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Kéytetyt lyhenteet
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Cas
CRISPR

CsCl
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DNA
dsDNA
EM
faagi
FDA

IFN-y
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IgG
IL-6
LPS
MDR
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MRSA
ORF
PAMP

PAS

PBMC
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PEG
PMF
PRR

bacterial ghost — “bakteeriaave”, tyhjd bakteerin kuori ilman
sytoplasmaa ja nukleoidia.

CRISPR associated protein — CRISPR:iin liittyvét proteiinit

clustered regularly-interspaced short palindromic repeats —
bakteerin DNA jakso, jota se hyddyntdd virustorjunnassa

cesiumkloridi

carrier state life cycle — bakteriofagien kantaja-tila replikaatiosykli
deoksiribonukleiinihappo

kaksijuosteinen DNA

elektronimikroskopia

bakteriofagi

U.S. Food and Drug Administration - Yhdysvaltain elintarvike- ja
ladkevirasto

interferoni y

immunoglobuliini A

immunoglobuliini G

interleukiini 6

lipopolysakkaridi

multi-drug resistant — monelle lddkkeelle vastustuskykyinen
multiplicity of infection - infektiokerroin

metisilliinille vastuskykyinen Staphylococcus aureus

open reading frame — avoin lukukehys

pathogen-associated molecular pattern — patogeenien tuottamia
molekyylejd, jotka luontainen immuniteettijarjestelma tunnistaa

phage-antibiotic synergy — faagi-antibiootti synergia, antibioottien
aiheuttama faagituotannon lisdéintyminen bakteereissa

peripheral blood mononuclear cell — yksitumainen verisolu
polymeraasiketjureaktio

polyetyleeniglykoli

proton motive force - protonivoima

pattern recognition receptor — reseptori, joka tunnistaa PAMP:t



ssDNA
Thl

receptor-binding proteins — reseptoriin sitoutuva proteiini
bakteriofagissa

ribonukleiinihappo

reaktiiviset happiradikaalit
signal-arrest-release-signaalisekvenssi
yksijuosteinen DNA

T-auttajasolu (tyyppi 1)



1. Virukset

Virukset ovat loisgeeneji, joiden tarkoituksena on yksinomaan lisdéntyminen, eli puhutaan ns.
“itsekkdistd geeneistd”. Viruksen genomi siséltdd ohjeet wuusien viruspartikkelien
valmistamiseen ja perimin replikoimiseen, mutta viruspartikkeli ei kykene téhén itsendisesti.
Viruksien ei ajatella olevan varsinaisesti elossa, vaan ikddn kuin eldivdn ja elottoman
védlimaastossa. Ne infektoivat soluja, joiden toimintoja, kuten proteiinisynteesikoneistoa, ne
tarvitsevat lisdéntydkseen, ja infektioiden yhteydessi ne joskus aiheuttavat sairauksia. Ne ovat
siis loisia, jotka valtaavat isdntdsolun, kdyttavit sitd uusien viruspartikkelien valmistamiseen ja
usein myds aiheuttavat isdntésolun kuoleman, kun se on tayttanyt tehtdviansa. Viruspartikkelista
kdytetddn nimed virioni, ja usein ajatellaan, ettd solun ulkopuolella ajelehtiva virioni ei vield
ole virus, vaan viruksella tarkoitetaan nimenomaan infektiotilaa tai infektoitunutta solua
(Wagner et al., 2008).

Virukset ovat monipuolinen joukko erilaisia partikkeleita ja niitd voidaan luokitella eri
ominaisuuksien perusteella. Virukset ovat usein hyvin spesifisié, eli ne infektoivat vain yhta
solutyyppid ja mahdollisesti sitd ldheisesti muistuttavia soluja. Viruksille yhteistd on se, ettad
niilld on genomi, joka voi olla yksi- tai kaksijuosteista DNA:ta tai RNA:ta ja genomia suojaa
ja ymparoi proteiineista muodostunut nukleokapsidi. Nukleokapsidi on yleensa rakenteeltaan
helikaalinen tai ikosaedrinen. Jotkin virukset, kuten monet bakteriofagit, ovat kuitenkin
kehittineet oman, monimutkaisemman rakenteen. Osalla viruksista on vield nukleokapsidin
paalla lipideistd koostuva vaippa, jonka virioni on kuronut ympaérilleen isdntdsolun solukalvosta

(Wagner et al., 2008).

2. Bakteriofagit

Bakteriofagit eli faagit ovat viruksia, jotka infektoivat bakteereja ja joskus myds arkkeja, mutta
jttdvit muut solut rauhaan. Niitten méiri biosfidrissi on hyvin suuri, arviolta 10%? virionia, ja
niitd esiintyy ldhes kaikkialla missd niiden bakteeri-isdnnit eldvit, niin maaperdssid kuin
meressdkin. Uusia bakteriofageja on 10ydetty ja 10ytyy jatkuvasti lisdd. Faageja voidaan jakaa
eri luokkiin riippuen niiden ominaisuuksista, kuten elinympéristdstd, nukleiinihappotyypisté,
rakenteesta, isdntdsolutyypistd tai lisddntymistavasta. N. 96 % tunnetuista faageista on
Caudovirales-suvun jisenid eli kaksijuosteista DNA:ta sisédltdvid, rakenteeltaan hdnnillisid
faageja. Tamad suku voidaan jakaa edelleen alaluokkiin héntdrakenteen mukaan Siphoviridae,
Mpyoviridae ja Podoviridae —perheisiin. Bakteriofageihin kuuluu siis hyvin sekalainen joukko

viruksia, jotka eroavat toisistaan monin tavoin (Ackermann, 2003; Wittebole et al., 2014).



Bakteriofageilla on ollut ja on edelleen tirked merkitys geeni- ja biotekniikassa.
Bakteriofagitutkimukset ovat auttaneet muun muassa restriktioentsyymien ja CRISPR/Cas —
jarjestelmin 10ytymisessd. Faageja tutkitaan edelleen uusien mekanismien varalta, ja niiden
monimuotoiset genomit heréttavit kiinnostusta. Bakteriofagiterapia on menetelmad, jolla on jo
pitkét juuret, mutta on kiinnostava faageihin perustuva tutkimuskohde myds tulevaisuudessa

(Hatfull, 2015).

2.1. Bakteriofagien ja bakteriofagiterapian historiaa

Vuonna 1915 Frederick William Twort 10ys1 bakteriofagit (Twort, 1915). Tastd pari vuotta
myOohemmin Félix d’Herelle teki samanlaisia havaintoja (d’Herelle, 1917). Hénen 16ydoksensa
johtivat hénet teorioimaan, ettd faageja olisi mahdollista kdyttdd terapeuttisesti bakteeri-
infektioiden hoitoon. d’Herelle onkin saanut mainetta bakteriofagiterapian isdnd (Wittebole et
al.,, 2014). d’Herelle sekd muut tutkijat tekivdt kokeita faageilla, mutta vaarit késitykset ja
puutteellinen ymmarrys bakteriofageista sekd DNA:sta perimén sdilytysmolekyylina kuitenkin
haittasi faagiterapian kehitystd. Frank Macfarlane Burnet vahvisti bakteriofagien olevan
viruksia, ja ettd faageja on erityyppisid (Burnet, 1929; Burnet, 1933). Kun elektronimikroskopia
(EM) keksittiin, Helmut Ruska kuvasi ensi kertaa hidnnillisten faagien erikoisen rakenteen
(Ruska, 1940). Myohemmin Luria ja Anderson kuvasivat erilaisia faagien rakenteita ja
esittelivét bakteriofagi-infektion vaiheita (Luria and Anderson, 1942; Luria et al., 1943).

Kaikista ldpimurroista huolimatta, bakteriofagiterapia oli vuosikymmenid ldahes
unohduksissa ldntisessd maailmassa, jossa antibiootit hallitsivat. Neuvostoliitossa
faagitutkimusta ei kuitenkaan hylatty. Tunnettuja bakteriofagitutkimuksen keskuksia entisessi
itdblokissa ovat mm. Eliava-instituutti Georgiassa sekd Hirsfeld-instituutti Puolassa. 1980-
luvulla ldnnessi alettiin taas kiinnostua bakteriofagiterapiasta; ensin kokeita tehtiin eldimille ja
my6hemmin 2000-luvulla myos ihmisille. Vuonna 2004 jirjestettiin ns. Phage Summit —
tapahtuma Floridassa, joka oli ensimméinen kansainvilinen faageille omistettu tapahtuma.
Innostus bakteriofagiteoriaa kohtaan on ollut voimakkaassa nousussa antibioottiresistenttien
bakteerikantojen lisdéintymisen takia (Wittebole et al., 2014).

