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Antibioottiresistenssin  vuoksi tarvitaan menetelmid, joilla voidaan hoitaa
moniresistettien bakteerien aiheuttamia infektioita. Mahdollinen vaihtoehto
antibiooteille on bakteriofagien, eli bakteereja infektoivien virusten hyddyntdminen.
Faagihoidolla on pitka historia entisen Neuvostoliiton maissa, mutta kiinnostus
ldnsimaissa on herédnnyt vasta viime vuosikymmenien aikana lisddntyneen

antibioottiresistenssin myota.

Faagihoidon soveltaminen kliinisessd tarkoituksessa edellyttdd faagien laajaa
karakterisointia, eli bakteerien ja faagien yhteensopivuuden madritysta erilaisten
bioinformatiikan ~ tyokalujen  avulla.  Kehittyneet  sekvensointimenetelmat
mahdollistavat oikean faagin 16ytdmisen halutulle bakteerille. Faagihoidosta on viime
vuosien aikana tehty useita kliinisid kokeita, joissa on havaittu onnistuneita tuloksia
bakteeri-infektioiden hoidossa. Pelkéat faagit eivat kuitenkaan valttdmatta riitd, vaan
usein faagien liséksi hyddynnetddn synergistisia vuorovaikutuksia, joita saadaan
esimerkiksi antibioottien kanssa. Faagin genomia voidaan myds muokata haluttujen

ominaisuuksien saamiseksi ja siten hoidon tehostamiseksi.

Avainsanat: bakteriofagi, faagi, antibioottiresistenssi, bakteeri-infektio, synergia,
genomin muokkaus
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1 Johdanto

Bakteriofagit, eli faagit ovat viruksia, jotka infektoivat bakteerisoluja ja hyodyntavat niité
lisddntymistarkoituksessa. Faageja on kaikkialla, missé eldé bakteereja ja biosfaérissé on
arvioitu olevan noin 10% faagipartikkelia. Faagien uskotaan olevan maailmassa
vanhimpia ja runsaiten esiintyvid organismeja. Faageilla on merkittdva rooli
bakteeriyhteisdjen séatelyssa ja siten faagit ovat my®s osa ihmisen mikrobiomia.
(Strathdee ja muut 2023.)

Bakteriolyyttisestd, eli bakteereja hajottavasta aktiivisuudesta on tehty havaintoja
historian saatossa. Vuonna 1917 mikrobiologi Felix d’Herelle paatteli bakteereilla olevan
niitd infektoivia parasiitteja, jotka hdn nimesi bakteriofageiksi. Faageja sovellettiin
bakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa 1940-luvulle asti, kunnes penisilliini tuli
markkinoille. Ensimmaiset yha kaytdssé olevat faagihoito-ohjelmat kehitettiin Thilisissé
Georgiassa ja Wroclawissa Puolassa. Faagihoidon kehitys jatkui entisen Neuvostoliiton
maissa, mutta jai lansimaissa huomiotta toisen maailmansodan jalkeen antibioottien

I0ytdmisen myd6td. (Strathdee ja muut 2023.)

Antibiootteja pidettiin helpompana vaihtoehtona niiden laaja-alaisuuden vuoksi, eik&
aikaisemmin ollut tehokkaita tekniikoita faagien etsimiseen. Liiallinen antibioottien
kayttd on kuitenkin johtanut resistenssin kehittymiseen, minka vuoksi vaihtoehtoiset
hoitomenetelmét ovat tarpeen ja faagihoidot ovat alkaneet heréattdmaan kiinnostusta
ldnsimaissa viime vuosikymmenien aikana. (Dgbrowska ja Abedon 2019; Strathdee ja
muut 2023.)

Faagihoidon etuna antibiootteihin verrattuna on se, ettd faagit kykenevéat monistumaan
itsendisesti bakteerisolussa, eikd faagilddkkessd tarvita useita annostelukertoja.
Spesifisyyden ansiosta faagit eivat mydskaan vahingoita mikrobiomia. Faagihoito on
my6s havaittu turvalliseksi menetelméksi, ja sivuvaikutukset ovat minimaalisia
verrattuna antibiootteihin. (Gordillo Altamirano ja Barr 2019.) Tutkielmassa tutustutaan
faagien karakterisoinnin menetelmiin sek& esitelld&dn faagihoidon sovelluskohteita ja
kliinisia kokeita. Tutkielmassa késitellddn myos faagihoidon tehokkuuden edistamisté

synergistisilla vuorovaikutuksilla ja faagin genomin muokkauksella.



