in vivo nebo
poskytnuti unikétnich optickych, magnetickych a elektrickych vlastnosti pro zobrazovani
[33]. Obecné lze fici, ze je vhodné, aby 1éCivo v téle pacienta mélo co nejvyssi ucinek [34] a
nanotransportéry by vbudoucnu mély slouzit jako multifunkéni zafizeni pro
personalizovanou medicinu [35].

Biodistribuci, clearance, toxicitu, specifitu k cilovym bunkam, exkreci a efektivitu
nanotransportérl je mozné ovlivnit jejich velikosti, tvarem, povrchovou chemii a pfitomnosti
cilicich ligandti [36-39]. Na stejny nanotransportér je mozné piipojit rizné cilici peptidy nebo
protilatky [2]. Je také mozné kontrolované uvoliiovani 1é¢iv az po doprave k cilovym buikam
[2].

Idealni nanotransportér by mél mit velikost 20-100 nm (sférické nanocastice)
[38,40,41]. Nanocastice s primérem vétsim nez 20 nm neprojdou renalni clearance, jejiz prah
je 8-10 nm [32]. Pokud jsou mensi nez 100 nm, vstupuji do tumort diky vEétSim porim
Vv krevnim fecisti nddoru (pramér vice nez 100 nm, u zdravych cév mensi nez 10 nm), mohou
se vazat na povrchové bunééné receptory a vstupovat do bunék [42]. Dochazi u nich k EPR
efektu [3].

Nanotransportér by mél byt schopny enkapsulovat vysoké koncentrace léCiva,
efektivné cilit na nemocné bunky s minimalnim pfijmem zdravymi buikami a mit vhodny a
spolehlivy mechanismus uvoliovani 1é¢iva, aby nedoSlo k piisobeni na zdravé buiky, ale
zaroven se 1é¢ivo uvolnilo u nemocnych bunék [2]. Mélo by diky nému byt mozné zlepsit
dopravovani 1éCiv, které jsou Spatn€ rozpustné ve vod¢, identifikovat maligni buiikky na
zakladé molekularni detekce a vizualizovat jejich umisténi v organismu [43], napomahat

transcytoze 1éCiv skrz epitelialni a endotelialni bariéry [44] a umozZnit monitorovani 1écby
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Vv realném cCase [45]. M¢l by také mit vysokou zobrazovaci citlivost, aby bylo mozné sledovat
prubéh 1é¢by [2]. Nanotransportéry se vétSinou skladaji ze 4 komponent — emitor signalu,
terapeuticky naklad, pfenase¢ nakladu a cilici ligand [46]. Obecné puisobeni nanotransportért

Vv organismu pacienta viz Obrazek 1.

@ Nanotransportér |éciv k Intravendzni podani * Nadorové burky ‘ Zdravé bunky

Obrazek 1 Obecné piisobeni nanotransportéri v organismu

U nanotransportérii jsou pozadavky na koncentraci a dobu ob&hu nanotransportéru
rozdilné z pohledu diagnostiky a terapie. Hlavnim cilem diagnostiky je dopravit do téla co
nejmensi mnozstvi zobrazovaci latky po co nejkrat$i ¢as pfi souCasném ziskani dobrého
poméru signalu a Sumu. Proto jsou vhodné nizké koncentrace a rychla rendlni clearance. Na
druhou stranu terapie vyzaduje aplikaci co nejvétsiho mnozstvi 1é¢iva po co nejdelsi dobu pro
ziskani vysokého terapeutického indexu. Pro vyfeseni tohoto problému jsou mozné 3 pfistupy.
Prvni pfistup chépe teranostiku jako proces, ktery ma 2 kroky, kdy jsou identické
nanotransportéry nejdiive naplnény diagnostickou latkou pro zobrazeni akumulace
v konkrétnim pacientovi a nasledné¢ se podaji stejné nanotransportéry, tentokrat naplnéné
terapeutickou latkou [47]. Timto postupem ale nejsou splnény pozadavky na rozdilnou dobu
obehu v pacientovi. Druhy pfistup vyuziva toho, Ze néktera 1é¢iva mohou slouzit zaroven pro
diagnostiku a po spusténi i pro terapii. Tim by byly stejné podminky pro koncentraci a dobu

ob&hu. Neni ale mnoho 1é¢iv, které by mohly byt vyuzity zaroven [48]. Treti pfistup pak
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vyuziva spojeni nanotransportéru s biokompatibilni diagnostickou latkou, kterd mtize setrvat
Vv téle pacienta a nezplsobi zadné vedlejsi ucinky, ani po uvolnéni z nanotransportéru
v dasledku jeho degradace, coz je casto nutnym piedpokladem pro uvolnéni 1éCiva
Z nanotransportéru [18,49].

Dalsi dualezitou vlastnosti nanotransportérti je disperze obsahu mezi nimi. Je nutné
dodrzet nejen stejnou velikost nanotransportérd, ale 1 shodné naplnéni 1écivem. Nahodné
fyzikalni uzavteni 1éCiva totiz Casto vede k velkym rozdilim. Tyto rozdily mohou byt jesté
zvySeny pii ndhodném pokryti nanotransportéru cilicimi ligandy. Ty totiz mohou ovlivnit
povrchové slozeni a tim dobu cirkulace (zvySena i vice nez 3x [50]), stejné jako biodistribuci
a pfijem nanotransportérti nadorovymi buiikami v zavislosti na mnozstvi a hustoté pokryti
jejich povrchu [3].

Nanotransportéry mohou byt sestaveny z riznych materiall, at’ jiz organickych nebo
anorganickych. Nejvétsi nanotransportéry jsou lipozomy (80-200 nm), nasleduji polymerni
nanocastice (40-100 nm), polymerni micely (20-60 nm) a nejmensi jsou dendrimery (mensi
nez 10 nm). Je mozné je rozdélit do nékolika skupin (viz Obrazek 2) — anorganické
nanotransportéry, polymerni nanotransportéry, lipidové nanotransportéry a proteinové

nanotransportéry, jejichz specialnim ptipadem jsou virové kapsidy [31].
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Obrazek 2 Rozdéleni nanotransportéru

2.2.1 Anorganické nanotransportéry

Anorganické nanotransportéry je mozné déale rozdélit na kovové, polokovové, nekovové a
uhlikové. Jako kovové nanotransportéry mohou byt pouzity napiiklad zlaté, stiibrné,
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platinové nebo zelezné nanocéstice. Zlaté nanocastice (AuNPs) jsou v posledni dobé hojné
studovany, zejména pro fototerapii [51]. Jejich velikost se pohybuje okolo 6-50 nm [52],
mohou vazat mnoho organickych molekul, maji nizkou toxicitu a silnou optickou absorpci
[53]. Dopravovani 1éCiv je vétSinou docileno modifikaci povrchu AuNPs tak, aby se mohly
navazat na specifické cilené 1é¢ivo nebo dals$i biomolekuly. AuNPs také snadno vstupuji do
bun¢k. AuNPs mohou byt piimo konjugovany s antibiotiky nebo dal§imi 1éCivy iontovou
nebo kovalentni vazbou [54] nebo fyzikalni absorpci [55]. Uvoliovani 1é¢iv ze zlatych
nanocastic mize byt inicializovano vnitinim stimulem jako je zména pH, nebo vnéjSim
stimulem jako je pusobeni svétla [56]. Maji vysokou absorpci v blizké infracervené oblasti
(700-900 nm), coz je vyhodné pro zobrazovani ve tkanich nebo pro fototerapii [57].

Oxidy Zeleza ve form¢ nanocastic jsou magnetizovatelné (MPs) a v dopravovani 1é¢iv
se pouzivaji malo kvili nizké biokompatibilit¢ [58]. Tu Ize ale odstranit modifikaci jejich
povrchu riznymi materidly. Na druhou stranu je usnadnén jejich prostup do bun¢k plisobenim
magnetického pole. Jejich velikost se pohybuje od 5 nm do 3 um [59].

Piikladem polokovovych nanotransportérii jsou kvantové tecky (QDS), netoxické
polovodice o priméru mensim nez 20 nm, které slouzi jako alternativa organickych barviv a
fluorescen¢nich proteini. Maji Siroké absorpcéni spektrum, velmi tzké emisni spektrum,
dlouhou dobu fluorescence a vysokou stabilitu vici fotozhaseni [60]. Maji také vysoky
kvantovy vytézek, molarni extink¢ni koeficient a Stokestiv posun [61]. Zvyseni velikosti QDs
zpusobi ¢erveny posun emisniho spektra [62].

Mezi nekovové nanotransportéry pak patii hydroxyapatit a nanocastice na bazi oxidu
kiemicitého. Hydroxyapatit je biokeramicky mineral, ktery je pfirozenou formou vapniku a
fosforu. Jde o hlavni neorganickou sloZku kosti a zubli. Velikost nanoc¢éstic se pohybuje mezi
20-200 nm [63].

Nanocastice na bazi oxidu kiremicitého pak umoznuji systémovou nebo mistni
administraci fotosenzitivniho 1é€iva. Vstup do buné€k a cytotoxicita jsou ovlivnény velikosti
Castice (20-200 nm), tloustkou kiemicité skofapky a koncentraci nanocastic [64].
Mezoporézni kiemicité nanocastice enkapsulujici fotosenzitivni 1é€ivo je mozné pokryt
lipidovou vrstvou pro vytvofeni biokompatibilniho povrchu simulujiciho bunéénou

membranu [65].
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Uhlikové nanotrubky a fullereny také mohou byt pouzity jako nanotransportéry. Maji
unikatni elektrické, termalni a strukturni charakteristiky [66]. Siln¢ absorbuji svétlo v blizké
infraCervené oblasti a pfeménuji jej velmi efektivné na teplo. Daji se tak vyuzit pro
hypertermickou 1é¢bu [67]. Je mozné modifikovat jejich povrch, ¢imz je snizena jejich
toxicita a zvySena biodostupnost protinddorovych 1é¢iv zvySenim rozpustnosti a doby

cirkulace v ob&éhu pacienta [68].

2.2.2 Proteinové nanotransportéry

Jako nanotransportéry 1éCiv je mozné pouzit i sebesestavné proteiny jako je apoferritin,
albumin nebo chaperoniny. Ty tvofi tzv. proteinové klece, které maji uniformni velikost.
V organismu jsou tyto proteinové klece vyuzivany pii pfepravé minerald nebo iontd kovil.
Mohou byt jednoduse chemicky nebo biologicky modifikovany [69]. Jejich nevyhodou je
Castd imunogenni odpovéd organismu pacienta. Ta ale mize byt odstranéna pokrytim
povrchu polyethylenglykolem [69].

Apoferritin (APO) je intracelularni protein tvotici duté sférické utvary, jejichz vnéjsi
pramér je 12 nm a ktery obsahuje vnitini dutinu o rozméru 8 nm [70]. V téle slouzi jako
zasobni systém pro zelezné ionty [71] a sklada se z 24 podjednotek, které jsou usporadany ve
dvojicich podél 12 stén. APO tak ma strukturu kvazirombododekaedru [72]. V nadorovych
bunkach jsou vazebna mista pro APO [73] a byla u nich pozorovana jeho endocytoza [74].

APO je mozné rozlozit a znovu sestavit v zavislosti na pH roztoku, ve kterém se
nachazi. Acidifikaci APO dojde k jeho rozpadu na podjednotky a po smichani s lé¢ivem a
nasledné alkalizaci se APO opét sestavi a 1é¢ivo v ném zlstane enkapsulovano. Po opétovné
acidifikaci se struktura APO opét rozrusi, 1éCivo je z n&j uvolnéno a muize interagovat s

burikou [75]. Schéma této enkapsulace viz Obrazek 3.
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Obrazek 3 Schéma enkapsulace 1é¢iva do apoferritinu

Dalsim ptikladem proteinovych nanotransportérit muze byt maly protein teplotniho
soku (sHsp — small heat shock protein), ktery tvoti klece s vn&j$im primérem 12 nm a jeho
vnitini dutina ma pramér 6,5 nm. Sklada se z 24 podjednotek uspoifadanych podobné jako
v pfipadé APO, ale na rozdil od n¢ obsahuje mnoZstvi 3nm pord, které umoziuji vymeénu
latek mezi vnitinim a vné&j$im prostiedim [70]. sHsp byl studovan jako kontrastni latka pro
MRI [76], pro dopravu a uvoliovani doxorubicinu [77] a pro cilené dopravovani

zobrazovacich latek v diagnoze aterosklerozy [70].

2.2.3 Virové kapsidy jako nanotransportéry

Virové kapsidy jsou casto pouzivanym typem proteinovych kleci, ale vzhledem Kk jejich
pivodu a vlastnostem jsou diskutovany v samostatné kapitole. Virova ¢astice je obvykle
tvorena né€kolika stovkami az tisici proteinovych molekul, které jsou sebesestavujici a tvori
dutou kostru pro nukleovou kyselinu. Jako nanotransportéry poskytuji virové Castice
morfologickou uniformitu, biokompatibilitu a snadnou modifikaci funk¢énimi skupinami.
Jejich velikost se pohybuje od 10 nm az po 1 um a mohou mit rizny tvar, nejcastéji sféricky
nebo ikozahedralni (tvofeny 20 trojuhelnikovymi plochami a 12 rohy), ale i tyCinkovity a
dalsi [69].