Ensimmadinen faagiterapian plasebo-kontrolloitu kliininen kaksoissokkokoe
julkaistiin vuonna 2009 (Wright et al., 2009). Koehenkildt (yhteenséd 24) kdrsivit antibiooteille
vastustuskykyisests, biofilmirakenteita muodostavasta Pseudomonas aeruginosa -bakteerin
aitheuttamasta kroonisesta korvatulehduksesta. Potilaille joko annettiin faageja (6 erilaista
faagia) tai plaseboa. Faageilla hoidetun potilasryhmi infektio parani plaseboryhméén

verrattuna merkittdvisti. P. aeruginosa:n méidrd oli madaltunut, ja kolme kahdestatoista



faageilla hoidetuista potilaista vaikutti parantuneen infektiosta tdysin. Kokeessa ei my0skéan
havaittu faagien aiheuttaneen mitéén negatiivisia sivuvaikutuksia (Wright et al., 2009).
Ita-Euroopan pitkét perinteet bakteriofagiterapiassa ovat johtaneet siihen, ettd
Vendjilldi myydddn nykyisin apteekeissa bakteriofagicocktaileja. Vuonna 2013 julkaistiin
tutkimus vendldisen Microgen-ladkeyhtion Escherichia coli sekd Proteus-bakteereikantoihin
tarkoitetusta faagicocktailista ja sen turvallisuudesta (McCallin et al., 2013). Tutkimuksissa
selvisi, ettd cocktail koostui yhteensé 18 erilaisesta faagista, ja jokainen kolmesta hannéllisten
faagien perheestd (Podoviridae, Myoviridae, Siphoviridae) oli edustettuna. Enemmisto oli T7-
faagin kaltaisia faageja, mutta joukossa oli myds mm. T4-faagien kaltaisia faageja.
Turvallisuutta tutkittiin ensin vertaamalla genomeja haitallisiksi tiedettyihin geeneihin, jollaisia
el cocktailista 16ytynyt. Koska tietokannassa on vain geenejé, joiden toiminta tunnetaan, tima
el vield takaa turvallisuutta. Seuraavaksi faagicocktailia annettiin suun kautta vapaaehtoisille
bangladeshilaisille koehenkiloille. Heilld ei ilmennyt haittavaikutuksia, mutta koska
koehenkildiden méédrd oli pieni, harvinaisemmat haittavaikutukset ovat silti voineet jaada
piiloon. Joka tapauksessa faagicocktaililla ei kokeessa havaittu merkittdavid haittoja (McCallin

et al., 2013).

2.2. Rakenne

Bakteriofagin rakenne voi olla hyvin monenlainen: filamenttinen, pleomorfinen tai
ikosaedrinen. Yleisin faagityyppi on kuitenkin ikosaedrinen ’pdd”, jossa geneettinen materiaali
sijaitsee, ja padhdn kaulusosan vilitykselld liittynyt hdntd. Hinnidn alaosassa on kiinni ns.
reseptoriin sitoutuvia proteiineja (RBP), yleensd kuituja ja/tai piikkejd, joiden tehtdvand on
sitoutua bakteerin pinnalla oleviin reseptoreihin ja siten aloittaa infektio (Nobrega et al., 2018;
Wittebole et al., 2014). Kolmen hinnillisen bakteriofagiperheen perusrakenteet on esitelty
kuvassa 1.

Esimerkiksi T4 on Echerichia coli —bakteereja infektoiva, kaksijuosteista DNA:ta
kantava faagi. Se on hyvin tunnettu jdsen rakenteeltaan kaikkein monimutkaisemmasta
hénnillisten faagien perheestd, Myoviridae:sta. Silld on kuusi pitkdd ja kuusi lyhyttd kuitua
kiinni hdnnin pohjan aluslevyrakenteessa. Pitkien kuitujen kérjet tunnistavat ensin reseptorin
bakteerin pinnalla ja sitoutuvat. Témén jélkeen taittuneet lyhyet kuidut avautuvat ja sitoutuvat
myos isdntdin. Faagin kaulus seké kauluksesta ulkonevat “viikset” muodostuvat fibritiinista ja
ne auttavat tunnistamaan sopivia olosuhteita viruksen infektiolle ja estimédn sen jos ne eivit
ole hyvit. Faagin sitouduttua reseptoriin aluslevy muuttaa muotoaan, héntdosaa ympirdiva

“tuppi” supistuu ja hdnnédn putki pyordhtéa ja lapédisee bakteerisolun kalvon kuin pora. Faagin



solun lavistdvasséd osassa on lysotsyyminen domeeni joka aiheuttaa peptidoglykaanisoluseindn
paikallista lyysid. Tdmin jdlkeen DNA voi liikkkua hintéputkea pitkin soluun. (Yap and
Rossmann, 2014)

a Myoviridae b Siphoviridae ¢ Podoviridae

Kapsidi | Kapsacl
Kapsidi - Hanta Kuitu
Keskuskuitu tai
— Kaulus piikki
— Viikset Hantaputki
\ Hantiputkija
- Hanta
Hanta Fa)
) \ Aluslevy
4 s 2 i
/’/ j} . \:\JR !
i \ S\\‘ Pitka kuitu \
()/ \ \( §—— Kuitu
— Lyhyt kuitu Keskuskuitu tai piikki

Aluslevy "~ Keskuskuitu tai piikki

Kuva 1. Hannéllisten faagien tyypilliset rakenteet. a) Myoviridae. Supistuva pitkad héntéputki ja
tuppi ovat ominaisia Myoviridae-faageille. b) Siphoviridae. Héntd on pitkd, mutta se ei ole
supistuskykyinen. ¢) Podoviridae. Toisin kuin kahdella edelliselld faagityypilld, Podoviridae-
faageilla ei ole aluslevyd, vaan kuidut ja muut reseptoriin sitoutuvat proteiinit (RBP)
kiinnittyvat suoraan hintdan. Teksti ja kuva muokattu ldhteestd (Nobrega et al., 2018).

2.3. Reseptorit ja adsorptio

Bakteriofagi aloittaa infektionsa adsorptiolla iséntdénsd. Adsorptio voidaan jakaa kolmeen
vaiheeseen: alkukontakti, reversiibeli sitoutuminen ja irreversiibeli sitoutuminen (Bertozzi
Silva et al., 2016). Alkukontaktia seuraava, nopea reversiibeli vaihe ei vield vilttdmaittd johda
infektioon; jos olosuhteet eivit ole otolliset, faagi irtoaa aiheuttamatta vahinkoa iséntésolulle.
Entsymaattisia muutoksia aiheuttava, irreversiibeli vaihe johtaa infektioon ja virus pddsee
vaikuttamaan isdntébakteerin toimintoihin (Garen and Puck, 1951).

Bakteriofagin mahdollisten isédntésolujen kirjoon vaikuttaa vahvasti se, millaisia
bakteerisolun pinnan reseptorit ovat, ja ovatko ne yhteensopivia bakteriofagin kanssa. My0s
reseptorien mddra ja sijainti solussa vaikuttaa vahvasti sithen, voiko bakteriofagi sitoutua niihin,
mikd on valttdmatontd faagin genomin adsorption kannalta. Reseptorien sijainti riippuu paljolti

bakteeri-isdnnin pintarakenteesta; gram-negatiivisilla bakteereilla reseptoreja 16 ytyy uloimman



solukalvon pinnalta, kun taas gram-positiivilla bakteereilla ne 10ytyvdt usein soluseindsté.
Reseptoreja on myds bakteerin kapselissa, virekarvoissa ja siimassa (Rakhuba et al., 2010).
Faagireseptorit voivat olla rakenteeltaan proteiineja, peptidejd, polysakkarideja tai
muita pintarakenteita, kuten vérekarvoja. Faagi saattaa kayttdd useampaa eri
reseptorirakennetta sitoutuessaan isdntdinséd, ja adsorption reversiibeli vaihe saattaa vaatia
erilaista reseptoria kuin irreversiibeli vaihe (Bertozzi Silva et al., 2016). Esimerkiksi T5
bakteriofagi sitoutuu ensin kuitujensa avulla reversiibelisti isdnnidn lipopolysakkarideihin ja
sitten hdntdproteiini pbS:n avulla irreversiibelisti FhuA-proteiinireseptoriin (Heller, K. and

Braun, 1982; Heller, K. J., 1984).

2.4. Lisafintyminen

Kun bakteriofagin nukleiinihapot on onnistuneesti siirretty bakteeri-isdnnin sisdén, alkaa
genomin replikoituminen, virusproteiinien tuotto ja uusien viruspartikkelien kokoaminen.
Faageilla on useita lisdéntymisstrategioita. Tyypillinen, vaikkakin vajavainen tapa jakaa faagit
on lyyttinen vastaan lysogeeninen lisddntymiskierto. Toinen mahdollinen tapa jaotella faagi-
infektioita on se, hajottavatko ne iséntdsolun vai onko infektio krooninen. Faagien luokittelu
lisdédntymistavan perusteella on esitetty kuvassa 2. Lysogeenista eldménkiertoa noudattavista
bakteriofaageista kdytetddn nimitystd temperaatti faagi. Lyyttisista faageista taas kéytetddn
joskus myos nimed virulentti faagi, silld niiden kyky tuhota iséntd on nopeampi ja tehokkaampi
kuin temperaattien faagien, eli niiden virulenssi on korkeampi. Virulentti-nimitys on kuitenkin
hieman ongelmallinen, silld se ei ole kovin tarkka ilmaus eikd yksinomaan bakteriofageihin
liittyvad termi (Hobbs and Abedon, 2016).

Lyyttisessd eldaminkierrossa bakteriofagi kéyttdd isdntdsolua uusien faagien
tuottamiseen, minkd jilkeen isdntdsolu hajotetaan eli lyysataan, jolloin uudet bakteriofagit
vapautuvat. Lysogenisessd eldménkierrossa faagin genomi jdd eldmiin ja replikoitumaan
yhdessd bakteerigenomin kanssa joko kiinnittymilld suoraan bakteerin genomiin tai erillisend
episomina. Se ei tuota uusia faageja ennen kuin jokin drsyke saa sen siirtyméén lysogeenisesta
kierrosta lyyttiseen kiertoon. Lyyttisen ja lysogeenisen kierron lisdksi on kuitenkin olemassa
my0s epdvakaita faagi-infektion tiloja, joihin kuuluvat mm. pseudo-lysogenia ja kantaja-tila
(CSLC). Pseudo-lysogeenisessa tilassa bakteerin genomi ei aloita lyyttista kiertoa, mutta se ei
my0dskadn asetu osaksi bakteerin replikaatiosyklid. Genomi vain odottaa solussa epéaktiivisena.
Pseudo-lysogenia on usein seurausta isdntéisolun ravinnonpuutteesta ja se paéttyy, jos ravintoa
on taas tarjolla. Pseudo-lysogenialla tarkoitetaan joskus myds tilaa, jossa faagin genomista

muodostunut episomi on epdvakaa. Kantaja-tilassa bakteerit ja bakteriofagit eldvat



tasapainotilassa keskenddn. CSLC-tilaa on havaittu muutoin tdysin lyyttisten faagien parissa.
Kantaja-tilassa osa bakteereista on faageille immuuneja, kun taas osa on uusia faageja tuottavia
kantajia. On havaittu, etti joissain biofilmeissi, jotka ovat bakteerien itsensé suojaksi tuottamia
polymeerirakenteita, CSLC-tilasta on hyotyéd sekd bakteereille ettd faageille (Siringan et al.,

2014).