2 Faagien karakterisointi
2.1 Faagien rakenne ja toimintamekanismi

Faagit ovat erittdin spesifisid tietylle isantébakteerille, jota ne hyddyntavat
lisd&ntymistarkoituksessa. Faagin genomi on proteiineista koostuvan kapsidin sisalla.
Genomi on usein kaksijuosteisessa DNA-muodossa, mutta my0s yksijuosteinen DNA tai
RNA ovat mahdollisia. Faagin aiheuttama infektio kaynnistyy faagin sitoutuessa
isantabakteerinsa spesifiseen pintareseptoriin. Reseptorit ovat proteiinirakenteita, kuten
flagelloja ja piluksia seka soluseindan poriineja tai ulosvirtauspumppuja. Myds
lipopolysakkaridien  sokeriosat voivat olla faagireseptoreita. Faagi sitoutuu
tunnistamaansa reseptoriin héntdosalla ja injektoi genominsa bakteerin sytoplasmaan.
(Kortright ja muut 2019; Strathdee ja muut 2023.)

Kuva 1. Mikroskooppikuva faageista. A) Muddy ja B) Maestro, joita on kaytetty
Mycobacterium abscessuksen ja Acinetobacter baumanniin aiheuttamien infektioiden
hoidossa. Muddy-faagilla on sifoviraalinen morfotyyppi, jolloin faagi koostuu
ikosaherdaalisesta, eli pallomaisesta kapsidista ja ei-supistuvasta hannasta. Maesto-

faagilla on myoviraalinen morfologia, eli faagilla on supistuva hant4. Hantien rakenteet



tunnistavat bakteerisolun pinnalla olevia spesifisida reseptoreja. Mittaviivat 100 nm.

Kuvat: Graham Hatfull ja Adriana Carolina Hernandez. (Strathdee ja muut 2023.)

Faagit voivat olla lyyttisid tai lysogeenisid. Lyyttisessd syklissd genomin injektoinnin
seurauksena bakteerisolussa alkaa biosynteesi, jossa tuotetaan faagin osia. Uusia faageja
muodostuu runsaasti, kunnes faagin koodaamat holiinit ja endolysiinit aktivoivat
bakteerisolun lyysaantumisen. Talloin faagit padésevat poistumaan solusta ja sykli toistuu

uusissa bakteereissa. (Gordillo Altamirano ja Barr 2019.)

Lyyttisten faagien lisaksi luonnossa esiintyy myos lysogeenisia faageja. Lysogeenisessa
syklissa faagin lyyttiseen sykliin vaadittavat geenit sammutetaan ja faagin genomi
integroidaan osaksi bakteerin genomia joko kromosomiin tai plasmidiksi. Bakteeriin
integroitua faagin genomia kutsutaan profaagiksi. Profaagi voi sailyé bakteerissa useiden
sukupolvien ajan, eli lysogeeniset faagit eivat tapa infektoimiaan bakteereja heti.
Lyyttiset faagit sen sijaan pystyvét tappamaan suuren maarén bakteereja nopeasti, minka

vuoksi ne soveltuvat paremmin faagihoitoihin. (Strathdee ja muut 2023.)

Faageilla on spesifinen iséantdjoukko, eli bakteerit, joita ne infektoivat. Isdntdjoukko voi
olla laaja, jolloin faagi infektoi useaa bakteerilajia saman suvun sisélla. Osa faageista on
vield spesifisempié infektoidessaan vain muutamaa yksilod yhdesta bakteerilajista, jolloin
isantajoukko on kapea. Kapea iséntdjoukko on seurausta bakteerien kehittymisesta
selviytymaan faagi-infektioista, ja faagien tdytyy kehittyd mukana. Evoluution
seurauksena bakteereille on kehittynyt immuunipuolustusmenetelmid, kuten CRISPR-
Cas (engl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ja faageille taas

vastamekanismeja, kuten anti-CRISPR-Cas. (Strathdee ja muut 2023.)

Faagien isantdjoukko maaraytyy bakteerisolun pinnalla tapahtuvien prosessien seka
faagi-DNA:n injektoinnin jalkeen tapahtuvien puolustusmekanismien perusteella.
(Strathdee ja muut 2023.) Faagit, joilla on laaja isdntajoukko ovat usein tehokkaampia,

silla faagin ja bakteerin yhteensopivuuden todennékdisyys kasvaa (Hyman 2019).



2.2 Faagien etsiminen

Yksinkertaisimmillaan halutulle bakteerille sopivia faageja voidaan etsid luonnosta, silla
faageja esiintyy kaikkialla missé on bakteereja: merissa, jarvissa maaperassd, kasveissa
jaeldimissa. Faagien etsintd voidaan aloittaa esimerkiksi jatevesista tai maaperastd, jossa
elad haluttua bakteerilajia. Faagien tunnistamiseksi vesi- ja maaperanaytteista
suodatetaan pois viruksia suuremmat kokonaisuudet ja suodokset laitetaan esimerkiksi
agarmaljalle bakteerindytteiden paalle, joita varten halutaan loytda faagi. Lyyttisten
faagien lasndolo ndkyy bakteerindytteissé tyhjind bakteereja sisaltdmattéming alueina,

joista faagit voidaan eristéa. (Strathdee ja muut 2023.)

