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ABSTRAKT

Juraj Szasz: Fagova terapia
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra molekularnej biologie
Bakalarska praca, 37 stran, 2010

Féagova terapia je pouzitie bakteriofagov, prirodzenych parazitov baktérii na terapiu.
Multirezistenté baktérie ako MRSA a VRE st vel'kym problémom modernej mediciny a
fagova terapia je schopna efektivne liecit’ tieto infekcie. Ciel'om tejto prace je struény prehlad
fagovej terapie: historie, vyhodach, nevyhodach a buducich vyhliadok.

Krucové slova: bakteriofag, patogén, zivotny cyklus, hostiteI'ska Specificita.

ABSTRACT

Juraj Szasz: Phage therapy

Comenius University in Bratislava, Faculty of Natural Sciences, Department of Molecular
biology

Bachelor work, 37 pages, 2010

Phage therapy is use of bacteriophages, native bacterial parasites for therapeutic purpose.
Multiresistant bacteria such as MRSA and VRE is big problem of modern medicine and the
phage therapy is capable effectively treat the infections. The aim of the study is brief
overview about phage therapy: history, benefits, disadvantages and future prospects.

Key words: bacteriophage, pathogen, life cycle, host range.
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1. Uvod

Vznik rezistentnych kmenov proti antibiotikdm je véaznym problémom sucastnej
mediciny. Vyvoj novych antibiotik je stile viac nakladnejsi a pomalsi (radovo roky). Casto
nové antibiotikum strdca Uc€innost’ proti multirezistetnym kmeniom v priebehu niekol'kych
mesiacov. Tato kriticka situdcia Zenie vedcov a farmaceutické spoloc¢nosti k intenzivnejSiemu
testovaniu vhodnych alternativ. FAgova terapia je jednou z nich.

Fagova terapia znamena vyuzitie bakteriofagov na liecbu l'udskych bakteridlnych
ochoreni. Bakteriofagy st bakteridlne virusy, najjednoduchsie a najrozsirenejsie organizmy na
Zemi. Ako jediné bakteridlne parazity st schopné zni¢it' kompletné bakteridlne populécie v
priebehu niekol’kych hodin. V prirode zastavaji funkciu hlavného regulatora stavu populacii
baktérii.

Bakteriofagy utocia na baktérie inymi mechanizmami nez antibiotika, teda su schopné
zabit multirezistetné kmene baktérii bez obmedzeni. Pre velké rozdiely medzi l'udskymi
(eukaryotickymi) a bakterialmi (prokaryotickymi) bunkami fagy st schopné infikovat’ iba
baktérie. Co pre pacienta znamena miernejsie vedlajsie u¢inky oproti antibiotickej lie¢be.

Féagova terapia mé predpoklad zachranit mnoho Zivotov tam, kde klasicka antibioticka

liecba zlyhdva (Skurnik a kol. 2007, Sulakvelidze a kol. 2001).



2. VSeobecne o bakteriofagoch

Bakteriofagmi (skratene fagy) nazyvame virusy, ktoré infikuju prokaryotické organizmy
- baktérie. Bakteriofdgy s najrozSirenej$Sim organizmom na Zemi (celkova populacia sa
odhaduje na odhaduje sa 10%' fagovych castic, zhruba 10 fagov na jednu baktériu).

Nachadzaju sa prakticky v kazdom prostredi na Zemi.

2.1. Morfologické a taxonomické rozdelenie bakteriofagov

Féagy sa pozostavaju z dvoch zakladnych zloziek: nukleovej kyseliny a bielkovinového
obalu (kapsid), v ktorom je uloZzena. Morfologia kapsidu moze byt rozna, ale vicSinou
rozpoznavame tri zdkladné morfologické typy:

1. Ikozahedralna: Bielkoviny kapsidu st usporiadané do sférického zoskupenia
s nukleovou kyselinou v strede (napr. fag PM2, ktory infikuje Pseudomonas
aeruginosa).

2. Filamentarna: Kapsid vytvara rurku, v ktorej je ulozené vldkno nukleovej
kyseliny (napr. fag M13, ktory napada E.coli).

3. Hlavicka svlaknom: Nazyvand tiez T-Struktira. Vizera ako kombinécia
ikozahedralnej hlavicky (head) s filamentalnym vldknom — chvostikom (tail).
Nukleova kyslelina sa nachddza v hlavicke a pocas procesu infikovania baktérie
prechadza do hostitel'skej bunky cez chvostik, ktory moze byt kontrativny, alebo

nekontraktivny. Niektoré bakteriofagy mézu mat’ na konci chvostika fimbridlne

vlakna.

Obr. 1: Ikozahedralna

- : Obr. 2: Filamentarna Obr. 3: T-Struktara
(Internetovy ZdI'OJ 12) (Inteme‘[ovy ZdI‘Oj 13 ) (Intemetovy zdroj 14)



Bakteriofagy mézu obsahovat’ bud’ DNA, alebo RNA retazec nukleovéj kyseliny a to v
jednovléknovej (s/s), alebo dvojvlaknovej (d/s) forme.
Na zaklade genetického kodu nemozno taxonomicky zaradit’ fagy (I'ahko mutuja apod.),

preto sa pouziva delenie podla morfologie a typu nukelovej kyseliny (najcastejSie su

Myoviridae, Podoviridae and Siphoviridae):

Rod: Skupina: Priklad: Morfologia: Nukleova kys.:
Corticoviridae | Corticovirus PM2 izometricka supercoiled d/s DNA
Cystoviridae Cystovirus 06 izometrickd | trojzlozkova d/s RNA
Inovi kolifag fd
Inoviridae IlOVlI'l'IS oxlag - vlaknita kruhova s/s DNA
Plectrovirus |Acholeplasma fag
Levivirus kolifag MS2
Levivirid ikozahedral RNA
SYIVIITRE T Allolevirus | kolifag Qbeta | oo
Lipothrixviridae | Lipothrixvirus Therr%(;p ;oteus vlaknita line4drna d/s DNA
Microvirus | kolifag ©X174
Microviridae Spirovirus | Spiroplasma fagy | ikozahedralna kruhova s/s DNA
Mac-1 fag
Myoviridae kolifag T4 T-Struktira linedrna d/s DNA
Plasmaviridae | Plasmavirus |Acholeplasma fag plejomorficka kruhova d/s DNA
Podoviridae kolifag T7 T-Struktara line4drna d/s DNA
. . Skupina o < , o
Siphoviridae , kolifag lambda T-Struktara linearna d/s DNA
lambda fagov
Sl.ﬂp holol?us SSV-1 podobna citronu|  kruhova d/s DNA
shibatae virus
Tectiviridae Tectivirus fag PRD1 ikozahedralna line4rna d/s dna
Tab. 1: Taxonomické rozdelenie bakteriofagov (Internetovy zdroj 15)

2.2. Zivotné cykly bakteriofagov

Bakteriofagy ako vSetky virusy st schopné rozmnoZovania iba infikovanim hostitel'skej

bunky. Proces infikovania prebieha nasledovne:

Bakteriofag sa diftiziou dostane k cielovej baktérii. Vyhlada Specificky recepetor na jej

povrch (napr. bi¢iky, brvy, iné Specifické bielkoviny, alebo lipopolysacharidy) a nasadne nan.




A) Vstrekne svoju nukleovi kyselinu do vnutra bunky. Niektoré fagy (napr. kolifag
T7) okrem svojej nukleovej kysleiny vstrekni do baktérie svoj enzym -
Specificku bakteriofagu polymerazu.

B) Nastava expresia skorych génov. Syntetizované skoré proteiny spdsobia
zastavenie expresie bakteridlnych génov a umoznia replikaciu fagovej NK.

C) Prebehne replikicia genomu bakteriofagu.

D) Nastava expresia neskorych génov, ktorych produkty tvoria kapsid a spdsobia
lyzu bunky.

E) .Zreplikovana fagova nukleova kyselina sa vplyvom neskorych proteinov vbali
do kapsidu.

F) Konstrukcia fagovych Castic.

G) Pokracovanie v konstrukcii fagovych Castic.

H) Ked fagové Castice si dokoncené, Specifické enzymy rozpustia bunkovu stenu
(nastane tzv. lyza baktérie) a fagové Castice sa uvolnia do prostredia.