Infection Virion Maturation

\% P B D F

Vegetative state Prophage Before release During release Free phage

Obligately Iytic,
Professionally Iytic,
Strictly Iytic,
Virulent

Chronic, Non-temperate

”I | F‘.II P or : Q ‘ & i Y Lytic, Temperate
IV | or Q p := .‘f o e Chronic, Temperate
& /o *\ l
| Q host DNA with Dintam cell membrane i 3 lysed cell

Kuva 2. Bakteriofagien infektiotavat jaettuna neljddn luokkaan. Luokassa I tdysin lyyttiset
(virulentit) faagit, jotka hajottavat isédntdbakteerin jdlkeldisten vapautuessa. Luokassa II
kroonista infektiota aiheuttavat faagit (filamenttinen rakenne), joilla ei ole profaagivaihetta eli
ne eivit ole temperaatteja. Luokassa III lysogeenista kiertoa noudattavat temperaatit faagit,
jotka hajottavat isdntdbakteerin jidlkeldisten vapautuessa. Luokassa IV kroonista infektiota
aiheuttavat faagit (filamenttinen rakenne), joilla lysogeeninen eldméinkierto on mahdollinen.
Teksti ja kuva ovat perdisin ldhteestd (Hobbs and Abedon, 2016).

2.5. Bakteeri-isinnin lyysi

Rakenteeltaan filamenttiset faagit kykenevét krooniseen infektioon, jolloin iséntd selvidd
infektiosta hengissd, mutta muut faagit padsiéntdisesti tappavat isdnndn. Tdméa tapahtuu kun
lyyttinen replikaatiosykli on vaiheessa, jossa isdntébakteerissa on tuotettu mahdollisimman
paljon uusia faageja. Isdnndn lyysin avulla ne voidaan vapauttaa ympiristoon. Lyysi vaatii
mureiinista eli peptidoglykaanista muodostuvan bakteerin soluseinén hajotusta. Timéi saadaan
aikaan yleensd endolysiinien ja holiinien avulla. Endolysiinit ovat muralyyttisid entsyymeji,
jotka hajottavat peptidoglykaania, kun taas holiinit sddtelevit téitd hajotusprosessia. Holiini-
endolysiinipohjainen jérjestelméd on ldhinnd dsDNA bakteriofagien tapa hajottaa isdntésolu.

ssDNA ja RNA-faageilla ei ole endolysiinin kaltaista muralyyttista entsyymia; niilld on vain

10



yksi lyyttista proteiinia koodaava geeni. Esimerkiksi ®X174, MS2 ja QB —faageista on kustakin
10ytynyt erilainen lyyttista entsyymié koodaava geeni (Young et al., 2000). ®X174-faagin on
tiedetty hajottavan iséntdsolun E-geenin avulla (Witte and Lubitz, 1989). E-geenin koodaama
lyyttinen entsyymi, E-proteiini, hajottaa isinndn muodostamalla reidn sen kalvorakenteisiin. Se
jattdd isdntdsolusta jiljelle “aaveen”. Bakteeriaave (BG) on kuollut bakteerisolu ilman

sytoplasmaa, mutta joka on sdilyttdnyt muotonsa ja pintarakenteensa (Langemann et al., 2010).

2.5.1. Holiinit

Holiinit sditelevét ja ajastavat isdntédbakteerin lyysid. Niilld on kaksi pddasiallista tehtdvaa: ne
tekevdt aukon bakteerin sisdkalvoon, jotta endolysiinit péddsevit késiksi mureiiniin ja ne
ajastavat lyysin niin, ettd tarpeeksi uusia viruksia on valmiina kun bakteeri hajoaa. Holiinit ovat
pienid kalvoproteiineja, jotka toimivat osana proteiinikompleksia. Sopiva aika aloittaa lyysi on
médrdtty holiinien geeneissd, ja ne joko avaavat reitin aktiivisille endolysiineille tai niiden
toiminta voi my0s aktivoida endolysiinin, joka on jo inaktiivisena periplasmisessa tilassa
(Young et al., 2000).

Yleensd antiholiinimolekyyli pitdd holiinin epédaktiivisessa muodossa, jossa sitd
kasaantuu bakteerin sisdkalvoon. Kun holiinin méérd on tarpeeksi suuri, se ensin
homodimerisoituu ja sitten kerdéntyy nopeasti aggregaateista muodostuviksi litkkumattomiksi
lautoiksi, jotka syrjayttavit kalvolipidit. Lauttarakenne estdd protonivoiman (PMF) normaalin
toiminnan, mikd johtaa kalvon paikalliseen depolarisaatioon. Tdmad puolestaan muuttaa
holiinien ja antiholiinien rakennetta. Protonivoiman katoaminen johtaa holiinien
kalvonsisdisten domeiinien osissa muutoksiin, ja antiholiinit muuttuvat aktiivisiksi holiineiksi.
Holiinien jotkin, vihemméan hydrofobiset, osat hydratoituvat ja ndin ollen pystyvét asettumaan
muodostuvan reidn sisdpinnalle kosketuksiin soluliman kanssa, kun taas hydrofobiset osat
jaavit kalvon sisddn. Néin endolysiinit pddsevit virtaamaan aukosta periplasmiseen tilaan.
Holiinien tekemidn aukon muodostuminen on esitetty kuvassa 3. Kalvon reikiintyminen ja
protonivoiman katoaminen aiheuttaa bakteerisolun energiatuotannon loppumisen ja solun
kuoleman (White et al., 2011).

Pinholiineiksi kutsutaan holiineita, jotka toiminnallaan aktivoivat endolysiineitd,
jotka on jo valmiiksi kuljetettu epdaktiivisessa muodossaan periplasmiseen tilaan. Namé ns.
SAR-endolysiinit aktivoituvat, kun holiinit aiheuttavat protonivoiman hividmisen. Pinholiinit,
toisin kuin ns. kanoniset holiinit, muodostavat aukon vain yhden kalvonsisdisen domeiinin

avulla, ja niiden muodostama aukko on huomattavasti pienempi. Tdmd johtuu siitd, ettd
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pinholiinien tarvitsee vain mahdollistaa ionien kulku, ei kokonaisten proteiinien (Pang et al.,

2009).

L J
1
pmf = -180 mv
Myohainen Kriittinen Konformaatiomuutos.
geeniekspressio. konsentraatio. Polaarisen pinnan hydraatio.
Holiinien Lauttojen nukleaatio Reidn muodostuminen.
kerdaytyminen ja muodostuminen

(<1min).
Depolarisaatio

Kuva 3. Kanonisten holiinien toimintamalli. Kuvassa holiinien toiminta ja protonivoiman
(PMF) muutokset. Oranssit pallot kuvaavat holiineja, ja niiden hydrofiilisempi pinta on
merkitty siniselld. Holiinit kerddntyvét, kunnes ne saavuttavat kriittisen konsentraation. Silloin
ne aggregoituvat lautoiksi, mikd aiheuttaa paikallista kalvon depolarisaatiota. Tima saa aikaan
konformaatiomuutoksia, ja holiinien hydrofobisemmat osat asettuvat kohti muodostuvan aukon
sisdpintaa ja hydratoituvat. Teksti ja kuva muokattu ldhteestd (White et al., 2011).

2.5.2. Endolysiinit

Endolysiinit ovat muralyyttisid entsyymejd, joita bakteriofagit tuottavat isdntdsolun
peptidoglykaanikerroksen hajottamiseksi. Mureiini eli peptidoglykaani muodostaa bakteerin
soluseindn, joka sijaitsee bakteerin solukalvon pdilld. Ldhes jokaisella bakteerilla on
peptidoglykaanikerros. Mureiini mm. suojaa bakteeria, ylldpitdd osmoottista painetta ja
osallistuu solun jakautumiseen. Sen tuhoutuminen on tirkeéd, jotta isdntdsolu hajoaa. Mureiinin
perusrakenteessa peptidit yhdistévit lineaarisia glykaaniketjuja. Glykaaniketjussa vuorottelevat
N-asetyyliglukosamiini- ja N-asetyylimuramihappotéhteet. Mureiinin hienorakenteessa on
eroja eri bakteerilajien vililld, ja silld on vaikutusta mureiinin ominaisuuksiin kuten paksuuteen
ja ldpdisevyyteen. Endolysiineitd voidaankin luokitella sen mukaan, mihin sidokseen ne
vaikuttavat, ja ainakin nelji eri endolysiinityyppid tunnetaan. Ne ovat lysotsyymit,
transglykosidaasit, amidaasit ja endopeptidaasit. Lysotsyymit ja transglykosidaasit muokkaavat
ja katkovat glykosidisidoksia glykaaniketjun sokereiden vililld, amidaasit katkovat peptidien
amidisidoksia ja endopeptidaasit katkovat peptidisidoksia (Oliveira et al., 2013; Vollmer et al.,
2008).

12



Kanonisessa holiini-endolysiinijérjestelméssi endolysiinit kerdéntyvit bakteerin
solulimaan, kunnes holiinit avaavat niille reitin ja ne padsevét kosketuksiin mureiinin kanssa.
SAR-endolysiinit eli signal-arrest-release (SAR) signaalisekvenssilld varustetut endolysiinit
taas kuljetetaan epdaktiivisessa muodossa solukalvon ldpi. Ne eivdt kuitenkaan hajota
peptidoglykaania, silldi SAR-sekvenssi pitdd ne ankkuroituna solukalvoon, kunnes pinholiinit
depolarisoivat kalvon ja vaputtavat endolysiinit. Uskotaan, ettd tdma yksinkertaisempi
pinholiini-SAR  endolysiini  —jérjestelmd on evoluutiossa  ajallisesti  edeltinyt
edistyksellisempad kanonista holiini-endolysiinijdrjestelmad. Yleensdkin, jarjestelmd, jossa on
sekd holiini ettd lyyttinen entsyymi on virukselle edullinen, silli se mahdollistaa soluseindn

nopean hajottamisen (Oliveira et al., 2013).