Laboratorioviljelyssa on kuitenkin useita rajoitteita. Faagit saattavat vaatia spesifiset
kasvuolosuhteet tai isdntdbakteeria ei ole saatavilla laboratoriossa. My6s lysogeenisten
faagien havaitseminen voi olla vaikeaa. (Coclet ja Roux 2021.) Faagien etsinnén
helpottamiseksi voidaan hyddyntdd metagenomiikan sovelluksia, eli kokonaisen yhteison
geenien tutkimista (Hultman ja Auvinen 2010). Metagenomiikan ansiosta faageja ei
tarvitse kasvattaa laboratoriossa, mika antaa enemman mahdollisuuksia erilaisten faagien
Ioytamiselle. Metagenomiikan avulla on I6ydetty paljon uusia faageja, mutta ongelmana
saattaa olla, ettei naytteistd 16ytyneiden faagien isantdbakteereja tiedetd. (Coclet ja Roux
2021.)

Ratkaisuna faagien iséntabakteerien 16ytdmiseksi kaytetadn bioinformatiikan tydkaluja,
joissa hyddynnetadn metagenomia. Faagin ja isdntabakteerin yhteensopivuus voidaan
ennustaa faagin genomin sekvenssin perusteella. Sekvenssien kohdentamismenetelma
perustuu nukleotidien samankaltaisuuteen faagin ja bakteerin genomin Vaélilla.
Mahdollisten iséntébakteerien genomit voidaan l0ytda esimerkiksi NBFI RefSec -
tietokannasta, jota kdytetadn nukleotidisekvenssien samankaltaisuuden tunnistamiseen

halutun faagin genomin ja bakteerin vélilla. (Coclet ja Roux 2021.)

Suuret samankaltaiset alueet faagin ja bakteerin genomissa johtuvat usein bakteerin
genomiin integroituneesta profaagista. Lyhyemmat samankaltaiset alueet johtuvat usein
bakteerin ja faagin valilla horisontaalisesti siirtyneistd geeneistd, joita ovat esimerkiksi
avustavat metaboliset geenit (eng. auxiliary metabolic genes, AMG). Ndma yhdistetaan

aiemmin onnistuneeseen infektioon, eli faagi voisi olla toimiva faagihoitoa ajatellen.



Virusgenomi voi myos olla yhteensopiva bakteerin CRISPR-spacer-sekvenssin kanssa,
mika kertoo bakteerin puolustuskyvysta faagia vastaan, eika kyseinen faagi ole sopiva

faagihoitoihin tdméan isantabakteerin tapauksessa. (Coclet ja Roux 2021.)

Iséntébakteerille sopivaa faagia voidaan etsid myds virusmarkkereiden avulla. Markkerit
ovat virusgeeneja, joita vain spesifista isantabakteerisukua infektoivat faagit koodaavat.
Virusmarkkereihin perustuvassa faagien etsimisessa kaytossa on Viral Host Unveiling
Kit (vHULK), jossa faagin ennustetut proteiinisekvenssit yhdistetddn Prokaryotic Virus
Orthologus Group (pVOG) -tietokannasta 16ytyviin virusproteiineihin. pVOG:n antama
lista faagigenomeista syOtetddn kahteen syvddn neuroverkostoon, joka pystyy
ennustamaan iséntabakteerilajin ja -suvun, sek& kertomaan ennustuksen luotettavuuden.
(Coclet ja Roux 2021.)

Kun isantabakteerille on 16ydetty sopiva faagi, kaytto kliinisessa tarkoituksessa vaatii
faagin karakterisointia. Karakterisointi siséltaa faagin isantajoukon maarityksen ja koko
genomin sekvensoinnin. Karakterisoinnissa pyritddn myos etsimaan antimikrobiaalista
resistenssia ja toksiineja koodaavia geened seka lysogeenisyyteen viittaavia geeneja, jotta
néiltd voidaan vélttyd. Ennen Kkliinista kéyttéa faageja monistetaan sille sopivassa
karakterisoidussa iséntdbakteerissa ja endotoksiinit sek& muut haitalliset yhdisteet

poistetaan. (Strathdee ja muut 2023.)

Karakterisoidut tiettyd isantabakteeria infektoivat faagit voidaan koota faagipankeiksi,
joista saadaan faageja kliiniseen kayttoon sekd lahtOmateriaali faagien geneettiseen
muokkaamiseen tai synteettisten faagien rakentamiseen. Kattavasti karakterisoidut
faagikirjastot mahdollistavat sopivien faagien I6ytamisen eri bakteerien aiheuttamien
infektioiden hoitoon. (Strathdee ja muut 2023.)



3 Bakteeri-infektioiden hoito faagien avulla
3.1 Faagihoidon sovelluskohteet

Faagien karakterisoinnin kehittymisen myota kiinnostus faagihoitoja kohtaan on kasvanut
lansimaissa viime vuosien aikana antimikrobiaalisen resistenssin lisdantyessa. Toistuvia
infektioita aiheuttavat bakteerit kehittyvat helposti moniresistenteiksi, eli resistenteiksi
useille  antibiooteille. ~ Kroonisten tulehdusten hoito antibiooteilla altistaa
moniresistenttien bakteerien syntymiselle monien hoitoyritysten johdosta. Erityisesti
kehonsisdiset hoitolaitteet, kuten tekonivelet ja sydamentahdistimet altistavat krooniselle
tulendukselle biofilmin syntymisen vuoksi. Biofilmi on pintaan tarttuvien mikrobien
muodostama jarjestaytynyt rakenne, jota antibiootit eivat valttamatta lapdise. (Suh ja
muut 2022.)