Filamentarne fag [t h Castic nastdva bez
/d

| O| ]][[[ C 1)

rozpustenia bunkovej s

EA
[[4////(‘%“?]}[[ y 4 gj

Pt T

Obr. 4: Lyticky cyklus bakteriofagov
(Kropinski, 2006)
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Tento cyklus sa nazyva lyticky. Okrem neho mnohé bakteriofagy (napr. lambda) su
schopné tzv. lyzogénneho cyklu, pri ktorom dochadza v faze B lytického cyklu k vloZeniu
fagovej nukleovej kyseliny do bakteridlneho chromozému (Obr. 5: a). V tomto Stadiu moze
bakteriofag (nazyvany profag) zotrvat niekol’ko generacii a bunkovym delenim sa rozmnoZzit
v populécii baktérii (1b). Nakoniec, ked nastanu ur€ité podmienky, profag prejde do lytického
cyklu a sposobi lyzu baktérie (Obr. 5: 2b).

(A) Lytic (B) Lysogenic

L /]

Obr. 5: Lyticky a Lyzogénny cyklus bakteriofagov (Sulakvelidze, 2001)

2.3. VSeobecné pouzitie bakteriofagov v molekularnej biologii

Bakteriofagy v sucastnosti nasli Siroké uplatnenie v najroznejSich oblastiach molekularne;j
biologie a biotechnologii. Stali sa zdkladom mnohych technik rekombinacie, expresie
proteinov, alebo mutacie. Najprv potrebujeme stanovit’ mnozstvo fagov (titer bakteriofaga):
Husta zmes bakterii sa zmieSa s r6zne nariedenou suspenziou fagov, potom sa nandsa na
pevné pddy a kultivuje do18 hodin. Na platni su vidite'né zakalené az priehl'adné plochy tzv.
plaky, ktoré¢ predstavuju zlyzované baktérie povodne jednym fagom. Podla poctu plakov a
riedenia sa stanovi koncentracia fagovej suspenzie tzv PFU — pocet fagov /1 ml (Grones,

2005).
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Obr. 6: Plaky kolifaga A (Internetovy zdroj 16)

V technikéach pouzivanych v molekularnej bioldgii su vel'mi pouzivané fagove enzymy
ako T4 DNA polymeraza (napr. zatupovanie, znacenie koncov DNA, alebo v mutagenéze),
alebo T7 RNA polymeraza (napr. v heterologickej expresii).

Na rekombinaciu sa Casto pouzivaju fagové vektory (napr. Agt10, M13), alebo vektory
odvodené od fagov (napr. kozmidy, fazmidy). Neposlednom rade je vyznamna uloha pri
tvorbe cDNA kniznice (Internetovy zdroj 17, Tabor a Richardson, 1985).

Dalsou velmi pouZivanou metodou je transdukcia. Ked’ fag prechddza z lyzogénneho
cyklu do lytického vzdy so sebou zoberie Cast’ chromozoémovej DNA, ktort je schopny
preniest do dalSej baktérie. Tato nepresnost v mechanizme vystrihnutia profagu z
bakteridlneho chromozému sa vyuZziva v molekularnej biologii na vyrobu rekombinantov.
Podra Specificity useku bakteridlneho chromozomu, ktory fag prenesie sa trasndukujuce fagy
delia na dve skupiny:

VSeobecné transdukéné bakteriofagy, ktoré sa integrujii na rézne miesta hostitel'a a
tym su schopné preniest’ rozne vel'ky ndhodny ret'azec bakteridlneho chromozému (receptora)
a neSpecifické miesto chromozému druhej baktérie (donora) Napr. fag P1.

Specializované transdukéné bakteriofagy sa vloZia na $pecifické miesto bakterialneho
choromozomu (receptora) a kratky usek v okoli tohto miesta prenest na Specifické miesto

(donora). Napr. bakteriofag lambda (Grones, 2005).
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3. Historia fagovej terapie

3.1. Objav bakteriofagov

Prvéa pisomna zmienka o bakteriofagoch siaha az do konca devitnésteho storocia, ked’
v roku 1896 britsky bakteriolog Ernest Hankin spozoroval antibakerialnu aktivitu proti Vibrio
cholarae vo vodach Gangy a Jumny. Nezndmy agens prechadzal porceldnovym filtrom a bol
termolabilny. Pripisoval mu miernejSie Sirenie cholery v danej oblasti. Takmer dvadsat’ rokov
po Hankinovych pozorovaniach (v roku 1915) dalsi britsky bakteriolég Frederic Twort
pozoroval rovnaky jav v laboratornych. Z réznych dévodov sa na Twortovu pracu sa zabudlo
a odva roky na to francuzko-kanadsky bakteriolog Felix d’Herelle z Pastérovho inStitutu
,,oficiadlne objavil bakteriofaga (Sulakvelidze a kol. 2001).

Felix d’Herelle sa prvy krat stretol s bakteriofagmi v roku 1910, ked” Studoval invaziu
kobyliek v Mexiku. Zistil, ze kobylky hynu na sepsu a ¢revné symptémy sposobené Cistou
kultrou baktérii izolovanou z dyzenterickej stolice kobyliek. Navrhol metodu umelého
navodenia epidémie u kobyliek rozprasovanim cistej kultiry do rojov. Pre pozitivne vysledky
v §tadiach pokracoval iv Severnej a Juznej Amerike. Na niektorych agarovych platniach
pozoroval 2 az 3 mm Siroké prazdne miesta. Ich obsah odobral a pod svetelnym mikroskopom
ani po dokladnom pozorovani ni¢ nepozoroval.

Vroku 1915 bol d’Herelle poziadany aby preskiimal vyskyt dyzentérie v kavalérii
francuzskej armady. Podobne ako pri vyskume kobyliek, na platniach cistej kultary z
dyzenterickej stolice vojakov znova pozoroval prazdne miesta. Svojom vyskume pokracoval
v nemocnici Instititu Luisa Pastéra, kde v tej dobe bolo mnoZstvo pacientov s dyzentériou. I
tu pozoroval podobné prazdne miesta u pacientoch, ktorych stav sa zlepsil. Vyslovil hypotézu,
ze prazdne miesta sposobuje virus. d'Herellerovu hypotézu verejne prezentoval Dr. Emile
Roux 15 septembra, 1917 na Académie des Sciences. Na nej bol nezndmy antibakteridlny

agens pomenovany bakteriofdg (Dublanchet, 2007).
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Obr. 7: Felix d’Herelle (internetovy zdroj 2) Obr. 8: Frederic Twort (internetovy zdroj 3)

3.2. Prvopociatky fagovej terapie

Uz v roku 1917 mal d’Herelle a jeho kolegovia izolované fagy proti: Shigella dysenteriae,
Salmonella typhi, Escherichia coli, Pasteurella multocida, Vibrio cholerae, Yersinia pestis,
Streptococcus sp. Pseudomonas aeruginosa a Neisseriea meningitis

(Fruciano, 2007).

V roku 1919 z Ameriky do Francuzka bola dovezena nebezpecné avialna salmonel6za
(ktora napada hlavne kurence). d’Herelle vyuzil tuto prilezitost' na Stadium spravania
bakteriofagov v prirode. Epidémia zachvatila okraje oblasti Champagne a d’Herelle
navstevolal farmy kazdy den, ale nepodarilo sa mu zachytit’ ani jedno uzdravené zviera,
vSetky uhynuli. V stolici ani jedného z nich nenasiel aktivne fagy. Az napokon sa jedna
sliepka zacala uzdravovat’. Kratko na to sa vSetky sliepky z daného kurniku sa uzdravili
a d’Herelle izoloval z ich stolice virulentné bakteriofagy.

Potom stacilo overit hypotézu: Chora sliepka §iri okolo seba choroboplodné baktérie,
nakaza sa rozSiruje, sliepka vyzdravie a zacne §irit’ bakteriofagy a napokon sa ndkaza tiplne
odstrani. Tak d’Herelle pridal bakteriofagy, ktoré izoloval zo stolice zdravej sliepky do
napdjadla a tym za niekol'’ko hodin vyliecil vSetky sliepky na farme.

d’Herelle prehlasil o probléme rdznej ucinnosti bakteriofagov:

“Fagova terapia je vSetko, alebo ni€. Ak bakteriofagne kultury maju slabt, alebo

priemernu aktivitu, baktérie odolaju a lie¢ba bude neucinna. A preto kazda fagova

terapia musi byt’ vysledok selekcie.”
(Dublanchet, 2007).
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Prvym ludskym pacientom Frederucja d’Herelleho bol 12 ro¢nych chlapec s tazkou
dyzentériou, ktory bol hospitalizovany v Hopital des Enfants-Malades v Parizi. V roku 1919
Felix d’Herelle aplikoval jednu davku antidyzenterického faga pod dohladom, primara
pediatrie, Profesora Victor-Henriho Hutinela. Chlapec sa uzdravil za par dni. Nasledne liek
aplikoval d’al$im trom pacientom, ktorym choroba zacala ustupovat’ do 24 hodin od podania

lieku (Sulakvelidze a kol., 2001).