Velkou vyhodou virovych nanotransprotéra je to, Ze jsou geneticky naprogramovany
tak, aby byly sebesestavujici a tvotily morfologicky uniformni struktury o presné¢ definované
velikosti a tvaru. Struktura mnoha viri je navic znama na atomarni Girovni a je mozné je na
této urovni modifikovat funkénimi skupinami mnohem jednoduseji nez syntetické
nanocastice. Je také mozné je relativné snadno geneticky modifikovat. Virové kapsidy

Vv pfirodé slouzi pravé pro dopravu nakladu, tedy genetické informace, do hostitelské bunky
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[78]. V laboratornich podminkach Ize relativné snadno ziskat velké mnozstvi viriond. Jsou
velmi stabilni a daji se snadno skladovat, pfi¢emz mnoho virt je aktivnich i po vysuSeni [79].

Problémem virovych kapsid mize byt to, Ze, na rozdil od nékterych nanotransportéra,
které jsou télu vlastni (naptiklad apoferritin), mohou zptisobovat imunitni odpovéd’ organismu
pacientii. Tato odpovéd’ je Castd i v pripad€ pouziti virl, jejichz hostitelem jsou rostlinné
bunky nebo bakterie. Pokud je povrch viru pokryt polyethylenglycolem, je tato imunogenicita
sniZena [80].

Viry pouzivané jako nanotransportéry nejvice jsou adenoviry, virus chlorotické
skvrnitosti vigny, virus mozaiky vigny, virus nekrotické mozaiky jetele lu¢niho, bakteriofagy
MS2, M13 nebo QB, nebo virus tabakové mozaiky. Velmi Casto se namisto dospélych vira
pouzivaji prazdné, nedospé€lé, kapsidy transformované v bakterialnich plazmidech [69].
Obrazek 4 ukazuje srovnani kapsid raznych virt, které je mozné pouzit jako nanotransportéry

1éciv.

Adenovirus CcCMV CPMV RCNMV
70-90 nm 28 nm 30nm 36 nm

Bakteriofdg
lambda

50-60 nm

M13

880 nm

Obrazek 4 Srovnani kapsid riznych viri, které lze pouZit jako nanotransportéry
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Adenovirus je savéi DNA virus zrodiny Adenoviridae. Kapsida adenoviri je
neobalend, ma ikozahedralni tvar a primér 70-90 nm. Stény ikozahedronu jsou tvoieny 12
kopiemi trimerti proteinu a kazdy vrchol je tvofen pentamery proteinu spojenymi s trimery
vlaknitého proteinu [81]. Obsahuje 13 strukturnich proteint, které se podileji na infekci a
umoznuji vstup viru do hostitelskych buné€k i jeho rozmnozovani a indukuji imunitni systém.
Jeho genom je dlouhy 36 kb [82]. Prazdnou kapsidu adenoviru je mozné ziskat expresi
kapsidovych proteina v bakterialnim plazmidu). Pramér této prazdné kapsidy je o néco vétsi
nez v pripad¢ dospé€lého viru, za fyziologickych podminek 110 nm. V pH 4 se tento primér
zvetsi az na 167 nm, a po navratu pH na fyziologickou hodnotu (7,4) se zmensi na 60 nm
[83].

Nejcastéji pouzivanym rostlinnym virem je Virus chlorotické skvrnitosti vigny
(CCMV — cowpea chlorotic mottle virus), RNA virus zrodiny bromovird [84].
Z infikovanych rostlin je mozné ziskat velké koncentrace tohoto viru (1-2 mg/g) a expresi
Vv kvasinkach je mozné produkovat proteiny CCMV kapsidy, které jsou sebesestavujici do
prazdnych castic bez genetického materialu [85]. CCMV se sklada ze 180 identickych
podjednotek kapsidy, které jsou uspofadany jako 20 hexamert a 12 pentamert, a tvofi
ikozahedron o priméru 28 nm, S vnitini dutinou o praméru 18 nm. Kazdy z proteind virové
kapsidy obsahuje 190 aminokyselin, jejichz N-konec je orientovan smérem do nitra virové
kapsidy. Na N-konci jsou pievazné bazické skupiny z aminokyselin argininu a lyzinu,
interagujici se zaporné nabitou RNA. Pfi zkraceni N-konce se vytvofi Castice o praméru
18 nebo 22 nm a tvaru dvanactisténu. Struktura CCMV je dynamicka, dochazi u ngj
k reverzibilnimu jevu, kdy se za urcitych podminek (pH 7,5 nebo zvysena iontova sila) zvétsi
primér viru az o 10 % v disledku vytvotreni 60 2nm port ve virové kapsidé. Diky tomu muze
byt jednoduse odstranéna virova RNA a diky kladné nabitému vnitinimu povrchu kapsidy je
mozné do Viru uzavtit predev§im zaporné nabita 1é¢iva [84]. Pro dopravu kladné nabitych
1é¢iv je mozné genetickou modifikaci upravit vnitini povrch CCMV kapsidy [86].

Dal$im rostlinnym RNA virem je virus mozaiky vigny (CPMV — cowpea mosaic
virus) z rodiny Comoviridae, ktery také tvoti ikozahedron. Ve vysoké koncentraci je mozné
jej ziskat z listi nakazenych rostlin (0,8-1 mg/g) [87]. Jeho primér je 30 nm a obsahuje 60
asymetrickych jednotek slozenych vzdy z malé a velké podjednotky. Je stabilni v Sirokém
rozsahu teplot (do 60 °C) a pH (3-9) i v pfitomnosti n¢kterych organickych rozpoustédel.
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Virus ma afinitu k vimentinu, ktery je ve zvySené mife exprimovan na povrchu nadorovych
bun¢k [88].

Casto pouzivany je i virus nekrotické mozaiky jetele lu¢niho (RCNMV — red clover
necrotic mosaic virus), rostlinny RNA virus patfici do rodiny Tombusviridae. Sklada se
ze 180 identickych podjednotek (37 kDa) tvoricich ikozahedron s vn&jsim primérem 36 nm a
dutinou o priaméru 17 nm. V disledku pfitomnosti divalentnich kationtli zméni RCNMYV svoji
strukturu, vytvofi pory a uvolni genomovou RNA [89].

Z virt napadajicich bakterie se jako mozny nanotransportér studuje MS2 bakteriofag,
jehoz hlava tvofi ikozahedron o pruméru 27 nm. Kapsida obsahuje 180 identickych
monomerd, které mohou nezavisle exprimovany v bakteriich a jsou sebesestavujici. Pfi
expresi je mozné jednoduSe odstranit genomovou RNA a vytvofit tak prazdné kapsidy,
obsahujici 32 pord, jejichz praimér je 1,8 nm. Kapsida je stabilni v Sirokém rozsahu pH (3-10),
teploty i okolniho prostiedi [69].

M13 bakteriofag je DNA virus, tvofici trubickovité Gtvary o délce 880 nm a Sifce
6,6 nm. Jednotetézcova DNA je obklopena 2700 kopiemi hlavniho kapsidového proteinu P8,
ktery je mozné geneticky modifikovat, a 5 kopiemi 4 rGznych minoritnich kapsidovych

proteind. Konce viru je mozné modifikovat cilicimi peptidy. Neni stabilni v nizkém pH [69].
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3 VIRY

Viry maji kli¢ovou roli v biologickych systémech a jde o nejvic zastoupené biologické entity
na planet¢ Zemi (zejména bakteridlni viry zvané bakteriofagy) [90]. Kvuli své velmi
jednoduché organizaci jsou fazeny do samostatné skupiny nebunécnych organismi. Lisi se
zpusobem replikace 1 chovanim vzhledem k okoli, kdy mimo hostitelské¢ bunky vykazuji
stejnou stabilitu jako chemické molekuly.

Z hlediska slozitosti jde o velmi heterogenni skupinu organismii. Nejjednodussi
zastupci jsou tvofeni pouze jednou molekulou nukleové kyseliny se tfemi geny a jednim
druhy, véetné enzymu, a dal§imi molekulami, jako jsou lipidy.

Viry maji sbunécnymi organismy ale i mnoho spolecného. Jsou tvofeny stejnymi
stavbu jako membrany bunck, mohou totiz obsahovat polysacharidy i1 fosfolipidy. Pouzivaji
také stejny geneticky kod a podléhaji stejnym evoluénim zménam. Diky témto spole¢nych
vlastnostem casto viry slouzi jako modelovy systém pii zkoumani procest probihajicich
v bunice [91]. Jako modelové organismy jsou vhodnéjsi nez nékteré eukaryotické organismy
uz kvili své malé velikosti a velké rychlosti mnozeni. Daji se také péstovat na biochemicky
pfesné definovanych ristovych médiich, jejichZ jednotlivé slozky jde dobie ménit a studovat
tak jejich vliv na chemické naroky viru [92].

Viry vykazuji vysokou druhovou a orgdnovou specifitu k hostitelskym buiikdm,
pfi¢emz kazdy druh viru mé sviij okruh hostitelskych bun¢k. Na zakladé¢ toho se viry rozdéluji
na viry rostlinné, zivocisné, mykoviry (parazituji v houbach) a bakteriofagy (parazituji

Vv bakteriich).

3.1 Struktura virionu

Viriony jsou jednotlivi jedinci virového druhu. Jejich velikost a morfologie se lisi, mize jit o
kulovita, ty¢inkovitd nebo vlaknitd téliska o rozméru 20-160 nm. Charakteristicky tvar maji

bakteriofagy, jejichZ téliska jsou tvofena hlavi¢kou, na kterou je zpravidla pfipojen bicik.
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Struktura viriont je ale vzdy podobna. Nukleova kyselina je u nich uzaviena do proteinového
obalu zvaného kapsida, kterd je slozena ze zpravidla identickych podjednotek kapsomer.
Dany druh virtt ma charakteristickou kvartérni strukturu kapsomer. Spojeni nukleové kyseliny
a kapsidy se oznacuje jako nukleokapsida [92].

Kapsomery mohou u nékterych virti obsahovat rizné proteiny, ale vSechny jsou vzdy
koédovany geny virového genomu. Prostorova struktura kapsidy se lisi u vird vlaknitych
(helikalné uspoiadané do cylindru) a kulovitych (pravidelny polyedr, nejcastéji ikozahedron).
Kapsida z podjednotek vznika autoorganiza¢nim procesem, jsou tedy sebesestavujici. K této
jsou bakteriofagy, se na tvorbé kapsidy podileji pomocné proteiny kédované fagovymi geny,
které se ale ve struktufe zralych fagt neobjevuji [92].

U obalenych virti je nukleokapsida uzaviena do membrany podobné biomembranam
bunék, ktera je tésné priloZzena ke kapsidé¢. Lipidy v této membrané tvoti dvojity film, jsou
syntetizovany butikou, ale jsou charakteristické pro dany vir. Glykoproteiny jsou uloZeny
transmembranove, se sacharidovou ¢asti orientovanou na povrch a proteinem vy¢nivajicim ve
form¢ hrotl. Proteiny vnéjsiho obalu jsou koédované virovymi geny. Tvar kapsidy byva

polyedricky nebo helikalni [92].

3.2 Virovy genom

Genetickd informace virll je tvofena jedinou molekulou nukleové kyseliny, které se n¢kdy
ik virovy chromozom. Muze byt ulozena ve forme ribonukleové kyseliny (RNA viry) nebo
deoxyribonukleové kyseliny (DNA viry). U RNA viri je molekula RNA linearni
jednovlaknova nebo dvouvlaknova s riznou délkou (1000-6400 bp). Nékdy je RNA molekula
roz§tépena na nékolik segmentd [92].

U DNA vir miize byt molekula DNA jednovlaknova nebo dvouvldknova a linearni
nebo cirkuldrni. U nékterych virl je na 5'konec kazdého vldkna kovalentné navazana
molekula bilkoviny. Délka se muze také lisit (5000-150000 bp) [92].

Urcité nukleotidové sekvence funguji jako cistronické geny, které koduji virus
specifické proteiny. Jiné sekvence funguji jako promotory (regulacni oblasti). Smyslem

produkta cistronickych genti je zajistit replikaci virové nukleové kyseliny a ovlivnit syntézu
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proteinti hostitelské burniky tak, aby tvofila vSechny strukturni proteiny virionl nebo proteiny
umoznujici jejich uvolnéni z bunék. Geny ve virovém genomu jsou sestaveny tak, Ze jejich
postupnym spousténim se vytvareji genové produkty potfebné pro dany krok reprodukce viru

Vv bunce [92].

3.3 Reprodukce viri

Viry nejsou schopny autoreprodukce, jsou to parazité bunék, jejichz reprodukce je mozna jen
po vniknuti do hostitelské buriky. Ta poté svym metabolismem a proteosyntetickym aparatem
syntetizuje v§echny komponenty viriont a dojde tak k jejich pomnozeni — vytvoreni stovek az
tisicti novych vird. Po pomnozeni dochdzi k uvolnéni virti z bunék a ty tak mohou infikovat
dalsi buniky. Tento proces se oznacuje jako lyticky cyklus, jelikoz vede k lyze hostitelské
bunky. V nékterych ptipadech se ale replikuje pouze virova nukleova kyselina bez tvorby
zralych virion nebo se virovy genom zacéleni do genomu hostitelské buiky a replikuje se
spolu s nim. Tento proces se oznacuje jako virogenie [92]. Obrazek 5 ukazuje rozdil mezi

prubéhy virogenniho (lyzogenniho) a lytického cyklu.

-@""‘@w
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Obrazek 5 Pribéh lyzogenniho a lytického cyklu u bakteriofaga. Zpracovano podle [92].