Muita uusiutuvia infektioita ovat esimerkiksi virtsatietulendus, ihon tulehdukset seka
hengitystieinfektiot kroonisissa keuhkosairauksissa. Tallaisten moniresistenttien
bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon vaaditaan uusia ratkaisuja ja hoito faageilla

on tuottanut lupaavia tuloksia. (Suh ja muut 2022.)

Faagien tehosta moniresistenttien bakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa on
nayttod useiden tutkimusten perusteella. Faagihoidon tutkimuksissa on pitkalti keskitytty
yleisimpiin ~ moniresistentteihin, ~ ESKAPE-ryhmaan  kuuluviin  bakteereihin
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ja Enterobacter -lajit). ESKAPE-ryhméaan
kuuluvien bakteerien aiheuttama tartunta on yleista sairaalaolosuhteissa jonkin toisen
sairauden hoidon yhteydessa. (Suh ja muut 2022.) Kuvassa 2 on esitetty faagihoidon
kliinisten kokeiden maariad vuodesta 1999 lahtien. Faagihoidosta on raportoitu useita
kliinisia kokeita erityisesti vuodesta 2016 eteenpdin ja madra on kasvanut vuoteen 2022

mennessa. (Strathdee ja muut 2023.)
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Kuva 2. Faagihoidosta tehdyt raportit ja kliiniset kokeet vuosittain. Kliiniset kokeet, joita
on raportoitu ClinicalTrials.gov -sivustolle vuodesta 1999 Ildhtien. Tiedot haettu
hakusanalla ”phage” 9.9.2022. (Muokattu kuvasta Strathdee ja muut 2023.)

Suhin ja muiden Kkatsauksessa (2022) esitelladn Kkliinisid kokeita faagihoidosta.
Onnistuneita tuloksia faagihoidoissa on saatu uusiutuvien virtsatieinfektioiden hoidossa,
joissa yleisimpié aiheuttajabakteereja ovat Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ja
Pseudomonas aeruginosa. Hoidoissa hyoddynnettiin yht4 faagia tai useampia faageja
sisaltavaa cocktailia. Faagicocktailit annosteltiin suun kautta, suonensisaisesti tai suoraan
tulehduspaikalle. Tutkimuksissa esitellyissé tapauksissa virtsatieinfektion oireet saatiin
poistettua ja suurimmassa osassa tapauksista infektiota aiheuttavista bakteereista péaéstiin

kokonaan eroon. (Suh ja muut 2022.)

Faageja on hyodynnetty onnistuneesti my6s hengitystieinfektioiden hoidoissa, joissa
aiheuttajabakteereja olivat esimerkiksi Mycobacterium abscesssus, P. aeruginosa ja
Acinetobacter baumannii. Tutkittavat hengitystieinfektiot olivat kystisen fibroosin
aiheuttamia infektioita sekd keuhkotransplantista tai COVID-19-jélkitaudista
aiheutuneita  keuhkokuumeita. Hoidoissa kéytetyt faagicocktailit annosteltiin
suonensisdisesti tai aerosolimuodossa. Kystisen fibroosin seurauksena saatujen
keuhkoinfektioiden hoito oli onnistunutta, mutta epdonnistumisia havaittiin M.
abscessuksen aiheuttamassa keuhkotaudissa sekd kahdessa neljasta tapauksesta A.
baumanniin aiheuttaman COVID-19-jélkitaudin hoidossa. M. abscessuksen tapauksessa

epéonnistuminen syy oli faageja neutralisoivat vasta-aineet (Suh ja muut 2022.)



Krooniset tulehdukset ovat usein seurausta biofilmistd, jota immuunijarjestelmén seka
antibioottien on vaikea l4pdistd. Biofilmin muodostuminen on riski kehonsiséisissa
hoitolaitteissa. Biofilmi voi muodostua my6s luuhun aiheuttaen luutulehduksen, eli
osteomyeliitin. Faagit pystyvat kuitenkin l&pdisemaan biofilmin ja tallaisten infektioiden
hoidosta on raportoitu onnistuneita tuloksia Staphylococcus aureuksen ja P. aeruginosan
ollessa yleisempi& luihin, tekoniveliin sekd sydamentahdistimiin liittyvien tulehduksen
aiheuttajia. Infektioita hoidettiin yhden faagin avulla tai faagicocktaileilla, jotka syotettiin
suonensisdisesti tai paikallisesti. Faagihoito toimi suurimmassa osassa tapauksista, mutta
P. aeruginosan aiheuttama infektio uusiutui kahdessa sydantahdistimeen liittyvassa

tapauksessa. (Suh ja muut 2022.)