2.5.3. Spaniinit

Viime vuosina on ilmennyt, ettd holiinin ja endolysiinin lisdksi gram-negatiivisen
iséntdbakteerin lyysiin tarvitaan yleensd vield kolmas proteiini, spaniini (Kongari et al., 2018).
Gram-negatiivisella bakteerilla on toinen solukalvo mureiinikerroksen péélld ja spaniinit
rikkovat sen isédntédsolun lyysin yhteydessd. Spaniinien toiminnan merkityksellisyyttd ei aluksi
huomattu, silld holiini- ja endolysiinikésitellyt solut hajosivat ravistelun seurauksena
laboratoriossa, vaikka normaalisti spaniinin puutteessa ehjd, vaikkakin heikko, ulkokalvo pitda
A-faagin kasassa (Berry et al., 2012). Spaniinit ovat siis lyysin kolmas askel holiinien ja
endolysiinien toiminnan jilkeen. Mallina spaniinien toiminnalle on kéiytetty A-faagin (lambda-
faagi) Rz ja Rz1 geenejd, jotka koodaavat i-spaniinia ja o-spaniinia (Kongari et al., 2018). Muut
lyysiin vaikuttavat geenit eli holiinia ja antiholiinia koodaava S-geeni ja endolysiinid koodavan
R-geeni ovat spaniinigeenien naapureita. Rz ja Rzl ovat kuitenkin siitd uniikkeja, ettd A-
faagissa Rz1:n lukukehys on Rz lukukehyksen sisdlld (Berry et al., 2008; Kongari et al., 2018).

I[-spaniinit ovat kalvoproteiineja, jotka sijoittuvat isdntdsolun sisemmén kalvon
sisddn, ja o-spaniinit ovat lipoproteiineja, jotka sijoittuvat ulkokalvolle. I- ja o-spaniinit
muodostavat kompleksirakenteen, ikddn kuin sillan, joka yhdistdd sisd- ja ulkokalvon lépi
peptidoglykaanirakenteiden (Kongari et al., 2018). Joillakin faageilla on vain yksi
spaniinimolekyyli: u-spaniini, joka on kiinni toisesta pééstd sisdkalvossa ja toisesta
ulkokalvossa, muodostaen siis sillan yksinddn (Kongari et al., 2018). Peptidoglykaanin
hajoaminen johtaa spaniinien liitkeeseen ja konformaatiomuutoksiin. Spaniinit tuovat kalvot
ldhelle toisiaan ja ulkokalvo sulautuu sisdkalvoon, vapauttaen uudet bakteriofagit ympéristoon
(Rajaure et al., 2015). Ulkokalvo ei siis varsinaisesti hajoa, vaan muuttaa muotoaan. Spaniinit

ovat hyvin vaihteleva joukko erilaisia proteiineja, ja niiden avulla voidaan saada tietoa
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kalvofuusioprosessista tulevaisuudessa (Rajaure et al., 2015). Spaniineja ei tosin ole 10ydetty
aivan kaikilta faageilta, minkd vuoksi on mahdollista, ettd on olemassa jokin toinen, toistaiseksi

vield tuntematon tapa, jolla faagit hévittdvit bakteerin ulkokalvon (Kongari et al., 2018).

3. Bakteriofagiterapia

Bakteriofagiterapialla eli faagiterapialla tarkoitetaan bakteriofagien kayttod ladkkeend bakteeri-
infektiota vastaan. Faagien on ajateltu olevan mahdollinen korvike antibiooteille
tulevaisuudessa. Faagiterapiasta onkin jo saatu lupaavia tuloksia, vaikkakin lisdtutkimusta ja
menetelmien standardointia tarvitaan vield ennen kuin faageja voidaan ottaa yleiseen kayttoon.
Bakteriofagiterapialla on antibiootteihin nihden monia etuja. Bakteriofagien kyky havittaa
my0s antibioottiresistenttejd bakteereja on yksi suurimmista syistd, miksi kiinnostus niitd
kohtaan kasvaa jatkuvasti. Bakteriofagit, kuten virukset yleensikin, ovat hyvin spesifisii, eli ne
havittavit vain kohteena olevan bakteerin ja jattavat mm. hyodylliset suolistobakteerit rauhaan.
Bakteriofagit kykenevit kulkemaan veri-aivoesteen ldpi ja siten vaikuttamaan myos
keskushermostossa, ja ne sopivat myds antibiooteille allergisille potilaille. Faagien on havaittu
hivittdvin myoOs bakteerien muodostamia biofilmi-rakenteita. Liséksi faagiterapia ja
bakteriofagien tuotto voi olla hinnaltaan edullisempaa kuin uusien antibioottien kehitys, ja
koska faagit lisddntyvit faagi-infektion edetessd, jo yksi annos voisi potentiaalisesti riittda
infektion havittimiseen. Faagien ei ole havaittu aiheuttavan vakavia sivuvaikutuksia, rajuja
immuunijirjestelmén reaktioita tai sekundaarisia infektioita, mutta nditd turvallisuusnidkokohtia
el voi tdysin vahvistaa, ennen kuin tutkimusta on tehty enemméin (Romero-Calle et al., 2019).

Tyypillisesti faagiterapiassa on kéytetty vain tdysin virulentteja eli vain lyyttista
replikaatiosyklid noudattavia faageja. Temperaatteja faageja on pidetty huonoina valintoina,
silld paitsi ettd ne eivdt vilttdmattd hajota iséntdsolua heti, ne kykenevit siirtdméén geeneja
isdnndlle. Ne saattaisivat siis siirtdd bakteereille geenejd, jotka lisddvit bakteerin
infektoimiskykya ja siten haitallisuutta. Yhden tilanteeseen sopivan faagin sijaan on kokeiltu
my0s ns. faagicocktaileja, joissa on useita erilaisia faageja, mikd mahdollistaa laajemman
joukon mahdollisia isdntébakteereja. On myos kehitetty sellaisia menetelmid, joissa potilaalle
ei anneta kokonaista faagia, vain pelkkid lyyttisid entsyymejd, ldhinnd endolysiinia. Faageja
voidaan my0s keinotekoisesti muokata paremmin terapiaan sopiviksi tai kdyttdd yhdessa

antibioottien kanssa (Viertel et al., 2014).
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3.1. Antibioottiresistentit bakteerit

Antibioottiresistentit bakteerit, joita joskus kutsutaan my0s sairaalabakteereiksi, ovat
bakteereita, jotka ovat kehittdneet vastustuskyvyn yhdelle tai useammalle antibioottityypille.
MDR (multi-drug resistant) bakteerit ovat vastuskykyisid monille antibiooteille, ja aiheuttavat
siksi kuolemia seka pitkid sairaalajaksoja. ESKAPE lyhenteelld viitataan kuuteen merkittdvaan
bakteerikantaan, joissa esiintyy resistenssid monille ladkeaineille: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa ja Enterobacter. MDR:t ovat lisddntyneet paitsi sen vuoksi, ettd resistenssigeeni on
bakteerien evoluutiossa kilpailuetu, mutta my0ds antibioottien tuhlailevan ja turhan kdyton
vuoksi. Uusia antibiootteja ei mydskddn kehitelld kovin innokkaasti taloudellisten syiden
vuoksi. Tdmai on johtanut tilanteeseen, jossa yritetddn 16ytdd perinteisten antibioottien kaytolle
muita vaihtoehtoja, kuten faagiterapia (Wittebole et al., 2014).

Bakteerin rakenne tai toiminta voi olla sellainen, ettd jokin tietty antibiootti ei
pysty vaikuttamaan siithen. Talloin puhutaan luontaisesta antibioottiresistanssista (Blair et al.,
2015). Esimerkiksi jotkin antibiootit ldpdisevdt heikommin gram-negatiivisen bakteerin
ulomman solukalvon, antaen gram-negatiivisille bakteereille luontaisen immuniteetin néita
antibiootteja vastaan (Kojima and Nikaido, 2013; Vargiu and Nikaido, 2012). Luontaisen
resistenssin liséksi bakteeri voi my0s mutatoitua ja siten saada itsellensd resistenssin, tai se voi
saada sen muilta bakteereilta horisontaalisen geeninsiirron avulla. Tétd kutsutaan hankituksi
antibioottiresistanssiksi ja sitd on kolmea tyyppid: antibioottikonsentraation laskeminen,
kohdemolekyylin muokkaus ja antibiootin muokkaus (Blair et al., 2015). Yksi
antibioottiresistenssin muoto on pumppu, joka poistaa antibiootteja bakteerisoluista, kuten
LmrS-pumppu S.aureus-bakteereissa (Floyd et al., 2010). S. aureus- ja E.coli-bakteereissa on
taas havaittu metyylitransferaasi, joka metyloi ribosomaalista RNA:ta niin, ettd se on suojassa
antibiooteilta, jotka normaalisti inhiboivat bakteerin proteiinisynteesid (Long et al., 2006).
Joskus taas resistenssi mahdollistuu, kun antibiootit hajotetaan entsyymien avulla, joista
yleisend esimerkkind ovat mm. B-laktaameja hajottavat E.coli-bakteerien CTX-M-tyyppiset

beetalaktamaasit (Dhanji et al., 2011).