3.3.1 Lyticky cyklus

Tento cyklus se sklada ze 3 casti, a to adsorpce virGi na bunéény povrch a proniknuti do
bunky; reprodukce viriond; uvolnéni virionti z bun€k. Hostitelska buiika casto pti tomto cyklu
hyne, a to bud’ degeneraci v disledku nevratné zastavy replikace nebo transkripce, nebo je
smrt builky naprogramovéana virem pro snadn€j$i uvolnéni virionli (napiiklad genem pro

enzym podobny lysozymu) [92].
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Adsorpce virti na povrch bunék je podminéna pfitomnosti receptorii na povrchu
plazmatické membrany nebo ve vnéj$i membrané¢ bunééné stény. To urCuje hostitelskou
specifitu viru k dané bunce. Prenos vird do bun¢k je uskute¢nén riznymi mechanismy. U
obalenych virt muaze jejich membrana splynout s cytoplazmatickou membranou a
nukleokapsida se tak dostat do cytoplazmy. U jinych virat dochazi k receptory
zprostiedkované endycytoze, kdy se v membranovém vacku virion internalizuje a poté dojde
ke splynuti obalu viru s ranymi endozomy a nukleokapsida je uvolnéna do cytoplazmy. U
bakteriofagl je do cytoplazmy bun¢k injikovana pouze nukleova kyselina, které v bunécné
sténé vytvori otvor lyticky enzym biciku [92].

Pro reprodukci viriond jsou vyuzivany bunéné metabolické procesy. PO
internalizaci nukleokapsidy do buniky dojde k jejimu rozlozeni a uvolnéni nukleové kyseliny.
Hostitelska burika poskytuje proteosynteticky aparat i energii pro syntézu virovych bilkovin.
Virova kyselina pouze dodava informaci, podle které jsou viriony vytvéieny, a nékteré viry
vnasi do bunky i enzym katalyzujici n€kterou z jednotlivych reakci reprodukce. Jednotlivé
¢asti virionll jsou syntetizovany v bufice nezavisle na sobé a Vriznych bunécnych
kompartmentech a k jejich spojeni dochazi sekundarné [92].

Replikace virového genomu, syntéza virovych mediatorovych RNA (mRNA) a
translace na proteiny se lisi v zavislosti na typu virové nukleové kyseliny [91]. Geny jsou
exprimovany geneticky naprogramovanou posloupnosti udalosti zvanou kaskady. Regulace
Casové kaskady probihd na urovni transkripce, kdy jsou produkty jedné sady gent
zodpovédné za zapnuti dalsi sady genti [92]. Rané proteiny zajist'uji replikaci nebo transkripci
nebo jde o regulacni proteiny reprimujici proteosyntézu hostitelské bunky [91]. Tyto geny
jsou exprimovany nemodifikovanou hostitelskou RNA-polymerazou. Strukturni proteiny
virioni jsou pozdni proteiny. Jsou piepisovany RNA-polymerazou koédovanou virovym
genomem nebo hostitelskou RNA-polymerazou modifikovanou piipojenim virovych proteinti
[92].

K replikaci virového genomu dochazi v jadie (DNA viry) nebo v cytoplazmé (RNA
viry). Proteiny se tvofi na cytoplazmatickych ribozomech, glykoproteiny na ribozomech
vazanych na endoplazmatické retikulum [92]. Po syntéze dostate¢ného mnozstvi virové
nukleové kyseliny a strukturnich proteini dochazi k maturaci viru. U strukturalné

jednodussich jde o autoagregacni proces determinovany jen vlastnostmi komponent. U
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spravny prubéh této morfogeneze je dodavana pomoci templatovych proteini kodovanych
virovym genomem. V piipadé virionii s vnéjSi membranou se ty obaluji pii pruchodu
plazmatickou = membranou  hostitelské = bunky, =z membrany jaderného  obalu,
endoplazmatického retikula nebo Golgiho aparatu [92].

Zralé viriony se mohou uvolnit z buiiky dvéma zptsoby. Lytické enzymy fagti nebo
autolytické procesy mohou zpusobit 1yzu buiiky. Druhy zplisob spo¢iva v postupné exocytoze
virionl z bunky, realizované aktivitou cytoskeletu. Tim se z bun¢k vzdy uvoliluji obalené viry

[92].

3.3.2 Virogenie

Virogenie je interakce virus-bunka, poprvé objevena u bakteriofagt, kde se nazyva lyzogenie.
Virova DNA se kovalentné spoji s DNA chromozomu hostitelské builkky a dojde k jeji
integraci do tohoto chromozomu. Integrovana DNA se nazyva provirus. Replikuje se
soucasné¢ s DNA hostitelské bufiky pii jejim dé€leni, ale nedochazi k jeji expresi. Vlivem
induktortt mize byt virovy genom aktivovan a zah4ji se reprodukéni cyklus viru [92].

Bakteriofagy, jejichz infekce vede vzdy K lytickému cyklu, se oznacuji jako virulentni
fagy. Infekce temperovanymi fagy vede k lytickému cyklu jen v nékterych bakteriich, u
ostatnich se zahaji lyzogenni cyklus. DNA faga je pii ném integrovana do specifického mista
chromozomu hostitelské bakterie (lyzogenizace) a bakterie se tim stava lyzogenni.
Integrovany vektor faga (profag) se replikuje spolu s chromozomem pfi kazdém bunééném
déleni, ¢imz vznika lyzogenni klon. Po uvolnéni z chromozomu, ke kterému dochazi
spontanné u nékterych potomkd nebo jde uméle vyvolat UV zafenim nebo mitomycinem C,
vstoupi fag do lytického cyklu [92].

3.4 Bakteriofag A

Bakteriofag A je kolifag (infikuje bakterii Escherichia coli) z rodiny Siphoviridae, ktery patii
mezi temperované fagy. Jeho genom obsahuje asi 50 genti ulozenych v linearni dvoufetézcové
DNA o délce 48 502 bp. Jeho kapsida ma ikozahedralni tvar a praimér 50-60 nm. Molekula

DNA je zabalena v hlavié¢ce faga [92], obsahuje jednotetézcové komplementarni konce (C0S
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mista) [93] a diky nim je brzy po injikaci do hostitele pfevedena za pfitomnosti hostitelské
ligazy do kruznicové formy. V buiice muze vstoupit do lytické nebo lyzogenni drahy [92].

Integrace chromozomu bakteriofaga A probiha mistné¢ specifickou rekombinaci mezi
jeho kruznicovou DNA a kruznicovym chromozomem E. coli. Dochazi k ni ve specifickych
ptipojovacich mistech attP na A chromozomu a attB na bakteridlnim chromozomu a je
zprostiedkovana A integrazou, produktem genu int bakteriofaga A. V centralni oblasti
piipojovacich mist jsou stejné sekvence dlouhé 15 bp, zbytek sekvence je zcela odlisny. Tyto
struktury také usnadiiuji pozdé€jsi excizi faga, ktera probiha také mistné specifickou
rekombinaci [92].

V lyzogenni bakterii se nesmi exprimovat jednotlivé geny profaga, kodujici proteiny
lytického cyklu. Tyto geny jsou tak vypnuty jednoduchym obvodem represor-operator-
promotor. Gen cl bakteriofaga A koduje represor, coz je protein o velikost 27 kilodaltond
(kDa), ktery se ve form¢ dimeru vaze na dvé operatorové oblasti kontrolujici transkripci gend
tykajicich se lytického cyklu. Tyto operatorové oblasti se oznacuji Op (transkripce v levém
sméru) a Og (transkripce v pravém sméru) a piekryvaji se s promotorovou sekvenci, na kterou
se vaze RNA polymeraza. Tak nemtze byt zahajena transkripce lytickych gent faga [92].

Lyzogenni stav faga je pomérné stabilni, jeho geny jsou siln¢ reprimovany a ke
spontannimu piepnuti do lytického cyklu dochazi velmi ziidka (1 za 10° bunécénych déleni).
Tento pfechod miiZze byt indukovan ozafenim UV svétlem, coZ aktivuje proteazy hostitelské
bunky, které St€pi vazebné oblasti A-represoru. Proces vyc€lenéni je velmi pfesny, vznika
stejny chromozom faga jako pfed zaclenénim. Pro vyclenéni je nutna Cinnost integrazy a
excizazy (produkt genu Xis bakteriofaga). Pfi abnormalnim vy¢lenéni mize virus pfenaset ¢ast
bakterialni informace mezi bakteriemi [92].

Zda vstoupi fag A do lytického nebo lyzogenniho cyklu je dano rovnovaznym stavem
mezi A-represorem a Cro proteinem. Ten se také vaze na Op a Og, ale jeho navazani spousti
Iyticky cyklus [92].

Bakteriofag A se miZe pouzit jako vektor pro klonovani. Téchto vektori je cela fada a
1181 se pfitomnosti vhodnych restrikénich mist, velikosti inzertu a tim, pro jaké ucely ma byt
vloZena sekvence pouzita. Pro lyticky cyklus je mozné nahradit centralni tfetinu genomu faga
inzertem bez ovlivnéni jeho reprodukce. Pokud se ale vlozenim inzertu zvét$i genom na vice

nez 105 % nebo zmensi na 78 %, klesa zivotnost faga [93].
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4 MATERIALY A METODY

Tato Cast prace je vénovana materidlu a metodam pouzitym pro vypracovani

experimentalni ¢asti diplomové prace.

4.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly v ACS ¢istoté potizeny od firmy Sigma-Aldrich Chemical
Co. (USA), pokud neni uvedeno jinak. Indika¢ni Escherichia coli kmen GY 4015, produk¢éni
Escherichia coli kmen GY 5027 a bakteriofag A byli pofizeni z Ceské sbirky mikroorganismi
(CR). Slozeni Lysogeny broth (LB) média bylo nasledujici: 1% trypton (Duchefa Biochemie
B.V., Holandsko), 0,5% kvasni¢ni extrakt (Duchefa Biochemie B.V., Holandsko) a 0,5%
chlorid sodny. Slozeni LB agaru bylo nasledujici: 1% trypton (Duchefa Biochemie B.V.,
Holandsko), 0,5% kvasni¢ni extrakt (Duchefa Biochemie B.V., Holandsko), 0,5% chlorid
sodny a 1,5% bakteriologicky agar. SloZeni soft agaru bylo nasledujici: 0,5% Pepton, 0,3%
masovy extrakt a 0,5% bakteriologicky agar. SloZzeni SM média bylo nasledujici: 0,58%
chlorid sodny, 0,2% heptahydrat siranu hotecnatého a 0,6057% Trisma baze (Tris) upravena
pomoci kyseliny chlorovodikové na pH 7,5.

Smés pro amplifikaci ¢asti genu Xis bakteriofaga A byla ptipravena pomoci Taq PCR
Kit firmy New England Biolabs Inc. (MA, USA). Primery pro polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) bakteriofaga A byly syntetizovany firmou Sigma-Aldrich Chemical Co. (MO,
USA). Sekvence dopiedného primeru byla nasledujici: 5'-CCTGCTCTGCCGCTTCACGC-
3. Sekvence zpétného primeru byla nasledujici: 5-
TCCGGATAAAAACGTCGATGACATTTGC-3". Jako pozitivni kontrola pti amplifikaci
genu xis byla pouzita genomova DNA bakteriofaga A od firmy New England Biolabs Inc.
(MA, USA).

250 ml 50x Tris-acetat-kyselina ethylendiamintetraoctova (TAE) pufru obsahovalo
nasledujici: 60,5 g  Tris, 14,275 ml  kyseliny octové a 25 ml
500-10°M kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) pH 8. SloZeni nanéseciho pufru GLS

bylo nésledujici: 50% glycerol, 0,1% bromfenolova modf. Slozeni nanaSeciho pufru PLB-R
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bylo nasledujici: 20% glycerol, 0,1% bromfenolova modi, 50-10°M Tris-HCI, 2% SDS, 5%
merkaptoethanol.

Pro barveni polyakrylamidovych geli rychlym barvenim Coomassie modii byly
pouzity nasledujici roztoky: Roztok A: 0,05% Coomassie Briliant Blue R250 (CBR-250); 25%
isopropanol a 10% kyselina octova. Roztok B: 0,005% CBR-250; 10% isopropranol a 10%
kyselina octova. Roztok C: 0,002% CBR-250 a 10% kyselina octova. Roztok D: 10% kyselina
octova.

Pro barveni polyakrylamidovych geli stfibrem byly pouzity nasledujici roztoky:
Roztok B: 50% metanol. Roztok C: 0,02% thiosiran sodny. Roztok D: 0,2% dusi¢nan stiibrny a
0,02812% formaldehyd. Roztok E: 6% uhlicitan sodny; 0,0004% thiosiran sodny a 0,0185%
formaldehyd. Roztok F: 6,4% metanol a 1,14% kyselina octova.

4.2 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy BAS 31(Boeco, Némecko)

e Autoklav Tuttnauer 2540 el (Schoeller Instruments, s.r.0., CR)
e Tiepacka geld WT17 (Biometra, Némecko)

e Centrifuga 5417 R (Eppendorf, Némecko)

e Ultracentrifuga CS 150 NX (Hitachi, Japonsko)

e Combi-spin FVL-2400 (Lotyssko)

e Transilluminator MULTIBAND TFX-26.MC (Vilber Lourmat, Francie)
e Elektroforéza Powder Pac Basic (Bio-Rad, USA)

e MagNA Pure Compact (Roche, Némecko)

e Mastercycler® ep realplex 4 S (Eppendorf, Némecko)

e Multiscan EX (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA)

e Fluorimetr Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko)

4.3 Kultivace bakteriofaga A v tuhém médiu

Escherichia coli produkujici bakteriofaga A i Escherichia coli indikujici pfitomnost

bakteriofaga A byly ze zasobniho roztoku naockovany do 20 ml ¢istého LB média s 0,2%
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obsahem maltézy v Erlenmayerovych baikach. Kultivace probihala po dobu 24 hod pti 37 °C
a 600 rpm. Poté byla Escherichia coli produkujici bakteriofaga A naockovana 5 vpichy do 20
ml LB agaru na Petriho misce a kultivovana po dobu 24 hodin pii 37 °C, pficemz doslo
k vytvofeni viditelnych kultur v okoli vpichd. Produkéni E. coli byla poté usmrcena
chloroformem nasdknutou buni¢inou umisténou na vicku Petriho misky. Inkubace
s chloroformem probihala 30 minut. Poté bylo vicko vyménéno za nové.