Faagihoito moniresistenttien bakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa on tuottanut
onnistuneita tuloksia, mutta menetelméassa on rajoitteita. Faagien spesifisyys on hyvé asia
siind mieless4, ettd talloin vain halutut bakteerit tunotaan eikd normaaliflooraan kohdistu
tuhoavaa vaikutusta kuten esimerkiksi antibiooteilla. Spesifisyys saattaa kuitenkin olla
rajoite tilanteissa, joissa ei olla varma infektion aiheuttajabakteerista. (Kortright ja muut
2019.) Myo6s immuunipuolustus saattaa vaikuttaa alentavasti faagihoidon tehoon faageja

neutralisoivien vasta-aineiden tuotannon myo6téa (Hatfull ja muut 2022).

Faagien karakterisointi on aikaa vieva prosessi, eiké sopivia faageja ole vélttdmatta heti
valmiina kayttoon. Faagit eivat myoOsk&an valttdmatta padse infektoimaan
eukaryoottisolun sisélla olevaa bakteeria, silla kaikilla faageilla ei ole mekanismia paasta
solun sis&an. Myo6s endotoksiinien vapautuminen bakteerien lyysaantuessa saattaa
herdttdd huolenaiheita. Kehittynyt faagien karakterisointi kuitenkin mahdollistaa

faagihoidon tehokkuuden ja turvallisuuden. (Kortright ja muut 2019.)

3.2 Synergia faagihoidon tehostamisessa

Synergia on farmakologiassa ilmi6, jossa kaksi ladkettd tuottaa paremman vasteen kuin
kumpikin yksinadn, mik& parantaa hoidon onnistumisprosenttia. Faagihoito ei valttamatta
toimi yksinddn bakteerien eliminointiin ja esimerkiksi tulehtuneiden palovammojen
hoidossa pelkkd faagihoito saattaa olla tehotonta, silla spesifiset faagit eivat pysty
hoitamaan usean bakteerin aiheuttamia tulehduksia (Lin ja muut 2017.) Tall6in saatetaan

tarvita hoitoa tehostavaa adjuvanttia synergististen vuorovaikutusten aikaansaamiseksi.
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Useimmissa onnistuneissa faagihoidoissa on k&ytetty antibiootteja faagien liséksi.
Antibiootit saattavat parantaa faagildédkkeen toimintaa, sill4 kaksi erilaista menetelméa
tuottaa todennakdisesti paremman vasteen verrattuna yhteen. (Gordillo Altamirano ja
Barr 2019.)

Synergia faagien ja antibioottien valilla on havaittu ensimmaistd kertaa Comeaun ja
muiden tutkimuksessa (2007). Tutkimuksessa synergiaa testattiin beetalaktaamaaseilla ja
kinoloneilla E. colia vastaan. Tarpeeksi alhaisessa antibioottipitoisuudessa bakteerisolun
jakautuminen estyi, muttei aiheuttanut solun kuolemaa. Tamé mahdollisti faagien nopean
levidmisen ja siten bakteeripopulaation véhenemisen. (Gordillo Altamirano ja Barr 2019.)
Kaikki antibiootit eivat kuitenkaan tuota synergistisia vuorovaikutuksia, silld osa

antibiooteista saattaa hairita faagin replikaatiota. (Kortright ja muut 2019.)

3.3 Faagit antibioottiresistenssin ja virulenssin minimoinnissa

Kuten antibioottien tapauksessa, my0ds faagien kéayttd bakteeri-infektioiden hoidossa
saattaa johtaa bakteerien resistenssin kehittymisen faageja vastaan. Vaikka resistenssin
syntyminen faagia kohtaan véhent&a faagihoidon tehokkuutta, resistenssin kehittymisesta
voi kuitenkin olla hyotyé bakteeri-infektioiden hoidossa. Faagien kaytté voi esimerkiksi
auttaa antibioottiresistenssin vahenemisessa bakteerien evoluution seurauksena. Bakteeri
kehittyy suojaamaan itsedén faagilta ja esimerkisi faagin sitoutuminen antibioottien
ulosvirtauspumppuun aiheuttaa selektiota tata rakennetta vastaan, mika tekee bakteereista
taas herkkia antibiooteille. (Kortright ja muut 2019.)

Esimerkkitapaus antibioottiresistenssin poistamisessa on P. aeruginosa-bakteeria
infektoiva faagi OMKOL1, jonka sitoutumiskohta on antibiootteja ulos pumppaavien
MexAB ja MexXY -ulosvirtauspumppujen ulkoinen membraaniporiini M (OprM).
Puolustautuessaan OMKO1-faagilta, P. aeruginosan ulosvirtauspumppua koodaavassa
operonissa tapahtuu mutaatioita, mitka tekevéat ulosvirtauspumpun toimimattomaksi.
Tama johtaa siihen, ettd bakteerista tulee taas herkkd antibiooteille. Samankaltaisia
mutaatioita saattaa tapahtua myods muilla bakteereilla, joiden antibioottiresistenssi on
riippuvaista pumpun toiminnasta. Bakteerien kehittyminen resistenteiksi faageja kohtaan