3.2. Faagien valmistelu terapiaa varten

Jotta faagiterapia voidaan toteuttaa, faagi(t) tdytyy l0ytdd, eristdd ja puhdistaa ja sdilod
asianmukaisesti. Sopivien faagien valinta on ensisijaisen tdrkedd; faagit eivit saa aiheuttaa

muita vaikutuksia kuin kohdebakteerien hivittdmisen. Siksi valitut faagit ovatkin yleensd
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tiukasti lyyttisid. Ne tdytyy myOs testata mahdollisen pseudo-lysogenian ja haitallisten
geenituotteiden varalta. Jos kdytetddn useita faageja eli faagicocktailia, tiytyy my0s varmistaa
faagien yhteensopivuus. Tutkimusta ja faagien kéyttod vaikeuttaa se, ettd liheskddn kaikkia
faagien tuottamia proteiineja ei tunneta kunnolla. Kun tietimys faageista ja proteiineista
karttuu, voidaan siirtyd ns. ensimmaéisen sukupolven faageista, jotka on saatu satunnaisen
rikastamisen ja karakterisoinnin seurauksena, toisen sukupolven faagituotteisiin, jotka on tehty
pelkdstddn jo ennestdédn tunnetuista faageista. Tiedon lisddntyessd turvallisuushuolet vihenevét
(Krylov et al., 2015).

Faagien valmisteluun kéytettdvissd menetelmissd on paljon vaihtelua. Faageja
1oytyy sieltd, missd iséntdbakteerejakin eldd. Yksinkertainen tapa eristdd faagit luonnosta
kerdtystd vesipohjaisesta ndytteestd on sentrifugointi ja steriili suodatus. Faagien maddraa
kasvatetaan viljelemélld niitd isdntdbakteereissa. Kun faagit ovat kasvaneet, seuraa
karakterisointi, jossa mééritellddn terapiaan sopivat faagit sen mukaan, kuinka tehokkaasti ne
toimivat haluttua bakteeria vastaa, millainen niiden replikaatiosykli on ja sisdltdvitko ne
haitallisia geenejd. Puhdistus tulee tehdd huolellisesti, jos faageja halutaan kayttda terapiassa.
Endotoksiineista (lipopolysakkaridit) eroon pédédsy on ensiarvoisen tirkedd, silld ne aiheuttavat
tulehdusta elimistossd. Faagien puhdistus aloitetaan solujen lyysilld, joka on hyvd tehda
lysotsyymilla tai endolysiineilld, silld ihmisille tulevaan tuotteeseen ei kannata kayttda
orgaanisia liuottimia. Seuraava vaihe puhdistuksessa on matalan nopeuden sentrifugointi, jossa
faagit jddvdt supernatanttiin. Polyetyleeniglykolia (PEG) kéytetddn yleisesti faagien
saostamiseen, ja ultrasentrifugoidessa gradientteja muodostavan CsCl:n avulla faagit saadaan
erilleen muusta lysaatista. Ultrasentrifugointia voidaan yrittdd vélttdd mm. dialyysin tai
kromatografian avulla. Vaihtoehtona saostamiselle taas voi olla flokkulaatio, jossa faagit
aggregoituvat yhteen, ja ne voidaan kerdtd suodattamalla, sedimentoimalla tai matalan
nopeuden sentrifugoinnilla. Perinteinen faagien puhdistusmenetelmd on kuitenkin hidas, eikd
se sovi kuin vain pienelle, tutkimuksissa kéaytettdville faagimédrdlle. Tarvitaan uusia

menetelmid, jos halutaan tuottaa suuria médrid faageja nopeasti (Gill and Hyman, 2010).

3.3. Genomin karakterisoiminen

Jotta faagien turvallisuudesta voidaan varmistua, faagit tulee tunnistaa ja karakterisoida.
Faagiterapiaa varten genomin tiytyy olla 100 % sekvensoitu ja kaikkien avoimien lukukehysten
(ORF) selvitetty. Ennen karakterisointia faagien pitdd olla tarkasti puhdistettu, jotta tulokset
ovat luotettavia. Faagien genomeista etsitdéin myrkkyjé, antibioottiresistanssia tai integraasia

koodaavia geenejd, ja jos niitd loydetddn, faagia ei kiytetd faagiterapiassa. Integraasin
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I6ytyminen viittaa yleensé siihen, ettd faagi on temperaatti. Philipson et al. julkaisivat vuonna
2018 artikkelin, jossa nimettiin viisi vaihetta faagien karakterisointiin: korkealaatuinen
sekvensointi, ORF:ien I6ytdminen, tunnettujen geenien identifiointi, haitallisten
geenimarkkerien identifiointi, varmistaminen, ettd sekvenssi edustaa kohdepopulaatiota ja

mahdollisten kontaminaatioiden analyysi (Philipson et al., 2018).

3.4.Erilaiset metodit faagien annosteluun

Faageja tarvitaan yleensd vihemmain per bakteeri kuin antibiootteja, silld yksi faagi riittaa
yhden isdnnin tuhoamiseen, vaikka kerran infektoinut faagi ei endd voikaan tuhota muita
bakteereja. Useampi faagi voi kuitenkin yhtdaikaisesti infektoida yhden isdnnéin, minka vuoksi
usein lasketaan MOI-arvo, joka kertoo, kuinka monta faagia infektoi yhden iséntdsolun.
MOIinput -arvo taas kertoo, montako faagia terapiassa annosteltiin per isdntdsolu (Romero-Calle
et al., 2019).

Faagien annostelun voi olla ns. aktiivista tai passiivista. Aktiivisessa
menetelméssé faageja annetaan aluksi pieni mééré, ja niiden madra kasvaa sitd mukaa kun faagit
lisddntyvit bakteeri-isdnnissd. Passiivisessa menetelmissd annetaan heti niin suuri maird
faageja, ettd ne riittdvit itsenddn tuhoamaan bakteerisolut. Aktiivisen menetelmédn etuna
pidetddn sitd, ettd siind on kyse ikddn kuin lddkkeen jatkuvasta, automaattisesta annostelusta,
joka tapahtuu suoraan infektioalueella. Téten kehon luonnollista toimintaa ja homeostaasia ei
hairitd yhtd merkittavésti. Faagien annosteluun elimistoon voidaan tehdd monella tavalla, ja se
riippuu yleensd bakteeri-infektion luonteesta ja sijainnista. Taulukossa I esitellddn erilaisia

tapoja annostella faageja (Romero-Calle et al., 2019).
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Taulukko I. Bakteriofagiterapiassa kéytettdvid tapoja annostella faageja potilaalle, sekd kunkin
menetelméin etuja, haittoja ja suositeltavia toimenpiteitd ongelmien vilttdmiseksi. Taulukko on

muokattu ldhteestd Romero-Calle et al. (2019).

Annostelureitti Edut Haitat Haittojen minimointi
Intraperitoneaalinen Mahdollistaa Diffuusio ihmisilld Annostelu useampaan
(vatsaonteloon suuremmat annokset. saattaa olla kohtaan.
injektio) Diffuusio muihin véhdisempad kuin koe-
kehon osiin. eldimilla, joilla suuri
osa tutkimuksesta on
tehty
Intramuskulaarinen Faagit suoraan Mahdollisesti hitaampi  Monta annosta.
(lihaksensisdinen infektioalueelle. diffuusio. Pienemmét
injektio) annokset.
Subkutaaninen Paikallinen seka Pienemmiét annokset. Monta annosta.

(ihonalainen injektio)

systeeminen diffuusio.

Intravenoosinen Nopea koko kehon Immuunijarjestelma Heikompaa
(suonensisdinen diffuusio. havittdaa faagit immuunivastetta
injektio) nopeasti. aiheuttavien faagien
valinta
Topikaalinen Suuri annos suoraan Veteen suspensoitujen  Faagit geeleihin tai
infektioalueelle. faagien valuminen siteisiin.
pois kohdealueelta
Suppo Hidas ja tasainen Rajoitetut Vaaditaan huolellista
annostelu pitkdn ajan ~ kdyttomahdollisuudet  tutustumista faagien
kuluessa. ja —alue. Riskind vddrd kinetiikkaan.
annosteluméaéara.
Vaikea valmistaa.
Oraalinen Helppo antaa Vatsahapot vihentdvit Kalsiumkarbonaatin
(suun kautta) potilaalle. faagien méaraa. lisdys pH:n
Mahdollistaa suuret Faagien ei-spesifinen  puskuroimiseksi.
annokset. sitoutuminen vatsan Faagien
siséltoon ja mikrokapsulointi.
mikrobistoon.
Aerosoli Suhteellisen helppo Paljon faageja Depolymeraasien
annostelu. Voi hukkaan. Lima ja kayttd liman
saavuttaa myds biofilmit voivat estdd  vidhentdmiseksi.

huonosti lapaistavit,
infektoituneet
keuhkojen osat.

faagien kuljetusta.
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3.5. Endolysiinien kiytto antibakteriaalisina agentteina

Joissain tutkimuslinjauksissa kokonaisen bakteriofagin kéytto terapiassa on hylitty, ja sen
sijaan huomio on kiinnitetty isdntébakteeria hajottaviin entsyymeihin, ldhinna endolysiineihin,
sekd joskus my0s bakteerin sisdkalvoa hajottaviin holiineihin. Niiden toimintamekanismeja on
kisitelty kohdissa 2.5.1. ja 2.5.2. Pelkkid lyyttisid entsyymejd kayttdméilld voidaan vélttaa
joitain faagiterapiaan liittyvid ongelmia, kuten yksittdisen faagin suppeaa iséntdkirjoa
(spesifisyys) ja faagiresistenssin kehittymistd. Entsyymit toimivat antibioottimaisesti
ladkeaineina, koska niiltd puuttuu faagin kyky jilkeldisten tuottamiseen. Lu et al. julkaisivat
vuonna 2020 tutkimuksen, jossa phiSASD1-faagin endolysiinid (LytSD) ja holiinia (HoISD)
koodaavat geenit identifioitiin, kloonattiin ja proteiineja tuotettiin antibakteeristen
ominaisuuksien testausta varten. (Lu et al., 2020) LytSD:n avulla pystyttiin hdvittimaén 7/18
testatuista bakteerikannoista ja HolSD havitti yhden bakteerikannoista ja esti monen muun
kasvua merkittavasti.