Petriho miska byla pielita 3 ml soft agaru s1 ml bakterie Escherichia coli
indikujici pfitomnost bakteriofaga A. Inkubace poté probihala po dobu 12 hodin, kdy se jiz po
7 hodinach zacaly vytvaiet fagové plaky. Po 12 hodindch byly misky vyfoceny a spocitany
plaky.

4.4 Metoda rustovych krivek

Pro metodu ristovych kiivek bylo do mikrotitracni desticky naneseno 280 pl kultury
Escherichia coli natfedéné na absorbanci 0,1 AU; 10 pul zasobni fagové suspenze nebo Cistého
média v ptipad¢ kontrolniho vzorku a 10 pl sledované latky s potencidlni inhibi¢ni aktivitou
na rust mikroorganismu nebo viru nebo ¢istého média v piipadé kontrolniho vzorku. Celkovy
objem v jamkach mikrotitra¢ni desticky €inil 300 pl.

Meéfeni probihalo v ¢ase 0, dale pak vzdy v ptlhodinovych intervalech po dobu 24
hodin, pfi teploté¢ 37 °C a vlnové délce 620 nm na mikroskopickém analyzatoru Multiscan
EX. Kazdy vzorek byl méten ve 4 opakovanich. Dosazené hodnoty byly vyneseny do grafické

podoby ve formé rastovych kiivek.

4.5 Casova analyza kultivace bakteriofaga A v Escherichia
coli produkujici bakteriofaga A

Escherichia coli byla ze zasobniho roztoku nao¢kovana do 20 ml ¢istého LB média. Kultivace
probihala po dobu 24 hod pii 37 °C a 600 rpm. Thned a po 5, 10 a 24 hod naockovani bylo
odebrano 400 pl kultury a centrifugovano 10 minut pti 20 °C a 6000 rpm.

Ze supernatantu byla izolovdna DNA bakteriofaga A na automatickém izolatoru

nukleovych kyselin MagNA Pure Compact, kitem Nucleic Acid Isolation I, protokolem
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Plasma_NA, vychozi mnozstvi vzorku 400 pl, eluce do 100 pl. V pripad¢ izolace DNA
Escherichia coli byl pouzit protokol DNA Bacteria. Spektrofotometricky byla zméfena

koncentrace DNA a pro identifikaci byla provedena amplifikace ¢asti genu Xis bakteriofaga A.

4.6 Amplifikace ¢asti genu Xis a elektroforéza

Sm¢és pro PCR byla piipravena nasledovné: a) 1x Taq puft; b) 200-10°M dNTP; C) 0,2:10°M
forward primeru; d) 0,2:10°M reverse primeru; €) 0,625 U Taq polymerazy; f) 5 ul DNA.
Vsechny chemikélie byly pied pfidinim do reakéni smési protfepany a odstfedény, s
vyjimkou Taq polymerazy, ktera byla pouze odstiedéna.

Vytvofend reakéni smés byla promichana a vlozena do pfistroje, na kterém byl
nastaven nasledujici teplotni profil: pocateéni denaturace probihala po dobu 2 minut pii 95
°C, poté prob¢hlo 30 cykld s denaturaci po dobu 15 s pii 95 °C, hybridizaci po dobu 15 s pii
64 °C a polymeraci po dobu 45 s pti 72 °C. Zavérecna polymerace probihala po dobu 5 minut
pii 72 °C. PCR produkt byl nésledn¢ kratkodobé skladovan pfi teploté¢ 4 °C. Ziskany
amplikon mél délku 500 bp.

Na elektroforézu amplikonti Xis genu byl pouzit 2% agarézovy gel High melt/Medium
fragments s 1x TAE pufrem. Gel byl pfi pfipravé obarven Ethidium bromidem (5 pl/100 ml
gelu). 5 pl vzorku bylo smichano s 2 pl nanaSeciho pufru GLS a naneseno do jamky v gelu.

Elektroforéza probihala 60 min pii 100 V.

4.7 Kultivace bakteriofaga A v indikaé¢ni E. coli v tekutém
médiu

Escherichia coli indikujici bakteriofaga A byla naockovana do 20 ml &istého LB média.

Kultivace probihala po dobu 24 hodin pfi 37 °C a 600 rpm. 500 pl této kultury bylo smichano

$50 pl bakteriofaga A purifikovaného po kultivaci na Petriho miskach. Aby mohl byt

bakteriofag adsorbovan na povrch hostitelskych bunék, byly vzorky inkubovany 15 minut pfi

37 °C bez ttepani. Poté bylo ptfidano 20 ml LB média a kultivace probihala po dobu 7 hod pfi
37 °C a 600 rpm.
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4.8 Purifikace bakteriofaga A

Z kultivované kultury Escherichia coli (kmen GY 4015) s bakteriofaigem A na Petriho
miskach byla kultivacni klickou odebrana vrchni vrstva soft agaru obsahujici plaky do 3 ml
SM média a 0,5 ml chloroformu. Vzorky byly ponechany 1 hod pii 25 °C, aby doslo
k uvolnéni plaki do SM média. Nasledné byly centrifugovany po dobu 10 min p#i 6000 rpm a
4 °C pro usazeni soft agaru a po dobu 6 minut pii 20 °C a 7000 rpm pro usazeni E. coli. Pelet
obsahujici E. coli a dalsi necistoty byl odstranén a supernatant byl ultracentrifugovan 3 hod
pii 4 °C a 34000 rpm. Pelet byl resuspendovan ve fosfatovém pufru a ptes noc inkubovan pfti
4 °C. Nasledné byl vzorek separovan ultracentrifugaci na 30/60% sachar6zovém gradientu po

dobu 3 hod pfti 4 °C a 34000 rpm.

4.9 Elektroforéza fagovych proteini

Byl pouzit 12,5% SDS-PAGE gel. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit Experion
Pro260 Ladder. 10 pl vzorku bylo smichano s 5 pl nanaseciho pufru PLB-R a naneseno do
jamky gelu. 1 pl ZebfiCku byl smichan s 4 pl vody ACS Ccistoty a 2,5 pl nanaSeciho pufru
PLB-R a nanesen do jamky v gelu. Elektroforéza probihala 90 min pti 80 V.

Gel byl obarven rychlym barvenim coomassie modii a stfibrem. U rychlého barveni
coomassie modii je nejdiive gel v roztoku A zahtivan do varu na vysoky vykon v mikrovinné
troubé. Poté je vtomto roztoku tfepan 5 min pii 20 °C a 600 rpm. Gel je proplachnut
demineralizovanou vodou a zahiivan v roztoku B. Nasleduje proplachnuti a zahfivani
v roztoku C. Po ném se jiz gel neoplachuje, ale je umistén do odbarvovaciho roztoku D,
zahtivan a posléze tiepan 5 min pii 20 °C a 600 rpm. Toto odbarveni je mozné opakovat
podle potieby.

Stejny gel byl nasledné obarven stfibrem. Gel se inkuboval 10 min v roztoku B pfi
20 °C za soucasného tfepani na 600 rpm. Nasledné probihala inkubace 1 min v roztoku C a
proplachnuti gelu v demineralizované vodé po dobu 20 s. Gel se pak inkuboval v roztoku D
20 min pii 20 °C a 600 rpm a byl kratce proplachnut demineralizovanou vodou. Inkubace
v roztoku E probihala az do pozadovaného zbarveni, nacez byl gel ihned proplachnut

destilovanou vodou a inkuboval se ve fixovacim roztoku F.
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4.10 Enkapsulace doxorubicinu do bakteriofaga A

K 80 pl bakteriofaga A bylo ptidano 80 pl doxorubicinu o raznych koncentracich (200; 100;
50; 25; 12,5 a 0 pg/ml). Inkubace probihala 2 hod vtemnu pti 25 °C bez tfepani.
Doxorubicin, ktery nebyl enkapsulovan, byl néasledn¢ dialyzovan v kolonkach Amicon 3K
(MERCK-Millipore, MA, USA) po dobu 15 min pii 7000 rpm a 20 °C. Vzorek byl 2% promyt
vodou. Objem byl poté doplnén na ptivodni (160 pl).

Bylo zméfeno absorpéni spektrum bakteriofaga s enkapsulovanym doxorubicinem.
Meg¢ieny byly vinové délky 200-800 nm. Nasledné¢ bylo také zméfeno emisni spektrum
doxorubicinu s excita¢ni vlnovou délkou 480 nm a emisni 515-815 nm. Vzorky byly
separovany SDS-PAGE elektroforézou, gel byl néasledné vyfocen po excitaci UV svétlem pro
vizualizaci doxorubicinu a obarven coomassie blue barvenim pro vizualizaci proteint.

Byla provedena amplifikace genu xis za standardnich podminek z 2,5 pul bakteriofaga
L. Byla izolovina DNA bakteriofdga A na automatickém izolatoru nukleovych kyselin
MagNA Pure Compact, kitem Nucleic Acid Isolation I, protokolem Plasma_NA, vychozi
mnozstvi vzorku 100 pl, eluce do 50 ul. U izolované DNA bylo zméteno absorpcni spektrum
vlnovych délek 200-800, jeji koncentrace a emisni spektrum s excitaéni vinovou délkou 480
nm a emisni 515-815 nm.

Pro ovéfeni piitomnosti doxorubicinu v DNA byla provedena deprivatizace
fluoreskaminem. K 50 pul izolované DNA bylo piidano 30 ul derivatizaéniho cinidla
fluoreskaminu o koncentraci 1-10°M, které se vaze na priméarni —NH skupiny. Inkubace
probihala 5 minut a bylo zméfeno emisni spektrum s excita¢ni vlnovou délkou 390 nm a

emisni 420-850 nm.

4.11 Enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu

80 ul apoferritinu o koncentraci 20 pg/ml bylo smichano s 80 ul doxorubicinu o riznych
koncentracich (200; 100; 50; 25; 12,5 a 0 ug/ml). Po ptidani 1 ul 1M kyseliny chlorovodikové
doslo k rozvolnéni struktury apoferritinu vlivem pH niz§iho nez 3 a jeho ¢asti mohly byt po
protiepani smichany s molekulami doxorubicinu. Inkubace probihala 15 minut. Pro

enkapsulaci byl nasledn¢ pfidan 1 pul 1M hydroxidu sodného, ktery vytvofil neutralni pH.
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Diky tomu byly opét sestaveny podjednotky apoferritinu a do jeho dutiny byl uzavien
doxorubicin. Vzorky se nasledné inkubovaly 2 hod p#i 600 rpm a 25 °C. Doxorubicin, ktery
nebyl enkapsulovén, byl nasledné¢ dialyzovan v kolonkdch Amicon 3K po dobu 15 min pfi
7000 rpm a 20 °C. Vzorek byl 2x promyt vodou. Objem byl poté doplnén na piivodni (160
ul).

Bylo zméfeno absorp¢ni spektrum apoferritinu s enkapsulovanym doxorubicinem.
Méiteny byly vinové délky 200-800 nm. Nasledné bylo také zméfeno emisni spektrum
doxorubicinu s excitacni vlnovou délkou 480 nm a emisni 515-815 nm. Vzorky byly
separovany SDS-PAGE elektroforézou, gel byl nasledné vyfocen po excitaci UV svétlem pro

vizualizaci doxorubicinu a obarven coomassie blue barvenim pro vizualizaci proteint.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této ¢asti diplomové prace jsou uvedeny vysledky experimenti, pii kterych byla studovana
Casova zavislost ristu bakteriofiga A a nasledn¢ byl tento bakteriofdg purifikovan
Z hostitelské kultury bakterie Escherichia coli ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu.
Proteiny bakteriofaga byly poté zobrazeny po separaci gelovou elektroforézou. Do
purifikovaného viru bylo enkapsulovano lé¢ivo doxorubicin a jeho schopnosti enkapsulace

byly srovnany s proteinovym nanotransportérem na zakladé apoferritinu.

5.1 Kultivace bakteriofaga A v tuhém médiu

Bézné postupy kultivace bakteriofaga A spocivaji v kultivaci s bakterii Escherichia coli na
bakterialnim agaru obsahujicim Trypton a chlorid sodny. E. coli produkujici bakteriofaga A
(dale jako produkéni E. coli) je po 24hodinové kultivaci v tekutém médiu vpichy naockovana
do LB agaru na Petriho misce. Po dalSich 24 hodinach je pfelita agarem obsahujicim bakterii
Escherichia coli indikujici ptitomnost bakteriofaga A (dale jako indika¢ni E. coli) tvorbou

plakd. Ty vznikaji lyzou indikaéni E. coli [94].

5.1.1 Vliv pritomnosti maltozy v kultivacnim médiu na vznik fagovych plakii

Povrchové proteiny bakterie E. coli, které slouzi jako receptory zodpovédné za prichyceni
bakteriofaga A, slouZi burice jako pfenasSece maltdzy. Jejich syntéza je indukovana maltézou,
bakterie by tak mély byt kultivovany v médiu, které ji obsahuje. Naopak inhibovana je jejich
syntéza ptitomnosti sachar6zy v okoli bunky [93].

Nutnost kultivace v médiu s obsahem maltézy obou E. coli potiebnych pro namnozeni
bakteriofaga A a vytvofeni plakl byla ovéfena experimentem, kdy byly E. coli kultivovany
v médiu bez ptidavku maltdzy a s nim (0,2%).