saattaa siis minimoida antibioottiresistenssia. (Kortright ja muut 2019.)
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Faagien aiheuttama selektiopaine vaikuttaa myds bakteerien virulenssiin. Faagin
sitoutuminen bakteerin virulenssia aiheuttavaan kohtaan johtaa mutaatioihin kyseisessé
kohdassa. Naméa mutaatiot voivat olla hyddyllisia, silld bakteeri muuntuu vdhemman
virulentiksi. Virusfaktorit, kuten esimerkiksi kapselit saattavat peittdd antigeeneja,
aiheuttaa antibioottiresistenssia tai estaa fagosytoosia. Muihin faktoreihin, kuten piluksiin
tai erityssysteemeihin sitoutuminen estdd bakteerien Kkiinnittymistd infektoitaviin
ihmissoluihin. Jos faagi tarvitsee virulenssifaktoria sitoutuakseen, bakteerissa saattaa
tapahtua selektiota virusfaktorien ekspressiota vastaan, mika johtaa virulenssin

vahenemiseen. (Kortright ja muut 2019.)
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4 Faagien genomin muokkaus
4.1 Homologinen rekombinaatio

Faagihoidon tehostamiseksi luonnossa esiintyvat faagit saattavat vaatia genomin
muokkausta, silld halutun bakteerin tuhoamiseen tarvittava faagi ei valttdmatta tapa
bakteeria tarpeeksi tehokkaasti. Esimerkiksi luonnostaan lysogeeniset faagit eivét toimi
faagihoidoissa yht4 hyvin kuin lyyttiset faagit. Faagin genomi saattaa myos koodata
useita tuntemattomia proteiineja, jotka ovat mahdollisesti ihmiselle haitallisia. Faagien
ominaisuuksia voi siis olla tarpeellista muokata, jotta niiden toimintaa saadaan

tehokkaammaksi ja turvallisemmaksi. (Strathdee ja muut 2023.)

Faagien genomin muokkaamiseen on kehitelty vuosien saatossa useita eri tapoja.
Genomin muokkaaminen tapahtuu bakteerisolussa, jossa haluttu geeni liittyy faagin
genomiin rekombinaatiolla. Rekombinaatio on prosessi, jossa muodostuu uusia
alleeliyhdistelmid, kun DNA:n sekvenssit jarjestaytyvéat uudelleen (Carroll 2013).
Bakteerisolun koneisto rakentaa uuden ominaisuuden sisdltavid faageja muokatun
genomin perusteella. (Strathdee ja muut 2023). Perinteisin tapa genomin
muokkaamisessa on homologinen rekombinaatio. Homologisessa rekombinaatiossa
nukleotidisekvenssit vaihtavat paikkaa kahden DNA-molekyylin vélilla, kun DNA-alueet

ovat samankaltaisia eli homologisia. (Pires ja muut 2016.)

Faagiin siirrettdvédn geenin tulee olla iséntébakteerissa replikoituvassa plasmidissa
kahden alueen vélissa, jotka ovat homologisia sen faagin genomin alueen kanssa, johon
geeni halutaan liittdd. Tdma mahdollistaa rekombinaation halutussa kohdassa faagin
genomia. Siirron onnistumisen havaitsemiseen kdaytetddn usein lusiferaasia tai
fluoresoivaa proteiinia koodaavaa reportterigeenid, joka siirretddn faagiin halutun geenin
mukana. Rekombinaatiota ei kuitenkaan vélttamatta tapahdu, mink& vuoksi vain pieni osa
uusista faageista siséltdd halutun geenin. Taman vuoksi homologinen rekombinaatio
yksin&an ei ole kovin tehokas menetelmé& tuottamaan muokattuja faageja. (Pires ja muut
2016.)



13

4.2 BRED

Toinen faagien muokkaamiseen yleisesti kdytetty rekombinaatiomenetelmd on BRED
(engl. bacterial recombineering of electroporated DNA). Menetelma on kehitetty alun
perin mykobakteereja infektoivien faagien muokkaamiseen, minka jalkeen kaytt6d on
laajennettu myds esimerkiksi Echerichia colia ja Salmonella entericaa infektoiviin
faageihin. BRED-menetelmaéssé faagi ei infektoi bakteeria, vaan faagin DNA seké& haluttu

geeni saadaan bakteerisolun sisélle elektroporaation avulla. (Marinelli ja muut 2008.)

Bakteerisolussa faagin DNA seka faagiin siirrettdva geeni rekombinoituvat homologisesti
ja bakteerisolu alkaa rakentamaan uuden genomin siséltdvia faageja. BRED-
menetelmalla rekombinaatioprosessi on tehokas ja onnistuneesti mutatoituneet faagit
voidaan havaita PCR:llI4. (Pires ja muut 2016). BRED-menetelmd&i on sovellettu
faagihoidoissa esimerkiksi muuttamaan lysogeenisia mykobakteeria infektoivia faageja
Iyyttisiksi. Muokattuja faageja on kaytetty terapeuttisesti Mycobacterium abscessus-

bakteerin aiheuttaman keuhkoinfektion hoidossa (Strathdee ja muut 2023.)