3.3. d’Herelleove kacirske mysienky

V roku 1920 d’Herelle Studoval priebeh cholery u niekol’ko stoviek pacientov. Ak do 48
hodin od prvych priznakov sa v ich stolici neobjavili Specifické fagy proti Vibrio cholerae
podlahli chorobne. Pacienti s potvrdenymi fagmi v stolici sa rychlo uzdravili. d’Herelle
nepozoroval ziadnu vynimku. To ho viedlo k zaverom, Ze antibakteralna aktivita fagov je
jedina pri¢ina uzdravenia. V roku 1921 d'Herelle v I’Hopital des Enfants Malades v Parizi pod
dohl'adom Profesora Hutinela vyliecil pacientov z toxickej dyzentérie spdsobenej Sigelami po
oralnom podani fagov (Dublanchet, 2007).

V roku 1927 vypukla epidémia aziskej cholery. Pri liecbe tejto choroby d’Herelle zacal
niekol’kych dedindch s 2000 az 3000 obyvate'mi. Pouzil dve metddy profylaxie fagovou
terapiou: Podavanim jednotlivych davok kazdému obyvatelovi zvlast’ a pridanim fagového
preparatu do miestnych vodnych zdrojov. Oba spdsoby zastavil epidémiu za 24 hodin. Pre
porovnanie, v tej dobe beznymi metdodami zastavili epidémiu za 26 dni (Fruciano, 2007).

d’Herelle v dvadsiatich a tridsiatich rokoch vyrébal fagové lieiva vo vel'kom a jeho
liecba dosiahla velky uspech a podporu politickych $piciek Eurdpy, USA 1 ZSSR. V roku
1933 d’Herelle zalozil Laboratoire du bacteriophage v Parizi, kde produkoval fagové
preparaty na lie¢bu sinustitid, infekcii ran a érevnych ochoreni. Dalej v rokoch 1934 a 1936
d’Herelle zalozil tri laboratéria v Kyjeve, Krakove a Tbilisi. Z pomedzi komeréne vyrobenych
preparatov boli najznamejSie Bacté-coli-phage, Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage,
Bacté-pyo-phage a Bacté-staphy-phage. Preparaty podaval lokalne, ale aj oralne, alebo
intervenozne. Taktiez sa osvedCila prevencia pridavanim fagov do vodnych zdrojov

(Dublanchet, 2007; Fruciano, 2007; Sulakvelidze a kol. 2001).
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Felix d’Herelle, ktory sa povazoval za objavitela bakteriofagov a prehlasoval, zZe
Frederic Twort vychadzal z jeho prac. d’Herelle odmietal vSeobecne podporovany nézor, ze
bakteriofagy st enzymy (ktory podporoval aj Twort) a bez presvedCivych dokazov zastaval
teoriu virusovej podstaty bakteriofdgov — teodria virusovej podstaty bakteriofadgov bola
definitivne potvrdena az elektronovym mikroskopom. (Sulakvelidze a kol., 2001).

Pozorovania a praktické skusenosti z lieCby bakteriofagomi viedli d'Herelleho
k vytvoreniu teorie o ulohe bakteriofagov v procese rekonvalescencie a prirodzenej imunity.
Tvrdil, Ze vtedy zndme mechanizmy humoralnej a bunkovej imunity nie st schopné uzdravit
Cloveka. Len virulentné bakteriofagy su skutocnym nositelom antibakteridlnej imunity.
Domnieval sa, ze virulentné bakteriofagy st prirodzenou sucastou kazdého zivého
organizmu, od ddzd’ovky k ¢loveku a ich hlavnou ulohou je znic¢enie infekcie. Nazdaval sa, ze
moZze mechanizmus priebehu ochorenia vyvodit od vzdjomného vztahu baktérii
a bakteriofagov v tele pacienta. Pri vypuknuti choroby sa fagy postupne mnozia az prevazia
nad baktériami a pacient sa zac¢ne uzdravovat. V pripade chronickych ochoreni dojde k
symbidze medzi fagy a baktériami. V pripade, ze urcity fag sa nenachadza u dané¢ho pacienta,
tak fag je schopny sa sirit medzi chorymi pomocou stolice (slabé hygienické podmienky).
V tomto priklade moézeme hovorit’ o tzv. epidémii uzdravenia. Ako dokaz prezentoval
porovnanie Statistik troch nemocnic v Kalkate so slabymi hygienickymi podmienkami (27%
umrtnost’ na dyzentériu) a prestiznej Campbellskej nemocnice (86% umrtnost’).

d’Herelle delil imunitu na dva odliSné procesy: Heterologicki imunitu, ktora
predstavuje cCinnost fagov ahomologickii imunitu, ktora zahriluje zndme imunitné
mechanizmy (fagocytoza, protilatky apod.). U pokusnych zvierat je homologickd imunita
proti Vibrio cholerae dostato¢ne silna, tak sa unich cholera neprejavi, ale u cloveka je
prislaba, preto potrebuje heterologickii imunitu vo forme Specifickych fagov proti Vibrio
cholerae.

Teoriou, ktord odporuje klasickej imunolégii Mei¢nokova, Bordeta a Ehrilcha vyvolal
d’Herelle rozruch vo vedeckom svete. Sice si prial zakomponovanie svojej teorie do klasicke;j
imunoldgie, ale vicSina vedeckej obce jeho hypotézu zamietla ako absurdnd, ¢i dokonca
kacirsku. Sice mnohi vedci uzndvali bakteriofdgy ako UCinny terapeuticky ndstroj, ale
odmietali d’Herelleho hypotézu ulohy bakteriofagov v individudlnej, ale aj populacnej

epidemiologii. d’Herelle nekompromisne bojoval za tedriu, o ktorej si bol presvedceny, ze
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spravi revoluciu nie len mikrobioldgii a imunoldgii, ale aj epidemioldgii, patoldgii, terapii
a hygiene.

d’Herelle povazoval klasick imunologiu za dogmu, ktora brani vo vyvoji imunologie
spravnym smerom. Otvorene zazndval vakcinaciu a séroterapiu. Vyhlasoval, ze séroterapia
je u cloveka neucinnd, pretoze nebolo dokazany bakteriolyticky (niciaci baktérie) ucinok sér,
len bakteriostaticky (zastavenie rastu). Len bakteriofagy su schopné skutoc¢ne nicit’ baktérie,
ktoré spdsobuju ochorenie. Dokazoval to tym, ze pri chorobach s recidivou (opakujuce sa
zlepSovanie a zhorSovanie napr. maléria, alebo mor) je mnozstvo protilatok v ¢ase zlepSenia
a zhorSenia rovnaky. Teda protilatky nepdsobia na mnozstvo baktérii spdsobujuce ochorenie.
Tvrdil, ze vakcinécia je neefektivna a nebezpecnd. Dokazoval to imrtiami v regionoch, kde
bola pouzitd. Tym padom, podla d’Herelleho, kazdd terapia vychadzajuca z klasickej
imunologie je “nebezpecna pre verejnost’.*

Okrem boja s imunologmi sa d’Herelle pustil do boja s vedcami, ktori spochybiiovali
jeho vysledky vo fagovej terapii. Vy¢itali mu, ze urobil mnozstvo metodickych chyb (napr.
absencia kontrolnych skupin, neddkladna diagnostika) a vSeobecne ignoroval mnohé zname
javy suvisiace s bakteriofagmi (napr. vznik rezistencie baktérii vo¢i fagom, tzke spektrum
proti roznym druhom baktérii ktoré fagy su schopné infikovat’, alebo Casta inaktivacia fagov
v traviacom trakte). Mnohi kritici poukazovali na netspechy testov fagovej terapie ziskané
nezavislymi skupinami ¢o vytvaralo dojem, ze d’Herelle a jeho nasledovnici nespravne, alebo
dokonca umelo nadhodnocuju efektivnost’ fagovej terapie.