Chyba! Nenalezen zdroj odkazu. ukazuje zavislost poctu vzniklych plakti na
piitomnosti maltézy v médiu obou typu E. coli. Je vidét, Ze pro tvorbu plakt je piitomnost
maltézy v médiu velmi dilezitd. Zadné plaky nebyly pozorovany, pokud se maltoza
nenachazela v médiu ani produk¢ni, ani indikacni E. coli (Obrazek 6A), ale ani v ptipad¢, ze

maltéza chybéla pouze v médiu produkéni E. coli, ale indikacni byla kultivovana s jejim
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pridavkem (Obrazek 6B). Maly pocet plakid (26) vznikl, pokud byla produkéni E. coli
kultivovana s ptidavkem maltdzy, ale indikaéni E. coli bez piidavku (Obrazek 6C). Nejlepsich
vysledki (692 vzniklych plaki) bylo dosazeno, pokud byly oba pouzité kmeny E. coli
kultivovany v médiu s ptidavkem maltozy (Obrazek 6D).

Z uvedenych vysledki je vidét, ze na tvorbu plakli mé maltéza velky vliv. Zejména je
nutné kultivovat v médiu s obsahem maltéozy produkéni E. coli, kterd je tak schopna
produkovat dostate¢ny pocet virionil bakteriofaga A. Pro ucinné uchyceni bakteriofdga na
indika¢ni E. coli, jeho pomnozeni v ni a vytvoreni plaki je nutna pfitomnost maltézy i pfi
kultivaci indika¢ni E. coli. Jsou tak vytvotfeny receptory, kvili kterym muze bakteriofag A

vstoupit do hostitelskych bunck.

Maltoza v
médiu
produkéni
E.coli

Maltoza v
médiu
indikacni
E.coli

Pocet plaka 0 0 26 692

Obrazek 6 Kultivace produkéni a indikaéni E. coli v médiu s piidavkem maltozy a bez néj

5.1.2 Vliv koncentrace maltozy v kultivaénim médiu na vznik fagovych plakii

Na zékladé wvysledki ptredchoziho experimentu byl nasledné testovan vliv riznych
koncentraci maltdzy v kultivacnim médiu na pocet vzniklych plakl bakteriofaga A v kultute
indika¢ni E. coli. Pti tomto experimentu byla produkéni E. coli kultivovana s pfidavkem 0,2%
maltozy a indika¢ni E. coli s pfidavkem 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5% maltozy. Byl proveden
vpichovy pokus a u jednotlivych misek byly spocitany vzniklé fagové plaky.

Obrazek 7 ukazuje zavislost poctu vzniklych plaki bakteriofaga A na koncentraci

maltézy v médiu. Je vidét, Ze se vzrustajici koncentraci maltézy roste pocet plakl. Tato
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zavislost je vSak patrna jen do koncentrace maltozy 0,2%. Pti vzriistajicich koncentracich
pocet vzniklych plaka klesa.

Z uvedenych vysledkl je ziejmé, Ze pro vytvoreni plaki bakteriofaga A je vhodné
kultivovat E. coli v médiu s 0,2% koncentraci maltdzy. Stejného trendu bylo dosazeno i
Vv ptipad¢ ruznych koncentraci maltézy v kultivacnim médiu produkéni E. coli. To potvrzuji i
bézné postupy kultivace bakteriofaga A [94]. P#i této koncentraci dochazi K uchyceni
bakteriofdga A na povrch hostitelské bakterie v nejvétsi mife a je tak pomnozeno nejvice
viriond, které je poté mozné déale vyuzit. Proto jsme pro vSechny nasledujici experimenty

kultivovali indikac¢ni i produkéni E. coli vzdy v médiu s obsahem 0,2% maltozy.
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Koncentrace maltézy v médiu (%)

Poéet vzniklych plak (-)

Obrazek 7 Zavislost po¢tu vzniklych plaki bakteriofaga A na koncentraci maltézy v médiu
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5.2 Casova zavislost riistu bakteriofaga A v tekutém médiu

Bakteriofag A je produkovan béhem kultivace produkéni E. coli v tekutém médiu. Po
naockovani produk¢ni E. coli do LB agaru na Petriho miskach je nutné misky né&jakou dobu
kultivovat do vytvofeni viditelné bakterialni kultury. Abychom ovéfili, jak dlouho je nutné
produk¢éni E. coli kultivovat, provedli jsme méfeni Casové zavislosti ristu bakteriofaga A

V tekutém médiu.

5.2.1 Rustové kiivky produkcni E. coli

Nejdiive byl metodou rustovych kiivek zméfen rast kultury produkéni E. coli. Tato metoda
probihala méfenim absorbance média obsahujiciho bakteridlni kulturu pifi vinové délce
620 nm vzdy po 30 minutach po dobu 24 hodin. Standardni postupy kultivuji bakterie a viry
nejvySe po dobu 24 hodin [94], proto jsme pii naSem experimentu také neprovadéli delsi
kultivaci.

Obrazek 8 ukazuje ristovou kiivku kultury produkéni E. coli v prubéhu 24 hodin.
V prubéhu ¢asu lze pozorovat zvysujici se absorbanci, coz ukazuje na zvySeni poétu E. coli
v médiu. Exponencialni faze rustu produkéni E. coli za danych podminek probiha prvnich
10 hodin, poté dojde k vyCerpani Zivin a nastava stacionarni faze ristu, kdy se pocet bunék E.
coli pfili§ neméni. Vlivem vzniku riznych toxickych produkti je v této fazi zhorSena

opakovatelnost méteni.

0,3 -

0,25 -
E)
£ 02 -
8
1
c 0,15 -
@©
2
2
2 0,1 -
<

0,05 -

0 n T T T T T T T T
0 6 o1 18 24
Cas (hod)

Obrazek 8 Riistova kiivka produkéni E. coli
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5.2.2 Analyza mnoZstvi viru v kultuie produkéni E. coli V casovych

intervalech

Ziskané vysledky naznacuji, Ze pro kultivaci bakteriofaga A v bakteridlnim agaru na Petriho
miskach pted jeho prelitim indikacni E. coli je dostatecny ¢as 10 hodin. Provedli jsme ale také
analyzu mnozstvi viru v kultufe v riznych casovych intervalech. Thned po naockovani média
kulturou produkéni E. coli a po 5, 10 a 24 hodinach kultivace jsme odebrali vzorek kultury a
pomoci automatického izolatoru nukleovych kyselin jsme izolovali DNA bakteriofaga A.

Bylo zméfeno absorp¢ni spektrum (Obrazek 9A) této bakteriofagové DNA a jeji
absorbance pfi vinové délce 260 nm byla vynesena do grafu (Obrazek 9B). Pii této vinové
délce se bézné méti koncentrace DNA v roztoku [94]. Koncentrace DNA, a tim i mnoZstvi
bakteriofaga v kultufe se v Case linearné zvysuje, pfi¢emz nejvyssi koncentrace bylo dosazeno
po 24 hod kultivace.

I ptesto, Ze se jiz po 10 hodinach kultivace nezvySuje pocet produkéni E. coli,
z uvedenych vysledki je patrné, ze mnozstvi bakteriofaga roste i po tomto ¢ase. Z tohoto
divodu jsme pii vSech naSich nésledujicich experimentech kultivovali bakteriofaga A v

produk¢ni E. coli na Petriho miskach pravé po dobu 24 hodin.
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Obrazek 9 Spektrofotometrické stanoveni DNA bakteriofaga L. A Absorpéni spektrum DNA. B

Absorbance pfi vinové délce 260 nm
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5.2.3 Amplifikace genu specifického pro genom bakteriofiga J.

Podminky izolace DNA na automatickém izolatoru nukleovych kyselin pfi zvoleném
protokolu by podle technickych specifikaci piistroje nemély byt dostate¢né pro izolaci
bakteridlni DNA kvili bakteridlni bunécné sténé, vzorky by tak mély odpovidat DNA
bakteriofaga A. Pro bliz§i ovéteni jsme u DNA jednotlivych vzork odebranych po urcitém
Case kultivace provedli amplifikaci genu xis, ktery se nachazi v genomu bakteriofaga A.

Obrazek 10 ukazuje vysledky amplifikace genu XiS po separaci na gelové
elektroforéze. Pii ni se nabité molekuly pohybuji v elektrickém poli, pfi¢emz rychlost jejich
pohybu je zavisla na velikosti naboje a velikosti molekuly. Gel pro tuto elektroforézu byl
vyroben z agar6zy, jelikoz jsme separovali DNA, coz je relativné velka molekula. Pro
separaci proteinii (viz dale) je vhodné pouzit polyakrylamidovy gel (PAGE). Jelikoz
sledovany amplikon mé velikost ptiblizné 500 bp, pouzili jsme 2% gel. Pro separaci velkych
molekul by se pouzil gel fidsi, pro separaci mensich tisekt DNA gel hustsi. Pro presnéjsi
uréeni velikosti fragment byl pouzit komeréné dostupny marker molekulové hmotnosti.
Jelikoz fragmenty jsou okem neviditelné, pouzilo se pro jejich oznaceni interkala¢ni barvivo
Ethidium bromid, které vykazuje fluorescenci po excitaci UV svétlem [95].

Vzorky byly stejné jako v pfedchozim experimentu, tedy odebrané po 0, 5, 10 a 24
hodinach kultivace. Jako pozitivni kontrola byla pouzita komeréné dostupnd DNA
bakteriofaga A. Tento gen byl také amplifikovan ve vzorku indika¢ni E. coli bez piidavku
bakteriofaga A, jejiZ DNA byla na automatickém izolatoru nukleovych kyselin izolovéana za
podminek slouzicich prave k izolaci bakteridlni DNA.

Intenzita fluorescence amplikond na gelu (Obrazek 10A) byla vynesena do grafu
(Obrazek 10B). Je vidét, ze mnozstvi amplifikovaného produktu roste linearné v zavislosti na
¢ase odbéru vzorku, pfi¢emz velikost amplikonu je stejna jako u kontrolni DNA (498 bp
[96]). V piipadé amplifikace v kontrolni kultuie E. coli je vidét, Ze Zadny produkt nevznikne.

To potvrzuje, Ze izolovana DNA je opravdu virového, nikoliv bakteridlniho ptivodu.
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Obrazek 10 Amplifikace genu xis ve vzorcich bakteriofaga A odebranych po 0 (fada 0), 5 (fada 5), 10
(fada 10) a 24 (fada 24) hodinach kultivace produkéni E. coli; v pozitivni kontrole (fada 1) a v indikaéni
E. coli bez piidavku bakteriofaga X (fada E.c). Srovnani s markerem molekulové hmotnosti (fada L). B)

Graf zavislosti intenzity fluorescence amplikont na dobé kultivace

5.2.4 Rustové kiivky indikacni E. coli S bakteriofigem A

Postup Kkultivace bakteriofaga A na Petriho miskach je relativné zdlouhavy. Je pii ném nutné
sterilizovat nejen zivné médium pro E. coli, ale i bakterialni agar. Ten je poté nutné
temperovat na potitebnou teplotu. Purifikace pak vyzaduje uvolnéni bakterii a virioni z agaru,
odstranéni E. coli, odstranéni dalSich necistot a separaci jednotlivych typu bakteriofaga. Touto
kultivaci je také ziskan relativné maly objem bakteriofaga z jedné Petriho misky, coz muize
byt problém pii dalSich experimentech [93]. Proto je n€kdy vhodné bakteriofaga kultivovat
s indikac¢ni E. coli v tekutém médiu.

To, Ze bakteriofag A je schopen se piichytit na povrchu bunék E. coli a infikovat je i
Vv tekutém médiu za stalého promichavani, jsme ovéfili metodou ristovych kiivek. Obrazek
11 ukazuje kulturu indikacni E. coli kultivovanou s bakteriofagem A ve srovnani s kulturou E.
coli bez bakteriofaga A. U kontrolniho vzorku obsahujiciho samotnou E. coli (fialova linie) je
mozné v pribéhu €asu pozorovat zvySujici se absorbanci, coz ukazuje na zvySeni poctu E.
coli v médiu. Exponencialni faze rustu indikacni E. coli probihd v prvnich 6 hodinach
kultivace, poté nastava stacionarni faze.

Nova generace bakteriofaga A se vytvoii po 5,5-6,5 hodinach od infikovani hostitelské
buriky E. coli. Z jednoho virionu se po lyze hostitelské bunky namnozi az 50 novych virionti
[79]. Ve vzorku E. coli kultivované s bakteriofagem A (zelena linie) je vidét exponencialni
faze rlstu bakterie stejné jako v piipad¢ kontrolni kultury bez pfidavku bakteriofaga. Po
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ptiblizné 6,5 hodinach vsak dochazi k poklesu absorbance, ktery je zpisoben lyzou indika¢ni

E. coli a uvolnénim dospélych viriond do okoli.
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Obrazek 11 Ristové kiivky indikaéni E. coli a indikaé¢ni E. coli s bakteriofagem A

Provedli jsme také analyzu mnoZstvi viru v této kultufe v riznych casovych
intervalech podobn& jako v piipadé produkéni E. coli. Casové intervaly se viak kvuli
vysledku rastovych ktivek lisily. Thned po naockovani média kulturou produkéni E. coli a po
3, 6,5 a 24 hodinach kultivace jsme odebrali vzorek kultury a pomoci automatického izolatoru
nukleovych kyselin jsme izolovali DNA bakteriofaga A. U vzorkd byl amplifikovan gen Xis,
nachazejici se v genomu bakteriofaga A (Obrazek 12A). Po separaci na gelové elektroforéze

byla intenzita fluorescence vyhodnocena a vynesena do grafu (Obrazek 12B).
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Obrazek 12 A) Amplifikace genu xis ve vzorcich bakteriofaga A odebranych po 0 (fada 0), 3 (fada 3), 6,5
(¥ada 6,5) a 24 (fada 24) hodinach kultivace v indika¢ni E. coli. Srovnani s markerem molekulové

hmotnosti (fada L). B) Graf zavislosti intenzity fluorescence amplikoni na dobé kultivace
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Z vysledkt je patrné, Ze mnozstvi bakteriofaga je 3 hodiny po zacatku kultivace nizsi
nez na jejim zafatku. To je pravdépodobné zpisobeno vstupem bakteriofaga A do
hostitelskych bun¢k, jejichz sténa neni za danych podminek zlyzovana. Nejvyssi mnozstvi
bakteriofaga se objevuje po 6,5 hodinach, coz odpovida dostupné literatuie [94]. Po 24
hodinach je mnozstvi bakteriofaga A mensi, pravdépodobné je opét ¢astecné v hostitelskych
bunkach. Pfi kultivaci bakteriofaga A v indikac¢ni E. coli je tak vhodnym ¢asem 6,5 hodiny. Pfi
kultivaci na Petriho miskach a tvorbé plakt je vsak v literatuie doporuceny ¢as dvojnasobny,

¢ili 12-16 hodin [94].