4.3 CRISPR-Cas

CRISPR-Cas on bakteerien immuunipuolustukseen kuuluva ominaisuus, joka suojelee
bakteerisoluja vieraalta DNA:lta. CRISPR-sekvenssi siséltdd vieraan DNA:n kanssa
komplementaarisen crRNA:n (CRISPR-RNA). Cas-nukleaasi ja crRNA muodostavat
vierasta DNA:ta sitovan kompleksin, jolloin Cas-nukleaasi pilkkoo tunnistetun alueen
vieraasta DNA:sta. Pilkottu DNA-alue liitetddn osaksi CRISPR-sekvenssid spacer-
sekvenssiksi muodostaen muistijaljen. Spacer-sekvenssin ansiosta saman faagin
infektoidessa bakteerin uudestaan CRISPR-Cas-systeemi tunnistaa ja tuhoaa faagin.

(Horvath ja Barrangou 2010.)

Homologinen rekombinaatio sekd BRED-menetelm& eivat yksind&dn ole toimivia
faagihoidoissa, silla rekombinaation tehokkuus vaihtelee. Td&ma johtaa siihen, ettd halutun
genomin sisaltavien faagien joukossa on my®os villityypin faageja. Faagien genomien
muokkaamisessa terapeuttista kayttod varten on tavoitteena, ettd koko uudella
faagipopulaatiolla olisi halutun muokkauksen sisaltdvd genomi. Jotta saadaan vain

muokatun genomin sisdltdvia faageja, homologisen rekombinaation tai BRED-
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menetelmien jalkeen voidaan tehdd CRISPR-Cas-vélitteinen selektio. (Pires ja muut
2016.)

Kiron ja muiden tutkimuksessa (2014) kaytettiin I-E CRISPR-Cas -menetelma, jossa
nukleaasina oli Cas3. Cas3 poikkeaa tunnetummasta Cas9:sta siten, ettd DNA-alueen
leikkaamisen liséksi se hajottaa koko leikatun palan. Tutkimuksessa homologisella
rekombinaatiolla poistettiin E. colia infektoivasta T7-faagista kasvulle tarpeeton
nukleotidikinaasia koodaava geeni 1.7. T7-faagista poistettiin ensin Kkyseinen geeni

homologisella rekombinaatiolla. (Kiro ja muut 2014.)

Koska rekominanttifaagien joukossa oli geenin sisaltavia villityypin faageja, tehtiin
mutatoituneet faagit erotteleva selektio CRISPR-Cas-menetelmalld. Isantabakteerin
kolme plasmidia koodaavat CRISPR-Cas:n aktiivisuuteen tarvittavia proteiineja, joita
ovat Cas3-proteiinit, kohdentava kaskadikompleksi sekd 1.7-geenin tunnistava CRISPR-
spacer. Talloin geenid 1.7 siséltdvat genomit hajotettiin, mutta kyseistd geenié
sisaltdamattomat faagit sailyivdt. CRISPR-Cas-menetelmé&é voidaan soveltaa myds

muiden faagien muokkaamiseen. (Kiro ja muut 2014; Pires ja muut 2016.)

4.4 Synteettiset faagit

Faagien genomien muokkaaminen rekombinaation ja CRISPR-Casin yhdistelmélla
tuottaa tehokkaasti uusia jalkeldisid, mutta menetelmissa on rajoitteita. Mikéli faagin
genomiin halutaan tehdd useita muokkauksia, vaaditaan useita kloonauksia seké
selektioita, mik& tekee prosessista aikaa vievan. Tehokasta muokattujen faagien
syntymista rajoittaa myos se, ettei muokattavan faagin isdntdbakteerilla ole vélttamatta
CRISPR-Cas-systeemi&. Faagin genomien monistaminen isantabakteerissa saattaa myos
olla myrkyllista solulle. Nadiden syiden vuoksi on kehitetty menetelmid, joilla saadaan
muokattua faageja tehokkaammin ja ilman haittaa isantébakteerille. Yksi tapa on faagin
koko genomin rakentaminen synteettisesti oligonukleotideista. (Pires ja muut 2016;
Strathdee ja muut 2023.)

Synteettisten faagigenomien rakentamisessa voidaan hyodyntdd Saccharomyces
cerevisae-hiivaa, jossa homologinen rekombinaatio on tehokkaampaa bakteerisoluun

verrattuna. Faagigenomi ei myo0skaan aiheuta haittaa hiivasolulle. Haluttuja geeneja
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sisaltavan faagin genomi eristetdan ja pilkotaan oligonukleotideiksi, joista uusi genomi
halutaan rakentaa. Genomin rakentamiseen tarvitaan hiivasolussa monistuva lineaarinen
vektori YAC (yeast artificial chromosome), jonka pdissa on faagin genomin paiden
kanssa homologiset 5’- ja 3’-p&at. Faagin genomi ja lineaarinen vektori saadaan
elektroporaatiolla hiivasoluun, jossa faagin genomi rekombinoituu YAC:n kanssa

muodostaen synteettisen faagigenomin. (Pires ja muut 2016.)