Proti d’Herellermu vznikla tzv. Belgicka skupina vedcov z Bordetovho tdbora (Bortet
okrem toho, Ze patril medzi zakladatel'ov imunologie, bol riaditelom Pausterovho institatu
v Bruseli). Belgicka skupina zastavala hypotézu enzymovej podstaty bakteriofdgov (v tom
obdobi este neexistoval elektronovy mikroskop, ktory by dokazal, ze fagy su virusy). Lytickt
aktivitu bakteriofagov povazovali za vysledok metabolizmu baktérii, produkujucich enzym,
ktory spdsobuje dedi€ni chorobu Siriacu sa medzi baktériami. Ich neuspechy v testoch
fagovej terapie boli pravdepodobne sposobené tym, ze Studovali temperovavé fagy namiesto
virulentnych. Napriek mnozstvu dokazov podporujucich d’Herelleho hypotézu o virusove;j
podstate bakteriofagov (s rozumnymi argumentami schopnostou mnozit’ sa a znicit’ chorobu
aj po mnohonasobnom riedeni) neziskal dostatoénti podporu vedeckej obce, pretoze si

rozhadal vel'a vplyvnych vedcov.
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d’Herelle si postavil proti sebe Calmettea, zastupcu riaditela Pasteurovno institiutu
v PariZi pre d’Herelleho nazor na vakcinaciu. Calmette perzekvoval d’Herelleho v kariérnom
postupe a preto v roku 1921 nahle odiSiel zo Pasteurovho institatu. Je nutné zdoraznit’, ze
d’Herelle nikdy nedosiahol vyznamny post v Pasteruovom institate napriek jeho doélezitym
objavom.

Na to odisiel do Tbilisi, kde splolu s gruzinskym bakterioldgom Georgim Eliavou
zalozil Eliavov institut bakteriofagov, mikrobioldgie a viroldgie v 1923. Po Druhej svetovej
vojne ho zdpadna vedecka obec definitivne zdiskreditovala za pracu pre sovietov.

d’Herelle sa stal profesorom na Jalskej univerzite a riaditelom Bakteriologickej sluzby
Spolo¢nosti narodov. Napriek velkému prinosu pre sucasnit vedu nikdy nedostal Nobelovu
cenu, aj ked’ v rokoch 1924 az 1937 mal 28 nominacii I po diskreditacii vo vedeckej obci
pokracoval v praci na fagovej terapii.

Objav antibiotik a d’Herellerova vybusna povaha (nemal trpezlivost’ s tymi ¢o s nim
nesuhlasia, alebo st proti jeho ndzorom a nerobil Ustupky akompromisy v zasadnych
chvilach) 1 jeho kontroverzna imunologicka tedria sposobili jeho pad na vedeckom poli a tym
aj zavrhnutie jeho fagovej terapie v zadpadnom svete na dlhé desatrocia.

Jeho odchod do Gruzinska, ktory bol povazovany za politicky akt sympatizacie
s komunistickym rezimom len pridali kriz na d’Herellerovej praci. Nastastie vo vychodnom
bloku sa nezanevrelo na fagovu terapiu, prave preto je zndma aj ako “Stalinova liecba”

Dobrym prikladom obrazu doby je zavrhnutie Himmelweitovej metddy z roku 1945
kombinovanej lieCby bakteriofdgov a penicilinu na lie¢bu rezistentnych kmeniov po uspesnych

klinickych testoch. (Sulakvelidze a kol., 2001).
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3.4. Stalinova lie¢ba

Po Druhej svetovej vojne vyskum fagovej terapie pokrac¢oval iba v Sovietskom zvize
a Statoch vychodného bloku. Az do polovice 70tich rokov, zaciatku 80tich rokov dvadsiateho
storo€ia , kedy na Zapade sa fagova terapia zacala znovu vyvijat’ a klinicky testovat’ najmi
pre hrozivo stipajucu rezistenciu baktérii proti antibiotikdm. V $tadiu experimentdlnej liecby
sa fagova terapia nachadza aj v sucasnosti. Avsak v niektorych postkomunistickych krajinach
ako Pol’sko, alebo Gruzinsko je fagova terapia pouzivana na liecbu tazkych bakterialnych
infekcii multirezistentnych kmenov (napr. kmeniov MRSA)

George Eliava spolu s Felixom d’Herelle v roku 1923 zalozil Eliavov institat
bakteriofagov mikrobiologie a virologie, EIBVM Gruzinskej akadémie vied v Thbilisi.
D’Herelle pracoval niekol’ko mesiacov v Gruzinsku spolu s Eliavov auvaZoval o trvalom
odchode do Gruzinska. Bohuzial vroku 1937 Eliava bol zatknuty Stalinovou NKVD
(predchodca KGB), vyhldseny za ,verejného nepriatela® a popraveny. Znechuteny
arozCarovany d’Herelle sa uz nikdy nevratil do Gruzinska a z EIBMV sa postupne stala
jednou z najvacsich institicii vyvijajucich fagové liecebné preparaty. Pocas druhej svetovej
vojny sluzila na lieCenie nemeckych vojakov a vo vojne o Finsko, Stalin vyuzival Eliavov
intitat na lietenie vojakov Cervenej armady. V najlepsich ¢asoch zamestnavala okolo 1200
Iudi aprodukovala tony fagovych preparatov denne proti stovkdm patogénnom ako
stafylokoky, Pseudomonas, Proteus, a mnoho d’alSich. EIBMV (Internetovy zdroj 4) funguje
do sucastnosti a stale produkuje a vyvija fagové preprapraty (Fruciano, 2007; Sulakvelidze

a kol., 2001).

Obr. 9: George Eliava (internetovy zdroj 5)
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Hirszfeldov institat (Internetovy zdroj 6) vo Wroclave bol zaloZeny v roku 1952
a aktivne pracuje na fagovej terapii od roku 1957, ked’ fagy boli pouzité na lieCenie infekcie
spOsobenej Silegami. Bakteriofagové laboratorium instititu pomahalo pri vyvoji produkeii
fagov na lieCenie koznych vredov, sepsy, infekcii pl'ic a mocového ustrojenstva, ale aj
profylaxiu a lieCenie pooperacnych infekcii. Mnohych pripadoch, fagy sa pouzili proti
multirezistetnym kmeniom, ktoré odolavali klasickej liecbe (Sulakvelidze a kol., 2001).

V roku 1958 pod dohladom Profesora A. G. Nikonova s a kol. zo Statneho intitatu
Rostov nad Donom bola pouzitd metdda mnoZenia fagov proti Vibrio cholerae v Crevnej
sliznici morciat na vyrobu terapeutickych fagov, z ktorymi liecil T'udi. Stdvajuca metoda
mnozenia v bujone bola vyvinutd v dobe, ked’ o fadgoch sa uvazovalo ako o enzymoch.
Bakteriofagy mnozené v bujone prirodzene stracaju nepotrebné gény na infekciu baktérii
v sliznici €reva, tym padom po rokoch neustélej kultivacie uplne stratili schopnost’ infikovat’
Vibrio cholorae in vivo, teda schopnost’ liecit. Preparat z takto pripravenych fagov bol
podéavany oralne a vylie€il va¢Sinu pacientov bez vyraznych vedl'ajSich u¢inkov. S Preparatmi
vyrobenymi Nikonovou metédou bolo v nasledujicich rokoch vylieCenych takmer pol

miliéna pacientov s cholerou v ZSSR (Sayamov, 1963).
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4. Fagova terapia v su€asnosti

Gruzinska spoloc¢nosti Phage Therapy Center™ (Internetovy zdroj 7) so sidlom
v Thilisi lie¢i 'udi pomocou fagovej terapie, konkrétne infekcie rezistentnych kmeiov
stafylokokov (MRSA, CO-MRSA - novy kmen, ktory obsahuje . Panton-Valentine
leukocidin), streptokokov, enterokokov, E. coli, Proteus spp, Klebsiella pneumoniae a
Pseudomonas aeruginosa. Phage Therapy Center™ v roku 2004 otvorila kliniku fagovej
terapie v Tijuane (Internetovy zdroj 8), kde lieCia vredy, osteomyelitidy, preleZaniny,
popaleniny, parodontézu, stomatitidu a infekcie sposobené multirezistentnymi kmenmi
MRSA a VRE). Farmaceuticka spolo¢nost’ JSC BioChimPharm (Internetovy zdroj 9), ktora
vznikla v EIBMV (Internetovy zdroj 4), produkuje fagové preparaty pre Phage Therapy
Center. Medzindrodnu distribuciu fagovych lieCiv a zakladanie klinik fagovej terapie
vykonava spolocnost Phage International™, ktord bola zalozend vroku 2004.
V Hirszfeldom inStitate imunolédgie a experimentalnej terapie (Internetovy zdroj 6) poskytuji
experimentalnu figovi terapiu. Ceskd firma Sevapharma Praha (Internetovy zdroj 10)
produkuje vysoko u¢inny stafylokokovy lyzat pod nazvom Stafal.