Endolysiinien kohdebakteerit ovat gram-positiivisia, silld ulkoinen solukalvo
suojaa gram-negatiivisia bakteereja niiden vaikutukselta. Endolysiinien etuna moniin
antibiootteihin on kuitenkin se, ettd niiden ei tarvitse padstd bakteerisolun sisdin, vaan riittaa,
ettd ne padsevit késiksi soluseindédn. Talloin bakteerin on vaikeampaa kehittidd vastuskykya sen
toiminnalle. Gilmer et al. esittelivit vuonna 2013 Streptococcus suis —bakteereja infektoivasta
faagista eristetyn PlySs2-endolysiinin, jolla on poikkeuksellisen laaja aktiivisuus eri
bakteerilajeja vastaan (Gilmer et al., 2013). Se kykeni hajottamaan sekd Bacillaes ettd
Lactobacillaes  luokkiin ~ kuuluvia  bakteereita. = N&mid  bakteeriryhmit  ovat
peptidoglykaanirakenteeltaan melko samankaltaisia, mikéd selittdd endolysiinin laajaa tehoa.
Poikkeuksellista oli, ettd PlySs2 oli itse asiassa tehokkaampi S.aureus bakteereita vastaan kuin
faagin alkuperdisiséntid S.suis bakteereja. PlySs2 oli tehokas myds antibioottiresistentteja
bakteerikantoja, kuten pahamaineista metisilliinille vastustuskykyistd Staphylococcus
aureus:ta (MRSA), vastaan. Se toimi hyvin jopa sellaista infektiota vastaan, jossa osallisena oli

MRSA:n liséksi Streptococcus pyogenes —bakteereja (Gilmer et al., 2013).
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3.6. Muokatut bakteriofagit

Aiemmin mainittujen ensimmdisen ja toisen sukupolven faagiterapian jidlkeen aletaan
todenndkdisesti siirtyd ns. kolmannen sukupolven faagiterapiaan. Silld tarkoitetaan sellaisten
faagien kdyttod, joista on esimerkiksi keinotekoisesti poistettu haitallinen geeni (Krylov et al.,
2015). Tallainen genomin muokkaus mahdollistuu mm. A-faagin Red-rekombinaatiosysteemin
avulla (Caldwell and Bell, 2019). Se koostuu 5°-3” eksonukleaasista ja liittdjdproteiinista, seki
avustavasta Gam-proteiinista joka estdd isdntdsolua hajottamasta faagin kromosomia. Red-
rekombinaatio on ideaali faagien geenimuokkausta varten, koska se kykenee tehokkaaseen
toimintaan myos hyvin lyhyiden homologien kanssa. Tdmad mahdollistaa synteettisten PCR
primereiden kédyton (Caldwell and Bell, 2019; Krylov et al., 2015).

Haitallisen geenin poistamisen tai hiljentdmisen lisdksi on mahdollista parannella
faagin ominaisuuksia lisddmalld tekijd, joka parantaa faagiterapian tehoa. Téstd esimerkkind
toimii faagin PEGylaatio (Kim, K. et al., 2008). PEGylaatio on prosessi, jossa proteiinien
aminohappoketjujen aminoryhmiin liitetdédn kovalenttisesti PEG-molekyylejd. PEG-ryhmien
tiedetddn parantavan proteiinien stabiilisuutta ja vidhentdvdn niiden aiheuttamaa
immuunivastetta. PEG-ryhma on kemiallisesti inertti. Bakteriofagivirionien PEGylaatiolla on
onnistuttu vdhentdmédidn tyypin 1 T-auttajasolujen (Thl) aiheuttamaa immuunivastetta
(sytokiinit IFN-y ja IL-6). PEGylaatio on lisdnnyt aikaa, jonka faagit ovat pysyneet
verenkierrossa ennen kuin immuunijdrjestelmd hajottaa ne. PEGylaatio voi siis parantaa
faagiterapian tehoa. Haittapuolena on se, ettd PEGylaatio myds heikentdd faagin
infektoimiskykyd, mutta tdhdn voidaan vaikuttaa muuttamalla kdytetyn PEG:n konsentraatiota
(Kim, K. et al., 2008). Faagien selviytymiskykyd verenkierrossa on paranneltu myos mm.
korvaamalla aminohappo faagin kapsidiproteiineissa. 7y-faagin kapsidin E-proteiinin
glutamiinihappo158 korvattiin lysiinilld (Vitiello et al., 2005). Tdmd on nimetty argol
mutaatioksi. Argol mutaatio yksinddn johti faagin yli tuhatkertaisesti parempaan
selviytymiskykyyn verenkierrossa (Vitiello et al., 2005).

Muokkauksilla on pyritty myos lisdédméain faagin mahdollisten isdntébakteerien
madrdd. Chen et al. julkaisussa vuodelta 2017 T4-faagin kaltaisen WGO01-faagin genomia
muokattiin niin, ettd isdntdsolun tunnistusalueelle sijoitettiin QLO1-faagin kdyttimi isdnnidn
tunnistusgeeni (Chen et al., 2017). Tdémé johti sithen, ettd muokattu WGOI1 pystyi nyt
infektoimaan alkuperdisen iséntdnséd lisdksi myds QLO1:n isdnnén. Téstd uudesta kimeeristd

faagista syntyi mutatoitumalla vield uusia faageja, joista kaikkein laajimman isdntimddrdn

20



omaavalla oli WGOIL:n ja QLOl:n alkuperdisten isdntien lisdksi kahdeksan tdysin uutta

mahdollista isdntid (Chen et al., 2017).

3.6.1. Bakteriofagit liiikeaineiden kantajina

Bakteriofageja on myos pidetty mahdollisena kuljettajina lddkeaineille, jotka eivit ole tarpeeksi
spesifisid jotta niitd voitaisiin annostella suoraan elimistoon. Esimerkiksi kloramfenikoli-
antibiootti, jonka kayttdd viltetddn sen myrkyllisyyden takia, voitaisiin kuljettaa suoraan
kohdebakteereihin faagin avulla (Yacoby et al., 2007). Filamenttisia bakteriofageja on pidetty
hyvin sopivina tdhdn tarkoitukseen. Kloramfenikolia liitettiin filamenttisen faagin vaipan
proteiineihin neomysiinin avulla. Hydrofobinen neomysiinilinkki faagin ja kloramfenikolin
valilla lisdd liukoisuutta, ja auttaa faagia sitomaan enemmédn kloramfenikolia. Kuvassa 4

esitetddn filamenttinen faagi ja siihen kiinnitetyt lidkeaineet (Yacoby et al., 2007).

fUSES-ZZ Filamentous bacteriophage [1,
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Kuva 4. a) Muokatun filamenttisen fUSES-ZZ-bakteriofagin pintarakenne. Violetilla on
merkitty p3-proteiinit, joissa on kiinni ZZ-domaini, jonka tarkoitus on sitoa IgG:td. IgG:n on
tarkoitus kohdentaa faagi infektioalueelle. b) Punainen kierre kuvaa osaa p8-pintaproteiinin
rakenteesta. Siind on kiinni neomysiini (mustalla virilld), jossa on vilittdjdosan kautta kiinni
kloramfenikoli (punaisella vérilld). Teksti ja kuva ovat perdisin ldhteestd (Yacoby et al., 2007).
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4. Bakteriofagiterapian haasteet

Faagiterapiaan liittyy monia haasteita, joita on jo sivuttu aiemmissa kappaleissa. Terapian
teknisessd toteutuksessa, kuten faagien tuotossa ja annostelussa, on paljon vaihtelua. Sopivan
faagin valinta on monimutkainen ja tarkkuutta vaativa prosessi. Infektiota aiheuttava bakteeri
on tunnettava hyvin, eikd faagi saa sisdltdd haitallisia geenejd tai kyetd horisontaaliseen
geeninsiirtoon. Lisdksi immuunijdrjestelmd haittaa faagiterapian toimintaa, ja bakteereilla on
omia puolustusmekanismeja faageja vastaan. Spesifisyys, mikd on yksi faagiterapian eduista,
on myos yksi suurimmista haasteista, silld yksittdisen faagin mahdollisten isdntien joukko on
yleensd hyvin rajallinen. T4td ongelmaa on pyritty ratkaisemaan mm. geeninmuokkauksella (ks.
kohta 3.6.), kdyttdmalld pelkkid lyyttisid entsyymejd (ks. kohta 3.5.) tai useita erilaisia faageja
sisdltdvien faagicocktailien avulla. (Romero-Calle et al., 2019; Wittebole et al., 2014)

4.1. Bakteriofagien aiheuttama immuunivaste

Faagiterapian ei ole todettu aiheuttavan terveydelle vaarallista immuunijdrjestelmin
ylireagointia, mutta immuunijarjestelmé hiiritsee faagiterapiaa poistamalla faageja elimistosta.
Sekd luontainen ettd hankittu (adaptiivinen) immuniteetti toimivat faageja vastaan.
Immuunivasteen asettamaan haasteeseen on pyritty vastaan mm. valitsemaan faageja, joiden
genomista ei 10ydy vahvaa immuunivastetta aiheuttavia geenejd sekd tekemdilld faagin
rakenteeseen muokkauksia, jotka vdhentdvét faagin immunogeenisyyttd (Romero-Calle et al.,
2019).