Synteettisestd genomista saadaan tuotettua faageja transformoimalla genomi takaisin
isantabakteeriin elektroporaation avulla, mikd mahdollistaa faagien synteesin uuden
DNA:n perusteella. Suurten faagigenomien tapauksessa iséntébakteerilta vaaditaan
korkeaa transformaatiotehokkuutta, minkd vuoksi menetelma ei sovi kaytettavéksi

kaikissa bakteereissa. (Pires ja muut 2016; Strathdee ja muut 2023.)

Myds iséntdbakteerin  soluseindn paksuus vaikuttaa transformaatiotehokkuuteen.
Transformaatiotehokkuus on alhaista gram-positiivisilla bakteereilla, silla genomin
transformointi paksun soluseindn lapi ei valttamétta onnistu. Suuret genomit ja gram-
positiivisia bakteereja infektoivien faagien genomit voidaan kuitenkin transformoida
soluseindttomiin listeriabakteereihin. Faagisynteesin soluseindttémissa
listeriabakteereissa on havaittu olevan mahdollista myds muilla kuin Listeria-sukua
infektoiville faageilla, ja menetelmélla on tuotettu myos basilleja ja stafylokokkeja

infektoivia faageja. (Kilcher ja muut 2018.)

Synteettisen faagin genomin koko voi rajoittaa transformaation tehokkuutta
isantabakteerista riippuen, jolloin faagien synteesi ei ole tehokasta. Rajoituksista voidaan
paasta eroon soluvapaan menetelmdn (engl. transcription-translation, TXTL) avulla.
TXTL-menetelméssa faagigenomi rakennetaan koeputkessa kayttden synteettisia
oligonukleotideja tai faagitemplaatin DNA-pétkid. TXTL-menetelmalld on onnistuttu
tuottamaan kliinisesti kéytettavia faageja. Synteesimenetelmilla on mahdollista rakentaa
suuria genomeja ja luoda pelkastadn haluttuja ominaisuuksia siséltavia faageja, minka
vuoksi synteettisten faagien suosion arvellaan kasvavan lahitulevaisuudessa. (Strathdee
ja muut 2023.)
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5 Yhteenveto

Kliinisessa tarkoituksessa hyddynnettavét faagit vaativat laajaa karakterisointia ennen
kéyttoa. Faageille haluttavia ominaisuuksia on lyyttisyys, jotta bakteerien eliminointi
onnistuu nopeammin. Karakterisoinnissa pyritddn myo6s valttymaan mahdollisilta
antibioottiresistenssid tai toksiineja koodaavilta geeneiltd. Faagien karakterisoinnissa
hyédynnetdvia bioinformatiikan tyokaluja ovat esimerkiksi sekvenssin kohdentaminen ja
virusmarkkerit, joilla pystytddn ennustamaan faagin ja isantabakteerin yhteensopivuus.
Karakterisoiduista faageista kootaan faagikirjastoja, joiden perusteella voidaan loytaa

sopiva faagi tai faagicocktail tietyn bakteeri-infektion hoitoon.

Faagihoitoa on hyddynnetty onnistuneesti erityisesti moniresistenttien ESKAPE-
ryhmaén kuuluvien bakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa, joissa antibiootit eivét
ole tehonneet Useissa tutkimuksissa faagihoidon tehokkuutta on parannettu synergistisilla
vuorovaikutuksilla, jotka on saatu aikaan antibiooteilla. Faageja voidaan hyddyntéa
bakteeri-infektioisen hoidon liséksi antibioottiherkkyyden palauttamisessa tai virulenssin
minimoimisessa. Tamé& on seurausta evoluutiosta bakteerin kehittyessa resistentiksi
faagille. Mikali faagi sitoutuu antibioottien ulosvirtauspumppuun tai virulenssia
edistavaan tekijaan, bakteerissa tapahtuu mutaatioita ndissa kohdissa, mika siten aiheuttaa

antibioottiherkkyyden palautumisen tai virulenssin vahenemisen.

Faagit saattavat vaatia genomin muokkausta. Genomin muokkaus tapahtuu homologisella
rekombinaatiolla tai BRED-menetelmalld, joita voidaan tehostaa CRISPR-Cas-
selektiolla. Genomin muokkaus voi olla vahingollista bakteerisolulle, minké& vuoksi
voidaan rakentaa synteettisia faagigenomeja. Antibioottiresistenssin lisddntyminen vaatii
uusia keinoja bakteeri-infektioiden hoitoon ja faagihoito on tuottanut lupaavia tuloksia.
Genomin muokkauksen ja synteettisten faagien rakentamisen kehitys mahdollistaa sen,
ettd faageille saadaan vain haluttuja ominaisuuksia. Taéma parantaa faagihoidon
tehokkuutta, minkd vuoksi muokkaus- ja synteesimenetelmid tullaan todennékoisesti

kayttdmaan laajemmin tulevaisuudessa.
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