Féagovu terapiu podla pouzitych elementov mézeme rozdelit’ do troch skupin:

* Prirodzené fagové castice izolované z prirodného prostredia patria
k najlacnejSiemu spdsobu fagovej terapie.

* Geneticky Modifikované fagové castice sa vyvijaju a klinicky testuja za
ucelom zvysenia efektivity liecby, alebo zabranenie vyplavenia nebezpecnych
endotoxinov po lyze bakteridlnej bunky ¢o mdze u pacienta vyvolat’ septicky
Sok.

* Fagové produkty — endolyziny st enzymy, exprimované v neskorej faze
infekcie baktérie fagom, ktoré Stiepia bunkovua stienu a tym umoznia uvolnit’
fagové castice do prostredia. Ukdzali sa ako vel'mi efektivne boji proti Gram

pozitivnym baktéridm (napr. stafylokoky, streptokoky).
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4.1. Vyuzitie prirodnych bakteriofagov

Pouzitie prirodnych fagov je najstarSi sposob fagovej terapie, ale aj v sucasnosti
nachadzaju uplatnenie. V boji proti multirezistentym kmetiom baktérii (napr. MRSA a VRE),
ktoré su najcastejSimi povodcami komplikacii u pacientov so znizenou imunitou
v nemocniciach. Fagova terapia je lacnd. Na vyvoj antibiotik sa kazdoro¢ne minti miliardy
eur, pricom priemerne iba jedno z 6smych dosiahne Stddium klinickych skasok v priebehu
niekol’kych rokov. A Baktérie sa mozu stat’ rezistentymi pocas niekolkych mesiacov od
zavedenia, alebo dokonca pocas klinickych skuSok. Zato izolacia a purifikacia nového
bakteriofagu zaberie iba niekolko tyzdiiov, tym paddom vznik rezistencie nemdze sa stat
dlhodobym problémom.

Miedzybrodzki a kol. (2007) porovnali néklady beznej antibiotikovej liecby MRSA
infekcii u chronickych pacientov s fagovou terapiou. Néklady kompletnej vyroby fagového
preparatu (vratane typizécie, kultivacie, purifikdcie atd) boli az 6 krat menSie, nez terapia
pomocou najdrahs$ich a jedinych uc¢innych antibiotik proti MRSA.

Pri fagovej terapii neboli pozorované Ziadne vedlajsie ucinky.. Na rozdiel od antibiotik,
z ktorych prakticky kazdé sposobuje rozne silné vedlajsie ucinky (napr. Chléramfenikol je
toxicky, sposobuje vyrazni hemolyzu).

d’Herelle testoval pripadna toxicitu bakteriofigov na sebe, svojej rodine
a spolupracovnikoch s negativnym vysledkom. d’Herellove prace nie st najdoveryhodne;jsie,
ale pocas 12 rokov vyvoja atestovania stafylokokového lyzatu — Staphage lysate
v Delmontskych laboratoriach (USA) neboli pozorované vyraznejSie vedlasie ucCinky
(Kropinski, 2006).

Bruttin a Briissov (2005) testovali reakciu dobrovolnikov na ordlne podany kolifag T4.
Pozorovali iba minimalne vedl'ajsie ucinky u malého pocétu oséb

Fagové preparaty sa mozu aplikovat’:

1. oralne (v tabletach, alebo vo forme suspenzie: v koncentracii 10° az 10" PFU
v jednej davke)
rektalne
lokélne (na kozu, o¢i, usi, rany apod)

v napustenych tamponoch, mast’ami, aerosolom

A S

intravenozne.
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Experimenty na mySiach dokézali, ze fagy v priebehu niekol’kych hodin po aplikécii sa
dosiahli organy, ako je pecen, slezina; v traviacom trakte a pre antibiotikd tazko
dosiahnutel'né organy ako prostata, alebo kost’. (Sulakvelidze a kol., 2001).

Pred pouzitim fagovej terapie je dolezitd dokladnd znalost’ pouzitého faga. VicSina
bakteriofagov ma tizke, Specifické, spektrum baktérii, ktoré st schopné infikovat’ (Casto iba
jeden druh, ¢i niekol’ko kmenov jedného druhu). Len vel'mi mélo faigov ma SirSie spektrum
(napr. Felix O1, ktory je schopny infikovat’ vSetky salmonely). Vyhodou uzkeho spektra je, ze
bakteriofagy nelyzuji kmene prirodzenej fluoru (Gistna, €revnd, alebo vaginalna), ako je to u
antibiotik (neselektivne zabijaju vsetky citlivé kmene vratane kmenov prirodzenej flory).
Prudké zmeny zloZeni v prirodzenej fludry Casto vedie k vzniku novej infekcie sposobenej
povodne nepatogénnymi kmenmi.

Naopak uzke spektrum je ¢asto nevyhodné v praktickom lekarstve. Ked’ lekar straca cas
nutnou presnou identifikdciou povodcu, ktory mohol byt pacient uz lieCeny v pripade
nasadenia Sirokospektralneho antibiotika. Ako alternativa sa pouziva kokteil fagov, ktoré st
schopné lyzovat’ r6zne bakteridlne druhy.

Je dolezité sa ubezpecit’ ¢i dany bakteriofdg nikdy neprechadza do lyzogénneho cyklu,
pretoze fagovu terapiu st pouzitelné iba lytické fagy. Temperované fagy neusmrtia baktérie a
pomocou transdukcie moézu prendsat gény kodujice toxiny, alebo gény spOsobujiucu
rezistenciu na antibiotika.pritomnost’ a iné faktory virulencie (napr. fag c-st infikujuci
Clostridium botulinum prendSa botulotoxin; fag CTX® baktérie Vibrio cholerae, prenaSa
cholerovy toxin a niekol’ko fagov napadajici enterohemoragicky kmen E. coli mo6zu niest’
Siga toxiny ).

Ked fagovy kmen je bezpecny je potrebné ho namnozit’ v médiu s baktériami Takyto
lyzat obsahuje fragmenty baktérii, exo a endotoxiny, ktoré vyvolavaji alergicku reakciu
u zvierat. Je nutné izolat dokladne purifikovat’ a to najlepsie centrifugaciou v CsCl gradiente,
precipitdciou siranom aménnym (Skurnik a kol., 2007), alebo i6novou chromatografiou
(Sulakvelidze a kol., 2001).

Nakoniec naklonované fagy je potrebné uskladnit’ pre buduce terapeutické vyuZitie.
Skurnik a kol. (2007) napisali prehl'ad réznych metdd a ich ucinnosti pri pouziti na fagovu

terapiu.
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Lyofilizovanom stave: Pri pouziti vhodného kryoprotektantu (napr. Zivného
média) bakteriofagy nestratia infekénost’” a mozno ich skladovat aj 20 rokov.
Tato metdda nie je vhodna pre laktokokoveé fagy.

Pri laboratornej teplote: Je potrebné aby boli uskladnené v optimalizovanom
puftri a v sterilnom prostredi.

Pri chladnic¢kovej teplote: Bakteriofagy stracaji uc¢innost’ (napr. fagu, ktory
napadd B.antracis skladovany 1 rok pri teplote 4°C sa mu znizil titer 030%,
alebo E. coli tfagu T3, ktory bol skladovany 60 tyzdnov stratil 35% z pdvodného
titra.

Zamrazené: VicSinou pri teplote -70/-80°C, alebo v tekutom dusiku glycerole,

alebo DMSO ako kryoprotektant. Bakteriofagy vel'mi dobre znasaju zamrazenie.