5.3 Analyza proteini virové kapsidy

Ptedchozi experimenty slouzili k ovéfeni zptsobu, jakym je mozné kultivovat bakteriofaga A.
Byla v nich ziskana jeho DNA, jeho proteiny ale byly béhem postupu degradovany. Pokud
bychom chtéli pouzit kapsidu bakteriofaga A jako nanotransportér 1é€iv, je nutné ziskat celého
neporuSené¢ho bakteriofaga, o¢isténého od zbytku E. coli a dalSich necistot. Toto ptecisténi
vétsinou zahrnuje centrifugaci média obsahujiciho E. coli a bakteriofaga A, pii které se usadi
E. coli ke dnu zkumavky, ale bakteriofag zlstane v supernatantu. Ten je posléze
ultracentrifugovan pro usazeni bakteriofaga A na dné zkumavky, kde je resuspendovan
vV malém objemu fosfatového pufru a inkubovan ptes noc pii 4 °C. Poté se mohou jednotlivé
typy fagové kapsidy a dalsi proteiny separovat na sacharézovém gradientu [97].

V kazdém kroku této purifikace a z kazdé frakce gradientu jsme odebrali vzorek, u
kterého jsme nasledné analyzovali proteiny v ném obsazené pomoci gelové elektroforézy a
také jsme amplifikaci genu xis sledovali, zda tyto proteiny opravdu patii kapsidé
bakteriofaga A.

Proteiny jsme analyzovali na polyakrylamidovém gelu, jehoz linedrni molekuly
vznikaji kopolymeraci akrylamidu a N,N’-metylenbisakrylamidu za ptitomnosti katalyzatord
peroxydisiranu amonného (APS) a N,N,N’,N’-tetrametyletylendiaminu (TEMED). Aby
proteiny Vv elektrickém poli migrovaly, pouziva se dodecylsiran sodny (SDS), ktery se na né
navaze a udé€li jim vysoky zaporny naboj, ktery je pfimo imérny jejich hmotnosti (vaze se
v poméru 1,4 g SDS na 1 g proteinu). Diky zapornému naboji migruji proteiny K anodé a
separuji se v gelu na principu molekularniho sita podle hmotnosti (udéleného naboje). [95].
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Jelikoz proteiny jsou (stejn¢ jako DNA) na gelu pouhym okem neviditelné, je nutné je
obarvit. Je mozné pouzit barveni coomassic modii nebo stiibrem. Coomassic modi je
aniontové barvivo, které se na proteiny vaze nespecificky v roztoku metanolu a kyseliny
octové. Ta fixuje proteiny v gelu. Barvivo obarvi i gel, je proto nutné tyto molekuly
nenavazané na proteiny odstranit inkubaci ve stejném roztoku bez ptidavku coomassie modie
[95].

Obrazek 13 ukazuje vysledky analyzy proteintt jednotlivych vzorkih PAGE
elektroforézou po obarveni gelu coomassie modii. Je vidét, ze ve vzorku, ve kterém bylo
pouze odebrano kultivatni médium obsahujici E. coli i bakteriofaga A bez jakékoliv
purifikace (fada 1) se nachazi velké mnozstvi proteintl, pievazné bakterialniho ptivodu. Timto
postupem by tak nebylo mozné ziskat fagovou kapsidu pro jeji vyuziti jako nanotransportéru.
Kvuli nizké citlivosti barveni coomassie modii jsou V ostatnich vzorcich (fady 2-8) vidét

pouze 2 proteiny, které ale prozatim nelze identifikovat.
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Obrazek 13 Analyza proteint bakteriofiga A gelovou elektroforézou, gel obarveny coomassie modii. L
Marker molekulové hmotnosti. VVzorek 1 Pf¥imo odebrané médium E. coli kultivované s bakteriofagem A.
Vzorek 2 Supernatant po centrifugaci vzorku 1. Vzorek 3 Pelet vznikly ultracentrifugaci vzorku 2 a

resuspendovany ve fosfatovém pufru. 4 Prvni frakce sacharézového gradientu po ultracentrifugaci vzorku
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3. 5 Druha frakce sachar6zového gradientu (20% sacharéza). 6 Treti frakce sacharé6zového gradientu
(30% sacharéza). 7 Ctvrta frakce sacharézového gradientu (40% sacharéza). 8 Pata frakce sacharézového

gradientu (60% sacharoza).

Jelikoz po obarveni coomassie modii bylo kvili jeho malé citlivosti mozné vidét
pouze 2 proteiny na gelu, obarvili jsme proteiny i stfibrem. Barveni stfibrem je vice senzitivni
nez barveni coomassie modfi. Pfi ném se proteiny nejdiive zafixuji v gelu fixaénim roztokem
obsahujicim isopropanol a kyselinu octovou a nasledné se dusi¢nan stiibrny navaze na
proteiny v gelu. K samotnému barveni dochazi redukci tohoto stiibra vlivem thiosiranu a
uhli¢itanu sodného a po dostatetné dobé pusobeni je proces barveni zastaven Kyselinou
octovou. Doba redukce se vétsinou voli tak, aby byly vidét proteiny zajmu i v malych
koncentracich, ale zaroven aby nedoslo ke splynuti bandii proteinti, které se v gelu nachazeji

ve velké koncentraci [95].
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Obrazek 14 Analyza proteint bakteriofaga A gelovou elektroforézou, gel obarveny stiibrem. L Marker
molekulové hmotnosti. VVzorek 1 PFimo odebrané médium E. coli kultivované s bakteriofagem A. VVzorek 2
Supernatant po centrifugaci vzorku 1. Vzorek 3 Pelet vznikly ultracentrifugaci vzorku 2 a
resuspendovany ve fosfatovém pufru. 4 Prvni frakce sacharézového gradientu po ultracentrifugaci vzorku

3. 5 Druha frakce sacharézového gradientu (20% sacharéza). 6 Treti frakce sacharé6zového gradientu
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(30% sacharéza). 7 Ctvrta frakce sacharézového gradientu (40% sacharéza). 8 Pata frakce sacharézového

gradientu (60% sacharéza).

Obrazek 14 ukazuje vysledky po obarveni gelu stiibrem za standardnich podminek. Je
vidét, ze diky vétsi citlivosti barveni stfibrem splyvaji proteiny E. coli (fada 1). V ostatnich
vzorcich (fada 2-8) se zacina objevovat vice proteint, které jsou nejvic patrné v fad¢ 3, ale
barveni je stale malo citlivé na ptfesnéjsi urceni téchto proteini. Neni ani mozné zjistit, jaké
typy fagové kapsidy se nachazeji ve které frakci sacharozového gradientu, jelikoz vysledky
jsou u vsech vzorki (fady 4-8) stejné.

Pro zvyseni citlivosti jsme gel nechali barvit stiibrem po delsi dobu k obarveni i téch
proteind, jejichz koncentrace je velice nizka. Obrazek 15 ukazuje vysledky tohoto barveni.
Kvili delsi dobé barveni velice splyvaji vzorky, ve kterych je mnoho proteini o vysokych
koncentracich (marker molekulové hmotnosti a tada 1, obsahujici proteiny E. coli).
Supernatant po centrifugaci E. coli obsahuje mnoho proteint (fada 2), coz je vice patrné po
zakoncentrovani vzorku ultracentrifugaci. Ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu byly
ziskany rozdilné proteiny v jednotlivych frakcich. Je také vidét, ze pfitomnost sachardzy ve
vzorku ovliviluje elektroforetickou separaci, kdy se zvySujici se koncentraci sachardzy
(vzorky 4-8) jsou ziskané bandy proteind uZzsi.

Pramér hlavicky bakteriofaga A je dle literatury 60 nm, pramér jednotlivych kapsomer
5,6 nm a vzdalenost mezi sttedy kapsomer je 7,4 nm. V kazdé kapsomefe se nachazeji 3
kapsidové proteiny. Protein E je hlavni protein kapsidy bakteriofaga A, jehoz velikost je
38 188 Da. Tento protein tvoii hexamery, které jsou zdkladem ikozahedralni struktury
kapsidy bakteriofaga A. Tvoii také pentamery nachazejici se na vrcholech ikozahedronu [98].
Protein C je minoritni protein kapsidy bakteriofaga A, jehoz velikost je 45 940 Da. Pomaha
utvaret strukturu kapsidy [99]. Kazda kapsida bakteriofaga A pravdépodobné obsahuje 420
kopii proteini E a D [100]. Protein D, jehoz velikost je 11 572 Da, stabilizuje strukturu
kapsidy pfi uzavirani DNA. V mfiZce kapsidy se nachdzi ve form& hexamerli a pentamert.
Pro polymeraci proteinu E a vytvofeni struktury kapsidy slouzi protein Nu3 o 20 811 Da, ale
je v pribéhu tvorby kapsidy degradovan, takze se u dospélého faga neobjevuje [101]. Protein
W zabrafnuje uvolnéni DNA z hlavicky a jeho velikost je 7 613 Da. Pro pfipojeni ocasku
bakteriofaga pak slouzi protein FII, jehoz velikost je 12 761 Da [102]. Na mist¢, kde se
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pfipojuje ocasek a odkud se injikuje DNA do hostitelské buiiky, se nachazi vrchol faga, ktery
je tvofen proteinem B 0 velikosti 59 465 Da. Ocasek obsahuje 32 krouzku, pii¢emz kazdy
Znich se sklada z 6 podjednotek majoritniho proteinu ocasku V o velikosti 31 kDa.
Minoritnimi proteiny ocasku jsou pak protein J o velikosti 135 kDa a protein H o velikosti
80 kDa [103].

Tyto proteiny se nejvice nachazeji ve tieti frakci sachar6zového gradientu (fada 6),
predpokladame tedy, ze kapsidy bakteriofaga A se po ultracentrifugaci v sacharézovém
gradientu nachdzeji praveé v této frakci. Ostatni frakce obsahuji proteint bud’ piili§ malo (tfada
4 a 7) nebo naopak obsahuji neCistoty (fada 5). Tteti frakce sachardzového gradientu tak

mohla byt pouzita pro piipravu nanotransportéru 1é¢iv zalozeného na kapsidé bakteriofaga A.

c a® 24 &
kDa ﬁ?lg__z 3“4 SH o8 7

8
e e ey e
:

260 ' k
E Protein ) (135 kDa

150 I | |
100 " R<

v ’ Protein H (80 kDa)
75 '
50 b

(B e

37 - Protein E (37 kDa)
- - : Protein V (31 kDa)
20
10 " Protein D (11 kDa)

Obrazek 15 Analyza proteinii bakteriofaga A gelovou elektroforézou, gel obarveny stiibrem s delsi dobou
expozice. L Marker molekulové hmotnosti. Vzorek 1 P¥imo odebrané médium E. coli kultivované
s bakteriofagem A. VVzorek 2 Supernatant po centrifugaci vzorku 1. Vzorek 3 Pelet vznikly
ultracentrifugaci vzorku 2 a resuspendovany ve fosfatovém pufru. 4 Prvni frakce sacharézového
gradientu po ultracentrifugaci vzorku 3. 5 Druha frakce sacharézového gradientu (20% sacharoza). 6
Tieti frakce sacharé6zového gradientu (30% sacharéza). 7 Ctvrta frakce sacharézového gradientu (40%

sacharoza). 8 Pata frakce sacharozového gradientu (60% sacharéza).
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Pro ovéfeni, ze proteiny opravdu patii bakteriofagovi A, jsme u vSech vzorkl provedli
amplifikaci genu xis. Obrazek 16 ukazuje vysledky této amplifikace. Je vidét, ze u vzorku, ve
kterém se nachazi proteiny E. coli, k amplifikaci v disledku téchto necistot nedoslo a je pouze
vidét genomova DNA E. coli (fada 1). U poslednich 2 frakci sachar6zového gradientu také
témef k amplifikaci nedoslo, to muze byt zplGsobeno jinym typem kapsidy (urcity podil
vzniklych kapsid je prazdny, neobsahuje tedy DNA [97]), coZ by potvrzovaly i vysledky
PAGE elektroforézy. Nejvice fagové DNA obsahuje vzorek po ultracentrifugaci (fada 3),
vysledky PAGE elektroforézy ale ukazuji, Ze tento vzorek obsahuje i proteiny neodpovidajici
bakteriofagovi A. Tieti frakce (fada 6), kterd se na zakladé obsaZenych proteina jevi jako
nejslibnéjs$i pro nasledné aplikace, obsahuje DNA bakteriofaga A. V dalSich experimentech

tak byla pouzita pravé treti frakce sachar6zového gradientu.
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Obrazek 16 Amplifikace genu xis pro ovéreni piitomnosti bakteriofaga A. L Marker molekulové
hmotnosti. Vzorek 1 P¥imo odebrané médium E. coli kultivované s bakteriofagem A. Vzorek 2
Supernatant po centrifugaci vzorku 1. Vzorek 3 Pelet vznikly ultracentrifugaci vzorku 2 a
resuspendovany ve fosfatovém pufru. 4 Prvni frakce sacharéozového gradientu po ultracentrifugaci vzorku
3. 5 Druha frakce sacharézového gradientu (20% sacharoéza). 6 Treti frakce sacharézového gradientu
(30% sacharéza). 7 Ctvrta frakce sacharézového gradientu (40% sacharoéza). 8 Pata frakce sacharézového

gradientu (60% sacharodza).
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5.3.1 Srovnani kultivace v tekutém a tuhém médiu

Nasledné bylo srovnano mnozstvi bakteriofaga A, kterého je mozné ziskat kultivaci v tekutém
médiu a na Petriho miskach. Pro tento experiment byl bakteriofag kultivovan standardné na
Petriho miskach vpichy produkéni E. coli, naslednou kultivaci, prelitim indika¢ni E. coli a
kultivaci pro vytvoreni plakd. Plaky bylo poté odebrany do média, centrifugaci byla
odstranéna E. coli a ultracentrifugaci byl ziskan bakteriofag A. Takto ziskanym bakteriofagem
je mozné dale infikovat kultury E. coli, napiiklad v tekutém médiu. Tento postup byl zvolen
na zaklad¢é dostupné literatury [94]. Dal§im vzorkem tak byl bakteriofag A ziskany z tekutého
média s kulturou indika¢ni E. coli, ktera byla infikovana bakteriofagem ziskanym purifikaci
z Petriho misek.