Faagit eivdt ole elimistdlle tuntemattomia partikkeleja. Faageja esiintyy
luonnostaan niissd elimistdn osissa, jotka eivit ole steriilejd, ja joissa faagien iséntdbakteerit
elivit — siis etenkin limakalvoilla ja ruuansulatuselimistossd. Téstd huolimatta
immuunijdrjestelmad hivittad faageja aktiivisesti (Krut and Bekeredjian-Ding, 2018). Uskotaan,
ettd PAMP-molekyylejd tunnistavat pattern recognition receptor (PRR) —reseptorit ovat
oleellinen osa solujen kykya tunnistaa bakteriofageja (Roach et al., 2017). Fagosyytit kykenevit
sitoutumaan faageihin, ottamaan ne sisdéinsa ja hivittiméiéan ne (Kurzepa et al., 2009). Faagien
hévitys johtaa myds adaptiivisen immuniteetin aktivoitumiseen. Faagien vastaiset vasta-aineet
vuorovaikuttavat ilmeisesti faagien pintaproteiinien kanssa, jotka ovat eri faageilla erilaisia.
Tama selittdd sen, ettd jotkin faagit ovat immunogeenisempid kuin toiset (Krut and Bekeredjian-
Ding, 2018). IgG ja IgA —immunoglobuliinit voivat liséksi hillitd faagien lisddntymistehoa
(Hodyra-Stefaniak et al.,, 2015; Majewska et al, 2015). Kuvassa 5 on eritelty faagien
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aiheuttaman immuunivasteen reittejd. Faagien ja immuunijdrjestelmidn yhteistoiminnasta ei
tiedetd kuitenkaan vield ldheskdédn kaikkea (Krut and Bekeredjian-Ding, 2018).
Immuunivasteen aiheuttamisen lisdksi bakteriofagit voivat myds hillitd sitd.
Vuoden 2017 tutkimuksessa havaittiin, ettd faageilla on sekd tulehdusta stimuloivia ettd
tukahduttavia ominaisuuksia perifeerisen verenkierron mononukleaarisissa soluissa (PBMC)
(Belleghem et al., 2017). Tulehdusta lieventdvd vaikutus todennékdisesti auttaa faagia
selviytyméddn kehossa, mutta my0s suojelee bakteeri-isdntii, mikd parantaa faagien
lisddntymismahdollisuuksia. Faagiterapian tehokkuuden kannalta immuunivasteen aleneminen
on usein edullista, silld terapeuttiset faagit selviytyvét elimistossd kauemmin. Tutkimuksessa
vuodelta 2006 selvitettiin, ettd faagit atheuttavat vain vahiistd reaktiivisten happilajien (ROS)
vapautusta immuunisoluista, ja joissain olosuhteissa ne voivat jopa vidhentdd bakteerien
aitheuttamaa ROS:n vapautusta (Przerwa et al., 2006). Neutrofiilit ja monosyytit kdyttaviat ROS-
yhdisteitd bakteerien hdvittdmiseen, mutta liiallinen ROS aiheuttaa oksidatiivista stressid. Tdma
voi johtaa kudosvaurioihin, joten suuri ROS:n méérd ei ole faagiterapiassa tavoiteltavaa

(Przerwa et al., 2006).
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Kuva 5. Faagien ja isdnndn immuunisolujen vélisid erilaisia vuorovaikutuksia. Bakteerit on
kuvattu violetteina ja makrofagi sinisend. A) Bakteriofagit infektoivat bakteerin. B)
Bakteriofagit lisddntyvdt bakteerissa. C) Bakteerisolu hajoaa ja bakteriofagin jilkeldiset
vapautuvat. D) Faageja tunnistavat immunoglobuliinit estdvét faagi-infektion. 1) Makrofagi
tunnistaa faagien proteiineja, mikéd aktivoi makrofagin. 2) Makrofagi hivittdd solunulkoiset
bakteerit solunsyonnilld ja ottaa faagit sisddnsd havitettdviksi endosytoosin avulla. 3)
Makrofagi syd faagien infektoiman bakteerin, jolloin sekd bakteerin etti faagien PAMP:t
aktivoivat makrofagia. 4) Bakteerisolun lyysin jdlkeen makrofagi sy sekd bakteerien jadnteita
ettd faageja. Bakteerien ja faagien PAMP:t aktivoivat makrofagia. 5) Makrofagi syo
opsonoidun bakteerin sen jidlkeen, kun Fc-reseptorit tunnistavat bakteerille spesifiset
immunoglobuliinit. 6) Kompleksi, jossa faagit ovat sitoneet immunoglobuliineja, tunnistetaan
Fc-reseptorien avulla, ja makrofagi endosytosoi faagit. Kuva ja teksti perdisin lihteestd (Krut
and Bekeredjian-Ding, 2018).

4.1.1. Endotoksiinit

Endotoksiineiksi kutsutaan lipopolysakkarideja (LPS), joita on gram-negatiivisten bakteerien
ulkokalvolla. Ne koostuvat hydrofobisesta osasta eli lipidi A:sta, sekd hydrofiilisesta
polysakkaridiosasta. Hienorakenteessa on kuitenkin eroja eri bakteerilajien vililli. LPS:n

tehtdvit liittyvat bakteerin infektoimiskyvyn parantamiseen. Bakteerin hajoaminen johtaa
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LPS:n vapautumiseen, mikd puolestaan aktivoi immuunijirjestelmid tyypin 4 toll-like
reseptorien vélitykselld (Wang and Quinn, 2010).

Jos faagiterapian yhteydessd bakteerisoluja hajoaa nopeasti suuria miéria,
endotoksiinit voisivat ainakin teoriassa aiheuttaa voimakkaan reaktion, joka voi pahimmillaan
johtaa septiseen shokkiin (Romero-Calle et al., 2019). Endotoksiinit eivit kuitenkaan ole yksin
bakteriofagiterapiaan liittyvd ongelma, silli my0s perinteisten antibioottien aiheuttama
bakteerisolujen lyysi vapauttaa endotoksiineja. Vuoden 2017 tutkimuksessa vertailtiin
antibioottien ja faagiterapian aiheuttamia endotoksiinimddrid (Dufour et al, 2017).
Tutkimuksessa kdytetyt antibiootit olivat beetalaktaameja sekd amikasiinia, ja kédytetyt faagit
olivat E.coli. bakteereja infektoivat 536 P1 ja LM33 P1. Faagien ja amikasiinin vapauttamat
endotoksiiniméérat olivat samalla tasolla, kun taas beetalaktaamit vapauttivat enemmin
endotoksiineja kuin faagit. Faagit olivat lisdksi nopeampia tuhoamaan bakteereja kuin
beetalaktaamit. Faagien antibiootteihin verrattavissa oleva endotoksiinien vapautus on

faagiterapian turvallisuuden kannalta rohkaiseva tulos (Dufour et al., 2017).

4.2. Faagiresistenssi

Bakteerit ja bakteriofagit ovat luontaisia vihollisia, mikd on vuosien varrella johtanut bakteerit
kehittimédidn puolustuskeinoja faagi-infektiota vastaan. Bakteerien menetelmét faagien
neutraloimiseen ovat usein sellaisia, jotka joko piilottavat” bakteerin faageilta solunulkoisen
matriisin avulla, hdiritsevét jotain faagien eldménkierron vaiheista (reseptoriin sitoutuminen,
adsorptio, genomin replikaatio, uusien faagien kokoaminen yms.) tai ns. abortoivat infektion
tappaen samalla my0s itsensd. Esimerkiksi CRISPR/Cas-jérjestelmd on viime vuosina paljon
huomiota saanut bakteerien faagienvastainen puolustusmenetelmad, sillé sitd voidaan hydodyntia
tarkkaan geenieditointiin. CRISPR/Cas on ainoa tunnettu adaptiivinen immuunijirjestelma
bakteereissa. Bakteerin CRISPR geenialueelle sijoitetuista virus-DNA-jaksoista tuotettu
CRISPR-RNA tunnistaa komplementaarisen virus-DNA:n, jonka kanssa se pariutuu. Tdmin
jalkeen Cas-nukleaasi pystyy katkaisemaan vieraan DNA:n. Nédin viruksen DNA tuhoutuu ja
virusinfektio pyséhtyy (Azam and Tanji, 2019).

Kuten antibioottiresistenssinkin kohdalla, resistenssi jotain tiettyd faagia kohtaan
voi olla joko luontaista tai esimerkiksi plasmidien vélitykselld hankittua (Romero-Calle et al.,
2019). Faagiresistenssi on kuitenkin usein vaihtokauppa: faageille vastustuskykyisen bakteerin
taudinaiheuttamiskyky usein heikentyy. Esimerkiksi vuoden 2019 tutkimuksessa Listeria
monocytogenes  —bakteerilla  faagiresistenssi  aiheutti  merkittdvasti  heikentynyttd

infektoimiskykyd (Sumrall et al., 2019). L. monocytogenes:in aiheuttama solunsiséinen infektio
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vaatii yleensd bakteerin pinnan glykolysoitujen molekyylien, kuten galaktosyloitujen
teikkohappojen, toimintaa. Nama glykolysoidut ryhmit ovat myos vélttiméattomii bakteriofagi
A500:n adsorptiolle. Kun galaktoosit poistetaan, bakteerista tulee faagille immuuni, mutta se

my0Os menettdd suuren osan taudinaiheuttamiskyvystdan (Sumrall et al., 2019).