Féagova terapia ma niekol'ko zdvaznych nedostatkov:

Uzke spektrum uéinnosti Specifickost’ figov méze byt brana ako vyhoda,
pretoze fagy neutocia na iné baktérie, napr. prirodzenej flory, ako to Casto byva
u antibiotik. Lenze to znamend presnu identifikaciu povodcu pred zaciatkom
terapie. V praktickej medicine sa to Casto berie ako komplikacia. RieSenim by
bolo pouzit’ Sirokospekralne fagy (napr. fag Felix O1 ktory lyzuje takmer vSetky
salmonely, alebo fag K proti stafylokokom), lenZe tych sa v prirode naslo vel'mi
malo, alebo pouzit’ fagové kokteily

Schopnost’ replikacie: To ¢o d’Herelle bral ako vyhodu fagovej terapie sa
v praktickej medicine ukazuje ako problém. MnoZenie fagov komplikuje
farmakokinetiku, ¢im komplikuje vypocet G¢innej davky.

Imunitna odpoved” a RES: Bakteriofagy st schopné vyvolat imunitni
odpoved’ u pacienta. Sice nebola pozorovana alergicka reakcia, ale imunitny a
retikuloendotelovy systém (makrofagy, lynfatické uzliny apod) st schopné do 12
hodin Uplne inaktivovat’ bakteriofagy, pokial’ sa nereplikuju dostato¢ne rychlo.
Zatial' nebolo zistené ako dlho v tele pretrvavaju protilatky proti fagovym

Casticiam.
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Lyzogénia a gény virulencie: Na fagova terapiu je nutné pouZzit’ zdsadne iba
lytické fagy. Podobne je nutné zabranit aj moznému prenosu génov virulencie
do hostitel'skych baktérii (Chen a Novick, 2009). Na vyhl'addvanie génov nesuce
toxiny je vhodné pouzit’ PCR skriningové metody (Skurnik, 2007).

Traviaci trakt inaktivuje fagy: Je znadme, Ze trdviace Stavy maju schopnost’
znizit' aktivitu fagov, ale aj anaerdbne prostredie Criev inaktivuje fagy, ktoré
presli zalidkom, pravdepodobne preto, ze zI¢ viaze voI'né dvojmocné i6ny, ktoré
fagy potrebuju na prienik bunkovou stenou.

Masivne uvol’nenie endotoxinov: Bakteriofdgy su schopné, v priebehu kratke;j
doby od podania, zlyzovat obrovsky podet baktérii. Co vedie k vyplaveniu
velkého mnozstva endotoxinov do organizmu, ktoré modze u imunitne
oslabeného pacienta vyvolat’ septicky Sok.

Vznik rezistencie baktérii: Baktérie mézu s istou pravdepodobnostou ziskat’
rezistenciu proti fagom, ktord s ¢astym pouzivani daného faga, stipa. RieSenim
by mohlo byt’ pouzitie fagovych zmesi. Skurnik a Strauch (2006) referuju, ze
Casto rezistencia je vyvolana stratou receptorov, ktoré st Casto aj faktormi
virulencie (napr. puzdra), z coho vyplyva, Ze vznikom rezistencie proti
bakteriofagu sa dana baktéria stava nevirulentnd. Je potrebné brat’ do uvahy, ze

toto nie je jediny mechanizmus vzniku rezistencie.

4.2. Modifikované fagy

Nevyhody spojené s pouzitim prirodzenych bakteriofagov vo fagovej terapii (napr. uzke

spektrum, alebo problém uvolnenia endotoxinov) motivuje vedcov, k vytvoreniu novych

lie¢iv na zaklade rozne upravenych fagovych castic. Do tejto kategorie patria nereplikujice sa

modifikované vlaknité fagy a bakteriofagy viazané na membranu.

4.2.1. Nereplikujuce sa vidknité fagy:

Nereplikujice sa modifikované vlaknité fagy poskytuji niekol’ko vyhod oproti

prirodnym bakteriofagom. V prvom rade stratou schopnosti replikacie sa zjednodusila

farmakokinetika a zabrdnilo sa horizontdlnemu prenosu nebezpecnych toxickych génov.
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Pridanim smrtiaceho agensu (v podobe génu, alebo antibiotika naviazaného na povrch fagu)
sa vytvoria nové ziaduce vlastnosti (napr. zvySenie efektivity lieCby) a v neposlednom rade je
mozné naviazat’ na povrch latky, ktoré vylepsia spektrum U¢innosti.

Westwaterova a kol. (2003) navrhli novy lie¢ebny nastroj v podobne rekombinantného
vlaknitého bakteriofagu M13, ktory nesie toxické gény do baktérie E. coli.

Gén gef depolarizuje bunkovi membranu, ¢o vedie k lyze baktérie a uvolneniu jej
obsahu do prostredia. Regulacia je zalozend, ze antisence RNA Sof prekryje Citaci ramec
orf69 atak zabrani expresii. Ztoho dovodu nebol Ccitaci rdmec orf69 vlozeny do
rekombinantného fagu.

Druhy gén chpBK je regulovany neutralizatnym proteinom ChpBI, ktorého gén sa
nachadza na chromozome, preto gén chpBK bol vlozeny do vysokokopiového plazmidu
Lacl/IPTG (Lac operon regulécia).

Testovanim kmena E.coli na pevnych pddach s obsahom IPTG prisli ku vysledkom, ze
fagy nie su schopné zlyzovat' 100% baktérii, ¢o je pravdepodobne spdsobené vznikom
mutacii. Autori uvazovali, ze vlozenim mnohondsobnej képie jedného génu smrtiaceho génu,
alebo pouzitim viacerych naraz je mozZno zabranit mutécii.

Hagens a kol. (2004) reagovali na problém uvolnenia endotoxinov pri fagovej terapii
anavrhli a otestovali nereplikovatelny geneticky modifikovany fag s génom pre restrikénti
endonukledzu. Princip spociva v expresii restrik¢nej endonukleazy v baktérii pocas infekcie,
ktora spOsobi nevratné zmeny v gendme baktérie a smrt’ bez poruSenia bunkovej streny
a nasledného vyplavenia endotoxinov.

Na experiment pouzili vlaknity fag Pf3 proti Pseudomonas aeruginosa, ktory je Casty
povodca nemocni¢nych ndkaz. Nahradili gén kodujici protein zabezpecujici export fagov za
gén pre restrikéni endonukledzu BgillR. Gendém bakteriofaga Pf3 neobsahuje restrikéné
miesta pre BgilIR. Pre porovnanie pouzili lyticky bakteriofag Ptl, ktory bol rovnako ucinny
ako modifikovany Pf3 (99% Ucinnost). Pri pouZiti fagu Ptl sa zvysili hladina endotoxinov 32
az 60 krat na rozdiel od modifikovaného P13, kde sa zvysila iba 5 az 7 krat in vitro.

Jednej skupine pokusnych mysi BALB/c aplikovali Ptl a druhej modifikovany Pf3. 60
minut po infikovani. Po 24 hodinach v skupine lieCenej s modifikovanym Pf3 prezilo 95%
mysi na rozdiel od skupiny liecenej Ptl, kde iba prezilo iba 60% mysi. Rozdiel bol spdsobeny

toxickou sepsou vyvolanou vyplavenim endotoxinov po lyze baktérii.
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Yacoby akol. (2006) vytvorili vlaknity fag ako nosi¢, ktory je schopny bezpecne
preniest’ antibiotikum az k baktérii. Ako modelové antibiotikum pouZili chléramfenikol
z dévodov hemolytického ucinku. Bakteriofag oznacili Specifickymi protilatkami na zvysenie
Specificity proti baktérie Staphylococcus aurelus.

Chléramfenikol naviazali labilnou esterickou vdzbou. T4 rozstiepi v blizkosti cielovej
baktérie vplyvom bakteridlnych esteraz a vytvori mikroprostredie okolo baktérie s vysokou
koncentraciou antibiotika. Stabilita esterickej vizby sa ukdzala ako vyhovujuca (15% miera
uvolnenia po 1 hodine inkubécie v konskom sére).