Obrazek 17 ukazuje srovnani téchto kultivaci. Je ziejmé, ze ackoliv z tekutého média
(fada T) je mozné ziskat snadné&ji velky objem bakteriofaga A, jeho koncentrace je vyznamné
mensi nez V pripad¢ kultivace na bakteridlnim agaru v Petriho miskach (fada P). Také je pro
infikovani indika¢ni E. coli vtekutém médiu nutna nejdiive kultivace a purifikace
bakteriofaga A v tuhém médiu na Petriho miskach. Postup kultivace v tekutém médiu se tedy
jako rychlejsi jevi pouze zdanlivé. Proto byl pti dalSich experimentech bakteriofag A vzdy
kultivovan na Petriho miskach a purifikovan pfimo z jednotlivych plak.

= fny

kDa /

'L/ L
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Obriazek 17 Srovnani kultivace v tekutém (T) a tuhém médiu na Petriho miskach (P)
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5.4 Enkapsulace 1éCiva do bakteriofaga A

Bakteriofag lambda je vhodny vektor pro dopravu 1éCiv kvuali velké fyzikalni stabilité,
kompatibilit¢ s rychlymi a levnymi produkénimi a purifikatnimi metodami, snadnymi
postupy genetické modifikace a tomu, ze je po vstupu do sav¢ich bun¢k neskodny [79]. Jako
1é¢ivo byl pro dalSi experimenty pouzit doxorubicin (DOX). Jde o antracyklinové
antibiotikum, které¢ inhibuje syntézu nukleovych kyselin a pouziva se proto pfi 1écbé riiznych
malignich tumort [104]. Toto 1é¢ivo ma fluorescenéni vlastnosti, s excitatnim maximem pii
480 nm a emisnim maximem a emisnim maximem pii 605 nm. Diky témto vlastnostem je
mozné DOX jednoduse vizualizovat a tim ovéfit jeho pfitomnost v nanotransportéru [105].
Pro testovani jeho enkapsulace do nanotransportér je toto 1é€ivo vhodné i proto, ze pii 1€cbé
ma mnoho zavaznych vedlejSich ucinkd, z nichz nejvyznamnéjsi je jeho vysoka kardiotoxicita
[106]. Tyto ucinky mohou byt snizeny pravé enkapsulaci do nanotransportért, které primarné

vstupuji do okoli nadort kvili EPR efektu [16].

5.4.1 Vliv koncentrace doxorubicinu na enkapsulaci do bakteriofiga /.

Pro enkapsulaci doxorubicinu do bakteriofdga A byla pouzita metoda odvozend z ¢lanku
[107], tedy infuzni metoda enkapsulace. Neni pii ni nutna zadna povrchova modifikace
proteint bakteriofaga, ktera muze zpasobit zménu jeho vlastnosti. Princip této metody spoc¢iva
v tom, Ze 1éCivo je schopno vstoupit do dutiny kapsidy pory v jeji struktufe a navazat se na
nukleovou kyselinu viru. Je proto nutné pouzit kladné nabité molekuly, které se mohou
elektrostatickou interakci navazat na zaporné nabitou fosfatovou kostru nukleové kyseliny
[107] nebo latky, které interkaluji do DNA, jako je naptiklad pravé doxorubicin [104].

Pro ovéfeni, zda bakteriofag A je schopen této enkapsulace byl proveden experiment,
kdy byl bakteriofdag o koncentraci 20 pg/ml smichan s doxorubicinem o riznych
koncentracich (0; 12,5; 25; 50; 100 a 200 pg/ml) a inkubovan po dobu 2 hod v temnu kviili
zhaseni doxorubicinu. Bakteriofag byl poté dialyzovan a promyt od piebyte¢ného
doxorubicinu. Nasledné¢ byly charakterizovany optické vlastnosti bakteriofaga A
s enkapsulovanym doxorubicinem.

Obrazek 18 ukazuje naméfené absorpéni spektrum bakteriofaga A se vzrlstajicimi

koncentracemi enkapsulovaného doxorubicinu. Absorpéni spektrum bylo méfeno v rozsahu
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vinovych délek 230-800 nm. V kontrolnim vzorku bakteriofdga A bez ptidavku doxorubicinu
(oranzova linie) jsou vidét pouze absorpéni maxima pii 260 a 280 nm, odpovidajici DNA

bakteriofaga a proteinim jeho kapsidy.
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Vinova délka (nm)

Obrazek 18 Absorpéni spektrum riznych koncentraci doxorubicinu enkapsulovaného v bakterofagovi

Se wvzrlstajici koncentraci doxorubicinu se vyrazné projevuje nové absorpni
maximum pii 480 nm, coz odpovida absorpénimu maximu doxorubicinu. Po vyneseni
absorbance do grafu (Obrazek 19) je vidét piiblizné linearni rast (s koeficientem determinace

R?0,8013) v zavislosti na koncentraci aplikovaného doxorubicinu.

0,25 -
y =0,0235x + 0,0354
R?=0,8013

0,1

Absorbance,g, (AU)

0,05
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Obrazek 19 Zavislost absorbance p¥i vinové délce 480 nm na koncentraci aplikovaného doxorubicinu
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Obrazek 20 ukazuje naméfené emisni spektrum doxorubicinu enkapsulovaného
V bakteriofagovi A. Doxorubicin byl excitovan na zaklad¢ svého absorpéniho maxima svétlem
o vlnové délce 480 nm. Emisni spektrum bylo naméieno V rozsahu vinovych délek 515-815
nm. Je vidét, Zze kontrolni vzorek bakteriofdga bez pridavku doxorubicinu (oranzova linie)
nevykazuje fluorescenci za danych podminek. U ptidavku nejnizsi koncentrace doxorubicinu
(tyrkysova line) neni fluorescence prikazna, ale se zvySujici se koncentraci doxorubicinu

dochazi k vyraznému zvySovani fluorescence.
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Obrazek 20 Fluorescenéni spektrum riznych koncentraci doxorubicinu enkapsulovaného v bakterofagovi

Zavislost fluorescence v emisnim maximu doxorubicinu (605 nm) na jeho aplikované
koncentraci byla vynesena do grafu (Obrazek 21). Znéj je jasné patrné, ze fluorescence
doxorubicinu roste sjeho vzristajici aplikovanou koncentraci linearné (s koeficientem
determinace R? 0,8855). M&feni mé&lo také velmi dobrou opakovatelnost, jak je vidét ze

ziskanych chybovych tsecek.

59



25000 -

y = 3939,4x - 6252
2 _

20000 1 R?=0,8855
3
s
g 15000 -
]
c
g
2 10000 -
]
3
L

5000 -

0 EE— | T !

0 12,5 25 50 100 200
Koncentrace aplikovaného doxorubicinu (ug/mil)

Obrazek 21 Zavislost fluorescence pri vinové délce 605 nm na koncentraci aplikovaného doxorubicinu

Vzorky byly nasledné separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Po separaci byl
gel vyfocen po excitaci UV svétlem (Obrazek 22A). Proteiny bakteriofaga byly nasledné
obarveny coomassie blue barvenim (Obrazek 22B). Z fluorescenéniho méteni je opét vidét
vzristajici fluorescence se vzristajici aplikovanou koncentraci doxorubicinu, coz odpovida
vysledkiim ziskanym V pfedchozi ¢éasti experimentu. Nelze zjistit, na které proteiny je
doxorubicin navazan, jelikoz po redukci proteini merkaptoetanolem putoval v gelu
samostatné. Po obarveni SDS-PAGE gelu jsou vidét ve vSech fadach proteiny odpovidajici

bakteriofagovi A. Nedoslo tak k jeho odstranéni béhem procesu enkapsulace.

B
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1=l TS
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0 12,5 25 50 100 200

Obriazek 22 SDS-PAGE gel bakteriofaga s enkapsulovanym doxorubicinem. A) Fluorescence po excitaci

svétlem o vinové délce 312 nm. B) Proteiny bakteriofaga A obarvené coomassie blue
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Pro dalsi ovéfeni pfitomnosti bakteriofaga A pak slouzila amplifikace genu xis
s naslednou analyzou amplikont agar6zovou elektroforézou. Obrazek 23 ukazuje amplikony
po obarveni ethidium bromidem. U vzorku saplikovanou koncentraci doxorubicinu
100 pg/ml je fluorescence amplikonu velmi nizka, u vzorku s aplikovanou koncentraci
doxorubicinu 200 pg/ml nedoslo k vytvofeni amplikonu viibec.

Tyto vysledky by ukazovaly na to, Ze u vzorku s velkymi aplikovanymi koncentracemi
doxorubicinu se bakteriofag A nachazi ve velmi malych koncentracich nebo vtbec. Pti
srovnani s vysledky SDS-PAGE elektroforézy je ale vidét, ze se ve vzorcich nachdzeji

proteiny bakteriofaga A.

bp 0 12,5 25 50 100 200

1000 g

500

Obrazek 23 Amplifikace genu xis v bakteriofagovi A s enkapsulovanym doxorubicinem o koncentracich 0;
12,5; 25; 50; 100 a 200 pg/ml)

Kvuli rozportim Vv identifikaci bakteriofaga A jeho proteiny a amplifikaci genu xis byl
nasledn¢ testovan vliv samotného doxorubicinu na amplifikaci genu Xis. Pro tento experiment
byl amplifikovan gen Xis v komeréné dostupné DNA bakteriofaga A. Do PCR smési pak byl
pfidavan doxorubicin v riiznych koncentracich. Amplikony byly analyzované agarézovou
elektroforézou (Obrazek 24). Je vidét, ze velké koncentrace doxorubicinu inhibuji PCR reakci
a nevytvaii se tak Zadny amplikon. Nevytvofeni amplikonu v pfipadé¢ bakteriofdga A
v pfedchozim experimentu je tak pravdépodobné zpisobeno velkou koncentraci doxorubicinu
ve smési, ne nepiitomnosti bakteriofaga A ve vzorku.

Ze ziskanych vysledkli je mozné fici, ze bakteriofdg A je schopen enkapsulovat
cytostatické 1é¢ivo doxorubicin, pficemz se vzrustajici aplikovanou koncentraci doxorubicinu

je jej vice enkapsulovano do tohoto nanotransportéru.
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Obrazek 24 Amplifikace genu xis v komeréné dostupné DNA bakteriofaga ) po pridavku 0,001; 0,01;
0,05; 0,1; 1; 10; 100 a 1000 ng doxorubicinu do 25 pl PCR smési

5.4.2 Fluorescence doxorubicinu v izelované DNA bakteriofiga A

V ptfedchozich experimentech byla potvrzena schopnost bakteriofiga A enkapsulovat
doxorubicin do své struktury. Nebylo z nich ale mozné urcit, zda jsou vSechny molekuly
doxorubicinu interkalovany do DNA nebo jsou navdzany na proteiny fagové kapsidy.
Ztohoto divodu byla vnasledujicim experimentu ze vzorkd bakteriofaga A
s enkapsulovanym doxorubicinem pomoci automatického izoldtoru nukleovych kyselin
izolovana fagovd DNA a byla zmétena fluorescence doxorubicinu v ni.

Koncentrace izolované DNA byla 46+4 pug/ml. U této DNA byly zméteny jeji optické
vlastnosti, tedy absorpéni spektrum V rozsahu vinovych délek 230-800 nm (Obrazek 25A) a
emisni spektrum S excita¢ni vinovou délkou 480 nm a emisnimi vlnovymi délkami v rozsahu
515-815 nm (Obrazek 25B). Je vidét pouze jedno absorpéni maximum pii vinové délce
260 nm, které odpovida DNA bakteriofaga L. Absorpéni maximum doxorubicinu pii 480 nm
se ve spektru neobjevuje. Také vzorky za danych podminek nevykazuji fluorescenci.