4.2.1. Virusten evoluutio mukautuu resistenssiin

Bakteriofagien ja bakteerien vélinen peto-saalissuhde johtaa luonnollisesti sithen, ettd faagit
kehittavit aina uusia tapoja kiertdd bakteerien puolustusmekanismeja. Joillain faageilla, kuten
esimerkiksi erdilld Streptococcus thermophilus —bakteerien faageilla, on kdytdssddn anti-
CRISPR proteiineja eli Acr-proteiineja (Hynes et al., 2018). Niiden avulla faagit hiiritsevit
bakteerien CRISPR/Cas-puolustusjarjestelmédd, kuten Cas9-endonukleaasin toimintaa.
Tutkimuksessa identifioitu AcrllA6-proteiini oli merkittdvd 16ydos, silld se on perdisin
virulentista faagista, kun suurin osa l0ydetyistd Arc:eista on perdisin temperaateista faageista
(Hynes et al., 2018). Vibrio cholerae -kantoja infektoivalla ICP1-tyyppiselld faagilla taas on
oma CRISPR/Cas-jdrjestelménsd, jota se kéyttdd iséntdbakteerin puolustusjirjestelmin
ohittamiseen (Seed et al., 2013). Faagi kdyttid CRISPR/Cas-menetelmii niin, ettd se leikkaa
18 kb:n DNA-jakson, jota kutsutaan PLE:ksi, V. cholerae:n genomista. Normaalisti PLE-jakso
estdd ICP1-faagin toiminnan toistaiseksi tuntemattomalla mekanismilla, mutta CRISPR/Cas

vilitteinen PLE:n poisto mahdollistaa faagin lisdédntymisen solussa (Seed et al., 2013).Fku

4.2.2. Faagien kiytto yhdessi antibioottien kanssa

Faagiterapian yhdistdmiselld antibioottien kdyttoon on havaittu olevan muutamia merkittivia
etuja: bakteeri-infektion havitys tehostuu, ja bakteerien resistenssi ei aiheuta yhtd merkittdvaa
haittaa kuin tilanteessa, jossa kéytettdisiin vain jompaakumpaa menetelmdad (Viertel et al.,
2014). Esimerkiksi vuonna 2004 julkaistussa tutkimuksessa kéytettiin sekd antibiootti
enrofloksasiinia ettd faageja - yhdessi ja erikseen - kolibasilloosin hoitoon broilereissa (Huff et
al., 2004). Kolibasilloosin kuolleisuus ilman hoitoa oli 68 %, pelkén enrofloksaanin avulla 3 %
ja bakteriofagien avulla 15 %. Yksikddn koe-eldin ei kuollut kolibasilloosiin, kun
enrofloksaania ja bakteriofageja kéytettiin yhdessd, mikd osoittaa faagien ja antibioottien
yhteiskdyton tehokkuuden (Huff et al., 2004).

Erityinen faagien ja antibioottien yhteistoiminnan muoto on ns. faagi-antibiootti
synergia (PAS), mikd perustuu sithen, ettd joissain tilanteissa matala, ei-tappava
antibioottiannos lisdd virulenttien faagien tuottoa bakteerisoluissa (Viertel et al., 2014). Vuoden

2018 tutkimuksessa testattiin useampaa antibioottia PAS:n muodostumisen kannalta (Kim, M.
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et al., 2018). B-laktaamit ja muutamat muut PAS:ia aiheuttavat antibiootit turvottivat ja/tai
filamentoivat bakteereja. PAS johtui ilmeisesti siitd, ettd suurempi bakteerin pinta-ala vaati
enemmain holiinien kerdytymistd ennen kuin lyysi oli mahdollinen. Télldin lyysin viivdstyessd
isdntdsolussa ehdittiin koota enemmén uusia faageja. Kaikki antibiootit eivdt kuitenkaan
toimineet tutkimuksessa; kanamysiini ja sulfametoksatsoli eivit aiheuttaneet huomattavaa
PAS-vastetta (Kim, M. et al., 2018).

Vuonna 2017 valmistettiin yksilolliset bakteriofagicocktailit 68-vuotiaalle
diabeetikkopotilaalle, joka kérsi nekrosoivasta pankreatiitista, jota pahensi MDR Acinetobacter
baumannii —infektio (Schooley et al., 2017). Bakteeri-infektio kehitti vastustuskyvyn kahdelle
ensiksi kdytetylle faagicocktailille, mutta niiden jidlkeen valmistettu kolmas faagicocktail oli
tehokkaampi. Havaittiin, ettd viimeisin bakteerikanta, joka oli vastustuskykyinen kahdelle
ensimmadiselle faagicocktailille, ei ollut vastustuskykyinen minosykliini-antibiootille.
Minosykliini otettiin mukaan hoitokeinoksi faagiterapian ohella. Potilaan tila kohentui, hin

kotiutui sairaalasta ja palasi tyoeldméén (Schooley et al., 2017).

4.3. Saintely ja taloudellinen kannattavuus

Taloudelliset ja sddntelyyn liittyvét syyt ovat merkittdvid esteitd faagiterapian yleistymisen
tielld. Vaikka uuden bakteriofagituotteen kehittdminen onkin yleisesti ottaen edullisempaa kuin
uuden antibiootin kehittiminen, rahoitus faagiterapialle on silti usein tiukassa. Faagiterapian
pitkdt perinteet ja toisaalta historia, jossa se oli ldnsimaissa pitkddn unohduksissa, tekevit
faagiterapiaan liittyvistd omistussuhteista ja patenttiasioista monimutkaisia. Lisdksi
ladkeyhtioilld on taipumus rahoittaa voimakkaammin kroonisien sairauksien hoitoon tahtdavaa
tutkimusta kuin lyhyen aikaa kdytettdvid akuutteja hoitomuotoja kuten uusia antibiootteja tai
faagiterapiaa. Tdma johtuu siitd, ettd ladkkeet, joita potilas kéyttdd pitkid aikoja, tuovat
yritykselle enemmin taloudellista hyotyéd (Skurnik et al., 2007).

Ihmisille tarkoitettujen lddketuotteiden sddntely on luonnollisesti ddrimmaiisen
tiukkaa. Faagit ovat lddketuotteina uniikkeja ja niiden laajamittainen kéyttd vaatii muutoksia
lainsdddantoon. Lait on pitkdlti suunniteltu standardoituja tuotteita silmélldpitden, mutta
faagituotteet ovat usein yksilollisesti potilaalle suunniteltuja. Lisdksi faagit ovat ns. aktiivinen
hoitomuoto, silld ne lisddntyvét kehossa. Tdmai tekee faagiterapiaan liittyvastd farmakologiasta
hyvin erilaista kuin vaikkapa antibioottien vastaavasta. Faagit poikkeavat perinteisistd
ladkkeistd myoOs siten, ettd ne ovat evoluution kohteita, ja niissd tapahtuu siis ajan myoté
muutoksia. Tavallisesti lddketutkimuksissa kédytetyt kliiniset satunnaistetut kaksoissokkokokeet

eivdt usein sovi faagiterapialle sen poikkeavien ominaisuuksien vuoksi (Fauconnier, 2019).
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Itd-Euroopan maissa, joissa on pitkdt perinteet faagiterapialle, sdétely on usein
vapaampaa. Faagiterapian uranuurtajamaassa Georgiassa laki tulkitsee faagituotteet ladkkeiksi.
Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkevirasto FDA mahdollistaa faagiterapian kayton kokeellisena
ladkkeend hététilanteessa. Euroopan unionissa oli pyrkimys vuonna 2015 muuttaa
lainsédddéntod faagiterapialle edullisempaan suuntaan, mutta konservatiiviset ndkdkannat
voittivat ja laki jii ennalleen. Sittemmin asia on jadnyt enemmén jasenmaiden vastuulle.
Esimerkiksi Belgiassa onkin otettu askelia kohti faagiterapiaa. Belgiassa faagituotteen
vaikuttavan raaka-aineen tulee olla laadultaan standardiohjeen mukainen, ja se tdytyy testata
hyvéksytyissd laboratorio-oloissa. Kun ndméd ehdot tadyttyvit, farmaseutti voi valmistaa
potilaalle yksilollisen faagituotteen ladkéarin méidrayksen mukaisesti. Tdmé on kuitenkin vield
siirtymédvaiheen menetelmé, joka todenndkdisesti muuttuu, silld se asettaa vastuun lihinnd

ladkérin ja farmaseutin harteille valmistajan ja viranomaisten sijaan (Fauconnier, 2019).

5. Tulevaisuudennikymiit

Kiinnostus faagiterapiaa kohtaan tuskin tulee laskemaan, ennemminkin pédinvastoin.
Antibioottiresistentit bakteerikannat ovat alati kasvava ongelma. Burnham et al. arvioivat, ettd
vuonna 2010 Yhdysvalloissa kuoli jopa 153 113 ihmistd MDR-organismien aiheuttamiin
infektioithin  (Burnham et al, 2019). Faagiterapiaa pidetddnkin yhtend kaikkein
varteenotettavimmista vaihtoehdoista antibioottien korvikkeeksi mm. sen spesifisyyden,
turvallisuuden ja toteutuksen matalien kustannusten ansiosta (Wittebole et al., 2014).

Faagiterapia ei kuitenkaan ole mikddn ihmelddke, vaan sen kédyton tielld on
faagituotteiden ominaisuuksiin, tuotantoon ja lainsdddantdon liittyvid haasteita. Faagiterapia
vaatii tyotd, silli sekd infektoiva bakteeri ettd terapeuttinen faagi tdytyy tuntea hyvin.
Immuunijirjestelmé saattaa hiiritd terapian onnistumista, tai kohdebakteeri saattaa kehittyd
faagille vastustuskykyiseksi (Wittebole et al, 2014). Faagien puhdistusmenetelmét ja
endotoksiinien poisto ovat yleensd aikaa vievid prosesseja, jotka eivét valttamétta nykyisellddn
sovellu laajamittaiseen tuotantoon (Gill and Hyman, 2010). Kaiken kaikkiaan, faagiterapia
vaatii edelleen lisdd tutkimustyota ja testausta.

Bakteriofageihin ja faagiterapiaan liittyvdd tutkimusta on meneilldin ympéri
maailmaa, myds Suomessa. Helsingin  yliopiston  Yersinia ja  bakteriofagi
tutkimuslaboratoriossa mm. sekvensoidaan ja karakterisoidaan faageja. Lisdksi sielld on
tavoitteena pystyttdéd faagiterapialaboratorio sekd ylldpitdd terapeuttisten faagien kokoelmaa.

Pyrkimyksend on vakuuttaa viranomaistahot faagiterapian hyddyistd ja lopulta saada
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faagiterapia osaksi Suomen julkisen terveydenhuollon arsenaalia (University of Helsinki,

2017).
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