Protilatky boli naviazané na povrch bakteriofdgov ZZ doménov,

Testy ukazali, ze modifikované fagy boli tak uc€inné, ako vol'ne pouzity chléramfenikol
s 20 krat vy$Sou koncentraciou. Specifické protilatky riesia problém s vznikom rezistencie.
Moznym problém je neSpecifické uvolnenie antibiotika v sére a preto je nutné tuto metddu
otestovat’ in vivo.

Predchadzajuce Studie ukazali, Zze modifikdciou bakteriofdgov je mozné vyrieSit
niektoré nedostatky terapie s prirodnymi fagmi, ako problémy s replikacnou schopnostou,
prenos toxickych génov, alebo vznik toxickému Soku z vyplavenia endotoxinov. Ale niektoré
nedostatky pretrvavaju. Konkrétne fakt, ze RES vychytdva i modifikované fagy, ¢o nie len
znizuje ucinnost’ liecby, ale v pripade pouzitia fagu ako nosi¢a pre antimikrobidlny agens

moze vyvolat’ neziadice ucinky uvolnenim antibiotika zo zachytenych fagov.

4.2.2. Bakteriofagy viazané na membranu:

Je to vlastne znehybnenie fagovych castic, na alebo v membrane, ¢im sa zabrani
vychytaniu RES.

Jeden ztychto systémov vyvinuli na Eliavovom institite, PhageBioDerm.
Biodegradatelna membrana, ktora obsahuje fagy ciprofloxacin, benzocain a alfa-
chymotrypsin. V Britdnii vytvorili znehybnené fagy na nylonovych pésikoch, ktoré sa daju

pouzit’ proti MRSA kmeiiom (Kropinski a kol., 2006).
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4.3. Fagové produkty — endolyziny

Lyziny (nazyvané tieZ endolyziny) si peptidoglykan hydrolazy exprimované
v bakériach, ktoré s infikované bakteriofagmi, Expresia prebicha neskorej fazy lytického
cyklu. Ich tlohou je rozstiepenie peptidoglykalu v bunkovej stene, aby sa uvolnili fagové

Castice poslednej faze lytického cyklu (Borysowski, 2006).

4.3.1. Struktura peptidoglykanu:

Peptidoglykan je polymér, ktory tvori zadklad bakterialne; bunkovej steny. Pozostdva
z opakujucich sa monomérov N-acetylglukozoamin a N-acetylmuramovej kyseliny, ktoré su
zviazané s B-1,4-glykozidickymi vdzbami. Na prekriZzenie tychto polysacharidovych vlékien
sluzia tetrapeptidové retazce, ktoré si naviazane na laktylovu skupinu kyseliny muramovej
amino vidzbami.

Gram pozitivne baktérie (streptokoky, stafylokoky, enterokoky, bacily, listérie atd’.)
maju tetrapeptidy previazané medzipeptidovou vézbou. Ich hrubd bunkova (15-80 nm) stena
pozostava viacero peptidoglykan vrstiev spojenych s kyselinou teichoovou. Nemaju vonkajsiu
bunkovii membranu.

Gram negativne (enterobaktérie — FE.coli, yersinie, Vibrio cholerae, Pseudomonas
aeruginosa atd’.) maju tetrapeptidy previazané medzipeptidovym mostikom. Ich tenka
bunkova stena (10 nm) je tvorend iba jedinou vrstvou peptidoglykan, ktord je obklopena

membranou z oboch stran (Borysowski, 2006).
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Obr. 10: Struktiira peptidoglykanu a bunkovej steny G+ baktérii (Hermoso, 2007)

4.3.2. Enzymatickych charakter endolyzinov:

Lyziny vicSinou maji dve funkéné domény, z ktorych jedna Stiepi peptidoglykanové

vizby (na N-konci) a druhou sa viaZe na Specificky receptor v bunkovej stene (na C-konci).

Endolyziny podl'a enzymatickej Specificity delime do 5 tried:

e N-acetylmuramidazy (lyzozymy)

* Endo- B-N-acetylglucosaminidazy

* Lytické transglykosylazy, ktoré Stiepia sacharidovu zlozku peptidoglykanu.

* Endopeptidazy, ktoré Stiepia peptidova zlozku.

* N-acetlymaramoyl-L-alanin amidazy, ktoré Stiepia aminovi vdzbu mezi

zlozkami (Hermoso, 2007).
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4.3.3. Mechanizmus ucinku endolyzinov:

Bakterialny receptor, na ktory sa viaze C-koncovd doména endolyzinov sa lisi od
receptorov, ktorymi sa bakteriofdg viaze na povrch baktérie, A zaroven bolo zistené, ze
hostitel'skd Specificita u vd¢siny endolyzinov nepresahuje uzke spektrum hostitelov fagov,
z ktorych pochadzaju.

Endolyziny potrebuji dosiahnut’ peptidoglykan, ktory je chraneny bunkovou
membranou. K tomuto tcelu sluzia malé hydrofébne proteiny menom holiny. Tie su schopné
depolarizovat membranu a vytvorit’ dieru v membrane ¢im umoznia endolyzinom dosiahnut’
peptidoglykan. Okrem holinov infikovand bunka produkuje aj antiholiny, ktoré inhibuju
aktivitu holinov az do presne uréené¢ho okamziku lyzy. Nahromadené holiny v priebehu
kratkej doby vytvoria masivne diery v bunkovej mebrane a endolyziny rozstiepia
peptidoglykan. Nastane 1yza baktérie a uvolnenie milionov bakteriofadgov do prostredia.

Boli objavené tri endolyziny, ktoré¢ svyuzivaji sekrecny systém hostitel'a (host sec

system) aby preSli bunkovou membranou k peptidoglykan bez  holinov:

Lys44 z fagu fOg44, ktory infikuje Oenococcus oeni; lyzin Lyz z E.coli tagu P1 a endolyzin
Lyz z bakteriofagu phigle, ktory napada Lactobacillus plantarum. (Borysowski a kol. 2006)

4.3.4. Vyuzitie v terapii

Pretoze peptidoglykan u Gram negativnym baktérii je prekryty bunkovou membranou
endolyziny su schopné lyzovat’ iba Gram pozitivne baktérie pri terapeutickom pouziti.

Hermoso a kol. (2007) piSe o prvom pokuse vytvorit rekombinanty endolysin a jeho
pouziti proti streptokokom skupiny A v teste na mySiach, ktory urobil Fischetti a kol. v roku
2001. Tato praca vytvorila zaujem o $tidium endolyzinov na terapiu proti Gram pozitivnym
baktériam.

Deutch akol (2004) opisali endolyzin MurLH =z fagu ®-0303, ktory infikuje
Lactobacillus helveticus. Zistili, ze je schopny lyzovat' 11 réznych druhov: Lactobacillus,
helveticus, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paracasei subsp. paracasei,
Lactococcus lactis subsp.  cremoris, L. lactis subsp. lactis, Brevibacterium linens,

Leuconostoc lactis, Pediococcus acidilactici, Enterococcus feacium a Bacillus subtilis.

30



Yoong a kol. (2004) opisali t€inky endolyzinu PlyV12 exprimovaného z bakteriofagu

phil, ktory infikuje Enterococcus faecalis a Enterococcus. faecium, ktoré ¢asto u pacientov so
zniZzenou imunitou spdsobuju endokarditidy, absecy brucha a bakteriémie (sepsy).
Dokazali lyzu in vitro viacerych infekénych baktérii ako VRE, Enterococcus faecium,
Streptococcus pyogenes (streptokok skupiny A), streptokoky skupiny B, C, E, F, L, N
a Staphylococcus aurelus.. Z baktérii prirodzenej fluory lyzuje iba Streptococcus gordonii.
Napriek vybornej schopnosti PlyV12 lyzovat mnozstvo l'udskych patogénov zatial nikto
neurobil klinicky test in vivo (na zvieratach ¢i I'udoch).

O’Flacherty a kol. (2005) vlozili gén na expersiu endolyzinu LysK z bakteriofaga K
(Sirokospektralny  bakteriofag proti  stafylokokom) do baktérie Lactococcus lacti.
Laktokokovy lyzat obsahujtci LysK bol schopny lyzovat’ mnozstvo stafylokokov ako napr.
Staphylococcus aurelus - MRSA, VRSA, Teikoplanin rezistentny S. aurelus, Staphylococcus
epidermidis, S. heamolyticus atd’.