Tyto vysledky poukazuji na to, Ze béhem enkapsulace nedochazi k interkalaci
doxorubicinu do DNA, ale je vazan spiSe na fagové proteiny. Vzhledem k dostupné literatuie
([107]) byl ale proveden experiment, zda nezhasi elu¢ni roztok automatického izolatoru
nukleovych kyselin fluorescenci doxorubicinu. Stejné podminky, které se pouzivaji pro

izolaci DNA bakteriofaga A, byly pouzity v nasledujicim experimentu s ACS vodou. Do
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eluéniho roztoku byl poté pfidan doxorubicin o koncentraci 200 pg/ml. Jako kontrola slouzil

doxorubicin o stejné koncentraci ve vode¢.
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Obrazek 25 Absorpéni (A) a emisni (B) spektrum izolované DNA bakteriofaga A s enkapsulovanym

doxorubicinem

Obrazek 26 ukazuje zméfené emisni spektrum pii excitacni vinové délce 480 nm a

emisni 515-815 nm. Je vidét, ze elucni roztok vyrazné¢ (10,7%) zhasi fluorescenci

doxorubicinu. To je pravdépodobné divod, pro¢ nelze pozorovat fluorescenci v DNA

izolované z bakteriofaga A s enkapsulovanym doxorubicinem.
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Obrazek 26 Emisni spektrum doxorubicinu ve vodé a v elu¢nim roztoku automatického analyzatoru

nukleovych kyselin pri excita¢ni vinové délce 480 nm

Pro vizualizaci doxorubicinu interkalovaného v DNA bakteriofdga A bylo proto

pouzito derivatizacni ¢inidlo fluoreskamin. Toto ¢inidlo se vaze na primarni —NH; skupiny,

které doxorubicin obsahuje. Vyhodou tohoto ¢inidla je velmi rychla reakéni kinetika a

degradace ve vodném prosttedi, diky které bez ptitomnosti —NH, skupin ve svém okoli
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fluoreskamin nevykazuje fluorescenci [108]. Pro excitaci bylo pouZzito absorpéni maximum

fluoreskaminu 390 nm a spektrum bylo méfeno v rozsahu vinovych délek 425-850 nm.

Obrazek 27 ukazuje emisni spektrum fluoreskaminu po navazani na DNA bakteriofaga

A s enkapsulovanym doxorubicinem. Je vidét, Ze se vzrustajici koncentraci doxorubicinu roste

fluorescence fluoreskaminu.
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Obrazek 27 Emisni spektrum fluoreskaminu navazaného na doxorubicin interkalovany do DNA

bakteriofaga A

Fluorescenci v emisnim maximu fluoreskaminu (475 nm) v zavislosti na koncentraci

aplikované¢ho doxorubicinu byla vynesena do grafu (Obrazek 28). Je vidét, ze fluorescence

roste v zavislosti na doxorubicinu linearné (s koeficientem determinace R? 0,9574).

To prokazuje, Ze doxorubicin je interkalovany v DNA bakteriofaga A. Jeho

koncentrace je ale velmi nizka, neni tedy mozné jej detekovat jeho fluorescenci, ale je nutné

pouzit derivatiza¢ni Cinidlo. Vzhledem k rozdilim fluorescence doxorubicinu v celém

bakteriofagovi A a v jeho DNA je velmi pravdépodobné, Ze doxorubicin se pii enkapsulaci

vaze i na proteiny kapsidy bakteriofaga A podobné jako naptiklad v ptipadé rotaviru [109].
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Obrazek 28 Zavislost fluorescence fluoreskaminu na koncentraci aplikovaného doxorubicinu

5.4.3 Vliv délky inkubace bakteriofaga J. s doxorubicinem na enkapsulaci

Doba inkubace viru s 1é¢ivem pro jeho Gspésnou enkapsulaci se 1isi v zavislosti na pouZzitém
viru. V piipadé pouziti CPMV viru je dostate¢na doba pro enkapsulaci 2 hod [107], v ptipadé
RCNMYV viru je nutna inkubace s 1é¢ivem pies noc [110].

V nésledujicim experimentu byl sledovan vliv délky inkubace bakteriofaga A
s doxorubicinem na jeho enkapsulaci. Byl pouzit bakteriofag 0 koncentraci 20 pg/ml stejné
jako v piedchozich experimentech. Koncentrace doxorubicinu byla 200 pg/ml. Vzorky byly
inkubovany po dobu 2; 4; 8 a 12 hodin s naslednou dialyzou.

Obrazek 29 ukazuje emisi doxorubicinu enkapsulované¢ho v bakteriofagovi A pfi
vlnové délce 605 nm po riznych dobach inkubace. Je vidét, ze infuze doxorubicinu do
bakteriofaga A je rychld, jiZ po 2 hod je fluorescence enkapsulovaného doxorubicinu stejné
vysoka jako po 12 hod. 2 hod jsou tedy pro enkapsulaci doxorubicinu do bakteriofaga A

dostatecné.

65



90000 -
80000 -
70000 -
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

Fluorescencegy (a.u.)

Kontrola 2 4 8 12

Doba inkubace (hod)

Obrazek 29 Vliv délky inkubace bakteriofaga ) s doxorubicinem na jeho enkapsulaci

5.5 Srovnani schopnosti dopravy lé¢iv bakteriofaga A a

apoferritinu

Aby bylo mozné ohodnotit bakteriofaga A jako nanotransportéru 1é¢iv, byla srovnana jeho
schopnost enkapsulace 1é¢iva s proteinem apoferritinem (APO), ktery byl v nasi skupiné diive
studovan jako mozny nanotransportér doxorubicinu. Do dutiny tohoto proteinu je 1é¢ivo
enkapsulovano volné diky rozvolnéni struktury APO V kyselém prostiedi a jeho op&tovnému
sestaveni v neutralnim pH [75,111].

Byl piipraven APO o koncentraci shodné s bakteriofagem A, tedy 20 ug/ml.
Koncentrace doxorubicinu, ktery do n&j byl uzavien, byly také shodné s bakteriofagem A, tedy
0; 12,5; 25; 50; 100 a 200 pg/ml. Piebyteény doxorubicin byl poté dialyzovan a APO byl 2x
promyt.

Obrazek 30 ukazuje namétené absorpéni spektrum apoferritinu se vzrustajicimi
koncentracemi enkapsulovaného doxorubicinu. Absorpéni spektrum bylo méfeno v rozsahu
vinovych délek 230-800 nm. V kontrolnim vzorku apoferritinu bez ptidavku doxorubicinu
(oranzova linie) je vidét pouze jedno absorpéni maximum pii 280 nm, odpovidajici
apoferritinu. Se vzristajici koncentraci doxorubicinu se projevuje nové absorpéni maximum

pti 480 nm, coz odpovida absorpénimu maximu doxorubicinu.
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Obrazek 30 Absorpéni spektrum riznych koncentraci doxorubicinu enkapsulovaného v apoferritinu

Obrazek 31 ukazuje naméfené emisni spektrum doxorubicinu enkapsulovaného
v apoferritinu. Doxorubicin byl excitovan na zakladé svého absorpéniho maxima svétlem o
vlnové délce 480 nm. Emisni spektrum bylo namétfeno v rozsahu vinovych délek 515-815 nm.
Je vidét, Ze kontrolni vzorek apoferritinu bez pfidavku doxorubicinu (oranzova linie)
nevykazuje fluorescenci za danych podminek. U ptfidavku nejniZsi koncentrace doxorubicinu
(tyrkysova line) se objevuje fluorescence, a se zvySujici se koncentraci doxorubicinu dochazi

k linearnimu zvyseni fluorescence.
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Obrazek 31 Fluorescenéni spektrum riznych koncentraci doxorubicinu enkapsulovaného v apoferritinu
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Zavislost fluorescence v emisnim maximu doxorubicinu (605 nm) na jeho aplikované
koncentraci byla vynesena do grafu a porovnana s bakteriofagem A (Obrazek 32). Je patrné,
7ze podobné jako u bakteriofaga A (zelend tada), i u apoferritinu (fialova fada) roste
fluorescence doxorubicinu s jeho vzristajici aplikovanou koncentraci linearné (s koeficientem
determinace R? 0,925 pro apoferritin a 0,886 pro bakteriofaga 1.

Fluorescence doxorubicinu je ale v piipadé enkapsulace do apoferritinu signifikantné
nizsi (4%) nez v ptipad¢ enkapsulace do bakteriofaga A a to u vSech aplikovanych koncentraci
doxorubicinu. Samotny proces enkapsulace je u bakteriofaiga A mnohem jednodussi nez
Vv ptipad¢ apoferritinu, kde je vyzadovano n¢kolik krokd zmény pH prostredi. Z hlediska
schopnosti enkapsulace se tedy bakteriofag A jevi jako vhodnéjSi nanotransportér nez

apoferritin.
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Obrazek 32 Srovnani enkapsulace riznych koncentraci doxorubicinu v bakteriofagovi A a apoferritinu

5.5.1 Uvoliiovani léCiva 7 nanotransportérii
Lécivo je ve virovych kapsidach vadzadno pevné, at jiz diky supramolekularni chemii,
kovalentni vazbé nebo elektrostatickym silam [69]. Nemélo by tak dochazet k uniku 1é¢iva
pory ve struktufe nanotransportéru, jako v ptipadé APO, kde se 1é¢ivo pouze voln€ nachazi v
jeho duting [112].

V dal§im  experimentu tedy bylo studovano uvolnovani  doxorubicinu

Z nanotransportéri  béhem promyvani pii dialyze. Byly pouzity stejné koncentrace
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nanotransportéri  jako v pfedchozich experimentech (20 pg/ml). Pouzitd koncentrace
doxorubicinu byla 200 pg/ml.

Obrazek 33 ukazuje fluorescenci doxorubicinu v retentatu po promyti apoferritinu a
bakteriofaga A. Je vidét, ze z apoferritinu (fialova fada) je doxorubicin uvoliiovan mnohem
vice (10x) nez z bakteriofaga A (zelend tada). Ten se tak jevi jako vhodnéj$i nanotransprotér

1€¢iv i z hlediska stability a uvoliiovani Ié¢iva z jeho struktury.
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Obrazek 33 Srovnani uvoliiovani 1éciva z bakteriofaga A a apoferritinu v pribéhu promyvani
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6 ZAVER

Tato diplomova prace je zamétfena na nanotransportéry v teranostice. Jednim z cilt této prace
bylo provést literarni reSerSi o soucasném stavu teranostického vyzkumu a moznostech
uplatnéni nejriiznéjSich nanocastic v této oblasti. Prace se zabyva popisem jednotlivych
platforem pro teranostiku, se zaméfenim na nanomedicinu. V praci byly srovnany mozné typy
nanotransportért, at’ jiz anorganického, proteinového a predevsim virového ptivodu.

Byla zde uvedena uspé$na metoda pro kultivaci bakteriofaga A v tekutém i tuhém
kultivaénim médiu, pfiCemz byla sledovana Casova zavislost jeho ristu. Byl sledovéan vliv
maltozy na kultivaci a byl porovnan vytézek bakteriofdga z jednotlivych zplsobt kultivace.
Byla také navrZzena metoda pro purifikaci bakteriofaga A ultracentrifugaci v sachar6zovém
gradientu. Dal$im cilem byla charakterizace proteinti virové kapsidy bakteriofaga A, ktera
byla provedena separaci v SDS-PAGE gelu.

Nejvetsi  ¢ast  diplomové prace je vénovana vyuziti bakteriofaga A jako
nanotransportéru 1éCiva doxorubicinu. Detekce enkapsulace tak mohla byt provedena
fluorescenénim meétfenim nanotransportéru obsahujiciho doxorubicin. Byly sledovany razné
koncentrace doxorubicinu a ruzné doby inkubace bakteriofaga s doxorubicinem. Separaci
proteinlt v SDS-PAGE gelu a amplifikaci genu nachézejiciho se v genomu bakteriofdga A
bylo potvrzeno, Ze bakteriofdg se nedegraduje b&hem procesu enkapsulace lé€iva. Bylo
prokdzéano, ze doxorubicin nejen interkaluje do DNA bakteriofaga, ale vdze se 1 na jeho
proteiny.

V posledni ¢asti diplomové prace byly porovnany schopnosti dopravy léciva
bakteriofagem A a apoferritinem. Sledovanymi parametry byla mira enkapsulace 1é¢iva a jeho
uvoliiovani z nanotransportéru béhem promyvani.

Na zaklad¢ vysledka dosazenych v této praci se bakteriofag A jevi jako velmi vhodny
nanotransportér 1é¢iv v teranostice, ktery jde jednoduse produkovat i purifikovat, do jehoz
struktury je mozné uzaviit vysoké koncentrace 1éCiva a ktery je mozné jednoduse cilit do

nadort diky EPR efektu a do jednotlivych nadorovych bunék naptiklad fagovym displejem.
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SEZNAM ZKRATEK

VEGEF vaskularni endotelialni rastovy faktor
MRI zobrazovani magnetickou rezonanci
AuNPs zlaté nanocastice

MPs magnetické nanocastice

QDs kvantové tecky

APO apoferritin

sHsp maly protein teplotniho Soku

CCMV virus chlorotické skvrnitosti vigny
CPMV virus mozaiky vigny

RCNMYV virus nekrotické mozaiky jetele lu¢niho
TMYV virus tabakové mozaiky

RNA ribonukleova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
hfl vysoka frekvence lyzogenie

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza
SDS dodecylsiran sodny

LB Lysogeny broth

Tris Trisma baze

EDTA kyseliny ethylendiamintetraoctové
TAE Tris-acetat-EDTA

CBR-250 Coomassie Briliant Blue R250
APS peroxydisiran amonny

TEMED N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin
APCs antigen-prezentujici buiky

DOX doxorubicin
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SEZNAM SYMBOLU

um mikrometra
bp parti bazi
kDa kilodaltonii
Da daltonii
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