Endolyzin LysK ma dve katalytick¢é domény na N-konci: CHAP (cystein a histidin
zavisla  amidohydroldza/peptidaza) a centralnu doménu  (N-acetylmuramoyl-L-alanin
amiddzu) a na SH3b na receptor sa viazucu doménu na C-konci. Zistilo sa, ze LysK nestraca
lytické schopnosti po odstrihnuti SH3b domény.

Horgan a kol. (2009) tspesne odskusali samostatnt CHAP kataliticki doménu LysK
lyzinu proti rezistetnym kmenom stafylokokov (v rdtane MRSA). Porovnali CHAP doménu
s ostatnymi zndmymi endolyzinmi, ktoré su schopné lyzy stafylokokovych kmenov (phill,
MV-L a HysHS5). a phill odstranenim pridavnych domén lytické schopnosti, MV-L a LysHS5
lyzoval iba S. aurelus, S. simulans a S. epidermitidis. Orezanim LysK endolyzinu iba na
CHAP katalyticki doménu sa vyrazne znizila velkost’ bielkoviny (mensie bielkoviny lepsie
prenikaji do orgédnov a menej aktivizujii imunitny systém).

Skurnik a Strauch (2005) referovali o pouziti bakteriocinov z chvostiku bakteriofagu,
ktory infikuje Yersinia enterocolitica. Tento enzym tvori dieru v bunkovej stene, ktorou dany
bakteriofag vstrekne svoju nukleovu kyselinu do baktérie. Predpoklada sa, ze vytvorenim
viacerych otvorov v bunkovej stene nastane vyrazna strata i6nov a nasledny osmoticky jav
baktériu lyzuje. Pri experimentalnej skuske na mysiach doslo iba kratkodobému uzdraveniu.
Potom 1 po opakovanom podani bakteriocin nebol schopny dostatocne zabranit’ infekcii. Teda

pouzitie bakteriocinov pochadzajucich z chvostikov bakteriofagov nie je vhodné na terapiu.
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Borysowski akol. (2006) referuje, ze Dp-1 fagu lyzuje aj opuzdrené kmene
Streptococcus pneumonniae, endolyzin PlyGBS fagu NCTC 11261, ktory infikuje
Streptococcus agalaciae je schopny lyzovat’ streptokoky skupin B, D, L a S. pyogenes a lyzin
PlyG bakteriofagu vy je schopny nicit’ kli¢iace spory Bacillus anthracis. Taktiez bola vyvinuta
metoda na identifikaciu antraxovych spoér. Reakcia PlyG so sporami uvolnuje ATP, ktoré
moze byt merané limunometrom (luciferin/luciferaza).

Hermoso akol. (2007) referuje o teste kokteilu NAM-amidazy z Dp-1 fagu a Cp-1
lyzozym (Cp-1 fag) proti Streptococcus pneumoniae svelmi dobrymi vysledkami.
Doporucuje aby enzymy s pomalou kinetikou sa pouzili do kokteilov. Proti Listeria
monocytogenes, Castym patogénnom v mlieku bol vytvoreny rekombinatny kmen
Lactococcus lactis produkujuci endolyzin.

Baktéria Staphylococcus simulans produkuje enzym s podobnym u¢inkom aky maju
fagové endolyziny. Nazyva sa lysostafin a Stiepi glycil-glycinové vizby stafylokokovej
peptidoglykan. Narozdiel od bakterialnych enzymov, ktoré opravuji peptidoglykan
v bunkovej stene, lysostafin vzdy nevratne rozrusuje peptidoglykan, a preto sa uvazuje o jeho
spojeni s autolyzou bunky. Lisostafin je u¢inny proti Staphylococcus aurelus, vratane MRSA.
Vyhodna jeho produkcia s rekombinatnych laktobacilmi v mliekarenskom priemysle.

Nebol pozorovany vznik rezistencie baktérii proti endolyzinom ani po vyvolanej
mutacii. Je to spdsobené tym, ze katalytické jadro rozpoznava pre baktériu zivotne potrebnt
latku (napr. cholin u pneumokokov, alebo polyrhamézu, ktora je nutné pre rast Streptokokov
skupiny A).

Hlavné obmedzenie pouzitia endolyzinov je prirodzena odolnost’ Gram negativnych
baktérii, ale proti Gram pozitivnym baktéridm sa osvedcili. Sice toxicky uc¢inok lyzinov nebol
potvrdeny (iba baktéridlny lyzin lysostafin ma schopnost’ viazat’ a degradovat’ elastin, pretoze
ma vysoky obsah glycinu), ale mechanizmus rozpustenia bunkovej steny moze vyvoalt
toxicky Sok podobne ako pri terapii s prirodnymi fagmi.

Endolyziny st schopné vyvolat imunitni odpoved. Sice reakcia s protilatkami
nevyvolava inaktivaciu enzymatickej aktivity, ale d’alSie mechanizmy imunitného systému
(fagocytoza, RES apod.) mézu zabranovat’ pristupu k patogénnym baktériam a tym znizovat
ucinnost’ liecby. Borysowski a kol. (2006) referovali, Ze naviazanim PEG na molekuly lyzinu

sa vyrazne znizi afinita protilatok k endolyzinu.
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5. Zaver

Féagova terapia ma potencial sa stat’ bezne dostupnou liecbou bakteridlnych ochoreni pre
mnohé vyhody ako schopnost’ ucinne zabijat’ na antibiotika rezistentné bakterialne kmene a v
podstate ziadne vedlajSie ucinky. Pre zavedenie nového lieCiva na fagovu terapiu je nutné
mat’ dokladne preskimaného daného faga. Presne urcit’ rozsah bakteridlnych kmenov, ktoré je
schopny lyzovat’, sekvenovat’ gendm pre vylucenie pritomnosti génov pre toxiny, rezistenciu
na antibiotikd, inych faktorov virulencie a schopnosti prejst’ do lyzogénneho cyklu.

Sice bakteriofagy samotné nie si pre Cloveka toxické, ale septicky Sok z nahleho
uvolnenia velkého mnozstva endotoxinov z lyzovanych baktérii moéze u oslabenych
pacientov vyvolat' vazne komplikacie. RieSenim by bolo pouzitie nereplikovatel'nych
modifikovanych fagov, ktoré nest toxicky gén restrikénej endonukledzy.

Za najvacsi problém povazujem schopnost RES viazat bakteriofagy (prirodné i
modifikované) a tym vyrazne znizit’ G¢innost’ lieCby (u mysi doslo ku uplnemu vychytaniu v
priebehu niekol'kych hodin). Tiez bakteriofagy navodzuju produkciu protilatok v T'udskom
tele, ale nie je zrejmé ako dlho tieto protilatky pretrvavaji v organizme po skonceni liecby.

Tu sa naskytuje rieSenie v podobe endolyzinov, ktoré st vyrazne mensie a tym aj tazsie
odburateI'né¢ imunitnym systémom. Ich hlavnym problémom je neschopnost’ lyzovat Gram
negativne baktérie.

Nasadeniu v komer¢nej vyrobe paradoxne robi problémy nizka vyrobnd cena a
vSeobecna znalost’ fagov. Teda farmaceutické spolo¢nosti vahaju s nasadenim na trh, pretoze
Casto izolovaného faga si nemodzu patentovat ani inym sposobom chranit’ a spolu s lacnou
vyrobou nebude schopna dostatocne presadit’ svoj vyrobok. Inymi slovami sa im to neoplati.
Ale vyrobu modifikovanych fdgov a endolyzinov je moZno patentovat’ a preto verim, ze

budticnost’ fagovej terapie je prave v nich.



6. Zoznam pouzitych skratkiek

DMSO
GMO:
IPTG:

MRSA:

NK
CO-MRSA

PFU

RES
VRE

VRSA

Dimethyl sulfoxide, dimetyl sulfoxid.

Genetically Modified Organism, geneticky modifikovany organizmus
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, izopropyl-B-D-1-
tiogalaktopyranozid.

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, Melticilin rezistentny
kmen Staphylococcus aurelus

nukleova kyselina.

community-acquired, or community-associated Staphylococcus
aureus, ziskany v komunite melticilin rezistentny Stafylococcus

aurelus

Plaque forming unit, plaky tvoriaca jednotka.

reticuloendothelial system, retikuloendotelovy system.
Vancomycin-resistant Enterococcus, Vankomycin rezistentné

enterokoky.
Vankomycin resistant Staphylococcus aurelus, Vankomicin

rezistentny Staphylococus aurelus
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